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Abstrakt

Praca je rozdelena na dve samostatné Studie. (1) Vykonali sme retrospektivnu
Stadiu na 22 pacientoch s cystickymi metastizami skvamocelularneho karcindmu
(SCC) v oblasti hlavy a krku. Cielom bolo zistit’ ¢i histomorfoldgia, expresia proteinu
pl6, HPV a EBV status moézu predpovedat’ primarnu lokalizdciu tumoru. Origo bolo
identifikované v 20 z 22 pripadov azahfialo orofarynx (14 pripadov, 63,3%),
nazofarynx (traja pacienti, 13,6%), plica (dvaja pacienti, 9%) a koZu vonkajSieho
zvukovodu (1 pripad, 4,5%). Priméarna lokalizacia ostala nezndma v dvoch pripadoch
(9%). 16 zo 17 metastaz (94,1%) pochadzajicich z Waldayerovho prstenca a oba
pripady snezndmym origom mali morfologiu nekeratinizujuiceho SCC, alebo
nekeratinizujiceho SCC s vyzrievanim. Vsetky nadory s povodom v orofaryngu a oba
pripady s nezndmym origom boli difuzne pl6-pozitivne a HPV-pozitivne. VSetky tri
metastazy nazofaryngealneho (NPCa) karcinomu boli EBV-pozitivne a pl6/HPV
negativne. Metastazy pl'icnych karcinomov a karcinomu koze mali morfologiu dobre
diferencovaného, resp. nizko diferencovaného keratinizujaceho SCC a boli HPV/EBV
negativne. Potvrdili sme, Ze cystické metastazy SCC v oblasti hlavy akrku su
asociovan¢ s okultnym origom v orofaryngu. Orofaryngealny povod by vzdy mal byt
podporeny vySetrenim expresie pl6 a HPV $pecifickym testom, pretoze SCC z inych
lokalit sa mozu prezentovat’ cystickymi metastdzami. Pridanie EBV testu moze v Casti
pl16/HPV-negativnych pripadov odhalit’ origo v nazofaryngu.

(ii) NPCa je v Ceskej a Slovenskej republike vzacna malignita a EBV/HPV
status tychto nddorov je v podstate nezndmy. V retrospektivnej Studii sme vySetrili
pritomnost EBV a HPV u 62 pacientov s NPCa a vykonali sme metaanalyzu §tadii,
ktoré udavali zastipenie EBV-pozitivnych NPCa, HPV-pozitivnych NPCa
detekovanych PCR vySetrenim a HPV-pozitivnych NPCa detekovanych pomocou
expresie pl6 alebo vySetrenim in situ hybridizaciou v bielej (kaukazskej) populacii. 61
pripadov malo morfoldgiu nekeratinizujiiceho SCC a jeden bol keratinizujaci SCC. Iba
jeden NPCa bol pl6é a HPV-pozitivny; pomocou PCR vySetrenia sme dokézali
pritomnost’ typ HPV18. Pritomnost’ EBV bola dokazana v 85,5% (53/62) pripadov. Na
rozdiel od udavanej prevalencie EBV a HPV pozitivity v NPCa v kaukazskej
populacii, vdcSina naSich pacientov z non-endemickej oblasti je EBV-pozitivnych
amoézu byt vhodnymi kandidatmi na cielent lieCbu zameranu na pritomnost’ EBV.
HPV-pozitivita je v naSej populacii vzacna a zdd sa, ze HPV nezohrdva vyznamnu
ulohu v patogenéze NPCa. Pravdepodobnost, Ze HPV-pozitivna metastidza
zneznameho origa pochddza z okultného origa v nazofaryngu je v nasSej populacii
mala a HPV-pozitivita by mala zamerat’ diagnostickll pozornost’ na oblast’ orofaryngu.



Abstract

This doctor thesis comprises two studies. (i) A retrospective study was
performed on 22 patients who presented with cystic head and neck squamous cell
carcinoma (SCC) metastases. The purpose of the study was to find out whether
histomorphology, pl6 protein expression, HPV and EBVstatus could be useful in
predicting the localization of the primary tumor. The primary site was identified in 20
of 22 patients and included the oropharynx in 14 patients (63.6%), the nasopharynx in
3 patients (13.6%), the lungs in 2 cases (9%), and the skin of the auricle in one case
(4.5%). No primary was found in two patients (9%). Sixteen of 17 cases (94.1%)
originating in Waldayer’s ring, and both cases with an unknown primary showed
morphology of non-keratinizing SCC or non-keratinizing SCC with maturation. All
tumors with oropharyngeal primary and both cases with unknown primary showed
diffuse pl6 staining and presence of HPV DNA. All three cystic metastases of
nasopharyngeal carcinoma (NPCa) were EBV-positive and pl6/HPV negative. In
contrast, cutaneous and pulmonary metastases showed morphology of a well
differentiated keratinizing SCC and poorly differentiated keratinizing SCC,
respectively, and were HPV/EBV-negative. We confirmed that cystic SCC lymph
node metastases of the head and neck region are strongly associated with the occult
oropharyngeal primary. The oropharyngeal origin should always be corroborated by
pl6 immunohistochemistry and HPV-specific testing because SCC arising in other
sites may manifest with cystic neck metastases as well. Addition of EBV testing in
pl6/HPV-negative cases can disclose the nasopharyngeal origin of the cystic neck
metastases in a subset of cases.

(i1)) NPCa is a rare malignancy in the Czech Republic and Slovakia and
EBV/HPV status of NPCa is currently unknown. In a retrospective study, we evaluated
the presence of EBV and HPV in 62 NPCa cases and performed meta-analysis
separately for proportion of EBV-positive cases, PCR-detected HPV-positive cases
and pl6/in situ hybridization -detected HPV-positive cases in the Caucasian patients
with NPCa. Sixty-one studied cases showed non-keratinizing morphology and one was
keratinizing SCC. Only one non-keratinizing SCC was pl6/HPV-positive and the
DNA PCR confrmed the presence of HPV 18 type. EBV was detected in 85.5% (53/62)
of cases. In contrast with previous reports on the prevalence of EBV-positivity in
Caucasian patients with NPCa, the majority of patients coming from this non-endemic
region show EBV-positivity; therefore, they may be candidates for novel EBV-
targeting therapies. Conversely, HPV-positive NPCa is very rare and HPV does not
seem to play a signifcant role in the etiopathogenesis of NPCa in these populations.
The probability that HPV-positive cervical metastasis from an unknown origin comes
from an occult nasopharyngeal primary is very low in our population and HPV
detection should direct attention to oropharynx.
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Zoznam pouzitych skratiek
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1. Uvod

1.1. Epidemiologia malignit oblasti hlavy a krku

Karcindbmy oblasti hlavy akrku, patria celosvetovo medzi Sest
najcastejSich malignit, s incidenciou priblizne 600,000 novych pripadov za rok,
so stapajucim trendom predovsetkym v mladSich vekovych kategériach [Hunter
2005, Duvvuri 2009, Curado 2009, Warnakulasuriya 2009]. Vo vyskyte
karcindbmov hlavy a krku st vyrazné geografické rozdiely (az 20-ndsobné),
pri¢om riziko vzniku karcindmu ustnej dutiny a faryngu je v eurdpskej populacii
1,85% umuzov a 0,37% u zien. V Eurdpe je najvyssia incidencia v zapadnej
Eurépe (najvysSia je vo Francuzsku, hlavne v severnych Castiach) a najnizSia
v juznej a severnej Eurdpe (Grécko, Finsko, Svédsko). Stapajuca incidencia a
najvyssia mortalita v Eurdpe je reportovana z krajin vychodnej a juhovychodne;j
Eurépy (Madarsko, Slovensko, Ceska republika, Slovinsko, Rumunsko,
Bulharsko) [Warnakulasuriya 2009]. Napriek pokrokom v chirurgicke; a
onkologickej lieCbe je mortalita v tejto skupine nadorov stale mimoriadne
vysoka. Kazdoro¢ne na maligne nadory oblasti hlavy a krku zomrie viac nez
350,000 pacientov a 5-rocné prezivanie ostdva v poslednych priblizne troch
desatroCiach nezmenené, na urovni iba priblizne 50% [Miller 2012, Conley
2006, Freedman et al., 2008].

1.2. Epidemiolégia malignit oblasti hlavy a krku v Ceskej a Slovenskej
republike

Podla udajov Nérodného onkologického registra CR za rok 2014
[Narodni zdravotnicky informac¢ni systém — Registry: NZIS Report ¢. R/1
(09/2016), dostupné na http://www.uzis.cz/katalog/zdravotnicka-
statistika/novotvary] boli nddory dutiny ustnej a hltana deviatou najcastejSou
malignitou umuzov (siedmou v poradi podla mortality) asedemndstou
najCastejSou malignitou u Zien (sedemndstou v poradi podla mortality). Podla
tdajov UZIS CR (Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR)
spracovanych webovym portalom www.svod.cz (Epidemiologie zhoubnych
nadort v Ceské republice) [Dusek et al. 2005] bola vroku 2014 vekovo
Standardizovand incidencia (age standardized rate -world) malignych nadorov
dutiny Ustnej a slinnych zliaz 4,68 a mortalita 2,26 na 100,000 obyvatel'ov.
Hruba incidencia bola 8,48 a mortalita 4,19 na 100,000 obyvatelov. Hruba
incidencia a mortalita v rovnakej skupine malignych nadorov (diagnozy CO0O0-
C08) vypocitand zudajov Narodného onkologického registra Slovenske]
republiky pre rok 2009 [Dida et al. 2015] bola 10,35 a5,9 na 100,000
obyvatelov. Vekovo Standardizovana incidencia malignych nadorov faryngu
(mimo nazofaryngu) v roku 2014 v Ceskej republike bola 3,28 a mortalita 1,74
na 100,000 obyvatel'ov. Hrub4 incidencia bola 5,64 a mortalita 3,13 na 100,000
obyvatel'ov [Dusek et al. 2005]. Hrub4 incidencia a mortalita v rovnakej skupine
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malignych néadorov (diagnozy C09, C10, C12-C14) v Slovenskej republike
v roku 2009 bola 8,73 a 5,94 na 100,000 obyvatelov.

Casovy vyvoj hrubej incidencie a mortality apomeru mortality k
incidencii zhubnych nadorov dutiny ustnej a slinnych Zliaz (diagnézy C00-CO0S8)
a hltanu (okrem nazofaryngu, diagnézy C09, C10, C12-C14) v Ceskej republike
ukazuju Grafy 1 az 4. Z grafov je zjavné, ze zatial’ ¢o incidencia nadorov dutiny
ustnej aslinnych Zliaz je relativne stabilna, resp. stpa mierne, v pripade
karcinomov faryngu doSlo za poslednych necelych 40 rokov k dramatickému
narastu. Mortalita pre obe skupiny nadorov za poslednych desat’ rokov (2005-
2014) pohybuje medzi 50-60%.

Porovnanie vyvoja vekovo Standardizovanej incidencie karcinomov
dutiny Ustnej a faryngu a vyvoja mortality na karcindmy pery, dutiny ustne]
a faryngu v Ceskej a Slovenskej republike podl'a udajov Svetovej zdravotnicke;
organizacie ukazuju Grafy €.5 a 6 [http://gco.iarc.fr/].

Graf &.1 - Casovy vyvoj hrubej incidencie (poéet novych pripadov na 100,000
obyvatelov) a mortality na maligne nadory dutiny Ustnej a slinnych Zzliaz
v Ceskej republike

Ce8-Cce8 - ZH dutiny Gstni -4 Incidence
YWOwoj v Gase -4 Mortalita
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Graf &2 - Casovy vyvoj pomeru mortality a hrubej incidencie nadorov dutiny
ustnej a slinnych Zliaz v Ceskej republike
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Graf &.3 - Casovy vyvoj hrubej incidencie (po&et novych pripadov na 100,000
obyvatelov) a mortality na maligne nadory faryngu (okrem nazofaryngu)
v Ceskej republike
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Graf ¢4 - Casovy vyvoj pomeru mortality a hrubej incidencie nadorov faryngu
(okrem nazofaryngu) v Ceskej republike
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Graf ¢.5 - Porovnanie vyvoja vekovo Standardizovanej incidencie karcinomov
dutiny ustnej a faryngu v Ceskej a Slovenskej republike
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Graf ¢.6 - Porovnanie mortality na karcinomy pery, dutiny ustnej a faryngu
v Ceskej a Slovenskej republike
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1.3. Rizikové faktory karcinomov hlavy a krku

Skupina nadorov hlavy a krku zahfiia malignity horného aerodigestivneho
traktu (t.j. nadory nosa, prinosovych dutin a nazofaryngu, dutiny ustne;j
a orofaryngu a hypofaryngu, hrtanu a trachey) a nadory slinnych zliaz. Priblizne
90% tychto malignit tvoria skvamocelularne karcinomy (SCC) wvznikajlce
v sliznici jednotlivych lokalit horného aerodigestivneho traktu [Curado et al.,
2009] a prave tejto skupine nadorov sa venuje tato praca.

Aj ked je etiologia, patogenéza a prognoza karcindmov jednotlivych
lokalit odli$nd, maju spolo¢né niektoré rizikové faktory.
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1.3.1. Vek a pohlavie

Riziko karcindémov hlavy a krku rastie so stipajicim vekom a vacSina
pripadov sa vyskytuje vo veku viac ako 50 rokov. Vo vSeobecnosti, vo viacSine
krajin sveta su karcinomy hlavy a krku ¢astejSie u muzov ako u Zien. Napriklad,
v pripade karcindmov pery je pomer muzov k Zenam priblizne 1,5:1 a v pripade
karcindbmu orofaryngu priblizne 2,8:1. Suvisi to pravdepodobne s CastejSim
rizikovym spravanim u muzov a vy$sou expoziciou ultrafialovému Ziareniu (v
pripade karcindbmu pery) [Warnakulasuriya 2009, Curado et al. 2009].
Incidencia karcinomov orofaryngu rastie predovSetkym v populécii vo veku
menej ako 45 rokov, ¢o je davané do suvislosti so stupajucou prevalenciou HPV
infekcie [Curado et al., 2009].

1.3.2. Tabak a alkohol

Najznamej$imi a hlavnymi rizikovymi faktormi karcindmov hlavy a krku
je faj¢enie a konzumacia alkoholu [La Vecchia et al. 1997, Hunter et al. 2005,
Rodriguez et al. 2004, Wyss et al. 2013, Ordofiez-Mena et al. 2016]. Rizikom je
aj Zuvanie alebo Snupanie tabaku ato aj u pacientov, ktori nikdy nefajcili
[Sapkota et al. 2007, Lee 2013, Khan et al. 2014, Wyss et al. 2016], fajcenie
vodnej fajky [Al-Amad et al. 2014] a Zuvanie betelu [IARC 2004].

Fajciari, ktori nikdy nepili alkohol mali podla jednej zo $tadii zvySené
riziko karcindmu dutiny Gstnej (OR 1.35, 95% CI 0.90-2.01), faryngu (OR 2.02,
95% CI 1.34-3.05) alaryngu (OR 6.84, 95% CI 4.25-11.01) [Hashibe et al.
2007]. Naopak, v populacii, ktora nikdy nefajCila ale pila alkohol, bolo riziko
vzniku karcinomu orofaryngu, hypofaryngu a laryngu zvySené iba v pripade
Caste] konzumacie alkoholu (tri a viac napojov denne, OR = 2.04, 95% CI =
1.29 -3.21) [Hashibe et al. 2007].

Podl'a metaanylyzy z roku 2008 je u aktivnych faj¢iarov relativne riziko
vzniku karcindmu laryngu 6,98, riziko vzniku karcindmu faryngu 6,76 a riziko
karcinomu dutiny ustnej 3,43 [Gandini et al. 2008].

Nedobrovolné (pasivne) fajenie je taktiezZ asociované s priblizne 1,5
nasobnym rizikom vzniku karcindmov hlavy a krku, ak trvala pasivna expozicia
tabakovému dymu v domécnosti alebo praci viac ako 15 rokov [Lee et al. 2008].

Je zname, ze pri kombindcii fajenia a pitia alkoholu sa riziko vzniku
karcinomov hlavy a krku vzajomne nésobi. Podla jednej zo S§tadii mali tazki
fajciart vo veku menej ako 46 rokov priblizne 20-nasobné riziko vzniku
karcinomu a tazki konzumenti alkoholu priblizne pét-nasobné riziko. Pri
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kombinécii tazkého fajCenia a pitia alkoholu bolo riziko vzniku karcindmu
dutiny ustnej a faryngu takmer 50-ndsobné [Rodriguez et al. 2004].

Vyznamnu ulohu faj¢enia a pitia alkoholu v patogenéze karcinomov hlavy
a krku nepriamo potvrdzuju stidie zaoberajice sa vplyvom obmedzenia fajenia
a/alebo pitia alkoholu na riziko vzniku karcinomov hlavy a krku [Ordoéfiez-Mena
et al. 2016]. V talianskej §tudii z roku 2007 bolo kumulativne riziko karcindmu
horné¢ho aerodigestivneho traktu vo veku 75 rokov u faj¢iacich muzov 6,3%
a toto riziko sa znizilo o priblizne polovicu (na 3,1%) u muzov, ktori prestali
faj¢it’ vo veku priblizne 50 rokov. U muZzov, ktori prestali faj¢it’ vo veku okolo
30 rokov bolo riziko dokonca iba 1,2%, takZe sa priblizili populécii, ktord nikdy
nefajCila (riziko 0,8%) [Bosetti et al. 2007]. Analyza 17 $tadii skimajucich
vplyv ukoncenia fajCenia a 13 Stadii skiimajicich vplyv ukoncenia pitia
alkoholu na riziko karcindbmu hlavy krku potvrdila, ze v pripade ukoncenia
fajcenia zacina riziko klesat’ uz po 1-4 rokoch ale v oboch pripadoch klesa riziko
na uroven populacie ktora nikdy nefaj¢ila/nepila alkohol az po viac ako 20
rokoch [Marron et al. 2010].

1.3.3. Uroveii oralnej hygieny a strata zubov

V japonskej epidemiologickej §tidii bol pozorovany signifikantne vyssi
vyskyt karcinomov oblasti hlavy a krku, pazerdka a pl'ic u pacientov so stratou
zubov. Asociacia straty zubov a malignit hlavy a krku bola potvrdena aj po
zohl'adneni d’alSich rizikovych faktorov, najmi fajcenia a konzumacie alkoholu
a tykala sa muzov vo veku 70 a menej rokov a vSetkych Zien [Hiraki et al.
2008]. Podobne, multicentrickd Studia pacientov z Latinskej Ameriky
a Centralnej Eurdpy dokazala asociaciu zlej ustnej hygieny (nepouzivanie
zubnej kefky, chybanie zubnych preventivnych prehliadok, pravidelné
pouzivanie ustnej vody namiesto adekvatnej starostlivosti) a chybania zubov
s karcinomami dutiny ustnej, hltana, hrtana a pazerdka. Tato asociidcia bola
nezavisla od konzumacie alkoholu a fajéenia [Guha et al. 2007].

Uvazuje sa o viacerych moznych mechanizmoch asociacie nizkej oralnej
hygieny a straty zubov s malignitami hlavy a krku. PredovSetkym, strata zubov
je beznym dosledkom chronickych bakteridlnych infekcii a periodontitidy
a chronicky zapal sa produkciou ro6znych cytokinov modZe podielat na
patogenéze malignit. Dal$im moZnym mechanizmom moéze byt produkcia
karcinogénov baktériami (predovSetkym nitr6zaminov). Strata zubov moZe
d’alej viest’ k zniZzeniu schopnosti Zut’ potravu, s naslednym poZivanim menej
zdravych potravin a prehitanie vacsich kusov potravy s mechanickym
poskodzovanim sliznic. A nakoniec, periodontitida moze byt markerom stavu

14



imunity, ktord taktiezZ hra vyznamnu ulohu v nadorovej progresii [Hiraki et al.
2008, Guha et al. 2007, Meyer et al., 2008].

1.3.4. Socioekonomicky status

Nizka ustna hygiena Ciastocne pravdepodobne suvisi s d’al§im skiimanym
rizikovym faktorom, ktorym je nizky socioekonomicky status. Podla
metaanalyzy 41 prac skumajtcich vplyv socioekonomického stavu na riziko
vzniku karcindbmu dutiny ustnej boli nizka trovenn vzdelania, nizky socialny
status na zaklade hodnotenia zamestnania a nizky finan¢ny prijem asociované
s 1,84-2,41-nasobnym rizikom vzniku karcindmu. Tato asocidcia platila rovnako
pre bohaté¢ krajiny ako aj krajiny s niz§imi prijmami [Conway et al., 2008].

1.3.5. Transplanacia hematopoetickych kmenovych buniek

Pacienti po transplantacii hematopoetickych kmenovych buniek maji
zvySené riziko sekundarnych malignit. NajCastejSie sa jedna o leukémie
alebo lymfomy, ale je zvySené aj riziko vyskytu solidnych nddorov a to
predovSetkym  skvamoceluldrneho  karcindmu  dutiny Ustnej (najmi
jazyka), karcinomu slinnych Zliaz, paZeraka alebo koze. Rizikovymi faktormi st
chemoterapia s alebo bez celoteloveho oziarenia, imunosupresivna liecba,
aktivacia virusovych infekcii, uplynutd doba od transplantacie a predovsetkym
chronickda forma ,graft versus host disease” prejavujlica sa mukozitidou,
xerostomiou a lichenoidnymi zmenami na slizniciach [Demarosi et al. 2005,
Kruse et al. 2009, Chen et al. 2011, Yokota et al. 2012, Atsuta et al. 2014,
Adhikari et al. 2015].

1.3.6. ZloZenie stravy

Strava s nizkym obsahom ovocia, zeleniny a antioxidantov je rizikovym
faktorom pre vznik karcinomov hlavy a krku [La Vecchia et al. 1997, Petridou
et al. 2002]. Naopak, niekol’ko Stadii dokdzalo inverzny vzt'ah medzi vyskytom
karcinomov oblasti hlavy akrku a absolitnym mnoZstvom konzumovanej
zeleniny a ovocia ako aj konzumaciou niektorych konkrétnych skupin ovocia
a zeleniny (napr. strukoviny, jablk4, broskyne, nektarinky, slivky, jahody,
papriky, paradajky, mrkva, listovy Salat) [Freedman et al. 2008, Maasland et al.
2015]. Potencialnym protektivnym mechanizmom su antikarcinogénne,
antioxidacné a protizdpalové vlastnosti mnohych zloziek obsiahnutych v ovoci
a zelenine, najmi vitaminov, vlakniny, folatov, flavonoidov a karotenoidov
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[Maasland et al. 2015]. Metaanalyza S$tadii zaoberajicich sa vplyvom
karotenoidov prijatych v potrave na riziko karcinomov hlavy a krku potvrdila
vyraznu redukciu rizika karcindmov dutiny ustnej, laryngu a faryngu vplyvom
celej skupiny karotenoidov [Leoncini et al. 2015]. Aj ked’ vysoka konzumacia
zeleniny a ovocia modze odrazat celkovo zdravsi Zivotny S$tyl, s niZSou
tendenciou faj¢it a nizSou konzumaciou alkoholu, niektoré stidie dokazali
protektivny efekt antioxidantov aj v populdcii faj¢iarov a/alebo konzumentov
alkoholu [Suzuki et al. 2006]. V inych §tadiach bol vSak protektivny ucinok
konzumacie zeleniny a ovocia vynulovany konzumaéciou alkoholu a faj¢enim
[Peters et al. 2008].

Kontroverzny je vztah medzi konzumdéciou mlie¢nych vyrobkov a
rizikom karcindmov hlavy a krku. Zatial' Co v §tadii Petersa a spol. bol prijem
mlieCnych vyrobkov a ZzZivociSnych tukov asociovany s vy$$Sim rizikom
karcinomov hlavy a krku [Peters et al. 2008], v inych §tudiach bol potvrdeny
inverzny vztah medzi vyskytom karcindbmov a konzuméciou niektorych
mliecnych vyrobkov [Sapkota et al. 2008, Kawakita et al. 2012].

1.3.7. Telesna konstiticia (body mass index)

Zaujimavy je vzt'ah medzi telesnou konstituciou (body mass index, BMI)
arizikom karcinomov hlavy a krku. Viaceré Stadie dokazali zvySené riziko
karcinému u podvyzivenych Fudi (BMI<18,5 kg/m?), a to aj po zohladneni
fajcenia alebo konzumacie alkoholu a zniZené¢ riziko u l'udi s nadvahou (BMI
>25.0-30.0 kg/m®) alebo obezitou (BMI >30 kg/m®) [Peters et al. 2008, Gaudet
et al. 2010, Petrick et al. 2014]. Podla niektorych Studii sa vSak protektivny
efekt BMI >25.0 moze tykat’ iba populacie s pozitivnou faj¢iarskou anamnézou
a/alebo konzumadciou alkoholu [Gaudet et al. 2010] alebo iba konkrétnej rasy
(napr. Afroameri¢anov) [Petrick et al. 2014]. Akym mechanizmom nadvaha
alebo obezita chrani pred vnikom karcindémov hlavy a krku nie je jasné, ale
uvazuje sa, Ze vyssia telesnd hmota méze modifikovat’ efekt karcinogénov alebo
metabolicky efekt toxinov [Peters et al. 2008].

1.3.8. Infekcia Pudskym papillomavirusom (Human papillomavirus, HPV)

Cast’ pacientov s karcindmami oblasti hlavy a krku (az do priblizne 20%)
nema v anamnéze fajcenie, pitie alkoholu ani d’alSie vyznamné rizikové faktory.
Vdaka usiliu verejného zdravotnictva a aktivitam na prevenciu fajcenia
v poslednych tridsiatich rokoch celosvetovo prevalencia faj¢enia pomaly klesa
[Ng et al. 2014, Li et al. 2016] a s tymto poklesom klesa aj vyskyt karcindmov
hlavy akrku asociovanych s fajéenim. Na druhej strane, incidencia
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orofaryngeélnych karcindbmov v obdobi medzi rokmi 1973 az 2004 signifikantne
rastla rocne o 1,3% (karcindbmy bazy jazyka), resp. 0 0,6% (karcindmy
podnebnej mandle), zatial’ co v rovnakom obdobi incidencia karcinomov dutiny
ustnej klesala o 1,9% [Chaturvedi et al. 2008, Wilczynski et al. 1998]. Za tento
ndrast incidencie orofaryngealnych karcindmov je zodpovednd predovSetkym
infekcia 'udskym papillomavirusom (HPV) [Chaturvedi et al. 2013, Gillison et
al. 2015].

Na moznu ulohu HPV v etiopatogenéze karcindmov oblasti hlavy a krku
po prvy krat poukédzal Syrjdnen a spol. v roku 1983 [Syrjdnen et al. 1983].
V nasledujucich rokoch mnohé Stidie dokazali asociaciu medzi HPV
a skvamocelularnym karcindbmom oblasti hlavy a krku, ato predovSetkym
v oblasti orofaryngu [Gillison et al, 2000, Tran et al., 2007, Chaturvedi et al.
2011, Abogunrin et al. 2014, Tinhofer et al. 2015, Garnaes et al. 2015]. IARC
(International Agency for Research on Cancer; organizicia Svetovej
zdravotnickej organizacie) uznala v roku 2007 infekciu HPV ako vyznamny
nezavisly rizikovy faktor pre vznik karcindmov oblasti hlavy a krku [TARC
Working Group on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans 2007].

2. HPV-asociovany skvamocelularny karcinom orofaryngu a HPV v non-
orofaryngealnych karcinomoch hlavy a krku

2.1. Epidemioldgia HPV-asociovaného karcinomu orofaryngu

Orofarynx je Cast’ hltana, ktord je ohraniCend rovinou hornej plochy
makkého podnebia a hornou plochou os hyoideum, respektive spodinou
vallecula epiglottica. Skvamocelularne karcindomy orofaryngu st teda
lokalizované na (1) na zadnej tretine (koreni) jazyka a na vallecula epiglottica;
(i1) podnebnych mandliach, fossa tonsillaris a sliznici podnebnych oblukov; (iii)
spodnej strane mékkého podnebia, vratane uvuly a (iv) na zadnej stene
orofaryngu [Patel et al. 2009]. Prevalencia HPV-asociovanych orofaryngealnych
skvamocelularnych  karcinomov (HPV'® OP-SCC) je relativne vysoka
predovSetkym na koreni jazyka (jazykova mandla) a podnebnych mandliach,
v porovnani s ostatnymi Castami orofaryngu [Garnaes et al. 2015, Abogunrin et
al. 2014].

Podl'a prac zo Spojenych Statov je s HPV asociovanych az ~ 70 - 80 %
OP-SCC [Chaturvedi et al. 2011, Singhi et al. 2010a, Lewis et al. 2010].
Prevalencia HPV' OP-SCC v Eurdpe je udavania vo vseobecnosti nizsia (v
rozmedzi 3 % - 79 %) [Rodrigo et al. 2014, Nisman et al. 2009], pri¢om
vyrazne zavisi od Studovanej populacie, Casového obdobia Stidie a Gispesnosti
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implementacie programov na znizenie faj¢enia v konkrétnej krajine - vo
vieobecnosti plati, Ze je vyssi podiel HPV™ OP-SCC v krajinach s klesajucim
poctom fajCiarov. Aj v populdciach, kde je stale vyrazny podiel fajciarov je vSak
zaznamenany signifikantny narast HPV'® OP-SCC. Napriklad, v holandske;
stadii stapla prevalencia HPV' OP-SCC z 5,1% v roku 1990 na 29% v roku
2010 [Rietbergen et al. 2013]. Podobne, v nemeckej Studii bol zaznamenany
signifikantny narast HPV' OP-SCC z27% (obdobie 2004-2006) na 59%
(obdobie 2012-2013) [Tinhofer et al. 2015]. Metaanalyzou stadii tykajacich sa
europskych krajin (roky 2002-2012) bola zistend celkova prevalencia HPV
v karcinomoch hlavy a krku na tarovni 40%, pri¢om najvysSia prevalencia bola
zistend v karcinémoch tonzily a bazy jazyka (66,4% a 47,2%) [Abogunrin et al.
2014]. V neddvnej adoposial najvdc¢Se; medzinarodnej Studii zahfiiajicej
celkom 29 krajin z Eurépy, Severnej Ameriky, Centralnej a Juznej Ameriky,
Afriky a Azie bola zistend HPV pozitivita v271 z 1090 (24,9%) OP-SCC,
pricom zastipenie HPV'™ OP-SCC bolo najvyssie v Juznej Amerike (48,4—
53,6%), Strednej a Vychodnej Europe (44,9-50%) a Severnej Eurdpe (25-50%)
a najnizSie v Juznej Eurdpe (7,6-9,4%) [Castelsague et al. 2016].

Podl'a americkej Studie Chaturvediho a spol., vzrastla prevalencia HPV
v OP-SCC z 16.3% v obdobi 1984-1989 na 71.7% v obdobi 2000-2004 a
incidencia HPV-asociovanych orofaryngealnych karcinomov v populécii
narastla v obdobi medzi rokmi 1984 az 2004 o takmer 225% (z 0.8 na 2.6
/100,000 obyvatelov), pricom incidencia HPV-negativnych orofaryngealnych
karcinobmov v rovnakom obdobi klesla priblizne o 50%. Autori predpokladaju,
ze ak tento trend bude pokraCovat, tak v roku 2020 by pocet kazdorocne
diagnostikovanych HPV" OP-SCC mohol predstihnut’ pocet karcindmov kréka
maternice [Chaturvedi et al. 2011]. Iba v samotnych Spojenych Statoch je
aktudlne ro¢ne diagnostikovanych priblizne 10,000 novych pripadov HPV-
asociovanych orofaryngealnych karcinomov a odhaduje sa, Ze toto Cislo narastie
v roku 2030 na priblizne 16,000, pricom tento trend pravdepodobne nebude
zvrateny profylaktickou vakcinéaciou skor ako v roku 2060 [Gillison et al. 2015].
Stupajica incidencia HPV-asociovaného skvamoceluldrneho karcindmu
orofaryngu je zaznamenand najméd u pacientov mladSich ako 45 rokov. V tejto
vekove] skupine doSlo k priemernému 3% roénému narastu v obdobi medzi
rokmi 1973 az 2004, pricom incidencia v ostatnych lokalitdich hlavy a krku
v rovnakom obdobi v rovnakej vekovej skupine zostala nezmenena alebo klesla
[Sturgis et al., 2007].

Podl'a Svédskej Stidie stapla incidencia karcinomu tonzily 2,8-krat
v obdobi medzi rokmi 1970-2002. V rovnakom obdobi stipla incidencia HPV-
asociované¢ho karcindmu tonzily 2,9-krat. Distribucia HPV pozitivnych pripadov
bola 23,3% v 70. rokoch, 29% v 80. rokoch 57% v 90. rokoch a 68% v obdobi
medzi rokmi 2000-2002 [Hammarstedt et al. 2006]. V nasledujuicom obdobi
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medzi rokmi 2003 az 2007 podiel HPV-pozitivnych karcinomov tonzily d’alej
stupal a predstavoval 68% v obdobi 2000-2002 a az 93% v obdobi 2006-2007
[Ndsman et al. 2009].

Z vyssie prezentovanych udajov je mozné skonStatovat’, ze predovSetkym
v rozvinutych krajinach sa zvysuje incidencia orofaryngeéalneho karcinomu, a to
predovSetkym u muZov a v mladSich vekovych skupinidch. Na niektorych
miestach (napr. USA, Austrélia, severnd a zapadna Eurdpa) nadobuda tento
trend az charakter epidémie, za ktoru je zodpovednd predovsetkym zvySujica sa
incidencia HPV" OP-SCC [Chaturvedi et al. 2013, Gillison et al. 2015].

2.2. Epidemioldogia HPV-asociovaného skvamocelularneho karcinomu
orofaryngu v Ceskej a Slovenskej republike

Podla tudajov UZIS CR spracovanych webovym portdlom
www.svod.cz [Dusek et al. 2005] bola v roku 2014 vekovo Standardizovana
incidencia (age standardized rate -world) malignych nédorov tonzily 2,06 na
100,000 obyvatel'ov anadorov orofaryngu 0,5 na 100,000 obyvatelov.
U karcindbmov tonzily bola hruba incidencia 3,47 na 100,000 obyvatelov
a mortalita 1,42 na 100,000 obyvatel'ov. U karcinomov orofaryngu bola hruba
incidencia 0,84 na 100,000 obyvatel'ov a mortalita 0,54 na 100,000 obyvatelov.

Casovy vyvoj hrubej incidencie a mortality apomeru mortality k
incidencii zhubnych nadorov tonzily a orofaryngu v Ceskej republike ukazuju
Grafy 7 az 10. Z grafov je zjavné, Ze hrubd incidencia malignych nadorov
tonzily stipla v rozmedzi rokov 1977-2014 takmer 5-krat a incidencia nadorov
orofaryngu mimo tonzily takmer 3-krat. Mortalita je napriek stapajucej
incidencii relativne stabilnd, resp. mierne klesa.

Hruba incidencia malignych nadorov tonzily (C09) vypocitana z udajov
Narodného onkologického registra Slovenskej republiky pre rok 2009 [Dida et
al. 2015] bola 2,77 na 100,000 obyvatelov a mortalita 0,98 na 100,000
obyvatel'ov. Incidencia nddorov tonzily v roku 2003 bola pritom iba 1,87 na
100,000 obyvatel'ov. Hrubd incidencia nadorov orofaryngu (C10) v roku 2009
bola 2,28 na 100,000 obyvatelov a mortalita 1,61 na 100,000 obyvatel'ov.
Incidencia v roku 2003 bola iba 1,41 na 100,000 obyvatel'ov. V obdobi 2003-
2009 teda na Slovensku vzrastla incidencia malignych nadorov tonzily a
orofaryngu priblizne 1,5-krét.

V Ceskej a slovenskej populécii su za hlavné rizikové faktory OP-SCC
tradi¢ne povazované fajéenie a konzumacia alkoholu. Udaje o prevalencii HPV
v OP-SCC v &eskej populécii st zatial’ limitované malym poctom vySetrenych
pacientov. Publikované data vSak naznauji, Ze v Ceskej populacii zohrava
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infekcia HPV vyznamnu tlohu v patogenéze OP-SCC. Klozar a spol. dokazali
pritomnost’ HPV v 50 zo 71 (70%) OP-SCC, pri¢om najvyssi vyskyt HPV bol
dokazany v karcinomoch tonzily (41/51 pripadov; 80%) a karcindbmoch bazy
jazyka (5/10 pripadov; 50%) [Klozar et al. 2008]. VdalSej Stadii rovnakej
skupiny autorov bolo HPV-pozitivnych 91 zo 139 (64,5%) orofaryngealnych
karcindmov [Klozar et. al 2013]. V d’alSej Ceskej Studii Laco a spol. dokazali
pritomnost HPV pomocou DNA in situ hybridizacie v 21 z 22 OP-SCC [Laco
a spol. 2011]. Podobna Studia tykajica sa slovenskych pacientov nebola doteraz
publikovana.

Graf &.7 - Casovy vyvoj hrubej incidencie (podet novych pripadov na 100,000
obyvatel'ov) a mortality na maligne nadory tonzily v Ceskej republike
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Graf ¢.8 - Casovy vyvoj pomeru mortality a hrubej incidencie nadorov tonzily
v Ceskej republike
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Graf &.9 - Casovy vyvoj hrubej incidencie (poéet novych pripadov na 100,000
obyvatel'ov) a mortality na maligne nadory orofaryngu okrem tonzily v Ceske;j
republike
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Graf &10 - Casovy vyvoj pomeru mortality a hrubej incidencie nadorov
orofaryngu okrem tonzily v Ceskej republike

C18 = 7N istni £asti hltanu - orofaruyngu

Yiuoj v Caze |+ MortalitasIncidence

14
1.2
1.0

0.s

Index mortalitasincidence

Zdroj dat: (715 CR
1T 1T 111 17171717 17 17T 17 17T 17T 1717 17 17T 17T 17T 17T T 1T T 17 T 1T T T T

EEEEEEESESSTSTIEFTETSEES

http: fwww.svod.cz

2.3. Rizikové faktory HPV-asociovaného karcinomu orofaryngu

Za najsilnejsi rizikovy faktor pre vznik HPV' OP-SCC je povaZovana
ordlna HPV infekcia, ktord je vo vicSine pripadov (= 90%) sexudlne ziskana
[D’Souza et al. 2009, Gillison et al. 2012a]. Aj ked’ st dokazy limitované
a inkonzistentné, sexudlne spravanie, konkrétne celozivotny pocet sexudlnych
partnerov a pocet oralnych sexualnych partnerov, si povazované za hlavné
rizikové faktory HPV'" OP-SCC [Heck et al. 2010]. Dalou rizikovou skupinou
by mohli byt muzi, ktorych partnerky mali karcindm krc¢ka maternice
[Chancellor et al. 2016]. Ulohu sexualneho prenosu nepriamo podporuje dokaz
konkordancie HPV-typov u partnerov pri porovnani vzoriek z kréka maternice a
v ustnej dutine [Mbulawa et al. 2014, Vogt et al. 2013]. HPV-asociovany OP-
SCC sa castejSie vyskytuje u mladSich pacientov s minimalnou, alebo ziadnou
expoziciou tabaku a/alebo alkoholu, signifikantne CastejSie je vSak uzivanie
marihuany [Gillison et al. 2008]. V porovnani s HPV-negativnhymi OP-SCC
maju pacienti s HPV" OP-SCC ¢&asto lepsi celkovy zdravotny stav, lepsiu vyzivu
astav chrupu a vysSi socioekonomicky status. Napriek tomu, Ze je vo
vSeobecnosti  vyskyt karcindbmov hlavy akrku vyS§i v afroamerickej
populacii, HPV" OP-SCC sa signifikantne ¢astejsie vyskytuje v bielej americke;
populacii (HPV pozitivita v 34% OP-SCC u bielych pacientov aiba 4% u
afroamericanov), co vysvetluje lepSie vysledky liecby OP-SCC u bielych
Ameri¢anov [Settle et al. 2009].
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Vztah medzi infekciou HPV a d’al§Simi vyznamnymi rizikovymi
faktormi — faj€enim a alkoholom — je stile predmetom diskusie. Sicasné dokazy
o spolupdsobeni fajcenia akonzumacie alkoholu ako kofaktorov
v karcinogenéze HPV' OP-SCC su nejednoznaéné. Na jednej strane stoja prace,
ktoré podporuju pozitivnu asocidciu (teda spolupdsobenie tychto rizikovych
faktorov) [Schwartz et al. 1998, Herrero et al. 2003, Smith et al. 2004, Ribeiro et
al. 2011, Anantharaman et al. 2016], na druhej strane vSak existuju stadie, ktoré
asocidciu nedokdzali [D’Souza et al. 2007, Applebaum et al. 2007]. Podobne
nejednoznacné su dokazy o spolupdsobeni HPV a alkoholu, kedze existuji
Studie podporujuce asociaciu [Schwartz et al. 1998, Herrero et al. 2003, Smith et
al. 2004] ako aj Studie, ktoré asociaciu nedokazuju [ Applebaum et al. 2007].

Chybanie jednoznacnej asociacie medzi HPV a fajcenim resp.
uzivanim alkoholu moZno teoreticky vysvetlit' tym, Ze tieto rizikové faktory
odliSnym mechanizmom vplyvaji na rovnaké cielové molekuly v cestach
zahrnutych v patogenéze OP-SCC (napr. p53 a pRb) [Chaturvedi 2012].

Prevalencia ordlnej onkogénnej HPV infekcie ma dva vrcholy — medzi
25.-30. rokom Zivota a 55.-60. rokom Zivota a median vyskytu HPV' OP-SCC je
58 rokov [Chaturvedi et al. 2011]. Odhadovan4 latentna periéda pre vznik HPV™
OP-SCC je teda 10-30 rokov [Gillison et al. 2015].

2.4. Klinické charakteristiky HPV-asociovaného karcinomu orofaryngu

HPV-negativne OP-SCC su charakterizované vysSSim vekom vyskytu
(typicky 7. dekada zivota), predominanciou u muzov (3:1), silnou asocidciou
s fajéenim a konzumaciou alkoholu a stredne vyraznou asociaciou s d’alSimi
rizikovymi faktormi ako napr. nizka uroven ordlnej hygieny, alebo nizky prijem
zeleniny a ovocia [Chaturvedi 2012]. Naproti tomu, HPV-asociované
orofaryngedlne karcindmy st charakterizované nizSim vekom vyskytu (typicky
< 60 rokov), asociaciou so sexudlnym spravanim, inkonzistentnou alebo slabou
asocidciou s fajcenim, resp. Casto negativnou faj¢iarskou anamnézou, a Co je
najdolezitejsie, signifikantne lepSou progndézou v porovnani s HPV-negativnymi
OP-SCC a to napriek ¢astym metastdzam v lymfatickych uzlinach a vys$Siemu N
Stadiu [Licitra et al. 2006, Ragin et al. 2007, Hatkamp et al. 2008, Fakhri et al.
2008, Ukpo et al. 2009, Chernock et al. 2009, Ang et al. 2010, Dayyani et al.
2010, Chaturvedi 2012].

V prvej prospektivne; Studii 96 pacientov so stage III alebo IV
karcinomami orofaryngu alebo laryngu mali pacienti s HPV-pozitivnymi
nadormi (HPV-asociovanych bolo celkovo 40% nadorov a vSetky boli
lokalizované v orofaryngu) vyssiu odpoved na indukénti chemoterapiu (82% vs.
55%), vysSiu odpoved na pokraujucu chemoradioterapiu (84% vs. 57%),
signifikantne lepSie 2-ro¢né celkové prezivanie (95% vs. 62%) anizsie riziko
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progresie ochorenia a riziko Umrtia z akejkol'vek pric¢iny ako pacienti s HPV-
negativnymi OP-SCC [Fakhri et al. 2008].

Podobne, mnohé dalSie (prevazne retrospektivne) Studie dokazali, Ze
HPV-pozitivne orofaryngedlne karcinomy maju signifikantne lepSie celkové
prezivanie, signifikantne nizs$i vyskyt lokoregionadlnych a distalnych relapsov,
lepSiu  odpoved” na radioterapiu, lepSiu odpoved na kombinovanu
chemoradioterapiu ako aj lepSiu odpoved na rdozne modifikacie Standardnej
chemo/radioterapie [Lindel et al. 2001, Ragin et al. 2007, Sedaghat et al. 2009,
Rischkin et al. 2010, Dayyani et al. 2010, Lorch et al. 2011, Granata et al. 2012,
Laco et al. 2012, Huang et al. 2012, Worsham et al. 2013, Bledsoe et al. 2013,
Melkane et al. 2014, Mizumachi et al. 2014, Nguyen-Tan et al. 2014, Iyer et al.
2015, Rosenthal et al. 2016].

P16/HPV status je signifikantnym nezavislym prediktorom celkového
prezivania aj u pacientov s progredujiucim ochorenim [Vermorken et al. 2014,
Fakhri et al. 2014]. V §tadii Fakhriho a spol. bolo dvojro¢né prezivanie po
progresii ochorenia 54,6% u pacientov s pl6 (HPV)-pozitivnymi nérormi a iba
27,6% u pacientov s pl6 (HPV)-negativnymi tumormi [Fakhri et al. 2014].

Z vyssie uvedeného vyplyva, ze HPV-asociovany skvamocelularny
karcindbm orofaryngu je v su€asnosti nutné povazovat’ za samostatnu klinicka
jednotku, ktord sa od HPV-negativneho OP-SCC odliSuje etiopatogenézou,
prirodzenym priebechom ochorenia, prognéozou ako aj odpovedou na
chemoterapiu a radioterapiu. U HPV-negativnych karcinomov by sa d’alsi
vyskum mal zamerat na nové cielenejSie typy terapie, ked’Ze intenzifikacia
suCasnej Standardnej terapie prezivanie nezlepSuje. Na druhej strane,
v siCasnosti pouzivand kurativna chemo/radioterapia so sebou nesie riziko
vyraznej morbidity (mukozitida, xerostomia, dysfagia, dentidlne problémy,
hypotyredza, fibroza). Vzhl'adom na skutoénost, Ze pacienti s HPV' OP-SCC
maji lepSiu prognozu, su mladsi a prezivaju dlhSie predstavuju chronické
komplikacie liecby vyznamny problém. Preto v sucasnosti prebiehaji Stadie,
ktoré hl'adaju mozZnosti deintezifikovanej onkologickej terapie, s cielom zniZzit’
vyskyt komplikécii liecby bez znizenia terapeutickej efektivity a bezpecnosti
pacienta [Bhatia et al. 2015]. Aktualne prebiehajice Studie deintenzifikovanej
liecby HPV'™ OP-SCC sktimaji vplyv skratenia a zniZenia davky radioterapie,
vynechania, zniZenia alebo zameny radiosenzibilizacnej chemoterapie
(cisplatina vs. cetuximab, v rdoznych kombindciach radioterapiou) a pouZitie
minimalne invazivnej robotickej chirurgie s pouzitim alebo vynechanim
adjuvantnej chemo/radioterapie [Bhatia et al. 2015, Kelly et al . 2016]. Spravny
vyber pacientov na deintenzifikovanu terapiu a stratifikdcia rizika sa tak stava
kli¢ovou otazkou v manazmente HPV" OP-SCC.
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Viaceré stadie potvrdili, Ze fajcenie vyznamne ovplyviiuje progndzu
a terapeutickii odpoved HPV" OP-SCC [Ang et al. 2010, Maxwell et al. 2010a,
Gillison et al. 2012b, Ward et al. 2014]. Maxwell a spol. skimali vplyv faj¢enia
na rekurencie a kompletni odpoved’ na chemoradioterapiu u pacientov s HPV"
OP-SCC. Pacienti boli klasifikovani ako aktuélne fajciaci, byvali fajciari a nikdy
nefajCiaci (< 1 pack-year). Aktudlne fajCiaci pacienti mali signifikantne vysSie
riziko rekurencie (HR, 5,2). Az 35% fajCiarov (byvalych a aktualnych) malo
rekurenciu ochorenia, na rozdiel od 6% pacientov, ktori nikdy nefajcili
[Maxwell et al. 2010a]. Podobne, Gillison a spol. zistili, ze riziko progresie
alebo smrti stipa u pl6 ~ OP-SCC o jedno percento na jeden ,pack-year
[Gillison et al. 2012b].

Dal§imi nezavislymi rizikovym faktoromi zhorsujicimi preZivanie mozu
byt okrem fajCenia aj vysSie T-Stddium ochorenia [Mackenzie et al. 2014,
Nguyen-Tan et al.] alebo vysoky vek pacientov [Lin et al. 2013, Ljokjel et al.
2014].

Ang aspol. v retrospektivnej $tidii zhodnotili vplyv HPV a dalSich
faktorov  (fajCenie, stage, nodalny stage) na prognoézu pacientov
s orofaryngealnymi karcindémami, ktori boli randomizovane lieceni v dvoch
ramenach s akcelerovanou frakcionovanou radioterapiou alebo Standardnou
frakcionovanou radioterapiou, v oboch pripadoch kombinovanou
s chemoterapiou cisplatinou. Trojro€né prezivanie bolo vel'mi podobné v oboch
ramenach S$tadie (70,3% vs. 64,3%), rovnako ako vyskyt vaznej vCasnej a
neskorej toxicity. 206 z 323 (63,8%) orofyrangealnych karcindbmov bolo HPV-
pozitivnych a tito pacienti mali signifikantne lepSie trojro€né prezivanie ako
HPV-negativni pacienti (82,4 vs. 57,1%). Pacienti s HPV-pozitivhymi nadromi
mali o 58% redukované riziko smrti a o 51% redukované riziko relapsu alebo
smrti. HPV status bol najsilneSim faktorom celkového prezivania, a bol
nasledovany fajciarskou anamnézou (<10 vs. >10 ,,pack-years*) a nodalnym
Stadiom pre HPV-pozitivne nddory (NO-N2a vs. N2b-N3) resp. T-§tadiom pre
HPV-negativne nadory (T2-T3 vs. T4). Na zaklade tychto faktorov bolo mozné
pacientov klasifikovat’ do troch rizikovych skupin: pacienti s HPV-pozitivnymi
nadormi patrili do skupiny s najniz§im rizikom, faj¢iari s HPV-pozitivnymi
nadormi a vysokym N Stadiom patrili do strednej skupiny a pacienti s HPV-
negativnymi nddormi (s vynimkou nefajCiarov s nizkym T Stadiom, ktrori mali
stredné riziko) patrili do skupiny s vysokym rizikom. Trojroéné prezivanie
v tychto skupinach bolo 93%, 71% a 43% [Ang et al. 2010]. V dalSej
retrospektivnej Stadit OP-SCC lieCenych samotnou radioterapiou alebo
kombinovanou chemoradioterapiou boli pacienti s HPV' OP-SCC stratifikovani
do skupiny s nizkym rizikom (T1-T3, NO-N2¢) alebo do skupiny s vysokym
rizikom (N3 alebo N4), s rizikom distatntnych metastdz po troch rokoch 7% a
24%. Kontrola distatnych metastdz bola v skupine HPV-pozitivnych nadorov
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snizkym rizikom (NO-N2a alebo < 10 ,pack-years“ s N2b) podobna pri
porovnani samotnej radioterapie s chemoradioterapiou, ale bola nizsia v skupine
vysoko rizikovych pacientov (N2c) lieCenych samotnou radioterapiou. Tito

pacienti teda pravdepodobne nie sit vhodni na deeskalaciu terapie [O’Sullivan et
al 2013].

Aj ked v stcasnosti nie je Uplne jasné podla akych kritérii vyberat
pacientov s HPV" OP-SCC na deintenzifikovant liecbu, z doterajsich poznatkov
je jasné, ze tazki fajciari a pacienti s pokroCilym ochorenim nie si aktudlne
kandidatmi na menej intenzivnu liecbu.

Okrem OP-SCC mozZzno HPV detekovat’ aj v ¢asti non-orofaryngedlnych
SCC. Udavany vyskyt je vSak zna¢ne variabilny a je zavisly od anatomicke;j
lokalizacie, etnicity Studovanej populécie a predovsetkym od metodiky pouZite;
na detekciu HPV [Isayeva et al. 2012]. Prognosticky vyznam pritomnosti HPV
v non-orofaryngealnych SCC je vSak prinajmenSom sporny [Ragin et al. 2007].

2.5. HPYV v non-orofaryngealnych karcinomoch hlavy a krku

Aj ked sa HPV"' SCC vyskytuju aj v inych podoblastiach hlavy a krku
mimo orofaryngu, skuto¢nd incidencia non-orofaryngealnych HPV-
asociovanych SCC bola v starSich pracach pravdepodobne nadhodnotena
[Westra 2015]. Podlaneddavno publikovaného prehladu literatiry bola
reportovand prevalencia detekcie HPV v karcindmoch ustnej dutiny 20 %,
v karcinomoch laryngu 24 %, v karcindmoch sinonazalneho traktu 30 %,
v nazofaryngealnych karcindbmoch 31 % a v kontrolach od zdravych jedincov
7%, pricom jednotlivé publikdcie udavali hodnoty v rozmedzi 0 - 100 %
[[sayeva et al. 2012]. Za nadhodnotenie Ulohy HPV v non-orofaryngedlnych
SCC je pravdepodobne zodpovednych viacero faktorov. Napriklad, HPV-
asociovany nazofaryngedlny karcindém v niektorych pripadoch predstavuje iba
Sirenie HPV-pozitivneho karcindmu z orofaryngu [Singhi et al. 2012]. Na druhe;j
strane, pocet HPV-asociovanych non-orofaryngedlnych SCC nadhodnocuje
pouzitie vysoko citlivych PCR metdd, ktoré nie st schopné odlisit’ biologicky
relevantnt HPV infekciu od inaktivnej infekcie alebo iba kontamindcie vzorky.
Pri pouziti SpecifickejSich metod, ktoré detekujii iba transkripcne aktivnu
infekciu HPV (napr. kombinécia imunohistochémie p16 a PCR, pouZitie HPV in
situ hybridizacie) a po vyluceni nadorov, ktoré infiltruji viaceré anatomickeé
oblasti reviziou radiologickych nalezov je skutoéné zastipenie HPV' SCC
v oblasti ustnej dutiny, hypofaryngu a laryngu na urovni 0% az 5,9% [Kraft et
al. 2012, Singhi et al. 2012, Lewis et al. 2012a, Bishop et al. 2012], v oblasti
sinonazalneho traktu 20-25% [Alos et al. 2009, Singhi et al. 2012, Chernock et
al. 2013, Lingen et al. 2013, Bishop et al. 2013, Larque et al. 2014, Laco et al.
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2015, Thavaraj et al. 2016] a v oblasti nazofaryngu 5-30% [Robinson et al.
2013, Lin et al. 2014, Dogan et al. 2014, Stenmark et al. 2014].

7da sa teda, Ze na rozdiel od orofaryngealnych karcindémov,
pritomnost’ transkripéne aktivnej HPV infekcie v non-orofaryngedlnych SCC
hlavy a krku je podstatne nizSia ako sa doposial’ predpokladalo. Navyse, podla
aktuadlnych poznatkov, pritomnost HPV v non-orofaryngedlnych karcindmoch
nie je asociovana s lepSou progndzou, aj ked’ su udaje znacne limitované a na
potvrdenie alebo vylucenie prognostického vyznamu budi potrebné dalSie
Studie [Ragin et al. 2007, Isayeva et al. 2012, Salazar et al. 2014].

Rutinne testovanie non-orofaryngealnych SCC hlavy akrku na
pritomnost” HPV v stiCasnosti nie je doporucované, pretoze ziadnym sposobom
neovplyviluje spdsob terapie a ani nema jednoznacnu prognostickll informdciu.

Vynimkou by mohli byt’ byt HPV-pozitivne karcindmy sinonazalneho
traktu. Podl'a niektorych §tidii by mohla byt pritomnost’ transkripéne aktivne;j
infekcie HPV v sinonazélnych karcindmoch asociovana s lepSou progndzou.
V stadii Alosiovej a spol. bola pritomnost’ transkripéne aktivnej HPV infekcie
(pl6+, HPV DNA+) dokazana v 12 zo 60 (20%) sinonazalnych karcinomov.
Pacienti s HPV-asociovanymi karcindbmami mali signifikantne lepSie 5-ro¢né
prezivanie bez progresie ochorenia (62% vs. 20%) ako aj celkové preZivanie
(80% vs. 31%) [Alos et al. 2009]. V d’alSej studii bolo HPV pozitivnych 14 zo
70 (20%) sinonazalnych SCC (p16+, HPV DNA+, HPV in situ hybridizacia+t).
Priemerné preZivanie bez progresie ochorenia (65,8 + 9,8 mesiacov vs. 30,47 +
4,9 mesiacov) ako aj celkové prezivanie (156,8 + 47,2 mesiacov vs. 72 + 12,3
mesiacov) bolo signifikantne lepSie v skupine HPV-pozitivnych sinonazalnych
SCC ako v skupine HPV-negativnych SCC [Larque et al. 2014]. V ceskej stadii
Laca a spol. bola transkripéne aktivna infekcia HPV (p16+, HPV DNA+, HPV
mRNA+, HPV in situ hybridizacia+) dokdzand v 18 zo 73 (25%) sinondzalnych
karcindbmov. Median prezivania pacientov s HPV-asociovanymi karcindmami
bolo 30 mesiacov a median prezivania pacientov s HPV-negativnymi
karcinomami 14 mesiacov. Aj ked’ tento rozdiel nebol Statisticky vyznamny, bol
zaznamenany trend k lepSiemu prezivaniu u pacientov s HPV-pozitivnymi
nadormi [Laco et al. 2015]. Presny vyznam pritomnosti HPV v sinonazalnych
karcinomoch je vSak stale nejasny, ked’Zze st zdvery limitované nizkym poctom
pacientov, velkou heterogenitou histologickych podtypov zaradenych do tychto
Stadii a rozliénymi metddami pouzitymi na lieCbu pacientov.
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2.6. Morfologia HPV-asociovaného skvamocelulirneho karcinomu
orofaryngu

2.6.1. Morfologia  typického = HPV-asociovaného  orofaryngealneho
skvamocelularneho karcinomu

V drvivej vicsine pripadov HPV'" OP-SCC morfologicky rekapituluje
morfologiu epitelu tonzilarnych krypt, teda miesta, kde tieto karcindmy
najcastejsie vznikaji. HPV' OP-SCC mé typicky ,bazaloidny* vzhlad
nekeratinizujiceho SCC (NKSCC), charakterizovany bunkami ovalneho az
vretenitého tvaru s vysokym nukleocytoplazmatickym pomerom, syncycialnym
sposobom rastu, bez identifikovatel'nych intercelularnych mostikov (Obr. 1).

Castd je centralna nekroza, niekedy az cysticka degenerécia.
Cytoplazmatickd alebo extracelularna keratinizacia chyba alebo ju mozno
zastihnat' iba v malom rozsahu (<10% buniek). V pripade, Ze je pritomna
keratinizacia na >10% plochy tumoru, mozno takyto tumor klasifikovat’ ako
nekeratinizujici SCC s maturaciou, alebo ako hybridny SCC [El-Mofty et al.
2006]. Kolonizacia povrchového epitelu tonzily je sekundarny fenomén.
Prechod medzi karcinomom a normalnym epitelom je abruptny, bez prechodov
alebo jednoznacnej prekurzorovej intraepitelovej in situ 1ézie. Karcindm casto
invaduje v podobe hniezd s ,,pushing® okrajmi, s nejasnou hranicou medzi
epitelom a stromou, ktord je €asto prekrytd lymfocytmi. Dezmoplasticka reakcia
na invaziu je Casto minimdalna, alebo uplne chyba. Preto je takmer nemozné
spolahlivo posudit’ moment, kedy je uz karcinom invazivny. Tonzilarny epitel
navySe nema kontinudlnu bazalnu membranu, ktort by maligne bunky museli
prerusit’ a je dobre zname, ze aj vel'mi malé a klinicky okultné karcinomy, vel'ké
Casto iba niekol’ko milimetrov, ktoré sa histologicky javia ako ,,in sifu‘, mozu
mat’ uzlinové metastazy. Pre vysSie uvedené skutocnosti sa v praxi nedoporucuje
pokuSat’ sa odliSit’ invazivny karcinom od in situ 1€ézii, ale vzdy ich
diagnostikovat’ ako karcinom [Lewis et al. 2014a, Westra 2015] (Obr. 2).
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Obrazok 1 - Nekeratinizujuci HPV-asociovany orofaryngedlny karcindm,
tvoreny ovoidnymi bunkami s vysokym nukleocytoplazmatickym pomerom,
syncycidlnym  sposobom rastu, bez intercelularnych mostikov  (A).
Imunohistochemicky typicka difizna silna pozitivita expresie proteinu p16 (B).
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Obrazok 2 - Nekeratinizujici HPV-asociovany orofaryngedlny karcinom.
Charakteristicky  ,,pushing® spdsob invazivneho rastu so zapalovou
lymfocytarnou reakciou v strome. Je takmer nemozné spol'ahlivo posudit’ kde je
karcindém ,,in situ* a kde uz invazivny.

2.6.2. Grading, histomorfologické prediktivne charakteristiky a staging
HPV-asociovaného orofaryngealneho skvamocelularneho karcinomu

Grade nadoru je semikvantitativne vyjadrenie stupia diferenciacie, t.j.
ako sa tumor podoba na normalne tkanivo, z ktorého vznika. Podl'a klasickych
kritérii pouzivanych na grading keratinizujucich skvamocelularnych karcinémov
(podla Brodersa), je viac¢sina HPV-asociovanych orofaryngealnych karcinémov
klasifikovand ako nizko diferencovany, resp. nediferencovany SCC, kedze sa
vobec nepodobajii na povrchovy keratinizujuci skvamézny epitel. Pretoze vSak
viacSina HPV-asociovanych OP-SCC vznikd v morfologicky odliSnom epiteli
tonzilarnych krypt, ktorého morfologiu HPV™ OP-SCC vié&sinou rekapituluje,
nekeratinizujuci HPV' OP-SCC méZe byt povazovany za dobre diferencovany
tumor [Westra 2015]. Informacia o ,nizkom stupni diferencidcie” podla
tradiéného gradingu je navySe v rozpore s klinickym spravanim vicSiny tychto
nadorov. Preto viaceri autori nedoporucuju vykonavat formalny grading
nekeratinizujiceho HPV" OP-SCC, ale ani dalsich podtypov HPV'™ OP-SCC,
ked’Ze pritomnost’ HPV s malymi vynimkami signifikantne zlepSuje prognozu aj
inak klinicky agresivnych histologickych podtypov SCC (vid’ nizZSie) [Lewis et
al. 2014a, Westra 2015].

Ako bolo spominané vyssie, v su€asnosti prebiecha mnoZstvo Stadii,
ktoré pacientom s HPV' OP-SCC ponukaji deintezifikovani terapiu s cielom
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znizit vyskyt postterapeutickych komplikacii. Nie vsetci pacienti s HPV' OP-
SCC vsak maji dobrii prognézu a preto je dolezité¢ identifikovat’ pacientov
s vysokym rizikom, u ktorych by deintenzifikovana lie¢ba bola nedostato¢na. Na
Girovni histomorfologie spolahlivé biomarkery agresivity HPV™ OP-SCC
v sucasnosti nie su zname. Podl'a jednej stidie pritomnost” anaplazie (> 3 jadra
nadorovych buniek s priemerom > 5 jadier lymfocytov, tj. ~ 25 pm,
v ktoromkol'vek zornom poli x40) alebo mnohojadrovych nadorovych buniek (>
3 nédorové bunky s viacerymi jadrami v ktoromkol'vek zornom poli x40) bola
asociovand s horSim prezivanim, nezavisle od ostatnych faktorov, vréatane
pritomnosti HPV [Lewis et al. 2012b]. Podobne zatial' iba v experimentalne;j
rovine zostiva pokus o identifikaciu klinicky agresivnej podskupiny HPV" OP-
SCC pomocou kvantitativne] morfometrie digitdlnych obrazov [Lewis et al.
2014b]. Podla dalSej prace by mohol mat prognosticky vyznam stupen
zapalove] infiltrdcie v nadore, resp. nadorovej strome (tumor-infiltrujice
lymfocyty). HPV-asociované karcindomy s vysokym stupiiom zdpalove]
infiltracie (prominentnd infiltracia lymfocytmi > 80% nadoru/stromy) mali
trojroéné prezivanie 96% a nadory s nizkym stupnom infiltracie (infiltracia
lymfocytmi <20% nadoru/strémy) mali preZivanie iba 59% a neliSilo sa vyrazne
od prezivania pacientov s HPV-negativnymi nadormi. Jednym z faktorov
zodpovednych za leps$iu prognézu HPV'® OP-SCC by teda mohla byt troven
protinddorovej i1munitnej reakcie [Ward et al. 2014]. Alternativou pre
stratifikaciu rizika a vyber vhodnej terapie by mohla v budicnosti byt
molekularna subklasifikacia OP-SCC [Nakano et al. 2016].

Aktuélne platny AJCC/TNM systém (7. vydanie) pre orofaryngealny
karcinom bol odvodeny z vysledkov liecby OP-SCC asociovaného s fajéenim a
bez asocidcie s HPV. Existuju ¢oraz presvedcivejSie dokazy, Ze tento stagingovy
systém je nevhodny na spolahlivé predpovedanie prognézy HPV'™ OP-SCC
[Ward et al. 2015, Huang et al. 2015]. V novom AJCC/TNM staging systéme (8.
vydanie, s u¢innostou od 1.1.2018) je uz HPV' OP-SCC (,,HPV-mediated
(p16+) oropharyngeal cancer*) klasifikovany oddelenie od p16-negativneho OP-
SCC (liSia s cN a pN kategdriami) [O’Sullivan et al. 2017]. V budtcnosti buda
pravdepodobne v TNM Kklasifikacii HPV" OP-SCC pouzivané aj neanatomické
rizikové faktory (vek a fajCenie), ktorych zohl'adnenie omnoho spolahlivejSie
predpoveda progndzu [Huang et al. 2015].

2.6.3. Histomorfologické varianty HPV-asociovaného orofaryngealneho
skvamocelularneho karcinomu

Menej ¢asto ma HPV" OP-SCC inti morfologiu ako NKSCC/hybridny
SCC. Varianty HPV' OP-SCC zahftajli keratinizujici, papilarny, bazaloidny,
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adenoskvamozny, lymfoepitelidlny, vretenobunkovy (sarkomatoidny) a
malobunkovy karcinom [El-Mofty 2015].

2.6.3.1. Keratinizujuci skvamocelularny karcinom

Keratinizujici SCC je kompletne tvoreny vyzrievajucimi
skvamoznymi bunkami bez pritomnosti nekeratinizujucich oblasti (Obr. 3). Aj
ked’ drviva vicsina keratinizujiicich SCC orofaryngu nie je asociovand s HPV,
v malej Casti pripadov mozno dokézat pritomnost’ transkripéne aktivnej HPV
infekcie. V doposial’ najvacsej Studii keratinizujicich SCC orofaryngu, sedem
z 54 pripadov difizne exprimovalo protein pl6. HPV E6/E7 RNA bola
dokazana v piatich zo Siestich vySetrenych pl6-pozitivnych pripadov, ale iba
v jedinom pl6-negativnom pripade. Aj ked’ i8lo iba o maly subor pacientov,
expresia pl6 v keratinizujucich SCC bola asociovand so signifikantne lepSou
progndzou [Cai et al. 2014].

Obrazok 3 - Dobre diferencovany keratinizujici HPV-asociovany karcinom. Je
kompletne tvoreny vyzrievajicimi skvamoznymi bunkami bez pritomnosti
nekeratinizujicich oblasti (A). Na rozdiel od nekeratinizujiceho SCC,
v keratinizujicich karcindémoch je Castd dezmoplasticka reakcia stromy (B).
Imunohistochemicky typickd difizna silna expresia proteinu p16 (C).
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2.6.3.2. Papilarny skvamocelularny karcinom

Papilarny SCC je charakterizovany exofytickym papildrnym
spdsobom rastu a excelentnou progndzou, najmi ak nie je pritomnd invazivna
komponenta SCC (Obr. 4).

Obrazok 4 - Papilarny SCC s exofytickym papilarnym spdsobom rastu (A),
typicky tvoreny nekeratinizujicimi bunkami (B).

Viacsina HPV-pozitivhych  papilarnych  SCC  je  lokalizovana
v orofaryngu, laryngu alebo sinonazalnom trakte, raritne v Ustnej dutine alebo
hypofaryngu. Nadorové bunky maju v typickom pripade imatirny ,,bazaloidny*
vzhl'ad nekeratinizujaceho SCC, vzacne vykazuju rozny stupeni keratinizacie [Jo
et al. 2009, Yang et al. 2013, Mehrad et al. 2013]. Vo vSeobecnosti je papilarny
SCC oblasti hlavy a krku asociovany s dobrou prognoézou anie je isté, ¢i
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pritomnost” HPV signifikantne meni prognozu, aj ked’ jedna Stidia dokazala
trend k lepSiemu preZivaniu v HPV" pripadoch [Mehrad et al. 2013].

2.6.3.3. Bazaloidny skvamocelularny karcinom

Nekeratinizujici  orofaryngedlny SCC je casto zamienany za
bazaloidny skvamoceluldrny karcindm. Aj ked sa bazaloidny SCC C¢iastocne
podoba na nekeratinizujici SCC, predstavuje samostatni klinicky agresivnu
high grade variantu SCC oblasti hlavy a krku. NajcastejSie sa bazaloidny SCC
vyskytuje v laryngu a hypofaryngu, v orofaryngu je vzacny. Bazaloidny SCC je
charakterizovany solidnym alebo lobularnym (,,jigsaw puzzle*) spésobom rastu,
nieckedy s periférnym palisddovanim buniek. Moézu byt pritomné abruptné
loZiska keratinizacie a v povrchovom epiteli je mozné najst’ tazkti dysplaziu.
Pomerne casty je vyskyt komedo-nekréz a malych cystickych priestorov
s materidlom pozitivnym vo farbeni PAS alebo Alcidnovou modrou. Typicka
je pritomnost’ stromdlnej hyalinizacie alebo myxoidného bazofilného materialu,
pripominajiceho mucin. Nadorové bunky nie su na rozdiel od typického HPV-
asociovan¢ho nekeratinizujuceho SCC pretiahnutého az vretenitého tvaru, ale st
prevazne okruhle a maji hyperchromne jadra (Obr. 5 a Obr. 6) [Westra 2015,
Lewis et al. 2014a].

Vicsina (~ 75%) orofaryngealnych bazaloidnych SCC orofaryngu je
HPV-pozitivnych a v porovnani s HPV negativnymi bazaloidnymi SCC ako aj
bazaloidnymi SCC inych oblasti, ktoré st iba vzacne HPV-pozitivne, maju
signifikantne lepSiu prognézu [Begum et al. 2008, Chernock et al. 2010].

D

Obrazok 5 - Bazaloidny SCC, charakterizovany lobularnym (,,jigsaw puzzle*)
sposobom rastu, so stromalnou hyalinizaciou a myxoidnym bazofilnym
materialom pripominajicim mucin.
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Obrazok 6 - Bazaloidny SCC. Nadorové bunky st na rozdiel od
nekeratinizujiceho SCC prevazne okruhle. Typicka je stromalna hyalinizacia a
komedo-nekrozy (A, B). Na rozdiel od HPV-asociovaného nekeratinizujiiceho
SCC moZno v povrchovom epiteli ndjst” high-grade dysplaziu (C).
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2.6.3.4. Adenoskvamozny karcinom

Adenoskvamézny karcindm je vzadcny a vo vSeobecnosti agresivny
podtyp SCC, charakterizovany bifazickou proliferaciou keratinizujuceho SCC a
adenokarcinomu, priCom jednotlivé zlozky su morfologicky oddelené, nie
premieSané, bez pritomnosti intermediarnych  buniek (na  rozdiel
od mukoepidermoidného karcindmu). Je Castejsi v laryngu a ustnej dutine ako
v orofaryngu [Cardesa et al. 2005, Masand et al. 2011]. Komponenta SCC je
v podobe in situ karcinomu alebo invazivneho SCC, zlozka adenokarcindému
byva pritomnad v hlbSich castiach tumoru a je charakterizovana
tubularnou/duktalnou diferenciaciou, typicky s intra- alebo extracelularnou
produkciou mucinu [Cardesa et al. 2005]. V jednej z najvacsich publikovanych
sérii, Masad a spol. vySetrili pritomnost HPV v 18 pripadoch
adenoskvamoznych karcindmov oblasti hlavy a krku (16 karcinomov laryngu a
hypofaryngu, 4 ftustnej dutiny, 3 orofaryngu a 3 sinonazalne karcinomy).
Pritomnost’  replikacne  aktivnej HPV  infekcie  dokdzali v dvoch
orofaryngedlnych a jednom adenoskvaméznom karcindme znosovej dutiny.
Obaja pacienti s orofaryngealnym HPV-asociovanym karcindbmom boli nazive
a bez znamok ochorenia 103 a 24 mesiacov od stanovenia diagnozy. Tieto data
su znacne limitované nizkym poctom pacientov, naznacuju vSak lepSiu prognozu
orofaryngealnych HPV-asociovanych adenoskvamoéznych karcinomov [Masand
etal. 2011].

2.6.3.5. Adenoskvamozny karcinom s riasinkami

Radkay-Gonzales a spol. neddvno popisali zvlaStny podtyp HPV-
asociovan¢ho adenoskvamozneho karcindmu s riasinkovymi bunkami [Radkay-
Gonyales et al . 2015]. ISlo o sedem pripadov morfologicky unikatneho tumoru
(4 orofaryngedlne, 3 s nezndmym origom v oblasti hlavy a krku), ktoré sa lisili
od klasického adenoskvamoézneho karcindmu pritomnostou zlozky blandne
vyzerajuceho prevazne nekeratinizujiceho SCC s mikrocystickym alebo
kribriformnym usporiadanim, premieSaného s bunkami produkujicimi mucin
(pripominajic tak mukoepidermoidny karcindm), alebo s pritomnost'ou
tubuloglandularnych formacii s lumindlnymi kolumnarnymi bunkami bez
mucinprodukcie a abluminalnymi nekeratinizujicimi skvamoznami elementami.
Vo vSetkych pripadoch boli minoritne v Zl'azovej komponente pritomné bunky
s riasinkami (Obr. 7).
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Obrazok 7 - Adenoskvamézny karcindm s riasinkami. Mikrocysticky

usporiadany tumor, tvoreny nekeratinizujicim skvamocelularnym karcinébmom s
primieSanym bunkami ktoré produkuji mucin. Nador tak pripomina
mukoepidermoidny karcindm (A). Kolumndrne bunky s riasinkami (B).
Imunohistochemicky diftizna silna pozitivita expresie proteinu pl6 (C). Dokaz
pritomnosti HPV pomocou in situ hybridyzacie (D). Obrazky laskavo poskytol
Raja R. Seethala, Presbyterian University Hospital, Pittsburgh, USA.

Vsetky pripady tohto pozoruhodného karcindmu mali multilokularne
alebo makrocystické metastazy v lymfatickych uzlindch. Na zéklade malého
poctu pacientov nemozno zo $tadie vyvodit' definitivne zavery tykajuce sa
prognozy tohoto podtypu adenoskvamédzneho karcindmu, z dostupnych udajov
sa ale zd4 sa, Ze HPV-asociovany adenoskvamézny karcindm s riasinkami moze
mat’ relativne dobru prognézu, kedze ochoreniu podlahol jediny pacient
s metastazami v plicach.
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2.6.3.6. Nediferencovany (lymfoepitelialny) karcinom

Nediferencovany (lymfoepitelidlny) karcindbm orofaryngu je vzacny
tumor, morfologicky podobny nekeratinizujicemu nediferencovanému
nazofaryngealnemu karcinomomu. Je charakterizovany bunkami
s vezikularnymi jadrami s napadnymi jadierkami a objemnou cytoplazmou
s nejasnymi konturami, syncycialnym spdsobom rastu v pruhoch, menSich
solidnych hniezdach alebo po jednotlivych bunkach a zépalovym pozadim
tvorenym lymfocytmi a plazmatickymi bunkami [El-Mofty 2015, Perez-
Ordofiez 2007]. Ddlezita tlohu v patogenéze nazofaryngeédlneho karcinomu hra
Epstein-Barrovej  virus  (EBV), najmid v endemickych  oblastiach
a v nazofaryngealnom karcinome nekeratinizujaceho typu [Perez-Ordofiez 2007,
Peterrson 2015, Tsao et al. 2015]. Na rozdiel od nazofaryngedlnych karcindbmov
su lymfoepitelidlne karcinomy orofaryngu konzistentne EBV-negativne a ~ 90%
je asociovanych s infekciou HPV [Singhi et al. 2010b, Carpenter et al. 2011].
Napriek ,nediferencovanému* vzhladu sa zda, Ze HPV-asociované
lymfoepitelidlne karcindomy orofaryngu maji dobri prognoézu, porovnatel'nt
s inymi HPV' OP-SCC.

2.6.3.7. Vretenobunkovy (sarkomatoidny) skvamocelularny karcinom

Vretenobunkovy (sarkomatoidny) skvamoceluldrny karcindm je
vzacny variant SCC, charakterizovany bifazickou proliferaciou konvenéného
SCC a vretenobunkovej komponenty, ktora na jednom konci spektra moZze
pripominat’ reaktivnu fibroblastickii proliferaciu alebo, na opanom konci
spektra, moze imitovat naozajstny sarkom [Westra 2015, El-Mofty 2015].
V pripade, Ze je zastlipend iba vretenobunkova zlozka (az 1/3 pripadov), ktora
navySe pomerne casto straca expresiu keratinov, moéze byt odliSenie
sarkomatoidného SCC od benignych a malignych mezenchymalnych 1ézii
problematické [Bishop et al. 2014]. Bishop a spol. zistili pritomnost HPV16
v troch z desiatich orofaryngealnych sarkomatoidnych SCC. Ziaden z 27 non-
orofaryngeédlnych sarkomatoidnych SCC nebol HPV-pozitivny [Bishop et al.
2014]. Naopak, Watson a spol. nedokazali pritomnost HPV ani v jednom
z piatich orofaryngedlnych sarkomatoidnych SCC a zistili pritomnost HPV
v jednom z dvanastich sarkomatoidnych SCC dutiny ustnej a jednom pripade
z hypofaryngu/laryngu [Watson et al. 2013]. Na zaklade malého poc¢tu HPV-
asociovanych sarkomatoidnych SCC orofaryngu sa nemoZzno vyjadrit
k prognoze tejto varianty. Vo vSeobecnosti ma vSak sarkomatoidny SCC oblasti
hlavy a krku prognézu podobnia konvenénému SCC. Ked'Ze je vSak infekcia
HPV viazana na epitelové bunky, dokaz pritomnosti HPV (je pritomny v
konvencnej ako aj vretenobunkovej zlozke sarkomatoidného SCC) moze sluzit’
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ako diagnosticka pomdcka pri odliSovani karcindbmu od mezenchymalnych 1€zii
orofaryngu [Bishop et al. 2014, Watson et al. 2013].

2.6.3.8. Malobunkovy karcinom

Malobunkovy karcindbm orofaryngu je extrémne vzacny tumor,
morfologicky identicky s malobunkovymi karcindbmami inych lokalit (t.. ide o
nizko diferencovany neuroendokrinny karcindm). Bishop a Westra zistili
pritomnost’ HPV v piatich z deviatich pripadov, priCom v Styroch pripadoch mal
karcindm pritomnu zlozku konvenéného HPV-asociovaného nekeratinizujiceho
karcinomu [Bishop et al. 2011]. Kraft a spol. popisali osem pripadov
malobunkového karcindmu orofaryngu, z ktorych bolo sedem HPV-pozitivnych;
jeden pripad mal zachytenu zlozku konven¢ného skvamocelularneho karcinému
a jeden pripad zlozku stredne diferencovaného neuroendokrinného karcinomu
[Kraft et al. 2012]. Klinicky sa jednalo o agresivne tumory, ¢asto so vzdialenymi
metastdzami v Gase prezentacie. HPV' malobunkovy karciném orofaryngu sa
teda prognosticky neliSi od malobunkového karcindmu v typicke;jSich lokalitach.
Rozpoznanie malobunkovej zlozky je preto dolezité, aj ked’ z hladiska
morfolégie nie vzdy jednoduché. Imunohistochemicky malobunkova
komponenta vzdy vykazuje pozitivitu neuroendokrinnych  markerov
(synaptofyzin, chromogranin) a stratu markerov skvamoznej diferenciacie
(CK5/6, p63) [Westra 2015].

3. Metastazy z neznameho origa v oblasti hlavy a krku, cystické metastazy
a diagnosticka aplikacia imunohistochemického vysetrenia p16 a HPV
testovania

Velkli cCast’ malignit oblasti hlavy a krku tvoria metastazy
v lymfatickych uzlindch z nezndmého origa. Predstavuju 3 - 9 % vSetkych
malignit tejto oblasti a vo vic¢Sine pripadov sa histologicky jedna o SCC (53 - 90
%) [Layfield et al. 2007, Park et al. 2010, Strojan et al. 2013, Arrangoiz et al.
2014]. Viacsina cervikalnych metastaz je solidnych, SCC Waldayerovho
prstenca vSak Casto vytvaraju objemné cystické metastazy, ktoré klinicky,
radiologicky a dokonca aj histomorfologicky mézu napodobovat’ branchiogénnu
(lymfoepitelialnu) cystu. Podla dvoch velkych stadii boli cystické metastazy
karcinobmov z oblasti Waldayerovho prstenca identifikované v 20 % a 61,3 %
pripadov [Regauer et al. 1999, Goldenberg et al. 2008]. Z opacného pohl'adu, vo
vacsine pripadov cystickych metastaz SCC je identifikované origo v orofaryngu,
najma v podnebnej mandli a na koreni jazyka [Regauer et al. 1999, Goldenberg
et al. 2008, Granstrom et al. 1989, Flanagan et al. 1994, Gourin et al. 2000,
Thompson et al. 1998, Verma et al. 1995]. Je zname, 2¢ HPV' OP-SCC si

39



v metastazach zachovava pritomnost’ transkripéne aktivnej infekcie HPV, ako aj
overexpresiu proteinu p16 [Goldenberg et al. 2008, Mehrad et al. 2014, Morani
et al. 2013, Yasui et al. 2014] a mnohé Stadie dokazali, ze pritomnost’ HPV
v pl6-pozitivnej solidne;j alebo cysticke;j metastaze s vysokou
pravdepodobnostou predpoveda origo v orofaryngu [Yasui et al. 2014, Begum
et al. 2003, El-Mofty et al. 2008, Weiss et al. 2011, Park et al. 2012].

Nie vSetky cystické metastazy v oblasti hlavy a krku vSak maju origo
v orofaryngu [Regauer et al. 1999, Thompson et al. 1998]. Vzacne moéozu
cystické metastdzy vytvorit karcindmy nazofaryngu, hypofaryngu, laryngu,
ustnej dutiny, prinosovych dutin alebo pazerdka [Gourin et al. 2000, Thompson
et al. 1998, Verma et al. 1995, Zhang et al. 2014].

Ako nahradny marker high-risk HPV infekcie v cervikalnych ako aj
orofaryngeélnych karcinomoch je Casto pouzivand imunohistochemicka detekcia
proteinu p16 [Bergeron et al. 2015, Venuti et al. 2012]. Aj ked’ mé expresia pl6
takmer 100% senzitivitu pre detekciu high-risk HPV v OP-SCC, S$pecificita je
itba na urovni ~ 80% (tj. cca 20% pl6-pozitivnych OP-SCC je HPV
negativnych) [Grenhgj et al. 2014]. Napriek tomu, Ze konkordancia medzi
expresiou pl6é a pritomnostou high-risk HPV nie je dokonala,
imunohistochemické vySetrenie expresie pl6 niektori autori navrhuji ako
samostatny a jediny test na detekciu high-risk HPV a klinicku stratifikaciu OP-
SCC [Lewis et al. 2010, Lewis 2012c].

Senzitivita a Specificita samotného imunohistochemického vySetrenia
pl6 v pripade metastdz z neznaméeho origa vSak nie je znama. Pri diagnostike
metastdz z neznameho origa je nutné pamadtat’ na skutocnost’, ze overexpresia
pl6 bola popisand okrem HPV-asociovanych orofaryngedlnych karcinémov aj
v inych benignych a malignych 1ézidch, ktoré moézu byt v diferencidlnej
diagnoze. Cao a spol. popisali pozitivitu pl6 v 43% (16/37) benignych
lymfoepitelidlnych cyst, ako aj v 5/12 cytologickych vzoriek ztychto cyst.
Ziadna z tychto 1ézii vSak nebola HPV-pozitivna [Cao et al. 2010]. Aj podla
naSich skusenosti je expresia proteinu pl6 bezne pritomna v benignych
lymfoepitelidlnych cystach hlavy a krku. Expresiu pl6 sme dokézali v9 z 11
(81,8%) pripadov vyhladanych v plzenskom Registri nadorov hlavy a krku
(2015, nepublikované udaje). Vo vacsine pripadov vSak bola expresia iba slaba
a fokdlna anikdy nebolo pozitivnych viac ako 50% epitelovych buniek.
Expresia pl16 je d’alej bezna v pl'icnych malobunkovych karcindmoch [Yuan et
al. 1999], ktoré vsak tiez nie s HPV-pozitivne [Hartley et al. 2015] ako aj
orofaryngealnych malobunkovych karcindmoch, ktoré st ale takmer vzdy HPV-
pozitivne (vid’ vyssie) [Bishop et al. 2011, Kraft et al. 2012]. Diftizna a silna
pozitivita pl6 bez asociacie s HPV bola dalej zistend v piatich pripadoch
sinonazalneho nediferencovaného karcindmu [Wadsworth et al. 2011].
Signifikantna pozitivita p16 (> 50 % nddorovych buniek) bola popisana v 6/20
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ezofagealnych SCC, 7/20 plicnych SCC a 8/20 SCC koze, pricom high-risk
HPV bol detekovany iba v jedinom ezofagedlnom pripade [Doxtader et al.
2012]. V nedavnej praci bola dokézana difuzna imunohistochemicka expresia
pl6é (> 70 % nadorovych buniek) v 31% uzlinovych metastdz kozného
skvamocelularneho karcinomu v oblasti akrku, ¢o moézZe byt pricinou
diagnostického omylu. Vsetky tieto metastazy vSak boli HPV negativne
vySetrenim pomocou mRNA in situ hybridizacie [McDowell et al. 2016]. High-
risk (a low-risk) HPV typy sa mézu podielat na vzniku casti SCC koze,
pritomnost HPV vSak zrejme nie je, na rozdiel od karindbmov orofaryngu,
v d’al$ich fazach nadorovej progresie nevyhnutnd [Wang et al. 2014, Quint et al.
2015, Svajdler et al. 2016a, Svajdler et al. 2016b]. Podobne, &ast’ urotelidlnych
karcinomov a urotelidlnych karcindmov so skvamdznou diferenciaciou vykazuje
pl6-pozitivitu bez asociacie s high risk HPV [Alexander et al. 2012].

PretoZze je Specificita pl6-pozitivity vo vztahu k diagnostike HPV-
pozitivnych ~ nadorov  relativne  nizka, na  podporenie  klinicky
najpravdepodobnejSicho orofaryngedlneho origa pl6-pozitivnej] metastazy SCC
z nezndmeho origa je vzdy nutné vykonat’ Specificky dokaz pritomnosti HPV.
Ako bolo diskutované vyssie, HPV-pozitivne SCC sa vzacne vyskytuju aj
v inych podoblastiach hlavy a krku, najpravdepodobnejSie origo pl6/HPV-
pozitivne] metastazy je vSak v klinicky okultnom karcindme orofaryngu.

4. Metody detekcie klinicky relevantnej HPV infekcie

HPYV status v OP-SCC poskytuje dolezitu prognostickll informaciu a je
pravdepodobné, ze v blizkej buducnosti bude rozhodovat’ aj o spésobe rutinne
pouzivanej lieCby, napr. o pouziti deintezifikovanej chemo/radioterapiec. HPV
testovanie OP-SCC je v sucasnosti nevyhnutnou podmienkou pre zaradenie
pacientov do klinickych stadii. HPV-pozitivita v metastdzach z neznamého origa
navySe umoziuje zacielenie diagnostickych a chirurgickych postupov na oblast’
orofaryngu a vo vybranych pripadoch umoznuje obmedzit' oZarovanie iba na
tato oblast’ aj v pripade, Ze sa primarne loZisko nendjde. Ide o vySetrenie, ktoré
je zahrnuté vo viacerych vyznamnych klinickych a patologickych odportcaniach
(napr. College of American pathologists, the Royal college of pathologists,
NCCN guidelines). Napriek zjavnému vyznamu a dolezitostt HPV testovania,
neexistuje vSeobecny konsenzus aku stratégiu a ktoré z viacerych dostupnych
metod na dokaz HPV treba pouzit’ [Kaspirkova et al. 2013, Bishop et al. 2015].
Vyber metodiky by mal vychadzat’ zo zisteni, Ze klinicky dobrd prognéza HPV-
asociovan¢ho orofaryngedlneho (a pripadne sinonazdlneho) SCC je limitovana
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iba na nadory s transkripéne aktivnou HPV infekciou [KaSpirkova et al. 2013,
Bishop et al. 2015]. Idealny test by mal mat’ vysoku senzitivitu a Specificitu,
primerant cenu a mal by byt’ dostatocne jednoduchy na rutinne pouzitie.

V HPV-asociovanych karcinomoch virusové onkoproteiny E6 a E7
high risk HPV typov funkéne inaktivuju protein p53 a pRb (retinoblastoma
protein), ¢o nasledne vedie k overexpresii tumor supresorového proteinu pl6.
Niektori autori preto navrhuju pouzit' na detekciu high-risk HPV a klinicka
stratifikdciu OP-SCC samotné imunohistochemické vySetrenie expresie proteinu
pl6, ktoré je najlacnejSou a najdostupnejSou alternativou [Lewis et al. 2010,
Lewis 2012c]. Najlepsia korelacia expresie pl6 a pritomnosti HPV v OP-SCC
(neplati to ale pre non-orofaryngealne SCC) je v pripade ak sa za pozitivny
vysledok povazuje jadrova a cytoplazmaticka expresia > 70 % ndadorovych
buniek. Samotna imunohistochemické expresia pl6 vSak mdze byt povazovana
za zéastupny ,surrogate marker aktivnej HPV infekcie iba v pripade, ak ma
karcindm charakteristickii morfolégiu, t.J. ide o nekeratinizujuci alebo hybridny
SCC (s maturaciou). V pripade, Ze sa jednd o pl6-pozitivny karcindm
s variantnou morfologiou (vid' vysSie) alebo v pripade imunohistochemicke;j
negativity v nekeratinizujuicom orofaryngedlnom karcinome, je nutné¢ doplnit’
HPV S$pecificky test.

Za ,zlaty Standard* dokazu biologicky aktivnej infekcie je povazovany
dokaz E6/E7 mRNA metodou reverznej transkripcie a polymerdzovej ret'azovej
reakcie (RT-PCR). Toto vySetrenie je vSak technicky naro¢né a problémom
moze byt kvalita mRNA v parafinovom materiali; na dosiahnutie optimalnych
vysledkov je nutné Cerstvo zmrazené tkanivo [KaSpirkova et al. 2013, Bishop et
al. 2015].

PCR dokaz HPV DNA fylogeneticky konzervativnych génov L1/El
(pripadne doplnené o vySetrenie typovo Specifickych génov E6/E7) je
metododou s vysokou senzitivitou, ktora je vSeobecne a relativne jednoducho
pouzitelnd aj na parafinovom materidli [Kaspirkova et al. 2013]. Samotna
detekcia HVP DNA je vSak pomerne neSpecifickd, kedze neodlisi aktivnu
infekciu od inaktivnej infekcie (tzv. ,,passenger HPV), pripadne kontaminaciu
vzorky. V kombinacii s imunohistochemickym vySetrenim expresie pl6 je vSak
HPV DNA najpouzivanejSim spdsobom detekcie aktivnej HPV infekcie; iba
pl6-pozitivne/HPV PCR-pozitivne tumory moézu byt povazovan¢ za HPV-
asociované [KasSpirkova et al. 2013].

Vysoko $pecificky dokaz relevantnej HPV infekcie, navyse s priamou
vizualizaciou v nadorovom tkanive poskytuje DNA in situ hybridizacia (ISH).
Problémom DNA ISH je vsak relativne nizka senzitivita, ktora je na Grovni iba ~
70% [Kaspirkova et al. 2013, Bishop et al. 2015]. Relativne casté su aj
problémy s interpretdciou pre pritomnost’ artefaktov; z vlastnej sklisenosti
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vieme, Ze na dosiahnutie optimalych vysledkov je nutnd dokonald fixacia a
spracovanie tkaniva.

Nadejnou alternativou k DNA ISH je vySetrenie pomocou metody
RNA ISH (Obr. 8) [Lewis et al. 2012, Bishop et al. 2012a, Laco et al. 2015].
Senzitivita a Specificita vySetrenia sa blizia ,,zlatému Standardu®. Nevyhodami
su zatial malé sktisenosti s metodikou, relativna technickda naroc¢nost’ a vysSia
cena.

Obr. 8 - Pozitivny vysledok RNA in situ hybridizidcie (HPV RNAscope)
v nekeratinizujucom karcindme tonzily.
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5. Povod cystickych metastaz v oblasti hlavy a krku

5.1. Ciele prace

Cielom retrospektivnej Stidie bolo zistit ¢i modzu histopatologické
charakteristiky, expresia proteinu p16, HPV status a EBV status predpovedat’
origo cystickych uzlinovych metatdz skvamocelularneho karcindmu v oblasti
hlavy a krku.

5.2. Material a metodika

5.2.1. Vyber pacientov, histologické a imunohistochemické vySetrenie

Pacienti s cystickymi uzlinovymi metastazami skvamocelularneho
karcindbmu v oblasti hlavy a krku boli ndjdeni v databdze Registra nadorov
slinnych zliaz a hlavy a krku (Bioptickd laboratot s.r.o. Plzent) a databazach
patologickych oddeleni troch ¢eskych a slovenskych nemocnic terciarneho typu
(FN Plzenn, FN J.A. Reimana PreSov, Univerzitna nemocnica L. Pasteura
KoSice). Dokopy bolo identifikovanych 22 pripadov diagnostikovanych v
rokoch 1995-2012. Na potvrdenie diagnozy boli zrevidované vSetky dostupne
hematoxylin-eozinoveé preparaty. Metastazy boli klasifikované do troch skupin:
(1) nekeratinizujuci SCC, (i1) nekeratinizujici SCC s maturaciou a (iii)
keratinizujuci SCC. Dalie vzacne podtypy SCC (napr. bazaloidny,
sarkomatoidny, adenoskvamoézny atd’.) sa v stibore nevyskytovali.

Prvym krokom v dalSom vySetrovani bolo imunohistochemické
vySetrenie expresie proteinu pl6 a detekcia pritomnosti HPV. V pripade
pl6/HPV negativnych metastdz bolo doplnené vySetrenie pritomnosti EBV.

Klinické informécie boli ziskané¢ od oSetrujucich lekarov a v pripade
konzultacnych vySetreni od odosielajacich patologov.

Na imunohistochemické vySetrenie bol z kazdého pripadu vybrany jeden
reprezentativny parafinovy blok a bolo vykonané imunohistochemické
vySetrenie  protilatkou pl6 (CINtec® pl6Histology, Ventana, Basel,
Svajéiarsko), s pouZitim automatizovaného systému Ventana Benchmark
(Ventana Medical System), podl'a protokolu doporuc¢ovaného vyrobcom
protilatky. VZdy boli pouZité pozitivne a negativne kontroly. Expresia p16 bola
klasifikovand ako pozitivna v pripade, ze bola pritomna jadrova a
cytoplazmaticka pozitivita > 70% nadorovych buniek, pretoze tato hranica

44



pozitivity najlepSie koreluje s pritomnost'ou transkripéne aktivnej HPV infekcie
[Grenhgj et al. 2014].

5.2.2. PCR vySetrenie

Na molekulovo-genetické vySetrenie bola izolovand DNA z tkaniva
pomocou QIAsymphony DNA Mini Kit-u (Qiagen, Hilden, Nemecko)
s pouzitim protokolu doporuc¢ovanym vyrobcom a pouzitim zariadenia
QIAsymphony SP. Kvalita izolovanej DNA bola overend pomocou PCR, ktora
amplifikuje subor kontrolnych génov [van Dongen et al. 2003]. Na detekciu
HPV boli pouzité viaceré PCR primery cielené na L1, E1 a E6-E7 oblasti HPV
gendmu [Skéalova et al. 2013]. V skratke, boli pouZzit¢ primery CPSGB a
GP5+/GP6+ zacielené¢ na oblasti E1 a L1 HPV gendému (detekcia Sirokého
spektra high-risk a low-risk HPV typov) a na zvySenie senzitivity (pri moznej
integracii HPV do hostitel'ského gendému a strate L1/E1 génov) bola pouzita
typovo Specificka detekcia oblasti E6-E7 Siestich HPV typov s najvysSou
prevalenciou (HPV16, 18, 31, 33, 35, 45). Dalej bol pouzity kit RHA kit HPV
SPF10-LiPA25, version 1 (Biomedical Products, Rijswijk, Holandsko) na
odhalenie moznej infekcie viacerymi HPV typmi. Detekcia EBV bola vykonana
pomocou Real Time PCR zameranej na gén p143 [Watzinger et al. 2004].

5.2.3. In situ hybridizacia

Detekcia HPV bola vykonana pomocou DNA in situ hybridizacie
pouzitim koktejlu sond, ktory detekuje HPV typy 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56,58 a 66 (INFORM HPV III Family 16 Probe (B)) s pouzitim detekéného
systému iViewBlue plus (Ventana, Roche, Basel, Svajéiarsko) a automatického
farbiaceho systému Ventana Benchmark (Ventana Medical System).

Detekcia EBV RNA bola vykonand pomocou sondy INFORM
EBER s pouzitim detek¢ného systému iViewBlue plus (Ventana, Roche, Basel,
Svajéiarsko) a automatického farbiaceho systému Ventana Benchmark (Ventana
Medical System).

5.2.4. Vysledky

Subor bol tvoreny Siestimi Zenami a 16 muzmi vo veku 39 az 74 rokov.
Priemerny vek v ¢ase diagndézy bol 58,4 rokov (median 59,5 rokov). V 17
pripadoch boli cystické metastazy pritomné v hornej alebo strednej tretine krku,
vdvoch pripadoch v submandibularne; oblasti, v dvoch pripadoch
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preaurikularne a v jednom pripade v dolnej tretine krku v supraklavikularnej
oblasti. Origo bolo 1identifikované pomocou klinického vySetrenia,
panendoskopického  vySetrenia s probatérnymi  biopsiami, diagnostickej
tonzilektomie alebo pomocou radiologického vySetrenia v 20 pripadoch
(90,9%). V piatich pripadoch (22,7%) bol primarny tumor lokalizovany na baze
jazyka (jazykova mandl’a), v deviatich pripadoch (40,9%) na podnebnej mandli,
v troch pripadoch v nazofaryngu (13.6%), v dvoch pripadoch v pl'acach (9%) a
v jednom pripade na kozi vonkajsieho zvukovodu (4,5%). V dvoch pripadoch sa
primarnu lokalitu zistit nepodarilo. V jednom ztychto pripadov iSlo o
nespolupracujuceho pacienta, ktory nebol dostatone vySetreny a ktory navyse
odmietol akukol'vek onkologicku lie€bu. Napriek tomu bol tri roky po resekcii
metastdzy nazive a bez znamok ochorenia. V druhom pripade bol pacient
lieceny kombinovanou chemoradioterapiou a bol nazive bez zndmok ochorenia
16 rokov od diagndzy.

Metastazy z origom vo Waldayerovom prstenci (orofarynx a nazofarynx)
mali v drvivej vacSine (16 zo 17 pripadov, 94,1%) typicki morfolégiu
nekeratinizujiceho skvamocelularneho karcindomu (Obr. 9). Jedind metastaza
tonzilarneho karcindému mala morfoldgiu keratinizujiceho SCC. Obaja pacienti
s metastazou z neznameho origa mali nadory s morfologiou nekeratinizujaceho
SCC, resp. nekeratinizujiiceho SCC s maturaciou (Obr. 10).

Metastaza karcindbmu zvukovodu a jedna z metastaz karcindmu pl'ic mala
morfologiu keratinizujiceho SCC (Obr. 11). Druhd metastaza plucneho
karcinomu mala morfologiu nizko diferencovaného SCC s loziskovou
keratinizaciou.

_ "":'ﬁ m e B £ & {‘;?:5:“ "f.v‘i;&l

Obrazok 9 - Cystickd metastaza nekeratinizujiceho skvamocelularneho
karcinomu (A). Epitel ma typicky ,bazaloidny* a reletivne blandny vzhlad,
Charakteristicka je infiltracia lymfocytmi (B).
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Obrazok 10 - Cysticka metastaza nekeratinizujiceho karcindmu s maturdciou
(hybridného SCC) (A). Nador je tvoreny prevazne ,bazaloidnymi“ bunkami
ovalneho az vretenitého tvaru, s primieSanymi loziskami Kkeratinizacie -
hniezdami buniek s hojnou eozinofilnou cytoplazmou a tvorbou intercelularnych
mostikov (B).

Obrazok 11 - Cystickd metastaza keratinizujiiceho karcinomu (A). Nador je
tvoreny bunkami s objemnou eozinofilnou cytoplazmou, s intercelularnymi
mostikmi a extracelularnou keratinizaciou (B).

Imunohistochemicky bolo 16 pripadov difuzne pl6-pozitivnych (72,7%)
(Obr. 12). Origo vSetkych pl6-pozitivnych metastaz bolo identifikované
v orofaryngu a ziadna metastaza s extrafaryngedlnym origom nebola pl6-
pozitivna. Oba pripady s neznamym origom boli tieZ pl6-pozitivne. High-risk
HPV typy boli dokdzané v 15 zo 16 pl6-pozitivnych pripadov. V jednom p16-
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pozitivnom pripade nebolo mozné PCR vyhodnotit’ a pritomnost HPV bola
dokézand pomocou in situ hybridizacie. Pritomnost’ high-risk HPV teda bola
dokézand vo vSetkych pl6-pozitivnych pripadoch. EBER in situ hybridizacia
bola pozitivna (vzdy v 100% nadorovych buniek) v troch zo Siestich p16/HPV-
negativnych pripadov (Obr. 13). Origo vo vSetkych troch pripadoch bolo
potvrdené v nazofaryngu. Origo vo zvysSnych troch pl6/HPV negativnych
pripadoch bolo potvrdené v plicach (2x) a na kozi vonkajSieho zvukovodu.
Klinicko-patologické charakteristiky stiboru st zhrnuté v Tabulke 1.

Obrazok 12 - Cystickd metastiza HPV-asociovaného nekeratinizujiceho
karcinomu s difuznou silnou imunohistochemickou p16 pozitivitou.

Obrazok 13 - EBER in situ hybridizacia — difizna pozitivita v cysticke;j
metastaze EBV-asociovan¢ho nekeratinizujiceho nazofaryngealneho
karcindmu.
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Tabulka 1. Klinicko-patologické charakteristiky siboru

Vek a Lokalizacia a histolégia Origo P16 | HPV HPV | EBERI1 Liec¢ba Follow-up
pohlavie PCR ISH | /EBV
PCR
1 57/M krk lateralne, NKSCC Nezname + HPV16 | N N - NED, 3 roky
2 67/7 krk lateralne, NKSCC Baza + HPV16 | N N RT, CHT Nedavny
jazyka pripad
3 67/2 krk lateralne, NKSCCM BJ + NA + N Res, RT NED, 4 roky
4 46/7 krk lateralne, NKSCC Tonzila + HPVI16 | N N TE, RT, NED, 4 roky
CHT
5 51/M krk lateralne, KSCC, Zvukovod - - N -/- Res, RT, NED, 4 roky
dobre diferencovany CHT
6 62/M krk lateralne, NKSCC Nazofarynx | - - N EBER + | RT, CHT DWRD, 8
/N mesiacov
7 | 62/7 krk lateralne, NKSCC Tonzila + HPV16 | N N TE, RT, NED, 6
CHT rokov
8 | 61/M krk lateralne, NKSCC Tongzila + HPV16 | NA N Res, RT NED, 7
rokov
9 57/M krk lateralne, NKSCCM Baza + HPV16 | N N Res, RT, NED, 6
jazyka CHT rokov
10 | 50/M supraklavikularne, KSCC, | Pltca - - N -/- RT DOMD, 1
dobre diferencovany rok
11 | 55/Z submandibularne, NKSCC | Baza + HPV16 | N N Res, RT, DOMD, 1
jazyka CHT rok
12 | 39/Z krk lateralne, NKSCC Nazofarynx | - - N EBER+ | NEZ NEZ
/N
13 | 55/M krk lateralne, NKSCCM Tongzila + HPV16 | N N TE, RT NED, 9
rokov
14 | 63/M krk lateralne, nizko Pl'ica - - N NA/ CHT DOMD, 1
diferencovany SCC PCR + year
s loziskovou
keratinizaciou
15 | 71/M krk lateralne, NKSCC Tongzila + HPV16 | N N TE, RT NED, 13
rokov
16 | 62/M krk lateralne, NKSCC Tonzila + HPVI16 | N N TE, RT NED, 15
rokov
17 | 58/M Submandibularne, Nezname + HPV16 | NA N RT, CHT NED, 16
NKSCCM rokov
18 | 74/M krk lateralne, NKSCC Baza + HPVI16 | N N Res, RT, DOUC, 6
jazyka CHT rokov
19 | 54/7 preaurikularne, KSCC Tonzila + HPV16 | N N TE, RT, NED, 4 roky
CHT
20 | 73/Z preaurikularne, NKSCCM | Tonzila + HPV35 | N N TE, RT NED, 2 roky
21 | 39/2 krk lateralne, NKSCC Tonzila + HPVI16 | N N TE, RT Nedéavny
pripad
22 | 61/M krk lateralne, NKSCC Nazofarynx | - - ND EBER + CHT AWRD, 8
/N rokov
NKSCC - nekeratinizujuci skvamocelularny karcinom, NKSCCM — nekeratinizujuci skvamocelularny karcinom s

maturdciou, KSCC - keratinizujuci skvamocelularny karcinom, NA — neanalyzovatelné, N — nevykonané, NEZ — nezname,
Res —resekcia nadoru, RT- radioterapia, CHT — chemoterapia, TE — tonzilektomia, NED — bez znamok ochorenia (no
evidence of disease)) AWRD — nazive s rezidualnym ochorenim (alive with residual disease)) DWRD- umrtie s rezidudlnym
ochorenim (died with residual disease)) DOMD — umrtie s metastatickym ochorenim (died of metastatic disease), DOUC —

umrtie z inej priciny (died of unrelated cause)
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5.2.5. Diskusia

Metastazy z neznameho origa tvoria signifikantny podiel malignit oblasti
hlavy a krku - predstavuji 3 - 9 % vSetkych malignit tejto oblasti a vo vicSine
pripadov sa histologicky jednd o SCC (53 - 90 %) [Layfield et al. 2007, Park et
al. 2010, Strojan et al. 2013, Arrangoiz et al. 2014]. Solitdrne cystické metastazy
moézu klinicky, radiologicky a dokonca aj histologicky napodobovat’ benignu
branchiogénnu cystu, pretoze metastaticky epitel ma Casto blandny vzhlad,
pripominajici normalny epitel tonzildrnych krypt [Cinberg et al. 1982, Flanagan
et al. 1994, Thompson et al. 1998, Regauer et al. 1999, Gourin et al. 2000,
Pietarinen-Runtti et al. 2010, Zhang et al. 2014]. Az 22% cyst, ktoré su klinicky
povazované za benigne je histologicky diagnostikovanych ako cysticka
metastaza skvamocelularneho karcinomu [Cinberg et al. 1982, Granstrom et al.
1989, Flanagan et al. 1994, Gourin et al. 2000, Pietarinen-Runtti et al. 2010].
Incidencia malignity v cystickych krénych léziach je eSte vySSia u pacientov
star§ich ako 40 rokov (az do 80%) apreto viaceri autori u tychto pacientov
doporucuju vylucit' okultné primarne loZisko karcinomu eSte pred samotnou
resekciou cysty [Granstrom et al. 1989, Flanagan et al. 1994, Gourin et al. 2000,
Zhang et al. 2014]. Samotny vek vSak nemusi byt vhodnym kritériom na
odliSenie benignych a malignych krénych cyst, ked’Zze vek vyskytu cystickych
metastaz a branchiogénnych cyst sa vzajomne prekryva [Gourin et al. 2000]. Pri
vySetrovani pacientov so suspektnou metastdzou z neznameho origa sa
nedoporucuje otvorena chirurgickd biopsia 1ézie pre potencidlne riziko
diseminacie nadorovych buniek, naruSenie fascii a lymfatickej drendze, ¢o v
kone¢nom désledku modze viest' k nutnosti pouZitia agresivnejSej pooperacnej
radioterapie [Arrangoiz et al. 2014]. Doporuceny diagnosticky postup pozostava
z klinického a endoskopického vySetrenia sliznic horného aerodigestivneho
traktu, radiologického vySetrenia a tenkoihlovej bioipsie (FNAB) [Balm et al.
2010, Arrangoiz et al. 2014, Strojan et al. 2013].

Cystickd metastdza v krénej lymfatickej uzline, naymd ak ma typicka
histomorfoldégiu nekeratinizujiceho SCC, ktory rekapituluje morfologiu
tonzilarneho kryptalneho epitelu je vysoko sugestivna pre lokalizaciu
primarneho loziska v orofaryngu [Thompson et al 1998].
NajpravdepodobnejsSim zdrojom metastazy je Casto maly a klinicky okultny
karcinom podnebnej mandle alebo bazy jazyka [Granstrom et al. 1989, Flanagan
et al. 1994, Verma et al. 1995, Thompson et al. 1998, Regauer et al. 1999,
Gourin et al. 2000, Goldenberg et al. 2008, Morani et al. 2013, Yasui et al.
2014].

Imunohistochemickd expresia proteinu pl6é je casto pouZivana ako
nahradny marker high-risk HPV infekcie v orofaryngedlnych karcindémoch
[Venuti et al. 2012]. Pozitivna expresia pl6 vSak ani zd’aleka nie je Specificka
pre HPV-asociovany orofaryngeédlny karcindm (vid’ kapitola 3). Preto je na
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podporenie predpokladaného orofyrangeéalneho origa v pripade cystickej krénej
metastazy potrebnd detekcia pritomnosti HPV (vid’ kapitola 4). Viaceré Stadie
potvrdili, Ze pozitivny dokaz HPV v pl6-pozitivnej krénej cystickej alebo
solidnej metastdze skvamoceluldrneho karcindbmu predpovedd origo
v orofaryngu [Begum et al. 2003, El-Mofty et al. 2008, Weiss et al. 2011, Park
et al. 2012, Yasui et al. 2014]. V zhode s publikdciami ostatnych autorov sme v
nasej Studii potvrdili pdvod vsetkych p16/HPV-pozitivnych cystickych metastaz
v orofaryngu. NavySe, u oboch pacientov, u ktorych klinicky primarny nador
najdeny nebol mozno predpokladat’, ze sa jednalo o metastazujuci karcindém
orofaryngu, kedze iSlo o pl6/HPV pozitivne nadory a obaja pacienti mali
priaznivy priebeh ochorenia, v jednom pripade dokonca bez akejkol'vek
onkologickej liecby.

Nie vSetky cystické metastazy skvamocelularneho karcindmu v oblasti
hlavy a krku vSak pochéadzaji z orofaryngu (vid’ kapitola 3) a nie vSetky
metastazy orofaryngedlnych SCC maju typicki morfologiu [Thompson et al.
1998, Regauer et al. 1999]. Prevalencia krénych cystickych metastaz z non-
orofaryngeélneho origa je v sucasnosti neznama. Pdvod cystickych metastaz
v oblasti nazofaryngu bol doposial popisany iba v niekol'kych malo pracach
[Gourin et al. 2000, Regauer et al. 1999, Verma et al. 1995, Zhang et al. 2014].
V najvacsej Studii krénych  cystickych  metastaz  tvorili  metastazy
nazofaryngealneho karcinomu 8% (11 zo 136 pripadov) [Thompson et al. 1998].
V naSej studii (s omnoho mensim suborom pacientov) tvorili cystické metastazy
non-orofaryngealnych karcindbmov az 30%, pricom 15% (3 pripady z 20 so
znamym origom) tvorili metastazy nazofaryngealneho karcinomu. Hlavnym
etiologickym faktorom nazofaryngedlneho karcindmu, najmd v endemickych
oblastiach a v nazofaryngealnych karcinomoch nekeratinizujuceho typu je
infekcia EBV [Petersson et al. 2015]. Asociacia EBV s nazofaryngealnym
karcindbmom vSak nie je takd silnd v non-endemickych oblastiach [Westra et al.
2015, Petersson et al. 2015]. NavySe, niekolkych Stadidch bola v Casti
nazofaryngedlnych karcinomov dokézand pritomnost HPV, ¢&o robi
z nazofaryngealneho karcinomu dal§i potencidlny zdroj p16/HPV-pozitivnych
cystickych metastaz [Tyan et al. 1993, Hording et al. 1994, Giannoudis et al.
1995, Rassekh et al. 1998, Punwaney et al. 1999, Tung et al. 1999, Mirzamani et
al. 2006, Maxwell et al. 2010b, Lo et al. 2010, Laantri et al. 2011, Huang et al.,
2011, Deng et al. 2011, Barwad et al. 2012, Singhi et al. 2012, Robinson et al.
2013, Lin et al. 2014, Dogan et al. 2014, Stenmark et al. 2014]. Udavana HPV-
pozitivita v nazofaryngealnom karcinome je vSak znacne variabilna (v rozmedzi
0-100%) a je zavisla od Studovanej populacie a pouzitej metodiky na detekciu
HPV. Aku tlohu v patogenéze nazofaryngealneho karcindmu ma infekcia HPV
v stCasnosti nie je uplne jasné. V naSej §tudii 64 pacientov s nazofaryngealnymi
karcindbmami sme dokézali pritomnost’ transkripcne aktivnej HPV infekcie iba
v jedinom pripade (vid kapitola 6). Pravdepodobnost, ze HPV pozitivna
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cystickd metastdiza ma povod v nazofaryngedlnom karcinome je preto,
minimdlne v nasej populécii, vel'mi nizka.

5.2.6. Zaver

V retrospektivnej S$tadii sme potvrdili, Ze vic¢Sina cystickych metastaz
skvamocelularneho karcindmu v oblasti hlavy a krku je aj v nasSej populacii
asociovand s klinicky  okultnym  HPV-asociovanym  orofaryngedlnym
karcinbmom. Pridanie testu na dokaz EBV (EBER in situ hybridizacia)
v pripade pl16/HPV-negativnej cystickej metastazy mdze v malej Casti pripadov
odhalit’ origo v nazofaryngu. Skvamocelularne karcindmy inych oblasti (pl'uca,
koZa) sa mdZu vzacne prezentovat’ cystickymi metastdzami na krku.
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6. HPV aEBV vnazofaryngealnom karcinome v non-endemicke;j
vychodoeurdpskej populacii

6.1. Ciele prace

Nazofaryngealny karcinom (NPCa) je castd malignita v niektorych
Gastiach sveta (Juhovychodna Azia, Stredny vychod, Severna Afrika, Arktida),
s ro¢nou incidenciou v niektorych oblastiach az 1:4000 [Thompson 2007, Liu et
al. 2007, Carle et al. 2012, Petersson 2015]. V karcinogenéze nazofaryngealneho
karcindbmu hra doélezitd ulohu Epstein-Barrovej virus (EBV). U pacientov z
endemickych oblasti mozno EBV dokazat v 80-100% pripadov a to najmd v
nazofaryngealnych karcindbmoch nekeratinizujuceho typu [Perez-Ordofiez B
2007, Petersson 2015, Tsao et al. 2015]. Na rozdiel od endemickych oblasti je
nazofaryngedlny karcindbm vzicny v ,zapadnych” populdcidch a non-
endemickych oblastiach, s ro€nou incidenciou < 1 na 100,000. Asociacia s EBV
v krajinach s nizkou incidenciou a v keratinizujucich nazofaryngeéalnych
karcindmoch nie je taka silnd ako v endemickych oblastiach [Westra et al. 2015,
Petersson et al. 2015]. NavySe, pocetné Studie z endemickych aj non-
endemickych oblasti zistili, Ze by v karcinogenéze casti nazofaryngealnych
karcinomov mohla zohravat’ ulohu infekcia HPV [Tyan et al. 1993, Hording et
al. 1994, Giannoudis et al. 1995, Rassekh et al. 1998, Punwaney et al. 1999,
Tung et al. 1999, Mirzamani et al. 2006, Maxwell et al. 2010b, Lo et al. 2010,
Laantri et al. 2011, Huang et al., 2011, Deng et al. 2011, Barwad et al. 2012,
Singhi et al. 2012, Robinson et al. 2013, Lin et al. 2014, Dogan et al. 2014,
Stenmark et al. 2014].

Nazofaryngealny karcindm je radiosenzitivny tumor a radioterapia je
Standardnou sucastou terapie vo vSetkych Stddidch lokalneho ochorenia [Tsang
et al. 2014, Lee et al. 2015]. Viac ako 30% pacientov vSak ma po inicidlnej
lieCbe lokoregiondlnu rekurenciu alebo distantné metastazy. Lokalne pokrocilé
ochorenie je liecené kombinovanou chemoradioterapiou a metastatatické
ochorenie paliativnou chemoterapiou. Celkové prezivanie pri rekurencii
ochorenia je vSak nizke, prognoza je zlad a liecba je asociovana s toxicitou
[Tsang et al. 2014, Hutajulu et al. 2014, Lee et al. 2015, Ribassin-Majed et al.
2016].

Progndza, terapeutické postupy a preventivne opatrenia by sa v
budiicnosti mohli 1isit’ podla toho, ¢i sa jedna o nazofaryngealny karcinom ktory
je HPV-asociovany, EBV-asociovany, alebo bez asociécie s virusom. Napriklad,
pritomnost EBV vo vSetkych nadorovych bunkach v EBV-asociovanych
karcindbmoch poskytuje unikatnu prilezitost’ pre cielenu lieCbu zamerani na
EBV (napr. imunoterapia, epigenetickd liecba) [Louis et al. 2010, Li et al. 2015,
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Lee et al. 2015]. HPV-asociovanym nazofaryngedlnym karcinbmom by sa
mohlo predist ockovanim. Stanovenie pritomnosti EBV alebo HPV v
nazofaryngedlnom karcindbme tak v budicnostti mdze byt dolezitym
prediktivnym a prognostickym parametrom.

Nazofaryngealny karcindbm je v slovenskej a Ceskej populacii vzacne
ochorenie so Standardizovanou incidenciou <1 na 100,000 obyvatel'ov (Graf
¢.11) [Dusek et al. 2005, Diba et al. 2015]. Asocidcia nazofaryngealneho
karcindbmu s EBV a HPV je v Ceskej a slovenskej populécii v podstate nezndma.
V retrospektivnej $tadii sme preto vySetrili pritomnost HPV a EBV v stibore
ceskych a slovenskych pacientov s nazofaryngealnym karcinomom.

Za ucelom porovnania nasich vysledkov s literarnymi tdajmi a aby sme
zistili ¢1 ma metodika detekcie HPV vplyv na popisovant incidenciu HPV-
asociovan¢ho nazofaryngealneho karcindomu sme vykonali metaanalyzu Studii,
ktoré¢ udavali zastipenie EBV-pozitivnych nazofaryngedlnych karcinémov,
HPV-pozitivnych karcinomov detekovanych PCR vySetrenim a HPV-
pozitivnych karcindbmov detekovanych pl6 vySetrenim v bielej (kaukazskej)
populécii.

Graf &.11 - Casovy vyvoj hrubej incidencie (podet novych pripadov na 100,000
obyvatel'ov) a mortality nazofaryngealneho karcinomu v Ceskej republike
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6.2. Material a metodika

6.2.1. Vyber pacientov, histologické a imunohistochemické vySetrenie

Pacienti s nazofaryngedlnym  karcinbmom  boli  identifikovani
v databazach patologickych oddeleni dvoch slovenskych nemocnic terciarneho
typu (FN J.A. Reimana PreSov a Univerzitnd nemocnica L. Pasteura KoSice) a
privatnej patologie (Medicyt s.r.o. KoSice), pokryvajuce velku ¢ast’ diagnostiky
nadorov hlavy a krku vychodného Slovenska (dokopy 41 pripadov), FN Hradec
Kralové (19 pripadov), a v registri nadorov slinnych zliaz a hlavy a krku
(Biopticka laboratot s.r.o. Plzeni, 2 pripady). Spolu bolo identifikovanych 61
pripadov diagnostikovanych v rokoch 1997-2014. Na potvrdenie diagndzy boli
zrevidované vSetky dostupné hematoxylin-eozinové preparaty. Nadory boli
klasifikované do dvoch skupin: (i) nekeratinizujici SCC (vratane
diferencovaného a nediferencovaného variantu) a (ii) keratinizujuci SCC. Dalsie
vzacne podtypy SCC (napr. bazaloidny, sarkomatoidny, adenoskvamoézny atd’.)
sa v suibore nevyskytovali.

Na imunohistochemické vySetrenie bol z kazdého pripadu vybrany jeden
reprezentativny parafinovy blok a bolo vykonané imunohistochemické
vySetrenie protilatkou p16 postupom ako bolo uvedené v kapitole 5.2.1.

6.2.2. PCR vySetrenie a in situ hybridizacia

VySetrenie bolo vykonané rovnakym postupom ako bolo uvedené
v kapitolach 5.2.2. a 5.2.3.

6.2.3. Metaanalyza

Stadie  ktoré reportovali HPV  aziroven aj EBV  status
v nazofaryngealnych karcindbmoch boli identifikované vyhladdvanim na
strinkach MEDLINE/PubMed pouzitim rdéznych kombinacii klicovych slov
,nasopharyngeal carcinoma®, ,human papillomavirus* a , Epstein-Barr virus®.
Dalsie relevantné prace boli identifikované medzi referenciami v najdenych
publikdcidch. Na odhad prevalencie EBV-asociovaného nazofaryngealneho
karcinomu v kaukazskej populacii boli do metaanalyzy zahrnuté vSetky Studie,
ktoré¢ udavali velkost' suboru a zastupenie EBV-pozitivnhych karcindmov
v kaukazskej populacii. Prevalencia HPV-pozitivnych karcindbmov bola
stanovena samostatne pre PCR-definovani HPV pozitivitu a HPV pozitivitu
definovanti pomocou p16/in situ hybridizacie.
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Prevalencia EBV a HPV-pozitivity u nazofaryngealnych karcinémov bola
odhadnuta pomocou meta-analyz s pouzitim modelov "fixed-effects" a "random
effects" implementovanych v SW MedCalc pre Windows, verzia 15.6 (MedCalc
Sofware, Ostend, Belgium). "Fixed-effects" model je zaloZzeny na predpoklade,
ze jednotlivé Stadie poukazuji na spolocny skutocny efekt odhadovany
pomocou sumarizacie dat, kym '"random effects" model predpoklada,
ze skutocné efekty sa v jednotlivych stadiach odliSuju a ze sumarny efekt je
vazenym priemerom hodnot zistenych v jednotlivych Stadiach. Prevalencie z
jednotlivych Stadii a odhady suhrnnych efektov st prezentované spolu s
hodnotami CI95 pomocou lesnych grafov, kde velkost’ znaciek zodpoveda
vazenému vplyvu jednotlivych Studii. Zhoda prevalencii medzi jednotlivymi
Studiami zahrnutymi do meta-analyz bola testovana s pouzitim Statistik Cochran
Q a I2. V pripadoch, kedy bola pritomna heterogenita, sa na interpretaciu
vysledkov meta-analyz pouzili modely "random-effects".

Na zhodnotenie Statistickej vyznamnosti rozdielov v prevalencii HPV
a EBV medzi muzmi aZenami bol pouzity Fisherov exaktny test. Na
zhodnotenie Statistickej vyznamnosti rozdielov priemerného veku medzi muzmi
a zenami a medzi EBV-pozitivnymi a EBV-negativnymi pacientmi bol pouzity
Welchov t-test. VSetky p-hodnoty st dvojstranné a rozdiely st povazované za
signifikantné ak je hodnota p < 0,05.

6.3. Vysledky

Stbor tvorilo 62 pacientov, 13 Zien a 49 muzov vo veku 46 az 81 rokov.
Priemerny vek v Case diagndézy bol 64,2 rokov (medidan 63 rokov). 61
karcinobmov (98,4%) malo morfologiu nekeratinizujaiceho SCC. Jediny
karcindbm mal morfolégiu keratinizujiceho SCC. Imunohistochemicky bol iba
jeden pripad pl6 pozitivny (1,6%). Pritomnost HPV v tomto pripade bola
dokdazand pomocou DNA in situ hybridizicie a PCR anylyza potvrdila
pritomnost HPV18. Morfologicky sa jednalo o nekeratinizujuci typ SCC.
Reviziou radiologickych ndlezov bola potvrdena lokalizdcia nadoru
v nazofaryngu. ZvySnych 61 pripadov bolo pl6-negativnych (3 pripady
vykazovali fokalnu expresiu v <70% buniek). VSetky pl6-negativne pripady
boli zaroven HPV negativne pri vySetreni DNA in situ hybridizaciou aj
pomocou PCR.

EBER in situ hybridizacia bola pozitivna vo vSetkych néadorovych
bunkéch v 53 pripadoch (85,5%). HPV-pozitivny pripad bol EBER-negativny.
HPV/EBYV status vSetkych pripadov a demografické charakteristiky stiboru st
zhrnuté v Tabul'ke 2 a Tabulke 3.
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Tabulka 2 - Demografick¢é a klinickopatologické charakteristiky suboru

pacientov

Muzi Zeny P-hodnota
N 49 13
Priemerny vek +SD 45,5+13,6 53.5+18,4 0.18
P16-pozitivne 0 1
P16-negativne 49 12 0.21
HPV ISH-pozitivne 0 1
HPV ISH-negativne 49 12 0.21
EBER-pozitivne 43 10
EBER-negativne 6 3 0.38

Tabulka 3 - Histologicky podtyp a HPV/EBV status 62 nazofaryngealnych
karcinomov

WHO typ EBV-pozitivne | HPV-pozitivne EBV/HPV-negativne
Keratinizujtci 0 0 1 (1,6%)
Nekeratinizujtci 53 (85,5%) 1 (1,6%) 7 (11,3%)

Muzski pacienti mali niz§i priemerny vek v Case diagnozy ako Zeny
a vySSie zastipenie EBV-pozitivnych karcindmov, tieto rozdiely vSak neboli
Statisticky vyznamné. EBV-negativni pacienti vSak boli star$i (priemerne 61,6
rokov) ako EBV-pozitivni (50,2 rokov) atento rozdiel bol Statisticky
signifikantny (p=0,0298).

Zhrnutie publikacii  ktoré zodpovedali vyhladavacim  kritéridm
(popisujuce vyskyt HPV aj EBV-asociovanych nazofaryngealnych karcindbmov
v ramci jednej publikacie) je v Tabulke 4. Cast’ tychto ¢lankov, ktoré popisovali
vyskyt EBV a HPV-asociovanych karcinomov v kaukazskej populéacii bola
pouzita na d’alSie spracovanie metaanalyzou.

Metaanalyzou oOsmych Stadii, ktoré popisovali EBV-pozitivitu
v nazofaryngeadlnom karcindme bola odhadnutd prevalencia EBV-pozitivnych
karcinomov v kaukazskej populacii na ~42% (Tabul’ka 5 a Graf ¢.12). Nami
zistena EBV-pozitivita v 85,5% nazofaryngealnych karcinomov sa od tohto ¢isla
signifikantne 1i8i a je skor podobna prevalencii v endemickych oblastiach.

Metaanalyza piatich Stadii, ktoré popisovali HPV-pozitivitu definovani
pomocou PCR vysSetrenia (Graf 13) a Styroch stadii, ktoré popisovali HPV-
pozitivitu  definovani pomocou pl6/in situ hybridizacie (Graf 14)
v nazofaryngealnych karcindbmoch u pacientov kaukazskej rasy dokazala
signifikantnti heterogenitu medzi $tadiami s I* hodnotou >75% a p-hodnotami

57



0,0018

a 0,0001.

Skutocné

zastipenie

v kaukazskej populacii preto nemoze byt odhadnuté.

HPV-pozitivnych  karcindbmov

Tabulka 4 - Prehlad ¢lankov popisujicich HPV a zaroven EBV status
v nazofaryngeéalnych karcindmoch v ramci jednej publikécie

Autor Pocet pripadov (typ Metodiky detekcie EBY potzitivita (%) HPYV pozitivita (%)
populacie) EBV/HPV
Tyan 1993 30 (Vychodna PCR/PCR 30/30 (100) 14/30 (47)
Azia/Taiwan)
Herding 38 (23 Dani, 15 Inuiti) PCR/PCR 10/23 (45) Danov 4/15 (27) Dénov
1994 15/15 (100) Inuitov 0/15 (0) Inuitov
Giannoudis | 63 (Gréci) PCR/PCR 20/63 (32) 12/63 (19)
1995
Rassekh 17 (neznama) PCR/PCR 15/17 (88.2) 9/17 (52.9)
1998
Punwaney 30 (6 kaukazska, 1 ¢insko- PCR/PCR 10/13 (77) celkovo 7/30 (23) celkovo
1999 americka, 23 5/6 (83) kaukazska 3/6 (50) kaukazska
korejska/Cinska) 5/7 (71) azijska 4/24 (17) azijska
Tung 1999 88 (Vychodni Azia/Cina) PCR/PCR 73/88 (83) 45/88 (51)
Mirzamani 20 (Zapadna Azia/ Iran) ISH/ISH 19/20 (95) 2/20 (10) HPV 6/11
2006 2/20 (10) HPV 16/18
Maxwell 5 (4 kaukazska, 1 azijska) ISH/PCR, p16 IHC 0/4 (0) kaukazska 4/4 (100) kaukazska
2010° 1/1 (100) azijska 0/1 (0) azijska
Lo 2010 30 (19 kaukazska + 5 ISH/ISH, PCR, p16 14/28 (50) 15/28 (54)
4zijska + 6 ind) THC
Laantri 70 (Severna Afrika PCR/PCR 70/70 (100) 24/70 (34)
2011 /Maroko)
Huang 2011 | 43 (PCR skupina) + 46 ISH, PCR/ISH, PCR 43/43 (100) PCR skupina 15/42 (35) PCR skupina
(ISH skupina) (Vychodna 43/46 (94) ISH skupina 19/46 (41) ISH skupina
Azia/Taiwan)
Singhi 2012 | 45 (20 kaukazska, 11 ISH/ISH, p16 IHC 34/45 (76) celkovo 4/45 (9) celkovo
azijska, 11 afroamericka, 2 10/20 (50) kaukazska 4/20 (20) kaukazska
Stredny Vychod, 1 11/11 (100) azijska
hispanska) 10/11 (91) afroamericka
2/2 (100) Stredny Vychod
1/1 (100) hispanska
Robinson 67 (34 kaukazska, 17 ISH/ ISH, PCR, p16 47/67 (70) celkovo 11/67 (16) celkovo
2013 azijska, 14 afroamericka, 2 IHC 17/34 (50) kaukazska 9/34 (26) kaukazska
severoafrickd) 16/17 (94) azijska 2/14 (14) afroamericka
12/14 (86) afroamericka
2/2 (100) severoafrickd
Lin 2014 86 4zijska/Cina, 108 ISH, PCR/ISH, PCR, | 83/86 (97) ¢inska 0/86 (0) ¢inska
americka (77 éazijska, 25 pl6 IHC 93/104 (89) americka 5/104 (5) americka
kaukazska, 2 afroamericka, 74/74 (100) azijska 5/24 (21) kaukazska
3 hispanska, 1 neznama) 14/24 (58) kaukazska
2/2 (100) afroamericka
3/3 (100) hispanska
0/1 (0) neznama
Dogan 2014 | 90 (56 kaukazska, 4 ISH/ISH, p16 IHC 53/92 (58) 6/63 (10) vsetci kaukazska
afroamericka, skupina
1981-2012; neznama pre
skupinu 1956-1971)
Stenmark 61 (45 kaukazska, 9 ISH/PCR, p16 IHC 26/61 (43) celkovo 18/61 (30) celkovo
2014 afroamericka, 5 azijska, 2 16/45 (36) kaukazska 17/45 (38) kaukazska

Stredny Vychod)

5/9 (56) afroamericka
4/5 (80) azijska
1/2 (50) Stredny Vychod

1/9 (10) afroamericka
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Tabulka 5 - Zastipenie EBV-pozitivnych nazofaryngeédlnych karcinomov v
kaukazskej populacii

Studia Standardn | Zastipenie EBV | 95% CI
a odchylka | pozitivnych

pripadov

(%)
Hording, 1994 23 43.5 23.2-65.5
Giannoudis, 1995 63 31.7 20.6 - 44.7
Punwaney, 1999 6 83.3 359-99.6
Maxwell, 2010 4 0.00 0.00 - 60.2
Singhi, 2012 20 50.0 272-72.8
Robinson, 2013 34 50.0 32.4-67.6
Lin, 2014 24 583 36.6-77.9
Stenmark, 2014 45 35.6 21.9-51.2
Celkovo (fixed effects) 219 41.9 354 -48.6
Celkovo (random effects) 219 43.8 33.4-54.5

Graf ¢.12 - Metaanalyza prevalencie EBV pozitivity v nazofaryngealnom
karcinome v kaukazskej populacii

Meta-analysis

Hording, 1994 B
Giannoudis, 1995 ——
Punwaney, 1999 ]
Maxwell, 2010 »
Singhi, 2012 —_—a— .
e Test for heterogeneity
Robinson, 2013 —
Lin, 2014 RN S _
Stenmark, 2014 —a— Q 16.2669
DF 7
Total (fixed effects) - Significance level P=0.0228
Total (random effects) —~l— I? (inconsistency) 56.97%
L L. L . ‘ L L 95% CI for I* 5.41 to 80.42
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Proportion

59



Graf ¢. 13 - Metaanalyza prevalencie HPV pozitivity v nazofaryngedlnom
karcinome v kaukazskej populacii detekovanej pomocou PCR

Meta-analysis

Hording, 1994 _—
Giannoudis, 1995 ——
Punwaney, 1999 =
Test for heterogeneity
Maxwell, 2010
Lin, 2014 — .
Q 17.1450
Total (fixed effects) <> DF 4
Total (random effects) e Significance level P =0.0018
. | | | | | I? (inconsistency) 76.67%
0.0 02 04 06 08 1.0 95% CI for I 43.26 to 90.41

Pronartion

Graf ¢. 14 - Metaanalyza prevalencie HPV pozitivity v nazofaryngealnom
karcinome v kaukazskej populacii detekovanej pomocou p16/in situ hybridizacie

Meta-analysis
Maxwell, 2010 -
Singhi, 2012 ——
Robinson, 2013 —
Test for heterogeneity
Dogan, 2014 E =
21.2752
Total (fixed effects) <> Q
DF 3

Total (random effects) —el— Significance level P =0.0001

T N T R I? (inconsistency) 85.90%

0.0 02 0.4 08 0.8 10 95% CI for I? 65.47 t0 94.24
Proportion

6.4. Diskusia

Doélezitymi etiologickymi faktormi nazofaryngealneho karcinomu st
environmentalne karcinogény, napr. nitrozaminy a polycyklické uhlovodiky
vyskytujice sa v potravindch konzervovanych pomocou soli, fajéenie, rézne
chemické vypary (napr. formaldehyd) a vypary vznikajice pri vareni
v podmienkach s nedostato¢nou ventilaciou, priemyselny prach, nazilne oleje
ardzne bylinkové preparity pouzivané v alternativnej medicine. Pacienti
surCitymi HLA haplotypmi maji zvySené riziko vzniku nazofaryngealneho
karcindbmu [Thompson 2007, Liu et al. 2007, Perez-Ordofiez 2007, Petersson
2015]. Hlavnym etiologickym faktorom je vSak infekcia EBV ato najmi
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v endemickych oblastiach (Juhovychodna Azia, juzné oblasti Ciny, Stredny
vycjod a Severna Afrika, Arktida) a karcindmoch nekeratinizujuceho typu.
Asociacia NPCa s EBV vSak nie je takd vyrazna v non-endemickych oblastiach
a v karcinomoch s variantnou morfologiou. Navyse, viaceré Studie naznacuja, Ze
v karcinogenéze casti nazofaryngealnych karcindmov mdéze zohravat® ulohu
infekcia HPV [Tyan et al. 1993, Hording et al. 1994, Giannoudis et al. 1995,
Rassekh et al. 1998, Punwaney et al. 1999, Tung et al. 1999, Mirzamani et al.
2006, Maxwell et al. 2010b, Lo et al. 2010, Laantri et al. 2011, Huang et al.,
2011, Deng et al. 2011, Barwad et al. 2012, Singhi et al. 2012, Robinson et al.
2013, Lin et al. 2014, Dogan et al. 2014, Stenmark et al. 2014]. Reportovana
HPV-pozitivita v nazofaryngealnych karcindémoch je vSak znaéne variabilna
(4daje v rozmedzi 0-100%).

Ulelom metaanalyz bolo odhadnit podiel HPV-pozitivnych
nazofaryngealnych karcindmov v kaukazskej populacii a zistit’ ¢i za rozdiely
v uddvanej HPV-pozitivite je zodpovednd metodika dokazu HPV.
Metaanalyzami (pouzitim ,random efects modelu) bolo zistené, ze HPV-
pozitivne karcindmy detekované pomocou PCR metodiky tvoria 36.1% (CI95:
16.9-58.0%) a HPV-pozitivne karcinomy detekované pomocou pl6/in situ
hybridizacie tvoria 31.7% (10.7-57.6%). KedZe obe Studované skupiny
publikacii vykazovali vyrazni heterogenitu (I* > 75% pre obe metaanalyzy),
vysledky naznacuju, Ze existuji dve alebo viaceré subpopulacie, vzajomne sa
liSiace vyznamom HPV v karcinogenéze nazofaryngealneho karcinomu.
Zastipenie HPV-pozitivnych karcinomov detekovanych réznymi postupmi je
vSak vel'mi podobné. Za rozdiely v reportovanej] prevalencii HPV preto
pravdepodobne nie je zodpovena metodika detekcie HPV, ale za rozdiely
v prevalencii budu zodpovedné iné faktory, akymi je napr. etnicita Studovanej
populacie alebo obdobie v ktorom bola Stadia vykonana. Vysledky naSej Stadie
naznacuju, ze v naSej populdcii infekcia HPV nezohrava vyznamnu ulohu
v patogenéze nazofaryngealneho karcindmu a pritomnostou EBV v 85,5%
pripadov sa nas§ subor podoba skor na pacientov z endemickych oblasti. Tento
zaver (aj ked vychddza z relativne malého suboru pacientov) ma prakticky
vyznam v tom, ze v pripade HPV-pozitivne] metastazy s nezndmym origom je
povod metastazy v nazofaryngu malo pravdepodobny a diagnostiku/lieCbu je
nutné zamerat’ na oblast’ orofaryngu. Vac¢sina naSich pacientov by navySe bola
vhodnymi kandidatmi na nové sposoby lieCby, zacielené prave na EBV. Zaroven
je mozné vacSinu pacientov pocas liecby monitorovat’ kvantitativnym
vySetrenim pritomnosti EBV DNA v periférnej krvi [Petersson 2015].

Prognosticky vyznam HPV-pozitivity v nazofaryngedlnych karcindmoch
je na rozdiel od karcindbmov orofaryngu nezndmy. Huang a spol. dokéazali HPV
v 35% nazofaryngealnych karcindmov, ale nezistili ziadnu asocidciu medzi
HPV-pozitivitou a Stddiom ochorenia, rekurenciuami ani celkovym preZivanim
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[Huang et al. 2011]. Robinson a spol. dokazali HPV-pozitivitu v 16% pripadov a
HPV-status nebol asociovany s celkovym prezivanim [Robinson et al. 2013].
V dalSej stadii porovnavajucej dve populacie (bieli americania vs. ¢inski
pacienti) bola HPV-pozitivita zistena iba v piatich zo 105 americkych pripadov
(¢inski pacienti boli vSetci HPV-negativni) aopdt nebola asociovana
s progndzou. Americki pacienti s EBV-negativnymi karcindmami vSak
vykazovali trend k horSiemu prezivaniu [Lin et al. 2014]. V stadii Dogana
aspol. bolo HPV-pozitivnych 9 z90 karcindbmov (3 ale zasahovali do
orofaryngu). Celkové prezivanie HPV-pozitivnych pacientov sa neliSilo od
HPV-negativnych. EBV/HPV negativni pacienti v§ak mali signifikantne kratsie
prezivanie [Dogan et al. 2014]. V dalSej praci bolo HPV-pozitivhych 30%
karcinomov (18 zo 61). Pacienti s HPV-pozitivnymi a EBV/HPV-negativhymi
nddormi mali hoSiu lokoregionalnu kontrolu ochorenia, ¢as do progresie aj
celkové prezivanie ako pacienti s EBV-pozitivnymi karcindmami [Stennmark et
al. 2014]. Vysledky tychto S$tadii naznacuju, ze HPV-pozitivita Vv
nazofaryngealnych karcindmoch nie je asociovana s lepSou prognoézou. Spravny
staging ochorenia (nazofarynx vs. orofarynx) ma v pripade HPV-pozitivneho
karcindbmu prognosticky vyznam. Tieto data st vSak limitované a bude potrebné
zavery o prognostickom vyzname HPV v nadoroch nazofaryngu potvrdit’ vo
vacsich stadiach.

6.5. Zaver

Zda sa, Ze v naSej populacii infekcia HPV nezohrava vyznamnua ulohu
v patogenéze nazofaryngedlneho karcindmu. Naopak, na rozdiel od inych non-
endemickych oblasti, sme vo vidcSine pripadov dokdzali pritomnost’ EBV. Tito
pacienti su potencidlnymi kandidatmi na lie€Cbu zamerant na pritomnost EBV
[Louis et al. 2010, Li et al. 2015, Lee et al. 2015]. Priebeh ochorenia u tychto
pacientov je mozné monitorovat’ kvantitativnym vySetrenim pritomnosti EBV
DNA v periférnej krvi [Petersson 2015]. Pravdepodobnost’, ze HPV-pozitivna
metastdza znezndmeho origa pochadza z oblasti nazofaryngu je v nasej
populécii mala.
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