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Използвани съкращения:

IARC – международна агенция за изследване на рака

HBV – хепатит B вирус

HCV – хепатит C вирус

EBV – Ебщайн-Бар вирус

HR HPV – Високорисков човешки папиломен вирус

ICTV – международен комитет по таксономия на вирусите

VLP – вирусоподобни частици

PCR – Верижна полимеразна реакция

ISH – ин ситу хибридизация

ИХХ – имунохистохимия

UICC – работна група за изучаване на биологичното поведение на
 злокачествените заболявания

CIN – цервикална интраепителна неоплазия

ОПЛ – общопрактикуващ лекар

SEER – преживяемост епидемиология и крайни резултати

ELISA – Ензимен имуносорбентен тест

ЛК – Ларингеален карцином

ЛП – Ларингеален папилом

ХК – Хиперкератоза



1.Цел и задачи

Цел на изследването:
Да се проучи група от пациенти, оперирани в УНГ клиника на УМБАЛ
„Д-р Г. Странски” гр. Плевен по повод на ларингеален карцином, папилом
на ларинкса и хиперкератоза на ларингеалния епител, за наличието на HPV
инфекция, като се приложат имунохистохимични методи за изследване –
p16INK4a и Ki-67. Въз основа на получените резултати да се изгради
теоретично издържан и практически приложим алгоритъм за ранна
диагностика и лечение на HPV-асоциираните тумори на ларинкса.

Задачи на изследването:

1. Да се проучи честотата и възрастовата характеристика на HPV-
асоциираните ларингеални карциноми.

2. Да се проучат и определият важни характеристики на
новосформираната рискова група пациенти с HPV-асоцииран
ларингеален карцином.

3. Да се изследват пациенти с ларингеален папилом и хиперкератоза
на ларинкса с методите на имунохистохимията, за откриване и
доказване на настъпваща онкогенеза.

4. Да се изгради теоретично издържан и практически приложим
алгоритъм за ранна диагностика и лечение на HPV-асоциираните
тумори на ларинкса.



ВЪВЕДЕНИЕ

Към настоящия момент вирусните заболявания имат водещо място в
човешката инфекциозна патология. Докато преди около 150 години
бактериалните причинители са били значително по-застъпени в
епидемиологията, след като са открити антибиотиците повече от 80 % от
инфекциозните заболявания се причиняват от вируси. Всяка изминала
година тази тенденция се засилва. Факт е, че през последните десетилетия
няма открит нов бактерий, а ежегодно се откриват нови вируси /5,7,8/

За нарастването на вирусната инфекциозна патология са отговорни
няколко всеизвестни фактора:

- нарастване броя на населението на Земята и процесите на
урбанизация и концентрация на население в големите населени места.

-развитието на сухопътния и особено на въздушния транспорт- което
води до нарастналата мобилност на населението, както и на хранителните
стоки и товари.

-навлизане на човечеството в нови екосистеми и контакт с
неизвестните до сега вируси.

-замърсената околна среда, некачествената и нездравословна храна,
навлизането на химическата промишленост във всички сфери на живота.

-безконтролната употреба и лесния достъп на населението до
антибиотици води до общо снижаване на имунитета на популацията.

-за разлика от бактериите, вирусите са много по изменчиви,
способността на някои вируси да мутират се измерва в часове.

-в същото време вирусите са много по устойчививъв външната среда
и на някои широко използвани  методи за дезинфекция.

-влиза във съображение и възможността за изкуствено създаване в
лабораторни условия на нови щамове за научни или  военни цели.

-по отношение на сексуално трансмисивните инфекции значение има
неправилното сексуално възпитание и поведение на населението, не
познаването и не използването на предпазни средства.

Изброените и ред други фактори  дават предимства на вирусната
инфекция в епидемиологичен план.



Фиг.1

Известен факт е, че някои вируси  могат освен да предизвикат
инфекциозни заболявания да станат причина за развитие на злокачествено
заболяване у човека и животните. Това са така наречените онковируси.
HBV,HCV, EBV, Polyoma  вируси, Човешки лимфотропен вирус както и
HPV. На фигурата е показана честотата на HPV по  данни на 78
изследвания, включващи 157 879 жени от различни региони.



Фиг.2

Настоящия дисертационен труд предоставя съвременна информация
относно патогенезата на HPV инфекцията, връзката на тази инфекция с
карцинома на ларинкса. Събрана е актуална и синтезирана информация
относно молекулярните основи на вирусната инфекция и онкогенеза.
Разгледани са методите за диагностика и прогностичната стойност и
практическото значение на тези изследвания за лечението и
преживяемостта на пациентите.

 Имунохистохимичните методи /ИХХ/ p16INK4a  и Ki-67 бяха
избрани като основен диагностичен метод . Приложиха се на група
пациенти оперирани в УНГ клиника на УМБАЛ „Д-р Г.Странски” за
периода 2012г.–2013г. Определи се честотата  на HPV асоциирания
карцином на ларинкса.

Изследва се група пациенти с доброкачествени заболявания на
ларинкса. Направи се статистическа обработка на резултатите, въз основа
на която се разработи алгоритъм за ранна диагностика и съвременно
лечение на HPV-асоциирания ларингеален карцином и доброкачествени
ларингеални лезии.

На  Фиг.42са представени  данни на IARC /Международна агенция
на СЗО за изследване на рака/ за честотата на ларингеалния карцином за
2012г. на територията на Европа.



Фиг.42

На следващата фигура са представени данни за честотата на
карцином на шийката на матката за същата територия.



Фиг.43

Явно се вижда, че високото ниво на цервикален рак корелира с
високо ниво на ларингеалния карцином. Най-засегнати са бившите
социалистически страни, в това число и България. От горните фигури също
така можем да заключим, че в страните, които провеждат системна
ваксинация против HR-HPV, нивото на цервикалния карцином е нисно.
Това се отразява благоприятно на заболеваемостта от ларингеален
карцином.

Значимостта на проблема се подкрепя от становището на СЗО,
според което през 2014г броят на новите случаи на рак на шийката на
матката ще се изравни с тези на HPV-асоцииран карцином на главата и
шията. През 2020г. орофарингеалния и ларингеалния карцином ще
превалират над РМШ и всички генитални HPV-асоциирани карциноми
взети заедно. Същото се вижда и от следващата фигура:



Фиг.3

В процеса на работа и сред литературните източници (131) се
откриват  данни на настъпване на епидемия от HPV- асоцииран карцином
на главата и шията. Отчита се 12 кратно увеличение на този вид рак за
периода 1977-2012г. и HPV  позитивността нараства от 37 – 44 %.
Сформира се нова рискова група пациенти с ларингеален карцином:

-това са сравнително по- млади хора, които не прекаляват с
употребата на алкохол, често са не пушачи и не работят с химически
вредности и радиация.  Имат анамнестични данни за ранно начало  на
полов живот и орален секс. Но HPV позитивните пациенти с ларингеален
карцином са с по добра прогноза  от HPV негативните. Иман два пъти по-
висока 5 годишна преживяемост и живеят по дълго след провеждане на
правилно лечение.

-Преживяемостта при тях е над 50 % по добра (26,27,201) Тези
пациенти показват различен модел на болестта - при тях далечните
метастази се развиват много по-късно и на нетипични места - 21,6 месеца
срещу средно 7 месеца за HPV негативните случаи.

-Най- чести са метастазите в бял дроб, кости следвани от черен дроб
и интраабдоминални лимфни възли, мозък и плевра ( 201, Trosman 2014 )
При наши пациенти се открива т.н.  «семейна онкогенеза» - пациент с рак
на ларинкса, съпругата на който е оперирана по повод на карцином на
шийката на матката.

- също така бяха наблюдавани пациенти развили втори и трети
карцином след операция  на карцином на ларинкса.  Най- чести
локализации бяха карцином на езика и карцином на белия дроб. Бяха
наблюдавани пациент с мезентериален карцином, който постъпи за
ларингектомия, жена с карцином на матката и ларингеален карцином,
двама пациенти с метастази в ключицата и един  с метастаза в раменната
става, един с карцином на стомаха. Логично е че при HPV-асоцииран
карцином, с оперативното лечение, се лекува само последствието на
хроничната инфекция. Отстранява се карцинома, но вирусната инфекция
персистира. Вероятността от развитие на втори първичен карцином е



значителна. Ето защо лекуващия лекар е  длъжен да изследва HPV статуса
на пациента. При положителен резултат, освен на хирургично, лъче- или
химиолечение, пациента следва да бъде третиран с неспецифична и
специфична имунотерапия. Тя би го предпазила от рецидив и развитие на
втори карцином.

Съотношението между двата пола е 98 % мъже срещу 2% жени но за
съжаление при жените заболяването е с по-лоша прогноза.Протича по-
злокачествено, с по-ранни метастази, често метастазира и по-често дава
рецидиви.

В същото време, HPV-асоциирания ларингеален карцином е по
лъчечувствителен. Някои автори дори предлагат намаляване дозата на
лъчетерапия при тези пациенти.

Все още не е разискван логичния въпрос дали при пациент с HPV-
асоцииран ларингеален карцином,оперативното лечение трябва да започне
с трахеостома. Ендотрахеалната интубация през туморната маса в ларинкса
би дисеминирала вируса в долните отдели на дихателните пътища.

По тези причини е логично диагностиката и лечението на
ларингеалния карцином да започва с изследване на HPV статуса на
пациента. На тази важна тема се посвещава настоящата научна разработка,
като бяха изследвани 43 пациенти с ларингеален карцином и 15 с
хиперкератоза и папилом на ларинкса.

2. МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

В изследването са включени 73 пациенти. От тях 43 са с ларингеален
карцином, 15 с доброкачествени тумори на ларинкса – папилом на
ларинкса и хиперкератоза. 15 пациента са контролна група.

Всички пациенти са хоспитализирани за болнично лечение в УНГ
клиника на УМБАЛ „Д-р Г. Странски“ гр. Плевен.

Изследването обхваща периода от 2012 до2013г.
Пациентите са включени в изследването след получаване на

информирано съгласие.

Признаци на изследване

Основни признаци на изследване:
-пол.
-възраст.
-местоживеене.



-семейно положение.
-тютюнопушене.
-употреба на алкохол.
-локализация на тумора.
-стадий TNM.
-хистологичен резултат.
-резултат от имунохистохимично изследване.

-p16INK4a
-Ki-67

-наличие на дисфония.
-наличие на диспнея.
-данни за съпруг/сапруга с онкологично заболяване.
-данни за близки роднини с онкологично заболяване.
-данни за втори карцином, предходни онкологични операции.
-брой сексуални партньори.
-практикуване на орален секс.
-от колко време датират оплакванията.
-вид и обем на оперативното лечение.
-от кой е насочен пациента.

Използвани методи:

1. Диагностични методи.

1.1. Анамнеза

След получаване на информирано съгласие от пациента се снема
обстойна анамнеза по предварително изготвен въпросник.

Регистрират се симптоми като промяна в гласа, затруднено дишане,
лесна уморяемост, болка и затруднение при преглъщане.

От колко време са започнали оплакванията на пациента.
Събраха се данни за начина на живот на пациента:

-тютюнопушене, брой изпушвани цигари на ден.
-употреба на алкохол, брой алкохолни единици, какъв вид алкохол-
концентрат или не.
-работа с професионални вредности.
-физическа активност.

Данни за наличие на други хронични заболявания, включително и
наличие или преживени операции по повод на онкологично заболяване с
друга локализация.

Семейна анамнеза:
-семейно положение.
-съпруг или съпруга с онкологично заболяване.



-близки роднини с онкологични заболявания – родители и деца на
пациента.

1.2. Оториноларингологичен преглед.

Включва пълен оториноларингологичен статус, включително
индиректна ларингоскопия.

Регистрират се симптоми като дисфония, инспираторна диспнея,
дисфагия, одинофагия, кашлица.

Регистрира се локализацията на туморния процес в ларинкса и
наличието на патологично увеличени лимфни възли.

1.3. Патохистологично изследване.

Изследва се биопсичен материал от карциномни лезии и
доброкачествени тумори на ларинкса.

Изследванията се извършиха в катедрата по „Патологоанатомия“ на
УМБАЛ „Д-р Г. Странски“ гр. Плевен.

1.4. Имунохистохимично изследване.

Имунохистохимичното изследване сеизвърши в катедрата по
„Патологоанатомия“ на УМБАЛ „Д-р Г. Странски“ гр. Плевен.

Фиксирани във Формалин  препарати се обработиха с моноклонални
антитела – p16INK4a Histology kit, използва се En Vision Flex(High pH).

Ki-67 се изследва с  Flex Monoclonal a Hu Ki-67 Antigen.
Моноклонално антитяло- Clone MIB-1.

Бяха изследвани  фиксирани във Формалин биопсични материали от
пациенти с карцином на ларинкса, хиперкератоза на ларингеалния епител,
плоскоклетъчен папилом на ларинкса и хроничен ларингит.

Всички пациенти са хоспитализирани и оперирани в УНГ клиника на
УМБАЛ „Д-р Г. Странски“ гр. Плевен за период от две години – 2012-
2013г.

Пробите бяха нарязани на 4Микрометрови срезове, депарафинирани
и рехидрирани в етанол. Срезовете бяха третирани в 3% водороден прекис
за 30 минути на стайна температура. След това се провежда буфериране с
цитратен буфер (pH-6) за 5min. Използва се 1/50 разтвор на моноклонално
антитяло p16INK4a  (CIN tec Histology kit). En Vision Flex  се използва като
визуализираща система при оцветяването. Свободни от карцином участъци
в препарата се използваха като вътрешна контрола.



2. Лечебни методи.

2.1. Хиругично лечение.
- МЛХ /микроларингохирургия/.
- чстични резекции на ларинкса.
- ларингектомия.
- ларингектомия с шийна дисекция.

2.2. Медикаментозно лечение.

-ваксинация
-Isoprinosine по схема

2.3. Лъчитерапия и химиотерапия.

3. Статистически методи.
В разработката са проверявани наличието на връзки, влияния, ефекти

и тяхната статистическа значимост. Тя е заложена при грешка от първи
род, равна на 5%.

Значимастта на всички статистически методи е проверявана, като се
използва асимптотична или точна оценка.(Exact test).

Резултатите се обработиха със статистическа програма Statgraph.
В зависимост от вида на изследваните променливи, които

характеризират различните проявени връзки, бяха приложени следните
статистически методи:

За изследване на зависимостта на качествени променливи –
обобщаващи таблици, измерители на наличието и силата на връзката.

За изследване на влияния, при които зависимата променлива е
мерена на силни скали (количествена променлива) – еднофакторен анализ
за разлика на средни величини.(one-way ANOVA, t-test for mean differences)

Тъй като изброените анализи предполагат изпълнението на
определени изисквания (нормално разпределение по анализираните групи,
равна дисперсия на зависимостта на зависимата променлива по групите на
факторните променливи), резултатите от тези параметрични методи в
случай на нарушаване на техните изисквания , са потвърждавани от
непараметрични аналози, при които наличието на такива ограничения не
се поставят.



3.АНАЛИЗ НА РЕЗУЛТАТИТЕ ОТ СОБСТВЕНО
ПРОУЧВАНЕ.

3.1. Увод

Връзката между HPV и патологията на горните дихателни пътища е
позната и описана от почти едно столетие.  Едва през последните 15
години се появяват литературни данни за възможността, HPV инфекцията
да е причина за онкологични заболявания в областта на главата и шията.
Ролята на HPV в карциногенезата е добре позната по отношение на
орофарингеалния карцином и в частност тонзиларния карцином и рак на
езика. Известно е, че терапевтичния отговор и съответно преживяемостта е
по-добра при HPV позитивните карциноми.

Връзката на HPV инфекцията с карциногенезата в другите зони на
горните дихателни пътища е по-рядко коментирана в литературата. По
тази причина се взе решение да бъде проучен HPV асоциирания
ларингеален карцином. От друга страна, ларингеалните папиломи са едни
от най-често срещаните доброкачествени тумори на ларинкса (29,31).
Според различни автори, малигнената им трансформация е от порядъка на
3-10%.(9,15) Тютюнопушенето, употребата, особено на концентриран
алкохол и радиацията се явяват допълнителни рискови фактори.

Хипотезата, че HPV може да играе водеща роля в развитието на
ларингеалния карцином, възниква вследствие на наблюденията върху
пациенти, които не злоупотребяват с алкохол, не пушат и не са били
изложени на радиация. Тази нова рискова група се характеризира с по-
младата си възраст (35-45г.), липсата на традиционните рискови фактори,
по-често тези пациенти са несемейни, откриват се данни за контакти с
вероятно HPV позитивен полов партньор.(24,27). У някои от тях се описва
множествена карциногенеза – развитие на два или три карцинома с
различна локализация.

В литературния обзор бяха разгледани молекулните механизми на
HPV канцерогенезата. Логично е, че при оперативно лечение на пациент с
HPV асоцииран карцином на ларинкса с отстраняването на туморната
формация се лекува само последствието. За съжаление, не се премахва
причината - инфекцията с HPV. Остава отворен и недоизяснен въпроса и за
механичната дисеминация на вируса от гръкляна към трахеята и бронхите
по време на ендотрахеална интубация. Също така, при тотална
ларингектомия, както е известно, се нарушава целостта на предната стена
на хранопровода. Факт, който също може да послужи за разпространяване
на инфекцията. По тази причина, лекаря е длъжен още преди операцията да
познаваме HPV статуса на пациентите. Различни проучвания показват
наличие на HPV в материали от ЛК от 10 до
40%.(32,49,61,67,91).Намирането на HPV щамове с висок онкогенен риск в



ларингеалния карцином, не  дава абсолютна сигурност, че карцинома се е
развил именно поради HPV инфекцията. PCR изследването  показва само,
чев този карцином има ДНК на HPV.Заклочението, че карциномът се е
етиологично свързан с HPV инфекцията се прави въз основа на деленето на
вирусите на високорискови и нискорискови. Ако е открит щам с висок
онкогенен риск, може да се предположи, че карциномът е причинно
свързан с HPV. Това разпределение на щамовете е дадено вследствие
наблюдението им в цервикалния епител. Известно е, че някои щамове,
които се смятат за ниско рискови по отношение на РМШ попаднали в
ГДП, се представят като такива с висок онкогенен риск (например HPV
11). Според изследвания на д-р Вълчева, HPV 11, който се асоциира с
ювенилната папиломатоза на ларинкса, попаднал в хипофаринкса се
проявява като високорисков онкогенен щам.

Друг всеизвестен факт е, че броят на щамовете с висок онкогенен
риск постоянно нараства. По данните на СЗО от 2010 г. онкогенните
щамове са 13 на брой. Към настоящия момент в литературата се появяват
съобщения за все нови и нови онкогенни щамове. В различни публикации
се откриват най-малко 18 щама с висок онкогенен риск. Логично е, че при
това положение, едно статично изследване като PCR би могло да  заблуди
лекуващия лекар. Например, ако бъде открит щам, който не е оповестен
като онкогенен, може погрешно да се приеме  че инфекцията не е опасна
по отношение на възможна онкогенеза. Такова погрешно интерпретиране
на резултата би довело, първо до неправилна диагноза, оттам до
неправилно лечение, би повлияло на профилактичните мерки и съветите,
към пациента. По тази причина някои автори препоръчват „златен
стандарт” за определяне HPV статуса на пациента, който задължително
включва и имунохистохимично изследване p16INK4a.
(53,99,112,122,123,129,133) Както беше коментирано в литературния обзор
– главата за молекулярните основи на HPV онкогенезата –
имунохистохимията  дава възможност по сигурен начин да се докаже, че
онкогенезата е причинно свързана с инфекцията. Тя  позволява със
сигурност да се твърди, че този именно карцином е причинен от
съответния HPV. E7 онкопротеина се е свързал с продукта, кодиран от
ретинобластомния ген. Следва хиперекспресия на p16INKa , който е един
циклин зависим киназен инхибитор. Протеинът на Rb регулира
пролиферацията на клетките и възпрепятства навлизането на клетката в S
фаза. Този процес дава време на клетъчните защитни механизми да
открият и поправят увредените и мутирали ДНК участъци преди навлизане
в S фазата. Блокирането на Rb от Е7 води до безконтролна клетъчна
пролиферация. Rb инхибира транскрипцията на споменатия циклин –
зависим киназен инхибитор p16INK4a. В резултат се отключва
суперекспресия на p16INK4a в заразените клетки. Стартира
неконтролируема клетъчна пролиферация. Почти 100% от заразените



карциномни клетки показват свръхекспресия на p16INK4a, докато
недиспластичния епител не експресира споменатия
биомаркер.(128,133,154,140) Този факт се доказва със специфично
моноклонално антитяло в ядрото и цитоплазмата на клетките.

В това се състои същността на имунохистохимичния метод, който
беше използван в настоящата научна разработка. Чрез ИХХ се доказва, че
онкогенезата в епитела вече е настъпила, започва натрупване на мутации и
е въпрос на време HPV заразените клетки да се превърнат в карциномни.
Налице е неконтролируема клетъчна пролиферация и обезсмъртяване на
клетките.

Предимство на метода е, че още при доброкачествени лезии, каквито
са папиломите, може да се предскаже заплашващата онкогенеза при
позитивиране на p16INK4a оцветяване на препарата. При тези пациенти
следва да се приложи оперативно лечение – МЛХ, последвано от
неспецифична имунопрофилактика – Isoprinosine, Интерферон, или
противовирусни препарати. Специфичната имунопрофилактика се прилага,
когато в препарата се открият щамове, включени във ваксините. В момента
в аптечната мрежа могат да се открият две ваксини – 1 двувалентна –
съдържаща 16 и 18 щам и друга – четиривалентна, която съдържа – 6, 11,
16 и 18 HPV щам. Ваксините са ефикасни за профилактика на РМШ. В
момента няма официални данни за лечебен ефект и за приложението им за
профилактика на рецидив след оперативно лечение на карцинома. Не е
натрупан достатъчно опит, т.к е необходимо да се проследи 5 г.
преживяемост при оперираните пациенти, на които е приложена ваксината.
Въпреки това, важно е да се изтъкне, че ваксините не дават кръстосана
реактивност, т.е. защитават ефективно само срещу включените във
ваксината щамове. Презумция за приложение на ваксината е, че
индуцирания от нея синтез на секреторни имуноглобулини възпрепятства
разпространението на вируса по околната лигавица. Такова
разпространение, както беше споменато, може да стане механично при
интубация и други медицински процедури/ бронхоскопия, езофаго-
гастроскопия/. Десцендиране на инфекцията може да стане и със секретите
на болния – слюнка или храчки.

При положение, че щамовете във ваксината са 4, а онкогенните
щамове регистрирани до момента са близо 20 – 16, 18,26,30, 31, 33, 35, 39,
45, 50, 51, 53, 55, 56, 58, 59, 64, 68, е ясно, че в този момент, на ваксината
може да се разчита само в определени случаи.

Епидемиологичните данни подкрепят ролята на HPV при
карциномите на гръкляна.

През последните години, се наблюдава  увеличен брой карциноми на
ларинкса, оперирани в УНГ – клиника на УМБАЛ „Георги Странски“
Плевен.



По данни на онкологичния диспансер гр. Плевен, оперираните по
повод на ларингеален карцином в Плевенския регион са:
Графика.1

Това са случаи, регистрирани за Плевенския регион, т.к. в УНГ –
клиника попадат за лечение пациенти, които не са само от този регион.

Данните от операциите на карцином на ларинкса са съответно:

Графика.2



Към тези цифри следва да добавим и пациенти, които не са били
ларингектомирани. Най-честата причина затова е, че пациентът е бил
неоперабилен в момента на постъване в клиниката. При тях се прави
дефинитивна трахеостома и биопсия за верифициране на карцинома и
следва лъчетерапия. Има и малък процент болни, които въпреки, че са
операбилни, отказват оперативно лечение.

Графика.3

Получените резултати показват, че броят на пациентите с
ларингеален карцином за изследвания период се увеличава от 42  за 2009 г.
на 60 за 2013 г. Нарастването на случаите е постепенно за 2009 – 2012 г. и
рязко за 2013 г. Тук не са включени пациентите с карцином на
хипофаринкса. С тях броя на оперираните би нарастнал още повече.
За изминалите 5 г., бяха наблюдавани 230 новооткрити случая на
ларингеален карцином. Явното е нарастването на броя на пациентите през
2013 г. Все по-често се срещат с млади хора в трудоспособна възраст,
непушачи и незлоупотребяващи с алкохол, които са с ЛК. По тази причина
се потърсиха допълнителни рискови фактори за онкогенезата. В процеса на
нашата работа се откри свързващото звено в тази новосформирана рискова
група пациенти – Папиломавирусната инфекция. Близо 40% от  пациентите
с ларингеален карцином, се оказаха етиологично свързани с
папиломавирусната инфекция. Ако за последните 5г.са оперирани 230
пациента с ЛК , 92 от тях биха били HPV позитивни. Тези пациенти
изискват разлечни методи за диагностика, допълнително лечение и
специфични мерки за профилактика и наблюдение.



3.2. ПЪРВА ЗАДАЧА

Като първа задача се проучи честотата на HPV-асоциирания ларингеален
карцином  у пациенти оперирани в клиникта по УНГ болести на УМБАЛ
“Д-р Г.Странски” гр.Плевен за периода 2012- 2013г.

От оперираните пациенти с хистологично доказан карцином на
ларинкса  бяха изследвани 43 болни с имунохистохимичен метод за p16
INK 4a и Ki-67, търсейки етиологичната връзка на карцинома с HPV
инфекцията.

Графика 4

От изследваните 73 пациента, 58,9 %  (n=43) са с ларингеален карцином,
20,55 % (n=15) са с доброкачествени лезии - ларингеален папилом или
хиперкератоза и 20,55 % (n=15) са с хроничен ларингит.  Пациентите бяха
изследвани за p16 INK 4ª който е имунохистохимичен метод за доказване
наличието на транскрипционно активен HPV в туморните клетки. Ексресия
на този биомаркер се наблюдава в почти 100% от заразените туморни
клетки. В същото време недиспластичния епител остава неоцветен.



Фиг.53
p16INK4 експресиращите туморни клетки се оцветяват със

специфично моноклонално антитяло p16CIN tec. В заразените клетки се
открива койлоцитоза и вакуолизация на цитоплазмата.

Фиг.54



 39,5% (n=17) от пацеинтите с ларингеален карцином бяха позитивни
по p16 INK 4ª, което означава, че ларингеалния карцином при тях е
етиологично свързан с папиломавирусната инфекция. 60,5 % (n=26) от
изследваните пациенти с ларингеален карцином бяха отчетени като
негативни по отношение на p16 INK 4ª. При тях няма папиломавирусна
инфекция.

Фиг.55

Не се наблюдава оцветяване на клетките с моноклоналните антитела.

В групата с доброкачествени лезии на ларингеалната мукоза n=15 се
откриват 20%(n=3) позитивни по p16 INK 4ª и 80 % (n=12) с негативен
резултат.

Контролната група n=15 няма пациенти с p16 INK 4ª позитивно
оцветяване на имунохистохимичния препарат. При статистическа
обработка на резултатите се открива сигнификантна разлика R= - 0,34
(р=0,01).

По отношение на имунохистохимичния маркер Ki-67 са получени
следнете резултати: в групата пациенти с ларингеален карцином (n=43) -
58,1% (n=25) са негативни по Ki-67 и 41,9%  (n=18) са с положително
оцветяване.



Графика 5.

При пациентите с доброкачествени ларингеални лезии (n=15) няма
положително оцветени. Като за положително оцветяване се приемат тези,
които са с повече от 50% оцветени клетки в изследвания хистологичен
материал. Методиката е съобразена с литературните данни по въпроса.

ДИСФОНИЯ
По отношение на дисфонията като симптом в групата от 43 пациенти

с ларингеален карцином -4,6% (n=2) са постъпили в клиниката за лечение
без дисфония. Това са случаи с малък по обем тумор ангажиращ
епиглотиса. 95,3% (n=41)от пациентите постъпват с изразена дисфония.

В групата с доброкачествени заболявания на ларинкса 6,7% (n=1) са
без дисфонични оплаквания и 93,3 % (n=14) са постъпили за лечение с
дисфоничен глас, което е и повод за търсенето на медицинска помощ.

Контролната група 46,7 % (n=7) са били без дисфонични оплаквания
и 53,3% (n=8) постъпват с дисфония. R= - 0,44 (р=0,0002).

Графика 6



ИНСПИРАТОРНА ДИСПНЕЯ
Друг важен симптом при постъпването е инспираторната диспнея. Тя

беше класифицирана в 3 степени  според фазата на диспнеята –
компенсирана, в субкомпенсация, декомпенсация.

В групата пациенти с ларингеален карцином /n=43/ се наблюдават
18,6 %(n=8) постъпващи за лечение без наличие на инспираторна диспнея.
32,6%(n=14) с компенсирана лекостепенна инспираторна диспнея. 46,5 %
(n=20) от пациентите с ларингеален карцином постъпват в клиниката със
субкомпенсирана инспираторна диспнея, което налага трахеотомия още
при постъпването.

2,3%(n=1) постъпват с тежка декомпенсирана диспнея, което налага
спешна коникотомия за осигуряване на дихателен път и последваща
трахеотомия. R= - 0,65 (р=0,0001).

От HPV-позитивните пациенти с ларингеален карцином 9,3% (n=4)
постъпват без инспираторна диспнея. 28,6% (n=8) постъпват с
компенсирана диспнея, 9,3% (n=4) постъпват със субкомпенсирана
инспираторна диспнея и 2,3% (n=1) постъпват с декомпенсирана диспнея.

Графика 7.

ВИД ОПЕРАТИВНА НАМЕСА

Според вида оперативна намеса пациентите се разпределят както
следва: в групата ациенти с ларингеален карцином (n=43) на 11,6% (n=5) е
проведена само микроларингохирургия.

Причините за тази недостатъчна в лечебен план намеса могат да
бъдат различни.

При част от пациентите е взет биопсичен материал и след като е
доказан хистологично ларингеалния карцином пациентите са били



обсъдени на Онкокомитет като неоперабилни и са насочени за лъче- и
химиотерапия поради локално авансиралия туморен процес.

При друга част от пациентите локализацията с тумор в начален
стадий, МЛХ е била достатъчен лечебен метод.

Една част от пациентите, след хистологична верификация на
карцинома са отказали оперативно лечение.

При 62,8% (n=27) от пациентите с ларингеален карцином е била
приложена тотална ларингектомия - това са обикновено пациенти с Т-2 и
Т-3 туморен обем. В 18,6% (n=8) е напвавена тотална ларингектомия с
едно- или двустранна шийна дисекция. Това са пациенти, които при
постъпването са били с шийни метастази.

Частични резекции на ларинкса са приложени при 7,0 % от
пациентите (n=3). Това са случаите, в които туморният процес не е
авансирал и позволяват органосъхраняваща операция . R= - 0,67
(р=0,0001).

Графика 8

На пациентите с доброкачествени заболявания на ларинкса е приложена
микроларингохирургия. Установява се значима статистическа достоверна
разлика.(p<0,05)

ЛОКАЛИЗАЦИЯ НА ТУМОРНИЯ ПРОЦЕС.
Според локализацията на туморния процес в групата на пациентите с

ларингеален карцином е получено следното разпределение.
37.2%(n=16) с вестибуларен карцином и 62,8% (n=27) с глотисен

карцином.
В групата на доброкачествените тумор на ларинкса – ларингеален

папилом и хиперкератоза всички случаи са с глотисна локализация .



Графика 9

Графика 10

При статистическа обработка на резултатите R=0,41 (р=0,0008).
По отношение на p16 INK 4ª или HPV асоциация на карцинома съпоставен
с неговата локализация се получават идентични резултати.



Графика 11

HPV-асоциираните карциноми с вестибуларна локализация са 29,4%
(n=5), а HPV-позитивните глотисни карциноми са 70,6 % (n=12).

ХИСТОЛОГИЧЕН РЕЗУЛТАТ
Графика12

При пациентите с ларингеален карцином се откриват 65,1% (n=28) с
високодиференциран плоскоклетъчен карцином с огнища на
кератинизация, 27,9% (n=12)  с умерено диференциран плоскоклетъчен
карцином, 4,7% (n=2) недифиринциран плоскоклетъчен карцином и 2,3%
(n=1) верукозен карцином . R=0,96 (р=0,0001).

При съпоставяне на хистологичния резултат с р16INK4a биомаркер за
HPV позитивност, се получават следните резултати: 82,3% (n=14) от HPV-
асоциираните карциноми на ларинкса са с хистология на високо-



диференциран кератинизиращ плоскоклетъчен карцином. 17,7% (n=3) от
HPV позитивните карциноми са с картина на умеренодиференциран
плоскоклетъчин карцином. От нискодиференцираните карциноми не се
откриват p16INK4a положителни.

Графика13

Графика14

 По-голяма част от HPV-асоциираните ларингеални карциноми са с
вариант на високодиференциран кератинизиращ плоскоклетъчен
карцином. Единствения верукозен карцином, както и
недиференцираните карциноми са с p16INK4a  негативно оцветяване.



Графика15

Открива се статистически значима разлика – R=0,96 (n=0,0001)

СТАДИЙ НА КАРЦИНОМА
Сравнени са HPV асоциираните карциноми по отношение на стадия,

в който са диагностицирани пациентите и съответно постъпват в клиниката
за оперативно лечение. 7% (n=3) HPV позитивни пациенти с ларингеален
карцином постъпват за оперативно лечение с Carcinoma in situ, 7% (n=3)
HPV-асоциирани пациенти с ЛК постъпват в клиниката със стадий на
заболяването I, 18,5 % (n=8) HPV позитивни пациенти постъпват за
лечение във II стадий и 7% (n=3)пациенти с HPV-асоцииран ЛК постъпват
в III стадий на заболяването.

От HPV негативните пациенти с ларингеални карциноми – 0%
постъпват с Тis,   9,3% (n=4) постъпват в I стадий, 37,2% (n=16)  постъпват
в стадий II  и 14% (n=6)  в III стадий.



Графика.16

Не се открива статистически значима разлика, но прави впечатление,
че  7,0 % (n=3) от крациномите, които са HPV позитивни са открити още в
стадий Carcinoma in situ. Този факт може да се обясни с активната  работа с
общопрактикуващите лекари и специалистите УНГ болести от региона.
Бяха организирани профилактични прегледи за хора с фонаторни
нарушения.

 Разпределиха се  пациентите с ларингеален карцином в зависимост
от това от кого са насочени за лечение.

14% (n=6) от HPV позитивните и 37,2% (n=16) от HPV негативните
са насочени за лечение от ОПЛ и 18,6% (n=8) HPV позитивните и 16,2%
(n=7) са насочени за лечение от специалист по УНГ болести.

Прави впечатление, че 14% от пациентите с ЛК постъпват по
спешност по повод на ларингеална диспнея. Това са пациенти в напреднал
стадий на заболяването. Факт, който показва, че има какво още да се желае
по отношение на ранната диагностика.

3.3. ВТОРА ЗАДАЧА

Като втора задача се проучиха и определиха важни характерни
параметри на новосформираната рискова група пациенти с HPV-асоцииран
ларингеален карцином.

Разпределение на HPV-асоциирания ларингеален карцином
според пола на пациентите.

От изследваните пациенти с Л.К. (n=43) се откриват 9,3% (n=4) HPV
позитивни жени с Л.К. и 0% жени с HPV негативен Л.К.  30,2% (n=13)
мъже с HPV позитивен Л.Кс . и 60,5% (n=26) мъже с HPV негативен Л.К.



Графика17

Явен е превеса на мъжете с ЛК – 90,7% (n=39) по отношение на
жените 9,3% (n=4).

Графика.18



В същото време HPV-асоциирания Л.К. е предимно мъжко
заболяване – 23,5% (n=4) жени срещу 76,4% (n=13) мъже. r=0,39 (p=0,009)
– открива се статистически достоверна разлика.
Графика19

Разпределение по възраст.
По отношение на разпределението на групата пациенти с HPV

позитивен и HPV негативен ларингеален карцином (n=43) по възраст са
получени следните резултати:

Средната възраст на пазциентите с HPV негативен ларингеален
карцином  е 64,9г.

Средната възраст на пациентите с HPV позитивен Л.К.  е 56,9г.
Минималната възраст на HPV негативните Л.К. е 43г. а при HPV

позитивните Л.К. е 27г.
Максималната възраст е съответно 79г. за HPV негативните и 77г. за

HPV асоциираните Л.К.



Графика.20

Открива се явната разлика между групите: HPV позитивните
пациенти с Л.К. са групирани най-вече във възрастта около 50-59г., а HPV
негативните Л.К. са предимно във възрастта 60-79г. Пациентите с HPV-
асоцииран ларингеален карцином в изследваната група са средно с 8г. по-
млади от HPV негативните случаи. Нещо повече – 1 пациент с HPV
асоцииран ларингеален карцином е едва на 27г. и един е 37 годишен.
         Асоциирания с папилома вирусна инфекция Л.К. засяга по-млади
хора.Те са  на по-млада възраст от приетата до сега за обичайна за
развитието на Л.К.

Разпределение според HPV позитивност и населено място.
От изследваните пациенти 30,2% (n=13) са HPV негативни и са

градски жители а други 30,2% (n=13) са HPV негативни и живеят на село.
От пациентите с вирус асоцииран ЛК 25,6% (n=11) са градски

жители,  а 13,9% (n=6)  живеят на село.



Графика.21

След статистическа обработка на резултатите не се открива
статистически достоверна разлика, (p>0,05). В същото време обаче, ясно се
вижда, че HPV негативните пациенти с ларингеален карцином в града и на
село са разпределени равномерно, но HPV позитивните пациенти  са почти
два пъти повече в градовете. Този ефект може да се обясни с разлика в
социалните и сексуалните контакти в града и на село, съответно
съществува по-голяма вероятност за трансмисия на HPV сред  градското
население.

Пациентите с Л.К., които живеят в града са 55, 8%(n=24), а
пациентите, които живеят на село са 44,2% (n=19)

По отношение само на ларингеалния карцином няма  статистически
значима разлика според местоживеенето. 55,8%(n=24) от пациентите с ЛК
са градски жители и 44,2% (n=19) живеят на село.

Когато към тези характеристики добавим и наличието на HPV
инфекция, се открива че за градското население е по-характерен HPV-
асоциирания ларингеален карцином. 64,7% (n=11) са HPV позитивните ЛК
сред градските жители и 35,3% (n=6) сред живеещите на село.

Причините могат да се потърсят в различия в начина на живот и
сексуалното поведение в големите градове и малките населени места.



Разпределение според семейното положение и HPV асоциирания
ларингеален карцином.

От всичките пациенти с ларингеален карцином, семейни са
58,1%(n=25), а несемейни са 41,9% (n=18). При разпределение според HPV
инфекцията – 52,9%(n=9)са семейни и HPV позитивни. Несемейните са
47,1% (n=8).

Не се открива статистически значима разлика според семейното
положение и HPV-асоциирания ларингеален карцином.(p>0,05) Въпреки,
че според литературните данни пациентите, които са несемейни са
изложени на по-голям риск от папиломавирусна инфекция, в изследваната
група не се открива такава закономерност.
Графика 22

Зависимост между HPV – асоциирания ларингеален карцином и
хистологичния резултат.

При изследваните 43 пациенти с ЛК се открива:
2,3%(n=1)  верукозен карцином.
65,1%(n=28)  високодиференциран кератинизиращ плоскоклетъчен

карциним.
27,9%(n=12)  умеренодиференциран плоскоклетъчен карцином.
4,6%(n=2)  недиференциран плоскоклетъчен карцином.
Направи се разпределение според хистологичния резултат и

p16INK4a оцветяването на HPV-асоциация на ларингеалния карцином.



30,2%(n=13)  са HPV позитивните ЛК с хистологичен резултат –
високодиференциран кератинизиращ плоскоклетъчен карцином.

9,3%(n=4) са HPV позитивните ЛК с хистология на
умеренодиференциран плоскоклетъчен карцином.

Графика 23

Видно е че HPV – асоциираните ларингеални карциноми в
изследваната група са най-често с вариант на високодиференциран
карцином с кератинизация. На второ място е умеренодиференцирания
плоскоклетъчен карцином. Не се откриват недиференцирани
плоскоклетъчни карциноми с HPV – асоциация. Въпреки, че верукозния
карцином често се асоциира с папиломавирусната инфекция, в
изследваната група не се открива потвърждение на това твърдение.

Наличие на множествена карциногенеза.
Наблюдавани бяха пациенти с ларингеален карцином, които са били

оперирани по повод на карцином с друга локализация или такъв е
диагностициран и предстои операция. Регистрира се наличието на втори
карцином и папиломавирусна инфекция. В изследваната група се откриват
16,3 % (n = 7) пациенти с втори карцином с друга локализация, който не е
метастаза на ларингеалния карцином.

Описани са пациенти с карцином на ларинкса и карцином на
стомаха, карцином на простатата, карцином на шийката на матката,
карцином на белия дроб. След като се обработиха резултатите се получава
следното разпределение:



Графика 24

От 43 пациенти с ларингиален карцином у 16, 3 % е диагностициран
и /или опериран втори карцином с друга локализация. Всички пациенти с
множествена карциногенеза са със HPV- позитивен ларингеален карцином.

Логично е да се предполага, че и другите локализации на карцинома
най-вероятно са етиологично свързани с папиломавирусната инфекция.

Например при ларингеален карцином по време на интубация,
човешкия папиломен вирус се дисеминира в трахеята и бронхите. В
последствие може да се очаква развитие на белодробен карцином.

Наблюдаван беше пациент, който след операция в УНГ-клиника по
повод на ларингеален карцином разви белодробен карцином. Аналогично
при ларингеален карцином вирусната инфекция попада в стомаха заедно с
храчките. Трябва да се отбележи, че по време на ларингектомията се
прерязва предната стена на хранопровода с коено инфекцията лесно може
да се разпространи. Важно факт е, че човешкия папиломен вирус е
изключително устойчив във външна среда и на препарати за дезинфекция.
В клиниката беше оперирана жена с ларингеален карцином, която беше с
хистологично доказан карцином на шийката на матката.

След статистическа обработка на резултатите за наличие на втори
карцином съпроводен с папиломавирусна инфекция се открива
сигнификантна статистическа достоверност r = 0,55 p=0,0003.

Подобно съответствие беше открито и при изследване по Ki-67
От 43  пациенти с ЛК , 7 пациенти са с два карцинома, като всичките

7 са с положително оцветяване по Ki-67 r=0,39 (p=0,01)



Може да се заключи, че наблюдаваната  множествена карциногенеза
(пациенти с 2 и дори 3 карцинома) е причинно свързана с HPV
инфекцията.

Семейна онкогенеза.
Беше събрана и обработена информация за т.нар. семейна

онкогенеза. При нея съпругът/съпругата на пациента с ЛК се оказва също с
някакъв вид карцином.

Данните са от анамнезата, както и по епикризи, предоставени ни от
пациентите.

Графика 25

От обхванатите  43-ма пациенти с ЛК 86,1% (n=6) нямат данни за
семейна онкогенеза. В 13,9% (n=6) има съпруг или съпруга, които са имали
онкологично заболяване. (Например при една от пациентките  съпругът
беше диагностициран и почина от карцином на простатата).  При част от
мъжете с ЛК съпругите им са били оперирани по повод на карцином на
шийката на матката или цервикална интраепителна неоплазия – съответно
хистеректомия или конизация.

От тези 6-ма пациенти, при които се откриват  данни за „семейна
онкогенеза“ – 5-ма са с HPV позитивен ЛК и при един пациент  ЛК е HPV-
негативен.

Открива се съществена закономерна разлика r=0,36 (p=0,02).



Онкогенеза у близки роднини.
В анамнезата се събраха данни за онкологични заболявания и у

близките роднини на болния (майка, баща, братя и сестри). Аргумент за
това беше, че HPV инфекцията се предава както  по контактно-битов път,
така и по време на раждане от майката на плода.

От изследваните 43-мата пациенти с ЛК се откриват 23,3% (n=10),
при които има близък роднина, който е боледувал или е починал от
онкологично заболяване (най-често този роднина е майката на пациента – в
7 от 10-те случая).

Графика 26

Открива се статистически достоверна, значима разлика при
обработката на резултатите r=0,57 (p=0,0002). В подкрепа на горната
графика се цитира статия за 12г. момче с ларингеален карцином. В
биопсията са открити няколко високорискови щама на папиломния вирус.
Същите щамове са открити при изследване на майката. Явно инфекциата е
предадена от майката на детето по време на раждането.

Брой сексуални партньори през досегашния живот.
В анамнезата се обръща специално внимание на семейната и на

сексуалната анамнеза. Изхождаше се от наложилото се до сега схващане,
че HPV инфекцията е сексуално трансмисивна или поне е предимно
сексуално трансмисивна инфекция, като не се изключват и други
механизми.



Събраха се сведения за броя на сексуалните партньори на всеки от
нашите пациенти с ЛК. От събраните анамнестични  данни се вижда, че
минималният брой сексуални партньори в изследваната група е 2, а
максималният 25. Като за пациентите са HPV позитивен ЛК броят на
сексуалните партньори е средно 8,8 , а за HPVотрицателните е 3,9 или два
пъти по-малко.

На графиката е представено разпределението по тези параметри.

Графика.27

Вижда се ясно, че пациентите с HPV- ЛК са имали около два пъти
по-малък брой полови партньори през досегашния си живот.

Открива се закономерна, статистически достоверна разлика
p=0,0001, т.е в изследваната от нас група пациенти с ЛК, тези с HPV
позитивен ЛК са имали приблизително 2 пъти по-голям брой полови
партньори от тези, кито са с HPV негативен ЛК.

Орален секс
Т.к. в почти всички публиикации на тема HPV и карцином на главата

и шията е застъпена тезата за оралния секс, се поставиха такива въпроси на
изследваните пациенти.

От 43-мата пациенти с ЛК – 48,8% (n=21) отричат и 51,2 % (n=22) са
практикували орален секс. Съпоставят се тези данни от въпросника с
резултатите за наличие на HPV- асоциация на ларингеалния карцином.



Графика 28

От графиката е видно, че 37,2% (n=16) от HPV позитивните ЛК дават
положителен отговор и 2,3% (n=1) отрицателен отговор на този въпрос.
При HPV негативните ЛК – 13,9% (n=6) дават положителен отговор и
46,5% (n=20) дават отрицателен отговор или пропорциите са обратни.

По-голяма част от HPV позитивните пациенти са практикували
орален секс, а при HPVнегативните това е рядкост.
Открива се значителна закономерна разлика r=0,69 (p=0,0001)

Тюшюнопушене
Естествено е, когато става въпрос да ЛК да се съберат и обработят

данни а тютюнопушенето.
От изследваните пациенти с ЛК има от непушачи, до такива,

изпушващи по 50 цигари на ден. Средно пациентите са пушили по 19,6
цигари дневно.

Но групата от 26 HPV негативни карциноми са изпушвали средно по
30,9 цигари на ден, а 17-те пациенти с HPV позитивен  ЛК – средно 2.4
цигари.

Тази значителна разлика се вижда още по-добре на графиките.



Графика 30

Явна е разликата в двете групи и може да се заключи, че докато при
HPV отрицателните ЛК – тютюнопушенето е водещ рисков фактор, то
няма тази роля при HPV позитивните пациенти. Нещо повече, голяма част
от тях изобщо не пушат. Папиломавирусната  инфекция с високорисков
щам на вируса е достатъчно условие за развитие на ларингеален карцином.

В изследваната група пациенти с ЛК има 76,7%(n=33) пушачи и
23,3%(n=10) непушачи. Прави впечатление факта, че няма пациент с HPV
негативен карцином, който да е непушач. За развитието на ЛК е необходим
поне един от двата фактора, тютюнопушене или папиломавиресна
инфекция с високорисков щам.

Открива се сигнификантна разлика. P=0,0001 K-W=30,7

Злоупотреба с алкохол.
Употреба на алкохол и HPV-асоцииран ларингеален карцином.
Доказана е връзката между употребата на концентриран алкохол и

ЛК. Тя е особено силно изявена при вестибуларния карцином. Съпоставиха
се анамнестичните данни за употреба на алкохол с данните за HPV
онкогенеза.



Графика. 32

От изследваните 43-ма пациенти с ЛК има от такива, които не
употребяват алкохол, до такива, употребяващи повече от 42 единици на
седмица (една мерителна единица се равнява на 50ml концентрат)

От пациентите с ЛК, 83,7% (n=36) съобщават за редовна алкохолна
консумация. 16,3% (n=7) изобщо не консумират алкохол. При HPV
позитивните пациенти (n=17), 41,1% (n=7) не консумират алкохол и 58,9%
(n=10) съобщават за алкохолна консумация.

Прави впечатление, че няма HPV негативен пациент, който да не
консумира алкохол.Пациентите от цялата група са изпивали средно по 15,3
алкохолни единици седмично. Болните с HPV отрицателен ЛК са изпивали
средно 23,4 алкохолни единици, а тези с HPV позитивен ЛК – 2,8 единици.

Тук също добре се вижда кръстосването на пропорциите.
Графика.33



HPV позитивните пациенти с ЛК употребяват 8 пъти по-малко
алкохол от HPV отрицателните. Явно е, че по отношение на HPV
позитивните ЛК, алкохолът не е така явно изявен рисков фактор за
онкогенезата. При тях онкогенезата зависи етиологично преди всичко от
наличието на инфекция с високорисков щам на човешкия папиломен
вирус. Открива се сигнификантна, статистически значима разлика (
p=0,0001).

3.4. ТРЕТА ЗАДАЧА – ПАЦИЕНТИ С ЛАРИНГЕАЛЕН ПАПИЛОМ
И ХИПЕРКЕРАТОЗА

Като трета задача бяха изследвани група от пациенти с папиломи на
ларинкса и хиперкератоза на ларингеалния епител.

Бяха изследвани 15 пациенти – 10 мъже и 5 жени. При 6 от
пациентите се наблюдава ларингеален папилом, а при 9 хистологичния
резултат беше хиперкератоза.

От тези 15 пациенти при оцветяване по p16INK4a се откриват 20%
(n=3) HPV позитивни. Двама от позитивните за HPV инфекция са с
ларингеален папилом и един  с хиперкератоза. Такъв резултат е
изненадващ и в началото необясним, т.к. p16INK4a като биомаркер показва
наличието на онкогенеза на базата на HPV инфекция с високорисков щам.
Логично е да се открива p16INK4a при пациенти с карцином, но не и при
такива с доброкачествени заболявания на ларинкса. Поради тази причина
бяха проследени тези HPV позитивни пациенти и се откри интересен факт.
При тях са направени няколкократни биопсии на ларинкса със следната
прогресия: първоначално пациентът попада в клиниката с оплаквания от
дрезгав глас, кашлица, дразнене в гърлото. При проверената биопсия се
установява плоскоклетъчен папилом.  Имунохистохимичното изследване
по p16INK4a е с негативен резултат, тоест няма интеграция на папиломния
вирус в ДНК на гостоприемника и съответно не е стартиран процесът на
онкогенезата. Поставена е хистологична диагноза папилом на ларинкса.

На фигурите, които следват са заснети последователно препарати на
един и същ пациент. Оцветени са с ИХХ по p16INK4a. На първия препарат
няма оцветяване – картина на плоскоклетъчен папилом.



Фиг.56

След няколко месеца същите пациенти отново постъпват в клиниката
с рецидив на заболяването. Следва повторна биопсия. Отново
хистологичното изследване дава данни за ларингеален папилом. В същото
време ретроспективно проведеното имунохистохимично изследване по
p16INK4a дава положително оцветяване на препарата. Този факт показва,
че онкогенезата е стартирала. Човешкият папиломен вирус вече не е в
епизомалната си форма, а е интегриран в ДНК на епителните клетки, които
са заразени. Активирани са Е6 и Е7 онкогените, следва грубо
вмешателство в клетъчната регулация и настъпва генетична нестабилност,
резултат на която е злокачественото израждане на процеса. Тъй като по
това време все още не се прилагаше p16INK4a, няма данни за
настъпващата онкогенеза. Въз основа на рутинното хистологично
изследване отново е поставена диагнозата папилом на ларинкса.

След няколко месеца същите пациенти отново постъпват с
оплаквания от дрезгав глас и при поредната биопсия се открива
ларингеален карцином. Отново следва изследва по препарата с
имунохистохимичен метод и трите препарата дават позитивно оцветяване
по p16INK4a. Този факт показва недвусмислен, че карциномът е
етиологично свързан с HPV инфекцията. Показани са снимки на три
поредни хистологични препарата на лезии от пациентите, оцветени по
p16INK4a. На първия препарат има картина на плоскоклетъчен папилом,
няма клетка с оцветяване по p16INK4a. На втория препарат - картина на
плоскоклетъчен папилом, но при оцветяване с имунохистохимичен метод.
50% от клетките са с оцветяване, което доказва, че онкогенезата в случая е
стартирала.



Препарат на същия пациент, но с положително p16INK4a оцветяване.

Фиг.57
На третия препарат от същия пациент (КМП) има картина на

високодиференциран плоскоклетъчен карцином с кератинизация.
Очаквано имунохистохимичното изследване отново дава положителен
резултат – над 50% от клетките са с оцветяване по p16INK4a.

Фиг.58



Фиг.59

Това са само три случая и нее възможно да се направят генерални
заключения, позовавайки се на тях. Въпреки това трябва да се има
предвид, че са изследвани едва 15 пациенти с ларингеален папилом и се
откриват 3, при които се наблюдава настъпваща онкогенеза. Ето защо се
предлага изследванията в тази насока да продължат, като идеята  е на
всеки пациент с диагноза ларингеален папилом да се провежда рутинно
имуннохистохимично изследване. P16INK4a може да бъде използван като
предиктивен биомаркер за отграничаване на папиломите с висок малигнен
риск.

РАЗПРЕДЕЛЕНИЕ ПО ПОЛ
В тази група са изследвани 33,3% (n=3) жени и 66,7% (n=10) мъже.

Сред жените се откриват HPV позитивен ларингеален папилом при 6,7%
(n=10), а при мъжете – при 13,3% (n=2) има HPV позитивен, p16INK4a
оцветен ларингеален папилом. Общо в групата пациенти p16INK4a са
позитивни 20% (n=3).



Графика.34

Не се открива статистически достоверна разлика, p>0,05.

РАЗПРЕДЕЛЕНИЕ ПО ВЪЗРАСТ
По отношение на възрастовата характеристиката на пациентите

средната възраст в групата е 56,9 години; най-младият пациент е на 42 г., а
най-възрастният е 86 годишен. P>0,05 – няма статистически достоверна
разлика. Средната възраст на HPV негативните, p16INK4a отрицателни
пациенти с ларингеален папилом е 56,6 г., а на HPV позитивните съответно
е 58,2 г.

ТЮТЮНОПУШЕНЕ
Сравниха се резултатите в групата по анамнестичните данни за

тютюнопушене – брой изпушени цигари за един ден. В групата изследвани
пациенти минималната стойност изпушени цигари за един ден е 0, а
максималната е 40. Прави впечатление, че повече цигари изпушват
пациентите с хиперкератоза в сравнение с тези с ларингеален карцином.

На графика тютюнопушене са представени резултатите,
демонстриращи отношението на броя изпушени цигари към HPV
позитивните резултати. Видно е, че пациентите с p16INK4a позитивно
оцветяване пушат по-малко в стравнение с HPV – негативните.



Графика.35

Разликата не е статистически значима p>0,05, докато получената при
групата пациенти с ларингеален карцином е статистически значима.
Вероятно в тази група факторът тютюнопушене не е изявен в достатъчна
степен.

ЗЛОУПОТРЕБА С АЛКОХОЛ
В изследваната група пациентите са изпивали от 0 до 21 алкохолни

единици седмично. Разпределението по този фактор, отнесен към
наличието на HPV инфекцията  е съответно показано на графика алкохол.

Графика.36

Пациентите с HPV инфекциа или не употребяват алкохол, или са
изпивали по-малко от 7 алкохолни единици седмично, за разлика от тези с
HPV отрицателен имунохистохимичен резултат. Логично HPV инфекцията
няма връзка и не зависи от употребата (по-точно системната употреба) на
алкохол. HPV инфекцията е самостоятелен етиологичен фактор.



ОРАЛЕН СЕКС
Пациентите от групата с доброкачествени лезии на ларинкса  бяха

запитани за практикуване на орален секс. Такъв въпрос беше зададен, т.к. в
повечето научни статии по въпроса за HPV асоциирани карциноми на
главата и шията се изтъква значението на този вид полов контакт. Не се
открива статистически значима разлика P>0,05., но прави впечатление, че
100% от HPV позитивните пациентите отговарят положително на този
въпрос. При пациентите с негативен HPV статус 75%(n=9) отговарят
отрицателно, а 25%(n=3) практикуват орален секс. Все пак не трябва да се
забравя, че HPV инфекцията се предава не само по полов път, но контактът
с HPV позитивен партньор е най-важният вектор на заразата.

Графика.37

БРОЙ СЕКСУАЛНИ ПАРТНЬОРИ
Проследява се групата пациенти с доброкачествени образувания на

ларинкса относно броя сексуални партньори през досегашния им живот.
Имаше се предвид възможността за сексуално предаване на HPV и

оттам броя на половите партньори правопропорционално повишава
вероятността от зараза и съответно срещата с високорисков HPV щам. В
групата от 15 пациенти, има вариация от 2 до 15 сексуални партньори.



Графика.38

Прави впечатление, че основната част от HPV позитивните пациенти
(53,3%) са имали между 0 и 5 полови партньори през досегашния им
живот. В същото време пациентите с HPV позитивен имунохистохимичен
резултат са имали от 5 до 10 и над 10 полови партньори.

Графика.39

ДИСФОНИЯ И ДИСПНЕЯ
По отношение на симптомите – дисфония и диспнея, има 6,7% ( n=1)

пациента без дисфония и 93,3% ( n=14) с изразено нарушение на гласа.
Видно е, че симптомът дисфония, не може да  послужи като критерий, по
който да  се съди за наличие или не на HPV инфекция. Той присъства при
почти всички наши пациенти. Всъщност, дисфонията е основната причина,
тези пациенти да потърсят лекарска помощ.

Почти същото е разпределението и според наличието или липсата на
ларингеален задух. 66,7( n=10)  постъпват за лечение без ларингеален



задух. 33,5 (n=5) са пациентите с леко изразен ларингеален задух. Само
един от тях, който се оказа с HPV положителен резултат, постъпва с
изразена инспираторна диспнея, която наложи трахеотомия в спешен
порядък.

3.5.ЧЕТВЪРТА ЗАДАЧА – АЛГОРИТЪМ ЗА ДИАГНОСТИКА И
ЛЕЧЕНИЕ НА ЛАРИНГЕАЛНИЯ КАРЦИНОМ И
ДОБРОКАЧЕСТВЕНИ ЛАРИНГЕАЛНИ ЛЕЗИИ.

Като четвърта задача, беше изработен теоретично издържан и
практически приложим алгоритъм за ранна диагностика и лечение на HPV-
асоциирания ларингеален карцином, папиломът на ларинкса и
хиперкератозата на ларингеалния епител.

Този алгоритъм възникна в процеса на  работа в клиниката по УНГ
болести с пациенти с ларингеален карцином. В същтост той описва етапите
през които преминава диагностиката и лечението на пациента. Бяха
адаптирани и се приложиха методи за изследване, така че те да бъдат
адекватни, точни и съвременни и в същото време да са финансово
приложими в условията на Българската здравна система. В повечето
напреднали в икономическо отношение страни, HPV статуса на пациента
се определя с PCR. Той е сигурен метод, доказващ ДНК на Човешкия
папиломен вирус във взетите проби. Така се работи и в онкогинекологията,
както е известно ракът на шийката на матката е в 90% причинен от HPV.

PCR обаче не доказва по неоспорим начин етиологичната връзка на
карцинома с HPV инфекцията. Дори по видимо нормалната лигавица се
откриват HPV щамове. По тази причина вирусна ДНК може да се открие в
карциномния препарат без онкогенезата да се дължи на вирусната
инфекция.

Друга съществена разлика между PCR и имунохистохимичната
диагностика е цената на изследването.Цената при PCP варира според броя
на щамовете които се изследват и в зависимост от използвания кит. Няма
гаранция обаче, че ако са изследвани например 5 щама на вируса,
карцинома не е причинен от друг, невключен в изследването щам. В
момента HRHPV са близо 20. Също така дори да се изследват всички
известни онкогенни щамове, не може със сигурност да се твърди  че този
тумор не е предизвикан от нов, неизвестен щам. Щам, който до сега е бил
определян като нискорисков и в един момент е отключил механизма на
онкогенезата. Факт е че броя на онкогенните щамове постоянно нараства.
Дори откривойки щам на вируса в туморния препарат, не може да се
докаже дали той е етиологично свързан с карцинома.

Специалистите , които се занимават с изследване на HPV
онкогенезата също достигат до тези изводи. В резултат на това се
разработиха нови PCR  тестове, които улавят ДНК на Е6 и Е7 онкогените



инкриптирани в ДНК на клетката гостоприемник. По този начин маже
неоспоримо да се докаже връзката на папиломавирусната инфекция с
карцинома. Естествено, както всяка новост, така и тизи селективни PCR
тестове са по-скъпи от предходните.

В стремежа да се осигури на пациентите адекватен диагностичен
метод, беше избран ИХХ p16INK4a като основен диагностичен метод.
Хипер експресията на p16INK4a е резултат от активността на онкогените
Е6 и Е7 на HPV и се открива в почти 100% от засегнатите ракови клетки.
Това изследване със сигурност доказва етиологичната връзка на вирусната
инфекция с карцинома. В същото време, цената на изследването е
няколкократно по-ниска.

Фиг.60

В кафяво са оцветени p16INK4a позитивните ракови клетки.
Различните автори които публикуват данни за ИХХ p16INK4a ,

съобщават данни за чувствителност 58-80% и специфичност от порядъка
на 90-98% и положителна прогностична стойност 85%. При обработка на
резултатите от нашето проучване,се намират сходни резултати.

На следващата фигура е представен алгоритъма за диагностика и
лечение на HPV – асоциирания ларингеален карцином.



Фиг.61

При постъпване на пациент за лечение в УНГ клиника се снема
анамнеза и пълен оториноларингологичен статус. След подготовка на
болния се пристъпва към биопсия чрез микроларингохирургия. Използва
се специален операционен инструментариум по Kleinzasser, операционен
микроскоп, както и видеодокументация с глайдскоп. Тя  позволява в
последствие да бъде обсъден случая и при наличие на хистологичен
резултат да се вземе решение за вида и обема на оперативното лечение.

Биопсичния материал се изпраща за патохистологично изследване в
катедрата по патологоанатомия на УМБАЛ „Д-р Г. Странски” гр. Плевен.

Още по време ва микроларингохирургията в специална транспортна
среда се съхранява материал за PCR изследване. Той се депонира при
специални условия и се изследва само в случай на положителен резултат
от хистологичното и ИХХ изследване на пациента. По този начин се
спестяват ненужни изследвания и свързаните с тях разходи за пациента.

В случаите в които при хистологичното изследване се диагностицира
карцином или ларингеален папилом, от фиксирания препарат се
обработват срезове с ИХХ методи – p16INK4a и Ki-67.

При негативен резултат от ИХХ на пациента се прилага
традиционното лечение. То включва оперативно лечение, лъче или
химиотерапия в различни комбинации.



В случай, че имунохистохимичния резултат е положителен, се
изпраща за изследване съхранения материал за PCR. Ако с това изследване
в материала се открие ДНК на HPV 16 или 18 щам, на пациента се
предлага ваксинация. Противовирусните ваксини, които се предлагат в
момента съдържат HPV 16,18,11,6. По тази причина ваксина е логично да
се направи само на пациенти при които са изолирани тези щамове.
Ваксините не осигуряват кръстосан имунитет към генетично близки
щамове и ако има такъв, той е нитраен. Ако горните щамове липсват в
биопсичния материал , ваксината може да се използва само като
профилоктика на ново заразяване.

На пациенти, които не са подходящи или не желаят ваксинация се
предлага неспецифична имунотерапия. Тя включва алфа Интерферон,
Изопринозин или противовирусни препарати.

За правилния избор на лечение  допринася имунологичното
изследване, с което се определя нивото на Т-цитотоксичните лимфоцити,
Nk клетките и съотношението Т-хелпери/Т-супресори. При занижен
клетъчен имунитет е подходящо приложението на Isoprinosine по
определена лекарствена схема.

Таблица 1
РЕЗУЛТАТ ОТ ИМУНОФЕНОТИПИЗИРАНЕ НА ЛЕВКОЦИТИ
Пациент: ХХХ – 72 г.
Материал: кръв Дата: 21. 07.
2012 г.
Флоуцитометрична ДКК: Ly – 41.02%;    Мо – 0.97%; Sg – 55.93%;

Лимфоцитни
субпопулации CD маркер Резултат

Референтни
стойности

(%)
Общи Т–лимфоцити CD3+ 72.21% 67 – 76
Активирани Т-лимфоцити CD3+DR+ 8.0 – 15
Т-хелпери CD4+ 31.66% 36 – 46
Т-цитотоксични/супресори CD8+ 38.02% 31 – 40
Съотношение Тh/Тs 0.83 1.0 – 1.5
В–лимфоцити CD19+ 4.08% 5 – 16
Субпопулация В–лимф. CD19+5+

Общи NK–клетки CD3-
/CD16+56+ 17.02% 5 – 19

Заключение:



1. Общи Т-лимфоцити – в норма;
2. Понижено сьотношение Тх/Тс –на фона на нормални субпопулации

от Т-супресорно/цитотоксични лимфоцити и понижени Т-
хелпери;

3. В-лимфоцити –понижени;
4. NK клетки – в норма;

Таблица 2
РЕЗУЛТАТ ОТ ИМУНОФЕНОТИПИЗИРАНЕ НА ЛЕВКОЦИТИ

Пациент: ХХХ – 72 г.

Материал: кръв Дата: 20. 09.
2012 г.

Флоуцитометрична ДКК: Ly – 22.55%;    Мо – 2.33%; Sg – 68.08%;

Лимфоцитни
субпопулации CD маркер Резултат

Референтни
стойности

(%)
Общи Т–лимфоцити CD3+ 79.45% 67 – 76
Активирани Т-лимфоцити CD3+DR+ 8.0 - 15
Т-хелпери CD4+ 39.35% 36 - 46
Т-цитотоксични/супресори CD8+ 34.24% 31 - 40
Съотношение Тh/Тs 1.14 1.0 – 1.5
В–лимфоцити CD19+ 6.21% 5 - 16
Субпопулация В–лимф. CD19+5+

Общи NK–клетки CD3-
/CD16+56+ 8.20% 10 - 19

Заключение:

1. Общи Т-лимфоцити – повишени;
2. Запазено сьотношение Тх/Тс –на фона на нормални субпопулации от

Т-супресорно/цитотоксични лимфоцити и Т-хелпери;
3. В-лимфоцити –в норма;



4. NK клетки – в норма;

На горните два документа са представени резултати от
имунофенотипизиране на  пациент с HPV- асоцииран ЛК. Първото
изследване е направено преди започване на лечението с Isoprinosine.
Открива се намаление нивото на Th. След двумесечен курс на лечение, Т-
лимфоцитите са повишени и съотношението Тх/Тс е в норма.

Особено изразена супресия на клетъчния имунитет се наблюдава при
пациенти след проведена лъчетерапия. Логично е в тези случаи при HPV
позитивните пациенти да се появи карцином с друга локализация. Трябва
да се има предвид, че клетъчния имунитет е най-важнана защита срещу
онкогенезата. Важен факт е, че честотата на рецидивите при HPV
асоциираните карциноми е два пъти по-висок ако не се провежда
имунотерапия.

По тази причина имуномодулацията е препоръчителна.
В случаите на запазен клетъчен имунитет като допълнителна терапия

се препоръчват противовирусни препарати.
Допълнителни профилактични мероприятия. Проведените

изследвания и получените резултати  аргументират  организиране на
безплатни профилактични прегледи за хора с гласови проблеми.

Бяха проведени срещи с УНГ специалисти, онкогинеколози и ОПЛ
на тема „HPV-асоцииран ларингеален карцином”,както и серия от лекции
пред студенти и ОПЛ по темата.

Особено активна беше работата  с Общопрактикуващите лекари. В
големия брой от случаите ОПЛ е семеен лекар. Той има информация за
здравето на съпрузите и децата им. Когато например съпругата е
оперирана по повод на карцином на шийката на матката и при съпруга се
появят дрезгав глас, дразнене в гърлото, болезнено преглъщане, задавяне
при преглъщане, задължително трябва да бъде консултиран с УНГ
специалист. В случая, половия партньор със сигурност е контактувал с
високорисков HPVщам. В около 80% от случаите настъпва спонтанно
самоочистване от инфекцията. Около 20% от заразените развиват хронична
инфекция и в последствие са застрашени от онкологично заболяване,
предизвикано от вируса.

Благодарение на активната  работа с ОПЛ през последната година и
половина , бяха осъществени 8 частични резекции и хордектомии. За
сравнение през предходните 5г. има само две такива операции. Т.е.
лекарите от УНГ клиниката са диагностицирали своевременно тези 8
пациенти. Ранната диагностика е позволила органосъхраняваща операция,
запазваща нормалния дихателен път и гласът на пациента, което води до
пълната му и успешна ресоциализация.



Таблица. 3
частична резекция

2009г. 0
2010г. 1
2011г. 0
2012г. 1
2013г. 6

Графика.40

За съжаление броя на пациентите, постъпили за лечение в напреднал
стадии /Т3,Т4/ остава голям. Това показва, че предстои още много работа в
това отношение.

Друг аспект от работата  по алгоритъма е, че лекуващите са длъжни
още преди пристъпване към ларингектомия да са наясно за HPV статуса на
пациента. Тази информация би повлияла на избора  на оперативна техника.
Ако пациента е с HPV-асоцииран ларингеален карцином по време на
ендотрахеалната интубация би се дисеминирала инфекцията към долните
отдели на дихателните пътища. По тази причина се предлага при HPV
позитивни карциноми ларингектомията да започне с трахеотомия. Още в
началото на  работата ,беше наблюдаван пациент, кийто след
ларингектомия разви първичен карцином на белия дроб. Ларингеалния
карцином беше премахнат радикално, но пациента почина от белодробния
карцином. И двата тумора се оказаха HPV позитивни.



Друга причина да познаваме HPV статуса на карцинома е неговата
лъчечувствителност. HPV позитивните карциноми са много по-
лъчечувствителни. Все повече автори предлагат при тези пациенти да се
прилагат по-малка доза на лъчетерапията.

В заключение, познаването на HPV статуса на пациента може да  е
полезен за правилен избор на лечение, за прогнозиране на резултатите от
лечението, за набелязване на профилактични мерки спрямо болния и
близките му.

Спрямо пациента, това са по-чести контролни прегледи, очакване и
търсене на втори карцином, както и необичайни метастази – в костите,
черния дроб, мезентериум и мозък.

На близките на пациентите трябва да се обясни, че въпреки че става
въпрос за онкологично заболяване, то може да бъде заразно.

Както  се вижда, познанието за връзката на папиломавирусната
инфекция с онкологията на главата и шията променят в значителна степен
прогнозата и лечението на карцинома.

Работейки според алгоритъма, бяхме изненадани от случаите на
p16INK4a положителни папиломи на ларинкса. Първоначално този
резултат ни озадачи. P16INK4a e биомаркер характерен за туморните
клетки.  Събра се цялата документация на пациентите и се откри следната
последователност.Тизи пациенти са били биопсирани неколкократно.

При първата биопсия е описан хистологичен резултат на
плоскоклетъчен папилом. Бяха изследвани фиксираните препарати по
p16INK4a и те се оказаха отрицателни.

След няколко месеца, пациентите постъпват отново с оплаквания от
дрезгав глас и отново е отстранен и изследван хистологично
плоскоклетъчен папилом. При ИХХ изследване се оцветяват p16INK4a
положително.

Това е момента , в който подтискащата роля на епизомалното
представителство на вируса, отпада. Активират се интегрираните в ДНК на
клетката Е6 и Е7 онкогени. Стартира онкогенезата, което се доказва с
хиперекспресията на p16INK4a. Настъпва генетична нестабилност,
неконтролируема пролиферация, клетъчно безсмъртие и се натрупват
мутации в ДНК на клетката – стартира карциногенезата.

Само след 3 до 5 месеца, същите пациенти са оперирани в УНГ
клиника на УМБАЛ Плевен, по повод на ларингеален карцином.

Това е доказателство, че p16INK4a е биомаркер, който може да
послужи за прогнозиране на настъпващата онкогенеза при
доброкачествени ларингеални лезии. Такива са ларингеалния
плоскоклетъчен папилом и хиперкератозата на ларингеалния епител.

На този етап, не се откриват литературни данни в подкрепа на това
твърдение. Онкогинеколозите обаче имат достатъчно богат опит в
приложението на p16INK4a за отдиференциране на цервикалната



интраепителна неоплазия от възрастово обусловената метаплазия на
цервикалния епител. Двете лезии изглеждат идентично на хистологичен
припарат, но ИХХ изследването показва започващата онкогенеза при CIN.

Това е още една причина ИХХ изследване да се въведе като рутинен
метод в съвременната диагностика както на ларингеалния карцином, така и
на папиломите на ларинкса и хиперкератозата.

В заключение, създадения алгоритъм осигурява на пациентите
съвременна диагностика и лечение на ЛК и доброкачествени ларингеални
лезии от гледна точка на HPV инфекцията. Той дава нов поглед върху
етиологията и патогенезата на тези залолявания. Въведения ИХХ метод
спомага за ранната диагностика на настъпващата онкогенеза. Поставянето
на правилна и своевременна диагноза повлиява лечението и осигурява по-
добри резултати и прогноза за пациента. Познавайки теорията за HPV –
асоциирания карцином на ларинкса  задължава лекуващия освен с
лечението на пациента, да работи и с неговите близки.

5. ДИСКУСИЯ

Повишеният риск от развитие на ларингеален карцином  у HPV
серопозитивните пациенти е доказал ролята на тази вирусна инфекция в
онкогенезата. Разпространението на вируса при мъже и жени е
изключително високо. Според различни автори процентът на контактували
с HPV сред човешката популация е между 50 и 80% (7, 8, 203, 205). Около
80% от тези хора, се самоочистват от инфекциата за период от 1 до 3
години. Все пак остават 20% от заразените, които развиват хронична
инфекция и са застрашени от развитието на някакъв вид HPV асоцииран
карцином.

Наличието на голям брои вирусоносители, без клинична проява  все
още се изследва. Така например при направено изследване на материали от
оперирани сливици, по повод на хроничен тонзилит, са открити 3% HPV
положителни резултати. При тези пациенти не е имало клинична изява или
онкогенеза. Като цяло, жените са с многократно по-висока
серопозитивност от мъжете, за всички изследвани щамове.
Преобладаването на определен серологичен тип е най-силно изразено при
мъже и жени на възраст между 35-45г.

Традиционно, HPV серопозитивността се свързва със сексуално
трансмисивните заболявания при жените и с евентуална експозиция на
лигавицата с вируси при мъжете. Тези данни са се натрупали от богатия
опит на гинеколозите и в частност, онкогинеколозите. През последните
години все по-често се обръща внимание и на контактно-битовия път на
предаване на заразата. Бяха доказани вирусни частици в изкашляния
въздух при пациент с HPV асоцииран карцином на белия дроб.(проф.
Кълвачев)



По честота, ларингеалния карцином се среща по често при мъжете,
като съотношението между двата пола варира в известни граници в
различните региони. Така например според Cancer Research UK, честотата
на ларингеалния карцином при мъжете в Португалия и Литва е 25 пъти по
висока отколкото при жените. Наи малка е разликата между двата пола във
Великобритания и Холандия. В тези страни ларингеялния карцином при
мъжете е 6 пъти по чест отколкото при жените. Средно за Европейския
съюз ЛК при мъжете е 9 пъти по-чест в сравнение с женския пол.

Водеща страна по този показател е Унгария, там честотата на
ларингеалния карцином при мъжете е 16,1 на 100 000.С най-нисък показате
на новите случаи на ЛК е Швеция -2,6 на 100 000 население. В същата
класация, България е на трето място с 15 нови случая на 100 000 годишно.
Ясно е, че броя на новите случаи у нас е твърде голям. Те са два пъти
повече от среднато ниво за ЕС и  пет пъти повече от тези в Швеция, която
е с най-добри резултати по този показател.

В същото време, пациентите с HPV асоцииран ларингеален
карцином, изискват специфична диагностика, допълнителни лечебни
средства и профилактични мероприятия. По тази причина, ние решихме да
изследвапе и да установим какъв е процента на HPV асоциирания
ларингеален карцином сред нашите болни.

За диагностика на папиломавирусната асоциация на ларингеалния
карцином, бяха приложени ИХХ методи – p16INK4a.

Най-важна роля в онкогенезата имат два вирусни онкогена Е6 и Е7.
Под тяхно въздеиствие настъпва трансформация и селекция на клетъчни
линии от карциномни клетки, заразени с HPV. Вирусните онкопротеини,
кодирани он Е6 и Е7 онкогените взаимодействат със специфични
регулаторни фактори на клетката гостоприемник. Докато Е6 генния
продукт, инактивира туморсупресорния ген р53, Е7 се свързва с продукта
на гена на Ретинобластома. Той също е с туморсупресорно действие.
P16INK4a, който е циклин зависим киназен инхибитор, се намира под
прекия контрол на гена на ретинобластома – pRb. По пътя на обратната
връзка, инактивацията на pRb, води до свръхекспресия на p16INK4a. От
своя страна, p16INK4a се доказва в почти 100% от карциномните клетки,
заразени с HPV. По тази причина, той се използва като биомаркер,
доказващ със сигурност етиологичната връзка на карцинома с вирусната
инфекция (183,99).

Опитите да се монитурира експресията на вирусните онкогени в
рутинната патология са неуспешни. Поради ниските нива на експресия на
вирусния онкогенен продукт, както и поради липса на достатъчно
ефективна технология за доказването им.

За преодоляване на тези ограничения се използва маркер,
експресиран от клетките на гостоприемника в отговор на инфекцията с
високорисков HPV щам. Увеличената експресия на вирусните онкогени,



води до свръхекспресия на p16INK4a в диспластичните и малигнени
клетки. Този факт се доказва със специфично моноклонално антитяло
(p16CINtec) , в ядрото и цитоплазмата на засегнатите клетки.

Функционалното инактивиране на гена на ретинобластома от Е7
води до освобождаването на транскрипционния фактор E2F от
протеиновия комплекс Rb-E2F и насърчава прогресията на клетъчния
цикъл. Съответно започва хиперекспресия на p16INK4a (196,199). По тази
причина в онкогинекологията p16INK4a се използва като маркер за
разграничаване на високорисковите от нискорисковите HPV асоциирани
цервикални интраепителни неоплазии CIN. По такъв начин може да се
прогнозира дали една CIN ще прогресира или ще регресира и е допълнение
къв окачествяването и потвърждаване на хистологичната диагноза.

В потвърждение на етиологичната свързаност на част от
ларингеалните карциноми с HPV инфекцията, се потърсиха и откриха
39,5% p16INK4a положителни лезултати при оперирани от в клиниката
пациенти.

Туморите с висока експресия на p16INK4a са етиологично сързани с
транскрипционно активен онкогенен щам на човешкия папиломен вирус
(167,99,133,35,53,196). В това е голямото предимство на този биомаркер.
Освен, че показва наличието на HPV, доказва и транскрипционната
активност на онкогените на вируса и самата онкогенеза. Активността на
онкогените е пряка причина за онкогенезата.

Бяха събрани и проучени публикации за HPV асоциирани карциноми
на главата и шията изследвани за p16INK4a и едновременно за ДНК на
вируса с PCR или ISH. Изследванията са проведени през последните 5г. и
публикувани в базата данни Pub Med.Авторите определят чувствителност
и специфичност на метода като го сравняват с PCR и ISH.

Както се вижда от приложената таблица чувствителността на
p16INK4a  е между 94 и 100% и специфичност 79 – 90%.  Това са едни
отлични показатели и въз основа на тях може да се доверим на този ИХХ
метод, върху който са изградени резултатите и заключенията в настоящия
труд.

Същите автори смятат ,че в изследванията на HPV асоциирания
карцином на грлавата и шията ,задължително трябва да присъства
p16INK4a като част от предложения от тях „златен стандарт“.

На следващата таблица са сравнени резултатите от p16INK4a и PCR
ISH изследването с цел да се определи чувствителност и спецефичност на
метода.Сравнени са резултатите на пет изследователски колектива.
Таблица 4

Study Cases
Gold

standard

Combined

with PCR, %
Combined with ISH, %

Compared

with single

p16INK4AIHC

staining, %†



Both positive Both positive
Either

positive

Sens. Spec. Sens. Spec. Sens. Spec. Sens. Spec.

1.

Smeets et al 48

HPV

E6/E7

mRNA

100 100 – – – – 100 79a

Rotnaglovaet al 109
HPV E6*I

mRNA
100 88 – – – – 96 94b

Schache et al. 108
HPV E6

mRNA
97 94 88 90 – – 94 82c

Jordon et al 232

HPV

E6/E7

mRNA

– – 86.1 97.3 98.7 81.1 97 84d

Gao et al 150

HPV

E6/E7

mRNA

ISH

– – 69 100 95 85 95 90e

Human papillomavirus (HPV) status detection using p16INK4A immunohistochemical (IHC) staining in
combination with HPV DNA PCR or in situ hybridization (ISH) assay

Въпреки явната връзка между между хиперекспресията  на p16INK4a
и HPV асоциирания ларингеален карцином, все още има известен брой
резултати при които тумора и PCR положителен и p16INK4a негативен.
Такива са резултатите в между 2 и 10% от случаите. Това несъответствие в
резултатите може да се обясни с факта, че в здрави тъкани също се открива
HPV (68,187,192). При изследване на материали от тонзилектомии между 3
и 16% са показали положителна PCR.

При това положение, ако карцинома е възникнал без връзка с
вирусната инфекция, но в околната тъкан има HPV инфекция, PCR ще даде
положителен резултат, а p16INK4a отрицателен. Този карцином, въпреки
че е инфектиран, не е етиологично свързан с инфекцията. Именно това е
голямото предимство на p16INK4a изследването, което по неуспорим
начин доказва етиологичната връзка на инфекциата с карцинома
(122,123,125).



Публикувано през Ноември 2013г. изследване, потвърждава
използването на p16INK4a като полезен биомаркер в диагностиката на
HPV асоциираните орофарингеални карциноми. Авторите постулират
т.нар.“златен стандарт“ в изследванията на карциномите на главата и
шията. В него задължително присъства и заема важно място p16INK4a
изследването (196).Негова роля е да докаже транскрипционната активност
на онкогините на вируса.

В златния стандарт са включени следните изследвания:
1.Хистологично изследване, което да верифицира карцинома в

биопсичния материал от ларинкса.
2.ИХХ p16INK4a , което  дава информация за транскрипционната

активност на Е6 и Е7 онкогените. По този начин се доказва етиологичната
връзка на карцинома с HPV.

3. PCR изследване, което доказва ДНК на HPV и е полезно за
типизирането на щамовете.(171, 129, 43, 39,21)

Данни на Tavanaj et al, показват отлична съгласуваност между
p16INK4a и PCR и ISH. Авторите отбелязват, че са необходими строги
критерии при отчитане на p16INK4a пробите като положителни. За такива
се приемат само проби, в които има силно и дифузно оцветяване в >50% от
злокачествените клетки. От 0 до 25% оцветени клетки, резултатите се
интерпретират като отрицателни. Дт 25 до 50% резултата се отбелязва с
1+, но също се смята за отрицателен или граничен. Като позитивни за
папиломавирусна инфекция се отбелязват резултатите с над 50% оцветени
клетки в пробата. Отбелязваме ги с 2+. Тези с над 75% оцветяване са 3+.
Tavanaj публикува изследване на 142 случая, при които фалшива
позитивност открива само при 2 пациента. Според него специфичността на
метода е 96%, според Nissman et al -89%, Holzinger et al –отчитат 86%
специфичност.(196)

ДНК на човешкия папиломен вирус се открива и доказва с PCR. По
такъв начин се доказва наличието на HPV инфекция, но не се държи
сметка за транскрипционната активност на вирусните онкогени Е6 и
Е7.Доказателство за това е че PCR тестовете не корелират с по добра
преживяемост на пациентите с ЛК. Особеност, която е характерна за HPV
асоциираните карциномно болни.

В противовес на това, p16INK4a позитивните пациенти, показват
всички характерни за тази група критерии. Близо два пъти по добра
преживаемост, по млада възраст, липса на злоупотреба с алкохол и
тютюнопушене са само част от характеристиките на тази новооформяща се
рискова група пациенти с ЛК. Към казаното може да се добави, че редица
автори коментират по ниската цена на ИХХ изследванията, при отлична
чувствителност и специфичност (196). По тази причина Wang et al
препоръчват ИХХ p16INK4a като важен елемент от изследванията за
определяне HPV статуса на карциномно болния. ИХХ освен за



диагностика на инфекцията, може да послужи като прогностичен маркер за
биологичното поведение на карцинома.

Както беше изтъкнато, независимо от лечението(оперативно,
лъчелечение или химиотерапия) HPV позитивните карциноми са с по-
добра прогноза и 5г. преживяемост. Сравняват се с HPV негативни
пациенти, при които е приложено същото лечение.

Повечето изследвания обхващат пациенти, претърпели радикално
оперативно лечение и последваща лъчетерапия. Откриват се статистически
значими различия в полза на HPV позитивните карциномно болни.

Lassen публикува обзор на пациенти след лъче и химиотерапия.
Лъчетерапията е била конвенционална фракционирана или ускорена
фракционирана. Изследването показва отлична лъчечувствителност при
HPV позитивните пациенти.

 Лъчечувствителността на HPV позитивни и негативни клетъчни
линии от карциноми на главата и шията Sorensen et al. е почти два пъти
по-добра при HPV-асоциираните карциноми.

В САЩ дори се предлага, дозата на лъчетерапията пи HPV
позитивни карциноми на главата и шията да бъде редуцирана. Тази стъпка
се предприема именно поради по- добрата лъчечувствителност. Целта е да
се намалят по този начин вредните странични ефекти на конвенционалната
лъчетерапия. Това е още една причина да познаваме HPV статуса на
нашите болни. Така можем да им спестим някои неудобства съпътстващи и
следващи лъчетерапията – лъчево изгаряне, ксеростомия и др.

Малко се знае за причините за подобрената лъчечувствителност на
HPV позитивните карциноми.Счита се , че Е7 се свързва скаталитичните
структурни субединици на протеин-фосфатаза А2 и инхибира тяхното
взаимодействие. Техен продукт е PI3K/Ant – протеин, който е мощен
индуктор на устойчивостта на радиация на клетките на цервикалния
карцином.

Като обобщение, p16INK4a позитивните карциноми на ларинкса са
по-лъчечувствителни в следствие на:

-лоша деференциация на заразените клетки.
-неконтролируема пролиферация, придизвикана от Е6 и Е7.
-липса на инхибиране на синтеза на ДНК.
-скъсяване на G фазата и невъзможност за репариране на увредените

ДНК участъци преди следващото делене.
-инхибиран р53 туморсупресорен ген.
-генетечната нестабилност на клетките.
Бяха избрани ИХХ Ki-67 и p16INK4a методите за доказване на

папиломавирусната инфекциа в карцинома на ларинкса.
За периода от 2012 до началото на 2014г. бяха изследвани 43

пациента с ларингеален карцином, 15 с папилом на ларинкса и
хиперкератоза, 15 с хроничен ларингит.



Всички пациенти са хоспитализирани и оперирани в клиниката по
УНГ болести на УМБАЛ „Д-р Г. Странски“ гр. Плевен.

От 43-мата пациенти с ЛК, открихме 17 позитивни по p16INK4a и 18
Ki-67 позитивни. Всички те са с над 50% оцвитяване на клетките. 6 са с
над 75%, а 1 е с почти 100% оцветяване.

Фиг.62

39,5% от ларингеалните карциноми оперирани от нас са p16INK4a
позитивни. 41,9% са Ki-67 позитивно оцветени. В тези препарати се
доказва транскрипционна активност вирусните онкогени и карцинома е
етиологично свързан с HPV инфекцията.

За сравнение според досегашните публикации откриваме данни за
HPV-асоцииран карцином на ларинкса между 25,9% и 35,6%. Прави
впечатление, че в по-стари публикации, този процент е значително по-
нисък. Така например Matzow et al съобщават за 5% HPV позитивни
ларингеални карциноми сред техните пациенти.

От нашите пацеинти с HPV позитивен ЛК, 4 са жини и 13 са мъже.
23,5% жени и 76,5% мъже. Разпределението по пол в цялата група от 43
пациенти е 9,3% жени и 90,7% мъже. Явно е че както ЛК, така и HPV
позитивниа му вариант са характерни педимно за мъжкия пол. Подобни
данни намерихме и в литературата, кадето се съобщава, че въпреки че HPV



позитивния ларингеален карцином е по често срещан при мъжете, но при
женския пол, заболяването протича по-малигнено. Голяма роля за такова
разпределение има и провежданата в много страни системна ваксинация
против HPV при жените.
Графика.41

Направи се разпределение според локализацията на тумора. 29,4% от
HPV позитивните карциноми са с вестибуларна локализация и 70,4% са
глотисни тумори. Подобно е разпределението в цялата група 32,6%
вестибуларни и 67,4% с глотисна локализация.

По отношение на локализацията няма разлика в зависимост от
наличие или липса на папиломавирусна инфекция. Разпределението е
еднакво и в двете групи. Не се наблюдава карцином със субглотисна
локализация, но такава се среща рядко – около 1% от ЛК. Относно
локализацията са изказани становища, че HPV най – вероятно прониква в
лигавицата първоначално на местата с преходен епител. Такива са
лингвалната повърхност на епиглотиса и истинските гласни връзки.
Аналогията е направена с карцинома на шийката на матката.

По отношение на възрастовата характеристика на пациентите с ЛК,
средната възраст на HPV позитивните пациенти е 57г. а тази наблюдавана
при останалите пациенти е 65г. Пациентите с HPV позитивен ЛК са средно
с 8г. по-млади от останалите. Най-младия ни пациент с HPV позитивен ЛК
беше жена на 27г.

Според литературните данни, ЛК се среща най-често във възрастта
50-70г.(4,6,15,18,24,45,51)
Графика 42



На графиката са педставени новите сручаи на ЛК за периода 2009-
2011г. UK.

ЛК засяга двата пола, по-често мъжете, като честотата му нараства с
възрастта. Той е болест на по-възрастното население.

Според Йорданов et al.(6) пикът на ЛК е в 6-7 десетилетие. По данни
на проф. Ценев ,най-голяма е честотата му между 55-66годишна възраст.
Появата му преди 40годишна възраст е рядкост и е с по-лоша прогноза.

Всички проучени от нас автори са на мнение, че HPV позитивния ЛК
се проявява в по-млада възраст.(56,67,75,82,91,97,173). Clayman et al. прави
обзор на 35 проучвания, обхващащи 1435 биопсии от ларинкс.
Изследванията са проведени в Австралия, Канада, Куба, Германия,
Холандия, Франция, Дания, Гърция, Индия, Италия, Япония, Норвегия,
Испания, Словения, Швеция, Швейцария, Великобритания и САЩ. Във
всички тези проучвания се изтъква по-младата възраст на пациентите с
HPV асоцииран ларингеален карцином. Chernok (53) съобщава средна
възраст на пациентите с HPV позитивен ЛК 57,5г. По нашите резултати
57г. Пикът на HPVасоциирания ЛК е между 35-55г.

В езследваната група пациенти с ЛК има 24 пациенти с градско
жителство и 19 живеещи на село. Бяха съпоставени тези данни с HPV
статуса на пациентите. От HPV позитивните, 11 бяха градски жители и 6
живееха на село. В изследваната от нас група, градското население е два
пъти по засегнато от HPV асоциирания ларингеален карцином. Подобно



разпределение може да се обясни с по-интензивния живот в градовете.
Повече контакти, замърсена околна среда, снижен имунитет, разлики в
сексуалното поведение, повече и по-ранни сексуални контакти в градовете.

Семейно положение. Повечето автори, които бяха проучени са на
мнение, че HPV позитивните пациенти, по-често са несемейни. Вероятно
това обяснява по-големия брой сексуални партньори.(75,82,85). В
изследваната  група не се открива подобна закономерност. 52,9% от HPV
позитивните пациенти с ЛК са несемейни и 47,1% са семейните.

Тютюнопушене. По отношение на тютюнопушенето, почти всички
автори са единодушни, че пациентите с HPV асоцииран ларингеален
карцином или не пушат или пушат по-малък брой цигари в сравнение с
останалите.(45,56,59,71,82,93,122,142,146,206). В същото време авторите
не отричат значението на тютюнопушенето като фактор за развитие на ЛК.
В новосформираната рискова група пациенти с HPV асоцииран ЛК,
водеща е ролята ня инфекцията, а тютюнопушенето отстъпва като
допълнителен фактор.

Тютюнопушене. По отношение на тютюнопушенето, почти всички
автори са единодушни, че пациентите с HPV асоцииран ларингеален
карцином или не пушат или пушат по-малък брой цигари в сравнение с
останалите.(45,56,59,71,82,93,122,142,146,206). В същото време авторите
не отричат значението на тютюнопушенето като фактор за развитие на ЛК.
В новосформираната рискова група пациенти с HPV асоцииран ЛК,
водеща е ролята ня инфекцията, а тютюнопушенето отстъпва като
допълнителен фактор.

В изследваната група има 33 пушачи, които употребяват от 10 до 50
цигари дневно. Непушачите са 23,3% (n=10). От пациентите с HPV
позитивен ларингеален карцином 7 са пушачи и 10 не пушат. Няма
пациент с HPV негативен ЛК, който при това да е непушач. Правим
заключение, че за развитието на ЛК е необходим фактор е или
тютюнопушенето или наличието на папиломавирусна инфекция с
онкогенен щам на вируса, като двата фактора взаимно се допълват.

Голямо многоцентрово проучване, публикува данни според които
19,4% болни с ЛК са непушачи. В изследваната от нас група, пациентите
непушачи с ЛК са 23,3% ,а пушачите са съответно 76,7%. Пациентите с
HPV негативен ЛК са изпушвали средно 30,9 цигари на ден. Пациентите с
HPV асоцииран карцином са изпушвали по 2,4 цигари на ден.

Етиологичните фактори за развитие на ларингеален карцином при
пациенти, които никога не са използвали тютюневи изделия, все още не са
добре проучени. Тук все по често се споменава инфекцията с високорисков
щам на човешкия папиломен вирус. Между пациентите с рак на главата и
шията от 5 до 30% никога не са пушили. Смята се че туморите на ларинкса
при непушачи се различават от тези при пушачите по това, че имат по-



малък брой генни мутации на ТР53. Той е продукт на р53
туморсупресорния ген. Именно тук се намесва човешкия папиломен вирус.
Той подтиска р53 туморсупресорния ген независимо от тютюнопушенето.
Авторите на тези изследвания са на мнение, че анализите на пациенти
непушачи с ЛК трябва да се задълбочат. Следва да се търсят нови рискови
фактори, какъвто е HPV.(206). HPV е „допълнителен“ рисков фактор, т.к.
тютюнопушенето на този етап е всепризнат №1 за развитие на ЛК.
Независими изследвания в тази област е трудно да се проведат. Много
често тютюнопушенето, злоупотребата с алкохол и свободата в
сексуалното поведение присъстват заедно и рисковите групи се
припокриват. За да преудолеят това затруднение, автори на голямо
мултицентрово проучване (206), обработват данни от други проучвания.
Изискване е броя на пациентите с ЛК да е над 300 за всяко от тях. Като
резултат са изследвани 10302 пациента. Данните са проучени от IARC –
международна агенция за проучване на рака.

Беше създаден въпросник за пациента по подобие на въпросника
прилаган в това мащабно проучване. Специално въпросите за алкохолна
консумация и тютюнопушене.

Всеки от пациентите беше запитан дали някога е бил пушач. Някои
изследователи приемат за пушач всеки който е изпушил повече от 100
цигари през живита си. Според други – пушач е този, който е изпушил
повече от 2 цигари на ден за една година. Според IARC – международната
агенция за изследване на рака, значението на папиломавирусната инфекция
за онкогенезата нараства за сметка на тютюнопушенето. Особено силно
тази тенденция е изразена в развиващите се страни и в страните с гъсто
население.

В страни като Австралия, Канада, Япония и САЩ нараства броя на
HPV асоциирания ларингеален карцином.

По данни на IARC в Дания, Словакия и Великобритания HPV
асоциирания ЛК  и този свързан с тютюнопушенето са с изравнени нива.

В страни като Бразилия, Индия, Филипини, Тайланд –
тютюнопушенето има водеща роля в развитието на ЛК.

Пациентите с HPV асоцииран ларингеален карцином сформират нова
рискова група. В нея рисковия фактор №1 – тютюнопушенето, отстъпва
водещото място на папиломавирусната инфекцияс високорисков щам на
HPV.(24,71). Не се отрича значението на тютюнопушенето, но тук то заема
ролята на ко-фактор заедно с алкохолната злоупотреба.

Както стана ясно , вирусните онкогени, предизвикват клетъчно
безсмъртие, неконтролиреума пролиферация и невъзможност на клетката
да поправи повредените ДНК участъци преди следващото делене. (142). В
резултат на тези процеси се натрупват мутации в ДНК на заразените
клетки. С известните мутагени (3,4 бензпирен), които се съдържат в



тютюневия дим, тези процеси се катализират и натрупването на мутации се
засилва още повече.

И все пак от HPV негативните пациенти в изследваната група няма
непушач, докато в групата с HPV асоциирани ЛК непушачите бяха 58,8%.
Явно е че при тях липсва тютюнопушенето като фактор и водеща е ролята
на папиломавирусната инфекция.

В подкрепа на това твърдение е и случая на ЛК при 12 годишно
момче. Детето нито е пушило, нито е злоупотребявало с алкохол.
Получило е заразата по време на раждане от майката.

Употреба на алкохол
Според литературните данни, важна характеристика на пациентите с

HPV асоцииран ларингеален карцином е, че не злоупотребяват с алкохол за
разлика от пациентите с HPV отрицателен ЛК (145, 152, 155, 160, 175, 189,
201). Във въпросника, който попълниха  пациентите, беше зададен въпрос
за броя алкохолни единици на седмица. Една алкохолна единица се
равнява на 50ml концентриран алкохол.

По подобие на други изследвания на темата за злоупотреба с алкохол
приехме, че повече от 7 единици за седмица могат да се смятат за
алкохолна злоупотреба. Събрахме данни нанесохме в таблица.

Пациентите в групата са изпитвали средно по 15,3 алкохолни
единици на седмица, като HPV- са изпитвали средно 23,4 единици
седмично, а HPV+ едва 2,8.

Пациентите с ЛК, които злоупотребяват с алкохол, са общо 36
(83,3%). Неупотребяващите алкохол са 7 (16,3%). От групата пациенти,
които не употребяват алкохол (n=7) всички са HPV позитивни и нямаме
пациенти с HPV негативен ларингеален карцином.

От употребяващите алкохол 27,7% (n=10) са с HPV позитивен статус.
Останалите 72,3% (n=26) са с отрицителен вирусологичен статус.

В контролната група употребяващите алкохол са 86,6% (n=13), а
неупотребяващите са 13,4% (n=2).

Според изследване, направено сред 10244 пациенти с рак на главата
и шията, алкохолната консумация има важно значение за карциногенезата.
Това важи особено за честата употреба на концентриран алкохол. Като
такава авторите Hashibe M et al приемат 3 или повече питиета на ден.
Проявата на карцинома на главата и шията при хора, злоупотребяващи с
алкохол е най-честа в орофаринкса, хипофаринкса и ларинкса. Извършен е
обстоен анализ на 15 проучвания на пациенти, които употребяват алкохол,
но не пушат и обратно. Авторите правят извода, че около 7% от
карциномите на фаринкса и ларинкса могат да се дължат на системна
алкохолна злоупотреба. Според тях почти 600000 нови случая на рак на
главата и шията и почти 300000 случая на смърт са причинени годишно в
световен мащаб от свързаната с алкохола канцерогенеза.



Във въпросника, който беше задаван на пациентите, те бяха запитани
дали употребяват алкохол. На тези, които отговориха положително бяха
зададени уточняващи въпроси за честотата на алкохолната консумация,
продължителност, както и видовете алкохол, който се консумира (бира,
вино, концентриран алкохол). За удобство на изследването,  отделните
видове алкохол бяха пиравнявани в еквивалентни алкохолни единици.
Една алкохолна единица съдържа 50ml концентриран алкохол. За
прекомерна употреба на алкохол се прие над 7 алкохолни единици за
седмица – по подобие на други проучвания. Като мярка за алкохолното
съдържание:

-5% алкохол за бира
-12% алкохол за вино
-40% за концентриран алкохол

Въз основа на алкохолното съдържание се превъщат в алкохолни единици.
Относно алкохолната уп Относно алкохолната употреба се откриват

различни критерии. Някои автори приемат за такава консумацията на 12
алкохолни единици през целия живот. Според други това е употребата на
алкохол повече от 1 път в месеца. Други проучвания приемат за алкохолна
злоупотреба консумацията на 3 алкохолни единици седмично за период от
1 година. Откриват се и автори, според които за алкохолна употреба се
говори при повече от 3 питиета на ден.

Тези критерии са поставяни в различни географски райони, различни
етноси и религии. Прие се за алкохолна злоупотреба повече от 7 алкохолни
единици на седмица или от 1 дневно.

Според цитираните изследователи 15,6% от болните с рак на главата
и шията не употребяват алкохол. Според нашите данни 16,3% от болните с
ЛК не злоупотребяват с карцином. Екип от Broun University провежда
изследване, според което употребата на алкохол и тютюнопушенето не
повлияват честотата на HPV асоциираните карциноми на главата и шията.
Това проучване, публикувано в изданието на Националния институт за
рака, е доказателство, че HPV асоциираните карциноми обособяват
отделна рискова група. Те се нуждаят от различно от конвенционалното
лечение, специфични профилактични мерки и имат различна от останалите
карциноми прогноза. Явно е, че етиологичната роля на алкохолната
злоупотреба при HPV асоциираните ларингеални карциноми е минимална.
Ако има такава, тя може да е само кофакторно влияние на алкохола най-
често при вестибуларните карциноми.отреба се откриват различни
критерии. Не можем обаче да се отрече, че редовната употреба на
концентриран алкохол води до потискане на имунитета. При наличие на
HPV инфекция, изявата на онкогенезата в тези случаи ще е по-ранна и с
по-тежки последици. Също така употребата на алкохол с висока
концентрация създава микролезии по лигавицата на хипофаринкса. Те са
входна врата за HPV инфекцията. През тези микроскопични входни врати



папилома вирусът достига до базалните слоеве на лигавицата. Това е
необходимо условие за стартиране на онкогенезата. Самото наличие на
микролезии е причина за пролиферация на епитела, за да се възстановят
дефектите по лигавицата. Същия механизъм използва и HPV, който
предизвиква неконтролируема клетъчна пролиферация.

Фиг.63

Орален секс и HPV асоцииран ларингеален карцином
Редица автори признават отклоненията в сексуалното поведение за

рисков фактор за предаване на HPV инфекцията. Такива са ранните полови
контакти, хомосексуализмът, големият брой полови партньори и др.

Проблемът се състои в това, че след като беше проучена и
установена връзката на HPV инфекцията с цервикалния карцином, СЗО
предложи ваксинация на момичетата преди започване на сексуалния
живот. В резултат на успешни ваксинационни кампании в редица страни,
голяма част от жените са профилактирани. Намалява броят на новите
случаи на рак на шийката на матката. За сметка на това относително се
увеличава броят на HPV-асоциираните карциноми на главата и шията. В
резултат на предприетите мерки HPV-асоциираният карцином на ларинкса
се обособява като едно предимно мъжко заболяване.

В изслидваната група пациенти с ЛК HPV-асоциираните карциноми
са 39,5% (n=17). От тях 23,5% (n=4) са жени и 76,5% са мъже. В същото
време в страните, в които се провежда активна политика по превенция на
карцинома на шийката на матката, има и по-ниски нива на ларингеалния



карцином (данни на СЗО). Ваксинацията при жените директно повлиява
нивото на HPV инфекцията при мъжете. По тази причина намалява и броят
на новооткритите случаи на ларингеален карцином в същите страни.

За съжаление в страните, в които не се профилактира карциномът на
шийката на матката, нивото на ларингеалния карцином остава високо.
Явно е, че папиломавирусната инфекция се предава най-често по полов
път. По тази причина се зададоха на изследваните пациенти въпроси,
засягащи сексуалното им поведение. Такива са въпросите за орален секс и
брой сексуални партньори през досегашния живот. В изследваната група
пациенти с ЛК събраха и обработиха данни за практикуване на орален
секс. 16 пациенти с HPV+ карцином дават положителен отговор на този
въпрос. Само 1 пациент отговаря негативно. От групата на HPV
негативните ларингеални карциноми, 21 отричат практикуване на орален
секс. Или 94,1% от пациентите с HPV позитивен ларингеален карцином са
практикували орален секс. От HPV негативните пациенти положителен
отговор дават 23%. В монографията си Epidemiology, pathogenesis and
prevention of the head and the neck cancer – M.L. Gillison изтъква голямото
значение на оралния секс като вектор за предаване на инфекцията. Той е
причина за нарастване на случаите на HPV-асоцииран карцином на
главата и шията.

В Multidisciplinary management of Head and Neck cancer (L. Licitra et
al) отдават важно значение на ранното започване на полови контакти,
големия брой сексуални партньори и честото практикуване на орален секс
за развитието на HPV-асоцииран карцином на главата и шията.

В Cancer-causing viruses and their inhibitors (S. Prakash) описва случай
на HPV-асоцииран ларингеален карцином при пациенти с повече от 26
сексуални партньори и многократно практикуване на орален секс.

Всички автори отчитат изключително важната роля на сексуалния
контакт с HPV серопозитивен партньор.

В наблюдаваната  група от 43-ма пациенти с ларингеален карцином
минималният брой сексуални партньори е 2-ма, а максималният – 25.
Пациентите с HPV позитивен ларингеален карцином са имали средно по
8,8 сексуални партньори през досегашния си живот. HPV серонегативните
пациенти са имали средно по 3,9 партньори. Открива се статистически
значима разлика (p=0,0001) като HPV позитивните пациенти са имали
близо два пъти повече сексуални партньори. Според Cancer research UK
изследване на 100 мъже и жени с орофарингеален и ларингеален карцином
– средния брой сексуални партньори в групата е 8,6. В същото проучване
се публикува 32 пъти по-висок риск за развитие на орофарингеален
карцином при наличие на предходна HPV инфекция. За сравнение този
риск при тежки пушачи е 3-кратен, а при злоупотреба с алкохол – 2.5 пъти.

В наблюдаваната  група от 43-ма пациенти с ларингеален карцином
минималният брой сексуални партньори е 2-ма, а максималният – 25.



Пациентите с HPV позитивен ларингеален карцином са имали средно по
8,8 сексуални партньори през досегашния си живот. HPV серонегативните
пациенти са имали средно по 3,9 партньори. Открива се статистически
значима разлика (p=0,0001) като HPV позитивните пациенти са имали
близо два пъти повече сексуални партньори. Според Cancer research UK
изследване на 100 мъже и жени с орофарингеален и ларингеален карцином
– средния брой сексуални партньори в групата е 8,6. В същото проучване
се публикува 32 пъти по-висок риск за развитие на орофарингеален
карцином при наличие на предходна HPV инфекция. За сравнение този
риск при тежки пушачи е 3-кратен, а при злоупотреба с алкохол – 2.5 пъти.

Семейна онкогенеза
При изследваните пациенти се наблюдаваха случаи, в които

съпругата е оперирана по повод карцином на шийката на матката, а
съпругът постъпва за лечение с ларингеален карцином. Същият в
последствие се оказва HPV положителен. Имаше пациентка с ларингеален
карцином и едновременно с това – карцином на шийката на матката.
Съпругът на тази жена почина от генитален рак след няколко месеца. По
тази причина се въведе понятието “семейна онкогенеза“.

Явно и логично е, че когато единият от съпрузите е с HPV позитивен
карцином, другият е контактувал с високорисков щам или щамове на
вируса. Ето защо ние събрахме анамнестични данни за т.нар. “семейна
онкогенеза“. При изследваните от нас 43-ма пациенти с ЛК 86,1% (n=37)
нямаха данни за семейна онкогенеза. В 13,9% (n=6) от случаите открихме
съпруг или съпруга с онкологично заболяване. От 6-те открити от няс
случая на семейна онкогенеза, 5 са при пациенти с HPV позитивен
ларингеален карцином.

Открива се явна статистически значима закономерност (p=0,0002).
Потърсиха се данни в литературата за семейна онкогенеза, свързана с

HPV. Открива се статия за HPV-асоцииран ларингеален карцином при 12-
годишно дете. При проведени изследвания на детето и на майката се
доказват едни и същи онкогенни щамове. Явно е, че в случая инфекцията е
предадена от майката на детето по време на раждането.

Във връзка с възможността за предаване на инфекцията в
семейството, се поведоха редица срещи, лекции и бяха организирани
профилактични прегледи за хора с гласови проблеми. Специално внимание
беше обърнато на онкогинеколозите и общопрактикуващите лекари.
Обикновено общопрактикуващият лекар е в ролята на семеен лекар. Той
има поглед върху здравето на цялото семейство. Когато например
съпругата е претърпяла хистеректомия или конизация, най-вероятно
нейният съпруг е контактувал с онкогенни щамове на вируса. 80% от тези
хора се самоочистват от вирусната инфекция за около 1 година. До третата
година самоочестване настъпва при още 5% от инфектираните. За жалост
около 15% има вероятност а развият HPV-асоцииран карцином с



орофарингеална, ларингеална, генитална или друга локализация. Тук е
важната роля на ОПЛ. При първите оплаквания на такива пациенти те
следва да бъдат насочени за диагностика на HPV инфекцията.
Сексуалнотрансмисивния път не е единственият възможен за предаване на
инфекцията. HPV се предава от майката на плода по време на раждане
(173). Вирусът е извънредно устойчив във външна среда и при обработка с
дезинфектанти. На 7-мата Национална конференция на HASUMI
foundation – проф. Кълвачев (БАН) в своя презентация съобщава, че са
изолирани вируси способни да заразяват нови индивиди в изкашляния
въздух от болен с HPV-позитивен карцином на белия дроб. По тази
причина не може да се отрече и контактно-битовия път на заразата. Ето
защо бяха събрани данни и за близки роднини (баща, майка, брат, сестра)
на нашите пациенти, които са били с онкологично заболяване. При 23,3%
(n=10) има данни за онкологично заболяване на близки роднини. Най-често
това е майката на пациентът – в 7 от 10-те случая (59). Открива се
закономерна статистически значима разлика (p=0,0002).

Прави  впечатление, че в клиниката по УНГ болести постъпват
пациенти с два, понякога дори с три първични карцинома, един от които е
ларингеалният карцином. Наблюдаван беше пациент, с карцином на белия
дроб след ларингектомия. Имаше пациент с карцином на стомаха и на
ларинкса, друг пациент беше с втори карцином на простатата. Имаше три
пациентки с конизация и рак на ларинкса и една планувана за
хистеректомия. Общо 7 пациенти – 41,1% от HPV позитивните
ларингеални карциноми бяха с втори първичен неметастатичен тумор. (42)

Логично е, че при HPV позитивен карцином, независимо от
локализацията, чрез оперативното лечение се премахва тумора, но не и
HPV инфекцията. В следствие на това има голяма вероятност да се развие
втори карцином с близка или по-далечна локализация. Точно поради тази
причина първо трябва да сме наясно за HPV статуса на пациента и след
или едновременно с хирургичното лечение да се провежда специфична или
не специфична имунотерапия. Чрез нея се постига по-добра прогноза по
отношение на рецидивите и на развитието на втори първичен карцином.

Като заключение може да се каже, че след като се обобщиха и
обработиха статистически резултатите, се стига до следния извод.
Пациентите с HPV-асоцииран ларингеален карцином оформят една нова
рискова група. За нея не са така характерни известните до сега онкогенни
фактори – тютюнопушене и злоупотреба с алкохол. Това са пациенти,
които не пушат и не злоупотребяват с алкохола. Те са сравнително млади
хора. Средно осем години по-млади по данни от изследваната от нас група.
Имат по-голям брой сексуални партньори и по-разкрепостено сексуално
поведение. По-засегнато от този вид карцином е градското население.
Често се откриват анамнестични данни за контакт с HPV позитивен
партньор. Често в групатасе  открива т.нар. семейна и фамилна онкогенеза.



По третата задача, в която се изследваха доброкачествени лезии на
ларинкса – ларингеален папилом и хиперкератоза на ларингеалния епител,
се откриха трима пациенти с положително оцветяване по p16INK4a. От
изследваните 15 души с доброкачествени тумори на ларинкса позитивните
за p16INK4a са 20%. Двама от тях бяха с плоскоклетъчен папилом на
ларинкса и един с хиперкератоза. Такъв положителен резултат е
озадачаващ т. к. p16INK4a показва активност на вирусните онкогени в
клетките на гостоприемника. Той е биомаркер, характерен за
злокачествени тъкани, но не и за доброкачествени лезии. Издириха се
досиетата на съответните пациенти и се обработи  наличната
документация. Откри се, че те са били биопсирани неколкократно по повод
на ларингеален папилом. Откриха се всички техни биопсии и бяха
изследвани с ИХХ - p16INK4a. При първата биопсия на пациентите е бил
ексцизиран в здраво ларингеален папилом. Такъв е и хистологичният
резултат. Направи се ИХХ изследване и папиломите се оказаха p16INK4a
отрицателни. След период от 5 до 7 месеца пациентите постъпват с
рецидив на папилома. Следва нова биопсия – хистологичният резултат
отново показва плоскоклетъчен папилом. ИХХ изследване обаче открива
p16INK4a позитивно оцветяване в повече от 50% от клетките на тумора.
По времето, когато е била направена втората биопсия на тези пациенти,
все още не се работеше с ИХХ метод. По тази причина настъпващата при
тези пациенти онкогенеза е останала скрита , т.к. тя не може да се докаже с
рутинното хистологично изследване. След 5 до 6 месеца същите пациенти
постъпват за пореден път в клиниката с оплаквания от дрезгав глас. При
поредната биопсия се открива ларингеален карцином. При ИХХ
изследване той дава положително оцветяване за папиломавирусна
инфекция.

По този начин, ретроспективно се  наблюдава процеса на
онкологичната трансформация на плоскоклетъчния папилом в карцином на
ларинкса. Нещо повече, при оцветяване на втория биопсичен материал се
открива момента, в който стартира онкогенезата – папиломът е p16INK4a
позитивно оцветен. Само след няколко месеца при същите пациенти се
доказва хистологично ларингеален карцином

Следвайки логиката на тази поредица от изследвания, може да се
предположи, че е възможно p16INK4a да се използва като биомаркер,
който предсказва настъпващата онкогенеза. Потърсиха се данни в
литературата в подкрепа на това предположение (31). Откриват се статии,
в които p16INK4a се предлага като предиктивен биомаркер (27). Т.е въз
основа на това изследване може да се направи предположение за отговора
на проведената терапия и прогнозата за пациента
(53,35,99,106,119,122,133).

В онкогинекологията p16INK4a се използва за разграничаване на
доброкачествените от премалигнените CIN (129). В същото време в статия



от м. Ноември 2013г. Wang H. (196) предлага златен стандарт при
изследването на злокачествените тумори на главата и шията. В него освен
хистологичното изследване и PCR, задължително присъства и p16INK4a.
Чрез ИХХ се доказва етиологичната връзка на HPV и карцинома. Както
казахме p16INK4a се използва и като предиктивен биомаркер. Трите
изследвания в Златния стандарт са задължителни, за да сме запознати с
HPV статуса на пациента.

Алгоритъм за ранна диагностика и лечение на HPV-асоциираните
карциноми и доброкачествени тумори на ларинкса
При постъпване на пациента в клиниката след съответната предоперативна
потготовка се взема материал за хистологично изследване от ларинкса.
Използва се набор за МЛХ по Kleinsasser и операционен микроскоп. Част
от същия патериал се обработва с ИХХ метод и се оцветява по p16INK4a.
Само на положително оцветените проби се прилага PCR. Хистологичният
препарат ни показва дали в биопсията има карцином, или не. ИХХ -
p16INK4a  дава данни дали този карцином е хистологично свързан с HPV
инфекцията. Ако има HPV се прави PCR тест за доказване на ДНК на
вируса и типизиране на щамовете. Липсата на който и та е от тези три
метода на изследване би довело до непълни и неточни резултати.
Например ларингеален карцином, който показва чрез PCR наличие на
HPV16 може да не е етиологично свързан с вируса. Между 3% и 5% от
нормалната лигавица показва наличието на HPV ДНК. За да е сигурно, че
точно този щам е отговорен за онкогенезата е необходимо ИХХ
изследване. В зависимост от резултатите HPV негативните ларингеални
карциноми подлежат на хирургично лечение и при необходимост лъче- и
химиотерапия. При HPV позитивните ларингеални карциноми в
допълнение към хирургичното лечение следва да се добави специфична
или неспецифична имунотерапия, в противен случай има голяма
вероятност за развиване на втори HPV позитивен карцином и/или рецидив
на първичния ларингеален карцином (42). Работата по този алгоритъм
осигурява на  пациентите съвременна диагностика и адекватно лечение на
HPV-асоциирания ларингеален карцином. Той е финансово съобразен с
българските условия. ИХХ е в пъти по-евтино от PCR. В същото време то
предлага висока чувствителност и специфичност. Чрез ИХХ се отсяват
пациентите,на които е нужно да се направи PCR от тези, при които това би
било безсмислено пилеене на средства. Както вече се спомена, чрез ИХХ
изследване може да се прогнозира биологичното поведение на
доброгачествените тумори на ларинкса. Това от своя страна би довело до
по-ранно и своевременно лечение, което осигурява по-добри резултати и
по-добра прогноза. По този начин  сезапазва доброто качество на живот на
пациентите. За сравнение през предходните 5 години до 2012 в клиниката
по УНГ болести бяха направени две частични резекции на ларинкса по
повод на ларингеален карцином. . За сравнение през предходните 5 години



до 2012 в клиниката по УНГ болести бяха направени две частични
резекции на ларинкса по повод на ларингеален карцином. Откакто се
работи по посочения алгоритъм за 1 година и 6 месеца сме направили още
8 частични резекции и хордектомии. Операции които са възможни само
при рано диагностициран туморен процес. При тях се съхранява говорната
функция и се запазва нормалния дихателен път.

6. ИЗВОДИ:
1. В изследваната  група от 43-ма пациенти с ларингеален карцином

39,5% (n=17) са етиологично свързани с папиломавирусната
инфекция.

2. Пациентите с p16INK4a позитивен ларингеален карцином оформят
нова рискова група за развитието на това заболяване. Нейни важни
характеристики са:

 Пациентите с HPV позитивен ларингеален карцином са по-
млади от останалите в групата (средно с осем години)

 Обикновено тези пациенти не злоупотребяват с алкохол и
тютюнопушене

 По-засегнати от HPV-асоцииран ларингеален карцином са
мъжете.

 Важен фактор за развитие на HPV-асоциирания ларингеален
карцином е по-големия брой сексуални партньори и
практикуването на орален секс.

 Често при пациентите с HPV-асоцииран ларингеален карцином
откриваме данни за т.нар. семейна онкогенеза.

 Вероятността от предхождаща или последваща лечението
проява на втори първичен карцином и/или рецидив е по-голяма
при HPV позитивните ларингеални карциноми.

 По отношение на хистологичния резултат HPV-асоциирания
ларингеален карцином е най-често високо диференциран с
кератинизация

3. От групата пациенти с ларингеален папилом и хиперкератоза се
откриват три случая (20%) с p16INK4a позитивно оцветяване. В
последствие същите пациенти са оперирани по повод на
ларингеален карцином. При достатъчно натрупан материал е
възможно приложението на p16INK4a като биомаркер, предсказващ
настъпващата онкогенеза.

4. Приложението на разработения  алгоритъм за ранна диагностика и
лечение на HPV-асоциирания ларингеален карцином осигурява на
пациентите съвременно, адекватно, ефективно и икономически
съобразено лечение



 Въвежда се логичен порядък в последователността на
изследванията.

 В зависимост от резултатите на всеки етап се определят
методите на лечение.

 Чрез последователно приложение на методите на изследване,
заложени в алгоритъма, можем да се предскаже настъпваща
онкогенеза при някои доброкачествени тумори на ларинкса.

 Спестяват се на пациента излишни разходи за изследвания и
лечение.

 Ранната диагностика още на ниво предракова лезия осигурява
на лекаря и  пациента по-добри резултати, по-добра прогноза и
съответно по-добро качество на живота на пациента.

5. В съвременната ларингеална хирургия лекаря е длъжен да бъде
информиран за HPV статуса на пациента. Тази информация
повлиява терапевтичното поведение, профилактичните мерки и
препоръките към пациента (както по отношение на неговото здраве,
така и по отношение на здравето на близките му)

7. ПРИНОСИ:
1. За първи път в България се прилага имунохистохимичния метод

p16INK4a за диагностиката на HPV-асоциирания ларингеален
карцином. По този начин се доказава етиологичната връзка между
HPV инфекцията и ларингеалния карцином.

2. Проучиха се и  бяха описани важни характеристики на
новосформираната рискова група от пациенти с HPV-асоцииран
ларингеален карцином.

 Възраст
 Пол
 Местоживеене
 Тютюнопушене
 Злоупотреба с алкохол
 Сексуално поведение
 Семейна онкогенеза
 Множествена карциногенеза

3. За първи път в България се приложи ИХХ метод за изследване на
пациенти с хиперкератоза и ларингеален папилом. Предложи се
p16INK4a да бъде използван като биомаркер, прогнозиращ
настъпващата малигнизация на някои доброкачествени тумори на
ларинкса.

4. За първи път в България се предлага научно обоснован и
практически приложим алгоритъм за диагностика и лечение на HPV



асоциирания ларингеален карцином и доброкачествени тумори на
ларинкса.

5. Въвежда се понятието и се описва т.нар.  „семейна онкогенеза“
6. Свързахме множествената карциногенеза с HPV инфекцията с

високорискови щамове.
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