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UvoD

1.1. Larynx (grkljan)

Grkljan se nalazi u prednjemu gornjemu dijelu vrata u visini od trecega
do Sestoga vratnog kraljeSka. Respiratorna i zastitna uloga su primarne i
vitalne funkcije grkljana. On je dio tubularnog sustava za izmjenu zraka s
plucima u tijeku respiratornih pokreta. Pokretima laringealnih miSica
regulira se veliCina otvora glotisa, a kontrakcijom vanjskih miSica grkljan
se tijekom udisaja spusta prema dolje te tako povecava negativan tlak u
prsnome koSu, Sto pospjeSuje disanje. Osim toga, drzi se kako je glotis

refleksogeno kontroliran kemijskim sastavom krvi (1).

Zastitna funkcija grkljana osniva se na mehanizmu sfinktera koji se
tijekom evolucije razvio kako bi Stitio diSne puteve od stranih tijela. U
grkljanu postoje tri sfinktera. Prvi ¢ine ariepiglotidni nabori, aritenoidne
u toku degluticije i povracanja, sprecavajuc¢i ulazak hrane i tekucine u
diSni sustav. Drugi je sfinkter graden od ventrikularnih nabora,
fibroznoga i elasticnoga tkiva i ima dvojaku funkciju. Prva je povecavanje
intratorakalnog tlaka, a druga dodatno ojacavanje djelovanja prvog
sfinktera. Treci sfinkter, koji c¢ine glasnice djeluje mehanicki, ne

dopustajuci izlazak ili ulazak zraka iz trahealnoga stabla (2).

Fonacija, kao sekundarna uloga, razvila se iz iz refleksogenog zatvaranja
grkljana, razvojem srediSnjeg zivCanog sustava i boljom diferencijacijom
perifernih organa, Sto je omogucilo prilagodbu svih organa koji sudjeluju

u funkciji fonacije (3).



1.1.1. Anatomija grkljana

Skelet grkljana c¢ine hijaline hrskavice: tiroidna, krikoidna i dvije

aritenoidne hrskavice te fibrokartilaginozni epiglotis (4).

Tiroidna hrskavica (cartilago thyroidea) najveca je hrskavica grkljana.
Pomocu donjih i gornjih rogova tiroidna hrskavica vezana je za hioidnu
kost, odnosno krikoidnu hrskavicu. Krikoidna hrskavica (cartilago
cricoidea) ima oblik prstena pecatnjaka ¢ija je Siroka ploc¢a okrenuta
straga. Svojim kruznim oblikom i ¢vrstocom gradi osnovicu hrskavi¢nog
skeleta grkljana. Aritenoidi su parne hrskavice (cartilagines arytenoideae)
u obliku trostrane piramide postavljene na gornji rub ploce krikoidne
hrskavice. Epiglotis, cartilago epiglottica, elasticna je hrskavica u obliku
lista. PricvrScena je tiroepiglotidnim ligamentom za Stitnu hrskavicu,
njezin je gornji rub slobodan. Na epiglotisu su brojne udubine, rupice, u

koje se uvlaci sluznica i njezini adneksi (4).

Sve hrskavice grkljana medusobno su povezane zglobovima i ligamentima.

fonacije (4).

Inervacija u motorici grkljana ima vrlo vaznu ulogu. Konacno je
prihvaceno miSljenje kako n. laryngeus inferior ili recurrens opskrbljuje

sve unutarnje miSice grkljana motornim vlaknima. Nervus laryngeus



superior ili cranialis dijeli se na dvije grane. Njegova je vanjska grana
motorna. Unutarnja je grana senzitivna i opskrbljuje sluznicu grkljana

iznad glotisa. Oba laringealna zivca grane su Zivca vagusa (4).

Supljina grkljana anatomski se dijeli na tri etaze. One na presjeku imaju
oblik pjeScanog sata. Gornja etaza, vestibulum laryngis, proteze se od
ulaza do ruba plicae ventricularis, srednja etaza, glottis, prostor je izmedu
plicae ventricularis i plicae vocalis. Tom dijelu pripada i ventriculus
laryngis, prostor koji se Siri i lateralno od spomenutih nabora. Ispod
glasnice je subglotidni prostor koji je prema dolje omeden donjim rubom

krikoidne hrskavice (4).

Arterijsku krv dobiva grkljan od gornje, srednje i donje laringealne arterije
(4). Limfne zile vestibuluma vode u ¢vorove na hiotiroidnoj membrani, a
one iz glavne Supljine grkljana u c¢vorove koji leze s lateralne strane
dusSnika. Vokalne usne nemaju limfnih Zila. Kroz epiglotis prolaze limfne
zilice prema bazi jezika, pa je to jedan od puteva kojim se moze proSiriti

maligni proces iz grkljana (4).

1.1.2. Embriologija grkljana

Kad je embrio u dobi od priblizno cCetiri tjedna, pojavljuje se na ventralnoj
stijenci prednjeg crijeva malena izraslina; diSni divertikul (plucni
pupoljak) koji je osnova grkljana, dusSnika, bronha i pluéa. Kranijalni kraj
te cijevi otvara se u zdrijelo pomocu uskog otvora (primitivni aditus
laringis), dok kaudalni kraj zavrSava slijepo. Od kranijalnog dijela
laringotrahealne cijevi razvijaju se grkljan i dusnik, a od kaudalnog dijela
kad se podijeli na dvije grane, bronhi i pluca. Glasnice (plicae vocalis)
pocnu se isticati ve¢ potkraj treceg fetalnog mjeseca, a neSto kasnije i

ventriculus laryngis (5).



Epitel grkljana je endodermalnog porijekla, a hrskavica i miSi¢i poticu od
mezenhima cCetvrtog i Sestog zdrijelnog luka (6).

zdrijelnog luka, sve ih inerviraju ogranci X mozdanog Zivca (n. vagus). N.
laryngeus superior inervira derivate Ccetvrtog zdrijelnog luka, a n.
laryngeus recurrens derivate Sestog zdrijelnog luka. Hrskavi¢ni sastojci
Cetvrtog i Sestog zdrijelnog luka spoje se i od njih se razvijaju hrskavice

grkljana, tijekom drugog mjeseca embrionalnog razvoja (6).

Grkljan djecaka u pubertetu raste pod utjecajem muskih spolnih
hormona, samo onda ako laringealno tkivo posjeduje odgovarajuce
androgene receptore. Tkivo normalnog Zzenskog grkljana takode ima
androgene receptore, ali je koncentracija androgenih hormona preniska

da bi stimulirala grkljan na odgovarajuci rast (7).

1.1.3. Histologija grkljana

Grkljan je nepravilna cijev koja povezuje zdrijelo s duSnikom.
Unutrasnjost grkljana prekrivena je sluznicom koja ima viSeredni
cilindri¢ni epitel s trepetljikama, a u koji su uklopljene vrcaste stanice i

tubuloalveolarne zZljezde (8).

U lamini propriji smjeStene su grkljanske hrskavice, koje su po svojoj
gradi najslozenije u diSnom sustavu. Vece hrskavice (tiroidna, krikoidna i
najveci dio aritenoidnih) su hijaline, a neke od njih u starijih ljudi
ovapnjuju. Manje hrskavice su elasticne (epiglotis, kuneiformna,
kornikulata i vrhovi aritenoidnih). Hrskavice su medusobno povezane
svezama. Vecina ih je pripojena na unutrasnje miSice grkljana, koji su
poprecno isprugani. Hrskavice imaju potpornu ulogu (odrzavaju diSne

puteve otvorenima), a sluze i kao zalistak koji sprecava ulazenje



progutane hrane ili tekuc¢ine u dus$nik. Sudjeluju i u stvaranju zvukova

pri govoru (8).

Epiglotis str§i s ruba grkljana u Zzdrijelo i ima dvije plohe: jezicnu i
grkljansku. Cijela jezicna strana i dio grkljanske strane uz vrSak, oblozeni
su mnogoslojnim ploc¢astim epitelom. Prema bazi grkljanske strane
epiglotisa taj epitel prelazi u viSeredni cilindri¢ni s trepetljikama. Ispod

epitela nalaze se mjeSovite seromukozne Zljezde (9).

Ispod epiglotisa sluznica stvara dva para nabora koji strSe u lumen
grkljana. Gornji par ¢ini lazne glasnice (vestibularni nabori) oblozene
tipicnim respiracijskim epitelom, ispod kojeg se u lamini propriji nalaze
brojne serozne zlijezde. Donji par nabora C¢ini prave glasnice. Veliki
snopovi usporednih elasticnih vlakana, koji izgraduju vokalni ligament,
leze u vokalnim naborima, koji su oblozeni mnogoslojnim plocastim
epitelom. Usporedo sa svezama teku snopovi skeletnih vokalnih miSica,
koji prilagodavaju napetost nabora i njegovih sveza. Dok se zrak potiskuje
izmedu mnabora ti miSi¢i omogucuju stvaranje zvukova razlicitih
frekvencija. Mnogoslojni plocasti epitel je prikladniji za mehanicko

opterecenje glasnica, nego Sto bi bio njezni viSeredni cilindri¢ni epitel (8).

1.2. Planocelularni karcinom grkljana

Zlocudni tumori grkljana ¢ine 1-2% svih zlocudnih tumora. Vise od 90%
svih malignih tumora grkljana su planocelularni karcinomi. Ostale vrste
malignih tumora jesu: sekretorni tumori (neuroendokrini i tumori malih
zlijezda slinovnica), tumori vezivnog tkiva (hondrosarkom, leiomiosarkom,
rabdomiosarkom i dr.), limfoproliferativni tumori, melanomi i metastatski
tumori (10). Od zlocudnog tumora grkljana obolijeva 8-10 puta viSe
muSkaraca nego zena. U muSkaraca obuhvaca 2-5% svih malignih

tumora, a u zena taj udio iznosi 0,3% (11). Broj novooboljelih u Hrvatskoj



iznosi 8,9 (17,3 na 100 000 stanovnika za musSkarce i 1,2 na 100 000
stanovnika za zene) (12). Medu karcinomima grkljana najcesci je klasic¢ni
planocelularni karcinom, a rjede se javljaju; verukozni planocelularni
karcinom, planocelularni karcinom vretenastih stanica, te bazaloidni
planocelularni karcinom (13). U vrijeme dijagnosticiranja oko 60% tumora
je lokalizirano u grkljanu, 25% ima regionalne, a 10% udaljene metastaze.
Obzirom na zivotnu dob, 70% karcinom grkljana se javlja izmedu
pedesete i sedamdesete godine zivota, oko 12% izmedu Ccetrdesete i
pedesete, a 4% izmedu tridesete i cetrdesete godine Zivota. Vrlo su rijetki
bolesnici mladi od trideset godina. U dobi izmedu desete i tridesete

otkriveno je 1 do 2% slucajeva (2,3).

Etioloski ¢imbenici koji se povezuju s nastankom karcinoma grkljana su:
pusenje, alkohol, gastroezofagealni refluks, infekcija humanim papiloma
virusom, laringealna keratoza i leukoplakija, prasSina, azbest, formaldehid,
izlozenost radijaciji te hrana siromaSna vocem i povréem. Ucestaliju
pojavu karcinoma u starijih osoba neki autori tumace vedim utjecajem
hormonalnih poremecaja u procesu starenja. Za ceScu pojavu karcinoma
u pojedinim obiteljima okrivljuju se jo$ nedovoljno poznati geneticki
¢imbenici (14).

Gornji aerodigestivni trakt u izravnom je dodiru sa Sirokom paletom
mogucih kancerogenih agenasa kao Sto su dim, tekucine, pare i prasSine.
Cigarete i alkohol zajedno su vrlo snazni kancerogeni c¢imbenici u
nastanku karcinoma grkljana. Rizik je razmjerno proporcionalan duljini
pusSackog staza i broju popusSenih cigareta odnosno kolicinama akohola
koje se konzumiraju. Svaki od navedenih agenasa moze pridonijeti
dvostrukom, odnosno trostrukom povecanju rizika; ako se pak udruze,
rizik se moze povecati za viSe od petnaest puta. Osim djelovanja
kancerogenih tvari iz duhana, puSenje bi moglo i posredno utjecati na
razvoj zlocudnog tumora ostecenjem obrambenih sposobnosti diSnog puta

(15). Alkohol pak izaziva oStecenje i upalu sluznice gornjih probavnih



puteva te pogoduje nastanku gastroezofagealnog refluksa, §to moze
posredno osStetiti i sluznicu grkljana. Alkohol takoder smanjuje resorpciju
hranjivih tvari i vitamina. Pritom je osobito vazan vitamin A koji sudjeluje

u regulaciji dijeljenja epitelnih stanica (14,15).

Karcinom grkljana se u Republici Hrvatskoj ucestalo otkriva u
zemljoradnika premda bi se mogao c¢eSce ocekivati u gradskoj sredini,
zbog veceg onecCiScenja zraka industrijskom praSinom, ispuSnim
plinovima motornih vozila, dimom i slicno. Uzrok tomu nije poznat, ali je
moguce da odgovor lezi u kancerogenim tvarima iz pesticida. Osim toga,
radnici izlozeni azbestu, niklu ili oni koji rade u drvnoj industriji imaju
takoder vecu incidenciju nastanka karcinoma grkljana. Bolesnici s
karcinomom grkljana imaju povecani rizik za nastanak sekundarnog

tumora u gornjem aerodigestivnom traktu ili plu¢ima (2).

Prvi klinicki simptomi su blagi. Bol se obi¢no javlja kasno, kao i simptomi
fonatorne disfunkcije. Svaki simptom koji traje duze od tri tjedna u
pusSaca starijeg od cetrdeset godina, treba biti povod temeljitom pregledu.
Nelagoda ili bol u grlu ili uhu, kasSalj, otezano gutanje, dispneja,
hemoptiza, povecani cervikalni limfni ¢vorovi i gubitak tjelesne teZine
dodatni su simptomi koji su znak uznapredovalosti bolesti. Prodorom kroz
kostur grkljana, tumor ce se Siriti u okolinu. Pritom se vidi oteceno
podrucdje oko grkljana, a ako je tumor probio do koze, ona cCe biti prozeta
tumorom, fiksirana, a zbog popratnih upalnih promjena crvena i otecena.
Karcinom grkljana daje limfogene metastaze, ali moze, istina rijetko, dati i
udaljene hematogene metastaze. One se pojavljuju na plucima, pleuri i

vrlo rijetko u kostima (3).

Dijagnoza karcinoma grkljana postavlja se na osnovi klinicke slike,
palpacije vrata, laringoskopije, laringograma i tomograma grkljana,

biopsije odnosno patohistoloSkog mnalaza. Za precizno odredivanje



lokalizacije i proSirenosti karcinoma, potrebna je laringomikroskopija,
koja je wujedno i najpouzdanija za uzimanje biopsije. Negativan
patohistoloski nalaz ne iskljucuje karcinom, te uz pozitvnu klinicku sliku

biopsiju treba ponoviti (2,3).

Kada je dijagnoza karcinoma postavljena, a prije nego se odluc¢i o nac¢inu
lije¢enja, neophodna je procjena uznapredovalosti bolesti primjenom
razlicitih dijagnostickih postupaka. Odredivanje stadija karcinoma
potrebno je zbog tri glavna razloga: pomoc¢ pri ocjenjivanju razlicitih
nacina lijeCenja, omogucavanje usporedbe razli¢itih nacina lijeCenja te na
koncu odredivanje najprimjerenijeg suvremenog nacina lijeCenja (15). Isto
tako, odredivanje stadija bolesti ukazuje i na prognozu bolesti (16).
Medunarodno prihvatljiv kriterij za utvrdivanje stadija karcinoma je TNM
sustav (17). Obzirom na lokalizaciju karcinomi grkljana dijele se u tri
skupine: gloticki, supragloticki i subgloticki, koji se pak medusobno
razlikuju po simptomima, nac¢inu Sirenja i prognozi (2,3).

U lijecenju karcinoma grkljana primjenjuje se kirurSka terapija,
radioterapija, kemoterapija, te palijacija. Izbor terapije ovisi o lokalizaciji i
proSirenosti tumora, patohistoloskoj dijagnozi i opcem stanju bolesnika

(2)-

1.2.1. Histopatologija karcinoma grkljana

Najcesci histoloski tip karcinoma grkljana je planocelularni karcinom,
ukljucujudi ca in situ i ¢ini oko 90% svih karcinoma. Manje od 10% cCine
verukozni planocelularni karcinom, planocelularni karcinom vretenastih
stanica, anaplasti¢ni karcinom malih stanica, adenokarcinom, adenoid
cisticni karcinom, mukoepidermoidni karcinom, melanom i druge

nekeratinizirajuce neoplazme (10).



Postoje dva tipa karcinoma grkljana, od kojih jedan nastaje direktnim
prijelazom iz normalnog tkiva u invazivni karcinom, a drugi nastaje preko

carcinoma in situ (10).

Carcinom in situ grkljana priznat je kao zasebni entitet. U vecini slucajeva,
on se vidi kao periferni (vanjski) rub invazivnog karcinoma, te se smatra
da 75% invazivnih karcinoma ima in situ komponentu. Carcinom in situ
pocinje u bazalnom sloju viSeslojnog plocastog epitela. Karakteriziran je
stanicnom atipijom, povecanim hiperkromatskim jezgrama, nezrelom
keratinizacijom 1 atipiénim mitozama. Prisutna je i akantoza
intrapapilarnih  produzetaka epitela. Stanice proliferiraju prema
povrSinskim slojevima, ali i u okolinu zariSta. Za razliku od invazivnog
karcinoma, bitna znacajka carcinoma in situ je Sto on ne probija bazalnu

membranu te ona ostaje intaktna (10,18).

Karcinom plocastih stanica (carcinoma planocellulare) nastaje od
povrSinskog viSeslojnog plocCastog epitela glasnica ili epiglotisa, ali i od
viSerednog cilindricnog epitela s trepetljikama nakon njegove plocaste
metaplazije. Debljina zahvacenog epitela je obicno povecana (akantoza)
kao posljedica hiperplazije bazalnog sloja ili ceSce stratuma spinosuma.
Uz to stanice povrSinskog sloja plocastog epitela pokazuju stvaranje
keratohijalinih granula i C¢ine skvame (keratinizacija). Prisutna su dva
oblika keratinizacije: ortokeratoza kod koje su keratinizirane stanice
izgubile svoje jezgre i parakeratoza kod koje su jezgre odrzane poput
malih tamnih tockica u stanici. Relativni omjer akantoze i keratinizacije
jako se razlikuju. Cesto bazalni sloj pokazuje rast u dubinu u

subepitelijalni sloj zadrzavajuci pri tom bazalnu laminu intaktnu (18).

Makroskopski karcinom grkljana moze imati tri oblika: proliferativni s
papilarnim, bradavicastim ili kvrgastim tvorevinama, zatim infiltrativni

oblik karcinoma koji se Siri najceSce na mjestu gdje je mukoza debela i



sluznica iznad tumora moze dugo vremena biti bez ulceracija, te
ulcerativha forma koja mozZe nastati na jednoj od prethodnih ili takav
moze biti od samog pocetka. Vecina karcinoma grkljana mjeri u promjeru

1-4 cm (18,19).

1.3. Prognosticki cimbenici

Kad je dijagnoza karcinoma postavljena, a prije nego se odluc¢i o nacinu
lije¢enja, neophodna je procjena uznapredovalosti bolesti primjenom
raznih dijagnostickih i drugih postupaka. Radikalno lijecenje namijenjeno
izljeCenju, obicno nije indicirano ako se karcinom proSirio preko granica
podruéja koje se namjerava lijeciti. Cak i kada se koristi kemoterapija
moraju se predvidjeti ocekivanja. Za vecinu karcinoma lijeCenje se
razlikuje ovisno o rasSirenosti bolesti, koju je stoga neophodno toéno

procjeniti. Ta procjena naziva se «staging» (2).

Za neke karcinome, kada bolesniku dodatna adjuvantna terapija moze
koristiti, neophodna je vrlo precizna procjena «moguce» ili «vjerojatne»
raSirenosti, ostatne bolesti, prije nego se odluc¢imo da li uopce dati
adjuvantnu terapiju i ako je dati koja je terapija prikladna. Utvrdivanje
stadija karcinoma ukazuje donekle na prognozu bolesti, olakSava izmjenu
iskustava izmedu raznih centara lijeCenja i pridonosi stalnom istrazivanju

zloéudnih tumora (3).

1.3.1. Standardni prognosticki cimbenici

Unatoc¢ Sirokoj uporabi klasi¢nih prognostickih parametara za karcinome
grkljana, uobicajena klasifikacija tumora (tip i lokalizacija), TNM i

histopatolosko stupnjevanje, su vrijedni samo u predvidanju bioloSkog

ponasSanja tog tipa tumora koji joS uvijek predstavlja izazov za klinicare.
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1.3.1.1. Histoloski gradus karcinoma grkljana

Prema tipu stanic¢ne diferencijacije mogu se razlikovati tri tipa
planocelularnog karcinoma grkljana. Ova podjela izdrzala je test vremena
kao i pomna istrazivanja te je prihvacena od Svjetske zdravstvene

organizacije, WHO (20).

Gradus 1 (Dobro diferencirani planocelularni karcinom)

Karakteriziran je poligonalnim vretenastim stanicama, dobro razvijenim
intracelularnim mosti¢ima i brojnim keratiniziranim perlama. Jezgre su
hiperkromatske, nejednake u velicini i obliku, smanjene koli¢ine
citoplazme. Stroma tumora je oskudna.

Gradus 2 (Umjereno diferencirani planocelularni karcinom)
Karakteriziran je oskudnim keratiniziraju¢im perlama ili ih uopce nema.
Isticu se pleomorfne jezgre, mitoze (Cesto atipi¢ne) su brojne, a mogu biti
prisutne i multinuklearne stanice. Rijetki su intracelularni mostici.
Gradus 3 (Slabo diferencirani planocelularni karcinom)

Karakteriziran je malobrojnim epitelnim perlama, gotova da nema
keratinizacije i intracelularnih mostica, brojne su atipi¢ne mitoze, jasna je

polimorfija stanica i jezgara.

Stupanj keratinizacije najceSce je obrnuto proporcionalan gradusu, no

nadu se i slabo diferencirani karcinomi s izrazenim oroznjavanjem (20).
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1.3.1.2. Lokalizacija karcinoma grkljana

Karcinome grkljana svrstavamo u gloticke, supragloticke i subgloticke.
Takva podjela je opravdana jer se tumori tih lokalizacija razlikuju po
simptomima, nacinu Sirenja i prognozi. Gloti¢ni prostor ukljucuje glasnice
i prednju komisuru. To je najceSca lokalizacija karcinoma grkljana, s
ucestalo§éu oko 60%. Obiéno se javlja na prednjem dijelu glasnica.
Vecina karcinoma ove regije su dobro diferencirani planocelularni
karcinomi. Ovaj prostor oskudjeva limfnom drenazom, te karcinom
glotiCne regije dugo ostaje lokaliziran i bez metastaza. Gloti¢ni karcinomi
imaju tendenciju Sirenja po vertikali, ali moze invadirati i okolnu
unutrasnju laringealnu muskulaturu. Metastaze se javljaju kasno, tek
kad se tumor prosiri izvan glasnica i zahvati duboke limfne ¢vorove uz
velike krvne zile vrata. Glasnice su ujedno i najceSce mjesto javljanja
carcinoma in situ, koji se obi¢no javi na prednjem kraju glasnica, a mogu
se prosiriti preko prednje komisure na drugu glasnicu (21). Za razliku od
invazivnog karcinoma grkljana, carcinoma in situ grkljana ceSce se javlja
kod muskaraca srednje dobi u vidu diskretnih promjena (19). Tumori na
glasnicama vrlo rano uzrokuju promuklost, koja se postupno pojacava, pa
se obi¢no i rano dijagnosticiraju. Pravilo je da se svakom bolesniku u
kojega promuklost traje dulje od dva tjedna i koja ne reagira na
protuupalno lijeCenje, pregleda grkljan, pogotovo ako je bolesnik pusac.
Svojim rastom tumor glasnica moze suziti rimu pa se jave i smetnje
disanja. Daljnji simptom karcinoma ove regije je kaSalj i obilna

ekspektoracija. U ispljuvku se moze ponekad vidjeti i tracak krvi (2).

Supragloti¢ni prostor ukljucuje laringealnu povrsinu glotisa ukljucivo s
njegovim vrhom, ariepigloticne nabore i mukozu Morgagnijeva ventrikla.
Ucestalost karcinoma ove regije krece se oko 30%. NajceSca je lokalizacija
ove regije ventrikularni nabor, zatim epiglotis (laringealna strana), a

najrjede Morgagnijev ventrikul. U praksi se cesto kasno otkrije, te je teSko
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odrediti ishodiSte tumora. Iz ove regije tumor se moze prosSiriti u gloti¢ni i
subgloti¢ni prostor, te i izvan grkljana bilo da zahvati i probije Stitnu
hrskavicu, bilo da se preko glotisa prosiri na njegovu faringealnu stranu,
u valekule i bazu jezika, ili preko ariepigloticnih nabora u sinus
piriformis. Karcinom ventrikularnog nabora moze se Siriti i prema natrag
te zahvatiti i aritenoid. Limfnim Zilicama karcinom supragloticne regije
metastazira u limfne ¢vorove vrata, najéeS¢e na onu stranu vrata na kojoj
je primarni tumor, ali moze se proSiriti i na drugu stranu (15,22).
NajceSce budu zahvaceni limfni ¢vorovi oko racviSta karotida, rjede
podrucje mandibularnog kuta ili supraklavikularne jame (19). Karcinom
supragloticnog podruc¢ja kasno daje simptome. Cesto je prvi simptom
osjecaj stranog tijela u grlu, smetnje gutanja a kad se tumor poveca i
svojom velicinom suzi lumen grkljana, javit ce se i smetnje disanja:
inspiratorni stridor, koji se postupno pojacava i moze zavrSiti guSenjem

(3).

Subgloticko podrucje najuzi je dio grkljana. Subgloticki (infragloticki)
prostor podrucje je ispod glasnica do razine prve trahealne hrskavice. To
je najrjeda lokalizacija karcinoma grkljana s ucestaloS¢u oko 5%. Tumor
ove regije moze se proSiriti na glotidnu regiju, zahvatiti traheju ili prema
natrag jednjak. Nerijetko se Siri prema naprijed te zahvati Stitnjacu.
Metastaze se javljaju u prelaringealnom i paratrahealnom prostoru, te u
dubokim limfnim ¢&vorovima vrata. Karcinomi ove lokalizacije imaju
najlosiju prognozu (22). Karcinomi subgloticke regije uzrokuju smetnje
disanja, a javlja se i promuklost. Prodor tumora prema hrskavicnom
skeletu omogucuje prodiranje mikroorganizama, te nastaje popratna
upala i perihondritis, a zatim se mogu javiti nekroza i oStecenje pojedinih
zivaca. Ove popratne pojave uzrokuju bol i Cesto vrlo neugodan vonj

trulezi iz usta (3).
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Karcinomi koji se protezu kroz sve navedene prostore i ispod ventrikula
javljaju se u oko 5% slucajeva. Prodorom tumora kroz skelet grkljana,
tumor cCe se Siriti u okolinu. Pri tom se vidi oteceno podrucje oko grkljana,
a ako je tumor probio do koze, ona cCe biti prozeta tumorom, fiksirana, a
zbog popratnih upalnih promjena crvena i otecena. Karcinom grkljana
moze rijetko praviti i udaljene metastaze, hematogeno. One se javljaju na

pluc¢ima, pleuri i vrlo rijetko u kostima (10,19).

1.3.1.3. TNM klasifikacija karcinoma grkljana

TNM sustav podrazumijeva lokalnu proSirenost tumora, prisustvo ili
odsustvo metastaza u regionalnim limfnim ¢&vorovima te prisustvo ili
odsustvo udaljenih metastaza. Klinicki TNM sustav sluzi za usporedbu
rezultata radioterapije i kemoterapije. Nasuprot tome, patoloski (p) TNM
sustav korisniji je u predvidanju prognoze maligne bolesti. Karcinom
grkljana je podijeljen u odnosu na veli¢inu primarnog tumora (T),
proSirenost karcinoma u regionalne limfne c¢vorove (N) i udaljene

metastaze (M) (17).

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

e Tis Carcinoma in situ
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Supraglotis

Glotis

Subglotis

T1 Tumor ograniéen na podrudje supraglotisa uz urednu
pokretljivost glasnica

T2 Tumor zahvaca viSe od jednog podrucja supraglotisa ili glotisa
uz urednu prokrvljenost glasnica

T3 Tumor ogranicen na podrucje grkljana sa fiksacijom glasnice
i/ili se Siri na postkrikoidno podrucje, medijalni zid piriformnog
sinusa ili preepigloti¢ni prostor

T4 Tumor se Siri kroz tireoidnu hrskavicu i/ili na druga tkiva oko

grkljana, npr. orofarinks, meka tkiva vrata

T1 Tumor ograni¢en na glasnicu(e) / moze se Siriti na prednju ili
straznju komisuru s normalnom pokretljivoScu

T1la Tumor ogranicen na jednu glasnicu

T1b Tumor zahvaca obje glasnice

T2 Tumor se Siri na supraglotis i/ili glotis, s normalnom ili
poremecenom pokretljivoScu glasnica

T3 Tumor ograniCen na grkljan s fiksacijom jedne ili obje glasnice
T4 Tumor se Siri kroz tiroidnu hrskavicu i/ili na druga tkiva oko

grkljana, npr. orofarinks, meka tkiva vrata

T1 Tumor ogranicen na subgloticnu regiju

T2 Tumor se Siri na jednu ili obje glasnice s normalnom ili
poremecenom pokretljivoScu

T3 Tumor je ogranicen na grkljan s fiksacijom jedne ili obje

glasnice
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T4 Tumor se Siri kroz Stitnu hrskavicu i/ili na druga tkiva oko

grkljana, npr. orofarinks, meka tkiva vrata

Regionalni limfni ¢évorovi na vratu ( N)

NX Regionalni limfni ¢vorovi se ne mogu odrediti

NO Nema znakova zahvacenosti regionalnih limfnih ¢vorova

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

N2 Metastaza je u jednom ipsilateralnom limfnom ¢voru vecem od
3 cm, a manjem od 6 cm u najvecem promjeru, ili u multiplim
ipsilateralnim limfnim ¢vorovima ne veéim od 6 cm u najvecem
promjeru, ili bilateralno ili u kontralateralnom limfnom ¢voru ne
vecem od 6 cm u najvecem promjeru

N2a Metastaza je u jednom ipsilateralnom limfnom ¢évoru vecem
od 3 cm ali ne vecem od 6 cm u najvecem promjeru

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

N2c Metastaze su bilateralne ili kontralateralne ne vecih promjera
od 6 cm

N3 Metastaze u limfnom ¢voru veceg promjera od 6 cm

Udaljene metastaze ( M )

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

M1 Postoje znakovi udaljenih metastaza

Stadij bolesti znaci stvarnu prosirenost bolesti u njezinom predterapijskom

stanju (16). Patoloski TNM u skladu s klinickom klasifikacijom karcinoma

grkljana prikazana je u Tablici 1.
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Tablica 1. Stadij bolesti

Stadij bolesti | Velicina tumora | Regionalni limfni ¢vorovi | Metastaze

0 Tis NO MO
I T1 NO MO
I1 T2 NO MO
11 T3 NO MO
T1 N1 MO

T2 N1 MO

T3 N1 MO

1\Y T4 NO MO
T4 N1 MO

svaki T N2 MO

svaki T N3 MO

svaki T svaki N M1

1.3.2. Dodatni prognosticki ¢cimbenici

Postoje brojne studije koje istrazuju razlicite novije prognosticke cimbenike
koji bi pomogli u predvidanju bioloSkog ponaSanja tumora na razliCitim
lokalitacijama. Na podruc¢ju karcinoma grkljana istrazivane su proteinaze
(katepsini B, L i D), membranski glikoproteini kadherin/kateninski
proteinski kompleks), zatim proliferacijski markeri (PCNA, Ki-67, EGFR,
TFR), onkogeni (p53, c-erbB-2, nm?23, ciklinD1) te AgNOR i sadrzaj DNA (23-
prognosticku vrijednost, primjerice proliferacijski marker Ki 67, sadrzaj DNA,
AgNOR te proteinaza katepsin D. Isto tako aktivacija nekih protoonkogena
(ras), smanjena ekspresija antionkogena (p53), kao i poremecaj regulacije
regulatornih gena koji kodiraju regulatorne bjelancevine (ciklin D1) imaju

odredenu prognosticku vrijednost (27-29). Rezultati navedenih studija
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vecinom pokazuju korelaciju novih, dodatnih prognostickih c¢imbenika s
klasicnim prognostickim c¢imbenicima, kao S§to su velicina tumora,
lokalizacija tumora, TNM i histoloSki gradus, s tim da se niti jedan do sada
istrazeni noviji prognosticki parametar ne moze izdvojiti kao neovisan
prognosticki cimbenik (23-29). Nekonzistentni rezultati govore u prilog
prognostickog potencijala kadherin/kateninskog proteinskog kompleksa (30).
Mogucdi razlog toj ¢injenici je heterogenost tumora koja rezultira disperzijom
mjerenih vrijednosti novih prognostickih parametara na histoloSkoj razini

(31,32).

1.3.3. Znacaj prognostickih ¢imbenika

Za sljedece cimbenike utvrdeno je da imaju prognosticko znacenje kod
karcinoma grkljana;

1. Klinicki stadij i lokalizacija su dva medusobno povezana prognosticka
¢imbenika te ih zajedno i navodimo u odnosu na petogodiSnje
prezivljenje: za gloticke karcinome 80% (GI-90%, GII-85%, GIII-60%,
GIV<5%), za supragloticke karcinome 65% (GI-85%, GII-75%, GIII-
45%, GIV<5%), za subgloticke 40% (karcinomi lokalizirani na
ariepigloticnim naborima imaju najloSiju prognozu) te za transgloticke
karcinome 50% (2).

2. Stupanj diferencijacije tumorskih stanica je neovisan prognosticki
¢imbenik, a razlikujemo; G1 dobro diferencirani, G2 srednje
diferencirani i G3 slabo diferencirani karcinom, s tim da dobro
diferencirani karcinomi imaju najbolju prognozu (20).

3. Velicina tumora je vazan prognosticki ¢imbenik, dokazano je da veci
tumori u T1 skupini nakon radioterapije ceSce lokalno recidiviraju (17).

4. Zahvacenost limfnih ¢vorova takode ima prognosticko znacenje;
ukoliko su pozitivni na maligne stanice, prognoza ovisi o broju
zahvacenih c¢vorova, njihovoj velicini i prisustvu ili odsustvu

ekstranodalnog Sirenja malignog procesa (18).
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5. DNA ploidija ima prognosticki znacaj, jer se pokazalo da aneuploidni

tumori imaju loSiju prognozu u odnosu na diploidne tumore (32).

Navedeni prognosticki ¢imbenici za karcinome grkljana, ¢ija je
prognosticka vrijednost dokazana, bazirani su na morfoloskim i klinickim
osobitostima karcinoma grkljana, koji se promatra kao uniformna

tumorska masa (31).

Unato¢ dokazanoj prognostickoj vrijednosti navedenih klasiénih
prognostickih ¢imbenika za karcinom plocastih stanica grkljana i dalje
postoje nastojanja za otkrivanjem novih prognostickih parametara koji Ce,
uzimajuci u obzir intratumorsku heterogenost, pomoc¢i u razotkrivanju

ocekivanog ponaSanja tumora.

1.4. Kadherin/kateninski proteinski kompleks

Sposobnost stanica da adheriraju medusobno, te s elementima
izvanstanicnog matriksa putem specificnih molekularnih interakcija, igra
odlucujucu ulogu u Citavom nizu procesa poput hemostaze, posebice u
odrzavanju vaskularne i epitelne cjelovitosti, imunog odgovora, upale,
embriogeneze i organogeneze te razvoja zivCanog sustava. Molekularne
interakcije koje omogucuju tu adheziju dogadaju se pomocu cCitavog niza
proteina koje zajednickim imenom nazivamo adhezijske molekule.
Gubitak adhezijskih interakcija kao i njihova pretjerana stimulacija mogu
biti uzrokom raznih bolesti. Stabilne medustanicne sveze osiguravaju
integritet tkiva i omogucuju medustanicnu komunikaciju. Ove funkcije su
preduvjet za normalnu diferencijaciju stanica i njihovu organizaciju u
pojedina tkiva i organe, a kasnije o njima ovisi svrsishodno funkcioniranje

stanica unutar tkiva (33).
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Adhezijske molekule su proteini na staniénoj povrsini koji sudjeluju u
medusobnom povezivanju stanica koje moze biti homotropno i
heterotropno, te u povezivanju stanica s elementima izvanstani¢nog
matriksa. Homotropna adhezija je medusobno povezivanje istovrsnih
stanica, dok je heterotropna adhezija medusobno povezivanje razliCitih
vrsta stanica. S obzirom na tip adhezijskih molekula koje ukljucuju,
medusobnu interakciju stanica takoder mozZemo podijeliti u dvije
kategorije: homotropne i heterotropne. Clanovi iste skupine molekula
ulaze u homotropne interakcije, a u heterotropne interakcije ulaze
molekule koje pripadaju razli¢itim skupinama. Medustanicna adhezija je
selektivan proces, tako da stanica prilijeze samo uz stanicu odredenog
tipa. Pet vrsta membranskih glikoproteina posreduje povezivanje:
selektini, integrini, imunoglobulinska superporodica, kadherini i CD44
(34).

U povezivanju stanica epitelnog tkiva posebnu wulogu ima
kadherin/kateninski proteinski kompleks. E-kadherin je molekula tipicna
za epitelno tkivo, lokalizirana u regijama stanicne membrane, znanim kao
adherentni spojevi. Izvanstanicna domena E-kadherina je zaduzena za
povezivanje sa susjednim stanicama, dok je unutarstanicna domena
zaduzena za povezivanje s citoskeletom. To povezivanje sa citoskeletom
nije direktno, ve¢ se ostvaruje putem pomocnih proteina, katenina.
Unutarstani¢na domena E-kadherina veze ili beta ili gama-katenin, koji
se zatim pomocu alfa-katenina veze za aktinski citoskelet (35). U procesu
kancerogeneze jedan od kljuénih momenata je gubitak mehanizma
medustanicne adhezije. Neoplasticne stanice tada laksSe invadiraju okolno

tkivo, infiltriraju krvne i limfne Zile te naposljetku i metastaziraju (36).

1.4.1. E-kadherin

Kadherini su molekule, koje obzirom na svoje strukturalne i funkcionalne

osobine, spadaju u adhezijske molekule. Postoje dvije razlicite skupine
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medustani¢nih adhezijskih molekula, a razlikuju se u potrebi za ionima
kalcija, pa tako govorimo o kalciju ovisnim i kalciju neovisnim
medustanicnim adhezijskim molekulama. Superobitelj integralnih
transmembranskih glikoproteina koji ostvaruju o kalciju ovisnu adheziju
stanica nazivamo kadherinima. Kadherini se sastoje od dvije evolucijski
razli¢ite podobitelji: kadherini tipa 1 (poznati kao klasi¢éni kadherini) i
kadherini tipa 2. Klasi¢ni kadherini ostvaruju medustani¢nu interakciju
homofilnim tipom vezanja (isti dio molekule na jednoj stanici veze se s
istim dijelom molekule na drugoj stanici) dok kadherini tipa 2
(dezmosomalni kadherini) smjeSteni u dezmozomima gdje su povezani s
intermedijarnim filamentima, pokazuju vrlo malo homologije s onima
klasicnog tipa te posjeduju neke zajedniCke karakteristike koje nisu

nadene u kadherina tipa 1 (36,37).

U klasi¢cne kadherine ubrajamo N, P, R, B i E kadherine, a ostali ¢lanovi
obitelji kadherina su dezmogleini i dezmokolini. To su glikoproteini
molekularne mase 120-140kD. Osnovnu strukturu klasi¢nih c¢lanova
kadherina, Cini jedan proteinski lanac koji je smjeSten transmembranski,
a u izvanstani¢noj domeni sadrze seriju od pet motiva koji su premosteni
molekulama kalcija. Kalcij je odgovoran za funkciju kadherina i sluzi za
odrzavanje konformacije, odnosno strukturne cjelovitosti proteina.
Klasi¢ni kadherini imaju visoko konzerviranu unutarcitoplazmatsku
domenu, koju ne nalazimo u ostalih kadherina. Ta domena sluzi za
vezanje stanicnog citoskeleta putem = specificnih interakcija s
unutarstanicnim proteinima, alfa i beta kateninom. Ove interakcije

presudne su u procesima povezivanja stanice sa stanicom (38,39).
E-kadherin je glikoprotein tipican za epitelno tkivo, a ostali poznatiji

predstavnici ove proteinske obitelji su P-kadherin, karakteristiCan za

posteljicu i N-kadherin, karakteristican za neuralno tkivo (37).
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CDH1 gen, smjeSten na kromosomskom mjestu 16q22.1, kodira
glikoprotein 120 kD, odnosno E-kadherin, koji se sastoji od jedne velike
izvanstanicne domene, transmembranskog segmenta i kratke
citoplazmatske domene. Strukturu izvanstani¢éne domene E-kadherina
¢ini pet ponavljajucih domena, koje se sastoje od ponavljanja motiva 100
amino-kiselinskih sekvenci, a najve¢i dio N-terminalnog ostatka ima
adhezivnu ulogu (40). Ovaj dio molekule E-kadherina ima vezna mjesta za
ione Ca2+, koja se nalaze izmedu ponavljajucih domena. Sekvence amino
kiselina, koje Cine mjesto za Ca2+ ione, su visoko specificne kako za
razne kadherine unutar obitelji kadherina, tako i za odredenu vrstu.
Medustani¢na adhezija, posredovana interakcijom homofilnih E-kadherin

izvanstanicnih domena, dio je procesa boc¢nih dimerizacija (41,42).

Kratka citoplazmatska domena E-kadherina, odnosno C-terminalni
ostatak, koji ¢ini oCuvani niz od oko 150 amino kiselinskih sekvenci, je
visoko homologan s beta i gama kateninom s kojima se povezuje te uz
pomo¢ alfa-katenina, ostvaruje vezu E-kadherina s aktinskim
citoskeletom. Smatra se da citoplazmatska domena E-kadherina regulira
medustaniénu funkciju izvanstanicne domene E-kadherina, kroz
interakciju s citoskeletom. E-kadherin je jedna od najvaznijih adhezivnih
molekula u epitelnim tkivima (42). Gubitak E-kadherin posredovane
medustanicne adhezije smatra se jednim od glavnih molekularnih
zbivanja odgovornih za prijelaz benignih lezija u maligne, koje
karakterizira abnormalna stani¢na arhitektura, gubitak integriteta tkiva,

lokalna invazivnost te na koncu metastaziranje (43,44).

Gubitak funkcije E-kadherina - tumor supresorskog proteina, poklapa se
S pojavom invazivnosti i metastaziranjem tumora, zbog cega mu je
dodijeljen naziv gen «supresor invazije». Osim toga potvrdeno je kako E-

kadherin ima odredenu ulogu u Wnt-signalnom putu, zajedno s drugim
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kljuénim molekulama koje u njemu sudjeluju kao §to su beta-katenin i
drugi (45,46,47).

1.4.2. Beta-katenin

Kateninski kompleks se sastoji od; alfa-katenina koji ima strukturne
slicnosti s vinculinom, jedna od kljuénih molekula membrane fibroblasta
koja se veze za mikrofilament, beta—katenina koji je molekula slicna
armadillo proteinima Drosophila melanogaster i gama-katenina koji je
identican plakoglobinu, proteinu koji se nalazi u desmozomima, te
kateninima slicne molekule, p120 proteina. Do nedavno se smatralo da je
jedina uloga ovog kompleksa mehanicko povezivanje E-kadherina s
aktinskim citoskeletom. Unutarstanicna domena E-kadherina veze ili beta
ili gama katenin, koji se zatim pomocu alfa-katenina veze na aktinski
citoskelet. Uloga p120 proteina joS nije do kraja razjasnjena, no smatra se
da regulira medustani¢nu adheziju posredovanu E-kadherinom, neovisno

o kateninskom kompleksu (34,37).

Beta-katenin je 92-kDa protein kojeg kodira CTNNB1 gen. Ovaj protein se
sastoji od viSe kopija takozvanih armadillo ponavljajucih domena koje su
specijalizirane za protein-protein povezivanje. Kada beta-katenin nije
povezan s kaderinima i alfa-kateninom, on moze stupati u interakcije s
drugim proteinima kao Sto je APC protein, transkripcijski ¢imbenici,
aksinom, komponentama Wnt signalnog puta. Beta-katenin je dio
skupine proteina koji osiguravaju adherentne sveze. Upravo adherentne
sveze su neophodne za stavaranje slojeva epitelnih stanica koji reguliraju
rast stanica i medustani¢nu povezanost. Beta-katenin je takode
uklopljen u aktinski citoskelet i moze biti odgovoran za prijenos signala
kontaktne inhibicije kojim se zaustavlja dijeljenje stanica u epitelnim
slojevima. U stanici se slobodan beta-katenin, kad ne sudjeluje u Wnt

signalnom putu, fosforilira pomocu protein-kinaze GSK-3 te razgraduje
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ubikvitin-proteasomskim sustavom. U ovom procesu razgradnje sudjeluju

i APC protein i aksin (48-51).

Novija istrazivanja su pokazala da katenini imaju daleko dinamiéniju
funkciju od pukih vezivanja elemenata, sudjelujuci u brojnim signalnim
putevima unutar stanice. Jedan od primjera ukljucuje signalni put Wnt-
polipeptida, kljucan za procese diferencijacije u vrijeme embriogeneze.
Posljedica aktivacije ovog puta je kocenje aktivnosti protein-kinaze GSK-3,
te porast slobodnog citoplazmatskog beta-katenina. Slobodni beta-katenin
ulazi u stanicnu jezgru gdje funkcionira kao kofaktor za Tcf/LEF
transkripcijske faktore. Genetski program koji se aktivira pomocu beta-
katenin/Tcf/LEF kompleksa, kodira transkripciju skupine gena
zaduzenih za stani¢nu proliferaciju, ukljucujuci c-Myc onkogen i ciklin
D1 (52,53). Istrazivanja molekularnih mehanizama kancerogeneze
izdiferencirala su prekomjernu aktivaciju ovog puta u nekim vrstama
karcinoma. Beta-katenin takode ima funkciju onkogena, a mutacija ovog
gena moze dovesti do karcinoma debelog crijeva, pilomatrikoma,

meduloblastoma i karcinoma ovarija (36,43).

1.4.3. Kadherin/kateninski proteinski kompleks u onkoloSkim

studijama

Progresivna akumulacija somatskih mutacija u nekoliko razli¢itih gena
karakterizira  proces tumorogeneze. Maligne stanice opcenito
karakteriziraju loSe medustanicne veze, gubitak epitelne stani¢ne
diferencijacije i povecanje stanicne pokretljivosti. Smanjena ili potpuno
izostala ekspresija E-kadherina, mutacija gena E-kadherina ili drugi
mehanizmi koji ometaju funkciju adherentnih spojeva su u podlozi
maligne transformacije epitelnih stanica (43).

Rezultati dosadasnjih istrazivanja pokazala su povezanost izmedu gubitka

heterozigotnosti na 16q i metastatskog potencijala malignih tumora jetre,
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prostate i dojke, a mutacije u CDH1 genu se povezuju s nastankom
malignih tumora dojke, Zeluca, endometrija, jajnika i Stitne Zljezde. Za
sada je poznato, da do smanjene ekspresije E-kadherina, koja rezultira
malignom transformacijom, dolazi na dva nacina. Jedan od njih, nesSto su
rjede mutacije CDH1 gena koji kodira E-kadherin, te se u stanicama
nakuplja disfunkcionalna molekula koja se ne moze ugraditi u
membranu, niti imati adhezivna svojstva. Ovo je svojstveno za lobularni
karcinom dojke i difuzni karcinom zeluca. Drugi, ceS¢i nacin, je
smanjenje  ekspresije = E-kadherina  epigenetskim  mehanizmom,
metilacijom promotora E-kadherinskog gena koja dovodi do smanjene
transkripcije. Ovaj mehanizam svojstven je karcinomu debelog crijeva,
hepatocelularnom karcinomu te karcinomima glave i vrata (43,45,47).

Ukoliko je smanjena ekspresija E-kadherina, suviSni beta-katenin se
fosforilizira, spaja u kompleks s APC proteinom i aksinom te razgraduje
ubikvitin-proteasomskim sustavom. Mutacija koja pogada kateninsko
vezno mjesto za fosforilazu, APC ili aksin, te mutacija samog APC-a ili
aksina mogu dovesti do poviSene razine beta-katenina u citoplazmi. Tada
dolazi do trajne aktivacije Wnt- signalnog puta. Beta-katenin ulazi u
jezgru stanice, veze se na Tcf/LEF kompleks i aktivira se transkripcija

gena zaduzenih za stani¢nu proliferaciju (48,50,52).

Proces kancerogeneze i uloga kadherin/katenin kompleksa za sada je
najbolje prouceno na modelu karcinoma debelog crijeva. U studijama koje
su pokuSavale razjasniti ulogu kadherin-kateninskog kompleksa u
karcinomima debelog crijeva, prije svega je uocCena razliCita
imunohistokemijska ekspresija E-kadherina i alfa-, beta- i gama-katenina
u stanicama tumora, okolnoj stromi i metastazama. UocCena je znacajno
veca citoplazmatska ekspresija E-kadherina te alfa-, beta- i gama-
katenina u tumorskim stanicama u odnosu na okolnu stromu, a isto tako
je uocena znacajno veca nuklearna ekspresija beta-katenina u stanicama

invazivnog ruba tumora (54,55).
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U daljnim istrazivanjima imunohistokemijska ekspresija je korelirana s
ostalim klinicko-patoloskim parametrima kako bi se odredilo znacenje i
eventualna mogucnost koriStenja ekspresije komponenti kadherin-
kateninskog kompleksa u razjasSnjavanju nastanka i progresije karcinoma
crijeva. Tako rezultati jedne studije, ukazuju na povezanost smanjene
ekspresije membranskog E-kadherina i slabije diferenciranosti karcinoma
crijeva, dok neki autori izvjeScuju o znacajnoj povezanosti povecane
ekspresije citoplazmatskog E-kadherina u stanicama primarnog tumora i
ranije pojave recidiva, a potvrduju i znacajnu povezanost visoke ekspresije
membranskog E-kadherina u stanicama primarnog tumora i dobre
prognoze (56). Ovaj nalaz sugerira da ekspresija citoplazmatskog E-
kadherina, koja se ujedno smatra nenormalnom, u tumorskim stanicama
karcinoma crijeva ima suprotno bioloSko znacenje u prirodi karcinoma
crijeva od ekspresije membranskog E-kadherina, koja se inace smatra
normalnom (57).

U ovoj studiji dobiven je i jedan zanimljiv nalaz, povecana ekspresija i
membranskog i citoplazmatskog E-kadherina u metastatskim stanicama
karcinoma crijeva u jetri, u odnosu na ekspresiju istih u metastaskim
stanicama nadenim u drugim sijelima metastaza primarnog karcinoma
crijeva. Ovaj nalaz, zajedno s uoCenim mutacijama gena za E-kadherin
koje ga prate, sugerira da medustanicna adhezija posredovana E-
kadherinom, moze biti uzrokom ulaska i Sirenja tumorskih stanica u neke

organe, kao §to je jetra (57,58).

Studija u kojoj se istrazuje imunohistokemijska ekspresija E-kadherina,
alfa-, beta- i gama-katenina u tumorskim stanicama hepatocelularnog
karcinoma i njihova povezanost s klinicko-patoloskim parametrima
takode donosi zanimljive rezultate. Slaba ekspresija E-kadherina u
tumorskim stanicama hepatocelularnog karcinoma pokazala je znacajnu
povezanost sa slabom diferencijacijom karcinoma, jaka ekspresija gama-

katenina znacCajno korelira s kapsularnom invazijom i prisustvom
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satelitskih ¢vorica dok jaka ekspresija beta-katenina znacajno korelira s
vaskularnom invazijom. U istoj studiji, u odnosu na prezivljenje bolesnika
s hepatocelularnim karcinomom nadeno je da slaba ekspresija E-
kadherina, alfa- i gama-katenina te jaka ekspresija beta-katenina ukazuje

na krace prezivljenje ovih bolesnika (59,60).

Sli¢na studija radena je na karcinomima gusterace, pri ¢emu je uoc¢eno da
tumorske stanice pokazuju gubitak membranske i pojavu citoplazmatske
ekspresije E-kadherina i alfa-katenina u slabije diferenciranim
karcinomima i onima s metastazama u ¢vorovima i jetri, dok je ista pojava
za beta-katenin povezana samo s prisustvom metastaza u ¢vorovima i

jetri (61,62).

Slaba ili izostala ekspresija E-kadherina se povezuje i sa slabom
diferencijacijom, uznapredovalim  klinickim stadijem i kradim

prezivljenjem bolesnika s karcinomom prostate (63).

Poznato je da povecana aktivnost slobodnog beta-katenina dovodi do
pojacane stanic¢ne proliferacije, a gubitak ekspresije E-kadherina do
smanjena medustanicne adhezivnosti (44). Rezultati vecine istrazivanja
provedenih na humanim neoplazmama, ukazuju da je ekspresija E-

kadherina u korelaciji sa stupnjem diferencijacije tumorskih stanica (43).

Nalazi vec¢ine studija koje su istrazivale imunohistokemijsku ekspresiju E-
kadherina na stanicama primarnog invazivnog duktalnog i lobularnog
karcinoma dojke, te u metastatskim stanicama istih karcinoma, nadena
je razlicita ekspresija E-kadherina u stanicama invazivnog duktalnog
karcinoma kao i u metastazama istog (64).

Nasuprot tom nalazu, u stanicama primarnog lobularnog karcinoma
dojke ekspresija E-kadherina se kompletno gubi, za razliku od nalaza

smanjene ili heterogene ekspresije E-kadherina u podrucjima lobularne
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hiperplazije ili lobularnog ca in situ. Kako u ovoj studiji, tako i viSe drugih
studija koje su se bavile istrazivanjem uloge E-kadherin-kateninskog
proteinskog kompleksa u karcinomima dojke, nadena je re-ekspresija E-
kadherina, ali i alfa-katenina i beta-katenina u metastatskim stanicama
lobularnog karcinoma, dok su isti markeri bili istovremeno suprimirani u
stanicama primarnog lobularnog karcinoma (65,66).

Na osnovi dosadasSnjih istrazivanja smatra se da je re-ekspresija ovih
adhezivnih molekula u tumorskim stanicama nakon napuStanja
primarnog sijela tumora, vjerojatno vazna i neophodna tumorskim
stanicama pri naseljavanju metastazama drugih organa. Isto tako
rezultati viSe studija sugeriraju kako je ekspresija E-kadherina u
karcinomima dojke viSe povezana s histoloSkim tipom i stupnjem
diferenciransti tumorskih stanica, nego s invazivnim i metastatskim
potencijalom ovog karcinoma (67-69). Novija studija imunohistokemijske
ekspresije E-kadherina provedena na uzorku od 204 ne-lobularna
karcinoma dojke bez metastaza u unilateralnim limfnim ¢vorovima,
pokazala je da imunohistokemijski pozitivan status E-kadherina nije
uvijek povezan s dobrom prognozom karcinoma dojke (70).

Razlic¢iti, a cesto i kontradiktorni rezultati brojnih studija u kojima se
pokusSava razjasniti uloga i znacenje kadherin-kateninskog proteinskog
kompleksa u c¢itavom nizu humanih neoplazmi, vjerojatno je posljedica
primjene razlicitih metoda, izmedu ostalog, i u ocitavanju dobivenih
rezultata. To je moguce najlakSe uociti na invazivhom duktalnom
karcinomu dojke, za kojeg je ustanovljena vrlo heterogena ekspresija E-
kadherina unutar istog tipa karcinoma, a Sto se u raznim studijama na
razliCite nacine obrazlagalo i interpretiralo u odnosu na ostale, ve¢ od

prije etablirane, primjenjene prognosticke ¢imbenike (64,68).

Istrazivanja ekspresije beta-katenina na  superficijalno Sireéim
melanomima, uocilo je da bolesnici s Clarkom 4 i 5 imaju znacajno nizu

ekspresiju beta-katenina od one u bolesnika s Clarkom 2 i 3. Ovaj nalaz
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sugerira povezanost beta-katenina i mehanizma nastanka melanoma te
otvara mogucnost koriStenja beta-katenina kao biljega progresije bolesti

(71-73).

Slicna istrazivanja radena su i na uzorcima karcinoma grkljana, ali
rezultati su nekonzistentni, jer se vecina istrazivanja radila na relativno
malom i heterogenom uzorku, primjenjivani imunohistokemijski markeri
te dobiveni rezultati i njihova interpretacija razlikovali su se od studije do
studije (30).

U studiji koja analizira ekspresiju E-kadherina u 101 bolesnika sa
supraglotickim karcinomom grkljana, s odredenim TNM i stupnjem
diferencijacije karcinoma, nadeno je da smanjena ekspresija E-kadherina
i na membrani tumorskih stanica ukazuje na povecan rizik od recidiva, a
time i na krace prezivljenje. Ekspresija E-kadherina odredena je kao score
na bazi intenziteta imunohistokemijskog bojenja membrane stanica
sustavom od O do 4 i postotka obojenih stanica unutar tumora (0-100%)
te je score mogao biti od O do 400. Rezultat ove studije ukazuje da niski
score ekspresije E-kadherina u bolesnika sa supraglotickim karcinomom
ukazuje na metastatski fenotip karcinoma, odnosno da ovaj nalaz moze
izdvojiti bolesnike s klinicki negativnim limfnim ¢vorovima koji imaju veci
rizik za razvoj okultnih metastaza (74).

Koristeci isti sustav skoriranja za ekspresiju E-kadherina, ali i drugih
molekula za koje se zna da sudjeluju u tumorogenezi, nadeno je da je
smanjena ekspresija E-kadherina i CD44v6 povezana s pojavom
metastaza u bolesnika s karcinomom grkljana, ali ne i u bolesnika s
karcinomom zdrijela. Ista studija je pokazala da smanjena ekspresija E-
kadherina, CD44s i CD44v6 ukazuje na loSiju prognozu bolesnika s
karcinomom grkljana, ali ne i u bolesnika s karcinomom zdrijela (75-77).
Rezultati studije koja ukljucuje 95 bolesnika s karcinomom grkljana
pracenih 5 godina, u kojoj se smanjenom ekspresijom E-kadherina

smatra ako je manje od 50% tumorskih stanica imunohistokemijski
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obojeno, govori u prilog povezanosti smanjene ekspresije E-kadherina s
diferencijacijom tumora, metastazama u limfne ¢vorove i recidivom
(78,79). Veci broj studija raden je na karcinomima plocastih stanica
raznih lokalizacija u podru¢ju glave i vrata, Cesto koristeci sustav
smanjene ekspresije ako 50% tumorskih stanica pokazuje smanjeno
imunohistokemijsko bojanje u odnosu na normalno bojanje plocastog
epitela. Tako prikupljeni rezultati pokazali su povezanost smanjene
ekspresije E-kadherina s vaskularnom infiltracijom i skracenim
prezivljenjem kod planocelularnih karcinoma u podruc¢ju glave i vrata,
dok u odnosu na beta-katenin takva povezanost nije nadena u odnosu

niti na jedan promatrani klinicko-patolo§ki parametar (80-82).

Smanjena ekspresija membranskog beta-katenina se povezuje s gubitkom
diferencijacije u karcinomima grkljana, a isto tako preliminarne studije
govore i za karcinom jednjaka, karcinom Zzeluca i karcinom kolona (83-
86). Obzirom na ta saznanja radena je studija u kojoj se
semikvantitativno mjerila membranska i citoplazmatska ekspresija beta-
katenina u tumorskim stanicama karcinoma grkljana, za koje je odreden
stupanj diferencijacije prema Broadersu, s tim da je jaka ekspresija bila
jednaka onoj u normalnim stanicama plocastog epitela. U ovoj studiji je
takoder, nadena povezanost smanjene ekspresije membranskog beta-
katenina i dediferencijacije tumorskih stanica, a ujedno se beta-katenin
pozicionira kao stani¢na molekula ¢ije oStecenje se moze povezati s
invazivnijim fenotipom stanica plocastog karcinoma grkljana (87).

Nastavljena istrazivanja beta-katenina u plocastim karcinomima glave i
vrata potvrduju uglavnom membransku ekspresiju beta-katenina, a
smanjena ekspresija membranskog beta-katenina se povezuje s loSijom
prognozom, ali istovremeno nije nadena mutacija gena za beta-katenin.
Na osnovi ovih saznanja, smatra se da beta-katenin u tumorskim
stanicama plocastih karcinoma, uglavnom djeluje kao adhezivna

molekula koja sudjeluje u procesima medustanicne adhezije posredovane
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E-kadherinom, odnosno da ne sudjeluje u signalnim putevima unutar

ovih tumorskih stanica (87,88).

Ovaj pregled studija, njihovih metoda, uzoraka, rezultata i interpretacija
rezultata su dovoljno intrigantni te zahtijevaju nastavak istrazivanja uloge
i znacenja ovih markera u tumorogenezi. Isto tako iz svega navedenog
proizilazi, kao je neophodno unijeti viSe standardnih veli¢ina kako bi
rezultati raznih istrazivaca bili usporedivi, Sto do sada nije bio slucaj pa
su prikazani rezultati nekonzistentni, a ponekad i kontradiktorni. Osim
inzistiranja na uniformiranju primjenjenih metoda, potrebno je voditi
racuna o uzorcima, pri ¢emu treba uzeti u obzir njihovu viSestruku i
viSestranu heterogenost, koja se cCesto zanemaruje, a moze znacajno
utjecati na dobivene rezultate (30).

Sve navedeno, sugerira da bi primjenjivanje standardnih metoda
imunohistokemijskih bojenja, jednostavan nacin ocitavanja rezultata
bojenja uz postivanje intratumorske heterogenosti, mogao biti model
buducih istrazivanja, ¢iji bi rezultati mogli biti doprinos dosadasnjim
saznanjima o znacenju i ulozi ekspresije E-kadherina i beta-katenina u

karcinomima grkljana.

1.5. Intratumorska heterogenost

Intratumorska heterogenost se definira kao prisustvo viSestrukih
abnormalnih stani¢nih linija u razli¢itim dijelovima jednog tumora ili
istovremenog postojanja diploidnog i aneuploidnog sadrzaja DNA u
tumorskim stanicama jednog tumora. Postoji vec¢i broj biokemijskih,
citogenetskih, molekularnih, genetickih i imunoloskih dokaza koji govore
da vecCina tumora nastaje iz jedne promijenjene stanice, iz koje
napredovanjem nastaje klon tumorskih stanica (89).

Klinicki i bioloSki dogadaji koji dovode do tumorske progresije ili

napredovanja, nastaju kao rezultat sekvencionalne selekcije stanicnih
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subpopulacija unutar tog klona. U nekih tumora zapazena je progresija
od benignih preko neinvazivnih tumora, tumora in situ, pa do pojave
maligne bolesti. U pojedinim fazama razvoja tumora moze doci do
povecanja anaplazije i kromosomskih aberacija. Smatra se da do razvoja
klona dolazi uslijed povecanja geneticke nestabilnosti unutar tumorske
staniéne populacije, a nadalje ta nestabilnost dovodi do bududih
genetickih nepravilnosti i kasnije njihovom selekcijom (90).

Na molekularnoj razini, tumorsko napredovanje i zdruZena razliCitost
najvjerojatnije su posljedica viSestrukih mutacija koje se neovisno
nakupljaju u razli¢itim stanicama, stvarajuci tako subklonove razli€itih
obiljezja. Neke od tih mutaciju mogu biti smrtonosne, druge mogu
usmjeriti rast stanica djelujuc¢i na protoonkogene i gene priguSivace
tumora. Tako stvoreni klonovi podlozni su odabiranju na temelju imunih i
neimunih utjecaja, Sto znaci da ¢e stanice koje su izrazito antigene biti
razorene obrambenim mehanizmima domacina, a one koje imaju smanjen
zahtijev za c¢imbenicima rasta budu prihvacene. Prema tome moZemo
zakljuciti da je tumor bogat onim subklonovima stanica koje su sposobne
za prezivljavanje, rast i invaziju, odnosno metastaziranje (91,93).
Subklonovi koji su ostali mogu posjedovati zajednicke biljege, mnogi
imaju nove osobine koje vode heterogenosti. Vecina tumorskih stanica je
geneticki nestabilnija u odnosu na normalne stanice, a to moze biti glavni
uzrok fenomenu klonalnog razvoja. Promjene koje se dogadaju u
tumorskim stanicama igraju vaznu ulogu u tumorskom napredovanju-
progresiji tumora, osim toga smatra se da osobine domacina utjecu na to

koji ce se klon predominantno Siriti (92)

Smatra se da imuni sustav domacina predstavlja jedan tip selektivnog
¢imbenika u razvoju neoplazme, osobito u ranim stadijima. Istrazivanja
na ljudskim i eksperimentalnim tumorima su pokazala kako su tumorske
stanice unutar nekog tumora heterogene. Tumorsko tkivo karakterizira

genetska i fenotipska heterogenost. Vec¢ u vrijeme dijagnosticiranja vecina
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tumora sadrzi razli¢ite populacije stanica s nejednakim osobitostima.
Razlike mogu biti izrazene u kariotipu, proizvodnji hormona, broju i
izrazenosti receptora na povrSini stani¢ne membrane, osjetljivost na
citotoksic¢ne lijekove, biokemijske produkte te sposobnosti metastaziranja.
U ranoj fazi rasta tumorske se stanice mogu fenotipski tek malo
razlikovati od svog polazisnog tkiva, ali kako tumorsko tkivo raste, stanice
postaju manje diferencirane, odnosno viSe neoplasticne. Genetski
materijal tumorske stanice je znatno nestabilniji u odnosu na zdravu

stanicu, §to uzrokuje veci broj mutacija (89).

Tako unato¢ c¢injenici da je vecina zlocudnih tumora monoklonalnog
porijekla, s vremenom postaje jasno kako su stanice od kojih su
sastavljeni razlicite (heterogene). Na molekularnoj razini, tumorsko
napredovanje i tumorska razliCitost najvjerojatnije su posljedica
viSestrukih mutacija koje se neovisno nakupljaju u razli¢itim stanicama,
stvaraju¢i tako subklonove razliCitih obiljezja. Mutacije u vrijeme
klonalnog Sirenja mogu biti smrtonosne ili mogu usmjeriti rast stanica
djelujuci na protoonkogene i gene prigusivace (90).

Progresija tumora zasniva se na razvoju subklonova. Tako stvoreni
subklonovi podloZzni su odabiru na temelju imunih i neimunih utjecaja.
Rastuc¢i tumor sklon je onim klonovima koji su sposobni za rast,
prezivljavanje te invaziju. Citogenetska istrazivanja otkrivaju istodobno
postojanje multiple subpopulacije stanica unutar tumora u tijeku

progresije (90,94).

Visestruki mehanizmi utjeCcu na tumorsku progresiju te za posljedicu
imaju promjene kako u broju tako i u strukturi kromosoma. Oni se mogu
podijeliti na prirodene defekte kromosoma, steCene defekte te
ekstracelularne c¢imbenike. Kod prirodenih defekata, nestabilnost
defektnih kromosoma rezultira sklonoScu odredenim tipovima karcinoma.

Steceni defekti kromosoma nastaju pod utjecajem razlic¢itih ¢imbenika
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kao Sto su toksic¢ne tvari koje se oslobadaju iz nekroti¢nih tumorskih
stanica, slobodni radikali koje proizvode makrofagi, radikali kisika iz NK
stanica i drugo. Ekstracelularni ¢imbenici ukljucuju razlicite bioloSke,
fizikalne i kemijske agense, kao S§to su onkogeni virusi, rendgensko
zraCenje i UV zracenje te kemoterapeutici. ViSestruka izlozenost nekim od
ovih ¢imbenika dovest ¢e do novih i ireverzibilnih genetskih promjena koje
¢e tumorsku stanicu uciniti jo§ agresivnijom u bioloSkom ponasanju

(89,90,92).

1.5.1. Heterogenost planocelularnog karcinoma grkljana

Tumorska heterogenost odgovorna je za razliCite bioloSke i histoloSke
osobine tumora, ali i za njegovo bioloSko ponaSanje te moze objasniti
veliku varijabilnost u prognozi razli¢itih tumora. Malo se zna o
heterogenosti planocelularnog karcinoma grkljana. Poznato je da se u
planocelularnom karcinomu moze izdvojiti podrucje dobro diferenciranih
stanica s niskom mitotskom aktivnhoS¢u od podrucdja sa stanicama koje
imaju visoku proliferativnhu aktivnost i slabu diferencijaciju. Danas se
smatra da podrucje s viSim histolo§kim gradusom odreduje prognozu
bolesnika s malignom boleScu te da se recidiv najvjerojatnije javlja u tom
podruc¢ju. Mada je intratumorska heterogenost viSestruko potvrdena,
malo je studija koje istrazuju njen utjecaj na prognosticki potencijal

brojnih prognostickih ¢imbenika (95,96).

1.5.2. Prognosticki cimbenici u odnosu na intratumorsku

heterogenost
U istrazivanjim prognosticke vrijednosti cijelog niza prognostickih

¢imbenika kod razli¢itih tumora (ukljucujuci i karcinome grkljana), u

literaturi se pojavljuju kontradiktorni rezultati, tako da neki autori
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opisuju vrlo visoku prognosticku vrijednost za istrazivane ¢imbenike dok
ih drugi u potpunosti negiraju (30).

Nekonzistentnost rezultata moguce je povezati s intratumorskom
heterogenosti, jer se zajedno obraduju podrucja tumora s potpuno
razlicitim bioloSkim karakteristikama. Procjena tumorske heterogenosti
znacajna je jer tumori s heterogenom stani¢nom populacijom imaju vecu
mogucnost metastaziranja i recidiviranja, kao i loSiji odgovor na

kemoterapiju (95).

Postojanje razlic¢itih stanic¢nih populacija u jednom tumoru tesko se moze
odrediti rutinskim pregledom histolo§kog preparata, ali je to moguce
uporabom kvantitativnih ili kvalitativnih pokazatelja, odnosno na njima
baziranih prognostickih parametara. Iako je intratumorska heterogenost
dobro poznata zahvaljujuéi eksperimentalnim istrazivanjima, malo je
klinickih istrazivanja na tom podrucju. Analizirajuc¢i morfologiju epitelnih
tumora opcenito, a karcinoma grkljana posebno, moze se ustanoviti da
postoje dva razli¢ita podrucja koja se mogu nazvati «rub». Jedno podrucje
je invazivni rub (u vecini radova to podrucje se i uzima kao «rub»), a drugo
podrucdje je proliferativni rub, mjesto gdje normalni epitel prelazi u
tumorski. Izmedu ta dva podrucja je centar tumora. Ovakvo razlikovanje
tumorskih podrucja moguce je iskljucivo na razini histoloSke pripreme
preparata za daljnu analizu (97).

Pregledom dostupne literature nismo naSli rad koji je analizirao
prognosticki potencijal kadherin/kateninskog proteinskog kompleksa u
odnosu spram, predhodno opisane, mikroskopski definirane

intratumorske heterogenosti.
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2. HIPOTEZA 1 CILJEVI RADA

Imajudi na umu ulogu beta-katenina i E-kadherina u procesu kancerogeneze
i progresiji tumorskog rasta, predpostavljam da bi ekspresija beta-katenina i
grkljana. Nadalje, uvazavajuci intratumorsku heterogenost, pretpostavljam
da postoji i intratumorska heterogenost ekspresije beta-katenina i E-
kadherina u bolesnika s planocelularnim karcinomom grkljana. Obzirom da
su dosadaSnji rezultati u smislu prognosticke vrijednosti ekspresije beta-
katenina i E-kadherina u karcinomima grkljana nekonzistentni,
pretpostavka je da bi njihova ekspresija u razli¢itim, histoloski definiranim,

dijelovima tumora mogla pruziti ¢vrsce prognosticke pokazatelje.
Ciljevi rada su:

1. Odrediti intratumorsku ekspresiju membranskog i citoplazmatskog
beta-katenina i E-kadherina u planocelularnom karcinomu grkljana u

tri razliCite regije tumora (centar, transformacijski i invazivni rub).

2. Odrediti postoji li prognosticka vrijednost ekspresije memebranskog i
citoplazmatskog beta-katenina i E-kadherina u planocelularnom

karcinomu grkljana.

3. Utvrditi da li intratumorska heterogenost ekspresije membranskog i
citoplazmatskog beta-katenina i E-kadherina pokazuje povezanost s
prognostickim ¢imbenicima: TNM, histoloSkim gradusom i

lokalizacijom tumora, odnosno s duzinom prezivljenja.
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3. BOLESNICI I METODE

3.1. Bolesnici

U istrazivanje je bilo uklju¢eno 90 bolesnika s karcinomom grkljana, koji su
operirani na Klinici za bolesti uha, nosa i grla i kirurgiju glave i vrata KBC
Zagreb u periodu od 2000.-2005. godine, a kojima je patohistoloska
dijagnoza planocelularnog karcinoma grkljana postavljena na Klinickom
zavodu za patologiju KBC Zagreb. Za vecinu bolesnika poznati su dob, spol,
lokalizacija tumora, TNM i histoloski gradus tumora, te prezivljenje zaklju¢no
s 11. studenim 2009. godine. Niti kod jednog bolesnika ukljuéenog u ovo
istrazivanje preoperativno nije bila provedena terapija citostaticima ili

zracenjem.

Dob bolesnika bila je u rasponu od 23 do 91 godine, sa srednjom vrijednosti

od 57,25 godina (Tablica 2).

Tablica 2. Dob bolesnika

Dob Srednja Minimum | Maksimum | Medijan | Standardna
bolesnika | vrijednost devijacija
n 57,25 23 88 58 9,38

Spol bolesnika: Vecina bolesnika je muSkog spola, a 7 Zenskog spola
(Tablica 3).

Tablica 3. Spol bolesnika

Spol bolesnika | M | Z
n 83 7
% 92,2 7,8
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Velicdina primarnog tumora prema TNM klasifikaciji bila je: T1 kod 26

bolesnika, T2 kod 14 bolesnika, T3 kod 20 bolesnika, T4 kod 23 bolesnika, a

nepoznata veli¢ina primarnog tumora bila je TX kod 7 bolesnika (Tablica 4).

Tablica 4. Velicina primarnog tumora

TNM | Tl |T2 |T3 |T4 |TX
n 26 14 |20 |23 7
% 28,9115,6 22,2 25,6 |7,8

Limfni évorovi bili su zahvaceni tumorom u 40 bolesnika, a od toga N1 kod

8 bolesnika, N2 kod 30 bolesnika, N3 kod 2 bolesnika, a za 13 bolesnika

podatak o zahvacenosti limfnih évorova NX, nismo imali (Tablica 5).

Tablica 5. Zahvacenost limfnih ¢vorova tumorom

Zahvacenost limfnih évorova NO N1 | N2 N3 | NX
n 37 8 30 2 13
% 41,118,9(133,3|2,2|14,4

Udaljene metastaze nadene su kod 2 bolesnika.

HistolosSki stupanj diferncijacije je bio G1 (dobro diferenciran) u 18

bolesnika, G2 (umjereno diferenciran) u 43 bolesnika i G3 (slabo

diferenciran) u 31 bolesnika (Tablica 6).

Tablica 6. Stupanj diferencijacije tumora

Stupanj diferencijacije | G1 | G2 | G3

n 17 42 31

% 18,9 | 46,7 | 34,4
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Lokalizacija primarnog tumora odredena je za sve bolesnike te je bilo 32

gloticka, 22 supragloticka, 8 subglotickih i 28 transgloticka karcinoma

grkljana (Tablica 7).

Tablica 7. Lokalizacija karcinoma grkljana

Lokalizacija tumora glotis | supraglotis | subglotis | transglotis
n 32 22 8 28
% 35,6 | 24,4 8,9 31,1

Bolesnici su bili praceni kroz razdoblje od 4 do 105 mjeseci, s tim da je
minimalni period pracenja bolesnika koji nisu umrli bio 54 mjeseca. Od toga
je kompletno pracenih-necenzoriranih (onih koji su umrli tijekom perioda

pracenja) bilo 46, a cenzoriranih 28. (Tablica 8).

Tablica 8. Prezivljenje bolesnika

Prezivljenje | cenzorirani | necenzorirani | Nema podataka
n 28 46 16
% 31,1 51,1 17,8

3.2. Metode

Uzorci tumorskog tkiva rutinski su fiksirani u 10% formalinu, dehidrirani u
uzlaznom nizu alkohola i uklopljeni u parafin, rezani na 3-5 pm tanke
rezove koji su stavljani na silizirane predmetnice. Za histoloSku analizu
rezovi su bojani hemalaun-eozinom. Imunohistokemijska obrada ukljucila je
bojenje anti E-kadherin i anti beta-katenin protutijelima (DAKO, Glostrup,

Danska) prema naputcima proizvodaca.
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3.2.1. Imunohistokemija

Imunohistokemijska tehnika je tehnika za odredivanje stanicnih ili sastavnih
dijelova tkiva pomocu reakcije antigen i protutijelo. Mjesto vezivanja
protutijela se identificira ili direktnim vezivanjem protutijela ili se koristi
metoda sekundarnog vezanja. Antigeni su molekule proteina, ugljikohidrata
ili lipida koje imaju jedno ili viSe veznih mjesta za protutijelo. Vezna mjesta
su visoko specificne regije sastavljene od malog broja aminokiselinsklh ili
monosaharidnih komponenti poznatih kao antigene detrminante ili epitopi.
Protutijela su imunoglobulini koji se stvaraju u humoralnom imunom
sustavu. Produciraju ih plazma stanice, zavrSne stanice u transformaciji B
limfocita poslije prepoznavanja stranog antigena. Protutijelo i antigen se vezu

kombinacijom vodikovih, elektrostatskih i van der Waalsovih sila.

Indirekna imunohistokemijska metoda podrazumjeva da se primarno
nekonjugirano protutijelo veze za antigen. Sekundarno protutijelo
konjugirano s markerom uzgojeno u drugoj zivotinji specificno je za zivotinju
i klasu imunoglobulina te se veze na primarno protutijelo. Inkubacijom u
odgovarajucem kromogenom supstratu kompleks postaje vidljiv. Ova metoda

je osjetljivija od direktne metode.

Avidin biotin kompleks (ABC) metoda je indirektna imunohistokemijska
metoda, a zasniva se na principu sposobnosti glikoproteina avidina iz
bjelanjka jajeta da neimunoloski veze 4 molekule biotina (vitamina H).
Koriste se tri reagensa. Prvi je primarno protutijelo specificno za lokaliziranje
antigena. Sekundarno protutijelo konjugirano je s biotinom i avidinom.
Enzim peroksidaza i postojanje trazenog antigena se vizualizira
odgovarajucim kromogenom. lako se koriste konjugirana protutijela, jako
privlacenje izmedu avidina i biotina daje ovoj metodi vecu osjetljivost od
drugih metoda. ABC metoda omogucuje lokalizaciju brojnih antigena u

razliitim wuzorcima tkiva. Bojenje pozadine (»vbackground») se u

40



imunohistokemiji nastoji eliminirati razli¢itim postupcima, npr. proteolizom.
Proteoliza (predigestija) je uspostavljanje imunoreaktivnosti antigena ukoliko
su maskirani uslijed djelovanja fiksacije. To se radi s proteolitickim
enzimima 0,1%-tnom pronazom, ali se moze raditi i s tripsinom i pepsinom.

Izvodi se na temparaturi od 37°C.

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

predmetnice.

Za imunohistokemijsko bojanje E-kadherina koriSteno je protutijelo tvrtke
Dako, a za bojanje beta-katenina protutijelo takode tvrtke Dako. Za detekciju
ekspresije koristila se indirektna ABC tehnika (LSAB+, Dako, Glostrup,
Danska).

Na gotovim preparatima, imunohistokemijska reakcija se mjerila
semikvantitativno, koriste¢i sustav ocjena 0-3 (0-nema reakcije, 1l-slaba
reakcija, 2-umjerena reakcija, 3-jaka reakcija). Tumorsko tkivo se
promatralo u tri razliCite regije: transformacijskoj zoni-mjestu prelaska
normalnog u tumorsko tkivo, centru tumora i u invazivnim tra¢cima, s tim
da su razlicite regije medusobno udaljene za najmanje jedno vidno polje
povecanja 40x. Razina ekspresije beta-katenina i E-kadherina odredena je i

u citoplazmi i na membrani stanica u tri navedene, razlicite tumorske regije.

3.2.2. Statisticka analiza podataka

Nominalni i ordinalni podaci su prikazani tabelarno kao apsolutne i relativne
frekvencije. Razlika u ekspresiji markera u pojedinim regijama je izvrSena

uporabom x2-testa. Razlika u prezivljenju ispitanika s razlicitom ekspresijom
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za pojedinacne markere procjenjivana je uporabom Kaplan-Meierove metode,
a razlike medu dobivenim krivuljama odredivane su uporabom log-rank testa
i Tarone-Ware testa (98).

Utjecaj kombinacije varijabli na prezivljenje procjenjivan je uporabom RPART
klasifikatora. RPART klasifikator moze za razliku od klasi¢nih klasifikatora
prihvatiti cenzorirane podatke, kao i podatke o duzini prezivljenja.
Rekurzivno particioniranje (RP) je metoda umjetne inteligencije koja se
koristi za izgradnju klasifikacijskih i regresijskih modela. U onkologiji se
koristi za izdvajanje ¢imbenika rizika, odredivanje prognostickih indeksa, te
optimizaciju dijagnostickih i terapijskih postupaka. Bitna je i ¢injenica da se
rezultati RP-a daleko lakSe interpretiraju u odnosu na klasi¢ne regresijske
metode, koje se koriste u analizi prezivljenja poput Cocxove regresije ili
logisticke regresije (99).

Stablo odluke se izgraduje rekurzivnim (ponavljanim) postupkom razdvajanja
podataka, pocevSi od viSih razina prema nizim razinama stabla. Zavrsni
¢vorovi predstavljaju izdvojene podskupine, dok svaki nekorijenski ¢vor
sadrzi pravilo za razdvajanje zvano i pravilo odluke (eng. splitting or decision
rule). Prema rezultatima usporedbe primjeri se razvrstavaju u lijevu ili desnu
granu, pri ¢emu se nastoji minimizirati razlika izmedu primjera unutar svake
grane, Sto se postiZze primjenom razli¢itih optimizacijskih algoritama (99).
Specificnost je rpart algoritma Sto mozZe analizirati cenzorirane podatke koji
su karakeristicni za analizu prezivljenja u onkologiji. Odgovor koji se
modelira jest umiranje ili recidiv bolesti, a postupak koji se koristi za
modeliranje jest Coxova regresija. Vrijednost prikazana u zavrSnim
¢vorovima (liScu) jest omjer hazarda (eng. hazard ratio) koji proizlazi iz

Coxove regresije (98,99).

Omjer hazarda u biti predstavlja relativni rizik. Ako je omjer 0,5, to znaci da
je relativni rizik umiranja u jednoj skupini polovica rizika umiranja u drugoj
skupini. Regresija s proporcionalnim hazardom, takoder zvana Coxova

regresija prema statisticaru koji je ovu metodu razvio, koristi regresijske
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metode za izracunavanje relativnog rizika pomocu jedne ili viSe prediktorskih
varijabli (99,100).Tocka razdvajanja u RPART klasifikatoru se zasniva na
uporabi tzv. alter priors indeksa koji potjeCe iz algoritamske teorije
informacija, a detaljno je raspravljen u referencama Therneay i suradnici

(98-100).

korijenski ¢vor
nekorijenski ¢vor

zavri$ni ¢vor ili list

cee

grana

Slika 1. Stablo odluke.
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4. REZULTATI

a. Beta-katenin u transformacijskom rubu. b. E-kadherin u transformacijskom rubu.
c. Beta-katenin u centru tumora. d. E-kadherin u centru tumora.

e. Beta-katenin u invazivnom rubu. f. E-kadherin u invazivnhom rubu.

Slika 2. Imunohistokemijsko bojanje beta-katenina i e-kadherina
(povecanje x20).



4.1. E-kadherin

Mjerenjem E-kadherina na  membrani tumorskih stanica u
transformacijskom rubu tumora za ispitivanu skupinu bolesnika dobivene
su sljedece vrijednosti prikazane u Tablici 9. Iz prikazane tablice vidi se da je
na membrani tumorskih stanica transformacijskog ruba E-kadherina bio

najcesce intenziteta 2.

Tablica 9. Intenzitet membranskog bojenja E-kadherina u tumorskim
stanicama transformacijskog ruba tumora
Membranski E-kadherin 0 1 2 3  Nedostaje
n 0O 8 35 30 17
% 0O 8,9 389 33,3 18,9

Mjerenjem membranskog E-kadherina u tumorskim stanicama centra
tumora dobivene su sljedece vrijednosti prikazane u tablici 10. Iz prikazane
tablice vidljivo je da je membransko bojenje E-kadherina u tumorskim

stanicama centra tumora najcesce bilo intenziteta 2.

Tablica 10. Intenzitet membranskog bojenja E-kadherina u tumorskim

stanicama centra tumora

Membranski E-kadherin 0 1 2 3 Nedostaje
n 0 9 56 23 2
% 0 10 62,2 25,6 2,2

Mjerenjem membranskog E-kadherina u stanicama invazivnog ruba tumora
dobiveni su sljedeci rezultati prikazani u Tablici 11. Iz prikazane tablice
vidljivo je da je membransko bojanje E-kadherina u tumorskim stanicama

invazivnog ruba tumora najcesce bilo intenziteta 1.
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Tablica 11. Intenzitet membranskog bojenja E-kadherina u tumorskim

stanicama invazivnog ruba tumora

Membranski E-kaderin 0 1 2 3  Nedostaje
n 0 42 37 8 3
% 0 46,7 41,1 8,9 3,3

Mjerenjem E-kadherina u citoplazmi tumorskih stanica u transformacijskom
rubu tumora dobivene su sljedece vrijednosti prikazane u Tablici 12. Iz
prikazane tablice vidi se da je u citoplazmi tumorskih stanica

transformacijskog ruba E-kadherin bio najceSce intenziteta 1.

Tablica 12. Intenzitet citoplazmatskog bojenja E-kadherina u tumorskim

stanicama transformacijskog ruba tumora

Citoplazmatski E-kaderin O 1 2 3 Nedostaje
n 1 46 25 1 17
% 1,1 51,1 27,8 1,1 18,9

Mjerenjem citoplazmatskog E-kadherina u tumorskim stanicama centra
tumora dobivene su sljedece vrijednosti prikazane u tablici 13. Iz prikazane
tablice vidljivo je da je citoplazmatsko bojenje E-kadherina u tumorskim

stanicama centra tumora najceSce bilo intenziteta 1.

Tablica 13. Intenzitet citoplazmatskog bojenja E-kadherina u tumorskim

stanicama centra tumora

Citoplazmatski E-kadherin 0 1 2 Nedostaje
n 1 57 30 2
% 1,1 63,3 33,3 2,2
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Mjerenjem citoplazmatskog E-kadherina u stanicama invazivnog ruba
tumora dobiveni su sljedeci rezultati prikazani u Tablici 14. Iz ove tablice
vidljivo je da je citoplazmatsko bojanje E-kadherina u tumorskim stanicama

invazivnog ruba tumora najcesce bilo intenziteta 1.

Tablica 14. Intenzitet citoplazmatskog bojenja E-kadherina u tumorskim

stanicama invazivnog ruba tumora

Citoplazmatski E-kadherin 0 1 2 3 Nedostaje
n 2 63 20 2 3
% 2,2 70 22,2 2,2 3,3

Radi lakSe obrade podataka, u daljnjem istrazivanju imunohistokemijsku
ekspresiju membranskog i citoplazmatskog E-kadherina promatrat ¢e mo
kao nisku ekspresiju, koja podrazumljeva intenzitet bojenja O i 1, te visoku

ekspresiju, koja podrazumljeva intenzitet bojenja 2 i 3.

Iz prikazanih rezultata vidljivo je da je niska ekspresija membranskog E-
kadherina, oznacCena intenzitetom bojanja O i 1, u stanicama
transformacijskog ruba i centra tumora nadena u 10,6% bolesnika, a u
invazivnom rubu tumora kod 48,3% bolesnika, dok je visoka ekspresija
membranskog E-kadherina, oznacena intenzitetom bojenja 2 i 3, u
stanicama transformacijskog ruba i centra tumora nadena u 89,4%
bolesnika, a u invazivnhom rubu tumora kod 51,7% bolesnika, §to se vidi iz

Tablice 15.

Tablica 15. Distribucija niske i visoke ekspresije membranskog E-

kadherina kod ispitanih bolesnika po tumorskim zonama.

Membranski Transformacijski Centar Invazivni rub
E-kadherin rub tumora tumora tumora
Niska ekspresija 8 (10,95%) 9 (10,22%) 42 (48,27%)
Visoka ekspresija 65 (89,04%) 79 (89,77%) 45 (51,72%)

x?=46,791,df=2, p<0,001.
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Usporedili smo ekspresiju membranskog E-kadherina po zonama tumora x2
testom te smo statisticki znacajnu razliku nasli izmedu visoke ekspresije
membranskog E-kadherina u tumorskim stanicama transformacijskog ruba i
centra tumora, u odnosu na ekspresiju membranskog E-kadherina u
invazivnom rubu (p<0,001). Rezultati su pokazali da je niska ekspresija
citoplazmatskog E-kadherina, oznacena intenzitetom bojenja O i 1, u
stanicama transformacijskog ruba, centra tumora i invazivnom rubu tumora
nadena u 64,4-74,7% bolesnika. Visoka ekspresija citoplazmatskog E-
kadherina, oznacena intenzitetom 2 i 3, u stanicama invazivnog ruba
tumora, centru tumora i transformacijskom rubu tumora nadena je u 25,3-

35,6% bolesnika, Sto se vidi iz Tablice 16.

Tablica 16. Distribucija niske i visoke citoplazmatske ekspresije E-kadherina

kod ispitanih bolesnika po tumorskim zonama.

Citoplazmatski Transformacijski Centar Invazivni rub
E-kadherin rub tumora tumora tumora
Niska ekspresija 47 (64,38%) 38 (65,90%) 65 (74,71%)

Visoka ekspresija 26 (35,61%) 30 (34,09%) 22 (25,28%)
(x2 = 2,405, df=2 p = 0,300)

Usporedili smo ekspresiju citoplazmatskog E-kadherina po zonama tumora

x2 testom te nismo naSli statisticki znacajnu razliku izmedu ekspresije
citoplazmatskog E-kadherina u tumorskim stanicama po tumorskim zonama

(p = 0,300).

4.2. Beta-katenin

Mjerenjem = Beta-katenina na  membrani tumorskih  stanica u
transformacijskom rubu tumora za ispitivanu skupinu bolesnika dobivene
su sljedece vrijednosti prikazane u Tablici 17. Iz prikazane tablice vidljivo je
da je membransko bojanje Beta-katenina u stanicama transformacijskog

ruba tumora najcesce bilo intenziteta 11 2.
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Tablica 17. Intenzitet membranskog bojanja beta-katenina u tumorskim

stanicama transformacijskog ruba tumora.

Membranski Beta-katenin 0 1 2 3 Nedostaje
n 0O 34 34 6 16
% o 37,8 37,8 6,7 17,8

Tablica 18. Intenzitet membranskog bojanja beta-katenina u stanicama
centra tumora. Iz prikazane tablice vidljivo je da je membransko bojeaje

beta-katenina u stanicama centra tumora najcesce bilo intenziteta 2.

Membranski Beta-katenin 0 1 2 3 Nedostaje
n 0O 35 50 3 2
% 0O 38,9 556 3,3 2,2

Tablica 19. Intenzitet membranskog bojanja beta-katenina u stanicama

invazivnog ruba tumora.

Membranski Beta-katenin 0 1 2 3 Nedostaje
n 0O 65 22 0 3
% 0O 722 244 O 3,3

Iz prikazane tablice vidljivo je da je membransko bojanje beta-katenina u

stanicama invazivnog ruba tumora najcesce bilo intenziteta 1.

Mjerenjem beta-katenina u citoplazmi stanica u transformacijskom rubu
tumora dobivene su sljedece vrijednosti prikazane u Tablici 20. Iz prikazane
tablice vidi se da je u citoplazmi tumorskih stanica transformacijskog ruba

beta-katenin bio najcesce intenziteta 1.

Tablica 20. Intenzitet citoplazmatskog bojanja beta-katenina u stanicama

transformacijske zone tumora.

Citoplazmatski Beta-katenin O 1 2 3 Nedostaje
n 1 46 24 3 16
% 1,1 51,1 26,7 3,3 17,8

49



Mjerenjem citoplazmatskog beta-katenina u tumorskim stanicama centra
tumora dobivene su sljedece vrijednosti prikazane u tablici 21. Iz prikazane
tablice vidljivo je da je citoplazmatsko bojanje E-kadherina u tumorskim

stanicama centra tumora najceSce bilo intenziteta 1.

Tablica 21. Intenzitet citoplazmatskog bojanja beta-katenina u stanicama

centra tumora

Citoplazmatski Beta-katenin O 1 2 3 Nedostaje
n 1 62 23 2 2
% 1,1 689 256 2,2 22

Mjerenjem citoplazmatskog beta-katenina u stanicama invazivnog ruba
tumora dobiveni su sljedeci rezultati prikazani u Tablici 22. Iz ove tablice
vidljivo je da je citoplazmatsko bojanje beta-katenina u tumorskim

stanicama invazivnog ruba tumora najcesce bilo intenziteta 1.

Tablica 22. Intenzitet citoplazmatskog bojanja beta-katenina u stanicama

invazivnog ruba tumora

Citoplazmatski Beta-katenin 0 1 2 Nedostaje
n 5 60 21 4
% 5,6 66,7 23,3 4,4

Radi lakSe obrade podataka, na isti na¢in kao Sto je imunohistokemijska
ekspresija E-kadherina razdjeljena u dvije skupine, tako ¢e se u daljnjem
istrazivanju imunohistokemijska ekspresija membranskog i citoplazmatskog
beta-katenina promatrat kao niska ekspresija, koja podrazumijeva intenzitet
bojenja O i 1, te visoka ekspresija, koja podrazumijeva intenzitet bojenja 2 i

3.

Rezultati su pokazali da je niska ekspresija membranskog beta-katenina,

oznacena intenzitetom bojanja O i 1, u stanicama transformacijskog ruba i
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invazivnom rubu tumora nadena u 46-48% bolesnika, a u stanicama
invazivnog ruba tumora nadena je kod 10% bolesnika. Umjerena i visoka
ekspresija membranskog beta-katenina, oznacena intenzitetom 2 i 3, u
stanicama transformacijskog ruba tumora i stanicama invazivnog ruba
tumora nadena je u 52-54% bolesnika, dok je u stanicama centra tumora

nadena u 90% bolesnika, Sto je prikazano u Tablici 23.

Tablica 23. Distribucija niske i visoke ekspresije membranskog beta-

katenina kod ispitanih bolesnika po tumorskim zonama.

Membranski Transformacijski Centar Invazivni rub
Beta-katenin rub tumora tumora tumora

Niska ekspresija 34 (45,94%) 35 (39,77%) 65 (74,71%)
Visoka ekspresija 40 (54,05%) 53 (60,22%) 22 (25,28%)

X2 —test =13,953, df=2, p< 0,001

Usporedili smo ekspresiju membranskog beta-katenina po zonama tumora x>
testom te smo statisticki znacajnu razliku nasli izmedu niske ekspresije
membranskog beta-katenina u tumorskim stanicama invazivnog ruba
tumora u odnosu na ekspresiju membranskog beta-katenina u

transformacijskom rubu i centru tumora (p<0,001).

Iz rezultata semikvantitativno odredene ekspresije citoplazmatskog beta-
katenina vidljivo je da je izostala niska ekspresija citoplazmatskog beta-
katenina, oznacCena intenzitetom bojanja O i 1, u stanicama
transformacijskog ruba, centra i invazivnog ruba tumora nadena u 65-71,5%
bolesnika, a umjerena i visoka ekspresija citoplazmatskog beta-katenina,
oznacena intenzitetom bojenja 2 i 3, u stanicama invazivnog ruba, preko
centra do transformacijskog ruba tumora nadena u 28,4-36,5% bolesnika,

Sto je prikazano u Tablici 24.
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Tablica 24 . Distribucija niske i visoke ekspresije citoplazmatskog beta-

katenina kod ispitanih bolesnika po tumorskim zonama.

Citoplazmatski Transformacijski Centar Invazivni rub
Beta-katenin rub tumora tumora tumora

Niska ekspresija 47 (63,51%) 63 (71,59%) 65 (75,58%)
Visoka ekspresija 27 (36,48%) 25 (28,40%) 21 (24,41%)

x2= 2,858, df=2, p<0,240

Usporedili smo ekspresiju citoplazmatskog beta-katenina po zonama tumora
X2 testom te nismo naSli statisticki znacajnu razliku izmedu ekspresije
citoplazmatskog beta-katenina u tumorskim stanicama po tumorskim

zonama (p = 0,240).
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4.3. Usporedba ekspresije membranskog i citoplazmatskog E-kadherina i
beta-katenina po tumorskim zonama

Usporedili smo ekspresiju membranskog i citoplazmatskog E-kadherina po
zonama tumora X2 testom te smo nasli statisticki znacajnu razliku izmedu
visoke ekspresije membranskog E-kadherina u odnosu na ekspresiju
citoplazmatskog E-kadherina u transformacijskoj zoni i centru tumora
(p<0,001) i statisticki znacajno nizu ekspresiju citoplazmatskog E-kadherina
u invazivnom rubu u odnosu na membranski E-kadherin u invazivnom rubu

(p<0,001), Sto je prikazano u Tablici 25.

Tablica 25. Distribucija niske i visoke ekspresije membranskog i

citoplazmatskog E-kadherina po tumorskim zonama

Tumorske zone Membranski E-kadherin | Citoplazmatski E-kadherin
Niska Visoka Niska Visoka
Transformacijski rub® 8 65 47 26
(10,95%)| (89,04%) (64,38%) (35,61%)
Centar tumora® 9 79 58 30
(10,22%) | (89,77%) (10,22%) (34,09%)
Invazivni rub® 42 45 65 22
(48,27%)| (51,72%) (74,71%) (25,28%)

a (x%-test = 11,923, df =1, p < 0,001)
b (x2-test = 13,176, df =1, p < 0,001)
c (x%-test = 13,176, df =1, p < 0,001)

Na isti smo nacin usporedili ekspresiju membranskog i citoplazmatskog
beta-katenina po zonama tumora x2 testom te smo nasli statisticki znacajnu
razliku izmedu niske ekspresije citoplazmatskog beta-katenina u odnosu na
ekspresiju membranskog beta-katenina u transformacijskoj zoni tumora (p =
0,001), a statisticki

znacajnu razliku nismo naSli izmedu ekspresije
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membranskog i citoplazmatskog beta-katenina u centru i invazivnhom rubu

tumora (p = 0,1524) te (p = 0,965), Sto je prikazano u Tablici 26.

Tablica 26.

citoplazmatskog beta-katenin po tumorskim zonama

Distribucija niske i

visoke

ekspresije

membranskog

Tumorske zone

Membranski beta-katenin

Citoplazmatski beta-katenin

Niska Visoka Niska Visoka
Transformacijski rub® 34 40 47 27
(45,94%) (54,05%) (63,51%) (36,48%)
Centar tumora® 35 53 63 25
(39,77%) (60,22%) (71,59%) (28,40%)
Invazivni rub® 65 22 65 21
(74,71%) (25,28%) (75,58%) (24,41%)

a (x%-test = 3,927, df =1, p = 0,001)
b (x2-test = 2,927, df =1, p = 0,1524)
c (x2-test = 0,0091, df =1, p = 0,965)

i
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4.4. Vrijednosti ispitivanih parametara prema klasicnim prognostickim
cimbenicima
Pomocu  x2-testa analizirali smo disribuciju niske i visoke ekspresije

membranskog i citoplazmatskog E-kadherina i beta-katenina u
transformacijskom rubu, centru i invazivnhom rubu tumora u odnosu prema
klasi¢nim prognostickim c¢imbenicima kao Sto su stupanj histoloske
diferencijacije tumora (gradus), velicina tumora (T) prema ljestvici TNM,
zahvacenost limfnih ¢vorova (N) prema ljestvici TNM, prisutnost udaljenih
metastaza (M) prema ljestvici TNM te lokalizacija primarnog tumora.
Statisticki znacajna razlika u distribuciji niske i visoke ekspresije E-kaderina
i beta-katenina nije nadena u odnosu prema veli¢ini tumora (T), zahvacenosti
limfnih ¢évorova (N) i prisutnosti udaljenih metastaza. Statisticki znacajna
razlika u distribuciji niske i visoke ekspresije membranskog E-kadherina i
membranskog i citoplazmatskog beta- katenina u odredenim tumorskim
zonama, uocena je kod razli¢itih stupnjeva histoloske diferencijacije tumora

(gradusa) i lokalizacije primarnog tumora, Sto je prikazano u tablicama.

Tablica 27. Gradus-Membranski E-kadherin po tumorskim zonama

Gradus MM-EK MM-EK MM-EK
tumora transformacijski rub2  centar tumorab invanzivni rubc

Niska Visoka Niska Visoka Niska Visoka
Gl 3 (4,10%) 10(13,70%) 3(3,41%) 14(15,91%) 13(14,94%) 4(4,60%)
G2 5(6,85%) 29(39,73%) 2(2,72%) 41(46,60%) 19(21,84%) 23(26,44%)
G3 0 (0%) 26(35,62%) 4(4,55%) 24(27,27%) 10(11,49%) 18(20,69%)
Ukupno 8(10,96%) 65(89,04%) 9(10,23%) 79(89,77%) 42(48,28%) 45(51,72%)

a ( x2-test = 5.646, df =2, p = 0.059);b ( x2-test=2.978, df =2, p =0.226);
c ( x2-test=7.337, df =2, p = 0.026)
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Znacajno ceSca niska ekspresija u odnosu na visoku ekspresiju u dobro

diferenciranim tumorima odnosno gradusu G1 nadena je za membranski E-

kadherin u invazivnom rubu tumora, prikazano u Tablici 27.

Tablica 28.Gradus-Membranski beta-katenin po tumorskim zonama

Gradus MM-BK MM-BK MM-BK
tumora transformacijski rub2 centar tumoraP invanzivni rub¢

Niska Visoka Niska Visoka Niska Visoka
Gl 8(10,81%) 5(6,76%)  5(5,68%) 10(11,36%) 16(18,39%) 1(1,15%)
G2 16(21,62%) 19(25,68%) 15(17,05%) 28(31,82%) 29(33,33%) 13(14,94%)
G3 10(13,51%) 16(21,62%) 13(14,77%) 15(17,05%) 20(22,73%) 8(9,20%)
Ukupno 34(45,95%) 40(54,05%) 35(39,77%) 53(60,23%) 65(74,71%) 22(25,29%)

a (x2-test=1.860, df =2, p =0.395);b (x2-test=0.961, df =2, p =0.619); c (x2-
test=6.341, df =2, p =0.042)

ZnacCajno ceSca prisutnost niske ekspresije membranskog beta-katenina u

invazivnom rubu dobro diferenciranog tumora,

prikazano u Tablici 28.

odnosno gradus G1,

Tablica 29. Gradus-Citoplazmatski beta-katenin po tumorskim zonama

Gradus CT-BK CT-BK CT-BK
tumora transformacijski rub2  centar tumorab invazivni rube

Niska Visoka Niska Visoka Niska Visoka
G1 10(13,51%) 3(4,05%) 14(15,91%) 3(3,41%) 15(17,44%) 2(2,33%)
G2 22(29,73%) 13(17,57%) 35(39,77%) 8(9,10%)  31(36,05%) 11(12,80%)
G3 15(20,27%) 11(14,86%) 14(15,91%) 14(15,91%) 19(22,10%) 8(9,30%)
Ukupno 47(63,51%) 27(36,49%) 63(71,59%) 25(28,41%) 65(75,58%) 21(24,42%)

a (x2-test= 1.395, df =2, p =0.498); b (x2-test=9.418, df =2, p =0.009); c (x2-
test=1.944, df =2, p =0.378)
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Znacajno ceSca visoka razina ekspresije citoplazmatskog beta-katenina u

slabo diferenciranim tumorima odnosno gradus G3, prikazana je u Tablici 29

Tablica 30. Lokalizacija-Citoplazmatski beta-katenin po tumorskim zonama

Gradus |CT-BK CT-BK CT-BK
tumora |transformacijski ruba centar tumoraP invazivni rube

Niska Visoka Niska Visoka Niska Visoka
Glottis 19(25,68%) 6(8,11%) 26(29,55%)|6(6,82%) |26(30,23%) 6(6,98%)
Subgl. | 5(6,76%) 1(1,35%) |6(6,82%) 1(1,14%) |5(5,81%) |2(2,33%)
Supragl 8(10,81%) |13(17,57%)|15(17,05%) 7(7,95%) 13(15,12%)|9(10,47%)
Transgl. | 15(20,27%)|7(9,46%) 16(18,18%)|11(12,50%) 21(24,42%)|4(4,65%)
Ukupno 47(63,51%)|27(36,49%) |63(71,59%) |25(28,41%)|65(75,58%) |21(24,42%)

a ( x2-test=8.761, df =3, p =0.033);b ( x2-test=4.299, df =3, p =0.231);c (x2-
test=4.824, df =3, p =0.185)

ZnacCajno

ceSca

niska

razina

citoplazmatskog

beta-katenina

transformacijskom rubu glotickog tumora, prikazana je u Tablici 30.

u

Uporabom Spearmanova testa istrazena je korelacija izmedu membranskog i

citoplazmatskog beta-katenina u sve tri tumorske regije s velicinom tumora,

zahvacenoScu limfnih ¢vorova, udaljenim metastazama i gradusom tumora.

Spearmanovim testom utvrdena je

slaba statisticki znacajna korelacija

izmedu ekspresije citoplazmatskog beta-katenina u transformacijskom rubu

i postojanja udaljenih metastaza, dok je slaba statisticki znacajna, negativna

krelacija utvrdena izmedu ekspresije citoplazmatskog beta-katenina u centru

tumora i histoloSkog gradusa tumora, Sto je prikazano u Tablici 31.
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testom. Statisticki signifikantne vrijednosti zatamnjene (p<0,05).

Korelacija | T N M Gradus
CT-Bk-TR | 0.164 |-0.225|0.263 | -0.165
CT-Bk-CT |0.146 |-0.001 |0.130 |-0.230
CT-Bk-IR | 0.030 |-0.001 |0.205 |-0.186
MM-Bk-TR | 0.073 | 0.010 |0.221 |-0.148
MM-Bk-CT | 0.016 | 0.044 |-0.155|0.065

MM-Bk-IR | -0.106 | 0.092 | 0.123 |-0.148

Tablica 31. Korelacija beta-katenina s T, N, M i Gradusom Spearman’s rho

Spearmanovim testom utvrdena je slaba statisticki znacajna, negativna
korelacija izmedu ekspresije citoplazmatskog E-kadherina u invazivhom
rubu i membranskog E-kadherina u transformacijskom rubu tumora i
histoloskog gradusa tumora, te izmedu ekspresije membranskog E-
kadherina u centru tumora i postojanja udaljenih metastaza Sto je prikazano

u Tablici 32.

Tablica 32. Korelacija E-kadherina s T, N, M i Gradusom Spearman’s rho

testom. Statisticki signifikantne vrijednosti zatamnjene (p<0.05)

Korelacija | T N M Gradus
CT-Ek-TR | 0.139 |0.180 |0.130 |-0.109
CT-Ek-CT |-0.014|0.004 |-0.126 | 0.016

CT-Ek-IR |0.001 |0.033 |0.101 |-0.258
MM-Ek-TR | 0.043 |-0.023 | 0.174 |-0.312
MM-Ek-CT | 0.010 |-0.034 | -0.307 | 0.085

MM-Ek-IR | -0.016 | 0.004 | 0.105 |-0.225
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4.5. Procjena prezivljenja postupkom po Kaplan-Meieru ( KM )
4.5.1. Gradus tumora i prezivljenje ( Kaplan-Meier )

o Kompletno pracenje + Cenzorirano pracenje

10
log-rank test
p = 0,656

09+t

0.8t
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Slika 3. KM krivulja prezivljenja za histoloski gradus tumora.

KM krivulje prezivljenja za gradus tumora prikazane su na slici 3. Razlika u

kumulativnoj proporciji prezivljenja nije bila signifikantna (p=0.656).
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4.5.2. T i prezivljenje ( Kaplan-Meier )

o Kompletno pracenje + Cenzorirano pracenje

101

log-rank test
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Slika 4. KM krivulja prezivljenja za T (veli¢inu tumora) iz TNM ljestvice.
KM krivulje prezivljenja za velicinu tumora (T) prikazane su na slici 4.

Razlika u kumulativnoj procjeni prezivljenja bila je na rubu signifikantnosti

(p=0.081).
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4.5.3. N i prezivljenje ( Kaplan-Meier )

0 Kompletno pracenje + Cenzorirano praéenje
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log-rank test
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Slika 5. KM krivulje za N (zahvacenost limfnih ¢vorova) iz TNM ljestvice.
KM krivulje za zahvacenost limfnih ¢vorova (N) prikazane su na slici 5. Long-

rank test je pokazao da kumulativna proporcija prezivljenja nije statisticki

znacajna (p=0.237).
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4.5.4. Lokalizacija tumora i prezivljenje ( Kaplan-Meier )

o Kompletni pra¢enje + Cenzorirano pracenje
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Slika 6. KM krivulje za lokalizaciju primarnog tumora.
KM krivulje za lokalizaciju primarnog tumora prikazane su na slici 6.

Kumulativha proporcija prezivljenja nije bila statisticki signifikantna

(p=0,310).
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4.5.5. Kaplan-Meierove (KM) krivulje prezivljenja za E-kadherin

KM krivulje prezivljenja prikazane su za sljedece varijable:
e Membranski E-kadherin u transformacijskoj zoni tumora
e Membranski E-kadherin u centru tumora

e Citoplazmatski E-kadherin u invazivnom rubu tumora

Bolesnici su podijeljeni u dvije skupine: na skupinu c¢ije su niske vrijednosti
ekspresije E-kadherina u tumorskim stanicama obuhvacale
imunohistokemijske reakcije semikvantitativno obiljezene s O i 1, te skupinu
¢ije su visoke vrijednosti ekspresije E-kadherina u tumorskim stanicama
obuhvacale imunohistokemijsku reakciju semikvantitativno obiljezenu s 2 i
3. Uzev§i u obzir ovu podjelu na dvije skupine bolesnika, nadena je
statisticki znacCajna razlika u ekspresiji membranskog E-kadherina u
membrani tumorskih stanica transformacijskog ruba i centra tumora I
citoplazmatskog E-kadherina u invazivnhom rubu, te su njihove niske i visoke

vrijednosti ekspresije izdvojene za korelaciju s prezivljenjem.
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4.5.5.1. Membranski E-kadherin u transformacijskom rubu tumora i

prezivljenje ( Kaplan-Meier )

0 Kompletno pra¢enje + Cenzorirano pracenje
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Slika 7. KM krivulje za membranski E-kadherin u transformacijskom rubu

tumora.
KM krivulje za membranski E-kadherin u transformacijskom rubu tumora

prikazane su na slici 7. Kumulativna proporcija prezivljenja nije bila

statisticki signifikantna (p=0,713).
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4.5.5.2. Membranski E-kadherin u centru tumora i prezivljenje ( Kaplan-

Meier )

O Kompletno praéenje + Cenzorirano pracenje

10

o, log-rank test
09t : p=0739

0.8}

0.7 |

Kumulativna proporcija prezivljenja

0.6 1

0.5— ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ — Niska
0 20 40 60 80 100 120 .. Visoka

vrijeme (mjeseci)

Slika 8. KM krivulje za membranski E-kadherin u centru tumora.
KM krivulje za membranski E-kadherin u centru tumora prikazane su na

slici 8. Kumulativna proporcija prezivljenja nije bila statisticki signifikantna

(p=0,739).
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4.5.5.3. Citoplazmatski E-kadherin u invazivhom rubu tumora i

prezivljenje ( Kaplan-Meier )

O Kompletno praéenje + Cenzorirano pracenje
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Slika 9. KM krivulje za citoplazmatski E-kadherin u invazivhom rubu

tumora.
KM krivulje za citoplazmatski E-kadherin u invazivhom rubu tumora

prikazane su na slici 9. Kumulativnha proporcija prezivljenja nije bila

statisticki signifikantna ( p=0,890).
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4.5.6. Kaplan-Meierove (KM) krivulje prezivljenja za beta-katenin

KM krivulje prezivljenja prikazane su za sljedece varijable:
e Membranski beta-katenin u invazivnom rubu tumora

e Citoplazmatski beta-katenin u transformacijskoj zoni tumora

Bolesnici su podijeljeni u dvije skupine: na skupinu c¢ije su niske vrijednosti
ekspresije beta-katenina u tumorskim stanicama  obuhvacale
imunohistokemijske reakcije semikvantitativno obiljezene s O i 1, te skupinu
Cije su visoke vrijednosti ekspresije beta-katenina u tumorskim stanicama
obuhvacale imunohistokemijsku reakciju semikvantitativno obiljezenu s 2 i
3. UzevSi u obzir ovu podjelu na dvije skupine bolesnika, nadena je
statisticki znacajna razlika u ekspresiji membranskog beta-katenina u
membrani tumorskih stanica invazivnog ruba tumora te citoplazmatskog
beta-katenina u transformacijskom rubu, te su vrijednosti ekspresije beta-

katenina izdvojene za korelaciju s prezivljenjem.
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4.5.6.1. Membranski beta-katenin wu invazivhom rubu tumora i

prezivljenje ( Kaplan-Meier )

O Kompletno praéenje + Cenzorirano pracenje

10

; log-rank test
S p=0,756

o ©
™ ©

e
\I

Kumulativna proporcija prezivljenja

©
o

0.5— ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ — Niska
0 20 40 60 80 100 120 .. Visoka

vrijeme (mjeseci)

Slika 10. KM krivulje za membranski beta-katenin u invazivhom rubu

tumora.
KM krivulje za membranski beta-katenin u invazivhom rubu tumora

prikazane su na slici 10. Kumulativha proporcija prezivljenja nije bila

statisticki signifikantna (p=0,756).
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4.5.6.2. Citoplazmatski beta-katenin u transformacijskom rubu tumora i

prezivljenje ( Kaplan-Meier )

O Kompletno praéenje + Cenzorirano pracenje
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Slika 11. KM krivulje za citoplazmatski beta-katenin u transformacijskom

rubu tumora.
KM krivulje za membranski beta-katenin u transformacijskom rubu tumora

prikazane su na slici 11. Kumulativha proporcija prezivljenja nije bila

statisticki signifikantna (p=0,744).
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4.5.7. REZULTATI ANALIZE UPORABOM RPART ALGORITMA

Rezultat analize uporabom RPART algoritma je podjela na podskupine
ispitanika koje imaju razli¢it hazard. RPART konstruira klasifikacijski model
koji se moze predociti kao binarno stablo. Stablo se gradi sljedec¢im
procesom: prvo se pronade varijabla koja najbolje dijeli podatke u dvije
skupine. Podaci se razdvajaju, a potom se ovaj proces ponavlja odvojeno za
svaku podskupinu i tako rekurzivho dok podskupine ne postignu
minimalnu, unaprijed definiranu veli¢inu, ili kad viSe nema poboljSanja u

razvrstavanju.

Uporabom rpart-a dobiveno je stablo odluke s cetri ¢vora odluke, koje je

prikazano na slici 12.

I
T1, T2, T3 T4

0,1 2,3 G1 G2,G3
0,2578 0,8380 06541 @
3 0,1,2

0,5155 2,9781

Slika 12. Stablo odluke dobiveno uporabom rpart algoritma.
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Stablo odluke treba tumaciti na sljedeci nacin:

1. Najvazniji ¢imbenik povezan s umiranjem jest velicina tumora.
Bolesnici s veli¢inom tumora T1, T2 i T3 imaju manji relativni rizik
umiranja od bolesnika s velicinom tumora T4. Ako ucestalost
umiranja (hazard) kod svih bolesnika izrazimo brojem 1, tada je
relativni rizik u bolesnika s T1, T2 i T3 0,7625, a u bolesnika s T4
1,8764. Dobiveni rezultat potvrduje procjena prezivljenja po Kaplan-
Meieru, prikazana na slici 13., iz koje je vidljivo da je razlika izmedu
te dvije skupine statisticki signifikantna (log-rank test, p = 0,019).
Ovaj rezultat jasno upucuje da je veliCina tumora osnovni

prognosticki ¢imbenik.
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Slika 13. KM prezivljenja za veli¢inu tumora.

2. U drugom c¢voru odluke (bolesnici s T1, T2, i T3) vrsSi se razdvajanje

prema vrijednosti ekspresije membranskog E-kaderina u stanicama
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centra tumora na dvije podskupine: (a) bolesnici s niskom
ekspresijom (intezitet bojanja O i 1); (b) bolesnici s visokom
ekspresijom (intezitet bojanja 2 i 3). Relativni rizik umiranja u
bolesnika s niskom aktivhoS¢éu  membranskog E-kadherina u
stanicama centra tumora jest 0,2578, a u bolesnika s visokom
aktivnoséu 0,8380. Dobiveni rezultat nije potvrden procjenom
prezivljenja po Kaplan-Meieru (Slika 14.) jer razlika izmedu te dvije
skupine statisticki nije bila signifikantna (log-rank test, p = 0,107).
Ovi podaci upucuju da ekspresija membranskog E-kadherina u
stanicama centra tumora ima nizi informacijski sadrzaj od velicine

tumora.
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Slika 14. KM prezivljenja za membranski E-kadherin u centru tumora

3. U trecem cvoru vrsi se razdvajanje bolesnika s T4 prema stupnju

histoloske diferenciranosti (gradus) na dvije podskupine: (a) bolesnici
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s G1; (b) bolesnici s G2 i G3. Bolesnici s G1 imaju relativni rizik
umiranja 0,6541, a bolesnici s G2 i G3 2,5362. Dobiveni rezultat nije
potvrden procjenom prezivljenja po Kaplan-Meieru (Slika 15.) jer
razlika izmedu te dvije skupine statisti¢ki nije bila signifikantna (log-
rank test, p = 0,161). Podaci upucuju da je informacijski sadrzaj T4

vazniji za procjenu prezivljenja od informacije sadrzane u gradusu.
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Slika 15. KM prezivljenja za gradus tumora

4. U cCetvrtom ¢voru odluke bolesnici s T4, te G2 i G3 se razvrstavaju u
dvije daljnje podskupine prema razini ekspresije membranskog beta-
katenina u stanicama transformacijskog ruba tumora: (a) bolesnici s
razinom ekspresije 3; (b) bolesnici s razinom ekspresije 0, 1 i 2.
Relativni rizik umiranja bolesnika s razinom ekspresije 3 je 0,5155, a

bolesnika s razinom ekspresije 0, 1 i 2 je 2,9781. Dobiveni rezultat
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nije potvrden procjenom prezivljenja po Kaplan-Meieru (Slika 16.) jer
razlika izmedu te dvije skupine statisticki nije bila signifikantna (log-
rank test, p = 0,119). Podaci upucuju da je informacijski sadrzaj
membranskog beta-katenina u stanicama transformacijskog ruba
tumora nizi od informacijskog sadrzaja visokog stupnja gradusa (G2 i
G3).

100+
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Slika 16. KM prezivljenja za membranski beta-katenin u transformacijskom

rubu
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5. RASPRAVA

Rezultati predhodno spomenutih studija vecinom pokazuju korelaciju novih,
dodatnih prognostickih ¢imbenika s klasiénim prognostickim ¢imbenicima,
kao Sto su veliCina tumora, lokalizacija tumora, TNM i histoloski gradus, s
tim da se niti jedan do sada istrazeni noviji prognosticki parametar ne moze
izdvojiti kao neovisan prognosticki ¢imbenik (23-29). Unato¢ dokazanoj
prognostickoj vrijednosti navedenih klasi¢nih prognostickih c¢imbenika za
karcinom ploc¢astih stanica grkljana i dalje postoje nastojanja za otkrivanjem
novih prognostickih parametara koji ¢e, uzimajuci u obzir intratumorsku
heterogenost, pomoci u razotkrivanju ocekivanog ponaSanja tumora.
Istrazivanja na ljudskim i eksperimentalnim tumorima su pokazala kako su
tumorske stanice unutar nekog tumora heterogene. Tumorsko tkivo
karakterizira genetska i fenotipska heterogenost. Ve¢ u vrijeme
dijagnosticiranja vecina tumora sadrzi razlicite populacije stanica s
nejednakim osobitostima. Tumorska heterogenost odgovorna je za razliCite
bioloSke i histoloSke osobine tumora, ali i za njegovo biolo§ko ponaSanje te

moze objasniti veliku varijabilnost u prognozi razli¢itih tumora (30-32).

Malo se zna o heterogenosti planocelularnog karcinoma grkljana. Poznato je
da se u planocelularnom karcinomu moze izdvojiti podrucje dobro
diferenciranih stanica s niskom mitotskom aktivnoSéu od podrucgja sa
stanicama koje imaju visoku proliferativnu aktivnost i slabu diferencijaciju.
Danas se smatra da podruc¢je s viSim histoloSkim gradusom odreduje
prognozu bolesnika s malignom boleScu te da se recidiv jajvjerojatnije javlja
u tom podrucju. Znacaj ovakve heterogenosti ogleda se u mogucem
divergentnom bioloSkom ponasSanju pojedinih tumorskih podklonova (95,96).
U prakticnom smislu to znac¢i da ce pojedini dijelovi tumora pokazati
drugaciju sposobnost invadiranja, metastaziranja, otpornost prema
kemoterapiji i/ili zracenju. Mogucnost predvidanja takvog ponasSanja

pojedinih dijelova unutar tumora, bio bi znacajan doprinos u pracenju
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bolesnika, prognozi ali i terapiji malignih bolesti. Takva mogucnost otvara i
pitanje svrsishodnosti odredivanja prognostickih (ali i svih drugih)
parametara u heterogenoj populaciji tumorskih stanica. Tumor je
trodimenzionalna struktura unutar koje, teoretski, razli¢iti klonovi mogu biti
rasporedeni jednoliko ili predominantno u pojedinim dijelovima tumora.
Uzmemo 1li u obzir trodimenzionalnost tumorske tvorbe u interakciji s
domacinom, onda je logi¢no ocekivati i odredenu trodimenzionalnu

organizacijsku strukturu i raspored unutar samog tumora (97).

Imajuc¢i na umu manjkavosti do sada poznatih prognostickih c¢imbenika
karcinoma grkljana i predhodno navedene osobine kadherin-kateninskog
kompleksa te uvazavajuci intratumorsku heterogenost, ovaj rad ima za cilj
ukazati na ulogu E-kadherina i beta-katenina u karcinomima grkljana, o
cemu postoje nekonzistentni nalazi u literaturi. KoriStena je standardna
metoda imunohistokemijskog bojanja E-kadherina i beta-katenina, koja se
semikvantitativno izrazavala sustavom mjerenja razine ekspresije od O do 3,
na membrani i u citoplazmi tumorskih stanica u transformacijskom rubu,
centru i invazivhom rubu tumora. Dobivene rezultate niske ekspresije, koja
podrazumijeva intenzitet ekspresije O i 1, kao i visoke ekspresije, koja
podrazumijeva intenzitet ekspresije 2 i 3, na membrani i u citoplazmi
tumorskih stanica, E-kadherina i beta-katenina, odredenih za sve tri
tumorske zone posebno, obradeni su u multivarijatnom modelu zajedno s
drugim odabranim prognostickim parametrima te ih mozZzemo tumaciti na

sljedec¢i nacin.

Usporedili smo distribuciju ekspresije membranskog E-kadherina u tri
razliCite regije tumora (transformacijskom rubu, centru i invazivnom rubu),
te x2-testom nasli znacajno ¢eScu pojavu visoke membranske ekspresije E-
kadherina u tumorskim stanicama transformacijskog ruba i centra tumora u
odnosu na nisku ekspresiju membranskog E-kadherina u invazivhom rubu

tumora (p<0,001).
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Zatim smo istim testom usporedili distribuciju ekspresije citoplazmatskog E-
kadherina po tumorskim zonama i nismo naSsli statisticki znacajnu razliku

(p=0,300).

Istim testom usporedili smo distribuciju membranskog i citoplazmatskog E-
kadherina u tri razli¢ite tumorske regije te nasli statisticki znacajnu razliku
izmedu ceSce distribucije visoke ekspresije membranskog E-kadherina u
transformacijskom rubu (p<0,001) i centru tumora (p<0,001) u odnosu na
ekspresiju citoplazmatskog E-kadherina u tim regijama, te statisticki
znacajno c¢eScu distribuciju niske ekspresije citoplazmatskog E-kadherina u

odnosu na membranski E-kadherin u invazivnom rubu tumora (p<0,003).

Uporabom KM krivulja prezivljenja za membranski E-kadherin u
transformacijskom rubu i centru tumora te citoplazmatski E-kadherin u
invazivnom rubu tumora nije bilo moguce utvrditi utjecaj niske i visoke

ekspresije E-kadherina u ovim tumorskim regijama na prezivljenje.

Usporedili smo distribuciju ekspresije membranskog beta-katenina u tri
razliCite regije tumora (transformacijskom rubu, centru i invazivnom rubu),
te x2-testom nasSli znacajno ceScu pojavu niske ekspresije membranskog
beta-katenina u tumorskim stanicama invazivnog ruba tumora u odnosu na
visoku ekspresiju membranskog beta-katenina u transformacijskom rubu i

centru tumora (p<0,001).

Zatim smo istim testom usporedili distribuciju ekspresije citoplazmatskog
beta-katenina po tumorskim zonama i nismo naSli statisticki znacajnu

razliku (p=0,240).

Istim testom usporedili smo distribuciju membranskog i citoplazmatskog

beta-katenina u tri razliCite tumorske regije te nasli statisticki znacajnu
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razliku izmedu ceSce distribucije niske ekspresije citoplazmatskog beta-
katenina u odnosu na ekspresiju membranskog beta-katenina u

transformacijskom rubu (p<0,001).

Uporabom KM krivulja prezivljenja za membranski beta-katenin u
transformacijskom rubu i invazivnhom rubu tumora te citoplazmatski beta-
katenin u transformacijskom rubu tumora nije bilo moguce utvrditi utjecaj
niske i visoke ekspresije beta-katenina u ovim tumorskim regijama na

prezivljenje.

Prognosticki znacaj E-kadherina i beta-katenina u karcinomima grkljana bio
je predmet brojih studija ¢iji rezultati nisu eksplicitni. U vecini studija utjecaj
ekspresije E-kadherina i beta-katenina na prezivljenje indirektno se,
uglavnom u korelaciji s velicinom tumora, gradusom ili metastazama u
limfnim ¢&vorovima, povezuje s prognozom (74,78). Izostanak korelacije
ekspresije E-kadherina i beta-katenina na membrani i u citoplazmi
tumorskih stanica, promatranog u tri tumorske regije s prezivljenjem
bolesnika, u skladu je s nalazima u literaturi, jer niti jedna studija nije
potvrdila neovisni prognosticki znacaj E-kadherina i beta-katenina u

karcinomima grkljana.

NaSi rezultati pokazali su da u promatranom uzorku postoji statisticki
znacCajna heterogenost u ekspresiji E-kadherina i beta-katenina u pojedinim
regijama tumora. Tako su invazivni rubovi pokazali znacajno slabiju
ekspresiju membranskog E-kadherina i membranskog beta-katenina u
odnosu na centrar i transformacijski rub tumora, dok za citoplazmatsku
ekspresiju nije nadena razlika po tumorskim regijama ni za E-kadherin ni za
beta-katenin. Ovi podaci, vezani za intratumorsku heterogenost, u skladu su
s do sada objavljenim podacima za AgNOR, sadrzaj nukleinskih kiselina,
katepsin D i ciklin D1 (25,26). Smatram da je od velike vaznosti razlicita

ekspresija komponenti kadherin/kateniskog kompleksa u tumoru ili nekom
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njegovom dijelu, jer razli¢ita ekspresija ujedno implicira razli¢it metastatski i
invazivni potencijal zbog promjene u adhezivnim karakteristikama tumorskih
stanica. Radene su brojne studije bazirane na hipotezi da interakcije
adhezivnih molekula mogu imati svoj doprinos pri metastaziranju, Cciji
rezultati su pokazali negativnhu korelaciju izmedu invazivnog kapaciteta i
ekspresije kadherina (78-80). Dobiveni rezultati u ovoj studiji, odnosno niska
ekspresija membranskog E-kadherina i beta-katenina u invazivnhom rubu
tumora, u dostupnoj literaturi se objasnjava kao moguca pomoc¢ tumorskim
stanicama u procesu infiltracije i metastaziranja. Potencijalno bi se na osnovi
ekspresije adhezivnih molekula u tumorima, mogla odrediti njihova
invazivnost i sposobnost metastaziranja, na koju u ovom radu upucuje
istina, slaba negativna statisticki znacajna korelacija (Spearman test Tablica
32.) membranskog E-kadherina u centru tumora i slaba pozitivna statisticki
znaCajna korelacija (Spearman test Tablica 31.) citoplazmatskog beta-
katenina u transformacijskom rubu tumora i postojanje udaljenih metastaza
a §to bi doprinjelo predvidanju prognoze, ali i adekvatnijem terapijskom
pristupu datom tumoru. To se odnosi na teoretsku mogucnost ciljanog
antitumorskog lijeCenja koje bi za cilj imalo normalizaciju razina komponenti
kadherin/kateninskog kompleksa s ciljem smanjivanja ili blokade invazije
tumorskih stanica, a takva neinvazivna strategija lijeCenja mogla bi povecati

prezivljenje i kvalitetu zivota oboljelih.

U ovom istrazivanju naSla sam statisticki znacajno nisku ekspresiju
membranskog E-kadherina i beta-katenina u stanicama invazivnog ruba
tumora kod bolesnika s dobro diferenciranim karcinomom grkljana odnosno
gradusom G1, Sto se moze objasniti smanjenom medustanicnom adhezijom
tumorskih stanica u invazivhom rubu kod dobro diferenciranih tumora. S
druge strane nadena je statisticki znacajno viSa ekspresija citoplazmatskog
beta-katenina u centru slabo diferenciranih karcinoma grkljana, gradusa
G3, a S§to potvrduje i Spearman test (Tablica 31.) slabom statisticki

znacajnom negativnom korelacijom, Sto mozemo protumaciti akumulacijom
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slobodnog beta-katenina u citoplazmi tumorskih stanica koja dovodi do
pojacane proliferacije i slabije diferencijacije tih stanica.

Zanimljiv je nalaz statisticki znacajno ceSce niske ekspresije citoplazmatskog
beta-katenina u invazivnom rubu glotickih karcinoma dobiven u ovoj studiji,
koji mozemo povezati s niskim invazivnim potencijalom karcinoma grkljana

gloticke lokalizacije koji ujedno ima i najbolju prognozu.

U naSoj studiji nije dokazana niti jedna znacajna korelacija i razlika u
ekspresiji citoplazmatskog E-kadherina, te ostaje nac¢i objasSnjenje
podjednake ekspresije citoplazmatskog E-kadherina u tri razliCite
promatrane tumorske regije. Bududi da u invazivhom rubu tumora biljezimo
znacajno nizu ekspresiju membranskog E-kadherina i beta-katenina, za
razliku od citoplazmatskog E-kadherina pretpostavlja se da je razlog tom
nemogucnost integracije defektnog proteina na svoj inace normalan polozaj.
To moze biti jedan od razloga akumulacije E-kadherina u citoplazmi
tumorskih stanica, ali jo§ nije jasno da li ga tumor koristi u neku svrhu
obzirom na ulogu E-kadherina u regulaciji stani¢ne migracije, proliferacije,

apoptoze i diferencijacije.

Medu rezultatima ove studije je i opravdanost promatranja tumora kroz
prizmu heterogenosti koja je i prostorno odredena kroz tri tumorske regije.
Upravo izneseni rezultati razlicite ekspresije E-kadherina i beta-katenina u
tri tumorske regije potvrduju nase sumnje da naizgled uniformni tumor

pokazuje i prostorne razlike u bioloSkom ponasanju.

Rezultati analize, nadalje pokazuju da se klinicki odredeni TNM ne moze
koristiti kao mneovisni prognosticki c¢imbenik. Uporabom KM krivulje
prezivljenja nije bilo moguce utvrditi utjecaj zasebno analiziranih T odnosno
velicina tumora, N (zahvacenost limfnih ¢vorova) i M (prisutnost udaljenih

metastaza) iz ljestvice TNM na prognozu. Vjerojatno odgovor lezi u ¢injenici
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da mikrometastaze nije moguce klini¢ki otkriti, a to je i objasnjenje zasto je

pouzdanost i valjanost klinicki odredenog TNM nedostatna.

Stupanj histoloSke diferencijacije tumora (gradus) uporabom KM krivulje
prezivljenja pokazao je da se podjela na gradus G1, G2 i G3 ne moze koristiti
kao neovisan prognosticki ¢imbenik, dok je RPART algoritam pokazao da je

ta podjela ipak opravdana jer s porastom gradusa raste rizik umiranja.

Na kraju smo primjenili multivarijatnu analizu uporabom RPART algoritma.
Rekurzivno particioniranje (RP) je metoda umjetne inteligencije koja se
koristi za izgradnju klasifikacijskih i regresijskih modela. RP je koristan
postupak za rjeSavanje cijelog niza problema, ponajviSe zbog sposobnosti
opisa kompleksnih i nelinearnih interakcija. U onkologiji se koristi za
izdvajanje c¢imbenika rizika, odredivanje prognostickih indeksa, te
optimizaciju dijagnostickih i terapijskih postupaka. Bitna je Cinjenica da se
rezultati RP-a daleko lakSe interpretiraju u odnosu na klasi¢ne regresijske
metode. RP generira skup pravila i konstruira stablo odluke. Postoji viSe
algoritama rekurzivnog particioniranja, a za analizu u ovoj studiji odabran je
rpart algoritam koji se izraduje dvostupanjskim postupkom. U prvom koraku
koriste se svi ispitanici. Algoritam pronalazi varijablu koja najbolje razdvaja
ispitanike u dvije podskupine. Potom se postupak ponavlja odvojeno za
svaku podskupinu sve dok ne dosegne podskupine minimalne veli¢ine. Drugi
korak je postupak koji smanjuje kompleksnost modela.
Uporabom rpart-a dobiveno je stablo odluke s cetri ¢vora odluke, koje je
prikazano na slici 3.
Stablo odluke protumacili smo na sljedeci nacin:
1. Najvazniji ¢imbenik povezan s umiranjem jest stadij tumora. Bolesnici
s tumorom T1, T2 i T3 (hazard 0,7625) imaju dva i pol puta manji
relativni rizik umiranja od bolesnika s tumorom T4 (hazard 1,8764).
Dobiveni rezultat potvrduje procjena prezivljenja po Kaplan-Meieru,

prikazana na (Slika 13.), iz koje je vidljivo da je razlika medu te dvije
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skupine statisticki signifikantna (log-rank test, p = 0,019). Ovaj rezultat

jasno upucuje da je veliC¢ina tumora osnovni prognosticki ¢cimbenik.

2. U drugom c¢voru odluke (bolesnici s T1, T2, i T3) vr§i se razdvajanje
prema vrijednosti ekspresije membranskog E-kadherina u stanicama
centra tumora na dvije podskupine: (a) bolesnici s niskom ekspresijom
(intezitet bojanja O i 1); i (b) bolesnici s visokom ekspresijom (intezitet
bojanja 2 i 3). Relativni rizik umiranja je tri puta manji u bolesnika s
niskom aktivhoSéu membranskog E-kadherina u stanicama centra
tumora (hazard 0,2578) u odnosu na bolesnike s visokom aktivnoScu
(hazard 0,8380). Dobiveni rezultat nije potvrden procjenom prezivljenja po
Kaplan-Meieru (Slika 14.) jer razlika izmedu te dvije skupine statisticki
nije bila signifikantna (log-rank test, p = 0,107). Ovi podaci upucuju da
ekspresija membranskog E-kadherina u stanicama centra tumora ima

nizi informacijski sadrzaj od veli¢ine tumora.

3. U trecem c¢voru vrSi se razdvajanje bolesnika s T4 prema stupnju
histoloske diferenciranosti (gradus) na dvije podskupine: (a) bolesnici s
G1l; i (b) bolesnici s G2 i G3. Bolesnici s G1 imaju cetiri puta manji
relativni rizik umiranja (hazard 0,6541) u odnosu na bolesnike s G2 i G3
(hazard 2,5362). Dobiveni rezultat nije potvrden procjenom prezivljenja po
Kaplan-Meieru (Slika 15.) jer razlika izmedu te dvije skupine statisticki
nije bila signifikantna (log-rank test, p = 0,161). Podaci upucuju da je
informacijski sadrzaj T4 vazniji za procjenu prezivljenja od informacije

sadrzane u gradusu.

4.U cetvrtom c¢voru odluke bolesnici s T4, te G2 i G3 se razvrstavaju u
dvije daljnje podskupine prema razini ekspresije membranskog beta-
katenina u stanicama transformacijskog ruba tumora: (a) bolesnici s
razinom ekspresije 3; i (b) bolesnici s razinom ekspresije O, 1 i 2. Relativni

rizik umiranja je Sest puta manji u bolesnika s razinom ekspresije 3
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(hazard 0,5155) u odnosu na bolesnike s razinom ekspresije 0, 1 i 2
(hazard 2,9781). Dobiveni rezultat nije potvrden procjenom prezivljenja po
Kaplan-Meieru (Slika 16.) jer razlika izmedu te dvije skupine statisticki
nije bila signifikantna (log-rank test, p = 0,119). Podaci upucuju da je
informacijski sadrzaj membranskog beta-katenina u stanicama
transformacijskog ruba tumora nizi od informacijskog sadrzaja visokog

stupnja gradusa (G2 i G3).

Na kraju ostaje Cinjenica da su svi ispitanici ukljuceni u ovu studiju
operirani, a radikalnost zahvata odredena je relativnho nepouzdanim
klinickim TNM. Operativnim zahvatom odstranjen je primarni tumor, a
velicina tumora je prema rezultatima ove studije jedini signifikantan
prognosticki ¢cimbenik, i ako nije bilo metastaza to znaci izljecenje. Ali ako je
tumor dao metastaze prognoza je loSija, te svaki pokuSaj pronalaska
pokazatelja sposobnosti metastaziranja odnosno agresivnijeg bioloskog
ponaSanja tumora moze doprinijeti adekvatnom terapijskom pristupu. Takva
mogucnost je u nasoj studiji uocena kod tumora T1, T2 i T3 koji su imali
nisku razinu ekspresije membranskog E-kadherina u centru tumora, Sto
potvduju i podaci iz literature koji to objaSnjavaju nekrozom u centru dobro

diferenciranih tumora.

Stupanj histoloske diferencijacije tumora (gradus) nije neovisan prognosticki
¢imbenik, ali i u ovoj su studiji izdvojeni bolesnici s gradusom G1, odnosno
dobro diferencirani koji su pokazali manji rizik od umiranja iako se radi o
velicini tumora T4. S druge strane bolesnici s gradusom G2 i G3 odnosno
umjereno i slabo diferencirani tumori imaju manji rizik umiranja ukoliko im
je visoka razina ekspresije membranskog beta-katenina u stanicama
transformacijskog ruba tumora, Sto takoder potvrduju podaci iz literature
koji visoku ekspresiju membranskog beta-katenina povezuju s boljom
diferencijacijom tumora uz objasSnjenje da beta-katenin u kancerogenezi

plocastih karcinoma grkljana imaju ulogu adhezivne molekule.
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Rezultati dobiveni u ovoj studiji, kao i podaci iz literature, ukazuju da
informaciju o agresivnosti bioloSkog ponaSanja tumora, a onda i prognozu,
za sada nije moguce dobiti promatranjem samo jednog parametra. Za sada je
jasno da s porastom broja promatranih parametara raste sposobnost
pravilnog klasificiranja bolesnika u dijagnosticko-prognosticke podskupine,
ali samo dok broj parametara ne usporava i ne poskupljuje rutinske
dijagnosticke postupke, cemu bi u buducnosti moglo doprinijeti i uvazavanje
intratumorske heterogenosti koju sam u ovoj studiji primjenila

promatranjem tumora u tri tumorske regije na rutinskim preparatima.
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6. ZAKLJUCCI

U ovoj studiji, provedenoj na 90 bolesnika s operiranim karcinomom
grkljana, analizirana je prognosticka vrijednost odredenog pTNM, stupanj
histoloske diferenciranosti (gradusa) tumora, lokalizacije primarnog
tumora, membranskog i citoplazmatskog E-kadherina i beta-katenina u
transformacijskom rubu, centru i invazivnom rubu tumora
semikvantitativno odredenih na imunohistokemijski obojenim rutinskim
preparatima. Pomocu Kaplan-Meierovih krivulja prezivljenja i RPRT

algoritamskom analizom dosli smo do sljedecih zakljucaka:

1. Imunohistokemijskom  metodom  (Avidin-biotin = kompleks)
dokazana je ekspresija membranskog i citoplazmatskog E-kadherina u
stanicama planocelularnog karcinoma grkljana u tri razli¢ite tumorske
regije odnosno u transformacijskom rubu, centru i invazivhom rubu
tumora.

2. Nadena je statisticki znacajno ceSca visoka ekspresija
membranskog E-kadherina u transformacijskom rubu i centru tumora
u odnosu na nisku ekspresiju membranskog E-kadherina u
invazivnom rubu tumora.

3. Ekspresija citoplazmatskog E-kadherina nije pokazala statisticki
znacajnu razliku u tri razli¢ite tumorske regije.

4. Imunohistokemijskom  metodom (Avidin-biotin =~ kompleks)
dokazana je ekspresija membranskog i citoplazmatskog beta-katenina
u stanicama planocelularnog karcinoma grkljana u tri razlicite regije
odnosno transformacijskom rubu, centru i invazivnhom rubu tumora.

5. Nadena je statisticki znacCajno CceSca visoka ekspresija
membranskog beta-katenina u transformacijskom rubu i centru
tumora u odnosu na nisku ekspresiju membranskog beta-katenina u

invazivnom rubu.
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0. Ekspresija citoplazmatskog beta-katenina nije pokazala
statisticki znacajnu razliku u tri razli¢ite tumorske regije.

7. Niska ekspresija membranskog E-kadherina i membranskog
beta-katenina stisticki je znacajno ¢eSce nadena u invazivnom rubu
dobro diferenciranih karcinoma grkljana, gradus G1.

8. Visoka ekspresija citoplazmatskog beta-katenina statisticki je
znacajno ceSce nadena u centru slabo diferenciranih karcinoma
grkljana, gradus G3.

9. Niska ekspresija citoplazmatskog beta-katenina statisticki je
znacajno ceSce nadena u invazivnhom rubu glotickih planocelularnih
karcinoma grkljana.

10. Razlicite vrijednosti ekspresije membranskog i citoplazmatskog
E-kadherina u transformacijskom rubu, centru i invazivnhom rubu
tumora nisu pokazale neovisnu prognosticku vrijednost u
planocelularnim karcinomima grkljana.

11. Razlic¢ite vrijednosti ekspresije membranskog i citoplazmatskog
beta-katenina u transformacijskom rubu, centru i invazivnhom rubu
tumora nisu pokazale mneovisnu prognosticku vrijednost u
planocelularnim karcinomima grkljana.

12. Velicina tumora u ovoj studiji bila je jedini signifikantan
prognosticki parametar, koji pokazuje dva i pol puta manji rizik od
umiranja za skupinu bolesnika s velicinom tumora T1, T2 i T3 u
odnosu prema bolesnicima s veli¢inom tumora T4.

13. Tri puta manji rizik umiranja u skupini bolesnika s veli¢Cinom
tumora T1, T2 1 T3 imaju bolesnici s niskom ekspresijom
membranskog E-kadherina u centru tumora, koja je najvjerojatnije
posljedica oroznjavanja u centru dobro diferenciranih planocelularnih
karcinoma grkljana.

14. Rutinski odreden gradus i u skupini bolesnika s veli¢inom

tumora T4 pokazuje Cetiri puta manji rizik od umiranja ukoliko se radi
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o dobro diferenciranim planocelularnim karcinomima grkljana,
odnosno gradusu G1.

15. Bolesnici s veli¢inom tumora T4, te gradusom G2 i G3 pokazuje
Sest puta manji rizik od umiranja ukoliko imaju visoku razinu
ekspresije membranskog beta-katenina u stanicama transformacijskog

ruba tumora.
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7. SAZETAK

PROGNOSTICKA VRIJEDNOST INTRATUMORSKE HETEROGENOSTI BETA-
KATENINA I E-KADHERINA U PLANOCELULARNIM KARCINOMIMA
GRKLJANA

U studiju je ukljuc¢eno 90 bolesnika operiranih u Klinici za bolesti uha, nosa
i grla, KBC Zagreb u periodu od 2000.-2005. godine. Imunohistokemijskim
protutijelima na E-kadherin i beta-katenin (DAKO) obojani su dobiveni
preparati. Odreden je TNM, gradus i lokalizacija tumora, a
imunohistokemijska reakcija je procjenjena semikvantitativno na membrani i
u citoplazmi u tri podruc¢ja tumora; transformacijskom rubu, centru i
invazivnom rubu.

Ekspresija membranskog i citoplazmatskog E-kadherina, te citoplazmatskog
i membranskog beta-katenina znacajno se razlikovala unutar tumorskih
regija. Invazivni rub pokazao je znatno slabiju ekspresiju ovog membranskog
kompleksa.

Jaka ekspresija citoplazmatskog beta-katenina u centru tumora cesca je kod
slabo diferenciranih karcinoma grkljana.

Rekurzivnim particioniranjem velic¢ina tumora je izdvojena kao jedini
signifikantan prognosticki parametar, pri cemu tumori veli¢ine T1, T2 i T3
imaju bolje prezivljenje u odnosu na tumore velic¢ine T4.

Tumori velicine T1, T2 i T3 wukoliko imaju visoku razinu ekspresije
membranskog E-kadherina u centru tumora, imaju tri puta manji rizik od
umiranja. S druge strane, tumori velicine T4 imaju Cetiri puta manji rizik od
umiranja ukoliko su dobro diferencirani odnosno gradusa G1.

Tumori velic¢ine T4, umjereno i slabo diferencirani odnosno gradusa G2 i G3
imaju Sest puta manji rizik umiranja ukoliko imaju visoku ekspresiju

membranskog beta-katenina u transformacijskom rubu.
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8. SUMMARY

PROGNOSTIC VALUE OF INTRATUMORAL HETEROGENEITY OF BETA-
CATENIN AND E-KADHERIN IN THE SQUAMOUS CELL LARYNGEAL
CARCINOMA

The study included 90 patients with laryngeal squamous cell carcinoma.
Immunohistochemical reaction with anti E-kadherin and beta-catenin
antibodies was accessed using a scoring system (0-3), estimating membranic
and cytoplasmatic immunopositivity at three separate locations;
transformational zone, tumor center and invasive margin of the tumor.

A significant difference of expression between tumor regions was found for
both membranic and cytoplasmatic E-kadherin and beta-catenin. The
invasive segment showed the poorest membranic reaction. Correlation was
found beetwen the poorest expression for both membranic E-kadherin and
beta-catenin in the invasive margin and good histological differentiation of
the tumor.

RPART statistical program revealed tumor size as an single statistically
significant prognostic parameter, in the way that tumors sizes T1,T2 and T3
have better survival than tumors size T4.

Tumor sizes T1,T2 and T3 with high expression of membranic E-kadherin in
the tumor center have three times lower risk of death. On the other hand,
tumors size T4 have four times lower risk of death if they are well
differentiated i.e. gradus G1.

Tumor sizes T4, moderate and poor differentiated (gradus 2 i 3) have six
times lower risk of death if they have high expression of membranic beta-

catenin in the transformational zone of the tumor.

Ankica Vasilj, 2011.
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