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1.Uvod

1.1. Epidemiologické a etiopatogenetické aspekty nadorii slinnych Zlaz.

Néadory slinnych zlaz jsou pomérné vzacna onemocnéni, na vSech tumorech hlavy a krku se
podileji ne vice nez 5 %. Jejich anatomicka distribuce je velmi nevyrovnana: nejcastéji (v 70 — 80
tumorti vychazi ze Zlazy podjazykové a malych slinnych z1az. Obecné je velikost Zlazy v opacném,
dosud vSak neobjasnéném vztahu k relativnimu zastoupeni z ni vychazejicich karcinomil. Ty v gl.
parotis predstavuji jen asi 20 %, v gl. submandibularis 50 %, v gl. sublingualis vice nez 90 % vSech

neoplazmat.

Incidence parotického karcinomu dle udaji UZIS v poslednich hodnocenych 15 letech
(2000-2014) se v celé populaci CR pohybovala mezi 0,42 az 0,54/100 tisic obyvatel, pfiemz byla
onéco vyssi u muzd nezli u Zen (0,4 az 0.8 vs. 0,21 az 0,5). Umrtnost dle stejného zdroje
ve stejném obdobi ¢inila celkové 0,14 az 0,23, u muzl byla vétsi nez u zen (0,2 az 0,45 vs. 0,08 az
0,2). Incidence ani mortalita této nddorové skupiny vSak nema dlouhodobé vzestupnou tendenci.
Z téhoz pramene pak vyplyva, Ze za stejny Casovy interval nebyl rozdil mezi incidenci ¢asnych
(I+II) a pozdnich (III+IV) klinickych stadii (0,13 az 0,30 vs. 0,10 az 0,25), tato se vSak liSila
mortalitou (0,01 az 0,07 vs. 0,11 az 0,25). Dale je zfejmé, Zze incidence a mortalita stoupa s vékem,
nejvyssi je u nemocnych nad 65 let. Tyto udaje potvrzuji vysledky klinickych studii, podle kterych

je tento parametr prognostickym ¢initelem (6, 15, 16).

Etiologie salivarnich nadord neni dosud pfesné¢ zndma. Jednoznacné byl prokazan vliv
ionizujiciho zafeni. V nékterych geografickych oblastech je karcinom piiusni Zlazy davan
do pfi¢inného vztahu k infekci virem Epstein-Barrové. Tumorigenni vliv jinych latek, jako napf.

barev na vlasy, je spekulativni.

V soucasné dobé¢ se pozornost zaméfuje na genetické alterace, jeZ jsou zodpovédné za vznik
nékterych histopatologickych jednotek. Jde vétSinou o chromozomalni translokace (viz tab. €. 1).
Stanoveni téchto genetickych zmén ma u nékterych tumort vedle diferencidlng-diagnostického 1

vyznam prognosticky (napf. u karcinomu mukoepidermoidniho).



Tab. ¢. 1: Genetické alterace u tumort slinnych zlaz

tumor typ gen
chromozomalni
aberace

pleomorfni adenom 8q12 translokace PLAGI faze
12q13-15 translokace HMGA?2 faze

karcinom z pleomorfniho adenomu 8q12 translokace PLAGI faze
12q13-15 translokace HMGA?2 faze
12q15 amplifikace MDM?2

TP53 mutace

epitelialné myoepitelialni karcinom

HRAS mutace

tubulotrabekularni bazocelularni adenokarcinom

CTTNBI mutace

membranozni bazocelularni adenokarcinom

16q12-13 delece

CYLD LOH/mutace

mukoepidermoidni karcinom

t(11;19)(q21;p13)
t(11;15)(q21;926)

CRTCI-MAML2
CRTC3-MAML2

9p21.3 CDKN24 delece

salivarni duktalni karcinom TP53 mutace
17g21.1 ERBB?2 amplifikace
3926 PIK3CA mutace
Xql2 AR copy gain

adenoidné cysticky karcinom

6q22-23 translokace
8q13 translokace

fazni transkript MYB-NFIB
a MYBLI-NFIB
NOTCH]I mutace

sekretoricky karcinom (mammarni analogicky) t(12;15)(p13;q25) ETV6-NTRK3
t(12 ETV6-X
karcinom z jasnych bunék (hyalinizujici) 1(12;22)(q21;q12) EWSRI-ATF1

polymorfni adenokarcinom

kribriformni adenokarcinom

t(1;14)(p36.11;q12)
t(X;14)(p11.4;q12)

PRKDI mutace
ARID1A4-PRKDI
DDX3X-PRKD1

19q13.32 PRKD? rearrangement
2p21 PRKD3 rearrangement
myoepitelidlni karcinom, svétlobunécné varianta t(22;xx) EWSRI




1.2. Klinicko-patologické aspekty nadori slinnych Zlaz

Soucasna WHO Kklasifikace (r. 2017) definuje 11 benignich adenomti a 21 karcinomi
slinnych zlaz (tab. ¢. 2). Biologické vlastnosti posledné uvedenych 1ézi jsou primarné urceny
konkrétnim histopatologickym typem, ktery u vétSiny z nich soucasné determinuje i stupen jejich
malignity. Tak napf. bazocelularni ¢i acinoceluldrni karcinom jsou indolentni, pfi neuplném
chirurgickém odstranéni maji tendenci k lokoregionalnim recidivam, jejich sklon k uzlinovym a
vzdalenym metastazam je vSak velmi maly. Oproti tomu salivarni duktdlni karcinom vykazuje
znacné agresivni rist s vysokou incidenci lymfogennich metastdz jiz pti nizkém klinickém stadiu
(15, 16). Generalni histopatologicky grading (ktery je u vétSiny solidnich non-salivarnich malignit
zékladnim prognostickym faktorem) se tudiz u této onkologické skupiny jevi zbytecnym a jeho
pouziti neni proto v soucasnosti doporucovano. Uplatituje se jen u nékterych jednotek, konkrétné
u karcinomu adenoidné cystického, mukoepidermoidniho, intraduktélniho a dale u adenokarcinomu
jinak nespecifického (NOS). OdliSnosti v dignité jednotlivych salivarnich karcinomii odrazi jejich

rozdéleni na leze s vysokym a nizkym biologickym rizikem (high a low-risk), (6) viz tab. ¢. 3.

Tab. €. 2: WHO Klasifikace karcinomi slinnych zlaz (Barnes)

benigni tumory
e pleomorfni adenom

e myoepiteliom

e bazocelularni adenom

e  Warthiniiv tumor

e onkocytom

e lymfadenom

e cystadenom

e sialadenoma papiliferum

e duktalni papilom

e sebacedzni adenom

e kanalikuldrni a jiné duktalni adenomy

maligni tumory

e acinocelularni karcinom
e sekretoricky karcinom (piivodné oznaceny jako mamarni analogicky sekretoricky karcinom
— MASC)
e mukoepidermoidni karcinom
o low-grade



o intermediate-grade
o high-grade
adenoidné cysticky karcinom
o s ptevahou tubularni/kribriformni slozky
o >30% solidni slozky
polymorfni adenokarcinom
o klasicky (drive polymorfni low-grade adenokarcinom)
o kribriformni (drivejsi nazev kribriformni adenokarcinom jazyka a malych slinnych
Zlaz, jako samostatna jednotka nebyl uznan)
epitelidlné-myoepitelidlni karcinom
(hyalinizujici) karcinom z jasnych bunék
bazocelularni adenokarcinom
sebace6zni adenokarcinom
intraduktalni karcinom
o low-grade
o high-grade
adenokarcinom, NOS
o low-grade
o high-grade
salivarni duktélni karcinom
myoepitelidlni karcinom
karcinom z pleomorfniho adenomu
o low-grade, high-grade
o intrakapsularni
o minimalné invazivni
o invazivni
karcinosarkom
Spatn¢ diferencovany karcinom: neuroendokrinni a non-neuroendokrinni
o nediferencovany karcinom
o velkobunécny neuroendokrinni karcinom
o malobunéény neuroendokrinni karcinom
lymfoepitelidlni karcinom
skvamocelularni karcinom (jen po vylouceni metastdzy z jiného primdrniho zdroje)
onkocyticky karcinom
jiné
sialoblastom



Tab. €. 3. Rozdélni karcinomi slinnych Zlaz dle biologického rizika.

s nizkym rizikem (low-risk)

s vysokym rizikem (high-risk)

- karcinom acinocelularni

- karcinom adenoidné cysticky
s pfevahou tubularni/kribriformni
slozky
> 30 % solidni slozky

- sekretoricky karcinom

-Spatné diferencovany karcinom:

neuroendokrinni

a non-neuroendokrinni

- nediferencovany karcinom

- velkobunéény neuroendokrinni
karcinom

- malobunéény neuroendokrinni

karcinom

-karcinom mukoepidermoidni
o low-grade
o intermediate-grade

-karcinom mukoepidermoidni
o high-grade

- polymorfni adenokarcinom
klasicky

- polymorfni adenokarcinom
kribriformni

- karcinom epitelidIné-myoepitelidlni

- karcinom skvamocelularni

- (hyalinizujici) karcinom z jasnych
bunck

- karcinom salivarni duktalni

- adenokarcinom bazocelularni

- karcinosarkom

- adenokarcinom sebacedzni

- karcinom lymfoepitelialni

- karcinom intraduktalni
low-grade

- karcinom intraduktalni
high-grade

- adenokarcinom, NOS
low-grade

- adenokarcinom, NOS
high-grade

- karcinom myoepitelidlni

- karcinom onkocyticky

- karcinom z pleomorfniho karcinomu
low-grade, intrakapsularni,
miniinvazivni

-karcinom z pleomorfniho karcinomu
high-grade, invazivni




Pro salivarni karcinomy je typickd, nikoliv vSak absolutné platnad korelace mezi stupném
malignity a klinickym stadiem. Léze nizkého biologického rizika jsou tak vétSinou
diagnostikovany v pocatecnich stadiich jejich rastu. Jsou pfevazné¢ dobie ohraniCené, nékdy i
opouzdrené, a dosazeni mikroskopicky negativnich resekénich okraji necini proto vétSinou potizi.
Hlavnim klinickym problémem téchto tumorti je skute¢nost, ze pii fyzikalnim vysetteni jakoz i na
zobrazovacich metodach se jevi jako benigni adenomy. Neuplné odstranéni, ke kterému tyto low-
risk tumory mohou svadét, vede - mnohdy az za tadu let ¢i desetileti - k opakovanym recidivam,
zavrSenym umrtim nemocného, napf. u acinocelularniho a low-grade mukoepidermoidniho
karcinomu. Tyto pivodné biologicky relativné ptiznivé léze mohou podlehnout tzv. high-grade

transformaci, ktera dramaticky méni jejich chovani a tedy 1 terapeuticky ptistup (59).

Zcela jina je situace u karcinomi vysokého biologického rizika. Pro zna¢né agresivni rust
jsou diagnostikovany vétSinou az v pokrocilych klinickych stadiich, kdy na velké plose pronikaji do
okolnich tkani, infiltruji cévy a nervy a v asi 20 % vykazuji regiondlni metastdzy. U salivarniho
duktélniho karcinomu neni vzacné, ze vyrazné infiltrativné roste jiz zdhy po svém vzniku.
Kompletni odstranéni je z onkochirurgického hlediska proto mozné jen u malé ¢asti nemocnych. Ve
vétsingé piipadi nachazime mikroskopickou pozitivitu resekénich okraji. Prognéza je i pies
radikdlni operacni vykon na primarnim loZisku ikrénich uzlindch a adjuvantni radioterapii

pochmurnd. (8, 57)

1.3. Lymfogenni metastazy u karcinomi slinnych Zlaz.

Podobné jako u jinych tumord snizuji lymfogenni metastazy piezivani az o 50 % 1 u
salivarnich karcinomti (30). Udavana incidence uzlinového postizeni, pohybujici se v celé této
nadorové skupiné mezi 15 az 38 %, je zavisla na klinickém stadiu tumoru a jeho histopatologickém
typu (resp. Dbiologickém riziku). U high-grade tumorl ¢ini pramérmé 49 %, u jejich
nejagresivnéjSich forem dosahuje az 60 — 80 % (napf. high-grade mukoepidermoidni karcinom,
nediferencovany karcinom). U low-risk nddort se vyskyt uzlinovych metastaz blizi nule, jen zfidka

je u n€kterych histopatologickych typli udavana jejich az 20% incidence (89).



Uzlinové metastdzy karcinomi pifiusni zlazy postihuji predevsim (v 74 %) oblast II, ostatni
oblasti asi v 15 — 20 % cN+ pacientd. Incidence okultnich metastaz karcinomu ptiusni zlazy kolisa
ve znacném rozmezi 12-50 %. V¢étSina je lokalizovana v oblasti I a III. S klinicky pozitivnim
uzlinovym nalezem (cN+) ptichazi 15-38% pacientii s primarnimi karcinomy glandula parotis (36,
typ, resp. stupen malignity primarniho tumoru. Zatimco ve skupiné high-grade karcinomi je
incidence metastaz 36-49%, u low-grade tumorti se pohybuje pouze v rozmezi 15-22% (41, 89).
Z klinickych parametrt se jako vyznamné jevi vy$s$i T stddium, muzské pohlavi a vék nemocného
nad 69 let (41, 62). Lymfogenni metastdzovani salivarnich karcinomi ovlivituje i misto jejich
vzniku: v Armstrongové sestavé Cinila u parotickych 1ézi incidence klinicky manifestnich krénich
lozisek 16%, zatimco u karcinomt gl. Submandibularis a gl. Sublingualis byla polovi¢ni (1,2). Jiné
studie vSak pfipisuji nejvyssi metastaticky potencidl tumorim zlazy podcelistni (8). Vyskyt
metastaz karcinomil gl. parotis v jednotlivych krénich Grovnich neni vyrovnany. Piestoze krénimi
metastdzami byvd vzhledem k anatomii lymfatické drendZe Zlazy nejcastéji postizena oblast II,
metastazy nachazime pomérné Casto také v oblastech I, 111, IV a V. Proto je indikovana radikalni ¢i
modifikovana radikalni kréni disekce I-V. U karcinomt Zlazy podcelistni a podjazykové lze
vzhledem k predilecnimu vyskytu metastaz v oblasti I, II a III zvazovat selektivni kréni disekci
téchto oblasti (supraomohyoidni selektivni kréni direkce). Metastatické postizeni uzlin
v jednotlivych trovnich u karcinomit malych slinnych 714z je urc¢eno jejich anatomickou lokalitou,

ktera rozhoduje 1 o rozsahu krénich disekci.

Dosud nevyieseny klinicky problém piedstavuji v kontextu lymfogenniho Sifeni karcinomu
pifusni zlazy para- a intraparotické uzliny, které pii metastatickém postizeni nedosahuji v naprosté
vétsing pripadi vétSich rozmérii. Metastazy Casto unikaji klinickému vySetfeni jakoz 1 detekci
zobrazovacimi metodami a jsou odhalovany az pti rychlé ¢i definitivni biopsii primarniho tumoru.
Incidence intraparotickych uzlinovych metastdz, které souasnda TNM klasifikace neodliSuje od
metastdz v krénich uzlinach, ani jejich klinicky vyznam nejsou spolehlivé zndmy. To je ddno malym
poctem publikovanych relevantnich praci a také riznym rozsahem provadénych operaci, kdy
u lateralni parotidektomie musime ocekdvat nizsi zdchyt nezli pfi odstranéni celé Zlazy. Podstatnou
roli sehrava téZ vigilance patologa pfi zpracovani histologického preparatu. Podil intraparotickych
uzlin na vSech okultnich uzlinovych metastazach se u rtiznych autorii 1i8i, v souboru Armstronga
¢inil priblizné 23% (1,2). Klussmann (41) udavé postizeni intraparotickych uzlin u 39% z celé¢ho
souboru karcinomtl pfiusni slinné zlazy, u pacientll s okultnimi krénimi metastdzami byla nalezena

mikroskopicka loziska karcinomu i v uzlinach intraparotickych dokonce v 80%. Vyskyt metastaz
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Vysoké incidence okultnich intraparotickych metastdz proto opraviluje k provedeni totdlniho

vykonu u vSech karcinomt gl. parotis.

Nazory na indikace elektivnich krénich disekci u ¢tNO pacientd nejsou jednotné, vétSinou jsou
vsak provadény u karcinomu vysokého biologického rizika a pokrocilého klinického stadia (T3,
T4). Stejné tak neni shoda na rozsah elektivnich blokovych disekei. Pfevazna ¢ast autort je vSak

provadi v oblasti II, IIT a Va.

1.4. Moznosti prognézovani karcinomi slinnych Zlaz

1.4.1. Vyznam histopatologického gradingu pro prognézu salivarnich karcinomi

Prognosticky vyznam dnes jiZ obsoletniho histopatologického gradingu karcinomi slinnych
zlaz byl zkouman né¢kolika nezavislymi studiemi. Podle Lima (46, 47) Cini pétileté pieziti u
pacientil s tumory nizkého a stfedniho stupné malignity 85-90 %, s high grade karcinomy pouze 40-
50 %. Renehan (59) u karcinomii gl. parotis uvadi desetileté pieziti u low grade karcinomi 93 %, a

u intermediate a high grade afekci 40-50 %.

Prognosticky vyznam gradingu byl prokdzan Armstrongem (1) pouze u tumort vysSich
klinickych stadii (III a IV). Pieziti pacientt s low- vs. high-grade karcinomy, 1éCenymi ve stadiu I a

IT se signifikantné neliSilo.

1.4.2. Vliv klinického stagingu na prognozu salivarnich karcinomi

Vedle stupné histopatologické diferenciace byly jako prognostické faktory karcinomi
slinnych 714z zkoumdany 1 jejich klinické charakteristiky. Nékteré studie prokazaly negativni vliv
véku, muzského pohlavi, submandibularni lokalizace (54, 57), a zejména piitomnosti krénich

metastaz.

Podobné jako u dlazdicobunéénych karcinomti hlavy a krku, je 1 u salivarnich tumort
progndza determinovana klinickym stadiem (viz tab.c. 4). Bylo zjiSténo, Ze staging méa dokonce

vétsi prognostickou vahu nezli stanoveni stupné jejich diferenciace (1, 2, 46, 47, 59).

11



Tab. €. 4: 10leté preziti pacientii karcinomi slinnych Zlaz v zavislosti na klinickém stadiu

Autor I st. I st. st. III st. IV
Lima 97% 81% 56% 20%
Renehan 96% 70% 47% 17%

Klinicky dualezitym prognostickym faktorem, urcujicim rozsah chirurgické resekce pifiusni
zlazy, je velikost tumoru, kdy pacienti s karcinomy mensimi neZ 4 cm vykazuji bez ohledu na
histopatologicky grading signifikantné delsi pieZiti, mensi vyskyt uzlinovych i vzdalenych metastaz
(Speight PM, Barrett AW, Salivary gland tumors.
Oral Diseases, 8, 2002, 229-24().) - tab. ¢. 5.

Tab. ¢. 5. Vliv velikosti parotickych karcinomii na preZiti, vyskyt okultnich a vzdalenych

metastaz (Speight)
velikost tumoru velikost tumoru
bez ohledu na grading | <4 cm >4 cm autor
Sleté preziti >90 % <40 % Renehan , 1996
>75 % <40 % Spiro, 1986
okultni kréni meta 4% 20 % Armstrong, 1992
8 % 19 % Frankenthaler, 1993
vzdalené meta 0 % 1.6 % Gallo, 1997
0 % 8.5 % Renehan, 2001
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Pro predpovéd’ vzniku lokoregionalnich recidiv karcinomi piiusni zlazy bylo vypracovano
schéma, které pracuje s klinickymi udaji, a histopatologicky typ nadoru nebere v tvahu (39). Pro

komplikovanost a ¢asovou naro¢nost vSak jeho pouziti neni v§eobecné rozsiteno.

1.4.3. Prognosticky vyznam genovych abnormalit u salivarnich karcinomu

V soucasné dob¢ je vénovano mnoho pozornosti molekularné-genetickym aspekttiim vzniku,
progrese a Sifeni zhoubnych tumorti. Hlavnim klinickym vyznamem takto detailniho poznani
podstaty uvedenych onkologickych jevii je moZnost biologické 1éCby, zabranujici jednotlivym
krokiim v jejich onkogezi. Opomenout nelze ani moZzny prediktivni, prognosticky a diferencialné

diagnosticky vyznam detekovanych genovych anomalii.

I kdyz obecné je prognoza salivarnich karcinomti dana vyse uvedenymi faktory, individuélni
prubeh piedevsim jejich high-risk forem se mize od piepokladaného znacné lisit. Proto pozornost
upind k hledani novych, prognostickych a prediktivnich molekularnich markert. Jde pfedevSim o
identifikaci genti, resp. jejich produkt, odpovédnych za iniciaci, progresi a metastdzovani
jednotlivych typti nddort. Kromé toho se ptrepoklada, ze jejich cilenou biologickou blokddou by
bylo mozno zlepsit kiivky pieziti u prognosticky zdvaznych, vysoce rizikovych salivarnich nadort
(46, 47, 48, 50, 51, 52, 55, 56). Cilena blokada specifickych molekul je obecnym principem lécby
malignit, ktera byla jiz jako standard zavedena u hematoonkologickych afekci a uplatiiuje se i u
ne¢kterych solidnich nadori, predevsim nemalobunéénych karcinomt plic, mammy, karcinomu
kolorekta, gastrointestindlni stromalniho tumoru, maligniho melanomu, jakoz i1 dlazdicobunécnych

karcinomt hornich cest dychacich a polykacich, a dalSich (63).

Onkogenetické alterace jsou zpiisobeny celou fadou mechanismil. Jednim z nich jsou 1 fuzni
translokace, které vedou ke vzniku novych genli. Pfedpoklada se, Ze posledn¢ uvedené genetické
zmény jsou odpovédny za vznik az 20 % vSech lidskych neoplasii (65). Z celého Sirokého
histopatologického spektra salivarnich nadori byly tyto genové alterace identifikovany zatim jen u

5 jednotek.

Pleomorfni adenom je iniciovan unikatni, a tedy pro histopatologickou diferencidlni
diagnostiku vyznamnou fizni translokaci gent PLAG1 a HMGAZ2 (69). Kancerizace tohoto nadoru
je zptisobena amplifikaci gent MDM2, HMGA2 — WIF1 a genu HER2 (70).
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Pro mukoepidermoidni karcinom je typickd translokace geni CRTC1 a MAML2 (71). Ta
ma vyznam i prognosticky, nebot’ je spojena s delsi délkou pteziti, nizSim vyskytem lokalnich
recidiv a mensi tendenci k metastazovani (72). Detekce fuznich gent ETV6 a NTRK3 (73)
umoznila identifikaci sekretorického karcinomu slinnych zlaz (mammary analogue secretory
carcinoma), ktery byl diive myIn¢ diagnostikovan jako biologicky ptiznivejsi karcinom z acinarnich
bun€k. Pro hyalinizujici karcinom z jasnych bun¢k je charakteristicka translokace mezi geny

ESWRI a ATF1 (75).

Jednim ze zkoumanych gend u karcinomu slinnych zlaz byl i nadorovy supresor p53.
Luukkaa (39) vSak nezjistil prognosticky vyznam jeho exprese v Sirokém spektru 17
histopatologickych jednotek a k podobnym zavértiim dosSel 1 Felix (38) u salivarniho duktalniho

karcinomu.

Dalsim ze salivarnich nador®, u né¢hoz byly studovany genové abnormality, je i adenoidné
cysticky karcinom, u kterého Jian Fen He (40) podobné jako Sasahira (41) zjistili negativni korelaci
mezi expresi supresorového genu RUNX3 s jeho progndzou. Tento tumor, podobné jako nékteré
dalsi karcinomy slinnych zlaz, je spojovan se zvySenou, avSak prognosticky irelevantni expresi
onkoproteinu C-Kit, EGFR a VEGF (31, 42, 43, 44, 45). Dalsim zkoumanym faktorem u
salivarnich malignit byla exprese genu pro sphingosine 1 (SPHK1). SPHKI je bioaktivni lipidovy
mediator, ktery ma dulezitou roli ve fyziologickych procesech jako je bunécénd proliferace a
angiogeneze. Zvysena hladina této kinazy byla prokézéana u Sirokého spektra malignit spojenych se
zévaznou prognozou (napi. u glioblastomu, karcinomu prostaty, karcinomu Zaludku) a je hodnocena
jako negativni prognosticky faktor (48). Podobné Liu (47) prokazal, Zze overexprese tohoho faktoru

je spojena s kratsi dobou ptezitiu salivarnich karcinomu.

1.5. Adenoidné cysticky karcinom slinnych Zlaz

Zvlastni postaveni mezi karcinomy slinnych zldz ma pro svoje biologické specifity
adenoidné cysticky karcinom (ACC). Tato jednotka zastupuje asi 20 % vSech malignich slalomt (6,
10, 19) avoblasti malych slinnych 714z je viibec nejcastéjsi histopatologickou jednotkou této
onkologické skupiny (7). Postihuje pacienty kazdého véku, s maximem v 5. a 6. decéniu (19). Casté
je perineurdlni Sifeni, prakticky znemoZiujici Uplné chirurgické odstranéni tumoru, ktery proto
vykazuje vyraznou tendenci k lokoregionalnim recidivam. Adenoidné cysticky karcinom se sklada
z tubularnich, kribriformnich a solidnich struktur. Relativni zastoupeni posledné¢ uvedené slozky se

stalo zédkladem pozdéji modifikovaného histopatologického gradingu (9, 10). Seethala (21) vSak
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poukazuje na to, ze jeho prognosticky vyznam nebyl jednoznaéné prokazan. Rozhodujicim
prognostickym ¢initelem u ACC je (podobné jako u dal$ich karcinomt slinnych zlaz) jeho klinické

stadium.

Velmi rychlym fatadlnim pribéhem se vyznacuji ACC, u nichz doslo k high-grade
transformaci. Pro tuto histopatologickou jednotku, vy¢lenénou z ACC Seethalou v r. 2007, je
charakteristickd dediferenciace nadorovych, duktalnich a myoepitelovych bungk, jejich vysoka
mitoticka aktivita a nepravidelnosti jader (22). ACC charakterizuje pomald, indolentni progrese a
pozdni metastazy, jez vedou ve vétSing pripadu k letdlnimu zakonceni choroby (1, 20). Proto je
tento nador fazen mezi 1éze s vysokym biologickym rizikem. Na rozdil od ostatnich salivarnich
karcinomi je ACC typickd hematogenni diseminace, sméfujici predilekéné do plic a kosti (41).
Oproti tomu tendence k lymfogennim metastazam je nizka. Vyjimku z tohoto pravidla predstavuji
high-grade transformaci podlehnuvsi ACC, jez vykazuji pozitivni uzlinovy nalez az v 60 % ptipada
(31). Incidence cN+ ,klasickych® ptipadi vétSinou neptesahuje 5 % (2, 17, 38). Vyskyt okultnich
metastaz je jesté¢ nizsi, podle nekterych prament dokonce nulovy (14), takze elektivni blokové
disekce u tohoto typu nadoru nejsou vSeobecné povazovany za opravnéné. Woolger (43) vSak
poukézal na skuteCnost, Ze v disledku chybéni tvorby desmoplastického stromatu adenoidné
cystickym karcinomem zlstdva objem jim postizenych lymfatickych uzlin velmi maly, a tyto pak
po dlouhou dobu ziistavaji nedetekovany. Je tak otdzkou, zda skute¢ny lymfogenni metastaticky
potencial ACC neni vyssi, nezli se vSeobecné udava. Zhang (48) studoval tvorbu NF-«kB a VEGF ve
dvou bunécnych liniich tohoto tumoru, liSicich se sklonem k hematogenni diseminaci. Buiky
s vysokym metastatickym potencialem vykazovaly vyznamné vyssi expresi obou faktorti, odrazejici
se 1 v signifikantné vyrazné¢j$i schopnosti stimulovat puceni a migraci krevnich endotelii,
péstovanych v gelové matrix, resp. ve tkanovych kulturdch. Tyto vysledky ukazuji, Ze metastaticka
schopnost bunék ACC je dana jejich vysSim angiogenetickym potencidlem. Li (22) zkoumal ve
velké sérii 63 pacientti imunohistochemickou expresi VEGF(A) a jeji vliv na klinické parametry
tohoto tumoru. Pozitivni, cytoplazmatickd a membrdanova reakce byla nalezena u 80 % ptipada,
pfiCemz jeji intenzita byla vyrazné vyS$i neZzli u bun€k normdalni Zlazy. Signifikantné vyssi
imunoreakci vykazovaly solidni histologicky subtyp nédoru, jeho pokrocilejsi klinicka stadia,
recidivy a perineurdlni invaze. Multivariatni statistickd analyza pak potvrdila, ze u ACC je exprese
VEGF bez ohledu na grading, zplsob terapie, klinické stadium a perineuralni invazi nezavislym
prognostickym Cinitelem.

VétSina pacientll s ACC zmird na plicni metastazy. Jejich konvenéni onkologické lécba

vvvvv

nepravidelné expresi nékterych onkogentl, napt. Her2/neu resp. EGFR (21), byla zaméfena na
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blokadu c-kit genu, ktery ACC exprimuje silnou mérou témét vel00 % piipadl (36). Dosavadni
studie, hodnotici ucinnost této lécby Imatinibem, a pozdéji i modernéjSimi tyrosinkindsovymi
inhibitory s afinitou i k dal§im receptorim tohoto typu (nilotinib, sunitinib, dasatinib), neprokazaly
kyzeny lécebny efekt (10, 11, 13). Dal§im potencidlnim cilem v terapii ACC se proto jevi blokada
angiogenni kaskady, zprostfedkované pravé NF-kB, resp. VEGF(A). Bortezomib, namifeny proti
prvné¢ uvedenému molekuldrnimu cili, byl zatim testovan jen v jedné studii. Nebylo dosazeno
kompletni ani parcidlni lécebné odpovedi, avSak u 71 % pacienti doslo ke stabilizaci, trvajici
v praméru 4,2 mésice (1). Bevacizumab, monoklonalni protilatka intereferujici s VEGFR-1,
VEGFR-2 1 VEGFR-3, byla jiz schvalena pro lécbu karcinomu kolorekta, ledviny, prsu
a nemalobunééného karcimomu plic, a v sou€asnosti je testovana i pro dalsi malignity (19), nikoliv
vSak pro salivdrni tumory. V experimentdlni studii na zvifeti vSak bylo prokdzano, Ze dudlni
tyrosinkinazovy inhibitor AEE 788, samotny ¢i v kombinaci s klasickou chemoterapii, snizuje
uACC produkci epidermalniho rastového faktoru (EGFR) a VEGFR-2, stimuluje apoptdzu
nadorovych bunék icevnich endotelii a redukuje mikrovaskularni denzitu timto tumorem
vytvarenych krevnich cév. Uvedené vysledky naznacuji, Ze tato terapie by mohla byt efektivni

u salivarniho ACC (47).

1.6.Vyznam vaskularnich endotelialnich ristovych faktord pro rist a Sifeni nadora

Vseobecné se predpoklada, ze po iniciaci nadoru je tento ziven do objemu, obnasejiciho asi
jeden mm’, diftizi z okoli. Po této prevaskularizatni fazi jsou daldi rast, lokalni $ifeni, jakoZ
inaslednd generalizace tumoru zavislé na ischémii indukované novotvorbé krevnich kapilar,
zajistujicich jeho zvySené nutricni pozadavky. Tento angiogeneticky proces je spoustén (tzv.
angiogenic switch) a dale stimulovan celou fadou faktori, jez si vytvareji a do okolni tkané
parakrinnim mechanismem uvoliiuji samotné nddorové bunky (19, 44). Pro fizeni angiogenni
kaskady se jako klicovy jevi nuklearni faktor kappa B (NF-kB), ktery reguluje tvorbu VEGF A,
jemuz je v cévni novotvorbé pfipisovana nejvétsi role.

VEGF predstavuje rodinu 7 proteinti (PIGF — homologni placentarni rastovy faktor, VEGF-
A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E a VEGF-F), které reguluji vaskulogenezu
v embryonalnich tkanich, angiogenezu u savcl a neoangiogenezu u solidnich malignich nadort
(46). Efekt téchto cytokind, které jsou produkovany normdalnimi, jakoZ i nddorovymi buiikami, je
realizovan prostfednictvim tyrosinkindzovych endotelidlnich receptort VEGFR-1, VEGFR-2 a
VEGFR-3 (9, 42). Prvni dva z uvedenych receptor spoustéji po navazdni VEGF-A a VEGF-B
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intracelularni transdukéni kaskadu, zpiisobujici angiogenezu a zvysenou permeabilitu krevnich cév.
VEGF-C, VEGF-D a VEGF-E pak stimuluji VEGFR-3 receptory endotelii lymfatickych cév, coz
vede k blokadé jejich apoptozy, proliferaci a migraci (18)

Metastazovani do lymfatickych uzlin je klicovym krokem v diseminaci malignich
epitelidlnich naddorti, mechanismus rozsevu a nidace nadorovych bun¢k vSak nebyl doposud ve
vSech detailech objasnén (52). Tradi¢ni piedstava je, Ze nddorové bunky se dostavaji do stavajici,
preformované lymfatické sit€. Nicméné v posledni dobé se objevuji experimentalni i klinické
dikazy o tom, ze ncktera lidskd neoplasmata stimuluji riist novych, peri- 1 intratumorosnich
lymfatickych cév skrze zvySenou tvorbu riznych lymfangiogennich cytokini (10, 48, 56, 69, 71,
72). Rozhodujici roli hraji v tomto procesu hraji vaskularni endotelidlni ristové faktory VEGF-D
(86) a ptredevsim VEGF-C, ktery usnadnuje i prunik nadorovych bunék do lymfatickych cév
zvySenim permeability jejich endotelu (52).

V klinickych studiich byla prokdzana spojitost mezi expresi VEGF- A, VEGF-C,a VEGF-D
a hustotou lymfatickych cév (LVD — lymphatic vessels density), jakoz i1 incidenci metastdz do
lymfatickych uzlin a prognézou riznych lidskych karcinomt, v€etné spinocelularnich karcinomi

hlavy a krku (24, 29, 46, 63, 80, 84, 85)

1.7. Vyznam vaskularnich endotelialnich ristovych faktort pro rist a Sifeni salivarnich

nadori.

Informace, tykajici exprese angiogennich faktord, jejich vyznamu pro prognézu, tvorbu
lymfatik a uzlinové metastazovani u salivarnich tumorti jsou dosud velmi kusé. Lim (46) testoval
expresi VEGF(A) v 8ir§im histopatologickém spektru 45 salivdrnich karcinomti. Podobné jako Li
(45) zjistil korelaci VEGF(A) imunopozitivity s klinickym stadiem, perineuralni a intravaskularni
invazi, recidivami a pfezitim. U patnacti ACC vSak nebyl — na rozdil od karcinomu
mukoepidermoidniho - prokazan zZadny vztah mezi intenzitou reakce a jeho histologickym stupném
malignity. Souvislost mezi expresi VEGF(A) a Sifenim ACC krevni cestou potvrzuje 1 nalez Tanga
(75), ktery zjistil v souboru 35 piipadii s hematogennim rozsevem signifikantné vyssi histoskore u

metastaz nezli u korespondujicich primarnich 1ézi.

Teymoortash (77) porovnaval hustotu intratumordznich lymfatik ve Warthinové tumoru

a pleomorfnim adenomu. Vyznamné vys§i hodnoty u prvniho z nich povazoval za dikaz, ze jeho
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onkocytarni buniky stimuluji lymfangiogenezu. Soares (70) sledovala LVD u 8 minimalné a 8 Siroce
invazivnich karcinomti z pleomorfniho adenomu. V Zadném ptipadé nepozorovala proliferujici
mizni kapilary, coz nasvéd¢ovalo tomu, Ze intra- i peritumor6zni lymfatickd sit’ pozlstavala z
preexistujicich cév. Mello (50) vySetiil 15 a 60 histologicky riznych salivarnich karcinomd,
spojenych s vysokym, respektive nizkym rizikem (véetné¢ 15 ptipadd ACC) vzniku uzlinovych
metastaz. Mezi obéma skupinami nebyly prokdzany signifikantni rozdily v expresi VEGF-C a
hustoté lymfatik. Autor se proto domniva, ze maligni sialomy pouzivaji k Sifeni v lymfatickych
cestach jiné molekularni mechanizmy. K opaénym zavéram dospél Lim (47), ktery v Sirokém
spektru salivarnich karcinomil prokazal pozitivni korelaci exprese VEGF s jejich metastatickym
lymfangiogennim potencidlem. Soucasti jeho studie bylo 1 15 ACC, z nichZ vSechny tfi ptipady
s pozitivnim uzlinovym nalezem vykazovaly velmi intenzivni imunoreakci. Stimulaci tvorby
novych miznic timto nadorem zpochybnuje studie Fujitova (17), kdy bunky analyzovanych 29
pfipadi exprimovaly slabé VEGFR-3, avSak vibec a témét ne VEGF-D, resp. VEGF-C. Na
periferii tumort byla nalezena jen velmi chabé vytvofena lymfatika, jejichz pocet nepievySoval
denzitu miznich cév v parenchymu okolni Zlazy. Z celého souboru metastazoval do regionalnich
uzlin jen jeden nador, a hustota jeho lymfatickych cév byla stejnd jako u ostatnich, lymfogennich

metastdz prostych karcinomd.

2. Cile prace

Z vyse uvedeného je ziejmé, Ze soucasnym problémem karcinomil slinnych zl4z je stanoveni
jejich progndzy a neuspokojivé vysledky 1é¢by jejich high-risk typt. Potencidlni moznosti zlepSeni
uvedeného stavu je blokada jejich lymfangiogenniho Sifeni. V tomto ohledu se jako nad€jna jevi
experimentalni prace, ktera prokazuje, ze blokdda VEGFR-3 miize vést k zamezeni Sifeni tumoru

do lymfatickych uzlin. (30)

Disertace proto sleduje nasledujici cile:

1. Stanovit hustotu intra- a peritumorosni lymfatické sité karcinomi slinnych Zliz
2. Stanovit expresi VEGF-C a VEGF-D v nadorovych buinkach
3. Stanovit korelaci mezi expresi téchto faktora a hustotou obou lymfatickych siti jakoz
i patologickym stavem lymfatickych uzlin
4. Stanovit prognosticky vyznam exprese obou lymfangiogennich faktorii a hustoty obou
lymfatickych siti
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3. Material a metodika

3.1 Klinicka data

Salivarni karcinomy byly rozdéleny do dvou soubort. Prvni (soubor I) obsahoval
histopatologické jednotky jiné nezli karcinom adenoidné cysticky, ktery jsme pro jeho biologické
specifity, zejména pak tradovanou malou tendenci k Sifeni lymfatickymi cévami, hodnotili zv1ast
(soubor II). K porovnani lymfangiogenezy u karcinomui a benignich adenomu slinnych 714z jsme
vytvotili dalsi soubor, pozistavajici z Warthinovych tumorti a onkocytomt (soubor I1II).

Do souboru I bylo zatazeno 42 pacientt (19 zen a 23 muzl) s dfive nelécenymi karcinomy
slinnych zlaz, s vékovym rozmezim mezi 19 s 89 lety (primér 62,7 + /- 16, median 65,5) let. Tticet
osm tumortt vychdzelo z piiusni zldzy a Ctyfi ze Zlazy submandibularni. Nejbéznéjsi
histopatologickou jednotkou byl mukoepidermoidni karcinom (10 ptipadi), nasledovan salivarnim
duktalnim karcinomem a adenokarcinomem NOS (po 7 ptipadech), spinocelularni karcinom (4
piipady), nediferencovany a acinoceluldarni karcinom (po 3 pfipadech), bazocelularni
adenokarcinom, karcinom z pleomorfniho adenomu a cystadenokarcinom (po 2 piipadech),
malobunéény neuroendokrinni a mammarni, analogicky sekretoricky karcinom (po 1 ptipadu).
Dvacet a 22 karcinoma bylo hodnoceno jako high-, resp. low-risk 1éze podle WHO klasifikace
(Barnes). Sestnact a 26 pacienttl bylo diagnostikovano v ¢asném (I nebo II) resp. pozdnim (III nebo
IV) klinickém stadiu. U jedendcti z 42 ptipadi byly pfitomny klinicky pozitivni kréni krénim
uzliny (cN+). Tticet devét pacienti podstoupilo chirurgickou lécbu, spocivajici v totalni (14x),
superficidlni (19x) parotidektomii nebo extrakapsularni disekci (2x), Ctyfi submandibularni tumory
byly odstranény kompletné se zlazou. U tii pacientli v celkoveé Spatném stavu byla provedena pouze
probatorni biopsie, po niz nasledovala radioterapie. Devatenact pacienti se podrobilo pooperacné
adjuvantni radioterapii samotné, nebo v kombinaci s chemoterapii. Kurativni blokova kréni disekce

I-V byla provedena u vSech jedenécti cN+ pacienti, kteti podstoupili chirurgickou lécbu.

Elektivni blokova disekce II, III a Va byla provedena u 31 cNO patientli, z nichz 13 m¢lo
parotické tumory v klinickém stadiu T> =2 a 18 (17x gl. parotis a 1x gl. submandibularis) ve stadiu

T<=2.

Histopatologicka analyza odhalila u 25, 11 a 7 pacientti pNO, pN, resp. pN2 uzlinovy stav.
Kompletni remise byla dosazena u 38 (82,6%) pacientd, u 12 z nich se rozvinula lokoregiondlni
a/nebo vzdalena rekurence. 16 pacientll zemfelo na nemoc, 3 Ziji s nemoci a 26 bez onemocnéni.

Jeden pacient byl ztracen ze sledovani, follow-up interval ¢inil 4,3 a 136 (primér 30,4 + 27,5)
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meésicu.

Do souboru II bylo zatfazeno 20 pacientt (12 Zen a 8 muzl) s diagnézou ACC, s vékovymi
rozmezim od 24 do 84 (pramér 56,4 + - 15,0) let. Ctrnact tumorii vychazelo z velkych (6 piiusni
zlaza, 6 submandibularni zlaza, 2 sublingvalni zlaza) a Sest z malych slinnych zlaz (po dvou
z bukalni sliznice a maxily, po jednom z tvrdého patra a palatindlni tonsily). Sedm, Sest, tfi a Ctyfi
nadory byly diagnostikovany v klinickém stadiu I, II, I1I, respektive IV. Sest pacientt mélo klinicky
pozitivni kréni uzliny (cN+). U jedenacti a deviti nadord byl stanoven histologicky grading G2,
resp. G3, podle Szanto (75). Sestnact z sedmnacti operovanych pacientd bylo nasledné lé¢eno
adjuvantni radioterapii samotnou nebo v kombinaci schemoterapii. Samotnd radioterapie,
resp. konkomitantni chemoradioterapie byla aplikovana ve dvou ptipadech. Jeden pacient s lokaln¢
velmi pokroc¢ilym tumorem a vzdilenymi metastazami odmitl podstoupit 1é¢bu po provedené
probatorni biopsii. U tii ze Sesti cN+ pacientil (jeden pacient odmitl 1écbu a dva podstoupili
radioterapii na oblast krku pfi N+) byla provedena kurativni blokova disekce krénich uzlin. Tti
nemocni s cNO ndlezem na krénich uzlinach, ale s klinicky suspektni high-grade malignitou, u nichZ
jsme nepomysleli na moznost diagnézy adenoidné cystického karcinomu piiusni zlazy, podstoupili

elektivni kréni blokovou disekci.

Kompletni remise byla dosazena u 18 z 20 pacientti. Pacienti, jeZ ji nedosahli, byli ze
sledovaného souboru vylouceni. Sledovaci interval se pohyboval v rozmezi 5 az 286 (median 46,7)

meésicii. Klinicko-patologicka data jsou sumarizovana v tabulce I.

Soubor III pozistaval z 19 Warthinovych tumort (WT) a 13 onkocytomi. Prvni z téchto
histopatologickych entit se vyskytla u 2 zen a 17 muzl, ve vékovém rozmezi 46 az 82 (primér
65.,4) let. U dvou z téchto 19 pacientti Slo o oboustranny duplicitni, resp. samostatny tumor. Celkove
byla tedy provedena analyza 23 WT. VSechny tumory mély origo v kaud¢ pfiusni Zlazy. Chirurgicka
lécba spocivala v jednoduché enukleaci (10 piipadlr), ¢astecné (7 piipadll) a povrchové (2 piipady)
parotidektomii. Dvacet Warthinovych tumort bylo obdafeno stfedn€ nebo silné vyvinutym
lymfoidnim stromatem, v dalSich tfech ptipadech bylo stroma chudé.

Ve skupiné monomorfnich onkocytarnich adenomti (OCA) bylo analyzovano 13 ptipada (5
Zzen a 8 muzil, ve vékovém rozmezi 55-75, primér 61 let). Krom¢ jednoho piipadu v hlubokém

vvvvvv

provedena parcidlni, resp. superficidlni konzervativni parotidektomie.
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VEGF-C a VEGF-D imunohistochemie

Rezy tloustky 4 mikrometry byly fezany z archivnich parafinovych tkatiovych vzorki. Rezy
byly deparafinizovdny a rehydratovany v stupniovaném alkoholu. Endogenni peroxiddza byla
blokovana hydrogen peroxidazou po dobu 15 minut. Rezy byly oplachnuty v destilované vodé
anasledn¢ v pufrovacim roztoku. Ke stanoveni imunohistochemickych reakci v nadorovych
bunkach byly pouzity protilatky anti-VEGF-C a anti-VEGF D (Abcam, 330 Cambridge Science
Park, Cambridge, United Kingdom, fedéni 1:50, resp. 1:100), k detekci endotelii lymfatickych cév
D2-40 antipodoplanin (Dako Denmark, Produktiosve; 42, Glostrup, Denmark, fedéni 1:100).
K vySetteni bylo pouzito EnVision a Dual Systém HRP. Enzymaticka aktivita byla vizualizovana
diaminobenzidin tetrahydrochloridem pifi dobarveni hematoxylinem. Pozitivni kontroly byly

provedeny dle doporuceni vyrobce.

Intenzita imunoreakce VEGF-C a VEGF-D v cytoplazmé nadorovych bunck byla hodnocena
podle Moriyama (36). Stejna intenzita jako u lymfatickych endotelii byla ur¢ena jako stupeni 2.
Chybéjici, slabsi ¢i siln€j$i barveni bylo oznafeno jako 0, 1, resp. 3. Relativni zastoupeni
pozitivnich bun€k v nddoru bylo skérovano procentuelné podle Lima (15) jako 0 (0-19 %), 1 (20-
39 %), 2 (40-50 %), a 3 (60-100 %). Konecné histoskore bylo stanoveno jako soucet intenzity
a procenta pozitivnich (mozné rozmezi tedy od 0 do 6). U adenoidné cystického karcinomu byla
imunoreakce vyhodnocena v bunkdch pirevazujici (tj. kribriformni, tubuldrni nebo solidni)
histoarchitekturalni struktury. U tohoto souboru (II) jsme sledovali imunoreakci a hustotu

lymfatické sité€ i1 v ptilehlé zdravé slinné zlaze.

Whodnoceni hustoty lymfatickych cév

Lymfatické kapilary byly detekovany pomoci protilatky D2-40. Pro ureni hustoty intra- a
peritumoralnich lymfatik (iLVD, resp. pLVD) bylo hodnoceno 40 poli. V nejvice vaskularizovaném
(tzv. ,hot spot”) pak byl stanoven téchto cév na ctverecném milimetru. VEGF-C a VEGF-D
imunoreaktivita stejné tak jako hustota lymfatickych siti byla hodnocena zkuSenym patologem

(LK), neznajicim klinicka data.

Statisticka analyza
Pro porovnani histoskére mezi dvéma soubory s nenormalni distribuci dat byl pouzit Mann-
Whitney U-test. Souvislost mezi histoskore, LVD a klinicko-patologickymi parametry byla

hodnocena Spearmanovym testem. Vliv vybranych parametri na pteziti byl zjiSfovan pomoci
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Kaplan-Meierovou analyzy. Zivi pacienti byli klasifikovani jako censorovani, a ti, ktefi zemfeli jako
,,s kompletni odpoveédi“. Prognéza skupin byla porovnana pouzitim long rank testu. U vSech analyz
byla pouzito statistické hodnoceni v 10.0 (Statsoft Inc). Statistickd vyznamnost byla zvazena jako

p<0.05.

4. Vysledky

A: skupina karcinomi (I)

U sedmnacti ze vSech 42 (40 %) karcinomli byla prokdzéna soucasna exprese obou
testovanych faktorti, samotnd VEGF-C a VEGF-D pozitivita byla nalezena v jednom (2,3,%), resp.
v tiinacti ptipadech (30,9%). Jedenact nadort (26,1 %) nevykazovalo imunoreakci zadnou.

Obe, tj. intra- a peritumoralni lymfaticka sit’ byly zjiStény ve 35 ze vSech 42 ptipada (83,3%)
analyzovanych vzorkl. V jednom ptipad¢ lymfatika kompletné¢ chybéla. U tii low-grade karcinomu
(dva acinocelularni karcinomy a jeden low-grade adenokarcinom NOS) byly pfitomny vyluéné
peritumoralni cévy. Neoplastické bunky dvou tumorti vykazovaly pozitivni membranozni D2-40
imunoreakci. Hodnoty histoskére VEGF-C a VEGF-D, iLVD a pVLD jsou sumarizovany v tabulce
¢. 6.

Tab. ¢.6: hodnoty histoskére VEGF-C, VEGF-D a hustoty intra- (iLVD) a peritumor6zni
(pLVD) lymfatické sit¢ u karcinomt slinych zlaz skupiny I.

pramér median SD min max
VEGF - C 1.40 0 1.93 0 5
VEGF - D 2.39 3 1.89 0 5
iLVD 3.14 3 2.22 0 10
pLVD 6.68 6 3.56 0 14

Vztahy mezi vybranymi parametry lymfangiogeneze

Byla prokéazana signifikantné pozitivni vzdjemna korelace mezi hodnotami histoskore
VEGF-C, VEGF-D, pLVD a iLVD (Wilcoxon, vZdy p<0.002), s vyjimkou chybéni vztahu mezi

VEGF-D a iLVD (p=0.22).
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Grading a vybrané parametry lymfangiogeneze

High-grade karcinomy ve srovnani s low-grade tumory vykazovaly signifikantné vyssi
VEGF-C, iLVD a pLVD (Mann-Whitney, p<0.02). Mezi histoskére VEGF-D a diferenciaci nadoru

vsak zavislost prokazana nebyla (p=0.95).

Metastazovani do krcnich lymfatickych uzlin a vybrané parametry lymfangiogeneze

Z4dny ze viech sledovanych parametri, tedy VEGF-C, VEGF-D, iLVD ¢&i pLVD,
nekoreloval s histopatologickym stavem uzlin (pN) (Kruskal-Wallis, p>0.05).

Vztahy mezi expresi jednotlivych faktori, hustotou lymfatickych cév, progndzou, gradingem

a stavem lymfatickych uzlin je uveden v grafu 5.

Preziti, délka remise a vybrané parametry lymfangiogeneze

Kaplan-Meierova analyza prokazala, Ze pacienti s nizkym iLVD a pLVD maji vyrazn¢ lepsi
prognoézu (vzdy p<0.009) nez nemocni s vysokou hustotou obou relevantnich lymfatickych siti.
Oproti tomu se nepotvrdila zavislost mezi histoskore VEGF-C, VEGF-D a ptezitim, u pacientti
s tumory s nulovou ¢i minimalni expresi jednoho ¢i druhého faktoru byla jen naznacena tendence

k jejich del§imu preziti (p=0.12, resp. p=0.29) , grafy 1-4.

Kupodivu délka remise nevykazovala zavislost na vybranych parametrech lymfangiogeneze,

tedy VEGF-C, VEGF-D, iLVD a pLVD (p>0.05).
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B: skupina adenoidné cystického karcinomu (II)

Exprese VEGF-C a VEGF-D

Sedmnéact ze vSech dvaceti SACC vykazovalo expresi obou VEGF-C i VEGF-D. Samotna
pozitivita VEGF-D byla prokdzana pouze u jednoho pacienta, zatimco VEGF-C a VEGF-D byly
souCasn¢ negativni ve 2 pripadech. VEGF-C i VEGF-D imunoreakce byla pozorovana ve vSech
typech bunck (tedy v duktalnich a myoepitelidlnich/bazalnich), vytvarejicich histoarchitekturu
tohoto tumoru (obr. 1a, b,c). VEGF-C a VEGF-D histoskore je uvedeno v tabulce €. 7.

Tabulka €. 7: Primérné hodnoty histoskore VEGF-C, VEGF-D, iLVD a pLVD u adenoidné

cystickych karcinomt (ACC) a normalni Zlazy.

ACC

VEGF-C 3,65 (+1,25)
VEGF-D 3,82 (£ 0,88)
iLVD 6,32 (+3,83)
pLVD 7,0 (£ 4,04)
normalni Zlaza

LVD 1,70 (+2,56)
VEGF-C 1,67 (+1,78)
VEGF-D 2,33 (+£1,92)

Hustota lymfatickych cév u SACC

Intratumordzni lymfatické cévy byly zachyceny ve vSech téchto karcinomech. U 4 z nich
nebyly pfitomny hodnotitelné okraje, proto peritumor6ézni cévy mohly byt zkoumany jen v 16
ptipadech (obr. 2 a 3). U 15 znich (tj. v 93,8 %) byly tyto kapilary prokazany. Hustota peri-
a intravaskularni sité (viz tab. 1) se vzdjemné nelisSila (Spearman, p>0.05), byla vsSak signifikantné
vy$$i neZ v normalni zlaze (p=0.001).

Vedle lymfatického endotelu se D2-40 pozitivni reakce vyskytovala v tumordznich

myoepitelidlnich buiikach.
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Exprese VEGF-C,VEGF- D a LVD v normalni slinné tkani

V normalnim parenchymu slinné zlazy vykazovaly velmi slabou (pfevazné stupen 0) reakci
VEGF-C a VEGF-D acindrni buiky. Intenzivngj$i reakce bunék vyvodi byla povazovana za
nespecifickou, a nebyla tedy kvantifikovana.

Interlobularné se nachazejici lymfatické kapilary byly provazeny malymi vyvody a krevnimi
cévami. Ob¢ VEGF histoskoére a hodnota LVD je uvedena v tabulce ¢ 5. Myoepitelidlni buiiky na
periferii acinti a vyvodu vykazovaly D2-40 pozitivitu (obr. 4.)

Srovnani s normdlni Zlazou
VEGF-C, nikoli v§ak VEGF-D histoskore bylo signifikantn€ vyssi u SACC neZ v acinarnich

buiikdch normalni Zlazy (p=0.003). Hodnoty iLVD a pLVD v nadorech byly signifikantné vySsi nez
LVD v normalni zlaze (p=0.0009, resp. p=0.0008).

Srovnani s klinickopatologickymi parametry SACC

Zadné z obou histoskore, hustota intra- ani peritumordzni lymfatické sit¢ nekorelovala se

stupném diferenciace nadoru, ¢i se stavem lymfatickych uzlin (Spearman, vzdy p>0,05) — graf 6.
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Graf 5.: Vztah mezi expresi VEGF-C, VEGF-D, hustotou intra- a peritumorozni

lymfatické sité, gradingem a prognézou u karcinomii slinnych zlaz.
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Graf 6.: Vztah mezi expresi VEGF-C, VEGF-D, hustotou intra- a peritumorézni

lymfatické sité, gradingem a prognézou u SACC.

grading

prognoza VEGEF-C \_’ 1ILVD prognoza

TN
VEGF-D ——— pLVD

stav uzlin

26



Vztah mezi VEGF-C, VEGF-D a hustotou obou lymfatickych siti

VEGF-C ani VEGF-D histoskore nekorelovalo s pLVD ani s iLVD (Spearman, p>0.05).

Prognosticka hodnota exprese VEGF-C, VEGF-D,i LVD a pLVD

Kaplan-Maierova analyza pteziti neprokézala spojitost mezi histoskore VEGF-C, VEGF-D
a pLVD ani prezitim (p=0.11). Vysoké hodnoty iLVD (>9) byly signifikantné (log rank test,
p=0.0002) spojeny se Spatnou prognodzou. Oproti tomu u vysSich hodnot pLVD byla prokdzana jen

tendence k horSimu preZiti.

Graf ¢.1: Celkové preziti pacientt s karcinomy slinnych zZlaz v zavislosti na expresi VEGF-C
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Graf ¢. 2: Celkové preZiti pacienti s karcinomy slinnych Zlaz v zavislosti na expresi VEGF-D
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Graf ¢. 3: Celkové preZiti pacienti s karcinomy slinnych zlaz v zavislosti na iLVD
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Graf ¢ 4.: Celkové preZiti pacientii s karcinomy slinnych Zlaz v zavislosti na pLVD

Kumulativni podil pfezivSich (Kaplan-Meier)
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C: skupina Warthinovych tumorta (WT) a onkocytarnich adenomu (OCA)
Hustota lymfatickych cév u WT a OCA

U téchto nadorii byly jako peritumordzni lymfatické cévy povazovany cévy, nachdzejici se v jejich
pouzdru. Divodem je skutecnost, Ze u vétSiny Warthinovych tumori byla provedena jejich prosta
enukleace, atedy nal€hajici slinna tkan nebyla soucasti chirurgického specimen.

U Warthinovych tumort byly lymfatické kapilary pfitomny jak v kapsule, tak
1 v lymfoidnim stromatu (obr. 5 a 6). Kromé toho, D2-40 pozitivni reakce byla zjiSténa v bazalnich
epitelidlnich buikach a ve folikularnich dendritickych buiikach reaktivnich germinalnich centrech
téchto nador. Obdobna distribuce lymfatickych cév byla vidéna v onkocytomech, ziidkaveé
vyskytujici se myoepitelidlni buniky vykazovaly pozitivitu D2-40 (obr. 7).

Primérnd hodnota (mean) iLVD a pLVD u Warthinovych tumort ¢inila 4.7 (rozmezi 1-8),

resp. 6.9 (rozmezi 3-10), u onkocytarnich adenomt 1.0 (rozmezi 0-3), resp. 5.8 (rozmezi 2-8).
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Rozdily v hodnotach iLVD, nikoliv v§ak pLVD mezi obéma témito skupinami tumort byly velmi

statisticky velmi vyznamné, viz tabulka ¢. 6. U obou tumort pak hustota intratumordznich lymfatik

(iILVD) byla signifikantné niz8i nezli densita téchto cév v jejich pouzdru (pLVD) — viz tab. €. 8.

Tabulka €. 8. Hodnoty iLVD a pLVD u Warthinovych tumorii a onkocytomi

WT OCA p
primér (SD) primér (SD)
iLVD 4.7 (£2.1) 1.0 (£1.3) 0.000004
pLVD 6.9 (£2.2) 5.8 (£1.5) 0.10
p 0.002 0.001

Exprese VEGF-C a VEGF-D u WT a OCA

VEGF-C imunopozitivita byla ptitomna u 13 ze 23 (tj. 56,6 %) Warthinovych tumort (obr.

8). Reakce byla nalezena v jadrech stromalnich lymfocytti, makrofagli a nadorovych onkocyti.
V posledné uvedenych bunkéch byla ptitomna rovnéz fokalné v cytoplazmé. (fig. 4). Stejné
bunécné elementy jevily jadernou positivitu VEGF-D v 17 ptipadech (tj. 73,9 %) (obr. 9). Deset
tumort (43,4 %) vykazovalo soucasné obé imunoreakce.

Ve skupiné OCAs VEGF-C imunoreakce kompletné chybéla. V 10 ze 13 tumort (77 %) jsme

prokazali stfedni jadernou VEGF-D reaktivitu neoplastickych onkocytli, v nékterych ptipadech tyto

buiiky jevily 1 velmi slabou fokalni pozitivitu cytoplazmatickou (obr. 10).
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5. Diskuze

Prvni prace, zabyvajici se lymfangiogenezou u karcinomil slinnych zladz, zkoumaly VEGF
(A), kteryvtomto procesu kooperuje s VEGF-C (41). Doi (13) zjistil vyssi expresi prvné
uvedeného cytokinu u metastazujicich nadorti, Lim (46) pozoroval jeji jednozna¢nou korelaci
s uzlinovym postizenim, klinickym stadiem, perineuralni a vaskularni invazi, lokoregiondlnimi
recidivami a pfezitim. Vyznamnou souvislost VEGF(A) suzlinovymi metastdzami a klinickyi
parametry nadoru udava Leqeurica-Fernandez (23). Oproti tomu jiné studie (8, 10, 22) prokazaly, Ze
exprese tohoto faktoru sice odliSuje salivarni adenomy od karcinomil, nepredikuje vSak vyskyt

metastaz.

VEGF-C asociované lymfangiogeneze u salivarnich karcinomii se vénovalo dosud jen malo
autord. Mello (50 ) v tomto smyslu prozkoumal Siroké spektrum 75 téchto nadort, rozdélenych do
skupiny s nizkym a vysokym rizikem vzniku uzlinovych metastaz. Hustota peri- ani intratumordzni
sit¢ neméla vztah k tomuto faktoru. Mezi obéma sledovanymi skupinami nebyly nalezeny
signifikantni rozdily v jeho expresi a denzit¢ lymfatik. Autor proto doSel k zavéru, ze salivarni
karcinomy s nizkym 1 vysokym rizikem vzniku uzlinovych metastdz jsou stejn¢ lymfangiogenni,

posledné uvedené vSak maji vyssi schopnost invaze do lymfatickych cév.

Oproti vySe uvedené¢ praci Mellové (50) jsme prokdzali u skupiny karcinomi (I)
jednozna¢nou asociaci mezi VEGF-C a denzitou obou lymfatickych siti. Histoskore VEGF-D
korelovalo jen s hustotou cév peritumordznich, nadory s vyssim histoskore tohoto cytokinu vsSak
jevily tendenci k vétsi densité cév v jejich nitru. NaSe nalezy tak podporuji hypotézu, ze salivarni
karcinomy produkuji VEGF-C i VEGF-D, jez stimuluji tvorbu lymfatik na jejich periferii i v centru.
Potvrzuji sou¢asné i rozhodujici roli VEGF-C v lymfangiogeneze karcinomu slinnych zlaz, znamou
z tumorl jinych lokalit (36). Je déna skuteCnosti, Ze zatimco oba faktory jsou kvalitativnimi
modulatory lymfatickych cév, jako stimulator jejich proliferace se uplatituje jen VEGF-C (50). Na
jeho klicovou roli vtomto procesu poukazuje i silnd vazba mezi jeho expresi a stupném
diferenciace karcinomtl. Tu jsme vSak neprokazali u adenoidné cystického karcinomu. Vysvétlenim

miliZze byt skuteCnost, Ze jeho histopatologicky grading nemd jednozna¢nou prognostickou reflexi
(40).

U adenoidné cystického karcinomu jsme nezjistili Zaddnou korelaci mezi expresi obou

studovanych lymfangiogennich faktorii a hustotou lymfatickych cév. Podobné vyznivaji vysledky
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nékterych studii, tykajicich se dlazdicobunécnych karcinomii hlavy a krku (5, 6). Vysvétlenim
mize byt chybéni proteolytické aktivace obou cytokinli u téchto nadort, kterd je nutnd k jejich
efektivni vazbé na specificky receptor VEGFR-3, nachazejici se na endoteliich lymfatickych cév.
Lze uvazovat i tom, ze VEGF-C a D nejsou u ACC (podobné jako u naddort jinych lokalit) jedinym

lymfangiogenezu stimulujicim Cinitelem (32, 56, 57).

U nekterych extrasalivarnich karcinomuti byla potvrzena korelace mezi mezi expresi VEGF-
C, VEGF-D a délkou preziti (50). Takovyto statisticky vyznamny vztah jsme v nas$i sestavé
adenoidné cystickych (soubor II) a ostatnich (soubor I) karcinomil nezjistili. AvSak u pacientli
v obou téchto souborech, vykazujicich vyssi hodnoty VEGF-C a VEGF-D, byla patrna tendence ke

kratSimu pieziti.

Prokézali jsme  silnou korelaci mezi ptezitim a hustotou intra- 1iperitumordznich
lymfatickych cév. Vyjimkou vSak byl karcinom adenoidné cysticky, kde prognostickou signifikanci
jevila jen i1LVD. Zatimco role peritumordzni sit¢ pro lymfangiogenni Sifeni bun€k nadord a
nasledné¢ pro jejich klinicky pribéh je vSeobecné akceptovana (34), existence ani prognosticky
vyznam vnittnich lymfatickych cév dlazdicobunéénych karcinomil hlavy a krku nebyly zatim
jednozna¢né potvrzeny (5, 19, 26, 51,58, 60) . Vysledky naSi prace nasvédcuji tomu, Ze
intratumordzni lymfatika u salivarnich karcinomi, vcéetné karcinomu adenoidné cystického
predstavuji dtlezité diseminacni kanaly. Tento ndzor podporuje iprace Soaresové (70), ktera
vySetiila lymfatickou sit’ ana partes 20 minimaln¢ a Siroce invazivnich karcinomii z pleomorfniho
adenomu. V prvné¢ uvedené skupiné pocet peritumorodznich cév znacné prevySoval cévy
intratumordzni. U Siroce invazivnich nadort zjistila vyznamné elevovanou hustotu sit€¢ posledné
uvedenych kapilar. Autorka proto dosla k zavéru, intratumordzni lymfatika hraji dalezitou roli,

zvysujici metastaticky potencial tohoto nadoru.

Adenoidné cysticky karcinom je zndm svou tendenci k hematogennimu Sifeni. Pomérné
cetné studie se proto u tohoto tumoru zabyvaly expresi VEGF(A), ktery je obecné klicovym
faktorem novotvorby normdlnich i nadorovych krevnich cév. Tyto prace prokédzaly vyznamné
spojeni exprese uvedené¢ho cytokinu s progndzou, vaskuldrni invazi, vyskytem hematogennich
metastaz, prezitim (61, 62), nikoli v8ak s vyskytem uzlinovych metastdz (22). Oproti tomu VEGF-
C a VEGF-D byly dosud u adenoidné cystického karcinomu zkoumdany v dosud jediné praci (12),
prokazujici pfi jejich nepatrné expresi pfitomnost necetnych, vyluéné peritumordznich lymfatickych
cév. Autor se tak domnival, Ze lymfangiogeneze neni timto nddorem stimulovéna. To je v kontrastu

s nasi studii, prokazujici jak tvorbu obou uvedenych faktorti, tak i hojnou peri i intratumordzni
32



lymfatickou sit’.

Velmi malo je dosud zndmo o lymfangiogeneze u benignich sialomti. Nepatrné mnozstvi
intratumoréznich lymfatickych cév v pleomorfnim adenomu potvrdila jina studie (42). Soaresova,
A.B. (70) porovnala expresi VEGF(A) shustotou lymfatickych cév u pleomorfniho
a bazocelularniho adenomu. Exprese tohoto proteinu se silné liSila ve prospéch posledné uvedené
léze. Oba nadory vykazovaly podobnou, relativné vysokou hustotu lymfatik peritumordznich,
intratumoré6zni denzita byla u pleomorfnich adenomt vyrazné niz$i. Tento rozdil je vysvétlitelny
odlisSnou hojnosti a charakterem stromatu pleomorfniho adenomu, ktery svym tlakem utlacuje a

brani proliferaci lymfatickych cév, nachazejicich se v jeho nitru (42).

Uvniti Warthinovych tumort jsme na rozdil od onkocytomil detekovali ¢etné lymfatické
kapilary. Korespondujici vysledky byly potvrzeny diive publikovanou studii (52). Takovouto
hustotu intratumoro6znich lymfatik nachdzime u karcinomi. Vysvétlenim je skute¢nost, ze WT je
v soucasnosti povazovan nikoliv za pravé neoplazma, ale za pseudotumor, indukujici lokalni
imunologickou odpovéd (15, 53). Jeji relevantni bunky, nachazejici se ve stromatu této
histopatologické entity pak — podobné jako je tomu u béznych zanétlivych stavi - stimuluji VEGF
asociovanou tvorbu lymfatickych, jakoz i1 krevnich cév (10, 33). NasSe studie prokazala prakticky
nulovou expresi VEGF-C a VEGF-D u onkocytarniho adenomu a Warthinova tumoru, ktery
vykazoval vysoké pocty intra- i peritumordznich lymfatickych kapilar. Jeji vysledky jsou zcela
v souhlase s vySe uvedenymi, dosud publikovanymi pracemi. Mizeme se tedy opravnéné domnivat,
ze benigni sialomy (s vyjimkou biologicky specifického Warthinova tumoru) jsou spojeny
s minimalni nebo Zadnou lymfangiogenezou, coz potvrdily i nami prokdzané vyznamné rozdily

v hustot¢ lymfatickych cév mezi pleomorfnim adenomem a adenoidné cystickym karcinomem (64).

Neprokazali jsme ocekavanou souvislost mezi ptitomnosti uzlinovych metastaz a zadnym ze
sledovanych parametrii lymfangiogenezy. Diivodem je zfejmé skuteCnost, ze invaze karcinomi do
miznich cév a uzlin je spletitym déjem, na némz se vedle tvorby lymfatickych kapilar podili
interakce mezi jejich endoteliemi a neoplastickymi buiikami. Molekuldrni mechanizmy téchto déji

vSak dosud nejsou pfesné znamy (34, 50).
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6. Zavér

V karcinomech slinnych 714z jsme prokéazali VEGF-C a VEGF-D asociovanou tvorbu intra-
i peritumordznich lymfatickych cév. Jejich hustota méa prognosticky vyznam, avSak stejné jako
exprese zadného z obou uvedenych faktort neni prediktorem uzlinovych metastaz. Tyto nalezy
ukazuji, Zze cilend blokada receptorti endotelii novotvofenych  lymfatickych cév je potencialni
cestou ke zlepSeni progndzy zavazné probihajicich salivarnich karcinomi vysokého biologického

rizika.
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8. Obrazova priloha:
Popisy k obrazkiim:

Obr. ¢.1: Kribriformni struktury ACC (a) se silnou (3+) VEGF-D (b) a sttedni (¢) (2+) VEGF-C
imunoreakci v cytoplazmé i jadrech nadorovych bunék.

Obr. ¢.2: D2-40 pozitivni peritumoralni lymfatické cévy jsou vétSinou dilatovany (Sipky), méné
Casto komprimovany (hlavicky Sipek).

Obr. ¢€.3: Intratumordlni lymfatické cévy lemované D2-40 pozitivnimi endotelidlnimi butikami jsou
vétsinou komprimovany (hlavicky Sipek), vzacné dilatovany (Sipky).

Obr .¢.4: D2-40 pozitivni myoepitelidlni buniiky na periferii acint (hlavic¢ky Sipek) a vmezefenych
vyvodil (Sipky) normalni slinné zlazy.

Obr. ¢€.5: Warthiniiv tumor. VétSinou dilatované, D2-40 pozitivni lymfaticke kapilary jsou pfitomny
v pouzdru nadoru (Cerné Sipky). V ptilehlém parenchymu ptiusni z1azy jevi reakci rovnéz
myoepitelidlni buiiky kolem vyvodi (bila Sipka) 1 acinti (dvojSipka).

Obr. ¢ 6: Warthinliv tumor. VétSinou komprimované D2-40 pozitivni lymfatické cévy se vyskytuji
v lymfoidnim stromatu (Cerné Sipky). Pozitivné reaguji rovnéZ folikuldrni dendritické buiky
v germinalnich centrech (hvézdicka) and bazalni buiiky onkocytarniho epitelu nadoru (bila Sipka).

Obr. €.7: Onkocytom. Dilatovana D2-40 pozitivni lymfaticka céva (Cernd Sipka) v pouzdru nadoru.
Dvé mensi cévy jsou zachyceny v parenchymu zlazy (bila Sipka), v némz se misty slabé barvi 1
myoepitelidlni buniky (hlavicka Sipky).

Obr.¢ 8: Warthintiv tumor. Stfedn¢ silna VEGF-C imunoreakce je patrna v jadrem véEtSiny vnitini
vrstvy onkocytarnich nddorovych bun€k (Cerna Sipka), z nichz nékteré jevi rovnéz slabou reakci
cytoplazmatickou (bila Sipka). Inset: slabé az stfedn¢ intenzivni VEGF-C pozitivita v jadrech
stromalnich lymfocyta (dvojSipka).

Obr.¢. 9: Warthintv tumor. Slaba VEGF-D imunoreakce v jadrech obou vrstev nékterych ovocytii
(Cerna Sipka), je patrna i stfedni az silnd nukledrni pozitivita stromalnich lymfocyti (bila Sipka).
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