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POPIS OZNAKA | KRATICA

AJCC — Americko drustvo za rak (engl. American Joint Committee on Cancer)

BRCA 1 —tumor supresor gen koji sudjeluje u popravku DNA (engl. Breast cancer gene 1)
CAS protein — engl. cellular apoptosis susceptibility protein

CEA — karcinoembrijski antigen

CT — kompjutorizirana tomografija

DAB — diaminobenzidin

ERp — estrogenski receptor beta

EMT — epitelno-mezenhimalna tranzicija

FAK — fokalna adhezijska kinaza

FIGO — klasifikacija ginekoloskih karcinoma (engl. International Federation of Gynecology and
Obstetrics)

G1 i G2 stadiji stani¢nog ciklusa — podstadiji interfaze stani¢nog ciklusa (od engl. gap)
HIV — virus humane imunodeficijencije (engl. human immunodeficiency virus)
HE — Hemalaun Eozin

HNSCC - planocelularni karcinom glave i vrata (engl. Head and Neck Squamous Cell

Carcinoma)

HPV — humani papiloma virus

HZJZ — Hrvatski zavod za javno zdravstvo

IMH — imunohistokemija

IQR — interkvartilni raspon (engl. interquartile range)
MR — magnetska rezonanca

MRNA — glasnicka RNA (engl. messenger ribonucleic acid)



M — stadij stani¢nog ciklusa — mitotski stadij stani¢nog ciklusa

NEDD9 — engl. Neural precursor cell Expressed, Developmentally Downregulated 9

PET CT - pozitronska emisijska tomografija uz izvodenje kompjutorizirane tomografije

PSA — prostata specifi¢ni antigen

RNA — ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)

TGFp — transformirajuci ¢imbenik rasta § (engl. tumour growth factor)

TNM — Kklasifikacija proSirenosti tumora (engl. tumor, lymph node metastasis, distant metastasis)
UICC — Medunarodna unija za borbu protiv raka (engl. Union for International Cancer Control)
UZV — ultrazvuk

SAD - Sjedinjene Americ¢ke DrZave



1. Uvod i svrha rada
1.1. Planocelularni karcinomi glave i vrata

Gornji respiratorni, a dijelom i probavni sustav, ¢ine nazofarinks, orofarinks,
hipofarinks i larinks (Slika 1). Planocelularni karcinomi glave i vrata (HNSCC; engl. head
and neck squamous cell carcinoma) peti su najces¢i karcinomi u svijetu te najcesce vrste
tumora sluznice gornjeg respiratornog i probavnog sustava kod ljudi (1). Prema podacima
Registra za rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo (HZJZ), u Hrvatskoj se na godinu
dijagnosticira oko 900 novootkrivenih bolesnika, uz incidenciju od oko 20/100 000

stanovnika (2).

Vazan ¢imbenik je genetska predispozicija (3, 4, 5) koja, udruzena s dugotrajnom
izlozeno$¢u egzogenim kancerogenim tvarima, duhanu i alkoholu (6, 7, 8), uzrokuje stani¢ne
genetske promjene. U novije je vrijeme humani papiloma virus (HPV) prepoznat kao
karcinogen odgovoran za znacajan porast ucestalosti planocelularnog karcinoma u podrucju
glave i vrata (8, 9, 10). Smatra se najvaznijim ¢imbenikom porasta u¢estalosti planocelularnog

karcinoma orofarinksa u zapadnim zemljama posljednjih dvadesetak godina (Slika 1) (11).

Slika 1. Shematski prikaz gornjeg respiratornog i probavnog sustava

Planocelularni karcinomi glave i vrata znatno narusavaju kvalitetu zivota bolesnika

(12). Svojim napredovanjem, tumor ugrozava disanje i gutanje, a promijenjen vanjski izgled,



teSki bolovi i poteSkoce u govoru (13) uzrok su brojnim negativnim psihi¢kim i

drustvenoekonomskim posljedicama (14, 15).

Unaprijedene kirurske tehnike, nove tehnike radioterapije, kao i uvodenje novih
kemoterapijskih lijekova u protokole multimodalnog lijecenja, nisu u posljednjih nekoliko
desetljeca donijeli zadovoljavajuée povecanje stope prezivljenja. U ranim stadijima bolesti
(stadij 1'i 1) kirurgijom ili zratenjem moguce je postiéi izljecenje u 70 do 80 posto bolesnika.
U uznapredovalim stadijima bolesti (stadij Il i 1V) petogodisnje prezivljenje iznosi izmedu
30 i 40 posto (16, 17, 18, 19). Imunoterapijski postupci intenzivno su istrazivani U novim
klinickim studijama, s ciljem da se optimalno iskoriste terapijske mogucnosti te nove grupe
lijekova (20, 21, 22).

ProSirenost tumora u trenutku postavljanja dijagnoze (TNM) i histoloski stupanj
diferenciranosti tumora naj¢esée su koristeni prognosticki ¢imbenici. Najée$¢i uzroci smrti
bolesnika su lokoregionalni recidivi bolesti, udaljene metastaze te pojava drugog primarnog

tumora u gornjem aerodigestivhom sustavu (23).

Nezadovoljavaju¢i napredak u prezivljenju bolesnika s karcinomima glave i vrata
povecava potrebu za dodatnim istrazivanjima genetskih i molekularnih promjena kako bi se
opSirnije objasnili nastanak i biolosko ponasanje ove vrste karcinoma te njegov metastatski
potencijal. Razumijevanje molekularne razine karcinogeneze razjasnit ¢e rezistentnost tumora
prema provedenom terapijskom postupku. Prepoznavanjem vaznih stani¢nih receptora i
glasnika, kao i klju¢nih signalnih puteva, bit ¢e moguce definirati tocke interesa te terapijske

ciljeve novih antineoplasti¢nih lijekova i postupaka.



1.1.1. Orofarinks

Orofarinks ili mezofarinks sredi$nji je dio farinksa i proteze se od prednjeg tonzilarnog
luka do superiorne ravnine hioida te ga dijelimo na bazu jezika (straZznja trecina jezika),

tonzile i tonzilarne loze, meko nepce i uvulu te faringealni zid (lateralni i straznji) (Slika 2)

(24).
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Slika 2. Anatomske regije farinksa, oznacena regija orofarinksa (prilagodeno iz ref. 24)

Planocelularni karcinom tonzile najées¢i je karcinom orofarinksa. Cetvrtina svih
karcinoma orofarinksa povezana je s HPV infekcijom (16 i 18), najéesée karcinomom tonzila.
U Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD) 80 posto karcinoma orofarinksa povezano je s
HPV-om. Zanimljivo je da karcinomi tonzile koji su HPV pozitivni imaju bolju prognozu od
HPV negativnih (24).

Orofarinks, sli¢no kao i hipofarinks, ima bogatu limfnu opskrbu pa su metastaze u

limfnim ¢vorovima vrata Cesto prvi simptom bolesti. Naj¢eS¢e su zahvaceni limfni ¢vorovi
3



vrata regija I, III 1 IV. Moguce je pojavljivanje metastaza 1 u retrofaringealnim limfnim
¢vorovima. Karcinomi smjeSteni blizu medijalne linije ili oni koji je prelaze mogu imati

kontralateralne metastaze na vratu.

LijeCenje ranijih stadija bolesti provodi se kirurski ili radioterapijom, dok onih
uznapredovalih kirur$ki uz konkomitantno kemoradioterapijsko lije¢enje. Kod inoperabilnih

karcinoma ove regije lije¢enje se provodi radioterapijom i/ili kemoterapijom (25).

Ukupno petogodisnje prezivljenje ovisno o stadijima i lokalizaciji bolesti iznosi 55-85
posto u stadiju I, 50-80 posto u stadiju 11, 10-60 posto u stadiju 111 te 10-55 posto u stadiju 1V
(24).

Karcinomi tonzile i baze jezika imaju bolju prognozu od karcinoma mekog nepca i
faringealnih zidova. Rizik povrata bolesti najveéi je u prve dvije do Cetiri godine, kada se

javlja 80 do 90 posto recidiva.



1.1.2. Hipofarinks

Hipofarinks se anatomski proteze od vrha epiglotisa do donjeg ruba krikoida. Dijeli se

na piriformne sinuse, posteriorni faringealni zid i postkrikoidno podruéje (24).
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Slika 3. Anatomske regije farinksa, oznacena regija hipofarinksa (prilagodeno iz ref. 24)

Karcinomi hipofarinksa ¢eS¢e se javljaju u muskaraca izmedu 50. 1 60. godine koji
konzumiraju alkohol i puse. Postkrikoidni karcinom povezan je s nutritivnim deficitom i
anemijom (26). Hipofarinks ima obilnu limfnu drenazu u jugulodigastricne, jugulo-

omohioidne, gornje i srednje duboke cervikalne i retrofaringealne limfne ¢vorove (26).

Zbog kasne pojave simptoma i obilne limfne drenaze, dijagnoza se Cesto postavlja u

uznapredovaloj fazi bolesti. Vise od 50 posto ovih bolesnika pri dolasku lije¢niku ima



metastaze u limfnim ¢vorovima vrata pa je palpabilan ¢vor na vratu Cesto prvi Ssimptom
bolesti (26).

Karcinomi hipofarinksa najée$¢e zahvacaju piriformne sinuse te imaju sklonost
submukoznom Sirenju. Pojava sinhronih tumora na drugim lokalizacijama, ¢esto u jednjaku,
nije rijetkost (24). Ustanovljeno je da oko 25 posto bolesnika oboli od novog primarnog
tumora (26).

Kirurski zahvat ili radioterapijsko lije¢enje glavni su nacini lijeCenja ovog karcinoma.
U uznapredovalim stadijima bolesti lijeCenje se, osim navedenih nacina, provodi i uz dodatak

kemoterapije (26).



1.1.3. Larinks

Gornja anatomska granica larinksa je vrh epiglotisa, donja je donji rub krikoida, a

dijeli se na tri podjedinice: supraglotis, glotis i subglotis.

epiglotis = —
s\«
supraglotis
glotis larinks
(glasnice)
subglotis
dusnik
jednjak

Slika 4. Shematski prikaz anatomskih regija larinksa

Laringealni je karcinom po ucestalosti jedanaesti maligni tumor u svijetu, a drugi
medu karcinomima aerodigestivnog sustava, odmah iza karcinoma pluéa (Slika 4) (27).
Visokim postotkom od 85 do 95 posto zastupljen je planocelularni karcinom larinksa, a
petogodisnje prezZivljenje, prema podacima za Sjedinjene Ameri¢ke Drzave, iznosi oko 60
posto (28). Laringealni karcinomi ¢ine tre¢inu karcinoma glave i vrata, a cCesto se
dijagnosticiraju u bolesnika koji puno puSe. PuSenje je etioloski ¢imbenik u 70-95 posto
sluCajeva, najizrazenije kod karcinoma glotisa. Alkohol djeluje sinergisticki s puSenjem.
Uloga puSenja marihuane u etiologiji laringealnog karcinoma nije do kraja jasna, primarno
zbog Cinjenice da su oni koji puse marihuanu vrlo Cesto i puSaci duhana (29, 30). Prema
novijim podacima dobivenih meta-analizom podataka, humani papiloma virus ima znaéajnu

ulogu u etiologiji laringealnog karcinoma (31). Prosjecna dob bolesnika koji obolijevaju je 65
7



godina i ¢eSc¢e su to muskarci te pripadnici crne rase (24). Najces¢i simptomi su promuklost,
osjecaj stranog tijela u grlu, a u uznapredovalim stadijima disfagija, hemoptiza, uhobolja,

otezano disanje i smanjenje tjelesne tezine (24).

Karcinomi larinksa ovisno o lokalizaciji imaju razli¢itu klini¢ku sliku i ponasanje te
terapijski pristup. Oko 59 posto svih laringealnih karcinoma nastaje u glotisu, 40 posto u
supraglotisu te jedan posto u subglotisu (24). Rani stadij karcinoma larinksa (odnosno T1 i
T2) se uspjesno lijeci jednim, lokalno usmjerenim nacinom lijeCenja, radijacijskom terapijom
ili kirurskim zahvatom. Kod uznapredovalih stadija bolesti (T3 1 T4) lijeCenje je kirursko uz

konkomitantno kemoradioterapijsko lijeCenje (24).

Ukupno petogodisnje prezivljenje ranih stadija bolesti (T1 i T2) je visoko; iznosi oko
90 posto kod karcinoma glotisa i oko 80 posto kod karcinoma supraglotisa. Uznapredovali
stadiji bolesti (T3 i T4) izljecivi su u 45-75 posto kod karcinoma glotisa i u 44-73 posto kod
karcinoma supraglotisa (24).

Karcinomi supraglotisa

Supraglotis je dio larinksa koji seZe od vrha epiglotisa i valekule do ventrikla 1 donje
plohe laznih glasnica, a dijeli se na aritenoidne hrskavice, ariepiglotske nabore, lazne glasnice
i epiglotis (24). S obzirom na kasno pojavljivanje simptoma, u trenutku postavljanja dijagnoze
kod 70 posto bolesnika radi se o uznapredovaloj bolesti (25), 55 posto bolesnika ima
metastaze u limfnim ¢vorovima vrata, a njih 16 posto ima zahvacene kontralateralne limfne
¢vorove vrata. NajceS¢e su zahvaceni cervikalni limfni ¢vorovi regije II, III 1 IV. Karcinomi

supraglotisa Cesto se Sire na bazu jezika, valekule 1 piriformne sinuse (24).
Karcinomi glotisa

Glotis se proteze od vetrikla do 0,5 centimetara ispod ruba glasnica. Dijelimo ga na
glasnice 1 prednju komisuru. Simptomi, najceS¢e promuklost, pojavljuju se u ranoj fazi
bolesti. Posljedi¢no tome, kod 75 posto bolesnika u trenutku postavljanja dijagnoze bolest je

lokalizirana (24).
Karcinomi subglotisa

Subglotis je dio larinksa koji se proteze od pet milimetara ispod slobodnog ruba
glasnica do donjeg ruba krikoida. Limfna opskrba ovog podrucja je oskudna, a drenira se u

razinu IV 1 VI cervikalnih limfnih ¢vorova (24).



1.2. Epidemiologija

Godisnje se u svijetu dijagnosticira vise od 550 000 novih slu¢ajeva planocelularnih
karcinoma glave i vrata, s 380 000 smrtnih slucajeva svake godine (32). U Sjedinjenim
Americkim Drzavama oko 63 000 stanovnika godiS$nje oboli od karcinoma glave i vrata, a
njih 13 000 umire od te bolesti (incidencija tri posto) (33). U Europi je 2012. godine bilo oko
250 000 slu¢ajeva novooboljelih (incidencija se procjenjuje na Cetiri posto) sa 63 500 smrtnih
sluajeva (34). Zbog c¢eS¢e konzumacije vecih koli¢ina alkohola i puSenja, muskarci
obolijevaju znatno ¢eS¢e u odnosu na zene, a taj omjer iznosi od 2:1 do 4:1. Stopa incidencije
u muskaraca prelazi 20 na 100 000 u nekim regijama Francuske, Hong Konga, Juzne Azije,
Srednje i Istoéne Europe, Spanjolske, Italije i Brazila te medu Afroamerikancima u
Sjedinjenim DrZavama. Karcinom usne Supljine i1 jezika ¢e$¢i je na podrucju Juzne Azije,
karcinom nazofarinksa u Hong Kongu, a karcinom farinksa i/ili larinksa u drugim
populacijama Azije (35, 36). Ucestalost karcinoma larinksa, za razliku od karcinoma usne
Supljine i farinksa, za oko 50 posto je veca kod afroamerickih muskaraca u odnosu na bijelu

populaciju (37).

Tablica 1. Podaci Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo za karcinome orofarinksa,
hipofarinksa i1 larinksa od 2011. do 2015. godine (2) Karcinomi orofarinksa oznaceni su

plavo, hipofarinksa narancasto, a larinksa zeleno.

Muskarci | Zene | Ukupno | Muskarci | Zene | Ukupno | Muskarci | Zene | Ukupno
2011. 52 5 S7 77 8 85 316 26 342
2012. 51 7 58 80 10 90 302 29 331
2013. 50 12 62 95 13 108 304 20 324
2014. 52 6 58 92 11 103 319 26 345
2015. 47 9 56 76 12 88 272 31 303
Ukupno 252 39 291 420 54 474 1513 132 | 1645




Vise od desetlje¢a humani papiloma virus (HPV) u fokusu je istrazivaca kao znacajan
etioloski ¢imbenik u etiopatogenezi planocelularnin karcinoma glave i vrata (38). Novije
epidemioloske studije pokazuju da je vise od 25 posto HNSCC-a sada uzrokovano HPV-om
(39). Zadnjih je godina zamijeCen izrazitiji porast orofaringealnog karcinoma u zemljama
Zapadne Europe, SAD-a pa i Dalekog istoka, koji se dovodi u vezu s HPV infekcijom (40, 41,
42).

Zanimljivi su epidemioloski podaci koji ukazuju da je prezivljenje duze u HNSCC
pozitivnim osobama na HPV infekciju u odnosu na HNSCC uzrokovanim drugim etioloSkim
¢imbenicima (43). Na istom je tragu studija Settlea i suradnika koja je pokazala da je u
afroameric¢kih muskaraca oboljelih od laringealnog i orofaringealnog karcinoma i u kojih je
prevalencija HPV-om niska, prezivljenje znafajno nize u odnosu na bijelce u kojih je

prevalencija HPV-om znacajno visa (44).

U studiji Leona i sur. (45) na vise od pet tisu¢a hospitaliziranih bolesnika znacajno je
veéi udio starije populacije 1 zena od ocekivanog te manji postotak pusaca i alkoholicara.
Uoceno je smanjenje udjela bolesnika s karcinomom larinksa te progresivan porast udjela

HPV-pozitivnih pacijenata s orofaringealnim karcinomom.

U bolesnika s planocelularnim karcinomima glave i vrata znaéajan je rizik razvoja
novih primarnog tumora gornjeg i donjeg aerodigestivnog sustava te jednjaka i javlja se u
Cetiri posto slucajeva godisnje (46, 47).
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1.3. Etiologija
1.3.1. Pusenje i konzumiranje alkohola

Pusenje i konzumacija alkohola te HPV infekcija naj¢esci su ¢imbenici rizika povezani
s karcinomom glave i vrata. Duhanski proizvodi, odnosno pusenje cigareta, cigara i lule,
vazan su ¢imbenik rizika u razvoju karcinoma glave i vrata (48). U duhanskom je dimu vise
tisu¢a sastojaka, od kojih Sezdesetak ima kancerogeni ucinak: policiklicki aromatski

ugljikovodici, nitrozamin, aldehidi, fenoli, razni teski metali i mnogi drugi (49).

Kod teskih pusaca cigareta rizik razvoja karcinoma glave i vrata je pet do 25 puta veci
u odnosu na nepusace (48, 50). U nekim istrazivanjima pouzdano je povezana koli¢ina
popusenih cigareta i duzina pusenja s veé¢im rizikom razvoja karcinoma glave i vrata (51, 52).
Koristenje duhana za Smrkanje povezano je s poveéanim rizikom od raka farinksa, a duhana
za zvakanje s karcinomom usne Supljine (53). PuSenje cigara i lule povezano je s pove¢anom
ucestalo$¢u raka glave i vrata, i to u onih koji prethodno nikada nisu pusili cigarete (54).
Pasivno pusenje takoder je prepoznato kao rizi¢an faktor za razvoj karcinoma glave i vrata,
poglavito karcinoma jezika, prije svega kod Zena koje nikada nisu aktivno pusile, niti

konzumirale alkohol (55).

Povezanost uporabe marihuane s razvojem karcinoma glave i vrata je dvojbena. U
studijama koje su istrazivale ovaj problem istovremena konzumacija alkohola i duhana u
ispitanika onemogucuje konzistentne zakljucke, odnosno ne omogucuje da se sa sigurnoSéu

iskljuci ili potvrdi ta povezanost (56, 57).

Prekomjerna konzumacija alkohola odavno je definirana kao vazan pojedinacan
riziCan ¢imbenik razvoja planocelularnih karcinoma glave i vrata (58). Iako je Cesto tesko
razdvojiti u€inke puSenja i alkohola, jasno je da potonji neovisno povecava rizik od raka u
gornjem aerodigestivhom sustavu (59, 60, 61). Brojni podaci govore u prilog Cinjenici da
relativni rizik pojave karcinoma glave 1 vrata raste ovisno o koli¢ini konzumiranog alkohola
(50, 60, 61). Sinergisticko djelovanje alkohola i dima iz cigarete ima multiplicirajué¢i u¢inak

na rizik od razvoja karcinoma glave i vrata (50, 62, 63).

Zvakanje betelovih oraha esta je navika u jugoistotnoj Aziji, a smatra se da je ta
navika u Indiji odgovorna za 50 posto svih karcinoma usne Supljine i orofarinksa u muskaraca

I za 90 posto karcinoma usne Supljine i orofarinksa u Zena (64).
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1.3.2. Virusne infekcije

Virusne su infekcije prepoznate kao vazan etioloski ¢imbenik za pojavu karcinoma
glave 1 vrata. NajznacCajnija je uloga infekcije humanim papiloma virusom (HPV), posebno
sojevima visokog rizika HPV 16 i HPV 18 (65). Prema ranijim istrazivanjima, HPV je u
SAD-u bio uzro¢nik od 40 do 80 posto orofaringealnih karcinoma, dok je taj broj bio izrazitije
varijabilan u Europi: od 20 pa do 90 posto (66). Taj je broj i u Europi i SAD-u prema
nedavnim istrazivanjima sada 70 do 80 posto (67). Svjetski statisticki podaci govore u prilog
zna¢ajnom porastu incidencije orofaringealnog karcinoma i u zemljama u razvoju, poglavito u
muskaraca mlade zZivotne dobi, §to upuéuje na znacajnu ulogu HPV-a (68). HPV pozitivni
orofaringealni karcinomi predstavljaju sasvim novi entitet koji se u patohistoloskom i
molekularnom smislu znacajno razlikuje od HPV negativnih karcinoma orofarinksa (69).
Danas se smatra da su HPV pozitivni orofaringealni karcinomi spolno prenosiva bolest,
javljaju se u bolesnika mlade dobi, bez znacajnije ovisnosti o nikotinu i alkoholu. Radi se o
bolesnicima koji, iako nerijetko kasno otkriveni, imaju bolju prognozu od HPV negativnih
karcinoma (70). Takav ishod objasnjava Se pojacanom imunoloskom reakcijom organizma na

HPV, odnosno boljom osjetljivoséu tumora na radiokemoterapiju (71).

Uloga HPV virusa u drugim planocelularnim karcinomima glave i vrata nije do kraja
definirana. Meta-analize i internacionalne studije koje su istrazivale ovaj problem vrlo su
heterogene, no evidentno je da ucestalost HPV infekcije prevalira od 22 do 46 posto, ovisno o

lokalizaciji tumora, a prevalencija HPV 16 pozitiviteta se kre¢e od 13 pa do 40 posto (72).

U bolesnika s infekcijom HIV-a povecan je rizik za pojavu malignih bolesti, a
ucestalost planocelularnih karcinoma glave i vrata je dva do tri puta veca u odnosu na ostalu

populaciju, $to se objasnjava posljedicom imunosupresije (73, 74).

1.3.3. Hormoni

Spolni hormoni (estrogen i testosteron) i pripadajuci im receptori poznati su etioloski

¢imbenici u nastanku mnogih karcinoma (75, 76) pa tako i karcinoma glave i vrata.

Estrogenski receptori nalaze se u stanicama karcinoma glave i vrata, Sto zajedno s

drugim ¢imbenicima poput epitelnog ¢imbenika rasta vjerojatno dovodi do progresije bolesti
(77).
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Yoo i sur. (78) su dokazali kako su u alkoholi¢ara koji su imali karcinome glave i vrata
dokazane znatno viSe razine estrogena i nize razine testosterona U odnosu na bolesnike s
karcinomima glave i vrata koji nisu bili alkoholi¢ari. Nadalje su Singh i sur. (79) ustanovili
kako je smanjena razina testosterona korelirala s kra¢im prezivljanjem u bolesnika s

karcinomom glave i vrata.

Nastanak karcinoma glave i vrata povezan je s alkoholom i puSenjem, pri ¢emu je
poznato da alkohol djeluje na razinu estrogena, dok pusenje djeluje na razinu testosterona (80,
81).

Grsic i sur. (82) analizirali su ukupno 174 bolesnika; njih 42 posto imalo je pozitivnu
izrazenost ERP. Izrazenost ERP statisticki je znacajno povezana s lokalizacijom primarnog
tumora. Udio pozitivnih ER tumora bio je najveci u usnoj Supljini (56 posto) i orofarinksu
(51,5 posto), nesto manji u hipofarinksu (39 posto) te najmanji u larinksu (30,2 posto). Nije
nadeno da je ekspresija ERP povezana s patohistoloskim stadijem bolesti, odnosno ukupnim
stadijem bolesti (TNM). Nije utvrdena povezanost izrazenosti ERP s petogodiSnjem
prezivljenjem bolesnika s tumorima usne Supljine, larinksa i hipofarinksa. Medutim, utvrdena
je statisticki znaCajna povezanost pozitivne izrazenosti ERB s boljim petogodiSnjim
prezivljenjem bolesnika s planocelularnim tumorima orofarinksa. Istim je istrazivanjem
potvrdena hipoteza da je povecana ekspresija estrogen receptora beta (ERP) u bolesnika s
planocelularnim karcinomima glave i vrata pokazatelj povoljne prognoze, medutim samo za

planocelularne karcinome orofarinksa.

1.3.4. Prehrana

Odavno je poznata moguca veza izmedu smanjenih razina serumskih vitamina (B, C
1 E) 1 sklonosti nastanku odredenih karcinoma, a posebno karcinoma glave 1 vrata. Edefonti i
sur. (83) su dokazali kako vitamin E i C mogu imati protektivan u¢inak na nastanak
karcinoma glave i vrata. Maasland i sur. (84) su ustanovili znakovitu povezanost izmedu
razine selena s karcinomom larinksa.

Nadalje, Maasland i sur. (85) izvijestili su kako jedenje povréa i vo¢a moze imati
zaStitni u¢inak na nastanak karcinoma glave i vrata. Nour i sur. (86) navode kako smanjen
unos povréa, zitarica 1 pi¢a s visokim udjelom kafeina dovode do povecanog rizika za
nastanak karcinoma glave i vrata, dok niska razina unosa masnoc¢a i ulja smanjuje rizik od

istog.
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Sapkota i sur. (87) su dokazali kako je konzumacija mlije¢nih proizvoda bila u
negativnoj  korelaciji s laringealnim i ezofagealnim karcinomima. Konzumacija
zutog/narancastog povrca bila je inverzno povezana s karcinomom larinksa i farinksa, dok je
unos smrznutog povréa bio pozitivno povezan s rizikom nastanka oba karcinoma. Peters i sur.
(88) su pokazali pozitivnu povezanost izmedu konzumacije mlije¢nih proizvoda i nastanka
karcinoma glave i vrata, kao i indikativhu povezanost izmedu jedenja zivotinjskih masnoca i
povecéanog rizika za nastanak karcinoma glave i vrata. Zhang i sur. (89) navode kako nema
povezanosti izmedu konzumacija ¢aja i rizika od nastanka karcinoma larinksa i farinksa.
Guercio i sur. (90) pokazali su inverznu povezanost izmedu unosa luka i rizika od nastanka
karcinoma gornjih aerodigestivnih putova. Vlastarakos i sur. (91) ustanovili su vecu potros$nju
przene hrane, mesa, plodova mora i cinka u bolesnika s karcinomom larinksa. Veca potro$nja
mlije¢nih proizvoda ustanovljena je u kontrolnih ispitanika, Sto ukazuje na zastitnu ulogu
kalcija. Nadalje su isti autori pokazali kako konzumacija limuna, cijedenog vo¢nog soka i
lubenice smanjuje rizik od nastanka karcinoma larinksa.

Perloy i sur. (92) zaklju¢ili su kako konzumiranje ribe nije koreliralo s rizikom za
nastanak karcinoma glave i vrata, dok unos mesnih preradevina nije bio pozitivnho povezan s
nastankom orofaringealnog i laringealnog karcinoma, ali je bio pozitivno povezan s

nastankom oralnog karcinoma.

1.3.5. Zanimanje

Dugotrajna izloZenost aerosolima u osoba koje rade s azbestom, bojama i lakovima,
pesticidima, agensima u kemijskim Cistionicama, niklom i kromom, mineralnim vlaknima, u
radnika u koznoj, metalnoj, gradevinskoj i drvnoj industriji te kod farmera, korelira s
povecanim rizikom za razvoj planocelularnih karcinoma glave i vrata (93, 94, 95). Carton i
sur. (96) su pokazali kako izlozenost odredenim kemikalijama poput perkloretilena ili
trikloretilena moze povecati rizik od nastanka karcinoma glave i vrata u Zena. Koh i sur. (97)
su zaklju¢ili da postoji moguca povezanost karcinoma farinksa i zaposlenja u petrokemijskoj
industriji. PoviSeni, ali beznacajni rizik zabiljezen je za nastanak karcinoma glave i vrata kod

uli¢nih prodavaca, pekara, zavarivaca i plameno-rezac¢a navode Carton i sur. (98).

Reijula i sur. (99) su na velikom broju bolesnika pokazali kako je medu muskim
konobarima postojala veca ucestalost karcinoma glave i vrata, Sto se objasnjava ¢injenicom da

su izlozeni stalnom pasivnom pusenju te da sami vise puSe 1 viSe konzumiraju alkohol.
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1.3.6. Lijekovi
Upotreba osvjezivaca i tekucina za ispiranje usta dovodi se u vezu s vedom
incidencijom planocelularnih karcinoma glave i vrata, primarno, kako se smatra, zbog

sadrzaja alkohola u tim teku¢inama (100).

Istrazivanje Tanga i sur. (101), na temelju sistemskog pregleda literature, pokazuje
kako upotreba nesteroidnih protuupalnih lijekova i aspirina ne smanjuje rizik od nastanka

karcinoma glave i vrata.

Papagerakis i sur. (102) su izvijestili kako rutinsko uzimanje antacidnih lijekova moze
imati znakovite dobrobiti u bolesnika s karcinomima glave i vrata.
Hashim i sur. (103) su dokazali dva puta manju ucestalost nastanka karcinoma glave i

vrata u zena koje su dobivale hormonsku nadomjesnu terapiju.

1.3.7. Sindromi

Ces¢a pojava karcinoma glave i vrata zamijecena je u bolesnika s Fanconijevom
anemijom (104, 105). Van Monsjou i sur. (106) smatraju da naslijedeni sindromi poput
Fanconijeve anemije i Bloomovog sindroma dovode do pojacane sklonosti nastanka

karcinoma glave i vrata.

1.3.8. Drustvenoekonomski status

Bryere i sur. (107) napravili su kontrolirano istrazivanje na 2415 bolesnika s
karcinomom glave i vrata i na 3555 kontrolnih ispitanika u Francuskoj. PoviSeni rizik za
nastanak karcinoma glave i vrata ustanovljen je u rastavljenih osoba u usporedbi s oZenjenim
osobama, zatim u osoba koje su imale samo osnovnu $kolu u usporedbi s onima koji su bili
educiraniji (posebice radnici u odnosu na menadzere) i kod osoba koje su zivjele u
siromasnim u odnosu na one koji su zivjeli u bogatim podruc¢jima. Isti autori (107) zakljucuju
kako je nepobitna uloga drustvenoekonomskog statusa osobe u nastanku karcinoma glave i

vrata, iako Zivot u depriviranim podru¢jima takoder povecava sklonost nastanku istog.

Konski i sur. (108) su ustanovili kako su bolesnici koji su pohadali fakultet imali vise i
znakovito bolje ukupno prezivljenje i lokoregionalnu kontrolu bolesti. Multivarijantna analiza
pokazala je kako je stupanj edukacije bio znakovit u predvidanju ukupnog prezivljenja i

lokoregionalne kontrole.
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Smatra se kako socijalne nejednakosti postoje s obzirom na hipofaringealne i
laringealne karcinome u mnogim zemljama, a ponudeno objasnjenje je razlika u
konzumiranju cigareta i alkohola. Stoga su Menvielle i sur. (109) analizirali podatke o prije
navedenim bolesnicima te su dokazali da su laringealni i hipofaringealni karcinomi bili
znakovito povezani sa stupnjem edukacije odnosno poslom koji su oboljeli obavljali. Isti
autori (109) zakljucuju kako se socijalne nejednakosti vezane uz ove karcinome ne mogu

samo objasniti konzumiranjem alkohola i cigareta, ve¢ nastaju uslijed ekspozicije na poslu.

Ista je saznanja pokazalo istrazivanje Pinara i sur. (110), naime posao koji su oboljeli
obavljali (visoko rizi¢ni poslovi, odnosno rad u industriji drva, gradevini, mineri, kemijska i
metalna industrija te poljoprivreda) i pusenje su bili znakoviti neovisni ¢imbenici za nastanak

karcinoma glave i vrata medu radnicima.

Takoder su Johnson i sur. (111), na temelju podataka americkog Nacionalnog
istrazivanja zdravlja i logisticke regresijske analize, ustanovili kako su karcinomi gornjeg
aerodigestivnog trakta, kao i cervikalni karcinomi, korelirali s niskim drustvenoekonomskim

statusom.

Chen i sur. (112) su ustanovili smanjenje stope mortaliteta u bolesnika s karcinomom
farinksa, medu bijelcima 1 crncima, ali je smanjenje bilo najvece u onih koji su imali najmanje
12 godina edukacije. Isti autori (112) zakljucuju kako razlike u trendu mortaliteta mogu
odrazavati prevalenciju pusSenja i1 seksualnih ponaSanja u populacijama koje su razlicito

Skolovane. Takav su nalaz potvrdili i Santi i sur. (113).

Olsen i sur. (114) su na velikom uzorku od 9683 slucajeva karcinoma glave i vrata
ustanovili povezanost s niskim prihodima, kao i u slucaju kad su muskarci zivjeli sami. Za
karcinom glotisa postojala je znakovita povezanost s duljinom trajanja $kolovanja, dok su
karcinomi hipofarinksa imali vecu ucestalost pojavljivanja u osoba koje Zive u ruralnim
sredinama ili provincijskim gradovima. Isti su autori (114) ustanovili drustvenoekonomske
razlike u stadiju postavljanja dijagnoze za sve podtipove karcinoma glave i vrata, $to su
potvrdili i Hagedoorn i sur. (115), Baishya i sur. (116) te Shin i sur. (117) za karcinome

farinksa.
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Santi i sur. (118) su pak ustanovili kako je radna izloZzenost, posebice kancerogenim
tvarima, uspjela objasniti velik broj slucajeva povezanosti izmedu stupnja edukacije i rizika

od nastanka laringealnog karcinoma.
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1.4. Patohistologija

Gornji respiratorni i probavni sustav graden je od mnogoslojnog plo€astog epitela.
Iznimka su dijelovi larinksa koji su prekriveni viserednim cilindriénim epitelom.
Planocelularni karcinom nastaje iz mnogoslojnog plocCastog epitela ili iz cilindri¢nog epitela

nakon ploc¢aste metaplazije (119).

Dvije su osnovne karakteristike planocelularnog karcinoma:

1. Plocasta diferencijacija tumorskih stanica — keratinizacija (odlaganje keratina i
formiranje bisernih perli ili gnijezda izmijesanih s tumorskim nakupinama).

2. Invazivni rast — proboj bazalne membrane, infiltracija podleZeéeg tkiva, infiltracija
krvnih zila i Zivaca, perineuralna i perivaskularna infiltracija; dezmoplasti¢ni

stromalni odgovor, snazna upala s limfocitima i plazma stanicama (120).

Histoloski gradus planocelularnog karcinoma dijelimo na:

1. Gradus I (dobro diferencirani tumori): slican normalnom plocastom epitelu; dobro
definirani medustani¢ni mostovi, keratinske biserne perle, blag do umjeren

pleomorfizam jezgara, niska stopa mitoza.

2. Gradus Il (srednje diferencirani tumor): manje izraZzena Keratinizacija, jasan

pleomorfizam jezgara i mitotska aktivnost, abnormalne mitoze.

3. Gradus Il (slabo diferencirani tumor): minimalna keratinizacija, dominacija nezrelih

stanica, brojne tipine 1 atipi¢ne mitoze, moguce zone nekroze tkiva.

Planocelularne karcinome glave i vrata smjestene na bazi jezika, tonzili i hipofarinksu
karakterizira slaba diferencijacija. S klini¢kog gledista, histoloski gradus ima prediktivnu

vrijednost u ishodu lije¢enja (119, 120).
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1.5. Dijagnostika

U dijagnostickoj obradi karcinoma glave i vrata primarno je uciniti temeljiti klinicki

pregled, cesto nadopunjen endoskopskom pretragom fiberendoskopom.

Prije pocetka lijeCenja nuzno je uzeti bioptat primarnog tumora te uciniti
patohistoloSku analizu tkiva. Zatim slijedi procjena veliine tumora te njegove proSirenosti i

odnosa prema okolnim strukturama.

Slika 5. Fotografija karcinoma orofarinksa prije operativnog zahvata; intraoralni pristup (iz

arhive Odjela kirurgije glave i vrata; Klinika za tumore)

Od iznimnog znacaja u dijagnostici je upotreba kompjuterizirane tomografije (CT),
posebice u slucaju tumora larinksa te odredivanja odnosa tumora prema kostima glave i vrata
— dakle, za tvrda tkiva u podrucju glave i vrata. CT je koristan u bolesnika s dubljom
lokalnom tumorskom invazijom ili kod infiltracije okolnih struktura, §to je teSko otkriti samo
fizikalnim pregledom (preepigloti¢ni prostor, laringealna hrskavica, paragloti¢ni i subgloti¢ni

prostor te regionalni limfni ¢vorovi). Kostana i hrskavi¢na invazija lako se prepoznaju (121).
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Nasuprot tome, magnetska rezonanca (MR) je metoda izbora za detaljnije sagledavanje mekih

tkiva, usne Supljine i orofarinksa (122, 123).

Slika 6. Fotografija karcinoma hipofarinksa nakon operativnhog zahvata (iz arhive Odjela

kirurgije glave i vrata; Klinika za tumore)

Status limfnih ¢vorova vrata odreduje se izvodenjem ultrazvuka vrata, pri ¢emu

suspektne limfne ¢vorove treba punktirati i citoloski analizirati.

U vecini studija osjetljivost MR-a u dijagnosticiranju nodalnih metastaza kreée se od
57 do 67 te je CT metoda izbora (124). CT je superiorniji i ultrazvuku, no uporaba
uobicajenih kriterija veliCine i1 prisutnosti centralne nekroze predstavlja ogranicenja kojim se

teze otkrivaju ¢vorovi manjih veli¢ina bez nekroze ili ekstrakapsularno Sirenje (125).

U slucaju postojanja metastaza na vratu, bez znakova evidentnog primarnog tumora, ili
pak sumnje na postojanje udaljenih metastaza ili drugog primarnog tumora, indicirano je
izvodenje pozitronske emisijske tomografije s CT-om. Za odredivanje eventualne
diseminacije bolesti, uz PET-CT potrebno je uciniti i radioloSke snimke torakalnih organa i

ultrazvuk abdomena.
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Slika 7. Fotografija karcinoma larinksa nakon totalne laringektomije (iz arhive Odjela

kirurgije glave i vrata; Klinika za tumore)

PET i PET CT u znacajnoj su mjeri zamijenili druge slikovne metode u otkrivanju
udaljenih metastaza i sinkronih primarnih tumora, iako lazno pozitivni nalazi ponekad

predstavljaju ozbiljan problem (126, 127).
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1.6. Odredivanje stadija bolesti

Medunarodna unija za borbu protiv raka (engl. Union for International Cancer Control —
UICC) i Ameri¢ko drustvo za rak (engl. American Joint Committee on Cancer — AJCC)
uspostavili su TNM Klasifikaciju. To je opcepriznati standardizirani obrazac za podjelu
zlo¢udnih tumora, pa tako i tumora glave 1 vrata te odredivanje stadija bolesti. Vremenom se
klasifikacija nadogradivala i mijenjala. Osmo izdanje TNM Klasifikacije objavljeno je u
studenom 2016. godine, pri ¢emu su ove godine dodane jo§ neke izmjene (Tablica 2 — 10)
(128).

Dodaci VIII. izdanju TNM klasifikacije:

1. Sve lokalizacije tumora imaju klasifikacije patoloskih limfnih ¢vorova na vratu.

2. Uvedena je nova klasifikacija orofaringealnih karcinoma s obzirom na prisutnost HPV
infekcije.

3. Modificirana je klasifikacija nazofaringealnih karcinoma i onih §titnjace.

4. Uvedena je nova klasifikacija za karcinome koze u podrucju glave i vrata.

5. Uvedena je nova klasifikacija za cervikalne limfne ¢vorove bez poznatog primarnog

karcinoma.

Vazno je naglasiti da je podjela bolesnika u ovom istrazivanju uéinjena prema 7.

klasifikaciji objavljenoj 2006. godine (129), prije nego §to je doslo do zadnjih izmjena.

T stadij tumora oznacava veli¢inu primarnog tumora i njegov odnos prema okolnim
strukturama, a razlikuje se prema lokalizaciji: orofarinks, hipofarinks i larinks. Klasifikacija
ukljuCuje i prisutnost metastatski pozitivnih limfnih ¢vorova vrata (N), kao i udaljenih

metastaza (M).
Ciljevi TNM Klasifikacije su sljedeci:

e pomaze u planiranju lijeCenja i 0omogucava odredivanje prognoze

e pomaze u vrednovanju rezultata lijeCenja

o oOlakSava izmjenu informacija medu razli¢itim centrima lijeenja

o doprinosi nastavku istrazivanja malignih bolesti

e podupire aktivnosti vezane uz kontrolu karcinoma, ukljucujuci i one putem registara

za karcinom.
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1.6.1. Klasifikacija primarnog tumora — T stadij bolesti

Orofarinks

Tablica 2. Veli¢ina primarnog tumora orofarinksa prema TNM klasifikaciji

Tx |veli¢ina primarnog tumora ne moze Se procijeniti
TO |bez znakova primarnog tumora
T1 |tumor <2 cm u najve¢em promjeru
T2 |tumor >2 cmi<4 cm unajveéem promjeru
tumor > 4 cm u najveéem promjeru ili se §iri na lingvalnu povrsinu
T3 |epiglotitisa
lokalno uznapredovala bolest
T4a . . . . g e o .
tumor infiltrira larinks, vanjske misice jezika, medijalni pterigoid, tvrdo
nepce ili mandibulu
izrazito lokalno uznapredovala bolest
T4b e U :
tumor infiltrira lateralni pterigoidni misi¢, pterigoidne nastavke, lateralni
nazofarinks, bazu lubanje ili zahvaca karotidnu arteriju
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Hipofarinks

Tablica 3. Veli¢ina primarnog tumora hipofarinksa prema TNM klasifikaciji

Tx |veli¢ina primarnog tumora ne moze Se procijeniti
TO |bez znakova primarnog tumora
T1 |tumor ograni¢en na jedan segment hipofarinksa, 2 < cm u najve¢em promjeru
T2
tumor zahvaca vise od jednog segmenta hipofarinksa ili strukturu
u neposrednoj blizini, ili je veli¢ine od dva do Cetiri centimetara u najve¢em
promjeru, bez fiksacije glasnice
T3 |tumor >4 cm, ili tumor koji fiksira glasnicu, ili tumor koji se $iri u jednjak
T4a |lokalno uznapredovala bolest
tumor infiltrira okolne strukture: tiroidnu/krikoidnu hrskavicu, hioidnu kost,
Stitnu Zlijezdu ili meka tkiva sredi$njeg dijela vrata
T4b |izrazito lokalno uznapredovala bolest
tumor zahvaca prevertebralni prostor, karotidnu arteriju ili se $iri
u medijastinum
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Larinks

Tablica 4. Veli¢ina primarnog tumora larinksa prema TNM klasifikaciji

Tx |veli¢ina primarnog tumora ne moze Se procijeniti

TO |bez znakova primarnog tumora

T1 |tumor ogranicen na jedan segment supraglotisa uz normalnu mobilnost glasnice

T2 |tumor zahvaca sluznicu vise od jednog segmenta supraglotisa ili glotisa,
ili regije u neposrednoj blizini (npr. sluznice baze jezika, valekule, medijalnog
zida piriformnog sinusa), bez fiksacije hemilarinksa

T3 |tumor ogranic¢en na larinks, s fiksacijom hemilarinksa i/ili infiltracijom
postkrikoidne regije, preepiglotskog ili paraglotskog prostora, i/ili infiltracijom
unutarnjeg korteksa

T4a |lokalno uznapredovala bolest
tumor prolazi kroz tiroidnu hrskavicu i/ili infiltrira okolne strukture (traheju,
meka tkiva vrata ukljucujuéi duboke misice jezika, infrahioidnu muskulaturu,
Stitnu zlijezdu ili jednjak)

T4b |izrazito lokalno uznapredovala bolest
tumor zahvaca prevertebralni prostor, karotidnu arteriju ili se $iri medijastinalno
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Tablica 5. Veli¢ina primarnog tumora supraglotisa prema TNM klasifikaciji

T1

tumor ogranic¢en na jedan segment supraglotisa uz normalnu mobilnost glasnice

T2

tumor zahvaca sluznicu vise od jednog segmenta supraglotisa ili glotisa, ili
regije u neposrednoj blizini (npr. sluznice baze jezika, valekule, medijalnog zida
piriformnog sinusa), bez fiksacije hemilarinksa

T3

tumor ogranicen na larinks, s fiksacijom hemilarinksa i/ili infiltracijom
postkrikoidne regije, preepiglotskog ili paraglotskog prostora, i/ili infiltracijom
unutarnjeg korteksa

T4a

lokalno uznapredovala bolest

tumor prolazi kroz tiroidnu hrskavicu i/ili infiltrira okolne strukture (traheju,
meka tkiva vrata ukljucujuci duboke misice jezika, infrahioidnu muskulaturu,
Stitnu Zlijezdu ili jednjak)

T4b

izrazito lokalno uznapredovala bolest

tumor zahvaca prevertebralni prostor, karotidnu arteriju ili se $iri medijastinalno
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Tablica 6. Veli¢ina primarnog tumora glotisa prema TNM klasifikaciji

T1

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

Tla

tumor zahvaca jednu glasnicu

T1lb

tumor zahvaca obje glasnice

T2

T3

tumor ogranicen na larinks s fiksacijom glasnice i/ili infiltracijom paraglotskog
prostora i/ili prisutnom infiltracijom unutarnjeg korteksa tiroidne hrskavice

T4a

lokalno uznapredovala bolest

tumor prolazi kroz tiroidnu hrskavicu i/ili infiltrira okolne strukture (traheju,
meka tkiva vrata ukljucujuéi duboke misice jezika, infrahioidnu muskulaturu,
Stitnu zlijezdu ili jednjak)

T4b

izrazito lokalno uznapredovala bolest

tumor zahvaca prevertebralni prostor, karotidnu arteriju ili se $iri medijastinalno
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Tablica 7. Veli¢ina primarnog tumora subglotisa prema TNM Kklasifikaciji

T1 |tumor ograni¢en na subglotis
T2 |tumor se Siri na jednu ili obje glasnice uz normalnu ili poremeéenu mobilnost
glasnice
T3 |tumor ogranicen na larinks s fiksacijom glasnice
tumor prolazi kroz tiroidnu hrskavicu i/ili infiltrira okolne strukture (traheju,
meka tkiva vrata ukljucujuéi duboke misice jezika, infrahioidnu muskulaturu,
Stitnu Zlijezdu ili jednjak)
T4a |lokalno uznapredovala bolest
tumor prolazi kroz tiroidnu hrskavicu i/ili infiltrira okolne strukture (traheju,
meka tkiva vrata ukljucujuci duboke misice jezika, infrahioidnu muskulaturu,
Stitnu Zlijezdu ili jednjak)
T4b |izrazito lokalno uznapredovala bolest
tumor zahvaca prevertebralni prostor, karotidnu arteriju ili se Siri medijastinalno

1.6.2. Klasifikacija regionalnih metastaza — N stadij bolesti

Prisutnost metastaza u limfnim ¢vorovima vrata jedan je od najvaznijih prognostic¢kih
¢imbenika u bolesnika s planocelularnim karcinomom glave i vrata. Pri postavljanju
dijagnoze gotovo polovica bolesnika ima regionalne metastaze, §to im u istom omjeru

umanjuje vjerojatnost prezivljenja. Stoga je precizno odredivanje statusa limfnih ¢vorova

vrata izuzetno vazno za uspjeh onkoloskog lijeCenja.

Limfni ¢vorovi vrata dijele se na obje strane vrata u pet glavnih regija, dok je Sesta u

srediSnjem dijelu vrata, a sedma predstavlja limfne ¢vorove gornjeg medijastinuma.
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Tablica 8. Podjela limfnih ¢vorova vrata po skupinama

Skupina |
IA submentalni limfni ¢vorovi — izmedu prednjeg trbuha digastricnog misica 1 hioidne kosti

IB submandibularni limfni ¢vorovi — u trokutu omedenim prednjim i1 straznjim trbuhom
digastricnog misi¢a i donjim rubom mandibule

Skupina Il

gornji jugularni ¢vorovi — 0ko unutarnje jugularne vene od baze lubanje do visine bifurkacije
karotide, te hioidne kosti, ispred lateralnog ruba sternokleidomastoidnog miSi¢a, a iza
lateralnog ruba sternohioidnog misica, akcesorni zivac dijeli regiju na medijalni (IIA), te
lateralni (11B) dio

Skupina Il

srednji jugularni ¢vorovi — oKo unutarnje jugularne vene od visine hioidne kosti do
omohioidnog misi¢a do donjeg ruba krikoida, straga do lateralnog ruba
sternokleidomastoidnog misic¢a, a naprijed do lateralnog ruba sternohioidnog misica

Skupina IV

donji jugularni ¢vorovi — oko unutarnje jugularne vene od donjeg ruba krikoidne hrskavice
do klavikule, straga do lateralnog ruba sternokleidomastoidnog misSi¢a, a naprijed do
lateralnog ruba sternohioidnog misica

Skupina V

straznji trokut vrata — u trokutu koji omeduju straznji rub sternokleidomastoidnog misica,
prednji rub trapezoidnog miSica 1 klavikula, akcesorni Zivac dijeli regiju na gornji (VA) te
doniji dio (VB)

Skupina VI

sredi$nji dio vrata — prelaringealni, pretrahealni, paratrahealni te ¢vorovi traheoezofagealnog
prijelaza, hioid je cefali¢na granica, sternum kaudalna, a karotide lateralne granice

Skupina VII

gornji medijastinalni ¢vorovi — ¢vorovi prednjeg gornjeg medijastinuma
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Rizik pojave metastaza tumora glave i vrata u regionalne vratne limfne ¢vorove ovisi o

tri ¢imbenika: stadiju primarnog tumora (T), lokalizaciji i patohistoloskim karakteristikama.

U stadiju T1 rizik za pojavu metastaza je manji od 15 posto, za T2 iznosi od 15 do 30

posto, a T3 od 30 do 50 posto. Kod T4 tumora rizik je veéi od 75 posto.

Gledano prema svim lokalizacijama karcinoma glave i vrata, rizik raste od usne
Supljine gdje je najnizi, preko orofarinksa pa do hipofarinksa gdje su metastaze u trenutku
dijagnoze najcesce. Za pojavu metastaza larinksa i farinksa rizik raste od medijalnom prema
lateralnom. Tako tumori glasnica vrlo rijetko metastaziraju, nasuprot tumoru lateralnog zida
farinksa i hipofarinksa kod kojih se metastaze nalaze u dvije tre¢ine bolesnika u trenutku kad

je bolest otkrivena.

Gledano patomorfoloski, endofiti¢ni tumori imaju veéi metastatski potencijal od
egzofitiénih tumora. Slabija diferenciranost tumora povecava vjerojatnost pojave regionalnih

metastaza.

Planocelularni karcinomi glave i vrata metastaziraju u limfne ¢vorove vrata po
predvidljivom obrascu: tumori larinksa i farinksa metastaziraju u skupine II, Il i 1V na istoj
strani gdje je i primarni tumor. Tumori koji prelaze medijalnu liniju nerijetko metastaziraju na
obje lateralne strane vrata. lako ne prelaze medijalnu liniju, karcinomi medijalnog zida

hipofarinksa ¢esto metastaziraju i u limfne ¢vorove suprotne strane vrata.
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Tablica 9. Stadiji limfnih ¢vorova vrata (N) prema TNM Kklasifikaciji

NX | prisutnost klinicki pozitivnih limfnih ¢vorova ne moze se odrediti

NO | nema klini¢ki pozitivnih limfnih ¢vorova

N1 | metastaza u jednom limfnom ¢voru na istoj strani vrata < 3 cm

N2 | metastaza u jednom limfnom ¢voru na istoj strani vrata >3 cm,a<6 cmu
najveéem promjeru, viSe metastaza u ¢vorovima iste strane vrata, <6 cmu
najvecem promjeru, ili metastaze u obostranim ili ¢vorovima suprotne strane,
< 6 cm u najveem promjeru

N2a | metastaza u jednom limfnom ¢voru iste strane vrata > 3 cm, a < 6 cm u najveéem
promjeru

N2b | vise metastaza u limfnim ¢vorovima na istoj strani, < 6 cm u najve¢em promjeru

N2c | metastaze obostrano ili u limfnim ¢vorovima suprotne strane <6 cmu
najveéem promjeru

N3 | metastaza veca od 6 cm u najveéem promjeru

1.6.3. Klasifikacija udaljenih metastaza — M stadij bolesti

Prema TNM klasifikaciji, odsutnost udaljenih metastaza oznacava se s M0, a dokaz

njihova postojanja s M1.

incidenciju udaljenih metastaza, no prema podacima iz literature incidencija je izmedu jedan i

50 posto. Udaljene metastaze znacajno utjecu na planiranje terapijskog pristupa, a jasno je da

Uvrijezeno je miSljenje da planocelularni karcinomi glave i vrata imaju relativno nisku

se negativno odraZavaju na preZivljenje bolesnika.

Pojavnost udaljenih metastaza ovisi 0 anatomskoj lokaciji tumora, stadiju tumora (T) i

uznapredovalosti metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima (N).
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Veliki broj pozitivnih ¢vorova vrata koji infiltriraju unutarnju jugularnu venu te
zauzimaju supraklavikularnu regiju vrata povecavaju rizik rasapa tumora, kao i veliki tumori s

pozitivnim resekcijskim rubovima.

Udaljene metastaze najcesce su u plu¢ima (66 posto), kostima (22 posto), jetri (deset

posto), potom kozi i limfnim ¢vorovima vrata medijastinuma.

1.6.4. Ukupan stadij bolesti prema TNM Kklasifikaciji

Po odredenju TNM statusa raznim dijagnostickim postupcima (histoloska verifikacija,

slikovne metode) odreduje se i klinicki stadij bolesti (Tablica 10).

Tablica 10. Ukupan stadij bolesti prema TNM Kklasifikaciji

Stadij T N M
0. Tis NO MO
. T1 NO MO
. T2 NO MO
1 T3 NO MO

T1 N1 MO
T2 N1 MO
T3 N1 MO
IVA T4a NO MO
T4a N1 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N2 MO
T4a N2 MO
IVB Tab N1-N3 MO
T1-T4 N3 MO
IVC T1-T4 N1-N3 M1
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1.7. Planiranje lijeCenja i prognoza

Nakon  provedenog  dijagnostickog  postupka, patohistoloska  dijagnoza,
uznapredovalost 1 lokalizacija tumora te opce stanje bolesnika faktori su koji ¢e odluciti o
planu lijeCenja. LijeCenju se mora pristupiti multidisciplinarno, uklju¢ivanjem kirurga,
onkologa, radioterapeuta, stomatologa, logopeda, dijetetiCara, psihoterapeuta i
rehabilitacijskih terapeuta. Taj konzilij stru¢njaka trebao bi sudjelovati pri donoSenju
terapijskih odluka tijekom cijelog lije¢enja (130). Slozeni slucajevi karcinoma glave 1 vrata
trebaju biti lijeCeni u velikim centrima gdje je za ocekivati visi stupanj interdisciplinarne
struénosti (131), sto potvrduju i rezultati istrazivanja prema kojima je bolja petogodis$nja stopa
prezivljenja potvrdena kod lijeCenja u tercijarnim centrima, iako kod pacijenata prethodno

nije bilo razlika u prognostickim ¢imbenicima (131, 132).

Kurativna terapija usmjerena je na izlje¢enje bolesnika te najéesé¢e kombinira kirurski
postupak uz zracCenje i kemoterapiju, iako je u ranim stadijima nekih oblika bolesti samo

kirurgija ili radioterapija dostatan kurativni postupak.

Palijativna je terapija namijenjena onim bolesnicima u kojih izljecenje nije moguce.
Nerijetko je potreba za takvim oblikom lije¢enja evidentna ve¢ pri postavljanju dijagnoze, a
nemali je broj bolesnika u kojih se usprkos radikalnom lije¢enju bolest vratila pa je u nastavku
potrebna palijacija: krucijalna je redukcija boli 1 odrzanje kvalitete zivota na §to je viSoj razini
moguce. Da bi se to postiglo, simptomatsko lijeCenje nerijetko prate i1 kirurSki postupci te

radioterapija.

Najvazniji prognosticki faktori, o kojima djelomi¢no ovisi i nacin lije¢enja, su
lokalizacija tumora, TNM status, resekcijski rubovi tumora, broj pozitivnih limfnih ¢vorova u

disektatu te ekstrakapsularno, perineuralno i perivaskularno Sirenje tumora.

U ranom, I. i Il. stadiju bolesti otkriva se od 30 do 40 posto bolesnika s karcinomima
glave i vrata, a oCekivano je da ¢e njih od 70 do 90 posto biti izlijeceno bilo kirurSkom
resekcijom, bilo radioterapijom. Radioterapija i kirurgija rezultiraju slicnim stopama
uspjesnosti lijecenja i prezivljenja; odabir terapije obi¢no se temelji na kirurSkoj dostupnosti

tumora 1 funkcionalnom ishodu lijecenja, odnosno postoperativnom morbiditetu.

Vecina bolesnika, njih 60 do 70 posto, u trenutku postavljanja dijagnoze nalazi se u
uznapredovalom stadiju bolesti (stadij 111 i IV). Zbog visokog rizika pojave lokalnog recidiva

i udaljenih metastaza, nuzan je kombinirani pristup lijeCenja kako bi se dugoroc¢no
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optimizirala pretpostavka kontrole bolesti (133, 134). Ovi kombinirani pristupi najcesce
ukljucuju primarno kirursko lijeCenje, nakon cega slijedi postoperativna radioterapija ili
kemoterapija. Ostali kombinirani pristupi uklju¢uju indukcijsku kemoterapiju koja prethodi
kirurSkom lije¢enju, kemoterapiju bez kirurskog zahvata i sekvencijsku terapiju (indukcijska
kemoterapija na koju se nastavlja standardna kemoterapija). Odluke o optimalnom lijeGenju
zahtijevaju multidisciplinarni pristup. Na njih svakako utjeCe i bolesnik (komorbiditet,
sklonost prema vrsti lijeCenja) i spremnost prihvacanja funkcionalnih oSte¢enja nakon
lijeCenja. Pri odabiru terapije treba uzeti u obzir i tehnologiju dostupnu u ustanovi u kojoj se

bolesnika lijeci.
Orofarinks

U pocetnim stadijima bolesti (I i II) postize se ista razina prezivljenja radioterapijom
ili kirurgijom, a izbor postupka ovisi uglavnom o lokalizaciji primarnog tumora. Odabir
terapijskog pristupa u bolesnika s uznapredovalom bolesti (stadiji III i IV) izuzetno je slozen.
Nema velikih randomiziranih studija koje usporeduju o¢uvanje funkcije organa primjenom
kombinacije kemoterapije i radioterapije u odnosu na kirurSki pristup pracen radijacijom ili

kemoterapijom u bolesnika s lokalno uznapredovalim orofaringealnim karcinomom.

Tehnika oCuvanja funkcije organa dovela je do dominacije kemoradioterapijskog
pristupa u lije¢enju, dok je kirurSka terapija u pricuvnoj funkciji, ukoliko se lijeCenjem

kemoradioterapijom ne postigne zadovoljavajuéi u¢inak (135, 136, 137, 138).
Hipofarinks i larinks

Svega jedan do dva posto svih karcinoma hipofarinksa otkrije se u I. ili Il. stadiju
bolesti. Radioterapija je terapija izbora u ranom stadiju bolesti, jer osigurava ocuvanje
larinksa u visokom postotku, uz istovremeno lije¢enje regionalnih limfnih ¢vorova. Odabrani
slu¢ajevi mogu biti kirurski lijeceni, uz obveznu eksploraciju vrata, zbog visoke ucestalosti
okultnih metastaza. 1z istog razloga preporucuje se kasnije radioterapijsko lijecenje.
Prezivljenje u bolesnika lijeCenih radioterapijom usporedivo je s onima lije¢enim radikalnom
laringektomijom ili postednom kirurgijom (139), dok rezultati nekih studija ukazuju da je

moguce sacuvati funkcionalnost transoralnim pristupom uz postizanje istog ishoda (140, 141).

U ranom stadiju laringealnog karcinoma radioterapija i postedna kirurgija larinksa
visoko su i1 podjednako ucinkovite. Prema dosadasnjim studijama, petogodisnje prezivljenje

za oba terapijska postupka je oko 90 posto za stadij | i oko 80 posto za stadij Il (142).
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Prednost je na strani radioterapije zbog funkcionalnih razloga, odnosno boljeg oCuvanja glasa,
no u slucaju neuspjeha kirurSko lijeCenje je neminovno. U bolesnika s uznapredovalim
tumorima hipofarinksa i larinksa, unato¢ pokuSajima ocuvanja organa provodenjem
kemoterapije i radioterapije, provodenje radikalnog kirurskog lije¢nja s postoperativnom

kemoterapijom i/ili radioterapijom i dalje dominira (143, 144).

Gledaju¢i po segmentima larinksa, prisutne su neke razlike koje treba posebno

naglasiti.
Supraglotis

Kod supragloti¢nih karcinoma u ranim stadijima bolesti terapija izbora je radioterapija
ili kirurgija, ¢ime se postize djelotvorna pocetna lokalna kontrola bolesti u 90 posto bolesnika
s |. stadijem bolesti i 80 posto bolesnika sa stadijem Il (145), ali petogodisnje prezivljenje je
od 55 do 75 posto (146). Radioterapija ukljucuje i limfne ¢vorove vrata, dok je kirurgija
nerijetko kombinirana s postoperativnom iradijacijom operacijskog podrucja i vrata, ¢ime se
postize visok postotak lokoregionalne kontrole bolesti (88 posto u tri godine) i dobar

funkcionalni ishod u 90 posto bolesnika (147).
Glotis

Terapija izbora kod ranih karcinoma glotisa je zraCenje ili minimalno invazivna
kirurgija, a petogodi$nje prezivljenje iznosi oko 95 posto (148). Zbog minimalne limfne
drenaZe tog podrucja i vrlo niske incidencije okultno pozitivnih limfnih ¢vorova, preporucuje

se opservacija bez kirur§ke intervencije u podrucju vrata (149).
Subglotis

Primarni su tumori subglotisa vrlo rijetki, ¢esto asimptomati¢ni do uznapredovale faze.
Vrlo su agresivni s ¢estim prodorom izvan larinksa. To su razlozi zbog kojih je petogodisnje
prezivljenje opéenito nize pa za I. stadij iznosi 86, a za stadij 11 50 posto (150). Kao i kod
ostalih anatomskih regija larinksa, i karcinomi subglotisa se u poc¢etnom stadiju s jednakom
uspjesnoscu lijeCe kirurski ili radioterapijom, dok se oni uznapredovali lijece kirurski uz

postoperativno kemo i/ili radioterapijsko lijecenje.
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Kao $to je ve¢ reCeno za uznapredovale tumore farinksa i kod lijeCenja istih, radikalni
kirurski pristup Koji je podrazumijevao totalnu laringektomiju s poslijeoperativnim zracenjem
zamijenjen je kombinacijom kemoterapije i radioterapije, s ciljem da se saduva organ i
izbjegne mutilacija. Desetogodisnja studija u bolesnika s uznapredovalim laringealnim
karcinomom koji su lijeeni radikalnom laringektomijom nakon indukcijske kemoterapije nije
pokazala znacajne razlike u prezivljenju u usporedbi s bolesnicima koji su nakon indukcijske
kemoterapije lijeCeni radioterapijom. DesetogodiSnje prezivljenje u grupi s radioterapijom
bilo je 13 posto, a u grupi s kirurskim lijeCenjem 14 posto, uz napomenu da je u grupi s

iradijacijom 62 posto bolesnika zadrzalo normalan larinks (151).

Konkomitantna kemoradioterapija (istovremena primjena radioterapije i kemoterapije)
postigla je bolje rezultate u lokoregionalnoj kontroli bolesti, no s povetanim brojem

neobjasnjenih smrti medu bolesnicima lije¢enim po tom protokolu (152).

Bez obzira na sve gore navedeno te na protokole lijeCenja u zapadnim zemljama, u
Hrvatskoj se, bez obzira na stadij bolesti, u vecini slucajeva jos uvijek daje velika prednost
primarnom kirurSkom lije€enju, nakon kojeg, ako je potrebno, slijede kemoterapijsko i

radioterapijsko lijecenje.
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1.8. Uloga i funkcija proteina NEDD9 u ljudskom tijelu

NEDD9 (engl. Neural precursor cell Expressed, Developmentally Downregulated 9)
je citoskeletni protein koji sudjeluje u prijenosu stani¢nih signala koji povezuju vanjske
stimulacijske signale s proteinima koji mogu direktno promovirati metastaze u tumorima.
Brojna istrazivanja pokazala su kako NEDD9 ima osnovnu ulogu u proliferaciji, apoptozi,

adheziji, migraciji i invaziji stanica (153).

lako do danas nema dokaza o tome kako NEDD9 ima enzimsku aktivnost,
identificirano je nekoliko strukturnin domena koji se nalaze u interakciji s razli¢itim
proteinima. NEDD9 gen se nalazi na ljudskom kromosomu 6p25-24 i kodira 843
aminokiseline. Regulacija ekspresije NEDD9 dinamiéan je i slozen proces koji ukljucuje
fosforilaciju, transkripcijsku aktivaciju i proteolizu te pokazuje direktan ili indirektan utjecaj
na razli¢ite bioloske procese. Fokalna adhezijska kinaza (FAK) i proteini obitelji Src bili su
prvi otkriveni enzimi koji sudjeluju u regulaciji NEDD9 fosforilacije. U procesu stani¢ne
adhezije, integrin prvo aktivira FAK, zatim aktivirani FAK, fosforilacijom tirozina blizu
NEDD?9 terminalne domene, stvara mjesta vezanja za Src, a jo§ daljnja fosforilacija dovodi do
opseznijeg stvaranja strukturne domene supstrata NEDD9. Fosforilacija NEDD9 omoguéava
njegovo vezanje s molekulama koje su povezane s migracijom i invazijom stanica te
proliferacijskim signalnim putevima. U odredenim tipovima karcinomskih stanica, cak 1 bez
aktivacije integrina, fosforilacija NEDD9 moZe nastati samo putem pretjerane ekspresije ili
aktivacije FAK i Src. Istrazivanje je pokazalo kako FAK djeluje kao aktivacijsko sredstvo za
NEDD?. Fosforilacija NEDD9 je pod utjecajem integriteta aktina citoskeleta. Puknuée aktina

s farmakoloskim tvarima moze dovesti do defosforilacije NEDD9 (153).

Ekspresija NEDD9 niska je u stanicama koje su u mirovanju, ali se znakovito
povecava kada stanice ulaze u stani¢ni ciklus. lako regulacija ekspresije NEDD?9 nije do kraja
pojasnjena, poznati su odredeni ¢imbenici indukcije koji reguliraju ekspresiju NEDDS9.
Transformirajuéi ¢cimbenik rasta § (TGF-f), kako se ¢ini, pojac¢ava razinu mRNA NEDD9 kao
i ekspresiju proteina. Zanimljivo je da signalni putevi TGF-f imaju ulogu u proteolizi
NEDD?O, a isto tako NEDD9 moze inhibirati signalni put TGF-f. Bliska povezanost NEDD9 1

TGF-B pokazuje njihovu vaznu ulogu u nastanku metastaza (153).
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1.8.1. Uloga proteina NEDD9 u migraciji, adheziji i invaziji stanica

Migracija stanica slozen je proces koji ukljuéuje promjenu polarnosti stanica,
nastajanje mikrofilamenata i mikrotubula i na kraju sloZeniju regulaciju koja obuhvaca
dinamiku stani¢nih membrana i nastanak adhezijskih plakova. NEDD9 je smjeSten u
stanicnom adhezijskom plaku i utjee na migraciju stanica putem regulacije interakcije
znakovitih molekula koje poticu migraciju stanica. Tijekom fizioloskih procesa poput onih
rasta i razvoja te kod upalnih procesa, migracija stanica ima pozitivan utjecaj, no tijekom
malignih procesa je migracija stanica pretjerano aktivirana. Nadalje je ustanovljeno kako
promjene u ekspresiji NEDD9 imaju vaznu ulogu u nepatoloskim pomacima stanica
hematopoetskog sustava, ali i u migraciji melanoma, karcinoma dojke i glioblastoma.
Istrazivanja su pokazala kako NEDD9 izravno regulira nastanak i prekid fokalne adhezije.
Daljnja su istrazivanja pokazala kako je interakcija NEDD9 i FAK kriti¢ni dogadaj tijekom
procesa migracije i invazije stanica. Takoder je dokazano kako NEDD9 moze doé¢i u
interakciju sa signalnim proteinima, koji se na taj nacin aktiviraju putem regulacije GTP
enzima i posljedi¢nog promoviranja migracije i invazije stanica. Razli¢iti pokusi in vitro
pokazali su kako pretjerana ekspresija NEDD?9 u razli¢itim tipovima stanica moze promovirati

migraciju stanica, dok smanjena ekspresija NEDD9 moze smanjiti kemotaksiju stanica (153).

Pretjerana ekspresija NEDD9 moze aktivirati nizvodne ¢imbenike poput mitogenima
aktiviran protein kinazu, izvanstani¢nu signalno-reguliranu kinazu % i INK. Pretjerana
ekspresija NEDD9 moze aktivirati odredene gene koji imaju ulogu u migraciji stanica, a koji
ukljuuju 1 matriksne metaloproteinaze, miozin kinazu lakih lanaca, gene povezane s
depolimerizacijom, Rho kinazu, Nck interaktivnu kinazu, receptore za TGF kao i receptore za
ErbB2/Her2/Neu. Iako do sada jasni uéinci ovih stani¢nih ¢imbenika nisu do kraja poznati,
dokazano je kako ¢imbenici poput matriksnih metaloproteinaza i1 proteina koji su povezani s

depolimerizacijom promoviraju migraciju i invaziju stanica (153).

1.8.2. Uloga proteina NEDD?9 u apoptozi stanica

Normalna apoptoza stanica zapo€inje cijepanjem kaspazama koje cijepaju druge
proteine 1 stani¢ne komponente. Apoptozu prate morfoloske promjene koje ukljucuju okrugli
oblik stanica, izbocenja stani¢ne membrane i raspad adhezijskog plaka. Cijepanje stani¢nih
komponenti koje je uzrokovano kaspazama moze dovesti do aktivacije ili inaktivacije ciljnih

molekula tijekom apoptoze stanica. NEDD9 i pl130Cas su ciljni proteini za cijepanje
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posredovano kaspazama. U tom smislu NEDD9 moze inhibirati aktivnost integrina §to znaci
da djeluje kao senzor u nastanku adhezijskih plakova. Sukladno tome, inhibicija integrina
moze dovesti do aktivacije kaspaza. U karcinomskim stanicama pretjerana ekspresija NEDD9
c-terminalnog 28kDa peptida moze potaknuti apoptozu stanica, kao §to t0 moze i pretjerana
ekspresija cijelog NEDD9 proteina. Pretpostavlja se da slabo cijepanje NEDD9 stvara malu
koli¢inu p28, sto dovodi do raspada adhezijskog plaka i apoptoze stanica. Tako u stanicama
karcinoma dojke NEDD9 promovira migraciju stanica i kona¢no dovodi do apoptoze, a
djelovanje NEDD9 usko je povezano sa stani¢nim ciklusom. DoduSe, istrazivanja na
stanicama glioma i melanoma pokazala su kako pretjerana ekspresija NEDD9 ne dovodi do
apoptoze. Moguce objasnjenje ovog nalaza je da je aktivacija puta prezivljenja stanica
neophodna u procesu izmjene metastatskog fenotipa u stanicama karcinoma. NEDD9 moze

promovirati metastaze stanica karcinoma tek nakon prijasnje aktivacije puteva prezivljenja

(153).

1.8.3. Uloga proteina NEDD9 u stani¢nom ciklusu

Ekspresija NEDD?9 je niska u mirnom stadiju i G1 stadiju stani¢nog ciklusa, postupno
se povecava u S stadiju i doseze vrhunac u G2/M stadiju. Ustanovljeno je kako se NEDD9
veéinom nalazi U centrosomu tijekom mitoze u G2 stadiju, a kada mitoza zapo¢ne pomice Se U
intermedijarnu zonu mitoze uzduz osi. Kada se citoplazma dijeli, NEDD9 se nalazi u
medutijelu. Pretjerana ekspresija NEDD9 moze povecati broj osi i centromera u fazi mitoze
Sto dovodi do neuspjeha u odvajanju citoplazme. Ipak, smanjena ekspresija NEDD9 mozZe
dovesti do preranog odvajanja centrosoma i nedostatne aktivacije tubulina tijekom procesa
odvajanja §to dovodi do neuspjeha u diobi stanice. Stanice s poremec¢enom ekspresijom
NEDD? ostaju u stadiju G1, sto je u skladu s razmisljanjem kako NEDD9 potice stanice da

udu u diobu, a uslijed prekida stani¢nog ciklusa stanice na kraju ulaze u apoptozu (153).
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1.8.4. Uloga proteina NEDD9 u drugim ljudskim patolo$kim stanjima

Nekoliko je istrazivanja pokazalo kako NEDD9, osim u procesima kancerogeneze,
ima ulogu i u drugim bolestima. NEDD9 je poviSeno reguliran u neuronima cerebralnog
korteksa i hipokampusa nakon prolazne globalne ishemije u Stakora. Potaknuti NEDD9 je
tirozinom fosforiliran i veze se za FAK u dendritima i somi neurona te promovira rast neurita,

Sto doprinosi oporavku neuroloske funkcije nakon cerebralne ishemije (153).

Nedavno je istrazivanje pokazalo kako je ekspresija NEDD9 povisena u osoba s
policisticnom bolesti bubrega kao i na mi§jem modelu. lako genetska ablacija NEDD9
neovisno ne utjeCe na citogenezu, konstitutivni nedostatak NEDD9 jako promovira nastanak
cista u miSjem modelu policisticne bolesti bubrega. Bioloske aktivnosti NEDD9 u
policisti¢noj bolesti bubrega odrazavaju aktivaciju Aurora A kinaze koja poti¢e resorpciju

cilija te tako ograni¢ava poremeceno signaliziranje (153).

Uz to, NEDD9 sudjeluje u razli¢itim procesima koji su povezani s imunoloSkim
sustavom poput signaliziranja T receptora, autoimunosti, kemotaksije, adhezije limfocita i
odgovora na virusne infekcije. Ukratko, NEDD9 je neovisno otkriven kao protein koji je jako

fosforiliran nakon adhezije na beta 1 integrinske receptore u T stanicama (153).

Na kraju se ¢ini kako NEDD9 kao intracelularni protein nije pogodna meta za
imunoterapiju karcinoma, ali budué¢i da sudjeluje u zrenju imunoloSkog sustava i
odgovoru/toleranciji antigena na podrazaj, nije iskljuCeno da ima ulogu u predvidanju

imunoloskog odgovora.
1.8.5. Uloga proteina NEDD9 u lije¢enju karcinoma

S obzirom na ulogu NEDD9 u raznim karcinomima, nekoliko je istrazivanja uzelo u
obzir njegovu ulogu kao cilja terapije. Uslijed manjka domene kinaze ili bilo koje kataliticke
domene i iz razloga §to se nalazi intracelularno, NEDD9 je teska molekula za ciljanje. U pre-
klinickim modelima specificno se inhibira sa siRNA ili shRNA, iako je dotok male

interferirajuée RNA u ljudi trenutno problematic¢an (153).

NEDD9 sluzi kao molekula za druge signalne proteine koji imaju vaznu ulogu u
nastanku karcinoma, a ucinak pretjerane ekspresije NEDD9 u podupiranju metastaza mogao
bi biti mitigiran inhibicijom visih regulatora ili donjih ciljeva. Predlozena je inhibicija FAK i
SRC, kao i ciljanje matriksnih metaloproteinaza ili uklanjanje hondroitin sulfata E s
hondroitinazom ABC (153).
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1.8.6. Uloga proteina NEDD9 u drugim karcinomima
1.8.6.1. Uloga proteina NEDD9 u gastrointestinalnim karcinomima

Pozitivna ekspresija NEDD9 u tkivu karcinoma jednjaka bila je znakovito visa u
usporedbi s prekanceroznim i normalnim tkivom, po navodu Zhanga i sur. (154). Isti autor sa
sur. (155) je, uz pomo¢ imunohistokemije i tehnike tkivne mikromatrice, odredio NEDD9 i
fokalnu adhezijsku kinazu (FAK) te ustanovio povecanu ekspresiju NEDD9 i FAK u tkivu
karcinoma Zeluca u odnosu na okolno zdravo tkivo. Nadalje je visoka ekspresija NEDD9
korelirala s dobi bolesnika, veli¢inom tumora, mjestu na kojem se nalazio isti, dubinom
invazije, invazijom krvnih Zila, metastazama u limfne ¢vorove i udaljenim metastazama.
Multivarijantna analiza pokazala je kako je ekspresija NEDD9 bila neovisan prognosticki
¢imbenik u bolesnika s karcinomom zeluca. Kumulativno petogodisnje prezivljenje bolesnika
koji su imali povecanu ekspresiju NEDD9 i FAK bilo je znakovito nize u odnosu na one
bolesnike koji su imali smanjenu ekspresiju oba biljega. Cini se kako ekspresija NEDD9
implicira progresiju karcinoma zeluca. Isti autori (155) zakljucuju kako, na temelju TNM
stadija, NEDD9 i FAK mogu biti prognosti¢ki ¢imbenici koji pokazuju veli¢inu tumorske

progresije i prognozu u bolesnika s karcinomom Zzeluca.

Karabulut i sur. (156) su, uz pomo¢ enzimskog imunotesta, mjerili razinu NEDD9 u
serumu te ustanovili kako su srednje vrijednosti NEDD9 u bolesnika s karcinomom zeluca
bile indikativno povisene u odnosu na serumske vrijednosti NEDD9 u kontrolnoj skupini. Isti
autori (156) nisu ustanovili znakovite razlike s obzirom na klini¢ko-patoloske i laboratorijske
nalaze. Serumska razina NEDD9 imala je znakovit utjecaj na period bez bolesti, ali nije bilo
povezanosti s ukupnim prezivljenjem i razinom NEDD9. Takoder, nije bilo povezanosti
izmedu razine NEDD9 i odgovora na kemoterapiju. Isti autori (156) zaklju¢uju kako razina

NEDD9 moZe biti dijagnosticki biljeg u bolesnika s karcinomom zeluca.

Nadalje su Feng i sur. (157), uz pomo¢ imunohistokemije, Western blota i reakcije
lanCane polimeraze, ustanovili kako se ekspresija NEDD9 dramaticno povecala u tkivima
karcinoma Zeluca i staniénim linijama te je ujedno bila znakovito povezana s nastankom

karcinoma zeluca.

Liu i sur. (158) su dokazali kako je ekspresija NEDD?9 bila znakovito povisena u tkivu
karcinoma Zzeluca u usporedbi s normalnim tkivom i benignim lezijama Zeluca. PoviSena
ekspresija NEDD9 bila je u znakovitoj korelaciji s visokom preoperativnom razinom

karcinoembrijskog antigena (CEA), slabijom diferencijacijom tumora, invazijom tkiva,
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prisutnim metastazama u limfne Cvorove 1 uznapredovalijim TNM stadijem. PoviSena
ekspresija NEDD9 pozitivno je korelirala s kra¢im ukupnim petogodi$njim prezivljenjem
bolesnika te prije spomenuti autori (158) navode kako NEDD9 moze biti Koristan biljeg u

prognoziranju bolesnika s karcinomom Zzeluca.

Shi i sur. (159) su, na temelju imunohistokemijskog bojanja, pokazali kako postoji
povecana ekspresija NEDD9 u tkivu karcinoma Zeluca u odnosu na prekancerozne lezije
zeluca kao i u odnosu na normalno tkivo Zeluca. Razina ekspresije NEDD9 bila je usko
povezana s loSom diferencijacijom, krvozilnom invazijom, dubinom invazije te je pozitivno
korelirala s TNM stadijem na nacin da je u uznapredovalijim stadijima odnosno TNM-u
postojala povecana ekspresija NEDD9. Postojala je, osim toga, znakovita povezanost izmedu

povisene ekspresije NEDD9 i lo§ije prognoze u bolesnika s karcinomom Zeluca.

Dai i sur. (160) zakljucili su kako NEDD9 moze biti biljeg u procjeni agresivnosti
karcinoma i pomo¢i u odabiru aktivnih tvari koje bi usporile napredovanje tumora. Li i sur.
(161) su na temelju imunohistokemije pokazali kako je visoka ekspresija NEDD9 (u 68 od 92
uzorka kolorektalnog karcinoma) bila prisutna u samo 12 od 92 uzorka normalnog tkiva.
Daljnja je analiza podataka pokazala kako je ekspresija NEDD9 znakovito korelirala s
uznapredovalim TNM stadijem, pT stadijem, pN i pM statusom. Bolesnici koji su imali visu
ekspresiju NEDD9 imali su znakovito krace vrijeme preZivljenja. Multivarijantna analiza
pokazala je kako je eckspresija NEDD9 neovisan prognosticki ¢imbenik za ukupno
prezivljenje bolesnika te isti autori zakljuc¢uju kako je NEDD9 moguci prognosticki ¢imbenik

i cilj novih terapija u lijecenju bolesnika s kolorektalnim karcinomom.

Nadalje su Kim i sur. (162) pokazali kako je NEDD9 jako izrazen u kultiviranim
stanicama kolorektalnog karcinoma koje su podvrgnute hipoksiji, kao i u hipoksi¢nim
uzorcima ljudskog kolorektalnog karcinoma. A Xia i sur. (163) su pokazali kako u stanicama
kolorektalnog karcinoma upalni medijator prostaglandin E2 dovodi do pretjerane ekspresije
NEDD?9 1 posljedi¢ne proliferacije stanica, progresije stani¢nog ciklusa i rasta tumora, $to

nastaje kao posljedica interakcije izmedu NEDD9 s mitotickom kinazom Aurora A.

Nekoliko je autora proucavalo ulogu NEDD9 u hepatocelularnom karcinomu. Tako su
Zhou i sur. (164) ustanovili kako je visoka ekspresija NEDD9 bila povezana s invazivno$éu
hepatocelularnog karcinoma. Stoga isti autori zaklju¢uju kako NEDD9 moze promovirati

metastaze, ali i biti terapijski cilj u lijeenju hepatocelularnog karcinoma.
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Wang i sur. (165) su ustanovili kako je pojacana ekspresija NEDD9 promovirala
migraciju, invaziju i adheziju stanica na izvanstani¢ni matriks u stanicama hepatocelularnog
karcinoma. Nadalje, Lu i sur. (166) su, uz upotrebu reakcije lan¢ane polimeraze i western blot
analize te imunohistokemije, pokazali kako su NEDD9 mRNA i ekspresija proteina u tkivu
hepatocelularnog karcinoma bili znakovito vi$i u odnosu na zdravo tkivo jetre. Visoka
ekspresija NEDD9 korelirala je s veéim tumorima, uznapredovalijim stadijem tumora,
metastazama, intrahepatalnom venskom invazijom, kraéim periodom bez recidiva i kra¢im
ukupnim prezivljenjem. Isti autori (166) zakljucuju kako NEDD9 moze biti neovisan

prognosticki Cimbenik prezivljenja bolesnika s hepatocelularnim karcinomom.

1.8.6.2. Uloga proteina NEDDS9 u karcinomu bubrega

Wang i sur. (167) su, uz pomo¢ kvantitativne reakcije lanane polimeraze i
imunohistokemije, ustanovili nisku ekspresiju NEDD9 u normalnom tkivu bubrega, ali i
visoku ekspresiju NEDD9 u tkivu karcinoma bubrega. Visoka ekspresija NEDD9 rezultira
znatno kra¢im prezivljenjem u usporedbi s pacijentima u kojih je ekspresija NEDD9
normalna. Njihovi podaci sugeriraju da je NEDD9 moguéi novi cilj u lijeCenju metastaza i

prevenciji pojave novih, kao i recidiva karcinoma bubrega.

1.8.6.3. Uloga proteina NEDD9 u karcinomu plué¢a

Precizna uloga i mehanizmi povezani s NEDD9 posredovanim metastazama plu¢a nisu
jo$ uvijek razjasnjeni. Stoga su Jin i sur. (168) napravili istrazivanje u kojem su ustanovili
kako NEDD9 promovira migraciju karcinomskih stanica pluca i invaziju karcinoma te navode
kako je NEDD9 vazan medijator koji promovira metastaze u oboljelih od karcinoma pluca.

Taj nalaz su potvrdili i Okon i sur. (169).

Daljnjim su istrazivanjem Miao i sur. (170) ustanovili pozitivnu korelaciju pretjerane
NEDD9 ekspresije s metastazama u limfne ¢vorove u bolesnika s ne-malim stanicama
karcinoma plu¢a. Dokazali su kako je ukupno prezivljenje ovih bolesnika koji su imali
pretjeranu ekspresiju NEDD9 bilo znakovito kra¢e u odnosu na bolesnike koji su imali
normalnu ekspresiju NEDD9. Nakon multivarijatne analize podataka, pretjerana ekspresija
NEDD?9 i TNM stadij pokazali su se u ovih bolesnika kao neovisni prognostic¢ki ¢imbenici za
ukupno prezivljenje. Isto su potvrdili Feng i sur. (171), koji su pokazali kako je povecana
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ekspresija NEDD?9 bila povezana s malignom progresijom i metastazama. Kondo i sur. (172)
su dokazali kako je pretjerana ekspresija NEDD9 promovirala metastaze u pluca, doduse kod
miSeva. Kona¢no su univarijantna i multivarijantna analiza pokazale kako postoji jaka
povezanost izmedu NEDD9 ekspresije i prezivljenja bez recidiva bolesti, kao i ukupnog
prezivljenja. Stoga se NEDD9 smatra obecavaju¢im biljegom u prognoziranju karcinoma

pluca, a njegova ekspresija moze promovirati nastanak metastaza.

1.8.6.4. Uloga proteina NEDD9 u karcinomu dojke

Loskutov i sur. (173) su validirali NEDD9 kao klinicki relevantan terapijski cilj za
lijeenje metastatskog karcinoma dojke. Stajduhar i sur. (174) ustanovili su povisenu
ekspresiju receptora hormona rasta kao i NEDD9 proteina u stromalnim i epitelnim
dijelovima unutar metastaza u aksilarne limfne ¢vorove u usporedbi s ne-metastatskim
tumorima te su na taj nacin dokazali kako ova dva biljega mogu biti biljezi agresivnosti
tumora. Osim prije navedenih autora, Kong i sur. (175) dokazali su kako je ekspresija NEDD9
bila ¢esto pojacana u triple negativnim podtipovima karcinoma dojke i u agresivnim
karcinomima dojke. Zatim su Bradshaw i sur. (176), na temelju saznanja kako estradiol ima
klju¢nu ulogu u karcinomu dojke, istrazivali povezanost ekspresije NEDD9 i ekspozicije
estrogenu te pokazali kako se upotrebom tamoksifena (anti-estrogena) smanjuje ekspresija
NEDDO koja se inace nakon tri dana ekspozicije estrogenu dramati¢no povecava. IstraZivanje
Izumchenka i sur. (177) prvi put dokazuje in vivo ulogu NEDD?9 u progresiji karcinoma dojke

te sugerira kako NEDD9 moZe biti biljeg za progresiju tumora.

1.8.6.5. Uloga proteina NEDD9 u malignom melanomu

Povezanost izmedu pretjerane ekspresije NEDD9 i metastatskog potencijala dobro je
dokumentirana u melanomu. Rambow i sur. (178) su pokazali kako je NEDD9 direktni cilj
miR-125b, koji je ukljuéen u modulaciju migracije i invazije stanica melanoma. Ulogu
NEDD9 u malignom melanomu su proucavali i Kim i sur. (179) te su ustanovili kako je
NEDD?9 pojacao invaziju karcinomskim stanicama in vitro, a metastaze in vivo u normalnim i
promijenjenim melanocitima. Osim toga, isti autori (179) navode kako je NEDD9 ekspresija
znakovito veca u ljudskim uzorcima metastatskog melanoma u odnosu na primarne melanome

te da je razina ekspresije NEDD9 veca od 50 posto u primarnim melanomima u odnosu na
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benigne madeze. Sve navedeno jasno ukazuje da je pretjerana ekspresija NEDD9 vazna u

tumorigenezi malignog melanoma.

1.8.6.6. Uloga proteina NEDD9 u cervikalnom karcinomu

Sima i sur. (180) ustanovili su pojacanu ekspresiju NEDD9 u krvi bolesnica s
cervikalnim karcinomom u usporedbi sa zdravim cervikalnim tkivom, kao i povezanost
ekspresije NEDD9 s histoloskim stadijem tumora i metastazama u limfne ¢vorove te FIGO
(engl. International Federation of Gynecology and Obstetrics) klasifikacijom stadija
cervikalnog karcinoma. Isti autori (180) su ustanovili kako pretjerano izrazen NEDD9

promovira migraciju i invaziju u stanicama cervikalnog karcinoma.

1.8.6.7. Uloga proteina NEDD9 u karcinomu prostate

Morimoto i sur. (181) su, u 45 uzoraka karcinoma prostate i deset uzoraka zdravog
tkiva prostate, imunohistokemijski dokazali znakovitu pozitivnu korelaciju izmedu rezultata
NEDD9 bojanja i agresivnosti tumora (stadij po Gleasonu, serumska razina prostata
specifi¢nog antigena (PSA)). Rezultat NEDD9 bojenja u primarnom karcinomu prostate s
koStanim metastazama bio je znakovito vis$i u odnosu na karcinom prostate bez metastaza. Isti

autori (181) zakljucuju kako NEDD9 moze biti klju¢ni ¢imbenik u lijeCenju metastatskog

.....

1.8.6.8. Uloga proteina NEDD9 u gliomu, glioblastomu i neuroblastomu

Jako invazivno ponaSanje stanica glioblastoma povezano je s ekspresijom NEDD?9,
navode Natarajan i sur. (182). U stanicama neuroblastoma deplecija NEDD9 znakovito je

smanjila migraciju stanica, izvjestavaju Zhong i sur. (183).

Speranza i sur. (184) ustanovili su kako je oko 50 posto bolesnika s gliomom niskog stupnja
imalo veéu ekspresiju NEDD9 u usporedbi s normalnim tkivom mozga, a period bez
progresije bolesti je bio krac¢i u ovih bolesnika u odnosu na one koji su imali snizene razine

NEDD?Q. Isti autori (184) sugeriraju mogucu ulogu NEDD?9 kao biljega u progresiji glioma.
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Nadalje su Syed i sur. (185) dokazali kako je poremecaj regulacije NEDD9, proteina

koji je ukljucen u migraciju stanica, vjerojatno prognosticki pokazatelj u progresiji glioma.

1.8.6.9. Uloga proteina NEDD?9 u leukemiji i limfomu

Uloga NEDD9 u nastanku hematoloskih malignih bolesti istrazivana je na nekoliko
misjih modela. Tako su Seo i sur. (186) ustanovili kako je bolest bila puno agresivnija u
miSeva kojima je nedostajao NEDD?Y. Isti autori (186) su pretpostavili da je to uslijed toga Sto
NEDD9 ima ulogu u ograni¢avanju ekstramedularne hiperplazije. 1zumchenko i sur. (187)
pokazali su kako je pojacana ekspresija kao i fosforilacija NEDD9 primijec¢ena u adultnim
leukemijama i limfomima T-stanica. Iwata i sur. (188) pretpostavljaju kako je povecana
ekspresija NEDD9 u adultnoj leukemiji/limfomu T-stanica posebno zanimljiva, jer NEDD9
moze doprinijeti infiltracijskim svojstvima leukemi¢nih stanica u ovoj bolesti koju

karakterizira opsezna infiltracija mnogih organa i tkiva s T-stanicama.
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2. Hipoteza

Povecana izrazenost proteina NEDD9 u bolesnika s planocelularnim karcinomima

glave 1 vrata pokazatelj je loSijeg prezivljenja.
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3. Ciljevi rada

Ciljevi rada bili su odrediti imunohistokemijsku izrazenost proteina NEDD9 u tkivima

bolesnika oboljelih od planocelularnih karcinoma glave i vrata, s obzirom na:

1. lokalizaciju primarnog karcinoma (orofarinks, hipofarinks, larinks)
2. prosirenost tumora (TNM) u trenutku postavljanja dijagnoze

3. stupanj diferenciranosti tumora (histoloski gradus)
4

. prezivljenje bolesnika.

48



4. Materijali i metode

U ovom retrospektivhom istrazivanju analizirala se imunohistokemijska izrazenost
proteina NEDD9 u planocelularnim karcinomima glave i vrata bolesnika operiranih i lijeCenih
na Odjelu za kirurgiju glave i vrata Zavoda za onkoloSku kirurgiju Klinike za tumore
Klinickog bolnickog centra Sestre milosrdnice u razdoblju od 2000. do 2006. godine.
Arhivirani patohistoloski materijal koristio se nakon odobrenja Etickog povjerenstva

Klini¢ckog bolni¢kog centra Sestre milosrdnice.

Ukupno je analiziran 131 bolesnik (128 muskaraca i tri zene, prosje¢ne dobi 62
godine, dok je raspon dobi iznosio 53-68 godina) s lokalizacijom primarnog tumora u

podrucju orofarinksa, hipofarinksa i larinksa koji su praceni najmanje pet godina.
Uvjeti za ukljucivanje u istrazivanje bili su:

1. patohistoloSka dijagnoza planocelularnog karcinoma glave 1 vrata (orofarinks,
hipofarinks i larinks)

2. bolesnik se prvi put lije¢i zbog karcinoma u podrucju glave i vrata, uz uvjet da je prvi
primijenjeni modalitet lijeCenja radikalna operacija (na kraju operacije prema
operativnom nalazu nema podatka o makroskopskom ostatku tumora)

3. dostupan materijal za analizu (parafinske kocke tumora iz arhive Odjela za onkoloSku
patologiju i klini¢ku citologiju Klinike za tumore Klinickog bolnickog centra Sestre
milosrdnice)

4. dostupan podatak o TNM stadiju bolesti u trenutku postavljanja dijagnoze

5. dostupni podaci o vrsti lijecenja 1 tijeku bolesti

6. dostupan podatak o prezivljenju i smrti bolesnika (iz povijesti bolesti te iz podataka

Registra za rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo).

Istrazivanje se provelo na uzorcima tkiva planocelularnih karcinoma glave i vrata
uklopljeninh u parafinske blokove iz arhive Odjela za onkolosku patologiju i klinicku

citologiju Klinike za tumore.

Uzorci tkiva obradeni su standardnim histoloskim postupkom, $to uklju¢uje 24 do 48-
-satnu fiksaciju tkiva u deset-postotnom puferiranom formalinu. Nakon fiksiranja u formalinu,
procesom pripreme tkiva kroz uzlaznu seriju alkohola i ksilola, tkivo je uklopljeno u parafin.

Nakon patohistoloske dijagnostike, stakla i parafinske kocke su arhivirane. Na tako
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pripremljenom preparatu ucinila se revizija patohistoloSske dijagnoze i odredio Stupanj

diferenciranosti tumora.

Dodatni rez svakog primarnog tumora debljine dva do tri mikrometra montirao se na
silaniziranim predmetnim staklima, koja su imunohistokemijski obojena upotrebom
primarnog misjeg anti-humanog protutijela na protein NEDD9 (klon 2G9, AbCam USA)
razrijedena u omjeru 1:50 u puferu za razrjedivanje (Antibody diluent, S2023, Dako Danska).
Prije pocetka metode preparat se oko 40 minuta susio u termostatu na 60 °C, nakon ¢ega je
deparafiniran i rehidriran zbog demaskiranja antigena. Svi postupci obavili su se istovremeno,
kuhanjem preparata 20 minuta u Tris/EDTA puferu pH 9 na 97 °C u PT link uredaju (Dako,
Danska).

Postupak imunohistokemijskog bojenja proveo se automatskom obradom u Dako

Autostainer Universal Staining System uredaju metodom streptavidin imuno peroksidaze.

Svi reagensi za imunohistokemijsko bojenje sadrzani su u vizualizacijskom paketu
EnVision Flex High pH (K8010, Dako Danska). Vizualizacija specifi¢ne reakcije ucinila se s
DAB (diaminobenzidin) kromogenom, a kontrastno obojenje hemalaun eozinom.

Imunohistokemijska reakcija ocitavala se pozitivhom u slu¢aju obojenja citoplazme
tumorskih stanica, prema preporuci proizvodaca. Analiza imunohistokemijske reakcije
izrazena je semikvantitativno odredivanjem indeksa bojanja (IB) koji je umnozak postotka

pozitivnih tumorskih stanica i intenziteta obojenja.

Postotak pozitivnih tumorskih stanica o€itavao se:

0 (negativna reakcija) — nema obojenja u citoplazmi tumorskih stanica

1 (slabo pozitivna reakcija) — do deset posto pozitivnih tumorskih stanica

2 (umjereno pozitivna reakcija) — od 11 do 50 posto pozitivnih tumorskih stanica

3 (jako pozitivna reakcija) — vise od 51 posto pozitivnih tumorskih stanica.

Intenzitet citoplazmatskog obojenja odreden je kao slab (1), umjeren (2) 1 jak (3).
Vrijednost IB kretao se u rasponu od 0 do 9. Dobivene IB vrijednosti 0, 1, 2 i 3 smatrane su

negativnim, dok su IB vrijednosti 4, 6 i 9 smatrane pozitivnim.
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Statisticka analiza podataka

Podaci su prikazani u tablicama 1 slikama. Nakon ispitivanja normalnosti
Kolmogorov-Smirnovovim testom, odlu¢eno je da se u analizama koriste neparametrijski
testovi. Kategoricke varijable prikazane su kao apsolutne frekvencije uz odgovarajuce udjele,
a kvantitativne varijable kroz medijane i interkvartilne raspone. U slucaju Fisher-Freeman-
-Haltonovog egzaktnog testa, kada je tablica slucajnosti veéa od 2 X 2, koristena je za analizu
razlika u kategorijskim klini¢kim parametrima izmedu ocjena NEDD?9 izrazenosti. Analiza
prezivljavanja Kaplan-Meier s Log-Rank (Mantel-Cox) testom koriStena je za analizu
prezivljavanja u vezi s ekspresijom NEDD9 tijekom 60 mjeseci pracenja, dok je predvideno
prezivljenje prikazano kroz prosjecne vrijednosti uz pripadajuci interval pouzdanosti od 95
posto. Nacinjen je Coxov proporcionalni model rizika za model prezZivljavanja za procjenu
multivarijantnog prediktivnog modela u odnosu na pracenje 1 predikciju smrtnog ishoda. Sve
P vrijednosti ispod 0,05 smatrane su znacajnim. Statistickim analizama 1 grafickim slikama
koriSten je softverski sustav za analizu podataka IBM SPSS Statistics, verzija 25.0

(https://www.ibm.com/analytics/spss-statistics-software).

S obzirom na vrlo slicno klinicko ponasanje i prezivljenje bolesnika s karcinomom
orofarinksa i hipofarinksa, oni se, za potrebe dijela statisticke analize, grupiraju u jednu
skupinu te tako dobivamo dvije skupine bolesnika, one s karcinomom orofarinksa i

hipofarinksa (n 69; 52,7 posto) te bolesnike s karcinomom larinksa (n 62; 47,3 posto).
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5. Rezultati
5.1. Analiza obiljeZja tumora odabranih za imunohistokemijsku obradu

Tablica 11. Klini¢ki i demografski pokazatelji ispitanika (n = 131)

. Negativna izrazenost: n (%) 26 (19,8)
NEDD 9 izrazenost Pozitivna izraZenost: n (%) 105 (80,2)
Larinks: n (%) 62 (47,3)
Lokalizacija tumora Orofarinks: n (%) 31 (23,7)
Hipofarinks: n (%) 38 (29,0)
1:n (%) 24 (18,3)
2: n (%) 57 (43,5)
T status 3n (%) 36 (27’5)
4: n (%) 14 (10,7)
. Pocetni (T1-T2): n (%) 81 (61,8)
T status (skupine) Uznapredovali (T3-T4): n (%) 50 (38,2)
0: n (%) 61 (46,6)
1:n (%) 13(9.9)
N status 2: 1 (%) 49 (37,4)
3:n (%) 8 (6,1)
. NO: n (%) 61 (46,6)
N status (skupine) N1, 2 ili 3: n (%) 70 (53,4)
MO: n (%) 131 (100,0)
M status M1: n (%) 0 (0,0
1: n (%) 20 (15,3)
Klini¢ki stadij bolesti 2:n (%) 20 (15,3)
(TNM) 3:n (%) 25(19,1)
4:n (%) 66 (50,4)
Klini¢ki stadij bolesti Pocetni (1-2): n (%) 40 (30,5)
(TNM,; skupine) Uznapredovali (3-4): n (%) 91 (69,5)
. . Bez radioterapije: n (%) 32 (24,4)
Radioterapija Postoperativno: n (%) 99 (75,6)
. Ne: n (%) 119 (90,8)
Kemoterapija Da: n (%) 12 (9,2)
- Ne: n (%) 57 (43,5)
Smrtni ishod Da: n (%) 74 (56,5)
Lokalni recidiv: n (%) 21 (28,4)
Uzfoci : Diseminacija: n (%) 13 (17,6)
zroct smrti Ostali uzroci indirektno povezani
P 40 (54,0)

s primarnom boleséu: n (%)

Dob (godine): medijan (IQR)* 62,0 (53,0-68,0)

BMI (kg/m2): medijan (IQR)* 23,9 (20,9-27,7)

Vrijeme preZivljenja (mjeseci): medijan (IQR)* 44,0 (12,0-60,0)

* IQR = interkvartilni raspon

52



Klinic¢ki 1 demografski pokazatelji ispitanika prikazani su u Tablici 1. Pozitivnu
izrazenost NEDD9 imalo je 105 (80,2 posto) ispitanika. Sijelo tumora u larinksu imalo je 62
(47,3 posto) ispitanika, uznapredovali T status (T3 i 4) 38,2 posto ispitanika, pozitivne
metastaze u limfne ¢vorove 53,4 posto ispitanika, uznapredovali klinicki stadij tumora 69,5

posto ispitanika te smrtni ishod 74 (56,5 posto) ispitanika.

Medijan dobi (interkvartilni raspon) iznosio je 62 (53,0-68,0) godina, dok je medijan

vremena prezivljenja svih ispitanika iznosio 44 (12,0-60,0) mjeseci.
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5.2. Analiza meduodnosa obiljeZja odabranih tumora

Tablica 12. Odnos lokalizacije i veli¢ine primarnog tumora (T): Fisher-Freeman-Haltonov

egzaktni test

Sijelo tumora
Hipofarinks + p

Lalfile Orofarinks
N % N %
1 14 22,6 % 10 14,5 %
T 2 21 33,9 % 36 52,2 %
T Kklasifikacija 3 17 274 % 19 275% 0,074
4 10 16,1 % 4 5,8 %
Pocetni (T1-T2) 35 56,5 % 46 66,7 %
T skupine Uznapredovali 0 on | 0,230
(T3-T4) 27 43,5 % 23 33,3%
T skupine

M Potetni (T1-T2)

100
B Uznapredovali (T3-T4)

80

60

Udio (%)

40

20

Larinks Orofarinks i hipofarinks

Sijelo tumora

Slika 8. Odnos lokalizacije i veli¢ine primarnog tumora (T)

Nisu zabiljeZene znacajne razlike izmedu lokalizacije i veli¢ine primarnog tumora.
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Tablica 13. Odnos lokalizacije tumora i metastaza u limfne ¢vorove na vratu (N): Fisher-

-Freeman-Haltonov egzaktni test

Sijelo tumora
. Hipofarinks +
Larinks Orofarinks ¥
N % N %
0 45 72,6 % 16 23,2 %
et s 1 5 8,1 % 8 11,6 %
N klasifikacija 5 12 19.4 % 37 53.6 % < 0,001
3 0 0,0 % 8 11,6 %
. NO 45 72,6 % 16 23,2 %
N skupine N1, 2 ili 3 17 | 274% | 53 |7680% | <2001
k .
skupine
100 BN
| IoK 213
80
g G0
)
=]
=2
40
20

Larinks Orofarinks i hipofarinks

Sijelo tumora

Slika 9. Odnos lokalizacije tumora i metastaza u limfne ¢vorove na vratu (N)
Kod tumora sa sijelom u orofarinksu i hipofarinksu znacajno su ¢es¢e pozitivni limfni ¢vorovi

na vratu (P <0,001).
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Tablica 14. Odnos lokalizacije tumora i klinickog stadija bolesti (TNM): Fisher-Freeman-

-Haltonov egzaktni test

Sijelo tumora
Hipofarinks + p

Lalfile Orofarinks
N % N %
1 14 22,6 % 6 8,7 %
Stadij: 2 14 22,6 % 6 8,7% 0.001
klasifikacija 3 14 22,6 % 11 15,9 % ’
4 20 32,3% 46 66,7 %
Stadij: Pocetni 28 45,2 % 12 17,4 % 0.001
skupine Uznapredovali 34 54,8 % 57 82,6 % ’
Stadij: skupine
100 W Poietni (T1-T2)
M Uznapredovali (T3-T4)
80
g 60
o
T
]
40
20

Larinks Orofarinks i hipofarinks

Sijelo tumora

Slika 10. Odnos lokalizacije tumora i klini¢kog stadija bolesti (TNM)

Kod tumora sa sijelom u orofarinksu i hipofarinksu znacajno su zastupljeniji uznapredovali

klinicki stadiji bolesti (P = 0,001).
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Tablica 15. Odnos lokalizacije i stupnja diferenciranosti tumora (PH gradus): Fisher-

-Freeman-Haltonov egzaktni test

Sijelo tumora
. Hipofarinks +
LELILE Orofarinks P
N % N %
1 13 21,0 % 2 2,9 %
PH gradus 2 40 64,5 % 41 59,4 % | <0,001
3 9 14,5 % 26 371,7%
PH
gradus
100 i
[ P
L E
80
S
2
o
2
40
20

Larinks

Orofarinks | hipofarinks

Sijelo tumora

Slika 11. Odnos lokalizacije i stupnja diferenciranosti tumora (PH gradus)

Kod tumora sa sijelom u orofarinksu i hipofarinksu znacajno je zastupljeniji gradus 3

(P <0,001).

57




5.3. Analiza prezivljenja

10 T skupine
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Vrijeme prezivljenja (mjeseci)

Slika 12. Prezivljenje ovisno o T stadiju bolesti: Kaplan-Meierova krivulja s log-rank testom
(P =0,567).

Nije bilo statisti¢ki zna¢ajne razlike u prezivljenju obzirom na T stadij (P = 0,567).
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Slika 13. Prezivljenje ovisno o N stadiju bolesti: Kaplan-Meierova krivulja s log-rank testom
(P <0,001)

Skupina bolesnika koja nije imala metastaze u limfne ¢vorove na vratu imala je prosje¢no
prezivljenje 47,9 (95 posto Cl 43,2-52,7) mjeseci u odnosu na N pozitivnu skupinu koja je
imala znacajno losije prezivljenje s prosjekom od 28,9 (95 posto Cl 23,8-34,1) mjeseci

(P <0,001).
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Slika 14. Prezivljenje ovisno o klini¢kom stadiju bolesti (TNM): Kaplan-Meierova Kkrivulja s
log-rank testom (P = 0,001)

Skupina bolesnika koja je u po¢etnom klinickom stadiju bolesti imala prosje¢no prezivljenje
48,9 (95 posto Cl 43,1-54,7) mjeseci tijekom 60-mjese¢nog pracenja u odnosu na skupinu s
uznapredovalim stadijem bolesti koja je imala znacajno losije prezivljenje s prosjekom od
32,9 (95 posto CI 28,3-37,6) mjeseci (P = 0,001).
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Slika 15. Prezivljenje ovisno o stupnju diferenciranosti tumora (PH gradus): Kaplan-
-Meierova krivulja s log-rank testom (P = 0,007)

Najbolje prezivljenje ima gradus 1: 52,0 (95 posto Cl 44,3-59,7) mjeseci, nakon ¢ega dolazi
gradus 2 s prosjecnim prezivljenjem od 38,4 mjeseca (95 posto Cl 33,4-43,4), a najlosije je
prezivljenje kod gradusa 3 te iznosi 30,3 mjeseca (95 posto Cl 23,3-37,2),

P =0,007. 1z Slike 7 vidljivo je kako u prvih godinu dana nema razlike u prezivljenju izmedu
gradusa 2 1 3, odnosno ispitanici s tim gradusima podjednako umiru. Prava razlika izmedu

gradusa 2 1 3 nastaje tek nakon godinu dana pracenja.
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Slike 16. i 17. prikazuju analizu prezivljenja s obzirom na lokalizaciju tumora u tri skupine
(larinks, hipofarinks i orofarinks), odnosno dvije skupine (larinks te orofarinks i hipofarinks
zajedno). S obzirom da je prezivljenje izmedu lokalizacija na hipofarinksu i orofarinksu bilo
gotovo identi¢no (Slika 9), u daljnjoj su analizi te lokalizacije prikazane kao jedna skupina
(Slika 10). Tumori lokalizirani u larinksu imaju znacajno bolju prognozu i prezivljenje (P <

0,001).
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Slika 16. Prezivljenje ovisno 0 lokalizaciji tumora (tri skupine): Kaplan-Meierova krivulja s
log-rank testom (P < 0,001)
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Slika 17. Prezivljenje ovisno o lokalizaciji tumora (dvije skupine): Kaplan-Meierova krivulja
s log-rank testom (P < 0,001)
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5.4. Analiza izrazenosti proteina NEDD9

Od ukupno 131 bolesnika, njih 105, odnosno 80,2 posto imalo je pozitivnu ekspresiju
proteina NEDD?9.

Slika 19. Umjereno pozitivna reakcija u citoplazmama tumorskih stanica i atipi¢nih plo¢astih
stanica unutar povr$nog epitela na protein NEDD9 (IMH 10x)
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Tablica 16. Odnos izrazenosti NEDD9 i lokalizacije tumora: Fisher-Freeman-Haltonov

egzaktni test

NEDDD? izraZenost skupine
Negativno Pozitivno P
N % N %
. Larinks, 12 46,2 % 50 47,6 %
Sijelo orofarinks i 1,000
tumora . . 14 53,8 % 55 524 % | ™
hipofarinks
Sijelo tumora
100 M Larinks
B Orofarinks i hipafarinks
80
S
2
T
o}
40
20

MNegativno Pozitivno

NEDD?9 izrazenost

Slika 20. Odnos izrazenosti NEDD?9 i lokalizacije tumora

Nije bilo statisti¢ki zna¢ajnih razlika u odnosu izrazenosti NEDD9 i lokalizacije tumora.
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Tablica 17. Odnos izrazenosti NEDD9 i veli¢ine primarnog tumora (T): Fisher-Freeman-

-Haltonov egzaktni test

NEDDD? izraZenost skupine
Negativno Pozitivno P
N % N %
1 7 26,9 % 17 16,2 %
T 2 9 34,6 % 48 45,7 % 0.554
klasifikacija 3 7 26,9 % 29 27,6 % ’
4 3 11.5% 11 10,5 %
Pocetni (T1-T2) 16 61,5 % 65 61,9 %
T skupine  Uznapredovali 0 o | 1,000
(T3-T4) 10 38,5 % 40 38,1 %
T skupine
100 M Potetni (T1-T2)
B Uznapredovali (T3-T4)
80
S
2
o
2
40
20

Slika 21. Odnos izrazenosti NEDD?9 i veli¢ine primarnog tumora (T)

MNeagativno

Pozitivno

NEDD9 izrazenost

Nije bilo statisti¢ki zna¢ajnih razlika, odnosno NEDD9 izrazenost bila je podjednako

rasporedena obzirom na veli¢inu primarnog tumora (T).

66



Tablica 18. Odnos izrazenosti NEDD9 i metastaza u limfne ¢vorove na vratu (N): Fisher-

-Freeman-Haltonov egzaktni test

NEDDD? izraZenost skupine
Negativno Pozitivno P
N % N %
0 13 50,0 % 48 45,7 %
N 1 3 11,5% 10 9,5% 0818
klasifikacija 2 8 30,8 % 41 39,0 % ’
3 2 7,7 % 6 57 %
. NO 13 50,0 % 48 45,7 %
N skupine i1 2 j1i 3 13 | 500% | 57 |543% | %87
k b
skupine
100 mNo
Wt 23
80
g
o
L)
2
40
20

Megativno Pozitivno
NEDD9 izrazenost

Slika 22. Odnos izrazenosti NEDD9 i metastaza u limfne ¢vorove na vratu (N)

Nije bilo statisti¢ki znacajnih razlika.
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Tablica 19. Odnos izrazenosti NEDD9 i klinickog stadija bolesti (TNM): Fisher-Freeman-

-Haltonov egzaktni test

NEDDD? izraZenost skupine
Negativno Pozitivno P
N % N %

Caer s 1 6 23,1 % 14 13,3%
g:dni}cgtl)lesti 2 4 15,4% 16 15,2% 0,602
(TNM) 3 5 19,2 % 20 19,0 % ’

4 11 42,3 % 55 52,4 %
Klinic¢ki Pocetni (1-2) 10 38,5 % 30 28,6 %
stadij bolesti .
(TNM; éﬂ;‘pmdo"a" 16 |615% | 75 |714% | 0%
skupine)
Stadij: skupine
100 M Pocetni (1-2)

80

60

Udio (%)

40

20

Slika 23. Odnos NEDD? izrazenosti i klinickog stadija bolesti (TNM)

Nije bilo statisti¢ki znacajnih razlika.

MNegativno

Pozitivno

NEDD?9 izrazenost
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Tablica 20. Odnos izrazenosti NEDD9 i stupnja diferenciranosti tumora (PH gradus): Fisher-

-Freeman-Haltonov egzaktni test

NEDD? izraZenost skupine
Negativno Pozitivno P
N % N %
PH 1 4 15,4 % 11 10,5 %
gradus 2 16 61,5 % 65 61,9% | 0,685
3 6 23,1 % 29 27,6 %

PH
gradus

M
]
M3

100

80

60

Udio (%)

40

20

MNegativno Pozitivno
NEDD9 izrazenost

Slika 24. Odnos izrazenosti NEDD?9 i stupnja diferenciranosti tumora (PH gradus)

Nije bilo statisticki znacajnih razlika.
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Tablica 21. Odnos izrazenosti NEDD9 i mortaliteta: Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni test

NEDDD? izraZenost skupine
Negativno Pozitivno P
N % N %
Ne 6 23,1 % 51 48,6 %
smrt 20 |769% | 54 |5149%| 0%
Smrt
100 =ge
a
80
£ 60
o
3
X
20

Negativno Pozitivho
NEDD9 izrazenost

Slika 25. Odnos izrazenosti NEDD9 i mortaliteta

Skupina koja je imala negativnu izrazenost NEDD9 imala je znac¢ajno ve¢i mortalitet u
odnosu na skupinu koja je imala pozitivnu NEDD9 izrazenost: 76,9 naprema 51,4 posto,
P =0,026. Obzirom da NEDD?9 izraZenost nije bila zna¢ajno povezana ni sa sijelom niti
veli¢inom tumora, N statusom, klini¢kim statusom niti stupnjem diferenciranosti tumora
prikazanim u prethodnim tablicama i slikama, ovaj podatak pokazuje kako je izrazenost

NEDD9 znacajni neovisni pokazatelj mortaliteta.
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Slika 26. Prezivljenje ovisno o izrazenosti NEDD9: Kaplan-Meierova krivulja s log-rank
testom (P = 0,020)

Prosjecno prezivljenje (95 posto Cl) za NEDD?9 negativne ispitanike iznosilo je 31,0 (35,2-
-43,8) mjesec, dok je za NEDD?9 pozitivne ispitanike iznosilo 39,5 (35,2-43,8) mjeseci, §to je
bilo i znacajno duze (P = 0,020).
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Tablica 22. Multivarijatna analiza prezivljenja: Coxov regresijski model proporcionalnih

opasnosti

95 % CI
HR Donji  Gornji
Dob (godine) 099 097 102 0,597
Uznapredovali klinicki stadij 1,35 0,53 3,44 0,524
Pozitivan N status 1,82 0,85 3,88 0,122
Veéi T stadij 1,01 057 1,78 0,982
Radioterapija 1,73 0,79 380 0,171
Kemoterapija 150 0,73 3,07 0,271

Sijelo tumora u hipo ili orofarniksu 1,72 0,99 2,99 0,052
NEDD?9: negativna izraZenost 2,10 1,23 3,58 0,006

Multivarijatna analiza prezivljenja prikazana je u Tablici 22. Coxov regresijski model
prezivljenja bio je statisticki znacajan (hi kvadrat test = 38,04, df = 8, P < 0,001). NEDD9
negativna izrazenost, kontrolirana na utjecaj drugih varijabli ukljuc¢enih u model, imala je
znacajan omjer rizika (HR) od 2,10 (95 posto Cl: 1,23-3,58, P = 0,006). Ovaj rezultat ukazuje
da je utjecaj NEDD9 izrazenosti na stopu prezivljavanja takoder znacajan u modelu
multivarijjantnog prezivljavanja, a negativnu NEDDO izraZenost treba smatrati vaznim

neovisnim prediktorom prezivljenja.
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6. Rasprava

Planocelularni karcinomi glave i vrata su i u novije vrijeme bolesti s loSom prognozom
unato¢ unaprijedenim kirurSkim tehnikama i radioterapijskim modalitetima lijeCenja te novim
kemoterapijskim protokolima. Ukupno prezivljenje bolesnika nije se znacajnije promijenilo
unazad cCetrdesetak godina te ono i dalje iznosi niskih 50 posto (82). Djelomican razlog tome
je 1 skupina bolesnika koja obolijeva. To su bolesnici nizeg drustvenoekonomskog statusa,
loSijeg obrazovanja, rizicnog ponasanja koji puSe i konzumiraju alkohol i koji ¢esto na bolest
reagiraju kasno te se na prvi pregled kod lije¢nika javljaju tek u uznapredovalom stadiju
bolesti. Nasuprot tome, u zapadnim zemljama opada broj bolesnika koji puse i piju alkohol,
ali sve vise dolazi do izrazaja nova rizi¢na skupina bolesnika (65). To su bolesnici mlade
zivotne dobi, pozitivni na infekciju humanim papiloma virusom 16 i 18, kod kojih je u porastu

incidencija karcinoma glave i vrata, predominantno karcinoma orofarinksa (67).

KirurSkim ili radioterapijskim lije¢enjem ranih stadija karcinoma glave i vrata (stadij I
i II) moguce je posti¢i petogodisnje prezivljenje u 70 do 80 posto bolesnika, dok u
uznapredovalim stadijima bolesti (stadij I11 i V) taj postotak pada na niskih 30 do 40 posto
(16, 19). Najcesci uzroci smrti bolesnika su lokoregionalni recidivi bolesti. Od ostalih uzroka
smrti izdvajaju se udaljene metastaze te pojava drugog primarnog tumora u gornjem
aerodigestivnom sustavu. ProSirenost tumora u trenutku postavljanja dijagnoze (TNM) i
histoloski stupanj diferenciranosti tumora najcesce su koriSteni prognosticki ¢imbenici (119).
Nezadovoljavaju¢i napredak u preZivljenju bolesnika s karcinomima glave 1 vrata te
agresivnost ove vrste bolesti povefava potrebu za dodatnim istrazivanjima genetskih i
molekularnih promjena. Bolje razumijevanje molekularne razine karcinogeneze i redefiniranje
prognostickih ¢imbenika te stvaranje djelotvornijih terapijskih protokola dodatno bi objasnili

nastanak i bioloSko ponasanje ove vrste karcinoma te poboljsalo uspjeh u lijecenju.

U ovoj disertaciji prikazani su rezultati provedenog istrazivanja imunohistokemijske
izrazenosti proteina NEDD9 u bolesnika s planocelularnim karcinomima glave i vrata.
Analiza zapocinje usporedbom ukljuc¢ene skupine bolesnika s dostupnim podacima iz
literature. U istrazivanje je bio ukljucen 131 bolesnik s planocelularnim karcinomima glave i
vrata, od Cega je bilo 128 muskaraca i tri zene. Bolesnici su lije¢eni na Klinici za tumore,
Klini¢kog bolni¢kog centra Sestre milosrdnice tijekom razdoblja od 2000. do 2006. godine te

je vrijeme njihova pracenja bilo najmanje pet godina.
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Ukupna incidencija planocelularnih karcinoma glave i vrata u Hrvatskoj iznosi oko
20/100 000 stanovnika godisnje, $to je u skladu sa stopom incidencije u Sredi$njoj i Isto¢noj
Europi, Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama, Hong Kongu, Juznoj Aziji i Brazilu gdje ta brojka
neznatno prelazi 20 (1). Visoka incidencija objasnjava se visokim postotkom stanovnika nizeg
drustvenoekonomskog statusa koji puSe i konzumiraju alkohol. Statisticki podaci spolne
distribucije karcinoma glave i vrata u svijetu navode kako na svaku oboljelu zenu obole dva
do cetiri muskarca. U Hrvatskoj ¢eS¢e od svjetskog prosjeka obolijevaju muskarci i taj omjer
iznosi 6:1 (82). Dob ispitanika ukljucenih u ovo istrazivanje je bila od 53 do 68 godina, pri
¢emu je prosjecna dob iznosila 62 godine zivota, §to je u skladu s dobnom raspodjelom iz

literature (82).

Udio planocelularnog karcinoma larinksa iznosio je 47,3 posto te je on razmjeran stopi
incidencije u Hrvatskoj, kao i udio karcinoma orofarinksa od 23,66 posto (oc¢ekivana stopa
incidencije 25 posto). Udio karcinoma hipofarinksa iznosio je 29,01 posto te je on znatno veci
od udjela njegove incidencije u Hrvatskoj (11 posto). Nesrazmjer u broju bolesnika pojedinih
lokalizacija posljedica je razlike u stopi incidencije, ali i udjelu bolesnika lijecenih u Klinici

za tumore (2).

S obzirom na vrlo slicno klinicko ponasanje i prezivljenje bolesnika s karcinomom
orofarinksa i hipofarinksa, oni se, za potrebe statisti¢ke analize, u daljnjoj obradi grupiraju u
jednu skupinu te tako dobivamo dvije skupine bolesnika, bolesnike s karcinomom orofarinksa
I hipofarinksa (n 69; 52,7 posto) te bolesnike s karcinomom larinksa (n 62; 47,3 posto).
Usporedujuci karakteristike karcinoma ove dvije skupine bolesnika s obzirom na veli¢inu
primarnog tumora (T) i stadija limfnih ¢vorova vrata (N), one su sukladne uvrijeZenom

klini¢kom ponasanju planocelularnih karcinoma glave i vrata.

Nadalje, rezultati ovog istrazivanja pokazuju kako postoji znakovita razlika s obzirom
na lokalizaciju primarnog tumora, klinicki stadij bolesti 1 metastaze u limfne ¢vorove vrata.
Naime kod tumora sa sijelom u orofarinksu i hipofarinksu znakovito ¢eS¢e su bili pozitivni

limfni ¢vorovi vrata (76,8 posto), nasuprot onih s karcinomom larinksa (27,4 posto).

Karcinomi orofarinksa i hipofarinksa isto se tako puno ¢eSée javljaju u
uznapredovalim stadijima bolesti (stadij 111 i V) te taj postotak iznosi visokih 82,6 posto. Kod
karcinoma larinksa bolest se gotovo podjednako javlja u pocetnim i uznapredovalim

stadijima; 45,2 posto kod pocetnih stadija te 54,8 posto kod uznapredovalih stadija bolesti.
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Znakovita je razlika u vremenu javljanja karcinoma izmedu dvije istrazivane skupine
bolesnika. Tako se karcinomi larinksa u 30 posto vise slucajeva javljaju u pocetnim stadijima
bolesti, dok se karcinomi hipofarinksa za isti postotak ¢es¢e javljaju u uznapredovalim

stadijima bolesti.

U istrazivanoj skupini bolesnika postoji statisticki znacajna razlika u analizi
lokalizacije i stupnja diferenciranosti tumora (histoloski gradus). Tako je gradus 1 znacajno
zastupljeniji kod karcinoma larinksa s obzirom na gradus 3 koji je zastupljeniji kod

orofarinksa i hipofarinksa.

Bolesnici pocetnih stadija bolesti (stadij I i II) lijeCeni su isklju¢ivo kirurski (24,4
posto), dok je kod 75,6 posto bolesnika provedeno i radioterapijsko lijecenje, a konkomitantnu

kemoterapiju je dobilo 9,2 posto bolesnika, sto je u skladu s rezultatima drugih autora.

Dobivene razlike s obzirom na lokalizaciju primarnog karcinoma i metastaza u limfne
¢vorove vrata (N stadij), ukupan stadij bolesti (TNM) i histoloski gradus tumora su ocekivane

te slijede uvrijezeni obrazac ponaSanja planocelularnih karcinoma glave i vrata.

Naime, poznato je za karcinome larinksa da ve¢ pocetni tumori pokazuju prve
simptome bolesti kao $to je promuklost pa se na taj nacin i objasnjava visoki udio (45,5 posto)
otkrivenih pocetnih karcinoma larinksa (stadij I i II) u istrazivanoj skupini bolesnika. S druge
strane, puno veci karcinomi hipofarinksa izazivaju minimalne simptome pa to objasnjava vrlo
visoki udio (82,6 posto) ovih karcinoma u uznapredovalom stadiju bolesti (stadij Il i V).
Nadalje, poznato je da je sama regija hipofarinksa bogato opskrbljena limfnom drenazom pa
se 1 vrlo rano pojavljuju metastaze u limfnim ¢vorovima vrata. Klinicki se vrlo sli¢no
ponasaju i karcinomi orofarinksa. U naSem uzorku ¢ak je 76,8 posto bolesnika s karcinomima
orofarinksa i hipofarinksa imalo metastaze u limfnim &vorovima vrata. Sto se ti¢e histoloskog
gradusa tumora, karcinom larinksa ima veéi postotak gradusa 1, za razliku od agresivnijih

karcinoma orofarinksa i hipofarinksa koji ¢eS¢e imaju gradus 3.

Nakon analize obiljezja karcinoma ispitivane skupine ucinjena je analiza
petogodisnjeg prezivljenja. Ukupno petogodiSnje prezivljenje bolesnika u ovom istrazivanju
je iznosilo 43,5 posto, §to je nesto nize od poznatog prosjeka prezivljenja (11, 16, 33). Uzroci
smrti bili su indirektno povezani s primarnom bolesti (54,0 posto) kao $to su kardiovaskularni
poremecaji, upala pluca te lokalni recidiv (28,4 posto) i diseminacija bolesti (17,6 posto).
Zanimljiv podatak dobiven je u analizi preZivljenja s obzirom na veli¢inu primarnog tumora

(T). Tako se ocekuje da bolesnici s uznapredovalim T stadijem (T3 1 T4) imaju loSije
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prezivljenje, u nasoj skupini bolesnika nije bilo znacajnije razlike u prezivljenju s obzirom na

T stadij.

ZnaCajna razlika u prezivljenju postojala je s obzirom na metastaze u limfnim
¢vorovima vrata (N stadij). Skupina bolesnika bez metastaza na vratu (NO) imala je prosjecno
prezivljenje od 47,9 mjeseci, dok je skupina s metastazama (N1, N2, N3) imala znacajnije
nize prezivljenje s prosjekom od 28,9 mjeseci. Takav podatak u skladu je s poznatim
obrascem ponaSanja planocelularnih karcinoma glave i vrata (32, 33, 34). Znacajna razlika
pokazala se 1 u analizi prezivljenja pocetnih klinic¢kih stadija bolesti (stadij I 1 II) od prosjecno
48,9 mjeseci (tijekom 60 mjeseci pracenja), dok uznapredovali klinicki stadiji imaju znacajno

losije prezivljenje s prosjekom od 32,9 mjeseci, §to i odgovara podacima iz literature (34).

Ustanovljena je veza prezivljenja bolesnika s obzirom na stupanj diferenciranosti
tumora (histoloski gradus). Najbolje prezivljenje ima gradus 1 koje iznosi 52 mjeseca, nakon
Cega slijedi gradus 2 u kojem prosjec¢no prezivljenje iznosi 38,4 mjeseca, dok je najlosije
prezivljenje kod gradusa 3 i iznosi 30,3 mjeseca, $to se objasnjava spoznajom kako se gradus
3 povezuje s ve¢om agresivnoScu tumora (32, 82). Tijekom prve godine pracenja bolesnika
nije nadena razlika u prezivljenju bolesnika s gradusom 2 i 3, odnosno ti bolesnici podjednako
brzo umiru, a znacajna razlika izmedu bolesnika s gradusom 2 i 3 nastaje tek nakon godine

dana pracenja ovih bolesnika.

Sveobuhvatna statistiCka analiza klinickih 1 demografskih podataka primjenjena u
ovom istrazivanju pokazuje kako je odabrana skupina bolesnika, uz manja odstupanja, Cinila
prikladan istrazivani uzorak planocelularnih karcinoma glave i vrata koji se kvalitetno moze

usporediti s dosadasnjom literaturom.

Glavni cilj ovog istrazivanja bilo je odrediti imunohistokemijsku izraZenost proteina
NEDD9Y kao moguceg biljega proSirenosti bolesti, prvenstveno metastaziranja, odgovora na
lijecenje, ali 1 prezivljenja bolesnika. NEDD9 je istraZzivan u mnogim karcinomima, no do
danas nikada u planocelularnim karcinomima glave i vrata. Do sada je ekspresija NEDD9
odredivana u malignom melanomu, glioblastomu, karcinomu dojke, karcinomu bubrega,
hepatocelularnom karcinomu, karcinomu plu¢a, Zeluca, adenokarcinomu pankreasa i
kolorektalnom karcinomu. Rezultati navedenih istrazivanja pokazuju kako je pojacana
ekspresija NEDD9 povezana s invazivnijim ponasanjem karcinoma, pojavnosti metastaza,

kra¢em periodu bez bolesti i loSijem ukupnom prezivljenju, uznapredovalim TNM stadijem,
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veli¢inom tumora i stupnjem diferencijacije, kao i s dubokom invazijom i invazijom u krvne
zile (153-188).

U dosadasnjoj literaturi ne postoji istrazivanje imunohistokemijske izrazenosti

proteina NEDD9 u planocelularnim karcinomima glave i vrata.

U ovom istrazivanju, na temelju citoplazmatskog obojenja stanice, pozitivitet NEDD9
ekspresije odreden je u Cetiri skupine; negativna reakcija (bez obojenja tumorskih stanica),
slabo pozitivna reakcija (od jedan do deset posto tumorskih stanica ima pozitivnu reakciju),
umjereno pozitivna reakcija (od 11 do 50 posto tumorskih stanica ima pozitivnu reakciju), te
jako pozitivna reakcija (vise od 51 posto tumorskih stanica ima pozitivnu reakciju). Takoder
se semikvantitativnom metodom ocitavao intenzitet obojenja stanice kao slab, umjeren 1 jak
(1; 2; 3). Kao rezultat umnoska postotka pozitivnih tumorskih stanica i intenziteta obojenja
dobili smo dvije skupine bolesnika. Rezultat 0; 1; 3 je uzet kao negativan, a 4; 6; 9 kao
pozitivan. Pokazalo se kako je pozitivna ekspresija bila prisutna u 105 bolesnika od ukupno

131, odnosno u 80,2 posto uzorka.

Skupina bolesnika s negativnom NEDDS9 ekspresijom imala je znakovito veéi
mortalitet u usporedbi sa skupinom koja je imala pozitivnu ekspresiju NEDD9: 76,9 posto
prema 51,4 posto, P = 0,026. Kako ekspresija NEDD9 nije bila u znakovitoj korelaciji s
lokalizacijom i veli¢inom tumora, statusom limfnih ¢vorova, klini¢ckim stadijem i PH stadijem
tumora, proizlazi zakljucak kako je ekspresija NEDD9 =znakovit neovisni pokazatelj

mortaliteta.

Prosjecno prezivljenje za bolesnike s negativnom NEDD9 ekspresijom je bilo 31
(35,2-43,8) mjesec, dok je za bolesnike s NEDD?9 pozitivnom ekspresijom ono iznosilo 39,5
(35,2-43,8) mjeseci, sto je ujedno bilo i znakovito duze (P = 0,020).

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su pozitivnu ekspresiju proteina NEDD9 u vrlo
visokom postotku u planocelularnim karcinomima glave i vrata. Ekspresija NEDD?9 nije bila
povezana s lokalizacijom ili veli¢inom primarnog tumora kao ni s metastazama u limfne
¢vorove vrata, klinickim stadijem bolesti ni stupnjem diferenciranosti tumora, $to bi ukazivalo
na to kako NEDD9 nije dobar biljeg same progresije bolesti. Ipak, kako su ustanovljene
znakovite razlike s obzirom na ekspresiju NEDD9 i mortalitet bolesnika, a neovisno o prije
navedenim parametrima, moze se zakljuciti kako je izrazenost NEDD9 znakovit neovisni

pretkazatelj mortaliteta. Naime, bolesnici koji su imali negativnu izrazenost NEDD9 imali su
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znakovito ve¢i mortalitet. Osim toga, pozitivna ekspresija NEDD9 ukazivala je na znakovito

duze prezivljenje bolesnika.

Zaklju¢no, u skupini bolesnika s planocelularnim karcinomima glave i vrata dobiveni
rezultati ukazali su na to kako se protein NEDD9 ne smije shvatiti kao isklju¢ivo negativni

prediktor prezivljenja i prognoze.

U prilog dobivenim rezultatima u nasem istrazivanju posljednjih je godina objavljeno
vise znanstvenih radova na zlo¢udnim tumorima drugih sijela ¢iji rezultati bacaju novo svjetlo

na mehanizme djelovanja NEDD9.

Istrazivanja na duktalnim adenokarcinomima gusterade iznose opreCne rezultate
ekspresije ovog proteina i njegove povezanosti s ishodom bolesti. 1z istrazivanja Yu-Zenga i
sur. vidljivo je da je pojacana ekspresija NEDD9 bila izrazena kod 53,8 posto bolesnika.
Autori takoder pokazuju korelaciju pojacane ekspresije s klinickim stadijem bolesti,
metastazama u limfnim ¢vorovima i histoloSkom diferencijacijom tumora. Ista skupina
bolesnika je imala i losije prezivljenje (189). Novije istrazivanje Radulovi¢a i Kruslina (190)
iz 2018. godine pokazuje kako je povisena ekspresija NEDD9 bila znakovito povec¢ana u
adenokarcinomu pankreasa (jaka ekspresija u 78,7 posto, srednja ekspresija u 21,3 posto), a
smanjena u normalnom tkivu pankreasa, te, opre¢no istrazivanju Yu-Zenga, ne dovode
pojac¢anu ekspresiju NEDD9 u korelaciju sa stadijem tumora, histoloskim gradusom niti s
prezivljenjem bolesnika. Ovi rezultati ukazuju kako NEDD9 ne djeluje jednako na proces

karcinogeneze kao na stanicni ciklus.

Nadalje, u istrazivanju 0 utjecaju NEDD9 u adenokarcinomu plu¢a Ostoji¢ i sur.
pretpostavljaju kako njegova ekspresija mora biti precizno i vremenski regulirana. U svom
istrazivanju ne dokazuju statisticki znacajnu korelaciju izmedu povisene ekspresije NEDDO i
prezivljenja u bolesnika s adenokarcinomom plu¢a kod kojih je ucinjena transbronhalna
biopsija, ali ukazuju kako jaci intenzitet obojenja korelira s duZim prezivljenjem $to se odnosi
1 na nuklearni 1 citoplazmatski intenzitet. Takoder se sugerira da povecana ekspresija NEDD9
nastaje u tumorima ¢ijem razvoju prethodi dugotrajnija premaligna lezija s obja$njenjem da bi
takvim kontinuiranim procesom tumorske stanice uspjele razviti mehanizme kojima bi

izbjegle stanicnu smrt (192).

U prilog takvom mehanizmu obrane govore i rezultati istrazivanja Pugacheve i sur.

koji su pokazali kako NEDD9 ima vaznu ulogu u signalnom putu stanice te kako njegova
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ekspresija iznad odredene razine neizbjezno vodi do zaustavljanja stani¢nog ciklusa ili

apoptoze (193).

Pallares 1 sur. neocekivano dokazuju kako je NEDD9 neovisni prognostic¢ki ¢imbenik
bolje prognoze u akutnoj mijelojicnoj leukemiji srednjeg rizika, §to je suprotno s ranije
dokazanom vecom agresivnos¢éu u akutnoj limfoblasti¢noj leukemiji ovisnoj o BCR-ABL.
Dokazuju kako je povisena ekspresija NEDD9 povezana s nizom incidencijom kumulativnog

povrata bolesti te s boljim ukupnim prezivljenjem i prezivljenjem bez povrata bolesti (194).

Takoder se pokazalo kako ekspresija NEDD9 ima utjecaj na ishod terapije. Kondo i
sur. u svom istrazivanju pokazuju kako proteini NEDD9, BCARI1 i FAK poti¢u kaspaza-
ovisnu degradaciju proteina o apoptozi. U ovoj studiji imaju utjecaj na proces apopoze
uzrokovanom gefitinibom (172). Iz toga se moze zakljuciti kako poviSena izrazenost NEDD9

moze ukazivati na bolju reakciju na kemoterapiju.

Dakle, zaklju¢no se moze navesti kako je, za razliku od do sada istrazivanih
karcinoma, negativna izrazenost NEDDO losiji pokazatelj ishoda bolesti. Upitno je koliko je
samo izrazenost NEDD9 znacajna kao prognosticki biljeg, vjerojatnije je da se radi o
multiuzro¢noj povezanosti vise biljega unutar karcinomskih stanica 1 ekstracelularnog
matriksa, brojnoj interakciji signalih puteva medu njima, kao i individualnim varijacijama

bolesnika.

Kako se dijagnostika i lijecenje vecine ovih bolesnika temelji na standardnim odnosno
jednakim protokolima, ne uzimaju¢i individualne varijacije u psiholo§kom, imunoloskom i
cak fizioloSkom funkcioniranju, a takoder i brojne biljege vezane uz sam karcinom, ¢ini se
kako ¢e biti potrebna dodatna istrazivanja kako bi se individualizirala terapija za svakog

pojedinog bolesnika, s ciljem §to veceg terapijskog uspjeha.
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7. Zakljuéak

1. Protein NEDD9 imunohistokemijski je pozitivan u 105, odnosno 80,2 posto

istrazivanih bolesnika s planocelularnim karcinomima glave i vrata.

2. lIzrazenost proteina NEDD9 nije statisticki znaCajno povezana s lokalizacijom

primarnog tumora u orofarinksu, hipofarinksu i larinksu.

3. Izrazenost proteina NEDD9 nije statisticki znaCajno povezana s veli¢inom

primarnog tumora (T).

4. lIzrazenost proteina NEDDO nije statisticki znacajno povezana sa stadijem limfnih

¢vorova vrata (N).

5. Izrazenost proteina NEDD9 nije statisticki znacajno povezana sa stadijem bolesti

(TNM) u trenutku postavljanja dijagnoze.

6. Izrazenost proteina NEDDO9 nije statisticki znacajno povezana sa stupnjem

diferenciranosti tumora (histoloski gradus).

7. Skupina bolesnika s negativnom izrazenosti proteina NEDD9 imala je znakovito
veci mortalitet u usporedbi sa skupinom Kkoja je imala pozitivnu izrazenost proteina
NEDD?9 te to ukazuje na ¢injenicu kako je izrazenost proteina NEDD9 znakovit
neovisni pokazatelj mortaliteta.

8. Prosjecno prezivljenje za bolesnike s negativnom izrazenosti proteina NEDD9 bilo
je znakovito krace nego kod bolesnika s pozitivnom izrazenosti proteina NEDD?.
Nadalje, negativnu izrazenost proteina NEDD9 treba smatrati vaznim neovisnim

prediktorom prezivljenja.
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8. Kratki sadrzaj na hrvatskom jeziku

Planocelularni karcinomi glave i vrata po ucestalosti SU peti naj¢es¢i karcinomi u
Svijetu te su povezani s pusenjem, konzumacijom alkohola i HPV virusima. Dijagnoza se
Cesto postavlja u uznapredovalom stadiju bolesti, a petogodisnje prezivljenje iznosi oko 50
posto. Osim ranog prepoznavanja prekanceroznih lezija i istrazivanja kojima bi se postigao

napredak u lijeCenju, nuzno je pronaci nove dijagnostic¢ke i prognosticke biljege.

Pozitivna izraZenost proteina NEDD9 prepoznata je kao prognosti¢ki nepovoljan
¢imbenik u karcinomima dojke, pluca, zeluca, debelog crijeva, jetre, bubrega, jajnika,

glioblastoma te malignog melanoma.

U ovom istrazivanju po prvi put je analizirana imunohistokemijska izrazenost NEDD9
u planocelularnim karcinomima orofarinksa, hipofarinksa i larinksa. Pozitivna izrazenost
NEDD? bila je prisutna u 105 od ukupno 131 bolesnika (95 posto). Nije dokazana povezanost
izrazenosti NEDD9 s lokalizacijom 1 patohistoloskim gradusom primarnog tumora ni
ukupnim stadijem bolesti (TNM). Skupina bolesnika koja je imala negativnu izrazenost
NEDD?9 imala je znacajno veéi mortalitet, Sto pokazuje kako je NEDD9 znacajni neovisni
pokazatelj mortaliteta u bolesnika s planocelularnim karcinomima glave i vrata. Prosjecno
prezivljenje za bolesnike s negativnom izrazenosti NEDD9 je bilo kraée, sto NEDD9 ¢ini

vaznim neovisnim prediktorom preZivljenja.

Istrazivanjem nije potvrdena hipoteza da je povecana izraZenost proteina NEDD9 u

bolesnika s planocelularnim karcinomima glave i vrata pokazatelj loSijeg preZivljenja.

Kljuc¢ne rijeci: NEDD9, planocelularni karcinomi, prezivljenje.
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9. Kratki sadrzaj na engleskom jeziku

Prognostic significance of immunohistochemical expression of NEDD9 protein in
patients with head and neck squamous cell carcinoma

Iva Ledinsky Opaci¢, 2020

Head and neck squamous cell carcinomas (HNSCC) are the fifth most common cancer
worldwide. Smoking, alcohol consumption and HPV viruses are important risk factors.
Frequently, they are diagnosed in advanced stages where overall 5-year survival rate is around
50%. Apart from early recognition of the precancerous lesion and investigations of new

therapeutical modalities, there is a need to find new diagnostic and prognostic markers.

Expression of protein NEDD9 has been recognized as a negative prognostic indicator
in breast, lung, gastric, colorectal, hepatocellular, kidney and ovarian cancer, glioblastoma and

malignant melanoma.

In this study the expression of NEDD9 immunohistochemicaly is analyzed for the first
time in HNSCC of oropharynx, hypopharynx and larynx. Positive NEDD9 expression was
evident in 105 of 131 included patients (80.2%). NEDD9 expression did not show significant
difference according to tumour location, stage of disease (TNM) and PH grade. A group of
patients with negative NEDD9 had significantly higher mortality, indicating that NEDD9 is a
significant independent mortality predictor. Average survival for patients with negative
NEDD9 expression was shorter, making NEDD9 an important independent predictor of

survival.

The hypothesis that the positive NEDD9 expression in patients with HNSCC is

indicator of the poorer survival was not confirmed.

Key words: NEDD9, squamous cell carcinomas, survival.
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