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Dlazdicovy karcinom hlavy a krku (HNSCC) je Sestym nejcastéji se vyskytujicim nadorem na svété. Ve snaze zlepsit lé¢bu se soucasny
vyzkum zamértuje zejména na hledani novych nadorovych markert a sledovani jejich diagnostického, prognostického a prediktivniho
vyznamu v rutinni klinické praxi. Molekularni nadorové markery rovnéz dobie odrazeji patobiologické procesy v nadorech. V posledni
dobé doslo k rozsifeni poznatkd o etiologii a patobiologii nadora hlavy a krku. Velky podil na kancerogenezi maji epigenetické mecha-
nizmy, RNA interference a microRNA, nadorové kmenové buriky a epitelidlné-mezenchymalni tranzice, které zaroven predstavuji novy
zdroj molekularnich nadorovych markerd a vhodny cil biologické 1é¢by.
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Tumor markers in head and neck squamous cell carcinomas

Head and neck squamous cell cancer (HNSCC) is the six most common cancer in the world. In attempts to improve therapy of this cancer,
contemporary research is focused predominantly on new tumor markers and evaluation of their diagnostic, prognostic and predictive
significance for routine clinical practice. Molecular tumor markers at the same time very well reflect pathobiological processes in tumors.
New etiological and pathobiological aspects of cancerogenesis of HNSCC were lately introduced. Namely epigenetic mechanisms, RNA
interference and microRNA, cancer stem cells and epithelial-mesenchymal transition play important role in cancerogenesis as well as

represent new source of molecular tumor markers and potential target of biological therapy.
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Uvod

Karcinomy hlavy a krku vyrUstaji z epitelu
hornich cest dychacich a polykacich. Zahrnuijf
nadory dutiny uUstni a nosni, nasofaryngu, oro-
faryngu a hypofaryngu, laryngu, ucha, stitné zI3-
zy a slinnych zlaz. Malignity uvedenych oblastf
predstavujf asi 6% viech zhoubnych nadord,
pricemz incidence se lisi dle geografické oblasti.
Asi 90% téchto karcinomU (vyjma nador Stit-
né zlazy a slinnych 71az) predstavuje karcinom
dlazdicovy neboli spinoceluldrni (keratinizujicf
i nonkeratinizujicf) (zkratka HNSCC z angl. head
and neck squamous cell carcinoma). Nejcastéji je
postizen larynx a orofarynx, na karcinomy téchto
lokalit bude predeviim zaméren daldi vyklad.

Navzdory pokrokdim v diagnostice a lé¢bé
dlazdicového karcinomu hlavy a krku se prezitf
pacientd s témito nadory zménilo v posledni do-
bé jen nevyznamné. Tumory maji velmi variabilni
chovani. Tradi¢ni prognostické a prediktivni mar-
kery nepostacuji zcela k ur¢enf klinického chovéni
a léché. Velice slibné se v soucasné dobé zdaji mo-
lekuldmi markery, které mohou lépe vystihnout
proces patobiologie nador( a zarovers mohou byt
vhodnym molekuldrmim cilem biologické 1é¢by.
Molekuldrni nddorové markery mohou tedy slouzit

k Uicelm diagnostickym, prognostickym a predik-
tivnim nebo pro detekci pfitomnosti minimalniho
mnozstvi rezidudlnich nddorovych bunék. Analyza
marker( je umoznéna diky novym technologiim,
které se v nedavné dobé zacaly vyuZivat ke studiu
nadord. Nutnym predpokladem pro stanoveni
vhodnych molekuldrnich markerd a jejich nasledné
vyuzitl v rutinnf klinické praxi je pfedevsim detailni
znalost etiopatogeneze konkrétniho nadorového
procesu. Vzhledem k nedadvno nove definovanym
faktor&im patobiologie nddorl pocet nddorovych
markerd neustéle roste, a proto je nutné peclivé
analyzovat jejich pfinos pro klinickou praxi (1).

Etiologické
a patobiologické aspekty

Etiologické faktory podilejici se na vzniku
orofaryngealniho a laryngeélniho karcinomu
jsou predevsim reprezentovany koufenim, kon-
zumaci alkoholu a infekci HPV. Koureni a alkohol
jsou povazovany za tradi¢ni rizikové faktory, pro
néz se predpoklada synergicky efekt. Pouze asi
3% zhoubnych nddord orofaryngu a laryngu
se vyskytuje u nekurdkd. Uplatnuje se rovnéz
vliv nékterych dalsich faktord, jako profesionaini
(prace s niklem, se dfevem apod.) nebo dietni
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(napr. nizky pffjem ovoce a zeleniny) (2—4). Kromé
vyse zminénych exogennich rizikovych faktord
se mohou pfi nddorové transformaci uplatriovat
vrozené choroby a genetickd predispozice.

Role HPV pfi vzniku HNSCC byla Siroce po-
psana a dokumentovéana zejména u karcino-
mu orofaryngeélniho. Naopak o vztahu HPV
a laryngedlniho karcinomu je daleko méné
referenci a role papilomaviru v kancerogenezi
v této lokalité je do znacné miry kontroverzni.
Z doposud publikovanych praci je pozitivita HPV
v karcinomech laryngu asi v 25% (5, 6).

HPV jsou, podle jejich potence vyvolavat
malignf transformaci, rozdéleny na ,low-risk”
a ,high-risk” typy. Onkogennf potencial ,high—
risk” typl byl poprvé prokazan Haraldem zur
Hausenem, ktery za objev obdrzel v roce 2008
Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu (7, 8).
Z HPV virl s vysokym onkogennim rizikem jsou
nejvice zastoupeny typy 16 a 18, jejichz vyskyt
mUZe byt rdzny dle anatomickych lokalit.

HPV je DNA epiteliotropni virus s dvouvldkno-
vou nukleovou kyselinou, kterd pfedstavuje HPV
genom slozeny ze dvou kodujicich oblastf; oblast
casnych proteinti (E1-E8) a oblast pozdnich pro-
teind (L1a L2) (9). Za normalnich okolnostf se vi-
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rovy genom udrzuje v infikované burice mimo jej
DNA. Casné proteiny E1 a E2 se za téchto pod-
minek podileji ve slizni¢ni epitelové hostitelské
burnce na replikaci virové DNA a tvorbé novych
viriond, jejichz kapsidu tvofi pozdni proteiny L1
a L2. Protein E2 zaroven plni funkci transkrip¢niho
represoru pro virové onkogeny E6 a E7.

Integrace HPV DNA do genomu hostitelské
buriky je zasadni stupen v HPV indukované kance-
rogenezi. Integrace narusuje expresi E1 a E2 gen,
coz ma za nasledek ztrdtu pfislusnych proteind.
Naopak dochazf ke zvysené tvorbé vyznamnych
onkogennich protein(i E6 a E7. Virové onkoprotei-
ny E6 a E7 jsou sice exprimovany ve viech typech
HPV (high-risk i low-risk), avsak pouze proteiny
produkované ve vysoce rizikovych typech maji
vysokou afinitu k cilovym tumor-supresorovym
proteindm p53 a pRB, jejichz inaktivace vede
k buné¢nému prezivani, potlaceni apoptdzy
a stimulaci buné¢ného cyklu a replikace DNA.
E6 a E7 se rovnéz podileji na interakci s adheznimi
molekulami, coz v kone¢ném dUsledku prispiva
kinvazi nddorovych bunék do tkdné a k metasta-
zovani. Protein E6 interferuje s DNA reparacnimi
enzymy a protein E7 indukuje strukturdlni a nu-
merické chromozomalni abnormality naruse-
nim syntézy centrozomd. Celkovym vysledkem
je vznik genomické nestability a ziskani dalsich
genetickych a epigenetickych zmén potfebnych
pro nadorovou transformaci a progresi. HPV téz
pfispiva ke ztraté dozoru imunitniho systému nad
nadorovymi burikami (5, 9-11). Pouha pfitomnost
virové DNA v burice nenf tak ddleZitd, nybrz musf
byt prokazana onkogenni aktivita. Dobrym mar-
kerem této aktivity je zvysend exprese proteinu
p16, jehoz piftomnost dobre koreluje s pfitom-
nosti biologicky aktivniho HPV v nadoru. Velice
vhodna je téZ detekce E6 a E7 mRNA (12-14).

HPV-negativni karcinomy se vyskytuji vétsi-
nou u osob starsich 60 let, bez predilek¢ni lokali-
zace a maji ¢astou mutaci genu TP53 a Spatnou
progndzu, zatimco HPV-pozitivni karcinomy majf
vzrlstajici incidenci, vznikaji u jedinct mladsich
60 let, postihuji pfedevsim orofarynx, mutace
TP53 je vzacnd a progndza je pfizniva (tabulka 1)
(3, 15). Predilekenf postizeni orofaryngu s do-
minanci HPV typu 16 se vysvétluje na zakladé
skutecnosti, Ze tento high-risk typ kolonizuje
orofaryngealni lymfatickou tkan a z nezndmych
ddvodl ma tropizmus pro tonzilarnf epitel (16).
V ostatnich lokalitdch horniho aerodigestiv-
niho traktu (zejména dutiné Ustni a laryngu)
je vyskyt HPV-pozitivnich nddorl méné casty
a biologické vlastnosti téchto dlazdicovych kar-
cinomU nejsou zcela jednoznacné a vyzaduji
dalsi intenzivni vyzkum (15, 16).
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Patobiologické faktory dlazdicovych
karcinomU hlavy a krku zahrnujf vicestuprio-
vé procesy, které vedou k naruseni zakladnich
regulacnich mechanizm@ v burce, coz ma
za nasledek jeji nekontrolovatelné mnozeni,
prezivani a metastazovani. Za hlavni podstatu
nadorové transformace buriky jsou povazovany
genetické zmeény spocivajici v narusenf sekven-
ce DNA. V posledni dobé bylo popsdno néko-
lik dalsich patobiologickych fenomén, které
se mohou vedle genetickych zmén vyznamnou
mérou téz podilet na slozitém procesu kance-
rogeneze a nadorové progrese. Mezi tyto jevy
fadime epigenetické zmeény, posttranskripenf
regulace — RNA interferenci, epitelidlné mezen-
chymadlnf tranzici a existenci nddorovych kme-
novych bunék. Vsechny uvedené fenomény
mohou vyznamné pfispivat k nddorové trans-
formaci a ovliviovat tak fenotyp nadoru, jeho
chovani a progresi a mohou byt vychodiskem
pro nové, personalizované smeéry nadorové te-
rapie (1). Ackoliv v nddorové diagnostice nadéle
zUstava zlatym standardem histologické vysetre-
ni, dal3i profilace nddort z hlediska diagnostic-
kého, prognostického i prediktivniho zalozena
nejen na genetické analyze DNA, ale i na blizsim
stanoveni vyse uvedenych nadorovych jev,
se zda pfinosna.

Genetické mechanizmy spocivaji v naruse-
ni plvodni sekvence nukleotidd DNA. Zmény
oznacujeme jako mutace. Na nador je tradi¢né
pohlizeno jako na genetické onemocnéni zpQ-
sobené akumulaci mutaci klicovych, s rakovinou
souvisejicich gend (tzv. cancer-related genes).
Hlavnimi zastupci téchto gentd jsou onkogeny
a tumor-supresorové geny, které se za normalnich
okolnosti podileji prostfednictvim jimi kédovanych
proteind na regulovaném bunécném délent (je-
ho iniciaci nebo supresi) a apoptdze. V disledku
mutace dochdzi k alteraci genovych produktd
a k deregulaci a k naruseni signdlnich drah v burice,
kterd timto ziskava rlstové vyhody. V posledni do-
bé byly v nddorech hlavy a krku studovany expres-
ni profily, které odhalily zejména vyznam mutaci
gent p53, p16INK4a, bcl-2 a EGFR (17).

Epigenetické mechanizmy jsou chemické,
enzymaticky podminéné zmény, které posti-

huji molekulu DNA nebo chromatin, ale nemaji
na rozdil od mutaci bezprostfednf vliv na sek-
venci nukleotidd (18). Epigenetické zmény vsak
ovliviiuji expresi gend, ¢imz mohou dosahnout
stejného Ucinku jako mutace v téchto genech.
Postihuji-li epigenetické faktory ,cancer-related”
geny, pak se mGze vysledny efekt rovnéz podilet
na procesu nadorové transformace nebo na zmé-
néch fenotypu nadord. Epigenetické modifikace
vznikaji dvéma mechanizmy — metylaci DNA a/
nebo chemicky podminénou zménou v uspoié-
danf chromatinu (tzv. remodelaci chromatinu).
DNA metylace je proces, pfi némz se vaze
metylova skupina na vybrané nukleotidové ba-
ze. Timto déjem se vytvaii v normalnich tkénich
relativné stabilni DNA metylacni vzorec, kte-
ry se ustanovi béhem embryonalniho vyvoje.
Cilovou molekulou pro metylaci jsou cytosino-
vé bdze v CpG dinukleotidech. V somatickych
burikéch jsou metylovany az 4% cytosinovych
bazi. Metylace jsou v genomu nerovnomérné
rozlozeny. Nachazime je jak v genech a jejich
promotorech, tak v intergenovych oblastech.
Metylace jako epigenetickd informace se pre-
nasi do dalsich dcefinych bunék, mlze viak
nové vznikat i zanikat (19). Abnormality v DNA
metylaci (globaIni hypometylace a fokaIni hy-
permetylace) pfispivaji ke vzniku nador v dd-
sledku zménéné exprese ,cancer-related” gen(
(aktivace genl dfive neaktivnich nebo naopak
umilceni gend aktivnich). Metylované cytosiny
navic snadno podléhaji mutacim. V nddorech
hlavy a krku bylo v posledni dobé popséno né-
kolik genl (p16, E-cadherin, cyklin A1 apod),
které jsou umlceny v dlsledku hypermetylace
promotoru. Tyto geny se podileji na kontrole
bunécného cyklu, apoptozy, oprav DNA, bunéc-
nych adhezich a nddorové invaze (20).
Remodelace chromatinu jsou epigenetické
zmény spocivajici v chemické modifikaci (me-
tylaci, acetylaci nebo fosforylaci) histonovych
proteind (vznika tzv. histonovy kéd), ¢imz ovliv-
fujf kondenzaci chromatinu a ndsledné i geno-
vou expresi v dlsledku zménéné pfistupnos-
ti transkripénich enzymd k promotordim gend.
Vysledny efekt (zvyseni nebo potlaceni genové
exprese) zavisi na typu chemické zmény (19).

Tabulka 1. Hlavni rozdily mezi HPV-pozitivnimi a HPV-negativnimi orofaryngeélnimi karcinomy

HPV-negativni nadory

HPV-pozitivni nadory

Incidence Nezménéna

Vzrista

Vek > 60 let

<60 let

Rizikové faktory

Koureni a konzumace alkoholu

Sexualni chovani

Progndéza Dle stagingu

Prizniva

Histologie

Keratinizujici dlazdicovy

Nekeratinizujici dlazdicovy




Znalost epigenetického profilu nadoru
se mUZe uplatnit pfi jeho diagnostice, progno-
zovani i terapii nasledujicim zptsobem:

B epigenetické zmény (metyla¢ni vzorec, his-
tonovy kod) mohou byt vyuzity jako bio-
marker maligni transformace a prognézy
nddoru (21, 22),

B epigenetické zmény slouZf jako cil nadoro-
vé terapie. Princip 1é¢by vychazi ze skutec-
nosti, ze na rozdil od genetickych zmén jsou
epigenetické zmény potencidlné reverzibiln.
Otevird se tedy moznost reaktivace epige-
neticky umlcenych nadorovych gend uzitim
hypometyla¢nich 1ékd nebo inhibitord de-
acetylace histond (7,9, 18).

RNA interference (RNAI) je dalsi jev, ktery
je vyznamnym reguldtorem genové exprese
a mUze se tak vyznamné podilet na procesu
kancerogeneze. Za objev tohoto pfevratného
fenoménu v molekuldrni biologii obdrzeli v roce
2006 Craig C. Mello a Andrew Z. Fire Nobelovu
cenu za fyziologii a medicinu (23).

Na podkladé RNA interference je mozné
v bunce posttranskripcné kontrolovat aktivitu
gen(. Zékladem pro interferenci jsou malé RNA
molekuly (SIRNA a miRNA), které se mohou kom-
plementarné vazat k mRNA a blokovat tak tvorbu
proteinl (24). Zdrojem malych, kratkych dvou-
retézcovych fragmentd RNA (tvofenych 20-25
pary badzf) je dlouha dvouretézcova RNA (dsRNA),
kterd mUze byt exogenniho nebo endogenniho
plvodu. Tato dsRNA je v cytoplazmé enzymaticky
stépena do kratkych dvouretézcovych fragment(
zvanych siRNA a miRNA (dle exogenniho, resp.
endogenniho plvodu), jejichz vidkna se od sebe
posléze oddélia vedouci vldkno této RNA se pak
navaze na komplementarni sekvenci mRNA, kte-
rou bud roz$tépf a degraduje (pfi nelipiné kom-
plementarite), nebo zablokuje pro translaci (pfi
UpIné komplementarité) (24, 25).

Diky objevu RNA interference ziskal nddoro-
vy vyzkum novou platformu. Malé RNA ovliviiujf
mnozstvi genového produktu (proteinu) u mno-
ha tzv. cancer-related gend, coZz mize spolu
s dalsimi zménami vyUstit v nddorovou trans-
formaci (25). MiRNA (téZ zvané microRNA) jsou
produkovany vlastnimi nadorovymi burikami.
Geny kédujici miRNAs jsou obvykle lokalizo-
vany v oblastech bunécného genomu, které
jsou ¢asto v nddorovych burikdch ztraceny ne-
bo amplifikovény (26). V lidském genomu bylo
dosud experimentalné identifikovano vice nez
700 miRNAs a jejich pocet pribézné narlsta
(27, 28). Malé nekddujici RNA plni dlohu v nor-
malnich bunécnych a vyvojovych procesech.

Jejich aberantni exprese vede k rznym one-
mocnénim veéetné vzniku nadorl. PFicinou
porusené exprese mohou byt chromozomalni
abnormality ¢i mutace gent pro miRNA nebo
epigenetické zmény postihujici zminéné geny,
zejména hypermetylace promotord. Bylo pro-
kdzéno, Ze v nddorech je globdInf pokles miRNA
exprese. Pokles miRNA mUze pfispivat k pro-
dukci a udrZzovani nddorovych bunék, veetné
méné diferencovanych nddorovych kmenovych
bunék (cancer stem cells; CSC) (29). Studium
miRNA v réznych typech nadord a nddorovych
bunécnych linif ukdzalo velkou variabilitu v dys-
regulaci miRNA. Nicméné se zda pravdépodob-
né, Ze urcité typy nadord majf charakteristicky
profil miRNA. Nékteré miRNA jsou specifické
pro konkrétni tumor, jiné se vyskytuji ve vice
nadorovych typech (26).

V tumorgenezi mohou miRNA vykazovat
funkci tumor supresorovou nebo onkogenni
(27). MiIRNAs funguijf jako tumor supresorové v pfi-
padé, kdy dojde k jejich redukci nebo chybeéni,
at jiz v disledku genového defektu nebo jejich
porusené biogeneze. Disledkem zmén je zvyse-
na produkce onkoproteinu, jehoz mRNA je cilova
pro pifslusnou MiRNA. Naopak miRNA plnf funkci
onkogenni, pokud je produkovéna v nadbytku
a utlumi tvorbu proteinu, ktery je kddovén pfi-
slusnym tumor supresorovym genem (tabulka 2).

V poslednich letech jsou malé RNA v mnoha
nadorech vcetné nadort hlavy a krku intenzivné
studovany jakoZto potencidlni prognostické a pre-
diktivni nddorové markery (28, 30, 31). Cilend Ié¢ba
nadord spocivajici na principu RNAi by mohla byt
zaloZena na nésledujicich mechanizmech (27,32):
m  inaktivace onkogenni miRNAs v tumorech pro-

stfednictvim syntetickych anti-sense oligonuk-

leotidl (anti-miRNA oligonukleotidy = AMOs),
B potlacenf tvorby onkoproteint aplikaci pi-
slusné siRNA do nddoru za Ucelem inhibice/
degradace mRNA doty¢ného onkoproteinu.

Nddorové kmenové buriky (cancer stem
cells - CSC) jsou jednim z noveé popsanych pa-
tobiologickych fenomenl v nddorech. Teorie
CSC byla navrzena v roce 1977 Hamburgerem
a Salmonem (33) a spociva ve vysvéetleni plivodu
n&dorovych kmenovych bunék a v objasnéni na-
dorové biologie, mnoha morfologickych, klinic-

kych i terapeutickych charakteristik zhoubnych
nadord a pfispiva k hledani novych lé¢ebnych
strategif (33-35). Nadorové kmenové burky
predstavuji asi 1% vsech nddorovych bunék
a vznikajf transformaci z normélnich kmenovych
bunék (36), které se podileji na embryonalnim
VyVvoji a na regeneracnich procesech. Pfitomnost
CSC byla plivodné odhalena v hematologickych
malignitach a posléze i v fadé solidnich nadord,
vcetné nadord hlavy a krku (37-39).

Kmenové burky (normalni i nddorové) jsou
bunky charakterizované jednak schopnostf,,neko-
nec¢né” sebeobnovy, jednak schopnosti diferen-
ciace. Pro kmenové bunky je typické asymetrické
déleni, jehoz vysledkem je vznik populaci bunék
kmenovych, progenitorovych a diferencovanych.
Velky vyznam v procesu sebeobnovy a udrzo-
vani kmenovych bunék téz hraje telomerazova
aktivita a detoxikacni schopnost kmenovych
bunék dand expresi ABC transportérd, produkce
antiapoptotickych proteind, sekrece cytokind
a angiogennich faktord zasadnich pro Sitfeni
nadoru a zvysend schopnost provadeét opravy
DNA (40). Proces sebeobnovy kmenovych bu-
nék normalnich a nddorovych je fizen shodnymi
molekularmimi mechanizmy, které zahrnuji rlizné
signalnf cesty (Hedgehog, Notch, Wnt, PTEN aj.)
vice nachylné k akumulaci mutaci. Deregulaci
signdll mdze dojit k expanzi kmenovych bunék,
coz je klicovou udalosti kancerogeneze (41).

Teorie existence nadorovych kmenovych
bunék poskytuje vhodnou zékladnu pro objas-
néni morfologické a funkéni heterogenity na-
dord (42). Nadorové heterogenita je dlsledkem
asymetrického déleni CSC, ¢imz vznikd jednak
nova populace nadorovych kmenovych bunék
(jsou zodpoveédné za tumorigenezu), jednak
populace ¢asto aberantné diferencovanych na-
dorovych bunék s Zaddnou nebo s omezenou
schopnosti buné¢ného déleni (43). Dlazdicové
karcinomy hlavy a krku jsou solidni nddory sloze-
né z heterogenni bunécné populace (39).

Pfitomnost CSC v nadoru ma vliv na jeho
diseminaci i na Uspésnost jeho terapie (44).
Protoze CSC jsou relativné rezistentni k bézné
cytostatické lé¢bé, soucasnd nddorova terapie
vede pouze ke zmenseni nadoru a navozeni
remise, ale nenf kurativni. Pficinou nedspéchu
klasické chemoterapie je fakt, ze CSC jsou cas-

Tabulka 2. Charakteristiky miRNA dle jejich funkce v tumorgenezi

Funkce miRNA

Onkogenni Tumor supresorova
Exprese miRNA zvysena snizena
Typ regulovaného genu tumor supresorovy gen onkogen
Exprese regulovaného genu snizena zvysena
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to v klidovém stavu a Zze majf mechanizmy pro
eliminaci toxind, a proto po Ié¢bé perzistuji.
Rezistence nddorl k radioterapii je zase vysvét-
lovana aktivaci DNA reparac¢nich mechanizmd.
Dusledkem pretrvévajici pritomnosti CSC je reci-
diva nadoru (45). Pouze terapie zacilena na CSC
zabranuje recidivé a je pfislibem pro komplet-
ni odstranéni nadoru. Proto se dalsi vyzkum
zamértuje na hledani biomarker( a signélnich
cest typickych pouze pro CSC. Vétsina dosud
popsanych markerd exprimovanych kmenovymi
bunkami (napt. CD 133) neumozriuje odliden{
kmenovych bunék nadorovych a nenddoro-
vych. Rovnéz neexistuje univerzalni marker CSC,
dosud zndmé markery jsou nadorové specifické
a zavisi na vychozi tkani i prostted (tzv. niche),
znéhoz nddor vyrasté (46,47).V nadorech hlavy
a krku byly dosud popsany molekuldrnf markery
nddorovych kmenovych bunék jako CD34, CD
44 a v posledni dobé té7 aldehyd dehydroge-
naza 1 (ALDH1), kterd byla navrZzena v téchto
nadorech jako indikator vysoké sebeobnovovaci
kapacity a chemo- a radiorezistence (48-50).
Epitelidlné-mezenchymdlni tranzice (EMT)
byla poprvé pozorovana v roce 1980 a charakte-
rizovéna jako dynamicky proces transformace
epitelovych bunék do mezenchymovych pro-
strednictvim specidlniho transkrip¢niho pro-
gramu (51). Pozdéji byl popsén i reverzni proces
zvany mezenchymalné-epitelialni tranzice (MET)
(52). EMT v nadorech je klicovym procesem pfi
invazi a metastazovani, kdy se projevi zakladnf
vlastnosti transformovanych bunék mezenchy-
malniho fenotypu, jako schopnost oddélovat
se od okolnich bunék, migrovat do hostitel-
ské tkané a penetrovat do cév. Ackoliv moleku-
larn{ zaklad EMT nenf zcela vysvétlen, bylo jiz
odhaleno nékolik signélnich molekul a korespon-
duijicich signdlnich cest (Wnt, TGF-f3, Hedgehog,
Notch a nukledrni faktor-kB (NF-kB), které se zdaji
byt zasadni v indukci EMT. VSechny tyto cesty
konverguiji a zplsobujf prostifednictvim repre-
sivnich transkripcnich proteind (Snail, Slug, Twist,
apod.) snizeni produkce E-cadherinu. V pribéhu
EMT dochézi k dalezitym zméndm ve fenoty-
pu bunék. Spoje mezi burikami a extracelularni
matrix vymizi a transformované buriky nabyvaj
protéhlého tvaru. Vyznamné téz vzrlistd bunécna
motilita. Buriky mezenchymalniho vzhledu rov-
néz pfispivajf k syntéze komponent ECM a k pro-
dukci matrixovych metaloproteindz a jsou téz
bohatym zdrojem signélnich proteind, které
pUsobi na epitelidini buriky jako rdstové faktory.
Ztrata cadherinové exprese a schopnost bunék
prezivat v nepfitomnosti komponent extracelu-
larni matrix (podpora antiapoptotické aktivity)
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jsou téz dulezitym znakem EMT (53). Molekuly,
které se podileji v procesu EMT, reprezentuji po-
tencidlni cil pro plsobeni farmak, ¢imz se ote-
viraji nové cesty pro terapeutickou intervenci
metastatickych nadord (53). DlleZity je rovnéz
objev, Ze v procesu EMT jsou produkovany buriky
s vlastnostmi kmenovych bunék (47). V nadoro-
vém procesu tak EMT generovanim nadorovych
kmenovych bunék umoznuje nejen diseminaci
bunék z primérniho tumoru, ale rovnéz zachovani
schopnosti sebeobnovy pro vznik metastaz (54).

Nadorové markery

Proces onkogeneze je spjat se zménami
genotypu a/nebo fenotypu bunék a s kvanti-
tativnimi i kvalitativnimi odchylkami v expresi
nékterych molekul. Kazdd méfitelnd jednotka
pouzitelnd k hodnoceni abnormalni biologie na-
dorovych bunék a tkani, jejich typu a klinického
chovanf se nazyva nddorovy marker. Nadorové
markery vzdy odrdzeji patobiologii urcitého
nadoru, a proto k jejich dokonalému poznani
a kjejich vyuziti v klinické praxi je nutné odhalit
viechny procesy, které vedou k nddorové trans-
formaci a k progresi nador0.

Tradiéni klinické markery hodnoceni nddo-
rdl jsou zaloZeny na prognostickych ukazatelich
klinickych (vék, pohlavi) a patomorfologickych
(velikost a grading tumoru, $ifeni do okolf, me-
tastazy). V soucasné dobé pouzivana TNM klasifi-
kace zhoubnych nadord hlavy a krku nepostacu-
je zcela k tradi¢nimu stdzovani, k prognézovani
a k predikci téchto nadort. Podle uvedené kla-
sifikace se nddory hlavy a krku hodnoti na za-
kladé rozsahu primérmiho tumoru (cT), postizent
lymfatickych uzlin (cN) a piftomnosti vzdalenych
metastaz (cM). V pribéhu rutinniho vyuziva-
ni TNM Kklasifikace se objevily nékteré vyhrady
k soucasnému systému, které by mély byt zo-
hlednény pfi jeho dalsi revizi. Mélo by se prihléd-
nout k etiologii nddoru (napf. u orofaryngealnich
karcinom), nebot je zndmo, ze HPV-pozitivni
nadory vykazuji nékteré molekuldrni zvlastnosti
a maji signifikantné lepsi prognodzu (55). Dale je
kritizovéna skutec¢nost, Ze (s vyjimkou nadord
stitné Zlazy) neni v TNM Kklasifikaci nadort hla-
vy a krku zohlednén histologicky typ nadoru.
Navrhovana zlepseni by méla pfispét k lepsi-
mu vybéru vhodné terapie a spolehlivéjsimu
progndézovaninadord hlavy a krku (56). Tradi¢ni
klinické markery nejsou vzdy zcela spolehlivé
(napf. lymfatické uzliny s okultnimi metastazami
jsou klinicky negativni), a proto bylo v poslednf
dobé patrano po novych nadorovych marke-
rech detekovatelnych vétSinou imunologickymi
nebo molekuldrné biologickymi metodami (57).

Molekuldrnimarkery se té3i v soucasné dobé
nebyvalému zajmu, nebot mohou lépe vystihnout
proces vzniku a progrese nadord, biologické viast-
nostinddoru i jeho hostitelského prostfedi. Dobra
znalost téchto biomarker( a jim odpovidajicich
narusenych signalnich drah je nezbytnd pro casny
screening a diagndzu nadord, pro progndzovan{
a predikci a pro identifikovani cild pro personalizo-
vanou terapii v rutinni klinické praxi (58).

Nejc¢astéjsimi molekuldrnimi nddorovymi
markery jsou proteiny, které jsou kvalitativné
nebo kvantitativné odlisné od proteint produ-
kovanych nenadorovymi bunkami. Vzhledem
k novym poznatkdm v oblasti patobiologie nddo-
rd se soucasné rozsifuje i spektrum molekuldrnich
nadorovych marker(. Vhodnymi naddorovymi
ukazateli se tak stavaji nddorové microRNA, me-
tylacnf status, CSC, EMT, markery nddorového
prostfedi a vzajemného vztahu nddorového pa-
renchymu a stromatu, jako jsou angiogeneze,
adhezivni molekuly, stromdlni protedzy atd.

N&dorové markery jsou latky produkované
bud pfimo malignimi burkami, nebo nenddoro-
vymi tkdnémi jako odpovéd na nadorové bujent.
Dle mista jejich tvorby nebo mista detekce jsou
klasifikovany nésledovné:

m  Nddorové specifické markery jsou produko-
vany pouze burikami nddoru, zatimco s naddo-
ry asociované markery jsou vytvafeny nejen
nadorovymi burikami, ale v odliSném mnoz-
stvi i normalnimi, nenadorovymi burkami.

B Tkdnové nddorové markery jsou lokalizovany
a prokazovany ve tkéni nddoru, humoralni na-
dorové markery jsou uvolfiovany nadorovymi
burikami do krve a jinych biologickych tekutin,
kde je mozné je detekovat. Nejpouzivanéjsi
metodou pro analyzu proteinovych marker(
ve tkanich je imunohistochemie a imunocyto-
chemie, pfi nichZ znacenymi specifickymi pro-
tildtkami je detekovéana piftomnost, lokalizace
nebo mnozstvi specifickych proteinovych uka-
zateld béhem histopatologického vysetfeni
pifmo v nddoru. Humoralni nddorové markery
v télesnych tekutindch slouzf pfedevsim k mo-
nitorovani priibéhu nddorového onemocnéni
a kjejich prakazu se vyuzivaji vétsinou imuno-
analytické metody (59).

Nadorové markery se na zakladé ulohy
v onkologii a v onkopatologii rozdéluji do na-
sledujicich trid:
®  Diagnostické nddorové markery (slouzi
k primérni diferencidlni diagnostice nadoru
nebo k diagnostice metastaz)
B Prognostické nddorové markery (slouzi
ke stanoveni progndézy choroby)



W Prediktivninddorové markery (slouzi k od-
hadu odpovédinadoru na specifické zplso-
by terapie, tzv. cilena Ié¢ba) (60)

Diagnostické nadorové markery hraji stézejnf
roli zejména v rutinni diagnostické patologii. Uloha
marker( prognostickych a prediktivnich v posled-
ni dobé vzrlstd zejména vzhledem k souvislosti
se zavadénim novych vysoce selektivnich tera-
peutickych metod. Navzdory velkym pokroklim
v diagnostice a lé¢bé dlazdicového karcinomu
hlavy a krku se v poslednich tfech desetiletich inci-
dence a mortalitazménila jen minimalné. Tumory
maji velmi variabilni chovani. Studium nadorovych
markerU je tedy velkou vyzvou zejména u naddord
orofaryngu a laryngu s cilem zlepsit Uspésnost
jejich1é¢by. V tabulce je uveden prehled vybranych
biomarker& HNSCC odvozenych ze zakladnich atri-
butd malignich nadort (tabulka 3) a z dalsich pato-
biologickych mechanizm( kancerogeneze (61, 62):

Receptor pro epidermdlni riistovy faktor
(EGFR) je predevsim prediktivnim markerem.
EGFR je exprimovan ve vice nez 90 % HNSCC.
Amplifikace onkogenu EGFR (Her2/neu) a zvyse-
na exprese rlstového faktoru vede k nadmérné
aktivaci signaini drahy, kterd vyusti v neregu-
lovanou proliferaci nddorovych bunék dlazdi-
cového karcinomu hlavy a krku. V nékterych
studiich bylo prokézéno, Ze EGFR je negativnim
prognostickym faktorem, prediktorem recidivy
a zaroven cilovou doménou biologické Ié¢by
cetuximabem (15, 62). Exprese EGFR je sniZzena
u HPV+/pl6+ orofaryngeélnich karcinomd, coz
prispiva k vysvétlenf jejich lepsi progndzy (63).

Protein p16 slouZi jako pozitivni prognos-
ticky a prediktivni marker u orofaryngealnich
karcinomd. Jeho vyznam u laryngeélnich karci-
nom{ nebyl dosud spolehlivé zhodnocen. P16
je produkt tumor-supresorového genu loka-
lizovaného na chromozomu 9, ktery se podili
na inhibici buné¢ného cyklu (inhibitor cyklin-
-dependentni kindzy 4A). Je exprimovan u HPV-
pozitivnich karcinomd, pfi¢emz rozsahlé studie
byly provadény zejména na karcinomech orofa-
ryngedlnich (55). Produkce p16 je za normélnich
okolnosti potlacovéna pRB prostfednictvim re-
prese transkripce. U HPV-pozitivnich nddord do-
chazi k degradaci pRB, coz ma za nasledek zvy-

mutace p53 (64). Ackoliv z klinického hlediska
byvaji HPV-pozitivni tumory sdruzeny s pokro-
jejich progndza je prekvapivé pfiznivéjsi nez
progndza nadord HPV-negativnich (65).
Protein p53 je kbdovan tumor-supresorovym
genem a plni funkci negativniho prognostické-
ho markeru a zéroven prediktoru horsi odpo-
védi nddoru na chemoterapii a radia¢ni terapii.
Normalni protein p53 je kdbdovan genem P53
aje povazovan za ,strdzce genomu’, nebot pfi
poskozeni DNA zastavi bunény cyklus, iniciuje
apoptdzu a potlacuje expresi survivinu. Survivin je
inhibitor apoptdzy, ktery se vaze ke klicovym en-
zymUm procesu apoptdzy kaspaze-3 a kaspaze-7
a inhibuje je. Ztrata funkce p53 v ddsledku mutace
piislusného genu ma za nasledek bunécné pre-
Zivani, genetickou nestabilitu a zvysenou expre-
si survivinu, ktery tak slouzi jako marker horsi
progndzy nadorl. Gen P53 je mutovan v 50%
malignit véetné HNSCC, kde reflektuje etiologii.
HPV+ nddory maji ¢asto nemutovany (wild type)
p53, zatimco u HPV- nddord je ¢asta mutace p53,
coz koresponduje s jejich horsf prognézou (62, 66).
Vaskuldrni endotelidlni riistovy faktor
(VEGF) byl ve vétsiné studii HNSCC prokdzan
jako negativni prognosticky nddorovy marker
(67, 68). Tento protein se podili na zvysené an-
giogeneze, stimulaci proliferace endotelidlnich
bunék a zvyseni cévni permeability. V dalsich
studiich v3ak nebyla prokdzana Z4dna statisticky
vyznamné korelace mezi expresi VEGF a progre-
si orofaryngedlnich karcinomu (69, 70). Vyuziti
VEGF jako prognostického nddorového markeru
je v klinické praxi prozatim sporné.
E-cadherin je prognosticky nddorovy
marker, jeho? nizkd nebo chybéjici exprese je
ukazatelem zvysené motility, invazivity a meta-
statické potence nadorovych bunék. Cadheriny
jsou adhezni molekuly, které kontroluji bunécné
interakce a EMT. Exprese E-cadherinu mize byt
alterovéna mutaci nebo promotorovou hyper-
metylaci (62). E-cadherin jako nadorovy marker
byl analyzovan ve vztahu ke klinickopatologic-
kym parametrdm nador( orofaryngu v nékolika
studiich (71, 72), pficemz pouze v jedné z nich

nebyla prokazana korelace mezi nizkou hladinou
E-cadherinu a uzlinovymi metastazami (73).

Matrixové metaloproteindzy (MMP) jsou
extraceluldrf protedzy, které narusuji okoli na-
dorovych bunék a umoznujf jejich metastazovani.
Slouzi tedy jako prognosticky marker.VVzhledem
k existenci sirstho spektra matrixovych metalo-
proteindz, lisi se od sebe jednotlivé studie typy
analyzovanych enzymd. V dlazdicovych karci-
nomech hlavy a krku byly studovény pfedevsim
MMP-2, MMP-3 a MMP-9, jejichZ zvysené hladiny
korelovaly s progresf nddoru. Bylo rovnéz zjisténo,
Ze tkanové inhibitory metaloproteindz (TIMP),
zejména TIMP-2, jsou negativnim prognostickym
nadorovym markerem diky své dudlini funkdi,
kterd spocivd jednak v inhibici angiogeneze a me-
tastdzovani, jednak v aktivaci MMP-2 a nezavislé
regulaci buné¢ného rdstu (62).

MikroRNA (miR) jsou nddorové markery,
na které je recentné zamefena velkd pozornost
v HNSCC. Tyto markery mohou plnit funkci
diagnostickou (MiRNA 205), prognostickou
a potencidlné i prediktivni.

MIiR-21 je zvySené exprimovana v laryngainim
karcinomu a je ukazatelem hor3i progndzy. PInf
onkogennifunkci, aviak jeji biologicka role nebyla
dosud spolehlivé vysvétlena a cilovd mRNA nebyla
pfesné stanovena. MiR-21 ovliviiuje bunécny cy-
klus, stimuluje proliferaci a invazivitu a inaktivuje
apoptdzu a dosud nevysvétlenym mechanizmem
modifikuje expresi Ras proteinu (31, 74).

Let-7a vykazovala vétsinou v laryngeainim
karcinomu sniZzenou expresi a tumor supresoro-
vou funkci a zplsobovala overexpresi RAS a c-
-MYC a radiorezistenci (75). Exprese Let-7a vsak
u nékterych pacientd s laryngalnim ca nebyla
zmeénéna nebo vykazovala dokonce zvyseni
oproti normalni tkani, takZe se u téchto nadord
nepredpoklddd jednoznacnd ucast na patoge-
nezi (obdobné ndlezy téz u tumor supresorové
miR-16). Divody nejsou zndmé, ale predpoklada
se, ze cilové mRNA téchto miR mohou byt rlizné
v réznych dlazdicovych karcinomech, a proto
nékdy nedochdzi k Gc¢asti miR na iniciaci a pro-
gresi HNSCC. Je tedy tfeba dal3f studium této
malé nekddujici RNA (31, 76).

Tabulka 3. Zdkladni znaky malignich nador( a jejich biomarkery v HNSCC (61)

Znak maligniho nadoru Biomarkery znaku maligniho nadoru, napf.:
EGFR, cyklin D1, RAS, PI3K/ NF-kappaB, STAT3)

p16, p53, p21

senou expresi p16 v jadie i v cytoplazmé. P16 je
velmi senzitivni a specificky marker HPV infekce
v nddorech hlavy a krku a zaroven je to pozitivni
prognostikdtor (rovnéz u skupiny p16 pozitivnich
a HPV-negativnich nadord, jejichz frekvence do-
sahuje az 20 %) (55, 64). p16 pozitivni dlazdicové
karcinomy majf vzrlstajici incidenci, vyskytujf
se v mladsim véku a majf nizsi frekvenci vyskytu

Abnormalni stimulace bunécného rlistu

Abnormalni inhibice buné¢ného rdstu

Bcl-2, bax, survivin
VEGF, COX-2
E-cadherin, MMPs
hTERT

Suprese apoptozy

Nédorové angiogeneze

Invazivita a metastazovani

Imortalizace
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MiR-205 je zvy3ené exprimovéana v malig-
nich i normalnich dlazdicovych epitelech. Mohla
by tedy byt povaZzovana za specificky marker
nadorovych i nenddorovych dlazdicovych epi-
tel, protoZe nenf exprimovana v jinych typech
epitelif. Jeji funkce nebyla dosud objasnéna (31).

Hodnoceni epigenetickych zmén (metylac-
niho statusu a histonového koédu) a vyskytu
CSC se v daném tumoru muze uplatnit jako
prognosticky a prediktivni nddorovy marker.
K hodnoceni CSC je nutné dobre znat marke-
ry nadorovych kmenovych bunék typické pro
konkrétni nador (47).

Zavér
Nadorové markery jsou vyznamnym pomoc-
nikem pii diagnostice a vybéru vhodné Iécby nd-
dort. V pfipadé nadorl HNSCC se do budoucna
ocekdva podstatny pifnos nddorovych markerd
ke zlep3eni prezivani pacientl s témito nadory.
Specificky marker, ktery by mohl byt povazovéan
za zlaty standard pro prognézovani a predik-
ci HNSCC, neni zndm (pokud vibec existuje).
Vyznamnym rutinné pouzivanym nadorovym
markerem v této oblasti je pouze HPV status (pro-
kazovany imunohistochemickym barvenim pro-
teinu p16 nebo prostrednictvi PCR virové nukleové
kyseliny). Proto pro stanoveni progndzy a spravné
cilené terapie nador je nutné pouzivat cely panel
marker(l. Soucasné poznatky v oblasti nadorovych
markerd HNSCC tvofi pouze ¢&st mozaiky a jsou
nutné dalsf studie kjejimu smysluplnému rozsitent.
Navic je tfeba se ve vyzkumu marker( konkrétnéji
zaméfit na jednotlivé lokality, napt. na nadory la-
ryngu, nebot se ukdzalo, Ze patobiologické mecha-
nizmy jednotlivych karcinomd oblasti hlavy a krku
jsou rozdilné, coz vyzaduije odlisné klinické pfistupy.
Prdce byla cdstecné podpofena grantovym
projektem GAUK ¢. 444311.
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