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Popis oznaka i kratica

AJCC - Americko drustvo za rak (eng. American Joint Committe on Cancer)
CT — kompjutorizirana tomografija
EGF - epidermalni faktor rasta
EGFR - receptor epidermalnog faktora rasta
HPV — humani papiloma virus
ICAP-1 - integrin cytoplasmic domain — associated protein 1o
LOH — gubitak heterozigotnosti (eng. loss of heterozigosity)
MHC - prema engl. major histocompatibility complex
NDP - nukleozid difosfat
N-CAM - neuronska adhezijska molekula stanice
PCNA - proliferacijski antigen jezgre
TNM — klasifikacija proSirenosti tumora (Tumor, lymph Node metastasis, distant Metastasis)
UICC - Medunarodna unija za borbu protiv raka
(franc. Union Internationale Contre le Cancer)
UZV - ultrazvuk
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1. Uvod

1.1. PLANOCELULARNI KARCINOM GLAVE | VRATA

Planocelularni karcinom glave i vrata je zajednicki naziv za najceS¢u vrstu tumora
sluznice gornjeg respiratornog i probavnog sustava. Gornji respiratorni i probavni sustav ¢ine
nos, usna Supljina, zdrijelo i grlo. Tumori koji nastaju na sluznici gradenoj od mnogoslojnog
ploCastog epitela imaju jedinstvenu histolosku sliku planocelularnog karcinoma. Osnovno
anatomsko i funkcionalno obiljezje gornjeg respiratornog i probavnog sustava je krizanje puta
disanja i gutanja, te funkcija govora. Planocelularni karcinom glave i vrata nastaje zbog
kumulativnih genetskih promjena stanica kao posljedica izloZenosti karcinogenima iz duhana
i alkohola, te pod utjecajem virusa (kao $to su humani papiloma virusi), uz pozadinu genetske
predispozicije (1, 2). Rast tumora ugrozava bolesnika izazivaju¢i vrlo teske bolove,
izobli¢enje, promjene u govoru, te elementarnim Zivotnim funkcijama disanju i gutanju (3, 4).
Planiranje lijeCenja temelji se na poznavanju prirode bolesti i prognostickih ¢imbenika.
Tumori u ranim stadijima cesto su izlje¢ivi kirurski ili zracenjem. Kod bolesnika s
uznapredovalim stadijima bolesti usprkos napretku u medicini 1 primjeni unaprijedenih
tehnika operacije, radioterapije kao i uvodenjem kemoterapije u protokole multimodalitetnog
lijeCenja nije se znacajno popravilo prezivljenje u posljednjih nekoliko desetljeca (3, 4, 5, 6).
Upotreba prihvacenih prognostickih c¢imbenika u odabiru lijecenja ograniCena je zbog
heterogenosti tumora (7). Bolesnici izlijeceni od prvog rano otkrivenog planocelularnog
karcinoma glave i vrata imaju visoki rizik razvoja drugog primarnog tumora s niskim stopama
prezivljenja (6). Za ovu skupinu tumora karakteristi¢na je jedinstvena patohistoloska slika, isti
etioloski ¢imbenici i Cesto pojavljivanje nekoliko tumora kod istog bolesnika. Tumori
razlicitih lokalizacija bioloSki se ponasaju razli¢ito. Svaka lokalizacija ima karakteristi¢an
obrazac rasta primarnog tumora, metastaziranja u limfne ¢vorove i vjerojatnosti Stvaranja
udaljenih metastaza. Postavlja se pitanje da li se na razini genetskih promjena u tumorskoj
stanici radi o homogenoj ili heterogenoj skupini tumora. Napredak u razumijevanju genetske i
molekularne osnove karcinoma poti¢e na istrazivanje i otkrivanje specifi¢énih molekularnih
promjena u planocelularnom karcinomu glave i vrata, koje bi mogle pomoc¢i u prevenciji,

ranoj dijagnozi i odabiru lijecenja (5, 7, 8).



1.1.1. Epidemiologija

Planocelularni karcinom glave i vrata ¢ini 6% svih karcinoma (5) i Sesti je po
ucCestalosti medu karcinomima (5, 9). Predstavlja vazan javnozdravstveni problem, S$to
pokazuju podaci Registra za rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo, koji u Hrvatskoj
godisnje registrira oko 1000 novootkrivenih bolesnika s planocelularnim karcinomom glave i
vrata, uz incidenciju oko 21/100 000 stanovnika (10).

Ukupno 5-godisnje prezivljenje bolesnika je vrlo nisko u usporedbi s Cestim vrstama
karcinoma (5).

Ukupna incidencija, kao i udio pojedinih lokalizacija u ukupnom broju slucajeva
razlikuju se u razli¢itim dijelovima svijeta, ali i u razli¢itim dijelovima pojedinih zemalja,
najcesce ovisno o rasprostranjenosti Stetnih navika.

Muskarci su zahvaceni ¢eS¢e od Zena, zbog rasprostranjenije navike pusSenja i ¢eSce
redovite konzumacije vecih koli¢ina alkoholnih pi¢a. Udio Zena oboljelih od planocelularnog
karcinoma glave i vrata razlicit je u razli¢itim dijelovima svijeta, a raste zbog porasta broja
pusaca medu Zenama (11, 12).

Planocelularni karcinom glave i vrata naj¢esce se javlja od petog do sedmog desetljeca
zivota (11, 12).

Medu planocelularnim karcinomima glave i vrata najveca je ucestalost karcinoma
larinksa (11). Incidencija po pojedinim lokalizacijama opisana je u dijelu pod naslovom

Posebnosti planocelularnog karcinoma glave i vrata ovisne o lokalizaciji.



1.1.2. Etiologija

Etiologija planocelularnog karcinoma glave i vrata je sloZena. Bolesnici su prije
dijagnosticiranja tumora bili izloZeni velikom broju ¢imbenika okoline (pusenje, konzumacija
alkohola i drugi) sto dovodi do multiplih molekularnih promjena stanica i nastanka tumora (2,
8). Zajednicki etioloski ¢imbenici gotovo svih planocelularnih karcinoma glave i vrata su
pusenje i konzumacija alkoholnih pi¢a. Zdruzeno djelovanje alkohola i cigareta visestruko
povecéava rizik nastanka karcinoma (11). Rizik nastanka karcinoma povecan je i za teSke
pusace koji ne konzumiraju alkohol (posebno visok rizik karcinoma larinksa), kao i za
redovite konzumente vecih koli¢ina alkoholnih pica, koji ne puse (12). Veliki broj statistickih
analiza pokazuje snaznu povezanost pusenja i konzumacije alkohola s pojavljivanjem
planocelularnog karcinoma glave i vrata. Relativni rizik nastanka planocelularnog karcinoma
glave i vrata nakon prestanka pusSenja pada, ali ostaje visi od rizika za ljude koji nikada nisu
pusili (6).

U duhanskom dimu prisutno je oko 2500 razli¢itih molekula, a oko 300 se smatra
karcinogenima. Najvazniji karcinogeni iz duhana su (13): nitrozamini, policiklicki aromatski
ugljikohidrati, o-emitirajuéi polonij (**°Po), metali u tragovima, uglji¢ni monoksid i fenoli.

Sinergisti¢ki ucinak alkohola pripisuje se pojacanoj apsorpciji karcinogena kroz
kroni¢no upaljenu, hiperemi¢nu sluznicu, kao i vecoj topivosti karcinogena u alkoholu u
usporedbi sa slinom (14). Metabolit alkohola, acetaldehid, prepoznat je kao promotor
nastanka tumora (13). Osim ovih izravnih uéinaka konzumacija alkohola dovodi i do
prehrambenih deficita, §to povecava osjetljivost na karcinogene, a naruSava i normalnu
funciju imunoloskog sustava (13).

Kroni¢na iritacija sluznice moze nastati i kao posljedica drugih kemijskih iritansa iz
okoline, te povecava rizik nastanka planocelularnog karcinoma (15). Jedan od moguc¢ih
etioloskih ¢imbenika je zagaden zrak (14). U nekim zanimanjima ceS¢e se pojavljuju
planocelularni karcinomi glave i vrata, najcesce larinksa. Rizi¢ni ¢imbenici su rad s azbestom,
umjetnim vlaknima, plastikom, pesticidima, naftalenom, sulfurnom kiselinom, cementom i
betonom, rad u tekstilnoj, drvnoj ili koznoj industriji, u proizvodnji alkohola ili metalurgiji,
izloZzenost bojama, kamenoj i ugljenoj prasini, pri obradi nikla. Planocelularni karcinomi
glave i vrata ¢eS¢e se javljaju kod automehanicara, farmera i konobara (14). Za navedene
moguce etioloske ¢imbenike mali je broj provedenih epidemioloskih studija (case-control).

Vaznu ulogu u nastanku planocelularnog karcinoma glave i vrata ima i genetska

predispozicija (2, 6, 8). Analiza obitelji u kojima se pojavljuju tumori povezani s pusenjem



pokazuje veliku vjerojatnost autosomno dominantnog nasljedivanja predispozicije za nastanak
karcinoma (15). Nasljedena sklonost moze biti posljedica osjetljivosti na mutagene,
nemogucnosti metaboliziranja karcinogena ili pre-karcinogena, te neucinkovitog sustava
popravka oStec¢enja DNA (1, 2, 6, 8, 14).

Humani papiloma virus (HPV) tip 16 povezuje se s nastankom planocelularnog
karcinoma glave i vrata, te se prema podacima u literaturi nalazi u 31-74% karcinoma usne
Supljine (6), u do 50% orofaringealnih karcinoma i do 85% laringealnih karcinoma. Do sada
uloga HPV u karcinogenezi tumora glave i vrata nije razjaSnjena (6, 12, 14). Postoji
povezanost izmedu virusne infekcije i1 nastanka tumora, ali u razliitim istrazivanjima
prisutnost HPV ima vrlo varijabilan udio u ukupnom broju karcinoma.

Protektivnu ulogu ima prehrana bogata vo¢em i povréem (13).

Izbjegavanjem pusSenja i konzumiranja alkoholnih pi¢a moglo bi se prevenirati

nastanak vise od 90% planocelularnih karcinoma glave i vrata (12).



1.1.3. Dijagnosticka obrada

Sumnja na tumor sluznice gornjeg respiratornog i probavnog sustava postavlja se
klinickim otorinolaringoloskim (ORL) pregledom. Pregledom se odreduje vjerojatna
ishodis$na lokalizacija tumora i vidljive granice Sirenja tumora po sluznici. Dijagnozu je
potrebno potvrditi patohistoloskom analizom uzorka tumora prije pocetka lijeCenja (16). U
procjeni veli¢ine i proSirenosti primarnog tumora, te zahvacenosti okolnih struktura koristi se
kompjutorizirana tomografija (CT) i endoskopija gornjeg respiratornog i probavnog sustava.
Obje pretrage osim evaluacije primarnog tumora vazne su i radi prepoznavanja eventualno
prisutnog drugog primarnog (sinhronog) planocelularnog karcinoma u podrucju glave i vrata.
Planocelularni karcinom glave i vrata najce$¢e metastazira u limfne ¢vorove na vratu.
Ultrazvuk (UZV) je metoda izbora za utvrdivanje broja i veli€¢ine suspektnih limfnih ¢vorova.
Suspektne limfne ¢vorove potrebno je punktirati pod kontrolom UZV-a. U trenutku
postavljanja dijagnoze incidencija udaljenih metastaza je vrlo niska. Prije donosenja odluke o
nacinu lijeCenja ipak je neophodno udiniti rendgen pluca i nalaz jetrenih enzima, te tako
isklju¢iti eventualno postojanje udaljenih metastaza. Nakon postavljanja dijagnoze
planocelularnog karcinoma glave i vrata potrebno je utvrditi veli¢inu 1 proSirenost tumora, te

odabrati nacin lijecenja.



1.1.4. Odredivanje stadija bolesti

Nakon ucinjene obrade, a prije pocetka lijeCenja bolest se klasificira prema TNM
klasifikaciji Medunarodne unije za borbu protiv raka (franc. Union Internationale Contre le
Cancer, UICC), (17).

Klasifikacija veli¢ine primarnog tumora (T) razlikuje se ovisno o lokalizaciji, te ¢e biti
opisana u dijelu pod naslovom ,,Posebnosti planocelularnog karcinoma glave i vrata ovisne o
lokalizaciji.

Klasifikacija regionalnih metastaza (N) i udaljenih metastaza (M) jedinstvena je za sve
planocelularne karcinome glave i vrata. Odredivanje stadija bolesti prema klasifikaciji
Ameri¢kog drustva za rak (eng. American Joint Committe on Cancer, AJCC) takoder je

jedinstveno (18).

Regionalni limfni ¢vorovi (N) — slika 1.

NO nema klini¢ki pozitivnih limfnih ¢vorova

N1 metastaza u jednom ipsilateralnom limfnom ¢voru manja od 3 cm

N2 metastaza u jednom ipsilateralnom limfnom ¢voru veéa od 3 cm, a manja od 6 cm ili viSe metastaza u
ipsilateralnim limfnim ¢vorovima manjih od 6 cm, metastaza u obostranim ili kontralateralnim limfnim
¢vorovima manja 0d 6 cm

N3 metastaza veca od 6 cm

. BEZ JEDAN JEDAN MULTIPLI BILATERALNI CVOR
CVOROVA IPSILATERALNI IPSILATERALNI PSILATERALNI KONTRALATERALNI >6cm
<3cm >3cm<6cm <6 cm <6cm

Slika 1. N stadiji prema UICC Klasifikaciji (prilagodeno iz ref.19).

Udaljene metastaze (M)
MO nema udaljenih metastaza

M1 postoje udaljene metastaze



AJCC stadiji (slika 2)

Stadij | TINOMO

Stadij 11 T2NOMO

Stadij 111 T1-2N1MO0 T3NO-1M0

Stadij IV T4N0-2MO0-1 T1-4N2-3MO0 T1-4N0-3M1

T1 I

T2 I

T3 i

T4 v

NO N1 N2 N3

Slika 2. Stadiji bolesti ovisno o T i N stadiju tumora.



1.1.5. Planiranje lijeCenja

Nakon dijagnosticke obrade i procjene opceg stanja bolesnika planira se lijecenje.

Kod bolesnika s tumorom u stadiju | i nekih u stadiju II moguce je lijeCenje samo
jednim modalitetom lijeenja, Sto podrazumijeva ili radikalnu operaciju primarnog tumora ili
primarnu radioterapiju. Rezultati lijecenja su komparabilni.

Za neke bolesnike u stadiju Il i sve bolesnike u stadijima Il i IV neophodan je
multimodalitetni pristup lijeCenju, Sto znaci radikalna operacija i postoperativna adjuvantna
radioterapija.

Kirursko lijecenje bolesnika s planocelularnim karcinomom glave i vrata sastoji se od
radikalne resekcije tumora, rekonstrukcije nastalog defekta, te odstranjivanja limfnih ¢vorova
na vratu (16).

Radikalna resekcija tumora podrazumjeva odstranjenje tumora do u zdravo, uz patohistoloSku
verifikaciju granice izmedu tumora i zdravog tkiva.

Cilj rekonstrukcije defekta nastalog odstranjenjem tumora je restitucija normalne funkcije.
Bolesniku je potrebno omoguciti nesmetano disanje i gutanje, a ako je moguce i govor.
Odluka o disekciji vrata i odabir vrste disekcije ovise o veli¢ini i lokalizaciji primarnog
tumora (T) i statusu limfnih ¢vorova na vratu (N). Kod NO statusa vrata selektivna disekcija je
indicirana kod svih T3 i T4 tumora, te kod T2 tumora smjeStenih na mjestima s vecom
ucestalo$¢u metastaziranja. Elektivno lijeCenje vrata je neophodno ukoliko je rizik postojanja
okultnih metastaza veé¢i od 15-20% (19). Kod N+ statusa vrata indicirana je radikalna ili
modificirana radikalna disekcija vrata. Obostranu disekciju potrebno je uciniti kod tumora
koji prelaze medijalnu liniju, te ukoliko postoje bilateralne metastaze.

Nakon operacije donosi se odluka o postoperativnoj adjuvantnoj radioterapiji, a ovisi 0
T i N stadiju tumora, intraoperativnom nalazu kirurga i kona¢nom patohistoloskom nalazu.

Bolesnici koji u trenutku postavljnja dijagnoze imaju udaljene metastaze lijeCe se
kemoterapijom. Prema novijim istrazivanjima kemoterapija ima mjesto 1 u adjuvantnom
lijeCenju odabranih bolesnika nakon kirurskog lijeCenja. U protokolima neoadjuvantne
kemoterapije u kombinaciji s radikalnim zraCenjem izbjegava se kirursko lijecenje, kako bi se

smanjio morbiditet koji nastaje nakon radikalne operacije (pokusaj ,,¢uvanja organa®).



1.1.6. Prognosticki ¢cimbenici

Prognosticki ¢imbenici, koji se u ovom trenutku uobicajeno koriste u odabiru lijeCenja,
su veli¢ina 1 lokalizacija primarnog tumora, prisutnost metastaza u regionalnim limfnim
¢vorovima, te prisutnost udaljenih metastaza.

Vazani prediktori ukupnog prezivljenja su i opce stanje bolesnika i komorbiditet.

Tumori razli¢itih lokalizacija na sluznici gornjeg respiratornog i probavnog sustava
razlikuju se prema:

1. raspodjeli T stadija u trenutku postavljanja dijagnoze;
2. ucestalosti metastaziranja u limfne ¢vorove na vratu,
¢ Rizik metastaziranja manji je za tumore usne Supljine i larinksa, veci za tumore
orofarinksa, a najveci za tumore hipofarinksa.
3. ucestalosti udaljenog metastaziranja,
e Tumori hipofarinksa naj¢esc¢e daju udaljene metastaze.
4. udjelu dobro, srednje i slabo diferenciranih tumora.

Stadij bolesti u trenutku postavljanja dijagnoze planocelularnog karcinoma glave i
vrata je najvazniji prognosticki ¢imbenik (19). U stadiju bolesti prema klasifikaciji AJCC
objedinjeni su veli¢ina tumora, status limfnih ¢vorova na vratu i prisutnost udaljenih
metastaza. Bolesnici koji u trenutku postavljanja dijagnoze nemaju zahvacene regionalne
limfne ¢vorove, imaju odlicnu prognozu. Bolesnici sa zahvacenim limfnim ¢vorovima imaju
50% manju vjerojatnost 5-godiSnjeg prezivljenja u usporedbi s bolesnicima s tumorom
ograni¢enim na primarnu lokalizaciju, bez obzira na primjenjeno lijecenje (19). Proizlazi da je
zahvacenost limfnih ¢vorova na vratu najvazniji prognosticki ¢imbenik planocelularnog
karcinoma glave i vrata (5, 19), uz napomenu da ve¢i tumori (vi$i T stadij) imaju veéu
ucestalost zahvacenih limfnih ¢vorova. Za tumore usne Supljine i larinksa postoji direktna
korelacija izmedu veli¢ine tumora i postojanja metastaza na vratu, dok je za tumore oro i
hipofarinksa odnos veli¢ine tumora i postojanja metastaza na vratu vrlo varijabilan (14).

Cimbenici povezani s metastatski zahva¢enim limfnim &vorovima na vratu koji utje¢u na
prognozu su (19):

1. veli¢ina metastatskog limfnog ¢vora;

2. broj zahvacenih limfnih ¢vorova,;

3. lokalizacija zahvacenih limfnih ¢vorova.
Prediktori loSe prognoze su (19):

1. pozitivni limfni ¢vorovi u skupini IV;



2. proboj kapsule limfnog ¢vora s invazijom okolnog tkiva;
3. perineuralno i perivaskularno Sirenje tumora,;
4. prisutnost tumorskih embolusa u regionalnim limfnim zilama.

Histoloski stupanj diferenciranosti ima ograni¢enu vrijednost u predvidanju tijeka
bolesti (11). Dobro diferencirani tumori imaju bolju prognozu od slabo diferenciranih. Slabo
diferencirani tumori ¢eS¢e metastaziraju u regionalne limfne ¢vorove od dobro diferenciranih
tumora.

Od patohistoloskih parametara prognostic¢ki ¢imbenici su (12):

1. dubina invazije, osobito kod tumora usne Supljine,

2. odnos granice tumora prema zdravom tkivu:

e tumor gura zdravo tkivo — bolja prognoza
e tumor infiltrira zdravo tkivo u obliku tracaka i oto¢i¢a tumorskog tkiva
unutar zdravog — losa prognoza

3. tumor na resekcijskom rubu — neradikalna operacija, visoki rizik recidiva

4. perivaskularna ili perineuralna invazija — losa prognoza

5. ekstrakapsularno Sirenje tumora u metastaskom limfnom ¢voru — loSa prognoza

Razvoj molekularne onkologije i sve vece mogucnosti detektiranja promijenjene
izrazenosti gena u stanicama karcinoma otvorili su put istrazivanju utjecaja pojedinih gena i
njihovih produkata na prognozu bolesti.

Pojacana izrazenost ili amplifikacija nekoliko onkogena (c-myc, receptor epidermalnog
faktora rasta - EGFR, ciklin D1) povezana je s lo§ijom prognozom (5).

U radu Takesa i sur. (20) analizirana je povezanost nekoliko obiljezja primarnog karcinoma
larinksa s pojavom metastaza na vratu, a u analizu je ukljuen 31 karcinom larinksa. S
pojavljivanjem metastaza povezani su prisutnost upalne reakcije oko tumora, prisutnost
infiltracije eozinofila, pozitivna imunohistokemijska izraZzenost tumor supresor gena za
retinoblastom (Rb), negativna imunohistokemijska izraZzenost gena za epitelnu molekulu
stani¢ne adhezije (Ep-CAM) i amplifikacija gena za ciklin D1 i gena EMS1. U ovom radu
ostala analizirana obiljezja (proliferacijski antigen jezgre (PCNA), p53, myc, bcl-2 (inhibitor
apoptoze), epidermalni faktor rasta - EGF, EGFR, neu, nm23, desmoplakin, neuronska
adhezijska molekula stanice (N-CAM) i E-kadherin) nisu pokazali povezanost s
pojavljivanjem metastaza na vratu. U drugom radu istih autora (21) usporedena je izrazenost
nekih genetskih obiljezja primarnog planocelularnog karcinoma glave i vrata s genetskim
obiljezjima tumorskih stanica u metastazama u limfnim ¢vorovima, u analizu su ukljucena 54

bolesnika s planocelularnim karcinomom glave i vrata s pozitivnim metastatskim limfnim
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¢vorovima na vratu. Rezultati pokazuju smanjenu izrazenost nm23 i Ep-CAM molekula u
metastazama u odnosu na izrazenost u primarnom tumoru. Ostala analizirana obiljezja (p53,
Rb, Ciklin D1, myc, bcl-2, EGFR, neu i E-kadherin) pokazuju sli¢nu izraZzenost u primarnim
tumorima 1 metastazama u limfnim ¢vorovima na vratu.

U radu China i sur. (4) neovisni prognosti¢ki prediktor loSe prognoze je izraZenost
SPARC/osteonektina.
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1.2. REGIONALNI LIMFNI CVOROVI

U limfne ¢vorove na vratu sakuplja se limfa iz podrucja gornjeg respiratornog i
probavnog sustava. Svaki dio sluznice drenira se u odredene skupine limfnih &vorova. Sirenje
tumora u regionalne limfne ¢vorove najcesce je predvidljivo i postupno, od najblizih limfnih
¢vorova prema udaljenijima (14). S obzirom na poznati nacin §irenja tumora postojala je

potreba klasifikacije limfnih ¢vorova na vratu, radi lakSe komunikacije i lakSeg planiranja

lijecenja.

Klasifikacija limfnih ¢vorova na vratu nastala je u Memorial Sloan-Kettering Cancer Center
(slika 3). Prvi prijedlog navedene klasifikacije objavljen je 1981 (22). Klasifikacija je Siroko
prihvacena i primjenjuje se u vecini centara koji se bave lijeCenjem tumora glave i vrata.

Opisan je dio Klasifikacije koji se odnosi na planocelularne karcinome sluznice gornjeg

respiratornog i probavnog sustava.

TRAPEZOIDNI

MISIC

P4
STERNOKLEIDOMASTOIDNI
MISIC

HIOIDNA KOST

TIROIDNA
HRSKAVICA

KRIKOTIROIDNA
MEMBRANA

Slika 3. Klasifikacija limfnih ¢vorova na vratu prema Memorial Sloan-Kettering

Cancer Center (prilagodeno iz ref.19).
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Limfni ¢vorovi lateralnog dijela vrata podijeljeni su u 5 skupina.

Skupina I: Submentalni i submandibularni limfni ¢vorovi.

Submentalni limfni ¢vorovi nalaze se izmedu prednjih trbuha digastri¢nih misi¢a i hioidne
kosti, dok se submandibularni nalaze u trokutu omedenom prednjim i straznjim trbuhom
digastricnog misic¢a i donjim rubom mandibule.

Skupina Il: Gornji jugularni ¢vorovi.

Gornji jugularni ¢vorovi nalaze se oko unutarnjne jugularne vene od baze lubanje do visine
hioidne kosti, ispred lateralnog ruba sternokleidomastoidnog misic¢a, a iza lateralnog ruba
straznjeg trbuha digastricnog misica.

Skupina I11: Srednji jugularni ¢vorovi.

Srednji jugularni ¢vorovi nalaze se oko unutarnjne jugularne vene od visine hioidne kosti do
omohioidnog misica ili do visine donjeg ruba krikoidne hrskavice, straga do lateralnog ruba
sternokleidomastoidnog misica, a naprijed do lateralnog ruba sternohioidnog misica.

Skupina IV: Donji jugularni ¢vorovi.

Donji jugularni ¢vorovi nalaze se oko unutarnjne jugularne vene od visine omohioidnog
miSica ili od visine donjeg ruba krikoidne hrskavice do klavikule, straga do lateralnog ruba
sternokleidomastoidnog miSica, a naprijed do lateralnog ruba sternohioidnog misica.

Skupina V: Straznji trokut vrata.

Skupina ¢vorova u straznjem trokutu vrata, nalazi se izmedu straZznjeg ruba

sternokleidomastoisnog misica, prednjeg ruba trapezoidnog misica i klavikule.
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1.3. POSEBNOSTI PLANOCELULARNOG KARCINOMA GLAVE | VRATA
OVISNE O LOKALIZACIJI

1.3.1. Usna Supljina

Usna Supljina je dio gornjeg probavnog sustava koji se proteze od usana do prednjeg
nepcanog luka. Moguce lokalizacije primarnog tumora unutar usne Supljine su sluznica
obraza, gornji i donji alveolarni greben (desni), dno usne Supljine, retromolarni trokut, tvrdo

nepce i prednje 2/3 jezika (slika 4).

JEZIK

DNO USNE SUPLJINE

DESNI

SLUZNICA OBRAZA

. RETROMOLARNI TROKUT

TVRDO NEPCE

Slika 4. Lokalizacije tumora u usnoj Supljini (prilagodeno iz ref.19).

Dobno standardizirana incidencija (svjetska populacija) karcinoma usne Supljine krece
se izmedu 1 (Kina) i 8 (Francuska) na 100.000 muskaraca (23). Prema podacima Registra za
rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo u 2006. godini u Hrvatskoj su registrirana 164
novootkrivena bolesnika s karcinomom usne $upljine (prema MKB obuhvaca Sifre: C02, C03,
C04 i CO06), incidencija 3.6/100 000 stanovnika (10). Veé¢ina bolesnika su muskarci, sa
rastu¢im udjelom zena u pojedinim lokalizacijama tumora (19). Najcesée zastupljene

lokalizacije unutar usne Supljine su jezik i dno usne Supljine.
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Veli¢ina primarnog tumora (T) klasificira se prema TNM Klasifikaciji (16).

Primarni tumor (T)

T1 tumor veli¢ine do 2 cm

T2 tumor veli¢ine od 2 do 4 cm

T3 tumor veci od 4 cm

T4 tumor infiltrira okolne strukture (kortikalna kost, duboki misié¢i jezika /genioglosus, hioglosus,
palatoglosus i stiloglosus/, maksilarni sinus, koza lica, mastikatorni prostor, pterigoidni nastavci,

lubanjska baza ili karotidna arterija).

Tumori usne Supljine veli¢ine T1 i T2 rijetko metastaziraju u limfne ¢vorove na vratu.
T3 i T4 tumori ¢esto metastaziraju, pa je i u slucaju klinicki negativnog vrata neophodno
planirati i lijeGenje vrata. Limfnu drenazu usne Supljine ¢ine ¢vorovi skupina I-111, i to su prvi
¢vorovi u kojima se pojavljuju metastaze tumora usne Supljine. Metastaze u skupinama IV i
V, bez postojanja metastaza u skupinama I-111 izuzetno su rijetke (19). Iznimno su opisane
izolirane metastaze samo u skupini IV kod karcinoma srednje tre¢ine mobilnog dijela jezika
(19). Kod tumora usne Supljine metastaze se pojavljuju rijetko kod tumora tvrdog nepca, a
¢esto kod tumora dna usne Supljine.

Prema podacima Memorial Sloan-Kettering Cancer Center (MSKCC) u trenutku
postavljanja dijagnoze 37% bolesnika je u stadiju I, 36% u stadiju Il, 18% u stadiju Ill, a 9% u
stadiju 1V (19). Najvazniji prognosti¢ki ¢imbenik karcinoma usne Supljine je stadij bolesti u
trenutku postavljanja dijagnoze. Stope izlijeCenja ovisno o stadijima su 75-95% u stadiju I,

65-85% u stadiju I, 45-65% u stadiju 111 i 10-35% u stadiju IV (19).
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1.3.2. Orofarinks

Orofarinks se proteze od prednjeg nepcanog luka prema straga, do hipofarinksa.
Orofarinks ili mezofarinks dijelimo na nekoliko podjedinica (16): 1. baza jezika (ukljucujuéi
faringoepiglotski i glosoepiglotski nabor); 2. tonzilarna regija (tonzilarna udubina i prednji i
straznji tonzilarni nabor); 3. meko nepce i uvula; 4. faringealni zidovi (lateralni i straznji; gore

do visine mekog nepca, a dolje do visine hioidne kosti), (slika 5).

PALATINALNE TONZILE

MEKO NEPCE
e 4" .
H o U . DNO USNE SUPLJINE

. BAZA JEZIKA

Slika 5. Anatomija orofarinksa (prilagodeno iz ref.19).

Dobno standardizirana incidencija (svjetska populacija) karcinoma orofarinksa krece
se od 0,5 (Kina) do 10,5 (Francuska) na 100.000 muskaraca (23). Prema podacima Registra za
rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo u 2006. godini u Hrvatskoj je registrirano 191
novootkrivenih bolesnika s karcinomom orofarinksa (prema MKB obuhvacéa sifre: CO1, CO05,
C09 i C10), incidencija 4.3/100 000 stanovnika (10). Najcesce zastupljene lokalizacije su baza
jezika i meko nepce.

Veli¢ina primarnog tumora (T) klasificira se prema TNM Kklasifikaciji (17).

Primarni tumor (T)

T1 tumor veli¢ine do 2 cm

T2 tumor veli¢ine od 2 do 4 cm

T3 tumor vec¢i od 4 cm

T4 tumor infiltrira okolne strukture (larinks, duboki miSic¢i jezika /genioglosus, hioglosus, palatoglosus i
stiloglosus/, medijalni pterigoidni misi¢, tvrdo nepce, mandibula, lateralni pterigoidni misi¢, pterigoidni nastavci,

lateralni epifarinks, lubanjska baza, prevertebralna fascija ili karotidna arterija).
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Tumori orofarinksa metastaziraju Cesto. Pojavljivanje metastaza ne pokazuje jasnu
korelaciju s veli¢inom tumora (19). Metastaze se pojavljuju prvo u skupini Il, te potom u
skupinama III i IV. Metastaze u limfne ¢vorove skupina I i V bez metastaza u limfnim
¢vorovima skupina II, III i IV iznimno su rijetke (19). Moguce je pojavljivanje metastaza u
retrofaringealnim limfnim ¢vorovima (14). Tumori smjesteni blizu medijalne linije ili tumori
koji prelaze medijalnu liniju mogu imati obostrane metastaze (14, 19).

Karcinomi smjesteni u podrucju baze jezika i tonzile u patohistoloskoj slici ¢esce su
slabo diferencirani (24).

Prema podacima Memorial Sloan-Kettering Cancer Center u trenutku postavljanja
dijagnoze 34% bolesnika je u stadiju I, 31% u stadiju 11, 25% u stadiju I1l, a 10% u stadiju IV
(19). Stope izlijecenja ovisno o stadijima i lokalizaciji su 55-85% u stadiju I, 50-80% u stadiju
I1, 10-60% u stadiju Il i 10-55% u stadiju IV (19). Tumori baze jezika i tonzile imaju bolju

prognozu od tumora mekog nepca i faringealnih zidova.
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1.3.3. Hipofarinks

Hipofarinks je najdonji dio farinksa, proteze se od visine vrska epiglotisa do donjeg
ruba krikoidne hrskavice (slika 6). Sastoji se od: piriformnih sinusa, straznjeg faringealnog
zida i postkrikoidne regije. Najée$¢e sijelo planocelularnih karcinoma je u piriformnim

sinusima.

STRAZNIJI FARINGEALNI ZID

| PRIFORMNI SINUS

POSTKRIKOIDNA REGUA

Slika 6. Anatomija hipofarinksa: A. podru¢je hipofarinksa; B. anatomske podjedinice

(prilagodeno iz ref.19).

Dobno standardizirana incidencija (svjetska populacija) karcinoma hipofarinksa krece
se od 0,1 (Kina) do 10 (Francuska) na 100.000 muskaraca (23). Prema podacima Registra za
rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo u 2006. godini u Hrvatskoj je registrirano 121
novootkrivenih bolesnika s karcinomom hipofarinksa (prema MKB obuhvaca $ifre: C12 i
C13), incidencija 2.7/100 000 stanovnika (10).

Veli¢ina primarnog tumora (T) klasificira se prema TNM Kklasifikaciji (17).

Primarni tumor (T)

T1 tumor ogranic¢en na jednu podjedinicu hipofarinksa i veli¢ine do 2 cm

T2 tumor zahvaca vise od jedne podjedinice hipofarinksa ili strukturu u neposrednoj blizini, ili veli¢ine od 2
do 4 cm, bez fiksacije hemilarinksa

T3 tumor veéi od 4 cm ili tumor koji fiksira hemilarinks

T4 tumor infiltrira okolne strukture (tiroidna/krikoidna hrskavica, hioidna kost, stitna Zlijezda, jednjak, meka

tkiva centralnog dijela vrata, prevertebralna fascija, karotidna arterija ili medijastinalne strukture).
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Zbog anatomske lokalizacije mali tumori hipofarinksa rijetko izazivaju simptome i
rijetko se dijagnosticiraju, a vecina simptomatskih tumora uznapredovalog je T stadija.
Hipofarinks ima bogatu limfnhu mrezu i metastaze u regionalne limfne ¢vorove su cCeste i
javljaju se brzo nakon pocetka bolesti. Tumori hipofarinksa prvo metastaziraju u limfne
¢vorove skupina Il i 11 (14), te IV (19). Rizik pojavljivanja metastaza u limfnim ¢vorovima
skupina I 1 V uz negativne ¢vorove u skupinama II-1V je zanemariv (14, 19). Tumori Kkoji
prelaze medijalnu liniju, kao i tumori medijalnog zida piriformnog sinusa ¢eS¢e daju i
metastaze u limfnim ¢vorovima kontralateralne strane vrata (19). U trenutku postavljanja
dijagnoze 11% bolesnika je u stadiju I, 11% u stadiju Il, 36% u stadiju Il i 42% u stadiju IV
(19). Pozitivne regionalne limfne ¢vorove ima 66% bolesnika s primarnim karcinomom
hipofarinksa, od preostalih 34% bolesnika s klinicki NO stadijem ukoliko se uéini elektivna
disekcija kod 41% naci ¢e se okultne metastaze, ukoliko se ne uéini elektivna disekcija kod
25% pojaviti e se regionalne metastaze tijekom pracenja (19).

Ukupno 5-godisnje prezivljenje je od 28 do 40%, a 5-godisnje prezivljenje bez
znakova bolesti je 42-50% (19). Prema stadijima bolesti 5-godis$nje prezivljenje bez znakova
bolesti je 68% za stadij I, 52% za stadij Il, 50% za stadij Ill, te 20% za stadij IV (19). Od
bolesnika lije¢enih u Memorial Sloan-Kettering Cancer Center u 58% razvija se recidiv
bolesti, a podjednako su zastupljeni lokalni i regionalni recidivi, kao i diseminacija bolesti
(19).
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1.3.4. Larinks

Normalna funkcija larinksa omogucéava disanje i gutanje, te nastanak govora. Svaki
poremecaj anatomskih odnosa ili funkcionalni nedostatak u podru¢ju larinksa moze poremetiti
sve tri funkcije: disanje, gutanje i govor. Larinks se proteze od vrha epiglotisa do donjeg ruba

krikoida (slika 7). Larinks dijelimo u 3 podjedinice: supraglotis, glotis i subglotis.

EPIGLOTIS
ARIEPIGLOTSKI NABOR
ARITENOID

VENTRIKULARNI NABOR

VENTRIKUL @] GLASNICA

GLASNICA . PREDNJA KOMISURA

OROCOOHEMN

Slika 7. Anatomija larinksa: A. supraglotis; B. glotis; C. subglotis (prilagodeno iz ref. 19).

Dobno standardizirana incidencija (svjetska populacija) karcinoma larinksa kreée se
izmedu 2 (Japan) i 8 (Spanjolska) na 100.000 stanovnika (23). Prema podacima Registra za
rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo u 2003. godini u Hrvatskoj je registrirano 399
novootkrivenih bolesnika s karcinomom larinksa (prema MKB $ifra C32), incidencija 9.0/100
000 stanovnika (10).

Karcinom larinksa javlja se najce$¢e u podru¢ju supraglotisa ili glotisa, dok je u
podrucju subglotisa izrazito rijedak. Postoje zemljopisne razlike incidencije supraglotickog i
glotickog karcinoma larinksa. Za karcinom glotisa pusenje kao samostalni etioloski ¢imbenik
je znacajnije nego kod ostalih lokalizacija planocelularnog karcinoma u podrucju glave i
vrata. Kod bolesnika s karcinomom supraglotisa u etiologiji su obi¢no prisutni i pusenje i

povecana konzumacija alkohola, kao i u ostalim lokalizacijama.
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Veli¢ina primarnog tumora (T) klasificira se prema TNM Klasifikaciji (17).

Primarni tumor (T)

Supraglotis

T1 tumor ograni¢en na jednu podjedinicu supraglotisa uz normalnu mobilnost glasnice

T2 tumor zahvaca sluznicu vise od jedne podjedinice supraglotisa ili glotisa ili regije u neposrednoj blizini
(sluznica baze jezika, velekule, medijalnog zida piriformnog sinusa) bez fiksacije hemilarinksa

T3 tumor ograniéen na larinks s fiksacijom hemilarinksa i/ili infiltracijom postkrikoidne regije,
preepiglotskog ili paraglotskog prostora, i/ili s manjom erozijom tiroidne hrskavice (npr. unutarnji
korteks)

T4 tumor prolazi kroz tiroidnu hrskavicu, i/ili infiltrira okolne strukture (traheja, meka tkiva vrata
uklju¢uju¢i duboke miSice jezika /genioglosus, hioglosus, palatoglosus i stiloglosus/, infrahioidna
muskulatura, stitna zlijezda, jednjak, prevertebralni prostor ili karotidna arterija)

Glotis

T1 tumor ogranicen na jednu glasnicu (moze zahvacati prednju ili straznju komisuru) uz normalnu
mobilnost glasnice

T2 tumor se $iri na supraglotis i/ili subglotis, 1/ili prisutna poremeéena mobilnost glasnice

T3 tumor ograniCen na larinks s fiksacijom hemilarinksa i/ili infiltracijom paraglotskog prostora, i/ili s
manjom erozijom tiroidne hrskavice (npr. unutarnji korteks)

T4 tumor prolazi kroz tiroidnu hrskavicu, ili infiltrira okolne strukture (traheja, meka tkiva vrata ukljucujuéi
duboke misic¢e jezika /genioglosus, hioglosus, palatoglosus i stiloglosus/, infrahioidna muskulatura,
Stitna zlijezda, jednjak, prevertebralni prostor, medijastinalne strukture ili karotidna arterija)

Subglotis

T1 tumor ogranicen na subglotis

T2 tumor se $iri na jednu ili obje glasnice uz normalnu ili poremeéenu mobilnost glasnice

T3 tumor ogranicen na larinks s fiksacijom glasnice

T4 tumor prolazi kroz krikoidnu ili tiroidnu hrskavicu, i/ili infiltrira okolne strukture (traheja, meka tkiva
vrata ukljuujuc¢i duboke misice jezika /genioglosus, hioglosus, palatoglosus i stiloglosus/, infrahioidna
muskulatura, Stitna Zzlijezda, jednjak, prevertebralni prostor, medijastinalne strukture ili karotidna

arterija)

Kod tumora larinksa metastaze se pojavljuju rijetko kod tumora glotisa, a ceS¢e kod

tumora supraglotisa i subglotisa. Prvi zahvaceni limfni ¢vorovi pripadaju skupinama II-1V

(14, 19). Metastaze u limfnim ¢vorovima skupina I i V uz negativne ¢vorove u skupina II-1V

iznimno su rijetke (19). Tumori koji prelaze medijalnu liniju, najé¢e$¢e tumori supraglotisa

mogu stvarati i metastaze na kontralateralnoj strani vrata (19).

Prema podacima Memorial Sloan-Kettering Cancer Center u trenutku postavljanja

dijagnoze supraglotickog karcinoma larinksa 9% bolesnika je u stadiju I, 21% u stadiju II,

34% u stadiju III, a 36% u stadiju IV, kod glotickog karcinoma larinksa 53% bolesnika je u
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stadiju I, 22% u stadiju 11, 23% u stadiju Ill, a 2% u stadiju IV (19). Ukupno 5-godisnje
prezivljenje je 51% za supragloticke tumore, 81% za gloticke tumore i 77% za subgloticke
tumore (19). Prema stadijima bolesti 5-godisnje prezivljenje bez znakova bolesti je za
supragloticke tumore 84% za stadij I, 83% za stadij 11, 73% za stadij 111, te 44% za stadij IV, a
za gloticke 90% za stadij I, 85% za stadij I, 75% za stadij 111, te 45% za stadij IV (19).
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1.4. PATOHISTOLOSKA SLIKA PLANOCELULARNOG KARCINOMA

Gornji respiratorni i probavni sustav prekriven je sluznicom, koja je najveé¢im dijelom
gradena od mnogoslojnog plocastog epitela, samo dijelovi sluznice larinksa gradeni su od
viserednog cilindri¢nog epitela. Planocelularni karcinom nastaje iz mnogoslojnog plocastog
epitela ili iz cilindri¢nog epitela nakon plocaste metaplazije.

Karakteristike planocelularnog karcinoma su plocasta diferencijacija tumorskih stanica
I invazivni rast. Plocasta diferencijacija ocituje se keratinizacijom uz razli¢itu ucestalost
formiranja ,,perli“. Keratinske perle su kuglasto oblikovani dezmosomski dodaci i
intracitoplazmatski snopovi keratinskih tonofilamenata. Invazivni rast o¢ituje se probijanjem
bazalne membrane i infiltracijom podlezeceg tkiva, te infiltracijom krvnih zila i zivaca (9).
Planocelularni karcinomi mogu biti i nekeratiniziraju¢i, ali 1 tada proizvode najcesce
prepoznatljivu koli¢inu unutarstani¢nog ili izvanstani¢énog keratina (11). Tumori se mogu

podijeliti u dobro, srednje i slabo diferencirane.
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Gradus |
Dobro diferencirani planocelularni karcinom sli¢an je normalnom plo¢astom epitelu (slika 8).

Ove tumore karakterizira obilna keratinizacija, rijetke mitoze i rijedak polimorfizam jezgara.

Slika 8. Planocelularni karcinom gradus | (HE, 100x).
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Gradus 11
Srednje diferencirani planocelularni karcinom ima jasan pleomorfizam jezgara i vidljive

mitoze, ukljucujuci i abnormalne mitoze, obi¢no ima manje izrazenu keratinizaciju (slika 9).

Slika 9. Planocelularni karcinom gradus 1l (HE, 100x).
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Gradus 11
Slabo diferencirani planocelularni karcinom sastoji se od nezrelih stanica, s brojnim tipi¢nim i

atipicnim mitozama i minimalnom keratinizacijom (slika 10).

Slika 10. Planocelularni karcinom gradus Il (HE, 200x).

Sluznica u neposrednoj blizini planocelularnog karcinoma ¢esto pokazuje premaligne
promjene, vjerojatno uzrokovane istim karcinogenima (15, 25). U tako promijenjenoj sluznici
moguce je dokazati genetske promjene stanica, a predstavlja rizicno mjesto za nastanak

drugog primarng tumora (25).
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1.5. GENETSKE PROMJENE U PLANOCELULARNOM KARCINOMU GLAVE |
VRATA

Za homeostazu stanice kljuéna je sposobnost metaboliziranja karcinogena i
prokarcinogena, popravak oSte¢enja DNA, te kontrola stanicnog signaliranja i stani¢nog
ciklusa (2). Planocelularni karcinom nastaje kao posljedica brojnih molekularnih promjena
induciranih ¢imbenicima okoline (pusenje, konzumacija alkohola i drugi), ponekad virusima
uz genetsku predispoziciju (1, 2).

Genetska predispozicija o€ituje se kroz nemoguénost metaboliziranja karcinogena ili
prokarcinogena, te neucinkovitost sustava popravka ostecenja DNA (1, 2, 8).

Enzim glutation-S-transferaza sudjeluje u metaboliziranju karcinogena iz duhana. Neki od
moguéih oblika tog enzima povezani su sa povecanim rizikom nastanka planocelularnog
karcinoma glave i vrata (6, 14).

U planocelularnom karcinomu glave i vrata ¢esto je prisutna nestabilnost genoma, Ceste su
citogenetske aberacije, neravnoteza alela/gubitak heterozigotnosti (LOH) i nestabilnost
mikrosatelita §to govori u prilog neadekvatnog sustava popravka DNA kod bolesnika (1, 13).
Nestabilnost genoma sa progresivnom akumulacijom genetskih promjena ovisi o zatvorenom
krugu interakcija izmedu ¢imbenika oStec¢enja iz okoliSa 1 mehanizma popravka DNA (1).
Ucinkovitost sustava popravka DNA ovisi o primjerenoj kontroli stani¢nog ciklusa 1
kapacitetu popravka DNA (1). Vazni ¢imbenici u kontroli stani¢nog ciklusa su inaktivacija
p53 ili p16 tumor supresor gena ili amplifikacija protoonkogena ciklin D1 (1).

Najcesce citogenetske abnormalnosti u planocelularnom karcinomu glave i vrata su
neuravnotezene translokacije koje dovode do gubitka kromosoma: 3p13-g24 (>60% tumora),
4p (43% tumora), 5912-923 (30% tumora), 8p22-p23 (65% tumora), 9p21-p24 (p16, 43%
tumora), 10p (39% tumora), 13q12-924 (30% tumora), 18922-23 (>60% tumora) i 219 (52%
tumora), (14). Takoder gubitak inaktivnog X kromosoma i gubitak ili promjene Y kromosoma
prisutni su u vise od 70% tumora (14). Gubitak alela uz inaktivaciju tumor supresor gena
pojavljuje se na 3p, 54, 9p (p16), 9q, 11q (ciklin D1, EMS1), 13q, 17p (p53) i 18q (5, 14).

Smatra se da vecina sporadi¢nih solidnih tumora nastaje kao posljedica nakupljanja
niza genetskih promjena. Potrebno je 10-tak i vise takvih genetskih promjena da bi stanica
razvila maligni potencijal. PredloZen je model progresije genetskih promjena (nakon izlaganja
karcinogenima) od normalne sluznice, preko dobrocudnih promjena do planocelularnog
karcinoma glave i vrata prema kojem se gubitak heterozigotnosti (LOH) analiziranih alela

odvija odredenim slijedom (slika 11). Rani dogadaji su gubitak heterozigotnosti na 3p, 9p21
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(p16) i 17p13 (p53), potom na 11qg (ciklin D1), 13gll i 14qg, a kasni su gubitak
heterozigotnosti na 6p, 49 i 8 (5, 25, 26). Akumulacija navedenih genetskih promjena

povezana je s histopatoloskom progresijom (5, 25, 26).

‘ NORMALNA SLUZNICA ‘

L gubitak9p21 (pl6) —73%

‘ DOBROCUDNA HIPERPLAZIJA ‘

[ eubitak3p—67%
gubitak 17p13 (p53) — 55%

4
DISPLAZLIA

M amplifikacija 11q (ciklin D1) - 61%
gubitak 1321 - 52%
gubitak 1424 — 44%

‘ KARCINOM IN SITU ‘

gubitak p — 38%
gubitak 8p23 — 40%
N/ Eubitak4926-28 - 47%

INVAZIJA

ﬂ gubitak E-kadhetina

‘ METASTAZIRANJE ‘

Slika 11. Progresija genetskih promjena u nastanku planocelularnog karcinoma (prema
ref. 51 25)

Na molekularnoj razini u planocelularnim karcinomima glave i vrata dolazi do
aktivacije onkogena i inaktivacije tumor supresor gena (5).

Onkogeni su promijenjeni regulatorni geni koji kontroliraju rast. Primjecena je
amplifikacija ili pojacana izrazenost onkogena kao $to su ras, myc, EGFR i ciklin D1 (5, 13).
U karcinomima usne Supljine u Indiji u 35% tumora opisana je mutacija H-ras onkogena (5,
13). Pojacana izrazenost c-myc opisana je u 9-48% planocelularnih karcinoma glave i vrata
(5,13), te se povezuje s loSijom prognozom. PojaCana izraZzenost gena za receptor
epidermalnog faktora rasta (EGFR) prisutna je u 67% tumora, uz progresivnho povecanje
izrazenosti u normalnom epitelu, premalignim lezijama i planocelularnom karcinomu (13, 14,
27, 28), takoder se povezuje s loSijom prognozom (5, 27, 28). Amplifikacija ili pojacana
izrazenost gena koji kodira ciklin D1 primjecena je u 20-64% planocelularnih karcinoma

glave i vrata, povezana je s losijom prognozom (28). Ciklin D1 je jedan od proteina Koji
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kontroliraju prelazak stanice iz G1 u S fazu, poveéana koli¢ina ciklina D1 dovodi do
nekontroliranog dijeljenja (5, 13, 14).

Mutacije ili delecije ¢esto dovode do inaktivacije tumor supresor gena kao §to su pl6 i
p53. Produkt gena p16 je inhibitor kompleksa ciklin D-ciklin ovisna kinaza. Inaktivacija p16
nalazi se u 20-80% planocelularnih karcinoma glave i vrata, bez jasne povezanosti s
prognozom (5, 13, 14, 28). Gen p53 smatra se ¢uvarom genoma, jer omogucava apoptozu
stanice s oSte¢enom DNA (6, 28). Poremecaj funkcije produkta p53 dovodi do nestabilnosti
genoma (6). Mutacije gena p53 nalaze se u oko 60% planocelularnih karcinoma glave i vrata
(5, 14, 28), povezanost s prognozom razli¢ita je u razli¢itim studijama.

U planocelularnim karcinomima glave i vrata Cesto je zdruzena amplifikacija ili
pojacana izrazenost ciklina D1 i gubitak p16 (6).

Neke promjene izrazenosti gena povezane su s ¢imbenicima okoline. Mutacije gena
p53 povezane su s pusenjem, takoder delecije ili gubitak alela 9p ¢es¢i su kod planocelularnog
karcinoma pusaca (15). Pusenje se povezuje i sa smanjenom ekspresijom nm23 gena (29).

DNA mikroc¢ipovi su novija metoda koja omogucava simultanu analizu izraZenosti
tisuéa gena. Analiza promjena izrazenosti gena u planocelularnom karcinomu glave i vrata
ucinjena je i pomo¢u DNA mikro¢ipova (30, 31), analiza pokazuje promijenjenu izrazenost
gena koji kodiraju proteine citoskeleta i ekstracelularnog matriksa, medijatore upale, proteine
epidermalne diferencijacije i adhezijske molekule stanice (31). Smanjena je izraZenost gena
koji kodiraju proteine ribosoma i enzime puta biosinteze kolesterola, a pojacana izrazenost
gena koji kodiraju metaloproteinaze matriksa i gena koji utje¢u na upalni odgovor (31). Jedan
od gena je EMS1, koji kodira protein citoskeleta - kortaktin, pojacana izrazenost dovodi do
redistribucije kortaktina iz citoplazme u medustaniéni prostor 1 pridonosi invazivnosti
tumorskih stanica, pojavljuje se u 20% planocelularnih karcinoma glave i vrata i povezana je s
lo$ijim prezivljenjem (14).

Kona¢ni cilj istraZzivanja genetskih promjena u tumorskim stanicama je razvijanje
novih dijagnostickih i terapijskih modaliteta (14, 32). Mogucnosti razvoja dijagnosti¢kih
metoda su (13, 14): identifikacija rizi¢nih premalignih lezija; razvoj metoda probira; te
lokalizacija tumora radioimunoscintigrafskom metodom. Genska terapija je unoSenje
genetskog materijala u tumorsku ili netumorsku stanicu s terapijskim ciljem (32, 33).
Razvijeni su brojni virusni i ne-virusni vektori koji omogucavaju unos terapijskih gena u
tumor (32, 33). Ucinak unoSenja terapijskog gena moze biti ispravak postojece genetske
abnormalnosti, ubijanje stanice direktno ili indirektno unistavanje tumora aktivacijom

imunoloskog sustava (14, 32, 33).
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1.6. PATOFIZIOLOGIJA METASTAZIRANJA TUMORA

Jedno od osnovnih obiljezja zlodudne stanice je sposobnost metastaziranja.
Metastaziranje tumora je sloZeni proces, koji se sastoji od niza dogadaja na razini stanice koji
dovode do Sirenja tumorskih stanica sa primarnog mjesta nastanka na druge lokalizacije, gdje
nastaju sekundarni tumori (34, 35). Preduvjet za ,,odlazak® tumorske stanice iz tumora je
poremecéaj veza tumorske stanice s medustanicnim matriksom i poremecaj komunikacije
izmedu tumorskih stanica (34). Prirodne tkivne prepreke Sirenju tumora su medustani¢ni
matriks i bazalne membrane. Na tumorskim stanicama smanjen je broj kadherina, adhezijskih
molekula za prianjanje uz istovrsne stanice. Tumorske stanice stvaraju manje medusobnih
sveza — dezmosoma, te se lako odjeljuju. Integrini su adhezijske molekule koje omogucéavaju
vezanje uz molekule medustani¢nog matriksa (kolagen, fibronektin) i bazalnih membrana
(laminin). Poveéan broj integrina na tumorskim stanicama olakSava invaziju i intravazaciju
zlo¢udnih stanica. Preduvjet intravazacije je postojanje krvnih Zila u tumoru, koje nastaju
angiogenezom u tumoru. Metaloproteaze matriksa su enzimi koji razgraduju proteine
medustanicnog matriksa 1 bazalnth membrana. Zbog navedenih karakteristika (slabije
medusobne veze, izlu¢ivanje metaloproteaza, vezanje uz medustani¢ni matriks i bazalne
membrane) tumorske stanice mogu metastazirati (35). U planocelularnim karcinomima glave i
vrata smanjena je ili promijenjena ekspresija E-cadherina, promijenjena je ekspresija
integrina, MET-onkogena i EGFR receptora, te pojacana ekspresija metaloproteaza i
katepsina D (36).

PRIMARNI TUMOR LIMFNI CVOR

TKIVNO SPECIFICAN RAST

POREMECAJ VEZA
STANICE SA STANICOM |

STANICE S MEDUSTANICNIM ANGIOGENEZA
MATRIKSOM
INVAZIJA
BAZALNE |
MEMBRANE ANGIOGENEZA
MMP l
EKSTRAVAZACIJA

INTRAVAZACIJA

Slika 12. Metastaziranje tumora (iz ref.14).
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1.7. GEN nm23

Metastaziranje tumora vodec¢i je uzrok smrti kod bolesnika s karcinomom (34, 35).
Gen nm23 jedan je od gena koji suprimiraju metastatski potencijal tumora (34, 35, 37).
Utvrdeno je da je gen nm23 kvantitativno slabije izrazen u metastatskim stanicama na razini
MRNA i proteina (34). Niska izrazenost nm23 povezana je s loSom prognozom, niskim
prezivljenjem, metastazama u limfne ¢vorove, kao i histopatoloSkim indikatorima visokog
metastatskog potencijala u nekoliko vrsta karcinoma (karcinom dojke, jajnika i kolona, te
melanom), (34, 38). Prema literaturi pojacana izrazenost nm23 povezana je s pocetnim, a
smanjena izrazenost s uznapredovalim stadijima tumora (35).

Gen nm23 kodira enzime nukleozid difosfat (NDP) kinaze (35).

Biokemijska istrazivanja pokazala su da je aktivnost NDP kinaze, koja katalizira
transfer nukleozid trifosfata u nukleozid difosfat, oGuvana i prisutna u organizmima od
bakterija do covjeka (39). NDP kinaze su razliito izrazene u razli¢itim tkivima i smjeStene na
razlic¢itim lokacijama unutar stanice, $to upucuje na razli¢ite moguée funkcije u stanici, ovisno
0 lokalizaciji (39). U normalnim fiziolo§kim uvjetima NDP kinaze sudjeluju u proliferaciji,
razvoju i diferencijaciji (39). NDP kinaze sudjeluju u metabolizmu mitohondrija, osiguravaju
energiju za fosforilaciju struktura citosola, te osiguravaju nukleotide za sintezu nukleinskih
kiselina (39). U novijim studijama NDP kinaze povezuju se s procesima sinteze DNA i
proteina, polimerizacijom mikrotubula, prometom vezikula i prijenosom signala (35).

Do danas je izolirano 8 homologa obitelji nm23/NDP kinaza (35, 39). U humanim
karcinomima opsezno su istrazivana 2 homologa: nm23-H1 (nm23/NDP kinaza-A) i nm23-
H2 (nm23/NDP kinaza-B). U studijama gdje nije specificirana izoforma enzima nm23/NDP
kinaza odnosi se ili samo na nm23-H1 ili na oba enzima zajedno (34). Geni za oba enzima
nalaze se na kromosomu 17, na lokusu 17921 (34, 38), NME1 za nm23/NDP kinaza-A i
NME2 za nm23/NDP kinaza-B (34). Nomenklatura se kroz literaturu ne Koristi uvijek
dosljedno: NDP kinaza uvijek oznacava protein, NME1 1 NME2 uvijek oznacavaju gen, dok
se nm23-H1 i nm23-H2 koriste kao ime gena, a protein se naziva produkt nm23 gena.

Gen nm23-H1 otkriven je zbog smanjene izraZenosti u stani¢noj liniji na misjem
modelu metastatskog melanoma (34, 39), a nm23-H2 otkriven je zbog homologije s nm23-H1
(39).

Molekularni mehanizmi djelovanja produkta gena nm23 u kontroli migracije stanica i
metastaziranju nisu u potpunosti razjasnjeni, a ne mogu se objasniti do sada opisanom

enzimskom funkcijom prijenosa fosfata (35). Dosadasnja istrazivanja pokazala su da aktivnost
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NDP kinaze nije povezana s metastaziranjem, kao i da su mutacije gena nm23 rijetke, $to
ukazuje da nm23 modulira metastatski potencijal razinom izraZenosti gena i1 vjerojatno
interakcijom s drugim proteinima (35). Uloga produkta gena nm23 u procesu metastaziranja
je visestruka.

Izoformni oblici NDP kinaze sudjeluju u progresiji tumora, diferencijaciji i apoptozi (39).
NDP kinaza modulira izrazenost gena vezanjem za DNA sa posljedi¢nim strukturnim
promjenama (35, 40). Prema radu Postel (41) nm23/NDP kinaza je multifunkcionalni
regulatorni enzim neophodan za ekspresiju gena i obranu stanice od nakupljanja oStecenja
DNA. Neki od gena za koje je pokazana regulatorna funkcija NDP kinaza su onkogeni c-myc
i ras (35, 40).

NDP kinaze sudjeluju u odgovoru stanice na ekstracelularne podrazaje (35).

Produkt gena nm23 sudjeluje u modificiranju organizacije citoskeleta i prometa proteina,
indirektno promoviraju¢i adheziju za ekstracelularni matriks u nekim tipovima stanica (37).
Produkti gena nm23 mogu se na¢i povezani s molekulama citoskeleta, kao Sto su tubulin i
vimentin (42). Takoder regulira izrazenost integrinskih receptora na povrSini stanice i
metaloproteaza matriksa, te tako direktno kontrolira adheziju stanica (37). Kompleks nm23-
H2/ICAP-1 ima ulogu u integrinskom signaliziranju (37, 42). ICAP-1 (prema engl. integrin
cytoplasmic domain — associated protein la) je negativni regulator adhezije stanica
posredovane B1 integrinom, a usmjerava nm23 u lamelipodije i stani¢ne protruzije, te
sudjeluje u migraciji i metastaziranju stanica (37, 42).

U radu Fana i suradnika (43) produkt gena nm23-H1 identificiran je kao granzim A-aktivirana
DN-aza (Gzm A). Gzm A se oslobada iz citotoksi¢nih T limfocita 1 inducira apoptozu
tumorskih stanica ili stanica inficiranih virusima.

Usporedba izrazenosti nm23/NDP kinaze u razli¢itim staniénim linijama
planocelularnog karcinoma pokazuje smanjenu izraZzenost nm23/NDP Kkinaze B u
metastatskim stanicama (44). Stanice s poja¢anom izrazenosti nm23-H1 iz stani¢ne linije
CAL 27 imaju smanjen migracijski i invazivni potencijal, te jace adheriraju uz kolagen IV i
fibronektin (45). Transfekcija gena nm23-H2 u stani¢nu liniju humanog planocelularnog
oralnog karcinoma (LMF4) smanjuje metastatski potencijal tih stanica (46). Transfekcija gena
nm23 u metastatske stanice rezultira inhibicijom rasta metastaza, bez utjecaja na veli¢inu
primarnog tumora (47).

Do sada je opisana izrazenost nm23 u planocelularnim karcinomima pojedinih
lokalizacija u podruc¢ju glave i vrata. Neki radovi sugeriraju niski metastatski potencijal

tumora s visokom izrazenosti proteina nm23, dok druga istrazivanja ne potvrduju te rezultate.

32



Analiza izrazenosti nm23 u karcinomima larinksa, farinksa i usne Supljine ne pokazuje razliku
izmedu pojedinih lokalizacija planocelularnog karcinoma glave i vrata (48).

Prema studiji Pavelica i suradnika (49) provedenoj na uzorku od 120 planocelularnih
karcinoma glave 1 vrata izrazenost nm23-H1 veca je u tumorima uznapredovalog (stadij 3 1 4)
nego pocetnog stadija (stadij 11 2).

U radu McDonalda i suradnika (50) povecana izrazenost nm23-H1 proteina povezana je s
ve¢im tumorima i losijim ukupnim prezivljenjem; analiza je u¢injena imunohistokemijskom
metodom na 47 bolesnika s planocelularnim karcinomom glave i vrata.

Prema studiji Songa i suradnika (51) provedenoj na 70 planocelularnih karcinoma glave i
vrata, analizirana je izraZzenost proteina nm23-H1 kod NO i N+ tumora. NO tumori u 56%
slu¢ajeva imali su visoku izraZzenost nm23-H1 proteina, dok je 88% N+ tumora imalo nisku
izraZzenost. Unato¢ ovoj jasnoj razlici u ucestalosti, prema Kaplan-Meierovoj krivulji nije bilo
razlike u prezivljenju izmedu nm23 pozitivnih 1 negativnih tumora.

Analiza izrazenosti nm23 u primarnim tumorima i u metastatskim limfnim ¢vorovima na
vratu pokazuje smanjenu izrazenost nm23 u metastazama nego u primarnom tumoru,
sugerirajuci vaznost izrazenosti nm23 u procesu metastaziranja (21).

U istrazivanju Mhawech-Fauceglia i suradnika (52) analizirana je izraZzenost nm23-H1 na
uzorku od 120 planocelularnih karcinoma glave i vrata. Kod 60 tumora postojala je visoka
izrazenost, dok je kod 53 izraZenost bila smanjena, nije nadena korelacija s analiziranim
klini¢kim ni patohistoloskim obiljeZzjima.

Izrazenost nm23 u karcinomima usne Supljine analizirana je u nekoliko studija. Prema Otsuki
(53) imunohistokemijska izrazenost nm23 HI proteina povezana je s manjom ucestalosti
metastaza u limfnim ¢vorovima vrata; analiza je ucinjena na 56 uzoraka planocelularnog
karcinoma usne Supljine. IzraZzenost NDP kinaze nije korelirala s veli¢inom tumora,
histoloskim stupnjem diferencijacije, ni na¢inom invazije tumora (54). U radu Lo Muzija (55)
nm23-H1 izrazenost povezana je s manjom ucestalosti pozitivnih limfnih ¢vorova. Prema
Wangu (29) kod planocelularnih tumora usne Supljine (analizirano 86 tumora) javlja se u
nesto manje od 50% primarnih tumora, korelira s velicinom tumora, a smanjena izrazenost
kod manjih tumora korelira s pove¢anom incidencijom metastaza u regionalne limfne ¢vorove
i losijim prezivljenjem. U drugom radu istih autora (56) korelacija izrazenosti nm23 u
primarnim karcinomima usne Supljine 1 metastazama u limfnim ¢vorovima pokazuje takoder
kao i u radu Takesa (21) smanjenu izraZzenost nm23 u metastazama u odnosu na primarni

tumor, a nm23 negativni tumori povezani su s loSijim prezivljenjem.
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Izrazenost nm23 u karcinomima larinksa takoder je analizirana je u nekoliko studija. U
istrazivanje Leea i suradnika (57) ukljucena su 22 bolesnika s karcinomom larinksa, smanjena
izrazenost nm23 primjecena je u 10 karcinoma, te u 4 od 5 analiziranih metastaza, a povezana
je s kra¢im prezivljenjem. Rad Gunduza i suradnika (58) pokazuje pojacanu izrazenost nm23
kod vecine primarnih tumora, nema razlike u distribuciji po dobi, spolu i stadiju tumora
izmedu nm23 pozitivnih i nm23 negativnih tumora, a niska izrazenost Nm23 povezana je s
histoloski niskim stupnjem diferenciranosti tumora, pojavljivanjem udaljenih metastaza i /ili
recidivnog tumora. Prema radu Pesterelija (59) 96% tumora (26/28) pokazalo je pozitivnu
izrazenost nm23, bez razlike u izrazenosti izmedu metastatskih i ne-metastatskih tumora.
Prema radu Sikorske i sur. (60) imunohistokemijska izrazenost nm23 proteina kod karcinoma
larinksa bila je znacajno niza kod bolesnika s metastazama, u usporedbi s bolesnicima bez
metastaza. Bolesnici s niskom izrazenosti nm23 proteina imali su loSije prezZivljenje od
bolesnika s visokom izrazenosti nm23. Studija provedena na 25 uznapredovalih karcinoma
larinksa nije pokazala korelaciju s metastatskom bolesti ili drugim prognostickim

pokazateljima (38).
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1.8. TUMORSKI ANTIGENI I IMUNOLOSKA REAKCIJA NA TUMOR

Spontana regresija tumora opisana je kod viSe razli¢itih tumora, najc¢eS¢e melanoma i
karcinoma bubrega. Spontana regresija tumora, kao i ve¢a ucestalost i brzi rast tumora kod
imunokompromitiranih bolesnika impliciraju interakciju imunoloSkog sustava s tumorom —
tumorskim antigenom (61, 62), a rast tumora i metastaziranje posljedica su izmicanja
tumorskih stanica imunoloskom nadzoru. Histoloski dokaz imunoreakcije na tumor je
infiltracija tumora limfocitima, makrofagima i plazma-stanicama.

Tumorski antigen je molekula iz tumorske stanice, koja nije prisutna u normalnim
stanicama istoga tkiva i stadija razvoja, a koju imunoloski sustav moze prepoznati kao stranu,
te posljedi¢no nastaje protutumorska imunoloska reakcija (63, 64). Tumorski antigeni mogu
se nalaziti na stani¢noj membrani, u citoplazmi stanice ili u izvanstani¢noj tekucini (65, 66).
Idealan tumorski antigen trebao bi ispuniti 4 uvjeta:

1. visoka izrazenost u tumorskim stanicama,

2. nema izrazenost u normalnim stanicama,

3. laka dostupnost cirkulaciji,

4. prepoznatljivost za imunoloski sustav.

Imunoloski sustav protiv tumorskih stanica moZe reagirati nespecificnim 1 specificnim
oblicima (stani¢na i humoralna) imunosti.

T stanice usmjerene protiv tumorski udruZenih antigena mogu se ¢esto detektirati kod
bolesnika s karcinomom (61, 67, 68). Prirodni odgovori T stanica na tumor opisani su kod
bolesnika s uznapredovalim tumorima, vrlo je mali broj studija koje usporeduju bolesnike u
ranim i uznapredovalim stadijima bolesti (67).

Tumorski antigeni sintetiziraju se na ribosomima tumorske stanice. U proteosomima
se razgraduju na peptide od desetak aminokiselina. Proteini mogu imati jedan ili vise peptida
ili epitopa koje prepoznaju T stanice. Pomocu transportnih proteina prebacuju se u
endoplazmatsku mrezicu gdje se vezu s molekulom MHC (prema engl. major
histocompatibility complex) razreda | i kao kompleks putuju putem Golgijeva aparata na
stani¢nu membranu.

Osnova specifi¢ne stanicne imunosti je prepoznavanje imunogeni¢nog kompleksa
(antigen spregnut s MHC molekulom razreda I) od strane citotoksi¢nih limfocita (66).
Antigen specifi¢ni receptori limfocita T su transmembranski heterodimeri Koji se sastoje od o
I B lanca. Svaki lanac ima varijabilnu i konstantnu domenu. Varijabilni dio je specifi¢an za

odredeni klon limfocita 1 prepoznaje kompleks antigena peptida i varijabilni dio molekule
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MHC. Konstantni dio prepoznaje konstantni dio molekule MHC. Citotoksi¢ni limfociti
(CD8+ limfociti) prepoznaju endogene antigene koji su prezentirani na stanicama koje ih
sintetiziraju — tumorske stanice, stanice zarazene virusima i razli¢ite druge stanice koje nisu
profesionalne antigen prezentirajuce stanice. Sazrijevanjem CD8+ limfocita nastaju
citotoksicne (ubilacke) stanice koje mogu izravno ubiti stanicu koja na povrsini izrazava isti
antigen i MHC molekulu kao i stanica na koju su inicijalno bili senzibilizirani. Jaka aktivnost
citotoksi¢nih limfocita moze biti inducirana ex vivo u prisutnosti veée koli¢ine citokina i
antigena, ali joS uvijek je nedostatno razumijevanje funkcije citotoksi¢nih limfocita in vivo i
njihov utjecaj na rast tumora (69).

Manji broj tumorskih antigena prezentiranih u sprezi s MHC 11 molekulom prepoznaju
CD4+ limfociti (66).

Humoralna imunost temelji se na vezanju protutumorskih protutijela na tumorsku
stanicu, te aktivaciji komplementa, koji litickim kompleksom (C5b-C9) perforira membranu
ciljne stanice. Uloga humoralnog odgovora u obrani od tumora je manje vazna.
Protutumorska protutijela prisutna su u bolesnika s rakom, ali njihova koncentracija ne
korelira sa stadijem bolesti (70).

NajceS¢e nedovoljna imunoloSka reakcija posljedica je izbjegavanja imunoloSkog
odgovora od strane tumora. Poznato je nekoliko mehanizama kojima tumorske stanice
izbjegavaju imunoloski odgovor organizma. Jedan od nacina je smanjeno izrazavanje HLA
molekula na tumorskim stanicama. Drugi nacin je otpuStanje topljivih molekula HLA,
otpusStene molekule vezu se za receptore T-limfocita, te u limfocitima pokreéu apoptozu.
Tre¢i nacin je izraZzenost Fas liganda na membrani tumorskih stanica Sto uzrokuje smrt
citotoksi¢nih limfocita nakon vezivanja.

Tijekom posljednjih godina rezultati istrazivanja pokazuju aberantnu izraZenost
normalnih proteina testisa u tumorski promijenjenim stanicama (71). Skupina imunogeni¢nih
proteina koji pokazuju pojacanu izraZenost u normalnim testisima 1 u velikom broju tumora
razliCite histologije naziva se karcinom-testis antigeni, i obuhvaca gene MAGE, BAGE,
GAGE, HOM-MEL-40 (SSX2), LAGE i NY-ESO-1 (71, 72, 73). U nekim slucajevima
karcinom-testis antigeni izraZeni su i u jajnicima i trofoblastu (68). Do izrazenosti karcinom-
testis antigena u razli¢itim vrstama tumora dolazi zbog poremecaja regulacije gena u malignoj
stanici (68).

Zajednicke karakteristike karcinom-testis antigena su (68, 73):

1. izraZenost u normalnim testisima

2. pripadnost skupinama vise sli¢nih gena (,,obitelji gena®)
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3. Cesto se nalaze na X kromosomu

4. heterogena izrazenost u karcinomima

5. vjerojatna povezanost s tumorskom progresijom

6. indukcija izraZzenosti zbog hipometilacije i/ili acetilacije histona

7. imunogenic¢nost u bolesnika s karcinomom.

Geni MAGE-3 i NY-ESO-1 nalaze se na X kromosomu. Analiza izrazenosti mRNA u
stani¢nim linijama tumora i uzorcima tumora ne pokazuje koordiniranu izrazenost razli¢itih
karcinom-testis antigena, $to govori da je regulacija njihove izraZenosti neovisna (73).
Vjerojatni mehanizam izrazenosti karcinom testis antigena je derepresija, do derepresije
dolazi lakse kod gena smjestenih na X-kromosomu jer postoji samo jedan aktivan kromosom
(73). Neki karcinom testis antigeni (MAGE, BAGE) ¢e$¢e su izraZeni u metastazama nego u
primarnom tumoru, $§to ukazuje da je derepresija ovih gena kasniji dogadaj u progresiji
tumora (73).

Antigenske produkte izrazenosti MAGE-3 i NY-ESO-1 na karcinomskim stanicama
prepoznaju citoliti¢ki CD8 (+) T limfociti (61, 62, 67, 68, 69, 70, 71, 74). IzraZenost antigena
NY-ESO-1, kao i antigena MAGE-A inducira i spontani humoralni odgovor (68, 73).

Izrazenost ove skupine antigena na testisima moguca je jer se testisi smatraju
imunoloski privilegiranim mjestom. Stanice sjemenika, zahvaljuju¢i manjku izravnog dodira s
imunosnim stanicama nisu dostupne imunoloskom sustavu (73). Na povr$ini zametnih stanica
nema izrazenih molekula MHC razreda | (73). Imunohistokemijska reakcija pokazuje najjacu
MAGE izrazajnost u sjemenskim kanali¢ima — na spermatogonijama, te na spermatocitima na
svim razinama lumena kanali¢a. Sto je stanica zrelija, imunohistokemijsko bojenje je slabije
(41). U Sertolijevim stanicama i spermatidama nema proteina MAGE (75).

Novija metoda detekcije tumorskih antigena je serolo$ka analiza biblioteke cDNA
(SEREX). Biblioteka cDNA (prema engl. complementary DNA) sadrzi odsjecke DNA iz
uzorka tumora, a nastaje prepisivanjem pomocéu enzima reverzne transkriptaze na kalupu
izdvojene mRNA. lzlaganjem pripremljenog uzorka bolesnikovom serumu identificiraju se
antigeni koji su izazvali humoralni odgovor s visokim titrom IgG protutijela (73). Metoda
omogucava ne samo detekciju antigena na stani¢noj povrsini, nego i intracelularnih antigena
(73).

Identifikacija tumorskih antigena koje imunoloski sustav prepoznaje (61, 62, 71) uz
razumijevanje mehanizma prirodne T stani¢ne imunosti (67) otvara nove moguénosti za
razvoj ciljane, antigen specificne imunoterapije tumora posredovane citotoksi¢nim

limfocitima. Opisane su dugotrajne regresije tumora kod bolesnika lije¢enih indukcijom
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antigen specifi¢nih citotoksi¢nih limfocita (61, 62). Progresija tumora tijekom imunizacije
nastaje ili gubitkom izrazenosti antigena ili nestankom MHC I molekule na tumorskoj stanici
(61, 62). Karcinom testis antigeni imaju dobre karakteristike za razvoj imunoterapije, kao
ciljni antigeni za specificne inducirane (peptidom ili cijepljenjem) citotoksi¢ne limfocite

(62,63).
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1.9. GEN MAGE-3

MAGE geni su porodica gena koji kodiraju antigene povezane s melanomom (prema
engl. melanoma-associated antigene gene), a pripadaju skupini karcinom-testis antigena.
Antigeni MAGE otkriveni su u stanicama melanoma, dok su daljnja istrazivanja pokazala
izrazenost izrazito vezanu uz razli¢ite maligne stanice (67, 74, 76). Otkrice antigena MAGE-1
objavljeno je 1991. godine (66).

Porodica gena MAGE ima 3 potporodice MAGE A, MAGE B i MAGE C s barem 17
gena (75). U potporodicu MAGE A pripada 12 gena. Geni MAGE A smjeSteni su na q
terminalnom kraju X kromosoma (Xq28), (76, 77, 78).

Obrazac izrazenosti gena MAGE u testisima sugerira da se radi o obitelji gena
ukljucenoj u razvoj germinativnih stanica (71). Geni iz porodice MAGE izrazeni su u kozi u
1. tjednu oporavka rane, procesu u kojem razliite vrste stanica migriraju i proliferiraju.
Proliferacija i migracija stanica dio su procesa rasta tumora i metastaziranja.

Produkt gena MAGE-1 je citoplazmatski protein Klasteriran u paranuklearnim
strukturama nalik organelama (79), prepoznaju ga citotoksi¢ni T limfociti. MAGE-1
pozitivitet pokazan je i u karcinomima dojke, karcinomima plu¢a ne-malih stanica i u
tumorima sredi$njeg zivéanog sustava (79).

Produkt gena MAGE-3 ili MAGE-A4 je citoplazmatski protein (78). Fizioloska uloga
proteina MAGE-3 nije poznata. Antigen MAGE-3 izrazen je u histoloski razli¢itim vrstama
tumora, bez izrazenosti u normalnim odraslim tkivima osim testisa i placente (80). Kod
tumora je imunohistokemijskim odredivanjem antigena MAGE-3 reaktivnost nadena samo u
zlo¢udno promijenjenim stanicama, ali ne 1 u stromi tumora ili u okolnom tkivu. Kod vecine
tumora imunoreaktivnost je citoplazmatska, no katkad se moze vidjeti i pozitivna reakcija u
jezgri (75).

Za antigene MAGE 1, 2 i 3 poznati su epitopi koje prikazane s molekulom HLA
razreda I prepoznaju citotoksi¢ni T-limfociti. Za antigen MAGE-3 otkrivena su 4 epitopa,
poznati su njihovi peptidni slijedovi kao i prezentiraju¢a molekula MHC. Tumorsku stanicu
koja na svojoj stani¢noj membrani ima odgovaraju¢i MAGE-3 epitop i molekulu MHC
razreda | moze ubiti inducirani citotoksi¢ni limfocit (74, 75, 76).

Antigen MAGE-3 izrazen je u do 65% koznih melanoma, a pojacana izrazenost
nadena je i u tumorima glave i vrata, karcinomu pluca, sinovijalnom sarkomu, karcinomu
mokra¢nog mjehura i seminomu (74, 81, 82). Izrazenost antigena iz obitelji MAGE u

melanomu i karcinomu dojke negativno korelira s histoloskim stupnjem diferenciranosti
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tumora (82). IzraZenost u tumorskim stanicama izrazito raste s progresijom tumora (75, 81,
83). U karcinomu mokra¢nog mjehura izrazenost MAGE-3 ¢esc¢a je kod planocelularnog
karcinoma, nego kod ostalih histoloskih vrsta tumora, a pozitivitet korelira s invazivnim
tumorima (84)

Za razliku od ostalih antigena iz skupine karcinom-testis antigena antigenski produkti
gena MAGE rijetko induciraju spontani imunoloski odgovor citotoksi¢nih limfocita (61, 62,
67). Antigenski produkt gena MAGE-3 koristen je kao cjepivo kod bolesnika s melanomom,
te je primje¢ena regresija tumora u vise od 30% lije¢enih bolesnika (61, 62, 85). Prva
istrazivanja adjuvantne primjene kod karcinoma pluca ne-malih stanica pokazuju obecavajuce
rezultate (86).

U do sada objavljenim studijama MAGE-3 pokazuje visoki stupanj izrazenosti kod
planocelularnih karcinoma glave i vrata, bez jasne korelacije s prognozom bolesti (87).

Prema studiji Eura i suradnika (88) u kojoj je analizirana izrazenost MAGE-1, -2 i -3
antigena u 20 karcinoma maksilarnog sinusa, 70% tumora pokazuje izraZzenost barem jednog
od analiziranih MAGE antigena. U drugoj studiji istih autora (89) analizirana je izrazenost
MAGE-1, -2, -3, -4, -41 i -6 antigena na uzorku od 83 planocelularna karcinoma glave i vrata,
ukupno 59 tumora pokazalo je izrazenost barem jednog od analiziranih MAGE antigena,
36/83 tumora pokazalo je izraZzenost MAGE-3 antigena, uz razliitu distribuciju ovisno o
lokalizaciji primarnog tumora 1 histoloSkom stupnju diferenciranosti.

U istrazivanju Leea i suradnika (90) MAGE-3 antigen detektiran je u 45% (18/40)
planocelularnih karcinoma glave i vrata, bez korelacije s klinickim stadijem bolesti i
pojavljivanjem metastaza. U drugom radu istih autora (91) pokusana je detekcija MAGE
MRNA u sputumu bolesnika s planocelularnim karcinomom glave i vrata, kod 13 od
analiziranih 17 uzoraka detektiran je jedan od MAGE A1-6 gena.

U studiji Atanackovica i suradnika (92) MAGE-A3 bio je izrazen u 72% analiziranih
planocelularnih karcinoma glave i vrata, u analizu je uklju¢en 51 bolesnik.

U radu Kienstre (87) i suradnika MAGE-3 bio je izrazen u 44.4% (20/45) analiziranih
planocelularnih karcinoma glave i vrata, bez korelacije s karakteristikama tumora i
prognozom bolesti.

Prema istrazivanju Riesa i suradnika (93) u karcinomima usne Supljine 71% (15/21) pokazuje
izrazenost barem jednog od 6 analiziranih MAGE antigena (-Al do -A6). Najcesce je
primjec¢ena izrazenost MAGE-3 antigena, u 62% tumora.

Studija lwamota i suradnika (94) pokazuje mogucnost detektiranja MAGE-4 proteina u

serumu bolesnika s planocelularnim karcinomom glave i vrata, preoperativno visoke
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vrijednosti nakon operacije su se normalizirale, a kod jednog bolesnika porast razine u serumu
nakon zavrSetka lijecenja prethodio je recidivu bolesti. Prema ovom istrazivanju MAGE-4

pokazuje sva obiljezja serumskog tumorskog markera.
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1.10. GEN NY-ESO-1

Antigenski produkt gena NY-ESO-1 ili LAGE-1 pripada skupini karcinom-testis
antigena (61, 62). Izrazenost antigena NY-ESO-1 nalazi se u normalnim testisima i jajnicima,
U manjoj mijeri u stanicama placente, te u velikom broju tumora razli¢ite histologije
(melanom, karcinom dojke, karcinom prostate i hepatocelularni karcinom), (62, 67, 73).
Plocasti epitel (koZa, sluznica jednjaka) ne pokazuje NY-ESO-1 izrazenost (73). Gen se nalazi
na Xg28 kromosomu (87). Gen NY-ESO-1 kodira protein koji ne pokazuje homologiju s do
sada poznatim proteinima (73).

Fizioloska uloga proteina NY-ESO-1 nije poznata, strukturne analize pokazuju da bi
se moglo raditi o transmembranskom proteinu (73).

Antigenski produkt izrazenosti gena NY-ESO-1 otkriven je SEREX metodom (62,
73). Antigen je kloniran iz karcinoma jednjaka.

Antigenski produkt gena NY-ESO-1 se smatra jednim od najimunogenijih izoliranih
antigena jer inducira spontani imunoloski odgovor domacina u 50% bolesnika s tumorima
koji pokazuju NY-ESO-1 izrazenost (61, 62, 71, 87). Kod bolesnika s karcinomom jednjaka i
melanomom izrazenost NY-ESO-1 moze izazvati i humoralni i CD8+ i CD4+ stani¢ni
protutumorski imunosni odgovor (95). U in vitro uvjetima antigenski produkt izrazenosti NY-
ESO-1 gena inducira jaki odgovor citotoksi¢nih limfocita (61). Jedan je od najistrazivanijih
antigena od otkri¢a do danas (96).

U radu Fujita i suradnika (97) analizirana je izraZzenost NY-ESO-1 antigena na uzorku
od 123 planocelularna karcinoma jednjaka, 33% tumora bilo je pozitivno, ¢eS¢e su bili
pozitivni tumori uznapredovalog stadija, histoloski bolje diferencirani, ali su bolesnici imali
bolje prezivljenje u usporedbi s bolesnicima ¢iji tumori nisu pokazivali izrazenost NY-ESO-1.
Humoralni odgovor zabiljezen je u samo 2 od 51 analiziranog bolesnika.

Iako pocetno otkriven u planocelularnom karcinomu jednjaka u do sada objavljenim
studijama pokazuje nisku izrazenost u planocelularnim karcinomima glave i vrata (87). Od
ukupno 45 analiziranih planocelularnih karcinoma glave i vrata samo su 3 pokazivala
izrazenost NY-ESO-1, koristena je RT-PCR metoda, kod svih bolesnika radilo se o
uznapredovaloj bolesti s metastazama u limfnim ¢vorovima na vratu, te o histoloski nezrelim
tumorima.

U studiji Atanackovica i suradinka (92) NY-ESO-1 pokazuje nisku izrazenost u
planocelularnim karcinomima glave i vrata, izrazenost prisutna u 3 od 51 analiziranog uzorka,

ali uz detektabilna protutijela u serumu bolesnika.
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2. Hipoteza

Hipoteze su:
1. Smanjena izrazenost nm23 povezana je s povecanim rizikom metastaziranja plano-
celularnog karcinoma glave i vrata.
2. Povecana izrazenost MAGE-3 povezana je s loSijom prognozom planocelularnog

karcinoma glave i vrata.

3. Povecana izrazenost NY-ESO-1 povezana je s boljom prognozom planocelularnog
karcinoma glave i vrata.
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3. Cilj istraZivanja

Cilj istrazivanja je utvrditi:

1. imunohistokemijsku izrazenost proteina nm23, MAGE-3 i NY-ESO-1 u plano-
celularnim karcinomima glave i vrata,

2. povezanost izrazenosti proteina nm23, MAGE-3 i NY-ESO-1 s proSirenosti tumora
(TNM) u trenutku postavljanja dijagnoze,

3. povezanost izrazenosti proteina nm23, MAGE-3 i NY-ESO-1 sa stupnjem
diferenciranosti tumora,

4. povezanost izrazenosti proteina nm23, MAGE-3 i NY-ESO-1 s metastatskim

potencijalom, bioloskim ponasanjem tumora i prezivljenjem bolesnika.
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4. Materijal i metode istraZivanja

Provedeno je retrospektivno istrazivanje. U studiju su ukljuceni bolesnici s
planocelularnim karcinomom glave i vrata, kod kojih je lije¢enje zapocelo u Sluzbi za tumore
glave i vrata Klinike za tumore u periodu od 1996. do 1998. godine, te su praceni tijekom
najmanje 5 godina. Uklju¢eno je ukupno 198 bolesnika s lokalizacijom primarnog tumora u
podrucju usne Supljine, orofarinksa, hipofarinksa i larinksa. Histoloska slika planocelularnog
karcinoma jedinstvena je i neovisna o0 navedenim lokalizacijama tumora. Analizom
bioptickog materijala kod bolesnika sa poznatim prognostickim ¢imbenicima (TNM i stupanj
diferenciranosti tumora) i poznatim tijekom bolesti (lokalni recidiv, regionalni recidiv,
diseminacija, prezivljenje) pokazana je izraZzenost navedenih proteina.

Uvjeti za ukljucivanje u istrazivanje bili su:

1. patohistoloska dijagnoza planocelularnog karcinoma glave i vrata (usna Supljina,

orofarinks, hipofarinks i larinks)

2. dostupan materijal za analizu (parafinske kocke tumora iz arhive Sluzbe za
klini¢ku patologiju Klinike za tumore)
dostupan podatak o TNM stadiju bolesti u trenutku postavljanja dijagnoze
dostupan podatak o vrsti lijeCenja

poznat tijek bolesti (bez recidiva, recidiv, diseminacija)

o g k~ w

podatak o datumu i uzroku smrti (iz povijesti bolesti, ambulantnih kontrolnih
pregleda, te iz podataka Registra za rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo).
Operacijski materijal ukljuc¢enih bolesnika fiksiran je u 10% puferiranom formalinu,
uklopljen u parafin, rezan i1 bojen standardnom rutinskom patohistoloskom metodom
hemalaun eozin kako bi se svjetlosnim mikroskopom potvrdila patohistoloska dijagnoza, te
odredio stupanj diferenciranosti tumora.
Dodatni rezovi primarnog tumora obojeni su imunohistokemijski na nm23, MAGE-3 i
NY-ESO-1 upotrebom :
1. poliklonskog kuni¢jeg protutijela na nm23 (A0096; 1:50; DAKO),
2. nerazrijedenog supernatanta hibridoma koji stvara misje monoklonsko protutijelo 57B
za MAGE-3. Ono je dobiveno imunizacijom miseva s rekombinantnim proteinom
MAGE-3 i specificno je za protein MAGE-3 (G. Spagnoli, University of Basel,

Switzerland).
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3. NY-ESO protutijelo, B9.8.1.1 monoklonsko protutijelo, specificno za protein NY-

ESO-1 (93).

Imunohistokemijska obrada uginjena je upotrebom automatskog aparata DAKO TechMate™
Horizon automated immunostainer metodom MSIP prema preporuci proizvodaca za nm23,
dok je obrada na MAGE-3 i NY-ESO-1 ucinjena prema standardnom imunohistokemijskom
protokolu s tim da su primarna protutijela za MAGE-3 bila ostavljena preko noéi na
temperaturi +4°C, a za NY-ESO-1 jedan sat.

Rezultati imunohistokemijskog bojenja izrazeni su semikvantitativnom metodom, $to
znaci: nema obojenja u tumorskim stanicama (-); do 10% tumorskih stanica ima pozitivnu
reakciju, slabo pozitivna reakcija (+); od 10 do 50% tumorskih stanica pozitivho, umjereno
pozitivna reakcija (++); vise od 50% tumorskih stanica pozitivno, jako pozitivna reakcija
(+++).

Podaci o bolesnicima (dob, spol), tumorima (lokalizacija, TNM status), lijjecenju
(operacija, radioterapija, kemoterapija) prikupljeni su iz arhiviranih povijesti bolesti. Podaci o
5-godi$njem prezivljenju prikupljeni su u suradnji s Registrom za rak Hrvatskog zavoda za
javno zdravstvo.

Analiza podataka:

Svi dobiveni rezultati obradeni su deskriptivnim statistickim metodama.

Za testiranje razlike u ugestalosti nezavisnih stanja - pojava primjenjen je x* test. Kod malih
opazenih frekvencija koristen je y° test uz Yatesovu korekciju odnoso Fischerov egzaktni test.
Za analizu prezivljenja primijenjena je metoda po Kaplan-Meieru. Razlika u prezivljenju
izmedu dviju skupina analizirana je log-rank testom dok je razlika izmedu vise skupina
analizirana generaliziranim log-rank testom.

Jakost i smjer povezanosti varijabli testirana je Spermanovim testom korelacije ranga.
Statisticki zna¢ajnom smatrana je vrijednost empirijske razine znacajnosti p od 0.05 (p<0.05).
U analizi podataka koriSten je programski paket Statistica verzija 7.0, licenca Medicinskog

fakulteta Sveucilista u Zagrebu,.
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5. Rezultati

5.1. ANALIZA OBILJEZJA TUMORA ODABRANIH ZA IMUNOHISTOKEMIJSKU
OBRADU

U istrazivanje je uklju¢eno 198 bolesnika. Ucinjena je analiza dobne i spolne
raspodjele, raspodjele po lokalizacijama, po TNM Kklasifikaciji i stadiju bolesti, te po gradusu
tumora.

Dobna raspodjela analizirana je po desetlje¢ima. Broj bolesnika s planocelularnim
karcinomima glave i vrata ispod 40 godine zivota je mali i zatim raste uz maksimum u 6. i 7.
desetlje¢u Zivota, nakon ¢ega se ponovno smanjuje (tablica 1, slika 13). U ukupnom broju
ispitanika bilo je 16 Zena (8.1%) i 182 muskarca (91.9%). Tumori kod Zena javili su se u dobi

od 40 do 70 godina.

Tablica 1. Dobna i spolna raspodjela bolesnika.

DOB BROJ MUSKARACA BROJ ZENA UKUPNO
<40 2 0 2
41-50 39 7 46
51-60 66 4 70
61-70 58 5 63
>70 17 0 17
UKUPNO 182 16 198

Prema lokalizaciji u istrazivanje je uklju¢en 81 (40.9%) bolesnik s karcinomom
larinksa, 46 (23.2%) s karcinomom orofarinksa, 44 (22.2%) s karcinomom hipofarinksa, te 27
(13.6%) bolesnika s karcinomom usne Supljine (slika 14). Najvecu skupinu ¢ine bolesnici s
planocelularnim karcinomom larinksa. Prema pojedinim lokalizacijama bilo je 6 Zena s
karcinomom usne Supljine, 4 s karcinomom orofarinksa, 1 s karcinomom hipofarinksa i 5 s

karcinomom larinksa (tablica 2).
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Slika 13. Grafi¢ki prikaz dobne i spolne raspodjele.
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Slika 14. Raspodjela lokalizacija primarnih tumora.
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Tablica 2. Raspodjela bolesnika prema lokalizacijama i spolu. Postotak oznacava udio

oboljelih muskaraca odnosno zena u ukupnom broju tumora pojedine

lokalizacije.
MUSKARCI ZENE
LOKALIZACIJA UKUPNO
n % n %

USNA SUPLJINA 21 77.8 6 22.2 27
OROFARINKS 42 91.3 4 8.7 46
HIPOFARINKS 43 97.7 1 2.3 44

LARINKS 76 93.8 5 6.2 81
UKUPNO 182 91.9 16 8.1 198

U TNM Kklasifikaciji tumori se prema veli¢ini primarnog tumora Klasificiraju u 4
stadija (T1-T4). Prema veli¢ini tumora bilo je 22 (11.1%) T1 tumora, 57 (28.8%) T2 tumora,
94 (47.5%) T3 tumora, te 25 (12.6%) T4 tumora (slika 15). Tumore se moze prema velicini
podijeliti i u pocetne (T1-T2) i lokalno uznapredovale (T3-T4), nakon takve podjele na
analiziranom uzorku bilo je 79 (39.9%) pocetnih tumora i 119 (60.1%) lokalno

uznapredovalih tumora.
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Slika 15. Raspodjela T stadija primarnog tumora.
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Prema N stadiju bolesnici se klasificiraju takoder u 4 grupe, NO §to znaci bez
metastaza na vratu, te N1-3 ovisno o broju i veli¢ini regionalnih metastaza (tablica 3). S
obzirom na mali broj bolesnika u N1 i N3 stadijima za ovo istrazivanje bolesniCi Su
podijeljeni u 2 skupine: NO 96 (48.5%) bolesnika bez metastaza, te N+ 102 (51.5%) bolesnika

S metastazama na vratu.

Tablica 3. N stadiji bolesti.

N stadij BROJ BOLESNIKA % BOLESNIKA
NO 96 48.5
N1 19 9.6
N2 70 35.3
N3 13 6.6
UKUPNO 198 100

Prema AJCC stadijima (I-1V) bolesti bilo je 18 (9.1%) bolesnika u stadiju I, 24
(12.1%) bolesnika u stadiju 1l, 62 (31.3%) bolesnika u stadiju Ill, te 94 (47.5%) bolesnika u
stadiju 1V (slika 16). Kao i kod T veli¢ine primarnog tumora i ovdje Se bolesnike moze
podijeliti na skupinu bolesnika s rano dijagnosticiranom bolesti (stadiji 1 i Il), te skupinu s
uznapredovalom bolesti u trenutku postavljanja dijagnoze (stadiji 111 i 1V). U ukupnom broju
analiziranih bolesnika bilo je 42 (21.2%) bolesnika s rano postavljenom dijagnozom, te 156

(78.8%) bolesnika u uznapredovalim stadijima bolesti.
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Slika 16. Raspodjela prema AJCC stadijima u trenutku postavljanja dijagnoze.

Na standardnom patohistoloskom preparatu rutinski se odreduje stupanj diferencijacije
tumora i Klasificira kao gradus I-III. U analizu je uklju¢eno 62 (31.3%) bolesnika s
planocelularnim karcinomom gradusa I, 87 (43.9%) gradusa Il, te 49 (24.7%) gradusa IlI
(slika 17).
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Slika 17. Raspodjela tumora prema histoloSkom stupnju diferenciranosti.
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U lijecenju istrazivane skupine bolesnika primjenjeno je nekoliko modaliteta lijecenja
(slika 18). Vecina bolesnika (63%) lijeCena je kirurski, uz postoperativnu primjenu
radioterapije. Manji dio bolesnika (23%) lijeCen je primarnom radioterapijom. Kod trece
skupine bolesnika (9%) provedeno je kirursko lijecenje kao jedini modalitet lijecenja. Kod 3%
bolesnika ucinjena je operacija metastatske bolesti na vratu, uz primarnu radioterapiju

primarnog tumora. Samo 2% bolesnika lije¢eno je kemoradioterapijom.

9% O OPERACIA

B KEMORADIOTERAPIJA

O OPERACIJA + POSTOPERATIVNA

3% RADIOTERAPIJA

0O OPERACIJA METASTAZA NA VRATU +
PRIMARNA RADIOTERAPIJA
PRIMARNOG TUMORA

B PRIMARNA RADIOTERAPIJA

Slika 18. Primjenjeni terapijski modaliteti.
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5.2. ANALIZA MEPUODNOSA OBILJEZJA ODABRANIH TUMORA

Ucinjena je analiza medusobnih odnosa do sada navedenih obiljezja bolesnika

ukljucenih u istrazivanje.

5.2.1. Odnos lokalizacije i veli¢ine tumora

Analiza ucestalosti pojavljivanja tumora razli¢ite veli¢ine (T stadij) u odnosu na
lokalizaciju tumora prikazana je u tablici 4. U trenutku postavljanja dijagnoze tumori su ¢esce
uznapredovalog T stadija (T3 i T4 tumori), u ukupnom broju bolesnika 60.1% ima tumor
uznapredovalog T stadija. Izrazito rijetko, u manje od 5% bolesnika nalazi se T1 tumor u

podrucju orofarinksa i hipofarinksa.

Tablica 4. Odnos lokalizacije tumora i T stadija u trenutku postavljanja dijagnoze.

T1 T2 T3 T4

LOKALIZACIJA UKUPNO

n % n % n % n %

USNA SUPLJINA 6 222 | 10 | 37.0 9 33.3 2 7.4 27
OROFARINKS 2 4.3 19 | 413 | 18 | 391 7 15.2 46
HIPOFARINKS 1 2.3 12 | 27.3 | 26 | 591 5 11.4 44

LARINKS 13 | 16.0| 16 | 198 | 41 | 506 | 11 | 13.6 81
UKUPNO 22 | 111 | 57 | 288 | 94 | 475 | 25 | 126 198

5.2.2. Odnos lokalizacije i metastaza u limfne ¢vorove na vratu

Analiza ucestalosti pojavljivanja metastaza na vratu (N stadij) u odnosu na lokalizaciju
primarnog tumora prikazana je u tablici 5. U ukupnom broju bolesnika 48.5% je bolesnika
bez metastaza na vratu i 51.5% bolesnika s metastazama na vratu. Analiza po lokalizacijama
pokazuje gotovo istu distribuciju NO i N+ stadija za bolesnike s tumorima usne Supljine i
larinksa, te za bolesnike s tumorima orofarinksa i hipofarinksa (slika 19). Kada su bolesnici
grupirani na navedeni nacin postoji statisti¢ki zna¢ajna razlika u ucestalosti tumora NO i N+

stadija (x*=34.73, df=1, p<0.001) (tablica 6).
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Tablica 5. Odnos lokalizacije tumora i N stadija u trenutku postavljanja dijagnoze.

NO N+
LOKALIZACIJA UKUPNO
n % n %

USNA SUPLJINA 18 66.7 9 33.3 27
OROFARINKS 12 26.1 34 73.9 46
HIPOFARINKS 11 25.0 33 75.0 44

LARINKS 55 67.9 26 32.1 81
UKUPNO 96 48.5 102 51.5 198
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Slika 19. Ucestalost NO i N+ stadija bolesti po pojedinim lokalizacijama.

Tablica 6. Odnos N stadija i lokalizacija tumora (grupirani zajedno orofarinks i

hipofarinks, te usna Supljina i larinks).

NO N+
LOKALIZACIJA UKUPNO
n % n %
USNA SUPLJINA
| ARINKS 73 67.6 35 32.4 108
OROFARINKS
HIPOFARINKS 23 25.6 67 74.4 90
UKUPNO 96 48.5 102 51.5 198
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5.2.3. Odnos lokalizacije, T stadija i metastaza u limfnim ¢vorovima na vratu
Ucinjena je analiza odnosa T stadija i pojavljivanja metastaza na vratu posebno za
skupinu karcinoma usne Supljine i larinksa, te za skupinu karicnoma orofarinksa i

hipofarinksa (tablica 7).

Tablica 7. Odnos veli¢ine primarnog tumora i pojavljivanja metastaza na vratu ovisno

o lokalizaciji.
USNA SUPLJINA LARINKS HOI'TD%'EQRR'I'E*ESS
NO N+ NO N+
T1-T2 36 9 5 -8
T3-T4 37 2% 17 29
¥°=5.42, df=1, p=0.020 =119, df=1, p=0.275

Analiza pokazuje da kod karcinoma usne Supljine 1 larinksa postoji statisticki znacajna
razlika u pojavljivanju metastaza na vratu izmedu pocetnih i lokalno uznapredovalih tumora,

dok razlika kod karcinoma orofarinksa i hipofarinksa nije bila statisti¢ki znacajna.

5.2.4. Odnos lokalizacije i stadija tumora

Analiza odnosa lokalizacija primarnog tumora i stadija bolesti u trenutku postavljanja
dijagnoze prikazana je u tablici 8. Veliki broj bolesnika otkriva se u uznapredovalim stadijima
bolesti, 78.8% bolesnika je u stadiju Ill i IV. Analiza prema lokalizacijama ponovno pokazuje
razliku u ucestalosti pojavljivanja pocetnih (stadij I i II) i uznapredovalih stadija (stadij HI i
IV) s tendencijom grupiranja tumora usne Supljine i larinksa, te orofarinksa i hipofarinksa
(slika 20). Analiza razlike u frekvencijama pokazuje statisticki znacajnu razliku ucestalosti
po&etnih i uznapredovalih stadija ovisno o ovako definiranim skupinama (x*=20.89, df=1,
p<0.001) (tablica 9).
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Tablica 8. Odnos lokalizacija tumora i stadija bolesti.

| I 11 v
LOKALIZACIJA UKUPNO
n % n % n % n %
USNA SUPLJINA 5 18.5 7 25.9 6 22.2 9 33.3 27
OROFARINKS 1 2.2 4 8.7 9 196 | 32 69.6 46
HIPOFARINKS 0 0.0 1 2.3 15 | 341 | 28 | 63.6 44
LARINKS 12 | 148 | 12 | 148 | 32 | 395 | 25 | 309 81
UKUPNO 18 9.1 24 12.1 62 | 31.3 | 94 | 475 198
100,0%
90,0%
80,0%
70,0%
60,0%
B stadiji I-l
50,0%
B stadiji lll-IV
40,0%
30,0%
20,0%
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0,0% . . ;
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Slika 20. Raspodjela pocetnih i uznapredovalih stadija bolesti ovisno o lokalizaciji.

Tablica 9. Odnos stadija bolesti (grupirani zajedno stadiji 1 i II, te HI i IV) i
lokalizacija tumora (grupirani zajedno orofarinks i hipofarinks, te usna Supljina i
larinks).
I-11 Hi-1v
LOKALIZACIJA UKUPNO
n % n %
USNA SUPLJINA
LARINKS 36 33.3 72 66.7 108
OROFARINKS
HIPOEARINKS 6 6.7 84 93.3 90
UKUPNO 42 21.2 156 78.8 198
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5.2.5. Odnos lokalizacije i PH gradusa tumora

Analiza odnosa lokalizacije primarnog tumora i PH gradusa prikazana je u tablici 10.
Ponovno je vidljivo sli¢no grupiranje frekvencija u usnoj Supljini i larinksu, te u orofarinksu i
hipofarinksu (slika 21). Analiza razlike u frekvencijama izmedu skupine tumora usne Supljine

i larinksa i skupine orofarinksa i hipofarinksa pokazuje statisticki znagajnu razliku (x*=11,

df=3, p=0.012) (tablica 11).

Tablica 10. Odnos lokalizacije primarnog tumora i PH gradusa.

LOKALIZACIJA | ! ! UKUPNO
n % n % n %

USNA SUPLJINA | 13 48.1 7 25.9 7 25.9 27
OROFARINKS 10 21.7 20 43.5 16 34.8 46
HIPOFARINKS 7 15.9 20 45.5 17 38.6 44

LARINKS 32 39.5 40 49.4 9 111 81
UKUPNO 62 31.3 87 43.9 49 24.7 198
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Slika 21. Odnos PH gradusa i lokalizacija tumora.

57



Tablica 11. Odnos PH gradusa i lokalizacija tumora (grupirani zajedno orofarinks i

hipofarinks, te usna Supljina i larinks).

I I I
LOKALIZACIJA UKUPNO
n % n % n %
USNA SUPLJINA
L ARINKS 45 | 417 | 47 | 435 | 16 | 148 108
OROFARINKS
HIPOFARINKS 17 | 189 | 40 | 444 | 33 | 36.7 90
UKUPNO 62 | 31.8 | 87 | 43.4 | 49 | 247 198

5.2.6. Odnos PH gradusa i metastaza u limfne ¢vorove na vratu

Analiza odnosa PH gradusa i metastaza u limfnim ¢vorovima prikazana je u tablici 12.
Vidljiva je veca ucestalost NO statusa vrata kod dobro diferenciranih tumora, kao i veca

ucestalost N+ statusa vrata kod slabo diferenciranih tumora, razlika u ucestalosti je statisticki

znaajna (3°=9.11, df=2, p=0.011) (slika 22).

Tablica 12. Odnos PH gradusa i N statusa vrata.

| 1 11
N UKUPNO
n % n % n %
NO 39 40.6 40 41.7 17 17.7 96
N+ 23 225 47 46.1 32 314 102
UKUPNO 62 31.3 87 43.9 49 24.7 198
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Slika 22. Odnos PH gradusa i N statusa vrata.

5.2.7. Odnos PH gradusa tumora i stadija bolesti

Analiza odnosa PH gradusa i stadija tumora prikazana je u tablici 13. Udio bolesnika s
rano postavljenom dijagnozom veéi je kod dobro diferenciranih tumora, a izrazito nizak
(10.2%) kod slabo diferenciranih tumora (slika 23). Razlika u ucestalosti tumora razli¢itog

patohistoloskog gradusa u stadijima I i IT u odnosu na stadije III i IV je statisticki znacajna

(¥*=9.91, df=2, p=0.007) (tablica 14).

Tablica 13. Odnos PH gradusa tumora i stadija bolesti.

STADIJ | ! ! UKUPNO
n % n % n %
| 8 44.3 9 50.0 1 5.6 18
1 13 54.2 7 29.2 4 16.7 24
i 19 30.6 29 46.8 14 22.6 62
v 22 23.4 42 44.7 30 31.9 9
UKUPNO 62 31.3 87 43.9 49 24.7 198
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Slika 23. Odnos PH gradusa tumora i stadija bolesti.
Tablica 14. Odnos PH gradusa tumora i stadija bolesti.
I-11 -1
GRADUS UKUPNO
n % n %
| 21 33.9 41 66.1 62
1 16 18.4 71 81.6 87
i 5 10.2 44 89.8 49
UKUPNO 42 21.2 156 78.8 198
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5.3. ANALIZA PREZIVLJENJA

5.3.1. Ukupno preZivljenje

Ukupno 5-godisnje prezivljenje za 198 bolesnika iznosi 49% (slika 24). Medijan

ukupnog prezivljenja je 47 mjeseci, 75-ta percentila prezivljenja je 14.5 mjeseci.
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Slika 24. Graficki prikaz ukupnog prezivljanje po Kaplan-Meieru.
S obzirom na distribuciju bolesnika prema dobi testirano je postojanje korelacije

izmedu trenutka smrti i dobi bolesnika Spearmanovim testom korelacije ranga, te nije

ustanovljena statisticki znacajna korelacija izmedu trenutka smrti i dobi bolesnika (slika 25).
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Slika 25. Grafi¢ki prikaz korelacije dobi i prezivljenja.
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5.3.2. Prezivljenje ovisno o lokalizaciji

Prema lokalizacijama 5-godisnje prezivljenje je 62% za tumore usne Supljine i
larinksa, 39% za tumore hipofarinksa, te 30% za tumore orofarinksa (slika 26). Medijan
prezivljenja ovisno o lokalizaciji iznosi 60 mjeseci za tumore usne Supljine i larinksa, 25
mjeseci za tumore orofarinksa, te 29.5 mjeseci za tumore hipofarinksa. Postoji statisticki

znacajna razlika u prezivljenju ovisno o lokalizaciji tumora (X2=15.87; df=3; p=0.001).
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Slika 26. Kaplan-Meierove krivulje prezivljenja ovisno o lokalizaciji primarnog

tumora.
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5.3.3. Prezivljenje ovisno o T stadiju

Prema veli€ini tumora 5-godi$nje prezivljenje je 100% za T1 tumore, 65% za T2
tumore, 37% za T3 tumore, te 12% za T4 tumore (slika 27). Svi bolesnici s T1 tumorima bili
su zivi 1 bez znakova bolesti nakon 60 mjeseci pracenja. Medijan prezivljenja je 60 mjeseci za
T2 tumore, 34 mjeseca za T3 tumore, te 12 mjeseci za T4 tumore. Postoji statisticki znacajna

razlika u prezivljenju ovisno o T stadiju tumora (x*=29.40; df=2; p<0.001).
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Slika 27. Kaplan-Meierove krivulje prezivljenja ovisno o T stadiju primarnog

tumora.
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5.3.4. Prezivljenje ovisno o N stadiju

Prema N stadiju 5-godis$nje prezivljenje za NO bolesnike je 70%, a za N+ 29% (slika
28). Medijan prezivljenja je 60 mjeseci za NO tumore, te 22 mjeseca za N+ tumore. Razlika u

prezivljenju je statisti¢ki znacajna (log-rank test, p<0.001).
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Slika 28. Kaplan-Meierove krivulje prezivljenja ovisno o N statusu vrata.
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5.3.5. Prezivljenje ovisno o stadiju bolesti

Prema stadijima bolesti 5-godis$nje prezivljenje je 100% za stadij I, 92% za stadij I,
50% za stadij 111, te 28% za stadij IV (slika 29). Svi bolesnici kod kojih je lije¢enje zapocelo u
stadiju I bolesti bili su zivi i bez znakova bolesti nakon 60 mjeseci pracenja. Medijan
prezivljenja za stadij II je 60 mjeseci, za stadij 111 55.5 mjeseci, te za stadij IV 21 mjesec.
Postoji statisti¢ki znaGajna razlika u preZivljenju ovisno o stadiju bolesti (3°=36.29; df=2;

p<0.01).
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Slika 29. Kaplan-Meierove krivulje prezivljenja ovisno o stadiju bolesti.
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5.3.6. Prezivljenje ovisno o PH gradusu

Prema PH gradusima 5-godiSnje prezivljenje je 63% za planocelularne karcinome
gradusa I, 48% za gradus Il, te 27% za gradus Il (slika 30). Medijan prezivljenja za tumore
PH gradusa | je 60 mjeseci, za tumore gradusa Il 47 mjeseci, te za tumore gradusa Il 29
mjeseci. Razlika u preZivljenju ovisno o PH gradusu je statistidki znacajna (y°=6.47; df=2;
p=0.039).
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Slika 30. Kaplan-Meierove krivulje prezivljenja ovisno o PH gradusu tumora.
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5.4. ANALIZA IZRAZENOSTI ISTRAZIVANIH PROTEINA

Na patohistoloskim preparatima tumora odabranih bolesnika ucinjena je analiza
izrazenosti proteinskih produkata gena nm23, MAGE-3 i NY-ESO-1. U analizu je ukljuc¢eno
ukupno 198 bolesnika. U tablici 15. prikazana je distribucija imunohistokemijske izrazenosti
proteinskih produkata analiziranih gena (slika 31). Pozitivna imunohistokemijska reakcija
ocitovala se smedim obojenjem citoplazme tumorske stanice. Imunohistokemijska reakcija na
protein nm23 bila je negativna u 43 bolesnika, slabo pozitivna u 38 bolesnika, umjereno
pozitivna u 37 bolesnika (slika 32), jako pozitivna u 64 bolesnika, te ZariSno pozitivna u 16
bolesnika. Reakcija na antigen MAGE-3 bila je negativna u 54 bolesnika, slabo pozitivna u 12
bolesnika, umjereno pozitivna u 15 bolesnika, jako pozitivna u 104 bolesnika (slika 33), te
zari$no pozitivna u 13 bolesnika. Reakcija na antigen NY-ESO-1 bila je negativna u 92
bolesnika, slabo pozitivna u 38 bolesnika (slika 34), umjereno pozitivna u 26 bolesnika, jako

pozitivna u 14 bolesnika, te zariSno pozitivna u 14 bolesnika.

Tablica 15. Analiza izraZenosti proteina na odabranim uzorcima.

IMUNOHISTOKEMIJSKA nm23 MAGE-3 NY-ESO-1
REAKCIJA n % n % n %

negativna (-) 43 21.7 54 27.3 92 46.5
slabo pozitivna (+) 36 18.2 12 6.1 37 18.7
umjereno pozitivna (++) 39 19.7 15 7.6 27 13.6
jako pozitivna (+++) 64 32.3 104 525 28 14.1

ZariSno slabo pozitivna (+) 7 35 0 0 4 2.0

ZariSno pozitivna (++/+++) 9 4.5 13 6.6 10 5.1

UKUPNO 198 100 198 100 198 100
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Slika 31. Raspodjela izrazenosti analiziranih proteina.

Slika 32. Umjereno pozitivna (++) imunohistokemijska reakcija na proteinski produkt
gena nm23 (100x).
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Slika 33. Jako pozitivna (+++) imunohistokemijska reakcija na proteinski produkt
gena MAGE-3 (100x).

Slika 34. Slabo pozitivna (+) imunohistokemijska reakcija na proteinski produkt
gena NY-ESO-1 (100x).
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Za detaljniju analizu povezanosti izrazenosti analiziranih proteina s do sada
navedenim i analiziranim parametrima, izrazenost proteina podijeljena je na negativnu i
pozitivnu. Negativna izrazenost proteina obuhvaca skupinu imunohistokemijski negativnih (-
), slabo pozitivnih (+) i Zari$no slabo pozitivnih (ZariSno +), dok skupina s pozitivnom
izrazeno$¢u proteina obuhvaca umjereno pozitivhu (++), jako pozitivnu (+++) 1 ZariSno

pozitivnu (Zari$no ++/+++) imunohistokemijsku reakciju. Rezultati su prikazani u tablici 16.

Tablica 16. Raspodjela izrazenosti proteina (grupirani u ,,negativne* i

,,pozitivne“tumore).
[ZRAZENOST nm23 MAGE-3 NY-ESO-1
PROTEINA n % n % n %
negativna 86 43.4 66 33.3 133 67.2
pozitivna 112 56.6 132 66.7 65 32.8
UKUPNO 198 100 198 100 198 100

Nakon grupiranja na navedeni naéin izrazenost nm23 proteina pozitivna je u 112
(56.6%) tumora, MAGE-3 antigena u 132 (66.7%) tumora, te NY-ESO-1 u 65 (32.8%)
tumora (slika 35).
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Slika 35. Grafic¢ki prikaz izraZenosti proteina.
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5.4.1. Analiza izrazenosti nm23 proteina

Rezultati analize izrazenosti proteina nm23 na odabranim tumorima prikazani su u
tablicama 17, 18 i 19, te na slici 36.

Tablica 17. Izrazenost proteina nm23.

IMUNOHISTOKEMIJSKA nm23 IZRAZENOST
REAKCIJA n % PROTEINA
negativna (-) 43 21.7 negativna

slabo pozitivna (+) 36 18.2 negativna
umjereno pozitivna (++) 39 19.7 pozitivha
jako pozitivna (+++) 64 32.3 pozitivha
Zari$no pozitivna (+) 7 3.5 negativna
ZariSno pozitivna (++/+++) 9 4.5 pozitivha
UKUPNO 198 100
nm23

74+

3+

2+

Slika 36. Izrazenost proteina Nm23.
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Tablica 18. Izrazenost proteina nm23.

IZRAZENOST nm23
PROTEINA n %
negativna 86 43.4
pozitivna 112 56.6
UKUPNO 198 100

U analiziranom materijalu ukupno je 56.6% nm23 pozitivnih tumora.

Tablica. 19. Raspodjela izrazenosti proteina nm23 u ovisnosti o lokalizaciji, T stadiju,

stadiju i PH gradusu.

7 neg. 0Z.
rovEnmes e T o | anas || UKUPNO
< UB A 13 48.1 14 51.9 27
< | OROFARINKS | 15 326 31 67.4 46
$ | HIPOFARINKS | 13 29.5 31 70.5 44
. LARINKS 45 55.6 36 44.4 81
T1 10 455 12 54.5 22
T2 17 29.8 40 70.2 57
- T3 48 51.1 46 48.9 94
T4 11 44.0 14 56.0 25
NO 41 427 55 57.3 9
- N+ 45 44.1 57 55.9 102
2 | 26 419 36 58.1 62
% 1 39 44.8 48 55.2 87
a 1l 21 42.9 28 57.1 49
UKUPNO 86 43.4 112 | 5656 198
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Analiza izrazenosti nm23 proteina na po lokalizacijama pokazuje nejednoliku
raspodjelu. Nm23 pozitivnih je 51.9% tumora usne Supljine, 67.4% tumora orofarinksa,
70.5% tumora hipofarinksa, te 44.4% tumora larinksa (slika 37). Analiza izrazenosti nm23
proteina po veli¢ini tumora pokazuje nes$to veéi udio nm23 pozitivnih T2 tumora; nm23
pozitivnih je 54.5% T1, 70.2% T2, 48.9% T3 i 56% T4 tumora. Nema razlike u izrazenosti
nm23 proteina izmedu bolesnika s prisutnim metastazama na vratu i bolesnika bez metastaza

na vratu, kao ni izmedu tumora razli¢itog patohistoloskog gradusa.
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Slika 37. Prikaz raspodjele nm23 pozitivnih i negativnih tumora prema razli¢itim

lokalizacijama.
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U ovom istrazivanju izmedu skupina s razli¢itom izrazeno$¢u nm23 nije bilo statisticki

znacajne razlike u 5-godi$njem prezivljenju bolesnika (log-rank test, p=0.719) (slika 38).
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Slika 38. Kaplan-Meierove krivulje prezivljenja ovisno o izraZzenosti nm23 proteina.
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S obzirom na razlicito bioloSko ponasanje karcinoma orofarinksa 1 hipofarinksa od
karcinoma usne Supljine i larinksa dodatna analiza ucinjena je nakon podjele bolesnika u

navedene dvije skupine (tablica 20).

Tablica 20. Raspodjela izrazenosti proteina nm23 u dvije skupine bolesnika (prema

lokalizaciji) u ovisnosti o T stadiju, N stadiju, stadiju bolesti i PH

gradusu.
& OROFARINKS |
) USNA SUPLJINA I LARINKS HIPOFARINKS
IZRAZENOST
PROTEINA nm23 neg. poz. neg. poz.
BROJ| % |BROJ| % |BROJ| % |BROJ| %
T1-T2 | 18 | 400 | 27 | 60.0 9 265 | 25 | 735
-
T3-T4| 40 | 635 | 23 | 365 | 19 | 339 | 37 | 661
NO 35 | 479 | 38 | 521 6 26.1 | 17 | 739
N
N+ 23 | 657 | 12 | 343 | 22 | 328 | 45 | 672
I-11 13 | 361 | 23 | 639 1 16.7 5 83.3
STADIJ
-1v | 45 | 625 | 27 | 375 | 27 | 321 | 57 | 679
[ 25 | 556 | 20 | 444 2 118 | 15 | 882
PH
GRADUS | V! 24 | 511 | 23 | 489 | 15 | 375 | 25 | 625
" 9 | 563 7 438 | 11 | 333 | 22 | 667
UKUPNO 58 | 537 | 50 | 463 | 28 | 311 | 62 | 689
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U skupini bolesnika s karcinomom usne Supljine i larinksa bilo je 46.3% nm23 pozitivnih
tumora. Postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti pojavljivanja nm23 pozitivnih tumora
izmedu pocetnih i lokalno uznapredovalih tumora, pri ¢emu je ve¢i udio nm23 pozitivnih
(60%) u skupini T1 i T2 tumora, (x*=5.83; df=1; p=0.016), (Slika 39). Kod tumora bez
metastaza na vratu udio nm23 pozitivnih i negativnih tumora je podjednak. Kod tumora s
prisutnim metastazama na vratu veéi je udio nm23 negativnih (65.7%). Razlika izmedu
skupina nije statisti¢ki zana¢ajna (3°=3.00; df=1; p=0.083). Kod tumora u po&etnim stadijima
(I 1 IT) veéi je udio nm23 pozitivnih (63.9%), dok je u uznapredovalim stadijima ve¢i udio
nm23 negativnih tumora (62.5%), razlika je statisticki znaGajna (x°=6.72; df=1; p=0.010),
(slika 40). Kod tumora razli¢itog patohistoloskog gradusa nema razlike u raspodjeli nm23
pozitivnih i negativnih tumora, (3°=0.236; df=2; p=0.889).

U skupini bolesnika s karcinomima usne Supljine i larinksa nije bilo razlike u prezivljenju

izmedu nm23 pozitivnih i negativnih tumora (log-rank test, p=0.720).
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Slika 39. Prikaz raspodjele nm23 pozitivnih i negativnih tumora u skupinama pocetnih

1 lokalno uznapredovalih karcinoma usne Supljine i larinksa.

77



70,0%

60,0%

50,0%

40,0%

@ stadij Il
B stadij llI-IV

30,0% -

20,0% -~

10,0% -+

0,0% -

negativni pozitivni

Slika 40. Prikaz raspodjele nm23 pozitivnih i negativnih tumora u skupinama

pocetnih 1 uznapredovalih karcinoma usne Supljine i larinksa.

U skupini bolesnika s karcinomom orofarinksa i hipofarinksa bilo je 68.9% nm23 pozitivnih
tumora. Kod pocetnih i lokalno uznapredovalih tumora nije bilo statistic¢ki znacajne razlike u
izrazenosti nm23 proteina (x2:0.55; df=1; p=0.459), kao ni izmedu tumora s i bez metastaza u
limfnim &vorovima na vratu (x°=0.12; df=1; p=0.732). Postoji tendencija ve¢eg udjela nm23
pozitivnih kod pocetnih tumora i tumora bez metastaza na vratu. Navedena tendencija vidljiva
je i u razlici frekvencija kod pocetnih i uznapredovalih stadija bolesti, s udjelom nm23
pozitivnih u skupini pocetnih od 83.3%, razlika takoder nije statisticki znacajna (X2:0.11;
df=1; p=0.738). Kod tumora razli¢itog patohistoloskog gradusa ve¢i je udio nm23 pozitivnih
tumora u skupini dobro diferenciranih karcinoma, a razlika izmedu skupina je statisticki
znacajna (p=0.007), (slika 41).

U skupini bolesnika s karcinomima orofarinksa i hipofarinksa takoder nije bilo razlike u 5-

godisnjem prezivljenju izmedu nm23 pozitivnih i negativnih tumora (log-rank test, p=0.649).
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Slika 41. Prikaz raspodjele nm23 pozitivnih i negativnih tumora u skupini

karcinoma orofarinksa i hipofarinksa razli¢itog PH gradusa.
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5.4.2. Analiza izrazenosti MAGE-3 antigena

Rezultati analize izrazenosti antigena MAGE-3 na odabranim tumorima prikazani su u
tablicama 21, 22 i 23, te na slici 42.

Tablica 21. Izrazenost antigena MAGE-3.

IMUNOHISTOKEMIJSKA MAGE-3 IZRAZENOST
REAKCIJA n % ANTIGENA
negativna (-) 54 27.3 negativna

slabo pozitivna (+) 12 6.1 negativna
umjereno pozitivna (++) 15 7.6 pozitivha
jako pozitivna (+++) 104 52.5 pozitivha

ZariSno pozitivna (++/+++) 13 6.6 pozitivha

UKUPNO 198 100
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Slika 42. Izrazenost antigena MAGE-3.
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Tablica 22. Izrazenost antigena MAGE-3.

IZRAZENOST MAGE-3
ANTIGENA n %
negativna 66 33.3
pozitivna 132 66.7
UKUPNO 198 7.6

U analiziranom materijalu ukupno je 66.7% MAGE-3 pozitivnih tumora.

Tablica 23. Raspodjela izrazenosti antigena MAGE-3 u ovisnosti o lokalizaciji, T

stadiju, N stadiju i PH gradusu.

v, neg. 0Z.
AN OERANAGES s T or |y || UKUPNO
< SULIJ’i’l\IIﬁ\I R 10 37.0 17 63.0 27
< | OROFARINKS | 19 413 27 58.7 46
< | HIPOFARINKS | 8 18.2 36 81.8 44
. LARINKS 29 35.8 52 64.2 81
T1 11 50.0 11 50.0 22
T2 17 29.8 40 702 57
) T3 28 29.8 66 702 94
T4 10 40.0 15 60.0 25
NO 31 323 65 67.7 96
- N+ 35 34.3 67 65.7 102
2 | 24 38.7 38 613 62
% 1 27 31.0 60 69.0 87
a 1l 15 30.6 34 69.4 49
UKUPNO 66 333 132 66.7 198
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Udio MAGE-3 pozitivnih tumora podjednak je za tumore usne Supljine (63%),
orofarinksa (58.7%) i larinksa (64.2%), dok je nesto veci kod tumora hipofarinksa (81.8%),
(slika 43). Kod tumora razli¢ite veli¢ine (T), razli¢itog N stadija i razli¢itog PH gradusa nema

znacajnih razlika u udjelu MAGE-3 pozitivnih i negativnih tumora.
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Slika 43. Prikaz raspodjele MAGE-3 pozitivnih i negativnih tumora prema razli¢itim

lokalizacijama.
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Analiziraju¢i ukupno 5-godiSnje prezivljenje na naSem uzorku nema razlike izmedu

MAGE-3 pozitivnih i negativnih tumora (log-rank test, p=0.629), (slika 44).
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Slika 44. Kaplan-Meierove krivulje prezivljenja ovisno o izrazenosti MAGE-3

antigena.
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S obzirom na razlicito bioloSko ponasanje karcinoma orofarinksa 1 hipofarinksa od
karcinoma usne Supljine i larinksa dodatna analiza ucinjena je nakon podjele bolesnika u

navedene dvije skupine (tablica 24).

Tablica 24. Raspodjela izrazenosti antigena MAGE-3 u dvije skupine bolesnika

(prema lokalizaciji) u ovisnosti o T stadiju, N stadiju, stadiju bolesti i PH

gradusu.
& OROFARINKS |
[ZRAZENOST USNA SUPLJINA I LARINKS HIPOFARINKS
ANTIGENA neg. poz. neg. poz.
MAGE-3
BROJ % BROJ % BROJ % BROJ %

T1-T2 18 40.0 27 60.0 10 29.4 24 70.6

-
T3-T4 21 33.3 42 66.7 17 30.4 39 69.6
NO 22 30.1 51 69.9 9 39.1 14 60.9

N
N+ 17 48.6 18 51.4 18 26.9 49 73.1
1-11 13 36.1 23 63.9 3 50.0 3 50.0

STADIJ

Hi-1v 26 36.1 46 63.9 24 28.6 60 71.4
| 17 37.8 28 62.2 7 41.2 10 58.8

PH
GRADUS 1] 26 34.0 31 66.6 11 27.5 29 72.5
1 6 37.5 10 62.5 9 27.3 24 72.7
UKUPNO 39 36.1 69 63.9 27 30.0 63 70.0
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U skupini bolesnika s karcinomom usne Supljine 1 larinksa ukupno je 63.9% MAGE-3
pozitivnih tumora. Raspodjela je ujednadena u svim analiziranim podskupinama, ne postoji
statisticki znalajna razlika ovisno o veli¢ini tumora (x*=3.74; df=1; p=0.053), prisutnosti
metastaza (y°=3.48; df=1; p=0.062), stadiju bolesti u trenutku postavljanja dijagnoze, kao ni o
PH gradusu tumora (y°=0.759; df=2; p=0.684).

Analiza prezivljenja u skupini bolesnika s karcinomima usne Supljine i larinksa (slika 45)
pokazuje bolje prezivljenje kod MAGE-3 pozitivnih tumora, razlika izmedu skupina je

statisti¢ki zan¢ajna (log-rank test, p=0.015).
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Slika 45. Kaplan-Meierove krivulje prezivljenja karcinoma usne Supljine i larinksa

ovisno o izrazenosti MAGE-3 antigena.
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U skupini bolesnika s karcinomom orofarinksa i hipofarinksa ukupno je 70% MAGE-3
pozitivnih tumora. Raspodjela je takoder ujednacena u svim analiziranim podskupinama, ne
postoji statisticki znaGajna razlika ovisno o veli¢ini tumora (3°=0.01; df=1; p=0.924),
prisutnosti metastaza (y°=0.71; df=1; p=0.399), stadiju bolesti u trenutku postavljanja
dijagnoze (3°=0.42; df=1; p=0.519), kao ni 0 PH gradusu tumora (x*=1.25; df=2; p=0.536).

Analiza prezivljenja u skupini bolesnika s karcinomima orofarinksa i hipofarinksa (slika 46)
pokazuje bolje prezivljenje kod MAGE-3 negativnih tumora, ali razlika izmedu skupina nije

statisti¢ki znacajna (log-rank test, p=0.122).
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Slika 46. Kaplan-Meierove krivulje prezivljenja karcinoma orofarinksa i hipofarinksa

ovisno o izrazenosti MAGE-3 antigena.
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5.4.3. Analiza izrazenosti NY-ESO-1 antigena

Rezultati analize izrazenosti antigena NY-ESO-1 na odabranim tumorima prikazani su
u tablicama 25, 26 i 27, te na slici 47.

Tablica 25. Izrazenost antigena NY-ESO-1.

IMUNOHISTOKEMIJSKA NY-ESO-1 IZRAZENOST
REAKCIJA n % ANTIGENA
negativna (-) 92 46.5 negativna

slabo pozitivna (+) 37 18.7 negativna
umjereno pozitivna (++) 27 13.6 pozitivha
jako pozitivna (+++) 28 141 pozitivha
Zari$no pozitivna (+) 4 2.0 negativna
ZariSno pozitivna (++/+++) 10 5.1 pozitivha
UKUPNO 198 100

Z++/+++

3+ |

2+ |

2 j

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Slika 47. Izrazenost antigena NY-ESO-1.
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Tablica 26. Izrazenost antigena NY-ESO-1.

IZRAZENOST NY-ESO-1
ANTIGENA n %
negativna 133 65.7
pozitivna 65 34.3
UKUPNO 198 100

U analiziranom materijalu ukupno je 34.3% NY-ESO-1 pozitivnih tumora.

Tablica 27. Raspodjela izrazenosti antigena NY-ESO-1 u ovisnosti o lokalizaciji, T

stadiju, N stadiju i PH gradusu

IZRAZENOST neg. poz.
ANTIGENA UKUPNO

NY-ESO-1 BROJ % BROJ %
< SULIJ’i’l\IIﬁ\I R 17 63.0 10 37.0 27
< | OROFARINKS | 34 73.9 12 26.1 46
Z | HIPOFARINKS | 26 59.1 18 40.9 44
. LARINKS 56 69.1 25 30.9 81
T1 19 86.4 3 136 22
T2 39 68.4 18 31.6 57
) T3 55 58.5 39 415 94
T4 20 80.0 5 20.0 25
NO 61 635 35 36.5 96
- N+ 72 70.6 30 29.4 102
2 | 38 613 24 38.7 62
% 1 54 62.1 33 37.9 87
T I 41 83.7 8 16.3 49
UKUPNO 133 67.2 65 32.8 198
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Analiza izrazenosti NY-ESO-1 antigena u razli¢itim lokalizacijama pokazuje 37%
pozitivnih tumora usne Supljine, 26.1% tumora orofarinksa, 40.9% tumora hipofarinksa i
30.9% tumora larinksa (slika 48). Prema veli¢ini tumora NY-ESO-1 pozitivnih je 13.6% T1,
31.6% T2, 41.5% T3 i 20% T4 tumora. Po N stadiju NY-ESO-1 pozitivnih je 36.5% NO
tumora i 29.4% N+ tumora. Po gradusima tumora NY-ESO pozitivnih je 38.7% gradus |

tumora, 37.9% gradus Il tumora i 16.3% gradus Il1 tumora (slika 49).
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Slika 48. Prikaz raspodjele NY-ESO-1 pozitivnih i negativnih tumora prema razli¢itim

lokalizacijama.
Analiza 5-godisnjeg prezivljenja pokazuje bolje prezivljenje bolesnika s NY-ESO-1

pozitivnim tumorima, a razlika izmedu skupina je statisticki znacajna (log-rank test, p=0.035),

(slika 50).

89



90,0%

80,0%

70,0%

60,0% -

50,0% -

O pozitivni

B negatiwni

40,0% -

30,0%

20,0%

10,0%

0,0%

gradus | gradus Il gradus Il

Slika 49. Prikaz raspodjele NY-ESO-1 pozitivnih i negativnih tumora ovisno o PH

gradusu.
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Slika 50. Kaplan-Meierove krivulje prezivljenja ovisno o izrazenosti NY-ESO-1
antigena.
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S obzirom na razli¢ito biolosko ponaSanje karcinoma orofarinksa i hipofarinksa od
karcinoma usne Supljine i larinksa dodatna analiza ucinjena je nakon podjele bolesnika u

navedene dvije skupine (tablica 28).

Tablica 28. Raspodjela izrazenosti antigena NY-ESO-1 u dvije skupine bolesnika

(prema
lokalizaciji) u ovisnosti o T stadiju, N stadiju, stadiju bolesti i PH
gradusu.
& OROFARINKS I
[ZRAZENOST USNA SUPLJINA I LARINKS HIPOEARINKS
ANTIGENA neg. poz. neg. poz.
NY-ESO-1
BROJ| % |BROJ| % |BROJ| % |BROJ| %
T1-T2 33 73.3 12 26.7 25 73.5 9 26.5
T
T3-T4 40 63.5 23 36.5 35 62.5 21 37.5
NO 47 64.4 26 35.6 14 60.9 9 39.1
N
N+ 26 74.3 9 25.7 46 68.7 21 31.3
I-11 26 72.2 10 27.8 4 66.7 2 33.3
STADIJ
H-1v 47 65.3 25 34.7 56 66.7 28 33.3
I 29 64.4 16 35.6 9 52.9 8 47.1
PH
GRADUS I 30 63.8 17 36.2 24 60.0 16 40.0
1 14 87.5 2 12.5 27 81.8 6 18.2
UKUPNO 73 67.6 35 324 60 66.7 30 33.3
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U skupini bolesnika s karcinomom usne Supljine i larinksa ukupno je 32.4% NY-ESO-1
pozitivnih tumora. Raspodjela je ujednacena u svim analiziranim podskupinama osim ovisno
o PH gradusu. Ne postoji statisticki znacajna razlika ovisno o veli¢ini tumora (x2:l.16; df=1;
p=0.281), prisutnosti metastaza na vratu (x*=1.06; df=1; p=0.304) i stadiju bolesti u trenutku
postavljanja dijagnoze (x?=0.53; df=1; p=0.467). Postoji statisticki znadajna razlika u
ucCestalosti pojavljivanja NY-ESO-1 pozitivnih tumora ovisno o PH gradusu tumora
(p=0.007).

Analiza 5-godi$njeg prezivljenja pokazuje bolje prezivljenje bolesnika s NY-ESO-1
pozitivnim tumorima, ali razlika izmedu skupina nije statistiCki znacajna (log-rank test,

p=0.081), (slika 51).
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Slika 51. Kaplan-Meierove krivulje prezivljenja karcinoma usne Supljine i larinksa

ovisno o izrazenosti NY-ESO-1 antigena.
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U skupini bolesnika s karcinomom orofarinksa i hipofarinksa ukupno je 33.3% NY-ESO-1
pozitivnih tumora. Raspodjela je ujednacena u svim analiziranim podskupinama osim ovisno
0 PH gradusu. Ne postoji statisticki znadajna razlika ovisno o veli¢ini tumora (3°=1.16; df=1;
p=0.282) 1 prisutnosti metastaza (X2:0-47§ df=1; p=0.494). Postoji statistiCki znacajna razlika
u ucestalosti NY-ESO-1 pozitivnih tumora ovisno o PH gradusu tumora (p=0.003).

Analiza 5-godisnjeg prezivljenja pokazuje bolje prezivljenje bolesnika s NY-ESO-1
pozitivnim tumorima, ali razlika izmedu skupina nije statisticki znacajna (log-rank test,
p=0.219), (slika 52).
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Slika 52. Kaplan-Meierove krivulje prezivljenja karcinoma orofarinksa i hipofarinksa

ovisno o izrazenosti NY-ESO-1 antigena.
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6. Rasprava

Planocelularni karcinom glave i vrata pripada skupini tumora s loSom prognozom.
Planiranje lije¢enja bolesnika s primarnim planocelularnim karcinomom glave i vrata temelji
se na prihvacenim prognostickim ¢imbenicima. S obzirom na ukupnu agresivnost ove skupine
tumora vazan je multimodalitetni pristup lijeCenju. Nedovoljno poznavanje bioloskog
ponasanja tumora pokuSava Se nadomjestiti procjenom proSirenosti bolesti u trenutku
postavljanja dijagnoze i odredivanjem histoloskog stupnja diferenciranosti tumora. Pristup
bolesniku s planocelularnim karcinomom glave i vrata, temeljen na prihvaéenim
prognostickim ¢imbenicima godinama je nepromijenjen, a iskustvo pokazuje da je potrebno
preciznije postaviti kriterije u agresivnosti pri terapijskom pristupu pojedinom bolesniku.

Nedostatan napredak u onkologiji glave i vrata naglasava vaznost molekularnih
genetskih studija, koje bi trebale definirati promjene koje koreliraju s bioloskim ponasanjem
tumora (5). Redefiniranjem prognostickih ¢imbenika, te na njima temeljenih terapijskih
protokola upotrebom metoda detekcije gena u tumorskom i okolnom zdravom tkivu, postigao
bi se upravo taj cilj.

Provedeno je istrazivanje izrazenosti proteina nm23, MAGE-3 i NY-ESO-1 na
planocelularnim karcinomima glave i vrata.

Pocetak analize rezultata provedenog istrazivanja bila je usporedba obiljezja bolesnika
odabranih za imunohistokemijsku analizu s podacima iz dostupne literature.

Ukupna incidencija planocelularnog karcinoma glave i vrata u Hrvatskoj je
21.4/100000 stanovnika godisnje (10), sto je vrlo visoko u usporedbi s incidencijom u svijetu
(23), (tablica 29). Visoka incidencija planocelularnih karcinoma glave i vrata u Hrvatskoj
posljedica je raSirenih navika puSenja i redovitog konzumiranja veéih koli¢ina alkoholnih
pica. Dobna i spolna raspodjela na istrazivanom uzorku odgovara podacima iz literature (11,
12).

Prema podacima o incidenciji u Hrvatkoj ocekivana raspodjela tumora pojedinih
lokalizacija je 21% tumora usne Supljine, 22.4% tumora orofarinksa, 16.4% tumora
hipofarinksa, te 40.2% tumora larinksa u ukupnom broju planocelularnih karcinoma glave i
vrata. U ovom istrazivanju udio karcinoma orofarinksa i larinksa je ocekivan (23.2%
bolesnika s karcinomom orofarinksa i 40.9% bolesnika s karcinomom larinksa), dok u
usporedbi s ocekivanjima ima neSto viSe karcinoma hipofarinksa (22.2%) 1 neSto manje

karcinoma usne Supljine (13.6%). Nejednaki broj bolesnika u pojedinim grupama posljedica
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je dakle razlic¢ite incidencije tumora pojedinih lokalizacija, ali i razli¢itog udjela bolesnika s

pojedinim lokalizacijama tumora u ukupnom broju bolesnika lijecenih u Klinici za tumore.

Tablica 29. Incidencija planocelularnih karcinoma glave i vrata u svijetu i u Hrvatskoj.

LOKALIZACIIA | )10 000 stanovnika (23) | - 7100000 stanovnika (10)
USNA SUPLJINA 0.5-4 45
OROFARINKS 0.25-5.25 48
HIPOFARINKS 0.05-5 3.5
LARINKS 2-8 8.6
UKUPNO 2.8-22.25 21.4

Stadij bolesti u trenutku postavljanja dijagnoze jedan je od najvaznijih prihvacenih
prognosti¢kih ¢imbenika. Kod bolesnika ukljucenih u istrazivanje velik je udio bolesnika u
uznapredovalim stadijima bolesti. Usporedba dobivenih podataka s podacima iz Memorial
Sloan-Kettering Cancer Center pokazuje znac¢ajno nizi udio bolesnika u stadijima I i I, te visi
u stadiju IV u istrazivanoj skupini (tablica 30), (19). Otkrivanje bolesti u uznapredovalim
stadijima najveé¢im dijelom je posljedica niskog stupnja educiranosti populacije. Bolesnici
koji obolijevaju od planocelularnog karcinoma glave i vrata pripadaju uglavnom nizoj
socioekonomskoj skupini stanovnika. Pusenje i konzumacija alkohola smatraju se
prihvatljivim navikama, a bolesnici najées¢e dolaze na prvi pregled nakon $to simptomi
postoje nekoliko mjeseci. Posljedica navedenih okolnosti je kasno postavljanje dijagnoze i

visoki udio bolesnika s uznapredovalim stadijima bolesti u trenutku postavljanja dijagnoze.

Tablica 30. Stadij bolesti u trenutku postavljanja dijagnoze u MSKCC i u

ispitivanom uzorku.

MSKCC PODACI IZ ISTRAZIVANJA

LOKALIZACIJA
| I 1 v I 1 i v

USNA SUPLJINA 37% | 36% | 18% 9% | 18.5% | 25.9% | 22.2% | 33.3%

OROFARINKS 34% | 31% | 25% | 10% | 2.2% | 8.7% | 19.6% | 69.6%

HIPOFARINKS 11% | 11% | 36% | 42% | 0.0% | 2.3% | 34.1% | 63.6%

SUPRAGLOTIS 9% 21% 34% 36%
LARINKS 14.8% | 14.8% | 39.5% | 30.9%
GLOTIS 53% 22% 23% 2%
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U lijecenju planocelularnog karcinoma glave i vrata u Klinici za tumore dostupni su
svi prihvaceni modaliteti lijeCenja. U istrazivanoj skupini bolesnika primjenjeno je nekoliko
razlic¢itih nacdina lijeCenja. Vecina bolesnika (63%) lijecena je kirurski, uz postoperativnu
primjenu radioterapije. To je skupina bolesnika s tumorom u uznapredovalom stadiju, koji je
kirurski resektabilan, ali uz postojanje visokog rizika lokoregionalnog recidiva. Manji dio
bolesnika (23%) lijeen je primarnom radioterapijom; to je skupina u koju su ukljuceni
bolesnici kod kojih je provedena primarna radioterapija s intencijom izlijecenja (T1 i T2
tumori), bolesnici koji nisu pristali na kirursko lijeCenje neovisno o stadiju bolesti, te bolesnici
s uznapredovalim inoperabilnim tumorima kod kojih je intencija radioterapije bila palijativna.
Kod tre¢e skupine bolesnika (9%) provedeno je kirursko lijeCenje kao jedini modalitet
lijecenja; to su bolesnici s tumorima otkrivenim u ranoj fazi bolesti, s nizim rizikom recidiva.
Kod 3% bolesnika ucinjena je operacija metastatske bolesti na vratu, uz radioterapiju
primarnog tumora, a samo 2% bolesnika lije¢eno je kemoradioterapijom.

Tumori sluznice gornjeg dijela respiratornog i probavnog sustava imaju nekoliko
zajednickih obiljezja: 1. istu histolosku sliku planocelularnog karcinoma; 2. zajednicke
etioloske ¢imbenike (pusSenje i konzumacija alkohola); 3. Cesto pojavljivanje vise tumora kod
jednog bolesnika (Sto najceSce ukljucuje i karcinom pluca i jednjaka). Podaci iz literature, kao
1 klini¢ko iskustvo ukazuju na razlike u ponasanju planocelularnog karcinoma glave 1 vrata u
ovisnosti o lokalizaciji primarnog tumora. Lokalizacija primarnog tumora utjeCe na tijek
bolesti na nekoliko nadina: 1. vrijeme izazivanja simptoma, Sto utjece na stadij bolesti u
trenutku postavljanja dijagnoze; 2. vjerojatnost pojavljivanja metastaza u limfnim ¢vorovima
na vratu; 3. vjerojatnost pojavljivanja udaljenih metastaza; 4. razli¢it udio dobro i slabo
diferenciranih tumora u ukupnom broju. T1 i T2 tumori rano se otkrivaju ako su lokalizirani u
usnoj Supljini (jer su lako dostupni vizualizaciji) i larinksu (mali tumori koji rano izazvaju
promuklost). U podruc¢ju orofarinksa i hipofarinksa udio T1 tumora manji je od 5% jer se radi
0 ,tihim*“ regijama gdje i veéi tumori izazivaju minimalne smetnje. Vjerojatnost
metastaziranja ne moze se iskljucivo povezati sa stupnjem diferenciranosti tumora. U trenutku
postavljanja dijagnoze priblizno treé¢ina bolesnika s tumorima usne Supljine i larinksa ima
pozitivne limfne ¢vorove na vratu, dok su metastaze na vratu prisutne kod % bolesnika s
tumorima orofarinksa i hipofarinksa. Stadij bolesti ujedinjuje ¢imbenike veli¢ine primarnog
tumora 1 prisutnosti metastaza na vratu, te razlike izmedu lokalizacija postaju naglasenije. U
pocetnim stadijima (stadiji I 1 IT) otkriva se oko 1/3 karcinoma usne Supljine 1 larinksa 1 manje
od 10% karcinoma orofarinksa i hipofarinksa. Karcinomi hipofarinksa naj¢esé¢e daju udaljene

metastaze. Analiza meduodnosa lokalizacije, veli¢ine primarnog tumora, prisutnosti metastaza
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na vratu 1 stadija bolesti pokazuje grupiranje karcinoma usne Supljine i larinksa u jednu, te
karcinoma orofarinksa i hipofarinksa u drugu skupinu. Patohistoloski gradus tumora takoder
ne pokazuje jednoliku raspodjelu prema lokalizacijama. Kod karcinoma usne Supljine i
larinksa ve¢i je udio (39-48%) dobro diferenciranih karcinoma, dok je u orofarinksu i
hipofarinksu manji (15-22%). Srednje dobro diferencirani tumori prisutni su u gotovo pola
(43-50%) karcinoma orofarinksa, hipofarinksa i larinksa. Karcinomi larinksa karakterizirani
su i iznimno malim udjelom slabo diferenciranih karcinoma (11.1%). lako se vrijednost
patohistolskog gradusa tumora Cesto umanjuje, u istrazivanoj skupini bolesnika dobro
diferencirani tumori otkrivaju se ranije, slabije diferencirani rano metastaziraju, te se otkrivaju
u uznapredovalim stadijima bolesti.

Tablica 31. Usporedba 5-godisnjeg prezivljenja u ovisnosti o lokalizaciji i stadiju bolesti u

trenutku postavljanja dijagnoze u MSKCC i u ispitivanom uzorku.

MSKCC PODACI IZ ISTRAZIVANJA
LOKALIZACIJA
I Ii I v I 1 I v
USNA SUPLJINA 75 65- 45- 10- 100% | 85.7% | 50.0% | 22.2%

95% | 85% | 65% | 35%

B5- | 50- | 10- | 10- . . . .
OROFARINKS e | 0% | aovs | ssye | L00% | 100% | 22.2% | 21.9%

HIPOFARINKS 68% | 52% | 50% | 20% - 100% | 46.7% | 32.1%

SUPRAGLOTIS | 84% 83% 73% 44%
LARINKS 100% | 91.7% | 59.4% | 32.0%
GLOTIS 90% 85% 75% | 45%

Nakon analize obiljezja tumora istrazivane skupine bolesnika uinjena je analiza 5-
godis$njeg prezivljenja. Ukupno 5-godisnje preZivljenje u istrazivanoj skupini bolesnika bilo je
49%. Analiza preZivljenja u ovisnosti o prihvaéenim prognostickim cimbenicima
(lokalizacija, T stadij, N stadij, stadij bolesti i patohistoloski gradus) pokazuje statisticki
znacajnu razliku u 5-godiSnjem prezivljenju. Dobiveni podaci o prezivljenju ovisno 0
lokalizaciji 1 stadiju bolesti u trenutku postavljanja dijagnoze usporedeni su u tablici 31. sa
podacima Memorial Sloan-Kettering Cancer Center. Iz tablice je vidljivo da su rezultati
lijecenja u Klinici za tumore komparabilni s rezultatima jednog od vodecih svjetskih centara.
U ukupnom broju analiziranih bolesnika bio je ne$to manji broj karcinoma usne Supljine, ali
rezultati lijecenja su zadovoljavajuci. Broj bolesnika u stadiju I i I kod karcinoma orofarinksa
1 hipofarinksa je vrlo mali (6 bolesnika) tako da je kvalitetna analiza nemoguca. U lijecenju

karcinoma larinksa u stadijima Il i IV rezultati lijeCenja u Klinici za tumore nesto su losiji.
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Deskriptivna analiza podataka, analiza prezivljenja 1 usporedba sa podacima iz
literature pokazuje da je odabrana skupina bolesnika reprezentativan uzorak bolesnika s
planocelularnim karcinomima glave i vrata, koji se moze kvalitetno usporediti sa postojeCom
literaturom, uz ocekivanu raspodjelu obiljezja tumora i komparabilnim rezultatima lijecenja.
Veli¢ina analiziranog uzorka veca je nego u do sada objavljenim istrazivanjima izrazenosti
proteina.

U dostupnoj literaturi izrazenost nm23 opisana je u nekoliko istrazivanja na svim
planocelularnim karcinomima glave i1 vrata, te u nekoliko istrazivanja ogranicenih na
lokalizaciju tumora u usnoj Supljini i larinksu. IzraZzenost nm23 kod tumora orofarinksa i
hipofarinksa nije opisana.

U ovom istrazivanju proteinski produkt gena nm23 izrazen je u ukupno 56.6% tumora.
Usporedba s literaturom (tablica 32) potvrduje sli¢ne rezultate i u drugim istrazivanjima (51,
52).

Tablica 32. Usporedba rezultata istrazivanja s literaturom.

LITERATURA | VIACINA | TZRAZEROST POVEZANOST S
cxs e poveceana izrazenost kod
Pavelié i sur. (49) 120 tumora u stadijima Il i IV
e povecana izrazenost kod
McDonald i sur. 47 veéih tumora
(50) e povecana izrazenost - loSije
prezivljenje
NO 56% povecana
Song i sur. (51) 70 INZiageS%/(;S;i ska e bez razlike u prezivljenju
izrazenost
Mhawech-Faucegli 50% povecana izraz. .
i sur. (52) 120 44% smanjena izraz. * bez povezanosti
fSOT[l){i%II\IiN JA 198 56.6% e bez povezanosti

Analiza izrazenosti nm23 proteina po lokalizacijama pokazuje nejednoliku raspodjelu. Udio
nm23 pozitivnih tumora u skupini bolesnika s karcinomom usne Supljine 1 larinksa bio je
manji (46.3%) nego u skupini bolesnika s karcinomom orofarinksa i hipofarinksa (68.9%),
dok u istrazivanju Takesa i suradnika izrazenost nm23 u karcinomima larinksa, farinksa i usne
Supljine ne pokazuje razliku izmedu pojedinih lokalizacija planocelularnog karcinoma glave 1

vrata (48).
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IzraZzenost nm23 na svim uklju¢enim planocelularnim karcinomima glave i vrata ne povezuje
se s veli¢inom tumora, TNM stadijem, stadijem bolesti, patohistoloskim gradusom, kao ni 5-
godisnjim prezivljenjem, §to je u skladu s nekim literaturnim podacima (51, 52).

Analiza skupine karcinoma usne Supljine i1 larinksa pokazuje veéi udio (63.5%) nm23
negativnih tumora u skupini lokalno uznapredovalih tumora (T3 i T4), kod tumora s prisutnim
metastazama na vratu (67.5%), te kod tumora u uznapredovalim stadijima bolesti (11 i 1V),
(62.5%). Podaci iz literature su razli¢iti (tablica 33), neki autori ne nalaze povezanost s
klinickim obiljezjima (38, 59), dok drugi nalaze povezanost sa svim obiljezjima analiziranim

u ovom istrazivanju (29, 53, 55, 57, 58, 60).

Tablica 33. Usporedba rezultata istrazivanja s literaturom.

VELICINA
LITERATURA LOKALIZACIJA UZORKA POVEZANOST S

Pestereli i sur. (59) | larinks 28

e bez povezanosti s N
statusom

Sheikh i sur. (38) larinks 25 e bez povezanosti

e povecana izrazenost -
manja ucestalost N+

e bez povezanosti s drugim
obiljeZjima

Lo Muzio i sur. <uplii e povecana izrazenost -

(55) usna supijina manja ucestalost N+

oT

e smanjena izrazenost kod

Wang i sur. (29) usna Supljina 86 manjih tumora veca
ucestalost N+ 1 loSije
prezivljenje

e smanjena izrazenost -
loSije prezivljenje

e smanjena izraZzenost -
histoloski niski stupanj

Gunduz i sur. (58) | larinks diferenciranosti, udaljene
metastaze, recidivni
tumori

e smanjena izrazenost —

Sikorska i sur. (60) | larinks vecéa ucestalost N+, loSije
prezivljenje

e smanjena izraZenost —

PODACI 1Z larinks i 108 lokalno uznapredovali

ISTRAZIVANJA usna Supljina tumori, vec¢a ucestalost

N+

Otsuki i sur. (53) usna Supljina 56

Leeaisur. (57) larinks 22
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Analiza skupine karcinoma orofarinksa i hipofarinksa pokazuje ve¢i udio nm23 pozitivnih
tumora (68.9%). Postoji tendencija veceg udjela nm23 pozitivnih tumora kod pocetnih tumora
I tumora bez metastaza na vratu. Navedena tendencija je vidljiva u razlici frekvencija kod
pocetnih 1 uznapredovalih stadija bolesti, s udjelom nm23 pozitivnih u skupini pocetnih od
83.3%. Kod tumora razli¢itog patohistoloskog gradusa veci je udio nm23 pozitivnih tumora u
skupini dobro diferenciranih karcinoma.

Unato¢ dokazanoj ulozi proteina nm23 u procesu metastatziranja analiza izrazenosti nije dala
oc¢ekivane rezultate u skupini planocelularnih karcinoma glave i vrata. S obzirom na slozenost
metastatskog procesa koji ukljucuje aktivaciju ili supresiju viSe gena, moguce je da analiza
jednog gena koji je dio procesa metastaziranja ne pokaze jasnu razliku u ovakvom
istrazivanju. Iz rezultata analize u skupini karcinoma usne Supljine i larinksa vidljivo je da je
izrazenost nm23 vazan ¢imbenik u procesu metastaziranja tumora. lako postoji razlika u
izrazenosti nm23 izmedu pocetnih i lokalno uznapredovalih tumora, kao i tumora bez i s
metastazama na vratu ona nije dovoljna da bi mogli upotrijebiti nm23 kao obiljezje pomocu
kojeg ¢emo modificirati plan lijeCenja za bolesnika s planocelularnim karcinomom usne
Supljine ili larinksa. Bolesnici s karcinomima orofarinksa i1 hipofarinksa imaju neocekivano
visok udio tumora s izrazenim nm23 s obzirom na veliku uéestalost metastaziranja tumora
ovih lokalizacija. Proizlazi da je uloga izraZenosti proteina nm23 drugacija u planocelularnim
karcinomima glave 1 vrata razlicitih lokalizacija.

Prema podacima iz literature izrazenost MAGE-3 antigena javlja se u 43.4-72%
planocelularnih karcinoma glave i vrata (87, 89, 90, 92). Prema rezultatima ovog istraZivanja
MAGE-3 bio je izrazen u 66.7% analiziranih uzoraka. U vecini objavljenih studija autori ne
nalaze povezanost izrazenosti MAGE-3 antigena s klinickim obiljezjima bolesti,
patohistoloskim osobinama tumora, kao ni prezivljenjem (87, 90, 92). Iz ovog istrazivanja
proizlaze isti zakljucci (tablica 34). Samo u radu Eura i suradnika (89) opisana je razlicita
distribucija ovisno o lokalizaciji tumora i histoloskom stupnju diferenciranosti. U ovom
istrazivanju analizirana je izraZzenost MAGE-3 antigena na najveéem uzorku u usporedbi s
dosada objavljenim radovima, a nisu potvrdeni navedeni rezultati.

Prema podacima iz literature MAGE-3 pozitivitet tumora negativno korelira s histoloskim
stupnjem diferenciranosti kod melanoma i karcinoma dojke (75, 81, 82, 83), takoder
izrazenost raste s progresijom tumora, te se povezuje s loSijom prognozom bolesti. Na
analiziranom uzorku nije pokazana povezanost s histoloskim stupnjem diferenciranosti
planocelularnog karcinoma glave i vrata, kao ni razlika u prezivljenju ovisno o izrazenosti

MAGE-3 antigena. Analiza ucinjena nakon podjele bolesnika na skupinu s karcinomom usne
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Supljine i larinksa, te skupinu s karcinomom orofarinksa i hipofarinksa dala je neo¢ekivane
rezultate. U skupini bolesnika s karcinomom usne Supljine i larinksa, koja sama ima bolju
prognozu, izrazenost MAGE-3 antigena pokazatelj je bolje prognoze. Kod bolesnika s
karcinomom orofarinksa i hipofarinksa izrazenost MAGE-3 antigena oc¢ekivano je pokazatelj

loSe prognoze, iako razlika izmedu skupina nije statisticki znacajna.

Tablica 34. Usporedba rezultata istrazivanja s literaturom.

VELICINA MAGE-3

LITERATURA UZORKA | IZRAZENOST POVEZANOST S
o razlic¢ita distribucija ovisno
- 0 o: lokalizaciji i

Euraisur. (89) 83 43.4% histologkom stupnju
diferenciranosti

Lee i sur. (90) 40 45% ¢ bez povezanosti

Atanackovic i sur. 0

(92) ol 2%

;(ul;anstra (871 45 44.4% e bez povezanosti

PODACI 1Z 0 .

ISTRAZIVANJA 198 66.7% ¢ bez povezanosti

Izrazenost MAGE-3 nije se pokazala kao jasan prognostic¢ki ¢imbenik, te ne moze
posluziti u modifikaciji plana lijjecenja kod bolesnika s planocelularnim karcinomom glave 1
vrata. Produkt gena MAGE-3 pripada tumorskim antigenima, a u tijeku su istrazivanja
imunoterapije kod MAGE-3 pozitivnih melanoma. U ovom istrazivanju MAGE-3 pokazuje
ukupno visoki pozitivitet, 1 ukazuje na potrebu istraZivanja ucinkovitosti imunoterapije u
planocelularnim karcinomima glave i vrata.

Izrazenost antigena NY-ESO-1 u ovom istrazivanju postojala je u 34.3% analiziranih
tumora, pojavljivala se rjede kod histoloski slabije diferenciranih karcinoma, te je bila
prediktor bolje prognoze. U usporedbi s literaturom slicni rezultati dobiveni su za
planocelularni karcinom jednjaka (97). Prema literaturi udio NY-ESO-1 pozitivnih tumora u
planocelularnim karcinomima glave i vrata je nizi 5.9% i 6.6% (87, 92). Produkt gena NY-
ESO-1 tumorski je antigen, a smatra se jednim od najimunogenijih izoliranih antigena jer
inducira spontani imunoloski odgovor domacina u 50% bolesnika s tumorima koji pokazuju
NY-ESO-1 izrazenost. Povezanost izrazenosti s boljom prognozom vjerojatno je posljedica
imunoloskog odgovora bolesnika. Ovaj rezultat otvara mnoga pitanja i moguénost novih

istrazivanja.
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Postavljeni ciljevi istrazivanja su ostvareni. Utvrdeno je da je izrazenost proteina
nm23 56.6%, MAGE-3 66.7% i NY-ESO-1 34.3% u planocelularnim karcinomima glave i
vrata. Nije utvrdena povezanost izrazenosti proteina nm23, MAGE-3 i NY-ESO-1 s
prosirenosti tumora (TNM) u trenutku postavljanja dijagnoze. Nije utvrdena povezanost
izrazenosti proteina nm23 i MAGE-3 sa stupnjem diferenciranosti tumora, dok je izrazenost
NY-ESO-1 manja kod slabo diferenciranih tumora. Nije utvrdena povezanost izrazenosti
proteina nm23, MAGE-3 i NY-ESO-1 s metastatskim potencijalom i bioloskim ponasanjem
tumora. Nije utvrdena povezanost izrazenosti proteina nm23 1 MAGE-3 s 5-godisnjim
prezivljenjem bolesnika, dok je izrazenost NY-ESO-1 povezana s boljim 5-godisnjim
prezivljenjem.

Od 3 postavljene hipoteze na pocetku istrazivanja dokazana je samo treca. Prva
hipoteza bila je da je Smanjena izrazenost nm23 povezana s povecanim rizikom
metastaziranja planocelularnog karcinoma glave i vrata, sto ne vrijedi za sve planocelularne
karcinome glave i vrata, ali je tocno za skupinu karcinoma usne Supljine i larinksa. Druga
hipoteza bila je da je povecana izrazenost MAGE-3 povezana je s loSijom prognozom
planocelularnog karcinoma glave i vrata. Takoder hipotezu nismo mogli dokazati za sve
planocelularne karcinome glave 1 vrata, ali je tocna u skupini karcinoma orofarinksa i
hipofarinksa. Treca hipoteza bila je da je povecana izraZzenost NY-ESO-1 povezana s boljom
prognozom planocelularnog karcinoma glave i vrata. Ova hipoteza je dokazana.

U ovom istrazivanju provedena je analiza izrazenosti proteina nm23, MAGE-3 i NY-
ESO-1 kod planocelularnih karcinoma glave i vrata. U istraZivanje su ukljuc¢eni tumori svih
lokalizacija zbog zajednickih karakteristika (histoloska slika, etiologija). Rezultati istrazivanja
pokazali su da je ipak potrebno odvojiti skupine bolesnika s karcinomom usne Supljine 1
larinksa od skupine bolesnika s karcinomom orofarinksa i hipofarinksa, radi razli¢itog
bioloskog ponaSanja. Nakon analize rezultata po ovim podskupinama vidljivo je da je i
izrazenost proteina i utjecaj na prognozu bolesti razlicit u te dvije skupine.

Bolje poznavanje bioloskih osobina tumora omoguciti ¢e individualizirani pristup
tumorskom bolesniku i planiranje manje ili viSe agresivne terapije u odnosu na dosadasnju u
ovisnosti o karakteristikama samog tumora. Ovakav pristup pomogao bi kod odluke o
adjuvantnom lijecenju kod bolesnika u ranom stadiju bolesti, a kod bolesnika u
uznapredovalom stadiju mogli bi odabrati izmedu slozenog multidisciplinarnog pristupa koji
ukljuCuje opsezan kirurski zahvat i1 konzervativnog lijeCenja (3). Kod manje agresivnih
tumora smanjenjem opsega tretmana izbjegavaju se mnoge nuspojave adjuvantnog lijeenja,

te se smanjuje cijena lijeCenja. Kod agresivnijih tumora povecanjem opsega inicijalnog
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lijeCenja, cijena lijeCenja raste, ali smanjenje broja recidiva smanjuje troSkove lijeCenja
bolesnika sa recidivnim 1 inkurabilnim tumorima. Rezultati istrazivanja pokazuju da
izrazenost proteina nm23 nazalost nije dovoljna kako bi donijeli odluku o opsegu operacije ili
potrebi adjuvantnog lijeCenja. Produkti gena MAGE-3 i NY-ESO-1 pripadaju tumorskim
antigenima. Visok postotak izrazenosti MAGE-3 antigena u planocelularnim karcinomima
glave i vrata otvara moguénost primjene imunoterapije. Izrazenost NY-ESO-1 povezana je s
boljom prognozom, ali zbog ukupno niske izrazenosti u planocelularnim karcinomima glave i

vrata eventualna primjena imunoterapije je ograni¢ena.
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7. Zakljuéci

Temeljem dobivenih rezultata moze se zakljuciti slijedece:

1. Protein nm23 izrazen je u nesto vise od pola planocelularnih karcinoma glave i
vrata.

2. Antigen MAGE-3 izrazen je u velikom broju planocelularnih karcinoma glave i
vrata.

3. Antigen NY-ESO-1 izrazen je u manjem broju planocelularnih karcinoma glave i
vrata.

4. Izrazenost proteina nm23, MAGE-3 i NY-ESO-1 nije povezana s proSirenosti

tumora (TNM) u trenutku postavljanja dijagnoze.

5. Izrazenost proteina nm23 i MAGE-3 nije povezana sa stupnjem diferenciranosti
tumora.
6. Izrazenost NY-ESO-1 povezana je sa stupnjem diferenciranosti tumora, manji broj

slabo diferenciranih tumora pokazuje NY-ESO-1 pozitivitet.

7. Izrazenost proteina nm23, MAGE-3 i NY-ESO-1 nije povezana s metastatskim
potencijalom i bioloskim ponasanjem tumora.

8. IzraZenost proteina nm23 i MAGE-3 nije povezana s 5-godi$njim prezivljenjem
bolesnika.

9. Izrazenost proteina NY-ESO-1 povezana s boljim 5-godi$njim prezivljenjem.
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8. SaZetak na hrvatskom jeziku

Planocelularni karcinomi glave i vrata su skupina tumora koju Karakterizira
jedinstvena patohistoloska slika, isti etioloski ¢imbenici i Cesto pojavljivanje nekoliko tumora
kod istog bolesnika. Metastaziranje tumora najvazniji je prihvaceni prognosticki ¢imbenik.
Gen nm23 jedan je od gena koji suprimiraju metastatski potencijal tumora. Niska izrazenost
proteina Nnm23 povezana je s loSom prognozom i ucestalijim metastazama u nekoliko vrsta
karcinoma. Geni MAGE-3 i NY-ESO-1 kodiraju antigene izrazene u velikom broju tumora
razlicite histologije. Antigene prepoznaju CD8 (+) T limfociti. Antigenski produkt gena NY-
ESO-1 smatra se jednim od najimunogenijih izoliranih antigena.

Provedeno je retrospektivno istrazivanje u koje je ukljuéeno 198 bolesnika s
planocelularnim karcinomom glave i vrata. Ucinjena je imunohistokemijska obrada
izrazenosti Nm23, MAGE-3 i NY-ESO-1. Analizirana je povezanost izraZzenosti proteina
nm23, MAGE-3 i NY-ESO-1 s lokalizacijom, prosirenosti tumora (TNM) u trenutku
postavljanja dijagnoze, s histoloskim stupnjem diferenciranosti tumora, te s prezivljenjem
bolesnika.

Nm23 izrazen je u ukupno 56.6% tumora. Udio nm23 pozitivnih tumora u skupini
bolesnika s karcinomom usne Supljine 1 larinksa bio je manji (46.3%) nego u skupini
bolesnika s karcinomom orofarinksa i hipofarinksa (68.9%). Izrazenost proteina nm23 u svim
ukljuéenim planocelularnim karcinomima glave i vrata nije pokazala povezanost s TNM
stadijem, histoloskim stupnjem diferenciranosti tumora, kao ni 5-godisnjim prezivljenjem.
Analiza izrazenosti samo jednog od proteina koji je dio sloZzenog metastatskog procesa
nedovoljna je za razlikovanje tumora s niskim i visokim metastatskim potencijalom.

MAGE-3 izraZzen je u 66.7% analiziranih uzoraka. Na analiziranom uzorku nije
pokazana povezanost izrazenosti S lokalizacijom, TNM stadijem, histoloskim stupnjem
diferenciranosti, kao ni prezivljenjem. lako nije dobar prognosticki ¢imbenik, mogao bi biti
dobar cilj imunoterapije. Veliki udio MAGE-3 pozitivnih tumora ukazuje na potrebu
istrazivanja u€inkovitosti imunoterapije u planocelularnim karcinomima glave i vrata.

Izrazenost NY-ESO-1 postojala je u 34.3% analiziranih tumora, a pojavljivala se rjede
kod histoloski slabije diferenciranih karcinoma, te je bila prediktor bolje prognoze. Zbog
malog udjela tumora koji pokazuju izrazenost NY-ESO-1 vjerojatnost klinicke primjene je

mala.
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9. Sazetak na engleskom jeziku - Abstract

Head and neck squamous cell cancer is a group of tumors characterised by unique
histological findings, the same etiological factors and frequent appereance of several cancers
in the same patient. Metastasing is the most importrant accepted prognostic factor. Nm23
gene is one of the genes that suppress metastatic potential. Low expression of nm23 is
associated with poor prognosis and more frequent metastasis in several types of cancers.
MAGE-3 and NY-ESO-1 genes encoding antigenes expressed in a number of tumours with
different hystology. Antigenes are recognized by CD8 (+) T lymphocytes. Antigen NY-ESO-
1 is considered one of the most immunogenic antigens.

Retrospective research included 198 patients treated for head and neck squamous cell
cancer. Immunohistochemical analysis of nm23, MAGE-3 and NY-ESO-1 expression was
performed. We investigated the correlation between nm23, MAGE-A and NY-ESO-1
expression and tumor localization, TNM stage, histological grade and disease specific
survival.

Gene nm23 was expressed in 56.6% of tumors. The proportion of nm23 positive
tumors in the group of patients with oral cavity and laryngeal cancer was lower (46.3%) than
in the group of patients with the oropharyngeal and hypopharyngeal cancer (68.8%). The
expression of nm23 gene in all patients showed no correlation with TNM stage, histological
grade, nor the 5-year survival rate. The analysis of expression of only one gene, which is a
part of a complex metastatic process, is not sufficient to differentiate tumors with high and
low metastatic potential.

MAGE-3 gene was expressed in 66.7% of analyzed sample showed no correlation of
expression with localization, TNM stage, histological grade, nor survival. Although it is not a
good prognostic factor, it could be a good target for immunotherapy. A large proportion of
MAGE-3 positive tumors implicates the need to examine the effectiveness of immunotherapy
in squamous cell head and neck cancer.

The expression of NY-ESO-1 gene was present in 34.4% of analyzed tumors, and it
was less frequently present in poorly differentiated carcinomas. It was a predictor of better
prognosis. Due to a small proportion of tumors that show the expression of NY-ESO-1, the

potential of clinical implementation is small.
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