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      1.   Úvod do problematiky
         Karcinomy orofaciální oblasti – oral squamous cell carcinoma ( OSCC ) představují 4 - 10 % všech maligních novotvarů. Světová incidence je 500 tisíc nových tumorů v oblasti hlavy a krku, z toho více než 50 % je v dutině ústní a je závislá na etnických i geografických vlivech. Nádory orofaciální soustavy představují v ČR 3 - 5 % celkového počtu nově hlášených novotvarů, ale např. v Indii je to až 47 % (Mazánek J, 1997).
        Nejčastěji ( 80 – 85% ) se jedná o dlaždicobuněčný neboli spinocelulární karcinom, vycházející z nerohovějícího vrstevnatého dlaždicového epitelu sliznice dutiny ústní a částečně rohovějícího epiteliálního krytu jazyka. Ostatní histologické typy maligních nádorů se v této oblasti vyskytují nepoměrně méně často. 
         Dlouhodobé statistické údaje hovoří o tom, že 50 % karcinomů orofaciální oblasti tvoří nádory jazyka a spodiny dutiny ústní. 80 %  pacientů je starších 50 ti let a 79 % z nich jsou muži. Bohužel až 70 % pacientů přichází  ve 3. a 4. stadiu onemocnění, kdy procento 5 ti letého přežití nepřesahuje 25 %.  

1.1.    Karcinogeneze

         Nádor je nově vzniklý tkáňový útvar nebo buněčná populace v organismu, které nevznikají jako fyziologická odezva na vnější i vnitřní podněty, jeví známky abnormality a více či méně unikají z regulačního vlivu okolních buněk a organismu. 
( Kolář et al., 2003)
Dnes je všeobecně zastávaná teorie, že nádory jsou výsledkem vrozeného nebo získaného genetického poškození - genetická teorie.

Má dvě alternativy:  somatická teorie

                                 regulační teorie
        Somatická teorie vychází z předpokladu, že v jedné somatické buňce dojde ke kumulaci genetických chyb, jejichž výsledkem je genová dysregulace. Ta vede ke vzniku buněčného klonu s nekontrolovanou proliferací – nádoru. Jedná se o tzv. klonální selekci.  Dle této teorie jsou všechny buňky nádoru ireverzibilně poškozeny a proto při terapii musí být zničena každá nádorová buňka.
       Regulační teorie předpokládá, že nádor je výsledkem vadného regulačního procesu, vzniklého na podkladě genetického defektu jedné či několika buněk. Vzniká tím genetická nestabilita. Teorie předpokládá, že všechny buněčné defekty, stejně jako klinický průběh nemoci, jsou reverzibilní děje. Nádor je dynamický proces, terapeutickým zásahem je nutno obnovit rovnováhu mezi počtem buněk vstupujících do buněčného cyklu a počtem buněk přirozeně zanikajících. Není nutné zničit každou buňku nádorové populace (Sathyan KM. et al, 2006).
        Teorie vysvětlující kancerogenezi lze rozdělit na endogenní, exogenní a teorii synonkogeneze.

         Endogenní teorie klade důraz na dědičnost, rasové, věkové a pohlavní vlivy. Zásadní význam se dnes přikládá genetickým faktorům, kdy vývoj maligní buňky je vázán na irreverzibilní změny genetického materiálu (Bova RJ et al, 1999). Jedná se o abnormality chromozomů, poruchy v  regulaci  růstu a diferenciaci buněk, a  také imunoinsuficience.

         Exogenní teorie  považuje za zásadní faktory kancerogeneze vlivy fyzikální, chemické a biologické.
 Fyzikálními vlivy jsou  chronická traumatizace ( destruované zuby a perzistující zubní kořeny - radixy, nevyhovující protetické náhrady), malhygiena. Prokázaný je také vliv ionizujícího záření, některých prvků (fluor, chrom, nikl, azbest, olovo).  Jednoznačnou příčinou nádorového bujení je kouření tabáku (vliv termický a chemický – benzpyren, nitrosaminy, formaldehyd aj.), zvláště v kombinaci s nadužíváním alkoholu, především destilátů

Chemické faktory působí tím, že substituují nebo poškozují báze DNA a tím poškodí funkci reparačních enzymů. Většina těchto poruch genomu je opravena reparačními mechanismy. Avšak nepatrná část těchto změn může být signálem pro zahájení vývoje nádoru. Chemická karcinogeneze má fázi iniciační, kdy mutace probíhají rychle a ireverzibilně, a fázi promoční - tehdy je iniciovaná buňka  vystavena působení další látky, která umožní nádorovou transformaci.

        Mezi biologické faktory řadíme  virové onkogeny ( herpesviry- EBV, papovaviry- HPV, hepadnaviry- HBV, HCV, retroviry- HTLV, hepatdnaviry- HAV) (Sugiyama M et al, 2003).
         Účinek těchto faktorů se vzájemně potencuje, přičemž pravděpodobnost onemocnění vzrůstá s velikostí dávky a délkou působení.

         Synonkogeneze  uvažuje o trojkombinaci faktorů: disponující endogenní faktor (imonudeficience), faktor determinující (kancerogen – chemická látka, virus) a realizační faktor (vhodná tkáň).

         Dnes je dobře prozkoumána řada onkogenů a tumorových supresorových genů s rozhodující rolí v kontrole buněčného cyklu, jejichž změněná exprese nebo inaktivace je pozorována u řady lidských karcinomů.

         Recentní studie identifikovaly důležité geny kontrolující přechod z G1 do S fáze buněčného cyklu.

         Proces onkogeneze na buněčné úrovni je úzce spjat s kontrolou buněčné proliferace, diferenciace a programované smrti buněk. Většina nádorových buněk obsahuje mnohočetné genetické změny, které pravděpodobně podporují proces tumorigeneze poškozováním důležitých kontrolních drah. 

         U nádorových onemocnění existují dva základní typy genetického poškození. Prvním typem jsou dominantní poruchy, jejíchž cílem jsou protoonkogeny, a druhým typem jsou recesivní poruchy u antionkogenů. Dominantní poruchy vyvolávají stimulační účinek, recesivní poruchy způsobují ztrátu inhibiční funkce antionkogenů. 
( Rejthar, Vojtěšek, 2002 ).
        Léčba karcinomů orofaciální oblasti má v Brně mnohaletou tradici. Na práci prof. Bildera z II. Stomatologické kliniky navazuje dnes kolektiv lékařů z Kliniky ústní, čelistní a obličejové chirurgie Fakultní nemocnice Brno - Bohunice. 

1.2.    Diagnostika karcinomu dutiny ústní

         Ačkoliv je dutina ústní  dobře přístupná a poměrně často vyšetřovaná oblast, pozdní diagnostika OSCC je stále častá. Pacienti se stále objevují ve stomatologických a stomatochirurgických  ordinacích s  pokročilým stadiem onemocnění, kdy příležitost k léčbě již není optimální. 

        Karcinomy dutiny ústní diagnostikujeme na základě anamnestických údajů, klinického vyšetření, histologického zhodnocení probatorní excize a pomocných vyšetření jako jsou zobrazovací metody a biochemické vyšetření.

1.2.1 Anamnestické údaje

        Anamnesticky pátráme především po subjektivních potížích pacienta. Nádorové onemocnění způsobuje podle lokalizace především bolest, funkční poruchy – zhoršená řeč, polykání, poruchy chuti, hypestezie ( Vincentův příznak – hypestezie v inervační oblasti n. mentalis při infiltraci mandibuly ), dále rychle se zhoršující viklavost zubů, kontraktura žvýkacích svalů. 

        Z celkových příznaků pacient trpí nechutenstvím, hubne, cítí se slabý, mohou se objevit subfebrilie.

1.2.2. Klinický obraz

        Při klinickém vyšetření má karcinom dutiny ústní v zásadě dvě formy. 

Exofytickou, kdy nádorové hmoty prominují nad povrch sliznice, vytvářejí ulcerace s navalitými okraji, často dochází ke spontánnímu krvácení. 

[image: image1.emf] 
Obr. č. 1: Exulcerovaný karcinom patrové sliznice – exofytická forma  

[image: image2.emf]
Obr. č. 2: exulcerovaný exofytický karcinom hrany jazyka
        Druhá forma je endofyticky rostoucí tumor, který zprvu infiltruje např. svalovinu jazyka nebo spodiny dutiny ústní a navenek se projevuje pouze jako tuhý útvar omezující funkci postiženého orgánu, avšak bez tvorby ulcerace. K té dochází až v pokročilých stadiích onemocnění.

[image: image3.emf]
Obr. č. 3: endofyticky rostoucí tumor hluboko infiltrující svalovinu jazyka
        Při pozdní diagnostice nádorového onemocnění mohou tumory dosahovat značných rozměrů a zcela destruhovat zasaženou anatomickou krajinu.

[image: image4.emf]
Obr. č.  4: rozsáhlý spinocelulární karcinom patrové sliznice – T4

        U mnoha pacientů dochází také k šíření nádorových buněk do regionálních lymfatických uzlin. U 13 % pacientů nacházíme krční rezistenci jako první a jediný klinický projev nádorového onemocnění. 3 - 9 % primárních tumorů uniknou pozornosti dokonce i po klinickém, radiografickém a případně endoskopickém vyšetření.


[image: image5.emf]
Obr. č. 5: metastázy v lymfatických uzlinách submandibulární krajiny
        Karcinom jazyka patří mezi nejmalignější nádory vůbec. Vyskytuje se nejčastěji na hraně jazyka a to v jeho předních 2/3, méně často pak je zasažen kořen, dorsum a  spodina jazyka. Na spodině dutiny ústní se karcinom objevuje v kterékoliv lokalizaci – ve střední čáře, v postranním úseku, často přechází ve spodinu jazyka nebo se nádorové hmoty šíří na lingvální svah alveolárního výběžku mandibuly, distálně se může šířit do oblasti orofaryngu.
1.2.3.   Histologické vyšetření

        Zcela zásadní  pro určení diagnózy je vyšetření histologické. Provádí se ze vzorku nádorové tkáně odebrané při probatorní ( diagnostické ) excizi.  Ta by měla být provedena tak, aby zajistila dostatek reprezentativní tkáně pro určení histologické a biologické povahy nádoru.

        Dlaždicobuněčný (spinocelulární) karcinom  bývá označován jako epidermoidní. Jeho histologická struktura napodobuje epidermis ve všech jejích vrstvách. Mezi nádorovými buňkami bývají intercelulární můstky. Dochází k více nebo méně zřetelnému rohovění. Růst nádoru probíhá v nepravidelných masách, rohové hmoty se nahodile hromadí v rohové koule, tzv. kankroidové perly. Rohovění je často nedokonalé, může tvořit jemné keratinové hrudky v jednotlivých buňkách – monocelulární keratinizace. Nezralé spinocelulární karcinomy nerohovějí vůbec.
        Histopatolog hodnotí především buněčnou a jadernou polymorfii, počet mitóz, přítomnost atypických mitóz, přítomnost obrovských, mnohojaderných buněk, tvorbu intercelulárních můstků, invazi do hlubších struktur, dále perineurální propagaci, šíření intravaskulárně a v případě terapeutických excizní, resp. resekcí hodnotí okraje resekátu z hlediska radikality provedené resekce. Stanovuje také histopatologický grading, tj. stupeň diferenciace nádoru ( viz níže ).
[image: image6.png]



Obr. 6:  Solidní okrsky nízce diferencovaného spinocelulárního 
            karcinomu  s vysokou mitotickou aktivitou (hematoxylin-eosin)
[image: image7.png]



Obr. 7:  Nádorové čepy rohovějícího dobře diferencovaného 

             spinocelulárního karcinomu  (hematoxylin-eosin)
1.2.4.    Pomocné vyšetřovací metody

       Jako pomocné vyšetřovací metody používáme především radiodiagnostické vyšetření 
( prosté rtg, CT vyšetření, ev magnetickou rezonanci ), dále sonografické vyšetření  k určení postižení regionálních lymfatických uzlin a diagnostikování event. vzdálených metastáz ( ultrazvuk dutiny břišní ). Radioizotopové vyšetření ( scintigrafie  ) skeletu nám pomůže vyloučit případné kostní metastázy a lze jej využít také k vyšetření sentinelové uzliny ( viz. níže ). 
        Zmíněné zobrazovací metody nám poslouží především k určení rozsahu onemocnění v dané oblasti a odhalení regionálních nebo vzdálených metastáz.
        Maligní nádor orofaciální oblasti je, podobně jako jiné malignity, nádorovou chorobou celého organismu. Jako takový způsobuje i změny v hodnotách především krevního obrazu, kde kromě několikanásobně zvýšené sedimentace nacházíme často anemii  a  zvýšené hodnoty bílé krevní řady.
        V  dalších biochemických vyšetření pak nejčastěji nacházíme zvýšené hodnoty jaterních enzymů ( řada pacientů jsou chroničtí ethylici ), hypalbuminemii způsobenou jednak špatnými stravovacími návyky, jednak ztíženým příjmem potravy při postižení dutiny ústní nádorem.
1.3.   TNM klasifikace 

         Vedle pozdní diagnostiky, a s tím související složitější a nákladnější léčbou s horšími výsledky z hlediska 5-ti letého přežití, je zásadním problémem v léčbě onkologického onemocnění orofaciální oblasti lokoregionální recidiva a šíření nádorových buněk do spádových lymfatických uzlin.
         Hlavním prognostickým faktorem do současné doby zůstává, a jistě tomu tak  bude i nadále, TNM klasifikace.  V současné době se ke zhodnocení pokročilosti nádorového onemocnění a určení stadia onemocnění užívá klasifikace UICC ( Union International Contre le Cancer ) z r. 2002, vydaná Ústavem zdravotnických informací a statistiky České republiky v r. 2004.
        Stadium onemocnění vychází z TNM klasifikace, která hodnotí velikost tumoru, přítomnost metastáz v lokoregionálních uzlinách a přítomnost vzdálených metastáz.

T – primární nádor ( tumor )
       TX – primární nádor nelze posoudit

       T0 – žádné známky primárního nádoru

       TIS – carcinoma in situ

       T1 – nádor do 2 cm v největším rozměru

       T2 – nádor více než 2 cm, avšak ne více než 4 cm v největším rozměru

       T3 – nádor větší než 4 cm v největším rozměru

       T4a – nádor narušuje kortikalis kosti, hluboké/extraglosální svaly jazyka (m.    

                genioglossus, hyoglossus, palatoglossuss a styloglossus), čelistní dutinu nebo   

                kůži tváře
       T4b – nádor narušuje fossa infratemporalis (prostor žvýkacích svalů), ploténky 

                 výběžku křídlovitého či bazi lební nebo obrůstá a. carotis interna.
N – regionální mízní uzliny ( node )
      NX – regionální mízní uzliny nelze hodnotit

      N0 – v regionálních mízních uzlinách nejsou metastázy

      N1 – metastáza v jediné stejnostranné mízní uzlině, 3 cm nebo méně v největším                      

               rozměru

     N2 – metastáza(y) v jedné stejnostranné mízní uzlině větší než 3 cm , ne však více  

              než  6 cm v největším rozměru, nebo ve více stejnostranných mízních uzlinách     

             z nichž žádná není větší než 6 cm v největším rozměru, nebo v oboustranných či  

             druhostranných mízních uzlinách, z nichž žádná není větší než 6 cm v největším  

             rozměru

             N2a – metastáza v jediné stejnostranné mízní uzlině větší než 3 cm, ne však  

                        více než 6 cm v největším rozměru

             N2b – metastázy ve vícero stejnostranných mízních uzlinách, žádná není větší

                        než 6 cm v největším rozměru

             N2c – metastázy v oboustranných či druhostranných mízních uzlinách, žádná

                        není větší než 6 cm v největším rozměru

     N3 – metastáza v mízní uzlině větší než 6 cm v největším rozměru

M – vzdálené metastázy  ( metastasis )
      MX – vzdálené metastázy nelze hodnotit

      M0 – nejsou vzdálené metastázy

      M1 – vzdálené metastázy

Dle této TNM klasifikace je pak hodnoceno stadium onemocnění.

Stadium 0          TIS                  N0                  M0

Stadium I           T1                   N0                  M0

Stadium II          T2                   N0                  M0

Stadium III         T1, T2             N1                  M0

                           T3                   N0, N1            M0   

Stadium IVA     T1 – 3              N2                  M0

                           T4a                  N0 – N2         M0

Stadium 4B       jakékoliv T       N3                    M0

                          T4b                   jakékoliv N      M0

Stadium 4C       jakékoliv T       Jakékoliv N      M1   

        Dle stejné klasifikace hodnotíme i histopatologický grading tj. stupeň malignity nádoru. Stanovuje se dle růstového a invazivního potenciálu příslušného nádoru a současně i potenciálu metastatického. Malignita závisí nejvíce na stupni diferenciace nádoru 

( histologická odlišnost stavby od předpokládané mateřské tkáně ) a na proliferační aktivitě ( míra mitotické aktivity – počet mitóz na zorné pole ) nádorových buněk.

G – histopatologický stupeň malignity ( diferenciace ) tumoru ( grading )

       GX – stupeň diferenciace nelze hodnotit

       G1 – dobře diferencovaný      

       G2 – středně diferencovaný

       G3 – špatně diferencovaný

       G4 – nediferencovaný 

        Stupeň diferenciace tumoru by měl vypovídat o případné agresivitě chování nádoru. Způsob hodnocení diferenciace nádorových buněk však zcela pomíjí tkáňovou atypii. Diferenciace je natolik subjektivní pojem, že uvedený grading vykazuje při opakování mikroskopické diagnózy značné inter- i intrapersonální rozdíly a je tedy málo reprodukovatelný. ( Rejthar, Vojtěšek, 2002 )
        Několik studií i naše vlastní klinické zkušenosti  upozorňují  na nedostatečnost TNM klasifikace jako prognostického faktoru, protože některé rozsáhlé tumory jsou léčeny s dobrým výsledkem, zatímco menší způsobují pacientovu smrt (Begum S. et al, 2003). Na základě tohoto zjištění se hledají klinické, histopatologické a molekulární faktory mající vztah k prognóze pacientova onemocnění. S rostoucím porozuměním biologie tumoru se objevují prediktivní molekulární markery identifikující pacienty vystavené vyššímu riziku lokoregionální recidivy a snad i metastázování a tím vyššímu riziku redukce přežití. Tito jsou pak podrobeni intenzivnějšímu léčebnému režimu. 

1.4.     Problematika krčních uzlinových metastáz   
        K léčbě pacienta s karcinomem orofaciální krajiny užíváme dnes standardně tři léčebné modality. Operativní odstranění nádoru, radioterapie a chemoterapie ať již v režimu neoadjuvantní chemoterapie, adjuvantní nebo paliativní.  Resekce nádoru bývá často spojena i s odstraněním spádových lymfatických uzlin – radikální nebo selektivní krční disekcí. Otázkou zůstává postoj k pacientům s negativním předoperačním nálezem na krčních lymfatických uzlinách, tzv. N0 krk. 
         U karcinomu jazyka je incidence okultních metastáz poměrně vysoká. V době diagnózy má u nádoru T1 okultní metastázy 13 – 33 %  pacientů, u nádoru T2 je to dokonce 37 – 53 % (Amaral TM et al, 2004). Pokud je hloubka invaze tumoru vyšší než 4 mm, je ve spádovém lymfatickém systému okultní metastáza u 38 – 70 % pacientů 
( Harri Keski- Santti  et al ). 
        Již v roce 1880 Kocher obhajoval revizi submandibulárního trojúhelníku během transcervikálního přístupu na karcinom jazyka. Už práce Crilleho (1906) a později Fischera (1933) prokázaly zvýšenou kontrolu nad onemocněním a delší přežití u pacientů, u kterých byl provedena elektivní krční bloková disekce (END), tj. odstranění spádových lymfatických uzlin u klinicky negativního nálezu. V posledních letech je zřejmý odklon od radikální blokové krční disekce (RND), během které jsou spolu s lymfatickým systémem odstraněny i vena jugularis interna, m. sternocleidomastoideus a n. accesorius ( XI hlavový nerv ), a je dávána přednost selektivní krční disekci (SND) event. modifikované radikální krční disekci (MRND), při kterých jsou některé z těchto struktur zachovány. Tuto operační techniku oficiálně ustanovil v r. 195O Suaréz jako funkční blokovou krční disekci (FND). 

        Zavedením techniky funkční blokové disekce vzrostla úloha elektivního bloku a zvýšila se úspěšnost přežití. 

        Racionalita selektivního bloku je založena na mnoha studiích dokazujících, že nádorové buňky se šíří prediktibilními cestami. 
        Krční krajinu rozdělujeme na 6 úrovní:

Ia –  submentální oblast
Ib –  submandibulární oblast
II -  horní jugulární oblast

III – střední jugulární oblast

IV – dolní jugulární oblast

V -  oblast zadního krčního trojúhelníku

VI – přední krční oblast

        Karcinom dutiny ústní převážně metastazuje do úrovně I - III, a to převážně ipsilaterálně, tj. do stejnostranných lymfatických uzlin jako je primární nádor. Karcinomy lokalizované při střední čáře jazyka nebo spodiny dutiny ústní mohou metastazovat i kontralaterálně nebo bilaterálně.

        Do úrovně II - IV pak  metastazují především karcinomy orofaryngu, hypofaryngu a laryngu.
        Současné vyšetřovací metody, jak klinické, tak zobrazovací včetně vyšetření jehlou  se současným odběrem tkáně na cytologické vyšetření, nejsou schopny validně odpovědět na otázku metastazování event. extranodálního šíření nádorových buněk při plánování onkologické terapie (Takes RP, 2004). Pozitronová emisní tomografie (PET),  ani vyšetření sentinelové lymfatické uzliny ( strážná uzlina pro danou oblast postiženou nádorovým onemocněním, která bývá jako první zasažena metastazujícími nádorovými buňkami) zatím nedávají jednoznačnou odpověď na otázku, zda nejsou lymfatické uzliny zasaženy okultními metastázami (Kitagawa Y et al, 2002). Z toho důvodu je nelze využít při rozhodování o provedení krční blokové disekce.        
       Provedení elektivní blokové krční disekce ( END ) u pacientů s N0 krkem znatelně zvyšuje regionální kontrolu nad onemocněním. Některá pracoviště se proto  kloní k provádění END zvláště u karcinomu jazyka v časném stadiu T1 - 2 a N0, kde síla tumoru je vyšší než 4mm (Guttman D et al, 2004).
        Podle našich údajů však pouze 20 % pacientů po  END má histologicky pozitivní nález v uzlinách, což je kontroverzní z hlediska mutilace pacienta. 
        Biologické markery z primárního nádoru, dle recentních studií, zřejmě korespondují s přítomností subklinických metastáz nebo zvýšeného rizika jejich zakládání.
1.5.    Buněčný cyklus
          Buněčné dělení je základním předpokladem růstu a vývoje každého organismu. Při dělení buňky ale dochází i k fixaci náhodně vzniklých mutačních změn. Rozdělení buněčného cyklu na několik základních fází podle biochemických a morfologických charakteristik, bylo navrženo v r. 1953 Howardem a Pelcem, a je dnes obecně přijato. Buněčný cyklus je ukončen rozdělením mateřské buňky ve dvě dceřiné buňky, následuje jejich růst a nové dělení. 
        Základní fáze buněčného cyklu:
G0 -fáze: klidová fáze buněčného cyklu, buňka udržuje bazální metabolismus a plní své základní funkce.

G1 -fáze: probíhá syntéza všech typů RNA v jádře a proteosyntéza v cytoplazmě. Buňka roste. Je to interval mezi ukončením mitózy a začátkem syntézy DNA. Délku celého buněčného cyklu většinou určuje právě délka G1 -fáze.

S -fáze: v jádře se replikuje DNA a v cytoplazmě jsou syntetizovány histony. Po skončení S -fáze obsahuje buněčné jádro dvojnásobné množství DNA.

G2 -fáze: probíhá další růst buňky, proteosyntéza, a ve zvýšené míře jsou syntetizovány proteiny pro výstavbu mitotického aparátu, zvláště tubulin. Je to interval mezi koncem syntézy DNA a začátkem mitózy. V G2 -fázi probíhá kontrola ukončení replikace DNA před vstupem do mitózy. 

M -fáze: mitotická, sestává ze šesti na sebe navazujících fází. Prvních pět (profáze, prometafáze, metafáze, anafáze, telofáze) představuje dělení jádra. Šestou fází je vlastní rozdělení buňky neboli cytokineze.

Mitotickým dělením je zabezpečen vznik dvou geneticky identických buněk.

G1, S, G2 a M fáze jsou známé součásti buněčného cyklu, ale ne všechny buňky se řídí tímto schématem. ( Rejthar, Vojtěšek, 2002 )
         Délka jednotlivých fází je proměnlivá, největší variabilitu však vykazuje G1 fáze. Nejsou-li buňky v G1 fázi připraveny na replikaci DNA, vstupují do G0 fáze – klidového stadia, ve  kterém mohou setrvat několik dní, ale i několik let.         
         Kontrola buněčného cyklu je stěžejní záležitostí, její narušení může mít za následek přeměnu normální buňky v  buňku nádorovou, která nepodléhá regulačním mechanismům a je schopna nekontrolovaného růstu. 
         Proliferační aktivita je kontrolována prostřednictvím inhibitorů, které mohou zastavit cyklus v  kontrolních bodech. První kontrolní bod je v G1 fázi před vstupem buňky do 
S fáze, druhý kontrolní bod je v G2 fázi před zahájením mitózy. Vlastní regulace je řízena dvěma skupinami proteinů. Jedná se o cyklin-dependentní kinázy (cdk) a cykliny. 
         Cykliny vytvářejí s cdk funkční komplexy, které jsou schopny fosforylovat příslušné proteiny, což je nezbytné pro progresi buněčného cyklu.

         Pro přechod G1/S, kterému se věnujeme v naší práci, jsou známy tři typy cyklinů – D1, D2 a D3. Každý má pravděpodobně svou vlastní funkci a odpovídají za spojení vnějších signálů s regulací buněčného cyklu.
         Komplex D1/cdk4 je indukován v G1 fázi a jeho aktivita roste v průběhu G1/S přechodu. Bylo prokázáno, že overexprese některého z cyklinů D  zkracuje trvání G1-fáze a urychluje přechod do S-fáze.

1.5.1    Protoonkogeny
         První poznatky o onkogenech jsou spojeny se studiem RNA nádorových retrovirů. Jejich onkogeny jsou segmenty virového genomu, které vyvolávají neoplastickou buněčnou transformaci a podporují patogenezi nádorů. Obdobné sekvence byly nalezeny v genomu většiny eukaryotických buněk. 

         Bylo prokázáno, že DNA extrahovaná z nádorových buněk a přenesená do buněk „normálních“, vyvolala neoplastickou transformaci. Varianty těchto virových a buněčných genů mající transformační účinky a vyskytující se v normálních buňkách se nazývají protoonkogeny.
         Byla popsána řada genů, které se pod vlivem různých mechanismů (bodové mutace, translokace, genová amplifikace, inzerce retrovirů) mohou chovat jako onkogeny.

         Mezi hlavní patří geny pro růstové faktory, geny pro receptory růstových faktorů, geny pro přenašeče signálů, jaderné transkripční faktory a také geny pro cykliny a cyklin dependentní kinázy (cdk).

         Buněčný cyklus u savčích buněk je koordinován aktivitou cyklinů a cyklin-dependentních kináz. Mutace poškozující tuto regulační aktivitu podporují proces buněčné proliferace.

          Cyklin D1 (CD1)  a  cdk4   byly objeveny jako první z potencionálních onkogenů. Změněná exprese obou proteinů je častým jevem, se kterým se můžeme setkat u celé řady nádorů  (nádory prsu, jícnu, jater, lymfomy, melanomy, sarkomy, glioblastomy).    
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         Obr. 8:  Úloha cyklinů a cdk v procesu regulace buněčného cyklu
1.5.2.    Antionkogeny
         Antionkogeny – nádorově supresorické geny, kódují proteiny, které se podílejí na kontrole buněčného růstu a procesu diferenciace a ztráta jejich funkce je zodpovědná přímo za změněný fenotyp nádorové buňky. 
        Nejznámější antionkogeny:

        Retinoblastomový gen (Rb) - strážce brány - (jeho existence předpovězena A. Knudsonem v r. 1971), byl objeven jako první a to u pacientů s nádorem retiny, kde jsou obě jeho alely na chromozómu 13q14 inaktivovány delecí nebo bodovou mutací.  Později byla abnormální exprese produktu  tohoto genu, proteinu pRb,  prokázána i v jiných typech nádorů (např. v osteosarkomech). Jeho produktem je jaderný fosfoprotein, jehož funkce je závislá na stupni fosforylace. V aktivní formě je hypofosforylován, tvoří komplex s transkripčním faktorem E2F. Transkripční faktor E2F je nutný pro transkripci regulačních genů nezbytných pro průběh S-fáze. Čili hypofosforylovaný pRb působí jako supresor buněčného dělení a brání postupu buněk z G1 do S-fáze (Bova RJ et al, 1999, Rotterová P. et al, 2003)
         V případě stimulace růstu buňky vlivem růstového faktoru dochází ke zvýšení koncentrace cyklinů D (CD), které tvoří s cyklin-dependentními kinázami (cdk) komplexy CD/cdk2, CD/cdk4 a CD/cdk6, jež jsou zodpovědné za hyperfosforylaci proteinu pRb. Tím se protein pRb inaktivuje a uvolňuje se cesta z G1 do S-fáze.
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         Obr. 9: úloha proteinu pRb v regulaci přechodu  z G1 fáze  do S fáze
         p16 gen – inhibitor kinázy 4 (INK4) –  klasický antionkogen, na chromozómu 9p21.  Za fyziologických okolností protein p16 odbourává komplexy cyklinD/cyklin dependentní kináza 4, které inaktivují protein pRb fosforylací. Naopak aktivní forma proteinu pRb (tj. nefosforylovaná) inhibuje transkripci proteinu p16. Tedy, systém pRb/p16 reguluje buněčný cyklus na přechodu z G1 do S fáze (Bates S et al, 1994). 

        Je inaktivován delecemi nebo mutacemi u celé řady malignit. Ztráta heterozygozyty na 9p21 bývá u karcinomů v oblasti hlavy a krku častější,  a tedy se nabízí  jako časná genetická událost při vývoji karcinomu v dutině ústní (Lin SC, 2000).
         Mutace tohoto genu v zárodečné dráze jsou spojovány s některými formami dědičných melanomů. Ztráta exprese nebo inaktivace proteinu p16 mutací v somatické linii se vyskytuje u 75 % karcinomů pankreatu (Hermanová M. et al, 2004),  40 – 70 % glioblastomů, 50 % karcinomů jícnu a u 20 %  nemalobuněčných karcinomů  plic, sarkomu  měkkých tkání a karcinomu žaludku. 
        K inaktivaci proteinu p16 dochází několika mechanismy: buď delecí homozygotního genu pro protein p16, transkripcí methylovaných promotorů nebo bodovou mutací.
          p53 gen (strážce genomu) – kóduje jaderný fosfoprotein, který je negativním regulátorem přechodu G1/S-fáze a to regulací transkripce a DNA - replikace. Je mutovaný u více než 50 % většiny typů lidských nádorů (6).  Exprese normálního, nemutovaného proteinu p53 se zvyšuje jako fyziologická odezva na různé podněty indukující buněčný stres. Následuje zablokování buněčného cyklu a během této doby různé buněčné analyzátory vyhodnocují stupeň poškození DNA. Je-li defekt opravitelný, je pomocí proteinu p53 zahájen opravný proces poškozených úseků DNA. Pokud se jedná o závažnější defekty, spouští protein p53 mechanismy apoptózy. Je to velmi důležitý kontrolní systém, který se snaží zabránit přenosu chybné genetické informace do dceřiných buněk.
2.   Cíle disertační práce
· Zjistit míru exprese cyklinu D1 a proteinu p16 v daných vzorcích nádorů  jazyka a spodiny dutiny ústní pomocí imunohistochemického vyšetření

· Ověřit vztah mezi expresí cyklinu D1 a proteinu p16 v daných nádorech a výskytem časných i pozdních metastáz ve spádových lymfatických uzlinách
· Ověřit zda míra exprese cyklinu D1 resp. ztráta exprese proteinu p16 v daných nádorech má vztah k délce přežití pacienta ( survival ) a k délce období bez klinických příznaků onemocnění ( diseasefree )
· Zhodnotit zda míru exprese cyklinu D1 resp. ztráty  proteinu p16 ve vzorku nádorové tkáně, lze využít jako prognostický faktor u nádorového onemocnění, potažmo ke stanovení léčebného režimu

3.   Materiál a metody
       V naší studii jsme vyšetřili 80 bioptických vzorků z  resekátů spinocelulárních karcinomů jazyka a spodiny dutiny ústní. Zahrnuta jsou všechna stadia (S1 - 4) dle TNM klasifikace a stupně diferenciace G1 - 3.  U 12 ti pacientů se nepodařilo dohledat kompletní údaje, proto byli vzorky od těchto pacientů využity pouze dílčím způsobem, a to ke stanovení vzájemné souvislosti mezi cyklinem D1 a proteinem p16.
        Soubor s kompletní dokumentací pak zahrnoval 60 mužů a 8 žen. 

        Věkové rozložení: 3 pacienti mladší než 40 let ( 4,4 % ), 10 pacientů ve věku 41 – 50 let ( 14,7 % ), 28 pacientů ve věku 51 – 60 let ( 41,1 % ), 17 pacientů ve věku 61 – 70 let 

( 25 % ) a 10 pacientů ve věku nad 70 let ( 14,7 % ). 
Nejmladšímu pacientovi bylo 33 let, nejstaršímu 88 let. 

        Pacienti dle stadií: ve stadiu S1  bylo 9 pacientů ( 13,2 % ), ve stadiu S2 bylo 20 pacientů ( 29,4 % ), ve stadiu S3 bylo 13 pacientů ( 19,1 % ) a ve stadiu S4  26 pacientů
( 38,2 %).
        Zaměřili jsme se především na vztah mezi  zvýšenou expresí cyklinu D1, resp. ztrátou proteinu p16, způsobenou delecí genu pro p16, a délkou období bez projevů onemocnění (diseasefree- DSF), délkou přežití (survival) a histologicky verifikovaným nálezem regionálních uzlinových metastáz (pN). Uzlinový nález jsme hodnotili v rozsahu od pN0 po pN2. Rozsah uzlinového postižení metastázami pN3 se v našem souboru nevyskytoval. 

        Dále jsme hodnotili  vztah k velikosti tumoru - T, potažmo stadiu (S1 – 4) onemocnění. 

         Všichni pacienti zařazení do studie byli bez vzdálených metastáz - M0. Studie je prováděna jako retrospektivní z preparátů deponovaných na  Ústavu patologické anatomie FN Brno. Jedná se o pacienty léčené na Klinice ústní, čelistní a obličejové chirurgie FN Brno v letech  2000 – 2005, kteří neprodělali neoadjuvantní terapii zářením nebo chemoterapii. Ze souboru histologických vzorků byly vybrány reprezentativní preparáty, tzn. s dostatečným množstvím nádorové tkáně a pouze s fokálními nekrózami.
        Materiál byl fixován v 10% formalínu, tkáňové bloky byly zpracovány standardní histologickou technikou a zality do parafínu. Rutinně připravené vzorky v parafinových blocích byly nakrájeny na tloušťku 5 mikrometrů. K přehlednému barvení bylo použito barvení hemotoxylin-eozin.

K detekci cyklinu D1 a proteinu p16 byl zvolen imunohistochemický průkaz.
3.1.   Imunohistochemie

Imunohistochemické metody využívají vazby antigenu, jehož přítomnost ve tkáni chceme prokázat, a protilátky, kterou na buňky, tkáňové řezy či kultury nanášíme. Vzniklou vazbu antigen-protilátka lze pak vizualizovat různými způsoby. 

Protilátky využívané v těchto reakcích se připravují několikastupňovým procesem. Zvířata jsou imunizována vpravením antigenu do těla, kde imunitní systém příjemce rozpozná antigen tělu cizí a je spuštěna kaskáda reakcí, na jejímž konci je produkce specifických protilátek v B lymfocytech. Antigen nese obvykle několik vazebných míst tzv. epitopů pro protilátky. Pokud vyprodukované protilátky nejsou selektovány tak, aby se vázaly na jednotlivé epitopy, hovoříme o protilátkách polyklonálních. Vlastností monoklonálních protilátek je, že se specificky váží pouze na jediný epitop sledovaného antigenu. 

Imunofluorescenční metody lze rozdělit podle způsobu vizualizace vazby antigen - protilátka na přímé a nepřímé. Při přímé metodě je fluorochrom přímo navázán na primární protilátku žádané specificity. Hlavní nevýhodou tohoto postupu je nesnadná konjugace fluorochromu a primární protilátky tak, aby nedošlo k porušení vazebného místa. Při nepřímé imunofluorescenční metodě je preparát nejprve inkubován s primární neznačenou protilátkou a teprve v druhém kroku je aplikována sekundární protilátka konjugovaná s příslušným fluorochromem. Jedna s fluorochromem konjugovaná protilátka může být využita pro vizualizaci vazby různých protilátek a antigenů. Další nespornou výhodou je vyšší citlivost tohoto detekčního systému, což je dáno skutečností, ža na každou molekulu primární protilátky je navázáno několik molekul značené protilátky sekundární. 

Podstatou reakcí imunohistologických je rovněž vizualizace vazby antigen - protilátka. Protilátka je místo fluorochromu značená enzymem (nejčastěji peroxidázou a alkalickou fosfatázou). Metodou volby je v současné době aplikace avidin-biotinových metod, která využívá pro vizualizaci vazby antigen - protilátka vysoké vazebné afinity mezi avidinem a biotinem (Herrington and McGee, 1992).

V imunohistologických metodách  jsou rovněž  využívány metody přímé i nepřímé. V přímých metodách je příslušný enzym navázaný na primární protilátku. Nepřímých metod je celá řada: u dvoustupňových je enzym navázaný na sekundární protilátku, u trojstupňových metod se na značenou sekundární protilátku naváže rovněž značená protilátka terciární (sendvičová metoda).

V 80. letech byly velmi užívané metody, při nichž se používaly tzv. PAP-komplexy (peroxidase-anti-peroxidase), (Herrington a McGee, 1992). Při této technice je po vazbě primární (např. myší) protilátky aplikována sekundární anti-myší protilátka a poté komplex myší protilátky s křenovou peroxidázou. Sekundární anti-myší protilátka se váže jak na primární protilátku myší, tak na myší protilátku v PAP komplexu. Obě vazby jsou symetrické, tudíž stejně pevné. Vázaná peroxidáza je vizualizovaná standardním způsobem, nejčastěji aplikací substrátu barevné reakce - diaminobenzidinu (DAB). PAP metoda může být zesílena použitím Fab fragmentů konjugovaných s peroxidázou místo celých imunoglobulinů (obr. č. 10).
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Obr. č. 10: Schéma metody PAP a APAAP 
Místo peroxidázy lze využít v imunohistochemických reakcích i enzymatickou aktivitu alkalické fosfatázy. Metoda APAAP využívající tento enzym je obdobou PAP metody a lze ji využít zejména ve tkáních s vysokou endogenní aktivitou peroxidázy (preparáty a nátěry z krve a kostní dřeně).

Metody avidin-biotinové využívají vazby glykoproteinu vaječného bílku avidinu se čtyřmi molekulami vitamínu ze skupiny B - biotinu. V této metodě se na primární protilátku naváže biotinylovaná protilátka sekundární. Dalším krokem je aplikace komplexu avidin-biotin-peroxidáza, který se na sekundární biotinylovanou protilátku naváže a propůjčí takto vzniklému komplexu výrazně zesílený signál, který se vizualizuje standardními enzymově - histochemickými metodami (obr. č. 11).
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Obr. č. 11: Avidin – biotinová technika: na sekundární protilátku je vícenásobně navázáný komplex avidin – biotin - peroxidáza

Vysoce senzitivní systémy používané v dnešní době využívají například molekuly příslušných enzymů nakonjugovaných spolu se sekundárními protilátkami na kostře představované dextranem (DAKO En Vision™ Systém), (obr. č. 12). 
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Obr. č. 12: Princip systému DAKO En VisionTM – molekuly příslušných enzymů jsou nakonju-govány spolu se sekundárními protilátkami na kostře představované dextranem

         Materiál byl fixován v 10% formalínu, tkáňové bloky byly zpracovány standardní histologickou technikou a zality do parafínu. Rutinně připravené vzorky v parafinových blocích byly nakrájeny na tloušťku 5µm a zachyceny na elektrostaticky upravená skla (Superfrost Plus, Menzel), řezy odparafinovány v  xylenu a rehydratovány.
         Endogenní peroxidázová aktivita byla blokována po dobu 15 minut 3% roztokem H2O2 v PBS (fyziologický roztok pufrovaný fosfátem na pH 7,2).
         Odmaskování antigenního epitopu bylo provedeno zahříváním skel s řezy po dobu 40 minut při 94oC v 1mM pufru EDTA-tetrasodná sůl EDTA, pH 8,0. Po promytí v PBS (3x5 minut) byly z důvodu zablokování nespecifické vazebné aktivity řezy převrstveny na dobu 15 minut roztokem 5% nízkotučného mléka v PBS. Komerční monoklonální protilátka proti p16 NCL-P16-432 (Novocastra), ředěná 1:50 v DAKO antibody diluent byla aplikována na řezy při teplotě 4oC přes noc.
         Po trojím promytí v PBS byla nanesena anti-myší sekundární protilátka značená biotinem a následně ABC reagencie (Vector Elite ABC kit, Vector) dle návodu výrobce. Peroxidázová aktivita byla vizualizována kitem DAB+ (DAKO). Po promytí v destilované vodě byly řezy dobarveny Gillovým hematoxylinem, dehydratovány, projasněny a zamontovány pro mikroskopické zhodnocení. 
Imunohistochemické preparáty byly hodnoceny nezávisle dvěma patology ve standardním světelném mikroskopu.
3.2 Statistické metody

        Ke statistickému vyhodnocení byla použita analýza funkce přežití dle Kaplana a Maiera a analýza kontingenčních tabulek pomocí Pearsonova chí kvadrátu, obsažené ve statistickém programu SYSTAT v. 5,0 (Systat Software Inc., USA). Za statisticky významnou byla považována hodnota pravděpodobnosti 0,05.

4.   Výsledky

   4.1.  Délka přežití pacientů se spinocelulárním karcinomem jazyka, resp. spodiny dutiny ústní v závislosti na stadiu onemocnění 
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Graf č. 1: závislost přežití na stadiu onemocnění
Komentář ke grafu č. 1: graf ukazuje hodnoty délky přežití pacientů s dlaždicobuněčným karcinomem jazyka a spodiny dutiny ústní v závislosti na stadiu onemocnění, ve kterém byl nádor diagnostikován. Hodnoty potvrzují významnou závislost  úspěšnosti terapie 
a pětiletého přežití vzhledem ke stadiu onemocnění především ve stadiu IV, kdy dochází k signifikantnímu zkrácení doby přežití ( p = 0,08). 
Pětileté přežití u pacientů s karcinomem spodiny dutiny ústní a jazyka ve stadiu IV je menší než 25 %.
4.2. Závislost diseasefree ( délky období bez klinických projevů onemocnění ) na stadiu  onemocnění
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Graf č.23 :  závislost diseasefree (DSF) na stadiu onemocnění

        Komentář ke grafu č. 2:  jako diseasefree (DSF) -  doba bez klinických projevů onemocnění – bylo hodnoceno období od ukončené  léčby (operace, event. radio a chemoterapie) po histologickou verifikaci recidivy lokálního nálezu, resp. verifikaci uzlinových metastáz. 

        Graf č. 2 vyjadřuje vliv pokročilosti nádorového onemocnění, v okamžiku diagnostikování, na celkovou délku období, po kterou se u pacienta neprojeví známky recidivy onemocnění event. metastazování do regionálních lymfatických uzlin, popřípadě vznik vzdálených metastáz.

        Podobně jako u hodnocení přežití  i hodnoty DSF jsou, dle našich výsledků, významně závislé na stadiu onemocnění ( p = 0,022). Především pacienti ve stadiu IV jsou významně ohroženi vznikem lokální recidivy. Graf potvrzuje již známou skutečnost, že        75 %   recidiv se objevuje do 12 měsíců od ukončené terapie.
        Hodnocení stadia onemocnění závisí do značné míry na uzlinovém nálezu. A právě pozitivita nebo negativita uzlinového nálezu u spinocelulárního karcinomu dutiny ústní významně ovlivňuje jak délku přežití, tak délku období bez projevů onemocnění, jak ukazují následující grafy (redukováno na pN0 – negativní uzlinový nález, pN1 pozitivní uzlinový nález): 
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Graf č. 3: závislost přežití na uzlinových metastázách (pN)
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Graf č 4.  :  závislost DSF na uzlinových metastázách (pN)   

        Přítomnost nebo naopak absence metastáz v regionálních lymfatických uzlinách je významným prognostickým faktorem z hlediska přežití, p = 0,001 (viz graf č. 3) i z hlediska délky období bez onemocnění (DSF),  p = 0,002   (graf  č. 4).

4.3. Délka přežití v závislosti na gradingu 
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Graf č. 5: závislost přežití na histologickém gradingu
        Komentář:  graf č. 5 znázorňuje závislost délky přežití pacientů s dlaždicobuněčným karcinomem jazyka nebo spodiny dutiny ústní na gradingu nádoru, tj. závislost přežití na stupni malignity resp. stupni diferenciace nádoru. Znázorněné hodnoty nevykazují statisticky významné rozdíly mezi délkou přežití u G1, G2 a G3. 

        Grading se podle našich výsledků významnějším způsobem nepodílí na ovlivnění doby přežití. Hodnocení gradingu je však do jisté míry subjektivní, jak bylo zmíněno výše. Jelikož zatím nejsme schopni stanovení gradingu objektivizovat, nemůžeme získané hodnoty využít jako prognostický faktor ovlivňující délku přežití.
4.4. Hodnocení cyklinu D1:
        V následujících grafech a tabulkách uvádíme zhodnocení vztahu míry exprese cyklinu D1 k délce přežití, délce období bez klinických projevů onemocnění, k uzlinovým metastázám a konečně ke stadiu onemocnění.
           Úroveň exprese cyklinu D1 byla rozdělena do tří kategorií: 
· úroveň exprese 1 - positivita CD1 do 5% /10 HPF  v nádorových buňkách
· úroveň exprese 2 - positivita CD1  5%  -  15% /10 HPF v nádorových buňkách

· úroveň exprese 3 - positivita CD1 ve více než 15% /10 HPF v nádorových buňkách
.
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Obr. č. 13  Nízce diferencovaný spinocelulární karcinom s výraznou 

                  positivitou  cyklinu D1 (>15%)
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Obr. č. 14  Positivita cyklinu D1 v basálních vrstvách nádorových čepů
[image: image20.wmf]Survival Plot

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

Time

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

Survivor Function

3

2

1

CD1


        Graf č. 6:  závislost délky přežití na stupni exprese cyklinu D1
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Graf č. 7: závislost délky přežití na stupni exprese cyklinu D1 (sloučeny hodnoty cyklinu D1 v úrovni 1 a 2 oproti hodnotě cyklinu D1 v úrovni 3)
           Komentář: grafy 6 a 7 ukazují závislost přežití na stupni exprese cyklinu D1. Pro tři stupně exprese cyklinu D1 je závislost statisticky nevýznamná,  p = 0,06. Pokud sloučíme hodnoty exprese  cyklinu D1 v úrovni od 0 % do 15 % /10 hpf ( graf č. 7 ), získáme již statisticky významnou závislost, p = 0,03. To svědčí o tom, že s narůstající overexpresí cyklinu D1 dochází k významnému ovlivnění doby přežití. Při srovnání s následující tabulkou 

(tab. č. 1)  můžeme vyslovit předpoklad, že délka přežití je ovlivněna nálezem uzlinových metastáz, které se tvoří statisticky významně častěji u pacientů s overexpresí cyklinu D1 v primárním nádoru, p = 0,03
       .
	
	CD1 - 1
	CD1 - 2
	CD1 - 3
	Total

	pN0
	
11
	
14
	
6
	
31

	pN1
	
8
	
10
	
19
	
37

	Total
	
19
	
24
	
25
	
68


 Tab. 1:  cyklin D1 a uzlinové metastázy  

        Tabulka hodnotí vztah mezi stupněm exprese cyklinu D1 a výskytem uzlinových metastáz. Stupeň postižení regionálních lymfatických uzlin byl redukován na N0 – metastázy nepřítomny a N1 -  přítomnost metastáz.

        Následující graf pak znázorňuje závislost délky období bez klinických projevů onemocnění na míře exprese cyklinu D1. Hodnoty exprese cyklinu D1 v úrovni 1 a 2 (tj do 15% /10hpf) jsou opět sloučeny:
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Graf č. 8 :  závislost DSF na expresi cyklinu D1
        Komentář:  graf č. 8 znázorňuje závislost stupně exprese cyklinu D1 a délky období bez projevů onemocnění. Závislost je, po sloučení hodnot  cyklinu D1 v úrovni 1 a 2, oproti úrovni 3,  obdobná jako u grafu přežití  (p = 0,03). Získáme  statisticky významnou závislost, p = 0,03. To svědčí o tom, že s narůstající overexpresí cyklinu D1 dochází k významnému ovlivnění (zkrácení) DSF.
	
	CD1 - 1
	CD1 - 2
	CD1 - 3
	Total

	
S1
	
2
	
2
	
1
	
5

	
S2
	
5
	
7
	
4
	
16

	
S3
	
8
	
3
	
6
	
17

	
S4
	
5
	
10
	
15
	
30

	Total
	
20
	
22
	
26
	
68


Tab. 2: závislost exprese cyklinu D1 a stadia onemocnění
        Komentář: tabulka 2 uvádí závislost stadia onemocnění na míře exprese cyklinu D1. Rozdělena do tří úrovní je míra exprese ve statisticky nevýznamném vztahu, ale po sloučení úrovně 1 a 2 oproti úrovni 3 už vychází statisticky významná závislost  p = 0,003
(viz tab. č 3)

	
	CD1  1 + 2 
	
	CD1 - 3
	Total

	
S1
	
4
	
	
1
	
5

	
S2
	
12
	
	
4
	
16

	
S3
	
11
	
	
6
	
17

	
S4
	
15
	
	
15
	
30

	Total
	
42
	
	
26
	
68


Tab. 3: závislost exprese cyklinu D1 a stadia onemocnění (úroveň 1 a 2 sloučena)
         Ze získaných a statisticky zpracovaných hodnot lze říci, že nádory s vysokou expresí cyklinu D1 – od úrovně 3, tj více než 15 % /10 hpf v nádorových buňkách -  ve zvýšené míře zakládají uzlinové metastázy ( p = 0,003 ).
         Dále se projevuje statisticky významná souvislost přežití (survival) s mírou exprese cyklinu D1 a stejně tak závislost délky období bez klinických projevů onemocnění  (diseasefree).
         Při úrovni exprese cyklinu D1= 1, tj do 5%, je průměrná doba přežití 30,1 měsíce,  při úrovni 2, tj 5-15%, je to 20,0 měsíců a  při úrovni 3, tj nad 15% je to již jen 15,6 měsíce.
         Pokud hodnotíme maximální hladinu exprese cyklinu D1 oproti dvěma nižším úrovním exprese, získáme hodnoty svědčící pro statisticky významnou závislost stadia onemocnění na míře exprese cyklinu D1. 
           Všichni pacienti v našem souboru byli bez nálezu vzdálených metastáz – M0. Proto jsme závislost výskytu M1 na expresi cyklinu D1 nehodnotili. 
          Závislost na pohlaví není žádná.
4.5. Hodnocení  proteinu  p16
        Protein p16 byl hodnocen pouze ve dvou stupních, a to přítomen (p16 pozitivní) nebo nepřítomen (p16 negativní).
Hodnocení proteinu p16 ve vztahu k uzlinovým metastázám:
	
	P16 neg
	P16 pos
	Total

	pN0
	
26
	
6
	
32

	pN1
	
5
	
1
	
6

	pN2
	
26
	
4
	
30

	Total
	
57
	
11
	
68


Tab. 4:  protein  p16 a uzlinové metastázy  
            (redukováno  pN0=pN0,p N1=pN1,p N2=pN2a-c, pN3)                                                   
	
	p16 neg
	P16 pos
	Total

	
pN0
	
25
	
7
	
32

	
pN1
	
30
	
6
	
36

	Total
	
55
	
13
	
68


Tab. 5:  protein p16 a uzlinové metastázy 

            (redukováno pN0 = negativní uzliny, pN1 = positivní uzliny)

        Komentář k tabulce č. 4 a 5:  z výsledků nevyplývá přímá závislost mezi nálezem uzlinových metastáz a pozitivitou nebo negativitou proteinu p16 v primárním nádoru        (p = 0,85), a to ani po sloučení všech pozitivní uzlinových nálezů v jednu skupinu             (p = 0,56) . 
        Stejně tak jsme neprokázali žádný vztah mezi přítomností proteinu p16 v primárním tumoru a stadiem onemocnění, p = 0,50  ( tabulka č. 6 )

	
	S1
	S2
	S3
	S4
	Total

	
P16 neg
	
7
	
14
	
11
	
24
	
56

	
P16 pos
	
0
	
3
	
4
	
5
	
12

	Total
	
7
	
17
	
15
	
29
	
68


Tab. 6: exprese proteinu p16 a stadium onemocnění
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Graf č. 9 : závislost přežití (survival) na přítomnosti p16  .
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Graf č.  10: závislost  DSF a  p16

        Komentář ke grafu č. 9 a 10:   grafy znázorňují závislost délky přežití, resp. období bez projevů onemocnění  na  přítomnosti proteinu p16 v primárním tumoru. Z průběhu grafů lze usoudit, že ztráta proteinu p16 v nádorové tkáni má negativní vztah k hodnoceným ukazatelům, tzn., že zkracuje jak survival, tak DSF. 
        Průměrná doba bez projevů nádorového onemocnění u p16 positivní byla 36,2 měsíce oproti  15,8 měsíce u p16 negativních. Avšak statisticky signifikantní hodnoty jsme neprokázali. Výsledky však mohou být zkresleny faktem, že p16 je negativní při imunohistochemickém vyšetření i za fyziologických  podmínek. Barví se většinou jen v bazální vrstvě přirozeně proliferujících buněk. Proto vhodnější vyšetřovací metodou by zde byla některá z molekulárně genetických metod, např. in situ hybridizace.

        Podobná je závislost  přežití  na expresi p16 ( p = 0,23).  V případech p16 pozitivní je průměrná hodnota přežití  36,2 měsíce, zatímco u p16 negativních je to 19,0 měsíce.
        Stejně tak jsme neprokázali žádnou souvislost mezi expresí resp. ztrátou exprese proteinu p16 a stadiem onemocnění ani vztah k pohlaví.
4.6 Vzájemné souvislosti

        Výsledky se statickou významností prokázali, že exprese p16 koreluje negativně s expresí  cyklinu D1, CD1 3+ neexprimují p16 vůbec. p<0.001. 
        To odpovídá skutečnosti, že protein p16 funguje jako inhibitor vzniku komplexů cyklinu D1 a cyklin dependentní kinázy cdk4, které jsou při nepřítomnosti proteinu p16 tvořeny v nadbytku a uvolňují tak  cestu k přechodu buněk z G1 fáze do S fáze.
	
	p 16 - negativní
	p 16 - pozitivní
	Total

	CD1
1
	
12
	
10
	
22

	CD1
2
	
23
	
3
	
26

	CD1
3
	
32
	
0
	
32

	Total
	
67
	
13
	
80


Tabulka č 7:  vztah mezi expresí cyklinu D1 a přítomností proteinu p16

        Z tohoto výsledku lze usoudit, že při současném vyšetření cyklinu D1 a proteinu p16 a  nálezu této negativní korelace se jedná o tumor, u kterého lze předpokládat agresivnější chování ve smyslu lokoregionální recidivy a zakládání uzlinových metastáz.
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 Obr. č. 15: pozitivita proteinu p16 (červeně ) a exprese cyklinu D1 ( zeleně )

                dvojitá imunofluorescence
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Obr. č. 16: společná pozitivita proteinu p16 a cyklinu D1 ( žlutě 
        U proteinu p16 se nám také podařilo prokázat vztah ke gradingu, jak znázorňuje následující tabulka
	
	G1
	G2
	G3
	Total

	
P16 poz
	9
	16
	14
	39

	
P16 neg
	5
	4
	0
	9

	Total
	14
	20
	14
	48


Tabulka č 8:  vztah mezi proteinem p16 a gradingem primárního tumoru 

Jde o statisticky významné hodnoty, p = 0,05. Nádory s gradingem 3 neexprimují protein p16 vůbec. 
5.   Diskuse
         Přes významný pokrok v léčebných modalitách během posledních několika dekád, zůstává orální karcinom onemocněním se špatnou prognózou, krátkou dobou přežití a vysokým stupněm tvorby uzlinových metastáz (Lim J. et al, 2005). Ve výzkumu je řada dalších markerů, u nichž se předpokládá nebo je potvrzen vliv na průběh OSCC (endotheliální růstový faktor, jaderný proliferační antigen, stupeň perineurální invaze) (Radima B. et al, 2004, Andreadis D. et al, 2006).
         Teorie karcinogeneze v oblasti hlavy a krku předpokládá akumulaci genetických změn ve slizničních buňkách a to jako následek expozice kancerogeny, především pak tabákem a alkoholem. Vzniklá genetická nestabilita  vyúsťuje v poruchu funkce proteinů zodpovědných za regulaci  buněčného  cyklu, což se ve svém důsledku projeví jako klinické změny ve zdravé ústní sliznici na dysplazie a event. karcinom. Je jisté, že ztráta nebo deregulace exprese několika genů s pivotní rolí při regulaci buněčného cyklu, je kritickou událostí ve vývoji karcinomu v oblasti hlavy a krku (Begum S. et al, 2003).
        Zda změny v expresi těchto proteinů jsou spojeny s klinickým chováním tumoru, především se vznikem regionálních uzlinových metastáz, a zda mohou být považovány za prediktivní markery pro průběh a výsledek onemocnění, tím se zabývá tato práce. 
        Byl zde naznačen vztah mezi ztrátou exprese proteinu p16, resp. prokázána závislost mezi zvýšenou expresí cyklinu D1 a nepříznivým výsledkem onemocnění. Výsledky naznačují, že by současné vyšetření  overexprese cyklinu D1 a ztráty proteinu p16 mohlo segregovat podskupinu pacientů se signifikantně zvýšenou pravděpodobností relapsu, ať již ve formě lokální recidivy nebo vzniku uzlinových metastáz.
         Dosud bylo provedeno několik studií věnujících se definování vztahu mezi expresí proteinů buněčného cyklu a klinickými a patologickými znaky nádorového onemocnění. Např. studie 149 pacientů s karcinomem laryngu odhalila overexpresi cyklinu D1 u 38% z nich a to vždy ve spojitosti s extenzí tumoru, pokročilejším klinickým stadiem, uzlinovým nálezem a redukcí období bez projevů onemocnění (diseasefree)  a přežití (survival).
         Zvýšená exprese cyklinu D1 zkracuje G1 fázi a redukuje závislost na růstovém faktoru, což vede ke ztrátě kontroly nad buněčným cyklem a ke vzrůstu buněčné proliferace. Podle dostupných studií koreluje overexprese cyklinu D1 se zkrácením intervalu bez projevu onemocnění (diseasefree) stejně jako se zkrácením doby přežití (survival)  a také s vyšší incidencí lokoregionální recidivy u spinocelulárních karcinomů jazyka a spodiny dutiny ústní.  

        Ne každá buněčná proliferace však musí mít za základ overexpresi cyklinu D1, jak ukazují jiné studie, např. na lidské plicní embryonální fibróze, kde nebyla prokázána overexprese cyklinu D1, ale byla prokázána overexprese jiných cyklinů (D3, E, A) a cyklin dependentních kináz (Cdk2 a Cdk4) (Yitao QI et al, 2007).
        My jsme v našem souboru závislost overexprese cyklinu D1 na zmíněných parametrech prokázali. Z výsledků můžeme vyvodit, že overexprese  cyklinu D1  lze  využít jako prognostického faktoru predikujícího horší průběh a prognosu onemocnění. 
        Jiná situace je u proteinu p16.  Protein p16 v buněčném cyklu způsobuje inaktivitu komplexů cyklinD/cdk. Pracuje v součinnosti s proteinem pRb, který zpětně reguluje aktivitu proteinu p16. 

        Předpokládali jsme, že v případě ztráty proteinu p16 v důsledku genové poruchy dojde k  nadprodukci komplexů cyklinD/cdk a tím deregulaci buněčného cyklu s nadprodukcí defektních buněk. Tento předpoklad jsme v naší studii pouze naznačili a to ve vztahu ztráty exprese proteinu p16 a  délky přežití – survival, a  ve vztahu k délce období bez klinických projevů onemocnění – diseasefree.   Statisticky významnou závislost ke zvýšené pohotovosti zakládat uzlinové metastázy při ztrátě exprese proteinu p16 jsme neprokázali. 

        Může to být způsobeno tím, že protein p16 se imunohistochemickou metodou nezobrazuje ani  za fyziologických podmínek. Barví se pouze v bazálních vrstvách přirozeně proliferujících buněk. 

        Můžeme se domnívat, že při použití jiné vyšetřovací metody – např. in situ hybridizace, bychom dostali výsledky více podporující náš původní  předpoklad.

        Statistické zhodnocení závislosti délky přežití,  délky diseasefree, stadia onemocnění a nálezu uzlinových metastáz jednoznačně prokázalo, že jako hlavní prognostický faktor u nádorových onemocnění orofaciální oblasti zůstává TNM klasifikace.

        Velikost tumoru a především přítomnost nebo abscence metastáz v regionálních mízních uzlinách jsou rozhodujícími faktory pro průběh terapie i prognozu onemocnění, což potvrzuje i řada jiných studií  (Sathyan KM et al., 2006, Lopes MA et al,  2002).
        V souladu s těmito zjištěními vystupuje do popředí důležitost prevence a včasné diagnostiky maligního onemocnění v oblasti orofaciální, protože to je rozhodující faktor pro prognózu onemocnění a může zásadním způsobem ovlivnit průběh a výsledek terapie  (Holmes JD et al, 2003).

        Otázkou nadále zůstává přístup k N0 krku, tzn. stavu, kdy v době diagnozy OSCC nacházíme klinicky negativní nález na uzlinových metastázách. Někteří autoři doporučují provedení elektivní blokové krční disekce  u NO krku vzhledem k omezeným možnostem dosud dostupných vyšetřovacích metod (Amaral TM et al., 2004). Jiní však upozorňují na fakt, že až 80% pacientů s N0 krčním nálezem  podstoupí krční direkci s následným negativním histologickým vyšetřením (Takes RP, 2004).
Následky tak závažného chirurgického výkonu pochopitelně pak výrazně snižují kvalitu života pacientů (Bjordal K et al, 1999).  To je i v souladu s našemi vlastními zkušenostmi. Otázka přístupu k pacientům s negativním klinickým nálezem na krčním uzlinovém systému bude jistě předmětem dalších diskuzí a především hledání nových technických i histologických a biologických přístupů, které nám umožní přesnější diagnostiku a usnadní rozhodnutí o zvoleném terapeutickém postupu. K tomu může pomoci i tato a jí podobné práce.

         Studie tedy v souhlase s obdobnými zahraničními pracemi potvrzuje, že deregulace proteinů buněčného cyklu jako jsou cyklin D1, protein p16, event. p53, jsou běžné události u spinocelulárního karcinomu jazyka a spodiny ústní čehož lze využít k identifikování skupiny pacientů, kteří jsou pak podrobeni více „agresivní“ terapii.
6.   Závěr

         Z výše uvedených výsledků tedy vyplývá, že zvýšená exprese  cyklinu D1 v nádorových buňkách a snížená, resp.vymizelá exprese p16, je nepříznivý prognostický faktor z hlediska uzlinových metastáz. Detekce cyklinu D1 imunohistochemicky je metodou zcela validní.
Pro průkaz ztráty exprese proteinu p16 (tzn. porucha funkce na úrovni proteinu p16)  by bylo vhodnější použití molekulárních metod (např. in situ hybridizace). To bude předmětem naší další retrospektivní studie. 

7.   Souhrn 

         Abnormální exprese regulátorů buněčného cyklu - cyklinu D1 a inhibitoru cyklin dependentní kinázy – proteinu p16, jsou běžné události u mnoha typů primárních tumorů. Avšak jejich význam jako prediktivních faktorů u karcinomů orofaciální oblasti nebyl dosud extenzívně studován. Právě za tímto účelem byla retrospektivně (r. 2000 – 2005) sestavena databáze 68 pacientů, u kterých byla provedena resekce spinocelulárního karcinomu jazyka nebo spodiny ústní a event. bloková krční disekce. Na vybraných blocích z rutinně fixovaného (4% formol) a zpracovaného materiálu, bylo provedeno imunohistochemické vyšetření k průkazu proteinů p16 a D1. Výsledky byly hodnoceny semikvantitativně a stupeň exprese (zvýšená exprese D1 resp. ztráta exprese proteinu p16) byl porovnáván s klinicko-patologickými údaji (věk, pohlaví, grading, staging, období bez projevů onemocnění- diseasefree, přežití-survival, metastazování).

         Cílem této práce bylo potvrdit korelaci mezi sníženou expresí p16 resp. overexpresí cyklinu D1 a horší prognózou nádorového onemocnění, včetně vzniku metastáz ve spádových lymfatických uzlinách, což je v souladu s recentními   publikovanými výsledky. 

         Zhodnocení exprese těchto regulátorů buněčného cyklu umožní definovat skupinu pacientů s vyšším rizikem lokoregionální recidivy a šíření nádoru do regionálních lymfatických uzlin, což má bezprostřední vliv na celkový výsledek onemocnění a přežití pacienta.
8.    Summary
        Abnormal expression of cell cycle regulators, i.e. D1 cyclin, and cyclin dependent dinase inhibitor, i.e. p16 protein, are routinely detected in many type sof promary tumors. However, the significance of the above regulators as predictive factors in carcinomas of the orofacial region has not been studied extensively yet. For this purpose, a retrospective databáze ( 2000 – 2004 ) of 68 patients was compiled, in whom the resection of spinocellular carcinoma of ether the tongue or the oral floor or, possibly the block dissection of the neck were carried out. 
        Imunohistochemical examinations for p16 protein and D1 cyclin demonstration were carried out on selected blocks of routinely fixed ( 4% formol ) and treated material.

        The results were evaluated in semi – quantitativ way. The degrese of expression 

( increased  cyclin D1 expression and/or p16 protein deletion ) was compared with a numer of clinical – pathological data ( age, sex, grading, staging, disease – free period, survival time, metastasis of the lymphatic node ).  The aim of the study was to confirm the correlation between reduced p16 protein expression and/or cyclin D1 over – expression and a worse prognosis of the tumorous disease including the development of lymphatic node metastase. The outcome of the study corresponded to data published recently. Evaluation of expression of the above cell cycle regulators enables the definition of a subgroup of patients with a higher risk for loco – regional recurrence and tumor diffusion into regional lymph nodes, which has an imminent affect on disease conclusion and patient survival.
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