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Suhrn

Celosvetovo patria spinocelularne karcinémy dutisinej (OSCC) medzi 10 rajstejSie sa
vyskytujucich malignit. K hlavnym rizikovym faktomo OSCC patri abuzus alkoholu, tabaku
a betelu. Rast areparacia tkaniv zavisi na malepapulacii kmaovych buniek, ktorych
zakladnou charakteristikou je schopfigebaobnovy a produkcie tzv. TA progenitorov (TA,
transit amplifying, z ktorych vznikaju diferencované bunky. Pritorsthtychto bunkovych
typov vyskytujucich sa aj v malignych né&doroch j@kladom pre koncept nadorovych
kmeiovych buniek. Bolo zistené, Ze rovnako ako epitéléwmeiové bunky produkuja aj
maligne bunkyin vitro rozpoznatine odliSné kolénie buniek nazyvaméloklony. Tieto
kolénie buniek vykazuju schopnbssebaobnovy a pridalSom deleni vytvarajua bunky
exprimujuce markery diferencovanych buniek. V siag8 s identifikaciou a izolaciou tychto
nadorovych buniek bolo zistené, Ze vykazuju vysloti@noty expresie dgitych molekul, ako
napr. E-kadherini-kateninu, CD44 a iné.

Cielom dizert&nej prace bolo imunohistochemicky detekbvaxpresiu vybranych
potencialnych markerov nédorovych kifogych buniek (CD44, E-kadherin) vo
vzorkach spinocelularneho karcinomu dutiny Ustn8jadisticky analyzowaexpresiu tychto
molekul vo vZahu k anatomickej lokalizacii, diferenciacii a abje tumoru (pT).

Do Stadie boli zahrnuté histopatologické vzorky giastickej excizie a resekatu
spinocelularneho karcindbmu dutiny Ustnej ziskané3édpacientov. VSetky vzorky boli na
zéklade sledovanych udajov rozdelené do nasledjiskupin:A. anatomické lokalizacia
tumoru(spodina dutiny ustnej / jazyk / gingiva / iné hize oblas tvrdého podnebia, tonzily,
oro- a nazofarynguB. diferenciacia tumor(G1l / G2-3) C. objem tumoru-pT Stadiu¢pT1-

2 | pT3-4). Detekcia expresie CD44 a E-kadherinla biykonana imunohistochemicky
pomocou Specifickych protilatok a vyhodnotena pemitictvom H-skére. V kazdej skupine
boli hodnoty H-skére rozdelené do dvoch nasledajuskupin: negativna expresia: H-skore
= 0; pozitivha expresia: H-skoére > 0.

Pri porovnavani vzoriek anatomickej lokalizacieugika A) preukazal Fisherov presny test
s Bonferroniho korekciou signifikantne vysSi podigloriek s pozitivitou CD44 u lokality
»Spodina dutiny ustnej“(84,6 %,P=0,003) a lokality,iné* (100 %,P=0,003) v porovnani

s lokalitou ,jazyk* (0 %).Dalej pri porovnavani vzoriek skupiny C bola zisteignifikantna
zavislog medzi objemom tumoru (pT Stadiom) a pozitivitow)megativitou (=0) CD44,
pricom pozitivita korelovala s pT1-2P€0,022). Medzi expresiou E-kadherinu, pripadne

CD44 a diferenciaciou tumoru nebola zistena Ziadatasticky signifikantna zavislés



Vysledky dizerténej prace nazraju, Ze v pokreilejSich nadoroch dochadza k znizeniu
expresie Standartnej izoformy CD44. VysledKRalej odhalili regionalne rozdiely v expresii
CD44 so signifikantne nizSou expresiou u tumorayka v porovnani s tumormi z ostatnych
anatomickych lokalit dutiny ustnej. OSCC tvoria pkw nadorov vychadzajucich zo
Strukturalne odliSnych oblasti dutiny Ustnej. Vattom k tomu je dblezité, aby boli tieto
regionalne rozdiely zdladnené pri hodnoteni prognostického vyznamu CDA44ejto
heterogénnej skupiny nadorov.

Kruéové slova: spinocelularny karcinbm dutiny Ustnej, nadorové ekové bunky,
imunohistochémia, CD44, E-kadherin, anatomicka lin&eia, diferenciacia tumoru, pT
Stadium



Summary

Oral squamous cell carcinomas (OSCC) are part othtOmost common malignancies
worldwide. Alcohol, tabacco and betel use are aersid to be the major risk factors for
OSCC. Tissue growth and reparation depends on hsumiiset of stem cells that share ability
of self-renewal and production TArgnsit-amplifying progenitors which ultimately commit
to terminal differentiation. The concept of canstam cells is based on the presence of these
cells in malignant tumours. It has been reported tlancer cells, analogous to epithelial stem
cells, form colonies with holoclone morphologiesvitro. These cells both possess the ability
of self-renewal and produce the cells that exptiesdifferentiation markers. With regard to
the identification and isolation of these canceliscé has been reported that they show
consistently higher levels of expression of stethfedéated molecules such as E-cadhepin,
catenin, CD44 and others.

The aim of the dissertation thesis was to investighe expression of potential markers of
cancer stem cells (CD44, E-cadherin) in OSCC tunspacimens and statistically analyse
this expression in relation to the anatomic loaatdifferentiation and pT stage of tumours.
Histopathological specimens of OSCC from 34 pasievere included into the study.

The samples were classified by observed data igitheps: A. anatomic location of tumour
(floor of the mouth / tongue / gingiva / other <lmded hard palate, tonsils, naso- and
oropharynx); B. tumour differentiation (G1 / G2-8), pT stage of tumour (pT1-2 / pT3-4).
The expression of CD44 and E-cadherin was detdntéchmunohistochemistry with specific
antibodies and analysed using H-score. The H-s@ues were divided into groups: negative
expression: H-score = (Qositive expression: H-score > 0. Fischer's exast with a
Bonferroni correction revealed statistically sigrahtly decreased expression iongue
tumour group (0%) when compared with that of floer of the mouth{84,6%;P=0,003) and
other group (100%P=0,003). When compared specimens in group C stallist significant
association between pT stage and positivity/negatiof CD44 was observed. CD44
positivity correlates with pT1-2P& 0,022). While comparing tumour differentiationp n
statistically significant differences in CD44 andc&dherin expression were observed.

The results indicate the reduced CD44 expressioradwmanced pT stages of tumours.
Moreover, the CD44 expression is strongly reduagedquamous cell carcinomas of the
tongue when compared with other areas of the aratyc OSCC represent a tumour group, in

which tumours arising from structurally differemabareas. This should therefore lead to take



different areas into consideration when analysirrggpostic value of CD44 in this
heterogenous tumour group.

Key words: oral squamous cell carcinoma, cancer stem catisiunohistochemistry, CD44,
E-cadherin, anatomic location, tumour differentatipT stage



1. Teoreticky Gvod

1.1. Epidemioldgia spinocelularneho karcinbmu dutig Gstnej

Nadorové ochorenia predstavuju z globalneh@adiska jeden z najzavaZnejSich
zdravotnych problémov. Ptal celosvetovych odhadov bolo v roku 2002 diagnostkych
okolo10,9 miliona novych pripadov nadorovych ochof@arkin et al. 2005).

Incidencia malignych nadorov dutiny ustnej (MNDUjednotlivych oblastiach sveta zime
kolisa. Incidencia spinocelularneho karcinomu dutiistnej (OSCC) predstavovala v roku
1999 6,6/100 000 u muzov a 2,9/100 000 u Zzien (Reic2001). V roku 2002 bolo
celosvetovo zaznamenanych cca 274 000 novych mp@&CC a v takmer dvoch tretinach
pripadov sa jednalo o muzsku populaciu. Melanézedgiavovala v danom roku svetovu
oblag’ s najvysSou incidenciou OSCC (31,5/100 000 u mw@@,2/100 000 u Zien). Jedna
sa 0 stiagy’ Oceéanie (obr. 1) atvori ju viacero ostrovov. MedajvyznamnejSie patri
Bismarckovo slostrovie, FidZi, Nova Kaledéonia, BloGuinea, Moluky, Salaminove

ostrovy, Ostrovy Torresovho prielivu a Vanuatu.
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Obr. 1: Melanézia nachadzajluca sa severne a severovychddhestralie.
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Co sa tyka Zenskej populéacie relativne vysoka imdge OSCC bola zaznamenana v juzne;
Azii (8,3/100 000). Tieto Statistické Gdaje odrézeplyv rizikovych faktorov OSCC, akymi
sU zn&ne rozsirené Zuvanie betela obyVaiejuznej Azie a Melanézie alebo vysoky vyskyt
karcinomu pery v Australii, pripisovany najma skegh Gcinkom slin€ného Ziarenia (Parkin
et al. 2005). V USA v obdobi rokov 2001-208%ila incidencia malignych nadorov dutiny
ustnej (MNDU) cca 10,4/100.000 ¢me. Vekovy medidn pacientov v dobe stanovenia
diagn6zy MNDU predstavoval 62 rokov (Ries et al.080 VysSia incidencia bola
zaznamenana u Afroameéginov (12,4/100 000) v porovnani s jedincami biedsy (9,7/100
000). NajvysSia incidencia sa vyskytovala u Afroakanov muzského pohlavia (20,5/100
000) (Silverman 2001; Ries et al. 2008). HorSidistteké vysledky vykazuju rozvojové
krajiny Afriky, kde incidencia MNDU a pharyngtini pod’a udajov WHO priblizne 25/100
000. (World Health Organization 2001). Géskej republike predstavovala vr. 2005
incidencia MNDU cca 4 pripady na 100 000 obylate pricom u muzského pohlavia bola
incidencia cca 3 krat vysSia ako u zien.

Od 80-tych rokov minulého statia sa incidencia MNDU zvysSila o priblizne 0,5/10000
Incidenciu MNDU (C00-C08) ¥asovom rozmedzi rokov 1977-2005 udava tab. 1.

Tab. 1: Casovy vyvoj incidencie MNDU (C00-C08)(eskej republike za obdobie rokov 1977-2005
(Epidemiologie zhoubnych nadov Ceské republice 2005).

Rok 1977 | 1978| 1979 1980 1981 1982 1983 1984 08586 19

1
Incidencia| 3,5 3,59 | 3,33 3,5 3,78 3,78 391 3,53 392 401

Rok 1987 | 1988 1989 1990 1991 1992 1993 1994 09596 19

Incidencia| 3,99 3,98 3,87 3,99 4,23 404 3,97 4 97 14 437

1
4
Rok 1997 | 1998| 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2p05
Incidencia| 3,83 | 3,92 | 4,24 4,1 4,38 3,1 406 4,18 4,37

NajohrozenejSiu vekovu skupinu predstavuju jediodi50 do 65 rokov. Vekova Struktura
populacie pacientov v zavislosti na incidencii MN§OO00-C08) je znazornena na obr. 2.

(Epidemiologie zhoubnych nadov Ceské republice 2005).
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Obr. 2: Graf znazatujuci vekovu Struktdru populécie pacientov v zavésl na incidencii MNDU
(C00-C08).

Prevalencia MNDU sa zvySuje svekom adastejSia u muzov v porovani so zenami
s pomerom cca 2:1. V poslednych des&gach vSak bolo popisané zvySenie vyskytu OSCC
u Zenskej populacie, ktoré ma na svedomi stiereytiaznejSieho rozdielu medzi muzskym
a Zzenskym pohlavim (Reichart 2001; Silverman 199Ben et al. 1990). V rozvojovych
krajinach je OSCC Siestou ®daptejSou malignitou u muzov a desiatou ¢asifejSou
malignitou u Zien (Landis et al. 1999). V USA predsiji MNDU priblizne 3 % vSetkych
malignit u muzov a 2 % vSetkych malignit u Zien¢@m vo viac ako 90 % pripadov sa jedna
o spinocelularne karcinomy (Nevilke Day 2002). Napriek tomu, Ze dutina Ustna predgtavu
lokalitu Tahko pristupna klinickému vySetreniu, je len pébk jedna tretina OSCC

diagnostikovana v I. alebo Il. Stadiu ochorenian@ket al. 2008).

1.2. Etioldgia a rizikové faktory spinocelularnehdkarcinomu dutiny Ustnej

K hlavnym rizikovym faktorom OSCC patri abuzus dlktu, tabaku a v azijskych
krajinach zn#éne rozSirené Zuvanie betelovej zmesi. Predigpezimdézu posobi najma
virusové (HPV, EBV, HSV) a mykotické infekci€#ndida albicanf oralna submukdzna

fibréza, diskoidny lupus erytematosus, oralny litipdanus a lichenoidné Iézie dutiny Ustne;j.
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K potencialnym rizikovym faktorom sdlalej radi pozitivna rodinna anamnéza OSCC, nizky
socioekonomicky status spojeny so slabou timav Ustnej hygieny, nevyvazena dieta a
ziskany imunitny deficit (HIV) (Mehrotra Yadav 2006; Franceschi et al. 2000). V pripade
spinocelularneho karcindbmu pery zohrava v etioltaktiez doleziti udlohu nadmerna
expozicia slnenému Ziareniu (Pukkal& Notkola 1997; Antoniades et al. 1995pomenuté
rizikové faktory vedu k malignemu nadorovému ocharenafgastejSie cez prekancerdzne
lézie, ktoré sa v ditom percente pripadov maligne transformuju. Tigi@kancerozy
moZeme rozdealina makroskopicky viditsmé a histopatologicky verifikované. V populacii sa
navyse vyskytuje u@ité percento pacientov s diagnostikovanym OSCC pdmmnosti
typickych rizikovych faktorov v Zivotosprave (nefegri, abstinenti), u ktorych sa méze
vyskytnlt’ zvla§ agresivny priebeh ochorenia (Llewellyn et al. 20@iopatogenéza ostava
u tychto pacientov nejasna, ajdkesa zaina diskutovd o moznej kauzalnej suvislosti
s perzistentnou virusovou infekciou. Zda sa, zé&twrulohu tu bude taktiez zohrava
geneticka predispozicia (génovy polymorfizmus).d8uhe postavenie v epidemioldgii OSCC
predstavuje prislusntsk urcitej rasovej a etnickej skupine, ktora vyrazne gvilje
prevalenciu ochorenia v zavislosti na socialnydtulirnych zvyklostiach. Potvrdzuje to aj
vysoka prevalencia ochorenia pritomna u komunigiamtov, ktori emigrovali zo svetovej
oblasti s vysokou incidenciou OSCC (Ahluwalia 200&n Wyck et al. 1993).

1.2.1. Alkohol

Mnohé epidemiologické Stadie potvrdili korelaciu dae pozivanim alkoholu
a vyskytom nadorovych ochoreni (Tuyns 1983; Seitzale 1998; Stickel et al. 2002).
Chronicka konzumécia alkoholu je vyraznym rizikovyiaktorom nadorovych ochoreni
horného zazivacieho traktu (Seitz et al. 2004). Maezmov a ptiin, ktoré sa podi&ju na
vzniku nadorovych ochoreni v savislosti s prijmdikoholu je niekdko. Patri medzi ne
Gcinok acetaldehydu, indukcia cytochrému P4502E1 (2B ¢i lokalny vplyv alkoholu na
epitel. Acetaldehyd (AA), prvy metabolit oxidacielk@holu, pésobi kancerogénne
a mutagénne, desStruuje folaty a viuje v naslednu hyperproliferaciu. AA je produkovany
tkanivovymi  alkoholdehydrogenazami, cytochromom @251 ataktiez pomocou
bakterialneho oxidativneho metabolizmu v gastreimélnom trakte (Posclat Seitz 2004).
Bolo zistené, Ze AA interferuje s mechanizmom ddjez pri reparacii DNA, cestou
inhibicie enzymu O6 metyl-guanyltransferazy (Espétal. 1988). Bruguere et al. vr. 1986
zistil, Ze relativne riziko liudi denne pozivajucich 100-159 g alkoholu je 134 kySSie pre
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vyskyt karcinomu dutiny Ustnej, 15,2 krat vysSie propharyngealne karcinomy a 28,6 krat
vysSie pre hypopharyngeélne karcinomy (Brugueral.e1986).Dalia Stidia z Francizska
zistila, Ze jednici s dennym prijmom alkoholu n& 1y vykazuju 30-nasobne vysSie riziko
vzniku spinocelularneho karcindbmu dutiny Ustnejr@pbaryngu (Andre et al. 1995).
S oadom na synergistickyc¢inok alkoholu a fajenia bolo zistené, Ze jedinci s vysokym
dennym abuzom alkoholu a cigariet mdéZzu vykaroaa 100-nasobne vySSie riziko rozvoja
malignity (Andre et al. 1995; Blot et al. 1988)dlrkcia cytochromu P4502E1 (CYP2EL1) je
spojena so zvySenou tvorbou 'mgch radikalov a taktiez lahiuje aktivaciu réznych
prokancerogénnych latok pritomnych napriklad v atkickych napojoch (Poschdc Seitz
2004). V suvislosti so Skodlivym lokélnymtiakom alkoholu, netreba zabitdaa fakt, Ze
najma koncentrovany alkohol ma priame toxické pésad na epitel a gasne posobi ako
rozpu¥adlo, ktoré tGiahtuje prienik ostatnych kancerogénov do sliznice. ydavchronicky
alkoholizmus vedie k atrofii alipomatéznej metafdae parenchymu slinnych Zliaz.
Poskodenie parenchymu vedie k fan&mu zniZeniu salivicie a k zvySenej viskoziteyslin
Tymto sa slizniny povrch stava neschopnym satistenia aje preto vystaveny vysSSim
koncentraciam lokalne posobiacich kancerogénowéktstavaju dihSiu dobu v kontakte so

sliznienym povrchom (Maier et al. 1986; Seitz et al. 1998)

1.2.2. Tabak a tabakové splodiny

Existuju dva spbésoby konzumacie, akymi sa tabgéha splodiny dostavaju do
organizmu. Bd je tabak sp@ovany ajeho produkty su nasledne inhalované r@spim
traktom alebo sa konzumuje bez Bpania a dostava sa do kontaktu so sliznicamiktez
dochadza k absorpcii nikotinu (Daftary et al. 199Rdd’a epidemiologickych Stadii bolo
zistené, Ze riziko vzniku OSCC je 5-9 nasobne eysSiafiarov v porovnani s nefédarmi.
Pokid’ ide o extrémnych fajarov (80 cigariet denne a viac), mozet' pto riziko az 17-
nasobne vyssSie (Mashberg et al. 1993; Jovanowat. d993; Andre et al. 1995; Lewin et al.
1998). K tabakovym produktom, ktoré k svojej konZAamn nepotrebuju sgavanie patri
Snupaci tabak, Zuvaci tabaktzv.snuff (Svédskysnug. Zatid’ ¢o Sidpaci tabak je sypky
vyrobok z fermentovanych mletych tabakovych listméeny k inhalacii nosom, Zuvaci tabak
je tvoreny suSenymi tabakovymi listami obvykle na&ermoymi v sladkom roztoku. Snuff alebo
snus je zvlastny typ tabaku, ktory sa v podobe pgalkcky umiestiuje do Ustneho vestibula
medzi lice a alveol. Tento spdsob konzuméacie talpakozsireny najma v Skandidavskych
krajinach. Zuvanie a "snuffing" tabaku je taktiesbeiované so zvysenym rizikom MNDU, aj
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ked’ v menSej miere. Odhaduje sa priblizne 4-nasobgsigyiziko vzniku OSCC (Winn et al.
1981). Ucité Stadii nazn&uju, Ze konzumacia prave Svédskeho snuffu (ktory je
nefermentovany a ma nizsi obsah nitrosaminov) enigppjena so zvySenym rizikom OSCC
(Lewin et al. 1998). Hlavny problém, tykajuci saegmého stanovenia rizika vzniku
karcinomu hornejcasti zazivacieho traktu, tkvie v jeho silnom symarge s alkoholom
vzniku OSCC ako pri fépi cigariet (Wynder et al. 1977). Na druhej stram@ Stldia zo
severného Talianska potvrdzuje vySSie riziko vzrdCC v spojeni s fégnim fajok a cigar

v porovnani s f&enim cigariet. (Franceschi et al. 1990). V tabakowtyme (alebo vo vode
rozpustnych zloZzkach, ktoré sa extrahuju do slibg)o identifikovanych viac ako 300
kancerogénov (International Agency for ResearciCancer 1986). Medzi najviac Studované
patria polycyklické aromatické Ulibvodiky (PAU), tabak-Specifické nitrosaminy,
nitrosonornikotin (NNN), nitrosopyrolidin, nitrosimdetylamin a 4-(methylnitrosamino)- 1-
(3-pyridyl)-1-butanon (NNK). NNN a NNK pésobia |dk& na kméové bunky keratinocytov
a po absorbovani do organizmu taktiez na vzdialkeadiva. Skodlivé pésobenie tychto latok
spaiva v tvorbe DNA aduktov, ktoré narusSuju nasledeplikaciu DNA (Johnson 2001).
Metabolizmus spomenutych kancerogénov obvyklgizabxygenaciu cytochromom p450 a
naslednu konjugéciu, pri ktorej je délezity enzyhatathion-S-transferaza. Zda sa, Zze génovy
polymorfizmus tychto enzymov je asociovany s nasbgou k vzniku malignit v r6znych
lokalitach (Lafuente et al. 1998). V suvislosti alignymi nadormi hlavy a krku, tento
polymorfizmus koreloval s klinickym Stadiom, dife@aciou a prognézou nadoroveho
ochorenia (Matthias et al. 2002).

1.2.3 Betelova zmes (Betel quid)

Zuvanie betelovej sUsta alebo betelovej zmesi (aogfel quid) je pradavny zvyk
bezne praktikovany v mnohych azijskych krajindchetdbové sasto obvykle pozostava
z betelového listu, semien Palmy arekovej a hasen@pna (obr. 3). K tymto zloZzkam sa
mozu pridava dalSie prisady, ako napriklad tabak (Warnakulasuetlyal. 2002; Lu et al.
1996).
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Obr. 3: ZloZenie betelového susta: betelové listy (A) dmeésvapno (B), semena Palmy arekovej (C) a
tabak (D) (International Agency for Research ondean

Semena Palmy arekovej obsahujtindé latky- alkaloidy, medzi ktoré patri arekolin,
arekaidin, guvakolin, a guvacin (Giri et al. 200&fekt najviac zastupeného alkaloidu
arekolinu spéiva najméa v jeho pdsobeni na cholinergné neurdmy(gi 1976).

DalSia zloZzka betelovej zmesi je hasené vapno, lktoréyznam sp&va v rychlejSom
uvolnovani alkaloidov av posilneni farmakologickéhéinku (Zain et al. 1997; Johnson
2001). Priprava betelovej zmesi gp@ v zavinuticasti semena areky, haseného vapna,
pripadned’alSich prisad do betelového listu. Zavinutl betélames si konzument vklada do
Ust a prezuva. Pravidelné Zuvanie betelovej zma@sviacero Skodlivych dinkov na sliznicu
dutiny Ustnej a horngjasti zaZivacieho traktu s moziios maligneho zvratu.

Betelové listy obsahuju ztaé mnozZstvo kancerogénu nazyvaného safrol, ktory je
organizme metabolizovany a vylwany ma@ovymi cestami ako dihydroxychavikol

a eugenol (Chang et al. 2002). Zuvanie’ mamotnych semien Palmy arekovej alebo ako
skkay  betelovej zmesi vedie k vzniku oralnej submukdziibrozy, potencialne

prekancer6zneho postihnutia Ustnej sliznice (Daw. 992). Relativne riziko vzniku OSCC
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u jedincov pravidelne konzumujucich semena palnmgkarej predstavovalo u taiwanskej
populacie 58,4 (95% interval sfahlivosti 7,6-447,6). Doba trvania konzumacie (oky
a frekvencia denného prijmu pozitivne korelovalazggsenim rizika vzniku karcinomu (Lu
et al. 1996).Primes tabaku k tymto produktom toto riziko eStacvivySuje (International
Agency for Research on Cancer 1985). NavySe komolairfagenia a Zuvania betelovej zmesi
(zloZzeného z betelového listu, semien palmy argkavetabaku) posobi synergisticky.
Pomocou mikronukleus testu (detekcia chromozomalnpbSkodenia) bol potvrdeny
zvySeny poet mikrojadierok v bunkach Ustnej sliznice Wwiajov pravidelne Zuvajucich
betelovi zmes v porovnani s néfaymi Zuvajucimi betelovi zmes. Kontrolnd skupina
nefagiarov, nekonzumujdcich betelovi zmes vykazovalani#dj pa@&et mikrojadierok
v bunkach Ustnej sliznice a teda predstavovala e rizikovli skupinu v suvislosti

s moznym vznikom karcinomu (Sellappa et al. 2009).

1.2.4. UV Ziarenie a rizikové faktory Zivotného pretredia

Rizikova skupinu, s dladom na moZzny vznik spinocelularneho karcinbmu pery
(SCCL), predstavuju hlavnéudia pracujuci vésinu dia v prirode, ktori sa vystaveni
dihodobej expozicii sli@mému Ziareniu (zamestnanci pracujuci Vrpmhospodarskom
odvetvi). Vé@Sie riziko vzniku SCCL taktiez existujeludi zijucich b’ v krajinach s vySSou
zemepisnou Sirkou, ktoré vykazuju zniZzenu koncentr@zonu v atmosfére (Pukkala
Notkola 1997) alebo v krajinach, ktoré su polozdnigSie k rovniku, s dlhSim ndm
a silnejSou intenzitou slirého Ziarenia (Antoniades et al. 1995). Studiagutdy a kontrol
z Kalifornie potvrdila, Ze u Zien vyrazne korelujas Zivota straveny na slnku s rizikom
vzniku SCCL a Ze pouZzivanie ruzov na pery pésotimto smere ochranne (Pogoda
Preston-Martin 1996).Rozsiahla epidemiologicka Studia zo zapadnej Alistradava
percentualny podiel SCCLs 49 % zo vSetkych pripaddDU zahrnutych do Studie, &ho
82 % postihovalo dolnu peru (Abre al. 2009) Aj ked’ je vyskyt SCCL vyrazne koreluje
s chronickou expoziciou sle®ému Ziareniu, bolo zistené, Ze vyskyt SCCL je i¢dkt
asociovany s miestom, kde d&gr habituédlne udrZuje cigarti fajku (Silvermang& Shillitoe
1998). Zda sa, ze délezitu ulohu zohravaju aj rkéstgersus vidiecke oblasti Zivotného
prostredia. V Stadii z Anglicka signifikantne kovell stup#& zneistenia ovzduSia
kyslicnikom sirtitym s vyskytom spinocelularneho karcinomu laryn§@ake 1993).
Zvysené riziko karcinbmu laryngu bolo zistené tektiu pracovnikov v oceliarenskom

priemysle, ktori vykazovali dlhodobd expoziciu viga kyselin (Steenland 1997).
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RozsiahlejSia Studia pripadov a kontrol z USA pditar nepriaznivy vplyv sg@vania
fosilnych paliv na zdravie, kde u skupin takto exp@nych zamestnancov bola zvySena

pravdepodobnasvzniku karcindbmu faryngu (Huebner et al. 1992).

1.2.5. Infekéné ochorenia

1.2.5.1.Ludsky papilomavirus (HPV)

LCudsky papilomavirus je povazovany za mozny etialogiaktor (pripadne kofaktor)
pri vzniku OSCC. Pdth rizika vzniku malignej epitelidlnej transformasie HPV rozdiuju
na tzv. vysokorizikové — ,high-risk HPV* (typy 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,

68 ) s vysSim rizikom inicioMamalignu bunkovu transforméciu a nizkorizikové ewtrisk
HPV* (typy 6, 11, 40, 42, 43, 44, 53, 54, 61, 73, 81) s rizikom nizZSim.

Obr. 4: Papilom na podnebi dutiny Ustnej.

NajvyznamnejSie postavenie maju typy HPV 16 a HP& ktoré byvaju ndpstejSie
asociované s HPV- pozitivnymi HNSCC (Kreimer et &005). Virusovy genom
papilomavirusov obsahuje gény pre skoré funkcigégy), gény pre neskorSie funkcie (L-
gény) a gény pre Strukturalne virusové proteinytaidr 2003). Mechanizmus onkogenézy

spaiiva v schopnosti HPV kddovadva Kucové onkoproteiny E6 a E7, ktoré cestou
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inaktivacie tumor supresorovych proteinov p53 a pRIuSuju regulaciu bunkového cyklu
(obr. 5) (McLaughlin-Drubir& Minger 2009)

e%’s HPV . Integricia HPV DNA
® ¢° infekcia e ...o v ~ 90 % pripadov dojde do bunkového genému

° k spontannemu vylieceniu ,
svw e v ~ 0,8 % dochadza
Replikacia % @ k malignej transformacii
/ buniek
. —_—— > =
(=

Infikované bunky bazilnej vrstvy

Obr. 5: Schéma znazaujuca priebeh HPV infekcie v epitelovych bunkach.

V suvislosti s hlavnymi rizikovymi faktormi pre vin OSCC (t.j. konzumacia tabaku,
alkoholu, betelu, slaba uravéistnej hygieny) je zaujimaveé, Ze existujéitarskupina, najma
mladSich pacientov bez pritomnosti tychto ,typidk§cizikovych faktorov v Zivotosprave
(nefagiari, abstinenti). U tychto pacientov sa na zakledR/-pozitivity zaalo hypotetizova

0 moznej etiologickej suvislosti s papilomavirusovimfekciou. Taktiez vlastnosti tychto
HPV-pozitivnych nadorov vykazuju &ité Klinicko-patologické rozdiely. Jedna sa najma
o odliSnosti  tykajuce sa rizikovych faktorov, vekuhistopatologického obrazu
(nekeratinizujuca bazaloidna morfolégia), diferémci anatomickej lokalizacie nadoru (El-
Mofty & Lu 2003; McHugh 2009). Bola zistena silna asadei&eedzi pacientami s HPV16-
pozitivnymi HNSCC, p&om oralnych sexualnych partnerov a&&jim marihuany. Pacienti
s HPV16-negativnymi HNSCC suvistbss tymito rizikovymi faktormi nevykazovali
a u tychto pacientov bola naopak potvrdena poati@asociacia s konzumaciou alkoholu,
tabaku a malhygienou dutiny ustnej (Gillison et2&l08). Vysledky niekikych studii odhalili
signifikantne vysSiu prevalenciu najméa ,high-risP¥' v OSCC v porovnani so zdravym
ustnym epitelom (Luo et al. 2007; Mill&e White 1997). V Studii obsahujucej subor 167
histopatologickych vzoriek spinocelularnych karemay hlavy, krku a pazerdku bol pri
porovnani vyskytu HPV, v zavislosti na lokalite wtithe Ustnej, zisteny vysSi vyskyt HPV vo
Waldereyovom lymfatickom okruhu (60 %), kym z 1ingelularnych karcinomov pazeraku

nebol virus detekovany ani v jednom pripade. Zasadko suboru bol HPV detekovany v 25

19



pripadoch (Paz et al. 1997). Na druhej strane nospiularneho karcinomu jazyka bol HPV
detekovany len v 1,96 % pripado¥p naznauje, Zze HPV pravdepodobne nezohrava
signifikantnd Ulohu v etiolégii a patogenéze spelatdrneho karcindbmu v tejto lokalite
(Liang et al. 2008). Anatomick( lokalizaciu &agtejSie asociovanu s HPV-pozitivitou
predstavuje oblasoropharyngu. V systematickej review, ktora izaha celkovo 60 Stadii
z celého sveta, bol zisteny signifikantne zvySeelpsvetovy vyskyt HPV-pozitivnych SCC
v oblasti oropharyngu (35,6 %) v porovnani s ostainanatomickymi lokalitami (dutina
ustna: 23,5 %, larynx: 24,0 %). Celkova celosvetblRV prevalencia v 5046 vzorkach
HNSCC bola 25,9 % [95 % IS, 24,7-27,2 %]. Percdnyugodiel HPV-pozitivnych HNSCC
v zavislosti na anatomiickej lokalizacii a geogehfich podmienkach zobrazuje tab. 2
(Kreimer et al. 2005).

Tab. 2: Percentudlny podiel HPV pozitivnych HNSCC v zastlna anatomickej lokalizacii a
geografickych podmienkach (Kreimer et al. 2005).

Oropharynx Larynx* Dutina Ustna
Celkovo 35,6 % 24,0 % 23,5 %
Europa 28,2 % 21,3 % 16,0 %
Severna Amerika 47,0 % 13,8 % 16,1 %
Azia 46,3 % 38,2 % 33,0%
Ostatné 36,6 % 48,5 % 18,1 %

*Larynx - zahina pripady SCC hypopharyngu
fZahma - Strednd a Juznd Ameriku, Australiu a Afriku

Na zaklade citovanej literatary je mozné v Studgeainvzorkach vidié znané rozdiely
tykajuce sa HPV prevalencie. Tieto odliSné hodnatpercentualnom zastupeni HPV
v jednotlivych Stadiach mézu Bynimo iné spésobené:
- rozdielnou prevalenciou virusu v réznych svetovyshlastiach (pravdepodobne
spbsobenou rozdielnou distribuciou rizikovych faktq
- Casto nepresnym zadefinovanim skimanej anatomididegsi (napr. spinocelularne
karcinomy hlavy a krku vs. spinocelularne karcinéongpharyngu )
- chybnym u&enim anatomickej oblasti pdvodného miesta vznikodaw (na z&klade
pokratilosti ochorenia)
- vznikom publik&ného bias (skreslenie informacii, ktoré vznika taraou publikové

len Statisticky signifikantné vysledky, t.j. napa zaklade vysokej HPV prevalencie)
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- prili§ nizkym p@tom vzoriek zahrnutych do Studie

- v rozdielnej senzitivite testov pouZitych na HPVtekeiu. NajvysSia prevalencia
virusu bola zistena v Studiach pouzivajucich vyssdazitivne metédy detekcie (PCR)
Vv porovnani so Studiami pouZzivajucimi stredne (8Bewt blot) ¢i nizko senzitivne
metody (imunohistochemicka analyza, in situ hylzadia).
HPV DNA bola taktiez signifikantnéastejSie detekovana v zmrazenych bioptickych

vzorkach (51.6%) ako vo vzorkach parafinovych (2d).7

Na druhej strane treba podotknize ,high-risk HPV* boli opakovane detekované aj
v benignych slizrinych |éziach a taktieZ v klinicky a histologickyrn@alnej sliznici dutiny
ustnej (Miller & White 1997; Sugermaw Shillitoe 1997).0Otazka préo len v utitych
pripadoch dochadza k nadorovej transformacii HPMikowanych buniek ostava
nezodpovedana avtomto smere bude nepochybnebaati@Sieho vyskumu. Jednou z
moznych piéin by mohol by polymorfizmus kodénu 72 génu TP53, ktory je polymg

v tom, Ze kdduje hil arginin alebo prolin. Bolo zistené, Ze arginindyy p53 vykazuje
vaSiu vnimavos k degradéacii pomocou onkoproteinu E6, na rozdeelfamy prolinovej
(Butel 2000). Dal3i faktor, ktory prispieva k vy$siemu riziku nuplej transformécie je
expozicia HPV infikovanych buniek chemickym kanggom Zivotného prostredia (tzn.
spolupbsobenie viacerych rizikovych faktorov, v tonpripade HPV infekcie a chemického
kancerogénu). Pri porovnavani schopnosti chemicky&ancerogénov nadorovo
transformova ludské keratinocyty bolo zistené, Ze nadorova toanscia prebehla len
v keratinocytoch imortalizovanych infekciou HPV, mazdiel od keratinocytov zdravych
(Park et al. 1991; Shin et al. 1996). Prepokladavy&sia schopndiszdravych ustnych
keratinocytov reparovgposkodenud DNA, na rozdiel od imortalizovanych kiecytov.
Podobné vysledky boli ziskané po expozltidskych Ustnych keratinocytov UV-Ziareniu.
Kym UV-Ziarenie signifikantne zvySilo stupeintranuklearneho proteinu p53 v zdravych
bunkach, nebolo u HPV-imortalizovanych a nadorovybtluniek po tejto expozicii
pozorované zvySenie tohto proteinu (Gujuluva e1294). Na zaklade dostupnych literarnych
zdrojov sa zda, Ze perzistentna HPV infekcia-samsebe-eSte nebf@a poZziadavky
kompletného kancerogénu (samotna expresia onkdpooteE6 a E7 nie je dostajlica

k tomu, aby doSlo k bunkovej transformacii) (ChuggGillison 2009). Pésobenie HPV
infekcie je pravdepodobne zahrnuté v komplexnejSmmltifaktoridlnom procese, ktoré
funguje na principe akéhosi kofaktoru. Walom k spominanym rozdielom v prognéze HPV

pozitivnych a HPV negativhych tumorov ostava otaztiebude niekedy v buducnosti
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ovplyviiova® HPV status zmenu kebnych postupov a teda bude mozné (kvoli lepSej
terapeutickej odpovedi) pouZpri liecbe HPV pozitivnych tumorov menej agresivne metédy
onkologickej terapie. TaktieZ potvrdend suvisloesedzi HPV infekciou a HNSCC ponuka
prilezitog’ uplatnt’ urcité principy prevencie nadorovych ochoreni v olbldstiny Ustnej a
oropharyngu. Zaujimavym sa napriklad zdat byénovy polymorfizmus, ktory méze
vyselektovd jedincov so zvySenym rizikom malignej transfornea¢iiPV infikovanych
buniek. Daldiu moznos predstavuje siasna vakcinacia proti HPV zamerana na prevenciu
cervikalneho karcindmu, ktora mdéze teoreticky ovpbwa’ priebeh infekcie aj v inych
anatomickych lokalitach ako je dutina Ustiaoropharynx. Epidemiologické udaje z USA
nazn&uju, Ze pdet ra:ne diagnostikovanych HPV pozitivnych ,necervikalhyarcindbmov*

(t.j. anogenitalna obldsa oropharynx) sa priblizuje pm karcinomov cervikéalnych. Navyse,
kym v USA incidencia cervikalneho karcindbmu kles#@cidencia anogenitalnych

a oropharyngealnych karcinbmov (pre ktoré neexastejektivny skriningovy program)
narastd. Ak vezmeme do Uvahy fakt, Ze 70-90 % k&irwych karcinomov a az cca 90 %
.hecervikalnych karcinomov“ mé etiologickl suvidlos typmi 16 a 18 (t.j. s typmi proti
ktorym je zamerana gasna profylaktickd HPV vakcinacia), je teoretickpzné u jedincov,
ktori podstupili vakcinaciu @akava podobny preventivnydinok a efektivitu v znizovani
incidencie nadorovych ochoreni taktiez v tychto tamackych lokalitach (Gillison et al.
2008).

1.2.5.2. Epstein-Barrovej virus (EBV), herpes simpgix virus (HSV) a HIV

V r. 1958 popisal anglicky lekar Denis Burkitt pugieci v Ugande typ lymfému bezne
sa vyskytujuceho u deti zijucich v oblasti rovnigp\Afriky. O 6 rokov neskor Epstein,
Achong a Barrova identifikovali v bunkovych liniadiskanych z tohto lymfému herpesu-
podobné virové partikule. Neskér bol EBV potvrdeako etiologické agens infékej
mononukledzy a taktiez bola zistend jeho asociagiadiferencovanym nazofaryngealnym
karcinomom (NPC) (Lopes et al. 2003; Raab-Traub22scobar et al. 1970Pod’a
najnovsSich vysledkov sa zd4a, Ze je tato asocigmgesa najma s progresiou NPC, ale nie
s priamou nadorovou iniciaciou, ndko bolo zistené, Zze EBV je schopné infikéadine
nazofaryngeélne neoplastické bunky, na rozdiel adidk metaplastickych (Lin 2009).
Podobne pri OSCC, bola sice zistena jeho asoGd€RBV, ale priama etiologicka uloha tohto
virusu v suavislosti s kancerogenézou OSCC potvrdesiimla. Znéné rozdiely vo vyskyte

EBV vo vzokach OSCC jednotlivych Studii s¢edsna’ skor o pridruzenom- sekundarnom
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vyskyte tohto virusu nasledkom celkovej imunodeprasez o priamom etiologickom tahu
(Cruz et al. 1997; Sand et al. 2002; Anwar et GD5). Medzid’alSie virusy, ktoré mo6zu
v onkogenéze HNSCC zohrdvavoju ulohu, patrherpes simplex virus (HSWyskum na
zvieratach potvrdil, Ze HSV moéze posolaiko kokancerogén pri &fisnej expozicii tabaku
a inym chemickym kancerogénom (Larsson et al. 1988yySe, aktivna imunizacia proti
HSV viedla u Skrékov k inhibicii kokancerogénneho efektu HSV, ktoopl navodeny
spolup6sobenim dimetylbenzantracénu (Park et 8D)LRovnako jedinci, ktori su infikovani
virusom/udskej imunitnej nedostataosti (HIV),vykazuju vyssi vyskyt nadorovych ochoreni
dutiny UstnejZda sa, Ze tato predispozicia k nadorovym ochomenesuvisi len so znizenim
imunity organizmu, ale Ze sa tu taktiez mbze ujoledt’ priama interakcia virusov HIV
a HPV. Bolo zistené, Ze "HIV-1 Tranactivator protei u ktorého sa predpokladaju
onkogénne vlastnosti, zvySuje expresiu HPV-16 Hb7 aonkogénov Yudskych udstnych
keratinocytoch obsahujucich HPV 16 a taktiez zwyJujolifer&nu kapacitu buniekn vitro
(Kim et al. 2008; Flaitz et al. 1995).

1.2.5.3. Oralna kandidéza

Jednd sa o infeké zapalové postihnutie Ustnej sliznice, ktor&amsdpjSie vyvolava
saprofyt dutiny ustnejCandida albicans Ochorenie vznikA na zaklade celej rady
predisponujucich faktorov, ktorych spétoym menovatéom je alteracia imunitného systému
organizmu. NajastejSie predisponujuce faktory popisuje tab. 3.
Orélna kandid6za sa v dutine Ustnej vyskytuje vaceiych Klinicky odliSnych forméach.
Jednd sa oakdtnu pseudomembrandznu, akutnu  etgraa  chronickd
pseudomembrandznu, chronickl hyperplastick(, chkoni erytematéznu (atrofickd)
a angularnu kandidézu (Wotke 2001).¢it druhy mikroorganizmov nachadzajucich sa
v Ustnej dutine (viridujuce streptokoky, kandidy)ismbnuju alkoholdehydrogenazou,
enzymom metabolizujucim nekancerogénny etanol nacd@génny acetaldehyd (pozn.
niektoré samotné alkoholické napoje uz acetaldeblysahuji). Etanol je detekoviny
v prostredi dutiny ustnej eSte hodiny po konzumatkbholu. U pacientov, ktori vykazuju
malhygienu dutiny astnej boli zistené vySSie koncarie acetaldehydu v slinnach
Vv porovnani s pacientami s vySSou drow ustnej hygieny (Meurmag Uittamo 2008;
Poschl & Seitz 2004). Nieminen et al. popisuju u druhu G@adglabrata schopnts
produkovad acetaldehyd taktieZz cestou fermentacie glukdzegrihinen et al. 2009).
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Tieto zistenia jasne definuju najrizikovejSiu skupiz Hadiska mozného vzniku OSCC.
Jednd sa najma o &&rov s kladnym vZzahom k alkoholu a problematickou hygienou dutiny

astne;.

Tab. 3: NatastejSie predisponujlce faktory veduce k postiinasitnej sliznice kandidézou (Wotke
2001)..

Traumatizacia chemickeé poSkodenie sliznice
Endokrinné poruchy diabetes mellitus
Poruchy vyzivy malnutreny syndrém,

malabsorbny syndrom

Poruchy krvotvorby agranulocyt6za, aplasticka anémiia,
leukémia
Pooperainé stavy rozsiahle  chirurgické  zakroky

dutiny brusnej

Medikament6zna ligtba Sirokospektré antibiotikdg,

imunosupresiva, cytostatika

Hormonalne zmeny gravidita

1.2.6. Oralna submukozna fibr6za (OSF)

Jedna sa o chronické ochorenie Ustnej slizniceaklbeizované pritomnéeu zapalu
a progresivnej fibrotizacie submukdzneho vazivarétvedie k strate elasticity, stuhnutiu
sliznice a k naslednému obmedzeniu otvarania Ugtked sa ochorenie méze prejdvi
v ktorejkd'vek casti Ustnej dutiny, néastejSie postihnutym miestom byvaju lica, peryzgha
(Pindborg et al. 1968; WHO Meeting report 1984)h@renie sa naastejSie vyskytuje v Indii
a krajinach juhovychodnej Azie. Zvy3eny vyskyt bolvnako pozorovany aj v krajinach,
ktoré vykazuju zvySeny get azijskych imigrantov (Tang et al. 1997; Shahakt2001).
Prevalencia OSF sa v inidickej populacii pohybuge @2 do 1,2 % (Babu et al. 1996).
Klinicky sa prejavuje ako matné, mramorové zblednutistnej sliznice (obr. 6).

V pociatocnych Stadiach sa sa moézu na sliznici Ust objavytematdzne loziska, vezikuly,

24



pigmentacie¢i petéchie. V pokrélejSich Stadiach je mozné v submukéze paipazisti’
fibr6zne pruhy, najma v oblasti lic a komisury p{émternational Agency for Research on
Cancer).

Obr. 6: Oralna submukézna fibréza. Difuzne zblednutie Ing§asliznice a retromolarovej
oblasti s tabakovymi pigmentaciami zubov a jazykdefnational Agency for Research on
Cancer).

Subjektivne sa OSF prejavuje palenim Ustnej skgriitoré sa zhorSuje po prijme korenenych
jedal. V paiatocnych Stadiach ochorenia byva pritomnd zvySena &aly préom

v pokratilejSom Staddiu dochadza k znizeniu produkcie slimozsojom xerostomie
a intolerancie pikantnych jedal. S rozvojom och@eaochadza k znizeniu elasticity slznice
a k obmedzenému otvaraniu Ust. P8kachorenie postihuje jazyk, faryn¥j oesophagus
byvaju pritomné problémy sdeu a preftanim.

V s&asnosti je vSeobecne akceptovany nézor, Ze v giiothto ochorenia zohravd'écovu
Ulohu Zuvanie semien Palmy arekovejd’bsamotnych alebo ako &#’ betelovej zmesi
(Babu et al. 1996; Thomas et al. 2003; Jacob e2@04; Tilakaratne et al. 2006). Medzi
d’alSie faktory, ktoré mézu niasuvis s OSF patri¢inok kapsaicinu pritomného v chili
paprickach a deficit zinku, Zelez&j inych vitaminov. V patogenéze ochorenia sa upit
zlozky semien Palmy arekovej, ktoré spdsobuju dtwiu produkcie kolagénnych vlaken
a taktiez ich robia menej vnimavé ku kolagenazéak@ratne et al. 2006; Liao et al. 2001;

Harvey et al. 1986)Taktiez sa predpoklada, Ze tieto zlozky ovpilyw vo fibroblastoch
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génovu expresiu, ktora vedie k tvorbe&si@ho mnozstva kolagénu (Meghiji et al. 1987). Bolo
zistené, Zze semena Palmy arekovej obsahuju vysot#tiglpmedi a ich Zuvanie po dobu 5-30
minut zvySuje jej koncentraciu v slinach. To podgerhypotézu, pdi ktorej md posobi
ako inicialny faktor pri vzniku OSF a to stimulaagidibrogenézy prostrednictvom zvySenia
aktivity lyzyl-oxidazy (Tilakaratne et al. 2006; iVedy et al. 2000)UZ spominany deficit
Zeleza, vitaminu B a celkova malnutricia ovpilyjl repar&né procesy chronicky zapalenej
ustnej sliznice v zmysle defektného hojenia (Azi297). Atroficka Ustna sliznica je
nachylnejSia k &éinkom zloziek semien Palmy arekovej a alkoholu.ddipntov s OSF boli
taktiez zaznamenané zvySené hladiny prozapalovygtokinov a znizené hladiny
antifibrotického interferonu gama (Haque et al. @0Chang et al. popisal cytotoxicky efekt
arekolinu (extrakt zo semien Palmy arekovej) naoblastoch pochadzajucich z bukalnej
sliznice, ktoré rovnako vykazovali zvySenu syntéalagénu. Arekolin taktiez vyznamne
znizoval aktivitu bunkovej glutathion-S-transferazypridanie nikotinu poésobilo synergisticky
na arekolinom indukovanu cytotoxicitu (Chang et28l01). Riziko maligneho zvratu méze
u pacientov s OSF dosahdvaz okolo 7 % (Reichart 2008urti et al. 1985). U viac ako
jednej Stvrtiny pacientov sa vyskytuje taktiez leplakia. Klinicka diagnostika by mala by
potvrdena biopsiou, ktora vyl alebo potvrdi pritomna’s dysplazie ¢i karcinbmu.

V histopatologickom obraze nachadzame atrofiu Bpitea difuznu hyalinizéciu
subepitelidineho véazivddalej je pritomny intercelularny edém s pripadnogpdry paragi
ortokeratozou. U inicialnych Stadii OSF vidime efjuva hyperplaziu, vyrazny edém,
zhrubnutie kolagénnych vlaken, mierny vyskyt l'kygeh fibroblastov, vazodilataciu
a leukocytarnu infiltraciu. V poktilych Stadidch je pritomna atrofia epitelu, denzné
kolagenové pruhy, mohutna subepitelialna hyalinzarasahujuca az do submukozy a
znizena vaskularizacia bez pritomnosti edému (ObrV miestach, ktoré boli v habitualnom
styku so Skodlivinou vidime chronickd zapalovd linficiu malych slinnych Zliaz a ndhradu
acinarnych Struktir hyalinizovanym vazivom. Pribkz v jednej Stvrtine pripadov byva
pritomny utity stuper dysplazie (International Agency for Research ondea).
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Obr. 7: Pokrailad OSF s atrofiou epitelu a subepitelialnou hyiakgiou
(International Agency for Research on Cancer).

1.2.7. Oralny lichen planus (OLP) a oralne lichenainé lézie (OLL)

OLP je chronické zapalové ochorenie s mikroskopitkgbrazom hyperkeratozy,
nepravidelnej akantdzy, dystrofickymi zmenami baeplvrstvy a chronickym zapalovym
infiltrdtom submukézy. Ochorenie ma nejasny pévald, je pravdepodobné Ze vznika na
imunologickom podklade. V patogenéze ochorenia @atiuju cytotoxické T-lymfocyty,
ktoré aktivuju apoptozu epitelovych buniek veducwchronickému zapalu. TaktieZz bola
zistenda silna asociacia medzi vyskytom OLP a hegati C (Lodi et al. 2005; Gandolfa
Carrozzo 2002)U priblizne 50 % pacientov s koZznou manifestacichasenia je postihnuta
aj sliznica dutiny Ustnej. K né&stejSie postihnutym oblastiam dutiny Ustnej platikalna
sliznica, jazyk a gingiva. Prevalencia ochorenigaaaybuje v rozmedzi 0,5-2,6%. \fatdom
k rozdielnym Kklinickym prejavom sa OLP roZdge na formuretikularnu, erozivnu,
atrofickl, papul6znu, plakoidnd a buléznuRetikularna a erozivna forma patria k
nagastejSie sa vyskytujucim typom. Retikularna forraarsakroskopicky prejavuje jemnymi
bielymi ¢i Sedobelavymi papulami vytvarajacimi sowitd kresbu - Wickhamove strie (obr.
8).
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Obr. 8: Orélny lichen reticularis, prejavujuci sa typickyielavymi striami vytvarajacimi
sietovitd kresbu.

Klinickd manifestacia erozivnej formy je charakteriana erytémom a bolestivou ulceraciou
ohrantenou belavymi, radialne usporiadanymi striami (&br.

Obr. 9: Erozivna forma lichen planusiervenou plochou ohraténou belavymi
Wickhamovymi striami (International Agency for Raseh on Cancer).
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Tato forma sa taktiez moze manifestbako generalizovany erytém s ulceraciami gingivy
(deskvamativna gingivitida). K predisponujucim fakim veducim k exacerbéacii OLP patri
stres, potraviny, stomatologické oSetrenie, systé€nochorenia a nedostatd Ustna hygiena.
Lokalizaciu vyskytu eflorescencii v dutine astngl§adom na percentualny vyskyt popisuje
tab. 4.Maligna transformacia je popisovana u 2-3 % paoierst OLP, ini autori dokonca
uvadzaju vyskyt eSte nizSii na arovni 0,6 — 0,8E6én 2002; Wotke 2001; Xue et al. 2005).
Van der Meij et al. dopotwje sledové najma pacientov, ktori vykazuja lichenoidné lézie
dutiny Ustnej. Na zaklade vysledkov ich kohortosgjdie nebolo u pacientov s diagnézou
OLP zistené zvysené riziko maligneho zvratu, ncagigntov vykazujucich OLL bolo toto

riziko 142-nasobne vyss{gan der Meij et al. 2007).

Tab. 4: Percentudlny podiel vyskytu OLP v zavislosti okallizacii v dutine Ustnej.

Lokalizacia Vyskyt [%]
Bukalna sliznica 80

Jazyk 10

Pery 5

1.2.8. Lupus erytematosus

Toto autoimunitné ochorenie neznamej etiolégie tajes v dvoch zakladnych
formach: chronickej diskoidnej s lokalizovanymi prejavmi v orofacialnej oblastakutnej
systémovej Ochorenie postihuje predovSetkym Zeny strednébku.v Klinické prejavy
v dutine Ustnej sa vyskytuju priblizne v 50 % pdpe s predispoZnym postihnutim okrajov
pier, bukéalnej sliznice, jazyka a podnebia. Typigkdritomnos motylovitého exantému na
tvari s centrdlnym vyskytom Supin. Neskdr dochakizeZziskovym hyperpigmentaciant;
depigmentacidm s pripadnym vyskytom Skvrnitych aetgektazii. Mikroskopicky obraz je
charakterizovany  hyperkeratézou s centralnou  awofi a pseudoepiteliomatdéznou
hyperplaziou na periférii.Dalej nachadzame hydropick(i degeneréaciu bazalnejvyyrs

fibrinoidnd nekr6zu najma subepitelialneho vazivalymafoplazmocytarnu infiltraciu
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perivaskularneho charakteru. V zéne bazalnej memybréiachadzame depozity sérovych
globulinov (najmé IgG protilatok) a zloZziek komplentu (Wotke 2001).

Bolo zistené, Ze jedinci, ktori su postihnsgistétmovou formou lupus erytematosus (SLE)
pri vzniku nadorového ochorenia mb6ze zohtfavaryznamnu dlohu expozicia
imunosupresivnym latkam, aj Kesa zda, Ze onkogenézu ovpiwa eSte aj iné faktory

(Gayed 2009).TaktieZz lokalizovand formagchronicky diskoidny lupus erytematosus
(CDLE) sa vzltadom k potencidlne vySSiemu riziku maligneho zvrgtovaZzuje za

prekancer6znu léziu. Klinické priznaky su charaktarané bledymi keratinizovanymi plakmi
s vyvySenymi okrajmi, centralnou atrofiou, radialnesporiadanymi belavymi striami

a teleangiektaziami. Lézie su bezbolestné &as&jSie postihuja bukalnu sliznicu, pery
a podnebie (obr. 10).

Obr. 10: Diskoidny lupus erytematosus dolnej pery prejagujda centralnou erdziou
obklopenou belavymi radialne usporiadanymi strigimiernational Agency for Research on
Cancer).

V literatire je popisanych niekko pripadov vyskytu spinocelularneho karcinomu
vychadzajuceho prave z miest postihnutych CDLE EHth et al. 2004; Ee et al. 2006;
Caruso et al. 1987).
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1.2.9. Vyziva

Vo viacerych epidemiologickych Studiach bol potvwrglevyznam zdravej vyzivy
v prevencii MNDU (McLaughlin et al. 1988; De Stefagt al. 1999). Pravidelny prijem
ovocia a zeleniny vykazuje Z'ddiska oralnej kancerogenézy protektivinak, zatid ¢o
vysoky prisun masitych jedal a jedal s vysokym bbsa chilli korenia su povazované za
rizikové faktory.
Deficit Zeleza vedie k epitelialnej atrofii slizeidutiny Ustnej, ktora sa taktiez v kombinacii s
hypochrémnou anémiou a dysfagiou vyskytujlummer-Vinsonovho syndrongabr. 11)
Tento syndrom sa ngjstejSie vyskytuje u Zien stredného veku a v dutisénej je
charakterizovany atrofiou a rozbrazdefmssliznice jazyka, dutiny ustnej a faryngu.
V ustnych katikoch byvajua pritomné bolestivé fisufja podklade tychto zmien moéze
dochadzé k vzniku spinocelularneho karcinbmu a preto stotstavy taktiez povazované za
prekancer6zne (Negri et al. 2000; Wotke 2001; WEA®&1; Larsson et al. 1975).

Obr. 11: Sideropenicka dysfagia charakterizovana vyhladeawafickou
sliznicou jazyka s rozbrazdenym povrchom (Inteovel Agency for
Research on Cancer).

1.2.10. Rodinna anamnéza a geneticka predispozicia

Studie pripadov a kontrol potvrdili, Ze pozitiviadinna anamnéza karcinému dutiny
ustnej, pharyngu a laryngu je vyrazne asociovaték®om vzniku karcindbmu v tejto lokalite

a to nezavisle na konzumaécii alkoholu a&éaji (Garavello et al. 2008).0 sa tyka genetickej
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predispozicie, bola zistena suvislomedzi polymorfizmom niektorych génov a rizikom
vzniku OSCC.

Metabolizmus alkoholu, hlavného rizikového fakt@$CC, ovplyviuje niekdko enzymov
(alkoholdehydrogenéaza, cytochrom P450, acetaldetytttogenaza). Hladina toxického a
kancerogénneho acetaldehydu je preto ovfyana metabolickou aktivitou tychto enzymov.
Urcité Stadie zistili suvislas medzi polymorfizmom génov kdodujucich tieto enzyrfwy
suvislosti s ich vé&ouci menSou metabolickou aktivitou) a rozdielnym raaik vzniku OSCC
(Marichalar-Mendia et al. 2010; Orywal et al. 2008)

Silna asociacia bola potvrdena medzi zvySenou siquealeltumor nekrotizujuceho faktoru
(TNF)- alfa A2 a TNF- beta B1 a zvySenym rizikom @S Tri TNF alfa/TNF beta genotypy
(A2A2/B1B1, A1A2/B1B2, A1A2/B1B1) boli n&pstejSie pritomné v skupine pacientov s
OSCC v porovnani s kontrolnou skupinou (Yapijakisle 2009). Savislasbola zistena aj

s polymorfizmom d’alSich génov, jednd sa napr. o inhibitor cyklinatefentnej kinazy
p21(Wafl/Ciplxi DNA repar&ny gén Ku70 (konkrétne Ku70 promotor T-991C). ifista,

Ze jedinci s genotypom T/C alebo C/C vykazuju 2ktét zvySené riziko vzniku OSCC
Vv porovnani s genotypom T/T (Bau et al. 2008; Ralkbizal. 2000).

Vaskularny endotelialny rastovy faktor (VEGF)zohrava dolezitd udlohu v procese
angiogenézy a vykazuje zvySenu expresiu u viacemgahgnit. Polymorfizmus génu tohto
rastového faktoru méze pozmeénexpresiu vysledného proteinu, ktory méze nasledne
ovplyviova' riziko vzniku nadoroveho ochorentajeho priebehu.

V nedavnej Studii bola zistena pozitivna asocianedzi zvySenym rizikom vzniku OSCC
a pritomnosou ucitého nukleotidu. Detekcia nukleotidového polymoniu VEGF (-1154
G/A, +405 G/C, +936 C/T, —-2578 C/A and -460 C/T)twdila signifikantnecastejSiu
expresiu nukleotidov +936 a —2578 C/A u 0s6b s OSQerovnani s kontrélnou skupinou

zdravych jedincov (Kammerer et al. 2010).

1.3. Prekancerdzne lézie

S oadom na riziko vzniku OSCC klasifikuje Svetova zaraicka organizacia (WHO)
jednotlivé prekancer6zy na dve '«é skupiny — prekancerdzne lézig(leukoplakia,
erytroplakia, palatédlna keratdza) peekancer6zne stavy(ordlna submukdzna fibréza,
aktinicka keratdza, oralny lichen planus, diskoidiopus erytematosus) s nasledujiucou

definiciou:
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» prekancerézna lézige morfologicky zmenené oblagkaniva, v ktorom je vySSia
pravdepodobnasvyskytu karcinbmu v porovnani s tkanivom vyzerajuaormalne

« prekancerdzny staje generalizovany stav, ktory je spojeny so sigaifitne vySSim
rizikom vzniku karcindmu (World Health Organizatia@73).

1.3.1 Leukoplakia

Termin leukoplakia prvy krat pouzil Schwimmer vr. 1877 na popis bejalézie
jazyka, ktord vtej dobe pravdepodobne predstagowsffiliticki glositidu (Schwimmer
1877).WHO v r. 1978 definovala leukoplakiu ako ,bielu phu, ktord neméze Byklinicky
ani histopatologicky klasifikovana ako iné znaméarenie“, avSak presné znenie definicie je
predmetom diskusii a stale podlieha novym Upravlmanter et al. 1978)Leukoplakia je
termin klinicky, ktory nie je charakterizovany Sge&ym histologickym obrazom, tzn. ze
moéze a nemusi vykazovanamky dysplazie. Podobne dysplazia je termirop&blogicky
bez Specifického klinického obrazu atento terméméze by pouzity na klinicky popis
makroskopickej 1ézie. RozliSuju sa 2 hlavné typykleplakie a to leukoplakiaomogénna
anehomogénna. RozliSenie tychto dvoch typov je vyhradne klinickéaloZzené na
charakteristike povrchu Iézie (morfoldgia, farbial.n

Homogénna leukoplakige uniformna, plochda, hladka lézia vykazujuca kpdytrhliny
povrchového keratinu (obr. 12). Riziko malignehcafw je u tohto typu leukoplakie relativne

nizke.
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Obr. 12: Homogénna leukoplakia bukalnej sliznice.
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Nehomogénna leukoplakian6ze mé& charakter bodkovany, nodularny alebo
verukozny (obr. 13). Délezité je, Ze tieto léziekaguji omhono vySSie riziko maligneho

zvratu v porovani s leukoplakiou homogénnou.

Obr. 13: Nodularna leukoplakia bukalnej sliznice. Pritomméhsele noduly
(zlté Sipky) nacervenom pozadi (modré Sipky) (International Agericy
Research on Cancer).

Postup pri diferencialnej diagnostike leukoplakienazonuje obr. 14 a tab. 5
(Warnakulasuriya et al. 2007).

Biela plocha Na zéklade anamnézy a

klinického vySetrenia je
vylticené iné zname
ochorenie

Stanovenie predbeZnej
diagnézy leukoplakie

l

BIOPSIA —— pgtyrdenie iného

ochorenia
Vyluéenie iného
ochorenia
l Upravenie predbeznej
diagnoézy

Leukoplakia s dysplaziou
Leukoplakia bez dysplazie

Obr. 14: Postup pri diferencialnej diagnostike leukoplakie.
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Tab. 5: Diferencialna diagnosti

ka leukoplakie.

Ochorenie

Diagnostické znaky

Biopsia

Naevus spongiosus albus

Pritmoné ¢asnom veku
rodinna anamnéza, Zzaia
rozsiahle oblasti, mbéze by
postihnuté sliznice genitalu

Nie je indikovana

Frikéna keratdza (obr. 15) Zjavna etiologicka ¢prd, | Biopsia indikovana \
po odstraneni pfiny | pripadoch, k& aj po
vacsinou reverzibilni odstrdneni  p&iny lézia

perzistuje (najma u fagrov)

Morsicatio buccarum (obr.Habitudlne ohryzanie lic

16) alebo pier, nepravidelnéNie je indikovana
belavée Supinky

s vrubkovanym okrajom

Chemické poleptanie (ob
17)

rZznama pwdina v anamnéze
lokalizacia lézie v miest
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Obr. 15: Biela plocha v mieste chybajuceho zuba, podmiectndnickou
traumatizaciou sliznice pri mastikacii.

» -

Obr. 16:Morsicatio buccarum.
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Obr. 17:Chemické poleptanie sliznice alkoholovym pripravkom

Obr. 18: Leukoedema charakterizovana belavym opalescenmfifadom sliznice a
jemne vragitym povrchom. Jedna sa o anatomickul variaciu gtklinicky vzh'ad je
spbsobeny zhrubnutim epitelu a intracelularnym ed@rstratum spinosum.
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Obr. 19: Leukoedema. Charakteristickym diferencialne diatjokym znakom je
vymiznutie belavého vladu po napnuti sliznice.

Obr. 20Lichenoidna reakcia ako prejav alergie na dentalaterialy.

NajcastejSi vyskyt leukoplakie je v strednom a vySSakuvséastejSim zastlpenim u muzov.
Aj ked’ je vyskyt leukoplakie u muzov do 30 rokov pod hottu jedného percenta, muzi nad
70 rokov uz vykazuju prevalenciu okolo 8 %. U Ziktgré dosiahli vekovu hranicu 70 rokov
sa pohybuje prevalencia okolo 2 % (Boug&o&orlin 1986). Rozsiahla retrospektivna Studia
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skimajlica viac ako 3200 biopsii leukoplakii zistite 19,9 % leukoplakii vykazuje dityy
stupei epitelovej dysplazie. Z toho v 3,1 % pripadov potvrdeny spinocelularny karciném,
v 4,6 % bola pritomn&azkéa dysplazia alebo carcinoma in situ a v 12,2a%yskytovala
mierna az stredna epitelova dysplazia (Waldkorshafer 1975). Leukoplakia pritomna na
spodine dutiny Ustnej je spojena s najvyssim rimkaritomnosti epitelovej dysplazie alebo
malignity (42,9 % leukoplakii). Nasleduje jazyk a&rp (24,2 % a 24,0 % leukoplakii)
(Waldron& Shafer 1975).

Vo v8eobecnosti plati, Ze leukoplakia s hrubSinfilpra vykazuje vysSiu pravdepodobnos
vyskytu dysplastickych zmien. Preto je u verukozleejkoplakie viac pravdepodobné, ze
bude vykazové dysplastické zmeny v porovani s plochou homogénteukoplakiou
(Bouquot & Whitaker 1994). V stasnosti, aj napriek r6znym molekularne-biologickym
a imunohistochemickym technikam, k najdélezitejinognostickym faktorom leukoplakie
patri klinicky vziad (homogénna vs. nehomogénna leukoplakia) a hittlmgicky
potvrden& absencta pritomnos dysplazie. Silverman et al. popisuje vo svojefitdalignu
transformaciu homogénnej leukoplakie v 6,5 %. Nowdripade bodkovanej (speckled)
leukopalkie bola maligna transforméacia pritomnaveZ3,4 % (Silverman et al. 1984).
Silverman a Gorsky zistili, Ze v skupine 54 paadents proliferativnou verukéznou
leukoplakiou sa nasledne vyvinul spinocelularnyckam v 70,3 % (obr. 21) (Silvermata
Gorsky 1997).

Obr. 21: Proliferativna verukézna leukoplakia (InternatioAgency for Research on
Cancer).
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StarSie literarne zdroje uvadzaju riziko malignapsformacie oralnej leukoplakie v rozsahu
3,6—6,0 %, avSak vysledky novSich Studii zistiare vysSie hodnoty v rozsahu 8,9 — 17,5 %
(Bouquot& Whitaker 1994; Silverman et al. 1984; Lind 198/@¢ukoplakie, ktoré navyse
obsahujucervend komponentu (noduldrna leukoplakia alebor@eikoplakia) predstavuju
najvyssie riziko vyskytu epitelovej dysplazie karcindbmu. Pindborg et al. popisuje vyskyt
karcindbmu v 14 % a vyskyt epitelovej dysplazie v lpripadov takychto lézii (Pindborg et
al. 1963). V tejto suvislosti je nutné podotknée dostaténl pozornos je potrebné venova
kazdej suspektnej lézii, nalam vyskyt dysplastickychti dokonca malignych zmien bol
popisany aj v malych a nenapadnych Iéziach (Wal&r&hafer 1975; Silverman 1968).

1.3.2. Erytroplakia

Termin erytroplasia bol prvy krat pouzity Queyratom na popiservene;,
prekanceréznej |ézie penisu (Queyrat 1911).
Terminerytroplakiasa pouziva na popis klinicky a histopatologickylpionej 1ézie, ktord sa
vyskytuje na ustnej sliznici. Podobne ako u leuk&jd, sa aj u erytroplakie jedna o termin
klinicky, ktory charakterizuj&ervenu sliznind plochu, ktord nemozno zarédilinicky ani
histopatologicky pod iné zname ochorenie (obr.(R2amer et al. 1978).

Obr. 22: Erytroplakia bukalnej sliznice, distalne vyskytikeplakie (International
Agency for Research on Cancer).
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Pod tento termin nepatria ani r6zne zapalové steoye moézu vyusti v podobny Klinicky
obraz. Oralna erytroplakia sa tagtejSie vyskytuje u starSich jedincov v poddkevenej
|ézie s hladkym, zamatovym alebo granulovanym puomt. Tieto lIézigasto vykazuju dobra
marginalnu ohrakenos, ale u niektorych sa méze objauviaktiez postupny prechod do
okolitej sliznice. Ako uz bolo spomenuté, niektdégie mdzu by kombinované s bielymi
sliznienymi plochami (erytroleukuplakia). Aj Keerytroplakia byvaasto asymptomaticka, u
niektorych pacientov sa mdzu objayiocity palenia a bolesti (Neville Day 2002) Cerveny
vzhlad lézie je podmieneny pritommosi atrofického epitelu s prominujucou subepiteldin
vaskularizaciou a hyperémiou (International Agerioy Research on Cancer). Shafer a
Waldron vo svojej Studii analyzovali biopsie 65 xie& erytroplakii. V Studovanom subore
vykazovali vSetky lézie ity stuper dysplazie, v 51 % pripadov sa nachadzal invazivny
spinocelularny karcindm a v 40 % pripad@azka epitelova dysplazia alebo carcinoma in situ
a v ostavajucich 9 % sa jednalo o miernu az stretysplaziu (Shafe& Waldron 1975). Na
zaklade tychto faktov je zrejmé, Ze u erytroplad@ejednd o omnoho zavaznejSie postihnutie
ustnej sliznice v porovnani s leukoplakiou (MaslgherSamit 1995). Nakitko tieto pravidla
platia aj v pripade erytroleukoplakii, je nutnérippde indikovanej biopsie zvélimiesto

odberu tak, aby satom nachadzala hlaviéervena komponenta lézie (NevideDay 2002).

1.3.3. Palatalna kerat6za

Jedna sa o ochorenie vyskytujice sa u populacjménguhovychodna Azia, juzna
Amerika), ktoré praktikuju tzv. reverzné danie (t.j. fafenie cigar alebo cigariet atenych
zapalenym koncom do dutiny Ustnej). Tento sposgiefea vedie kazkej tepelnej alteracii
podnebnej sliznice s pestrym klinickym obrazomraaznosou vyskytu bielychgervenych
alebo kombinovanych (bieleervenych) Iézii (obr. 23) (Gupta et al. 198Npa povrchu su
casto pritomné vyvySené papulkgervenym stredom, ktoré predstavuju zapalené vyvody
malych slinnych Zliaz (Nevillex Day 2002).Z prognostického ladiska je dbélezité, Ze
pritomnos palatélnej keratézy je spojena svyznamnym rizikoralignej transformécie
(Pindborg et al. 1971, Ortiz et al. 1996).
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Obr. 23: Palatalna kerat6za ako nasledok reverznélieda (International Agency
for Research on Cancer).

1.4. Spinocelularny karcinbm dutiny Ustnej

1.4.1. Klinicky obraz spinocelularneho karcindbmu dtiny ustnej

Karcinomy Ustnej dutiny zahaju nadory Ustnej spodiny, jazyka, alveolarnych
vybezkov sanky &el'uste, sliznice lica a tvrdého podnebia. Jednopiedlilelcné lokalizacie
vyskytu sliznénych karcinomov dutiny Ustnej a orofaryngu aj scpatualnym zastipenim
zobrazuje tab. 6 (Pazdera 2007).

Tab. 6: Predilekné lokalizacie vyskytu slizanych karcinbmov dutiny Ustnej a orofaryngu

Spodina dutiny dstne;j 29 %
Jayzk 28 %
Orofarynx 19 %
Retromolarova oblas 9 %
Podnebie 4%
Bukélna sliznica 3%
Alveol sanky 3%
Alveol cel'uste 2%
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Typicky klinicky obraz zainajuceho karcinbmu je charakterizovany vyskytom
asymptomatického vredu pretrvavajuceho viac ako t§Z&ne. Jedna sa ocmmvenand,
vyvysenu léziu s infiltraciou spodiny, navalitymikrajmi a olgasnym krvacanim. Subjektivne
tazkosti zavisia od lokalizacie a rozsahu ochorepigom nafgastejSie sa vyskytuje pocit
cudzieho telesa v Ustach, obmedzena pohyhliyasstinnutej oblasti, poruchy artikulacie,
mastikacie ¢elustna kontraktura), fonacie. Objavuje sa foetoroex chronicka purulentna
sekrécia, krvacanie a v pokilych Stadiach boleszaprtinena iritdciou nervus trigeminus
(Porubank BoljeSikova 2003).

1.4.2. Anatomickeé lokalizacie vyskytu OSCC v dutinéistnej

1.4.2.1. Spinocelularny karcindm bukalnej sliznice

Karcindbm v tejto anatomickej oblasti vznika &egtejSie na podklade leukoplakie
s predileRnym vyskytom v urovni okluzalnej linie od komisupyer az po retromolarovu
oblag’. Spaiatku je nador nebolestivy, v Stadiu exulceracigolgiva bolesti drazdiva strava,
pripadne tabakovy dym (Mazanek 1997). Tumor rastigfyticky (verukdzna forma) alebo
infiltruje  makké tkaniva (ulcerézna forma). Vyvokjucim momentom je &inou
kombinacia chronickej okluzalnej traumatizacie sslednou sekundarnou infekciou a
nepriaznivych tinkov fajcenia,¢i abuzu alkoholu. Ligba bukalnych karcinbmov je spravidla
kombinovand, u pokgdlych tumorov je nutné odstrahilice v celej hriubke a defekt
rekonstruové vhodnou lalokovou plastikou (Pazdera 2007).

1.4.2.2. Spinocelularny karcindm jazyka

Karcindbm jazyka méa medzi anatomickymi lokalitamiofaicialnych karcindmov
najzavaznejSiu prognozu. Karcinbm jazyka sa splavidanifestuje ako vred s infiltraciou
spodiny a navalitymi okrajmi. Menépsty je endofyticky rast tumoru s infiltraciou spod
NajcastejSi vyskyt karcinbmov jazyka je v strednejimetieho okraja. Tato skutonog’ je
pravdepodobne dana tym, Ze jazyk je v tejto oblasjfastejSie traumatizovany ostrymi
okrajmi zubov alebo chybne zhotovenymi fixnymi aebnimacimi zubnymi nahradami.
Marginalnacad’ jazyka je taktiexastym sidlom leukoplakii, ktoré su cca v 20 % ppa
pri¢cinou vzniku karcinomu. V etiologii zohrdva svojuolil fafgenie, ablzus destilatov,
draZdiaca strava a malhygiena dutiny UstiElSou anatomickou lokalizaciou karcindmu

jazyka je jeho spodina, z ktorej sa nador Siriaalveolarny vybezok sanky. Klinicky obraz
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byva charakterizovany obmedzenou pohyblivasjazyka so zmnozenym povlakom, bdles
ktora m6ze m@é charakter neuralgie Ill. vetvy trigeminu a ktora stupiuje pri jedle
a prelitani. Terapia zavisi na Stadiu nadorovej chorobgrim a druhom Stadiu je na prvom
mieste chirurgické odstranenie nadoru doplnenéirpasiou regionalnych lymfatickych
uzlin. Chirurgické odstranenie karcinomu jazykaragppgaciou do orofaryngu niekedy
vyzaduje ¢iastanu resekciu mandibuly v oblasti uhlu a vetvy. Pmjehi operaénej rany
nasleduje zat®vacia radioterapia (Pazdera 2007; Mazanek 1997).

1.4.2.3. Spinocelularny karcinom ustnej spodiny

Karcindm Ustnej spodiny vznik&asto na podklade leukoplakie, gmn predileknou
lokalizaciou su frontalne partie Ustnej spodinyiniKka manifestacia je charakterizovana
pritomnosou vredu s infiltrovanou spodinou. Nador ma tendericrychlemu Sireniu do
tkaniv jazyka,co spbsobuje jeho bolgsobmedzenu pohyblivésa poruchy vyslovnosti.
Terapia spoiva v chirurgickom odstraneni tumoru a regiondlnyahlin, v pokrgilych

pripadoch doplnena o parcialnu resekciu sanky @az2D07).

1.4.2.4. Spinocelularny karcindm alveolarneho vybd&# mandibuly

NajcastejSi vyskyt karcinomu aleveolarneho vybezku hass dolnych premolarov
a molarov. Klinické priznaky su v patocnom Stadiu charakterizované pritomtms
povrchnej ulceracie slizémého krytu alveolarneho vybeZzku. Manifestacii tumanéze
predchadz& extrakcia zuba s naslednou poruchou hojenia, gmigasa moézu objawi
problémy s retenciou sniméiteej nahrady.
Liecba je prevazne chirurgicka spojena s resekciouokiueeho vybezku, pripadne az
s parcialnou resekciou mandibuly a exenteracioionédnych lymfatickych uzlin (Pazdera
2007).

1.4.2.5. Spinocelularny karciném alveolarneho vybéa maxilly

Endofyticky rastuci karcinom sa vo svojom¢@iocnom Stadiu prejavuje ako plytka,
nebolestiva slizena lézia s belavo povleklou spodinou.d®lSom Stadiu, ktory byva
vacSinou sprevadzany mni rychlym rastom su uz okraje vredu tuhé a nagaldibjavuje sa
spontanna aj dotykova bolestivoPre exofytickl formu su charakteristické promirug
atvary, vémi ¢asto zrnitého povrchu podobného neSpecifickémuuigamému tkanivu, ktoré

maju rdzovu az belavo Sedu farbu. Zuby sa v miesséu nadoru uM@iuja, objavuju sa
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bolesti pulpitického charakteru. Pri nerozpoznaramhoreni sa zub§asto extrahuju, ptom

subjektivne problémy pretrvavaju (Mazanek 1997).

1.4.2.6. Spinocelularny karcinbm podnebia

Vznika spravidla na podklade leukoplakie, hyperi@ra pripadne slizinych
papilomov. Subjektivne su pritomné neprijemné poeit bolesti pritomné pri prijimani
potravy a pri preftani. Tumory v tejto oblasti rastd &&nou endofyticky. Prvymi priznakmi
mozu by u bezzubych pacientov problémy s retenciou snimejendhrady v désledku
deformacie protézneho |16zka.
Terapia spdiva v exstirpacii tumoru s resekciou kostného paditla zaigovace] radioterapii
(Pazdera 2007; Mazanek 1997).

1.4.3. Diagnostika a histopatologicky obraz spinotdarneho karcindmu
dutiny ustnej

Diagn6zu slizninych karcinomov Ustnej dutiny stanovime na zaklklil@ckého a
histopatologického vySetrenia (tastejSie odber tkaniva diagnostickou exciziou).
V histologickom obraze je pre diagnézu dolezitarlizo keratinu alebo asponalez
intercelularnych mostikov. Histologicky nalez v mlesti so stupom diferenciacie tumoru je
znazorneny v tab. 7 (Wotke 2001).

Tab. 7: Histologicky obraz pri jednotlivych stipch diferenciacie tumoru

1. stupé - dobre diferencovany karciném | poetné rohové perly, masivna keratinizacia
so zreténou tvorbou medzibunkovych
mostikov, minimalna bunkova a jadroyva
polymorfia, maly péet mitdoz (menej ako 2
na zorné pole)

2. stupé — stredne diferencovany karcindm menej zretBna keratinizacia (monocelularna
keratinizcia) s alasnou pritomna®u
rohovych peral, pritomnésnedzibunkovych
mostikov, zn&na bunkova a jadrova
polymorfia, 2-4 mitézy na zorné pole

3. stupé — nizko diferencovany karcindbm | absencia keratinizacie aj medzibunkovych
mostikov, zrettna bunkova a jadrova
polymorfia, viac ako 4 mitézy v zornom poli
(z toho mnohé atypické), pritomnos
pocetnych obrovskych viacjadrovych bunig
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Na stanovenie Stadia ochorenia sa okrem Kklinickéygetrenia pouziva RTG vySetrenie,
sialografia, ultrasonografia, pidacova tomografia, magnetickd rezonancia, pripadne

pozitronova emisna tomografia.

1.4.4. Liatba spinocelularneho karcinomu dutiny Ustnej

NajdolezitejSou stag’'ou komplexnej ligby karcindmov dutiny ustnej je chirurgické
odstranenie tumoru s pripadnou exenteraciou relgigoid lymfatickych uzlin (kina
disekcia). Nasleduje radioterapia, ktora byva zemaddo komplexnej liby spravidla v
poopergnom obdobi s ci®m minimalizovd riziko rezidualnej nadorovej choroby
(zaigovacia radioterapia). Mechanizmu<ginku sp&iva v letdlnom poSkodeni DNA
nadorovych buniek a naslednej bunkovej smrti.
DalSou ligebnou modalitou je chemoterapia, ktord méa piibke sliznénych karcinémov
dutiny Ustnej spravidla len doplnkovy vyznam. Byzxaradena hii na Gvod komplexnej
liecby (neoadjuvantna chemoterapia) sl'eie zmengi objem tumoru a tym lakeit' jeho
chirurgické odstranenie alebo na jej zaver k poéaiic U¢inkov radioterapie ako tzv.
simultdnna chemoradioterapia. Chemoterapia v rizSidavkach ma prevazne
radiosenzibilizujuci tinok, pri vysSich davkach sa uplaje aj samotny cytotoxicky efekt.
Pri liecbe nadorov v orofaciélnej oblasti je moZzné vyuisktieZ regionalnu intraarterialnu
chemoterapiu, pri kotrej sa cytostatikum aplikujgamo do artérie zasobujucej ollas
vyskytu nadoru (arteria carotis externa). Vyhodadgostupu spdva v moznosti aplikowa
do nadorového tkaniva vySSiu koncentraciu cytdstaticelkovo nizSou terapeutickou davkou
pre organizmus (obmedzenie rozsahu a intenzityadézich dinkov liecby) (Pazdera 2007;
Porubank BoljeSikova 2003).

1.5. Kmaiové bunky

1.5.1. Kmaiové bunky v embryonalnom a fetdlnom obdobi

Jednobunkova zygota je v podstate prva kowé bunka, ktord na zéklade svojej
totipotencie disponuje schopnos vytvori cely organizmus (Ralsto& Rossant 2005).
V priebehudalSieho embryonalneho vyvoja dochadza k znizengerneraného potencialu
a k naslednej strate totipotencie. Tento postupngZufici sa regeneéay gradient je
spbsobeny jeho distribdciou do jednotlivych plutgminych km#éovych buniek. Prva

rozpoznana diferenciacia sa vyskytuje v neskoradwligt morule, kedy vonkajSia bunkova
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vrstva nadobudne vlastnosti epitelu ainiciuje facm blastocysty, ktord obsahuje dva
bunkové typy trofoektoderm a vnatornd bunkovd masu (inner cell mass, )M
Z trofoektodermu nasledne vzniké@foblast zatid’ ¢o pluripotentné bunky ICM podstupuju
druha diferenciaciu a formujépiblast aprimitivny endoderm(Tam & Loebel 2007; Hill
2007).Z epiblastu nasledne vznikd embryo, zZatia sa z primitivneho endodermu vyvinie
endodrem extraembryonalny, ktory zabeZpsyvijajicemu sa embryu vyZivu a nasledne sa
podia na vzniku ftkového vaku.Dal$i délezity moment v priebehu embryonalnej
diferenciacie jegastrulacia kedy je epiblast transformovany na tri germinahrstvy
ektoderm, mesoderm a endoderiasledujiuce obdobie je charakterizované viacerymi
zmenami, ktorych vysledkom jeorganogenézazaloZzend na pritomnosti Specificky
rozmiestnenych kmmvych buniek, ktoré spotme formuju dané organy. Kazda z tychto
kmeiovych buniek teda napokon podstupi svoj naprogramg\proces bunkového delenia,
migrécieci apoptozy, aby dany organ vznikol a to na svoj@acffickom mieste s dladom

na ostatné embryonalne tkaniva a organy (Bapat)2009

1.5.2. Kmaiové bunky v dospelom organizme

Jedna z najdodlezitejSich funkcii kimych buniek v postembryonalnom obdobi je
reparové a kompenzouastraty poskodenych tkaniv v organizme ¢pm tento dynamicky
proces trva peas celého Zivota. &hné udrzanie zdravej populacie kieeych buniek
v prislusnom tkanive zéha subeznuc¢innog’ viacerych genetickych a epigenetickych
faktorov spolu s prisnou kontrolou, ktora vytvamekaonall rovnovahu medzi rozdielnymi
bunkami viacerych organovych systémov (Fush$Segre 2000)Dospelé km#ové bunky
teda zohravaju ustrednu Ulohu v udrziavani homegsta prisluSnom tkanive a su
charakterizované tromi odliSnymi viastiiami:
1. Sebaobnova: schopriospodstupi delenie a vytvoti nové bunky s identickymi

vlastnogami ako mé bunka matersk& (Mcculloch et al. 1964).

2. Diferenciacia: schopntsytvorit' heterogénnu hierarchicky usporiadant populaciudun

ktora doplni potrebné mnoZzstvo kratko Zijucich gifecovanych buniek.

3. Homeostaza: schopnoegulova proces diferenciacie a sebaobnovy buniek v orgéamov

tkanive.
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Schopnos sebaobnovy zdha asymetrické bunkové delenie na dva bunkové typysakou
distribdciou genetického materidlu medzi dcérskeklyyBlau et al. 2001; Slack 2000).
Jedna z dcérskych buniek sa vrati tsgip ,hniezda“® kma&ovych buniek, kde ostava
v neaktivnom stave az do chvile, kym nedostaneoiitéko mikroprostredia potrebné signaly
k deleniu. Druha progenitorova bunka, nazyvarensit-amplifying (TA) cell podlieha
procesu diferenciaci&im vznikna bunky potrebné pre prisludnu regeneréicamiva (Raff
2003).V¢lenenie populéacie TA buniek do procesu difereneiasho#uje tkanivu potrebné
bunkové pomnoZenigim eliminuje nutnos ¢astého delenia buniek kif@vych, ktoré so
sebou nesie riziko mutacii. Tzwkoré TA bunkymaju nizsi proliferany potencial

a podstupuju len zopar bunkovych deleni, z ktorpatktoré mozu by eSte asymterické.
Nasledne vznikajuce tzwneskoré TA bunkpodstupuju proces rychlych bunkovych deleni,
ktoré su schopné efektivne vytvompotrebnd bunkovi masu nevyhnutni pdalSiu
diferenciaciu. Tento proces hierarchickej tkanijovegeneracie zabez{ie kmaiovym
bunkam dlhodobu regeneral kapacitu (Braug Watt 2004) zatid’ ¢o progenitorové bunky,
charakterizované uz obmedzenou prolife@ aktivitou, zastavia bunkové delenie,
pokraiuju v diferenciacii na zrelé bunkové typy a nakenipo splneni svojej ulohy
v organizme podstupia proces apoptdézy (Bapat 20R@ve tento popisany hierarchicky
proces zaisti km@vym bunkam potrebna dlhodobd geneticku stabilitu.

Delenie kmé&ovych buniek mbze ale taktiez prebiéhsymetricky, ¢o v pripade potreby
umozni zvasit' ich podiel v tkanive. Tato potreba sa vyskytujergitych obdobiach vyvoja
alebo pri regeneracii poskodeného tkaniva (Morris&n Kimble 2006). Tak napr.
hematopoetické kn@ve bunky vykazuju relativne vysoku intenzitu déekvoli nutnosti
produkcie vékého mnozstva rozinych krvnych buniek potrebnych pre ich obnovu.
Kmenové bunky inych tkaniv, ako napr. pokozhkysliznice GIT, vykazuju sice pomalSiu, ale
trvall a stabilnu intenzitu delenia. A nakoniec ki bunky organu ako je mozog zostavaju
v&Sinu ¢asu v Kudovom stave, ptom k ich aktivacii dochadza len pri poskodeni tkani
alebo prostrednictvom hormonalnych zmien. Regulédkmmaiovych buniek je teda
v dospelom organizme prisne kontrolovand, aby uit@Zioplinenie chybajucich buniek,
pripadne umoznila reparaciu poskodeného tkanivarudha tohto homeostatického

mechanizmu nasledne vedie k neregulovanému stavkolého delenia (Bapat 2009).
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1.5.3. Lokalizacia a identifikacia kmdovych buniek epiteli

Vrstva buniek pritomnych stratum basaletesne naliehajuca na bazalnu membranu,
obsahuje bunky s vysokou proliféreou aktivitou, ktoré ale vykazuju pomerne nizko
diferencovany charakter. Pri &snom zvySovani @tu buniek bazalnej vrstvy delenim sa
niektoré bunky uvtnia od bazalnej membrany, postupne safaimji do vysSich
epitelidlnych vrstiev aZ nakoniec dosiahnu povrepitelu (Fuchsk Cleveland 1998)Co sa
tyka identifikdcie kmaovych buniek, hlavny problém sgiwa v tom, Ze pri mikroskopickom
vySetreni epitelu sa stratum basalenenachadza Ziadny morfologicky odliSny regionrkto
mozu zakhat’ priblizne 2-7 % z celkového ptu buniek bazalnej vrstvy (Potten et al. 1979).
Pri pokuse o identifikaciu bola taktiez pouzita éuet vyuZivajuca nukleotidové analégy
bromodeoxyuridin dH thymidin. Princip tejto metdédy je zaloZeny na ¥l typickej
vlastnosti km&ovej bunky, akou je nizka frekvencia bunkového oyRVSetky deliace sa
bunky inkorporuju do novo syntetizovanej DNA tietokleotidové analdgy. V kodaom
dosledku, len tie bunky, ktoré sa delia zriedkaywrebyvaju v tkanive po dih§as, zadrzuju
dany nukletidovy anal6g. Ukazalo sa, Ze tieto bumiazyvané v zahratmej literature Jabel-
retaining cells” (LR bunky) boli lokalizované \stratum basalgBickenbach& Mackenzie
1984; Potten et al. 1974).

1.5.4. Morfologické varianty epitelialnych bunkovyt klonov

Analyzou rastového potencialtiudskych epitelialnych buniek boli odhalené tri
rozdielne typy bunkovych klonov, liSiacich sa swojmorfolégiou (Barrandor& Green
1987).Jedna sa o tzwoloklony, meroklony a paraklony.
Holoklony, pozostavaju z malych, tesne pri sebe lokalizogAnybuniek s vikym
proliferaénym potencialom (obr. 24). Takmer vSetky tieto bun@5%) vytvarajua pri
pasazovanialSie proliferujice koldnie (Alons& Fuchs 2003). Predpoklada sa, Ze prave

tieto bunky zodpovedaju bunkdm khosym.
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Obr. 24: Perokresba znazmujuca tvar a usporiadanie buniek
tvoriacichholoklony.

Meroklony maju stredny prolifekmy potencial, obsahuju ¥8ie bunky ako holoklony a nie
su schopné sebaobnovy (obr. 25). Zodpovedaju TAdmn

Obr 25: Perokresba znaaaujica tvar a usporiadanie buniek
tvoriacichmeroklony
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Paraklony su tvorené vikymi, ploskymi bunkami, vykazuju nizky prolifefiay potencial

a povaZzuju sa za bunky diferencované (obr. 26)fdetaet al. 2007).

Obr. 26: Perokresba znézawjlca tvar a usporiadanie buniek
tvoriacichparaklony.

1.6. Nadorove kmaove bunky

Podobne ako v zdravych tkanivach, je hierarchiok@kova heterogenita pritomna aj
v malignych nadoroch. Nadorové knoeé bunky boli identifikované vo viacerych solidhyc
tumoroch. U karcinomov prsnika, jedine mala subpipa buniek s CD44 CD24™"
fenotypom bola schopna vytvéiranové tumory vimunokompromitovanych mysSiach
a z tychto ,tumor-iniciujucich buniek* vznikli vy fenotypovo rozdielne bunky, pritomné
v povodnom nadore (Al-Hajj et al. 2003). Rovnakainsitych nadoroch CNS jedine bunky
exprimujuce CD133 mali sebaobnovujuce a diferem&aschopnosti (Singh et al. 2004).
V slvislosti  so spinocelularnym karcinomom dutingtngej (OSCC), boli prezentované
vysledky Studie, v ktorej boli nadorové bunkovéidirziskané z OSCC inkorporované do
diferencovanych tkanivovych kultar, tvorenych nohnydni Ustnymi epitelidlnymi bunkami.
Touto metddou sa podarilo, aj v tomto type nadatentifikova® malt skupinu buniek, ktora

vykazovala vlastnosti buniek ki@vych (Mackenzie 2004).
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1.6.1. Aktivacia nadorovych kmaiovych buniek
Tumor supresorové génga uplatiuju pri regulacii bunkového delenia tym, Ze
v pripade abnormalnej proliferacte poskodenia genetickej informacie zastavia bunkovy
cyklus. Ich inaktivdcia mbze maza nasledok Unik buniek z kontrolnych mechanizraov
prevahu faktorov podporujucich rast a vyvoj nadofidelar 2003). AvSak, je nejasné, poe
mutacie génov ako RB a TP53, ktorych produkty spriexované v celom organizme maju
nagastejSie za nasledok vznikéiych tkanivovo-Specifickych nadorov. Zda sa, zdyvp
tumor supresorovych génov mozet byysvetleny rozdielnym dinkom na kmeéové bunky
pochadzajuce z rozdielnych tkaniv (Knudson et &73). NavySe onkogénny potencial
rozlicnych kmeaovych buniek méze hyrozdielny, rovnako ako sa genetickéepigenetickeé
faktory odliSuju u jednotlivcovi dokonca v jednotlivych organoch toho istého oigamu.
Otazkou ostava, ako vznikaju nadorové kme bunky (CSC) v tkanive. Hypotéz o
ich povode v tkanive je nieKko:
o Transforméacia kmenovych buniek sidliacich v tkanive, ktora vedie k alteracii
proliferacie a diferenciaych vlastnosti
o Transformécia tzv. skorych progenitorovych buniek ktoré znova ziskaju seba-
obnovujucu schopn@s
o Séria @innych mutécii, ktoré navratia TA neskorym progerotn alebo uz
diferencovanym somatickym bunkam nesifmtet’ (dediferenciacia
o Fuazia cirkulujucich hematopoetickych kmaiovych buniek s bunkami

prislusného tkaniva(Bapat 2009).

1.6.1.1. Transforméacia km&ovych buniek

Vzhradom k dlhodobému prezivaniu v tkanive mozd kyneiové bunky ohrozené
viacerymi alteraciami, ktoré povedu k vzniku CSGewvRha rast-stimulujacich signalov
v niche kmeiovych buniek nad rast-inhibujucimi signdlmi vedienaslednej aktivacii
kmeiovych buniek. Takato aktivacia sa moZze oljayri hormonalnej stimulcii,
rekurentnych tkanivovych poskodeniach, zapale acidiexpozicii chemickych nox, infekcii,
inaktivacii tumor supresorovych génov alalebo d&div onkogénov. Vznika chronicka
aktivacia kmé&ovych buniek, ktord ma za nésledok ich dlhodoblifpraciu.
Takto chronicky proliferujuce kni@vé bunky sa stavaju zraditg/mi k pripadnym
genetickym poskodeniam. Vysledkom takychto poskodefize by vznik autonomneho

rastu, strata regulacie bunkového cyilvezisetncia k apoptoze (Beachy et al. 2004).
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1.6.1.2. Transformacia skorych progenitorovych (TAYuniek

Nadorové kmeové bunky nemusia vznikden z normalnych kmmvych buniek, ale
taktiez z tkanivovo Specifickych skorych progerior (skoré TA bunky). K ziskaniu
vlastnosti km&ovych buniek je potrebnych minimum zmien, n@priamo z tychto buniek
vznikaju.Daldie mechanizmy vzniku CSC su identické so zmemapisanymi vyssie (Bapat
2009).

1.6.1.3. Dediferenciacia

Bolo zistené, Ze tzv. neskoré progenitory (neskbfébunky alebo diferencované
bunky) mézu taktieZ znovu zisgkalastnosti buniek kmi@vych. Tento fenomén nazyvany
dediferenciacia je \feni dobre popisany u rastlin a nizSich Zietov. Nedavno, bol tento
proces taktiez popisany u mySi, kde transfekciivakanych onkogénov vyvolala
transformaciu fibroblastov na bunky, ktoré dispamowlastnogsami kmeaiovych buniek
(Okita et al. 2007; Wernig et al. 2007; Takahashamanaka 2006).

1.6.1.4. Fazia hematopoetickych km#vych buniek s bunkami tkaniva

Zistenie, Ze fuziou cirkulujucich hematopoetickyctkmenovych buniek
s diferencovanymi tkanivovymi bunkami mézu vzniknlbunky so seba-obnovujiacim
potencialom vedie HKalSim Spekulaciam o pévode nadorovych #&awych buniek
(Houghton et al. 2004).Za prvy krok transformacie je povazovana mobiliaaci
hematopoetickych kn@vych buniek a ich inkorporacia do iného tkanivaviEe, viaceré
nadorové kmiové bunky exprimuju markery pluripotenci®@ sebaobnovy typické pre
hematopoetické kni@vé bunky. Toc¢i sa jedna len o ndhodnu expresiu tychto markerov
alebo je to vysledok spominanej fazie nie je Zafidlis jasné. Nech uz je pdvod tychto
buniek akykdvek, dblezité su ich vlastnosti charakteristick@ pmeiové bunky (tab. 8)
(Bapat 2009).
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Tab. 8: Charakteristické vlastnosti normalnych a nadorbwmeiovych buniek

0 Schopnosg asymetrického delenia (sebaobnovy)

0 Regulacia sebaobnovy prostrednictvom podobnychabigoh drah (Wnt, Soni

[}

Hedgehog, Notch) a na epigenetickej arovni prostidom génov polykombovej
skupiny (BMI-1 a EZH?2)

o Expresia Oct4, Nanog a Sox2 a tiez nodal and cdes@s-specific antigens (CTAS

N

ktoré podporuju pluripotenciu a nesnfries’ danych buniek
0 Schopnos vytvorit' hierarchiu rozdielnych bunkovych typov od progerovych az
po diferencované bunky

o PredZenie telomeraz a zvy3ena telomerdzova aktivitarékiprediZzuju bunkovl

—

Zivotnog’
o Expresia ABC transportérov, ktoré prispevaju k g rezistencii na Specifickeé
rastové inhibitory
o Predispozicia na nezavistos rastovym faktorom

o Stimulacia angiogenézy prostrednictvom sekrécigoaogtickych faktorov

1.6.2. Izolacia a identifikacia nadorovych km#ovych buniek

Koncept nadorovych knievych buniek predpoklada, ze vSetky maligné naduary
tvorené zmesou sebaobnovujucich kmeych buniek, TA progenitorov a diferencovanych
buniek. Vyzkum na poli biologie knmevej bunky, tradine zamerany na hematopoeticky
systém, objasnil wah medzi bunkovou hierarchiou a niektorymi Spekjfini markermi
(Baum et al. 1992; Spangrude et al. 1988). Odhliadad hematopoetického systému,
pritomnos kmaiovych buniek bola zrme Studovana v tkanivach s vysokou proliteu
aktivitou (pokozka, GIT¢i respir&ny systém), ale aj v solidnych tkanivach a organov
s nizSou intenzitou bunkového delenia (Reya e@01; Raff 2003)Pritomné paralely,
medzi kma&ovymi bunkami zdravych a nadorovych tkaniv, umaZaplikova’ biologické
principy kma&ovych buniek aj na ich malignych naprotivkov. Artajma pri ich moznej
identifikacii (Pardal et al. 2003). Specificka esgia povrchovych molekul (CXCR4, CD133,
EPCAM, CD44) normalnymi kmimvymi bunkami poslizila pri izolacii knevych buniek v
nadorovej bunkovej mase. V sulvislosti so solidnyamormi, Al-Hajj et al. demonsStrovali
subpopulaciu  nadorovych buniek karcindmu prsnikatorék boli schopné u

imunokompromitovanych mysi indukaavznik nadoru (Al-Hajj et al. 2003)Tieto
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predpokladané nadorové kitoeé bunky boli imunofenotypizované ako CDAZD24 a boli
schopné iniciové vznik nadoru pri ich injikovani o hustote len 2B0niek v porovnani s
netriedenymi nadorovymi bunkami pri ktorych boloirici4cii tumorigenézy potrebnych
minimalne 18 buniek. U mozgovych nadorov boli bunky exprimuj0€®133 schopné
taktiez iniciov& u mysi tumorigenézu na zaklade nizkehdtpdouniek (cca 100 buniek)
(Singh et al. 2004)Podobne, na zaklade expresie povrchovych markémaiv,zolované a
identifikované kme&ové bunky aj u inych nadorov ako napr. u karcindgrostaty (CD133
B-integrin), pankreasu (CD34 CD24, ESA’) a hepatocelularneho (CDI133 ¢i
kolorektalneho karcinému (EpCAM" CD44) (Collins et al. 2005; Li et al. 2007; Suetsugu
et al. 2006; Dalerba et al. 200Bolo zistené, Ze podobne ako epitelové kawe bunky
produkuju aj maligne bunkiyn vitro rozpoznaténe odliSné kolénie buniek¢loklony).Tieto
kolonie buniek vykazuju schopnbssabaobnovy a pridalSom deleni vytvaraju bunky
exprimujuce markery diferencovanych buni&k,su vliastnosti typické pre ki@vé bunky.

V suvislosti s identifikaciou a izolaciou tychtodwaovych buniek bolo zistené, ze vykazuja
vysoké hodnoty expresie ditych molekdl, ako napr. E-kadherifi;katenin, CD44 ainé
(Harper et al. 2007; Locke et al. 2005; Mackenfi@g).

1.7. Adhezivne molekuly

Proteiny suhrnne nazyvané adhezivne molekuly sléataty glykoproteinovej povahy
exprimované na povrchu buniek. Nazov adhezivne knblge zaloZzeny na ich schopnosti
pomerne silnej vazby na Specifické ligandy, ktaebezpeéuje adhéziu medzi bunkami
a extracelularnou matrix ako aj medzi bunkami nppa Bolo zistené, Ze adhezivne
molekuly maju taktiez vyznamnu funkciu v procesekmvej motility, migracie, diferenciacii

¢i génovej transkripcii (Goodison et al. 1999).

1.7.1. CD44
Adhezivne molekuly patriace do skupiny CD44 balvyrat identifikované na

lymfocytoch ako molekuly fundne vyznamné v procese bunkovej adhézie dagéhiu
(homingu) lymfocytov. CD44 protein je kodovany gantokalizovanym na 11. chromozome
v lokuse 11p13 a obsahuje 2 skupiny exénov (Golmfeket al. 1982).

Prva skupina je zloZzena z exénov 1-5 a 16-20, kharépol@dnom zostrihu davaju vznikiia
transkriptu, ktory kdduje Standartnu izoformu CD4@suha skupina tzv. variabilnych exénov

(6-15, oznaovanych tiez ako v1-v10) sa méZe po alternativhastrihu inzerova medzi
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Standartné exonyim vznikaju variabilné izoformy (obr. 27) (Doughest al. 1991; Tolg et
al. 1993; Screaton et al. 1992).
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Obr. 27: Zn4zonujuci CD44 Standartné a variabilné exény (BiddlaleR013).

Pod’a typu zaradeného exdnu su variabilné izoformy &amécislom, napr. CD44v3,
CD44v6, af’. (Kuncova et al. 2003). Zmeny Struktary aj funkeielekul CD44 su vyznamne
ovplyviiované posttranstaymi Upravami, predovSetkym N- a O- glykozylacioktora
modifikuje vazbové charakteristiky réznych CD44éfariem (Goodison et al. 1999). CD44s
glykoprotein bol pévodne izolovany na hematopogtbk bunkach, ptom sdalSim
vyskumom bolo zistené, Ze sa nachadza ®&iné buniek réznych tkaniv (Trowbridge et al.
1982). Jeho expresia bola zistend na napr. na bunkach €piSermis, p&ni, g’dcach,
pankreasu, dt (Sneath& Mangham 1998; Goodison et al. 1999; Cooper €1992; Fox et
al. 1994; Mackay et al. 1994) taktieZ v embryonalnych tkanivach, kde sasini procesu
organogenézy (Borland et al. 1998)ajvyznamnejSim ligandom molekul CD44 je kyselina
hyaluronova (HA), glykosaminoglykan, ktory je beZmastipeny v extracelularnej matrix
(Aruffo et al. 1990). VSetky molekuly CD44 obsahupajmenej 3 vazbové miesta pre
hyaluronét, p&iom schopnasbuniek viazé hyaluronat je podmienena aj existencifalSich
mechanizmov. To vysvAije skut@énog’, Zze nie vSetky bunky, ktoré exprimuju CD44 su
schopné hyaluronat viazgGoodison et al. 1999paldimi minoritnymi ligandami CD44 su
osteopontin, serglycin, kolagén, fibronektin a ldmi{Weber et al. 1996; Faassen et al. 1992;
Jalkanen& Jalkanen 1992; Toyama-Sorimachi et al. 199%jzba CD44 na kyselinu
hyaluronovu zabezgaje bunkovl adhéziu k zloZkdm extracelularnej matpricom je

taktiez zahrnuta do procesu bunkovej agregacidifgnd@cie, migracie a taktiez angiogenézy
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(Bourguignon et al. 1998; Knudson 1998p vztahu k vrstevnatému dlazdicovemu epitelu
pini CD44 najma funkciu regulatoru proliferacie &@mocytov v odpovedi na externé stimuly
ataktiez udrziavanie lokalnej homeostazy kyselimyaluronovej (Kaya et al. 1997).
Adhezivna molekula CD44 vykazuje v malignych nadbraaberantni expresiu. Kym
v niektorych typoch nadorov suvisi zvySena expre€§i®44 s horSimi biologickymi
vlastnosami (Choi et al. 2000; Isozaki et al. 1998)jnych typov nadorov boli horSie
biologické vlastnosti spojené naopak s jej nizSgoresiou (De Marzo et al. 1998; Sugino et
al. 1996).V suvislosti s hodnotenim prognostického vyznambead/nej molekuly CD44
u nadorov hlavy a krku su k dispozicii vysledkyaerych Stadii. Zatlaco jedna skupina
autorov povazuje stratu expresie CD44 za neprigzpiognosticky faktor (Esteban et al.
2005; Gonzalez-Moles et al. 2003; Stoll et al. )9984 skupina autorov identifikuje
molekulu CD44 ako marker nadorovej kimgej bunky (Prince et al. 2007; Zhang et al.
2012) azastava nazor, ze prave subpopulacia bunjkéizujuca tato expresiu disponuje

schopnogou iniciova’ nadorovy rast (Aillesc Prince 2009).

1.7.2. E-kadherin

Struktara kadherinov je tvorena extracelularnou éoou, ktord je zodpovedna za
vazbu k dalSim kadherinom, transmembranovou a intracelulardoménou, ktora je v
spojeni s cytoplazmatickymi proteinmi nazyvanyntekény (Pyo et al. 2007k-kadherin je
kalcium dependentna adhezivna molekula, patriactejio skupiny. Je to hlavny kadherin
exprimovany epitelovymi bunkami a jeho typickou stteosou je schopnas vazby ku
kadherinom pritomnych na povrchu susednych buligkadheriny su spojené s molekulami
nazyvanymi kateniny, pomocou ktorych su napojenétemmedialne filamenta cytoskeletu.
Adhezivne molekuly zabezfigii okrem medzibunkovej adhézie &lSiu funkciu, ktora je
vyznamna Vv savislosti so vznikom a progresiou na@dofKola 2003). V savislosti so
spinocelularnym karcindmom dutiny Ustnej bolo zigteze rovnako ako u inych epitelovych
nadorov je zniZzenie expresie E-kadherinu spojary8®u invazitou tumoru (Shinohara et al.
1998). Signifikantne zvySena expresia komplexu E-kadhgikatenin bola zistena v
dysplastickom epiteli dutiny Ustnej v porovnani pgelom zdravym, ptiom
v spinocelularnom karcinome dutiny Ustnej bol uZzzgrovany ubytok tejto molekuly
(Bankfalvi et al. 2002). V suvislosti s potenciaimyvyuzitim E-kadherinu ako markeru
nadorovej kmaovej bunky je zaujimavé, Ze v holoklonnej morfolGmadorovych buniekn
vitro boli zistené vysSie hodnoty expresie tejto adhegimolekuly (Locke et al. 2005).
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1.8. Principy imunohistochemického vysSetrenia

V sasnosti najpouzivanejSou metdédou imunohistochema@ké/Setrenia (IHC) je
metdda imunneho komplexu peroxidazy-antiperoxidazy a avidin-biotinova
imunoenzymaticka technika, pri ktorej sa vyuzivesoka afinita avidinu pre biotin na
spojenie peroxidazovej zéky k primarnej protilatke. Pre zvySenie senzitividgli vyvinuté
viaceré metody, ktoré pomahaju odbiantigénové miesta (epitopy). Patri medzi ne apikéa
réznych proteolytickych enzymov, mikrovinného Zigiee pripadne kombinacia tlaku a tepla.
Medzi vyhody IHC patri vysoka senzitivita a Spedifis’, pouzitdnog’ na rutinne
spracovanom materiali, dét Tkanivo je pred histopatologickym vySetrenim mufixover,
pricom sposob fixacie ovplywje antigenicitu. Wel fixacie spdiva v inaktivacii
autolytickych mechanizmov pri zachovani architektgntkaniv, imobilizacii molekul
zamedzujucej ich arteficialnemu premiestneniu dahitasti bunky alebo ich difazii z tkaniv
a zvySenie rigidity tkaniv. NajbeznejSou metodotijécia 4% neutralnym formaldehydom,
pripadne fixacia zmrazenim. Protilatky (imunogloby) su glykoproteiny, ktoré maju Kigl
afinitu k antigénu a s V&ou Specifickosou sa na tento antigén, resp. jeho aktiseni viazu.

V IHC farbeniach sa pouzivaju dva typy protilatokly a monoklonové. Polyklonové
protilatky sa pripravuju cielenou imunizaciou z@eugitym antigénom, ptiom sa ziskaju
protilatky s r6znou Specifickésu a vazbovou schopntwsl. Monoklonové protilatky sa
imunoglobuliny vyldované klonom jednej hybridnej plazmatickej bunkyta&to ziskané
protilatky disponuju identickou antigénovou Spetiig’ou a vazbovou afinitou. Vyhodou
monoklonovych protilatok je teda v tom, Ze vykazmdnosSpecifickas k jednému epitopu.
Imunoenzymatické farbiace metody sp@ju v premene bezfarebného chromogénu na
farebny koncovy produkt. N&stejSimi enzymami vyuzivanymi na tent@lje peroxidaza a
alkalickd fosfataza. Ako chromogény sa daajejSie pouzivaju 3,3’-diaminobenzidin
tetrahydrochlorid a 3-amino-9-etylkarbazol. Na lik&ciu primarnej protilatky slizia viaceré
detekné systémy. Pri priamej metdéde je primarna préiatzngend najastejSie
fluoresceinom. Na vizualizaciu antigénu sa pouflivarescedny mikroskop. Pri nepriamej
metode je primarna protilatka, resp. imunokompletig&én-primarna protilatka zviditeena

znaenou sekundarnou protilatkou, Specifickou pre pmmyamunoglobulin (Hlagak 2003).
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2. Ciele dizerta&nej prace

Cielom dizertgnej prace bolo imunohistochemicky detekibvaxpresiu vybranych
potencialnych markerov nédorovych kifogych buniek (CD44, E-kadherin) vo
vzorkach spinocelularneho karcindmu dutiny Ustnéadisticky analyzowaexpresiu tychto

molekul vo vZahu k

- anatomickej lokalizacii vyskytu naddoru v dutinenigt
- diferenciacii tumoru

- objemu tumoru (pT)
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3. Material a metddy

3.1. Subor histopatologickych vzoriek

Do Stadie boli zahrnuté histopatologické vzorky giiastickej excizie a resekatu
spinocelularneho karcinomu dutiny Ustnej ziskané3ddpacientov, ktori boli v rozmedzi
rokov 1989 az 2006 leeni na Klinike uUstnigelistni a obkkejové chirurgie FN Olomouc.
Jednalo sa 0 32 muzov a 2 Zeny. VSetky vzorkyrhmlzaklade sledovanych Udajov rozdelené

do nasledujacich skupin:

A. anatomicka lokalizacia tumoru
B. diferenciacia tumoru

C. objem tumoru (pT)

Ad A.: V prvej skupine boli histologické preparatpzdelené na zaklade anatomickej
lokaliz&cie tumoru v dutine Ustnej do nasledujugokskupin:

1. spodina dutiny Ustnej

2. jazyk

3. gingiva

4. iné (zalia oblag tvrdého podnebia, tonzily, oro- a nazofaryngu)

Ad B: V druhej skupine bol subor rozdeleny na zdkldiferenciacie tumoru nasledovne:
1. dobre diferencované tumory (G1)

2. stredne a nizko diferencované tumory (G2, G3)

Ad C: V tretej skupine bolo rozdelenie vzoriek test@ tumoru vykonané v suvislosti s jeho
objemom (pT):

1. vékog' tumoru od 0 do 4 cm (pT1-pT2)

2. vdkog’ tumoru nad 4 cm (pT3-pT4)

U vSetkych vzoriek bola imunohistochemicky detekava Statisticky vyhodnotena expresia

adhezivnych molekul E-kadherinu a CD44.
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3.2. Metodika detekcie adhezivnych molekul CD44 a-Eadherin

3.2.1. Priprava histologickych preparatov

Z parafinovych bl¢kov vychladenych na mraziacej dakge boli na rotéanom
mikrotome pripravené rezy o hrubkeush. Takto pripravené rezy boli po poloZeni na hladin
zahriatej destilovanej vody a prichyteni na peni nabité skla suSené v termostate a to do
druhého da pri teplote 56 °C (x2 °C). Nasledne bola vykondeparafinizacia a rehydratacia
preparatov (rozpustenie v xyléne 3x6 minut a ichgranie do zostupnej alkoholovej rady
96% / 80% / 70% alkohol po 5 minut). Po oplachu estdovanej vode boli preparaty
ponorené do citratového pufru (pH 6,0-6,2) a zafané v mikrovinnej rare pri 120 °C po
dobu 5 minut. Nasledovalo zruSenie aktivity endoggrperoxidazy ponorenim skiel na 15
minut do 6% roztoku bD,, oplach destilovanou vodou, oplach TRISom (hydrogghyl
aminomethan; pH 7,4-7,6) a ponorenie do roztokuSTgH 7,4-7,6/Tween po dobu 5 minut.
Monoklonové mysie protilatky (CD44: NCL-CD44-2, ok DF1485, Visionbiosystems-
Novocastra; E-kadherin: E-cadherin, clone NCH-3&kd) boli nariedené do zeleného
roztoku s azidom (ChemMadté Antibody Diluent, DakoCytomation) v pomere 1:50 a
inkubované pri izbovej teplote po dobu 60 minut.rfdslednom oplachu preparatov v TRISe
pH 7,4-7,6 a TRISe/Tween boli aplikované sekundpnetilatky (EnVision+Dual link
system peroxidase, Dako) a inkubované pri izbogpjote po dobu 60 minut. Nasledovalo
oplachnutie v TRISe pH 7,4-7,6, vizualizacia pomoahromogénu 3,3-diaminobenzidinu
(Liquid DAB+ Substrate Chromogen System), farbgadier kamencovym hematoxylinom,
diferenciaciapavkovou vodou, oplach poditecou vodou, odvodnenie (96% alkohol, aceton,
aceton-xylén, xylén) a montaz do pertexu.
Pre pozitivhu a negativnu kontrolu bol pouzity paréex a germinélne centrumlmdskej
tonzily.

3.2.2. Vyhodnotenie imunoreaktivity
Vyhodnotenie stupa a rozsahu imunoreaktivity bolo stanovené pomadteakore. H-
skore je metdda, ktora vyhodnocuje stupraunoreaktivity v zavislosti na percente (0-100 %)
a intenzite farbenia (1-slaba intenzita, 2-stredivdtenzita, 3-vysoka intenzita)
imunopozitivnych buniek tak, Ze@n oboch hodnét vyjadruje vysledné skoére (0-300).
V kazdej skupine boli hodnoty H-skore rozdelenéldoch nasledujucich skupin:
0 negativna expresial-skore = 0

0 pozitivna expresidd-skore > 0
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3.3. Statisticka analyza

Na Statistick analyzu dat bol pouzity software SRS 15 (SPSS Inc., Chicago,
USA). Zavislog medzi expresiou a sledovanymi udajmi bola posugendocou Fischerovho

presnéeho testu (hladina signifikancie 0,05).
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4. Vysledky

4.1. Anatomicka lokalizacia tumoru (skupina A)

4.1.1. Expresia CD44 vo wahu k anatomickej lokalizacii tumoru

Pri porovnavani vzoriek diagnostickej excizekupiny A (anatomickd lokalizacia

preukézal Fisherov presny test s Bonferroniho kwooek signifikantne vySsi podiel vzoriek

s pozitivitou CD44 u lokality,spodina dutiny Ustnej“(84,6 %) a lokality,iné* (100 %) v
porovnani s lokalitou ,jazyk” (0 %}=0,003 v obidvoch testoch (tab. 9, 10, obr. 28, 29)

Tab. 9: Vyjadrujuca signifikantné vysledky Fischerovho prélso testu vzoriek diagnostickej excizie

skupiny A vo vrahu k pozitivite (>0)/negativite (=0) CD44.

Crosstab
CD44
=0 pozit (> 0) Total
Locality Floor of the Mouth Count 2 11 13
% within Locality 15,4% 84,6% 100,0%
Tongue Count 7 0 7
% within Locality 100,0% ,0% 100,0%
Gingiva Count 2 1 3
% within Locality 66,7% 33,3% 100,0%
Other Count 0 6 6
% within Locality ,0% 100,0% 100,0%
Total Count 11 18 29
% within Locality 37,9% 62,1% 100,0%
Fisher's Exact Test

Exact Sig.

Value (2-sided)

Fisher's Exact Test 18,599 ,00004

N of Valid Cases 29
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Tab. 10: Vyjadrujuca signifikanciu Fisherovho presného uest Bonferroniho korekciou
signifikancie pri porovnani dvojic skupin gadiokalizacie:

CD44
1 vs. 2 épodina DUvs.jazyR 0,003
1vs. 3 0,814
lvs. 4 1,000
2vs. 3 1,000
2 vs. 4 jazykvs.iné) 0,003
3vs. 4 0,500

100%

80%

H pozit

20%

spodina DU jazyk gingiva ine

Obr. 28: Stipcovy graf vyjadrujici percentuélny podiel CD44 pionych a negativnych vzoriek
diagnostickej excizie skupiny A.
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Obr. 29: Kvartilovy box graf vyjadrujaci hodnoty expresie CD44 (H-skore) u vedri
diagnostickej excizie v zavislosti od anatomickdgdlizacie tumoru.

Imunoreaktivitu CD44 vybranych histopatologickychkoviek spinocelularneho karcinému
z rozdielnych oblasti dutiny Ustnej zn&agje obr. 30.

Obr. 30: Znazotujuci imunoreaktivitu CD44 vybranych histopatoldgich vzoriek
spinocelularneho karcinbmu z oblasti orofaryngu, ¢égdého podnebia (B), spodiny
dutiny Ustnej (C) a jazyka (D) (Krung Ehrmann 2012).
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4.1.2. Expresia E-kadherinu vo v2ahu k anatomickej lokalizacii tumoru

Pri porovnavani expresie E-kadherinu nebola u ekordiagnostickej

excizie

(P=0,689) preukazana signifikantna zavisloredzi lokalitou a pozitivitiou/negativitou E-

kadherinu, ptiom v anatomickej lokalitspodina dutiny Ustndjolo 66,7%, v lokalitgazyk

42,9%, v lokalite gingiva 66,7% a v lokaliteéd 80% imunopozitivhych vzoriek (tab. 11, obr.

31, 32).

Tab. 11: Znazonujuca vysledky Fisherovho presného testu vzorieggmbstickej excizie skupiny
A vo vztahu k pozitivite (>0)/negativite (=0) E-kadherinu.

Crosstab
E-cadh, DE*
0 pozit. (>0) Total
Lokalizacia  spodina DU  Count 4 8 12
tumoru % 33,3% 66,7% 100,0%
jazyk Count 4 3 7
% 57,1% 42,9% 100,0%
gingiva Count 1 2 3
% 33,3% 66,7% 100,0%
iné Count 1 4 5
% 20,0% 80,0% 100,0%
Total Count 10 17 27
% 37,0% 63,0% 100,0%
Fisher's Exact Test
Exact Sig.
Value (2-sided)
Fisher's Exact Test 1,971 ,689
N of Valid Cases 27
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Obr. 31: Stipcovy graf vyjadrujici percentualny podiel E-kadhepozitivnych a negativnych
vzoriek diagnostickej excizie skupiny A.
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Obr. 32: Kvartilovy box grafvyjadrujici hodnoty expresie E-kadherinu (H-skawne)zoriek
diagnostickej excizie v zavislosti od anatomickdgdlizacie tumoru.
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4.1.3. Reprezentativne snimky vzoriek OSCC vo tahu k anatomickej lokalizacii

Reprezentativne snimky vybranych histopatologickyctoriek spinocelularneho
karcinbmu z rozdielnych oblasti dutiny Ustnej vyjgdce rozdielnu imunoreaktivitu
vybranych adhezivnych molekdl su zndzornené na33b4.l.

Obr. 33: Spinocelularny karciném orofaryngu, farbenie hemgin-eozin, zvéSenie
100x.

W 1 = 0 ’ . AL e -
87, DV B 3 i e b i %

>

Obr. 34: Spinocelularny karcindbm orofaryngu, farbenie pétkiy- E-kadherin,
zvaSenie 100x.
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Obr. 35: Spinocelularny karcindbm orofaryngu, farbenie pébkly- CD44, zvéSenie
200x.

zva&sSenie 100x.
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Obr. 38: Spinocelularny karcindbm tvrdého podnebia, farbepimetilatky- CD44,
zv&Senie 100x.
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Obr. 39:Spinocelularny karcinom jazyka, farbenie hematoxgozin, zvéSenie 100x.

eyl

Obr. 40: Spinocelularny karcinom jazyka, farbenie protilatky-kadherin, zu&enie
100x.
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Obr. 41: Spinocelularny karcindm jazyka, farbenie protijat€D44, zvé&Senie 200x.
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4.2. Diferenciacia tumoru (skupina B)

4.2.1. Expresia CD44 vo wahu k diferenciacii u vzoriek diagnostickej excizie

Pri porovnavani vzoriek diagnostickej excizie negezal Fisherov presny test
signifikantni zavislos medzi diferenciaciou tumoru (Gl versus G2/G3) aitpadtou
(>0)/negativitou (=0) CD44 R=0,615).

spinocelularnych karcinbmov dutiny ustnej (gradeb@lo 50% imunopozitivnych vzoriek a

Konkrétne v skupine dobre diferencovanych

v skupine stredne anizko diferencovanych karcinomgrade 2 a 3) bolo 65%

imunopozitivnych vzoriek (tab. 12, obr. 42, 43).

Tab. 12: Znazoiiujuca vysledky Fisherovho presného testu vzorkiagrbstickej excizie skupiny B
vo vzZahu k pozitivite (>0)/negativite (=0) CD44.

Crosstabulation

CD44s, DE
0 >0 Total
Grading G1 Count 2 2 4
% within Grading 50,0% 50,0% 100,0%
G2-G3 Count 9 14 23
% within Grading 39,1% 60,9% | 100,0%
Total Count 11 16 27
% within Grading 40,7% 59,3% 100,0%
Fisher's Exact Test
Exact Sig.
Value (2-sided)
Fisher's Exact Test 1,000
N of Valid Cases 27
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Obr. 42: Stipcovy graf vyjadrujici percentualiny podiel CD44 pionych a negativnych
diagnostickej excizie skupiny B.
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Obr. 43: Kvartilovy box grafvyjadrujdaci hodnoty expresie CD44 (H-skore) u ve&riiagnostickej
excizie v zavislosti od jeho diferenciacie.
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4.2.2. Expresia CD44 vo wahu k diferenciécii u vzoriek resekatu tumoru

Pri porovnavani vzoriek resekatu tumoru nepreukakeherov presny test
signifikantni zavislod medzi diferenciaciou tumorov (G1 versus G2/G3) azifvitou
(>0)/negativitou (=0) CD44 R=0,423). Konkrétne v skupine dobre diferencovanych
spinocelularnych karcinbmov dutiny Ustnej (gradddlp 66,7% imunopozitivnych vzoriek a
v skupine stredne anizko diferencovanych karcinomgrade 2 a 3) bolo 90%

imunopozitivnych vzoriek (tab. 13, obr. 44, 45).

Tab. 13: Znazonujuca vysledky Fisherovho presného testu vzorigekatu tumoru skupiny B vo
vztahu k pozitivite (>0)/negativite (=0) CD44.

Crosstabulation

CD44s, RT
0 >0 Total
Grading G1 Count 1 2 3
% within Grading 33,3% 66,7% 100,0%
G2-G3 Count 2 11 13
% within Grading 15,4% 84,6% 100,0%
Total Count 3 13 16
% within Grading 18,8% 81,3% 100,0%
Fisher's Exact Test

Exact Sig.

Value (2-sided)

Fisher's Exact Test ,489

N of Valid Cases 16
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Obr. 44: Stipcovy graf vyjadrujici percentudlny podiel CD44 pionych a negativnych vzoriek
resekatu tumoru skupiny B.
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Obr. 45: Kvartilovy box grafvyjadrujuci hodnoty expresie CD44 (H-skére) u velriesekatu tumoru
v zavislosti od jeho diferenciacie.
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4.2.3. Expresia E-kadherinu vo vahu k diferenciacii u vzoriek diagnostickej excizie

Pri porovnavani vzoriek diagnostickej excizie negezal Fisherov presny test
signifikantnd zavislos medzi diferenciaciou tumoru (Gl versus G2/G3) aitpaitou
(>0)/negativitou (=0) E-cadherinlP£0,571). Konkrétne v skupine dobre diferencovanych
spinocelularnych karcinbmov dutiny Ustnej (gradddlp 33,3% imunopozitivnych vzoriek a
v skupine stredne a nizko diferencovanych karcinon{igrade 2 a 3) bolo 57,9%

imunopozitivnych vzoriek (tab. 14, obr. 46, 47).

Tab. 14: Znazotiujuca vysledky Fisherovho presného testu vzorielgmbstickej excizie skupiny B
vo vzahu k pozitivite (>0)/negativite (=0) E-kadherinu.

Crosstabulation

E-cad, DE
0 >0 Total

Grading Gl Count 2 1 3
% within Grading 66,7% 33,3% | 100,0%

G2-G3 Count 8 14 22

% within Grading 36,4% 63,6% | 100,0%

Total Count 10 15 25
% within Grading 40,0% 60,0% | 100,0%

Fisher's Exact Test

Exact Sig.
Value (2-sided)
Fisher's Exact Test ,543

N of Valid Cases 25
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Obr. 46: Stipcovy graf vyjadrujici percentuélny podiel E-kadhgrozitivnych a negativnych vzoriek
diagnostickej excizie skupiny B.
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Obr. 47: Kvartilovy box graf vyjadrujici hodnoty expresie E-kadherinu (H-skéreyzoriek
diagnostickej excizie v zavislosti od diferenciatimoru.
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4.2.4. Expresia E-kadherinu vo vahu k diferenciacii u vzoriek resekatu tumoru

Pri porovnavani vzoriek resekatu tumoru nepreukakeherov presny test

signifikantni zavislod medzi diferenciaciou tumoru (G1 versus G2/G3) azitpvitou

(>0)/negativitou (=0) E-cadherinlP£1,000). Konkrétne v skupine dobre diferencovanych

spinocelularnych karcinbmov dutiny ustnej (gradeb@lo 50% imunopozitivnych vzoriek a

v skupine stredne a nizko diferencovanych karcinon{igrade 2 a 3) bolo 45,5%

imunopozitivnych vzoriek (tab. 15, obr. 48, 49).

Tab. 15: Znazonujuca vysledky Fisherovho presného testu vzorigekatu tumoru skupiny B vo
vzt'ahu k pozitivite (>0)/negativite (=0) E-kadherinu.

Crosstabulation

E-cad, RT
0 >0 Total

Grading G1 Count 1 1 2
% within Grading 50,0% 50,0% 100,0%

G2-G3 Count 7 6 13

% within Grading 53,8% 46,2% 100,0%

Total Count 8 7 15
% within Grading 53,3% 46,7% 100,0%

Fisher's Exact Test

Exact Sig.
Value (2-sided)

Fisher's Exact Test
N of Valid Cases

1,000
15
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Obr. 48: Stipcovy graf vyjadrujici percentuélny podiel E-kadheguozitivnych a negativnych vzoriek
resekatu tumoru skupiny B.
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Obr. 49: Kvartilovy box grafvyjadrujaci hodnoty expresie E-kadherinu (H-skarejzoriek resekéatu
tumoru v zavislosti od jeho diferenciacie.
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4.3. pT Stadium tumoru (skupina C)

4.3.1. Expresia CD44 vo wahu k objemu tumoru

Pri porovnavani vzoriek resekatu tumoru preukazshdrov presny test signifikantna
zavislog medzi objemom tumoru (pT) a pozitivitou (>0)/négadu (=0) CD44 P=0,022).
Konkrétne v skupine tumorov oRkosti do 4 cm (pT 1-2) bolo 100% imunopozitivhych
vzoriek a v skupine tumorov nad 4cm (pT 3-4) bdd8sdimunopozitivnych vzoriek (tab. 16,
obr. 50, 51).

Tab. 16: Znazoiiujuca signifikantné vysledky Fisherovho presnéhariek resekatu tumoru skupiny
C vo vz’ahu k pozitivite (>0)/negativite (=0) CD44.

Crosstab
CD44, po
0 >0 Total
Staging pT 1-2 Count 0 10 10
% within Staging ,0% 100,0% 100,0%
pT 3-4 Count 3 2 5
% within Staging 60,0% 40,0% 100,0%
Total Count 3 12 15
% within Staging 20,0% 80,0% 100,0%
Fisher's Exact Test

Exact Sig.

Value (2-sided)

Fisher's Exact Test 022

N of Valid Cases 15
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Obr. 50: Stipcovy graf vyjadrujici percentuélny podiel CD44 pionych a negativnych vzoriek
resekatu tumoru skupiny C.
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Obr. 51: Kvartilovy box grafvyjadrujuci hodnoty expresie CD44 (H-skére) u velriesekatu tumoru
v zavislosti od pT Stadia.
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4.3.2. Expresia E-kadherinu vo v?ahu k objemu tumoru

Porovnavanim vzoriek resekatu tumoru nebola zisggg@ifikantna zavislas medzi
objemom tumoru (pT) a pozitivitou (>0)/negativitét0) E-kadherinuR=0,138). Konkrétne
v skupine tumorov o \&osti do 4 cm (pT 1-2) bolo 62,5% imunopozitivnyehoriek a

v skupine tumorov nad 4cm (pT 3-4) bolo 16,7% impowtivnych vzoriek (tab. 17, obr. 52,

53).

Tab. 17: Znazotujuca vysledky Fisherovho presného testu vzorialekétu tumoru skupiny C vo
vztahu k pozitivite (>0)/negativite (=0) E-kadherinu.

Crosstab
E-cadh, po
0 >0 Total
Staging pT 1-2 Count 3 5 8
% within Staging 37,5% 62,5% 100,0%
pT 3-4 Count 5 1 6
% within Staging 83,3% 16,7% 100,0%
Total Count 8 6 14
% within Staging 57,1% 42,9% 100,0%
Fisher's Exact Test

Exact Sig.

Value (2-sided)

Fisher's Exact Test ,138

N of Valid Cases 14
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Obr. 52: Stipcovy graf vyjadrujici percentuélny podiel E-kadhgrozitivnych a negativnych vzoriek
resekatu tumoru skupiny C.
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Obr. 53: Kvartilovy box grafvyjadrujici hodnoty expresie E-kadherinu (H-skarejzoriek resekatu
tumoru v zavislosti od pT Stadia.
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5. Diskusia a zavery

CD44 expresia bola v normalnom ustnom epiteli pEwa imunohistochemickymi
analyzami pouzivajucimi monoklonové protilatky prétandartnej ako aj proti variabilnym
izoformam CD44. Tak napr. expresia izoforiem CD44v8 a v9 bola popisana v epiteli
tonzily (Salmi et al. 1993; Mackay et al. 19%4igzoforiem CD44v5, v6, v7, v8 a v10 v epitel
dutiny Ustnej a faryngu (Herold-Mende et al. 1996)podobnej Stadii, ktora sa zaoberala
imunohistochemickou analyzou CD44s a jej varialwinyizoforiem v histopatologickych
vzorkach z oblasti pery, bukalnej sliznice, jazykppdiny dutiny Ustnej, gingivy a tvrdého
podnebia bola zistena silna imunopozitivita v bayéh a suprabazélnych vrstvach
s vynimkou najpovrchovejSej vrstvy epitelu, ktorgkazovala negativhu expresiu. V tejto
studii neboli napriek Strukturalnej heterogenitéloeho epitelu zistené Ziadne regionalne
rozdiely v expresii sledovanych izoforiem (Olive&aOdell 1997).V d’alSej Studii bola silna
expresia CD44s a jej niektorych izoforiem (v6, wlB) taktiez detekovana v tkanivach
z oblasti gingivy, jazyka a laryngu a stredne sérpresia bola potvrdena v submandibularne;j
a parotickej slinnej laze (Higashikawa et al. 1996). Z tychto Studii jevaé, Ze normalny
epitel dutiny astnej, faryngu a laryngu vykazujgazni expresiu CD44s atiez niektorych
jej variabilnych izoforiem.

S oiadom na expresiu CD44 v malignych nadoroch boldenrés Ze tato adhezivna
molekula v nich vykazuje aberantni expresiu. Kymiektorych typoch nadorov suvisi
zvySena expresia CD44 s horSimi biologickymi vlastami (Choi et al. 2000; Isozaki et al.
1998), u inych typov nadorov boli horSie biologické vlassti spojené naopak s jej nizSou
expresiou (De Marzo et al. 1998; Sugino et al. J996

Vysledky dizertanej prace odhalili uvzoriek diagnostickej exciziarcinbmov jazyka
(skupina A: anatomicka lokalizacia tumrmignifikantne nizSiu expresiu CD44s v porovnani
s ostatnymi lokalitami dutiny Ustne&jo je v sulade s vysledkami inych autorov.
Imunohistochemickd analyza 38 vzoriek spinoceldhm karcinomu jazyka taktiez
preukazala znizenu expresiu CD44s v tejto anatalokalite (Masuda et al. 2000).
Podobne, Gonzalez-Moles et al. vo svojej praci&ashazor, Ze strata expresie CD44 mbze
byt u peritumor6zneho tkaniva karcindbmu jazyka povabdvza délezity moment v procese
kancerogenézy (Gonzalez-Moles et al. 2004)’alSej Studii bolo zistené, Ze izoformy
proteinu deltaNp63 indukuju expresiu CD44,cpm deltaNp63 vykazovala najsilnejSiu
indukciu tejto adhezivnej molekuly. Protein p63rgnskrigny faktor, ktory ma vyznamnu
funkciu vo vyvoji a diferenciacii epidermalnych @itir a taktiez v procese kancerogenézy.
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Jeclenom rodiny nadorového supresoru p53 a vyskytajenmiimalne v Siestich izoformach
(TAp63 -a, -B, -y; deltaNp63 @, -B, -y) (Boldrup et al. 2007). Boli zaznamenané rozdiely
v expresii proteinu p63 v jednotlivych anatomickyokalitdch spinocelularneho karcinému
dutiny Ustnejgo je taktiez v sulade s naSimi vysledkami. Konke&ta jednalo o signifikantné
znizenie expresie tohto proteinu u karcindbmov jazykporovnani s normalnym tkanivom
tejto lokality (Boldrup et al. 2011). ZniZenie afelstrata expresie CD44s bola taktiez
potvrdena aj v tumorochdalSich anatomickych oblasti hlavy a krku.

Pri imunohistochemickom porovnavani sinonazalnysteitovanych papilémov (SIP) s a bez
pritomnosti spinocelularneho karcindbmu bolo zistere zati#i co vSetky SIP exprimovali
CD44s, 60 % maligne transformovanych papildmov ggkalo kompletnu stratu expresie
a ostavajucich 40 % vykazovalo len slabl expresiD445 (Ingle et al. 1998).
U histopatologickych vzoriek spinocelularneho kaéchu z oblasti laryngu bola taktiez
zistena znizena expresia Standartnej izoformy C344fford et al. 1996).

Aj ked expresia E-kadherinu nevykazovala v nasSich vyslelkStatisticky vyznamné
rozdiely vo vZahu k anatomickej lokaliz&cii, je vidieu tumorov jazyka zniZzenu expresiu
tejto adhezivne] molekuly najma v porovnani s tumiospodiny dutiny Ustnej a tumormi
z oblasti tvrdého podnebia, oro- a nazofaryngd’ f@prezentativne histopatologické vzorky-
str. 68-72, obr. 33-41).

V suvislosti s rozdielnym  biologickym chovanim kiadmu pery v porovnani s
karcinomom jazyka bola vyhotovena zaujimava St{mbieovnavajiuca imunohistochemicku
expresiu E-kadherinu a CD44v6 v tychto dvoch anatkyoh lokalitach. Vysledky tejto
Studie prekvapujuco zistili, Ze spinocelularne kavmy dolnej pery ajazyka nevykazuju
signifikantné rozdiely v expresii tychto dvoch sbednych molekudl (Cruz et al. 2009).

Dalsim sledovanym Gdajom bolo porovnanie diferenieiéomoru vo vFahu k expresii
danych adhezivnych molekul (skupina B). Pri poraamd vzoriek diagnostickej excizie
aresekatu tumoru nebol v naSej Stadii preukazaafiscky vyznamny rozdiel medzi
diferenciaciou tumoru (G1 versus G2/G3) a poziiwi(>0)/negativitou (=0) E-kadherinu,
resp. CD44. Toto je v sulade so Studiou Shinohted. ev ktorej taktiez nebola pozorovana
korelacia medzi znizenou expresiou E-kadherinuz®oni diferenciaciou tumoru v 54
vzorkach OSCC (Shinohara et al. 199ydobne \alSej imunohistochemickej Stadii so 71
vzorkami OSCC nebola zistend korelacia medzi difgéziou tumoru a expresiou tejto
adhezivnej molekuly (Pyo et al. 2007). Na drulmarat Yamada et al. popisuje signifikantnu
asociaciu medzi nadorovou diferenciaciou a exptediokadherinu. Kym v normalnom

ustnom epiteli bola pritomna silnd expresia tejtthezivnej molekuly, u vzoriek OSCC
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expresia E-kadherinu postupne klesala so znizujgaadiferenciaciou tumoru (Yamada et al.
1997).V dalSej Studii bola taktiez zistena korelacia medgiresiou E-kadherinu a stigm
diferenciacie v OSCC (Simionescu et al.2008). Paddkaur et al. pri imunohistochemicke;j
analyze 37 histopatologickych vzoriek OSCC zist#, strata expresie E-kadherinu suvisi
s nizSou diferenciaciou tumoru (Kaur et al. 2089pvnaka korelacia bola taktiez potvrdena
vo vzorkadch SCC z oblasti gingivy (Sakaki et al94) pery ¢i jazyka (Cruz et al. 2009).
V suvislosti s adhezivnou molekulou CD44 ajefpalu k diferenciacii OSCC bola sice
zistend korelacia medzi expresioucitych variabilnych izoforiem CD44 a stiipm
diferenciacie, avSak korelacia medzi expresioudiene] izoformy CD44 a diferenciaciou
tumoru v tychto Studidch taktiez potvrdend nebdimnseca et al. vo svojej Stadii
vyhodnocoval stupeexpresie izoforiem CD44v3, v4-5, v6 u vzoriek S{@aZyka pomocou
imunohistochemickych metdd. Vo vysledkoch tejtad# bolo zistené zniZenie expresie
CD44v3 v 37,5% pripadov, v4-5 v 67,9% pripadov an@3,9% pripadov, pfom zniZzena
expresia tychto variabilnych izoforiem korelovalaliferenciaciou tumoru (Fonseca et al.
2001). VdalSej Studii bola zistend znizend expresia CD44w6 workach HNSCC
V porovnani s benignymi tumorngi, zdravym vrstevnatym dlazdicovym epitelom (Soukka
al. 1997).Bahar et al. popisal tazkych dysplazii oralneho epitelu znizenu exprésjto
variabilnej izoformy v porovnani s benignymi hyplesgtikcymi [éziami (papilomy), ktoré
vykazovali podobnl expresiu ako zdravy epitel (Badiaal. 1997). Podobne, pri skimani
variabilnej izoformy CD44v2 bola pri imunohistochielkej analyze histopatologickych
vzoriek HNSCC zistena signifikantna korelacia mgdgeniZzenou expresiou a diferenciaciou
tumoru (Kanke et al. 2000).

Preffad expresie jednotlivych izoforiem adhezivnej malgk CD44 poda vysledkov

jednotlivych studiii je znazorneny v tab. 18.
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Tab. 18: Znazonujuca preliad expresie adhezivnej molekuly CD44 a jej vanghih izoforiem
v orofacialnych karcinémoch pta jednotlivych Stadii

CD44 Pdiet Tkanivo Pouzitd metoda Expresia Referencie
vzoriek
CD44s ZniZzené v 38/38 Masuda et al.
38 SCC jazyka | Imunohistochémia 2000
CD44 Silnd az stredna v 12/13
v3 znizena v 13/13 s uplnou
stratou expresie u nizkq
diferencovanych OSCC
OSCC a v 50% stredne a dobre
13 (jayzk, Imunohistochémia| diferencovanych OSCC
v4-v5 tonzily, nulovéa alebo viémi slaba
antrum) v 7/13 Hudson et al.
V6 nulova alebo vimi slaba 1996
v 5/13
v8 Nulovéa alebo v&mi slaba
v 9/13
v3 Znizena v 37,5%
56 SCC jazyka | Imunohistochémial pripadov Fonesca et al.
v4-5 ZniZzena v 67,9% 2001
pripadov
v6 Znizena v 33,9%
pripadov
v6 100 OSsCC Znizenie alebo strata, | Bahar et al.
Imunohistochémia ktora korelovala 1997,
diferenciaciou tumoru | Soukka et al.
1997
CD44s Bez zmeny
v2 89 HNSCC Imunohistochémia| Znizena, ktora korelovala Kanke et al.
s nizSou diferenciaciou 2000
tumoru
V6 Bez zmeny
V4 Znizena
V5 100 OSCC Imunohistochémia Bez zmeny Piffko et al.
V6 Bez zmeny 1996;
\VZe) ZniZena Piffko et al.
1999
CD44| 27,172 DEL, LSCC Bez zmeny v DEL
_ _ Vv porovnani
Imunohistochémial s normalnym epitelom| Hirvikoski
pan-CD44 fokalne znizenie et al. 1999
v LSCC, ktoré
korelovalo s nizSou
diferenciaciou tumoru
CD44| 34,13,| LSCC,in Progresivne zvySenie
35, 10, situ _ o v priebehu
17 karcinémy, | Imunohistochémial karcinogenézy laryngu loachim et
dysplastické pan-CD44 al. 1999
tkanivo,
papilomy,
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keratdzy

V6 277 HNSCC | Imunohistochémia| Bez zmeny alebo alebp Van Hal et
marginalne znizenie | al. 1999
v 268/277 tumorov

V5 Bez zmeny
V6 Bez zmeny Herold-
v7 55 OScCcC Imunohistochémia Znizena Mende et al.
v8 ZniZzena 1996
v10 Znizena
Znizenav 47,5%
VO 40 osceC Imunohistochémia pripadov, ktora Ue et al.
korelovala
. o 1998
s diferenciaciou tumoru
CD44| 66, 67 LSCC, Imunohistochémia| Progresivne zvySenig Sugar et al.
keratézy pan-CD44 v priebehu 1997

karcinogenézy laryngu

SCC- spinocelularny karcinbm; OSCC- spinocelularkgrcinom dutiny Ustnej; HNSCC-
spinocelularny karcinom hlavy a krku; DEL — dystileley epitel laryngu; LSCC — spinocelularny
karcinbm laryngu

Zhrnutie vysledkov Stadii vo ¥ahu k expresii konkrétnej variabilnej izoformy CD44

detekovanej imunohistochemickymi metédami popisaie 19.
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Tab. 19: Expresia jednotlivych izoforiem CD44 vo vzorkacpir®celularneho karcindmu dutiny
astnej.

CD44 Tkanivo Expresia Referencie
CD44 OSscCC silna aZ stredna v ccaHudson et al. 1996
90% pripadov
CD44s OScCcC bez zmeny v 100% Kanke et al. 2000
pripadov
CD44s SCC jazyka znizend v 100%| Masuda et al. 2000
pripadov
v2 OSCC znizena v 100% Kanke et al. 2000
pripadov
V3 OSscCC Znizen& cca v 50% Hudson et al. 1996;
pripadov Fonseca et al. 2001
V4 OSCC Znizena vo ¥8ine Piffko et al. 1996;
pripadov Stoll et al.1998; Stol
et al. 1999
V4-5 OSscCC Znizena ccav 70% Hudson et al. 1996;
pripadov Fonseca et al. 2001;;
Kanke et al. 2000
V5 OSCC Bez zmeny v 100% Herold-Mende et al.
pripadov 1996; Piffko et

al.1996; Piffko et al.
1999; Kuo et al. 1998

V6 OSCcC Znizenie cca v 60%| Hudson et al. 1996;
pripadov Bahar et al. 1997;
Kunichi et al. 1997;
Stoll et al. 1998;
Stoll et al. 1999
Bez zmeny v 100%| Herold-Mende et al.
pripadov 1996; Piffko et
al.1996; Piffko et al.
1999; Kuo et al.
1998; Kanke et al.

2000
V7 OSCC Znizenie v cca 60% Herold-Mende et al.
pripadov 1996; Stoll et al.
1999
V7-8 OSCcC Znizenievcca35% Kuo et al. 1998
pripadov
V8 OSCcC ZniZenie v cca 90% Herdd-Mende et al.
pripadov 1996; Hudson et al.
1996
V9 OSCcC Znizenie v cca 60% Piffko et al.1996;
pripadov Piffko et al. 1999; Ue
et al. 1998
V10 OSCC Znizenie v 100% | Herold-Mende et al.
pripadov 1996
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S oiadom na predkladané Stadie je mozné usudzoga zatifi ¢o zmeny v expresii
niektorych variabilnych iozoforiem preukdziie zohravaju svoju Ulohu v kancerogenéze
v oblasti dutiny Ustnej, iné nevykazju v tejto |lesti Ziadne zmeny expresie. Piffko et al. vo
svojej Stadii  vyhodnocoval stupe expresie CD44 variabilnych izoforiem u 100
histopatologickych vzoriek spinocelularneho karoamb dutiny dstnej a piahlého
peritumorozneho tkaniva. Vysledky odhalili, Ze kyrpresia izoforiem CD44v4 av9 je u
karcindmov dutiny Ustnej silne potlend, izoformy v5 a v6 vykazovali v tumore naopdi(si
expresiu v porovnani s normalnym ustnym epiteloifik@et al. 1999).

Nekonzistentné vysledky Stadii zaoberajucich sa’akam medzi expresiou tychto
adhezivnych molekudl a diferenciaciou OSSC mozt bgpréinené rozdielmi v expresii
tychto molekdl v tumoroch z rozdielnych anatomidkyoblasti dutiny Ustnej zistenymi
v dizerta&nej praci.

Analyza vzahu expresie CD44 k ikosti tumoru (skupina C) preukazala signifikantnu
zavislog medzi expresiou CD44 a objemom tumoru (pT)¢@n strata expresie korelovala
s pokrailejSim pT Stadiom. Tieto vysledky su konzistensngracou Gonzaleza-Molesa et al.,
ktory preukazal, Zze expresia CD44 koreluje u kanciav jazyka s pT Stadiom ochorenia
(Gonzélez-Moles et al. 2004).

Pri sledovani expresie E-kadherinu bolo zistengemié expresie E-kadherinu (ajdkaie
Statisticky vyznamné) v suvislosti so 28djucim sa objemom tumoru (pT)o je taktiez

v sulade s dostupnou literatirou (Yamada et al7).99

Koncpet nadorovych knievych buniek predpokladd v nadorovej bunkovej pagpiul
pritomnos buniek, ktoré maju vlastnosti podobné bunkam iorgm. Nadorové kmeové
bunky su definované ako subpopulacia nadorovychieburktoré maju jednak tumor-
iniciujuce schopnosti a jednak schopnosti vyttopopulaciu heterogénnych bunkovych
typov, ktora sa vyskytovala v pévodnom nadore (K&laat al. 2006)Aj ked’ povodné zistenia
nazngovali, Ze sa jedna o malu frakciu buniek nachadzelisa v nadorovej bunkovej mase,
nasledujuce Studie zistili, Ze ich mnozZzstvo moéZeadorovej populacii buniek kolita
(Ishizawa et al. 2010). Taktiez bolo zistené, Zeomsivo tychto buniek koreluje u
spinocelularneho karcinbmu hlavy a krku s jeho sigi®u (Joshua et al. 2012).

Bolo zistené, Ze maligne bunkg vitro vytvaraju rozpoznat@e odliSné kolénie buniek
nazyvané holoklony ktoré vykazuju vlastnosti kmievych buniek, ako je schoprnbs
sabaobnovy a produkcie diferencovanych buniek. Wssisti s identifikaciou a izolaciou
tychto nadorovych buniek bolo zistené, Ze vykazuysoké hodnoty expresie dirych
molekul, ako napr. E-kadherinu a CD44 (Harper e2@07; Locke et al. 2005; Mackenzie
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2006). Prince et al. popisali u CD44 pozitivnych buniek $MC schopnasiniciovat’ aj

v malom mnozstve rast tumoru v imunodefecientnycySiath, prfom CD44 negativne
bunky exprimujuce marker bunkovej diferencidciedloerin tito schopna’snemali (Prince
2007). Na druhu stranu autori viacerych Stadiiilgiste strata expresie CD44 je u HNSCC
nepriaznivym prognostickym faktorom (Esteban et24l05; Gonzalez-Moles et al. 2003;
Stoll et al. 1999). VzFadom k tymto faktom ako aj vysledkom naSej pracgasavyuZitie
adhezivnej molekuly CD44 ako potencialneho markedorovej kmaovej bunky v OSCC
ako problematické. Vysledky dizettse] prace odhalili Gplna stratu expresie CD44
u vSetkych histopatologickych vzoriek karcinbmu yjee, ¢co by poda predkladaného
konceptu znamenalo Uplnd absenciu nadorovychikmeh buniek v prisluSnom tumore.
Toto tvrdenie podporuje aj Studia skimajuca expreSD44 u 32 karcindmov jazyka
a prirahlého peritumorézneho tkaniva. Vysledky odhaliie utych karcinbmov, ktorée
vykazovali znizenu expresiu CD44, bola tato expresiizena aj v okolitom peritumoréznom
tkanive. Toto zniZenie sa tykalo dysplastického ajlénistologicky normalne vyzerajuceho
peritumordzneho tkaniva. VEadom ktomu, Ze zdravy epitel dutiny dstnej vykazuj
v bazéalnych a suprabazalnych vrsrvach epitelu guitstnej vyraznu expresiu CD44 (Oliveira
& Odell 1997;Higashikawa et al. 1996), povaZzuju autori Studi&enie tejto expresie za
dolezity moment v procese kancerogenézy jazyka f@&lem-Moles et al. 2004).

V d'alSej Studii bolo zase zistene, Ze aj CD44 negatbhumky HNSCC vykazuja vlastnosti
kmeiovych buniek arovnako su schopné inicibveast tumoru v imunodeficientnych
mysSiach (Oh et al. 2013).

V poslednej dobe pribldaju stale nové molekuly wgliné pri izolacii nadorovych
kmeiovych buniek. Tak napr. Clay et al. popisali u leléns vysokou aktivitou aldehyd
dehydrogenazy (ALDH/high) omnoho d&&e tumor-iniciujice schopnosti v porovani
s bunkami s nizkou aktivitou tohto enzymu. Konkegtrvtejto Studii zaberali bunky
ALDH/high frakciu len 1 - 7,8% vSetkych nadorovyhniek (Clay et al. 2010; Hay 2005).
Dalej bolo nedavno popisané, Ze frakcia nadorovymieikvych buniek bunkovych linii
ziskanych zo spinocelularneho karcinomu hlavy akrktora vykazuje vysoku expresiu
CD44 existuje prinajmenSom v dvoch fenotypovo reldich forméch, ktoré sa liSia
v expresii povrchovych molekul (Biddle et al. 201RJe tieto fenotypovo odliSné nadorové
kmeinové bunky je charakteristické, Ze oba typy vykaayjsoku expresiu CD44, ale odliSuju
sa rozdielnou expresiou epitelového Specifickéhtigénu (angl. epithelial specific antigen,
ESA). Nadorové kmevé bunky s vysokym stipm expresie CD44 a vysokym stgm
expresie ESA predstavuju epitelovy fenotyp, Zatia nddorové kmigové bunky s vysokym
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stupiom expresie CD44 a nizkou expresiou ESA su buniyékpodstupili proces nazyvany
epitelovo-mezenchymalny prechod (angl. epitheliasenchymal transition, EMT) a ziskali
schopnog motility. Popisany proces zmeny fenotypu méze igtels aj v op&nom smere
tzv. mezenchymalno-epitelovym prechodom (angl. melsgmal-epithelial transition, MET)
(Brabletz et al. 2005; Mani et al. 2008).

Tieto nové zistenia sda v budicnosti pripspeju k lepSiemu pochopeniu patégie
nadorovych km#ovych buniek a ich tlohe v patogenéze malignit.

V dizerta&nej praci predstavoval analyzovany subor 34 vzofkCC,c¢o by mohlo by
vnimané ako nedostdioy paet pre vyvodenie Statisticky platnych zaverov. Mahej strane

v literatdre nachadzame mnozstvo reSpektovanyahigiadobného alebo dokonca menSieho
rozsahu zaoberajuce sa imunohistochemickou analgzpresie adhezivnej molekuly CD44
a E-kadherinu vo vzorkach orofacialnych karcindrfi@wz et al.2009; Yamada et al. 1997,
Kaur et al. 2009; Sakaki 1994).

Vysledky dizert&nej prace odhalili zmeny v expresii adhezivnej rkolg CD44

v histopatologickych vzorkdch OSCC votehu k pT Stadiu tumoru a taktiez vyrazné
regionalne rozdiely v expresii CD44 so signifikantnizSou expresiou u tumorov jazyka
Vv porovnani s tumormi z ostatnych anatomickych liokktiny Ustne;.

Zaverom je vhodné dopafii’ zohadnenie spominanych regionalnych rozdielov pri
hodnoteni prognostického vyznamu CD44 u tejto logemnej skupiny nadorov.
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7. Zoznam skratiek

AA
ABC
ALDH
BMI- 1
CDLE
CD
CNS
CsC
CTAs
CYP2E1
CXCR4
DAB
DE
DEL
deltaNp63
DNA
EBV
E-cad
EMT
EpCAM
ESA
EZH 2
E6

E7

G

GIT
HA
HIV
HNSCC
HPV
HSV
ICM
IHC
Ku70
LR
LSCC
MET
MNDU

acetaldehyd

transportny protein (ATP binding cassette)
aldehyd dehydrogenaza

onkogén (polycomb ring finger oncogene)
chronicky diskoidny lupus erytematosus
adhezivna molekula (cluster of differentiation)
centralny nervovy systém

nadorové kni@vé bunky

cancer testis antigens

cytochréom P450 2E1

chemokinovy receptor typ 4
3,3'-diaminobenzidin tetrahydrochlorid
diagnosticka excizia

dysplasticky epitel laryngu

izoforma proteinu p63

deoxyribonukleova kyselina

Epstein-Barrovej virus

E-kadherin, adhezivna molekula
epitelovo-mezenchymalny prechod

epitelova adhezivna molekula

epitelovy Specificky antigén

gén kodujuci enzym histon-lyzin-N-metyltréaraza
onkoprotein kédovarjudskym papilomavirusom
onkoprotein kédovarjudskym papilomavirusom
grading, diferenciacia tumoru
gastrointestinalny trakt

kyselina hyaluronova
virus'udskej imunitnej nedostatnosti
spinocelularny karcinédm hlavy a krku
Tudsky papilomavirus

herpes simplex virus
vnutorna bunkova masa

imunohistochémia

protein (Lupus Ku autoantigen protein p70)
znaku zadrZiavajluce

spinocelularny karciném laryngu
mezenchymalno-epitelovy prechod

maligne nadory dutiny Ustnej
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NNK
NNN
NPC
Oct 4
OLL
OLP
OSF
OSsCcC
PAU
PCR
pRb
p21
p53
RB
RT
RTG
SCC
SCCL
SIP
SLE
Sox2
TA
TAp63
TNF
TP53
TRIS
uv
VEGF
WHO

Wnt

4-(methylnitrosamino)- 1-(3-pyridyl)-1-butanon
nitrosonornikotin

nazofaryngealny karcindm

transkripny faktor, octamer-binding transcription factor 4
oralne lichenoidné lézie

oralny lichen planus

oralna submukézna fibréza
spinocelularny karciném dutiny Ustnej
polycyklické aromatické wbvodiky
polymerazova fazova reakcia

protein Rb génu

inhibitoe cyklin-dependentnej kinazy
protein génu TP53

gén retinoblastomu, nadorovy supresor
resekat tumoru

rontgen

spinocelularny karciném
spinocelularny karcindm pery
sinonazalne invertované papilémy
systémovy lupus erytematosus
transkripny faktor

transit-amplifying

izoforma proteinu p63

tumor nekrotizujuci faktor

tumor supresorovy gén

tris (hydroxymetyl) aminometan
ultrafialové Ziarenie

vaskularny endotelidlny rastovy faktor

Svetovéa zdravotnicka organizacia

transkrigny faktor (wingless type)
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