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POPIS SKRACENICA

LOH - gubitak heterozigotnosti

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

RNK - ribonukleinska kiselina

rDNK - ribosomska deoksiribonukleinska kiselina
WHO - Svjetska zdravstvena organizacija

TNM - tumor (T), limfni ¢vorovi (N), metastaze (M)
(p)TNM - patoloski TNM

AJCC - American Joint Comity on Cancer

nm?23 — tumor supresor gen

KM krivulje — Kaplan — Meierove krivulje

Ki-67 — proliferacijski marker

EFGR - receptor za epidermalni ¢imbenik rasta
AgNOR - argirofilna regija nukleolarnog organizatora
TRF - transferinski receptor

p53 — gen prigusiva¢ tumora

PCNA - antigen jezgara proliferirajucih stanica

HER 2/neu (c-erb-2) - onkogen
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1. UVOD

1.1. Grkljan

Grkljan je cjevasti organ Cija je primarna funkcija respiracija, a sekundarna
fonacija. Anatomski je graden za svoju prvotnu ulogu, a tek je naknadno prilagoden,
tijekom evolucije, za fonaciju (1). Funkcija grkljana je i zaStita respiratornih putova od
stranih tijela, a omogucena je postojanjem triju sfinktera. Fonacija, kao sekundarna uloga,
razvila se iz refleksnog zatvaranja grkljana, razvojem srediSnjeg Ziv€anog sustava, a i
boljom diferencijacijom perifernih organa, Sto je omogucilo prilagodbu svih organa koji
sudjeluju u funkciji fonacije (2).

Osnova grkljana nastaje u Cetvrtom tjednu embrionalnog Zivota na ventralnoj strani
kaudalnog dijela SkrZznog crijeva, duSnika i pluc¢a u obliku divertikuloidnog izbocenja.
IzduZenjem tog izbocenja u kaudalnom smjeru nastane laringotrahealna cijev. Kranijalni
kraj te cijevi otvara se u Zdrijelo pomocu uskog otvora (primitivni aditus laryngis), dok
kaudalni kraj zavrSava slijepo. Od kranijalnog dijela laringotrahealne cijevi razvijaju se
grkljan i dusnik, a od kaudalnog dijela kad se podijeli na dvije grane, bronhi i pluca (3).

Histoloski, s unutra$nje strane grkljana nalazi se sluznica prekrivena viSerednim
cilindricnim epitelom s trepetiljkama u koji su uklopljene vrcaste stanice 1
tubuloalveolarne Zlijezde (1). U lamini propriji smjeStene su grkljanske hrskavice, od
kojih su vece hrskavice hijaline (tiroidna, krikoidna i najveci dio aritenoidnih), a manje
elasti¢ne (epiglotis, kuneiformna, kornikulata i vrhovi aritenoidnih). Epiglotis ima dvije

plohe: jezi¢nu 1 grkljansku. Cijela jezi¢na strana i dio grkljanske strane uz vrSak, obloZeni



su viSeslojnim plocastim epitelom. Prema bazi grkljanske strane epiglotisa taj epitel
prelazi u viSeredni cilindri¢ni s trepetljikama. Ispod epitela nalaze se mjeSovite
seromukozne Zlijezde (4). Ispod epiglotisa, sluznica stvara dva parna nabora koji strSe u
lumen grkljana. Gornji par Cine lazne glasnice (vestibularni nabori), obloZene tipi¢nim
respiracijskim epitelom, ispod kojega se u lamini propriji nalaze brojne serozne Zlijezde
(4). Donji par nabora Cine prave glasnice, gdje se u lamini propriji nalaze veliki snopovi
usporednih elasti€énih vlakana, koji su obloZeni viSeslojnim plocastim epitelom,

otpornijim na mehanicka oSte¢enja od viSerednog cilindri¢nog epitela (1).

1.2. Tumori grkljana

Medu malignim tumorima grkljana najces$¢i je klasi¢ni oblik planocelularnog
karcinoma. Rjede se pojavljuju: verukozni planocelularni karcinom, planocelularni
karcinom vretenastih stanica, bazaloidni planocelularni karcinom, adenokarcinom,
adenoidni cisti€ni karcinom, neuroendokrini karcinomi (tipi¢ni karcinoid, atipicni
karcinoid 1 karcinom sitnih stanica) te maligni tumori vezivnog tkiva koji su vrlo rijetko
lokalizirani u grkljanu (5,6). Prepoznavanje ovih malignih neoplazmi vaZno je jer se
njihovo biolosko ponaSanje Cesto razlikuje od klasicnog planocelularnog karcinoma (7).

Uzrok karcinoma grkljana nije poznat, ali na njegov nastanak utjeCu razliciti
vanjski Cimbenici kojima je izloZena sluznica grkljana, a uz to i1 neki unutraSnji
¢imbenici. Gornji aerodigestivni trakt u izravnom je dodiru s brojnim mogu¢im
kancerogenim tvarima (dim, pare, tekucine, hrana, praSine) (8). Etioloski se karcinomi
grkljana dovode u svezu s pet razli€itih ¢imbenika: puSenje, kiseline, sepsa, zacini i sifilis
(9). Udisanje dima cigareta izaziva preneoplasticne, neinvazivne lezije, ali i invazivne

karcinome grkljana. Cigarete 1 alkohol zajedno su vrlo snaZzni kancerogeni Cinitelji u



nastanku ovih karcinoma (10). Rizik je razmjerno proporcionalan s koli¢inom koja se
unosi. Svaki od navedenih agenasa moZe pridonijeti dvostrukom, odnosno trostrukom
povecanju rizika; ako se udruZe, rizik se moZe povecati za viSe od petnaest puta (11).
Sam alkohol je u direktnoj korelaciji sa supraglotickim, ali ne 1 glotickim karcinomom.
Osim toga, radnici izloZeni azbestu, niklu, ili oni koji rade u drvnoj industriji imaju
takoder vecu incidenciju nastanka karcinoma grkljana (9). Pacijenti s karcinomom
grkljana imaju povecani rizik za nastanak sekundarnog tumora u gornjem
aerodigestivnom traktu ili plu¢ima (12).

Takoder se sumnja i na genetsku podlogu bolesti, jer je primjeéena veca
incidencija bolesti kod pojedinih obitelji (11).

Karcinom grkljana ¢eS¢i je u muSkaraca nego u Zena (13). Ucestalost u
muskog spola iznosi oko 97 %, a u Zenskog najviSe 2 do 3%. Udio karcinoma grkljana u
ukupnom broju malignih neoplazmi koje se pojavljuju u muskaraca iznosi 2,3 %, a u Zena
0,4 % (9). S obzirom na Zivotnu dob u kojoj se karcinom grkljana najc¢esce pojavljuje, u
70% slucajeva to su bolesnici izmedu pedesete i sedamdesete godine Zivota, oko 12%
izmedu cCetrdesete i pedesete, a 4% izmedu tridesete i Cetrdesete godine Zivota. Vrlo su
rijetki bolesnici mladi od trideset godina. U dobi izmedu desete i tridesete godine
otkriveno je 1 do 2% slucajeva (5).

Prvi klinicki simptomi su blagi. Tumor na glasnicama rano uzrokuje promuklost
koja se postupno pojacava. Pravilo je da je svaka promuklost koja traje duze od mjesec
dana i koja ne reagira na protuupalno lijeCenje, sumnjiva na karcinom grkljana, pogotovu
ako je bolesnik puSac (4). Svojim rastom tumor glasnica moZe suziti rimu pa ¢e se javiti i
smetnje disanja. Daljnji simptom karcinoma ove regije je kasalj i obilna ekspektoracija,
nekad uz nesto krvi (11). Bol se obi¢no kasno javi, kao i simptomi fonatorne disfunkcije.

Nelagoda ili bol u grlu ili uhu, kaSalj, oteZano gutanje, dispneja, hemoptiza, povecani
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cervikalni Cvorovi 1 gubitak tjelesne teZine dodatni su simptomi koji su znak
napredovanja bolesti (5). Prodorom kroz kostur grkljana, tumor ¢e se Siriti u okolinu. Pri
tom se vidi oteCeno podrucje oko grkljana, a ako je tumor probio do koZe, ona ¢e biti
proZeta tumorom, fiksirana, a zbog popratnih upalnih promjena crvena i otecena (11).

Dijagnoza karcinoma grkljana postavlja se na osnovi klinicke slike, bimanualne
palpacije vrata, laringoskopije, laringograma i tomograma grkljana, pokusne ekscizije
odnosno patohistoloske slike. Za precizno utvrdivanje lokalizacije i proSirenosti potrebna
je laringomikroskopija, koja je ujedno i najpouzdanija za uzimanje probatorne biopsije.
Negativan patohistoloSki nalaz uz pozitivnu klini€¢ku sliku ne iskljucuje karcinom te
biopsiju treba ponoviti (2).

Nakon §to je dijagnoza karcinoma postavljena, odreduje se stadij bolesti koji nam
govori o prognozi bolesti. Medunarodno prihvatljiv kriterij za utvrdivanje stadija
karcinoma je TNM sustav (8). Karcinom grkljana daje limfogene metastaze, ali moze
rijetko praviti i udaljene hematogene metastaze. One se pojavljuju na plu¢ima, pleuri i
vrlo rijetko u kostima (5).

U ljjeCenju karcinoma grkljana dolazi u obzir kirurSka terapija, zraCenje,
citostatici te palijacija. Izbor terapije ovisi o lokalizaciji i1 proSirenosti tumora,

patohistoloskoj slici i 0 opem stanju bolesnika (11).

1.2.1. Topografija karcinoma grkljana

Topografski, tumori grkljana dijele se na Ccetiri velike skupine: gloticki,
supragloticki, subgloticki (infragloticki) i transgloticki (5).
Gloti¢ni prostor ukljucuje glasnice i prednju komisuru (2) i to je najcesca

lokalizacija karcinoma grkljana, s udestalo§éu oko 60%. Ceice se pojavljuju na prednjem



dijelu glasnica. Vec¢inom su to dobro diferencirani planocelularni karcinomi, ali su
glasnice ujedno i najceS¢a lokalizacija carcinoma in situ koji se obifno pojavi na
prednjem kraju glasnica, a mogu se prosiriti preko prednje komisure na drugu glasnicu.
Za razliku od invazivnog karcinoma grkljana, carcinoma in situ grkljana ¢eS¢e nastaje
kod musSkaraca srednje dobi u obliku diskretnih promjena (13). Ovaj prostor oskudjeva
limfnom drenaZzom te karcinom gloti¢ne regije dugo ostaje lokaliziran i bez metastaza.
Gloti¢ni karcinomi imaju tendenciju Sirenja po vertikali, ali moZe invadirati i okolnu
unutra$nju laringealnu muskulaturu. Metastaze se pojavljuju kasno, tek kada se tumor
prosiri izvan glasnica i zahvati duboke limfne ¢vorove uz velike krvne Zile vrata (14).

Supragloticki prostor obuhvaca laringealnu povrSinu glotisa ukljucivo s njegovim
vrhom, ariepigloticne nabore i1 mukozu Morgagnijeva ventrikla (12). Ucestalost
karcinoma ove regije krece se oko 30% svih karcinoma grkljana. NajceSc¢a lokalizacija
karcinoma ove regije je ventrikularni nabor, zatim epiglotis (laringealna strana), a
najrjede Morgagnijev ventrikul. U praksi se cesto kasno otkrije te je teSko odrediti
ishodiSte tumora. Iz ove regije tumor se moZe prosiriti u gloti¢ni 1 subgloti¢ni prostor te
izvan grkljana bilo da zahvati i probije Stitnu hrskavicu, bilo da se preko glotisa prosiri na
njegovu faringealnu stranu, u valekule i bazu jezika ili preko ariepigloténih nabora u
sinus piriformis. Karcinom ventrikularnog nabora moZe se S§iriti 1 prema natrag te
zahvatiti 1 aritenoid. Limfnim Zilicama karcinom supraglotiCne regije metastazira u
limfne ¢vorove vrata, ponajceS¢e na onu stranu vrata na kojoj je primarni tumor, ali moze
se proSiriti 1 na drugu stranu. NajceS¢e budu zahvaceni limfni ¢vorovi oko racvista
karotida, rjede podrucje mandibularnog kuta ili supraklavikularne jame (5).

Subgloti¢ki (infragloti¢ki) prostor obuhvaca podrucje ispod glasnica do razine
prve trahealne hrskavice (14) i predstavlja rjedu lokalizaciju karcinoma grkljana s

ucestaloS¢u oko 5%. Tumor ove regije moZe se proSiriti na gloticku regiju, zahvatiti
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dusnik ili prema natrag jednjak. Nerijetko se Siri prema naprijed te zahvati Stitnjacu.

Metastaze se pojavljuju u prelaringealnom i paratrahealnom prostoru te u dubokim

limfnim ¢vorovima vrata. Karcinomi ove lokalizacije imaju najloSiju prognozu (5).
Transgloticki karcinomi su takoder rijetki i ¢ine svega 5% svih karcinoma, a

proteZu se kroz sve navedene prostore 1 ispod ventrikula (12).

1.2.2. Histopatologija tumora grkljana

Najcesci histoloski tip karcinoma grkljana je planocelularni karcinom, ukljucujuci
carcinoma in situ 1 ¢ini oko 90% svih karcinoma. Manje od 10% cine verukozni
planocelularni karcinom, planocelularni karcinom vretenastih stanica, anaplasti¢ni
sitnostani¢ni karcinom, adenokarcinom, adenoidni cisti¢ni karcinom, mukoepidermoidni
karcinom, melanom 1 druge nekeratiniziraju¢e neoplazme (9). Primarni sarkomi ¢ine 0,3-
1% svih zlocudnih tumora grkljana. Najc¢e$¢i je hondrosarkom, koji Cini 48% svih
sarkoma, dok se rjede pojavljuju fibrosarkom, rabdomiosarkom, maligni fibrozni
histiocitom,  leiomiosarkom,  osteogeni  sarkom, liposarkom,  angiosarkom,
hemangiopericitom te sinovijalni sarkom.

Postoje dva tipa karcinoma grkljana, od kojih jedan nastaje direktnim prijelazom
iz normalnog tkiva u invazivni karcinom, a drugi nastaje preko carcinoma in situ (6).

Carcinoma in situ grkljana priznat je kao posebni entitet. U vecini slucajeva, on
se vidi kao periferni (vanjski) rub invazivnog karcinoma te se smatra da 75% invazivnih
karcinoma ima in situ komponentu (15). Po¢inje u bazalnom sloju viSeslojnog plocastog
epitela 1 karakteriziran je staniénom atipijom, povecanim hiperkromatskim jezgrama,
nezrelom keratinizacijom 1 atipi¢nim mitozama (16). Osim toga razvijena je i akantoza

intrapapilarnih  produzetaka epitela. Stanice proliferiraju s jedne strane prema
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povrSinskim slojevima ali 1 u okolinu ZariSta. Za razliku od invazivnog karcinoma, bitna
osobina carcinoma in situ je Sto on ne probija bazalnu membranu, tj. ona ostaje intaktna
(6).

Planocelularni karcinom nastaje od povrSinskog viSeslojnog plocastog epitela
glasnice ili epiglotisa, ali 1 od respiratornog epitela nakon njegove plo€aste metaplazije.
Debljina zahvacenog epitela obi¢no je povecana (akantoza) kao posljedica hiperplazije
bazalnog sloja ili ¢eS¢e stratuma spinozuma. Uz to stanice povrSinskog sloja epitela
pokazuju stvaranje keratohijalinih granula i ¢ine skvame (keratinizacija). Prisutna su dva
oblika keratinizacije: ortokeratoza kod koje su keratinizirane stanice izgubile svoje jezgre
1 parakeratoza kod koje su jezgre stanica odrzane poput malih tankih tockica u stanici.
Relativni omjer akantoze i keratinizacije jako se razlikuju. Cesto bazalni sloj pokazuje
rast u dubinu u subepitelijalni sloj zadrZzavajuci pri tom bazalnu laminu intaktnu (15).

Makroskopski karcinom grkljana moZe imati tri oblika: proliferativni s
papilarnim, bradavi€astim ili kvrgavim tvorevinama, zatim infiltrativni oblik karcinoma
koji se Siri najeS¢e na mjestu gdje je sluznica debela, pri ¢emu sluznica iznad tumora
moze dugo vremena biti bez ulceracije te ulcerativna forma koja moZe nastati na jednoj
od predhodnih ili takva mozZe biti od samog pocetka (5). Vecina karcinoma grkljana mjeri

u promjeru 1 do 4 cm (15).

1.3. Prognosticki ¢imbenici karcinoma grkljana

Prognosticki ¢imbenici dijele se na “klasi¢ne” (veli¢ina tumora, zahvacenost limfnih
¢vorova, udaljene metastaze (TNM), lokalizacija tumora 1 histoloSki stupanj
diferencijacije) te ‘“‘suvremene”u koje ubrajamo proliferacijske markere (primjerice

PCNA, Ki-67), regulatorne bjelancevine stani¢nog ciklusa (primjerice p16, p21, ciklini),



onkogene (pr. p 53), regulatorne bjelancevine apoptoze (primjerice bcl-2/bax) proteinaze
(pr. katepsin D), ¢cimbenike koji reguliraju angiogenezu (primjerice vaskularno-endotelni

¢imbenik rasta - VEGF), AgNOR, sadrzaj DNK i druge.

1.3.1. Klasiéni prognosticki ¢imbenici

1.3.1.1. Klini¢ka TNM Klasifikacija karcinoma grkljana

TNM sustav predstavlja jedinstveni kriterij za procjenu uznapredovalosti vecéine
karcinoma. On podrazumjeva lokalnu proSirenost tumora, prisustvo ili odsustvo
metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima odnosno udaljenih metastaza. Klinicki TNM
sustav nije tako precizan kao patoloSki te sluzi za usporedbu rezultata radioterapije i
kemoterapije. Nasuprot tome, patoloski (p)TNM sustav je znatno korisniji u predvidanju
prognoze maligne bolesti (8). Klini¢ka podjela karcinoma grkljana nastala je kao rezultat
klinickog pregleda bolesnika. Karcinom larinksa je podijeljen u odnosu na veli¢inu
primarnog tumora (T), proSirenost karcinomskih stanica u regionalne limfne ¢vorove (N)

1 udaljene metastaze (M) (16).

Primarni tumor (T)
TX Primarni tumor se ne moze odrediti
TO Nema znakova primarnog tumora

Tis Carcinoma in situ
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Supraglotis
T1 Tumor ogranicen na podrucje supraglotisa uz urednu pokretljivost glasnica
T2 Tumor zahvaca viSe od jednog podrucja supraglotisa ili glotisa uz urednu
pokretljivost glasnica
postkrikoidno podrucje, medijalni zid piriformnog sinusa ili preepigloti¢ni prostor
T4 Tumor se Siri kroz tireoidnu hrskavicu i/ili na druga tkiva oko grkljana, pr.

orofarinks, meka tkiva vrata

Glotis

T1 Tumor ograni¢en na glasnicu(e) / moZe se Siriti na prednju ili straZnju
komisuru s normalnom pokretljivosti

T1a Tumor ograni¢en na jednu glasnicu

T1b Tumor zahvaca obje glasnice

T2 Tumor se Siri na supraglotis i/ili glotis, s normalnom ili poremecenom
pokretljivosc¢u glasnica

T3 Tumor ogranicen na grkljan s fiksacijom jedne ili obje glasnice

T4 Tumor se Siri kroz tiroidnu hrskavicu i/ili na druga tkiva oko grkljana, pr.

orofarinks, meka tkiva vrata

Subglotis
T1 Tumor ogranicen na subgloti¢nu regiju
T2 Tumor se Siri na jednu ili obje glasnice s normalnom ili poremecenom

pokretljivos¢u
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T3 Tumor je ogranicen na grkljan s fiksacijom jedne ili obje glasnice
T4 Tumor se Siri kroz Stitnu hrskavicu 1/ili na druga tkiva oko grkljana, pr.

orofarinks, meka tkiva vrata

Regionalni limfni ¢vorovi na vratu (N)

NX Regionalni limfni ¢vorovi se ne mogu odrediti

NO Nema znakova zahvacéenosti regionalnih limfnih ¢vorova

N1 Metastaza je u jednom ipsilateralnom limfnom ¢voru, do 3 cm veliCine

N2 Metastaza je u jednom ipsilateralnom limfnom ¢voru ve¢em od 3 cm, a
manjem od 6 cm u najve¢em promjeru ili u multiplim ipsilateralnim limfnim ¢vorovima
ne ve¢im od 6 cm u najveCem promjeru ili bilateralno ili u kontralateralnom limfnom
¢voru ne ve¢em od 6 cm u najveem promjeru

N2a Metastaza je u jednom ipsilateralnom ¢voru ve¢em od 3 cm, ali ne ve¢em od
6 cm u najvecem promjeru

N2b Metastaze su u viSe ipsilateralnih ¢vorova ne ve¢im od 6 cm u najvecem
promjeru

N2c¢ Metastaze su bilateralne ili kontralateralne ne ve¢ih promjera od 6 cm

N3 Metastaze su u limfnom ¢voru vec¢eg promjera od 6 cm

Udaljene metastaze (M)
MX Udaljene metastaze se ne mogu odrediti
MO Nema znakova udaljenih metastaza

M1 Postoje znakovi udaljenih metastaza
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Stadij bolesti znaci stvarnu rasprostranjenost u njezinom predterapijskom stanju. PTNM,
tj. postoperativna histopatoloSka klasifikacija u skladu s kliniCkom klasifikacijom

karcinoma grkljana.

1.3.1.2. Tipovi stani¢ne diferencijacije karcinoma grkljana

Postoje tri glavna tipa planocelularnog karcinoma grkljana koji su odredeni
stupnjem stani¢ne diferenciranosti. Vrijednost ove podjele izdrzala je test vremena i

brojna istrazivanja i prihvacena je od Svjetske zdravstvene organizacije, WHO (17).

Gradus 1 (Dobro diferencirani planocelularni karcinom)
Karakteriziran je poligonalnim stanicama, dobro razvijenim intercelularnim
mosti¢ima i1 obilnim brojem keratiniziranih perla. Jezgre su hiperkromatske, nejednake

veli¢ine i oblika, sa smanjenom koli¢inom citoplazme. Stroma tumora je oskudna.

Gradus 2 (Umjereno diferencirani planocelularni karcinom)

Karakteriziran je oskudnim keratiniziranim perlama ili ih nema. Vidi se
polimorfija jezgara, mitoze (Cesto atipicne) su brojne, a mogu biti prisutne 1
multinuklearne stanice. Rjedi su intercelularni mostici.

Gradus 3 (Slabo diferencirani planocelularni karcinom)

Karakteriziran je malobrojnim epitelnim perlama, gotovo da nema
keratinizacije i intercelularnih mosti¢a. Brojne su atipi¢ne mitoze, uz izrazitu polimorfiju

stanica i jezgara.
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1.3.2. Znacaj prognostickih ¢imbenika

Iako je klini¢ki ishod ovisan o stadiju bolesti, klinicki TNM sustav je nesavrSen
prognosticki pokazatelj. Rutinsko histopatolosko stupnjevanje takoder ima odredenu
prognosticku vrijednost, iako ne moze biti glavna odrednica na kojoj se temelji terapija.
Unato¢€ Sirokoj uporabi klasi¢nih prognosti¢kih parametara za karcinom plocastih stanica
grkljana, kao Sto su TNM Kklasifikacija i histopatolosko stupnjevanje, ovdje imaju samo
ogranicenu vrijednost u predvidanju bioloskog ponasanja tog tipa tumora (18).

Za sljedeée Cimbenike u raznim je radovima utvrdeno da imaju
prognosticko znacenje kod karcinoma grkljana:
1. Klinicki stadij i lokalizacija tumora djelomi¢no odreduje vjerojatnost diseminacije.
PetogodiSnje preZivljenje je: za gloticke karcinome 80%.
(G I-90%, G 1I-85%, GIII-60 %, G IV <5%).
- za supragloticke 65%
(G I-85%, G 1I-75%, G 11I-45%, G IV <5%)
- za transgloticke 50%
- za subgloticke 40%.
Izmedu svih supraglotickih karcinoma oni lokalizirani u ariepiglotiCkom naboru imaju
najlosiju prognozu.
2. Stupanj diferencijacije tumorskih stanica je neovisan prognosti¢ki Cimbenik, a
razlikujemo; G1 dobro diferencirani, G2 srednje diferencirani i G3 slabo diferencirani
karcinom.
3. Veli¢ina tumora je bitan prognosticki ¢imbenik. Tako ve¢i tumori u T1 skupini

nakon zracenja ¢eSce lokalno recidiviraju.
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4. U nekim radovima DNK ploidnost ima prognosticki znacaj, jer se pokazalo da
aneuploidni tumori imaju slabiju prognozu od diploidnih.
5. Zahvacenost limfnih ¢vorova takoder ima prognosticki znacaj; ako su pozitivni,
prognoza ovisi o broju zahvacenih ¢vorova, njihovoj veli€ini 1 prisustvu ili odsustvu
ekstranodalnog Sirenja.
6. U nekim radovima istiCe se i reakcija domacina, jer se smatra de je prisustnost
Langerhansovih stanica predstavlja povoljan prognosti¢ki ¢cimbenik (12).

Unato¢ najSiroj uporabi klasi¢nih prognosti¢kih parametara (kao TNM i
histopatoloSko stupnjevanje) za karcinom plocCastih stanica grkljana i ovdje se nastoji

pronaci parametre koji ¢e Sto je moguce bolje pokazati o¢ekivano ponasanje tumora (18).

1.4. Noviji prognosticki ¢imbenici

Postoje brojne studije koje istrazuju razliCite novije prognosticke ¢imbenike koji bi
pomogli u predvidanju bioloskog ponasSanja tumora, na razli¢itim lokalizacijama. U
podrucju karcinoma grkljana ispitivane su proteinaze (katepsini B, L i D), zatim
proliferacijski markeri (PCNA, Ki-67, EGFR, TFR), onkogeni (p53, c-erbB-2, nm23,
ciklin D1) te AgNOR-i 1 sadrzaj DNK. Do sada su razliiti noviji ¢imbenici pokazali
odredenu prognosti¢ku vrijednost. Primjerice proliferacijski markeri kao $to je Ki 67,
sadrzaj DNK, AgNOR te proteaze, kao primjerice katepsin D (19-23). Takoder i
aktivacija nekih protoonkogena (primjerice ras), smanjena ekspresija antionkogena
(primjerice p53) (19), kao i1 poremecaj regulacije regulatornih gena koji kodiraju
regulatorne bjelancevine (primjerice ciklina D1) imaju odredenu prognosti¢ku vrijednost
(24). U nekim radovima naglaSena je i uloga nm23H1 gena (25,26). Rezultati navedenih

studija ve¢inom pokazuju korelaciju s klasi¢nim prognostickim ¢imbenicima kao Sto su
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veli¢ina tumora, zahvacenost limfnih ¢vorova i histoloski gradus, a ne mogu se izdvojiti
kao nezavisni prognosticki ¢imbenici (27). Jedan od mogucih razloga je i Cinjenica da su
tumori heterogeni Sto uzrokuje disperziju mjerenih vrijednosti koji su mjereni na

histoloskoj razini.

1.5. Tumorska heterogenost

Intratumorska heterogenost definira se kao postojanje viSestrukih abnormalnih
staniCnih linija u razli¢itim djelovima jednog tumora ili postojanje diploidnog 1
aneuploidnog sadrZzaja DNA. Heterogenost tumorskih stanica razvija se kroz proces
progresije ili napredovanja tumora te se moze re¢i da se tumori sastoje od razliCitih
stanicnih subpopulacija s razli¢itim bioloSkim karakteristikama. Ve¢ u vrijeme
dijagnosticiranja vecina tumora sadrZi razliCite populacije stanica s nejednakim
osobitostima. Razlike mogu biti izraZzene u Kkariotipu, proizvodnji hormona, broju i
izrazenostl receptora na povrSini staniéne membrane, osjetljivosti na citotoksicne
lijekove, biokemijske produkte, brzini rasta in vitro, invazivnosti te sposobnosti
metastaziranja.

Klasi¢ni prognosticki ¢imbenici za karcinome grkljana (stadij bolesti, lokalizacija,
veli¢ina tumora, stupanj diferencijacije 1 tip tumorskog rasta) bazirani su na morfoloSkim
i klinickim osobinama tumora koji tumor obraduju kao uniformnu masu. U novije
vrijeme sve je viSe evidentno da su tumori heterogeni. Heterogenost sadrzaja DNK
utvrdena je kod nekih tumora kao Sto su pluca (28), karcinom dojke i jajnika (29),
bubreZni karcinom (30) te karcinom prostate (31).

Maligna transformacija i tumorska progresija predstavljaju niz promjena u kojima vise

steCenih 1 konstitucionalnih genetskih defekata dovode do nekontroliranog rasta
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tumorskog tkiva (32-35). Priroda i mehanizmi ovih genetskih promjena predmet su
intezivnih istraZivanja ve¢ duZe vrijeme (35,36). Mnoge citogenetske i izoenzimske
studije ukazuju na Cinjenicu da je karcinom genetska bolest. Predpostavlja se da su
kromosomske alteracije, posebice translokacija, delecija i1 inverzija, odgovorne za
aktivaciju proto-onkogena i funkcionalni gubitak nekih tumor supresorskih gena ili anti-
onkogena.

U ranoj fazi bolesti tumor se sastoji od stanica s jednakom kromosomkom gradom, $to
govori o monoklonalnom porijeklu. Primarno kromosomsko oSte¢enje odgovorno je za
malignu transformaciju. Ono moZe biti uzrokovano translokacijom, delecijom,
inverzijom ili tockastom mutacijom, koje su jedinstvene za odredeni tip neoplazme. U
kasnijoj fazi, tijekom progresije ve¢inom tumori postaju heterogeni. Prijelaz primarno
homogene tumorske populacije stanica u heterogenu tumorsku populaciju naziva se
tumorska progresija. Sekundarno (ili tercijarno) kromosomsko oStecenje, koje ukljucuje
poremecaj u broju i strukturi kromosoma odgovorno je za tumorsku progresiju,
heterogenost tumora i sposobnost metastaziranja. S obzirom da tumorske stanice imaju
nestabilnu genetsku strukturu i da su osjetljivi na brojne fizikalne i kemoterapeutske
¢imbenike ne iznenaduje Cinjenica da uznapredovali tumori gube monoklonalnost i stjecu

heterogenu kromosomsku strukturu (37).

1.5.1. Mogu¢éi mehanizmi tumorske heterogenosti

Pretpostavlja se da je genetska nestabilnost tumora bitna osnova tumorske

heterogenosti (37). Citogenetska istrazivanja cCesto otkrivaju istodobno postojanje

multiple subpopulacije stanica unutar tumora u tijeku progresije. Ovaj fenomen je dobro
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poznat kod kroni¢ne mijeloi¢ne leuemije, gdje postoji jedna ili viSe stani¢nih populacija s
citogenetskim defektom uz Philadelphija kromosom u tijeku blastne krize.

Sekundarne kromosomske anomalije (kao one opisane kod kroni¢ne mijeloicne
leukemije) dijele se u dva tipa. Prvi tip je poremecaj broja kromosoma, primjerice
trisomija kromosoma 8, nastala neodvajanjem u diobi stanice. Drugi tip su strukturne
anomalije, primjerice formiranje izokromosoma 17, i(17Q), koji nastaje u tijeku loma
zadanog kromosomskoj DNK.

Moguce je da viSestruki mehanizmi utjeCu na tumorsku progresiju te za posljedicu
imaju promjene kako u broju tako i u strukturi kromosoma. Dijele se na prirodene
defekte kromosoma, steCene defekte te ekstracelularne c¢imbenike. Kod prirodenih
defekata nestabilnost defektnih kromosoma dovodi do sklonosti odredenom tipu
karcinoma, Sto se vidi u nekim sindromoma, primjerice ataxia teleangiectasia,
Fanconijeva anemia, Bloom-ov sindrom i xeroderma pigmentosum (37). Ste€eni defekti
kromosoma nastaju pod utjecajem razli€itth ¢imbenika kao Sto su primjerice: toksicne
tvari koje se oslobadaju iz nekroticnih tumorskih stanica, slobodni radikali koje
proizvode makrofagi, radikali kisika iz NK stanica i drugo. Ekstracelularni ¢imbenici
ukljucuju razli¢ite bioloske, fizikalne i kemijske agense, kao Sto su onkogeni virusi,
rentgensko 1 UV zrafenje te kemoterapeutike (38,39). ViSestruka izloZenost nekim od
ovih ¢imbenika dovest ¢e do novih i ireverzibilnih genetskih promjena koje ¢e tumorsku

stanicu uciniti jo§ agresivnijom u bioloSkom ponaSanju.
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1.5.2. Heterogenost planocelularnog karcinoma grkljana

Tumorska heterogenost odgovorna je za razli¢ite bioloSke i histoloske osobine tumora,
kao i njegovo biolosko ponaSanje te moZe objasniti veliku varijabilnost u prognozi
razli¢itih tumora. Malo se zna o heterogenosti planocelularnog karcinoma glave 1 vrata.
Poznato je da se u planocelulanom karcinomu moZe razluciti podrucje dobro
diferenciranih stanica s niskom mitotskom aktivnoS¢u od podruc¢ja sa stanicama koje
imaju visoku proliferativnu aktivnost i slabu diferencijaciju. Pretpostavlja se da podrucje
s viSim histoloskim gradusom odreduje prognozu kod pacijenta i da se recidiv
najvjerojatnije javlja u ovom podru¢ju (31). Mada je intratumorska heterogenost
viSestruko potvrdena, mali broj studija je istraZio njen utjecaj na prognosti¢ku vrijednost

razlicitih potencijalnih prognostic¢kih parametara.

1.5.3. Moguéi utjecaj intratumorske heterogenosti na prognosticke parametre

U istrazivanju prognosticke vrijednosti razli¢itih morfoloSkih parametara, kod cijelog
niza tumora (tako 1 u karcinomima grkljana) u literaturi se pojavljuju kontradiktorni
rezultati tako da neki autori dobivaju vrlo visoku prognostiCku vrijednost razlicitih
parametara dok ih drugi u potpunosti negiraju.

Prognosticka nekonzistentnost moguce ima svoj uzrok u intratumorskoj heterogenosti
koja dovodi do toga da se zajedno obraduju podrucja tumora s potpuno drugacijim
bioloSkim karakteristikama.

S bioloskog i klinickog glediSta, vrlo je znaCajna analiza stanine heterogenosti u

svakom tumoru (7,10,28,40). Procjena tumorske heterogenosti je znacajna i stoga, Sto
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tumori s heterogenom stanicnom populacijom imaju veu mogucnost nastajanja
metastaza i vracanja bolesti te zbog losijeg odgovora na kemoterapiju (14).

Postojanje razli€itih stani¢nih populacija u jednom tumoru teSko se moZe odrediti
rutinskim histoloskim pregledom, a u rutinskoj histoloSkoj dijagnostici nema niti nekakvo
znaCenje. Uporabom naprednih dijagnostickih tehnika, uporabom kvantitativnih
pokazatelja ili na njima baziranih prognostic¢kih parametara taj problem dolazi do izraZaja
41).

Bez obzira na znanje o intratumorskoj heterogenosti, dobro bazirano na
eksperimentalnim rezultatima, relativno malo je klinicki baziranih morfoloSkih
istrazivanja izvedeno u tom smjeru. To narocito vrijedi za podrucje tumora glave i vrata.
Analiziraju¢i morfologiju epitelnih tumora opcenito, a karcinoma grkljana napose, moze
se ustanoviti da postoje dva razli¢ita podruc¢ja koja se mogu okarakterizirati kao “rub”.
Jedno od njih je invazivni rub - (u vecini radova ovo se 1 uzima kao “rub”) dok je drugo
proliferativni rub gdje normalni epitel prelazi u tumorski. Ovo razlikovanje moguce je
jedino na razini histoloSke pripreme preparata za daljnju obradu. U dostupnoj literaturi
nismo nasli rad koji bi analizirao intratumorsku heterogenost ciklina D1, katepsina D,

nm?23 i nm 23-H1 gena koriste¢i mikroskopski definirana podrucja.

1.6. Katepsin D

Katepsin D je karboksil - proteinaza s optimumom aktivnosti izmedu pH 2,8 do
4,0 (42) koja katalizira cijepanje peptidne veze u unutrasnjosti lanca. Ovaj enzim je
lokaliziran u stanici, najées¢e u lizosomima i u fizioloSkim uvjetima djeluje
intracelularno. Sintetizira se u svim tipovima stanica kao glikoprotein manoza 6 fosfat

modificirani 52 kD, koji se transportira iz Golgijeva aparata u lizosome. Kad se nade u
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lizosomima dijeli se na dvije jednolancane stabilne forme 34 kD 1 14 kD, koje se tu 1
akumuliraju (43). Protein 52 kD je identificiran kao prekursor katepsina D lizosomalne
kisele proteinaze. U normalnim se stanicama samo mala koli¢ina katepsina D izluci kao
52 kD pro katepsin D (42). Oko 40% celularnog 52 kD prekursora se secernira, dok oko
60% ide za proizvodnju proteina 48kD 1 34kD + 14kD (44).

Unutar vrijednosti kiselog pH katepsin D moZe razgraditi razliCite sastojke,
ukljucujué¢i strukturalne proteine, peptide, peptidne prekursore 1 hormone.
Imunocitokemijskim i biokemijskim studijama utvrdeno je da je katepsin D Siroko
rasprostranjen u Zivotinjskim 1 ljudskim tkivima s kvalitativnim 1 kvantitativnim
razlikama u distribuciji izmedu razlicitih organa i stani¢nih tipova u istom organu. Ovaj
enzim obavlja razliCite fizioloSke funkcije Sto je vjerojatno razlog za nejednak obrazac
rasporeda katepsina D unutar organa i stanica. Vec¢inom je uklju¢en u katabolicku
razgradnju intracelularnih proteina te u ostale vazne biokemijske procese kao Sto su
stvaranje, izluCivanje, aktivacija 1 katabolizam ostalih proteolitickih enzima i hormona,
stimulaciju sinteze DNK 1 mitoza tijekom regeneracije tkiva, mobilizaciju leukocita i
povecanu permeabilnost stijenki krvnih Zila (45).

Proteoliticka aktivnost katepsina D regulirana je mnogim ¢imbenicima, primjerice
intracelularnim pH, metaboli¢kim produktima, hormonima, faktorima rasta i endogenim
inhibitorima. Ovi ¢imbenici ograni¢avaju njegovu proteoliticku aktivnost u odredenom
kiselom mikrookoliSu te sudjeluju u regulaciji mehanizama koji kontroliraju
aktivaciju/inhibiciju katepsina D uz pomo¢ sustava lizosoma.

Upravo zbog toga, lizosomalne proteinaze, ukljucujuci 1 katepsin D, mogu biti
opasne i uzrokovati ostecenje ako djeluju u nefizioloSkim uvjetima, ekstralizosomalno ili
ekstracelularno (46). Katepsin D moZe svojom proteolitickom aktivnoS¢u uzrokovati

oStecenja bitnih stani¢nih sastojaka, koja za posljedicu mogu imati ireverzibilne promjene
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normalnih fizioloskih funkcija stanica i tkiva (47). To je utvrdeno u nekim patoloskim
procesima kao Sto su ishemicka lezija miokarda, miSi¢na distrofija, lezije jetre 1 neki
drugi upalni procesi povezani s pojacanim otpustanjem katepsina D.

Katepsin D moZe djelovati kao autokrini mitogen i in vitro potaknuti stani¢nu
proliferaciju. Mehanizmi autokrine aktivnosti nisu sasvim razjaSnjeni, a postoje neke
naznake da taj enzim moZe inducirati tumorsku proliferaciju aktiviranjem latentnih oblika
faktora rasta ili interakcijom s receptorima za faktor rasta.

Veliki broj istrazivanja uloge katepsina D u tumorskoj invaziji 1 metastaziranju,
ucinjen je na karcinomima dojke in vitro i in vivo. Nadeno je da dio stani¢nih linija tih
karcinoma aktivno izlucuje prekursor katepsina D, 52 kD pro katepsin D. Pro katepsin D
u kiselom mediju se samostalno aktivira, a aktivni oblik katepsina D mozZe razgraditi
ekstracelularni matriks ili pak moZe Kkatalizirati aktivaciju latentnih oblika drugih
proteolitickih enzima, npr. tiolskih proteaza, katepsina B i L, za koje je takoder nadeno da
su ukljuceni u proces nastanka metastaza. Takoder je utvrdeno da je povecana citosolska
aktivnost katepsina D povezana s lo§ijom prognozom bolesnica s primarnim karcinomom
dojke (46,48,49).

Medu rezultatima studija radenih na karcinomima dojke je i nalaz da 52 kD pro
katepsina D, prekursor katepsina D, u stani¢nim linijama karcinoma dojke reguliraju
estrogeni, Sto je pokrenulo istrazivanja uloge katepsina D u karcinomima ovarija (46). Ta
istraZivanja su pokazala da bi katepsin D mogao biti ukljucen u proces Sirenja ovarijalnog
tumora, ali i u druge patoloSke promjene povezane s ovom neoplazmom (47). IstraZivanja
povezanosti kolorektalnog karcinoma 1 katepsina D utvrdila su da katepsin D moze biti
zanimljiv kao specifi¢ni, neovisni marker progresije kolorektalnog carcinoma (50). Sve

navedeno samo otvara nove mogucnosti za znanstveno istraZivanje.
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1.7. Ciklin D1

Ciklin D1 je bjelanCevina ukljuena u regulaciju stani¢nog ciklusa te kontrolira

ekspresiju Rb gena. To je regulatorna bjelancevina koja kontrolira prijelaz stani¢nog
ciklusa iz G1 i S fazu, udruzena s ciklin ovisnim kinazama 4 1 6 (51). Ciklin D1 gen
(takoder poznat i kao PRADI) nalazi se na segmentu 11q13, a amplificiran je u 30 — 50
% karcinoma grkljana (52).
I drugi geni na istom segmentu su potencijalni onkogeni (HST i INT-2, oba ¢lanovi
obitelji fibroblasti¢énog ¢imbenika rasta), ali korelacija amplifikacije i ekspresije najbolja
je za ciklin D1 (52). Rb gen bjelanCevina je primarni substrat za ciklin D1. Kada se
fosforilira, hvata ciklin D1 i zaustavlja stani¢ni ciklus. Inaktivnost Rb gena kao posljedica
mutacije, vodi do nekontrolirane proliferacije, §to je karakteristika malignih stanica (54).

Poremecaj u regulaciji ciklina D1 ima utjecaja na razvoj razlicitih tipova neoplazmi,
primjerice cerviksa (55), hepatoceluarnog karcinoma (56) te jednjaka (57).

Neki su autori opisali prognosticki znacaj ciklina D1 u planocelularnom karcinomu
grkljana (58), dok su drugi dobili suprotne rezultate (59,60). Prekomjerna ekspresija
ciklina D1, Cesti fenomen u uznapredovalim planocelularnim karcinomima, nije izraZzena
u ranoj fazi razvoja neoplazme (61). Opisana je i korelacija niskih vrijednosti ciklina D1

s relativnom radiorezistencijom ranih stadija karcinoma grkljana (62).

1.8. Nm23H1 gen

Nm23HI1 gen (nemetastatski klon #23) je tumor supresorski gen uklju¢en u kontrolu

procesa metastaziranja tumorskih stanica. Identificiran je u miSjim modelima gdje je
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otkriveno jako izrazavanje u linijama Zivotinja sa slabom sposobno$¢u metastaziranja, a
deset puta smanjeno u linijama s jakom metastatskom sposobnoscu (63).

Reducirana ekspresija nm23 gena korelira ne samo s poveanim metastatskim
potencijalom u tumorima nastalim iz stani¢nih kultura glodavaca, ve¢ 1 s metastazama
induciranim razli¢itim agensima, kao S$to su kancerogeni, tumorski promotori, onkogeni i
virusi. Transfekcija nm23 cDNK u visoko metastatskom miSjem melanomu koji ima
nisku ekspresiju nm23 gena, dovodi do 50-90 %-tne inhibicije metastatskog potencijala
in vivo, §to potvrduje da je nm23 gen tumor supresorski gen koji ko¢i metastaziranje
(64,65).

Reducirana ekspresija nm23-H1 gena povezana je s prisustvom metastaza u limfnim
¢vorovima kod brojnih neoplazmi, primjerice kolona (66,67), dojke (68), Zeluca (69),
cerviksa (70) i hepatocelularnog karcinoma (71). U dostupnoj literaturi postoji malo
radova koji istrazuju odnos nm23 gena i planocelularnog karcinoma glave 1 vrata. Za
razliku od gore navedenih lokalizacija tumora u planocelularnom karcinomu glave 1 vrata
nm23 gen ima obrnutu prognosticku implikaciju, odnosno pojacana ekspresija nm23 —
H1 gena povezana je s loSijom prognozom i visokim tumorskim stadijem (72,73). Sli¢ni
rezultati dobiveni su i1 kod karcinoma pluca (74) te neuroblastoma. Kod djecjih
neuroblastoma stadiji bolesti III 1 IV bili su povezani s visokim vrijednostima nm23 gena
u usporedbi s niZim stadijima bolesti. Takoder, visoke vrijednosti nm23 gena bile su
udruZene sa znacajno niZzim prezivljenjem bolesnika (74,75). Rezultati upucuju na
moguéu molekularnu alteraciju (mutaciju) nm23 gena. 120 ¥ mutacija nm23 gena

otkrivena je u humanom neuroblastomu (75,76).
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1.9. Gubitak heterozigotnosti nm23-H1 gena

Gubitak heterozigotnosti (LOH - loss of heterosigosity) je definiran kao vidljiva
promjena u omjeru alela u tumorkom tkivu u odnosu na normalno tkivo istog pacijenta.
Gubitak heterozigotnosti nm23-H1 gena istrazen je u razliitim humanim tumorima,
primjerice kolorektalnim karcinomu (67), ploCastom karcinomu pluc¢a (77), karcinomu
bubrega (78) te ovarijskom karcinomu (79). U vecini radova nije otkrivena povezanost s

klini¢kim stadijem niti metastatskim potencijalom. (77-79).
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2. CILJ RADA

Razli¢ita istraZivanja pokazuju dosta nekonzistentno prognosticku vrijednost
ekspresije pojedinih bjelancevina ili enzima ukljuenih u rast stanice ili sposobnost
metastaziranja tumora. Tumori su prema cijelom nizu pokazatelja gradeni od heterogene
populacije stanica, najvjerojatnije kao posljedica sekundarnih mutacija. U dosadasnjim
istrazivanjima uglavnom nije vodeno racuna o postojanju intratumorske heterogenosti
kao mogu¢em uzroku nekonzistentnosti objavljenih studija, pa smo za cilj ovog rada

odredili:

. Utvrditi intratumorsku heterogenost ekspresije bjelancevina katepsina D, ciklina DI,
nm23 i nm23 gena u planocelularnom karcinomu grkljana istrazujuéi tri razlicite
tumorske regije.

. Odrediti postoji li prognosticka vrijednost ekspresije bjelancevina katepsina D, ciklina
D1, nm23 i nm23 gena u planocelularnom karcinomu grkljana.

. Ustanoviti da li intratumorska heterogenost navedenih bjelancevina i gena pokazuje
povezanost s klasicnim prognostiCkim c¢imbenicima (TNM i histoloski gradus) te

prezivljenjem.
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3. BOLESNICI I METODE

3.1. Bolesnici

U istraZivanje je bilo ukljuceno 170 bolesnika s karcinomom grkljana, od kojih je 141
operirano (hemilaringektomirano i laringektomirano) na Klinici za otorinolaringologiju
KBC Salata u Zagrebu, a ostalih 29 bolesnika lije¢eno je na Odjelu za
otorinolaringologiju Op¢e bolnice Slavonski Brod, od 1987 do 2003 godine. Kod 43
bolesnika medicinska dokumentacija nije bila kompletna pa je statistika prezivljenja
ucinjena je na materijalu s kompletnom medicinskom dokumentacijom (127 bolesnika),
dok je deskriptivna statistika uc¢injena na ukupnom materijalu (170 bolesnika), kod onih
koji su istraZzivane parametre imali.

Kod svih bolesnika preoperativno nije bila provedena nikakva terapija citostaticima ili

zracenjem.

Dob bolesnika bila je u rasponu od 34 do 88 godinu, sa srednjom vrijednosti od 57,8

godina (Tablica 1).

Tablica 1. Dob bolesnika

Dob Srednja Minimum | Maksimum | Medijan | Standardna
bolesnika | vrijednost devijacija
57,8 34 88 58 9,71
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Spol bolesnika: Vecina bolesnika bila su muskog, a 9 Zenskog spola (Tablica 2).

Tablica 2. Spol bolesnika

Spol M Z
bolesnika
n 162 8
% 95,3 4,7

RasSirenost primarnog tumora prema TNM Kklasifikaciji bila je: T1 kod 11

bolesnika, T2 kod 46 bolesnika, T3 kod 39 bolesnika i T4 kod 41 bolesnika (Tablica 3).

Tablica 3. Rasirenost tumora

TNM | T1 T2 T3 T4
n 11 46 38 41
% 8,1 33,6 28,6 29,9

Limfni ¢vorovi bili su zahvaceni tumorom u 63 bolesnika, od toga N1 kod 33 pacijenta,

N2 kod 22 pacijenta, a N3 kod 8 pacijenata (Tablica 4).

Tablica 4. Zahvacéenost limfnih ¢vorova tumorom

Zahvacenost NO N1 N2 N3
limfnih ¢vorova
n 70 33 22 8
% 52,6 24.8 16,5 6,1

Udaljene metastaze nadene su u 5 bolesnika.
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Histoloski stupanj diferencijacije bio je G1 (dobro diferenciran) u 58 bolesnika, G2

(umjereno diferenciran) u 74 bolesnika i G3 (slabo diferenciran) u 34 bolesnika (Tablica

S).

Tablica 5. Stupanj diferencijacije tumora

Stupanj G1 G2 G3
diferencijacije
n 59 76 35
% 34,9 44.6 20,5

Bolesnici su bili prac¢eni kroz razdoblje od 6 do 96 mjeseci, s time da je minimalni period
pracenja bolesnika koji nisu umrli bio 24 mjeseca.
Od toga je kompletno pracenih — necenzoriranih (onih koji su umrli tijekom perioda

pracenja) bilo 64, a cenzoriranih 105. (Tablica 6.)

Tablica 6. Prezivjenje bolesnika

Prezivjenje cenzorirani necenzorirani

n 105 64

% 62,1 37,9




3.2. Metode

Uzorci tumorskog tkiva rutinski su fiksirani u 10% formalinu, dehidrirani u uzlaznom

nizu alkohola i uklopljeni u parafin.

3.2.1. Imunohistokemija

Imunohistokemijska tehnika je tehnika za odredivanje stani¢nih ili sastavnih dijelova
tkiva pomocu reakcije antigena i protutijela. Mjesto vezivanja protutijela se identificira ili
direktnim vezivanjem protutijela ili se koristi metoda sekundarnog vezanja. Antigeni su
molekule proteina, ugljikohidrata ili lipida koje imaju jedno ili viSe veznih mjesta za
protutijelo. Vezna mjesta su visoko specifi¢ne topografske regije sastavljene od malog
broja aminokiselinskih ili monosaharidnih komponenti poznatih kao antigene
determinante ili epitopi. Protutijela su imunoglobulini koji se stvaraju u humoralnom
imunom sustavu. Produciraju ih plazma stanice, zavrSne stanice u transformaciji B
limfocita poslije prepoznavanja stranog antigena. Protutijelo i1 antigen se veZu
kombinacijom vodikovih, elektrostatskih 1 van der Waalsovih sila.

Indirektna imunohistokemijska metoda podrazumjeva da se primarno
nekonjugirano protutijelo veze za antigen. Sekundarno protutijelo konjugirano s
markerom uzgojeno u drugoj Zivotinji specifi¢no je za Zivotinju i klasu imunoglobulina te
se veze na primarno protutijelo. Inkubacijom u odgovarajuem kromogenom supstratu
kompleks postaje vidljiv. Ova metoda je osjetljivija od direktne metode.

Avidin biotin kompleks (ABC) metoda je indirektna imunohistokemijska metoda,
a zasniva se na principu sposobnosti glikoproteina avidina iz bjelanjka jajeta da

neimunolo8ki veZe 4 molekule biotina (vitamina H). Koriste se tri reagensa. Prvi je
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primarno protutijelo specificno za lokaliziranje antigena. Sekundarno protutijelo
konjugirano je biotinom i avidinom. Enzim peroksidaza i postojanje traZenog antigena se
vizualizira odgovaraju¢im kromogenom. lako se koriste konjugirana protutijela, jako
privlacenje izmedu avidina i biotina daje ovoj metodi vecéu osjetljivost od drugih metoda.
ABC metoda omogucuje lokalizaciju brojnih antigena u razli¢itim uzorcima tkiva.
Bojenje pozadine ("background") se u imunohistokemiji nastoji eliminirati razli¢itim
postupcima, npr. proteolizom. Proteoliza  (predigestija) je  uspostavljanje
imunoreaktivnosti antigena ukoliko su maskirani usljed djelovanja fiksacije. To se radi s
proteolitickim enzimima 0,1% tnom pronazom, ali se moZe raditi i s tripsinom 1i
pepsinom. Izvodi se na temperaturi od 37 C.

Iz parafinskih blokova rezani su rezovi debljine 3-4 mikrometra, nakon ¢ega su
deparafinizirani u ksilolu (3x5 minuta), zatim preneseni kroz silazni niz alkohola od
100%, 96% do 80% (rehidracija) i na kraju stavljeni u destiliranu vodu. Rezovi debljine 3
um stavljeni su na silanizirana stakla.

Za imunohistokemijsko bojenje za nm23 i ciklin D1 koriSteno je monoklonalno
protutijelo tvrtke Biogenex, a za bojenje katepsina D zecje, antihumano protutijelo
(Dako Glostrup, Danska). Za detekciju ekspresije koristila se indirektna ABC tehnika
(LSAB+, Dako, Glostrup, Danska).

Na gotovim preparatima izvrSena je kvantitativna analiza kompjuterskim sustavom za
analizu slike "image analyser", tvrtke VAMS, Zagreb, pomocu koje je mjeren broj
imunoreaktivnih stanica te izrazen kao postotak broja pregledanih stanica (reaktivno do
10 % stanica — skor 1, reaktivno 11-50 % stanica — skor 2, reaktivno iznad 50 % stanica
— skor 3). Na svakom preparatu gledali smo 3 vidna polja, u najjace obojenom dijelu

istrazivanog podrucja (centar, transformacijski rub, invazivni rub), koja su sadrzavala oko

36



500 do 1000 tumorskih stanica, a ukupno je bilo analizirano oko 2500 stanica po uzorku,

na objektivu 40x.
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Slika 1. Imunohistokemijsko bojenje tumorskih stanica s katepsinom D, vidi se

pozitivna reakcija u citoplazmi, povecanje 40x.

Slika 2. Imunohistokemijsko bojenje tumorske strome katepsinom D, vidi se pozitivna

reakcija u citoplazmi, povecanje 40x.
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Slika 3. Imunohistokemijsko bojenje ciklinom D1, vidi se pozitivna reakcija u jezgrama

tumorskih stanica, povecanje 40x

Slika 4. Imunohistokemijsko bojenje s nm 23, vidi se pozitivna reakcija u citoplazmi

tumorskih stanica, povecanje 40x
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Slika 5. Gubitak heterozigotnosti nm23-H1 gena, mikrosatelitni lokus u
planocelularnom karcinomu grkljana. N — normalno, T — tumor; linije 1 1 4 su
homozigoti (neinformativni); linije 2 1 5 su heterozigoti (informativni) bez gubitka
heterozigotnosti; linije 3 1 6 su heterozigoti s gubitkom heterozigotnosti; linijja M je

DNK marker pBR 322. Gel je bojan srebrom.
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2.2.Gubitak heterozigotnoti nm23-H1 gena

Gubitak nm23 gena odredivan je na istom tumorskom materijalu, koristeci
konsekutivne rezove iza bojenja imunohistokemije. Koristila se reakcija lancane
polimeraze (PCR), koja omogucuje eksponencijalno umnaZanje ciljanog dijela DNK, u in
vitro uvjetima. Preduvjet za njezinu primjenu je poznavanje dijela slijeda nukleotida koji
se zeli umnoziti. Na osnovu tih podataka prema grani¢nim dijelovima slijeda nukleotida
koji se Zeli umnozZiti konstruiraju se pocetni oligonukleotidi. Reakcijom PCR umnaZaju
se oba lanca DNK i to izmedu slijeda nukleotida na koje su se vezali pocetni
oligonukleotidi. Reakcija teCe zahvaljuju¢i enzimu DNK polimerazi uz prisustvo
slobodnih nukleotida i optimalne koncentracije iona Mg"" u reakcijskoj smjesi. Reakcija
PCR sastoji se od veceg broja ciklusa, od 20 do 60, ovisno o zastupljenosti slijeda
nukleotida u materijalu koji se koristi u reakciji. Svaki ciklus se sastoji od tri faze: (1)
denaturacija koja se odvija pri temperaturi od 93 - 96° C i dovodi do razdvajanja
dvostrukih molekula DNK, (2) sparivanja u kojem se pocetni oligonukleotidi veZzu na
komplementarne jednolancane molekule DNK i (3) sinteze komplementarnih lanaca
DNK u kojoj poviSenje temperature na 72° C aktivira enzim 7aqg polimerazu (DNK
polimeraza otporna na poviSene temperature). Po zavrSetku reakcije uzorak bi trebao
sadrzavati 2" kopija DNK slijeda nukleotida koji se Zeli umnoZiti, pri ¢emu je n broj
ciklusa.

Za umnazanje Zeljenih odsjeCaka gena nm23-H1 koristio se par primera (5° -
TATGAGTTCAACTACGCACG - 3° i 5- CTCGAGCACAGGAGCAGGTT- 3’).
Reakcija PCR odvijala se u volumenu od 25 pl kojeg je sacinjavalo: 10 pmola svakog
primera, smjese nukleotida (50 pM svake dNTP) te 1 U Taq polimeraze. PCR reakcija

ucinjena je u aparatu (GeneAmp PCR System 2400, Perkin Elmer). Svaki od 30 ciklusa
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reakcije PCR sastojao se od tri faze. Denaturacija je trajala 30 sekundi pri 95° C, faza
sparivanja trajala je 30 sekundi pri 55° C, dok je faza produljivanja lanaca trajala 45
sekundi pri 72° C. Amplifikacija produkata polimerizacije bila je provjerena
elektroforezom na agaroznom gelu 1 o€itana na elektroforezi na poliakrilamidnom gelu
(77).

3.3. Statisticka analiza podataka

Nominalni i1 ordinalni podaci su prikazani tabelarno kao apsolutne i relativne
frekvencije. Razlika u ekspresiji markera u pojedinim zonama je izvrSena uporabom sign-
testa. Razlika u prezivljenju ispitanika s razli¢itom ekspresijom za pojedinacne markere
procjenjivana je uporabom Kaplan-Meierove metode, a razlike medu dobivenim
krivuljama odredivane su uporabom log-rank testa i Tarone —Ware testa.

Utjecaj kombinacije varijabli na preZivljenje procjenjivan je uporabom RPART
klasifikatora. RPART Kklasifikator moZe prihvatiti cenzorirane podatke, kao i podatke o
duZini prezivljenja, za razliku od klasi¢nih klasifikatora poput C4.5 ili CART. Rezultat je
podjela na podskupine ispitanika koje imaju razli¢it kumulativni hazard (80). RPART
konstruira klasifikacijski model koji se moze predociti kao binarno stablo (81). Stablo se
gradi slijede¢im procesom: prvo se pronade varijabla koja najbolje dijeli podatke u dvije
skupine. Podaci se razdvajaju, a potom se ovaj proces ponavlja odvojeno za svaku
podskupinu 1 tako rekurzivno dok podskupine ne postignu minimalnu, unaprijed
definiranu veliinu, ili kad viSe nema poboljSanja u razvrstavanju (81).

Tocka razdvajanja u RPART Kklasifikatoru se zasniva na uporabi tzv. alter priors
indeksa koji potjeCe iz algoritamske teorije informacija, a detaljno je raspravljen u

referencama Therneay i suradnici (80,81).
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4. REZULTATI

4.1. Katepsin D

Mjerenjem katepsina D u tumorskim stanicama u transformacijskoj zoni tumora

za cjelokupnu skupinu ispitanika dobivene su sljedece vrijednosti prikazane u Tablici 7:

Tablica 7. Intezitet bojanja katepsina D u tumorskim stanicama u transformacijskoj zoni

tumora
Katepsin D 0 1 2 3
n 15 81 26 5
%0 11.8 63.4 20.4 3.9

1z prikazane tablice vidi se da je u tumorskim stanicama u transformacijskoj zoni tumora
katepsin D bio najceSce inteziteta 1.
Mjerenjem katepsina D u stromi u transformacijskoj zoni tumora dobivene su

sljedece vrijednosti prikazane u Tablici 8:

Tablica 8. Intezitet bojanja katepsina D u stromi u transformacijskoj zoni tumora

Katepsin D 0 1 2 3
n 6 67 50 4
Y 4.3 53.2 39.1 33

1z prikazane tablice vidi se da je katepsin D u stromi u transformacijskoj zoni tumora bio
takoder najcesce inteziteta 1.
Prikaz raspodjele bolesnika prema vrijednostima katepsina D u tumorskim

stanicama u invazivnom rubu tumora nalazi se u Tablici 9.



Tablica 9. Intezitet bojanja katepsina D u tumorskim stanicama u invazivnom rubu

tumora
Katepsin D 0 1 2 3
n 13 33 51 30
% 9.9 25.7 40.6 23.8

Iz navedenih rezultata vidi se da je najces¢i intenzitet bojanja katepsina D u tumorskim
stanicama u invazivnom rubu tumora bio intenzitet 2.
Mjerenjem katepsina D u stromi u invazivnom rubu dobivene su sljedece vrijednosti

prikazane su u Tablici 10:

Tablica 10. Intezitet bojanja katepsina D u invazivnom rubu u stromi tumora

Katepsin D 0 1 2 3
n 1 40 43 43
% 0.8 31.2 33.9 33.9

Iz navedenih rezultata vidi se da su kod katepsina D u stromi u invazivnom rubu tumora
podjednako Cesto bili zastupljeni intezitet bojanja 2 1 3.
Prikaz raspodjele bolesnika prema vrijednostima katepsina D u tumorskim

stanicama u srediStu tumora nalazi se u Tablici 11.

Tablica 11. Intezitet bojanja katepsina D u tumorskim stanicama u srediStu tumora

Katepsin D 0 1 2 3
n 13 80 28 6
% 10.2 62.9 22.2 4.6

Mjerenjem katepsina D u stromi u srediStu tumora za cjelokupnu skupinu ispitanika
dobivene su sljedece vrijednosti prikazane u Tablici 12.

Tablica 12. Intezitet bojanja katepsina D u stromi u srediStu tumora

Katepsin D 0 1 2 3
n 10 60 47 10
% 7.6 48.1 36.8 7.6
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Iz navedenih rezultata vidi se da je kod katepsina D u stromi u srediStu tumora najceSce
bio zastupljen intezitet bojanja 1.
Ako gledamo tumor kao cjelinu, ekspresija katepsina D (najviSe vijednosti intenziteta

3) najjaca je u invazivnom rubu, a najslabija u transformacijskom rubu tumora.

4.2. Ciklin D1 i nm 23

Prikaz raspodjele bolesnika prema vrijednostima ciklina D1 u tumorskim stanicama

u transformacijskoj zoni tumora nalazi se u Tablici 13.

Tablica 13. Intezitet bojanja ciklina D1 u tumorskim stanicama u transformacijskoj zoni

tumora
Ciklin D1 0 1 2 3
n 77 36 6 8
Y% 61.5 28.9 3.9 5.8

Ciklin D1 u tumorskim stanicama u transformacijskoj zoni tumora najce$¢e je bio
negativan.
Mjerenjem ciklina D1 u tumorskim stanicama u invazivhom rubu dobivene su

sljedece vrijednosti prikazane su u Tablici 14:

Tablica 14. Intezitet bojanja ciklina D1 u tumorskim stanicama u invazivhom rubu

tumora
Ciklin D1 0 1 2 3
n 19 39 44 25
Y% 14.8 31.2 344 19.7

Iz navedenih rezultata vidi se da je kod ciklina D1 u tumorskim stanicama u invazivnom
rubu tumora najcesce bio zastupljen intezitet bojanja 2.

U srediStu tumora ciklin D1 je imao ovakvu raspodjelu, prikazanu u Tablici 15:
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Tablica 15. Intezitet bojanja ciklina D1 u tumorskim stanicama u srediStu tumora

Ciklin D1 0 1 2 3
n 47 43 28 9
% 37.3 33.9 22.1 6.8

Iz navedenih rezultata vidi se da je ciklin D1 u tumorskim stanicama u srediStu tumora
najceSce bio negativan.

Gledano u cjelini, najjaca ekspresija ciklina D1 nalazi se u invazivhom rubu tumora
dok je najslabija u transformacijskoj zoni tumora.

Prikaz raspodjele bolesnika prema vrijednostima nm23 u tumorskim stanicama

transformacijskoj zoni tumora nalazi se u Tablici 16.

Tablica 16. Intezitet bojanja nm23 u tumorskim stanicama u transformacijskoj zoni

tumora

Nm23 0 1 2
n 101 23 3
% 80.0 18.2 2.4

Iz navedenih rezultata vidi se da je nm 23 u tumorskim stanicama u transformacijskoj
zoni tumora najceS¢e bio negativan.
Mjerenjem nm 23 u tumorskim stanicama u invazivnom rubu dobivene su sljedece

vrijednosti prikazane su u Tablici 17:

Tablica 17. Intezitet bojanja nm23 u tumorskim stanicama u invazivhom rubu tumora

Nm23 0 1 2
n 68 55 4
%o 53.5 43.1 3.4

Iz navedenih rezultata vidi se da je nm 23 u tumorskim stanicama u invazivnom rubu

tumora takoder najceSc¢e bio negativan.
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U srediStu tumora nm23 je imao ovakvu raspodjelu, prikazanu u Tablici 18:

Tablica 18. Intezitet bojanja nm23 u tumorskim stanicama u srediStu tumora

Nm23 0 1 2
n 76 48 3
%o 60.3 37.9 1.7

Kao i u predhodnom slu€aju i tu se iz navedenih rezultata vidi se da je nm 23 u
tumorskim stanicama u srediStu tumora takoder najc¢e$¢e bio negativan.
Gledaju¢i tumor u cjelini najslabiju ekspresiju nm23 proteina nalazimo u

transformacijskom rubu, dok je ona jaCe izraZzena u srediStu tumora.

4.3. Gubitak heterozigotnosti nm23-H1 gena (LOH)

Gubitak heterozigotnosti nm23 gena odredivao se na istom tumorskom materijalu. Na
gelu normalni sadrzaj DNK pokazao je jedan (homozigoti, neinformativni pacijenti) ili
dva (heterozigoti, informativni pacijenti) "banda" na genskom lokusu nm23-HI1. 9
pacijenata je bilo heterozigotno, a od tih 9 pacijenatau 5 je dokazan gubitak nm23 gena

(LOR).

Tablica 19. Gubitak nm23 gena (LOH)

Gubitak heterozigotnosti

nm23- H1 gena (LOH) heterozigoti LOH

Broj ispitanika 9 5
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4.4 Usporedba tumorskih zona testom predznaka (sign testom)

Usporedili smo katepsin D u tumorskim stanicama po regijama testom predznaka te
smo statisticki znacajnu razliku nasli izmedu katepsina D u tumorskim stanicama u
transformacijskoj zoni 1 katepsina D u tumorskim stanicama u invazivnom rubu tumora
(p = 0,0001) te katepsina D u tumorskim stanicama u srediStu tumora i katepsina D u

tumorskim stanicama u invazivnom rubu tumora (p = 0,0001), Sto se vidi iz Tablice 20.

Tablica 20. Usporedba katepsina D u tumorskim stanicama po regijama testom

predznaka

p vrijednosti KRIT KR2T KCT 2
KRIT 1.000
KR2T 0.000  1.000
KCT 0.824  0.000 1.000

Usporedili smo 1 katepsin D u stromi po regijama testom predznaka te je statistiCki
znacajna razlika dobivena izmedu katepsina D u stromi u transformacijskoj zoni i
katepsina D u stromi u invazivnom rubu tumora (p = 0,001) te katepsina D u stromi u
srediStu tumora i katepsina D u stromi u invazivnom rubu tumora (p = 0,0001), $to se vidi

iz Tablice 21.

Tablica 21. Usporedba katepsina D u stromi po regijama testom predznaka

p vrijednosti KRI1S KR2S KCS
KR1S  1.000
KR2S  0.001 1.000
KCS 1.000 0.000 1.000

Statisticki znacajna razlika testom predznaka dobivena je i za ciklin D1 i to izmedu

ciklina D1 u transformacijskoj zoni i ciklina D1 u invazivhom rubu tumora (p = 0,001)
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te ciklina D1 u srediStu tumora i ciklina D1 u invazivnom rubu tumora (p = 0,0001), Sto

se vidi iz Tablice 22.

Tablica 22. Usporedba ciklina D1 po regijama testom predznaka

p vrijednosti CDR1 CDR2 CDC

CDR1 1.000
CDR2  0.000 1.000
CDC 0.064 0.002 1.000

Usporedili smo i nm23 po regijama testom predznaka te nismo dobili statisticki

znacajnu razliku, $to se vidi iz Tablice 23.

Tablica 23. Usporedba nm23 po regijama testom predznaka

p vrijednost NM23R1 NM23R2 NM23C
NM23R1 1.000
NM23R2 1.000 1.000
NM23C 1.000 1.000 1.000
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4.5. Kaplan - Meierove ( KM) krivulje prezivljenja

Gradus tumora i preZivljenje ( Kaplan - Meier)
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Grafikon 1. KM krivulje preZivljenja za histoloski gradus tumora

KM Kkrivulje preZivljenja za gradus tumora date su na Grafikonu 1. Razlika u

kumulativnoj proporciji prezivljenja nije bila signifikantna (3% = 0,903, p = 0,637).
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T i prezivljenje ( Kaplan - Meier )
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Grafikon 2. KM krivulje prezivljenja za T (veli¢inu tumora) iz TNM ljestvice

KM Krivulje prezivljenja za veli¢inu tumora date su na Grafikonu 2. Razlika u

kumulativnoj proporciji prezivljenja bila je signifikantna (y2 = 12,100, p = 0,007).
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N i prezivijenje ( Kaplan - Meier )
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Grafikon 3. KM krivulje za N (zahvacenost limfnih ¢vorova) iz TNM

ljestvice

KM Kkrivulje za zahvacéenost limfnih ¢vorova prikazane su na Grafikonu 3. Log -
rank test je pokazao da je kumulativna proporcija prezivljenja statisticki znacajna (2 =

32,917, p =0,0001).



Metastaze i prezivljenje ( Kaplan - Meier )
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Grafikon 4. KM krivulje za M (prisutnost metastaza) iz TNM ljestvice

KM krivulje za prisutnost metastaza. prikazane su na Grafikonu 4. Kumulativna

proporcija prezivljenja nije bila statisticki signifikantna (2 = 0,197, p =0,658).
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4.5.1. Kaplan Meierove ( KM) krivulje prezivljenja za katepsin D

KM krivulje prezivljenja date su za slijedece varijable:
katepsin D u tumorskim stanicama u transformacijskom rubu
katepsin D u stromi u transformacijskom rubu
katepsin D u tumorskim stanicama u invazivnom rubu
katepsin D u stromi u invazivhom rubu
katepsin D u tumorskim stanicama u srediS$tu tumora
katepsin D u stromi u srediStu tumora
Pri tome su pacijenti podijeljeni u dvije skupine, tj. na skupinu ¢ije su vrijednosti
katepsina D u tumorskim stanicama bile negativne ili reaktivne do 10 % stanica (skupina
1) 1 skupinu ¢ije su vrijednosti katepsina D u tumorskim stanicama bile reaktivne do 50

% stanica ili viSe od 50 % stanica (skupina 2).
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Katepsin D u tumoru (R1) i prezivijenje
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Grafikon 5. KM krivulje za CR1T_2 (katepsin D u tumorskim stanicama u

transformacijskom rubu)

KM Kkrivulje za katepsin D u tumorskim stanicama u transformacijskom rubu
date su na Grafikonu 5. Razlika u kumulativnoj proporciji prezivljenja bila je

signifikantna (2 = 12,683, p = 0,0001).
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Katepsin D u stromi (R1) i prezivijenje
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Grafikon 6. KM krivulje za CRIMAK_2 (katepsin D u stromi u transformacijskom

rubu)

KM krivulje za katepsin D u stromi u transformacijskom rubu prikazane su na
Grafikonu 6. Kumulativne proporcije prezivljenja nisu statisticki signifikantne (y? =

3,127, p=0,077).
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Katepsin D u tumoru (R2) i preZivijenje
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Grafikon 7. KM krivulje za CR2T_2 (katepsin D u tumorskim stanicama u invazivhom

rubu)

KM Kkrivulje za katepsin D u tumorskim stanicama u invazivnom rubu
prikazane su na Grafikonu 7. Log - rank test je pokazao da kumulativna proporcija

prezivljenja nije statisticki znacajna (32 = 1,715, p =0,190).
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Katepsin D u stromi (R2) i prezivljenje
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Grafikon 8. KM krivulje za CR2M_2 (katepsin D u stromi u invazivnom rubu)

KM krivulje za katepsin D u stromi u invazivnom rubu prikazane su na
Grafikonu 8. Log - rank test je pokazao da je kumulativna proporcija prezivljenja

statistiCki znacCajna (¥2= 10,641, p = 0,001).
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Katepsin D u tumoru (C) i prezivljenje
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Grafikon 9. KM krivulje za CT_2 (katepsin D u tumorskim stanicama u srediStu

tumora)

KM krivulje za katepsin D u tumorskim stanicama u srediStu tumora prikazane
su na Grafikonu 9. Log - rank test je pokazao da je kumulativna proporcija preZivljenja

statistiCki znaCajna (y? = 9,104, p = 0,003).
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Katepsin D u stromi (C) i prezivljenje
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Grafikon 10. KM krivulje za CM_2 (katepsin D u stromi u srediStu tumora)

KM Kkrivulje za katepsin D u stromi u srediStu tumora. prikazane su na
Grafikonu 10. Kumulativna proporcija prezivljenja nije bila statisticki signifikantna (2

= 1,879, p=0,170).

Analizirajuci odnos katepsina D u transformacijskom rubu, invazivnom rubu i srediStu
tumora te prezivljenja vidi se da su kumulativne proporcije prezivljenja bile statisticki
znacajne za: katepsin D u tumorskim stanicama u transformacijskom rubu, katepsin D

u stromi u invazivnom rubu te katepsin D u tumorskim stanicama u srediStu tumora.
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4.5.2. KM krivulje prezZivljenja za ciklin D1 i Nm23

KM krivulje prezivljenja date su za slijedece varijable:
Ciklin D1 u transformacijskom rubu

Ciklin D1 u invazivnom rubu

Ciklin D1 srediStu tumora

Nm?23 u transformacijskom rubu

Nm?23 u invazivnom rubu

Nm?23 u srediStu tumora
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Ciklin D1 (R1) i prezivljenje
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Grafikon 11. KM krivulje prezivljenja za CYDR1_2 (ciklin D1 u transformacijskom

rubu)

KM Krivulje prezivljenja za ciklin D1 u transformacijskom rubu prikazane su
na Grafikonu 11. Razlika u kumulativnoj proporciji prezivljenja nije bila je

signifikantna (y2 = 2,400, p = 0,121).
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Ciklin D1 (R2) i prezivljenje
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Grafikon 12. KM krivulje preZivljenja za CYR2_2 (ciklin D1 u invazivhom

rubu)

KM Krivulje prezivljenja za ciklin D1 u invazivhom rubu prikazane su na
Grafikonu 12. Kumulativna proporcija prezivljenja nije bila statistic¢ki signifikantna (2

=0,446, p=0,504).
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Ciklin D1 (C) i prezivijenje
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Grafikon 13. KM krivulje preZivljenja za CYC_2 (ciklin D1 u srediStu

tumora)

KM Kkrivulje prezZivljenja za ciklin D1 u srediStu tumora prikazane su na
Grafikonu 13. Razlika u kumulativnoj proporciji preZivljenja bila je signifikantna (y? =

7,021, p = 0,008).

Analizirajuci odnos ciklina D1 u transformacijskom rubu, invazivnom rubu i srediStu
tumora te preZivljenja vidi se da su kumulativne proporcije prezivljenja bile statistiki
znacajne za intenzitet reakcija u srediSnjem dijelu tumora, gdje manji intenzitet reakcije

znaci 1 bolje prezivljenje.
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Nm23 (R1) i prezivljenje
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Grafikon 14. KM krivulje prezivljenja za NM23R1_2 (nm23 u transformacijskom

rubu)

KM Krivulje prezivljenja za nm23 u transformacijskom rubu prikazane su na
Grafikonu ,14. Log - rank test je pokazao da kumulativna proporcija preZivljenja nije

statistiCki znaCajna (y% =0,238 , p = 0,626).
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Nm 23 (R2) i prezivijenje
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Grafikon 15. KM krivulje preZivljenja za NM23R2_2 (nm23 u invazivnom rubu)

KM krivulje prezivljenja za nm23 u invazivnom rubu prikazane su na Grafikonu
15. Kumulativna proporcija prezivljenja nije bila statisticki signifikantna (2 = 0,227,

p=0,633).
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Grafikon 16. KM krivulje preZivljenja za NM23C_2 (nm23 u srediStu

tumora)

KM krivulje prezivljenja za nm23 u srediStu tumora prikazane su na Grafikonu
16. Log - rank test je pokazao da kumulativna proporcija preZivljenja nije statisticki
znacajna (y? = 0,227, p =0,633).

Iz ucenjene analize za nm23 nije dobivena statisticki zna€ajna krivulja prezivljenja

iako je uocljiva tendencija boljeg preZivljenja bolesnika s manjom ekspresijom nm23.
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Statisticka analiza KM metodom ucinjena je i za gubitak heterozigotnosti nm23-
H1 gena (LOH), ali s obzirom na mali broj rezultata, kumulativna proporcija prezivljenja

nije bila statisti¢ki znacajna.

4.6. Korelacija ispitivanih parametara s klasicnim prognosti¢kim

¢imbenicima

Uporabom Spearmanove rang korelacije istrazena je povezanost katepsina D,
ciklina D1, nm23, u transformacijskom rubu (R1), invazivnom rubu (R2) i srediStu
tumora te gubitka heterozigotnosti nm23-H1 gena (LOH-a), s dobi, veli¢inom tumora (T),
zahvacenosti limfnih ¢vorova (N), prisutnosti metastaza (M) te histoloskim gradusom
Q).

Testirana je korelacija izmedu katepsina D, ciklina D1, nm23, u transformacijskom
rubu (R1), invazivhom rubu (R2) i srediStu tumora te nm23-H1 gena (LOH-a) s dobi
bolesnika, uporabom Spearmanove rang korelacije te je utvrdena statistiCki znaCajna
povezanost slijedecih varijabli: dobi i gradusa (G) te dobi i nm23 u srediStu tumora, dok
je statisticki znacajna, negativna korelacija utvrdena izmedu dobi i zahvacéenosti limfnih

¢vorova (N) Sto se vidi iz Tablice 24.
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Tablica 24: Korelacija ispitivanih parametara s dobi Spearman R testom

VARIJABLE Spearman R p vrijednost
DOBiT -0.080251 0.351227
DOBiN -0.210973 0.014785
DOBiM -0.006876 0.939583
DOB i GRADUS 0.214452 0.005979
DOB i KRIT 0.035501 0.738316
DOB i KR1S 0.017760 0.868043
DOB i KR2T -0.085569 0.402169
DOB i KR2S 0.124323 0.204178
DOB i KCT -0.049439 0.616480
DOB i KCS 0.011055 0.911754
DOB i CYDRI1 -0.044658 0.755669
DOBi CYDR2 -0.062640 0.640408
DOB i CYDC -0.133814 0.321021
DOB i NM23R1 0.068906 0.617159
DOB i NM23R2 0.157791 0.236822
DOB i NM23C 0.334463 0.010284
DOB i LOH 0.206912 0.368161

Kada je testiran suodnos ispitivanih parametara i veli¢ine tumora Spearman R testom
statisticki znacajna pozitivna korelacija utvrdena je izmedu: veli¢ine tumora (T) i
zahvacenosti limfnih ¢vorova (N), T 1 katepsina D u transformacijskom rubu u
tumorskim stanicama, T i katepsina D u invazivnom rubu u tumorskim stanicama, T i
katepsina D u sredi$tu tumora u tumorskim stanicama, a negativna izmedu T i katepsina
D u transformacijskom rubu u stromi i T i1 katepsina D u invazivnom rubu u stromi, §to je

prikazano u Tablici 25.



Tablica 25: Korelacija ispitivanih parametara s veli¢cinom tumora Spearman R testom

VARIJABLE | Spearman R p vrijednost
T i DOB -0.080251 0.351227
TiN 0.366403 0.000014
TiM 0.126888 0.161947
T i GRADUS | 0.050132 0.562185
Ti KRIT 0.351165 0.003571
T i KR1S -0.327157 0.006466
T i KR2T 0.261020 0.023704
T i KR2S -0.379230 0.000568
Ti KCT 0.285039 0.011424
T i KCS -0.096608 0.403253
TiCYDRI 0.203821 0.207131
TiCYDR2 0.210211 0.160853
T i CYDC 0.120757 0.429430
T i NM23R1 -0.017717 0.898814
T i NM23R2 -0.046526 0.731096
T i NM23C 0.156119 0.246177
TiLOH -0.248361 0.305239

Kada se istrazio suodnos ispitivanih parametara i zahvacenosti limfnih ¢vorova (N)
statisticki znacajna pozitivna korelacija dobivena je izmedu N i veli¢ine tumora (T), a
negativna izmedu: N i dobi, N i katepsina D u transformacijskom rubu u stromi, N i
katepsina D u invazivnom rubu u stromi te N i katepsina D u srediStu tumora u stromi, $to

je prikazano u Tablici 26.



Tablica 26: Korelacija ispitivanih parametara s zahvac¢eno$¢u limfnih ¢vorova Spearman

R testom

VARIJABLE Spearman R | p vrijednost
N i DOB -0.210973 0.014785
NiT 0.366403 0.000014
NiM 0.120974 0.186248
N i GRADUS 0.115840 0.185934
NiKRIT 0.189955 0.132733
Ni KR1S -0.314897 0.010623
N i KR2T 0.191298 0.107460
N i KR2S -0.417777 0.000173
NiKCT 0.192825 0.097426
Ni KCS -0.277317 0.016753
NiCYDRI1 0.243195 0.152938
N i CYDR2 0.285693 0.066644
NiCYDC 0.282970 0.073021
N i NM23R1 -0.075420 0.591448
N i NM23R2 -0.073836 0.588636
N iNM23C 0.171836 0.205391
N i LOH -0.288292 0.231329

Testirana je i korelacija katepsina D, ciklina D1, nm23, u transformacijskom rubu (R1),
invazivnom rubu (R2) i srediStu tumora te nm23-Hl gena (LOH-a) s prisutnos¢u
metastaza (M), ali nije utvrdena statisticki znaCajna povezanost istrazenih parametara, $to

se vidi iz Tablice 27.



Tablica 27: Korelacija ispitivanih parametara s prisutno$éu metastaza Spearman R

testom

VARIJABLE Spearman R p vrijednost
M i DOB -0.006876 0.939583
MiT 0.126888 0.161947
MiN 0.120974 0.186248
M i GRADUS 0.078044 0.390878
MiKRIT 0.000000 1.000000
MiKR1S -- --

M i KR2T -0.115979 0.339015
M i KR2S 0.006304 0.958695
MiKCT -0.039210 0.749062
M i KCS -0.088805 0.468067
MiCYDRI1 -0.119024 0.502570
M i CYDR2 0.222810 0.166992
MiCYDC 0.189886 0.246935
M i NM23R1 0.233934 0.095084
M i NM23R2 -0.134164 0.333437
M i NM23C -0.094846 0.495108
MiLOH 0.024840 0.922062

Spearman R testom testirana je i korelacija ispitivanih parametara s gradusom te je
utvrdena statisticki znacajna povezanost slijede¢ih varijabli: gradusa i dobi bolesnika te

gradusa i katepsina D u invazivnom rubu u stromi, Sto se vidi u Tablici 28.



Tablica 28: Korelacija ispitivanih parametara s gradusom, Spearman R testom

VARIJABLE Spearman R | p vrijednost
GRADUS i DOB 0.214452 0.005979
GRADUSIiT 0.050132 0.562185
GRADUS i N 0.115840 0.185934
GRADUS i M 0.078044 0.390878
GRADUS i KRI1T -0.059102 0.573609
GRADUS i KR1S 0.144897 0.168177
GRADUS i KR2T -0.047022 0.640543
GRADUS i KR2S 0.218250 0.022615
GRADUS i KCT 0.051821 0.594286
GRADUS i KCS 0.120295 0.219335
GRADUS i CYDRI1 -0.088293 0.533659
GRADUS i CYDR2 0.112364 0.396823
GRADUS i CYDC -0.012103 0.928151
GRADUS i NM23R1 | 0.019100 0.889915
GRADUS i NM23R2 | -0.053982 0.687348
GRADUS i NM23C 0.120968 0.365711
GRADUS i LOH -0.080119 0.729925

Uporabom Spearmanove rang korelacije istrazena je medusobna povezanost katepsina
D te ciklina D1, nm23, u transformacijskom rubu (R1), invazivhom rubu (R2) i srediStu
tumora i nm23-H1 gena (LOH-a).

Kada je testiran suodnos katepsina D i ispitivanih parametara Spearman R testom
statisticki  znaCajna pozitivna Kkorelacija utvrdena je izmedu: Kkatepsina D u
transformacijskom rubu u tumorskim stanicama s: veli¢inom tumora (T), katepsinom D u
invazivnom rubu u tumorskim stanicama i katepsinom D u srediStu tumora u tumorskim
stanicama, a negativna s katepsinom D u invazivnom rubu u stromi.

Statisticki znacajna korelacija utvrdena je i izmedu: katepsina D u transformacijskom

rubu u stromi s katepsinom D u invazivnom rubu u stromi, dok je negativna korelacija
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utvrdena izmedu katepsina D u transformacijskom rubu u stromi i veli¢ine tumora te
zahvacenosti limfnih ¢vorova (N).

Utvrdena je i statisticki znacajna pozitivna povezanost katepsina D u invazivnom rubu u
tumorskim stanicama s: veli¢inom tumora (T), katepsinom D u transformacijskom rubu u
tumorskim stanicama te katepsinom D u srediStu tumora u tumorskim stanicama, a
negativna s katepsinom D u invazivnom rubu u stromi.

Katepsin D u invazivnom rubu u stromi statisticki zna¢ajno, u pozitivnoj korelaciji je bio
s: gradusom, katepsinom D u transformacijskom rubu u stromi, katepsinom D u srediStu
tumora u stromi, a u negativnoj korelaciji s: veli¢inom tumora (T), zahva¢enoS$¢u limfnih
¢vorova (N), katepsinom D u transformacijskom rubu u tumorskim stanicama,
katepsinom D u invazivnom rubu u tumorskim stanicama, katepsinom D u srediStu
tumora u tumorskim stanicama, ciklinom D1 u invazivnom rubu te ciklinom DI u
srediStu tumora.

Utvrdena je i statisticki znacajna pozitivna povezanost katepsina D u srediStu tumora s:
veli¢inom tumora (T), katepsinom D u transformacijskom rubu u tumorskim stanicama,
katepsinom D u invazivnom rubu u tumorskim stanicama te negativna skatepsinom D u
invazivnom rubu u stromi.

Spearman R testom takoder je utvrdena statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu
katepsina D u srediStu tumora u stromi i: katepsina D u invazivnom rubu u stromi, a

negativna s zahvacenosti limfnih ¢vorova (N), $to je sve prikazano u Tablici 29.
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Tablica 29: Parametri testirani Spearman R testom koji pokazuju znacajnu korelaciju

VARIJABLE Spearman R | p vrijednost
KRITiT 0.351165 0.003571
KRI1SiT -0.327157 0.006466
KRI1SiN -0.314897 0.010623
KR2Ti T 0.261020 0.023704
KR2Si T -0.379230 0.000568
KR2SiN -0.417777 0.000173
KR2S i GRADUS 0.218250 0.022615
KR2S i CYDR2 -0.308823 0.021786
KR2S i CYDC -0.356208 0.008201
KCTiT 0.285039 0.011424
KCSiN -0.277317 0.016753

Uporabom Spearmanove rang korelacije istrazena je medusobna povezanost ciklina D1
te katepsina D, nm23, u transformacijskom rubu (R1), invazivnom rubu (R2) i srediStu
tumora i nm23-H1 gena (LOH-a). Statisticki znacajna, pozitivna korelacija utvrdena je
izmedu: ciklina D1 u transformacijskom rubu tumora i ciklina D1 u invazivnom rubu
tumora te nm23 u srediStu tumora. Ciklin D1 u invazivnom rubu bio je u statisticki
znacajnoj, negativnoj korelaciji s katepsinom D u invazivnom rubu u stromi te pozitivnoj
korelaciji s ciklinom D1 u transformacijskom rubu tumora. Ciklin D1 u srediStu tumora
bio je u statisticki znacajnoj, pozitivnoj korelaciji s ciklinom D1 u invazivhom rubu
tumora te negativnoj s s katepsinom D u invazivnom rubu u stromi, Sto se vidi iz Tablice
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Tablica 30: Parametri testirani Spearman R testom koji pokazuju znacajnu korelaciju

VARIJABLE Spearman R | P vrijednost
CYDRI1 i NM23C 0.682191 0.007192
CYDR2 i KR2S -0.308823 0.021786
CYDC i KR2S -0.356208 0.008201

Istrazena je 1 medusobna povezanost nm23 i katepsina D, ciklina DI u
transformacijskom rubu (R1), invazivhom rubu (R2) i srediStu tumora i nm23-H1 gena
(LOH-a). Statisticki znacajna korelacija utvrdena je izmedu: nm23 u transformacijskom
rubu tumora 1 nm23 u invazivnom rubu tumora, nm23 u invazivnom rubu tumora i nm23
u srediStu tumora, nm23 u srediStu tumora i ciklina D1 u transformacijskom rubu tumora
te nm23 u srediStu tumora i nm23 u invazivhom rubu tumora, Sto je prikazano u Tablici

31.

Tablica 31: Parametri testirani Spearman R testom koji pokazuju znacajnu korelaciju

VARIJABLE Spearman R p vrijednost
NM23C i CYDRI1 0.682191 0.007192

Uporabom Spearmanove rang korelacije istrazena je medusobna povezanost gubitka
heterozigotnosti nm23-H1 gena (LOH-a) i, katepsina D, nm23, u transformacijskom rubu
(R1), invazivnom rubu (R2) i srediStu tumora. Statisticki znacajna korelacija utvrdena je
jedino izmedu gubitka heterozigotnosti nm23-H1 gena (LOH-a) i ciklina DI u

invazivnom rubu tumora, $to se vidi iz Tablici 32.



Tablica 32: Statisticki znacajna korelacija za nm23-H1 gen (LOH) utvrdena Spearman R

testom

VARIJABLE

Spearman R

p vrijednost

NM23LOH i CYDR2

0.912871

0.030466
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4.7. REZULTATI ALGORITAMSKE ANALIZE PODATAKA
UPORABOM RPART-A

RPART modul je konstruirao slijedeci algoritam za procjenu kumulativnog rizika koji se
graficki moze prikazati na slijedeci nacin:

Tumaor= 2.5

I
CM41.5 DOB=F48.5
DOB=E56.5
Yo%
Gt ol
Modeg=0.5
fuit?
DOBg G2.5

ik

“iHE

n=127 (43 observations deleted due to missing)

node), split, n, deviance, yval
* denotes terminal node

1) root 127 107.273400 1.0000000
2) Tumor< 2.5 41 39.670890 0.8030107
4) KCS< 1.5 17 17.017400 0.5891576 *
5) KCS>=1.5 24 20.310190 1.0158120
10) DOB>=55.5 14 10.521220 0.8294087 *
11) DOB< 55.5 10 8.449391 1.3465800 *



3) Tumor>=2.5 86 64.714050 1.1810850
6) DOB>=49.5 69 50.645680 1.0294140
12) Nodes< 0.5 37 23.109390 0.9594485 *
13) Nodes>=0.5 32 27.252500 1.1345160
26) DOB< 62.5 25 17.547880 0.9715752 *
27) DOB>=62.5 7 6.145659 2.5400470 *
7) DOB< 49.5 17 8.321853 2.3273560 *

Tumacenje algoritma se zasniva na nizu binarnih ¢vorova u kojima se vrSi razdvajanje
ispitanika na osnovu njihovih varijabli. Ukupno je za analizu uzeto 127 ispitanika jer su
za njih postojali cjelokupni podaci. 43 ispitanika nije uzeto za analizu zbog manjka

podataka u jednoj ili viSe varijabli.

Prvi ¢vor vrsi razdvajanje ispitanika na osnovu klasi¢ne varijable T (Tumor) u TNM
ljestvici. Jedna grana ¢vora sadrZi ispitanike kojima T iznosi 1 i 2, a druga ispitanike s T
vrijednos¢u 31 4.

A.

Grana s ispitanicima kojima je T 1 i 2 se potom dijeli u ¢voru kojeg €ini varijabla KCS
(katepsin D u srediStu neoplazme u stromi). Oni ispitanici koji su imali vrijednost
varijable KCS 1 (intezitet bojanja 0 i 1) imali su koeficijent kumulativnog rizika umiranja
0,5892. Kod ispitanika s vrijednoS¢u varijable KCS 2 (intezitet bojanja 2 i 3), razdvajanje
je nadalje vrseno u ¢voru po dobi. Ispitanici s dobi jednakoj ili vecoj od 55,5 godina imali
su koeficijent kumulativnog rizika umiranja 1,347, dok su mladi od 55,5 godina imali

koeficijent kumulativnog rizika umiranja 0,8294.

Grana koja sadrzi ispitanike s vrijednoS¢u varijable T 3 i 4 dijeli se u ¢voru kojeg €ini

varijabla dob i to na ispitanike mlade od 49,5 godina, te na ispitanike s 49,5 godina ili
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starije. Ispitanici mladi od 49,5 godina imaju koeficijent kumulativnog rizika umiranja
2,327. Grana s ispitanicima starijima od 49,5 godina potom se dijeli u ¢voru koji ponovno
sadrzava varijablu Nodes, a to je klasicna N varijabla (zahvacenost limfnih ¢vorova iz
TNM ljestvice). Osobe kojima limfni ¢vorovi nisu zahvaceni imaju koeficijent
kumulativnog rizika umiranja 0,9594, Sto je manje od ispitanika kojima su limfni ¢vorovi
zahvaceni. Kod te podskupine ponovno treba gledati dob. Osobe mlade od 62,5 godina
imaju koeficijent kumulativnog rizika umiranja 0,9716, dok osobe od 62,5 godina ili

starije imaju koeficijent kumulativnog rizika umiranja 2,54.
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5. RASPRAVA

Intratumorska heterogenost definira se kao postojanje diploidnog i aneuploidnog
sadrzaja DNK 1ili postojanje viSestrukih abnormalnih stani¢nih linija s ekspresijom
razli¢itih gena/antigena ili produkcijom razliitih proteina/onkoproteina u razlicitim
djelovima jednog tumora. Heterogenost tumorskih stanica razvija se kroz proces
progresije ili napredovanja tumora te se moze re¢i da se tumori sastoje od razlicitih
stani¢nih subpopulacija s razli¢itim bioloskim karakteristikama. Znacaj ovakve
heterogenosti ogleda se u mogucem divergentnom bioloSkom ponasanju pojedinih
tumorskih podklonova. U prakticnom smislu to znaci da ¢e pojedini dijelovi tumora
pokazivati drugaciju sposobnost invadiranja, metastaziranja, otpornost prema
kemoterapiji i/ili zraCenju (37). Mo¢i predvidjeti takvo ponaSanje tumora ili postojanje
potencijala za takvo ponaSanje, predstavljalo bi znatan doprinos u pracenju i terapiji
bolesnika. Drugo vrlo znacajno pitanje je moguénost i svrsishodnost odredivanja
pojedinih prognostickih (ili bilo kojih drugih) ¢imbenika u heterogenoj populaciji
tumorskih stanica. Neoplazma je trodimenzionalna struktura gdje, teoretski gledano,
razli¢iti tumorski klonovi mogu biti rasporedeni jednoliko unutar njene mase ili
predominantno u pojedinim dijelovima tumora. UobiCajeni pristup, koji narocito
podrZzavaju nemorfoloSke struke, a ukljucuje sve moguce razine moderne tehnologije,
promatra tumor kao mjeSavinu stanica i samim tim, kao mjeSavinu razli¢itih klonova.
Ako, medutim, neoplazmu shvatimo kao autonomno rastu¢u tvorbu koja je u interakciji
sa svojim okoliSem (domacé¢inom) onda je logi¢no ocekivati odredenu trodimenzionalnu
organizacijsku strukturu te barem u nekim elementima (i to poglavito onima koji su

vezani za rast, invaziju i metastaziranje), prostorni raspored unutar tumora. Ako je to
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to¢no, proucavanje tumora kao cjeline nije uvijek svrsishodno te bismo vise korisnih
informacija mogli dobiti proucavajuci svaki njegov prostorni dio odvojeno.

NaSim smo istraZivanjem Zeljeli saznati da li u ispitanom materijalu postoji razlika u
ekspresiji istih parametara izmedu histoloski odredenih centra i rubova tumora. Takoder
se istrazila povezanost ovih ¢imbenika s klasi€énim prognostickim pokazateljima (TNM
stadijem 1 stupnjem histoloske diferencijacije tumora) za svako mikroskopsko podrucje
posebno te prognostiCka vrijednost svakoga podrucja zasebno u odnosu na preZivljenje
bolesnika. Na taj nacin se iz tumora kao cjeline pokusalo izdvojiti podrucje (ili podrucja)
koje je prognosticki relevantno te bi se u budu¢im rutinskim aplikacijama izbjeglo
uzimanje u obradu dijelova tumora koji daju irelevantne vrijednosti te dovode do
pogreSnih  zaklju¢aka odnosno pojaCavanjem «Suma» onemogucavaju stvaranje
zakljucaka.

Ovom studijom istraZili smo intratumorsku heterogenost ekspresije bjelanc¢evina ciklina
D1, nm23 i katepsina D kao i nm23 gena u planocelularnom karcinomu grkljana
istrazujuci tri razliCite tumorske regije. One su bile mikroskopski definirana, histoloski
razli¢ita podrucja tumora: srediSte tumora (C), transformacijski rub (R1) te invazivni rub
(R2).

Prognosticka vaZznost katepsina D u pacijenata s karcinomima glave i vrata Cesto je bila
predmetom istrazivanja (82-86) Utvrdeno je bolje preZivljenje kod pacijenata s niskim
vrijednostima enzima u citosolu ili serumu (87-90) i1 slabim intenzitetom bojanja
imunohistokemijski (91). Prognosticka vrijednost katepsina D istaknuta je u tri (83,84,88)
od Cetiri studije koje su koristile multivarijatnu analizu. Takoder je utvrdena povezanost
ekspresije katepsina D s metastazama u cervikalnim limfnim ¢vorovima kod pacijenata s
karcinomom glave i vrata, s time da ekspresija katepsina D signifikantno korelirala s

prisutnoS¢u metastaza, slabom histoloSkom diferencijacijom i visokim proliferacijskim
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indeksom.(92,93). I u naSim prethodnim istraZivanjima ustanovili smo visoku
prognosticku vrijednost imunohistokemijski odredenog katepsina D. IstraZivanje je
radeno na cijelom tumoru, uz posebnu kvantifikaciju reakcije u tumorskim stanicama i
tumorskoj stromi. Imunohistokemijska kvantifikacija ima neprijepornu prednost pred
biokemijskom upravo zbog Cinjenice da je samo tako moguce razlikovati reakciju u
tumorskim stanicama od one u stromalnim (mahom histiocitima). To je narocito vazno u
svijetlu ¢injenica da se visoka vrijednost u tumorskim stanicama pokazala kao negativan,
a visoka vrijednost u stromalnim stanicama kao pozitivan prognostic¢ki ¢cimbenik (63).

U ovom radu dobiveni su vrlo zanimljivi rezultati vezani za ekspresiju katepsina D.
Gledaju¢i tumor u cijelosti ustanovljena je statisticki znacajna razlika izmedu centra
tumora i invazivnog ruba te izmedu invazivnog i transformacijskog ruba i to kako za
tumorske stanice, tako i za stromu. Reakcija je najjaca u invazivnom rubu, srednje jaka u
centru i najslabija u transformacijskom rubu. Usporedujuéi ekspresiju katepsina D sa
klasi¢nim prognostickim parametrima dobivena je korelacija izmedu veli¢ine tumora (T)
1 vrijednosti katepsina u tumorskim stanicama svih podrucja te negativna korelacija za
rubove i vrijednosti katepsina u tumorskoj stromi. Takoder je ustanovljena korelacija
izmedu reakcije u stromi invazivnog ruba te stupnja diferencijacije tumora (G). Ovi
rezultati u skladu su sa literaturnim podacima za tumore glave i vrata, koji su dobiveni na
uzorcima tumora uzetim bez neke prostorne orijentacije (92,93). Narocito je znacajan
nalaz prognosticke vrijednosti katepsina D u tumorskim stanicama transformacijskog
ruba i centra tumora, gdje veca ekspresija oznaCava loSiju prognozu, te obrnuto
prognosticko znacenja ekspresije katepsina D u stromi invazivnog ruba, gdje veca
vrijednost oznaCava povoljnu prognozu. I u ostalim regijama tumora postoje rezultati koji
pokazuju istu tendenciju samo nisu dosegli razinu znacajnosti. Ovi nalazi odgovaraju

naSim prethodnim rezultatima (63) i drugim literaturnim podacima (83,88) gdje
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ekspresija katepsina D u tumorskim stanicama mahom korelira sa njegovom
agresivnoScu, dok stromalna reakcija korelira sa upalnim odgovorom. lako postoji
intratumorska heterogenost u ekspresiji katepsina D kako u tumorskim tako i u
stromalnim stanicama ipak prognosti¢ka tendencija svih regija ide u istom smjeru Sto
rezultira dobrom prognostickom vrijednoS¢u na nasumi¢no uzetom uzorku tumora te
katepsin D odreden imunohistokemijski, €ini potentnim prognosti¢kim c¢imbenikom.
(63,93) To svakako joS viSe naglaSava Cinjenica da je uz etablirane klasi¢ne prognosticke
parametre, jedino vrijednost katepsina D u stromi centra tumora algoritam (RPART)
izdvojio kao visoko vrijedan prognosticki ¢cimbenik.

Ciklin D1 je bjelancevina ukljuena u regulaciju stanicnog ciklusa te kontrolira
ekspresiju Rb gena. Poremecaj u regulaciji ciklina D1 ima utjecaja na razvoj razli¢itih
tipova neoplazmi, primjerice cerviksa (55), hepatocelularnog karcinoma (56) te jednjaka
(57). Ovakav utjecaj izgleda da je jace izrazen u ve¢ uznapredovalim tumorima (61).

Utjecaj ciklina D1 u progresiji plancelularnog karcinoma glave i vrata joS nije dovoljno
istrazen. Prekomjerna ekspresija ciklina D1 ve¢inom je bila istrazena u tumorskim
staniénim linijam (94-96), a rezultati nisu bili konzistrntni. Neki su autori opisali
prognosticki znacaj ciklina D1 u planocelularnom karcinomu grkljana, dok su drugi dali
suprotne rezultate (73,74,97). I ovdje izgleda da je prekomjerna ekspresija ciklina jace
izrazena u ve¢ uznapredovalim tumorima nego u ranoj fazi karcinogeneze ili najranijem
stadiju invazivnog karcinoma grkljana (75). Neki autori opisuju da je prekomjerna
ekspresija ciklina D1 u plancelularnim karcinoma glave i vrata udruZena s eS¢im
recidivima i kraé¢im preZivljenjem (98). Takoder je opisano da ekspresija ciklina D1
korelira s prisutnoS¢u okultnih cervikalnih metastaza u pacijenata s karcinomima glave 1
vrata, Sto ukazuje na mogucnost koriStenja imunohistokemijske analize bioptickog

materijala kao dodatnog sredstva za identifikaciju onih pacijenata koji ¢e biti tretirani
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elektivnom disekcijom vrata (99). U naSem istrazivanju pokazali smo da postoji
statisticki znaCajna razlika u ekspresiji ciklina D1 u razli¢itim dijelovima tumora, s time
da je najjace izraZena u invazivnom rubu, zatim centru te transformacijskom rubu. Ciklin
D1 je odredivan samo u tumorskim stanicama, jer je njegova prisutnost u stromi
neznatna. Koreliraju¢i njegovu ekspresiju sa standardnim prognosti¢kim ¢imbenicima
ustanovili smo da postoji izrazita tendencija korelacije sa zahvac¢enosc¢u limfnih ¢vorova,
ali ne dosiZe razinu znacajnosti (p=0,07). To je svakako u skladu s literaturnim podacima
o ciklinu D1 kao mogu¢em markeru za metastatski potencijal (99). Jedan je od mogucih
uzroka korelacije koja ne dosize prag te neulasku u prognosticki algoritam leZi u
relativno malom broju tumora gdje je bojenje uspjelo na svim uzorcima.

Visoke vrijednosti ekspresije ciklina D1 u centru tumora dobro koreliraju sa loSom
prognozom, $to je takoder u skladu s literaturnim podacima za cjelovite tumore (98).
Sli¢na tendencija se vidi i u invazivnom rubu, ali ne dosiZe razinu zna¢ajnosti. OCito je
dakle da kod ciklina D1, kao i kod katepsina D, srediSte tumora, kao najveca masa
stanica, iako ne pokazuje najveci intenzitet bojenja, predstavlja svojevrsni ,,pacemaker —
odredujuéi element za ponasanje tumora.

Zanimljiva je 1 korelacija s katepsinom D, gdje postoji negativha povezanaost
ekspresije ciklina D1 u srediStu tumora i u invazivnom rubu sa imunoreaktivnoS¢éu
katepsina D u stromi invazivnog ruba. Korelacija sa katepsinom D svakako je dodatni
pokazatelj moguceg prognostickog znacaja na koji treba usmjeriti daljnja istraZivanja.

Generalno je prihvaceno misljenje o nm23 genu kao o «protumetastatkom genu». To
vrijedi za vecinu tumora. Kod karcinoma dojke (68,100), kolorektalnog (66), ZeluCanog
(69) cervikalnog (70) 1 hepatocelularnog karcinoma, reducirana ekspresija nm23-H1 gena
udruZena je s prisustvom metastaza u limfnim ¢vorovima i kra¢im prezivljenjem. Za

razliku od ovih pokazatelja pojacana ekspresija nm23-H1 gena u planocelularnom
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karcinomu glave i vrata povezana je s loSijom prognozom i visokim tumorskim stadijem.
(26,84). Mc Donald i suradnici (60) takoder su pokazali da u planocelularnom karcinomu
glave 1 vrata nm23 gen ima obrnutu prognosti¢ku implikaciju, odnosni da je nm23-H1
gen povezan sa slabijim preZivljenjem pacijenata. Engel i suradnici (63) dobili su slicne
rezultate na drugoj lokaciji tumora, na plu¢ima. Oni opisuju povezanost visokih
vrijednosti nm23-H1 i nm23-H2 gena u humanom planocelularnom karcinomu pluca sa
slabom diferencijacijom tumora i uznapredovalim stadijem bolesti. Leone 1 suradnici
(64,65) objavili su slicne rezultate za agresivne neuroblastome. Djecji neuroblastomi
stadija III (sa zahvacenim regionalnim limfnim ¢vorovima) 1 IV (s udaljenim
metastazama) bili su povezani s poviSenim vrijednostima nm23 mRNK, u usporedbi s
lokaliziranim tumorima. PoviSene vrijednosti nm23 mRNK bile su udruZenje sa
znaCajnim skrac¢enjem preZivljenja. Tako prema sadaSnjem stanju znanosti nije moguce
jednoznacno odrediti ulogu nm23 u nastanku i biologiji tumora. U naSem istraZzivanju
dobiveno je dosta malo statisticki jasnih podataka. U prostornom rasporedu unutar
tumora postoje razlike koje ne dosiZu razinu znacajnosti. Ekspresija je najjace izraZzena u
invazivnom, a najslabije u transformacijskom rubu. Nadena korelacija s dobi bolesnika
eventualno bi se mogla pokazati korisnom u daljnjem razdvajanju bolesnika s povecanim
izgledima loSeg tijeka bolesti, nakon zadnjeg grananja u algoritmu RPART na ¢emu treba
dalje poraditi. U krivuljama preZivljenja postoji tendencija loSijeg ishoda u bolesnika sa
slabijom ekspresijom nm23 koja nije statisti¢ki znacajna. Ovakav rezultat ne bi bio u
skladu s dosad objavljenim radovima o ekspresiji nm23 u tumorima glave i vrata, ali
buduci da ove, 1 tako vrlo rijetke studije pate od sli¢nih nedostataka kao i ova naSa
potrebno je sve ove rezultate uzeti s odredenom dozom opreza te eventualno provesti

strogo kontroliranu prospektivnu studiju s pouzdanim protutijelom. Trenutno su u razini
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tehnic¢ki razumne prihvatljivosti samo studije na molekularnoj razini s identifikacijom
mRNK dok s identifikacijom proteina postoje odredeni problemi.

Svakako treba napomenuti da se pri bojenju nm23 javljaju tehnicki problemi koji ne
postoje kod katepsina D. Prvo protutijelo je istrazivatko protutijelo s visokom
specificnos$¢u 1 dosta slabom osjetljivos¢u tako da postoji mogucnost lazno negativnog
nalaza. Dodatni problem predstavljao je arhivski materijal u kojemu se nije uspjela dobiti
zadovoljavaju¢a 1 konstantna reaktivnost u uzorcima starijim od tri godine. To je
zahtijevalo proSirenje izvorne baze bolesnika te smanjilo broj uzoraka koji su se mogli u
cijelosti analizirati. Sli¢an problem javio se kod odredivanja gubitka heterozigotnosti
nm23-HI.

Ukupno uzevsi rezultati ove studije dali su odgovore na neka od postavljenih pitanja, ne
neka nisu, a postavili su 1 neke nove probleme.

Jasno se pokazalo da heterogenost unutar tumora nije difuzno rasporedena unutar
tumorske mase, ve¢ da postoji prostorno organizirana struktura, barem Sto se tiCe
istrazivanih parametara. Ovakva prostorna heterogenost dijelom je pokazala povezanost
sa prezivljenjem ili nekim od klasi¢nih prognostickih ¢imbenika, a kao jedini od svih
istrazivanih novih parametara katepsin D u stromi centra tumora pokazao se kao
klasifikator u naprednom klasifikacijskom modelu RPART. Time smo odgovorili na dva
vrlo vaZzna pitanja; heterogenost? Njena eventualna prognosticka vrijednost? Slobodno se
moze ustvrditi da ovi rezultati, u svijetlu dosadasnjih stavova i pogleda na tumorsku
biologiju, predstavljaju znacajnu novost te da bi bilo korisno dalje slijediti ovdje
postavljene smjernice. Jedan od mogucih ciljeva je konstruiranje 3D modela tumora na
razini ekspresije proteina. Takoder je za vjerovati da takav model ne bi bio istoga izgleda
1 rasporeda u svih tumora, ve¢ da bi korelirao s ponasanjem tumora. Ono S§to je u ovom

istrazivanju ostalo samo dijelom odgovoreno je pitanje povezanosti ciklina D1 s
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klasi¢nim prognostickim ¢imbenicima dok je mjesto i uloga nm23 proteina te gubitka

heterogenosti nm23 u karcinomima grkljana i nadalje prili¢no nerazja$njeno podrucije.
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6. ZAKLJUCCI

Iz rezultata ovoga rada moze se zakljuciti slijedece:

1. Postoji prostorna intratumorska heterogenost koja se manifestira razlicitim
stupnjem ekspresije katepsina D i ciklina D1 te donekle nm23 u razli¢itim djelovima
tumora (centar, invazivni rub, transformacijski rub/zona).

2. Za sve istrazivane proteine (katepsin D, ciklin D1, nm23) najjaca je
ekspresija u invazivnom rubu, zatim u centru, a najslabija u transformacijskom rubu
tumora. Treba napomenuti da u slu€aju nm23 vrijednosti nisu dosegle razinu zna¢ajnosti
3. Postoji znacajna korelacija ekspresije pojedinih proteina u razliitim
podru¢jima tumora s klasi¢nim prognosti¢kim ¢imbenicima (veli¢inom tumora - T,
metastazama u limfne ¢vorove — N, te stupnjem histoloSke diferencijacije (anaplazije) —
G)

4. Korelacija je najjace izraZena za invazivni rub, zatim za centar, a najslabije za
transformacijski rub tumora, bez obzira o kojem istrazivanom proteinu se radi

5. Kod katepsina D ustanovljena je pozitivna korelacija za ekspresiju u
tumorskim stanicama s veliCinom tumora te negativna korelacija za ekspresiju u stromi s
veli¢inom tumora, infiltracijom limfnih ¢vorova te stupnjem diferencijacije (anaplazije)

6. Od drugih proteina najznacajnija je povezanost ciklina D1 u centru i rubu
tumora s invazijom limfnih ¢vorova, koja nije dosegla razinu znacajnosti (p=0,07), ali bi
mogla predstavljati osnovu procjene metastatskog potencijala tumora

7. Ustanovljena je povezanost prostorne heterogenosti sa preZivljenjem
(Kaplan-Meier krivulje) kako za katepsin D tako 1 za ciklin D1

8. Klasi¢ni prognosticki parametri (T, N, G) pokazali su svoju prognosticku

vrijednost
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0. Kao jedini od svih istrazZivanih novih parametara katepsin D u stromi centra
tumora pokazao se kao klasifikator u naprednom klasifikacijskom modelu RPART S§to
upucuje na njegovu mogucu prognosticku vrijednost

10. MoZzemo zakljuciti da bi ovi rezultati trebali bitno utjecati na shvacanje
biologije tumora kao trodimenzionalne strukture, a ne jednolike mjeSavine stanica te na

taj nacin doprinjeti stvaranju nove metodologije istraZivanja tumora
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7. SAZETAK

Intratumorska heterogenost definira se kao postojanje diploidnog i aneuploidnog
sadrzaja DNK 1ili postojanje viSestrukih abnormalnih stani¢nih linija s ekspresijom
razli¢itih gena/antigena ili produkcijom razliitih proteina/onkoproteina u razlicitim
djelovima jednog tumora. U dosadaSnjim istrazivanjima uglavnom nije vodeno racuna o
mogucnosti postojanja prostorno odredene intratumorske heterogenosti, pa smo za cilj
ovog rada odredili utvrditi intratumorsku heterogenost ekspresije bjelancevina katepsina
D, ciklina D1, nm23 i nm23 gena u planocelularnom karcinomu grkljana istrazujuéi tri
razli¢ite tumorske regije te odrediti postoji li prognosticka vrijednost bjelancevina
katepsina D, ciklina D1, nm23 i nm23 gena u planocelularnom karcinomu grkljana
vezano za njihov prostorni raspored unutar tumora. Takoder se pokuSalo ustanoviti da li
intratumorska heterogenost navedenih bjelanCevina i gena pokazuje povezanost s
klasi¢nim prognostickim ¢imbenicima (TNM 1 histoloski gradus) te prezivljenjem.

U studiju je ukljuc¢eno 170 bolesnika s karcinomom grkljana koji su bili operirani
(hemilaringektomirani i laringektomirani) na Klinici za otorinolaringologiju KBC Salata
u Zagrebu te Odjelu za otorinolaringologiju Opce bolnice Slavonski brod, od 1987 do
2003 godine. Statistika prezivljenja radena je na 127 bolesnika kod kojih je postojala sva
medicinska dokumentacija.

Rezultati su pokazali da postoji prostorna intratumorska heterogenost koja se manifestira
razli¢itim stupnjem ekspresije katepsina D i ciklina D1 u razli¢itim djelovima tumora,
tako da je najjaa ekspresija u invazivhom rubu, zatim u centru, a najslabija u
transformacijskom rubu tumora. Utvrdena je znacajna korelacija ekspresije pojedinih
proteina u razli¢itim podru¢jima tumora s klasicnim prognostickim ¢imbenicima

(veli¢inom tumora - T, metastazama u limfne ¢vorove — N, te stupnjem histoloske
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diferencijacije (anaplazije) — G), a jaCe je izraZena za invazivni rub, zatim za centar, a
manje za transformacijski rub tumora, bez obzira o kojem istrazivanom proteinu se radi.
Kod katepsina D ustanovljena je pozitivna korelacija za ekspresiju u tumorskim
stanicama s veli¢inom tumora (p=0,003) te negativna korelacija za ekspresiju u stromi s
veli¢inom tumora (p=0,006), infiltracijom limfnih ¢vorova (p=0,01) te stupnjem
diferencijacije (anaplazije) (p=0,02). Utvrdena je povezanost prostorne heterogenosti s
prezivljenjem (Kaplan-Meier krivulje) kako za katepsin D (p=0,0001) tako i za ciklin D1
(p=0,008). Klasi¢ni prognosticki parametri (T, N, G) pokazali su svoju prognosticku
vrijednost. Kao jedini od svih istrazivanih novih parametara katepsin D u stromi centra
tumora pokazao se kao klasifikator u naprednom klasifikacijskom modelu RPART S$to
upucuje na njegovu mogucu prognosti¢ku vrijednost. Za nm23 1 nm23H-1 gen nisu

dobiveni statisticki relevantni pokazatelji.
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8. SUMMARY

Intratumoral heterogeneity of cathepsin D, cyclin D1, nm23 and
nm23H1 gene expression in laryngeal squamous cell carcinoma

Intratumoral heterogeneity is defined as the parallel existence of diploid and aneuploid
clones as well as different abnormal cell lines within a given tumor. This implies that
different tumor parts express different behavior (e.g. propensity to invade or metastasize,
resistance against chemo- or radiotherapy). One of the most important goals of different
investigations is to predict the biological behavior of tumors. Current investigations
mostly neglect intratumoral heterogeneity in general and completely ignore the
possibility of regional intratumoral heterogeneity. The goals of my investigation,
performed on a group of 170 patients with laryngeal cancer undergoing partial or
complete laryngectomy were to define intratumoral heterogeneity of cyclin D1, cathepsin
D and nm23 protein as well as nm23H1 gene in three different tumor regions (tumor
center, invasive margin and transformation region), to establish potential prognostic
significance of regional factors and to establish potential correlation between the
investigated factors and classical prognostic factors (T, N, M, histological grade).

Taken together the results of this study give some intriguing answers to the above
questions. It was clearly shown that the intratumoral heterogeneity is not a diffuse,
random event, but that there is a clear areal distribution of immunoreactivity to cathepsin
D and cyclin D1, with the invasive margin expressing the strongest immunoreactivity
followed by the tumor center. There is positive correlation for expression of cathepsin D
in tumor cells with T (p=0,003), and negative correlation for stromal expression of
cathepsin D with T (p=0,006), N (p=0,01) and histological grade (p=0,02). Areal
expression of cathepsin D and cyclin D1 showed prognostic significance on Kaplan-

Meier curves (cathepsin D (p=0,001) cyclin D1 (p=0,008)).
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Using RPART statistics the expression of cathepsin D in tumor stromal cells of tumor

center was demonstrated as being a classificator equal to standard prognostic parameters.
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