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1 UVOD
1.1 Epidemiologija i etiologija karcinoma glave i vrata te grkljana

Zloc¢udni tumori glave i vrata zauzimaju sedmo mjesto po ucestalosti medu malignim bolestima
u svijetu, s vise od 900.000 oboljelih te vise od 400.000 umrlih u 2020. godini [1,2]. U Europi
je u 2012. godini dijagnosticirano oko 140.000 novih slu¢ajeva, a umrlo je vise od 63.000
oboljelih [3]. Procjenjuje se da ¢e u Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD) tijekom 2023.
godine biti dijagnosticirano gotovo 67.000 novih slucajeva, a da ¢e umrijeti vise od 15.000
oboljelih [4]. U Europi su, naspram SAD-a, viSe stope incidencije i mortaliteta. Vise od 90 %
tumora glave 1 vrata ¢ine karcinomi plocastih stanica koji nastaju iz sluznice usne Supljine,
orofarinksa, hipofarinksa i1 larinksa [5]. Tumori glave 1 vrata obuhvacaju i karcinome
nazofarinksa, Stitnjace te rijetke druge podtipove kao §to su tumori Zlijezda slinovnica, sinusa,
melanome sluznice i tumore mezenhimalnog podrijetla, koji zbog svojih drugacijih bioloskih,
etioloskih 1 histoloskih obiljezja, simptomatologije, nacina lijeCenja i prognoze, najcesce nisu

ukljueni u epidemioloske studije zlo¢udnih tumora glave i vrata (slika 1) [6].
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Slika 1. Anatomija karcinoma glave i vrata (preuzeto i prilagodeno prema Cleveland Clinic).



Naglasene razlike u ucestalosti 1 smrtnosti, ali i porastu i padu istih tijekom vremena, u
razli¢itim krajevima svijeta, koreliraju s faktorima rizika kao i stupnjem socio-ekonomskog
razvoja pojedinih regija. Opcenito muskarci obolijevaju 2 do 4 puta ces¢e od Zena [5,6]. Stopa
incidencije kod muSkaraca prelazi 20/100.000 u pojedinim regijama svijeta kao §to su
Francuska, Hong Kong, Indija, srednja i isto¢na Europa, Spanjolska, Italija, Brazil te medu
Afroamerikancima u SAD-u [1]. Incidencija ovih tumora i dalje je u porastu te se predvida
porast od 30 % do 2030. godine, u razvijenim, ali i u zemljama u razvoju [1,7]. Visoka
prevalencija zlo¢udnih tumora glave i vrata u Juznoisto¢noj Aziji 1 Australiji povezana je s
odredenim Zzivotnim navikama 1 izloZenosti rizicnim faktorima, naj¢eS¢e konzumacijom
alkohola 1 puSenjem cigareta, dok je porast prevalencije u Zapadnoj Europi i SAD-u povezan s
porastom ucestalosti infekcija humanim papiloma virusom (HPV) orofaringealnog podrucja
[5]. Karcinomi usne Supljine se nalaze na prvom mjestu po ucestalosti medu karcinomima glave
1 vrata u nerazvijenim zemljama, dok su u zapadnim zemljama sve zastupljeniji karcinomi
orofarinksa [1,2]. Rizik razvoja karcinoma glave i1 vrata raste s dobi, a veéina slucajeva
dijagnosticira se iza pedesete godine [8]. Medijan dobi pri dijagnozi iznosi 66 godina, a u
pacijenata s tumorima povezanima s HPV infekcijom oko 53 godine [9]. Prognoza pacijenata
sa zlo¢udnim tumorima glave 1 vrata ovisi o stadiju bolesti, sijelu primarnog tumora, opéem
stanju 1 komorbiditetima pacijenta, geografskoj regiji i stupnju razvijenosti iste te drugim
prognosti¢kim ¢imbenicima kao Sto je HPV status. Zbog specifi¢nosti populacije koja obolijeva
od karcinoma glave 1 vrata, vazno je istaknuti utjecaj malnutricije i kaheksije. One su Cesto
prisutne kod ovih pacijenata pri postavljanju dijagnoze te utjeCu na pogorSanje prognoze, ali i
dulji oporavak 1 ¢eS¢e komplikacije nakon kirurSkih zahvata [10,11]. EUROCARE studija
pokazala je da su stope petogodiSnjeg prezivljenja najniZe za karcinome hipofarinksa (25 %), a
najviSe za karcinome grkljana (59 %) [3]. NajviSe stope prezivljenja imaju pacijenti s
lokaliziranim stadijem bolesti. NeSto viSe od 30 % pacijenata s karcinomima glave i1 vrata se
dijagnosticira u lokaliziranom stadiju bolesti. Pri dijagnozi karcinoma hipofarinksa taj postotak
obuhvaca 15 % pacijenata, a kod karcinoma grkljana 50 % pacijenata. Unato¢ tome, stope
trogodiSnjeg preZivljenja karcinoma glave i vrata iznose oko 40 % kod dijela pacijenata s
lokaliziranim stadijem bolesti [3]. U tijeku je nekoliko velikih prospektivnih kohortnih studija
koje istrazuju ¢imbenike udruZene s relativno loSim prezivljenjem medu pacijentima sa
zlo¢udnim tumorima glave 1 vrata. Uvazavajuc¢i do sada prikupljene podatke, uz podatke iz
klinicke prakse, navedene studije su pokazale da postoje znaCajne socio-ekonomske
nejednakosti u preZivljenju pacijenata s ovim tumorima u Ujedinjenom Kraljevstvu, a koje se

ne mogu objasniti samo razlikama u bihevioralnim faktorima rizika [12]. Stopa prezivljenja za
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zlo¢udne tumore glave i vrata skromno se povisila tijekom posljednjih trideset godina. Tako se
stopa petogodiSnjeg prezivljenja povecala s 55 %, tijekom razdoblja od 1992. do 1996. godine,
na 66 % za razdoblje od 2002. do 2006. godine, prema registru Nacionalnog instituta za rak
SAD-a (engl. National Cancer Institute, NCI, i The Surveillance, Epidemiology, and End
Results (SEER)) [13]. Analizom podskupina zabiljezeno je poboljSanje stope petogodiSnjeg
prezivljenja u svim dobnim skupinama osim u pacijenata starijih od 75 godina te kod karcinoma
grkljana. Navedeno se viSe pripisivalo povecanoj ucestalosti razvoja tumora povezanih s HPV
infekcijom, za koje je poznato da imaju bolju prognozu, nego samim napretkom u lije¢enju ove
bolesti [5,14]. Osim smrtnosti uzrokovane direktnom posljedicom zlo¢udne bolesti, pacijenti s
tumorima glave i vrata imaju drugu po ucestalosti stopu samoubojstava, nakon pacijenata s
karcinomima gustera¢e. Ona za ove pacijente iznosi 63.4/100.000, dok je za ostale zlo¢udne
tumore, osim raka gusterace, 23.6/100.000. Posljedica je ovo psiholoskog optere¢enja boles¢u
kao 1 narusene kvalitete Zivota morbiditetom terapijskih zahvata, $to ukazuje na funkcionalnu

vaznost organa podrucja glave i vrata [15].

Zloc¢udni tumori glave i vrata ¢ine, ovisno o regiji svijeta, oko 3 do 5 % svih malignih bolesti,
a medu njima je drugi po ucestalosti rak grkljana s oko 30 % svih novo dijagnosticiranih
sluc¢ajeva [1,16]. I za karcinome grkljana, kao i za zlo¢udne tumore glave 1 vrata opcenito,
postoje razlike u ucestalosti 1 smrtnosti u razli¢itim regijama svijeta, ovisno o ¢imbenicima
rizika 1 dostupnim modalitetima dijagnostike i lijecenja. lako je uCestalost raka grkljana u padu
u razvijenim zemljama, §to se moZe povezati s promjenama navika u koristenju alkohola i
pusenja cigareta, prema Medunarodnoj agenciji za istrazivanje raka, procjenjuje se da je vise
od 184.000 ljudi oboljelo od karcinoma grkljana u 2020. godini, a gotovo 100.000 ljudi umrlo
od ove bolesti, diljem svijeta (slika 2 1 3) [1,2].



Number of new cases in 2020, both sexes, all ages

Breast I, 2 261 419
Lung |, 2 206 771
Colorecturn |
Prostate
Stomach
Liver I 505 677
Cervix uteri I 604 127
Oesophagus I 604 100
yroid I 586 202
Bladder I 573 278
Non-Hodgkin lymphoma I 544 352
Pancreas I 495 773
Leukaemia I 474 519
Kidney I 431 288
Corpus uteri I 417 367
Lip, oral cavity I 377 713
Melanoma of skin I 324 635
Ovary I 313 959
Brain, central nervous systern I 308102
Larynx S 184615
Multiple myeloma I 176404
Nasopharynx Hll 133354
Gallbladder Il 115949
Oropharynx Hll 98 412
HyFopha nx Il 84 254
Hodgkin lymphoma il 83 087
] Testis Il 74 458
Salivary glands | 53 583
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Penis | 36 068
Kaposi sarcoma § 34 270
esothelioma Jj 30 870
Vagina § 17 908
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Slika 2. Incidencija karcinoma grkljana u svijetu (preuzeto s GLOBOCAN).

Number of deaths in 2020, both sexes, all ages
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Slika 3. Mortalitet karcinoma grkljana u svijetu (preuzeto s GLOBOCAN).
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U Europi je tijekom 2020. godine oboljelo gotovo 40.000 ljudi, a umrlo gotovo 20.000
oboljelih. Prema procjeni GLOBOCAN-a (engl. The Global Cancer Observatory), dobno-
standardizirana stopa incidencije za svjetsko stanovniStvo iznosi 2/100.000, a stopa mortaliteta
1/100.000, sa znaCajnim varijacijama u razliitim regijama svijeta. Incidencija i mortalitet
najvisi su u podrucju Isto¢ne i Centralne Europe te Karibima, sa stopom ucestalosti 3,6 -
4/100.000 i stopom mortaliteta 1,9 - 2,1/100.000 [1]. Kao i u drugim sijelima, plocasti
karcinomi ¢ine vise od 95 % slucajeva karcinoma grkljana, a dobro i umjereno diferencirani
zastupljeni su u nesto viSem postotku od slabo diferenciranih karcinoma (43,5 % naspram 41,5
%). Oko dvije tre¢ine ovih tumora potie iz podrucja glotisa, a gotovo tre¢ina iz podrucja
supraglotisa. Tumori primarnog sijela subglotisa su rijetki. Transgloti¢ki tumori obuhvacaju

sva tri anatomska podrucja larinksa i rjede su zastupljeni (u manje od 5 % slucajeva) [17].

U Republici Hrvatskoj je prema posljednjim podatcima Registra za rak za 2020. godinu
zabiljeZzeno neSto manje od 300 novo dijagnosticiranih pacijenata s karcinomima grkljana te
viSe od 160 umrlih, od ¢ega vise od 90 % ¢ine muskarci [1]. Prema procjeni GLOBOCAN-a,
dobno-standardizirana stopa incidencije karcinoma grkljana u 2012. godini za Republiku
Hrvatsku iznosila je 8,3/100.000 za muskarce, a stopa mortaliteta 4,2/100.000. U 2020. godini
dobno-standardizirana stopa incidencije karcinoma grkljana za oba spola za Republiku
Hrvatsku iznosila je 3,5/100.000, a stopa mortaliteta 1,8/100.000, $to je i dalje viSe od prosjeka

u zapadnim zemljama [1].

Poznato je da su puSenje cigareta i uzimanje alkohola glavni ¢imbenici rizika za razvoj
zlo¢udnih tumora glave 1 vrata, posebno karcinoma usne Supljine, hipofarinksa i larinksa.
Cimbenici rizika opéenito imaju sliéne udinke na rizik razvoja karcinoma u razli¢itim
primarnim sijelima podru¢ja glave 1 vrata, iako taj uCinak moze varirati, pa je pusenje cigareta
najrizicnije za razvoj karcinoma grkljana, a uzimanje alkohola za razvoj karcinoma usne
Supljine i1 orofaringealnog podrucja [18]. Pojavnost nekih ¢imbenika rizika, tako 1 razvoja
karcinoma glave 1 vrata razli¢itih primarnih sijela, povezana je 1 s razli¢itim geografskim
podrucjima 1 kulturoloSkim obic¢ajima (npr. povezanost razvoja karcinoma usne Supljine u

azijsko-pacifickoj populaciji sa Zvakanjem proizvoda ,,areca “ ploda) [5].

PuSenje cigareta snazniji je ¢imbenik rizika za razvoj zlocudnih tumora glave i vrata od
konzumacije alkohola. Rizik nastanka karcinoma usne Supljine, orofarinksa i hipofarinksa
njegovim koriStenjem raste za 4 do 5 puta, a karcinoma grkljana za 10 puta [19]. Kod teskih
pusSaca postoji 5 do 25 puta visi rizik za razvoj karcinoma glave i vrata naspram nepusaca

[20,21]. Razli¢ite serije istrazivanja pokazale su da postoji uzajamna povezanost izmedu
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pojavnosti raka i koli¢ine koriStenih cigareta kao i duljine izloZenosti [22]. Prestanak pusenja
bio je povezan sa znacajnim smanjenjem relativnog rizika za razvoj karcinoma glave i vrata

[23].

I drugo izlaganje duhanu, osim cigareta, takoder je povezano s pove¢anim rizikom od razvoja
zlo¢udnih tumora glave 1 vrata. Tako je puSenje cigara i lule povezano s pove¢anom ucestalos¢u
razvoja ovih karcinoma, a porast rizika prisutan je i u onih koji nikada nisu pusili cigarete [21].
Zvakanje duhana i drugi nadini koriStenja, osim pusenja, povezani su s pove¢anim rizikom od
razvoja karcinoma usne Supljine i farinksa [24]. I1zloZzenost pasivhom pusenju moze takoder biti
faktor koji pridonosi razvoju karcinoma glave i vrata [25]. Kod nepuSaca je i upotreba
bezdimnih duhanskih proizvoda povezana s pove¢anim rizikom od karcinoma glave i vrata,

osobito usne Supljine [24].

Upotreba samog alkohola, takoder je neovisni ¢imbenik rizika razvoja ovih tumora. Unato¢
tome §to je Cesto teSko razdijeliti ucinke pusenja cigareta i primjene alkohola, samo uzimanje
viSe od 4 alkoholna pi¢a dnevno povisuje rizik razvoja karcinoma glave i vrata za 5 do 6 puta
[22,26]. Postoji mogucnost interakcije genetske preosjetljivosti i unosa alkohola na rizik
razvoja karcinoma glave i vrata, u osoba s genetskim polimorfizmima alkohol-dehidrogenaze i

aldehid-dehidrogenaze [27].

Konzumacija alkohola 1 duhana sinergisticki djeluje na razvoj karcinoma glave 1 vrata
[22,23,26,28]. Tako u tesSkih puSaca (koji puSe vise od 2 kutije cigareta dnevno) 1 alkoholi¢ara
(koji uzimaju vise od 4 alkoholna pi¢a dnevno) postoji 35 puta visi rizik razvoja zlo¢udnih
tumora glave i vrata [19]. Kod ovih pacijenata zbog pojave kancerizacije polja gornjeg diSnog

1 probavnog sustava postoji rizik razvoja novih primarnih tumora ovih regija [29].

Vise vrsta virusnih infekcija povezuju se s povecanim rizikom razvoja karcinoma glave 1 vrata,
ukljucujuéi Epstein-Barr (EBV), HPV, virus hepatitisa C (HCV), ali i virus humane
imunodeficijencije (HIV), koji doprinosi razvoju karcinoma opc¢enito. Trajna infekcija HPV-
om 1 EBV-om poznati su etioloSki ¢imbenici rizika za karcinome orofarinksa, odnosno
nazofarinksa [30,31]. Incidencija HPV pozitivnih karcinoma glave i1 vrata (naj¢es¢e podtipovi
16 1 18), posebno orofarinksa, nastavlja rasti, osobito u populaciji koja nije cijepljena protiv

HPV-a prije izlaganja virusu [32,33].

Pacijenti s Fanconijevom anemijom imaju visok rizik od razvoja zlo¢udnih bolesti, ukljucujuéi
1 karcinome plocastih stanica glave i vrata, koji u njih ¢eS¢e nastaju u ranijoj dobi i u nedostatku

drugih ¢imbenika rizika (duhan, alkohol) [34,35]. Cimbenici vezani uz prehranu i stil Zivota
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smatraju se faktorima rizika malog znacCaja za razvoj karcinoma glave 1 vrata [36].
Kontradiktorni su rezultati istrazivanja ¢imbenika povezanih s profesionalnom ili okoliSnom

izlozenoS¢u na povisenje rizika razvoja karcinoma glave i vrata [37-39].

Cimbenici rizika manjeg znadaja za razvoj karcinoma grkljana ukljucuju gastroezofagealni
refluks, Plummer-Vinsonov sindrom, anatomske malformacije, izlozenost fizikalnim,
kemijskim i Cesti€nim iritansima (toplini, kemikalijama, azbestu, niklu) ili ioniziraju¢em
zrac¢enju [17]. HPV infekcija (najéesée podtip 16) kao ¢imbenik rizika za razvoj raka grkljana
jos nije jasno definirana, iako je njegova prevalencija znacajno niza nego kod karcinoma

orofarinksa [40].

Konzumiranje duhana i alkohola etablirani su ¢imbenici rizika za razvoj karcinoma glave i
vrata. Ipak, detaljno razumijevanje njihovog mehanizma djelovanja u smislu preciznih procjena
rizika, zajednickog multipliciranja ucinka, ucinka ovisnog o dozi, ucestalosti i duljini
koriStenja, kao i dobrobiti prestanka koriStenja, ostaju 1 dalje nedovoljno jasni. Uloga drugih
potencijalnih ¢imbenika rizika, kao §to su bezdimni duhan, prehrana, oralna higijena, genetski,
profesionalni i socio-ekonomski status, u razvoju ovih tumora nije dovoljno razjasnjena.
Izazovi boljeg uvida u etioloSke ¢imbenike posljedica su heterogenosti u dizajnu ovih uglavnom

opservacijskih studija, ali i u populaciji koja je s njima obuhvacena [2].
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1.2 Anatomija podrucja grkljana

Grkljan je Suplji, cjevasti, pokretni organ sacinjen od hrskavica, misic¢a, ligamenata, odnosno
membrana i sluznice. SmjeSten je u prednjoj regiji vrata, a spoj je gornjeg i donjeg dijela diSnog
puta. Grkljan se nastavlja nakon jezika i zdrijela s jedne te dusnika s druge strane, a svojim
specificnim polozajem sudjeluje u funkciji disanja, gutanja i govora. Primarna, najstarija
funkcija grkljana je zastita donjeg dijela diSnog puta od aspiracije hrane tijekom gutanja, a
evolucijski najznacajnija, je produkcija glasa. Grkljan se uobicajeno pruza od visine tre¢eg do
sedmog vratnog kraljeSka, a njegova duljina 1 Sirina ovise o dobi, spolu i gradi osobe.
Razumijevanje anatomije i funkcije grkljana vazno je za prepoznavanje, dijagnosticiranje i
planiranje lije€enja karcinoma ovog podrucja, posebno kirurSkih zahvata. Putevi Sirenja tumora
ovog podrucja ovise o sijelu primarnog tumora. Misi¢i 1 ligamenti, odnosno membrane
stabiliziraju hrskavi¢nu strukturu te omogucuju njeno kretanje. Oni takoder svojom gradom,
kao 1 hrskavice, ¢ine laringealne odjeljke koji su vazni jer utjecu na putove Sirenja tumora, a
istovremeno otezavaju, tj. onemogucéavaju prikaz tumora klinickim pregledom. Hrskavi¢ni
kostur grkljana Cine epiglotis, tireoidna i krikoidna hrskavica te parne hrskavice, ariepiglotske,
kornikulatne 1 kuneiformne. Epiglotis je elasticna hrskavica koja pokriva otvor grkljana, a
povezana je s unutarnjom povr§inom tireoidne hrskavice. Pri gutanju, hioidna kost vuce grkljan
prema gore, dolazi do preklapanja epiglotisa preko otvora grkljana, ¢ime se onemogucava
ulazak hrane ili pi¢a u dusnik, a omoguc¢ava njihov ulazak u jednjak. Tireoidna hrskavica djeluje
kao stit (Stitasta hrskavica) koji okruzuje prednji dio grkljana. Aritenoidne hrskavice su
fleksibilne 1 naslanjaju se preko straznjeg dijela krikoidne hrskavice, dok se kornikulatne
naslanjaju na vrhove aritenoidnih. Krikoidna hrskavica potpuno okruzuje dusnik 1 nalazi se u
donjem dijelu grkljana. Kuneiformne hrskavice su smjeStene u ariepiglotskim naborima, nisu
vezane uz druge hrskavice grkljana i sluZze kao potpora glasnicama i lateralnim dijelovima
epiglotisa. Unutarnji ligamenti povezuju hrskavice grkljana medusobno, a vanjski ligamenti
grkljan s drugim strukturama poput hioidne kosti 1 dusnika. Hrskavice grkljana pomicne su
zahvaljuju¢i medusobnim zglobnim plohama. Anatomski podrucje grkljana Cine tri regije,

supraglotis, glotis 1 subglotis (slika 4).
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Slika 4. Anatomske regije grkljana (preuzeto i prilagodeno prema www.lecturio.com).

Gornji dio grkljana, supraglotis, ukljucuje epiglotis, ariepiglotske nabore, aritenoide i lazne
glasnice. Glotis obuhvaca prostor od donjeg ruba laznih glasnica do prostora ispod pravih
glasnica te prednju i straznju komisuru. Donji dio grkljana, subgloticno podrucje, pocinje
otprilike 0,5 do 1 cm ispod pravih glasnica i proteZe se do donje granice tireoidne hrskavice ili
gornjeg ruba prvog trahealnog prstena. Krvna opskrba grkljana dolazi iz gornje i donje
laringealne arterije koje su grane gornje tireoidne arterije. Vene prate arterije 1 dreniraju vensku
krv u gornje 1 donje tireoidne vene, tj. dalje, unutarnju jugularnu venu i subklaviju. Limfna
drenaza grkljana obuhvaca supragloti¢ne i infragloti¢ne limfne puteve. Uz anatomiju grkljana,
za pravilnu dijagnozu stadija bolesti 1 planiranje lijeCenja potrebno je poznavati i puteve Sirenja
karcinoma ovoga podruc¢ja u limfne ¢vorove, kao i njihovu lokalizaciju, tzv. regije. Limfni
¢vorovi na vratu povijesno su bili podijeljeni u Sest anatomskih regija s ciljem odredivanja
stadija bolesti i planiranja terapije. Definicija pojedinih regija varira, ovisno o specijalnostima.
U onkologiji 1 radioterapiji se koriste smjernice iz 2013. godine, nastale dogovorom vise
relevantnih onkoloskih drustava, koje limfne ¢vorove vrata dijele u ukupno deset regija [41].
Supragloticno podrucje obiluje limfnom mrezom te se drenira u duboke limfne ¢vorove vrata
nakon prolaska kroz preepigloti¢ni prostor i tireoidnu membranu. Od 25 do 50 % pacijenata s
karcinomom supraglotisa ima pri postavljanju dijagnoze metastaze u limfne ¢vorove, a nije
rijetka ni bilateralna zahvac¢enost. Subgloticno podrucje ima manje gustu limfnu mrezu, koja se
drenira u donje duboke vratne te rjede medijastinalne ¢vorove, putem pretrahealnih,

paratrahealnih 1 prelaringealnih limfnih ¢vorova, nakon prolaska kroz krikotireoidnu i
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krikotrahealnu membranu. Podruc¢je samog glotisa, tj. prave glasnice imaju skromno razvijenu

limfnu drenazu zbog Cega su metastaze u limfne ¢vorove prisutne kod uznapredovalih stadija

bolesti u 10 % do 35 % slucajeva, a podrucja najviseg rizika su regije I, III, IV 1 VI [42] (slika

5).

Slika 5. Regije limfnih ¢vorova vrata (preuzeto iz Gregoire et al. 2013).
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Grkljan je inerviran putem donjeg (povratnog) i gornjeg laringealnog Zivca koji su grane

desetog kranijalnog Zivca. Gornji laringealni Zivac prima i grane iz gornjeg cervikalnog ganglija

simpatickog Ziv€anog sustava te se dijeli u dvije grane. One inerviraju gornji dio grkljana. Donji

laringealni zivac inervira sve intrinzi¢ne misic¢e grkljana osim krikotireoidnog. Vanjski misici

grkljana su upareni i omogucuju pokretanje grkljana kraniokaudalno, uz pomaganje pokreta

gutanja, dok intrinzi¢ni miSi¢i sudjeluju u produkciji glasa. I drugi misi¢i, koji se ne smatraju

miSi¢ima grkljana u uZem smislu, jer se ne pripajaju na grkljan ili njegove dijelove, takoder

mogu doprinijeti pokretima grkljana [43,44].
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1.3 Klini¢ka slika karcinoma grkljana

Promuklost je prvi i najces¢i simptom karcinoma glasnica, odnosno glotisa, koji ¢ini dvije
tre¢ine svih dijagnosticiranih karcinoma grkljana. Karcinomi naj¢e$¢e nastaju na prednjem
gornjem slobodnom rubu glasnice, a mogu izazvati njenu fiksaciju bilo veli¢inom tumora ili
infiltracijom intrinzi¢nih misi¢a. Kod uznapredovalih stadija karcinoma glotisa te karcinoma
supraglotisa, javlja se promjena kvalitete glasa, nelagoda i osjecaj stranog tijela u grlu, odnosno
vratu, bol u grlu koja se moze Siriti prema uhu, bolovi pri gutanju, stridor ili masa na vratu u
smislu uvecanih, metastatskih limfnih ¢vorova. Karcinomi supraglotisa obi¢no se
dijagnosticiraju u lokoregionalno uzapredovalim stadijima bolesti, §to je povezano s kasnom
pojavom simptoma. Postojanje metastaza u regionalnim limfnim ¢&vorovima obiljezje je
karcinoma supraglotisa te se nalazi kod 55 % pacijenata pri dijagnozi, a kod 16 % pacijenata
metastaze u limfne ¢vorove su bilateralne [45]. Karcinomi subglotisa su rijetki, i obi¢no se
simptomi pojave pri Sirenju na ostala podrucja grkljana i vrata, npr. promuklost pri zahva¢anju
glasnica, uvecéani, zahvaceni limfni ¢vorovi. Unatoc¢ ¢injenici da se simptomi karcinoma glotisa
javljaju rano, prema SEER registru Nacionalnog instituta za rak SAD-a, procjenjuje se da ¢e u
2023. godini svega 50 % novo dijagnosticiranih slucajeva karcinoma larinksa biti otkriveno u
lokaliziranom stadiju bolesti [16]. Navedeno je djelomi¢no posljedica nedostatka ranih
simptoma kod karcinoma supraglotisa koji €esto rastu egzofiticno 1 invazivniji su od tumora
glotisa, uz mogucénost ranog metastaziranja u regionalne limfne ¢vorove, a takoder i
specifi¢nosti populacije koja obolijeva od karcinoma grkljana, a Sto je uzrok dijagnosticiranja
bolesti u uznapredovalim stadijima [45,46]. Udaljenim metastazama u karcinomu plocastih
stanica obi¢no prethode metastaze u limfnim ¢vorovima. Hematogena diseminacija bolesti
moze se javiti u uznapredovalim stadijima karcinoma grkljana, a naj¢esca je u medijastinalnim

limfnim ¢vorovima, plu¢ima, jetri, pleuri i kostima, a moze zahvatiti i druge organe.
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1.4 Dijagnostika karcinoma grkljana

Cilj je dijagnosticke obrade Sto ranija potvrda maligne bolesti kod sumnje na istu. Preporuka je
Britanske udruge onkologa glave i vrata (The British Association of Head and Neck Oncologists
(BAHNO)) dijagnosti¢ku obradu i planiranje lijeCenja zlo¢udnih tumora glave i vrata, pa tako
i karcinoma grkljana, dovrSiti unutar ¢etrnaest dana [47]. Odgode u pocetku lijeCenja utjeCu
negativno na ishode, neovisno o spolu, dobi, veli¢ini i proSirenosti primarnog tumora. Potrebno
je zbog planiranja lijeCenja Sto brze utvrditi prirodu suspektne lezije, s ciljem $to to¢nijeg 1
najmanje moguceg invazivnog utvrdivanja lokalne, regionalne i udaljene prosirenosti, tj. stadija
bolesti. Potrebno je ispitati klinicke simptome, vrijeme njihove pojave i1 brzinu progresije
ukoliko je prisutna, ranije utvrdene i lijjeCene zlocudne bolesti i komorbiditete, obiteljsku
anamnezu, socijalnu situaciju te profesionalnu i bihevioralnu izloZenost rizicnim ¢imbenicima.
Preporuka je prekid koristenja duhana i alkohola, ne samo zbog negativnog utjecaja na klinicke
ishode, ve¢ i smanjenja rizika za razvoj drugih primarnih tumora. Poznato je da se povrat bolesti
u pacijenata s karcinomom grkljana javlja najéesée u vremenu pracenja tijekom druge ili trece
godine od postavljanja dijagnoze, dok se iza pete godine taj rizik znacajno smanjuje te se cesce
dijagnosticiraju drugi primarni zlo¢udni tumori gornjeg dijela diSnog, odnosno probavnog
sustava. Promuklost je najces¢i rani simptom karcinoma glotisa. Bol pri gutanju ili bol grla koja
se $ir1 prema uhu mogu ukazivati na uznapredovali stadij karcinoma glotisa ili biti rani simptom
karcinoma supraglotisa. Metastaze u limfne ¢vorove palpiraju se pri klinickom pregledu kao
fiksirane, ¢vrste, bezbolne mase na vratu. Simptomi lokoregionalno uznapredovale bolesti ili
diseminiranog karcinoma grkljana, bilo koje od anatomskih regija, ukljucuju gubitak tjelesne
mase, otezano gutanje, aspiraciju i druge. Osim inspekcije 1 palpacije struktura podrucja glave
1 vrata, najvazniji je dio fizikalnog pregleda indirektna laringoskopija. Uz nju je, od invazivnih
pretraga, potrebna i1 video-fiberendoskopija s ciljem prikaza cijele dostupne sluznice podrucja
glave 1 vrata, procjene lokalne proSirenost, veli¢ine tumora 1 zahvacenosti okolnih struktura,
kao 1 procjene pokretljivosti glasnica i1 grkljana. Zbog moguénosti pojave sinkronih tumora
pregledava se dostupna sluznica svih anatomskih regija podru¢ja glave i vrata, najcesce
panendoskopski u opcoj endotrahealnoj anesteziji s ciljem uzimanja uzorka tkiva za
patohistoloSku analizu. Kod sumnje na metastaze u limfne ¢vorove vrata savjetuje se potvrda
ultrazvuénim pregledom (UZV) uz citoloSku punkciju suspektnih ¢vorova (engl. fine needle
aspiration, FNA). Za utvrdivanje Sto preciznijeg stadija bolesti, posebno odnosa prema
vaskularnim 1 mi$iénim strukturama, kao i hrskavicama, kod svih karcinoma grkljana, i

pocetnih i uznapredovalih, savjetuje se uciniti viSeslojnu kompjuteriziranu tomografiju vrata s
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kontrastom (engl. multislice computed tomography, MSCT). U nekim slucajevima, kada je
potrebno definirati invaziju hrskavice ili mekih tkiva (retrofaringealni, paravertebralni prostor)
moze se uciniti i magnetska rezonancija (MR) podrucja glave i vrata. Kod uznapredovalih
stadija bolesti savjetuje se 1 MSCT torakalnih organa zbog iskljuc¢enja udaljene diseminacije
bolesti, a 1 drugih primarnih tumora (naj¢esce raka plu¢a). U obzir dolazi i primjena pozitronske
emisijske tomografije s CT-om (PET/CT) u pacijenata sa sumnjom na udaljenu diseminaciju
bolesti koja se ne moze razjasniti MSCT-om [45,46]. Kod sumnje na Sirenje karcinom grkljana
u podrucje hipofarinksa ili dusnika potrebne su dodatne endoskopske pretrage, kao $to su video-
bronhoskopija odnosno ezofagogastroduodenoskopija [45]. Preporuka je u dijagnostickom
postupku malignih bolesti, pa tako i karcinoma grkljana, u€initi laboratorijske pretrage krvi i to
kompletnu i diferencijalnu krvnu sliku te biokemijske analize, ukljuc¢ujuéi analizu funkcije
jetre, bubrega 1 Stitnjace. Zbog specifi¢nosti populacije koja obolijeva od karcinoma grkljana,
potrebno je Sto ranije u tijeku dijagnosticke obrade ukljuciti tim stru¢njaka, specijalista
otorinolaringologije, tj. kirurga podrucja glave i vrata, patologa, radiologa, klinickog onkologa,
logopeda, nutricionista, fizijatra, psihologa i psihijatra, a prema potrebi i socijalnog radnika.
Svakako se savjetuje sanacija zubala, posebno prije pocetka radioterapije. Prije pocetka
lijeCenja, a nakon potvrde =zlocudnosti, svakog je pacijenta potrebno prikazati na

multidisciplinarnom timu.
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1.5 Patologija karcinoma grkljana

Tumori glave i vrata, pa tako i1 podrucja grkljana najceS¢e nastaju iz pokrovnog, odnosno
plocastog epitela. U ovom se podrucju rijetko mogu pojaviti i drugi tumori, podrijetla zlijezda
slinovnica, vezivnog tkiva, tj. mezenhimalnog podrijetla, melanomi, neuroendokrini i tumori
hematopoetskog sustava. Najc¢es¢i dobro¢udni tumori ovog podrucja su skvamozni papilomi.
Displazije epitela tj. skvamozne intraepitelne lezije (engl. squamous intraepithelial lesion,
(SIL)) obuhvacaju spektar histomorfoloskih promjena koje se smatraju prekursorskim lezijama,
a imaju potencijal za razvoj u zloudne promjene epitela. Medu zlocudnim lezijama najces¢i je
klasi¢ni karcinom plocastih stanica (engl. squamous cell carcinoma, SCC). Osim klasi¢nog,
postoji viSe podtipova karcinoma plocastih stanica. Vazno je prepoznati ih u odnosu na klasi¢ni
karcinom plocastih stanica jer se razlikuju po specificnim morfoloskim, genetskim 1

prognostickim karakteristikama [48].
1.5.1 Prekursorske lezije
1.5.1.1 Skvamozni papilomi i papilomatoza

Skvamozni papilomi su multiple egzofiticne dobro¢udne promjene plocastog epitela koje
nastaju na spoju sluznice cilindricnog i plocastog epitela najées¢e na glasnicama i ventrikulima,
sa Sirenjem prema supraglotisu ili subglotisu [48]. U 90 % sluc¢ajeva nastaju kao posljedica
infekcije HPV-om 6 ili 11. Potrebno je patohistoloSko pracenje ovih promjena zbog ranog
otkrivanja potencijalno rizi€nih promjena epitela. Klinicki tijek bolest je nepredvidljiv i varira
od spontanog nestanka promjena, preko stabilne bolesti, do agresivnog tijeka koji zahtjeva
kirursko lijecenje [48]. U 1 do 4 % slucajeva dolazi do maligne transformacije, obi¢no pod

utjecajem drugih karcinogena, naj¢esce pusenja [49-51].
1.5.1.2 Displazija epitela grkljana

Displazije su poremecaji u arhitekturi i citoloSkom izgledu stanica plocastog epitela grkljana.
Posljedica su multiplih genetskih oSte¢enja, povezanih s povecanim rizikom od progresije do
nastanka invazivnog karcinoma [48]. Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (engl. World
Health Organisation, WHO) ove se lezije klasificiraju kao displazije niskog i visokog stupnja
1 karcinom in situ (CIS), ovisno o debljini zahvacenog epitela [52,53]. Nemaju karakteristi¢an
makroskopski izgled, a mogu se prezentirati kao lokalizirana ili difuzna promjena po tipu
leukoplakije, eritroplakije, njthove kombinacije ili kroni¢nog laringitisa [54]. Novije metode
endoskopije mogu pomoc¢i u diferencijalnoj dijagnostici premalignih 1 malignih lezija. Rizik

zlo¢udne transformacije raste sa stupnjem displazije, od 1,6 % za niski do 12,5 % za visoki
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stupan;j displazije [55]. CIS je povezan s viSim rizikom nastanka zlo¢udnih promjena epitela
(40 %) te moze zahtijevati opseznije terapijske zahvate ovisno o mjestu promjene i izlozenosti

¢imbenicima rizika [56].
1.5.2 Histoloski tipovi karcinoma grkljana

Karcinomi grkljana najcesc¢e potjecu od stanica pokrovnog epitela, pa tako karcinomi plocastih
stanica Cine viSe od 90 % ovih tumora [48,57]. Medu njima je najces¢i klasi¢ni karcinom
plocastih stanica. Tumori hrskavice grkljana ¢ine 0,2 - 0,5 % svih tumora grkljana, pri ¢emu su

hondrosarkomi znatno ¢es¢i od hondroma.
1.5.2.1 Karcinom plocastih stanica grkljana

Medu karcinomima plocastih stanica grkljana najces¢i je klasi¢ni karcinom, ostale, rjede
podtipove ¢ine verukozni, adenoskvamozni, limfoepitelijalni karcinom te bazaloidni, papilarni

1 plocasti karcinom vretenastih stanica.
1.5.2.1.1 Klasi¢ni karcinom plocastih stanica

Klasi¢ni karcinom plocastih stanica najc¢esca je zlo¢udna promjena koja nastaje iz povrsinskog
epitela sluznice grkljana [48]. Gradus tumora odreduje se na temelju znac¢ajki kao Sto su omjer
jezgre 1 citoplazme, morfologija jezgre, broj mitoza, stupanj atipije, stromalna reakcija i
keratinizacija [58]. Gradus tumora znacajan je prognosti¢ki ¢imbenik unato¢ razlikama u
sustavima klasifikacije 1 subjektivnosti u ocitavanju istog [48,59,60]. Perineuralna invazija je
negativan prognosticki ¢imbenik, tj. utjeCe na prezivljavanje nakon operacije [61].
Limfovaskularna invazija, kao i zahvacen resekcijski rub nakon kirur§kog zahvata, povezani su
s lo$ijim ishodima lijecenja u pacijenata koji su podvrgnuti totalnoj laringektomiji, a nakon
provedenog primarnog onkoloskog lijjecenja [62]. Prisutnost tumor-infiltriraju¢ih limfocita je
pozitivan prognosticki ¢imbenik [63]. U 20 % pacijenata s klinicki negativnim limfnim
¢vorovima, nakon disekcije vrata pronadu se okultne metastaze. One su ceS¢e kod
supragloti¢nih nego tumora glotisa te u uznapredovalim T (T3 - T4) stadijima [64]. Dobro
diferencirani keratiniziraju¢i 1 ne-keratinizirajuéi karcinomi plocastih stanica moraju se
razlikovati od verukoznog i papilarnog karcinoma. Slabo diferencirani karcinom plocastih
stanica ima Sirok spektar diferencijalno dijagnostickih moguénosti. Prekomjerna ekspresija p16
ne bi se trebala smatrati surogatom HPV infekcije kao kod orofaringealnog karcinoma [65,66].
Razli¢iti ¢cimbenici utjecu na prognozu karcinoma plocastih stanica grkljana, a obuhvacaju one
povezane s karakteristikama pacijenta 1 tumora, ali i1 lijeCenjem, a detaljnije je opisano u

poglavlju Prognosticki ¢imbenici karcinoma grkljana ploc¢astih stanica [67]. Dulje ukupno

21



prezivljenje (OS), kao i bolji odgovor na terapiju inhibitorima kontrolnih to¢aka kod povrata ili
metastatske bolesti, imaju tumori s PD-L1 ekspresijom (engl. Pogrammed Death-Ligand 1) t;.
oni koji imaju CPS (engl. Combined Postive Score) > 1 i CPS > 20. Biopticki uzorak nije
pogodan za definiciju PD-L1 ekspresije zbog heterogenosti unutar tumora. Primjerenim
kirurskim rubom za rane stadije karcinoma grkljana smatra se udaljenost tumora od 1 do 2 mm
od ruba oznacenog bojom, s obzirom na to da u ovim stadijima bolesti neadekvatni kirurski
rubovi ne utjecu na lokalnu kontrolu ili ukupno prezivljenje [48,68,69]. U uznapredovalim
stadijima karcinoma grkljana postoje velike razlike u lokalnoj kontroli bolesti izmedu
pozitivnih 1 negativnih (bliskih — manje od 5 mm ili urednih — pet ili viSe mm) kirurskih rubova
[48,69]. Prema CAP (engl. College of American Pathologists) smjernicama patohistoloski
izvjeStaj za klasicni karcinom plocastih stanica pacijenta lijecenih radikalnim krirurSkim
zahvatom treba osim histoloSkog podtipa sadrzavati: vrstu kirur§kog zahvata, primarno sijelo
tumora, prisutnost transgloticnog Sirenja, lateralnost i fokalnost tumora, veli¢inu tumora u 3
dimenzije, histoloski gradus, Sirenje tumora prema drugim organima/prostorima, resekcijske
rubove, ukljuc¢ujuéi najmanju udaljenost invazivne i neinvazivne komponentne od najblizeg
ruba kao 1 lokaciju, tj. orijentaciju tog ruba, prisutnost vaskularne i perineuralne invazije, broj
pregledanih i zahvacenih limfnih ¢vorova, po regijama ukoliko je mogu¢ te njihovu lateralnost,
kao 1 veli¢inu najveéeg tumorskog depozita, prisutnost i veli¢inu ekstranodalne ekstenzije
(ENE) te stadij bolesti prema TNM klasifikacijskom sustavu, uz naznake nekih specifi¢nosti za
primarni tumor ukoliko one postoje (npr. m za multiple primarne tumore, r za recidiv, a 'y za
opis primarnog tumora nakon provedenog lije€enja) [70]. Upravo ovakvi standardiziran nain
patohistoloSkog izvjesca, koje obuhvaca ¢imbenike rizika vezane uz tumor, doprinosi boljem

multidisciplinarnom pristupu u lijeCenju pacijenata s karcinomima plocastih stanica.
1.5.2.1.2 Verukozni karcinom

Verukozni karcinom ¢ini manje od 1 % svih zlo¢udnih tumora glave i vrata. Radi se o dobro
diferenciranom karcinomu plocastih stanica koji je lokalno destruktivan, ali nema metastatski
potencijal. U larinksu najceSce nastaje na glasnicama. Savjetuje se primarno, kirursko lijecenje,

iako 1 primarna radioterapija moze biti u¢inkovita [71,72].
1.5.2.1.3 Bazaloidni karcinom plocastih stanica

Bazaloidni karcinom karakteriziran je bazaloidnom morfologijom, plo¢astom diferencijacijom
i agresivnim ponaSanjem. Najde$¢e se javlja u supraglotisu. Cesto se dijagnosticira u
uznapredovalim stadijima bolesti. Etiologija je povezana s puSenjem i konzumacijom alkohola
[48].
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1.5.2.1.4 Papilarni karcinom plocastih stanica

Papilarni karcinom plocastih stanica raste egzofiti¢no i javlja se najéesée u podrucjima glotisa,
supraglotisa i transglotisa. Ce$¢i je kod muskaraca starije dobi [48]. Etioloski se povezuju s
koristenjem duhana i konzumacijom alkohola te visokorizicnom HPV infekcijom, ovisno o
primarnom sijelu [73,74]. Prognosticki je sli¢an klasicnom karcinomu plocastih stanica, a zbog

egzofiticnog rasta se dijagnosticira u ranijim stadijima bolesti [75].
1.5.2.1.5 Plocasti karcinom vretenastih stanica

Plocasti karcinom vretenastih stanica predstavlja vrlo rijedak zlo¢udni tumor podrucja glave i
vrata, a naj¢es¢i je u podrucju glotisa, gdje €ini tek 1 % svih slucajeva. Etioloski je utvrdena
povezanost s koriStenjem duhana i alkohola, a u dijela pacijenata potvrdena je izloZenost
zrac¢enju. Diferencijalno dijagnosticki vazno ga je razlikovati od postiradijacijskih promjena i

malignih mezenhimalnih tumora [48].
1.5.2.1.6 Adenoskvamozni karcinom

Ovi zlo¢udni tumori nastaju iz povrSinskog epitela, a pokazuje plocastu i1 zljezdanu
diferencijaciju [48]. Adenoskvamozni karcinom je rijedak, najces¢e se razvija u podrucju
grkljana 1 dva do Cetiri puta je ¢e$¢i u muskaraca, uz vrh incidencije u sedmom i osmom
desetljecu zivota [76—79]. PuSenje cigareta i konzumacija alkohola moguc¢i su predisponirajuci
¢imbenici [48]. Biolosko ponasanje adenoskvamoznog karcinoma agresivnije je od klasi¢nog
karcinoma plocastih stanica te se ¢eSce dijagnosticira u uznapredovalim stadijima bolesti [79].
Unato¢ multimodalnom adjuvantnom lijecenju nakon kirurSkog zahvata, Cesti su recidivi 1

pojava udaljene diseminacije bolesti [48].
1.5.2.1.7 Limfoepitelijalni karcinom

Limfoepitelijalni karcinom je slabo diferencirani ploc€asti karcinom morfoloski sli¢an
nekeratiniziraju¢im, nediferenciranim nazofaringealnom karcinomu. Izrazito je rijetki podtip
karcinoma plocastih stanica grkljana, a uglavnom se javlja kod starijih muskaraca. Etioloski se
razvoj limfoepitelijalnog karcinoma povezuje s pusenjem i konzumacijom alkohola, a u nekim
je slucajevima prisutan HPV visokog rizika. Ovi tumori Cesto sadrze pS3 mutacije. Metastaze
u regionalnim limfnim ¢vorovima javljaju se u 50 do 75 % pacijenata, a udaljena diseminacija

bolesti u 20 do 25 % [48].
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1.5.2.2 Mezenhimalni tumori grkljana

Maligni mezenhimalni tumori grkljana su izuzetno rijetki i1 ¢ine 0,2 - 0,5 % svih slucajeva.
Medu njima su najces¢i hondrosarkomi niskog gradusa. Za dijagnozu je potrebna klinicko-
patoloska i radioloska korelacija, a primarni nacin lijeCenja je posStedni kirurski zahvat s ciljem

ocuvanja funkcije organa [48].

1.6 Odredivanje stupnja diferencijacije za karcinom plocastih stanica
grkljana

Stupanj plocaste diferencijacije temelji se na stupnju keratinizacije s prisustvom keratinskih
perli 1/ili medustani¢nih mostova. Kategorizira se u tri podskupine, kao dobro, umjereno i slabo
diferencirani karcinom plocastih stanica [48]. Gradus ploc€astih karcinoma odreduje se
temeljem Sire primijenjenih Broderovih kriterija prema slicnosti s normalnim plocastim
epitelom u tri (dobro, umjereno i slabo) ili rjede Cetiri (dobro, umjereno, slabo i nediferencirani)
kategorije [4,48]. Temelj ovog sustava jesu morfolosSke znacajke stanica kao §to su omjer jezgre
1 citoplazme, morfologija jezgre, broj mitoza, stupanj atipije, stromalna reakcija i keratinizacija
[58]. U novijim sustavima gradiranja su ukljueni i nacin rasta tumora (ekspanzivni,
infiltrativni), upalni odgovor, nekroza i limfovaskularna invazija [67]. Zbog razlike u sustavima
klasifikacije 1 subjektivnosti u o€itavanju, kod klasi¢nih karcinoma plocastih stanica, histoloski
gradus nije idealan prognosticki faktor [59,60]. Ipak, standard je kao stupanj zlo¢udnosti navesti
gradus koji je ili najzastupljeniji ili najviSeg stupnja. Neki podtipovi karcinoma plocastih
stanica kao $to su npr. verukozni ili bazaloidni, ne zahtijevaju navodenje gradusa, a zbog

njihovog bioloskog ponaSanja [70].
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1.7 Odredivanje stadija bolesti za karcinom plocastih stanica grkljana

Svim pacijentima s histoloSki dokazanim karcinomom grkljana potrebno je odrediti stadij
bolesti prije pocetka planiranja lijeCenja. U odredivanju stadija malignih bolesti, tako i
karcinoma grkljana, AJCC (engl. The American Joint Committee on Cancer) i UICC (engl.
Union for International Cancer Control) savjetuju upotrebu TNM (engl. Tumor - Node -
Metastasis) klasifikacijskog sustava [46,80]. Trenutno je u upotrebi posljednje osmo AJCC
izdanje priruc¢nika za odredivanje stadija bolesti karcinoma grkljana iz 2017. godine kao §to je
prikazano u tablici 1 1 2. U rane stadije karcinoma grkljana spadaju stadij 1 1 II, a u

uznapredovale stadij III i IV, nemetastatske bolesti.

Tablica 1. TNM Kklasifikacija karcinoma grkljana.

Primarni tumor (T)

TX Primarni tumor se ne moze procijeniti
TO0 Nema dokaza za postojanje primarnog tumora

Tis Karcinom in situ

Supraglotis

T1 Tumor ogranicen na jednu regiju supraglotisa s uredno pokretnim glasnicama
T2 Tumor zahvaca sluznicu viSe od jedne susjedne regije supraglotisa ili glotisa
ili regiju van supraglotisa (npr. sluznice baze jezika, valeukule, medijalnog zida
piriformnog sinusa) bez fiksacija grkljana
T3  Tumor ogranicen na grkljan s fiksacijom glasnica 1/ili invazijom bilo ¢ega od
sljede¢eg: postkrikoidnog podrucja, preepiglotskog prostora, paraglotiénog
prostora i/ili unutarnjeg korteksa tireoidne hrskavice
T4 Umjereno ili vrlo uznapredovali tumor
T4a Umjereno uznapredovala lokalna bolest
Tumor prodire kroz vanjski korteks tireoidne hrskavice 1/ili zahvaca
tkiva izvan grkljana (npr. dusnik, meka tkiva vrata ukljucuju¢i duboke
vanjske miSice jezika, infrahioidine miSice, Stitnjacu ili jednjak)
T4b Vrlo uznapredovala lokalna bolest
Tumor zahvaca prevertebralni prostor, obuhvaca karotidnu arteriju, ili

zahvaca medijastinalne strukture
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Glotis

T1

T2

T3

T4

Tumor ograni¢en na glasnicu ili glasnice (moze zahvatiti prednju ili straznju

komisuru) s normalnom pokretljivos¢u glasnica

Tla Tumor ogranicen na jednu glasnicu

T1b Tumor zahvaéa obje glasnice

Tumor se proteze do supraglotisa i/ili subglotisa i/ili je oSte¢ena pokretljivost

glasnica

Tumor ogranicen na grkljan s fiksacijom glasnica i/ili invazijom paragloti¢nog

prostora i/ili unutarnjeg korteksa tireoidne hrskavice

Umjereno ili vrlo uznapredovali tumor

T4a Umjereno uznapredovala lokalna bolest
Tumor prodire kroz vanjski korteks tireoidne hrskavice i/ili zahvaca
tkiva izvan grkljana (npr. dusnik, krikoidnu hrskavicu, meka tkiva vrata
ukljucujuéi duboke vanjske misice jezika, infrahioidine misice, Stitnjacu
ili jednjak)

T4b Vrlo uznapredovala lokalna bolest
Tumor zahvaca prevertebralni prostor, obuhvaca karotidnu arteriju ili

zahvaca medijastinalne strukture

Subglotis

T1
T2
T3

T4

Tumor ograni¢en na podrucje subglotisa
Tumor se Siri na glasnicu ili glasnice koje su uredno ili smanjeno pokretne
Tumor ograni¢en na grkljan s fiksacijom glasnica i/ili invazijom paragloticnog
prostora i/ili unutarnjeg korteksa tireoidne hrskavice
Umjereno ili vrlo uznapredovali tumor
T4a Umjereno uznapredovala lokalna bolest
Tumor zahvaca krikoidnu ili tireoidnu hrskavicu 1/ili zahvacéa tkiva
izvan grkljana (npr. dusnik, meka tkiva vrata ukljucuju¢i duboke
vanjske miSice jezika, infrahioidne miSice, Stitnjacu ili jednjak)
T4b Vrlo uznapredovala lokalna bolest
Tumor zahvaca prevertebralni prostor, obuhvaca karotidnu arteriju ili

zahvaca medijastinalne strukture
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Regionalni limfni ¢vorovi (N)

Klinicki limfni ¢vorovi (cN)

NX Regionalni limfni ¢vorovi se ne mogu procijeniti

NO
N1

N2

N3

Nema metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima

Metastaza u jednom istostranom limfnom ¢voru, 3 cm ili manja u najvecoj

dimenziji, bez ekstranodalne ekstenzije (ENE(-))

Metastaza u jednom istostranom limfnom ¢voru, vec¢a od 3 c¢m, ali ne veca od

6 cm u najvecoj dimenziji 1 ENE(-); ili metastaze u viSe istostranih limfnih

¢vorova, nijedna veca od 6 cm u najvecoj dimenziji i ENE(—); ili metastaze u

bilateralnim ili kontralateralnim limfnim ¢vorovima, ne veée od 6 cm u

najvecoj dimenziji i ENE(-)

N2a Metastaza u jednom istostranom limfnom ¢&voru, veéa od 3 cm, ali ne
veca od 6 cm u najvecoj dimenziji i ENE(-)

N2b Metastaze u vise istostranih limfnih ¢vorova, ni jedna ve¢a od 6 cm u
najvecoj dimenziji i ENE(-)

N2c¢ Metastaze u obostranim ili kontralateralnim limfnim ¢vorovima, ni
jedna veca od 6 cm u najvecoj dimenziji i ENE(-)

Metastaza u limfnom ¢voru, ve¢a od 6 cm u najvecoj dimenziji i ENE(-); ili

metastaze u bilo kojem limfnom c¢voru (€vorovima) s klini¢ki izrazenom

ENE(+)

N3a Metastaza u limfnom ¢voru, veca od 6 cm u najvecoj dimenziji i ENE(—)

N3b Metastaze u bilo kojem limfnom ¢voru (€vorovima) s klini¢ki izraZzenim

ENE(+)

PatoloSki limfni ¢vorovi (pN)

NX Regionalni limfni ¢vorovi se ne mogu procijeniti

NO
N1

N2

Nema metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima

Metastaza u jednom istostranom limfnom ¢voru, 3 cm ili manja u najvecoj
dimenziji i ENE(-)

Metastaza u jednom istostranom limfnom ¢&voru, 3 cm ili manja u najvecoj
dimenziji 1 ENE(+); ili ve¢a od 3 cm, ali ne ve¢a od 6 cm u najvecoj dimenziji
i ENE(-); ili metastaze u viSe istostranih limfnih ¢vorova, ni jedna veca od 6
cm u najve¢oj dimenziji i ENE(—); ili u bilateralnim ili kontralateralnim

limfnim ¢vorovima, ni jedna vec¢a od 6 cm u najvecoj dimenziji i ENE(—)
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N2a Metastaza u jednom istostranom ¢voru, 3 cm ili manja u najvecoj
dimenziji i ENE(+); ili metastaza u jednom istostranom ¢voru, veéa od
3 cm, ali ne ve¢a od 6 cm u najvecoj dimenziji i ENE(—)

N2b Metastaze u viSe istostranih ¢vorova, nijedna ve¢a od 6 cm u najvecoj
dimenziji i ENE(-)

N2c¢ Metastaze u bilateralnim ili kontralateralnim limfnim ¢vorovima,
nijedna veca od 6 cm u najvecoj dimenziji i ENE(—)

N3 Metastaza u limfnom ¢voru, ve¢a od 6 cm u najvecoj dimenziji i ENE(-); ili
metastaza u jednom istostranom ¢voru, ve¢em od 3 cm u najvecoj dimenziji 1
ENE(+); ili viSe istostranih, kontralateralnih ili bilateralnih limfnih ¢vorova i
bilo kojih s ENE(+); ili jedan kontralateralni ¢vor bilo koje veli¢ine i ENE(+)
N3a Metastaza u limfhom ¢voru, veca od 6 cm u najvecoj dimenziji i ENE(—)
N3b Metastaza u jednom istostranom ¢voru, ve¢em od 3 cm u najvecoj

dimenziji i ENE(+); ili viSe istostranih, kontralateralnih ili bilateralnih
limfnih ¢vorova s ENE(+); ili jedan kontralateralni ¢vor bilo koje

veli¢ine 1 ENE(+)

Udaljene metastaze (M)

MO Nema udaljenih metastaza

M1 Postoje udaljene metastaza
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Tablica 2. Sustav odredivanja stadija karcinoma grkljana prema AJCC-u (prognosticke skupine

po stadiju bolesti).

Stadij T N M
0 Tis NO MO
I T1 NO MO
II T2 NO MO
I T3 NO MO
T1 N1 MO
T2 N1 MO
T3 NI MO
IVA T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N2 MO
T4a NO, N1, N2 MO
IVB Bilo koji T N3 MO
T4b Bilo koji N MO
IvC Bilo koji T Bilo koji N Ml
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1.8 Prognosticki ¢imbenici karcinoma grkljana ploc¢astih stanica

Razli¢iti ¢imbenici utjeCu na prognozu karcinoma plocastih stanica grkljana, a obuhvacaju one

povezane s karakteristikama pacijenta 1 tumora, ali 1 lijeCenjem.

Prognosticki ¢imbenici vezani uz pacijenta ukljucuju dob, spol, nutricijski status, opée stanje i
komorbiditete, kao i imunoloski odgovor pacijenta [48,67]. Prevalencija karcinoma grkljana
iznosi 25 % svih karcinoma glave 1 vrata, 1 u muSkaraca 1 u Zena, dok je smrtnost 28 % u
muskaraca i 12 % u Zena [81]. Muski spol prediktor je lokoregionalnog povrata bolesti i smrti
od raka kao i smrti od bilo kojeg drugog uzroka [67]. Sto se ti¢e utjecaja dobi na smrtnost,
rezultati su kontradiktorni. Prema nekim istrazivanjima smrtnost je niza za mlade pacijente, a
oni imaju i nizu stopu povrata bolesti, kao i razvoja novih primarnih tumora [67]. LoSe opce
stanje pacijenta povezano je s viSim rizikom recidiva. Osim puSenja cigareta 1 uzimanja
alkohola koji negativno utjecu na op¢i tjelesni status pacijenta i prognozu, i komorbiditeti imaju
negativan prognosticki utjecaj [82—84]. Komorbiditeti, kao 1 opée stanje, utje¢u na odluku o
nacinu i ciljevima lijeCenja, pa tako i na ishode lijecenja, a njihova prisutnost povezana je s
viSim stopama komplikacija nakon kirurSkog lije€enja. Anemija, kao i snizene vrijednosti
hemoglobina, negativni su prognosticki ¢imbenici za lokoregionalnu kontrolu bolesti nakon
primarne radioterapije za pocetne stadije karcinoma grkljana [67]. Malnutricija je prisutna kod
znacajnog broja pacijenata s tumorima glave 1 vrata, pa tako 1 karcinomima grkljana, a poznato
je da negativno utjeCe i1 na imunoloski sustav, tj. odgovor. Gubitak tjelesne mase utjece
negativno na razvoj komplikacija nakon kirurS§kog zahvata, a sniZzen indeks tjelesne mase
neovisni je negativni prognosticki faktor loSijeg prezivljenja pacijenata s karcinomima grkljana

[67].

Prognosticki ¢imbenici vezani uz tumor trebaju biti detaljno obuhvacéeni patohistolosSkim
izvjeStajem nakon kirur§kog lijecenja, prema CAP smjernicama. PetogodiSnje preZivljenje raka
grkljana u SAD-u iznosi 61,6 % [16]. Mjesto primarnog sijela prognosticki je ¢imbenik, pa tako
petogodisnje prezivljenje za karcinome glotisa iznosi iznad 77 %, supraglotisa 46 %, a
subglotisa 53 %, a vezano je uz stadij bolesti. PetogodiSnje prezivljenje karcinom grkljana za
rani stadij bolesti (I 1 IT) iznosi 79,4 %, dok kod prisutnosti metastaza u limfne ¢vorove pada na

46,9 %, a u metastaskoj bolesti na 34,4 % (slika 6).
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Slika 6. Karcinom grkljana - petogodi$nje preZivljenje po stadijima (preuzeto i prilagodeno

préema www.seer.cancer.gov).

Primarno sijelo plo¢astog karcinoma grkljana varira ovisno o spolu, pa su kod Zena znacajno
¢es¢i karcinomi supraglotisa. Vecina tumora glotisa u trenutku dijagnoze ima lokalizirani stadij
bolesti (83 %), dok supragloticni tumori pokazuju ¢e$¢u regionalnu diseminaciju i pojavu
lokalnog recidiva. Kako bi se postigla uniformnost u opisu tumora grkljana, predloZzen je TNM
klasifikacijski sustav kao standardizirani nadin opisa mjesta, veliine i Sirenja primarnog
tumora te prisutnosti regionalnih i udaljenih metastaza. TNM klasifikacijski sustav je osnova
za utvrdivanje prognosti¢kih skupina, po stadiju bolesti. Unato¢ dostignu¢ima u radioloskim
tehnikama prikaza tumora, postoji 1 dalje znacajan nesrazmjer u klini¢koj i patoloSkoj procjeni
stadija bolesti. Vise studija pokazalo je da s porastom T razreda, kao 1 stadija bolesti, raste rizik
povrata bolesti za karcinome grkljana [67]. Zahvacenost prednje komisure kod pocetnih tumora
glotisa (T1) negativni je prognosticki ¢imbenik za rizik lokalnog povrata bolesti [85]. Status
zahvacenosti limfnih ¢vorova tumorom najvazniji je pojedinacni prognosticki pokazatelj [67].
lako su broj, veli¢ina i1 regija zahvacenih ¢vorova vazni, oni su sekundarni u odnosu na
prevladavajuci prognosticki znacaj ekstranodalnog (ENE) Sirenja. Metastaze u limfne ¢vorove
s ekstranodalnim Sirenjem povezane su s loSijim ishodima u usporedbi s negativnim ili
pozitivnim limfnim ¢vorovima bez ekstranodalnog Sirenja [86]. Meta analiza koja je obuhvatila
podatke viSe od 4000 pacijenata pokazala je da se omjer broja pozitivnih limfnih ¢vorova
naspram ukupnog broja disekcijom vrata odstranjenih limfnih ¢vorova moze koristiti kao
znacajan prognosti¢ki ¢imbenik za karcinome larinksa, ali 1 hipofarinksa, uz potrebu potvrde
ovih rezultata kvalitetnijim klinickim istrazivanjima [87]. Prisutnost udaljenih metastaza
povezana je s loSijom prognozom [67]. Subjektivna komponentna, kao i nepostojanje standarda

u odredivanju gradusa tumora, glavni je ¢imbenik nesrazmjera u definiranju povezanosti s
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prognozom bolesti. Prognoza bolesti u ranim stadijima karcinoma grkljana ovisi o negloti¢noj
lokaciji 1 stadiju (T2 naspram T1), ali ne i histoloSkom gradusu [88]. Nekoliko studija je
pokazalo da se pupanje tumora moze povezati s loSijom prognozom [89,90]. Perineuralna
invazija povezana je s viSim rizikom lokalnog povrata bolesti 1 pojavom metastaza u regionalne
limfne ¢vorove, $to negativno utjece na prognozu bolesti [67]. Vazan prognosti¢ki cimbenik
koji direktno utjeCe na prezivljenje pacijenata s karcinomima grkljana je i pojava drugih
primarnih tumora, sinkrono ili metakrono. Poznato je da su pacijenti s tumorima glave i vrata
zbog izlozenosti ¢cimbenicima rizika skloni pojavi drugih primarnih tumora, bilo gornjeg diSnog
ili probavnog sustava. Za karcinome grkljana drugi primarni tumori najces¢i su u plu¢ima, a za

karcinome usne Supljine karcinomi jednjaka [67].

Razvojem patologije i molekularne biologije, istrazuje se i prognosticka uloga razli¢itih
biomarkera. Za sada, u pacijenata s karcinomima glave i vrata, pa tako i grkljana, nije moguce
definirati podskupine pacijenata razli¢itog bioloskog ponaSanja bolesti. Molekularni markeri
imaju vaznu ulogu u otkrivanju okultnih zlocudnih stanica na resekcijskim rubovima nakon
kirurskih zahvata tumora podrucja glave i vrata [91]. Genomske, transkriptomske i proteinske
promjene u progresiji karcinoma grkljana klju¢na su podrucja istrazivanja mogucih meta koje
¢e pomo¢i u molekularnoj klasifikaciji prognostickih skupina ovih pacijenata [92]. Istrazuje se
prognosti¢ka vrijednosti prekomjerne ekspresije EGFR-a, prisutnost razli¢itth hormonskih
receptora, P53 gena i proteina, kao 1 BCL-2 gena [67]. Pregledom dosada dostupnih istrazivanja
biomarkera karcinoma grkljana, Grénman i suradnici su zakljucili da je vjerojatnije da ce
primjenjivi prognosticki alati proizaci iz analize viSe prognostickih ¢imbenika nego jednog
pojedinacnog, a zbog slozenosti procesa nastanka karcinoma grkljana na molekularnoj razini

[93].
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1.9 Patogeneza i molekularni biljezi karcinoma grkljana

Karcinom plocastih stanica grkljana razvija se kao rezultat viSestrukih genetskih promjena koje
dovode do kromosomske nestabilnosti i aneuploidije [48]. Tranzicijske promjene epitela
posljedica su progresije karcinogeneze u tijeku vremena, ali i u prostoru, §to se veze i uz pojam
kancerizacije polja [94,95]. Proces transformacije normalne sluznice u invazivni karcinom
plocastih stanica zbog kroni¢ne izloZzenosti karcinogenima, u nekim slucajevima obuhvaca
postupne fenotipske patohistoloske promjene koje prate genetske alteracije tijekom progresije
karcinogeneze, §to je poznato i za druge solidne tumore [95]. Johnson i suradnici su pokazali
da proces prijelaza iz hiperplazije epitelnih stanica preko displazije, do karcinoma in situ,
dovodi u konacnici do nastanka invazivnog karcinoma, pod utjecajem razlicitih okolis$nih i
unutar tkivnih c¢imbenika rizika [94]. ViSe je takvih istrazivanja utvrdilo stupnjeve
patohistoloskih promjena, dok su promjene na genetskoj, a posebno molekularnoj razini, a koje
dovode do zlo¢udne transformacije plocastog epitela, kao i njihov slijed, jo§ uvijek predmet
ekstenzivnog istrazivanja. Njihov je cilj utvrditi moguce dijagnosticke, prediktivne i
prognosti¢ke biomarkere premalignih epitelnih lezija grkljana, posebno u razlikovanju visoko
1 nisko riziénih promjena, s ciljem ranije dijagnoze i bolje definicije terapijskih postupka kako
bi se sprijecila njihova progresija [96]. Razumijevanje molekularnih mehanizama, koji prethode
genetskim alteracijama, moze pomoc¢i u razjaSnjavanju mehanizama progresije dobrocudnih
promjena do zlo¢udnih, kao i identifikaciji specifi¢nih bioloskih meti u razvoju novih strategija
lijecenja ranih stadija raka, a sve s ciljem poboljSanja ishoda lijeCenja i kvalitete Zivota ovih
pacijenata u smislu o¢uvanja funkcije grkljana. S obzirom na to da gotovo 50 % pacijenata s
karcinomom grkljana koji imaju uznapredovalu bolest pri dijagnozi (stadij III 1 IV) razvije
povrat bolesti (bilo lokalno, bilo udaljene metastaze), potrebni su nam novi molekularni
biomarkeri s ciljem ranijeg postavljanja dijagnoze, kao i pronalaZzenjem ucinkovitijih
terapijskih mogucénosti s ciljem poboljSanja ishoda lijecenja [96]. Glavni patoloski putevi
ukljuceni u proces karcinogeneze povezuju se s disregulacijom nekih od klju¢nih stani¢nih
procesa, kao $to su prezivljenje 1 proliferacija (TP53, BCL-2 i EGFR), kontrola stanicnog
ciklusa (CDKN2A, CDKN1A) i stani¢na diferencijacija (NOTCH1). U vise od 50 % zlo¢udnih
tumora grkljana potvrdena je mutacija p53, a Cesto je inaktiviran 1 o ciklinu ovisni kinazni
inhibitor 2A (CDKN2A). Iako je ekspresija receptora epidermalnog ¢imbenika rasta (EGFR)
pravilo u plocastim karcinomima glave i vrata, rezultati nekih istrazivanja pokazuju da u gotovo
do 40 % slucajeva, postoji ekspresija varijante koja se ne moze inhibirati dostupnim

monoklonskim protutijelima [97]. Utvrdene su i druge genetske aberacije 1 proteinske alteracije
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ukljucene u proces karcinogeneze ovih tumora, kao §to su TP63, RB1, IGF1R, FGF3, CHDI1,
PIK3CA, NTRK2, PTEN i KRAS. Ispituju se njihov biomarkerski potencijal te posebno uloga
promjena mikroskopske ribonukleinske kiseline (miRNA) i cirkuliraju¢e tumorske DNA (engl.
circulating tumor deoxyribonucleic acid, ctDNA), kao i epigenetskih 1 mikrookolisnih
¢imbenika na procese karcinogenze. Unato¢ brojnim novim saznanjima, zbog slozenosti
tumacenja i koli¢ine informacija koje nam omogucuju brojne ,,omnic ““ baze podataka, postoje
ograni¢enja u njihovoj evaluaciji naspram poznatih klini¢kih i patoloskih kriterija te je u

njihovoj primjeni potreban multidisciplinarni i standardizirani pristup [96].

Unatoc napretku molekularne onkologije, dosadasnjim istrazivanjima nisu detektirane mutacije
u onkogenima koji su klju¢ni za stani¢nu proliferaciju i prezivljenje (engl. driver mutation), veé
mutacije u razli¢itim tumor supresorskim genima ukljucujuc¢i TP53, CDKN2A i NOTCH, zbog
cega je razvoj ciljane molekularne terapije u lijeCenju pacijenata s tumorima glave i vrata

zahtjevan.
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1.10 Lijecenje karcinoma grkljana

Lijecenje karcinoma grkljana ukljucuje lokalne i lokoregionalne (kirurski zahvat, radioterapija)
te sustavne (kemoterapija, bioloSka terapija, imunoterapija) terapijske modalitete uz
pravodobnu i intenzivnu simptomatsko-suportivnu, potpornu i palijativnu terapiju. Poznato je
da, ukoliko se ne lijece, 90 % pacijenata s invazivnim karcinomom plocastih stanica grkljana
umre unutar tri godine od dijagnoze [98]. Terapijske moguénosti ukljucuju primjenu jednog ili
vise modaliteta lijecenja, vodeci racuna o potrebi za ocuvanjem cjelovitosti grkljana kao organa,
uvijek kada je to moguce. Odabir modaliteta lijeCenja, slijede¢i vazeée smjernice, uz
personalizirani i multidisciplinarni pristup, temelji se na obiljezjima tumora i pacijenta te
dostupnosti terapijskih opcija i njihovog opterecenja na zdravstveni sustav, a uvazavajuci Zelje
samog pacijenta. Ciljevi lijeCenja ovise o istim ¢imbenicima kao i odabir modaliteta lijeCenja
te ukljucuju izljecenje, lokalnu, lokoregionalnu i udaljenu kontrolu bolesti, ocuvanje funkcije
larinksa, uz $to manju toksi¢nost i morbiditete primijenjenih terapijskih moguénosti, a u
metastatskoj bolesti produljenje prezivljenja, palijaciju simptoma uz o¢uvanje kvalitete Zivota.
Svakako se savjetuje ukljucenje pacijenata u klinicke studije, ukoliko su iste dostupne, neovisno
o stadiju bolesti. Strategija, ciljevi, modaliteti i plan lijjecenja se definiraju nakon potvrde
dijagnoze na multidisiplinarnom timu. Op¢e stanje pacijenta jedan je od odluc¢ujuéih ¢imbenika
prilikom donoSenja odluke o lijeCenju, a opisuje se standardnom klasifikacijom po WHO, t;.
ECOG statusom (engl. Eastern Cooperative Oncology Group) te je jedan od znacajnijih
prognostickih ¢imbenika. Zbog specifi¢nosti funkcije grkljana i mutilirajuceg efekta terapijskih
opcija, kao 1 znatnog tereta za zdravstveni sustav, cilj lijeCenja ove skupine pacijenata je i
ocuvanje cjelovitosti organa uz maksimalnu dobit u klinickim ishodima, zbog ¢ega se sve se
viSe pribjegava lokalnim metodama lije¢enja (kirurgija, radioterapija). Ipak, nedavno su
rezultati SEER registra, ali 1 drugih epidemioloskih analiza, pokazali smanjenje petogodi$njeg
prezivljenja sa 66 % na 61 % u posljednjih 40 godina [99—-101]. Ova apsolutna razlika u
prezivljenju od 5 % u literaturi se objaSnjava upravo ucestalijom primjenom za organ poStednih
protokola lijeenja, Sto je dokaz potrebe za boljim promisljanjem o selekciji pacijenata pri
odluci o izboru terapije te definiranjem prognostickih i prediktivnih biomarkera. Zbog
specificnosti populacije koja obolijeva od karcinoma grkljana kao 1 vaznost organa samog po
sebi, ovim pacijentima savjetuje se intenzivna suportivna terapija, posebno nutritivna, tijekom
procesa dijagnosti¢ke obrade, ali i u svim fazama u tijeku i nakon zavrSetka aktivnog lijecenja.
Cesto pacijenti s karcinomom grkljana imaju imunoloske deficite ili abnormalne imunologke

reakcije, o cemu treba voditi racuna prilikom izbora terapije, ali oni mogu biti posljedica, ne
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samog tumora, ve¢ viSestrukih mehanizmima kao S$to su utjecaj zlouporabe alkohola,

pothranjenosti, starenja, itd. [67].
1.10.1 Lijefenje karcinoma in situ (stadij 0) grkljana

U lijeCenju karcinoma in situ savjetuje se primjena poStednih modaliteta lijeCenja te se preferira

primjena endoskopske resekcije nad primarnom radioterapijom [4].

Zbog tendencije razvoja u invazivni karcinom savjetuje se aktivni pristup u lijeCenju ovih
promjena, a zlatni standard ukljucuje mikrolaringoskopiju i mukoznu eksciziju, najc¢esée CO-
laserom. Multifokalne i difuzne lezije imaju tendenciju recidiva i1 ¢esto su potrebne ponavljane
ekscizije tijekom godina prac¢enja. Primjena radioterapije savjetuje se u slucaju Cestih povrata
bolesti koji se javljaju u kratkim vremenskim intervalima nakon ekscizije, ili u slu¢aju kada nije

moguce redovito pracenje, ili promjena nije dostupna postednim ekscizijskim metodama [102].
1.10.2 Lijecenje karcinoma grkljana stadija I i II

Rani stadiji karcinoma grkljana podrazumijevaju mali volumen primarnog tumora i vrlo nisku
stopu metastaza u limfne ¢vorove vrata, kao 1 visoku stopu izlje¢enja, neovisno o primijenjenoj
metodi lijecenja. Uzimajuci u obzir navedeno, a s ciljem postede larinksa, kao dvije jednako
ucinkovite opcije lijeenja, u obzir dolaze primarna radioterapija ili poStedni kirurSki zahvat

[4].

Ne postoje randomizirane klinicke studije koje su usporedile ucinkovitost primarne
radioterapije naspram poStednih kirurSkih zahvata u smislu lokalne kontrole bolesti 1
prezivljenja. Sli¢no je i s podacima o funkcionalnim ishodima lijecenja, kao Sto su kvaliteta
glasa i moguénost gutanja nakon operacije ili radioterapije. Smjernice za lijeenje pacijenata s
ranim stadijima karcinoma grkljana temelje se na rezultatima prospektivnih ili retrospektivnih
kohortnih studija, a za T2 bolest djelomi¢no 1 na podatcima randomiziranih klinickih studija
koje su ispitivale u€inkovitost primjene kemoradioterapije (indukcijske ili konkomitantne
kemoterapije naspram same radioterapije ili kirurS8kog lijeCenja pra¢enog adjuvantnom
terapijom). Isto tako, i rezultati sustavnih pregleda literature nisu potvrdili znacajnu razliku u
ishodima lijeCenja ranih stadija karcinoma grkljana, bilo da se radi o primarnoj radioterapiji ili
razli¢itim vrstama kirurSkih zahvata [103,104]. Za jedinu randomiziranu studiju, iz 1990.
godine, koja je usporedivala rezultate kirurSkog zahvata (otvoreni pristup) naspram
radioterapije u pacijenata s ranim karcinomom glotisa, u literaturi se navodi da je analiza

rezultata kompromitirana metodoloskim i analitickim nedostatcima [104,105].
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Sto se ti¢e kirur§kog pristupa ranim stadijima karcinoma larinksa, preferiraju se postedne
operacije, s ciljem postizanja negativnih resekcijskih rubova, bilo otvorenim ili endoskopskim
pristupom, a ukljucuju kordektomiju, parcijalnu vertikalnu ili suprakrikoidnu laringektomiju,
hemilaringektomiju, transoralnu robotsku i lasersku mikrokirurgiju (TLM) [4]. Najopseznija
meta analiza nije pokazala statistiCki znacajnu razliku u rezultatima lijeCenja izmedu
radioterapije i transoralne laserske CO; ekscizije po pitanju lokalne kontrole, kao i postede
organa [106]. I druga meta analiza, kao i sustavni pregledni ¢lanak pokazao je slicne rezultate,
bez statistiCki znacajne razlike izmedu ovih metoda lijeCenja ranih stadija raka glotisa [107].
Kod ranih karcinoma glotisa petogodis$nja stopa lokalne kontrole bolesti iznosi 90 % do 93 %
za Tlate 85 % do 89 % za T1b tumore, za primarnu radioterapiju i TLM. Stope lokalne kontrole
i ukupnog prezivljenja za T2a karcinome glotisa slicne su kod primjene TLM, parcijalne
resekcije grkljana ili radioterapije [108]. Za T1 karcinome supraglotisa petogodi$nje stope
lokalne kontrole nakon lijecenja zra¢enjem, TLM-om, transoralnom robotskom operacijom ili
otvorenom supragloticnom laringektomijom iznose od 77 % do 100 %, a za T2 tumore od 80
% do 97 % za TLM ili otvorenu supragloti¢nu laringektomiju, a 62 % do 83 % za primarno

zracenje [109].

Zracenje karcinoma grkljana, ranih i uznapredovalih stadija, podrazumijeva primjenu
trodimenzionalne konformalne (3DCRT), intenzitetno moduliraju¢e (zracenje snopovima
promjenjivog intenziteta) (engl. intensity-modulated radiation therapy, IMRT) ili volumetrijski
modulirajuce lu€ne (engl. volumetric arc therapy, VMAT) radioterapije. Primjena radioterapije
temelji se na poznavanju biologije bolesti, anatomije i slikovne dijagnostike, a uzimajuéi u obzir
1 klini¢ke okolnosti. Doza zrac¢enja ovisi o indikaciji (primarno, adjuvantno, konkomitantno s
kemoterapijom bilo adjuvantno bilo primarno), lokaciji tumora, na¢inu frakcioniranja i tehnici
zraCenja. Primjenom primarne radioterapije u ranim stadijima raka glotisa postiZzu se
petogodisnje stope ocuvanja larinksa od 85 % do 95 % za stadij 11 70 % do 80 % za stadij II
bolesti. PetogodiSnje prezivljenje za ovu populaciju pacijenata lijeCenth primarnom
radioterapijom iznosi 75 % do 90 %, a za bolest specifi¢no prezivljenje (DSS) 90 % do 100 %.
Primjenom primarne radioterapije u ranim stadijima raka supraglotisa postiZzu se petogodiSnje
stope ocuvanja larinksa od 100 % za stadij [ 1 85 % za stadij II bolesti. Petogodisnje prezivljenje
za ovu populaciju pacijenata lijeCenih primarnom radioterapijom iznosi 60 % do 65 %, a
specificno prezivljenje 90 % do 100 % [110—112]. U ranim stadijima raka glotisa, za razliku od
supraglotisa, ne savjetuje se elektivno zracenje limfnih ¢vorova, ni elektivna disekcija vrata, a

zbog male vjerojatnosti metastaza u limfne ¢vorove. Kod karcinoma supraglotisa ranog stadija
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savjetuje se elektivno zracenje regija Il do IV obostrano, a u slucaju kirurSkog lijecenja,

selektivna disekcija vrata [108].

U sluc¢aju provodenja primarne 3DCRT tumora grkljana primjenjuju se maksimalne doze od 66
do 70 Gy (konvencionalno frakcioniranje) na mjesto primarnog tumora te limfnih ¢vorova
zauzetih tumorom (mjesta visokog rizika), tijekom 6 do 7 tjedana. Na mjesta niskog i srednjeg
rizika primjenjuju se doze od 44 Gy do 50 Gy (2 Gy po frakciji dnevno) za elektivhu 3DCRT
radioterapiju uz sekvencijski IMRT, tj. 50 do 54 Gy bez sekvencijskog IMRT. Kod primjene
IMRT-a savjetuju se doze od 54 do 63 Gy (1,6 - 1,8 Gy po frakciji). U slucaju
hiperfrakcioniranja na mjesto primarnog tumora i limfne ¢vorove zauzete tumorom primjenjuju
se doze do 81,6 Gy (1,2 Gy po frakciji, dva puta dnevno). Dokazana je u¢inkovitost razlicitih
shema frakcioniranja (hiperfrakcioniranje, akcelerirano frakcioniranje) u lijeCenju tumora
grkljana u smislu lokalne kontrole te prezivljenja bez znakova bolesti 1 ukupnog prezivljenja.
Ni jedna shema frakcioniranja nije dokazano uc¢inkovitija od ostalih za sve lokalizacije podrucja
glave i vrata, ali se savjetuje provodenje zrac¢enja u dozi od barem 1000 cGy tjedno, posebno
prilikom primjene zraCenja kao jedinog modaliteta lijeCenja [4]. Analiza objavljenih rezultata
klini¢kih istrazivanja primarnog zracenja karcinoma glave i vrata, pokazala je znacajan gubitak
lokalne 1 lokoregionalne kontrole bolesti odgodama i1 pauzama u tijeku zracenja iz bilo kojeg
razloga. Tako se odgodom od tjedan dana smanjuje lokalna kontrola bolesti za 14 %, a odgodom
od dva 1 tri tjedna za 26 % 1 35 % [113]. Akcelerirana repopulacija tumorskih stanica tijekom
radioterapije smatra se vaznim uzrokom neuspjeha radioterapije u lokalnoj kontroli bolesti u
pacijenata s plocastim karcinomima glave i vrata. Ipak, zbog heterogenosti ovih tumora,
drugom analizom objavljenih rezultata klinickih publikacija pokazano je da produljenje
vremena, tj. odgode u lijecenju, dovode do smanjene lokalne 1 lokoregionalne kontrole bolesti
kod dobro i umjereno diferenciranih karcinoma ploc€astih stanica. Navedeno je moguce
posljedica gubitka sposobnosti za akceleriranu repopulaciju dediferencijacijom tumorski
stanica, zbog ¢ega je vazno poznavati stupanj diferencijacije tumora prilikom planiranja ukupne
doze 1 vremena provodenja radioterapije [114]. Tijekom zraCenja potrebno je paZzljivo pracenje
anatomskih promjena u podrucju glave i vrata, koje nastaju najces¢e kao posljedice gubitka na
tjelesnoj masi ili smanjenju tumorske mase, Sto moZe zahtijevati ponovnu simulaciju i

planiranje zracenja.

Za pacijente s ranim stadijem karcinoma glotisa (T1) preferira se akcelerirana shema
frakcioniranja (totalna doza od 63 Gy, 2,25 Gy po frakciji) naspram konvencionalnog

frakcioniranja (66 Gy, 2,0 Gy po frakciji). Ova se preporuka temelji na rezultatima prospektivne
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randomizirane studije na 180 pacijenata sa stadijem I karcinoma glotisa, a koja je pokazala
statisticki znacajno bolju petogodisnju lokalnu kontrolu (92 % naspram 77 %) u usporedbi s
konvencionalnim frakcioniranjem, a bez razlike u ukupnom (OS) i za bolest specificnom (DSS)
prezivljenju te akutnoj 1 kroni¢noj toksi¢nosti [115]. Rezultati multicentri¢ne, randomizirane,
kontrolirane studije danskih autora, kojom je ispitivana ucinkovitost primjene akceleriranog
frakcioniranja (6 tjednih frakcija) naspram standardnog, za rane i uznapredovale stadije
karcinoma glave i vrata (viSe od 60 % pacijenata s karcinomom larinksa, vise od 50 % slucajeva
stadija I 1 II), pokazali su statisticki znacajno bolju lokalnu kontrolu bolesti za rane stadije
karcinoma glave i vrata (NO), bolje za bolest specificno prezivljenje, ali ne i ukupno
prezivljenje. Uz radioterapiju primjenjivan je i radiosenzitizer nimorazol, za sve pacijente osim
onih s T1 stadijem karcinoma glotisa. Temeljem ovih rezultata Sestotjedno frakcioniranje je
prihva¢eno kao standard u zraCenju karcinoma glave i vrata u Danskoj, unato¢ vecoj, ali
prolaznoj akutnoj toksi¢nosti [116]. Retrospektivna analiza pacijenata s ranim stadijem
karcinoma larinksa pokazala je da ukupna doza, ukupno vrijeme isporuke kao i doza pojedine
frakcije zracenja znacajno utjece na lokalnu kontrolu bolesti za T2, ali ne i T1 tumore. Tako je
za T2 tumore najbolja lokalna kontrola bolesti bila postignuta kod onih pacijenta koji su primali
viSe dnevne doze po frakciji, kao i viSe ukupne doze zracenja [117]. Kod odredene skupine
pacijenata (npr. stariji pacijenti, s komorbiditetima, velika udaljenost od centra provodenja
radioterapije, itd.) moZe se primijeniti hipofrakcionirana shema radioterapije (totalna doza od
50 do 52,5 Gy, 3,12 do 3,28 Gy po frakcija, 16 frakcija), na temelju rezultata retrospketivne
analize dva centra koja je pokazala petogodiSnju stopu lokalne kontrole bolesti od 93 %,
petogodisnje ukupno 1 za bolest specifi¢no prezivljenje od 80 % 1 97 % [118]. Randomizirana,
prospektivna klini¢ka studija koja je ispitivala primjenu standardnog frakcioniranja naspram
hipofrakcioniranja (totalna doza od 63 Gy 1 67,5 Gy za T1 i T2 tumore, 2,25 Gy po frakciji) u
pacijenata s ranim stadijima karcinoma glotisa (T1 i1 T2) prekinuta je ranije zbog sporog
ukljucenja pacijenata. U studiji nije bila dokazana statisti¢ki znacajna razlika po pitanju lokalne
kontrole bolesti, uz napomenu nedovoljne statisticke snage studije. PetogodiSnje vrijeme bez
lokalne progresije bolesti iznosilo je 77,8 % naspram 88,5 % izmedu grana, u korist
hipofrakcioniranja, a nije bilo ni statistiCki znacajne razlike u toksi¢nom profilu [119].
Prospektivna, randomizirana studija u koju je uklju¢eno 250 pacijenata s T2 karcinomima
glotisa, ispitivala je u¢inkovitost hiperfrakcioniranog protokola zra¢enja naspram standardnog
frakcioniranja. Lokoregionalna kontrola bolesti iznosila je 78 % naspram 70 % za
hiperfrakcioniranu shemu radioterapije, ali razlika nije bila statisticki znacajna. Nije bilo

znaajne razlike u petogodiSnjem preZivljenju bez znakova bolesti, kao ni u ukupnom
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prezivljenju, ni kasnoj toksi¢nosti gradusa tri i Cetiri, dok je statisticki znacajno viSa akutna
toksi¢nost zabiljezena kod hiperfrakcioniranja [120]. Retrospektivna analiza Gardena i
suradnika pokazala je znacajno bolju lokalnu kontrolu bolesti za pacijente s T2 tumorima
grkljana kod hiperfrakcioniranog protokola radioterapije naspram standardnog frakcioniranja
[117]. Dolazi u obzir primjena hiperfrakcioniranih protokola u lije¢enju ranih stadija karcinoma
glotisa, uz problem izvedivosti isporuke vise dnevnih frakcija radioterapije, a s obzirom na to,

i suradljivosti i isplativosti provodenja iste.

Preporuka je svakako monomodalitetno lijeCenje ranih stadija karcinoma grkljana, bilo kirurski
ili radioterapijom, s obzirom na to da su rezultati lokoregionalne kontrole bolesti i prezivljenja
sli¢ni. U slucaju neuspjeha radioterapije, preostaje opcija kirurskog zahvata s ciljem izljecenja,
i obrnuto. Inace se ne savjetuje primjena kombiniranih modaliteta lijeCenja u ranim stadijima
karcinoma larinksa, budu¢i da se time ugrozava funkcija organa [108,121]. Rezultati nekih
istrazivanja pokazali su smanjeno ukupno prezivljenje u dijela pacijenata s T2 tumorima glotisa
kod kojih primarnom radioterapijom nije postignuta lokalna kontrola bolesti. Tako u pacijenata
koji su spremni zrtvovati kvalitetu glasa s ciljem postizanja Sto bolje lokalne kontrole bolesti
kao alternativa primarnoj radioterapiji dolazi u obzir parcijalna suprakrikoidna laringekotmija
[122]. Za sada nema dokaza ucinkovitosti, temeljem klinic¢kih studija, za primjenu indukcijske

kemoterapije u pacijenata s ranim stadijima karcinoma larinksa, tj. glotisa [121].
1.10.3 Lijecenje karcinoma grkljana stadija I11i IV

Lijecenje uznapredovalih stadija, nemetastatskog karcinoma grkljana koji bi zahtijevali totalnu
laringektomiju, temelji se na principima pokuSaja oCuvanja cjelovitost organa, bez utjecaja na
klinicke ishode. Kod ovih stadija bolesti savjetuje se primjena kombinacijskih protokola
lijecenja. Tako se osim kirurSkog lijeCenja (radikalno, rijetko poStedno), nakon kojeg moze
slijediti adjuvantno lijeenje ovisno o patohistoloSkim karakteristikama tumora, primjenjuje
primarna konkomitantna kemoradioterapija i indukcijska kemoterapija. Nakon indukcijske
kemoterapije se planira u slu¢aju odgovora na terapiju radioterapija, uz eventualnu sustavnu
terapiju. U slucaju nepostojanja odgovora na kemoterapiju planira se kirurSki zahvat. Kirurski
zahvat metoda je izbora i u pacijenata s ostatnom bolesti nakon provedene konkomitantne
kemoradioterapije. U pacijenata koji nisu kandidati za konkomitantnu kemoradioterapiju,
odnosno kirurski zahvat, ili iste odbijaju, moZe se primijeniti primarna radioterapija s

modificiranim shemama frakcioniranja [4].

Potrebno je prije odluke o lije€enju procijeniti prikladnosti primjene neke od metoda postede
organa te pacijenta informirati o dostupnim moguénostima, rizicima i koristima istih. Kona¢na
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funkcija ovisi o funkciji grkljana prije pocetka lijeCenja, pa je oc¢ekivano loSija u pacijenata s
fiksacijom larinksa, iako nije kontraindikacija za primjenu protokola ofuvanja organa, bilo

onkoloskih bilo kirurskih.

Za lokalno uznapredovale karcinome supraglotisa primjenjuju se jednake metode postede
organa kao i za glotis, a klini¢ka ispitivanja su pokazala manju stopu neuspjeha nego kod glotisa
(manja je stopa kirurskih radikalnih zahvata nakon postednih metoda lijeCenja). Posebnu paznju
treba posvetiti rehabilitaciji gutanja i govora nakon postednih zahvata supragloti¢nih
karcinoma, jer dio pacijenata zbog poteskoca s aspiracijom moze zahtijevati mutilirajuce
reoperacije u smislu totalne laringektomije [121]. Zbog uznapredovalosti bolesti, vrlo mali dio
ovih pacijenata ¢e biti prikladni kandidati za posStedni kirurski zahvat, a primjena indukcijske

kemoterapije prije ovakvih kirurSkih zahvata se ne savjetuje, osim u sklopu klinickih studija.

Ni jedna od navedenih metoda poStede organa nema bolje ishode u odnosu na totalnu
laringektomiju, s ili bez adjuvnantnog lijecenja. Konkomitantna kemoradioterapija, temeljena
na visokodoznoj cisplatini, ima znacajno vece stope oCuvanja grkljana, ali i akutne toksi¢nosti,
naspram same radioterapije ili indukcijske kemoterapije, nakon koje je provedeno zracenje. Za
sada ne postoji dovoljno dokaza koji bi ukazivali na poboljSanje ishoda u smislu duljeg
prezivljenja 1 viSe stope ocuvanja grkljana, primjenom indukcijske kemoterapije prije
konkomitantne kemoradioterapije, ili primjenom kemoterapije konkomitantno s modificiranim

shemama radioterapije [4,108,121].

U samim pocetcima primjene zrafenja u lijeCenju karcinoma grkljana, prve indikacije za
radioterapiju, a prije kirurS§kog zahvata, obuhvacale su fiksirane limfne ¢vorove i zahvacanje
koze vrata te postavljenu traheostomu kroz tumor. U odredenog dijela pacijenata s umjereno
uznapredovalim karcinomom grkljana (T3NO), primjenom poStedne resekcije s ciljem oCuvanja
funkcije grkljana, ili primarne radioterapije, postignute su stope preZivljenja usporedive s
rezultatima totalne laringektomije. Ovaj pristup omogucava poStedu organa kod 40 % do 70 %
pacijenata [123—128]. Medutim, za pacijente s uznapredovalijom bolesti, primjena primarne
radioterapije, uz opciju kirur§kog zahvata u slucaju neuc¢inkovitosti iste, rezultira nizim stopama
prezivljavanja [123—125,127]. Ispitivana je primjena razli¢itih shema frakcioniranja zra¢enja u
primarnom lijecenju. Randomizirana studija, faze III, pokazala je statisticki znac¢ajno visu stopu
lokoregionalne kontrole bolesti primjenom hiperfrakcioniranja ili akcelerirane sheme
frakcioniranja naspram standardnog te trend u produljenju prezivljenja bez znakova bolesti, a
bez znacajne razlike u ukupnom prezivljenju [110]. Rezultati multicentricne, randomizirane,

kontrolirane studije danskih autora, kojom je ispitivana ucinkovitost primjene akceleriranog
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frakcioniranja (6 tjednih frakcija) naspram standardnog u primarnom lijeenju, za rane i
uznapredovale stadije karcinoma glave i vrata (viSe od 60 % pacijenata s karcinomom larinksa,
nesto manje od 50 % slucajeva stadija I1I i IV), pokazali su statisti¢ki znac¢ajno bolju lokalnu
kontrolu bolesti za primarne tumore, ali ne kod velikog opterecenja bolesti u limfnim ¢vorovima
(NO), bolje za bolest specifi¢no, ali ne i ukupno prezivljenje. Uz radioterapiju primjenjivan je i
radiosenzitizer nimorazol. Temeljem ovih rezultata Sestotjedno frakcioniranje je prihvaceno
kao standard u zracenju karcinoma glave i vrata u Danskoj, unato¢ vecoj, ali prolaznoj akutnoj
toksi¢nosti [116]. Rezultati MARCH meta analize, na viSe od 6000 pacijenata iz randomiziranih
klinickih ispitivanja s uznapredovalim karcinomima larinksa i orofarinksa, pokazali su je da je
primjena nestandardnih shema frakcioniranja povezana s produljenjem ukupnog prezivljenja te
prezivljenja bez progresije bolesti (PFS), a najveéa je dobit postignuta primjenom
hiperfrakcioniranja. Tako je apsolutna dobit u petogodiSnjem prezivljenju za
hiperfrakcioniranje iznosila 8 %, a za sve nestandardne sheme frakcioniranja ukupno 3,4 %.
Apsolutna dobit u stopi petogodiSnje lokoregionalne kontrole bolesti iznosila je 6,4 %
primjenom ovih shema frakcioniranja naspram standardnog te je bila viSe izrazena za lokalnu

nego regionalnu kontrolnu bolesti, kao i1 u pacijenata mladih od 60 godina [129].

Rezultati randomizirane studije, faze III, koja je ukljucila pacijente s uznapredovalim
karcinomima glave i vrata, pokazali su da se postoperativnom radioterapijom postize statisticki
znacajno bolja lokoregionalna kontrola bolesti od one prije operacije, uz tendenciju 1 boljeg
ukupnog prezivljenja [130]. Rezultati pra¢enja nakon medijana od deset godina potvrdili su
statisticki znacajno bolju lokoregionalnu kontrolu bolesti primjenom adjuvantne radioterapije,
posebno kod karcinoma supraglotisa, ali bez utjecaja na ukupno prezivljenje. Gotovo 80 %
lokoregionalnih povrata bolesti razvilo se unutar prve 2 godine pracenja, a nakon toga udaljene
metastaze 1 drugi primarni tumor bili su najces¢i nacini gubitka kontrole bolesti, posebno u
skupini koja je adjuvantno zracena [131]. Analiza obiljezja pacijenata s uznapredovalim
stadijem bolesti kod kojih je provedena radioterapija nakon kirur§kog zahvata, pokazala je da
su Cetiri faktora znacCajni prediktori lokoregionalnog povrata bolesti: pozitivan rub resekcije,
primarno sijelo tumora (tumori usne Supljine), N stadij bolesti (N2 i N3) i broj indikacija za

radioterapiju (Cetiri ili viSe) [132].

S obzirom na to da je unato¢ adjuvantnom zracenju stopa petogodiSnjeg preZivljenja bez
znakova bolesti uglavnom niza od 50 %, dvije velike randomizirane klini¢ke studije, faze III,
ispitivale su ucinkovitost adjuvantne kemoradioterapije u pacijenata s uznapredovalim

stadijima karcinoma glave i vrata, naspram same radioterapije. Cooperova studija je pokazala
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statistiCki znacajno bolju lokoregionalnu kontrolu i prezivljenje bez znakova bolesti, kao 1 vecu
akutnu toksi¢nost gradusa 3 i visu, kod primjene adjuvantne kemoradioterapije u pacijenata s
¢imbenicima visokog rizika u patohistoloskom nalazu (metastaze u 2 ili vi$e regionalnih limfnih
¢vorova, pozitivna ekstranodalna ekstenzija, pozitivan resekcijski rub) [133]. Druga studija,
slicnog dizajna, pokazala je statisticki znacajno dulje vrijeme bez progresije bolesti 1 stopu
lokoregionalne kontrole bolesti u skupini lije¢enoj adjuvantnom kemoradioterapijom, kao i
ukupnom prezivljenju sa smanjenjem rizika za smrt od 30 %. Nije bilo razlike u pojavnosti
drugih primarnih tumora i udaljenih metastaza izmedu skupina, a toksi¢nost gradus 3 i visa bila
je znacajno ucestalija u skupini lijeCenoj adjuvantom kombinacijskom terapijom. Ova je studija
ukljucila pacijente s razli¢itim ¢imbenicima rizika od ranije navedene (stadij III i IV, pozitivna
ekstranodalana ekstenzija, pozitivni resekcijski rubovi, perineuralna ili limfovaskularna
invazija, karcinomi usne Supljine ili orofarinksa s metastazama u limfne ¢vorove regije 1V ili
V) [134]. Skupna analiza rezultata ovih studija pokazala je da su pozitivan resekcijski rub 1
ekstranodalna ekstenzija najznacajniji negativni prognosticki ¢imbenici te da je primjena
adjuvantne kemoradioterapije u pacijenata koji imaju dva ili vise ovih faktora rizika pokazala
statisticki znacajno poboljSanje ishoda [135]. Temeljem ovih klinickih ispitivanja i njihove
skupne analize, definirane su apsolutne preporuke za provodenje adjuvantnog kombinacijskog
lijeCenja u pacijenata s pozitivnim resekcijskim rubom i pozitivnom ekstranodalnom
ekstenzijom te relativne kod kojih u obzir dolazi primjena kemoradioterapije, a svakako se
savjetuje adjuvantna radioterapija (bliski resekcijski rubovi, pT4, pN2 ili pN3, perineuralna

invazija, limfovaskularna invazija i subgloti¢na ekstenzija za karcinome grkljana) [4].

Vise klini¢kih, randomiziranih ispitivanja pokazalo je u€inak primarne radioterapije u o€uvanju
funkcije grkljana, tj. poStedi organa. Dodatak kemoterapije prije operacije ili radioterapije u
pacijenata s uznapredovalim stadijem karcinoma grkljana, rezultirao je visokim stopama
potpune regresije tumora, a koje su povezane s produljenim prezivljenjem i predvidaju povoljan
odgovor na kasniju terapiju. Randomizirana ispitivanja, medutim, nisu uspjela pokazati
znacajno produljenje preZivljenja primjenom indukcijske kemoterapije [136]. Tako je
randomizirana studija, faze III, koja je ukljucila viSe od 300 pacijenata s uznapredovalim
stadijima karcinoma grkljana pokazala da je primjena indukcijske kemoterapije cisplatinom i 5
fluorouracilom (5FU) i potom primarne radioterapije, u¢inkovita u smislu ocuvanja larinksa, a
bez pogorsanja ukupnog prezivljenja i prezivljenja bez znakova bolesti, naspram kirurSkog
lije¢enja 1 adjuvantne radioterapije. Stopa patoloski kompletnih odgovora potvrdena biopsijom,

nakon provedena dva ili tri ciklusa kemoterapije iznosila je 64 %. Parcijalni odgovor postignut
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je u 54 % pacijenata nakon dva te 49 % nakon tri ciklusa kemoterapije. Kombinirane stope
parcijalnog i kompletnog odgovora nakon dva ili tri ciklusa kemoterapije na mjestu primarnog
tumora i u zahvacenim limfnim ¢vorovima iznosile su 85 % i 98 %. Stopa ocuvanja grkljana
iznosila je 64 %. Ni mjesto primarnog tumora, ni T stadij, ni stadij bolesti nisu utjecali na
odgovor na provedenu terapiju. Nije bilo razlike u stopi povrata bolesti medu ispitivanim
granama, ali je povrat bolesti na mjestu primarnog tumora bio statisti¢ki znacajno ¢es¢i u
pacijenata lije¢enih indukcijskom kemoterapijom, dok je udaljena diseminacija kao i pojava
drugog primarnog tumora bila CeS¢a u pacijenata lijeCenih operacijom 1 adjuvantnom

radioterapijom [136].

I randomizirano klini¢ko ispitivanje provedeno na gotovo 550 pacijenata s uznapredovalim
karcinomom grkljana pokazalo je statisticki znacajno bolju stopu ocuvanja organa (vrijeme bez
laringektomije, LFS), kao 1 stopu lokoregionalne kontrole u pacijenata koji su lijeceni
primarnom konkomitantnom kemoradioterapijom naspram onih lijeCenih indukcijskom
kemoterapijom (nakon cega je slijedila radioterapija ili kirurSki zahvat) ili primarnom
radioterapijom. Toksi¢nost je ocCekivano bila visa u pacijenata lijeCenih kemoterapijom.
Postignuto je 1 statisticki znacajno dulje prezivljenje bez znakova bolesti te je manji broj
pacijenata razvio udaljenu diseminaciju u granama koje su ukljucivale kemoterapiju. Nije bilo
razlike u ukupnom prezivljenju izmedu tri ispitivane skupine [137]. Nakon medijana pracenja
od deset godina rezultati pacijenata lijeCenith u granama s kemoterapijom (primarna
konkomitantna kemoradioterapija ili indukcijska kemoterapija) pokazuju sli¢nu stopu vremena
bez laringektomije. Lokoregionalna kontrola i stope ouvanja grkljana bili su znacajno visi kod
primjene konkomitantne kemoradioterapije u usporedbi s indukcijskom skupinom ili samom
radioterapijom. ZabiljeZen je i znac¢ajno veci broj smrti koje nisu bile povezane s karcinomom
grkljana u skupini na konkomitantnoj kemoradioterapiji, a koje su moguce i uzrok nepostojanja

razlike u ukupnom preZivljenju izmedu ispitivanih grana [138].

Ispitivana je u¢inkovitost razlicitih terapijskih protokola naspram standardne cisplatine 1 SFU-
a pri koriStenju indukcijske kemoterapije. Randomizirano klini¢ko ispitivanje, faze III,
pokazalo je statisticki znacajno viSu stopu ocuvanja larinksa i1 ukupnog odgovora na terapiju
dodatkom docetaksela standardnom protokolu (docetaksel, cisplatina, SFU - TPF protokol), uz
vecu toksicnost [139]. I rezultati pracenja nakon deset godina potvrdili su znacajno visu stopu
ocuvanja i funkcije larinksa, ali nije bilo znacajnih razlika u ukupnom prezivljenju i prezivljenju
bez znakova bolesti, kao ni lokoregionalnoj kontroli bolesti [ 140]. Retrospektivna analiza dijela

pacijenata iz randomizirane klinicke studije faze III, s uznapredovalim karcinomima larinksa i
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hipofarinksa, lijeCenih TPF indukcijskom kemoterapijom, pokazala je statisticki znacajno dulji
medijan ukupnog prezivljenja, prezivljenja bez progresije bolesti kao i vremena bez
laringektomije. U toj studiji ispitivana je primjena indukcijskog TPF protokola naspram
cisplatine 1 SFU, a prije konkomitantne kemoradioterapije temeljene na tjednoj karboplatini
[141,142]. Primjena bioloske terapije cetuksimabom, naspram kemoterapije visokodoznom
cisplatinom, konkomitantno uz radioterapiju, a nakon indukcijske kemoterapije, nije pokazala
razliku u rezultatima. Primjena konkomitantne kemoradioterapije ili bioloSke terapije uz
zracenje nije bila u¢inkovitija od same primjene indukcijske kemoterapije i1 radioterapije nakon
nje [143]. Ukoliko se primjenjuje indukcijska kemoterapija prema smjernicama se savjetuje
primjena TPF protokola, a nakon postignutog odgovora primjena radioterapije, same ili u
kombinaciji s tjednom karboplatinom, dolazi u obzir i tjedna cisplatina, ili bioloska terapija

cetuksimabom u pacijenata koji nisu kandidati za platinu [4,144-146].

Zadnji rezultati meta analize koja je obuhvatila vise od sto randomiziranih klini¢kih ispitivanja,
i gotovo 19.000 pacijenata, pokazali su da je primjena primarne konkomitantne kemoterapije
uz radioterapiju statisti¢ki znacajno produljila ukupno prezivljenje pacijenata s uznapredovalim
stadijima karcinoma glave 1 vrata, i da je vazno vrijeme KkoriStenja kemoterapije
(konkomitantno), s apsolutnom dobiti u petogodiSnjem i desetogodi$njem prezivljenju od 6,5
% 1 3,6 %. Nije bilo u¢inka na produljenje ukupnog prezivljenja dodatkom indukcijske
kemoterapije [147]. Poznati su 1 podatci analiza kasne toksi¢nosti primjene konkomitantne
kemoradioterapije koji imaju ozbiljan utjecaj na kvalitetu Zivota, a uklju¢uju pojavu poremecaja
funkcije gutanja 1 govora u oko 40 % pacijenata [148]. Utjecaj na razvoj toksi¢nosti osim
¢imbenika vezanih uz tumor, pacijenta 1 shemu frakcioniranja, ima 1 primijenjena tehnika
zracenja. Danas se primjenjuju novije tehnike kao Sto su IMRT 1 VMAT, s ciljem boljeg
oCuvanja organa od rizika kao i funkcije samog grkljana. Konkomitantno sa zracenjem
ispitivane su i razli¢ite doze cisplatine te karboplatine i 5SFU-a, kao i primjena bioloske terapije.
Ipak, konkomitantna kemoradioterapija s visokodoznom cisplatinom 1 uobicajenim
frakcioniranjem zrac¢enja smatra se standardom u lijeCenju uznapredovalih karcinoma glave i
vrata, bilo primarno ili adjuvantno [147,149,150]. Na temelju nekoliko klini¢kih ispitivanje faze
II, podataka iz meta analize te randomizirane studije faze III, pokazano je da primjena tjedne
cisplatine (u dozi od 40mg/m?) konkomitantno s radioterapijom nije inferiorna naspram
visokodozne cisplatine, u primarnom lije¢enju, uz manje izrazenu toksi¢nost [147,151]. U obzir
dolazi primjena karboplatine 1ili bioloSke terapije cetuksimabom konkomitantno s

radioterapijom, u pacijenata koji nisu kandidati za cisplatinu [146,152]. Cetuksimab,
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monoklonsko protutijelo koje inhibira EGF receptor, pokazao je statisticki znac¢ajno bolju
lokalnu kontrolu i1 dulje ukupno prezivljenje u kombinaciji s radioterapijom, naspram same

radioterapije [152].

Ne postoje smjernice za elektivno lijeCenje limfnih ¢vorova vrata temeljene na rezultatima
randomiziranih klinickih ispitivanja u ranim stadijima raka grkljana, a ono nije primarni cilj
istrazivanja ni kod lokalno uznapredovalih tumora. Od kirurSkih zahvata primjenjuju se
sveobuhvatna radikalna ili modificirana radikalna te selektivna, a povremeno i proSirena
disekcija vrata [42]. Pri odlukama o elektivnom lijeCenju limfnih ¢vorova vrata sluzimo se
podatcima podanaliza randomiziranih studija koje su ispitivale ucinkovitost primjene
kemoradioterapije, bilo indukcijske bilo konkomitantne, naspram same radioterapije ili
kirurS§kog zahvata uz adjuvantno lijecenje, kao i1 onih s razli¢itim vrstama disekcija vrata te
retrospektivnih 1 prospektivnih ispitivanja. Elektivno lijeCenje limfnih ¢vorova vrata se
savjetuje kada je rizik okultnih metastaza visi od 20 % [42]. Sto se ti¢e adjuvantnog lijecenja
limfnih ¢vorova vrata, smjernice se temelje na podatcima randomiziranih studija koje su

usporedivale primjenu adjuvantnog zracenja naspram konkomitantne kemoradioterapije [4].

Pacijentima s uznapredovalim primarnim karcinomima glotisa, kao 1 svima s karcinomima
supraglotisa, koji nemaju klinicki zahvacene limfne ¢vorove, savjetuje se elektivno lijeenje
limfnih ¢vorova vrata, bilo kirurSki bilo radioterapijom. Savjetuje se zbog rizika subklini¢ke
bolesti, 1 puteva Sirenja uznapredovalih karcinoma grkljana, selektivnom disekcijom obuhvatiti
istostrane ili obostrane limfne ¢vorove regije II, III 1 IV, ovisno o mjestu i lokalnoj proSirenosti
primarnog tumora. Primjenom IMRT-a mogu se istovremeno primijeniti razli¢ite doze zrac¢enja
na razliCite regije limfnih ¢vorova, ovisno o prisutnosti ili odsutnosti makroskopske bolesti, t;.

rizika postojana subklini¢ke bolesti.

Pacijentima s klinicki pozitivnim limfnim ¢vorovima, kod kojih se planira kirurSki zahvat
primarnog tumora, potrebno je uciniti i sveobuhvatnu disekciju vrata, i to regija II do IV iste
strane za gloti¢ne tumore. Kod supragloti¢nih tumora s pozitivnim limfnim ¢vorovima potrebna
je obostrana disekcija vrata regija Il do IV, a kod subgloti¢nih regija II do IV iste strane te regije
VI obostrano [42]. Nakon operacije ovisno o patohistoloskim znacajkama tumora, provodi se
adjuvantno lije¢enje. Kod pozitivnih ¢vorova regije 11, potrebno je elektivnom radioterapijom

obuhvatiti i regiju Ib kod karcinoma glotisa.

Onim pacijentima koji su imali klinicki zahvacene limfne ¢vorove vrata, a imaju potpuni
klinicki odgovor na lijeCenje primarnom radioterapijom ili konkomitantnom
kemoradioterapijom, nije potrebna disekcija vrata. Ona se savjetuje svim pacijentima kod kojih

46



nije postignuta kompletna regresija bolesti. Prospektivno randomizirano istrazivanje na vise od
500 pacijenata s N2 ili N3 stadijem bolesti (vise od 80 % pacijenti s primarnim karcinomom
orofarinksa), ispitivalo je ucinkovitost primjene planirane disekcije vrata nakon provedene
primarne konkomitantne kemoradioterapije, naspram PET/CT pracenja. Rezultati su pokazali
sli¢ne stope dvogodisnjeg prezivljenja, uz nizu stopu disekcije vrata te manje troskove lijeCenja
u skupini pacijenata koja je bila pracena [153]. Cetiri do osam tjedana nakon primarnog
lijecenja provodi se klinicka procjena odgovora tumora i limfnih ¢vorova vrata na provedenu
terapiju. Ukoliko klini¢ki postoji ostatna bolest potrebna je daljnja radioloska obrada i procjena
resektabilnosti. U pacijenata s lokalno ili lokoregionalno uznapredovalim tumorima koji su
postigli odgovor na primarnu terapiju, potrebno je u€initi radiolosku obradu. Savjetuje se uciniti
MSCT ili MR vrata bar 8 do 12 tjedna od zavrsetka lijecenja, ili preferabilno PET/CT, bar 12
tjedna od zavrSetka primarnog lijecenja. U slucaju ostatne bolesti savjetuje se radikalni kirurski

zahvat.

Na temelju podanaliza randomiziranih, kao i retrospektivnih i prospektivnih klini¢kih
ispitivanja, pacijentima s prodorom tumora kroz hrskavicu i zahvacanjem mekih tkiva vrata
(cT4aNO0-3), savjetuje se primarno kirursko lijeCenje, s obzirom na to da je iS¢ekivani ishod
primjene metoda ocuvanja grkljana lo§ [121,136]. Nakon kirurSkog lije¢enja na temelju
patohistoloSkih karakteristika tumora slijedi adjuvantno lijeCenje. Vazna je pazljiva selekcija
pacijenata prije odluke o lije¢enju. Kod pojedinih pacijenata s ovim stadijem bolesti koji nemaju
veliko opterecenje tumorom ili odbijaju kirurSko lijeCenje, dolazi u obzir primjena primarne
konkomitantne kemoradioterapije ili indukcijske kemoterapije, i u sluaju odgovora
radioterapija sama, ili uz sustavno lijeCenje. U slucaju nepostojanja odgovora na indukcijsku
kemoterapiju savjetuje se kirurSko lijeCenje. U pacijenata koji nisu kandidati za kirursko
lijecenje ili konkomitantnu kemoradioterapiju, dolazi u obzir primarna radioterapija. Savjetuje
se primjena nestandardnih shema frakcioniranja, posebno hiperfrakcioniranja, koje su pokazale
statistiCki znacajno produljenje prezivljenja 1 bolju lokoregionalnu kontrolu bolesti naspram

standardnih [129].

Kod jako uznapredovale lokoregionalne bolesti preferira se kirursko lije¢enje ukoliko je bolest
resektabilna, tj. pacijent kandidat za operaciju. Ukoliko isto nije moguée (cT4bNO-3),
primjenjuje se primarno onkolosko lije¢enje konkomitantnom kemoradioterapijom temeljenoj
na visokodoznoj cisplatini [138,154]. Primjenom kombinacijske terapije postizu se znacajne
cetverogodisnje stope kontrole bolesti (71 %) 1 ukupnog prezivljenja (56 %) na temelju rezultata

retrospektivnih studija [121]. Osim visokodozne cisplatine, temeljem rezultata randomiziranog
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klinickog istrazivanja, faze III, konkomitantno uz radioterapiju moze se primijeniti
karboplatinu/5FU [155]. Indukcijska kemoterapija moze se primijeniti kod velikog optere¢enja
tumorom i simptomatske bolesti, a prije konkomitantne kemoradioterapije temeljene na tjednoj
cisplatini ili cetuksimabu, ili mono radioterapije [143]. Randomiziranim studijama nije
dokazana dobit u ukupnom prezivljenju primjenom indukcijske kemoterapije naspram same
kemoradioterapije [146,156]. U pacijenata koji nisu kandidati za cisplatinu, moze se
konkomitantno uz radioterapiju primijeniti cetuksimab [152]. Konkomitantno uz radioterapiju
moze se primijeniti karboplatina uz paklitaksel ili tjednu cisplatinu [4]. U slucaju NO bolesti
svakako se savjetuje elektivno lijecenje regija Il do VI limfnih ¢vorova vrata obostrano. U obzir
dolazi i palijativno monomodalitetno lijeCenje ili simptomatsko suportivna terapija ukoliko

pacijent zbog opceg stanja nije kandidat za drugo [4].
1.10.4 Lijecenje metastatskog i rekurentnog karcinoma grkljana

Lijecenje metastatskog karcinoma grkljana ne razlikuje se od lijecenja drugih metastatskih
karcinoma ploc¢astih stanica glave i vrata. Sustavno lijeCenje je terapija izbora za vecinu
pacijenata s lokalnim povratom bolesti i nemoguénosc¢u resekcije ili primjene radioterapije, kao
1 onih s udaljenom diseminacijom bolesti, a koji su dobrog opéeg stanja. Osim sustavnog
lijecenja, primjenjuju se i simptomatske i palijativne mjere. Cilj je lijeCenja u metastatskoj
bolesti produljenje Zivota i olakSavanje simptoma, a u pacijenata s rekurentom bolesti,
izljecCenje, Sto je ipak rijetko moguce. Kod oligometastatske bolesti primjenjuju se lokalne

metode lijecenja, kao Sto su radioterapija, ablativne metode 1 kirurSko lije¢enje [4].

Kombinacijska kemoterapija, cisplatinom i SFU, naspram monoterapije, pokazala je temeljem
rezultata randomiziranih klini¢kih ispitivanja bolju ucinkovitost u smislu vise stope odgovora,
ali bez produljenja ukupnog prezivljenja 1 uz vecu toksi¢nost [157-160]. Kombinacija
cisplatine i paklitaksela nije pokazala zna¢ajne razlike u rezultatima naspram cisplatine 1 SFU
[157]. U analizi dvije randomizirane studije kombinacijske kemoterapije temeljene na
cisplatini, utvrdeno je pet ¢imbenika koji su neovisni prediktori ukupnog prezivljenja. Krace
ukupno prezivljenje bilo je povezano s gubitkom tjelesne mase za vise od 5 %, ECOG statusom
1 (naspram 0), prethodnom radioterapijom, karcinomima usne Supljine i hipofarinksa te dobrom
do umjerenom diferencijacijom tumorskih stanica [161]. Stopa objektivnog odgovora iznosila
je 32 %, a medijan ukupnog prezivljenja 7,8 mjeseci za cijelu populaciju. Primjenom
kombinacijskih protokola temeljenih na platini, udvostrucuje se stopa odgovora, ali bez
produljenja ukupnog prezivljenja. U sluc¢aju da pacijent zbog opceg stanja nije kandidat za

kombinacijsko lijeenje savjetuje se monokemoterapija. U obzir dolazi primjena: cisplatine,
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karboplatine, paklitaksela, docetaksela, SFU, metotreksata, kapecitabina, cetuksimaba i
gemcitabina. Primjenom monoterapije postizu se stope odgovora od 15 % do 35 %, a
kombinacijom cisplatine i SFU-a manje od 40 % [162,163]. Postizanje kompletnog odgovora u
metatstskim karcinomima glave i1 vrata je rijetko, ali se CeS¢e postize kombinacijskim
protokolima, a povezano je s duljim ukupnim prezivljenjem [158]. Rezultati randomiziranog
klini¢kog istrazivanja faze 11, pokazali su da se kombinacijom cisplatine ili karboplatine, SFU-
a 1 cetuksimaba postizu bolji rezultati naspram kemoterapije cisplatinom i SFU-om, i to bolja
stopa odgovora kao i medijan ukupnog prezivljenja [ 164]. Primjenjuju se i drugi kombinacijski
protokoli poput platine 1 taksana te platine i1 cetuksimaba [4]. ViSe od deset godina standard u
prvolinijskom lije¢enju pacijenata s metastatskim karcinomima glave i vrata, bila je
kombinacija cisplatine, SFU-a i cetuksimaba, s medijanom ukupnog prezivljenja kra¢im od
godine dana. Novija studija je pokazala dobit u ukupnom prezivljenju kombinacijom
prembrolizumaba s cisplatinom 1 5SFU-om naspram cisplatine, SFU-a i cetuksimaba, a bez
razlike u prezivljenju bez progresije bolesti [165]. Stoga je pembrolizumab u kombinaciji s
cisplatinom i SFU-om postao standard u prvolinijskom lije¢enju pacijenata s neresektabilnim
lokalnim povratom ili metastatskom bolesti, a za tumore s PD-L1 ekspresijom izrazenom kao
CPS jednak ili ve¢i od jedan primjenjuje se 1 kao monoterapija. U pacijenata s CPS 20 ili viSim,
postignuto je ukupno prezivljenje od gotovo 15 mjeseci primjenom monoterapije
pembrolizumabom. Kombinacija kemoimunoterapije preferira se pred mono-imunoterapijom,
posebno u pacijenata s vecim optereCenjem tumorom [4]. Naknadna analiza rezultata ovog
klini¢kog ispitivanja pokazala je da je najmanje 20 % pacijenata koji su primali pembrolizumab
postiglo dugotrajan odgovor, uz plato u krivulji prezivljenja te 30 % onih s PD-L1 CPS 20 ili
vi$im, a koji su primali pembrolizumab 1 kemoterapiju. Ova analiza je pokazala i visoku stopu
odgovora na kemoterapiju, posebno taksanima, nakon progresije na pembrolizumab i

kemoterapiju [166,167].

Nakon progresije na prvolinijsku terapiju primjenjuje se najceS¢e mono-terapija. U obzir dolazi
kemoterapija, imunoterapija ili bioloska terapija ovisno o terapiji koriStenoj u prvoj liniji
lijeenja. Kod progresije na platinu najeS¢e su se prije koristili docetaksel, metotreksat,
cetuksimab (ukoliko nije koriSten u prvoj liniji lijecenja), a temeljem novih klinickih ispitivanja

sada se savjetuju nivolumab ili pembrolizumab [4,168,169].

U slucaju lokalnog povrata ili lokoregionalne ostatne bolesti u obzir dolazi kirurSki zahvat
ukoliko je mogu¢, a primjena adjuvantnog lijjecenja ovisi o rizicnim ¢imbenicima 1 ranije

provedenoj terapiji. U pacijenata koji nisu kandidati za kirurS8ki zahvat, savjetuje se
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multidisciplinarni pristup te odlukom tima, primjena konkomitante kemoradioterapije ukoliko
pacijent ranije nije zracen ili ukoliko postoji moguénost reiradijacije, primjena kemoterapije
konkomitantno s reiradijacijom. Prilikom odluke o reiradijaciji u obzir treba uzeti
komorbiditete, toksicnost 1 vrijeme proteklo od ranije provedene terapije (minimalno 6
mjeseci). Koriste se razli¢ite tehnike, 3DCRT, IMRT, VMAT, stereotaksijska radioterapija
(SBRT) te protonsko zracenje, a u polje zracenja se stavlja samo aktivna bolest. Randomizirano
multicentri¢no ispitivanje, faze 11, je pokazalo da reiradijacija konkomitantno s kemoterapijom
nakon kirurSkog zahvata naspram samog kirurSkog zahvata, statisticki znacajno poboljSava
prezivljenje bez znakova bolesti. Akutna toksi¢nost gradusa 3 1 4 bila je znacajna u 28 %
pacijenata, medutim, koriStene su starije tehnike zracenja (3DCRT) [170]. Retrospektivna
analiza viSe od 200 pacijenata pokazala je da primjena IMRT-a kao tehnike pri reiradijaciji
moze biti povezana s boljom stopom lokalne kontrole i prezivljenja uz kronicne nuspojave kod
16 % pacijenata nakon dvije godine [171,172]. Konkomitantna primjena sustavne terapije
povezana je se viSim rizikom toksicnosti. Stope petogodisnje lokoregionalne kontrole,
prezivljenja bez progresije bolesti i ukupnog prezivljenja iznosile su 53 %, 22 % i 32 %, a
nuspojave gradusa 3 ili viSe bile su rijetke. Najbolji rezultati reiradijacije postizu se primjenom
SBRT-e u pacijenata s malim tumorima i bez zahvacanja koze [4]. Za vecinu pacijenata s
lokalnim povratom i nemoguénoscu resekcije, a koji su dobrog opéeg stanja, terapija izbora je

sustavno lijecenje [4].
1.10.5 Pracenje pacijenata s karcinomima grkljana

Svim pacijentima koji su imali dijagnosticiran karcinom grkljana, neovisno o stadiju bolesti,
potrebno je pazljivo pracenje. Ucestalost kontrolnih pregleda ovisi o riziku povrata bolesti i
razvoja drugih primarnih tumora te morbiditetu samog tumora, ali 1 provedenih modaliteta
lijecenja (prisutnost stome, prac¢enje funkcije govora, gutanja), kao i komorbiditetima. Posebno
je vazno savjetovanje prekida puSenja cigareta i uzimanja alkohola te osvjeStavanje pacijenata
o drugim rizicnim ¢imbenicima, uz socijalnu 1 psiholosku podrSku. Fizikalni pregled glave 1
vrata kao 1 fiberendoskopija 1 indirektna laringoskopija savjetuju se svakih jedan do tri mjeseca
tijekom prve godine od zavrSetka lijecenja te svakih dva do Cetiri mjeseca tijekom druge godine
pracenja. U tre¢oj godini pracenja savjetuju se ovakve kontrole svakih tri do Sest mjeseci, a
nakon toga svakih cetiri do Sest mjeseci do kraja pete godine. Nakon pete godine pracenja,
kontrole se planiraju jednom godiSnje. Slikovna dijagnostika, najceS¢e MSCT, a rjede MR vrata
savjetuje se postoperativno u pacijenata s visokim rizikom za povrat bolesti, ili kod onih koji

imaju klini¢ku sumnju na recidiv, a prije pocetka adjuvantnog lijecenja. U pacijenata koji
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nemaju potrebu za adjuvantnim lijecenjem, savjetuje se uciniti MSCT vrata tri do Cetiri mjeseca
nakon operacije, a on ¢e se smatrati inicijalnim za daljnje pracenje. Nakon primarne
radioterapije ili kemoradioterapije, dolazi u obzir u€initi MSCT vrata Cetiri do osam tjedana od
zavrsetka lijecenja, ili i ranije ukoliko se sumnja na progresiju bolesti. Inace se nakon primarne
radioterapije ili kemoradioterapije planira PET/CT zbog procjene odgovora tj. ostatne bolesti,
minimalno dvanaest tjedana od zavrSetka lijecenja. Optimalnim vremenom za PET/CT smatra
se razdoblje od tri do Sest mjeseci nakon zavrSetka lijeCenja. Nakon dva ili tri ciklusa
indukcijske kemoterapije, potrebno je zbog procjene odgovora na terapiju uciniti slikovnu
dijagnostiku, naj¢es¢e MSCT vrata, na temelju koje se donosi odluka o daljnjem lijecenju. Kod
sumnje na udaljenu diseminaciju bolesti nakon provedenog indukcijskog ili primarnog lijeenja
moze se uciniti MSCT prsista ili PET/CT. UZV vrata moze pomoc¢i u definiciji statusa limfnih
¢vorova, kako prije tako i nakon provedenog lijeCenja te tijekom pracenja. Nakon zracenja
potrebna je i kontrola funkcije Stitnjate jednom do dva puta godiSnje te redovite kontrole
stomatologa. U pracenju pacijenata, koji su s aktivnim lije¢enjem zavrsili prije vise od Sest
mjeseci, ne postoje smjernice o ucestalosti i metodi slikovne dijagnostike kod asimptomatskih
pacijenata koji na prethodnoj slikovnoj obradi nisu imali znakova ostatne zlo¢udne bolesti. U
slu€aju nastanka simptoma u obzir dolaze UZV vrata, MSCT ili MR vrata, a MSCT prsnog
kosa i trbuha ili PET/CT kod sumnje na udaljenu diseminaciju bolesti. U pacijenata kod kojih
je pregled sluznice otezan ili nemogu¢, savjetuje se jednom godiSnje uciniti i slikovnu

dijagnosticku obradu koja je radena i prije lije¢enja (najces¢e MSCT 1 UZV vrata) [4,42].
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1.11 Tumorski mikrookoli§ karcinoma grkljana

1.11.1 Imunoloske stanice u mikrookoliSu karcinoma grkljana

Tumorski mikrookolis je sloZeni sustav, a dio je odgovora imunoloSkog sustava pacijenta na
tumor. Cine ga izvanstani¢ni matriks, krvne i limfne Zzile, zivci, imunoloske stanice, fibroblasti
i druge stromalne stanice te razli¢ite molekule, poput citokina i kemokina. Kontinuirana
interakcija tumora i tumorskog mikrookoliSa odgovorna je ne samo za progresiju tumora, vec i
odgovor na lijeCenje. Tumor svojim djelovanjem inhibira imunoloski sustav koji ga pokuSava
eliminirati te ga istovremeno potice na protumorsko djelovanje. Ove su interakcije modulirane
razli¢itim molekulama. I prirodeni i steCeni imunoloski sustav sastavni su dio tumorskog
mikrookoliSa. Stanice koje sudjeluju u prirodenom imunoloskom odgovoru su: neutrofili,
makrofagi, dendriticke i supresijske stanice mijeloidnog porijekla te stanice prirodne ubojice
(engl. natural killer cell, NK stanice). Neutrofili se inace nalaze u krvi, ali prilikom aktivacije
prirodenog imunoloskog odgovora brzo dolaze na mjesto infekcije, gdje imaju ulogu
eliminacije mikroorganizama. Neposredno aktiviraju i ste¢eni imunoloski sustav jer sudjeluju
u odgovoru protutijela na patogene, prezentaciji antigena i aktivaciji T limfocita. Visok postotak
neutrofila u krvnoj slici, kao i1 visok omjer neutrofila prema limfocitima, lo$ su prognosticki
¢imbenik u razli¢itim tumorskim sijelima, ukljucujuci i karcinome larinksa, a neutrofili utjecu
1 na rezistenciju na radioterapiju [173,174]. Makrofagi takoder sudjeluju u prirodenom i
stecenom imunoloSkom odgovoru. Makrofagi M1 sudjeluju u antitumorskom odgovoru svojim
citotoksi¢nim djelovanjem, a proizvode i1 proupalne citokine, dok M2 makrofagi imaju suprotno
protuupalno djelovanje. Pomagacki T limfociti aktiviraju M1 makrofage putem IFN-y. Visoka
zastupljenost CD68+ makrofaga u tumorskom tkivu pacijenata s karcinomima glave i vrata
povezana je s loSijjom prognozom, a povecava se s porastom stadija bolesti. Prisutnost
regulacijskih T limfocita i M2 makrofaga u tumorskom tkivu karcinoma grkljana takoder je
povezana s loSijom prognozom. Njihova aktivacija posljedica je povratne sprege, M2
makrofage aktiviraju tumorske stanice, a oni potom aktiviraju regulacijske T limfocite.
Regulacijski T limfociti induciraju diferencijaciju makrofaga prema M2 fenotipu, §to u
konacnici dovodi do imunosupresije. Makrofazi M1 su u negativnoj korelaciji, a M2 u
pozitivnoj korelaciji s ekspresijom PD-L1. Makrofagi povezani s tumorom (engl. tumor-
associated macrophages, TAMs) su posebna vrsta makrofaga, a imaju iskljucivo protumorsko
1 imunosupresijsko djelovanje kao i supresijske stanice mijeloidnog porijekla (engl. myeloid-
derived suppressor cells, MDSCs). Tumorske stanice luce razli¢ite Cimbenike rasta koji

induciraju diferencijaciju i1 proliferaciju ovih stanica te njihovu migraciju na mjesto primarnog
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tumora, ali 1 mjesta budu¢ih metastaza. Na ovim mjestima supresijske stanice mijeloidnog
podrijetla imaju protumorski uc¢inak, poput inhibicije proliferacije T stanica, i druge. Oni
takoder poticu i1 protumorske neimunoloske funkcije, poput povecane angiogeneze i
propusnosti krvnih Zzila, $to doprinosi nastanku diseminacije bolesti [174]. Trombociti takoder
induciraju proliferaciju tumorskih stanica, angiogenezu i diseminaciju, a njithov povisen broj
korelira s loSijom prognozom u razli¢itim tumorskim sijelima [174]. Stanice NK ¢ine dio
prirodenog imunoloskog odgovora i eliminiraju tumorske stanice ili patogene koji na sebi
nemaju eksprimirane molekule MHC I (engl. major histocompatibility complex) aktivacijom
apopotoze. Dendriticke stanice prezentiraju antigen T limfocitima 1 na taj se nacin aktivira
steCeni imunoloski odgovor. Osim prezentacije antigena, potrebni su jo$ ko-stimulatori B7 i
signali razlicitih citokina za aktivaciju tumor-specificnih citotoksi¢nih T-limfocita. Na B7
skupinu molekula mogu se vezati inhibitorski receptori CTLA4 na T limfocitima te inhibirati
njihovu aktivaciju [174]. Aktivnost cGAS-STING signalnog puta takoder je vaZzna za aktivnost
prirodenog, ali i steCenog imunoloskog odgovora. Stanice raka izravno komuniciraju s ostalim
stanicama u tumorskom mikrookolisu, ili posredno, putem razli¢itih faktora rasta, citokina i
kemokina. Dokazan je utjecaj mikrobiote na onkogenezu u pacijenata s karcinomima glave i
vrata, a u uzorcima pacijenata s karcinomima grkljana postoji znacajna razlika u sastavku

bakterija naspram zdravih ispitanika [174].

Aktivaciju steCenog imunoloSkog odgovora inicira prirodeni imunoloski odgovor. Glavne
efektorske stanice protutumorskog imunoloskog odgovora su tumor-infiltrirajuéi limfociti
(engl. tumor-infiltrating lymphocytes, TIL). Dokazana je prognosticka vrijednost zastupljenosti
tumor-infiltriraju¢ih limfocita u tumorskom mikrookoliSu u razli¢itim tumorskim sijelima.
Tako je u karcinomu debelog crijeva kvantifikacija odredenih T stanica (CD3+ 1 CD8+ stanice)
imala znacajniju prognosticku vrijednost od stadija bolesti po TNM Kklasifikaciji. 1 kod
karcinoma glave i1 vrata prisutnost tumor-infiltriraju¢ih leukocita se sve viSe prepoznaje kao
vazan biomarker, s moguc¢om prognostickom vrijednosti. Glavno ograni¢enje vecine ovih
studija je heterogenost rezultata zbog ukljucivanja svih sijela glave i vrata u istu analizu, a zbog
relativno malih brojeva pacijenata po pojedinim sijelima. Pretpostavlja se da je prognosticka
vrijednost zastupljenosti tumor-infiltriraju¢ih limfocita vjerojatno drugacija izmedu razlicitih
tumorskih sijela glave i vrata §to zahtjeva analizu homogenijih skupina pacijenata. Tako postoji
sve veci broj istrazivanja koja su pokazala bolju prognozu kad je prisutna oblina infiltracija
limfocita u tumoru 1 tumorskom mikrookoliSu pacijenata s ploc¢astim karcinomima grkljana.

Glavno ograni¢enje ovih studija su analize na relativno malom broju pacijenata te nepostojanje
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standardiziranih protokola kvantifikacije tumor-infiltriraju¢ih limfocita, zbog ¢ega se ono jo$

ne primjenjuje u klini¢koj praksi [175].

Jedno od glavnih obiljezja raka jest sposobnost izbjegavanja imunoloskog odgovora koja e
provodi kroz tri faze — eliminacija, ravnoteza i bijeg. Poznato je da zadnja faza, progresija raka,
koju karakterizira abnormalna proliferacija stanica zapravo posljedica neravnoteze izmedu
agresivnog rasta tumora i oslabljenog imunoloskog odgovora domadina. Dva su glavna
mehanizma rezistencije tumora na steCeni imunoloski odgovor. Kod tumora s obilnom
infiltracijom T limfocitima, moze do¢i do inhibicije imunoloSkog odgovora razliitim
inhibitornim citokinima, a kod tumora koji nemaju upalni infiltrat (takozvani hladni tumori)
nema posljedicno ni aktivacije imunoloskog odgovora. Kod tumora s obilnim upalnim
infiltratom, kao S§to su karcinomi glave i vrata, inhibicija imunoloskog dogovora je posljedica
razli¢itih mehanizama, poput sniZzene ekspresije molekula HLA, aktivacije MAPK signalnog
puta, prekomjerne ekspresije antigena koji inhibiraju aktivnost T stanica te drugih

imunosupresivnih citokina [174,175].

Izvr$nu funkciju imunoloskog odgovora u tumorima obavljaju citotoksi¢ni T limfociti, zbog
cega se razli¢itim pristupima pokusava predvidjeti njihova u¢inkovitost u tumoru. Nedostatak
infiltracije tumorskog mikrookolisa jasni je znak neucinkovitosti imunoloSke obrane. Razliciti
su uzroci nedostatka T limfocita u tumorima, poput postojanja mehanicke barijere uslijed
fibroze, nepropusnosti krvnih Zila, nepostojanja kemokina koji privla¢e T limfocite. U viSe od
50 % pacijenata s karcinomima glave 1 vrata postoji obilan imunoloski infiltrat u tumoru 1
njegovoj neposrednoj okolini, a on je povezan s boljom prognozom, kao i1 ucinkovitosti
indukcijske kemoterapije. Na aktivnost T stanica utjece i ekspresija molekula PD-L1 1 CTLA-
4. Ekspresija molekule PD-L1 je prisutna kod 30 %, a CTLA-4 kod 20 % pacijenata s
karcinomima grkljana. Karcinomi grkljana imaju nizu ekspresiju CTLA-4 od ostalih karcinoma
glave 1 vrata. ViSa ekspresija PD-L1 na imunoloskim, ali ne i na tumorskim stanicama,
povezana je s boljom prognozom pacijenata s karcinomima larinksa. Na aktivnost T limfocita
utjeCe 1 postojanje velikog broja neoantigena, op¢i imunoloski status pacijenta 1 prisutnost
protumorskih upalnih ¢imbenika. Poznato je da tumori s velikim brojem neoantigena imaju
bolji imunoloski odgovor. Pokazatelj koji se koristi u pokusaju kvantifikacije neoantigena je
mutacijsko opterecenje tumora (engl. tumor mutational burden, TMB). U karcinomima
grkljana PD-L1 ekspresija se koristi kao prediktivni biomarker u lijeCenju imunoterapijom.
Osim T citotoksi¢nih limfocita, vazna je uloga regulatornih T limfocita (engl. regulatory T cells,

Tregs) koji spreavaju prekomjeran imunoloski odgovor. Tijekom kroni¢ne upale te prilikom
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razvoja karcinoma u organizmu, dolazi do smanjenja aktivacije T stanica i njihovog
iscrpljivanja (engl. exhausted T cells, Tex), pri ¢emu nastupa zadnja faza izbjegavanja
imunoloskog odgovora, faza bijega, Sto omogucava abnormalnu proliferaciju tumorskih
stanica. Iscrpljeni T limfociti imaju visoku ekspresiju molekule PD-1 koja je osnova djelovanja
inhibitora kontrolnih tocaka [174]. Tumorske stanice napreduju izbjegavanjem imunoloSkog
odgovora, privlacenjem regulatornih T limfocita, povecanjem ekspresije inhibitornih receptora
kao Sto su PD-1 i CTLA-4 na tumor-infiltrirajué¢im limfocitima ili povecanjem ekspresije
liganda PD-L1 na tumorskim stanicama. Upravo su ova otkri¢a dovela do primjene inhibitora
kontrolnih tocaka koji ciljaju PD-1, PD-L1 ili CTLA-4 put [174,175]. Sposobnost izbjegavanja
imunoloskog odgovora je u fokusu brojnih istrazivanja koja moduliranjem imunoloskog

sustava pacijenata pokusavaju zaustaviti tumorski rast.
1.11.2 Inhibitori kontrolnih to¢aka

Jedan od nacina reaktivacije imunoloSkog sustava, koji se koristi u lije€enju zlo¢udnih bolesti,
je primjena inhibitora kontrolnih tocaka. Vezanje protutijela na inhibitorne receptore PD-1 i
CTLAA4 na tumor-infiltriraju¢im T limfocitima te na ligand PD-L1 koji se nalazi na tumorskim

stanicama, dovodi do reaktivacije T limfocita.

Unato¢ poboljSanju rezultata lijeCenja operiranih pacijenata s visokim rizikom primjenom
adjuvantne kemoradioterapije, stope petogodiSnjeg preZivljenja 1 dalje su niske, uz povrat
bolesti u polovice pacijenata unutar tri godine od dijagnoze. PetogodiSnje prezivljenje
pacijenata s HPV negativnim uznapredovalim tumorima glave 1 vrata 1 dalje je niZe od 50 %,
uz znaCajno narusenu funkciju grkljana. U prvoj 1 drugoj liniji lijeCenja pacijenata s
neresektabilnim povratom bolesti 1 metastatskim karcinomima grkljana odobreni su PD-1
inhibitori, temeljem rezultata klinickih studija faze tri. Nije poznato zasto primjena drugih
inhibitora kontrolnih toc¢aka, nije u¢inkovita u lije¢enju ovih karcinoma. U¢inak imunoterapije
u standardnim protokolima lije€enja metastatskog karcinoma grkljana sugerira mogucu
primjenu ove terapije 1 u ranijim stadijima bolesti s ciljem bolje sustavne, ali 1 lokalne kontrole
bolesti uz moguénost posStede organa [176]. Poznato je da vrijeme pocetka primjene
imunoterapije inhibitorima kontrolnih tocaka utjece na ishode u lije¢enja karcinoma, pa se tako
ranijom primjenom imunoterapije moze posti¢i dugotrajan odgovor kod veceg broja pacijenata,
Sto se povezuje s nepostojanjem na terapiju rezistentnih klonova tumorskih stanica. U tijeku su
studije koje ispituju 1 pitanje duljine primjene imunoterapije, kao i1 sekvenciranje u odnosu na
druge terapijske mogucnosti [176]. Koncept rane primjene imunoterapije pokazao se uspjeSnim

u neoadjuvantnom lijeCenju pacijenata s drugim solidnim tumorima [177-179]. Zlo¢udni
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tumori glave i vrata obilno su prozeti imunoloskim stanicama i imaju veliko mutacijsko 1
antigensko opterecenje te se ocCekuje translacija pretklini¢kih rezultata u neoadjuvantnoj
primjeni inhibitora kontrolnih tofaka na rezultate klinickih studija [180]. Za razliku od
neoadjuvantne kemoterapije kojom se direktno izaziva smrt tumorske stanice radi smanjenja
tumorske mase, primjenom neoadjuvantne imunoterapije potice se aktivacija imunoloskog
sustava pacijenta s ciljem prepoznavanja antigena specificnih za tumor, aktivacije citotoksi¢nih
T stanica te uniStenja tumorskih stanica unutar primarnog tumora, ali i mogucih
mikrometastaza. Osim toga, primjena imunoterapije ima manje nuspojava od primjene drugih
terapijskih opcija u lijeCenju karcinoma grkljana te omogucéava jednostavno uzimanje
bioptickog materijala za translacijska istrazivanja na nativnom tumorskom tkivu. To je vazno
za utvrdivanje prediktivnih biomarkera, imunoloskih markera aktivnosti terapije i molekularnih
mehanizama nastanka ovih karcinoma [176]. Bolje razumijevanje imunoloskih procesa i
precizniji prediktivni biomarkeri omogucili bi uspjesniju selekciju pacijenata za primjenu ove
terapije u ranijim stadijima bolesti. Poznato je kako PD-L1 ekspresija nije idealan biomarker u
predvidanju odgovora na imunoterapiju inhibitorima kontrolnih tocaka. Istrazuje se
potencijalna biomarkerska vrijednosti ekspresije PD-L2, HPV infekcije, mutacijskog
optere¢enja tumora, kao i fenotipa imunoloskih i stromalnih stanica te molekula prisutnih u
tumorskom mikrookolisu. U tijeku je viSe klinickih studija koje istrazuju primjenu
imunoterapije u ranim stadijima karcinoma grkljana, samostalno ili u kombinaciji s drugim
lijekovima 1 radioterapijom, a nedavno su objavljeni i rezultati nekih od ovih ispitivanja [176].
Zbog cijene, ali i mogucih nuspojava primjene imunoterapije, od posebnog je interesa definirati
podskupinu pacijenata koja ¢e njenom primjenom imati najvecu korist, u svim stadijima bolesti.
Istrazuje se 1 mogucénost povecanja ucinkovitosti imunoterapije inhibitorima kontrolnih toc¢aka
manipulacijama imunoloskog sustava imunomodulatorima, $to je dovelo do interesa za signalni

put cGAS-STING zbog njegove uloge u prirodenom 1 ste¢enom imunoloskom odgovoru.
1.11.3 cGAS-STING signalni put

Stimulator gena za interferon (engl. stimulator of interferon genes, STING) je protein izraZzen
na endoplazmatskom retikulumu u razli¢itim vrstama stanica. Komponenta je signalne kaskade
cGAS-STING (engl. cyclic GMP-AMP synthase) odgovorne za stimulaciju urodenog
imunoloskog odgovora, prvenstveno u vidu aktivacije 1 polarizacije makrofaga stranom DNA
prilikom infekcije, ali 1 vlastitom DNA kod genomske nestabilnosti 1 oStecenja stanica
[174,181]. Osim toga, signalni put cGAS-STING moze utjecati na diferencijaciju T limfocita

¢ime utjece na aktivaciju stecenog imunoloskog odgovora [182,183] (slika 7).
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Slika 7. cGAS-STING signalni put (preuzeto od Guo et al 2022).

Kad se dsDNA veze na cGAS nastaje ciklicki GMP-AMP (cGAMP) koji aktivira STING.
Sekundarni glasnik cGAMP izlaskom iz stanice dovodi do aktivacije imunoloskog odgovora u
susjednim stanicama i1 mikrookoliSu. Dakle, cGAS je izravni senzor citosolne dvolan¢ane DNA
kljucan za aktiviranje odgovora interferona tipa I na invaziju strane (virusne ili bakterijske)
DNA, ali takoder igra vaznu ulogu u karcinogenezi [184]. Postoje razli¢iti mehanizmi koji
sprjecavaju kontakt kromatinske ili mitohondrijske DNA domacina s proteinom cGAS 1 na taj
naCin preveniraju aktivaciju ovog signalnog puta na vlastiti genetski materijal [185].
Istovremeno, cGAS je senzor disfunkcionalnosti ovih mehanizama S§to moze rezultirati
sterilnom upalom. U normalnim uvjetima u stanici cGAS se nalazi u ¢vrstom kompleksu s
nukleosomima, s vrlo niskim koncentracijima u citoplazmi, $to sprjeava njegovu dimerizaciju
1 aktivaciju vlastitom DNA. Ovo je posebno vazno pri mitozi stanice kada je genetski materijal
izlozen. Ipak, pri zastoju u mitozi dolazi do deaktivacije ovih zastitnih mehanizama te aktivacije
cGAS-STING signalnog puta, produkcije interferona, starenja i smrt stanice i posljedi¢no
imunoloSkog nadzora ovih potencijalno kancerogenih stanica. Potencijalno sve promjene u
stanici koje mogu dovesti do izlaska DNA u citoplazmu, mogu utjecati na aktivaciju proteina
cGAS. Sli¢no se dogada starenjem stanice, jer zbog gubitka ¢vrstoce ovojnice jezgre dolazi do
otpustanja genetskog materijala 1 aktivacije kroni¢ne upale ovisne o interferonu [185]. Tijekom
ovog procesa formiraju se mikronukleusi, fragmenti kromatina u citoplazmi i specifi¢an fenotip

povezan sa stani¢nom senescencijom (engl. semescence-associated secretory phenotype,

57



SASP), uz prisutnost proteaza, citokina i faktora rasta. SASP dovodi do aktivacije imunoloskih
stanica koje uklanjaju oSteCene stanice, kao i satnice s mutiranom DNA, a koje bi se
potencijalno mogle pretvoriti u tumorske. Dakle, ¢cGAS inducirani SASP moze imati

protutumorski uc¢inak, ali on ovisi o kontekstu.

Struktura dimeriziranog proteina STING se mijenja vezanjem cGAMP-a te se zatim premjesta
na Golgijev aparat i preko TBK1 aktivira niz slozenih unutarstani¢nih procesa koji dovode do
fosforilacije IRF 3. Protein IRF3 se dimerizira i premjesta u jezgru gdje poti¢e ekspresiju gena
interferona I. Takoder, TBK 1 dovodi do aktivacije NFxB signalnog puta i ekspresije proupalnih
gena za razliCite citokine 1 kemokine te aktivacije imunoloskog odgovora. Osim toga

oligomerizirani STING aktivira nekanonsku autofagiju [185,186].

Osim uloge u aktivaciji prirodenog 1 steCenog imunoloSkog odgovora i posljedi¢no
antitumorskog ucinka, cGAS-STING signalni put potencijalno moze biti pokreta¢ imunoloski
posredovanog nastanka i proliferacije zloudnih stanica, ali i1 procesa metastaziranja.
Nakupljanje DNA u citolosu, kao posljedice oSte¢enja, aktivira c¢GAS S§to dovodi do
proizvodnje cGAMP-a te aktivacije proteina STING u tumorskim stanicama 1 antigen-
prezentiraju¢im stanicama. Nadalje STING aktivira ekspresiju gena za interferon I te SASP
fenotip. Citokini koji se otpustaju iz tumorskih i antigen prezentirajucih stanica mogu aktivirati
CD8+ T limfocite 1 NK stanice. Protein STING aktivira i procese autofagije, inducira starenje
1 kroni¢nu upalu te regulira diferencijaciju supresijskih stanica mijeloidnog porijekla 1
makrofaga koji su prisutni u tumorskom mikrookoliSu. Utjecaj signalnog puta cGAS-STING
na tumorski mikrookoli§ moze inducirati proliferaciju ili supresiju tumorskih stanica Kako bi
izbjegle stanicnu smrt, tumorske stanice moraju razli¢itim mehanizmima sprijeciti aktivnost

cGAS-STING signalnog puta, ¢ime protein STING postaje potencijalna terapijska meta [186].

Disfunkcija cGAS-STING signalnog puta je povezana s oskudnom infiltracijom imunoloskih
stanica 1 loSom prognozom kod viSe vrsta solidnih tumora [187—-191]. Ekstrinzi¢na ekspresija
proteina STING na imunolo$kim stanicama, kao i intrinzi¢na ekspresija koja je specifi¢na za
tumorske stanice, igraju razlicite uloge u kontroli odgovora tumorskog mikrookolisa, opéenito
inducirajuci antitumorski ucinak infiltracijom CD8+ T limfocita i polarizacijom makrofaga M2
u M1 [192-194]. Osim toga, STING signalni put regulira mehanizme kontrole oSte¢enja DNA,
a time 1 odgovor na terapiju koja dovodi do oSte¢enja DNA [192—-194]. Upravo zbog svoje
imunomodulatorne uloge ¢cGAS-STING signalni put predstavlja atraktivhu metu u razvoju

imunoterapije [195].
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Nove generacije lijekova usmjerene na signalni put cGAS-STING, ukljucuju¢i STING
agoniste, odnedavno su potaknule zanimanje za antitumorsku ulogu ovog puta u karcinomima
glave 1 vrata. Aktivnost cGAS-STING osi vazna je za ucinkovitost standardnih terapijskih
opcija koje dovode do osSte¢enja DNA, poput cisplatine 1 zracenja, jer moze utjecati na
mehanizme nastanka slobodnih radikala (ROS), ali i na aktivnost PARP inhibitora [192].
Primjena STING agonista u monoterapiji, kao i u kombinaciji s inhibitorima kontrolnih to¢aka
i terapijom koja dovodi do oSte¢enja DNA ispituje se u pretklini¢kim i klini¢kim istrazivanjima

[193,196].

Modulacija signalnog puta cGAS-STING ima potencijalnu terapijsku korist kod razlicitih
tipova zlo¢udnih tumora i trenutno se istrazuje u brojnim klini¢kim studijama, ali njena uloga

u razvoju i napredovanju karcinoma grkljana jo$ nije istraZena.
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1.12 Problematika istrazivanja

Paralelno s razvojem molekularne onkologije 1 genetike, razvijaju se i novi terapijski pristupi u
lijeCenju karcinoma grkljana. Primjena imunoterapije inhibitorima kontrolnih tocaka u
pacijenata s uznapredovalim neresektabilnim karcinomima glave i vrata i metastatskom bolesti,
dovela je do klinicki i statisticki znacajnog produljenja ukupnog prezivljenja, a kod manjeg
broja pacijenata postignuta je dugotrajna kontrola bolesti [165,168]. Unato¢ napretku u
lije¢enju karcinoma grkljana, kao i glave 1 vrata uopce, i dalje su stope odgovora na terapiju
niske, uz skromne rezultate i u ranim i u kasnim stadijima bolesti. S obzirom na to da su rezultati
lijeenja i dalje skromni, postoji znacajna potreba za novim pristupima u lijeCenju, kao i
poboljSanjem terapijskih ishoda pacijenata s karcinomima grkljana u smislu o¢uvanja organa i
poboljSanja prezZivljenja bez znakova bolesti u ranijim, kao i ukupnog prezZivljenja u
metastatskim stadijima bolesti [100,197]. Koncept primjene imunoterapije u ranim stadijima
bolesti pokazao se uspjeSnim u neoadjuvantnom lijeCenju pacijenata s drugim solidnim
tumorima. U tijeku je vise klinickih studija koje istrazuju primjenu imunoterapije u ranim
stadijima karcinoma grkljana, samostalno ili u kombinaciji s drugim terapijskim opcijama. Za
Sto uspjesniju selekciju pacijenata koji bi bili pogodni za primjenu ove terapije potrebno je bolje
razumijevanje imunoloskih procesa koji stoje u pozadini razvoja karcinoma grkljana, ali i

precizniji prediktivni biomarkeri.

Uzimaju¢i u obzir do sada poznate 1 opisane funkcije signalnog puta cGAS-STING, doslo je do
razvoja 1 ispitivanja primjene razli¢itih lijekova koji utjecu na njegovu aktivnost, u
pretklinickim 1 klinickim studijama. Pokazano je da modulacija ovog signalnog puta STING
agonistima ima terapijski potencijal kod zlo¢udnih tumora, s ciljem povecanja ucinka
imunoloskog odgovora, a da je za njihovu u¢inkovitost potrebna ekspresija proteina STING. U
tijeku su studije koje ispituju u€inkovitost STING agonista kao monoterapije ili u kombinaciji
s lijekovima koji se koriste kao standard u klini¢koj praksi (inhibitorima kontrolnih tocaka,
zracenjem, kemoterapijom) u razli¢itim tumorskim sijelima. Ekspresija STING proteina te
aktivacija cGAS-STING signalnog puta, kao 1 njihova uloga u razvoju 1 progresiji bolesti,

prema nasim spoznajama, nije do sada ispitana u karcinomima grkljana.

Ovom retrospektivno-prospektivnom studijom analizirani su epidemioloski podatci, kao i
ekspresija proteina STING 1 cGAS u tumorskim stanicama, pacijenata s karcinomima grkljana
stadija I do IV nemetastatske bolesti. Takoder je analizirana prisutnost imunoloskih stanica,
CD8+ T limfocita, CD163+ i CD68+ makrofaga u uzorcima tumorskog tkiva ovih pacijenata.

Dobiveni rezultati su korelirani s klinickim 1 patohistoloskim karakteristikama 1 ishodima, uz
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prikaz epidemioloskih rezultata analiziranih pacijenata. Epidemioloski podatci su kljuc¢ni jer
pruzaju informacije o populaciji pacijenata, kao i uspjehu lijecenja. Otkri¢e novih prognostickih
i prediktivnih biomarkera te uvodenje novih terapijskih opcija, vazno je zbog utjecaja na
klinicke ishode, ne samo u pacijenata s metastatskom bolesti, ve¢ i ranim stadijima karcinoma
grkljana zbog psihosocijalne komponente funkcionalnog gubitka organa. S istim ciljem
poboljsanja ishoda, vazno je zbog specificnosti funkcije grkljana, ucestalosti ovih tumora,
mutilirajuceg efekta terapijskih opcija kao i znatnog tereta za zdravstveni sustav, osmisliti i
uvesti preventivne, ali 1 rane dijagnosticke postupnike ¢iji se razvoj temelji na dostupnim i

preciznim epidemioloskim podatcima [198].
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2 CILJEVI ISTRAZIVANJA I HIPOTEZA

2.1 Hipoteza

U uznapredovalim stadijima karcinoma grkljana prisutna je povecana razina ekspresije proteina
STING u tumorskim stanicama. Povec¢ana ekspresija proteina STING je u pozitivnoj korelaciji
s viSim stadijem bolesti, veli¢inom 1 prosirenosti tumora (pT) 1 zahvacenosti limfnih ¢vorova
(N), a u negativnoj korelaciji s klinickim ishodima.

2.2 Ciljevi istrazivanja

Osnovni cilj je bio utvrditi razinu ekspresije proteina STING u tumorskim stanicama pacijenata

s karcinomima grkljana TNM stadija I do IV, bez udaljenih metastaza.

Sekundarni ciljevi su bili:

istraziti korelaciju proteina STING s klini¢ko-patoloskim karakteristikama 1 klini¢kim

ishodima

- istraziti ekspresiju proteina cGAS u tumorskim stanicama

- istraziti korelaciju proteina cGAS s klinicko-patoloSkim karakteristikama i klini¢kim
ishodima

- istraziti infiltraciju tumorskog tkiva CD8+ T stanicama, CD68+ 1 CD163+ makrofagima

- analizirati epidemioloske podatke populacije obuhvacene ovim istraZzivanjem

- usporediti dobivene epidemioloske podatke s dostupnim epidemioloskim podatcima iz

literature

- klinicki ishodi - ukupno prezivljenje (OS) te preZivljenje bez znakova bolesti (DFS).
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3 ISPITANICI I METODE ISTRAZIVANJA

3.1 Ispitanici

Ovo retrospektivno-prospektivno istrazivanje je obuhvatilo sve pacijente s karcinomom
plocastih stanica grkljana koji su upuceni u Kliniku za onkologiju i radioterapiju KBC-a Split
u razdoblju od 1. sije¢nja 2015. do 31. prosinca 2018. godine. Prikupljeni su podatci koji se
odnose na demografske, klinicke i patoloske znacajke, kao i ishode. Klinicki 1 epidemioloski
podatci prikupljeni su iz pismohrane i bolnickog informati¢kog sustava Klinike za onkologiju
i radioterapiju, KBC-a Split. Podaci o prezivljenju bez znakova bolesti (DFS) kao i ukupnom
prezivljenju (OS) prikupljeni su iz povijesti bolesti i podataka Maticnog ureda u Splitu.
Imunohistokemijsko bojenje tkiva provedeno je na Klinickom zavodu za patologiju, sudsku
medicinu i citologiju KBC-a Split, a analiza obojenih preparata u Laboratoriju za istrazivanje
raka Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu. Patohistolosku dijagnozu potvrdila su neovisno

dva iskusna patologa. Klinicko pracenje pacijenata zavrSeno je 31. listopada 2022. godine.

Klinicko — patoloske karakteristike koje su uklju€ene u istrazivanje bile su: dob, spol, primarno
sijelo tumora, postojanje transgloti¢cnog Sirenja tumora, stadij bolesti, T i N stadij bolesti,
stupanj diferencijacije tumora, limfovaskularna i perineuralna invazija, pojava lokalnog povrata
bolesti, udaljene diseminacije i novog primarnog tumora, ukupno (OS) 1 petogodiS$nje
prezivljenje 1 prezivljenje bez znakova bolesti (DFS) te modaliteti lijjeCenja. Ukupno
preZivljenje (OS) je definirano kao vrijeme od datuma dijagnoze patohistoloske potvrde bolesti
do datuma smrti od bolesti ili bilo kojeg drugog uzroka. Prezivljenje bez znakova bolesti (DFS)
je definirano kao vrijeme od datuma dijagnoze patohistoloSke potvrde bolesti do datuma

povrata bolesti ili smrti od bolesti ili bilo kojeg drugog uzroka.
3.1.1 Kiriteriji ukljucenja

U istrazivanje su uklju€eni svi pacijenti iz navedenog vremenskog razdoblja s patohistoloski
potvrdenim karcinomom plocastih stanica grkljana, TNM stadija I do IV nemetastatske bolesti
u trenutku postavljanja dijagnoze, kojima je dijagnoza postavljena u KBC-u Split, a nakon toga
su upuceni na Kliniku za onkologiju i radioterapiju KBC-a Split.

3.1.2 Kriteriji iskljucenja

Iz istraZivanja su iskljuceni pacijenti s utvrdenim stadijem IV metastatske bolesti u trenutku

dijagnoze, kao i oni koji su dijagnosticirani, lijeCeni ili pra¢eni izvan KBC-a Split. Istrazivanjem
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nisu obuhvaceni pacijenti koji zbog dobi 1 drugih komorbiditeta nisu bili kandidati za lijecenje

osim palijativnog, koji su odbili predlozeno lijecenje ili se nisu klinicki pratili.
3.2 Odredivanje veli¢ine uzorka

U pilot istrazivanje ukljuceno je prvih 10 pacijenata, a potrebna veliina uzorka izracunata je
uz pomo¢ programa ,,Sample size calculator Version 1.060%. Kako bi se dokazala povecana
razina ekspresije proteina STING u tumorskim stanicama uznapredovalih naspram ranih stadija
karcinoma grkljana, s razinom znacajnosti p<0,05 te snagom istrazivanja od 95 %, potrebna je
veli¢ina uzorka od 28 ispitanika po skupini. U ovu analizu ukljuceni su svi pacijenti koji su

zadovoljili ukljucujuée kriterije.
3.3 Prikupljanje podataka

Pretragom arhivske dokumentacije Klinike za onkologiju i radioterapiju pronadeno je ukupno
137 pacijenata u razdoblju od 1. sijecnja 2015. do 31. prosinca 2018. godine, a od kojih je 91
zadovoljio ukljucujuce kriterije za epidemioloSku analizu. Iz epidemioloske analize je
iskljuceno 37 pacijenata kojima je dijagnoza postavljena van KBC-a Split, jedan pacijent koji
je odbio lijecenje, troje koji nisu nastavili redovito klinicko pracenje, kao i pet pacijenata koji
nisu imali dovoljno tkiva za dokaz invazivnog karcinoma. Od 91 pacijenta ukljucenog u
epidemioloSku analizu, 59 pacijenata je imalo dovoljno tumorskog tkiva uklopljenog u
parafinski blok, potrebnog za daljnje imunohistokemijske analize. Iz imunohistokemijske
analize iskljuceni su pacijenti koji nisu operirani ili nisu imali dovoljno tumorskog tkiva
uklopljenog u parafinski blok, njih ukupno 32. Od toga je bilo 30 pacijenata koji su lijeeni
primarnom radioterapijom te nisu imali dovoljno tumorskog tkiva, i 2 pacijenata koji su imali

dovoljno tumorskog tkiva, ali imunohistokemijska analiza nije uspjela.
3.4 Imunohistokemija

Imunohistokemijsko bojenje provedeno je na uzorcima tumorskog tkiva koji su fiksirani u 10
% neutralnom puferiranom formalinu i uklopljeni u parafinski blok. Rezovi debljine 4 pm su
prilijepljeni na pozitivno nabijena predmetna stakalca, deparafinizirani u ksilenu 1 rehidrirani
koristenjem alkoholnih otopina silazne koncentracije. Kuhani su u EDTA puferu (pH 9,0) u
mikrovalnoj pe¢nici, nakon ¢ega su ostavljeni na sobnoj temperaturi 20 minuta, potom isprani
u vodi i puferu TBS. Za blokiranje endogene peroksidaze koristena je otopina za blokiranje
peroksidaze (dostavljena u kompletu EnVision, Dako-Cytomation, Glostrup, Danska). Nakon

Sto su stakalca isprana u puferu TBS, inkubirana su 1 sat 1 30 minuta s primarnim poliklonskim
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misjim anti-humanim c-GAS protutijelom (Proteintech, 26416-1-AP, razrjedenje 1:200) ili
STING protutijelom (Proteintech, 19851-1-AP, razrjedenje 1:2000). Stakalca su nakon toga
inkubirana u sekundarnim protutijelima (EnVision) nakon ¢ega je slijedila vizualizacija
metodom OptiView DAB IHC v6. Rezovi su obojeni hematoksilinom, dehidrirani 1 pokriveni
sa stakalcem. Imunohistokemijsko bojenje pomocu protutijela anti-CD8 (Ventana, SP57, 790-
4460, razrjedenje 1:50), anti-CD68 (Ventana, PG-M1, M0876, razrjedenje 1:50) i anti-CD163
(Ventana, MRQ-26, 163M-15, razrjedenje 1:50) provedeno je na ,,Ultra Benchmark* (Ventana
Medical Systems, Inc. Oro Valley, AZ, SAD) uredaju prema uputama proizvodaca.

3.5 Analiza imunohistokemijskog bojenja

Imunohistokemijsku procjenu ekspresije proteina cGAS 1 STING provela su dva neovisna
strunjaka iz podrucja, koji nisu bili upuceni u dijagnozu i osobne podatke pacijenata.
Polukvantitativna procjena razine ekspresije provedena je integracijom postotka i intenziteta
imunoloskog bojenja stanica raka, a zbog heterogenosti uzoraka kao minimalna razina
obojenosti uzet je udio od 80 % tumorskih stanica. Intenzitet imunoreaktivnosti odreden je
prema osnovnom bojenju epitela i1 Zljezdanog tkiva te je oznacen kao visok ili nizak, a zbog
heterogenosti bojenja. Kod imunohistokemijske analize proteina STING ¢ija je ekspresija rasla
s porastom stadija bolesti, visokom ekspresijom je definirana obojenost tumora jednaka ili visa

od obojenosti u zdravom tkivu (slika 8).

100x N 400x

STING - LOW

STING — HIGH

Slika 8. Reprezentativne slike imunohistokemijskog bojenja proteina STING s povecanjem od

100 puta (lijevo) 1 400 puta (desno). Uzorci s niskom ekspresijom proteina STING prikazani su
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na gornjim slikama, a uzorci s visokom ekspresijom proteina STING na donjim slikama, pri

povecanju od 100 i 400 puta.

Kod ¢GAS imunohistokemijske analize Cija je ekspresija padala s porastom stadija bolesti,
visokom ekspresijom je definirana obojenost tumora vise od obojenosti u zdravom tkivu (slika

9).

100x | ____400x

cGAS - LOW

cGAS — HIGH

Slika 9. Reprezentativne slike imunohistokemijskog bojenja proteina cGAS s povecanjem od
100 puta (lijevo) i 400 puta (desno). Uzorci s niskom ekspresijom proteina cGAS prikazani su
na gornjim slikama, a uzorci s visokom ekspresijom proteina cGAS na donjim slikama, pri

povecanju od 100 1 400 puta.

Za analizu relativne zastupljenosti imunoloskih stanica u stromi tumora svi uzorci analizirani
su bojenjem hematoksilinom i eozinom. Za procjenu CD8+, CD86+ i CD163+ imunoloskih

stanica, broj pozitivnih stanica izracunat je analizom imunohistokemijskog bojenja (slika 10).
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Slika 10. Histolosko hematoksilin i1 eozin bojenje (a) i imunohistokemijsko bojenje s
protutijelima anti-CD8, anti-CD68 1 anti-CD 163 (b-d). Reprezentativne slike upalnog infiltrata
(hematoksilin i eozin) (a), CD8+ (b), CD68+ (¢) i CD163+ (d) imunoloskih stanica (povecanje
od 200 puta).

Svaki uzorak je pregledan pri malom povecanju (40x), a podrucje s najvec¢im brojem pozitivno
obojenih stanica u stromi, odabrano je za daljnju analizu. Svaki uzorak sadrzavao je najmanje
50 CD8+, CD68+ ili CD163+ pozitivno obojenih stanica. Semikvantitativna analiza (0, +, ++,
+++) vrué¢ih toc¢aka (engl. hot spots) provedena je pri velikom poveéanju (400x). Prisutnost
manje od 50 imunoloskih stanica po vidnom polju definirana je kao nepostojanje zastupljenosti
upalnog infiltrata ili CD8+, CD86+ i CD163+ imunoloskih stanica u stromi tumora (0), dok je
nizak broj stanica definiran kao zastupljenost do 100 stanica (+). Srednji broj stanica definiran
je kao zastupljenost do 300 stanica (++), a visok broj stanica kao zastupljenost vise od 300

stanica (+++).
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3.6 Statisticki postupci

Kategoricke varijable prikazane su kao brojevi i postoci, dok su dob pacijenata, vrijeme
pracenja i ukupno prezivljenje (OS) predstavljeni kao medijan s interkvartilnim rasponima
(IQR). Za testiranje neovisnosti dviju ili viSe kategorickih varijabli koriSteni su Fisherov test i
chi-kvadrat (y2) test. Povezanosti izmedu kategori¢kih varijabli izraCunate su pomocu
Spearmanovog koeficijenta korelacije. Dodatno, viSestruka logistiCka regresija koristena je za
modeliranje vjerojatnosti povecane ekspresije proteina STING s uznapredovalim stadijem
karcinoma grkljana. Kaplan-Meierova metoda i log-rank test su koriSteni u analizi ishoda
ukupnog prezivljenja i prezivljenja bez znakova bolesti u odnosu na sve analizirane varijable.
Utjecaj ispitivanih varijabli na ukupno prezivljenje i prezivljenje bez znakova bolesti analizirani
su Coxovom uninominalnom i multinominalnom analizom. Za sve navedene testove statisticka
znacajnost je definirana kao p<0,05. Podaci su analizirani i graficki prikazani pomocu programa

,,GraphPad Prism* (verzija 9.5.1., La Jolla, CA, SAD).
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4 REZULTATI RADA

4.1 Epidemioloska analiza

U razdoblju od 1. sijeénja 2015. do 31. prosinca 2018. godine u Klinici za onkologiju i
radioterapiju je lijeCen 91 pacijent koji je zadovoljio ukljuc¢ujuce kriterije ovog istrazivanja za
epidemioloSku analizu. Klinicko-patoloske karakteristike pacijenata ukljuenih u

epidemioloSku analizu, kao i modaliteti provedenog lijeCenja prikazani su u tablici 3.

Tablica 3. Klinicko-patoloske karakteristike i modaliteti provedenog lijecenja.

Karakteristike Ukupno, N =91(%)
Dob, godine (IQR) 65,0 (59,0 - 74,0)
<70 61 (67,1)
>70 30 (32,9)
Spol

Muski 85(93,4)
Zenski 6 (6,6)
Primarno sijelo tumora

Supraglotis 17 (18,7)
Glotis 72 (79,1)
Subglotis 2(2,2)
Transgloti¢no Sirenje tumora

Da 27 (29,7)
Ne 64 (70,3)
Stadij bolesti

I 26 (28,6)
II 15 (16,5)
11 28 (30,7)
v 22 (24.,2)
T stadij bolesti

T1 26 (28,6)
T2 22 (24.,2)
T3 34 (37,3)
T4 99,9

N stadij bolesti
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Nx, NO 66 (72,5)

N1 6 (6,6)

N2 17 (18,7)

N3 2(2,2)

Stupanj diferencijacije tumora

Gl 29 (31,9)

G2 53 (58,2)

G3 8(8.9)

Lokalni povrat bolesti

Da 4 (4,4)

Ne 87 (95,6)

Udaljena diseminacija bolesti

Da 5(.9)

Ne 86 (94,5)

Novi primarni tumor

Da 21(23,1)

Ne 70 (76,9)

Ukupno prezivljenje (OS)

Da 58 (63,7)

Ne 33 (36,3)

Prezivljenje bez znakova bolesti

(DFS)

Da 54 (59,3)

Ne 37 (40,7)

PetogodisSnje prezivljenje

Da 63 (69,2)

Ne 28 (30,8)

Lijecenje

Kirurski zahvat 58 (63,7)

Radioterapija + kirurski zahvat 3(3,3)

Radioterapija 26 (28,6)

Kemoradioterapija 4(4,4)
N =58 (%)
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Adjuvantno lijecenje

Bez adjuvantnog lijecenja 21 (36,2)
Radioterapija 33 (56,9)
Kemoradioterapija 4(6,9)

Medijan pracenja iznosio je 60,5 mjeseci (37,5 — 71,0 mjesec), a medijan Zivotne dobi 65
godina. Dijagnoza karcinoma grkljana postavljena je u 67,1 % pacijenata prije 70. godine, a
viSe od 93 % Cinili su muskarci. Primarno sijelo karcinoma larinksa bilo je najcesc¢e u podrucju
glotisa, i to kod 72 (79,1 %) pacijenta. Kod 17 (18,7 %) pacijenata primarno sijelo je bilo u
podrucju supraglotisa, a kod samo dva (2,2 %) u subgloti¢noj regiji. Od toga je kod 27
pacijenata (29,7 %) tumor zahvatio sva tri anatomska podrucja grkljana (transgloticno Sirenje).
Stadij III bolesti je najceS¢e utvrden pri dijagnozi (28 pacijenata, 30,7 %), a nakon njega po
ucestalosti je stadij I bolesti (26 pacijenata, 28,6 %). Trideset Cetiri (37,3 %) pacijenta su imala
T3, a 26 (28,6 %) T1 primarni tumor. Kod 25 (27,5 %) pacijenata je pri dijagnozi utvrdena
diseminacija u regionalne limfne ¢vorove, i to kod 17 (18,7 %) njih N2, a Sest (6,6 %) N1 bolest.
Najcesc¢e je bio zastupljen srednji stupanj diferencijacije (53 pacijenta, 58,2 %), dok je dobro
diferencirani karcinom zabiljezen kod 29 (31,9 %) pacijenata. Lokalni povrat bolesti razvio se
kod &etvero (4,4 %), a udaljena diseminacija bolesti kod petero (5,5 %) pacijenata. Novi
primarni tumor dijagnosticiran je kod 21 (23,1 %) pacijenta. Naj¢esc¢e utvrdeno novo primarno
sijelo bio je karcinom pluc¢a (9 pacijenata, 42,8 %). Druga sijela bila su: karcinom debelog
crijeva (3 pacijenta), karcinom prostate (2 pacijenta), karcinom jezika (2 pacijenta) te karcinom
mokra¢nog mjehura, papilarni karcinom Stitnjace, karcinom dojke, Zeluca, melanom, multipli
mijelom 1 Ne-Hodgkinov limfom (po jedan pacijent). Dva pacijenta su u tijeku prac¢enja imala
utvrdena po dva nova primarna tumora (jedan karcinom jezika i pluca, a drugi Non-Hodgkinov

limfom 1 karcinom pluca).

Do trenutka zavrSetka analize 58 (63,7 %) pacijenata je bilo zivo, a 33 (36,3 %) ih je preminulo.
U trenutku analize nisu bili dosegnuti ni medijan ukupnog (OS) ni petogodiSnjeg prezivljenja,

a medijan prezivljenja bez znakova bolesti (DFS) iznosio je 7 godina (slika 11).
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Slika 11. Ukupno prezivljenje (OS), prezivljenje bez znakova bolesti (DFS) 1 petogodisnje
prezivljenje.

Pedeset osam (63,7 %) pacijenata primarno je lijeCeno kirurski, a troje (3,3 %) pacijenata je
lijeceno kirurSki nakon primarne radioterapije zbog prisutnosti ostatne bolesti. Nakon kirurSkog
zahvata kod 33 (56,9 %) pacijenata je provedena adjuvantna radioterapija, a kod njih Cetvero

(6,9 %) adjuvantna kemoradioterapija. Primarnom radioterapijom lije¢eno je 30 (32,9 %)

pacijenata, a kemoradioterapijom Cetvero (4,4 %).

Analizirali smo ukupno prezivljenje (OS) 1 prezivljenja bez znakova bolesti (DFS) s obzirom
na varijable koje se odnose na karakteristike pacijenata (dob, spol), karakteristike tumora
(mjesto primarnog tumora, postojanje transgloticnog Sirenja, stupanj diferencijacije tumora T,
N i stadij bolesti, limfovaskularna i perineuralna invazija) te pojavu lokalnog povrata bolesti,

udaljene diseminacije i novog primarnog tumora, kao i provedeno lijecenje.

Rezultati Coxove uninominalne analize za ukupno prezivljenje (OS) i preZivljenje bez znakova

bolesti (DFS) prikazani su u tablici 4, a Kaplan-Meierove krivulje prikazane su na slici 12 1 13.

Tablica 4. Coxova uniniminalna analiza ¢imbenika rizika.

PrezZivljenje bez znakova
Ukupno preZivljenje (OS)

bolesti (DFS)
Karakterisitike
HR CI95% P HR CI95% P
vrijednost vrijednost

Dob
<70 1 1

0,921- 0,785-

1,939 0,0526 1,586 0,1619

>70 4,081 3,203
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Spol

Muski 1 1
0,092- 0,1122-

. 0,339 0,1057 0,436 0,3979

Zenski 1,257 1,697

Primarno sijelo tumora

Supraglotis i subglotis 1 1
0,180- 0,263-

Glotis 0,438 0,0214 0,673 0,3410
1,066 1,724

Transgloti¢no Sirenje tumora

Da 1 1
0,394- 0,489-

Ne 0,833 0,6205  0,9918 0,9818
1,762 2,010

Stadij bolesti

I-1I 1 1
1,083- 1,067-

I-1v 2,145 0,0384 2,032 0,0384
4,245 3,872

T

T1-T2 1 1
0,722- 0,757-

T3-T4 1,432 0,2177 1,447 0,2587
2,841 2,766

N

Nx, NO-N1 1 1
1,939- 1,918-

N2-N3 5,220 <0,0001 4,949 <0,0001
14,05 12,77

Stupanj diferencijacije tumora

Gl 1 1
0,619- 0,622-

G2-G3 1,314 0,4997 1,27 0,5301
2,790 2,596

Primarno lijecenje

Kirursko 1 1
0,756- 0,645-

OPP 1,605 0,1789 1,309 0,4322
3,410 2,657
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Adjuvantno lijecenje

Da 1 1
0,439- 0,519-
Ne 1,121 0,8052 1,215 0,6390
2,857 2,843
Lokoregionalni povrat bolesti
Da 1 -
0,668- - -
Ne 2,900 0,1551 -
12,58
Udaljena diseminacija bolesti
Da 1 -
0,053-
Ne 0,352 0,0698 - - -
2,312
Novi primarni tumor
Da 1 1
0,359- ,366-
Ne 0,806 0,5804  0,7904 0,5232
1,809

2

OPP (engl. organ preservation protocol) protokol oCuvanja organa primarnom radioterapijom

ili kemoradioterapijom
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Slika 12. Kaplan-Meirova krivulja ukupnog prezivljenja u odnosu na ¢imbenike
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Slika 13. Kaplan-Meirova krivulja preZivljenja bez znakova bolesti u odnosu na ¢imbenike

rizika.
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Mjesto primarnog tumora, stadij bolesti, kao 1 status limfnih ¢vorova utjecali su na ukupno
prezivljenje (OS). Coxovom uninominalnom analizom je pokazano da pacijenti s karcinomom
podrucja glotisa imaju statisticki znacajno visu vjerojatnost ukupnog prezivljenja (OS), za 2,3
puta (p=0,0214), u odnosu na pacijente sa supragloticnim i subgloticnim karcinomima.
Statisticki je znacajno viSa vjerojatnost smrti za 5,2 puta (p<0,0001) i povrata bolesti za 4,9
puta (p<0,0001) u pacijenata sa zahvadenim limfnim ¢vorovima (N2 i N3). Pacijenti s
uznapredovalim stadijima bolesti (stadij III 1 IV) imaju statisticki znacajno viSu vjerojatnost

smrti za 2,1 puta (p=0,0384) i povrata bolesti za 2,0 puta (p=0,0384).

Multinominalnom Coxovom analizom ispitali smo ukupno prezivljenje (OS) 1 prezivljenja bez
znakova bolesti (DFS) u odnosu na dob pacijenata i karakteristike tumora (mjesto primarnog

tumora, postojanje transgloti¢nog Sirenja, stupanj diferencijacije tumora T, N i stadij bolesti).

Rezultati te analize prikazani su tablicama 51 6.
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Tablica 5. Multinominalna Coxova analiza ukupnog prezivljenja (OS) u odnosu na dob

pacijenata i karakteristike tumora.

Ukupno prezivljenje (OS)

Karakteristike HR CI195% p vrijednost
Dob

<70 1

>70 2,109 0,974 - 4,508 0,0543

Primarno sijelo tumora
Supraglotis, subglotis 1

Glotis 0,998 0,394 - 2,615 0,9964

Transgloti¢no Sirenje tumora
Da 1

Ne 0,807 0,309 - 2,136 0,6618

Stadij bolesti
I-11 1

I-1v 1,080 0,191 - 5,290 0,9271

T stadij bolesti
T1-T2 1

T3-T4 0,948 0,321 - 3,262 0,9265

N stadij bolesti
Nx, NO-N1 1

N2-N3 7,016 2,456 - 21,56 0,0004

Stupanj diferencijacije tumora
Gl 1

G21G3 0,593 0,222 - 1,612 0,2932




Tablica 6. Multinominalna Coxova analiza prezivljenja bez znakova bolesti (DFS) u odnosu

na dob pacijenata i karakteristike tumora.

Prezivljenje bez znakova bolesti (DFS)

Karakteristike HR CI195% p vrijednost
Dob

<70 1

>70 1,628 0,769 - 3,351 0,1910

Primarno sijelo tumora
Supraglotis, subglotis 1

Glotis 1,098 0,434 - 2,840 0,8447

Transgloti¢no Sirenje tumora
Da 1

Ne 1,059 0,390 - 2,909 0,9099

Stadij bolesti
I-11 1

I-1v 1,289 0,256 - 5,381 0,7426

T stadij bolesti
T1-T2 1

T3-T4 0,837 0,296 - 2,809 0,7526

N stadij bolesti
Nx, NO-N1 1

N2-N3 5,302 1,976 - 14,97 0,0011

Stupanj diferencijacije tumora
Gl 1

G21G3 1,119 0,520 - 2,534 0,7790
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Nakon uzimanja u obzir svih navedenih varijabli, samo je N stadij neovisno statisticki znacajno
utjecao na ukupno prezivljenje (OS), uz 7,0 puta (p=0,0004) visi rizik za smrt kod N2 i N3
bolesti. Sli¢ni su rezultati 1 za prezivljenje bez znakova bolesti (DFS) gdje je samo N2 i N3
stadij bolesti, bez utjecaja drugih navedenih ispitivanih varijabli, bio neovisno statisticki
znacajno povezan s prezivljenjem bez znakova bolesti (DFS), uz 5,3 puta (p=0,0011) visi rizik

za pojavu bolesti.

Nadalje, analizirali smo utjecaj provedenog modaliteta lijeCenja po stadijima bolesti na ukupno
prezivljenje (OS) 1 prezivljenje bez znakova bolesti (DFS). Na slici 14 su prikazani rezultati

Coxove uninominalne analize.
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Kirursko vs KirurSko + Radioterapija vs Radioterapija Kiruréko vs Kiruréko + Radioterapija vs Radioterapija
= 100 s : Kirurgko + 3 00 Kirursk
32 100 . ; . g W irursko +
> ] Radiolerapija x 5 - i i
'E o g _ ] Radioterapija
£ —— Kirurgko 8 2 ] —— Kirursko
2z g e . as 1
’@ g Radioterapija @ & 50 —— Radioterapija
a ] =% ]
o 2.2
& s
3 _ o
2 p=0,4856 2 p=0,3214
o T T T 1 0 T T T 1
[} 2 4 6 8 [ 2 4 6 8
Vrijeme (godine) Vrijeme (godine)
Ukupno prezivljenje - stadij lll i IV Prezivljenje bez znakova bolesti - stadij lll i IV
Kiruréko vs OPP Kiruréko vs OPP
£ 100 —— Kiruriko E 100 —— Kirursko
o 5 = ]
£ OPP £ —~ opp
= B
Bs
¢ 59 &2 50
o =]
o 83
g =
2 20,0290 ' =0,0388
= p=u, = 1 p=U,;
0 1 1 1 T 1 0 T 1 T 1
0 2 4 6 8 o 2 4 6 8
Vrijeme (godine) Vrijeme (godine)

Slika 14. Kaplan-Meirova krivulja ukupnog prezivljenja (OS) i prezivljenja bez znakova bolesti

(DFS). Utjecaj provedenog modaliteta lijecenja po stadijima bolesti na ishode.

Kod uznapredovalih stadija bolesti (stadij III i IV) kirurskim se lije€enjem u odnosu na protokol
ocuvanja organa (radioterapija, kemoradioterapija) postize statisticki znacajno dulje ukupno
prezivljenje (OS), kao 1 preZivljenje bez znakova bolesti (DFS), dok ne postoji znacajna razlika
izmedu primjene same radioterapije ili kemoradioterapije u pacijenata s ovim stadijima bolesti.
Kod ranih stadija bolesti (stadij I i II) ne postoji statisticki znacajna razlika u ukupnom
prezivljenju (OS) ni preZivljenju bez znakova bolesti (DFS), bez obzira na primijenjenu metodu

lijecenja.
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4.2 Imunohistokemijska analiza ekspresije proteina STING i cGAS te

infiltracije imunolosSkim stanicama

Analiza ekspresije proteina STING i cGAS te prisutnost imunoloskog infiltrata provedena je
pomocu imunohistokemijskog bojenja u uzorcima tumorskog tkiva pacijenata koji su lijeceni
kirurski. Klinicko-patoloske karakteristike pacijenata uklju¢enih u imunohistokemijske analize

prikazane su u tablici 7.

Tablica 7. Klinicko-patoloske karakteristike i modaliteti provedenog lijeCenja pacijenata

ukljucenih u imunohistokemijske analize.

Karakteristike Ukupno, N =59 (%)
Dob, godine (IQR) 65.0 (58.0-71.0)
<70 42 (71,2)
>70 17 (28,8)
Spol

Muski 56 (94,9)
Zenski 3(5,1)
Primarno sijelo tumora

Supraglotis 11 (18,6)
Glotis 46 (78,0)
Subglotis 234
Transgloti¢no Sirenje tumora

Da 22 (37,3)
Ne 37 (62,7)
Stadij bolesti

I 11 (18,6)
II 9(15,3)
11 27 (45,8)
v 12 (20,3)
pT stadij bolesti

T1 11 (18,7)
T2 12 (20,3)
T3 31(52,5)
T4 5(8.5)
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pN stadij bolesti

Nx, NO 43 (72,9)
N1 5(8.,5)
N2 10 (16,9)
N3 1(1,7)
Stupanj diferencijacije tumora

Gl 16 (27,1)
G2 37 (62,7)
G3 6 (10,2)
Limfovaskularna invazija

Da 15 (25,4)
Ne 44 (74,6)
Perineuralna invazija

Da 7(11,9)
Ne 52 (88,1)
Udaljena diseminacija bolesti

Da 4 (6,8)
Ne 55(93,2)
Ukupno prezivljenje (OS)

Da 41 (60,5)
Ne 18 (30,5)

Medijan pracenja za ovih 59 pacijenata iznosio je 64 (49 - 73) mjeseca, medijan Zivotne dobi
pri dijagnozi 65 godina. Vecina pacijenata bili su muskarci (94,9 %), a vise od 70 % ih je bilo
mlade od 70 godina. Primarno sijelo karcinoma larinksa bilo je naj¢eSce u podrucju glotisa, i to
kod 46 (78,0 %) pacijenta. Kod 11 (18,6 %) pacijenata primarno sijelo je bilo u podrucju
supraglotisa, a kod dva (3,4 %) u subgloti¢noj regiji. Od toga je kod 22 pacijenata (37,3 %)

tumor zahvatio sva tri anatomska podrucja grkljana (transgloti¢no Sirenje).

Kod 16 (27,1 %) pacijenata utvrden je dobro diferencirani karcinom, kod njih 37 (62,7 %)
srednje diferencirani, a kod Sest (10,2 %) slabo diferencirani karcinom. Kod 16 (27,1 %)
pacijenata su pronadene metastaze u limfnim ¢vorovima u kirurSkom uzorku, a od toga je pet
(8,5 %) pacijenata imalo patoloSki N1, a 10 pacijenata (16,9 %) N2 stadij bolesti. Trideset i Sest
(61,7 %) pacijenata je imalo uznapredovali stadij bolesti (stadij III 1 IV) pri dijagnozi. Petnaest
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(25,4 %) pacijenata je imalo potvrdenu limfovaskularnu, a sedam (11,9 %) perineuralnu
invaziju. Lokalni povrat bolesti, kao 1 udaljena diseminacija, zabiljezeni su kod po ¢etiri (6,8
%) pacijenta. Drugi primarni zlo¢udni tumor dijagnosticiran je kod 14 (23,7 %) pacijenata u
tijeku klinickog pracenja. U trenutku analize podataka medijan ukupnog prezivljenja (OS) za
ovu skupinu pacijenata nije dosegnut, a medijan prezivljenja bez znakova bolesti (DFS) je
iznosio 7 godina (84 mjeseca). Od 59 pacijenata, u trenutku analize podataka, 41 (69,5 %)
pacijent je bio ziv, a 18 (30,5 %) ih je preminulo.

Ucinjena je imunohistokemijska analiza ekspresije proteina STING i cGAS u tumorskom tkivu
svih 59 pacijenata. Rezultati imunohistokemijske analize ekspresije proteina STING i cGAS u

tumorskom tkivu pacijenata prikazani su na slikama 8 i 9 i u tablici 8.

Tablica 8. Imunohistokemijska analiza ekspresije proteina STING i cGAS.

Ek B ) Pacijenti, o,
spresija proteina (
! N=59

Niska 33 55.9
STING

Visoka 26 44.1

Niska 37 62.7
cGAS

Visoka 22 37.3

Klini¢ko-patoloske karakteristike pacijenata s visokom i niskom ekspresijom proteina STING

prikazane su u tablici 9.
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Tablica 9. Klini¢ko-patoloske

karakteristike pacijenata s visokom 1 niskom ekspresijom

proteina STING.
STING —niska  STING - visoka
Karakteristike ekspresija ekspresija P
vrijednost
N =33 (%) N =26 (%)
Dob
Godine (IQR) 64,5 (56,5-70,25) 65,0 (58,0-71,5)
<70 22 (66,7) 20 (76,9)
0,5636 9

>70 11 (33,3) 6 (23,1)
Spol
Muski 31(93,9) 25 (96,1)
y >0,9999 ¥
Zenski 2 (6,1) 1(3,9)
Primarno sijelo tumora
Supraglotis 4 (12,1) 7 (26,9)
Glotis 28 (84,9) 18 (69,2) 0,33411%
Subglotis 1(3,0) 1(3,9)
Transgloti¢no Sirenje tumora
Da 10 (30,3 12 (46,2

(30.3) (16.2) 0,2805 9
Ne 23 (69,7) 14 (53,8)
Stadij bolesti
I 8(24,2) 3(11,5)
II 7(21,2 2(7,7

(2L2) (7.7) 0,0139 *
I 16 (48,5) 11 (42,3)
v 2 (6,1) 10 (38,5)
pT stadij bolesti
T1 8(24,2) 3 (11,45)
T2 9273 3(11,45

@7.3) ( ) 0,0952 *
T3 15 (45,5) 16 (61,5)
T4 1(3,0) 4(15,4)
pN stadij bolesti
Nx, NO 28 (84,8) 15 (57,7)
N1 3(9,1) 2(7,7) 0,0458 *
N2 2 (12,1) 8 (30,7)
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N3 0(0,0) 13,9

Stupanj diferencijacije

tumora
Gl 13 (39.4) 3 (11,45)
G2 17 (51,5) 20 (76,9) 0,0566 *
G3 39,1 3 (11,45)
Limfovaskularna invazija
(LVD
Da 5(15,2) 10 (38,5)
0,0693 §
Ne 28 (84,8) 16 (61,5)
Perineuralna invazija (PNI)
Da 5(15,6 2 (8,3
(15.6) (5.3) 0,4490 9
Ne 28 (84,4) 24 (91,7)
Ekspresija proteina cGAS
Niska 21 (63,6) 16 (61,5)
‘ 0,4317 8
Visoka 12 (30,4) 10 (38.5)
Ukupno preZivljenje
Da 27 (81,8) 14 (53,8)
0,0258 *
Ne 6 (18,2) 12 (46,2)

§ Fisherov egzaktni test, § Chi-kvadrat test.

PoviSena ekspresija proteina STING u tumorskim stanicama pozitivno je korelirala s
uznapredovalim stadijem bolesti (stadij III 1 IV) i patoloski pozitivnim limfnim ¢vorovima
(pN+) u bivarijantnoj analizi (Chi-kvadrat test, p=0,0139, p=0,0458). Zbog male veli¢ine
uzorka koriSten je Fisherov egzaktni test za usporedbu ekspresije proteina STING u tumorskim
stanicama s klini¢ki znac¢ajno uznapredovalim stadijima karcinoma grkljana, stadij IV naspram
stadija I do III, i primarnim tumorima patoloSkog stadija T3 i T4 (pT3 i pT4) naspram stadija
T1 1 T2 (pT1 1 pT2). Osim toga, usporedena je intrinzicna ekspresija proteina STING u
pacijenata s metastazama u regionalnim limfnim ¢vorovima (pN+) u odnosu na one s
negativnim limfnim ¢vorovima (pNO0). Potvrdena je pozitivna korelacija nemetastatskog stadija
IV karcinoma grkljana, primarnog tumora patoloSkog stadija T3 i T4 (pT3 1 pT4), kao i
metastaza u regionalne limfne ¢vorove (pN+) s poviSenom intrinzicnom ekspresijom proteina

STING, u tumorskim stanicama (Fisherov egzaktni test, p=0,0031, p=0,0336, p=0,0371).
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Usporedena je 1 intrinzi¢na ekspresija proteina STING slabije diferenciranih tumora (G2 1 G3)
u odnosu na dobro diferencirane (G1). Utvrdena je pozitivna korelacija izmedu slabije
diferenciranih (G2 i G3) karcinoma grkljana s povisenom ekspresijom proteina STING u

tumorskim stanicama (Fisherov egzaktni test, p=0,0204).

Povisena ekspresija proteina STING statisticki je znacajno korelirala samo s uznapredovalim
stadijem bolesti (nemetastatski stadij IV) u modelu visestruke logisticke regresije (p=1,849,
SE=+0,8643, p=0,0324), a nakon uzimanja u obzir i ¢imbenika rizika poput dobi, spola,

primarnog sijela tumora i ekspresije proteina cGAS.

Kako pacijenti s uznapredovalim stadijem karcinoma grkljana imaju kra¢e ukupno prezivljenje
(OS), visoka ekspresija proteina STING bila je u korelaciji s nizim ukupnim prezivljenjem (OS)

(Fisherov egzaktni test, p=0,0258).

Pacijenti kojima je primarno sijelo bio glotis imali su znacajno niZu ekspresiju proteina STING
(Fisherov egzaktni test, p=0,0337) od pacijenata sa supraglotiénim, subgloti¢nim ili
transgloticnim karcinomima. Od 11 pacijenata sa supraglotiénim i1 dva pacijenta sa
subgloti¢nim karcinomima, samo je jedan imao stadij II, dok su ostali imali uznapredovale
stadije (stadij III 1 IV) bolesti. Nasuprot tome, 19 od 46 pacijenata s primarnim karcinomima
glotisa imalo je stadiji I 1 II, a preostali uznapredovale stadije bolesti. Statisti¢ki znacajno veci
broj pacijenata s primarnim sijelom u glotisu imao je stadij I 1 II bolesti, kao 1 patoloski stadij
primarnog tumora jedna i dva (pT1 1 pT2), a bez prisutnih metastaza u limfnim ¢vorovima vrata
(pNO), uz negativnu limfovaskularnu i perineuralnu invaziju (Fisherov egzaktni test, p=0,0099,
p=0,0431, p=0,0034, p=0,0033, p=0,0317). Utvrdena je umjerena negativna korelacija izmedu
karcinoma podrucja glotisa naspram stadija bolesti, patoloSkog stadija limfnih ¢vorova (pN) 1
limfovaskularne invazije (Spearman R=-0,29, R=-0,35, R=-0,47, R=-0,35; a p=0,024, p=0,007,
p00,0003, p=0,008).

Imunohistokemijski je analizirana i ekspresija proteina cGAS u tumorskom tkivu ovih 59
pacijenata. Dvadeset 1 dva uzoraka su imala pojacano bojenje, tj. ekspresiju proteina cGAS u
tumorskim stanicama, u usporedbi sa zdravim okolnim tkivom, istog uzorka. Medutim,
povisena ekspresija proteina cGAS nije bila u korelaciji s klinicko-patoloskim karakteristikama

ili ekspresijom proteina STING (tablica 10).
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Tablica 10. Klinicko-patoloske karakteristike pacijenata s niskom i visokom ekspresijom

proteina cGAS.
c¢GAS — niska c¢GAS - visoka
Karakteristike ekspresija ekspresija P
N =33 (%) N =26 (%) vrijednost
Dob
Godine (IQR) 66,0 (61,0-73,5) 61,5 (55,0-65,7)
<70 24 (64.,9) 18 (81,8)
>70 13 (35,1) 4(18,2) 0,2369"
Spol
Muski 35 (94,6) 21 (95,5)
Zenski 2 (5,4) 1(4,5) >0,9999
Primarno sijelo tumora
Supraglotis 8 (21,6) 3 (13,6)
Glotis 28 (75,7) 18 (81,8) 0,7129%
Subglotis 1(2,7) 1 (4,6)
Transgloti¢no Sirenje tumora
Da 15 (40,5) 7 (31,8)
Ne 22 (59,5) 15 (68.,2) 05845t
Stadij bolesti
I 5(13,5) 6 (27,3)
II 7 (18,9) 29,1
11 17 (46,0) 10 (45,5) 0,5020°
v 8 (21,6) 4 (18,2)
pT stadij bolesti
T1 5(13,5) 6 (27,3)
T2 9(24,3) 3(13,6)
T3 20 (54,1) 11 (50,0) 05251}
T4 3(8,1) 2(9,1)
pN stadij bolesti
Nx, NO 27 (73,0) 16 (72,8)
NI 3(8.,1) 2(9,1) 0,5882%
N2 7 (18,9) 3 (13,6)
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N3 0 (0,0) 1(4,5)

Stupanj diferencijacije

tumora
Gl 13 (35,1) 3 (13,6)
G2 19 (51,4) 18 (81,8) 0,0644*
G3 5(13,5) 1(4,5)
Limfovaskularna invazija
(LVD
Da 5(27,0 5(22,7

(7.0 (227 0,7673°
Ne 32 (73,0) 17 (77,3)
Perineuralna invazija (PNI)
Da 5(15,6 29,1

(15.6) & 0,7019%
Ne 32 (84,4) 20 (90,9)
Ekspresija proteina cGAS
Niska 21 (56,8 12 (54,5

(56.5) (54,3) 0,4317%
Visoka 16 (43,2) 10 (45,5)
Ukupno preZivljenje
Da 27 (73,0 14 (63,6

(73.9) (63.0) 0,5614%
Ne 10 (27,0) 8(36,4)

§ Fisherov egzaktni test, { Chi-kvadrat test.

Histoloska analiza pokazala je obilnu infiltraciju imunoloskim stanicama u tumorskom
mikrookoliSu svih 59 uzoraka. ImunoloSke stanice uglavnom su imale prisutnu visoku
ekspresiju proteina STING, s viSe od 50 % pozitivnih stanica u svim uzorcima, bez obzira na
njegovu razinu ekspresije u tumorskim stanicama (slika 8). Uzorci su dodatno
imunohistokemijski obojeni na CD8+ T stanice te CD68+ 1 CD163+ makrofage. U skladu s
histoloSkom analizom, svi su uzorci imali vise od 50 pozitivnih CD8+, CD68 1 CD163+ stanica
u zari$nim tockama (engl. Aot spots) po polju, pri povecanju od 400 puta, Sto se smatra visokom
infiltracijom imunolo$kim stanicama (Slika 10). Daljnja kvantifikacija imunoloskih stanica nije
otkrila znacajnu razliku u sastavu imunoloskih stanica u tumorskom mikrookoliSu naspram

niske ili visoke ekspresije proteina STING-a ili cGAS-a (tablica 111 12).
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Tablica 11. Prisutnost imunoloskih stanica u uzorcima s visokom i niskom ekspresijom

proteina STING.

STING — niska STING - visoka

Karakteristike ekspresija ekspresija P
vrijednost
N =33 (%) N =26 (%)
Upalni infiltrat 0 0(0) 0(0)
+ 11333 11 (42,3
(33 (42 0,7778*
++ 16 (48,3) 11 (42,3)
+++ 6 (18,2) 4 (15,4)
CD8+ T limfociti 0 0(0) 0 (0)
+ 5(15,2 5(19,2)
(1>2) ( 0,5029*
++ 19 (57,6) 11 (42,3)
+++ 9(27,3) 10 (38,5)
CD68+ makrofagi 0 0(0) 0 (0)
+ 2 (6,1 3(11,5)
(.1 ( 0,1154¢
++ 24 (72,7) 12 (46,2)
+++ 7(21,2) 11 (42,3)
CD163+ makrofagi 0 0(0) 0 (0)
+ 4 (12,1 6 (23,0
(120 (.0 0,3810%
++ 18 (54,6) 10 (38,5)
-+ 11 (33,3) 10 (38,5)

+ nizak, ++ srednji, +++ visoki broj stanica. § Chi-kvadrat test.
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Tablica 12. Prisutnost imunoloskih stanica u uzorcima s visokom i niskom ekspresijom

proteina cGAS.
c¢GAS —niska c¢GAS - visoka
Karakteristike ekspresija ekspresija P
vrijednost
N =37 (%) N =22 (%)
Upalni infiltrat 0 0(0) 0(0)
+ 16 (43,3 6 (27,3
(43:3) (27:3) 0,2819%
++ 14 (37,8) 13 (59,1)
++ 7 (18,9) 3(13,6)
CD8+ T limfociti 0 0(0) 0 (0)
+ 6 (16,2 4 (18,2)
(16.2) ( 0,4634%
++ 21 (56,8) 9 (40,9)
+++ 10 (27,0) 9 (40,9)
CD68+ makrofagi 0 0(0) 0 (0)
+ 4 (10,8 14,5
(10.5) ) 0,1419%
++ 25 (67,6) 11 (50)
+++ 8 (21,6) 10 (45,5)
CD163+ makrofagi 0 0(0) 0 (0)
+ 7 (18,9 29,1
(15.9) O.1) 0,5607%
++ 18 (48,7) 11 (0,5)
+++ 12 (32,4) 9 (40,9)

+ nizak, ++ srednji, +++ visoki broj stanica. § Chi-kvadrat test.

U tumorskom tkivu pacijenta koji su lijeceni kirurSki odredili smo postojanje limfovaskularne
(LVD) 1 perineuralne invazije (PNI). Analiza ukupnog preZivljenja (OS) 1 preZivljenja bez
znakova bolesti (DFS) za navedene Cimbenike rizika pokazala je statisticki znacajno visu
vjerojatnost smrti (p=0,0174) i povrata bolesti (p=0,0009) u pacijenata s prisutnom

limfovaskularnom invazijom u tumorskom tkivu (slika 15).
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Slika 15. Kaplan-Meirova krivulja ukupnog prezivljenja i prezivljenja bez znakova bolesti u

odnosu na limfovaskularnu i perineuralnu invaziju.
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S RASPRAVA

Karcinomi grkljana predstavljaju znac¢ajan medicinski, socijalni i javno-zdravstveni problem u
svijetu. Osim c¢injenice da se radi o malignoj bolesti, sama lokalizacija tumora i utjecaj na
funkcije disanja, gutanja i govora, kao 1 mutiliraju¢e posljedice lijecenja, daju dodatnu tezinu
ovoj bolesti. Posljedice lijeCenja Cesto znace gubitak mogucnosti govora, poremecaje gutanja,
uz oStecenja sluznice 1 vezivnih tkiva, brigu o traheostomi, kao 1 znatan estetski defekt koji

predstavlja snazan psiho-socijalni teret za pacijenta, ali i sustav.

Stope incidencije karcinoma glave i vrata, kao i karcinoma larinksa, koji se nalazi na drugom
mjestu po ucestalosti nakon karcinoma usne Supljine, opéenito su u porastu na globalnoj razini
[1]. One se za karcinome larinksa zna¢ajno razlikuju medu razlicitim geografskim regijama, ali
i u demografskim obiljeZjima pojedinih populacija. Ce3ée se javljaju kod muskaraca, a
ucestalost raste s dobi. Postoji jasna povezanost sa zivotnim navikama, prije svega pusSenjem i
konzumacijom alkohola. Vise stope incidencije zabiljeZene su u populaciji nizeg socio-
ekonomskog statusa [199]. Unato¢ razvoju programa prevencije, suvremenih dijagnostickih
metoda i napretku u svim modalitetima lijeenja, u zemljama s visokim socio-demografskim
indeksom 1 dalje su najviSe stope incidencije karcinoma grkljana. Ipak, za ukupne dobno-
standardizirane stope incidencije zabiljezen je najvisi pad upravo u ovim zemljama u tijeku
vremena, dok je u podrucju Isto¢ne Azije, Oceanije 1 na Karibima zabiljeZen znacajan porast
[200]. Zadnjih 30 godina porastao je broj smrti uzorkovanih karcinomom grkljana, ali se biljezi
pad dobno-standardizirane stope mortaliteta od 1,62 % na godi$njoj razini u istom vremenskom
razdoblju [1,200]. Statisticke analize SEER baze podataka pokazuju smanjenje petogodiSnjeg
preZivljenja sa 66 % na 61,6 % u razdoblju od 1975. do 2019. godine [101,201]. Navedeno se
u literaturi pojasnjava ucestalijom primjenom protokola oCuvanja organa (radioterapija,
kemoradioterapija) naspram kirurS8kih zahvata. RazliCita istraZivanja pokazala su
nekonzistentnu povezanost stope mortaliteta karcinoma grkljana s razliitim ¢imbenicima
rizika, §to dodatno oteZava konkretne zakljucke. Potrebna su daljnja preciznija istrazivanja

faktora koji utje¢u na odgovor na terapiju i prognozu, tj. stope prezivljenja [202].

Epidemioloske analize karcinoma podrucja glave i vrata, tako i1 grkljana, uglavnom su oskudnije
u odnosu na podatke dostupne za ucestalija sijela, poput karcinoma dojke, pluca ili prostate.
Navedeno je moguce posljedica relativno niskih stopa incidencije 1 mortaliteta, od oko 4,5 %,
na globalnoj razini [1]. Isto tako, dodatni problem je i relativno slabija suradljivost ovih
pacijenata, posebno nakon zavrsetka lijeCenja, tijekom perioda pracenja, §to se moze povezati

s njithovim zivotnim navikama, ali i socio-ekonomskim obiljezjima. Zbog navedenog se i u
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opseznijim registrima znacajan dio pacijenata gubi iz pracenja, Sto utjece na kvalitetu dostupnih
podataka. Kako bi se potencijalno povecala kvaliteta epidemioloskih i klinickih podataka bilo
bi pozeljno uvesti dodatne parametre poput anamnestickih podataka o ¢imbenicima rizika i
socio-ekonomskom statusu, kao i distribuciji bolesti po stadijima, a u korelaciji s klinickim
ishodima. Svakako bi bilo vazno u epidemioloske studije karcinom grkljana ukljuciti i
raspodjelu prema histoloSkom podtipu i anatomskom mjestu primarnog sijela (glotis,
supraglotis, subglotis), a zbog razlika ne samo u klinickoj slici, ve¢ i bioloSkom ponasanju
bolesti i prognozi. Osim klasi¢nih epidemioloskih podataka, u ove se analize sve vise ukljucuju
1istrazivanja o utjecaju na kvalitetu zivota te opterec¢enju troSkovima koje dijagnoza karcinoma

grkljana donosi za zdravstveni sustav.

Zadnjih je desetlje¢a doslo do napretka u spoznajama o razlikama u bioloskim, etioloskim i
histoloskim obiljezjima, nacinu lijeCenja 1 prognozi ovih karcinoma. Produbljivanje
epidemioloskih podataka klju¢no je za razvoj i poboljSanje svih ¢imbenika ukljucenih u
dijagnostiku, lijeenje 1 tercijarnu prevenciju, kao i potencijalni razvoj programa ranog
otkrivanja karcinoma grkljana. Za mogu¢i napredak u prevenciji, ranijem otkrivanju i lijecenju
karcinoma larinksa, potrebno je paznju posvetiti i prosvjecenosti te edukaciji opce populacije,
kao 1 populacije u riziku. Pravodobna i optimalna dijagnostika, posebno pravilna definicija
klinickog stadija bolesti, omogucila bi kvalitetniji odabir modaliteta lijecenja 1 potencijalno
poboljsala ishode. Osim poboljSanja parametara ishoda lijeCenja, time bi se omogucila 1 lakSa

rehabilitacija te reintegracija pacijenata u drustvo.

Prema posljednjim epidemioloSkim podatcima, za Republiku Hrvatsku su dostupni podatci o
ukupnom broju oboljelih 1 umrlih, a unato¢ visokoj stopi ucestalosti, ukupna je dobno-
standardizirana stopa incidencije u padu na godi$njoj razini §to je visoko vjerojatno posljedica
smanjene prevalencije puSenja u periodu od 2003. do 2008. godine [1,203]. Razumijevanjem
preciznih epidemioloskih obrazaca stje€emo znanja o ¢imbenicima rizika, karakteristikama
populacije pacijenata terapijskim pristupima 1 uspjehu lijeCenja. Kako ne postoje detaljniji
epidemioloSki podatci za Republiku Hrvatsku, ukupno, a ni po Zupanijama, odlucili smo
provesti retrospektivnu analizu epidemioloskih parametara, klinicko — patoloskih karakteristika
oboljelih i tumora, nacina i ishoda lijeCenja na populaciji pacijenata lijecenih u Klinici za
onkologiju i radioterapiju KBC-a Split. U ovu analizu ukljucen je ukupno 91 pacijent, a viSe od
90 % su bili muskarci, §to je 1 oekivano prema dostupnim podatcima iz literature. Medijan
pracenja iznosio je oko pet godina, a medijan dobi pri dijagnozi 65 godina starosti. Prema

dostupnim epidemioloskim analizama ucestalost karcinoma grkljana doseze vrhunac nakon
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dobi od 65 godina, na temelju ¢ega bi se potencijalno moglo zakljuciti da je populacija
pacijenata obuhvacena ovim istrazivanjem relativno mlada u odnosu na globalnu. Navedeno
mozemo smatrati ocekivanim zbog visoke prevalencije puSenja, gdje je Republika Hrvatska
prema europskim statistikama na samom vrhu [204]. U retrospektivnoj analizi iz Rumunjske,
takoder je zabiljeZena populacija pacijenata mlada od globalne, uz viSe od 70 % slucajeva
uznapredovale bolesti pri dijagnozi, Sto odgovara epidemioloskoj slici i rizinim faktorima
karakteristiénim za ovu regiju Europe [205]. Prema podatcima iz literature, muskarci imaju
statistiCki znacajno viSe stope incidencije i mortaliteta, Sto odgovara i rezultatima naseg
istrazivanja. Zadnjih desetlje¢a zabiljezeno je smanjenje razlike incidencije medu spolovima
$to je vjerojatno posljedica promjena u zivotnom stilu, pri ¢emu prevalencija pusenja cigareta i
uzimanja alkohola znac¢ajno raste kod zena [206]. Na temelju podataka iz literature, pusenje
cigareta 1 uzimanje alkohola povezani su sa 60 % 1 30 % ukupne smrtnosti od karcinoma
grkljana [17]. Zbog manjkavosti u dokumentaciji, za naSu populaciju pacijenata nije bilo
moguce prikupiti podatke o faktorima rizika, puSenju cigareta i uzimanju alkohola. Prema
retrospektivnoj analizi na vise od 1000 pacijenata s podru¢ja sjeverne Grcke, u trenutku
dijagnoze 87 % pacijenata bili su puSaci, a 43 % je svakodnevno koristilo alkohol [207]. U
nasoj populaciji pacijenata je, za razliku od najucestalije dijagnosticiranih dobro diferenciranih
karcinoma na globalnoj razini, na prvom mjestu sa 60 % zastupljenosti bio srednje diferencirani
karcinom plocastih stanica. Sli¢ne je rezultate pokazala 1 talijanska studija koja je obuhvatila
pacijente s uznapredovalim stadijima bolesti (stadij III 1 IV) koji su lijeceni primarno kirurski.
U oko 55 % slucajeva utvrden je srednje diferencirani karcinom grkljana. Oko 40 % pacijenata
je dijagnosticirano s karcinomom glotisa, a oko 30 % transglotisa 1 supraglotisa. Gotovo 60 %
pacijenata imalo je metastaze u regionalne limfne ¢vorove pri dijagnozi, a 44 % ih je lije¢eno
adjuvantnom radioterapijom te 10 % kemoradioterapijom [208]. Nasuprot tome, prema novijim
podatcima SEER baze od 2013. do 2019. godine, 50 % pacijenata u SAD-u se dijagnosticira u
stadiju I bolesti, a neSto manje od 30 % u stadiju II, Sto ukazuje na u¢inkovitost uvedenih mjera
zdravstvene zaStite u smislu prevencije puSenja i uzimanja alkohola, kao i napretku u
dijagnostici i ranom otkrivanju bolesti. Ipak, gotovo kod gotovo 60 % ove populacije pacijenata
nije poznat toc¢an stadij bolesti [16]. lako se populacije pacijenata ne mogu izravno usporediti,
u nasem je istraZivanju tre¢ina pacijenata imala stadij I, a tre¢ina stadij III bolesti pri dijagnozi.
Oko 20 % pacijenata imalo je nemetastatski stadij IV (IVA 1 IVB stadij) bolesti pri dijagnozi.
U uznapredovalim stadijima (stadij III 1 IV) bolesti dijagnosticirano je oko 50 % pacijenata.
Prema TNM klasifikaciji pri dijagnozi je oko 50 % pacijenata imalo stadij primarnog tumora

T3 1 T4, a oko 30 % njih metastaze u regionalne limfne ¢vorove, najcesce stadija N2, u oko 19
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% pacijenata. U skupini pacijenata obuhvacenih ovim istrazivanjem naspram podataka iz SEER
baze, zabiljezene su viSe stope uznapredovalih stadija bolesti, $to je vjerojatno ocekivano zbog
neprosvijeéenosti, prevalencije pusSenja i uzimanja alkohola, kao i specifi¢nosti zahvacene
populacije 1 kasne dijagnoze bolesti. Nasuprot americkoj populaciji pacijenata, talijanska
stupnja diferencijacije i zastupljenosti primarnog sijela tumora, iako direktne usporedbe nisu
mogucée. Navedeno nije iznenadujuce zbog epidemioloskih specifi¢nosti mediteranskog
podrucja. Petogodisnje prezivljenje za skupinu pacijenata obuhvacenih SEER analizom od
2013. do 2019. godine iznosi 61,6 %, za sve stadije bolesti [16]. NaSe istrazivanje, koje je
obuhvatilo pacijente sa svim stadijima osim inicijalno metastatske bolesti, pokazalo je stope
petogodis$njeg prezivljenja oko 70 %. Vazno je uzeti u obzir ¢injenicu da je vise od polovice
pacijenata pri dijagnozi imalo uznapredovali stadij bolesti, stadij III 1 IV. Ovakav dobar rezultat
bi se mozda mogao promatrati i u kontekstu visokog postotka pacijenata lijeCenih primarno
kirurski te potom adjuvantnom terapijom, a u sklopu ranijih podataka iz literature kojima se
pad u petogodisnjem prezivljenju potencijalno pripisuje sve ¢eS¢oj primjeni protokola ocuvanja
larinksa. Karcinomi glotisa bili su naj¢esc¢e zastupljeni, u oko 80 % naSih pacijenata, dok je kod
oko 20 % pacijenata primarno sijelo bio supraglotis. Kod populacije pacijenata obuhvacene
ovim istrazivanjem zabiljezena je neSto visa zastupljenost karcinoma glotisa nego u dostupnoj
literaturi. Kod gotovo tre¢ine pacijenata je utvrdeno transgloti¢no Sirenje tumora, $to je visi
postotak u odnosu na svjetske epidemioloSke podatke i1 vjerojatno posljedica Cinjenice da je u
nasoj populaciji viSe od polovice pacijenata imalo stadij II11 IV pri dijagnozi. Prema rezultatima
druge retrospektivne analize stopa recidiva za karcinome glotisa nakon 2 godine iznosila je 4
%, supraglotisa 16 %, a subglotisa 11 % [209]. Prema rezultatima naSe analize lokalni povrat
bolesti zabiljeZen je kod ukupno 4,5 %, udaljena diseminacija bolesti kod 5,5 %, a drugi
primarni tumor kod ¢ak 23 % pacijenata. Talijanska studija zabiljeZila je stopu lokoregionalnih
recidiva od oko 18 %, a udaljene diseminacije bolesti 1 drugih primarnih tumora zajedno u oko
17 % pacijenata. Ipak, ovom su studijom obuhvacéeni samo uznapredovali stadiji bolesti [208].
U retrospektivnoj zdruZenoj analizi pacijenata lijeCenih zbog karcinoma grkljana primarno
kirurski u KBC-u Rijeka i bolnici u Becu, u kojoj je oko 63 % pacijenata bilo u uznapredovalim
stadijima bolesti (stadij III 1 IV), povrat bolesti je bio zabiljeZen kod oko 18 %, a drugi primarni
tumor kod oko 26 % pacijenata, Sto korelira s rezultatima nase analize [210]. Kod oko 64 %
naSih pacijenata provedeno je primarno kirursko lije¢enje, za razliku od spomenute populacije
iz zdruZene analize gdje je taj postotak iznosio oko 87 % [210]. Primarna radioterapija je

provedena kod oko 30 % naSih pacijenata, dok je 4 % pacijenata lijeCeno primarnom
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kemoradioterapijom. Adjuvantna radioterapija provedena je kod oko 51 % pacijenata u gore
spomenutoj zdruzenoj analizi, a kod oko 36 % nasih pacijenata [210]. Moglo bi se zakljuciti da
radi o populaciji iz iste regije, iako se ovakve populacije pacijenata ne mogu izravno
usporedivati. Prema rezultatima naseg istraZzivanja mjesto primarnog tumora, stadij bolesti 1
status limfnih ¢vorova znacajno utjeCu na ukupno prezivljenje. Kod uznapredovalih stadija
bolesti (stadij III i IV) kirurSkim se lijeCenjem u odnosu na protokol ocuvanja organa postiglo
znacajno dulje ukupno prezivljenje, kao i prezivljenje bez znakova bolesti. Nakon uzimanja u
obzir svih navedenih varijabli, samo je N stadij neovisno utjecao na ukupno prezivljenje, uz 7
puta visi rizik od smrti kod N2 i N3 bolesti. Sli¢ni su rezultati pokazani i za prezivljenje bez
znakova bolesti. Uz sve navedene analize, pokazano je statisticki znacajno krace ukupno
prezivljenje i visi rizik povrata bolesti u pacijenata s prisutnom limfovaskularnom invazijom u
tumorskom tkivu. Nasuprot tome, u talijanskoj studiji puSenje je bilo jedina neovisna varijabla
s utjecajem na petogodiSnje prezivljenje i za bolest specifi¢no prezivljenje. Nijedna ispitivana
varijabla nije neovisno utjecala na prezivljenje bez znakova bolesti [208]. Stavljajuci rezultate
naseg istrazivanja u kontekst zapadnoeuropskih zemalja i SAD-a, oko 50 % nasih pacijenata
dijagnosticira se u uznapredovalim stadijima bolesti (stadij III I IV), a tre¢ina ima prisutne
metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima. Vjerojatno kao posljedica uznapredovalosti
bolesti, primarno se kirurski lijecilo vise od 60 % ove populacije pacijenata, a adjuvantnom
radioterapijom i kemoradioterapijom ukupno njih 40 %. Pokazana je relativno niska stopa
lokalnog povrata, kao i udaljene diseminacije bolesti. PetogodiSnje prezivljenje je nesto vise od
zabiljezenog u literaturi, unato¢ uznapredovalim stadijima bolesti pri dijagnozi. ZabiljeZen je
visok udio pacijenata s razvojem drugog primarnog tumora, naj¢eS¢e raka pluca, §to bi se
potencijalno moglo objasniti riziénim ¢imbenicima, poznavajuéi opée epidemioloske podatke
o rizi€nim faktorima za Republiku Hrvatsku [204]. Ogranicenja ovog istraZivanja ukljucuju
retrospektivni dizajn, relativno mali broj pacijenata, kao 1 nedostatak podataka o ¢cimbenicima
rizika (puSenje cigareta, uzimanje alkohola). Potrebno je naglasiti da u analizu nisu ukljuceni
pacijenti s inicijalno metastatskom bolesti, niti drugim patoloskim podtipovima karcinoma
grkljana osim klasi¢nog plocastih stanica. Zbog visokih stopa incidencije i mortaliteta, visoke
zastupljenosti rizi¢nih faktora medu opéom populacijom, kao i relativno skromnih rezultata
lijeCenja, bilo bi potrebno raditi na razvoju i poboljSanju svih ¢imbenika uklju¢enih u
dijagnostiku 1 lijecenje bolesti, a posebno prevenciji 1 prosvjecenosti populacije. U kontekstu
poboljsanja ishoda lijecenja, unato¢ promjeni paradigme koja se dogodila primjenom

imunoterapije inhibitorima kontrolnih tocaka u lije¢enju metastatskih karcinoma glave i vrata,
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pa tako i1 karcinoma grkljana, i dalje imamo skromne rezultate po pitanju stope odgovora i
ukupnog prezivljenja. Slicno je 1 kod nemetastatskih stadija, posebno lokoregionalno
uznapredovale bolesti, zbog visoke stope povrata bolesti 1 diseminacije. U eri imunoterapije
poseban naglasak se stavlja na vaZnost selekcije pacijenata. Posljedi¢no, postoji znacajna
potreba za boljim razumijevanjem karcinoma grkljana na stani¢noj i molekularnoj razini. Zato
su danasnja istrazivanja usmjerena na proucavanje slozenih imunoloskih interakcija i njihovih
promjena tijekom vremena, izmedu samog tumora i domacina, kako u tumorskom
mikrookoliSu, tako i1 na sustavnoj razini [211]. Njihov je cilj definirati nove prognosticke i
prediktivne biomarkere, u metastatskim, ali i ranim stadijima bolesti. Uzimaju¢i u obzir
izrazenu heterogenost tumora grkljana, njihovo imunosupresivno mikrookruzenje i sposobnost
izbjegavanja urodenog i prirodenog imunoloskog nadzora, vazno je proniknuti u potencijalno
jedinstvene 1 specifi€éne molekularne 1 imunoloSke mehanizme karcinoma grkljana. Upravo zato
je cilj ovog istrazivanja bio ispitati ekspresiju proteina STING 1 cGAS u tumorskim stanicama
pacijenata s karcinomima grkljana TNM stadija I do IV, bez udaljenih metastaza. Istrazivanje
je provedeno na tumorskom tkivu 59 pacijenata koji su zadovoljili ukljucujuée kriterije za
imunohistokemijsku analizu. Signalni put cGAS-STING ima vaznu ulogu u aktivaciji
urodenog, a kako moZe utjecati na diferencijaciju T limfocita, time i aktivaciji steCenog
imunoloskog odgovora [182,183]. Zbog znacajne uloge u modulaciji mikrookolisa tumora i
kontrole mehanizama oste¢enja DNA, cGAS-STING signalni put je meta brojnih istrazivanja
[192-194,212,213]. Odnedavno se istrazuje mogucénost manipulacije antitumorskom ulogom
cGAS-STING signalnog puta u karcinomima glave i vrata, uz pomo¢ nove generacije lijekova
usmjerenih na ovaj signalni put, poput STING agonista. Aktivnost cGAS-STING osi vazna je
za uCinke cisplatine 1 radioterapije, koji dovode do oSteCenja DNA, jer moze utjecati na
proizvodnju slobodnih radikala kisika, ali i za aktivnost PARP inhibitora [212]. Primjena
STING agonista kao monoterapije, u kombinaciji s imunoterapijom ili drugim modaliteteima
lijecenja koji dovode do oStecenja DNA, ispituje se u pretklinickim 1 klini¢kim studijama [193].
Analizom utiSavanja pojedinacnih gena u ljudskom genomu metodom CRISPR-Cas9, STING
se pokazao kao kriti¢ni intrinzi¢ni regulator odgovora tumorskih stanica na radioterapiju [192].
Primjena radioterapije i1 cisplatine klju¢na je ne samo u slucaju neresektabilnih stadija
karcinoma grkljana, ve¢ i u ranijim stadijima bolesti s ciljem ocuvanja organa. Unatoc€ relativno
dobrom odgovoru, kod dijela se pacijenata razvije rezistencija na navedeno lijeCenje i
posljedi¢no progresija bolesti. Lokalni povrat bolesti ili udaljena diseminacija bolesti utvrdeni
su kod osam pacijenata (14 %) ukljucenih u ovu analizu, §to ukazuje na znacajnu potrebu za

boljom kontrolom bolesti. Upravu u tu svrhu ispituje se primjena STING agonista, s ciljem
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poboljsanja odgovora na imunoterapiju. Pretrazivanjem dostupne literature nije pronadena ni
jedna studija koja je istrazivala ekspresiju proteina STING u tumorskim stanicama karcinoma
grkljana. Prethodno objavljene studije temeljene na TCGA (engl. The Cancer Genome Atlas)
bazi podataka istrazivale su ekspresiju gena STING u karcinomima glave i vrata na
transkriptomskoj razini, ali bez razlike u utjecaju njegove intrinzi¢ne ekspresije specificne za
tumorske stanice, i cGAS-STING aktivacije u imunoloskim stanicama. Ova su istrazivanja
ukljucila cijelu populaciju karcinoma glave i vrata, bez razlike u odnosu prema primarnom
sijelu tumora [192,212]. Osim toga, TCGA studije su pokazale da se ekspresija gena STING
smanjuje s povecanjem stadija bolesti u plocastom karcinomu orofaringealnog podrucja.
Navedeno je u skladu s prethodnim rezultatima u drugim tumorskim sijelima [187-191].
Rezultati naseg istrazivanja jasno pokazuju povecéanje intrinzi¢ne ekspresije proteina STING u
tumorskim stanicama karcinoma grkljana s porastom stadija bolesti. Visoke razine ekspresije
proteina STING evidentirane suu 10 od 12 pacijenata (83,3 %) sa stadijem IV nemetastatskog
karcinoma larinksa. Osim toga, rezultati ovog istrazivanja su pokazali obilan imunoloski
infiltrat u svim uzorcima tumorskog tkiva, sto je u skladu s nedavnom TCGA studijom koja je
pokazala vrlo gust i prili¢no konzistentan udio imunolos8kih stanica u uzorcima, bez obzira na
mutacijsko opterecenje tumora. U TCGA uzorcima PD-L1 ekspresija bila je znacajno viSa u
visokorizi¢nih pacijenata, $to je definirano na temelju 6 gena vezanih uz mutacijsko opterec¢enje
tumora [214]. Navedeni rezultati su u skladu s nasim rezultatima, s obzirom na to da povecana
ekspresija proteina STING u uznapredovalim stadijima bolesti moze povisiti ekspresiju PD-L1
[215]. Kako je u svim nasim uzorcima bila prisutna obilna infiltracija imunoloskim stanicama
s visokom ekspresijom proteina STING, transkriptomska analiza ne bi bila prikladna za
razlikovanje visoke razine ekspresije ovog proteina u tumorskim stanicama u odnosu na
imunoloske. Zbog velike gustoe imunoloSkog infiltrata u svim uzorcima, specificna
kvantifikacija, tj. razlika u udjelu pojedinih imunoloskih stanica u mikrookoliSu tumora, nije
bila mogucéa na histoloSkim preparatima. Isto nije bilo moguée ni imunohistokemijskim
bojenjem CD8+ T limfocita te CD68+ 1 CD163+ makrofaga, koji su svi bili visoko zastupljeni
u analiziranim uzorcima. Navedeno nije iznenadujucée u kontekstu dviju ranijih studija koje su
pokazale da nema razlike u zastupljenosti ovih stanica u imunoloskom infiltratu visokorizi¢nih
1 niskorizi¢nih pacijenata iz TCGA baze podataka. Infiltracija CD8+ T limfocitima, CD68+ i
CD1163+ makrofagima ne korelira s visokim mutacijoskim optere¢enjem tumora i ekspresijom
PD-L1, a takoder ni ne utjeCe na ishode [214,216]. Znacajna razlika u udjelu razlicitih
imunoloskih stanica u karcinomima grkljana dokazana je za plazma, T pomagacke 1 T

regulatorne limfocite u skupini niskog rizika te MO makrofage u skupini visokog rizika
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pacijenata iz TCGA baze podataka [214]. Osim toga, Han 1 suradnici su usporedili utjecaj
infiltracije imunoloskih stanica na ishode pacijenata s karcinomom grkljana. Od 22 istrazene
vrste stanica, visoka infiltracija M1 makrofaga, dendriti¢nih stanica i CD4+ T limfocita bila je
povezana sa statisticki znacajnim produljenjem prezivljenja [216]. Sli¢no nasim rezultatima za
karcinom grkljana, ekspresija proteina STING nije bila u korelaciji s tumor-infiltriraju¢im
limfocitima u uzorcima svjetlostanicnog karcinoma bubreznih stanica [217]. CSG-3 podtip
metastatskog karcinoma mokraénog mjehura koji ima visoku ekspresiju gena vaznih za
aktivaciju cGAS-STING signalnog puta, ima najvisu razinu tumor-infiltriraju¢ih leukocita te je
posljedicno povezan s duljim ukupnim prezivljenjem primjenom imunoterapije [218].
Pozitivna korelacija izmedu cGAS i STING RNA ekspresije pronadena je samo u tumorima
podtipa CSG-3, koji imaju aktivan cGAS-STING signalni put, analizom TCGA baze podataka
izmedu razli¢itih vrsta tumora [218]. Iako je u naSim uzorcima karcinoma larinksa prisutan
obilan imunoloski infiltrat unutar tumora, nije bilo korelacije izmedu ekspresije proteina
STING i cGAS. Potrebne su stoga daljnje analize ekspresije gena pod utjecajem STING-cGAS
signalnog puta kako bi se stekao uvid u funkcionalnu aktivnost tog puta u karcinomima
grkljana. Bilo bi svakako znacajno utvrditi radiokemosenzitivnost tumora s visokom
ekspresijom proteina STING, kao 1 u€inkovitost STING agonista kod tih tumora. Ukoliko je
ekspresija proteina STING u tumorskim stanicama niska, tumor razvija otpornost na terapiju
koja uzrokuje oStecenje DNA, §to je vazan problem u lijeCenju karcinoma larinksa [192]. Na
temelju ucinkovitosti u klinickim studijama, primjenjuju se PARP inhibitori u lijecenju
pacijenata sa zametnim mutacijama u genu BRCA, uglavnom u karcinomima jajnika, prostate,
gusterace 1 dojke [193,219,220]. Kao $to je ranije dokazano, PARP inhibitori mogu modulirati
imunoloski odgovor kroz cGAS-STING signalni put, ¢ak 1 u stanicama bez zametne mutacije
u genu BRCA [221]. Aktivnost PARP inhibitora u kombinaciji s inhibitorima kontrolnih
toc¢aka, kemoterapijom i STING agonistima trenutno se istrazuje u pretklini¢kim i klinickim
studijama [193,222,223]. Karcinomi grkljana imaju veliko mutacijsko opterecenje, zbog Cestih
mutacija u genima koju su odgovorni za popravak DNA, a prema nasim rezultatima pokazuju 1
povecanje ekspresije proteina STING u uznapredovalim stadijima bolesti. Kako je za
ucinkovitost STING agonista potrebna intrinzi¢na aktivnost proteina STING, pacijenti s
karcinomom grkljana potencijalno su dobri kandidat za primjenu PARP inhibitora i STING
agonista. Navedena kombinacija potencijalno bi se mogla primijeniti, ne samo u metastatskim,
ve¢ 1 lokoregionalno uznapredovalim stadijima bolesti, 1 to u kombinaciji s razli¢itim,
standardnim modalitetima lijeCenja (radioterapija, kemoterapija, imunoterapija), ali 1 u

razli¢itim fazama tijekom lijecenja (primarno, neoadjuvantno i adjuvantno lijeenje). U tijeku
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su klinicka ispitivanja koja istrazuju ucinkovitost primjene STING agonista uz imunoterapiju

inhibitorima kontrolnih to¢aka i radioterapiju [193,222,223].

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da su stope lokalnog povrata, kao i udaljene diseminacije
relativno niske unatoc ¢injenici $to je vec¢ina pacijenata obuhvacenih epidemioloskom analizom
dijagnosticirana u uznapredovalim stadijima bolesti. S druge strane ucestalost razvoja drugih
primarnih tumora je relativno visoka. Takoder, imunohistokemijska analiza je pokazala da
postoji povisena ekspresija proteina STING specificna za tumorske stanice u uzorcima tkiva
karcinoma grkljana u uznapredovalim stadijima bolesti. Upravo je ovo ono §to razlikuje
karcinome grkljana od drugih zlo¢udnih tumora podrijetla glave i vrata, gdje je utvrden pad
ekspresije proteina STING s porastom stadija bolesti, a §to bi moglo biti vazno za razvoj i
uvodenje novih terapijskih moguénosti u lijecenju ovih pacijenata. Za potvrdu navedenih

rezultata svakako su potrebne daljnje prospektivne studije.
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6 ZAKLJUCCI

1. Retrospektivna analiza epidemioloskih podataka provedena je na populaciji pacijenata koji
su dijagnosticirani, lijeCeni ili prac¢eni u KBC-u Split u razdoblju od 1. sijecnja 2015. do 31.
prosinca 2018. godine. Rezultati ove analizu su prikaz realne epidemioloske situacije, kao i

modaliteta i ishoda lijecenja u KBC-u Split.

2. Vise od 90 % ispitanika bili su muSkarci. Kod gotovo 80 % pacijenata dijagnosticiran je

karcinom glotisa, a transgloti¢no Sirenje tumora bilo je prisutno kod gotovo tre¢ine pacijenata.

3. Oko 50 % pacijenata imalo je uznapredovali stadij (stadij III i IV) bolesti pri dijagnozi, a
manje od tre¢ine imalo je metastaze u limfne ¢vorove vrata. Vise od 60 % pacijenata lijeCeno

je primarno kirurski, a njih 60 % lije¢eno je potom adjuvantno.

4. Lokalni povrat bolesti zabiljeZen je kod 4,4 % pacijenata, udaljena diseminacija bolesti kod
5,5 % pacijenata, a ¢ak 23,1 % pacijenata razvilo je drugi primarni tumor. Naj¢esée sijelo

drugog primarnog tumora bio je rak pluca (42,8 %).

5. Mjesto primarnog tumora, stadij bolesti te zahvac¢enost limfnih ¢vorova utjecali su na ukupno

prezivljenje (OS).

6. U odnosu na dob pacijenata i karakteristike tumora (mjesto primarnog tumora, postojanje
transgloticnog Sirenja, stupanj diferencijacije tumora T, N 1 stadij bolesti), samo je N stadij
neovisno statisticki znac¢ajno utjecao na ukupno prezivljenje (OS) 1 prezivljenje bez znakova

bolesti (DFS).

7. Kod uznapredovalih stadija bolesti (stadij III i IV) kirurskim se lijeenjem u odnosu na
protokol o¢uvanja organa (radioterapija, kemoradioterapija) postiglo statisticki znacajno dulje
ukupno prezivljenje (OS) te prezivljenje bez znakova bolesti (DFS). Ne postoji znacajna razlika
izmedu primjene same radioterapije ili kemoradioterapije u pacijenata s uznapredovalim

stadijima bolesti.

8. U trenutku analize nije bio dosegnut medijan ukupnog (OS) ni petogodisnjeg prezivljenja,

dok je medijan preZivljenja bez znakova bolesti (DFS) iznosio 7 godina.

9. Analiza ekspresije proteina STING i cGAS te prisutnosti imunoloskog infiltrata provedena
je imunohistokemijskim bojenjem uzoraka tumorskog tkiva 59 pacijenata koji su lijeCeni

kirurski.
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10. PoviSena ekspresija proteina STING u tumorskim stanicama pozitivno je korelirala s
uznapredovalim stadijem bolesti i patoloski pozitivnim limfnim ¢vorovima (pN+) (Chi-kvadrat

test, p=0,0139, p=0,0458).

11. Utvrdena je pozitivna korelacija izmedu nemetastatskog stadija IV karcinoma grkljana,
primarnog tumora patoloskog stadija T3 1 T4 (pT3 1 pT4), kao i metastaza u regionalne limfne
¢vorove (pN+) s poviSenom intrinzicnom ekspresijom proteina STING u tumorskim stanicama

(Fisherov egzaktni test, p=0,0031, p=0,0336, p=0,0371).

12. Utvrdena je pozitivna korelacija izmedu slabije diferenciranih (G2 1 G3) karcinoma grkljana

s povisenom ekspresijom proteina STING u tumorskim stanicama (Fisherov egzaktni test,

p=0,0204).

13. Povisena ekspresija proteina STING statisticki je znaCajno korelirala samo s
uznapredovalim stadijem bolesti (nemetastatski stadij IV) u modelu visestruke logisticke
regresije (=1,849, SE=+0,8643, p=0,0324) nakon uzimanja u obzir i ¢imbenika rizika poput

dobi, spola, primarnog sijela tumora i ekspresije proteina cGAS.

14. S obzirom na to da pacijenti s uznapredovalim stadijem karcinoma grkljana imaju krace
ukupno prezivljenje (OS), visoka ekspresija proteina STING bila je u korelaciji s nizim

ukupnim prezivljenjem (OS) (Fisherov egzaktni test, p=0,0258).

15. Pacijenti kojima je primarno sijelo karcinoma bio glotis imali su zna€ajno niZzu ekspresiju
proteina STING (Fisherov egzaktni test, p=0,0337) od pacijenata sa supragloti¢nim,

subgloti¢nim ili transgloti¢nim karcinomima.

16. Statisti¢ki znacajno veci broj pacijenata s primarnim sijelom karcinoma u glotisu imao je
stadij I 1 II bolesti, kao 1 patoloski stadij primarnog tumora jedna 1 dva (pT1 1 pT2), a bez
prisutnih metastaza u limfnim ¢&vorovima vrata (pNO), uz negativnu limfovaskularnu i
perineuralnu invaziju (Fisherov egzaktni test, p=0,0099, p=0,0431, p=0,0034, p=0,0033,
p=0,0317).

17. Utvrdena je umjerena negativna korelacija izmedu karcinoma podrucja glotisa naspram
stadija bolesti, patoloskog stadija limfnih ¢vorova (pN) i1 limfovaskularne invazije (Spearman

R=-0,29, R=-0,35, R=-0,47, R=-0,35; a p=0,024, p=0,007, p00,0003, p=0,008).

18. Analiza ukupnog prezivljena (OS) i prezivljenja bez znakova bolesti (DFS) pokazala je
statisticki znacajno vecu vjerojatnost smrti (p=0,0174) i povrata bolesti (p=0,0009) u pacijenata

s prisutnom limfovaskularnom invazijom u tumorskom tkivu.
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19. Histoloska analiza pokazala je obilnu infiltraciju imunoloSkim stanicama u tumorskom
mikrookolisu svih 59 uzoraka. Detaljna kvantifikacija imunoloskih stanica nije otkrila znacajnu
razliku u sastavu imunoloskih stanica u tumorskom mikrookoliSu naspram niske ili visoke

ekspresije proteina STING-a ili cGAS-a.

20. U trenutku analize podataka medijan ukupnog prezivljenja (OS) za ovih 59 pacijenata

takoder nije dosegnut, a medijan prezivljenja bez znakova bolesti (DFS) je iznosio 7 godina (84

mjeseca).
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7 SAZETAK

Zbog relativno niske stope odgovora i skromnih ishoda primjene imunoterapije inhibitorima
kontrolnih to¢aka u recidiviraju¢em ili metastatkom karcinomu grkljana, potrebna je bolja
selekcija pacijenata, uz ucinkovitije prediktivne i prognosticke biomarkere. Retrospektivna
analiza epidemioloskih podataka provedena je na populaciji pacijenata koji su prema
ukljucujuéim kriterijima dijagnosticirani, lijeeni ili praceni u KBC-u Split u razdoblju od 1.
sije¢nja 2015. do 31. prosinca 2018. godine. Rezultati istrazivanja na 91 pacijentu su pokazali
visok udio pacijenata s primarnim sijelom podrucja glotisa (oko 80 %) te uznapredovalim
stadijima (oko 50 %) bolesti pri dijagnozi koji su ve¢inom lijeceni kirurski (vise od 60 %),
nakon ¢ega je kod oko 60 % pacijenata, a ovisno o faktorima rizika, provedena adjuvantna
terapija. Stope povrata bolesti kao i udaljene diseminacije bile su niske (4,4 % 1 5,5 %), za
razliku od ucestalosti pojave drugog primarnog tumora kod 23,1 % pacijenata. Mjesto
primarnog tumora (glotis), stadij Il 1 IV te N2 i N3 su znacajno utjecali na ukupno prezivljenje.
Stadij N2 i N3 su neovisno znacajno utjecali na ukupno prezivljenje, uz 7,0 puta (p=0,0004)
visi rizik od smrti, kao i prezivljenje bez znakova bolesti, uz 5,3 puta (p=0,0011) visi rizik za
pojavu bolesti. Kod uznapredovalih stadija bolesti (stadij III i IV) kirurskim se lijeCenjem u
odnosu na protokol o¢uvanja organa postiglo znac¢ajno dulje ukupno prezivljenje (p=0,0290),
kao 1 prezivljenje bez znakova bolesti (p=0,0388). Medijani petogodisSnjeg kao i ukupnog
prezivljenja nisu dosegnuti. Medijan prezZivljenja bez znakova bolesti iznosio je 7 godina.
Imunohistokemijska analiza ekspresije proteina STING, cGAS i imunoloSkog infiltrata
provedena je na uzorcima tumorskog tkiva 59 pacijenata koji su lijeCeni kirurski. PoviSena
ekspresija proteina STING u tumorskim stanicama pozitivno je korelirala sa stadijem IV, pT3,
pT4, pN+, kao i slabijim stupnjem diferencijacije tumora (G2 i G3). PoviSena ekspresija
proteina STING znacajno je korelirala samo s nemetastatskim stadijem IV u modelu visestruke
logisticke regresije (B=1,849, SE=+0,8643, p=0,0324). Rezultati ovog istraZivanja su pokazali
da postoji poviSena ekspresija proteina STING specificna za tumorske stanice u uzorcima tkiva
karcinoma grkljana u uznapredovalim stadijima bolesti $to razlikuje karcinome grkljana od
drugih zlo¢udnih tumora podrijetla glave i vrata, a Sto bi moglo biti vazno za razvoj i uvodenje

novih terapijskih mogucnosti u lijeCenju ovih pacijenata.
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8§ SUMMARY
Doctoral dissertation title:
Elevated Tumor Cell-Intrinsic STING Expression in Advanced Laryngeal Cancer

Due to the relatively low response rate and modest outcomes of immunotherapy targeting
checkpoint inhibitors in recurrent or metastatic laryngeal cancer, we need more precise patient
selection, along with more efficient predictive and prognostic biomarkers. A retrospective
analysis of epidemiological data was conducted on the population of patients who were
diagnosed, treated, or monitored at the University Hospital Split from January 1 2015, to
December 31 2018. Total of 91 patients were included in the analysis. The results showed a
high proportion of patients with primary lesions of the glottic area (approximately 80%) and
advanced stages (approximately 50%) of the disease at diagnosis. In most cases, patients were
treated surgically (> 60%). Approximately 60% of patients were treated adjuvantly, depending
on the risk factors. The recurrence rates and dissemination of the disease rates were low (4.4%
and 5.5%, respectively), in contrast to the occurrence of a second primary tumor in 23.1% of
patients. The location of the primary tumor (glottis), stage of the disease (stages Il and IV),
and lymph node status (N2 and N3) had a statistically significant effect on overall survival.
Only N stage independently had a significant effect on overall survival, with a 7.0-fold
(p=0.0004) higher risk of death in N2 and N3 disease, as well as disease-free survival, with a
5.3 times (p=0.0011) higher risk of the disease recurrence. In advanced disease stages (stages
III and 1V), surgical treatment compared to the organ preservation protocol resulted in a
significantly longer overall survival (p=0.0290) as well as survival without signs of disease
(p=0.0388). Despite the advanced stage of the disease at diagnosis, the median five-year
survival as well as overall survival were not reached. The median disease-free survival was 7
years. Fifty-nine tumor tissue samples from surgically treated patients were
immunohistochemically stained for STING, cGAS expression, and immune infiltration.
Elevated tumor cell-intrinsic STING expression was positively associated with stage IV, pT3,
pT4, and pN+ laryngeal cancers, and with higher histological grades (G2 and G3). Elevated
STING expression was significantly associated with stage IV cancer in a multiple logistic
regression model (B=1.849, SE=+0.8643, P=0.0324). The results of this study showed that there
is an elevated expression of the STING protein specific to tumor cells in tissue samples of

laryngeal carcinoma in advanced stages of the disease, which distinguishes laryngeal carcinoma
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from other malignant tumors of head and neck origin. This could be important for the

development and introduction of new therapeutic options for treating these patients.
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