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Sudhrn

Vychodiskd: Hypoxia lokalne pokrocilych karcinémov hlavy a krku je jednou z hlavnych pricin
ich radiorezistencie, ktora sa klinicky manifestuje perzistenciou rezidualnej nadorovej choroby
po liecbe raddioterapiou. Detekcia nddorovej hypoxie teda moze byt dolezitym prediktorom
efektivity liecby. Karboanhydraza IX (carbonic anhydrase IX — CA IX) je protein, kédovany rovno-
mennym génom, ktorého expresia sa v nadorovych tkanivéch za hypoxickych podmienok zvy-
Suje. CA IX preto predstavuje endogénny marker nadorovej hypoxie, identifikovatelny v nado-
rovych tkanivach a jeho rozpustnu extraceluldarnu doménu je mozné detekovat aj v telesnych
tekutinach pacienta. Primarnym cielom tejto studie bolo zistit, i existuje korelacia medzi séro-
vou hladinou CA IX a rezidudlnou nddorovou chorobou po lie¢be. Sekundarnym cielom bolo
zistit, ako sa meni sérova hladina CA IX pocas frakcionovanej radioterapie. Materidl a metédy:
Tato prospektivna monocentricka klinicka studia hodnotila stibor 30 pacientov s lokalne po-
krocilymi skvamocelularnymi karcindmami hlavy a krku, lie¢enych radioterapiou alebo konko-
mitantnou chemorédioterapiou s kurativnym zamerom. Sérova koncentracia rozpustnej formy
CA IX sa vysetrovala z vendznej krvi pomocou sendvicovej enzymovej imunoanalyzy (ELISA)
pred zahdjenim radioterapie, v polovici rddioterapie, pri skonceni radioterapie a Sest tyzdriov
po jej ukonceni. Vysledky: Zistili sme vyraznu variabilitu nameranych hladin CA IX v sledovanej
populdcii v rozsahu 0-1 696 pg/ml. Vyznamné zmeny v strednej hodnote koncentracie CA IX
sme v priebehu radioterapie a po nej nezistili. U 11 pacientov (36,7 %) sa lie¢bou dosiahla kom-
pletnd remisia ochorenia. U tychto pacientov sme zaznamenali v priemere nizsie predliecebné
hodnoty CA IX v porovnani s pacientmi s perzistenciou rezidualnej nadorovej choroby (37,57 vs
77,47, p =0,154). Zdver: Nase vysledky ukazuju, Ze sérova hladina CA IX sa u pacientov s lokdlne
pokrocilymi nadormi hlavy a krku v priebehu frakcionovanej radioterapie vyznamne nemeni.
Zisteny vztah medzi sérovou hladinou CA IX a rezidualnou naddorovou chorobou po radioterapii
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Summary

Background: Hypoxia of locally advanced head and neck cancers is one of the main causes of their radiation resistance that presents clinically as a persis-
tence of residual tumor disease after radiation therapy. Therefore, detection of tumor hypoxia could be an important predictor of treatment efficacy. Car-
bonic anhydrase IX (CA IX) is a protein, coded by a homonymous gene, the expression of which increases in tumor tissues at hypoxic conditions. Hence,
CA IX represents an endogenic marker of tumor hypoxia, identifiable in tumor tissues, and its soluble extracellular domain can also be detected in body
fluids of the patient. The primary endpoint of this study was to explore whether a correlation exists between CA IX serum level and the residual tumor
disease after therapy. The secondary endpoint was to find out how the serum concentration of CA IX changes during the course of fractionated radiation
therapy. Materials and Methods: The presented prospective monocentric clinical study evaluated a population of 30 patients with locally advanced
squamous cell head and neck cancers, treated by radiation therapy or concurrent chemo-radiation therapy with a curative intent. The serum concentra-
tion of the soluble form of CA IX was examined from a venous blood sample, using sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The blood
samples were obtained before the treatment initiation, in the middle of radiation therapy, at the time of finishing radiation therapy and six weeks after
the treatment completion. Results: We found a substantial variability in the CA IX levels measured in the examined population, ranging 0-1,696 pg/ml.
We found no significant changes in the mean value of CA IX concentration during the course of radiation therapy and after the treatment completion.
In 11 patients (36.7%), the treatment resulted in complete remission of the disease. In these patients, lower average pre-treatment levels of CA IX were
noted when compared to patients with persistence of residual tumor disease (37.57 vs 77.47; p = 0.154). Conclusion: The results indicate that serum
level of CA IX in patients with locally advanced head and neck cancers does not change significantly during the course of fractionated radiation therapy.

The relation between CA IX serum level and residual tumor disease after radiation therapy requires verification on a larger population of patients.
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Vychodiska

Uvod

| ked’' nadory hlavy a krku tvoria len asi
5 % vsetkych zhubnych nadorov, starost-
livost o pacientov s tymto ochorenim
predstavuje zavazny medicinsky a spo-
locensky problém.

V oblasti hlavy a krku sa nachadzaju zlo-
Zité organy, zabezpecujuce zakladné vi-
talne funkcie, akymi su dychanie a prijem
potravy, ale aj re¢, mimika a socidlne in-
terakcie. Zavaznost tohto problému pod-
Ciarkuje aj skutoc¢nost, Ze az 60 % pacien-
tov ma v ¢ase diagndzy lokélne pokrocilé
ochorenie, spdsobujuce rozne anatomické
deformity a funkéné defekty. Hlavnou pri-
¢inou mortality tychto pacientov viak, na
rozdiel od vacsiny inych nadorov, nie su
vzdialené metastdzy, ale lokélna perzisten-
cia alebo rekurencia ochorenia po primar-
nej lie¢be. Miera lokoregionalneho zlyha-
nia lie¢by v tychto pokrocilych stadidch
dosahuje 70-80 % [1]. Lie¢ba tychto pa-
cientov je navyse sama o sebe ¢asto mu-
tilujuca, zhorsuje kvalitu ich Zivota a vy-
znamne zvysuje psychosocialnu zataz [2].

Radioterapia, ¢i uz samostatna alebo
potencovand cytostatickou alebo bio-
logickou liecbou, je taziskovou lieceb-
nou modalitou lokalne pokrocilych na-
dorov hlavy a krku. Lokoregionalne
zlyhanie lie¢by sa preto typicky manifes-
tuje perzistenciou radiorezistentnej rezi-
duadlnej nddorovej choroby.

Nadorova hypoxia ako pric¢ina
radiorezistencie nadorov hlavy

a krku

Aby mohli solidne nadory rast, potre-
buju si vytvorit svoje vlastné krvné
zasobenie.

Neoangiogenéza nadorov vsak zvy-
¢ajne zaostdva za rychlostou pribuda-
nia novych nadorovych buniek. Novo
vytvorené, morfologicky a funkéne ab-
normalne cievy nie si schopné pokryt
zvysujlcu sa spotrebu zivin a kyslika ex-
pandujucou nadorovou masou. Uve-
dené faktory zapricinuju vznik mikrore-
giondlnych oblasti vnutri nadoru, ktoré
su nedostato¢ne zdsobené Zivinami
a kyslikom, vznika kyslé prostredie, ob-
sahujuce hypoxické nadorové bunky,
ktoré su viak (asporn po obmedzeny ¢as)
schopné prezivat aj v tychto nepriazni-
vych podmienkach [3].

Vnimavost tkaniv voci u¢inkom io-
nizujuceho Ziarenia vyrazne zavisi od
mnozstva kyslika, ktoré sa v nich na-
chadza. Kyslik pbsobi ako radiosenzibi-
lizator, prostrednictvom interakcie s vol-
nymi radikalmi, vytvorenymiionizujicim
Ziarenim, mechanizmom chemickej fixa-
cie poSkodenia DNA. Radiosenzibilizu-
juci uc¢inok kyslika, vyjadreny pomo-
cou hodnoty pomeru zosildujuceho
ucinku kyslika (OER) pre foténové Ziare-
nie pouzivané v klinickej praxi, predsta-
vuje 2,5-3-nasobné zosilnenie radiobio-

logického Ucinku ziarenia vplyvom
kyslika v porovnani so stavom bez pri-
tomnosti kyslika [4].

Viaceré klinické studie, skumajice
efektivitu radioterapie u pacientov so
skvamoceluldrnymi karcinémami hlavy
a krku, potvrdili horsiu lokoregionalnu
kontrolu a kratSie prezivanie u pacien-
tov s hypoxickymi nadormi v porovnani
s dobre okyslicenymi naddormi [5-8].
Okrem radiorezistencie, indukuje nado-
rova hypoxia expresiu génov nadoro-
vych buniek, ktoré spésobuju zvysenu
agresivitu tychto nadorov, manifestu-
jucu sa genetickou instabilitou, stratou
apoptotického potenciélu, zvysenym
metastatickym potencidlom a rezisten-
ciou voci chemoterapii [9-11].

Meranie hypoxie nadorov hlavy

a krku

Identifikdcia a kvantifikdcia miery na-
dorovej hypoxie moze mat nielen pro-
gnosticky vyznam, ale moze byt aj pre-
diktorom efektivity liecby radioterapiou
a jednym z kltc¢ovych faktorov determi-
nujucich vyber najvhodnejsieho lieceb-
ného postupu. Na rozdiel od relativne
jednoduchych experimentélnych pod-
mienok, vyuzivajucich tkanivové kultary
a laboratdrne zvieratd, meranie hypoxie
nadorov v klinickej praxi je ovela zlozitej-
Sie a nardZa na mnohé technické, ale aj
etické uskalia.
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Priame meranie nddorovej hypoxie
pomocou Eppendorfovej kyslikovej
elektrédy

Principom tejto metddy je priame me-
ranie parcidlneho tlaku kyslika v roz-
nych oblastiach nddoru pomocou 3$pe-
cidlnych ihlovych elektréd, ktoré sa
zasuvaju do nadorového tkaniva. Pomo-
cou Eppendorfovej kyslikovej elektrody
sa podarilo dokazat vztah medzi pred-
liecebnou hypoxiou lokalne pokroci-
lych skvamoceluldrnych karcinémov
hlavy a krku a lokalnym zlyhanim liecby
raddioterapiou u tychto pacientov [7].
Obdobné vysledky boli publikované aj
v dal3ej studii, hodnotiacej objem hy-
poxickych oblasti lokdlne pokrocilych
nadorov hlavy a krku lie¢enych rédiote-
rapiou alebo chemoradioterapiou. Tato
studia potvrdila horsie celkové preziva-
nie (overall survival - OS) u pacientov
s relativne velkym objemom oblasti na-
dorovej hypoxie [10].

Aj ked priame meranie parcidlneho
tlaku kyslika pomocou Eppendorfo-
vej elektrédy sa v sucasnosti povazuje
za akysi ,zlaty Standard”, tato metodika
so sebou nesie aj mnohé obmedzenia.
Hlavnou nevyhodou, obmedzujicou jej
pouzivanie v klinickej praxi, je invazi-
vita. Priame meranie elektrédou je tiez
obmedzené na anatomicky pristupné
lokalizacie nadorov. Velkost elektrédy
je rdadovo 10-100-ndsobne vacsia ako
je velkost nddorovych buniek, ¢o zne-
moznuje meranie hypoxie na bunkovej
urovni. Stav okyslicenia je teda mozné
merat len v uré¢itom velmi obmedze-
nom objeme a v obmedzenom case.
To znemoziuje sledovanie dynamiky
nddorovej hypoxie a reoxygenacie na-
dorovych tkaniv v priebehu frakciono-
vanej radioterapie. Zadsadnou nevyho-
dou je aj to, Ze neumoznuje rozlisit, ¢iide
o viabilné, klonogénne hypoxické bunky
alebo o oblast nekrézy [12,13].

Markery nddorovej hypoxie
Markery nédorovej hypoxie predsta-
vuju exogénne alebo endogénne latky,
umoznujuce identifikaciu a v ideal-
nom pripade aj kvantifikdciu nadorovej
hypoxie.

Exogénne markery nadorovej hypo-
xie su latky, arteficidlne podavané pacien-
tovi, ktoré sa v hypoxickom nadorovom

prostredi bioreduktivne metabolizuju
a viazu sa na biologické makromoleluly.
Takto naviazany marker je mozné kvan-
titativne identifikovat v bioptickej vzorke
nadorového tkaniva pomocou imuno-
histochemického farbenia, alebo in vivo,
pomocou pozitronovej emisnej tomo-
grafie, jednofotonovej emisnej pocita-
Covej tomografie alebo magnetickej re-
zonan¢nej spektroskopie. Typickym
predstavitelom tejto skupiny su nitroimi-
dazolové radiosenzibilizatory. Hlavnou
prekézkou SirSieho klinického vyuzitia
exogénnych markerov nadorovej hy-
poxie je vsak invazivita tejto metodiky.
Medzi dalsie problémy patri dostupnost
a reprezentativnost bioptickej vzorky, ¢a-
sova a finan¢nd nérocnost Specializova-
nych zobrazovacich vysetreni, ako aj ich
nizka specificita a senzitivita [13].

Za endogénne markery nadorovej
hypoxie mozno oznacit biologické mo-
lekuly, zUcastriujuce sa na odpovedi na-
dorovych buniek na hypoxiu. Ide o zvy-
Senu expresiu endogénnych proteinov,
ktoré su detekovatelné v bioptickych
vzorkdch, alebo vo vzorkach krvi, mocu
alebo inych telesnych tekutin. Ich naj-
vacsou vyhodou je odstranenie inva-
zivity, nevyhnutne spojenej s podava-
nim exogénnych latok. Medzi najviac
skimané endogénne bunkové proteiny
v tejto suvislosti patri najma hypoxiou
indukovatelny faktor 1a (HIF-1a), enzym
karboanhydraza IX (CA IX), prenasac glu-
koézy 1 (GLUTT) a osteopontin [14,15].

Karboanhydraza IX ako endogénny
marker nadorovej hypoxie
Karboanhydrazy su fyziologicky dolezité
enzymy, ktoré katalyzuju reverzibilnu
hydratéaciu oxidu uhli¢itého na hydro-
génuhli¢itan: CO, + H,0 <> HCO,” + H".
Podielaju sa na respirdcii, udrziavani
acidobazickej rovnovahy a transporte
ionov [16]. Karboanhydraza IX (car-
bonic anhydrase IX - CA IX) je trans-
membranovy metaloprotein obsahu-
juci zinok. Je kédovany rovnomennym
génom CA IX, nachadzajucim sa na
9. fudskom chromozéme. Jeho expre-
sia sa za hypoxickych podmienok vy-
razne zvysuje a je pravdepodobne jed-
nym z faktorov, umoznujucim prezivanie
nadorovych buniek v hypoxickom pro-
stredi udrziavanim stabilného intracelu-

larneho pH [17,18]. Hlavnym spolo¢nym
mechanizmom reguldcie génov indu-
kovatelnych hypoxiou je transkripcny
faktor — hypoxiou indukovatelny fak-
tor 1 (HIF-1). Jednym z génov zavislych
od HIF (podjednotky HIF-1a) je CA IX.
Expresia CA IX sa pozorovala u mno-
hych typov nadorov, vratane nadorov
hlavy a krku, krcka maternice, pazeraka,
pluc, prsnika, hrubého ¢reva a konec-
nika. Vo vieobecnosti sa vysoka expre-
sia zaznamenala u skvamocelularnych
karcinémov. Typicky sa pozoruje v peri-
nekrotickych oblastiach, ¢o zodpoveda
distribucii hypoxie, zapri¢inenej obmed-
zenou diftziou [19,20]. Expresia CA IX
signifikantne koreluje s Groviiou hypo-
xie, nameranou u nadorov kr¢ka mater-
nice pomocou ihlovych elektréd [21],
alebo inkorporovanim chemického mar-
kera hypoxie — pimonidazolu [22]. Zis-
tila sa tiez suvislost s nekrézou, mik-
rovaskuldrnou denzitou a pokrocilym
$tddiom ochorenia u karcinémov hlavy
a krku [18]. Zvysend expresia CA IX v na-
dorovych tkanivach bola tiez spojend so
signifikantne znizenou mierou komplet-
nych remisii po lie¢be lokdlne pokroci-
lych skvamoceluldrnych karcinémov
hlavy a krku chemorédioterapiou [23].

Casta pritomnost hypoxie v solidnych
nadoroch, ktora je spojena s aktivaciou
HIF-1, vysvetluje vysoky vyskyt expre-
sie CA IX proteinu u mnohych typov na-
dorov. Vynimku predstavuju svetlobun-
kové karcindmy obliciek, u ktorych je
CA IX exprimovana v dosledku konsti-
tu¢ne aktivovanej signalnej cesty HIF
v naddoroch s defektnym von-Hippel-Lin-
dauovym proteinom (VHL) a nesuvisi
s hypoxiou, ¢o potvrdzuje aj difizny vzo-
rec expresie tohto proteinu u obli¢ko-
vych karcinémov [17].

Rozpustnd forma CA IX

Zvysenu expresiu CA IX v nadorovom
tkanive je mozné jednoducho detekovat
pomocou imunohistochemického vyset-
renia bioptickej vzorky. Takyto pristup sa
vsak v klinickej praxi spaja s mnohymi
negativami. V prvom rade, biopsia sama
o sebe predstavuje invazivny zakrok.
Takymto vySetrenim je navySe mozné
hodnotit iba tie oblasti nddoru, ktoré su
dobre pristupné pre odber bioptického
materialu. Expresia endogénnych mar-
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kerov hypoxie v bioptickej vzorke méze
odrazat mieru hypoxie v ur¢itom malom
objeme tkaniva v urc¢itom kratkom ¢a-
sovom obdobi. Stav okysli¢enia odo-
bratej vzorky nddorového tkaniva roz-
hodne nemusi odrazat stav okysli¢enia
celej nddorovej masy. Pre nedostato¢nu
efektivitu radioterapie pritom staci maly
okrsok klonogénnych hypoxickych ra-
diorezistentnych buniek. Sledovanie
dynamiky nadorovej hypoxie a reoxy-
gendcie tkaniv pocas frakcionovanej ra-
dioterapie pomocou opakovanych biop-
sii je v klinickej praxi tiez nemyslitelné.

Uvedené negativa by bolo mozné pre-
konat vySetrovanim rozpustnej formy
CA IX. Rozpustna forma CA IX, deteko-
vatelnd v sére a v telesnych tekutindch
pacienta predstavuje protein, uvol-
novany z povrchu buniek proteolytic-
kym odstepovanim extraceluldrnej casti
transmembranového proteinu CA IX.
Tato rozpustnu extracelularnu doménu
CA IX je mozné lahko detekovat v teles-
nych tekutindch pacienta, pomocou me-
tody ELISA alebo metédou Western blot.
Rozpustna forma CA IX sa rychlo od-
strafuje z krvi vylu¢ovanim nezmene-
ného proteinu do mocu a jeho proteo-
lytickou degradaciou [24]. Délezitym
poznatkom je, Ze v podmienkach hypo-
xie zostava rychlost bazalneho uvolfo-
vania extraceluldrnej domény CA IX ne-
zmenené, a preto zvysené mnozstvo
CA IX zaznamenané v extraceluldrnom
priestore a v telesnych tekutinach od-
rdza jeho zvysenu tvorbu v hypoxickych
bunkach [25].

Ciele studie

Primarnym cielom studie bolo zistit, ¢i
existuje korelacia medzi sérovou hladi-
nou CA IX a rezidudlnou nddorovou cho-
robou nadorov hlavy a krku po liecbe
radikalnou radioterapiou. Sekundar-
nym ciefom bolo zistit, ako sa meni sé-
rova hladina CA IX pocas frakcionovanej
radioterapie.

Material a metody

Charakteristika sledovaného suboru
pacientov

Do tejto prospektivnej monocentrickej
klinickej studie bolo v obdobi od jina
2011 do januéra 2013 zaradenych 30 do-
spelych pacientov (29 muzZov a 1 zena)

vo veku 50-80 rokov s histologicky ve-
rifikovanymi lokalne pokrocilymi skva-
mocelularnymi karcinémami hlavy
a krku I11.-IV.B klinického $tadia, defino-
vaného podla 7. vydania TNM klasifika-
cie zhubnych nadorov [26], primarne lie-
¢enych na Oddeleni radia¢nej onkolégie
FN J. A. Reimana v PreSove radikalnou
raddioterapiou s kurativnym zamerom.
Vsetci pacienti boli lie¢eni konvenc¢ne
frakcionovanou externou radiotera-
piou v celkovej davke 70 Gy aplikovanej
v 35 frakcidch pocas siedmich tyzdnov
na linedrnom urychlovaci. Radioterapia
bola aplikovana bud' samostatne, alebo
konkomitantne so systémovou lie¢bou,
ktord predstavovala bud chemotera-
pia cisplatinou, alebo cielend biologicka
liecba cetuximabom. Rozhodnutie
o aplikacii a vybere konkomitantnej sys-
témovej lie¢by bolo ponechané na ose-
trujucom lekarovi a zaviselo vylu¢ne od
klinického stavu pacienta, nezavisle od
jeho zaradenia do $tudie. Pacienti boli
do studie zaradovani prospektivne, v po-
radi v akom prisli na ambulanciu Odde-
lenia radia¢nej onkolégie. Vietci pacienti
pred zaradenim do tejto Studie boli na-
leZite pouceni a podpisali informovany
stihlas. Studia bola vopred schvalena lo-
kalnou etickou komisiou.

Odber a vysetrovanie biologického
materialu
Vietkym sledovanym pacientom sa
za aseptickych podmienok odobe-
ralo po 10ml venéznej krvi z perifér-
nej zily do Standardnej skiimavky, urce-
nej na biochemické vysetrenie krvného
séra. Vzorky krvi sa nasledne centrifugo-
vali pri 4 000 otackach za minutu pocas
10 minut. Ziskané krvné séra boli zmra-
zené a docasne uskladnené pri tep-
lote —20 °C. Nésledne boli v zmrznutom
stave na suchom lade transportované
na miesto vysetrenia do Virologického
ustavu Slovenskej akadémie vied v Bra-
tislave. Odbery krvi sa robili bezpro-
stredne pred zahajenim radioterapie,
v polovici lie¢by radioterapiou (t.j. medzi
3. a 4. tyzdnom liecby), pri ukonceni ra-
dioterapie a pri prvej kontrole, ktora na-
sledovala Sest tyzdrov po ukonceni
radioterapie.

Vysetrovanie sérovej koncentrécie roz-
pustnej formy CA IX sa robilo pomocou

metody ELISA, za pouZitia komeréne do-
stupného systému firmy R&D systems,
Inc., USA, katalégové ¢islo DY2188.

Hodnotenie liecebnej odpovede
Rozsah nadorového postihnutia sa hod-
notil pred lie¢bou a 3est tyzdrov po
ukoncenilie¢by raddioterapiou, a to na za-
klade otorinolaryngologického vysetre-
nia, doplneného endoskopickymi a zob-
razovacimi vySetreniami podla klinickej
situdcie, najma ultrasonografiou, poci-
tacovou tomografiou a magnetickou re-
zonanciou. V pripade nejednozna¢ného
ndlezu sa robilo bioptické vysetrenie.

Statisticka analyza

Vyvoj hladiny CA IX v ¢ase bol analyzo-
vany Skillings-Mackovym testom. Ide
0 zovseobecnenie Friedmanovho testu
na pripad chybajucich merani [27]. Roz-
diely v strednej hodnote CA IX medzi
dvoma skupinami boli analyzované ne-
parovym t-testom po predchdidzajucej
logaritmickej transformacii dat. Hypo-
tézy boli testované na hladine vyznam-
nosti a =5 %. Na analyzu dat bol pouzity
software StatsDirect 3.0.95 a Microsoft
Excel 2010.

Vysledky

Do studie bolo zaradenych spolu 30 pa-
cientov s nddormi hlavy a krku. Pacienti
s nadormi nosohltana, nosa a prinoso-
vych dutin neboli do $tudie zaradovani.
Pocetné zastupenie jednotlivych anato-
mickych lokalit stratifikdciu podla TNM
dokumentuje tab. 1.

Konkomitantne cetuximab dosta-
valo 16 pacientov (53,3 %), 11 pacientov
(36,7 %) dostavalo konkomitantne cis-
platinu a 3 pacienti (10 %) boli lie¢eni sa-
mostatnou radioterapiou, 28 pacientov
(93,3 %) dokoncilo radioterapiu v pldno-
vanej davke a case. Iba 20 z tychto pa-
cientov (71,4 %) sa viak dostavilo na
vietky planované kontroly a odbery
krvi v predpisanych ¢asovych interva-
loch. U vsetkych 30 pacientov vsak bolo
mozné vyhodnotit pritomnost ¢i nepri-
tomnost rezidudlnej nadorovej choroby
po lie¢be a asociovat ju s hladinou CA IX
pred lie¢bou.

Analyzou ziskanych vysledkov sme
zistili, Ze existuje vyraznd interindivi-
dudlna variabilita medzi hodnotami sé-
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rovych hladin CA IX medzi pacientmi
s nadormi hlavy a krku. Namerané hod-
noty CA IX v sérach sa pohybovali od
0 do 1 696 pg/ml. Naproti tomu, zmeny
koncentracie CA IX pocas liecby u jed-
notlivych pacientov (intraindividualna
variabilita) boli Statisticky nesignifi-
kantné - teda bez jednoznacného
trendu stupania alebo klesania koncen-
tracie (p = 0,56; Skillings-Mackov test)
(graf 1).

Jedenast pacientov (36,7 %) dosiahlo
po lie¢be kompletnud remisiu ochorenia.
U tychto pacientov sme zaznamenali
posun k nizsim predlie¢ebnym hodno-
tam CA IX v porovnani s pacientmi s per-
zistujucou rezidudlnou nadorovou cho-
robou. Aj ked'tento rozdiel vzhladom na
maly pocet pacientov nedosiahol Stati-
stickil vyznamnost (p = 0,154), 95% Cl
medziskupinového rozdielu v strednych
hodnotach zasahuje do klinicky zauji-
mavej oblasti (-18,7-98,7) (graf 2).

Zmeny koncentrécii CA IX po lie¢be
rddioterapiou oproti vychodiskovym
hodnotam neboli statisticky vyznamné
a nekorelovali s efektivitou radioterapie
(p =0,36). Nezistila sa ani suvislost medzi
zmenou koncentracie CA IX a konkomi-
tantne podavanou systémovou lie¢bou
(p > 0,05).

Diskusia

Nadorova hypoxia je jednym z kluco-
vych mechanizmov rezistencie nddorov
na radioterapiu. Suvislost medzi hypo-
xiou nadorov hlavy a krku a ich radiore-
zistenciou bola preukdzand viacerymi
klinickymi $tudiami, vratane priameho
merania hypoxie pomocou Eppendor-
fovej kyslikovej elektrody [7]. Takéto me-
ranie vSak nardza na mnohé praktické
prekazky a moznosti jeho klinického vy-
uzitia s velmi obmedzené.

Z imunohistochemickych studii vy-
plyva, Ze zvysend expresia CA IX v na-
dorovych tkanivach sa spdja s hypoxiou
a so zvysenou agresivitou a invazivitou
nadorov [9-11]. Expresia CA IX v biop-
tickej vzorke inoperabilného tumoru
ale poskytuje informacie len o ur¢itom
velmi malom objeme nadorového tka-
niva, a to v konkrétnom case biopsie.
Maligne nadory su vsak vyrazne hete-
rogénne a stav ich oxygendcie sa v prie-
behu radioterapie meni. VySetrovanie

4 N
Tab. 1. Pocetné zastupenie jednotlivych anatomickych lokalit nadorov hlavy
a krku a stratifikacia podla TNM. Vsetci pacienti boli MO.
Origo Podet T, T, T, . T, N, N N, N,
Ustna dutina 10 1 2 3 4 1 3 5 1
orofarynx 8 1 1 4 1 1 5 1
hypofarynx 3 1 2 3
larynx 6 5 1 1 1 4
slinna zlaza 2 1 1 1 1
nezname 1 1 1
spolu 30 2 4 15 7 2 3 5 19 3
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Graf 1. Zmeny koncentracii CA IX v sérach pacientov pocas liecby radioterapiou a po
nej (pre lepsiu prehladnost st koncentracie zobrazené v logaritmickej mierke).

koncentracie rozpustnej formy (extra-
celuldrnej domény) CA IX v krvnom sére
metodikou ELISA naproti tomu predsta-
vuje jednoduché, neinvazivne a v klinic-
kej praxi opakovane uskutocnitelné vy-
Setrenie. Namerané koncentracie CA IX
v sére by mali tiez odrézat stav expresie
v celej nadorovej mase.

Na zaklade dostupnych informacif
z biomedicinskych databaz kon3tatu-
jeme, Ze ide o vébec prvu pracu, sku-

majucu sérovu koncentraciu rozpustnej
formy CA IX u pacientov s nadormi hlavy
a krku. Ide tiez o prvu pracu, sledujucu
dynamiku sérovej koncentracie CA IX
pocas liecby radioterapiou.
Publikované informdcie tykajuce sa
vyznamu sérovych hladin CA IX u pa-
cientov s neobli¢kovymi karcindmami
st velmi obmedzené. Studia, hodno-
tiaca subor 31 pacientok s karcindmami
vulvy lie¢enych chirurgicky, zistila vy-
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Graf 2. Porovnanie predlie¢ebnych sérovych koncentracii CA IX u pacientov, ktori po
lie¢be dosiahli kompletnu remisiu ochorenia a pacientov s perzistenciou rezidualnej
nadorovej choroby (vyjadrené v logaritmickej mierke).

znamne horsie bezrelapsové preziva-
nie u pacientok s vysokou sérovou hla-
dinou CA IX pred operéciou. Vysoka
hladina CA IX v sére stanovovana me-
tédou ELISA tiez vyznamne korelovala
s vysokou expresiou CA IX v nadorovom
tkanive, hodnotenou imunohistoche-
micky [28]. Naproti tomu, Studia skima-
juca predoperacné hladiny CA IX v sére
46 pacientok s karcinémami krcka ma-
ternice lie¢enych chirurgicky, nezistila
Ziadnu korelaciu medzi sérovymi hladi-
nami CA IX a imunohistochemicky hod-
notenou expresiou CA IX v nadorovom
tkanive. Nepotvrdil sa ani prognosticky
vyznam zvysenej sérovej hladiny CA IX
pred operaciou, aj ked' vysoka expresia
CA IX v nddorovom tkanive bola spojend
s pokrocilym Staddiom ochorenia, vyso-
kou invazivitou a nizkou diferenciaciou
nadorov [29]. Ti isti autori v inej praci,
sledujlicej sérové hladiny CA IX u 37 pa-
cientok s epitelovymi karcinémami ova-
rii pred operdciou, po operacii, pocas
adjuvantnej chemoterapie a po nej, ne-
zistili ziadne signifikantné zmeny hladin
CA IX v sére pocas tejto liecby, ani stvis-
lost s prognézou ochorenia, ¢i hladinou
markera CA 12-5 [30]. Udaje, tykajuice sa

koncentracii CA IX v sére pacientov s na-
dormi hlavy a krku, neboli doteraz pub-
likované. Rovnako nie su zndme infor-
macie, tykajuce sa sérovych hladin CA IX
u fudi bez maligneho ochorenia.

Zaver

V tejto studii sme zistili, Ze existuje vy-
razna interindividualna variabilita medzi
sérovymi koncentraciami CA IX u pa-
cientov s lokalne pokrocilymi inopera-
bilnymi nddormi hlavy a krku. Napriek
relativne malému poctu sledovanych
pacientov sme zaznamenali tenden-
ciu k vy$sim hodnotam sérovych hladin
CA IX u pacientov s lokalnou perzisten-
ciou rezidudlnej nddorovej choroby po
lie¢be radioterapiou. Sérovu koncentra-
ciu CA IX je preto mozné oznacit za po-
tencidlny prediktivny marker hypoxie
a radiorezistencie nadorov hlavy a krku.
VyZaduje si to viak overenie formou kli-
nickej $tudie na va¢som subore pacien-
tov. Tato problematika si rozhodne za-
slizi dalsiu pozornost.
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