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Popis oznaka i kratica

AJCC — Americko drustvo za rak (eng. American Joint Committe on cancer)
bcl-2/bax — regulatorna bjelancevina apoptoze
c-erbB-2 — gen priguSiva¢ tumora

C-faktor — eng. certainty factor (faktor sigurnosti)
CT — kompjutorizirana tomografija

DAB - diamino—benzidin

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

E-cadherin — epitelni cadherin

EGFR - receptor za epidermalni ¢cimbenik rasta
HE — hemalaun eozin

Ki-67 — proliferacijski marker

MMP — matriks metaloproteinaza

MMP-9 — matriks metaloproteinaza 9

MRI — magnetska rezonancija

nm?23 — tumor supresor gen

PBS — phosphate buffered saline

PCNA — antigen jezgara proliferirajucih stanica
pS3 — gen prigusivac tumora

R —rezidulani tumor

S100A?2 — onkosupresor

TIMP — tkivni inhibitor matriks metaloproteinaze
TNM - klasifikacija proSirenosti tumora (Tumor, lymph Node metastasis, distant
Metastasis)

UZV —ultrazvuk

VEGF — vaskularno endotelni ¢imbenik rasta



1. UVOD

1.1. GRKLJAN

Grkljan je hrskaviéno-membranozni organ smjesten u prednjem dijelu vrata u
visini od tre¢eg do Sestog vratnog kraljeska (1). Zatvoren je brojnim miSi¢ima koji
kontrakcijom reguliraju odnose unutar hrskavicno-membranoznog okvira
omogucujuci njegove sloZene funkcije: respiraciju, fonaciju i gutanje (2,3).

Respiratorna i degluticijska uloga su primarne i vitalne funkcije grkljana (1).
Pokretima laringealne muskulature regulira se prostor glotisa, a kontrakcijom vanjskih
miSica grkljana on se tijekom udisaja spusta i tako povecava negativan tlak u prsistu,
pospjesujuci disanje (1).

Degluticijska tj. protektivna funkcija grkljana pociva na mehanizmu sfinktera
razvijenih tijekom evolucije poradi zastite donjih diSnih putova od aspiracije (1).

Promatraju¢i od proksimalno prema distalno, postoje tri sfinktera: prvi Cine
epiglotis, ariepiglotski nabori i aritenoidi koji djeluju tijekom gutanja sprjecavajuci
ulazak hrane i tekuéine u donje diSne putove (4). Drugi sfinkter ¢ine ventrikularni
nabori koji dodatno pojacavaju djelovanje prvog sfinktera te povecavaju intratorakalni
tlak (4). Tre¢i sfinkter su glasiljke, koje takoder mehanicki pojacavaju djelovanje
proksimalnih sfinktera (4).

Fonacija predstavlja sekundarnu funkciju grkljana, a razvila se iz
refleksogenog zatvaranja grkljana razvojem srediSnjeg Ziv€anog sustava 1

diferencijacijom perifernih organa (35).

1.1.1. Embriologija grkljana

Osnova grkljana nastaje u ¢etvrtom jednu embrionalnog razvoja na ventralnoj
strani kaudalnog odsjecka Skrznog crijeva, dusnika i pluca, u obliku divertikuloidnog
izbocenja (6). IzduZenjem tog izbocenja u kaudalnom smjeru nastaje laringotrahealna
cijev (6). Od kranijalnog dijela laringotrahealne cijevi razvijaju se grkljan i dusnik, a

kaudalni dio se podijeli u dvije grane od kojih nastaju bronhi i pluca (6).



1.1.2. Anatomija i histologija grkljana

Grkljan se sastoji od devet hrskavica: tri pojedinacne i tri parne (7). Sve
laringelane hrskavice su hijaline, osim epiglotisa koji je elasticna hrskavica (8).
Osifikacija hrskavica nastupa u trecoj i Cetvrtoj dekadi zivota (8). Podrucja grkljana
na kojima nedostaje perihondrij (prednja komisura, Broyleov ligament, veza prednje i
tri straznje Cetvrtine tiroidne lamine, veza krikotiroidne i krikotrahealne membrane te
krikoaritenoidni zglob) su jako podlozna invaziji karcinomom (8). Kombinacija
nedostatka perihondrija 1 progresivne osifikacije hijalinih hrskavica moze biti
predilekcijski faktor Sirenja i invazije karcinoma (8).

U grkljanu razlikujemo tri dijela: supragloticki, gloticki, subgloticki, te u
okviru kirur§ke anatomije i transgloticki (7). Supragloticki dio grkljana ukljucuje
supra i infrahioidni epiglotis, aritenoide, laringealnu povrsinu ariepiglotskih nabora,
ventrikularne nabore i Morgagnijev ventikul (3,7). Supraglotis embrioloski nastaje
kao derivat tre¢eg branhijalnog luka u komparaciji s glotisom i1 subglotisom koji
nastaju kao derivati Cetvrtog i petog branhijalnog luka (3,7). Preepigloticki prostor
nalazi se ispred epiglotisa, omeden je hiopeiglotskim ligamentom superiorno,
infrahioidnim epiglotisom inferiorno, prednje omedenje su hioid, tirohiodna
membrana i tiroidna hrskavica (3). Paragloticki prostor je omeden lateralno tiroidnom
hrskavicom, krikotiroidnom membranom i krikoidnom hrskavicom, medijalno je
omeden quadrangularnom membranom, ventrikulom i konusom elastikusom (3).

Invazija paraglotickog prostora povecava stadij tumora i zahtijeva radikalniji
kirurski pristup (3).

Glotis ¢ine glasiljke (vokalni nabori), prednja i straZznja komisura, s donjom
granicom koja oznafava horizontalnu ravninu 1 cm ispod apeksa Morgagnijeva
ventrikula (3). Subglotis je regija koja se prostire od donje granice glotisa do donjeg
ruba krikoidne hrskavice (3). Viseslojni plocasti epitel pokriva glasiljke i gornji dio
vestibuluma grkljana, a viSeredni cilindriéni epitel s trepetiljkama prekriva ostalu
Supljinu grkljana (3). Planocelularni karcinom nastaje od povrSinskog viSeslojnog
plocastog epitela glasiljki ili epiglotisa, ali i od respiratornog epitela nakon njegove
plocaste metaplazije (3). Inervacija grkljana odvija se putem n. laryngeusa reccurensa
koji opskrbljuje sve unutarnje miSi¢e grkljana (3). N. laryngeus superior se dijeli na

dvije grane: vanjska grana je motoricka i inervira krikotiroidni mis$i¢, dok je unutarnja



grana senzoricka i opskrbljuje sluznicu grkljana iznad glotisa (3). Oba laringealna
zivca su ogranci n. vagusa (3). Opskrba krvlju grkljana odvija se putem dva ogranka
a. thyreoideae superior (a. laryngea superior et media), te ogrankom a. thyreoideae
inferior (a. laryngica inferior) (3). Limfna mreza grkljana podijeljena je podrucjem
glasiljki na dva dijela (3). Supragloti¢ni dio ima bogatu submukoznu limfaticku mrezu
koja prelazi medijalnu liniju i nalazi se iznad glasiljki, a limfne Zile se dreniraju u
preepigloticke i gornje duboke limfne ¢vorove vrata obostrano s incidencjom
metastaziranja 50% — 60% (3). Gloticki dio ima vrlo slabu mrezu limfne drenaze, §to
implicira sporije metastaziranje (3). Subglotis se drenira bilateralno u prelaringealne i

pretrahealne, duboke cervikalne limfne ¢vorove, te u gornji medijastinum (3).



1.2. EPIDEMIOLOGIJA I ETIOLOGIJA KARCINOMA GRKLJANA

-----

sustava (9). Hrvatski nacionalni registar za rak ukazuje na incidenciju malignih
tumora glave i vrata na razini 7,4% od svih novootkrivenih malignih tumora godiSnje
(9). Slicne epidemioloske podatke pokazuje i registar Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava
gdje se incidencija malignih tumora glave i vrata kreée izmedu 5% 1 8% (7). U
pojedinim dijelovima Azije i Indije incidencija tumora glave i vrata dostize i do 30%
svih tumora (7).

Maligni tumori grkljana u nasoj zemlji ¢ine 1,7% svih tumora i s izrazitom
predominacijom muskaraca (16:1); u svijetu se omjer izmedu muskaraca i zena krece
od 5:1 do 20:1 u korist muskaraca (9). U skupini malignih tumora glave i vrata u
Hrvatskoj karcinom grkljana ¢ini 23% (9). Od svih tumora glave 1 vrata u muskaraca
u Hrvatskoj 42% cini karcinom grkljana, pa time postaje najucestaliji tumor glave i
vrata u Hrvatskoj (9). Najveca incidencija karcinoma grkljana je u Sao Paulu (Brazil),
Bombayu (Indija) i na Tajlandu (7).

Prosjecno 12 000 novih bolesnika s karcinomom grkljana godiSnje nalazimo u
Sjedinjenim Ameri¢kim DrZzavama (7). U industrijskim sredinama incidencija je veca
nego u ruralnim sredinama, a omjer je 3 : 1 (7). Prilikom detekcije bolesnika 65% ih
ima lokaliziranu bolest, 30% ih ima metastazu na vratu, a 5% ih ima udaljenu
metastazu (7). U naSoj zemlji jo$ uvijek se glavnina bolesnika detektira u stadiju III i
IV bolesti (9). Najcesca dob bolesnika je izmedu 60 i1 75 godina (9).

Etiologija karcinoma grkljana je vezana uz pusenje, konzumiranje alkoholnih
pi¢a, mehanicko 1 termicko oSte¢enje sluznice raznim toksinima, kronicne upale,
ionizacijsko zracenje, udisanje kancerogenih tvari (pesticidi, herbicidi....), te
profesionalni rizik u slucaju izlozenosti cementnim parama, azbestu, niklu ili nafti i
naftnim derivatima (7). Kombinacija puSenja i1 zlouporabe alkohola ima sinergisticki
efekt 1 znacajno povecava rizik od nastanka karcinoma grkljana (7).

Uvodenjem cigareta u masovnu proizvodnju pocetkom 20-tog stoljeca raste
incidencija karcinoma grkljana koji je do tada bio sporadi¢na bolest (7).
Epidemioloske studije ukazuju da je 88% - 98% oboljelih bilo ili su jo§ uvijek pusaci
supraglotis na nutritivne agense (7). S obzirom na smjeStaj karcinoma grkljana 64%

¢ine gloticki tumori, 35% supragloticki tumori, a 1% subgloticki tumori (9).



Drugi primarni tumor se moze prona¢i u 10% bolesnika s karcinomom
grkljana, pogotovo u karcinomu grkljana supraglotickog sijela. NajceS¢e je drugo

sijelo u podrucju glave i vrata, potom bronha, pluca i jednjaka (7).

1.3. DIJAGNOSTIKA I TERAPIJA KARCINOMA GRKLJANA

U klini¢koj slici najznacajniji 1 €esto najraniji simptom su promuklost ili
poteskoce s gutanjem, ovisno o sijelu karcinoma (7). Uznapredovali karcinomi
prezentiraju se respiracijskom insuficijencijom, dispnejom, stridoroznim disanjem,
poteskocama s gutanjem (7). Dijagnostika karcinoma grkljana obuhvaca: anamnezu,
kompletan otorinolaringoloski pregled, indirektnu laringoskopiju, rigidnu endovideo
laringoskopiju, fiberendoskopiju grkljana, indirektnu laringomikro-stroboskopiju,
digitalnu endovideo-stroboskopiju, akusticku i kompjutorsku analizu glasa, UZV
vrata (s ili bez citoloske punkcije), CT grkljana 1 vrata, MRI grkljana i vrata,
laringomikroskopiju i probatornu biopsiju uz patohistolosku analizu (7).

Lijecenje karcinoma grkljana je kompleksno i Cesto multimodalitetno, a
obuhvaca kirursko i onkolosko lije¢enje (kemoradioterapiju) koje se, ovisno o stadiju
bolesti, primjenjuju zasebno ili u kombinaciji (7). Terapija ranih karcinoma grkljana
ukljuc¢uje LASER endoskopsku kirurgiju, otvorenu parcijalnu (konzervativnu,
prezervacijsku) kirurgiju, radioterapiju (7).

Terapija uznapredovalih karcinoma grkljana uklju¢uje LASER endoskopsku
kirurgiju, otvorene parcijalne (prezervacijske) laringektomije (vertikalne,
horizontalne, kombinacije), otvorene parcijalne laringofaringektomije, totalne
laringektomije, totalne  faringolaringektomije, radioterapiju, = kemoterapiju,

kemoradioterapiju te kombinacije lije€enja uz multidisciplinarni pristup (7).



1.4. PLOCASTI KARCINOM GRKLJANA

Preko 90% karcinoma grkljana ¢ini plocasti (planocelularni) karcinom,
ukljucujuéi karcinom in situ 1 verukozni karcinom (7). Ostalih 10% Cine
nediferencirani karcinomi, adenokarcinomi, mukoepidermoidni karcinomi i druge
neoplazme (7). ViSeslojni plocasti epitel prekriva glasiljke i gornji dio vestibuluma
grkljana, a viSeredni cilindri¢ni epitel s trepetiljkama prekriva ostalu Supljinu grkljana
(3,7). Planocelularni karcinom nastaje od povrSinskog viSeslojnog plocastog epitela
glasiljki ili epiglotisa, ali 1 od respiratornog epitela nakon njegove plocaste
metaplazije (3,7).

Karakteristike planocelularnog karcinoma su plocasta diferencijacija
tumorskih stanica i invazivni rast (10,11). PlocCasta diferencijacija cesto je
karakterizirana formiranjem keratinskih perli, a invazivni rast se ocituje probojem
bazalne membrane i infiltracijom podlezeceg tkiva, te krvnih Zzila i1 Zivaca (10,11).

Plocasti karcinom grkljana makroskopski se moze pojaviti kao plosnati plak s
dobro definiranim uzdignutim rubom ili se prezentira kao polipoidno-egzofiticna

izraslina (10,11). PovrSina tumora je katkada ulcerirana (10,11).



1.5. PROGNOSTICKI CIMBENICI KARCINOMA GRKLJANA

Prognosticke ¢imbenike klasi¢no dijelimo u tri medusobno povezane skupine:
prognosticke ¢imbenike vezane uz bolesnika (dob, rasa, spol, genetsko naslijede,
imunoloski status, lokalne ili sistemske komplikacije tumora), prognosticke
¢imbenike vezane uz tumor (patohistoloske znacajke tumora - klasifikacija primarnog
tumora, histoloski tip, histoloski stupanj, pojava, lokalizacija i Sirenje metastaza,
ekspresija raznih hormonskih, biokemijskih 1 onkoloskih biljega), te prognosticke
¢imbenike vezane uz primijenjeno lijeCenje (operaciju, radio ili kemoterapiju ili
kombinacije istih) (12).

U novije vrijeme prognosticki c¢imbenici se dijele na ,klasi¢ne” i
,,suvremene‘.

U ,klasi¢ne ubrajamo TNM (veli¢ina tumora, zahvac¢enost limfnih ¢vorova,
prisutnost udaljenih metastaza), stadij bolesti, lokalizacija tumora, patohistoloski
stupanj diferencijacije (4,11,13,14).

U ,,suvremene® ubrajamo proliferacijske markere (npr. PCNA, Ki-67),
regulatorne bjelancevine apoptoze (npr. bcl-2/bax), onkogene (npr. p53), regulatore
angiogeneze (npr.VEGF), regulatorne bjelancevine stani¢nog ciklusa (npr. cikline,

p16), bioloske markere (npr. E-cadherin i MMP-9) (15,16).



1.5.1. ,,Klasi¢ni“ prognosticki ¢imbenici karcinoma grkljana

1.5.1.1. TNM Kklasifikacija karcinoma grkljana

TNM Kklasifikacija predstavlja kriterij za procjenu uznapredovalosti vecine
karcinoma (11,17). Sluzi za iskazivanje lokalne proSirenosti tumora, prisustvo ili
odsutstvo regionalnih i udaljenih metastaza (11,17). Karcinom grkljana podijeljen je
s obzirom na veli¢inu primarnog tumora (T), prisutne ili odsutne metastaze u

regionalne limfne ¢vorove (N) i udaljene metastaze (M) (11,17).

Primarni Tumor (T)

TX Primarni tumor se ne moze odrediti.
TO0 Nema znakova primarnog tumor.

Tis Carcinoma in situ.

Supraglotis

T1 Tumor ograni¢en na jedno podrucje supraglotisa uz urednu pokretljivost
glasiljki.

T2 Tumor zahvaca viSe od jednog podrucja supraglotisa ili glotis, ili regiju
izvan supraglotisa (sluznicu korijena jezika, valekule, medijalnog zida piriformnog
sinusa) uz urednu pokretljivost glasiljki.

T3 Tumor ograni¢en na podrucje grkljana s fiksacijom glasiljke i/ili Sirenjem
na postkrikoidno podrucje, preepiglotski prostor, paraglotski prostor, i/ili pocetna
erozija tiroidne hrskavice grkljana (unutarnjeg korteksa).

T4a Tumor se $iri kroz tiroidnu hrskavicu 1/ili na druga tkiva izvan grkljana
(pr. dusnik, meka tkiva vrata ukljucuju¢i duboku ekstrinzi¢ku muskulaturu jezika,
infrahioidne miSice, Stitnjacu ili jednjak).

T4b Tumor se Siri na prevertebralni prostor, zahvaca karotidnu arteriju ili

zahvaca medijastinalne strukture.



Glotis

T1 Tumor ograni¢en na glasiljku(e) — moze ukljucivati prednju i straznju
komisuru s urednom pokretljivoséu glasiljke (i).

Tla Tumor ogranicen na jednu glasiljku.

T1b Tumor zahvaca obje glasiljke.

T2 Tumor se Siri na supraglotis i/ili subglotis, ili s oslabljenom pokretljivoséu
glasiljke (i).

T3 Tumor ograni¢en na grkljan s fiksacijom glasiljke(i), i/ili zahvaca
paraglotski prostor, i/ili minimalno erodira tiroidnu hrskavicu grkljana (unutarnji
korteks).

T4a Tumor se $iri kroz tiroidnu hrskavicu i/ili zahvaca tkiva izvan grkljana
(pr. dudnik, meka tkiva vrata ukljuujué¢i duboku ekstrinzicku muskulaturu jezika,
infrahioidne miSice, Stitnjacu ili jednjak).

T4b Tumor se Siri na prevertebralni prostor, zahvaca karotidnu arteriju ili

zahvaca medijastinalne strukture.

Subglotis

T1 Tumor ogranicen na subglotis.

T2 Tumor se $iri na jednu ili obje glasiljke s normalnom ili poremeéenom
pokretljivoscéu.

T3 Tumor ogranicen na grkljan s fiksacijom glasiljke(i).

T4a Tumor zahvaca krikoidnu ili tiroidnu hrskavicu i/ili na druga tkiva izvan
grkljana (pr. duSnik, meka tkiva vrata ukljucuju¢i duboku ekstrinzicku
muskulaturu jezika, infrahioidne miSice, Stitnjacu ili jednjak).

T4b Tumor se Siri na prevertebralni prostor, zahvaca karotidnu arteriju ili

zahvaca medijastinalne strukture.



Regionalni Limfni Cvorovi (N)

NX Regionalni limfni ¢vorovi se ne mogu odrediti.

NO Nema znakova zahvaéenosti regionalnih limfnih ¢vorova.

N1 Metastaza u jednom ipsilateralalnom limfnom ¢&voru, 3 cm ili manje u
najveéem promjeru.

N2 Metastaza u jednom ipsilateralnom limfnom ¢voru, ve¢em od 3 cm, ali ne
ve¢em od 6 cm u najveéem promjeru, ili u multiplim ipsilateralnim limfnim
¢vorovima, ne veéima od 6 cm u najve¢em promjeru, ili u bilateralnom ili
kontralateralnom limfnom ¢voru, ne ve¢em od 6 cm u najve¢em promjeru.

N2a Metastaza u jednom ipsilateralnom limfnom ¢voru, ve¢em od 3 cm, ali
ne veéem od 6 cm u najve¢em promjeru.

N2b Metastaze u multiplim ipsilateralnim limfnim ¢vorovima, ne ve¢ima od 6
cm u najveem promjeru.

N2c¢ Metastaze u bilateralne ili kontralateralne limfne ¢vorove, ne veée od 6
cmu najveéem promjeru.

N3 Metastaze u limfne ¢vorove, vece od 6 cm u najveem promjeru.
Udaljene Metastaze (M)
MX Udaljene metastaze se ne mogu odrediti.

MO Nema udaljenih metastaza.

M1 Udaljene metastaze prisutne.
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Stadiji bolesti

Stadij T N M
0 Tis NO MO
I TI NO MO
I T2 NO MO
I T3 NO MO
TI NI MO
T2 NI MO
T3 NI MO
IVA T4a NO MO
T4a NI MO
TI N2 MO
T2 N2 MO
T3 N2 MO
T4a N2 MO
IVB T4b Any N MO
AnyTN3 MO
IVC Any T Any N M1
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1.5.1.2. IZBORNI DESKRIPTORI KLASIFIKACIJE KARCINOMA
GRKLJANA

Izborni deskriptori dodatno prikazuju osobine karcinoma grkljana (18).
L - Limfna invazija

LX Limfna invazija se ne moze procijeniti.

LO Nema limfne invazije.

L1 Limfna invazija.

V - Venska invazija

VX Venska invazija se ne moze procijeniti.

VO Nema venske invazije.

V1 Mikroskopska venska invazija.

V2 Makroskopska venska invazija.

Napomena: Makroskopsko uklju¢ivanje stijenke vene (bez tumora unutar vene) je
klasificirano kao V2 (18).

R - Rezidualni tumor

Odsutnost ili prisutnost ostatnog tumora nakon tretmana je opisao simbol R (18).

TNM je opisao anatomsku Sirinu tumora u cjelini bez uzimanja u obzir tretmana (18).
On se moze dopuniti R klasifikacijom, koja se bavi tumorskim statusom nakon
tretmana (18). To odraZava ucinke terapije, utjeCe na daljnje terapijske postupke i

snazan je prediktor prognoze (18).

RX Prisutnost ostatnog tumora se ne moze procijeniti.
RO Nema ostatnog tumora.

R1 Mikroskopski ostatni tumor.

R2 Makroskopski ostatni tumor.
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C-FAKTOR

C-faktor (eng. certainty) ili faktor sigurnosti odrazava valjanosti klasifikacije

u skladu s dijagnostickim metodama (18). Njegova uporaba nije obavezna (18).

C-faktor definicije su:

C1 Dokazi iz standardnih dijagnostickih sredstava (npr. inspekcija, palpacija,
standardna radiografija, ILS pregled, EVS pregled, endoskopija).

C2 Dokazi pribavljeni posebnim dijagnostickim sredstvima (npr. rendgenska
snimanja u posebnim projekcijama, angiografija, scintigrafija, ultrazvuk (UZ),
kompjutorizirana tomografija [CT], magnetska rezonancija [MR],
laringomikroskopija).

C3 Dokazi iz istrazivanja, ukljucujuci i kirurske i citoloske biopsije.
C4 Dokaz o stupnju bolesti nakon kona¢ne operacije i patoloskog pregleda
reseciranog uzorka.

C5 Dokazi iz autopsije.

TNM Kklinicka podjela je dakle ekvivalent C1, C2, C3 i na razli¢itim stupnjevima

sigurnosti, dok pTNM patoloske klasifikacije opcenito je jednak C4 (18).
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1.5.1.3. Tipovi stani¢ne diferencijacije (patohistoloski gradus) karcinoma
grkljana

Postoje tri glavna tipa plocastog karcinoma grkljana koji su odredeni stupnjem

stani¢ne diferenciranosti (11,19).

Gradus I (dobro diferencirani plo¢asti karcinom)

Karakteriziran je poligonalnim stanicama, dobro razvijenim intercelularnim
mosti¢ima 1 obilnim brojem keratiniziranih perli. Jezgre su hiperkromatske, nejednake

veli¢ine 1 oblika, sa smanjenom koli¢inom citoplazme. Stroma tumora je oskudna.

Gradus II (umjereno diferencirani plocasti karcinom)

Karakteriziran je oskudnim keratiniziranim perlama ili njihovim odsustvom.
Uocava se polimorfija jezgara, brojne (Cesto atipi¢ne) mitoze, a mogu biti prisutne i

multinuklearne stanice. Rjedi su intercelularni mostici.

Gradus III (slabo diferencirani ploc¢asti karcinom)

Karakteriziran je malobrojnim epitelnim perlama, gotovo da nema
keratinizacije i intercelularnih mosti¢a. Predominiraju nezrele stanice s brojnim

atipi¢énim mitozama, uz izrazitu polimorfiju stanica i jezgara.

Iako je keratinizacija najc¢eSc¢e prisutna u dobro i umjereno diferenciranim plocastim
karcinomima, to se ne bi trebalo smatrati vaznim histoloskim kriterijem u

stupnjevanju stanicne diferenciranosti ploc¢astog karcinoma grkljana (20).
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1.5.1.4. Znacaj ,,klasi¢nih* prognosti¢kih ¢imbenika karcinoma grkljana

Dosadasnja istrazivanja utvrdila su znacaj slijedecih ,,klasi¢nih* prognostic¢kih

¢imbenika:

1. Klinicki stadij i lokalizacija su medusobno povezani ¢imbenici, a promatramo ih u
odnosu na petogodisnje prezivljenje: za gloticke karcinome 80% (Stadij I 90%, II
85%, 11 60%, IV < 5%), za supragloticke karcinome 65% (Stadij I 85%, II 75%,
I 45%, IV < 5%), za subgloticke 40%, te za transgloticke 50% (4). Stadij bolesti
u trenutku postavljanja dijagnoze plocastog karcinoma glave i vrata, dakle i

grkljana, je najvazniji prognosticki ¢imbenik (13).

2. Veli¢ina tumora je takoder vazan prognosticki ¢cimbenik. Sto je tumor veci, veca je

sklonost recidiviranju (21).

3. Patohistoloski stupanj diferencijacije tumorskih stanica je neovisan prognosticki
¢imbenik (11). Razlikuju se: gradus I - dobro diferencirani karcinom, koji ujedno
ima najbolju prognozu, gradus II - srednje diferencirani karcinom 1 gradus III -
slabo diferencirani karcinom (11). Patohistoloski stupanj diferenciranosti (gradus)
ima ograni¢enu vrijednost u predvidanju tijeka bolesti (22). Dobro diferencirani

tumori imaju bolju prognozu od slabo diferenciranih (11).

4. Zahvacenost limfnih ¢vorova u trenutku dijagnoze takoder ima prognosticko
znacenje (13,14). Prognoza ovisi o broju zahvacenih ¢vorova, njihovoj veli¢ini i
eventualnom prisustvu ekstranodalnog Sirenja procesa (14). Zahvacenost limfnih
¢vorova vrata je najvazniji pojedinacni prognosticki ¢imbenik planocelularnog
karcinoma glave i vrata, tako i grkljana (13,23,24). Bolesnici sa zahvacenim
limfnim ¢vorovima imaju 50% slabije 5-godiSnje prezivljenje u usporedbi s
bolesnicima ¢iji je tumor ogranicen na primarnu lokaciju, bez obzira na

primijenjeno lijecenje (13,25).
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5. DNA ploidija ima takoder prognosticki znacaj; pokazalo se naime da aneuploidni

tumori imaju loSiju prognozu u odnosu na diploidne tumore (26).

Unato¢ dokazanoj prognosti¢koj vrijednosti navedenih ,klasi¢nih* prognostickih
¢imbenika za planocelularni karcinom grkljana, i dalje postoje nastojanja za
otkrivanjem novih prognostickih Cimbenika za predvidanje ponaSanja tumora i
njegovog odgovora na terapiju.

Dosadasnja saznanja upucuju da u nastanku planocelularnog karcinoma
grkljana sudjeluju razli¢iti mehanizmi, premda razli¢ite studije naglasavaju ili
relativiziraju znacaj dobivenih rezultata.

Opée je rasireno misljenje da je nastanak karcinom grkljana dugotrajan proces
koji podrazumijeva brojne genetske 1 fenotipske alteracije. Stoga je malo vjerovatno
da ¢e jedan marker razdijeliti prognosticki razli¢ite skupine, ali svako istrazivanje
istih, a pogotovo kombinacije istih, korak su dalje u rasvjetljavanju osobina ove

smrtonosne bolesti.
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1.5.2. ,, Suvremeni® prognosticki ¢imbenici karcinoma grkljana

»duvremeni® prognosticki ¢imbenici pruZaju nam informacije o tumoru koje
se ne mogu dobiti rutinskim pregledom histoloskog materijala. Ukljucuju, izmedu
ostalog, proliferacijsku aktivnost i amplifikaciju onkogena (15,16).

Proliferacijska aktivnost odrazava bioloski potencijal i moguéi odgovor
tumora na terapiju (15,16). Moze se mjeriti mitotskim indeksom, flow citometrijom,
image analizom, imunohistokemijski dokazom proliferacijskih markera (PCNA,
Ki67) (15,16). Proto-onkogeni su geni koji normalno poti¢u stani¢ni rast (15,16).
Promjene u njihovoj strukturi pretvaraju ih u onkogene koji kodiraju proteine
promijenjene strukture ili koli¢ine (15,16).

Najcesce ispitivane promjene u karcinogenezi karcinoma grkljana obuhvacaju
istrazivanje onkogena (npr. p53, ciklin D1, nm23), proliferacijskih markera (npr.
PCNA, Ki-67, EGFR) (15,16). Prekomjerna izrazajnost p53 proteina, koji ima
biolosku ulogu u apoptozi, smatra se neovisnim prediktivnim faktorom za pojavu
recidiva, ali i odgovora na radioterapiju (15,16). Izrazajnost ciklina D1 Cesto se nade
rano u tijeku bolesti, a oznacen je kao marker agresivnosti s utjecajem na prezivljenje
(15,16).

Za sada se izrazajnost EGFR smatra najpouzdanijim prognosti¢kim
molekularnim markerom za procjenu prezivljenja bez recidiva bolesti i metastaza (27-
32).

U tumorskim stanicama mogu se detektirati metaloproteinaze, hijaluronidaze i
katepsin D kao molekule odgovorne za degradaciju ekstracelularnog matriksa, a time i
u svezi s invazijom i metastaziranjem. Postoje istraZivanja utjecaja E-cadherina kao
supresora invazivnosti, te SI00A2 onkosupresora i njihovog utjecaja na agresivnost
tumora (33).

Do sada su razli¢iti noviji prognosticki cimbenici pokazali odredenu

prognosti¢ku vrijednost (34-37).
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1.6. E-cadherin

Cadherini su skupina transmembranskih proteina koji imaju vaznu ulogu u
adheziji stanica osiguravajuc¢i njihovu povezanost, zasti¢eni su kalcijskim ionima od
proteolize, a u odustnosti kalcijskih iona bivaju brzo razgradeni (38-43). SadrzZe lance
aminokiselina te ekstracelularno podrucje (N terminal) koje je vazno za homofilicko
vezivanje 1 citoplazmatski dio (C terminal) koji, u interakciji sa citoskeletnim
proteinima, preko intracelularnih proteina, tj. catenina formiraju cadherin-catenin
kompleks (38-43).

Cadherini se dijele u dvije evolucijski razlicite podobitelji: cadherini tipa 1
(klasi¢ni cadherini) i cadherini tipa 2 (38-43). Cadherini tipa 1 (klasi¢ni cadherini)
ostvaruju medustani¢nu interakciju homofilnim tipom vezanja, tj. isti dio molekule na
jednoj stanici veze s istim dijelom molekule na drugoj stanici (38-43). Dok cadherini
tipa 2 (dezmosomalni cadherin), koji su smjesteni u dezmosomima, gdje su povezani s
intermedijarnim filamentima, pokazuju vrlo malo homologije s onima klasi¢nog tipa
te posjeduju neke zajednicke karakteristike koje nisu nadene u cadherina tipa 1 (38-
43).

Klasi¢ne cadherine ¢ine E, N, P, R, B cadherini, a ostali ¢lanovi obitelji
cadherina su dezmogleini i dezmokolini (38-43).

Adhezione molekule su uklju¢ene u procese morfogeneze, normalnog rasta,
ekstravazacije leukocita, upalne procese, koagulaciju krvi i cijeljenje (41). Interakcija
medu stanicama ili izmedu stanica 1 ekstracelularnog matriksa koja odrzava na okupu
grupu stanica uvjetovana je raznim adhezijskim molekulama, te njihova deregulacija
ima vaznu ulogu u nastanku procesa karcinogeneze kao i u invazivnosti i
metastaziranju (41).

Adhezione molekule su ukljuene u procese regulacije rasta tumora tako da
reguliraju balans izmedu stani¢nog rasta 1 odumiranja, ili kontroliraju angiogenezu
koja je odgovorna za rast tumora i metastaziranje (41). Adhezijske molekule ¢ini 5
velikih obitelji: integrini, cadherini, imunoglobulin gen supefamilija (IgSF), selektini i
CD44 (41).

Razliciti tipovi cadherina se mogu naci na razli¢itim lokacijama (38,39). To su
E-cadherin (epitelni cadherin ili uvomorulin), P cadherin (placentalni cadherin), N
cadherin (neuralni cadherin), L-CAM (adhezijska molekula stanica jetre) (38,39).

Cadherini su vezu samo unutar iste skupine (dakle E-cadherin za molekule E-
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cadherina), pa zbog toga stanice s istim tipom molekule cadherina imaju tendenciju
povezivanja tijekom razvoja, dok stanice sa razli¢itim tipovima molekule cadherina
imaju sklonost razdvajanju (38,39).

E-cadherin (epitelni cadherin) je 120 k peptid ¢iji je gen lokaliziran na 16922
kromosomu, regiji ina¢e vaznoj po kromosomskoj translokaciji u genezi tumora glave
i vrata (43). Sastoji se od jedne velike izvanstani¢ne domene, transmembranskog
segmenta 1 kratke citoplazmatske domene (43). Funkcija E-cadherina je regulirana
preko —COOH terminalnog unutarstani¢nog podrucja, preko alfa, beta i gama catenina
koji se povezuju s elementima citoskeleta stanice 1 medusobno suraduju (43,44).
Ovisna je takoder 1 o kalcijevim ionima (43,44). E-cadherin je vezan na
citoplazmatsku stranu catenina koji reagiraju sa aktinom u citoskeletu i sa jezgrom
stanice (43, 44).

E-cadherin sadrzi 5 ponavljajucih cadherina (EC1 ~ EC5) u ekstracelularnom
prostoru, jedan transmembranksi prostor i intracelularni prostor koji veze p120-
catenin i beta catenin (43,44). E-cadherin je izrazen u epitelu gdje se konstantno
regenerira unutar 5 sati poluzivota na povrsini stanice (44).

Mutacija gena za E-cadherin te proteine alfa 1 beta catenina koji vezuju E-
cadherin za aktinske filamente, vazna je za poremecenu izrazajnost E-cadherina (40).
Kada je E-cadherin aktivan, epitelne stanice, ukljucujuéi stanice tumora, ne mogu
razoriti njihove medusobne veze (40). Smanjena izrazajnost E-cadherina moze biti
povezana sa genskom mutacijom uslijed delecije kromosoma, gubitka
heterozigotnosti ili gubitkom alela (41). Mutacija gena za E-cadherin moZe uzrokovati
citoplazmatsku akumulaciju defektnog E-cadherina koji se ne moze transportirati u
membranu stanice (41). Transkripcijska inaktivacija E-cadherina nalazi se cesto u
tumorskoj progresiji i ukljucuje genetske i epigenetske dogadaje (40).

IzraZajnost E-cadherina u tumorskim stanicama regulirana je cpG metilacijom
(40). Cadherini djeluju direktno s produktima onkogeneze, c-erb B-2 proteinima i
EGFR, a preko beta catenina s tumor supresor genima i APC proteinima, §to moze biti
vazan signal prijenosnog puta (40). Takav suprimirani E-cadherin moze biti pokretac
“oslobadanja“ stanica karcinoma, tj. pucanja veza medu stanicama tumora (40).
Smanjuje se adhezivnost medu stanicama unutar tkiva, Sto rezultira pove¢anom
stanicnom pokretljivoS¢u 1 omogucuje tumorskoj stanici da prijede bazalnu membranu
1 invadira okolno tkivo (40). Radi se o tranziciji karcinoma in situ u invazivni

karcinom, a povezuje se 1 s metastaziranjem (42,45,46).
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Liu sa suradnicima je ispitivao 38 slucajeva plocastih karcinoma glasiljki te
utvrdio da je ekspresija E-cadherina pove¢ana u karcinomima in situ i
mikroinvazivnim karcinomima, te dobro diferenciranim plocastim karcinomima
(47,48). Za razliku od toga, u invazivnim i slabije diferenciranim plocastim
karcinomima ekspresija E-cadherina bila je znatno manja (47,48).

Smanjena ekspresija E-cadherina sprjecava terminalnu diferencijaciju stanica
te omogucuje njihovu stalnu proliferaciju (45,46). Tako su Frixen 1 suradnici u svojoj
studiji pokazali da E-cadherin djeluje kao marker diferencijacije brojnih karcinoma u
ljudi, te da gubitak izrazajnosti E-cadherina moZe potaknuti dediferencijaciju i
invazivnost karcinoma (33). Time se sugerira da E-cadherin djeluje i kao supresor
invazivnosti (33).

Brojni su autori potvrdili E-cadherin kao marker diferencijacije te ustanovili
da se njegova izraZajnost gubi kako se ploc¢asti karcinom dediferencira (45,46,49-51).
S obzirom na povezanost E-cadherina s diferencirano$¢u stanica i invazivnoscu
karcinoma, ne ¢ude rezultati studija koji nedvojbeno povezuju izrazajnost E-cadherina
s klini¢ckim parametrima kao $to su uznapredovali stadiji bolesti, slabiji odgovor na
terapiju, veca stopa recidiva te loSija prognoza karcinoma glave i vrata (47,48,52,53).

Rodrigo i suradnici ukazuju da odsutnost, tj. smanjenu izrazajnost E-cadherina
nalazimo pri veéem patohistoloskom gradusu, u viSem stadiju bolesti, pri prisutnim
metastazama, te u onih sklonih recidivu bolesti (49). I razli¢iti su drugi autori takoder
utvrdili da je smanjena izraZajnost E-cadherina u korelaciji s nepovoljnijim
patohistoloSkim karakteristikama tumora kao $to su visi patoloski stadij tumora, veci
gradus tumora, zahvacenost limfnih ¢vorova 1 prisutsvo udaljenih metastaza (54-56).
Takoder je utvrdena povezanost s ranijim recidivima bolesti 1 kra¢im preZivljenjem
bolesnika (54-56).

Ispituju¢i tumore glave i vrata utvrdeno je da smanjenje ekspresije E-
cadherina moze biti neovisan prediktor metastaziranja u limfne ¢vorove 1 biljeg u
identificiranju klini¢ki negativnog statusa limfnih ¢vorova vrata koji su rizi¢ni za
okultne metastaze (47-51,57). Temeljem ovog zakljucka mogu se definirati bolesnici
koji bi imali koristi od elektivne disekcije vrata (47-51,57).

Provedena su istrazivanja i na karcinomima drugih sijela (npr. jednjaka,
debelog crijeva) koja takoder ukazuju na povezanost smanjene izraZajnosti E-
cadherina s pove¢anom agresivno$¢u karcinoma, njegovom slabijom diferenciranosti,

sklonosti metastaziranju i agresivnijem ponasanju (58,59).
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Sato i suradnici su tako u studiji na 134 bolesnika s karcinomom jednjaka
utvrdili da smanjena izrazajnost E-cadherina korelira sa povec¢anom sklonoscu
metastaziranja istoga (58).

U svojoj studiji na 130 bolesnika de Lima i1 suradnici su ispitivali utjecaj
izrazajnosti E-cadherina u kolorektalnom karcinomu (59). Provedenim istrazivanjem
su prikazali da je izraZzajnost E-cadherina povezana s ve¢im rizikom razvoja metastaza
1 s ranijim razvojem uznapredovale metastatske bolesti kolorektalnog karcinoma (59).

Kurtz i suradnici su utvrdili da je slabija izrazajnost E-cadherina povezana s
loSijjom prognozom tumora grkljana i usne Supljine, iako nisu dokazali povezanost
izrazajnosti 1 metastaziranja u limfne ¢vorove (53).

Paksoy i suradnici su, pak, dokazali da je smanjena izrazajnost E-cadherina
povezana sa ucestalijim metastaziranjem karcinoma grkljana (34).

Vazan je 1 rezultat istraZivanja Eriksena i suradnika koji ukazuju da gubitak E-
cadherina predstavlja vazan korak u povecavanju sposobnosti stanica da lu¢e MMP-9
u svrhu degradacije proteina matriksa, omogucujuéi tako invaziju i metastaziranje
(45,46).

Ovu povezanost do sada su u svojoj studiji o plo¢astom karcinomu jednjaka
istrazivali jedino Sato 1 suradnici, ukazujué¢i da povecana ekspresija MMP-9 i

redukcija E-cadherina korelira s metastazama u limfne ¢vorove (58).
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1.7. Matriks metaloproteinaza-9 (MMP-9)

Matriks metaloproteinaze (MMP) cine obitelj proteolitickih cink ovisnih
enzima koji imaju bitnu ulogu u lokalnoj invaziji, te regionalnom i distalnom
metastaziranju malignih tumora slamaju¢i komponente bazalne membrane i
ekstracelularnog matriksa (24,60-64). MMP takoder utjee na rast tumora i na
tumorsku neoangiogenezu (24,60-64).

Aktivnost MMP-a je regulirana na najmanje tri razine: transkripciji,
proteolitickoj aktivaciji zimogena 1 inhibiciji aktivnog enzima (24,65). MMP-i se
aktiviraju plazminskom kaskadom (24,65). Ve¢ina MMP-a se sintetizira de novo, dok
su MMP 8 i 9 pohranjeni u sekretornim granulama neutrofila i eozinofila. MMP se
producira kao inaktivni, latentni zimogeni (24,65). Zimogeni imaju N-terminalne
propeptide od priblizno 80 — 90 aminokiselina koji blokiraju aktivnha mjesta MMP-a
unutar kataliticke faze (domene) (24,65).

Uklanjanje propeptida proteolitickim ili neproteolitickim mehanizmima
rezultira zimogenom aktivacijom i stjecanjem katalitiCke sposobnosti (24,65). Vecina
MMP se otpusta u latentnom prekursorskom stadiju (zimogena forma), a aktivira se u
izvanstanicnom matriksu (24,65). Jednom aktivni MMP je specificno inhibirani
endogenim proteaza inhibitorima, tkivnim inhibitorima MMP-a (TIMP-s), od kojih su
Cetiri identificirana (TIMP 1 - 4) (24).

Tkivni inhibitori MMP-a (TIMP-s) su mali proteini, 21 — 28 kDa (24,65).
Produciraju ih keratinociti, fibroblasti, osteoblasti i endotelijalne stanice (24,65).
TIMP 3 inhibira proteoliticku aktivnost MMP-9 (24,65).

Naglasiti je da u tumoru postoji neravnoteza izmedu aktivnih MMP-a i TIMP-
sa, $to moZe voditi pojacanoj aktivnosti enzima MMP-a i sklonosti metastaziranju
(24). Prisustvo aktivnih MMP ovisi o koli¢ini aktivacije zimogena i razini endogenog
TIMP-sa (24). Kriticki moment tumorske invazije 1 inicijacija metastatske kaskade je,
po dosadasnjim spoznajama, interakcija tumorske stanice s bazalnom membranom
(66).

Bazalna membrana se sastoji od kolagena tip IV, laminina, antactina,
proteoglikana 1 glikoaminoglikana, ali izmedu svih komponenti kolagen tip IV
predominira i prepoznat je kao barijera penetraciji tumorskih stanica u matriks

(61,67).
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Benigne lezije su karakterizirane kontinuiranom bazalnom membranom koja
odvaja potencijalno tumorogeni epitel od strome (66,67). Invazivne lezije, dakle
karcinomi, posjeduju diskontinuiranu bazalnu membranu sa zonama gubitka matriksa
u podrucju invazivnog tumorskog rasta (66,67). Degradacija bazalne membrane i
ekstracelularnog matriksa je klju¢na za invaziju i metastaziranje malignih stanica,
tumorski rast i angiogenezu (66,67).

Postoje barem tri koraka u ovome slijedu: prvi je vezivanje za ekstracelularni
matriks, drugi je stvaranje proteolitickog defekta u ekstracelularnom matriksu, a treéi
je korak migracija kroz proteoliticki modificirani matriks (66).

MMP se dijeli u Cetiri podgrupe: Kolagenaze (MMP 1, 8 i 13), Stromelizini
(MMP 3,7, 10, 11 1 19), Gelatinaze (MMP-2 — gelatinaza A, MMP-9 — gelatinaza B),
Membrane—type MT-MMP (MMP 14, 15, 16, 17, 24). Pojedini MMP-i se ne mogu
svrstati u ove Cetiri grupe; to su: MMP-12, MMP-18, MMP-19, MMP-20 (61,68).

Matriks metaloproteinaza-9 (MMP-9) se nalazi u poskupini gelatinaza, a
naziva se 1 gelatinaza B, 20ql12-13 (61,68). Gelatinaze degradiraju denaturirani
kolagen, pogotovo kolagen IV. bazalne membrane (61,65,69,70). Takoder, imaju
afinitet 1 za ostale komponente bazalne membrane (fibronektin, laminin)
(61,65,69,70).

Utvrdeno je da je izrazajnost MMP-a tipi¢no niska ili odsutna u normalnim
stanicama odraslog organizma (65). MMP se nakon inicijacije tumora pojavljuje i na
epitelnim 1 na stromalnim stanicama uzrokuju¢i promjene u ekstracelularnom
matriksu, Sto rezultira otpuStanjem ekstracelularnog faktora rasta stimulirajuci
proliferaciju, stromalni odgovor i regrutiranje upalnih stanica (67,71). Usporedo s
time, tumorska je neoangiogeneza olakSana djelovanjem MMP-a, jer potic¢e otpuStanje
angiogenih faktora 1 remodeliranje adhezivnosti tkiva (67,71). MMP-9 moze
potaknuti generiranje angiostatina iz plazminogena 1 tako sudjeluje u
neovaskularizaciji (67,71,72). Takoder je uoCeno da MMP igra vaznu ulogu u
udaljenoj kolonizaciji metastaza tumora (67,71,72).

Citav niz autora je ispitivao utjecaj MMP-9 u odnosu na stupanj diferencijacije
i tumorsku progresiju u karcinomima usne Supljine, jednjaka, plu¢a, mokra¢nog
mjehura, jajnika, papilarnom karcinomu Stitnjace te kraljeznice (73-80).

Tako su Ikebe i suradnici u svojoj studiji ustanovili da visoko invazivni oralni

karcinomi pokazuju povecanu aktivnost MMP-9 (73).
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Kodate i suradnici, ispitujuci izrazajnost MMP-9 u oboljelih od karcinoma
pluca ustanovili su vecu izrazajnost MMP-9 u slabije diferenciranim karcinomima, te
da je prognoza prezivljenja u takvih bolesnika bila losija (74).

Papathoma i suradnici, u svom istrazivanju na bolesnicima sa tumorom
mokraénog mjehura, pokazali su da izrazajnost MMP-9 raste s gradusom i
invazivno$¢u tumora (75).

Ispitujuci u svjojoj studiji bolesnike oboljele od tumora jajnika, Schmalfeldt i
suradnici su pokazali da izrazajnost MMP-9 raste s rastom malignog potencijala
tumora jajnika (76).

Maeta i suradnici su u svom istrazivanju pokazali da je povecana izraZajnost
MMP-9 povezana s ve¢om invazivnoscu i ve¢om sklonosti metastaziranja papilarnog
karcinoma Stitnjace (77).

Kurahara i suradnici, u studiji na oboljelima od plocastog karcinoma usne
Supljine, pokazuju da invazivniji plocasti oralni karcinomi i oni skloniji
metastaziranju pokazuju veéu izrazajnost MMP-9 (78).

Ohashi 1 suradnici, pak, u istrazivanju na 148 bolesnika s karcinomom
jednjaka, dokazali su usku povezanost povecanog stupnja izraZajnosti MMP-9 s
dubinom invazije 1 venskom invazijom plocastog karcinoma jednjaka (79).

Gokaslan i suradnici su istrazivali izrazajnost MMP-9 u bolesnika s
metastatskim 1 primarnim tumorima kraljeZnice 1 zakljucili da metastaze tumora pluca
i melanoma u kraljeZnicu pokazuju veci stupanj izraZzajnosti MMP-9 u usporedbi sa
metastazama karcinoma dojke, Stitnjace 1 bubrega u kraljeZnicu, kao i u usporedbi sa
samim primarnim tumorom kraljeznice (80). Poznato je da metastaze tumora pluca 1
melanoma u kraljeznicu imaju vrlo agresivan tijek bolesti pa oboljeli imaju znatno
krace preZivljenje, a ovom studijom je prikazano da takvi bolesnici imaju 1 veci
stupanj izraZajnosti MMP-9 (80). Isto tako, autori opcenito zakljuCuju, na osnovi
rezultata ove studije, da povecana izrazajnost MMP-9 pridonosi povecanoj sklonosti
metastaziranja u kraljeznicu svih tumora ispitivanih u ovoj studiji, te da ve¢i stupanj
izrazajnosti MMP-9 korelira s ve¢om invazivnoS$¢u i metastatskih i primarnog tumora
kraljeznice (80).

Povecana ekspresija MMP-9 dokazana je u karcinomu debelog crijeva i
korelira s Dukes stadijima i prisustvom udaljenih metastaza (81,82). Grupa autora je
ispitivala maligne tumore guSterace i mokra¢nog mjehura te je takoder utvrdeno da se

MMP-9 moze koristiti kao biljeg za predvidanje recidiva (83,84).
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Mali se broj autora do danas bavio analizom utjecaja MMP-9 u plocastom
karcinomu grkljana, ili su studije koje su izradene bile dizajnirane na manjem broju
bolesnika. Ispituju¢i odnos displazije, kao preneoplasticne promjene, u odnosu na
invazivni planocelularni karcinom glave i vrata, Loyo i suradnici su ustanovili
statistiCki znacajnu razliku u ekspresiji MMP-9, u smislu pojaane ekspresije u
invazivnom planocelularnom karcinomu (85).

Da je MMP uklju€en u invaziju i metastaziranje planocelularnog karcinoma
glave i vrata uoCio je i O-Charoenrat sa suradnicima, te utvrdio da se njegova
izrazajnost moze odrediti imunohistokemijskim metodama (68).

Vihinen i suradnici su u svojoj studiji dokazali postojanje povezanosti gradusa
i izrazaja MMP-9, pa je, prema njihovim rezultatima, MMP-9 izrazeniji u high-grade
nego u low-grade tumorima (72).

Bogusiewicz i suradnici, ispituju¢i tumore III. 1 IV. stadija plocastog
karcinoma grkljana na ukupno 23 pacijenta, utvrdili su da je stupanj izrazajnosti i
aktivnosti MMP-9 proporcionalan s invazivnos$¢u i metastatskim potencijalom tumora
(86). Isti autori takoder otkrivaju da se MMP-aze stvaraju u neoplasti¢nim stanicama,
stromalnim fibroblastima, endotelijalnim stanicama i leukocitima, $to govori u prilog
medustanicnoj interakciji na razini maligne progresije, stromalnog odgovora,
angiogeneze i upalnog odgovora (86).

Gou 1 suradnici su u svojoj studiji ukazali na pozitivnu korelaciju izmedu
pojacane izraZajnosti MMP-9 i stadija bolesti, te sklonosti metastaziranju (87). Isti
autori su u studiji pokazali da je pojacana izraZzajnost MMP-9 povezana s kraéim
vremenom prezivljenja bolesnika (87).

Wittekindt i suradnici su dokazali znacajnu korelaciju pojacane izraZajnosti
MMP-9 i patohistoloskog gradusa (stupnja diferencijacije), ali nisu nasli korelaciju
izrazajnosti MMP-9 sa stadijem bolesti, sklonosti metastaziranju i sklonosti recidivu
tumora (88).

Znacajnu korelaciju u izraZzajnostt MMP-9 i ukupnog prezivljenja u studiji na
217 bolesnika s karcinomima glave 1 vrata dokazuju Smilek 1 suradnici (89).

Za razliku od navedenih, postoji studija Liua i suradnika koji nisu pronasli
znacajnu korelaciju izmedu izraZzajnosti MMP-9 1 klinicko-patohistoloskih
karakteristika planocelularnog karcinoma (histoloskog gadusa, TNM klinickog stadija

bolesti, primarnog sijela) (90).
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2. CILJEVII HIPOTEZE

2.1. CILJEVI

Ispitati ulogu matriks metaloproteinaze-9 (MMP-9) i E-cadherina u bolesnika

s plo¢astim karcinomom grkljana.
Kako bismo ostvarili zadani op¢i cilj, postavljamo dva podcilja:
1. Ispitati povezanost izrazajnosti matriks metaloproteinaze-9 (MMP-9) i E-
cadherina s histopatoloskim i klinickim osobinama plocastog karcinoma

grkljana.

2. Ispitati znaCajnost izrazajnosti matriks metaloproteinaze-9 (MMP-9) i E-

cadherina na prognozu i prezivljenje bolesnika.

2.2. HIPOTEZE

1. Pretpostavljamo da ¢e bolesnicima s ploCastim karcinomom grkljana

nepovoljnijih histopatoloskih 1 klinickih osobina izraZajnost matriks

metaloproteinaze-9 (MMP-9) biti povecana, a E-cadherina smanjena.

2. Ako se u navedenom plocastom karcinomu grkljana nade smanjena izrazajnost

E-cadherina 1 pojacana izraZzajnost MMP-9, ocekivano preZivljenje ove

skupine bolesnika bit ¢e krace, $to moZe utjecati na agresivniji pristup

lijeCenju ove skupine bolesnika jer predstavlja moguc¢i nepovoljan

prognosticki ¢cimbenik.
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3. METODE I ISPITANICI

3.1. ISPITANICI

U istrazivanje smo ukljucili 196 ispitanika s plocastim karcinomom grkljana
operiranih u Klinici za bolesti uha, grla i nosa i kirurgiju glave 1 vrata Klinickog
bolnic¢kog centra Split u periodu od 1.sijecnja 2000. do 31.prosinca 2009. godine.

Klini¢ki podatci prikupljeni su iz povijesti bolesti pacijenata pohranjenih u
arhivu Klinike za bolesti uha, grla i nosa i kirurgiju glave i vrata KBC Split, te
histoloskih nalaza pohranjenih u bazi podataka Klinickog zavoda za patologiju,
citologiju i sudsku medicinu KBC Split.

1z povijesti bolesti i patohistoloskih izvjes¢a dobili smo podatke o dobi i spolu
bolesnika, puSenju i konzumaciji alkohola, smjeStaju tumora, stupnju diferencijacije
tumora, veli¢ini primarnog tumora, prisutnosti metastaza u regionalnim limfnim
¢vorovima, stadiju bolesti, udaljenim metastazama, recidivu bolesti, primijenjenom
lijecenju

Takoder, u maticnim uredima smo dobili podatke o prezivljavanju i uzroku
smrti, dakle statusu ispitanika, te smo bolesnike podijelili prema sljede¢em modelu: 1
- bolesnik umro od osnovne bolesti; 2 - bolesnik umro od druge bolesti; 3 - Ziv.

Arhivirani histoloski preparati su pregledani, a potom su se odabrani histoloSki
rezovi imunohistokemijski obojali, te smo analizirali postojanje izraZajnosti E-
cadherina 1 matriks metaloproteinaze-9 (MMP-9).

Istrazivanje smo proveli na deparafiniziranim rezovima operacijskog
materijala plocastog karcinoma grkljana dijagnosticiranih 1 lijeCenth u KBC-u Split u
razdoblju od 1. sije¢nja 2000. do 31. prosinca 2009. godine. Preparate su pregledala
dvojica patologa uz uskladivanje kvantifikacije (Fleiss'kappa index podudarnosti
ocCitavanja > 95%, k=0,95).

U sljedecoj tablici (Tablica 1) prikazana je raspodjela ispitanika prema spolu i
dobi, gdje su ispitanici u dobnoj strukturi od 37 do 88 godina s prosje¢nom

vrijednos¢u od 65 godina starosti.
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Iz Tablice 1 je takoder vidljivo da je vec¢ina bolesnika bila muSkog spola, tj.

njih 189 (96,4 %), a Zena je bilo samo 7 (3,6%).

Tablica 1. Raspodjela bolesnika po spolu i dobi

N % Kumulativni %
Spol Zene 7 3,6
Muskarci 189 96,4
Dob do 40 2 1,0 1,0
41 do 60 68 34,7 35,7
61 do 80 119 60,7 96,4
811 vise 7 3,6 100,0

Ukupno 196 100,0
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3.2. METODE

Imunohistokemijskom metodom odredili smo izrazajnost E-cadherina i MMP-

9 u tumorskim stanicama.

Analizom patohistoloSkog materijala u bolesnika s poznatim prognostickim

¢imbenicima (stadij bolesti 1 gradus) i poznatim tijekom bolesti (podatak o recidivu

bolesti, diseminaciji, prezivljenju) pokazali smo izrazajnost E-cadherina i matriks

metaloproteinaze-9 (MMP-9).

Ukljuéni kriteriji:

Patohistoloska dijagnoza planocelularnog karcinoma grkljana, R0, MO.
Dostupan materijal za analizu (parafinske kocke tumora iz

baze podataka Klinickog zavoda za patologiju, citologiju 1

sudsku medicinu KBC Split).

Dostupan podatak o stadiju bolesti, patohistoloskom gradusu u trenutku
postavljanja dijagnoze (C4).

Poznat tijek bolesti (podatak o recidivu, diseminaciji).

Podatak o datumu i uzroku smrti (mati¢ni uredi, povijest bolesti, Registar za

rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo).

Isklju¢ni kriteriji:

Patohistoloska dijagnoza koja nije planocelularni karcinom grkljana, ukljucivo
verukozni karcinom grkljana, R (X, 1, 2), M 1.

Nedostupan, neadekvatan materijal za analizu (parafinske kocke tumora iz
baze podataka Klinickog zavoda za patologiju, citologiju 1 sudsku medicinu
KBC Split).

Nedostupan podatak o stadiju bolesti, patohistoloSkom gradusu (C4).
Nepoznat tijek bolesti (nedostupan podatak o recidivu, diseminaciji).
Nepoznat podatak o datumu i uzroku smrti (mati¢ni uredi, povijesti bolesti,

Registar za rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo).
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Stupnjevanje izrazajnosti E-cadherina i MMP-9 izrazili smo kao postotak obojenih
tumorskih stanica u cjelokupnom materijalu, a grani¢na vrijednost pozitiviteta je 10%
za oba navedena biljega. KoriStena je standardna metoda imunohistokemijskog
bojanja E-cadherina i MMP-9, koja se izrazavala sustavom mjerenja razine
izrazajnosti od 0 do 2, i to: O - odsutnost bojanja, 1 - blago bojanje u > 10%, 2 -
intenzivno bojanje u > 10% za oba bioloSka markera. Zbog potreba analize
koekspresije E-cadherina i MMP-9, pozitivan E-cadherin i MMP-9 su smatrani 11 2
(91,92).

Metoda detekcije izrazajnosti E-cadherina i MMP-9 je semikvantitativna, uz
uskladivanje kvantifikacije od strane dva patologa (Fleiss'kappa index podudarnosti

ocitavanja > 95%, k=0,95).
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3.2.1. Imunohistokemijski postupci

Tkivo za histolosku analizu uzeli smo iz operativnog materijala, fiksirali u 4%
puferiranom formalinu 24 sata, ukapali u parafin te rezali u rezove debljine 3-5
mikrona, a potom obojili standardnom metodom hemalaun eozin (HE).

Odabrali smo histoloske preparate; njihove smo parafinske kocke ponovo
rezali te imunohistokemijski pripravili.

Za oba monoklonalna antitijela odabrali smo istog proizvodaca: E-cadherin
NCH-38 (monoclonal mouse, antihuman; DAKO Denmark, Glostrup) u razrjedenju
1:200; MMP-9 A0150 (polyclonal rabbit, antihuman; DAKO Denmark, Glostrup) u
razrjedenju 1:75.

Oba su imunohistokemijska bojanja ucinjena u zatvorenom sustavu s
Autostainer (DAKO, Danska) koriste¢i standardnu imunoperoksidaza avidin-biotin

metodu.

Stupnjevanje izrazajnosti E-cadherina odnosi se na membransku obojenost tumorske

stanice (91):

0 - odsutnost bojanja,
1 - blago bojanje u > 10%,

2 - intenzivno bojanje u > 10% .

Pozitivna kontrola je tkivo dojke (preporuka proizvodaca).

Stupnjevanje izrazajnosti MMP-9 odnosi se na citoplazmatsku obojenost tumorske

stanice (92):

0 - odsutnost bojanja,
1 - blago bojanje u > 10%,

2 - intenzivno bojanje u > 10% .

Pozitivna kontrola je zdravo plu¢no tkivo (preporuka proizvodaca).
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Slika 1. E-cadherin (intenzivno bojanje u > 10%, x 40)

Slika 2. E-cadherin (intenzivno bojanje u > 10%, x 100)
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Slika 4. MMP-9 (intenzivno bojanje u > 10%, x 400)
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3.2.2. Statisticka obrada podataka

Rezultate smo prikazali tablicno i1 graficki s pripadaju¢im pokazateljima
opisne statistike (ucCestalosti i udjeli za kategorijske varijable, te rasponi i mjere
centralne tendencije za kvantitativne varijable). U analizi i obradi podataka koristili
smo Excel 2010 (MS Office 2010, Microsoft, USA) 1 Statistica 10.0 (StatSoft Inc.,
Tulsa, USA). Povezanost pretpostavljenih prediktora/varijabli (varijable klinic¢kih
osobina, patohistoloske osobitosti s izrazajnos¢u matriks metaloproteinaze-9 (MMP-
9) i E-cadherina) istrazili smo hi-kvadrat (xz) testom, tj. Fisher exact testom prema
potrebi. Takoder, i sve druge usporedbe ili analize u kojima imamo
kvalitativne/kategorijske varijable s ucestalostima analizirali smo istovjetnim
testovima (hi-kvadrat).

Prediktivnu vrijednost ispitivanih potencijalnih prediktora na ishod i
prezivljavanje procijenjenili smo Coxovom regresijskom analizom 1 analizom
prezivljenja (Kaplan-Meierova krivulja) uz pripadaju¢e Log rank analize (Mantel-
Cox) izrazene hi-kvadrat i p vrijednostima. ZnacCajnosti pojedinih testova

procijenjenili smo na razini od 95% (p<0.05).
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4. REZULTATI

U istraZivanju je, kako je i navedeno u poglavlju Metode i ispitanici, ukupno
sudjelovalo 196 ispitanika koji su lijeceni u Klinici za bolesti uha, grla i nosa i
kirurgiju glave i vrata KBC Split. Uzorak je dominantno bio sacinjen od gotovo 100%
muskaraca (n=189, 96,4%)).

Vazno je istaknuti da je od ukupnog broja ispitanika (n=196) njih ¢ak 192
(98%) bilo pusaca, a nesto vise od 60% (n=118) onih koji ucestalo konzumiraju
alkohol.

Za potrebe ovog istrazivanja, a sukladno postavljenim ciljevima i hipotezama,

rezultati su podijeljeni u Cetiri odjeljka, i to:

1) Raspodjela ispitanika s obzirom na klinicke i patohistoloske osobine.

2) Prikaz odnosa klini¢kih i patohistoloskih osobina.

3) Prikaz odnosa izraZajnosti E-cadherina i MMP-9 i1 klinickih 1 patohistoloskih
osobina.

4) Znacajnost izrazajnosti E-cadherina i MMP-9 na prognozu i prezivljenje

ispitanika.

4.1. Raspodjela ispitanika s obzirom na klinicke i patohistoloske osobine

Iz Tablice 2 vidljivo je da u 78 (39,8%) ispitanika nalazimo tumor u predjelu
glotisa, a u njih 60 (30,6%) u podrucju supraglotisa. Subgloti¢no smjesSten tumor

nalazimo u 3 (1,5%), a transgloticki u 55 (28,1%) bolesnika.

Tablica 2. Raspodjela bolesnika s obzirom na sijelo tumora u grkljanu

Glotis  Supraglotis  Subglotis  Transglotis ~ Ukupno
N 78 60 3 55 196
% 39,8% 30,6% 1,5% 28,1% 100,0%
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U Tablici 3 je prikazano da je 65 (33,2%) bolesnika imalo T1 tumor, T2 tumor
njih 33 (16,8%), T3 tumor imalo je 75 (38,3%) bolesnika, a T4 tumor njih 23
(11,7%).

Tablica 3. Raspodjela bolesnika s obzirom na veli¢inu primarnog tumora (T)

T N % Kumulativni %

1 65 33,2 33,2

2 33 16,8 50,0

3 75 38,3 88,3

4 23 11,7 100,0
Ukupno 196 100,0

Sljedeca tablica (Tablica 4) prikazuje da je 77 (39,3%) bolesnika imalo tumor
patohistoloskog gradusa I, 93 bolesnika (47,4%) gradusa II, a 26 (13,3%) bolesnika
gradusa II1.

Tablica 4. Raspodjela bolesnika s obzirom na patohistoloski gradus

Gradus
| II 111 Ukupno
N 77 93 26 196
% 39,3% 47,4% 13,3% 100,0%

Od ukupnog broja ispitanika 137 (69,9%) bolesnika nije imalo metastaza, 48 (24,5%)
bolesnika je imalo unilateralne metastaze, a 11 (5,6%) bilateralne regionalne

metastaze. (Tablica 5)

Tablica 5. Raspodjela bolesnika s obzirom na sklonost regionalnom metastaziranju

Regionalno metastaziranje

Bez dokazanih Unilateralno Bilateralno
metastaza metastaziranje  metastaziranje Ukupno
N 137 48 11 196
% 69,9% 24,5% 5,6% 100,0%
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Tablica 6 prikazuje da je 58 (29,6%) bolesnika imalo stadij I bolesti, 19 bolesnika
(9,7%) stadij 11, 83 bolesnika (42,3%) stadij III, a 36 (18,4%) bolesnika imalo je
stadij IV bolesti.

Tablica 6. Raspodjela bolesnika s obzirom na stadij bolesti

I II I v Ukupno
N 58 19 83 36 196
% 29,6% 9,7% 42,3% 18,4% 100,0%

Iz Tablice 7 razvidno je da su 144 (73,5%) bolesnika lije¢ena kombinacijom operacije

i radioterapije, 23 bolesnika (11,7%) lijecena su samo operativno, a 29 (14,8%)

bolesnika primarnom radio i/ili kemoradioterapijom.

Tablica 7. Raspodjela bolesnika s obzirom na primijenjenu terapiju

Primijenjena terapija

Operacija + primarna radio i/ili

Operacija radioterapija kemoradioterapija  Ukupno
N 23 144 29 196
% 11,7% 73,5% 14,8% 100,0%

Iz Tablice 8 vidljivo je da 127 (64, %) bolesnika nije imalo recidiv bolesti,a 69
(35,2%) ih je imalo recidiv bolesti.

Tablica 8. Raspodjela bolesnika s obzirom na sklonost recidiviranju bolesti

Recidiv bolesti

Bez recidiva Recidiv Ukupno
N 127 69 196
% 64,8% 35,2% 100,0%
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U sljede¢im slikama (Slika 5 1 6) je prikazana raspodjela bolesnika s obzirom na
petogodisnje prezivljenje. Ukupni broj ispitanika je 174 (od 196), jer za 2007., 2008.,
2009. godinu ne mozemo predvidjeti prezivljenje preko pet godina. PreZivjelih do pet
godina je 92 bolesnika (52,9%), a prezivjelih preko pet godina je 82 (47,1%)

bolesnika.

47,1%

M PreZivljenje do 5 godina

PreZivljenje vise od 5 godina

Slika 5. Raspodjela bolesnika s obzirom na prezivljenje
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Slika 6. Raspodjela ispitanika s obzirom na prezivljenje u desetogodi$njem razdoblju

1z sljedece tablice (Tablica 9) razvidno je da bolesnika umrlih od osnovne bolesti (1)

imamo 67 (34,2%) , 40 (20,4%) bolesnika je umrlo od druge bolesti (2), dok je zivih

(3) 89 (45,4%).

Tablica 9. Raspodjela bolesnika s obzirom na status ispitanika

Status ispitanika

(1) Umrli od (2) Umrli od
osnovne bolesti  druge bolesti (3) Zivi Ukupno
N 67 40 89 196
% 34.2% 20,4% 45,4% 100,0%
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Iz Tablice 10 uoavamo da je E-cadherin bio negativan (0) u 57 (29,1%)
bolesnika, blagog bojanja (izrazajnosti) u > 10% (1) u 64 bolesnika (32,7%), dok je

E-cadherin intenzivnog bojanja (izrazajnosti) u >10% (2) imalo 75 (38,3%) bolesnika.

Tablica 10. Raspodjela bolesnika s obzirom na izrazajnost E-cadherina

E-cadherin
(0) Odsutnost (1) Blago bojanje u > (2) Intenzivno
bojanja 10% bojanje u > 10%  Ukupno
N 57 64 75 196
% 29,1% 32,7% 38,3% 100,0%

U sljedecoj tablici (Tablica 11) razvidno je da smo u skupini MMP-9
negativan (0) imali 101 (51,5%) bolesnika, u skupini blagog bojanja (izrazajnosti) u >
10% (1) imali smo 33 (16,8%) bolesnika, dok smo pri MMP-9 intenzivnog bojanja
(izrazajnosti) u > 10% (2) imali 62 (31,6%) bolesnika.

Tablica 11. Raspodjela bolesnika s obzirom na izrazajnost MMP-9

MMP-9
(1) Blago bojanje (2) Intenzivno bojanje
(0) Odsutnost bojanja u>10% u>10% Ukupno
N 101 33 62 196
% 51,5% 16,8% 31,6% 100,0%
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4.2. Prikaz odnosa klinickih i patohistoloskih osobina

U sljedecoj tablici (Tablica 12) prikazan je odnos stadija bolesti i

patohistoloSkog gradusa, iz koje je vidljivo kako smo u stadiju I imali 56,9%

bolesnika s patohistoloskim gradusom I. No u stadiju IV glavnina bolesnika, njih

77,7%, je imalo patohistoloski gradus II i IIl. Povezanost izmedu stadija bolesti i

patohistoloskog gradusa je statisticki zna¢ajna (x’=19,7, df=6, p=0,003).

Tablica 12. Odnos stadija bolesti i patohistoloskog gradusa

Gradus

I IT 111 Ukupno

Stadij [ N 33 23 2 58
bolesti % 56,9%  39,7% 3,4% 100%
II N 10 8 1 19

% 52,6%  42,1% 5,3% 100%

I N 26 41 16 83

% 31,3%  494%  19,3% 100%

IV N 8 21 7 36

% 222%  583%  19,4% 100%

Ukupno N 77 93 26 196
% 393% 474%  13,3% 100%

Iz sljedece tablice (Tablica 13) je razvidno da je sklonost recidiviranju veca

Sto su patohistoloski gradusi visi. Dakle, 85,5% bolesnika je imalo recidiv pri

patohistoloSkom gradusu tumora II i III (umjereno i slabo diferenciran karcinom).

Kod 52,8% bolesnika s patohistoloskim gradusom I (dobro diferenciran karcinom)

nismo nasli recidiva bolesti. Ovaj odnos povezanosti je, kao 1 prethodni, statistiCki

znadajan, tj. gradus i recidiv su povezani na razini znagajnosti od 95% (x*=49,5, df=2,

p<0,001).
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Tablica 13. Odnos sklonosti recidiviranju i patohistoloskog gradusa

Gradus
I 11 11T Ukupno
Recidiv. Ne N 67 57 3 127
% 52,8%  44,9% 2,4% 100%
Da N 10 36 23 69
% 145%  522%  33,3% 100%
Ukupno N 77 93 26 196

% 393%  474%  13,3% 100%

Vise od 2/3 bolesnika, dakle njih 76,1%, umrlih unutar pet godina izraZavalo
je visi patohistoloski gradus, dakle radilo se o umjereno i slabo diferenciranim
tumorima. (Tablica 14) Analiza odnosa prezivljenja bolesnika i patohistoloskog

gradusa pokazuje statisti¢ki znagajnu povezanost (x’=19,1, df=2, p<0,001).

Tablica 14. Odnos prezivljenja bolesnika i patohistoloskog gradusa

Gradus

I IT 11T Ukupno

PrezZivljenje Do 5 N 22 48 22 92
godina % 239%  522%  239% 100,0%
% od ukupno  12,6% 27,6% 12,6% 52,9%

Preko5 N 41 37 4 82
godina % 50,0%  45,1% 49%  100,0%
% od ukupno  23,6%  21,3% 2,3% 47,1%

Ukupno N 63 85 26 174
% 36,2%  489% 149% 100,0%

Iz Tablice 15 je vidljivo da je 56,6% bolesnika umrlih unutar pet godina u
trenutku postavljanja dijagnoze imalo uni ili bilateralne regionalne metastaze. Kod
95,1% bolesnika prezivjelih preko pet godina nismo nasli regionalno metastaziranje,

pa je razumljivo da je povezanost statisti¢ki zna¢ajna (y°=58,2, df=2, p<0,001).
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Tablica 15. Odnos prezivljenja i sklonost regionalnom metastaziranju

Regionalno metastaziranje
Nema Unilateralno Bilateralno Ukupno

Prezivljenje Do 5 N 40 42 10 92
godina % 43,5% 45,7% 10,9% 100%
% od ukupno  23,0% 24,1% 5,7% 52,9%

Preko5 N 78 4 0 82
godina % 95,1% 4,9% 0,0% 100%
% od ukupno  44,8% 2,3% 0,0% 47,1%

Ukupno N 118 46 10 174
% 67,8% 26,4% 5,7% 100%

1z sljedece tablice (Tablica 16) je razvidno da je 83,7% bolesnika u III. i IV. stadiju
bolesti umrlo unutar pet godina te je evidentno da je povezanost izmedu prezivljenja i
stadija statisti¢ki znaGajna (y’=53,4, df=3, p<0,001).

Tablica 16. Odnos prezivljenja bolesnika i stadija bolesti

Stadij bolesti

| 11 1 IV Ukupno
Prezivljenje Do 5 N 5 10 47 30 92
godina % 54% 109% 51,1% 32,6% 100%
% od ukupno 29%  5,7%  27,0% 172% 52,9%
Preko5 N 42 7 29 4 82
godina % 512%  8,5% 354% 49%  100%
% od ukupno 24,1%  4,0% 16,7% 23% 47,1%
Ukupno N 47 17 76 34 174
% 27,0% 98%  43,7% 19.5% 100%
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U 70,7% bolesnika umrlih unutar pet godina imali smo recidiv bolesti, a 95,1%

prezivjelih preko pet godina nije imalo recidiv bolesti. (Tablica 17)

Povezanost izmedu recidiva i preZivljenja je statisticki znaGajna (y’=78,4, df=3,

p<0,001).

Tablica 17. Odnos prezivljenja bolesnika i sklonost recidiviranju

Recidiv
Ne Da Ukupno
Prezivljenje Do 5 godina N 27 65 92
% 293%  70,7% 100%
% od ukupno  15,5% 37,4% 52,9%
Preko 5 N 78 4 82
godina % 95,1% 4.9% 100%
9 od ukupno  44,8% 2,3% 47,1%
Ukupno N 105 69 174
% 60,3%  39,7% 100%
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4.3. Prikaz odnosa izrazajnosti E-cadherina i MMP-9 i klinickih i
patohistoloskih osobina

4.3.1. Prikaz odnosa izrazajnosti E-cadherina i klini¢kih i patohistoloskih
osobina

Iz Tablice 18 je vidljivo da se pri izrazajnosti E-cadherina stupnja 0 vecina
bolesnika, njih 94,7%, nalazi u T3 i T4, dok se pri istom stupnju izrazajnosti E-
cadherina njih 5,3% nalazi u T1 i T2. Odnos izrazajnosti E-cadherina i veliine

primarnog tumora (T) je statisti¢ki znatajno povezan (x*=100,3, df=6, p<0,001).

Tablica 18. Odnos izrazajnosti E-cadherina i1 veli¢ine primarnog tumora (T)

Veli¢ina primarnog tumora (T)

1 2 3 4 Ukupno
Izrazajnost 0 N 1 2 34 20 57
E-cadherina % 1,8% 3,5% 59,6%  35,1% 100%
1 N 18 14 30 2 64
% 28,1% 219%  469% 3,1% 100%
2 N 46 17 11 1 75
% 613% 2277% 14,7% 1,3% 100%
Ukupno N 65 33 75 23 196

% 332% 168%  383% 11,7% 100%

Iz podataka u Tablici 19 uocavamo da je najveci broj bolesnika, njih 65,3%
patohistoloSkog gradusa I pri vrijednosti E-cadherina stupnja 2, do¢im ih je pri istoj
vrijednosti E-cadherina u patohistoloSkom gradusu III, 0%. Pri izraZajnosti E-
cadherina 0-og stupnja, vecina bolesnika (82,4%) je patohistoloskog gradusa II
(45,6%) 111l (36,8%).

Razvidno je da ¢e pri vecoj izrazajnosti E-cadherina pacijenti imati nizi, a
ujedno i prognosticki povoljniji patohistoloski gradus. I obrnuto, Sto je izrazajnost E-
cadherina manja ili je odsutan, pacijenti ¢e imati visSi, nepovoljniji patohistoloski
gradus (x*=63,5, df=4, p<0,001).
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Tablica 19. Odnos izrazajnosti E-cadherina 1 patohistoloskog gradusa

Gradus
I II 11T Ukupno
Izrazajnost O N 10 26 21 57
E-cadherina % 17,5% 45,6% 36,8% 100%
% od ukupno 5,1% 13,3% 10,7%  29,1%
1 N 18 41 5 64
% 28,1%  64,1% 7,8% 100%
% od ukupno 9,2% 20,9% 2,6% 32,7%
2 N 49 26 0 75
% 65,3%  34,7% 0,0% 100%
% od ukupno 25,0% 13,3% 0,0% 38,3%
Ukupno N 77 93 26 196
% 39.3%  47,4% 13,3% 100%

Iz Tablice 20 je razvidno da je sklonost regionalnom metastaziranju (uni ili
bilateralnom) veca §to je izrazajnost E-cadherina manja; dakle, pri E-cadherinu
stupnja O sklonost regionalnom metastaziranju unilateralnom iznosi 64,9%, a
bilateralnom 14%, ukupno 78,9%. Pri izraZajnosti E-cadherina stupnja 2 sklonost
regionalnom metastaziranju iznosi samo 2,7% 1 ukljucuje samo unilateralne
metastaze. Odnos izrazajnosti E-cadherina i sklonost regionalnom metastaziranju je

statisticki zna¢ajno povezan (°=95,7, df=4, p<0,001).

Tablica 20. Odnos izrazajnosti E-cadherina i sklonost regionalnom metastaziranju

Regionalno metastaziranje
Nema  Unilateralno Bilateralno Ukupno

Izrazajnost 0 N 12 37 8 57
E-cadherina % 21,1% 64,9% 14,0% 100%
9% od ukupno 6,1% 18,9% 4,1% 29.1%
1 N 52 9 3 64
% 81,3% 14,1% 4,7% 100%
% od ukupno  26,5% 4,6% 1,5% 32,7%
2 N 73 2 0 75
% 97,3% 2,7% 0,0% 100%
9 od ukupno  37,2% 1,0% 0,0% 38,3%
Ukupno N 137 48 11 196
% 69,9% 24.5% 5,6% 100%
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Iz Tablice 21 je razvidno da je pri izrazajnosti E-cadherina stupnja 2 vecina

bolesnika (65,3%) u ranim stadijima bolesti (stadij I i II). Pri izrazajnosti E-cadherina

0-og stupnja u uznapredovalim stadijima bolesti (stadij III i IV) nalazimo 96,5%

bolesnika. Odnos izrazajnosti E-cadherina i stadija bolesti je statisticki znacajan

(x’=70,3, df=6, p<0,001).

Tablica 21. Odnos izrazajnosti E-cadherina i stadija bolesti

Stadij bolesti

I II 11T v Ukupno
Izrazajnost N 1 1 29 26 57
E-cadherina % 1,8% 1,8% 50,9%  45,6% 100%
% od ukupno 0,5% 0,5% 148% 13,3%  29,1%
N 18 8 31 7 64
% 28,1%  12,5%  484%  10,9% 100%
% od ukupno 9,2% 4,1% 15,8% 3,6% 32,7%
N 39 10 23 3 75
% 52,0%  13,3%  30,7% 4,0% 100%
% od ukupno 19,9% 5,1% 11,7% 1,5% 38,3%
Ukupno N 58 19 83 36 196
% 29,6% 9,7% 423%  18,4% 100%

Iz Tablice 22 je razvidno da je sklonost recidiviranju tumora manja §to je veca

izrazajnost E-cadherina. Dakle, pri izrazajnosti E-cadherina stupnja 2 nasli smo 2,7%

recidiva, dok je 91,2% bolesnika imalo recidiv tumora pri izraZajnosti E-cadherina

stupnja 0. Odnos izraZajnosti E-cadherina i sklonost recidiviranju je statisticki

znacajno povezan (x2:1 17,1, df=6, p<0,001).

Tablica 22. Odnos izrazajnosti E-cadherina i sklonost recidiviranju

Recidiv
Ne Da Ukupno
Izrazajnost 0 N 5 52 57
E-cadherina V4 8,8% 91,2% 100%
9% od ukupno 2,6% 26,5%  29,1%
1 N 49 15 64
% 76,6%  23,4% 100%
9% od ukupno 25,0% 7,7% 32,7%
2 N 73 2 75
% 97,3% 2, 7% 100%
9% od ukupno 37,2% 1,0% 38,3%
Ukupno N 127 69 196
Y% 64,8%  35,2% 100%
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Iz Tablice 23 je razvidno da raste broj prezivjelih Sto je veca izrazajnost E-cadherina:
zivih (3) je 74,7%, umrlih od osnovne bolesti (1) je samo 1,3%. U slucaju odsutnosti
izrazajnosti E-cadherina (stupanj 0), umrlih od osnovne bolesti (1) je 91,2%, dok je
zivih (3) pri istoj izrazajnosti E-cadherina samo 7%. Odnos E- cadherina i statusa

ispitanika je statisti¢ki znacajan (y*=128,4, df=4, p<0,001).

Tablica 23. Odnos E-cadherina i statusa ispitanika

Status ispitanika
() Umrood  (2) Umro

osnovne od druge

bolesti bolesti  (3) Ziv Ukupno

Izrazajnost 0 N 52 1 4 57
E-cadherina %0 91,2% 1,8% 7,0% 100,0%
% od ukupno 26,5% 0,5% 2,0% 29,1%

1 N 14 21 29 64
% 21,9% 32,8% 45,3% 100,0%
% od ukupno 7,1% 10,7% 14,8% 32,7%

2 N 1 18 56 75
% 1,3% 24,0% 74, 7%  100,0%
9% od ukupno 0,5% 9,2% 28,6% 38,3%

Ukupno N 67 40 89 196
% 34.2% 20,4% 45,4% 100,0%

Iz Tablice 24 je razvidno da je prezivljenje preko pet godina vece §to je izrazajnost E-
cadherina veca (y’=47,6, df=2, p<0,001). Pri izraZajnosti E-cadherina stupnja 2,
prezivljenje preko pet godina postize 75,8% bolesnika, dok pri vrijednosti E-
cadherina 0-og stupnja preko pet godina prezivi njih samo 12,5%, iz ¢ega proizlazi da

ih 87,5% umire unutar pet godina.
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Tablica 24. Odnos izrazajnosti E-cadherina i prezivljenja bolesnika

Prezivljenje bolesnika

Preko 5
Do 5 godina godina Ukupno
Izrazajnost 0 N 49 7 56
E-cadherina % 87,5% 12,5% 100%
% od ukupno 28,2% 4,0% 32,2%
1 N 28 28 56
% 50,0% 50,0% 100%
9% od ukupno 16,1% 16,1% 32.2%
2 N 15 47 62
% 24.2% 75,8% 100%
% od ukupno 8,6% 27,0% 35,6%
Ukupno N 92 82 174
% 52,9% 47,1% 100%
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4.3.2. Prikaz odnosa izrazajnosti MMP-9 i klini¢kih i patohistoloskih osobina

Iz Tablice 25 je razvidno da pri izrazajnosti MMP-9 stupnja O glavninu
bolesnika, njih 83,1%, nalazimo u T1 i T2, dok ih pri izrazajnosti MMP-9 stupnja 2
96,8% nalazimo u T3 i T4. Medutim, iz prikaza ucestalosti po pojedinim poljima u
tablici jasno je vidljiva znadajna (x’=112,8, df=6, p<0,001) povezanost MMP-9

izrazajnosti i veli¢ine primarnog tumora (T).

Tablica 25. Odnos izrazajnosti MMP-9 i veli¢ine primarnog tumora (T)

Veli¢ina primarnog tumora (T)

1 2 3 4 Ukupno
Izrazajnost 0 N 58 26 16 1 101
MMP-9 % 574%  25]1%  15,8% 1,0% 100%
1 N 6 6 19 2 33
% 182%  182%  57,6% 6,1% 100%
2 N 1 1 40 20 62
%  1,6% 1,6% 64,5%  32,3% 100%
Ukupno N 65 33 75 23 196

% 332% 168% 383% 11,7% 100%

Iz Tablice 26 je razvidno da §to je manja izrazajnost MMP-9, dakle pri MMP-
9 stupnja 0, vec¢i broj pacijenata ima nizi, dakle povoljniji patohistoloski gradus, i taj
odnos je statisticki zna¢ajan (x’=75,7, df=4, p<0,001). Pri izrazajnosti MMP-9 stupnja
0 u gradusu I nalazimo 63,4% bolesnika, a u gradusu IIl nalazimo samo 1%
bolesnika.

Pri 1zraZajnostt MMP-9 stupnja 2 nalazimo 14,5% bolesnika u gradusu I, a u

patohistoloSkim gradusima II i III nalazimo 85,5% bolesnika.
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Tablica 26. Odnos izrazajnosti MMP-9 i patohistoloskog gradusa

Gradus
I 1T 11T Ukupno
Izrazajnost O N 64 36 1 101
MMP-9 % 634%  35,6% 1,0% 100,0%
% od ukupno  32,7% 18,4% 0,5% 51,5%
1 N 4 26 3 33
% 12,1%  78,8% 9,1% 100,0%
% od ukupno 2,0% 13,3% 1,5% 16,8%
2 N 9 31 22 62
% 145%  50,0%  35,5% 100,0%
% od ukupno 4.6% 15,8% 11,2% 31,6%
Ukupno N 77 93 26 196
% 39,3%  47,4% 13,3% 100,0%

Iz Tablice 27 je razvidno da pri porastu izrazajnosti MMP-9 raste i sklonost
regionalnom metastaziranju (uni ili bilateralno), 1 taj odnos je statisticki znacajan
(x2=135, df=4, p<0,001). Dakle, pri MMP-9 stupnja O u 99% bolesnika nije
zabiljezeno regionalno metastaziranje, dok pri MMP-9 stupnja 2 regionalno
unilateralno metastaziranje nalazimo u 71%, a bilateralno u 14,5% bolesnika, ukupno

85,5%.

Tablica 27. Odnos izrazajnosti MMP-9 i sklonost regionalnom metastaziranju

Regionalno metastaziranje
Nema  Unilateralno Bilateralno Ukupno

Izrazajnost 0 N 100 0 1 101
MMP-9 % 99,0% 0,0% 1,0% 100,0%
% od ukupno  51,0% 0,0% 0,5% 51,5%
1 N 28 4 1 33
% 84,8% 12,1% 3,0% 100,0%
% od ukupno  14,3% 2.0% 0,5% 16,8%
2 N 9 44 9 62
% 14,5% 71,0% 14,5% 100,0%
% od ukupno  4,6% 22.4% 4,6% 31,6%
Ukupno N 137 48 11 196
% 69,9% 24,5% 5,6% 100,0%
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Iz Tablice 28 je razvidno da pri negativnoj izrazajnosti MMP-9 (stupanj 0), nizi stadij

bolesti (I 1 II) nalazimo u 64,4% bolesnika. Pri izrazajnosti MMP-9 stupnja 2 u viSim

stadijima bolesti (IIT i IV) nalazimo 96,8% bolesnika. Uocava se statisticki znacajna

povezanost (y°=93,7, df=6, p<0,001) poveéane izrazajnosti MMP-9 s vi§im, odnosno

smanjene izrazajnosti ili odsutnosti MMP-9 s niZim stadijima bolesti.

Tablica 28. Odnos izrazajnosti MMP-9 i stadija bolesti

Stadij bolesti

I IT 11T v Ukupno
Izrazajnost 0 N 51 14 34 2 101
MMP-9 % 50,5%  139%  33,7% 2,0% 100%
% od ukupno  26,0% 7,1% 17,3% 1,0% 51,5%
1 N 6 4 20 3 33
% 182%  12,1%  60,6% 9,1% 100%
% od ukupno  3,1% 2,0% 10,2% 1,5% 16,8%
2 N 1 1 29 31 62
% 1,6% 1,6% 46,8%  50,0% 100%
% od ukupno  0,5% 0,5% 148%  15,8%  31,6%
Ukupno N 58 19 83 36 196
% 29,6% 9,7% 42,3%  18,4% 100%

Iz Tablice 29 je vidljivo da se pri vecoj izrazajnosti MMP-9 povecéava i

sklonost recidiviranju (y°=139,4, df=6, p<0,001). Pri izrazajnosti MMP-9 stupnja 2 u

91,9% bolesnika nalazimo recidiv, a pri MMP-9 stupnja 0 samo 1% bolesnika
iskazuje recidiv.
Tablica 29. Odnos izrazajnosti MMP-9 i sklonost recidiviranju
Recidiv
Ne Da Ukupno
Izrazajnost 0 N 100 1 101
MMP-9 % 99,0% 1,0% 100%
% od ukupno 51,0% 0,5% 51,5%
1 N 22 11 33
% 66,7% 33,3% 100%
% od ukupno 11,2% 5,6% 16,8%
2 N 5 57 62
% 8,1% 91,9% 100%
% od ukupno 2,6% 29,1% 31,6%
Ukupno N 127 69 196
% 64,8% 35,2% 100%

52



Sljedeca tablica (Tablica 30) prikazuje da je pri izrazajnosti MMP-9 stupnja 2

cak 91,9% bolesnika umrlo od osnovne bolesti, dakle statusa ispitanika 1, dok pri

izrazajnosti MMP-9 stupnja 0 ne nalazimo ni jednog bolesnika umrlog od osnovne

bolesti (0%). Temeljem ovih statisti¢ki znacajnih rezultata (y°=145,6, df=4, p<0,001)

zakljucujemo da je pri vecoj izrazajnosti MMP-9 vise bolesnika u skupini statusa

ispitanika 1, dakle viSe ih je umrlo od osnovne bolesti.

Tablica 30. Odnos izrazajnosti MMP-9 i statusa ispitanika

Status ispitanika

(1) Umro od (2) Umro

osnovne od druge
bolesti bolesti (3) Ziv Ukupno
Izrazajnost O N 0 31 70 101
MMP-9 % 0,0% 30,7% 69,3% 100%
% od ukupno 0,0% 15,8% 357%  51,5%
1 N 10 9 14 33
% 30,3% 27,3% 42,4% 100%
% od ukupno 5,1% 4,6% 7,1% 16,8%
2 N 57 0 5 62
% 91,9% 0,0% 8,1% 100%
9% od ukupno 29,1% 0,0% 2,6% 31,6%
Ukupno N 67 40 89 196
% 34,2% 20,4% 45,4% 100%

Sto je manja izrazajnost MMP-9, preZivljenje bolesnika preko pet godina je statisticki

znaGajno veée (x’=56,5, df=2, p<0,001). Pri MMP-9 stupnja O preko pet godina

prezivi 72,6% bolesnika, dok pri izrazajnosti MMP-9 stupnja 2 ve¢ina bolesnika

(91,4%) umire unutar pet godina. (Tablica 31)
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Tablica 31. Odnos izrazajnosti MMP-9 i prezivljenja bolesnika

Prezivljenje
Do 5 godina Preko 5 godina  Ukupno
Izrazajnost O N 23 61 84
MMP-9 % 27,4% 72,6% 100,0%
% od ukupno 13,2% 35,1% 48,3%
1 N 16 16 32
% 50,0% 50,0% 100,0%
% od ukupno 9.2% 9.2% 18,4%
2 N 53 5 58
% 91,4% 8,6% 100,0%
% od ukupno 30,5% 2,9% 33,3%
Ukupno N 92 82 174
% 52,9% 47,1% 100,0%
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4.3.3. Prikaz odnosa izrazajnosti E-cadherina i MMP-9

Pri izrazajnosti MMP-9 stupnja 0, 70,3% bolesnika ima izrazajnost E-cadherina
stupnja 2, a samo 1% ih ima izrazajnost E-cadherina stupnja 0, dok pri izrazajnosti
MMP-9 stupnja 2, 79% bolesnika ima izrazajnost E-cadherina 0-og stupnja, a nijedan
bolesnik u tom slu¢aju nema izrazajnost E-cadherina stupnja 2. (Tablica 32, Slika 7)
Povezanost izrazajnosti MMP-9 i E-cadherina je statisti¢ki znagajna (x’=152,8, df=4,

p<0,001).

Tablica 32. Odnos izrazajnosti E-cadherina i MMP-9

Izrazajnost E-cadherina

0 1 2 Ukupno
IzraZzajnost 0 N 1 29 71 101
MMP-9 % 1,0% 28,7%  70,3%  100,0%
1 N 7 22 4 33
% 212%  66,7%  12,1% 100,0%
2 N 49 13 0 62
% 79,0%  21,0% 0,0%  100,0%
Ukupno N 57 64 75 196

% 29,1%  327%  38,3% 100,0%

NP0 2
MMNP-T ]

= MNP0

E-cadh O E-caddh 1 E-cadh 2

Slika 7. Odnos izrazajnosti E-cadherina i MMP-9
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4.4. Znacajnost izrazajnosti E-cadherina i MMP-9 na prognozu i preZivljenje
ispitanika

Na sljedecoj slici (Slika 8) prikazana je Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja koja
pokazuje statisticki znacajnu razliku (Log rank test, y*=104,8, p<0.001) u krivulji
prezivljenja izmedu tri skupine bolesnika koji imaju razliiti stupanj izrazajnosti E-

cadherina.
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Slika 8. Krivulja preZivljenja (broj dana) prema stupnju izrazajnosti E-cadherina (0,

plava boja - odsutnost bojanja, 1, crveno - blago bojanje u > 10%, 2, zeleno -
intenzivno bojanje u > 10% )
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U sljedecoj tablici (Tablica 33) prikazani su opisni pokazatelji krivulje prezivljenja za
tri skupine bolesnika ovisno o stupnju izrazajnosti E-cadherina. Iz tablice je Citljiva
razlika koja je vidljiva iz prethodnog slikovnog prikaza iz kojeg se vidi i razlika u

prosjecnoj duljini prezivljenja.

Tablica 33. Opisna statistika krivulje prezivljenja za tri skupine pacijenata ovisno o
stupnju izrazajnosti E-cadherina

Izrazajnost Aritmeticka N (%) N (%)
E-cadherina  Medijan sredina SD Umrli Zivi  Ukupno
0 371,5 711,9 7804 52(93) 4(7) 56
1 1460,0 1740,4 1307,6 14 (33) 29 (67) 43
2 2190,0 22159 916,7 1(2) 56(98) 57
Ukupno 1139,0 1545,0 11874 67 89 156

Iz prethodne tablice (Tablica 33) je vidljivo da je na kraju promatranog vremenskog
razdoblja manje od 2% umrlih kada je E cadherin stupnja 2, tj. izraZen intenzivno u >
10%. No ako je odsutnost bojanja, umrlih je vise od 93%, a kod stupnja 1, tj. blago
bojanje u > 10%, umrlih je oko 33%.
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Na sljedecoj slici (Slika 9) prikazana je Kaplan-Meierovova krivulja prezivljenja koja
pokazuje statisticki znacajnu razliku (Log rank test, x*=152,6, p<0.001) u preZivljenju

izmedu tri skupine bolesnika koji imaju razli€iti stupanj izrazajnosti MMP-9.
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Slika 9. Krivulja prezivljenja prema stupnju izrazajnosti MMP-9 (0, plava boja -
odsutnost bojanja, 1, crveno - blago bojanje u vise od 10%, 2, zeleno - intenzivno
bojanje u vise od 10% )

Od onih koji imaju izrazajnost MMP-9 stupnja 2 (N=62), na kraju promatranog
vremenskog perioda samo je 5 Zivih (8%), a umrlih je 57 (92%). Od onih koji imaju
izrazajnost MMP-9 stupnja 1, prosjecan broj dana preZivljenja je 1 739, a na kraju
promatranog vremenskog perioda je priblizno 42% umrlih. S druge strane, od onih
kojima je 1zrazajnost MMP-9 negativna (stupnja 0), na kraju promatranog

vremenskog perioda su svi Zivi. (Tablica 34)
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Tablica 34. Opisna statistika krivulje prezivljenja za tri skupine bolesnika ovisno o
stupnju izraZzajnosti MMP-9

Izrazajnost Aritmeticka N (%) N (%)
MMP-9  Medijan sredina SD Zivi Umrli Ukupno
0 2190,0 2309,9 982,0 70 (100) 0 (0) 70
1 1825,0 1738,8 1125,9 14(58.3) 10(41.7) 24
2 371,5 606,3 657,1 5(8.1) 57 (91.9) 62

Ukupno 1139,0 1545,0 11874  89(57.1) 67 (42.9) 156

U sljede¢em slikovnom prikazu (Slika 10) prikazana je krivulja prezivljenja prema
stupnju gradusa koja pokazuje statisti¢ki zna¢ajnu razliku (Log rank test, x*=52,65,
p<0.001) u krivulji prezivljenja izmedu tri skupine bolesnika koji imaju razli¢iti

stupanj gradusa.
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Slika 10. Krivulja prezivljenja (broj dana) prema gradusu (GI - plava boja, GII -
crvena boja, GIII - zelena boja)
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U sljedecoj tablici (Tablica 35) prikazani su opisni pokazatelji krivulje prezivljenja za
tri skupine bolesnika koji imaju razli¢iti stupanj gradusa. Iz tablice je jasna razlika
koja je vidljiva iz prethodnog slikovnog prikaza (Slika 10), iz kojeg se vidi 1 razlika u

prosjecnoj duljini prezivljenja.

Tablica 35. Opisna statistika krivulje prezivljenja za tri skupine bolesnika ovisno o
gradusu

Aritmeticka N %
Gradus  Medijan sredina SD (Zivi)  (Zivi)
I 1825 19099 1175,77 50 83,3
II 1137 1415,0 1053,10 37 51,4
I 411 7754 941,14 2 8,3
Ukupno  1117,5 1524.,6 1146,63 89

U sljede¢em slikovnom prikazu (Slika 11) prikazana je krivulja prezivljenja prema
stupnju stadija koja pokazuje statistiki zna¢ajnu razliku (Log rank test, y°=86,53,
p<0.001) u krivulji prezivljenja izmedu Cetiri skupine pacijenata koji imaju razli¢iti

stupanj stadija bolesti.
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Slika 11. Krivulja prezivljenja (broj dana) prema stadiju (stadij I - plava boja, stadij II
- crvena boja, stadij III - zelena boja, stadij IV - ljubiCasta boja)
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Sukladno prethodno provedenoj analizi, u sljedecoj tablici (Tablica 36) prikazani su
opisni pokazatelji krivulje prezivljenja za Cetiri skupine bolesnika. Iz tablice je jasna
razlika koja je vidljiva iz prethodnog slikovnog prikaza (Slika 11), iz kojeg se vidi i

razlika u prosjecnoj duljini prezivljenja.

Tablica 36. Opisna statistika krivulje prezivljenja za Cetiri skupine pacijenata ovisno o
stadiju bolesti

Aritmeticka N %
Stadij Medijan sredina SD (Zivi)  (Zivi)
I 2190 2237,2 1040,06 47 100
II 1095 1650,8 1237,95 8 88,9
I 1072 1350,8 1037,36 31 45,6
v 377 710,6 806,69 3 9,4
Ukupno 1117,5 1524,6 1146,63 89

Konacno, u sljede¢ih nekoliko prikaza bit ¢e izloZeni rezultati Coxove regresijske
analize, i to u viSe koraka, na nadin da se vidi kakav je pojedina¢ni doprinos u
razli¢itim kombinacijama prediktora, tj. metodom ubacivanja i izbacivanja stadija i
gradusa s istraZivanim biljezima (E-cadherin i MMP-9). Naravno, dobiveni rezultati
se nuZzno moraju interpretirati s prethodno iznesenim rezultatima bivarijatne statistike

gdje se vidi pojedinacna uloga stadija, gradusa te biljega E-cadherina i MMP-9.

U Tablici 37 prikazani su rezultati regresijske analize klinic¢kih i patohistoloskih
prediktora preZivljenja za promatrano vremensko razdoblje iz kojih su vidljivi
regresijski koeficijenti. 1z rezultata je vidljivo kako u kombinaciji gradus i E-cadherin,

biljeg E-cadherin je znac¢ajan (p<0,01) prediktor preZivljenja.
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Tablica 37. Regresijska analiza (Cox regression) klinic¢kih 1 patohistoloskih prediktora
(gradus i E-cadherin) prezivljenja za promatrano vremensko razdoblje

95% CI
Donja Gornja
B SE Wald  df p Exp(B) granica granica
E-cadherin O 40,43 0,000
E-cadherin1 -1,600 0,322 24,67 0,000 0,202 0,107 0,380
E-cadherin 2 -4,608 1,030 20,04 0,000 0,010 0,001 0,075
Gradus I 1,09 0,580
Gradus II 0,314 0,364 0,74 0,389 1,368 0,670 2,793
Gradus III 0,413 0,401 1,06 0,304 1,511 0,688 3,316

el \° V]

No, zanimljivo je usporediti razliku u regresijskoj analizi izrazajnosti E-cadherina i

stadija, Sto je vidljivo u Tablici 38.

Tablica 38. Regresijska analiza (Cox regression) klini¢kih i patohistoloskih prediktora
(stadij i E-cadherin) prezivljenja za promatrano vremensko razdoblje
95% C1
Donja  Gornja
B SE Wald df p Exp(B)  granica granica

Stadij I1I 10,118 47,688 0,05
Stadij IV 10,426 47,688 0,05

0,832 24781,20 0,000 9,68E45
0,827 33716,09 0,000 1,32E45

E-cadherin 0 23,95 2 0,000
E-cadherin1 -1,205 0,319 14,27 1 0,000 0,300 0,160 0,560
E-cadherin2 -3,631 1,029 1245 1 0,000 0,026 0,004 0,199
Stadij I 2,16 3 0,540
Stadij II 9,317 47,698 0,04 1 0845 11128,19 0,000 4,43E44
1
1

Iz prethodnih tablica (Tablica 37 i Tablica 38) je vidljivo kako je E-cadherin u
kombinaciji sa stadijem 1 gradusom statisticki znacajan (p<0,01).

No, zanimljivo je vidjeti kako izgleda regresijska analiza kada se kao prediktor
uvrsti biljeg MMP-9, §to je prikazano u sljedece dvije tablice. (Tablica 39 i Tablica
40)
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Tablica 39. Regresijska analiza (Cox regression) klinickih 1 patohistoloskih prediktora
(gradus i MMP-9) prezivljenja za promatrano vremensko razdoblje

95% CI
Donja  Gornja
B SE Wald df p Exp(B) granica granica

MMP-9 0 20,350 2 0,000

MMP-9 1 11,631 52,608 0,049 1 0,825 112476 0,000 6,7E+49

MMP-92 13247 52,607 0063 1 0801 566580 0,000 34E+50

Gradus I 0,675 2 0,714

Gradus II -0,273 0,361 0,572 1 0,449 0,761 0,375 1,544
1

Gradus I -0,124 0389 0,102 0,749 0,883 0412 1,892

Iz regresijske analize (Tablica 39) je vidljivo kako u kombinaciji s gradusom
MMP-9 postaje znacajan, i to ne na svim razinama (p<0,05). Ocigledno je da u
regresijskom modelu MMP-9 i gradus odnose medusobno jedan dio varijance koji je
znacajan u bivarijatnoj statistici, a Sto je prije prikazano i naglaseno u rezultatima.
Istovjetan rezultat je vidljiv u Tablici 40, u kojoj je u analizu umjesto gradusa uvrsten

stadij bolesti.

Tablica 40. Regresijska analiza (Cox regression) klinickih i patohistoloskih prediktora
(stadij i MMP-9) preZivljenja za promatrano vremensko razdoblje

95% CI
Donja  Gornja
B SE Wald  df p Exp(B) granica granica

MMP-9 0 16050 2 0,000

MMP-9 1 10,554 46934 0051 1 0822 38323,191 0,000 3 4E+44

MMP-92 12,069 46933 0066 1 0797 174388 0,000 1,6E+45

Stadij T 0507 3 0917

Stadij I 8458 38368 0,049 1 0826 4713882 0,000 2,1E+36

Stadij I 8755 38355 0052 1 0819 6340257 0,000 2.8E+36
1

StadijIv 8,584 38,356 0,050 0,823  5346,490 0,000 2.4E+36

Ovdje medutim treba istaknuti oprez prilikom tumacenja znacajnosti pojedinih
prediktora u Coxovoj regresiji jer, kako je i vidljivo, kod nekih kategorija i prediktora
omjer rizika 1 navedene granice za 95% interval pouzdanosti znacajno premasuju
standardne vrijednosti i interpretacije, koje se kre¢u oko 1 ili jednoznamenkastih
brojeva. Razlog navedenih vrijednosti je vjerojatno u neproporcionalnim i malenim

brojevima ispitanika po pojedinim kategorijama.
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5. RASPRAVA

Prezivljenje bolesnika s plocastim karcinomom grkljana ostalo je
nepromijenjeno posljednjih tridesetak godina (93). Usprkos napretku kirurSkih
tehnika 1 kemoradioterapije, uspjeSnost izljeCenja, a sukladno tome i duljina
prezivljenja, poraZavajui su, poglavito za uznapredovale karcinome. Stoga je
prepoznavanje karakteristika bioloskog ponaSanja tumora kljuno za definiranje
jasnijih protokola koji ¢e dovesti do kvalitetnijeg Zivota i duljeg prezivljenja.

U istrazivanom uzorku su dominirali muskarci (96,4%), prosjecne starosti 65
godina, $to je u skladu s podatcima iz literature (9,22). Vazno je istaknuti kako je od
ukupnog broja ispitanika (n=196) njih ¢ak 192 (98%) bilo pusaca, a neSto viSe od
60% (n=118) onih koji prekomjerno konzumiraju alkohol, §to takoder odgovara
podatcima iz literature koji ukazuju da kombinacija pusenja i zlouporabe alkohola ima
sinergistiCki efekt i znacajno povecava rizik od nastanka karcinoma grkljana (7,22). Iz
naSe studije je vidljivo da smo ve¢i broj bolesnika dijagnosticirali u uznapredovalim
stadijima bolesti (Il 1 IV), 60,7%, S§to odgovara podatcima nacionalnog registra za rak
(9). U promatranom vremenskom razdoblju 34,2% bolesnika je umrlo od osnovne
bolesti, 20,4% ih je umrlo od druge bolesti, dok je Zivih 45,4%. U ispitivanom uzorku
viSe od 76% bolesnika s viSim patohistoloSkim gradusom (II i III) umrlo je unutar pet
godina. Dakle, stupanj patohistoloskog gradusa i1 prezivljenje bolesnika pokazuju
statisticki znadajnu povezanost (x°=19,1, df=2, p<0,001), dobro diferencirani tumori
imaju bolju prognozu od slabo diferenciranih, a ti se rezultati podudaraju s onima iz
literature (22). Isto tako postoji statisticki znadajna razlika (Log rank test, x°=52,65,
p<0.001) u krivulji prezivljenja izmedu tri skupine bolesnika koji imaju razli¢iti
stupanj patohistoloskog gradusa, iako treba naglasiti da patohistoloSki gradus ima
ograni¢enu vrijednost u predvidanju tijeka bolesti (22). U 95,1% bolesnika preZivjelih
preko pet godina nije bilo regionalnih metastaza, pa je razumljivo da je povezanost
statisticki znadajna (x*=58,2, df=2, p<0,001), 3to potkrjepljuju i podatci iz literature
koji ukazuju da je zahvacenost regionalnih limfnih ¢vorova znacajan prognosticki
faktor za karcinome grkljana (13,23-25). Iz rezultata naseg istraZivanja je razvidno da
83,7% bolesnika s uznapredovalim stadijima bolesti (III 1 IV) umire unutar pet
godina, te da je povezanost izmedu preZivljenja i stadija statisti¢ki znacajna (y°=53,4,

df=3, p<0,001). Takoder postoji statistiki znatajna razlika (Log rank test, y°=86,53,
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p<0.001) u krivulji prezivljenja izmedu cetiri skupine bolesnika koji imaju razliciti
stupanj stadija bolesti. Navedeni podatci se slazu s ¢injenicom da je stadij bolesti u
trenutku postavljanja dijagnoze ploc€astog karcinoma glave i vrata, prema tome i
grkljana, najvazniji prognosticki ¢imbenik (13). Utvrdili smo da je povezanost izmedu
stadija bolesti i patohistoloskog gradusa statisti¢ki znacajna (5°=19,7, df=6, p=0,003);
dakle, u visim stadijima bolesti u nasoj smo studiji nasli i viSe patohistoloske graduse.

Prognosticki ¢imbenici za karcinom grkljana dijele se na ,klasi¢ne* (TNM,
stadij bolesti, patohistoloski stupanj diferencijacije) 1 ,,suvremene® (npr.
proliferacijski markeri, regulatorne bjelaCevine stani¢nog ciklusa, onkogene,
regulatorne bjelanc¢evine apoptoze, proteinaze, Cimbenici koji reguliraju angiogenezu i
druge) (4,11,13-16). lako, za sada, TNM Kklasifikacija, tj. stadij bolesti i patohistoloski
stupanj diferencijacije tumora imaju najvecu vrijednost, sve vise se izraduju studije
suvremenih prognostickih ¢imbenika, bioloskih markera, kao dio dijagnostike
malignih tumora (29,94-100). Na tragu tih istrazivanja pocela se proucavati i uloga E-
cadherina i matriks metalopreoteinaze -9 (MMP-9). Mali je broj studija o izrazajnosti
ovih biljega u karcinomima grkljana, a nema ni studije koja ih na toj lokalizaciji
istrazuje zajedno. Smatramo da analiza izrazaja E-cadherina, odgovornog za
adhezivnost, pokretljivost 1 diferencijaciju stanica, te MMP-9, odgovornog za
modifikacije u ekstracelularnom matriksu, proliferaciju stanica i neoangiogenezu,
moze svojim rezultatima ukazati na bioloSki agresivnije karcinome grkljana. Na
osnovi tih rezultata moci ¢e se kvalitetnije planirati lijecenje.

Ovom studijom evaluirali smo vrijednost izrazajnosti upravo bioloskih biljega
E-cadherina i MMP-9 na vecoj skupini bolesnika oboljelih od plocastog karcinoma
grkljana. Imajuc¢i u vidu manjkavosti do sada poznatih prognostickih faktora, ovaj rad
ima za cilj ukazati na mogucu ulogu E- cadherina i MMP-9 u plo¢astim karcinomima
grkljana.

Izrazajnost E-cadherina je dokazana u 139 (70,9%) od 196 bolesnika
ukljucenih u studiju, a prikazali smo ju kroz tri stupnja. IzraZajnost E-cadherina
stupnja O utvrdili smo u 57 (29,1%) bolesnika, dok smo pozitivnu izrazajnost E-
cadherina utvrdili u 139 (70,9%) bolesnika, i to: izrazajnost stupnja 1 u 64 (32,7%)
bolesnika, a stupnja 2 u 75 (38,3%) bolesnika.

Dokazali smo statisticki znacajnu povezanost (p<0,001) izmedu stupnja
izrazajnosti E-cadherina 1 patohistoloSkog gradusa, stadija bolesti, sklonosti

metastaziranju, sklonosti recidiviranju i preZivljenja. U nasoj studiji dokazali smo, $to
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je slicno rezultatima studije Rodriga i1 suradnika (49), odsutnost, tj. smanjenu
izrazajnost E-cadherina pri ve¢em patohistoloskom gradusu, u visem stadiju bolesti,
pri prisutnim metastazama, te u onih sklonih recidivu bolesti. Zanimljiva je studija
Kurtza i suradnika koji su utvrdili da je slabija izrazajnost E-cadherina povezana s
loSijjom prognozom tumora grkljana i usne Supljine, iako nisu dokazali povezanost
izrazajnosti i metastaziranja u limfne ¢vorove (53). Za razliku od njih, a §to je u
skladu s rezultatima naSe studije, Paksoy i suradnici su dokazali da je smanjena
izrazajnost E-cadherina povezana s ucestalijim metastaziranjem karcinoma grkljana
(34). Sukladno tome, smanjenje izrazajnosti E-cadherina moze biti neovisan prediktor
metastaziranja u limfne ¢vorove i biljeg u identificiranju bolesnika rizi¢nih za okultne
metastaze. Temeljem ovog zakljucka mogli bi se razluciti bolesnici koji bi trebali biti
podvrgnuti elektivnoj disekciji vrata (34,47-51,57).

Kaplan-Meierova krivulja pokazuje statisticki znacajnu razliku (Log rank test,
v’=104,8, p<0,001) u preZivljenju izmedu tri skupine bolesnika koji imaju razli¢iti
stupanj izrazajnosti E-cadherina. Iz rezultata je vidljivo da je na kraju promatranog
vremenskog razdoblja manje od 2% umrlih kada je E-cadherin izraZzen intenzivno.
Ako je bojanje na E-cadherin odsutno, umrlih je viSe od 93%, a kod stupnja 1 bojanja
na E-cadherin, umrlih je oko 33%. Mattijssen i suradnici su u svojoj studiji, sli¢no
naSim rezultatima, prikazali bolje prezivljenje u bolesnika s izrazenijim E-
cadherinom, iako je studija bila izradena opcenito na karcinomima glave i vrata (101).
U istoj studiji nije nadena znaCajna korelacija izmedu izrazajnosti E-cadherina i
veli¢ine primarnog tumora i sklonosti regionalnom metastaziranju (101). Gaspar i
suradnici (54) te Berx i suradnici (55), kao 1 mi u naSoj studiji, utvrdili su povezanost
smanjene izraZajnosti E-cadherina s ranijim recidivima bolesti 1 kra¢im preZivljenjem
bolesnika.

Iz rezultata regresijske analize (Cox regression) klini¢kih i patohistoloSkih
prediktora preZivljenja za promatrano vremensko razdoblje vidljivo je kako je E-
cadherin u kombinaciji s gradusom statisticki znafajan (p<0,01) prediktor
prezivljenja. Isto tako je vidljivo da je E-cadherin u kombinaciji sa stadijem statisticki
znacajan (p<0,01) prediktor prezivljenja.

Treba medutim istaknuti oprez prilikom tumacenja znacajnosti pojedinih
prediktora u Coxovoj regresiji jer kod nekih kategorija i prediktora omjer rizika i
navedene granice za 95% interval pouzdanosti znacajno premasuju standardne

vrijednosti 1 interpretacije koje se krecu oko 1 ili jednoznamenkastih brojeva. Razlog
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navedenih vrijednosti je vjerojatno u neproporcionalnim i malenim brojevima
ispitanika po pojedinim kategorijama.

Izrazajnost MMP-9 u studiji je dokazana u 95 (48,4%) od 196 bolesnika
ukljucenih u studiju, a sli¢ne rezultate izrazajnosti MMP-9 u planocelularnom
karcinomu grkljana pokazali su u svojim studijama Bogusiewicz i suradnici (86) te
Uloza i suradnici (102). Izrazajnost MMP-9 prikazali smo kroz tri stupnja. Izrazajnost
MMP-9 stupnja 0, dakle negativnu izrazajnost MMP-9 utvrdili smo u 101 (51,5%)
bolesnika, dok smo pozitivnu izrazajnost MMP-9 utvrdili u 95 (48,4%) bolesnika, i
to: izrazajnost MMP-9 stupnja 1 u 33 (16,8%) bolesnika, stupnja 2 u 62 (31,6%)
bolesnika. Utvrdili smo statisticki znacajnu povezanost (p<0,001) izmedu stupnja
izrazajnosti MMP-9 1 patohistoloskog gradusa, stadija bolesti, sklonosti
metastaziranju, sklonosti recidiviranju i prezivljenja.

U naSoj studiji dokazali smo pojacanu izrazajnost MMP-9 pri vefem
patohistoloSkom gradusu, u viSem stadiju bolesti, pri prisutnim metastazama, te u onih
sklonih recidivu bolesti. Sli¢no rezultatima nase studije, Gou i suradnici (87) ukazuju
na pozitivnu korelaciju izmedu pojaCane izrazajnosti MMP-9 i stadija bolesti te
sklonosti metastaziranju. Isti autori su u studiji pokazali da je pojacana izrazajnost
MMP-9 povezana s kra¢im vremenom prezivljenja bolesnika (87). O-Charoenrat i
suradnici pokazali su u svojoj studiji znacajnu korelaciju izmedu pojacane izrazajnosti
MMP-9 i uznapredovalih stadija bolesti, iako su oni promatrali korelaciju sa svim
planocelularnim karcinomima glave i vrata, a ne isklju€ivo karcinomima grkljana
(68). Nasi rezultati pokazuju znacajnu korelaciju izmedu pojacane izrazajnosti MMP-
9 1 sklonosti metastaziranju u limfne ¢vorove, i u skladu su s rezultatima istraZivanja
Xiea 1 suradnika (60).

Wittekindt 1 suradnici nalaze zna¢ajnu korelaciju pojacane izrazajnosti MMP-
9 i patohistoloskog gradusa, ali takoder u istoj studiji, suprotno nasim rezultatima, ne
nalaze korelaciju izraZzajnosti MMP-9 sa stadijem bolesti, sklonosti metastaziranju i
sklonosti recidivu tumora (88). Suprotno rezultatima naSe 1 ve¢ine drugih studija, Liu
i suradnici (90) nisu pronasli znacajnu korelaciju izmedu izrazajnosti MMP-9 i
klini¢ko-patohistoloskih karakteristika planocelularnog karcinoma (histoloskog
gradusa, TNM klinickog stadija bolesti, primarnog sijela). Kaplan-Meierova krivulja
pokazuje statisti¢ki znadajnu razliku (Log rank test, x’=152,6, p<0,001) u prezivljenju
izmedu tri skupine bolesnika koji imaju razli€iti stupanj izrazajnosti MMP-9. Utvrdili
smo da je samo 8% zivih bolesnika s izrazajnoS¢u MMP-9 drugog stupnja, dok je
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umrlih pri istom stupnju izraZzajnosti 92%. Suprotno tome, 100% je Zivih bolesnika pri
izrazajnostt MMP-9 nultog stupnja, dakle pri odsutnosti izraZzajnosti MMP-9 u
promatranom vremenskom razdoblju.

Iz rezultata regresijske analize (Cox regression) klinickih i patohistoloskih
prediktora prezivljenja za promatrano vremensko razdoblje je vidljivo da u
kombinaciji s gradusom MMP-9 postaje znacajan, i to ne na svim razinama (p<0,05).
Dakle, ocigledno je da u regresijskom modelu MMP-9 i gradus odnose medusobno
jedan dio varijance koji je znacajan u bivarijatnoj statistici, Sto je prije izlozeno u
rezultatima. Istovjetan rezultat je vidljiv kada se umjesto gradusa analizira stadij
bolesti i MMP-9.

Sli¢an rezultat je dobio i Gou sa suradnicima, koji ukazuju da je pojacana
izrazajnost MMP- 9 povezana s kra¢im vremenom prezivljenja bolesnika (87).

Znacajnu korelaciju u izrazajnosti MMP-9 1 prezivljenja u studiji na 217
bolesnika s karcinomima glave i vrata pokazuju Smilek i suradnici (90). Nacelno, $to
je MMP-9 izrazeniji, prognoza i prezivljenje bolesnika je losije. Izrazajnost MMP-9
bioloskog markera u nasoj studiji pokazala je potencijalnu prediktivnu vrijednost za
planocelularne karcinome grkljana. Iz svega navedenog proizlazi da ovo istrazivanje,
po broju bolesnika ukljucenih u studiju i dobivenim rezultatima, predstavlja znac¢ajan
doprinos u profiliranju MMP-9 kao prognostickog bioloskog markera za predikciju
agresivnosti tumora, a sukladno tome i oblikovanje terapijskog pristupa.

Poznato je da je gubitak E-cadherina vaZan korak u malignoj progresiji putem
smanjivanja adhezivnosti medu stanicama kao 1 razdvajanju od bazalne membrane, a
postoje takoder indicije da to utjeCe na luc¢enje MMP-9 (45,46,103) Za nasu studiju
osobito je vazan rezultat istraZivanja Eriksena i suradnika koji ukazuju da gubitak E-
cadherina predstavlja, moguce, vazan korak u povecavanju sposobnosti stanica da
lu¢e MMP-9 u svrhu degradacije matriksa, omogucujuci tako invaziju i metastaziranje
(45,46).

Ovu povezanost u jedinoj studiji koja je radena u ploCastom karcinomu
jednjaka potvrduju Sato i suradnici, ukazujuéi da povecana ekspresija MMP-9 i
redukcija E-cadherina korelira s ranim metastazama u limfne ¢vorove (58). U nasoj
smo studiji ispitivali izrazajnost, odnos i medusoban utjecaj E-cadherina i MMP-9 u
karcinomu grkljana. Dokazali smo da je povezanost izrazajnosti MMP-9 i E-
cadherina statisticki znaGajna (x’=152,8, df=4, p<0,001). Dakle, pri izraZajnosti
MMP-9 stupnja 0, 70,3% bolesnika ima izraZajnost E cadherina stupnja 2, a samo 1%
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ih ima izraZajnost E-cadherina stupnja 0, dok pri izraZzajnosti MMP-9 stupnja 2, 79%
bolesnika ima izraZajnost E-cadherina 0-og stupnja, a ni jedan bolesnik u tom slu¢aju
nema izrazajnost E-cadherina stupnja 2. Njihov je odnos obrnuto proporcionalan: $to
je izrazeniji E-cadherin, slabije je izraZen ili odsutan MMP-9. Do sada nitko nije
istrazivao njihov medusoban odnos u karcinomima grkljana.

Ovom smo studijom pokazali da ¢e u bolesnika s plocastim karcinomom
grkljana nepovoljnijih histopatoloskih i klinickih osobina izrazajnost E-cadherina biti
smanjena, a MMP-9 povecana, §to ¢e za posljedicu imati loSiju prognozu bolesti.

Temeljem tih rezultata, u daljnjem slijedu nalazimo da je kod takve skupine
bolesnika ocekivano prezivljenje krace. Kako vjerodostojnih biljega u karcinomima
grkljana zasada nema, analiza bioloSkog ponasanja ploc¢astog karcinoma grkljana kroz
izrazajnost E-cadherina i MMP-9 predstavlja mogu¢i doprinos razrjesavanju dileme o
agresivnosti ovog karcinoma. Takav bi se doprinos neposredno ocitovao u formiranju
stavova, izboru terapije i prognozi tijeka bolesti, pridonose¢i ¢vr§¢im i jasnijim
protokolima lije¢enja. Ovakav bi pristup oboljelima od karcinoma grkljana omogucio

Cilj bi bio otkriti ploCaste karcinome grkljana s negativnom ili smanjenom
izrazajnoS¢u E-cadherina i pove¢anom izrazajnoS¢u MMP-9, koji bi se u klinickoj
praksi tretirali kao agresivniji tumori i na kojima bi se primijenili agresivniji protokoli
lijeenja, a sam pristup lijecenju bio bi individualiziran. Za pretpostaviti je da bi
ovakvo lijeCenje ranih stadija bolesti tumora agresivnijih karakteristika modificirali u
multimodalitetno, umjesto uobicajenog jednomodalitetnog. U uznapredovalom bi pak
stadiju bolesti mogli odabrati izmedu multimodalitetnog pristupa, koji ukljucuje
kirurski zahvat i dodatno onkolosko lijeCenje, te konzervativnog, dakle primarnog
onkoloSkog lijeCenja (104). Kod manje agresivnih tumora, smanjenjem opsega
lijeenja izbjegle bi se mnoge nuspojave adjuvantnog lijeCenja, poboljSala kvaliteta

Zivota, a takoder i smanjila cijena lijeCenja.
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6. ZAKLJUCCI

Temeljem dobivenih rezultata mozemo zakljuciti sljedece:

1. Izrazajnost E-cadherina je znaCajno povezana sa stupnjem patohistoloSkog
gradusa, stadijem bolesti, sklonoS¢u regionalnom metastaziranju, sklonos¢u

recidiviranju bolesti i preZivljenjem bolesnika.

2. lzrazajnost MMP-9 je znacajno povezana sa stupnjem patohistoloSkog
gradusa, stadijem bolesti, sklonoS¢u regionalnom metastaziranju, sklonos¢u

recidiviranju bolesti 1 preZivljenjem bolesnika.

3. Postoji znacajna razlika u preZivljenu triju skupina bolesnika s razliitim

stupnjem izrazajnostit MMP-9.

4. Uocena je znacajna razlika u prezivljenu triju skupina bolesnika s razli¢itim

stupnjem izrazajnosti E-cadherina.

5. Povezanost izrazajnosti MMP-9 i E-cadherina je znalajna (x’=152.8, df=4,
p<0,001). Njihov medusoban odnos je obrnuto proporcionalan: S§to je

izrazeniji E-cadherin, MMP-9 je slabije izraZzen do odsutan.

6. Rezultati viSestruke analize klinic¢kih i patohistoloSkih prediktora pokazuju
kako je izrazajnost E-cadherina kao prediktora znacajno povezana s
prezivljenjem, 1 to u zasebnim, pojedinacnim odnosima s gradusom 1 stadijem

bolesti.

7. Iz viSestruke analize klinickih i patohistoloSkih prediktora vidljivo je da je
izrazajnost MMP-9 kao prediktora znacajno povezana s preZivljenjem, i1 to u
zasebnim, pojedina¢nim odnosima s gradusom 1 stadijem bolesti, ali ne na

svim razinama (p<0,05).
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7. SAZETAK

Cilj ove studije bio je istraziti povezanost izrazajnosti E-cadherina i matriks
metaloproteinaze-9 (MMP-9) s histopatoloskim i1 klini¢kim osobinama plocastog
karcinoma grkljana, te znaCajnost izrazajnosti E-cadherina i MMP-9 na prognozu i
prezivljavanje bolesnika.

U studiju je bilo ukljuc¢eno 196 bolesnika s plocastim karcinomom grkljana lijecenih u
Klinici za bolesti uha, grla i nosa i kirurgiju glave i vrata KBC Split u periodu od
1.sijecnja 2000. do 31.prosinca 2009. godine.

Dokazali smo statisti¢ki znacajnu povezanost (p<0,001) izmedu stupnja izrazajnosti
E-cadherina i MMP-9 i patohistoloskog gradusa, stadija bolesti, sklonosti
metastaziranju, sklonosti recidiviranju i prezivljenja. Takoder je statisticki znacajna
povezanost (x’=152,8, df=4, p<0,001) medusobne izrazajnosti E-cadherina i MMP-9.
Kaplan - Meierova krivulja pokazuje statisti¢ki znacajnu razliku u prezivljenju
izmedu triju skupina bolesnika koji imaju razliciti stupanj izrazajnosti E-cadherina
(Log rank test, x°=104,8, p<0.001) i MMP 9 (Log rank test, x*=152,6, p<0.001). U
krivulji prezivljenja vidljivo je da su prediktori izrazajnost E-cadherina (p<0,001)
MMP-9 (p=0,001) statisti¢ki znacajno povezani s preZivljenjem. Iz rezultata
regresijske analize (Cox regression) vidljivo je da je prediktor izrazajnost E-cadherina
statistiCki znacajno povezan s preZivljenjem u analizi s gradusom i stadijom bolesti,
dok MMP-9 u kombinaciji s gradusom postaje statisticki znacajan, i to ne na svim
razinama (p<0,05). Istovjetan rezultat je vidljiv kada se umjesto gradusa analizira
stadij bolesti.

Izrazajnost E-cadherina i MMP-9 bioloskih biljega u naSoj studiji pokazala je

potencijalnu prediktivnu vrijednost za plo€aste karcinome grkljana.
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8. SUMMARY

Expression and significance of Matrix Metalloproteinase-9 and E-
cadherin in Squamous Cell Carcinoma of the Larynx

Aim of this study was to investigate the correlation of E-cadherin and matrix
metalloproteinase-9 (MMP-9) expression with histopathologic and clinical
characteristics of laryngeal squamous cell carcinoma, and to assess the role of E-
cadherin and MMP-9 expression in patient survival. Study included 196 patients with
squamous cell carcinoma of the larynx treated at ENT Department, Split University
Hospital, from January 1, 2000 till December 31, 2009. The level of E-cadherin and
MMP-9 expression showed a statistically significant correlation (p<0.001) with the
disease histopathologic grade, stage, metastatic potential, recurrence potential,
survival and between themselves. Kaplan-Meier curve yielded a statistically
significant survival difference among the three patient groups with different levels of
E-cadherin (3°=104,8, p<0.001) and MMP-9 (y°=152.,6, p<0.001) expression. The
survival curve clearly showed the E-cadherin (p<0,001) and MMP-9 (p=0,001)
expression as a predictor of survival to be significantly associated with survival.
Results of Cox regression analysis showed statistically significant survival correlation
of E-cadherin expression (p<0,01) in combination with grade and stage and
expression of MMP-9 in the same combination showed statistically significant
survival relation, but not on every level (p<0,05).

In this study, E-cadherin and MMP-9 expression as a biological marker showed a

potential predictive value in laryngeal squamous cell carcinoma.
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