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Popis oznaka i kratica

AJCC — Americko drustvo za rak (engl. American Joint Committe on cancer)
bcl-1 — (PRAD1), regulatorna bjelancevina, kodira ciklin D1
bcl-2/bax — regulatorna bjelancevina apoptoze

c-erbB-2/neu — (HER 2) gen priguSivac tumora

C-faktor — engl. certainty factor (Cimbenik sigurnosti)
Ciklin D1 (CCND1) protein-regulator stani¢nog ciklusa

CT — kompjuterizirana tomografija

DAB — diamino-benzidin

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

E-cadherin — epitelni cadherin

EGF — epidermalni ¢imbenik rasta

EGFR — receptor za epidermalni ¢imbenik rasta

HE — hemalaun eozin

HPV — humani papiloma virus

UICC — Medunarodna udruga za borbu protiv raka

Ki-67 — proliferacijski marker

MRI — magnetska rezonancija

nm?23 — tumor-supresorski gen

PCNA — antigen jezgara proliferirajucih stanica

PCR - engl. polymerase chain reaction (lan¢ana reakcija polimeraze)



PDGF - engl. platelet-derived growth factor (trombocitni ¢imbenik rasta)

p53 — tumor-supresorski gen (gen prigusiva¢ tumora)

pRb — tumor-supresorski gen (gen prigusivac tumora)

R —rezidulani tumor

RET — gen, kodira receptor ¢imbenika rasta

RNA - ribonukleinska kiselina

TGFa - transformiraju¢i ¢imbenik rasta-alfa

TNF a — engl. tumor necrosis factor alpha (¢imbenik tumorske nekroze)

TNM - klasifikacija proSirenosti tumora (Tumor, lymph Node metastasis, distant Metastasis)
UZV —ultrazvuk

VEGF — vaskularno endotelni ¢imbenik rasta



1. UVOD

1. 1. GRKLJAN

Grkljan se nalazi u prednjem gornjem dijelu vrata izmedu trecega i Sestoga vratnog kraljeska
(1). Skelet grkljana ¢ine hrskavice spojene sindezmozama i zglobovima s mnogo elasti¢nih
vlakana (2). MiSi¢i grkljana, koji se dijele na vanjske i unutarnje, svojom kontrakcijom
reguliraju odnose unutar hrskavicno-membranoznog okvira, omogucujuci njegove sloZene

funkcije: respiraciju, fonaciju i degluticiju (2, 3).

Primarne i vitalne funkcije grkljana su diSna i zaStitna funkcija (1). Pokretima laringealnih
misica regulira se veli¢ina otvora glotisa, a kontrakcijom vanjskih miSi¢a grkljan se u inspiriju
spusta povecavajuci negativan tlak u prsistu te tako pospjesuje disanje (1). Zastitna, odnosno
degluticijska funkcija grkljana temelji se na mehanizmu sfinktera, koji se tijekom evolucije
razvio u svrhu zastite donjih di$nih putova od aspiracije (1). U grkljanu se nalaze tri sfinktera.
Prvi ¢ine epiglotis, ariepiglotski nabori i aritenoidi koji tijekom gutanja sprje¢avaju ulazak
hrane 1 teku¢ine u donje diSne putove. Drugi sfinkter ¢ine ventrikularni nabori koji dodatno
pojacavaju djelovanje prvog sfinktera, uz povecavanje intratorakalnog tlaka. Treéi sfinkter
Cine glasnice, koje takoder mehanicki pojacavaju djelovanje proksimalnih sfinktera, ne

dopustajuci ulazak ili izlazak zraka iz traheobronhalnog debla (1).

Fonacija se, kao sekundarna funkcija grkljana, razvila iz refleksogenog zatvaranja grkljana

razvojem srediSnjega Ziv€anog sustava i boljom diferencijacijom perifernih organa (1).

1. 1. 1. Embriologija grkljana

Osnova grkljana nastaje u cCetvrtom tjednu embrionalnog razvoja na ventralnoj strani
kaudalnog dijela Skrznog crijeva u obliku divertikuloidnog izbocenja (4). Izduzenjem tog
izbocenja u kaudalnom smjeru najprije nastaje laringotrahealna udubina ili brazda, koja se
brzo pretvori u cijev pokrivenu endodermom iz koje se kasnije razvije respiracijski epitel (4).
Od kranijalnog dijela laringotrahealne cijevi razvijaju se grkljan i dusnik, a od kaudalnog

dijela, kad se on podijeli na dvije grane, nastaju bronhi i plu¢a (3, 4).



1. 1. 2. Anatomija i histologija grkljana

Skelet grkljana odrzava postojanost lumena diSnog puta, a njega Cine ¢vrste, neparne, hijaline
hrskavice, Stitna (tireoidna) i krikoidna, te parne aritenoidne hrskavice (1, 2). Neparna
epigloticna hrskavica je fibrokartilaginoznog podrijetla, $to je €ini elasticnom (1, 2). Ostale
dvije male, elasti¢ne hrskavice (roZasta 1 Stapicasta) nemaju vece znacenje u funkciji grkljana
(1, 2). Hijaline hrskavice kod muskaraca osificiraju (ovapnjuju) ve¢ u tre¢em desetljecu, a kod
zena u Cetvrtom desetljecu zivota (2, 5). Dijelovi grkljana kojima nedostaje perihondrij
(podrucje prednje komisure s Broyleovim ligamentom, spoj prednje Cetvrtine i tri straznje
cetvrtine lamine tireoida, spoj krikotireoidne i krikotrahealne membrane te krikoaritenoidni
zglob) jako su podlozni karcinomskoj invaziji (5). Kombinacija nedostatka perihondrija i
progresivne osifikacije hijalinih hrskavica moze biti predilekcijski ¢imbenik Sirenja i invazije
karcinoma (5). Supljina grkljana anatomski se dijeli na tri razine: supraglotis, glotis i subglotis
(1, 5, 6). Supraglotis ukljucuje suprahioidni i infrahioidni epiglotis, laringealnu povrSinu
ariepiglotskih nabora, aritenoide, ventrikularne nabore i Morgagnijev ventrikul (5, 6).
Embrioloski gledano, supraglotis nastaje kao derivat tre¢ega Skrznog luka, a glotis i subglotis
nastaju kao derivati Cetvrtoga i petog Skrznog luka (5). Prema tome, odrasli larinks sastoji se
od dvije onkoloski razli¢ite regije, ¢ija granica prolazi kroz lateralni zid Morgagnijeva
ventrikula. Zbog toga se po pravilu supragloti¢ki tumori u svojemu pocetnom stadiju ne Sire
ispod te grani¢ne linije (Alonso, 1954.g.) (7). Preepiglotski prostor koji je prvi opisao Boyer,
nalazi se ispred epiglotisa. Odozgo je omeden hioepiglotskim ligamentom, odozdo
infrahioidnim epiglotisom, a prednje omedenje ¢ine hioid, tireohiodna membrana i tireoidna
hrskavica (5-7). Paraglotski prostor lateralno je omeden tireoidnom hrskavicom,
krikotireoidnom membranom i krikoidnom hrskavicom, a medijalno je omeden
kvadrangularnom membranom, ventrikulom i elasticnim konusom. Taj je prostor iznimno
znaajan u odredivanju Sirenja karcinoma unutar larinksa. Invazija paraglotskog prostora

bitno povecava stadij tumora i zahtijeva radikalniji kirurski pristup (5-7).

Glotis ¢ine glasnice, tj. vokalni nabori, prednja i straZznja komisura. Donju granicu oznacava
vodoravna ravnina smjeStena jedan centimetar ispod apeksa Morgagnijeva ventrikula (6).
Subglotis je regija koja se prostire od donje granice glotisa do donjeg ruba krikoidne
hrskavice (6). ViSeslojni plocasti epitel pokriva glasnice i gornji dio vestibula grkljana, a
viSeredni cilindricni epitel s trepetljikama prekriva svu ostalu Supljinu grkljana (1, 6).

Inervaciju grkljana osigurava n. vagus preko svojih ogranaka: n. laryngeus inferior ili
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reccurens svojim motornim vlaknima inervira sve unutarnje misSi¢e grkljana. N. laryngeus
superior dijeli se na dvije grane: vanjska grana je motoricka i inervira krikotireoidni misi¢,
dok je unutarnja grana senzoricka i inervira sluznicu grkljana iznad glotisa (1-3, 6).
Vaskularizacijsku irigaciju grkljana opskrbljuju dvije arterije. Ve¢i dio opskrbljuje a.
laryngea superior et media iz a. thyreoideae superior, a manji dio a. laryngica inferior od a.
thyreoideae inferior (2, 3). Limfna drenaza grkljana podijeljena je rubovima glasnica na dva
dijela (6). Supragloti¢ni dio ima bogatu submukoznu limfati¢nu mrezu koja prelazi medijalnu
liniju i nalazi se iznad glasnica, a limfne Zile dreniraju se u preepigloticke i gornje duboke
cervikalne limfne ¢vorove vrata obostrano (2, 3, 6, 7). Glasnice gotovo nemaju limfne Zilice
tako da gloticki dio ima vrlo slabu mrezu limfne drenaze, zbog ¢ega se maligni tumori glotisa
sporije Sire i1 sporije metastaziraju (2, 6). Subglotis se drenira obostrano u prelaringealne,

pretrahealne i donje duboke cervikalne limfne ¢vorove, te u gornji medijastinum (2, 3, 6, 7).

1. 2. EPIDEMIOLOGIJA I ETIOLOGIJA KARCINOMA GRKLJANA

vvvvv

zlo¢udnih tumora. Od svih tumora glave i vrata u RH rak grkljana prisutan je u 23 %
sluc¢ajeva (8). Kad je rije¢ o diSnom sustavu, karcinom grkljana je prema zastupljenosti odmah
iza karcinoma pluéa. Stopa incidencije raka grkljana prema spolu, dobi i primarnom sijelu za
godinu 2008. u RH iznosi 7,3 %, a ukupan broj novooboljelih prema istim parametrima iznosi
323 novootkrivena slucaja (8). Incidencija bolesti u trenutku dijagnosticiranja najveca je u
zivotnoj dobi izmedu petog i sedmog desetlje¢a za oba spola. U SAD-u je godine 1995. bilo
priblizno oko 11.600 novootkrivenih slu€ajeva karcinoma grkljana, Sto je tada iznosilo nesto
manje od 1 % od 1,252.000 novodijagnosticirana karcinoma opcenito, isklju€uju¢i malignome
koze. Najvise pacijenata (79 %) s rakom grkljana su muskarci. Iste godine u SAD-u je bilo

4090 posljedi¢nih smrtnih ishoda bolesnika s karcinomima grkljana (9).

Zbog rasirenije navike puSenja i konzumacije alkoholnih pi¢a dominacija pojavnosti raka
grkljana je na strani muske populacije 1 ona kod nas prema podatcima iz godine 2008. iznosi
10:1. U svijetu je taj omjer spolne zastupljenosti u rasponu od 5:1 do 20:1 (8). Kad je u
pitanju lokalizacija malignog procesa, u SAD-u je gloticki karcinom nadmoc¢no iznad
supraglotickog karcinoma, u omjeru 2:1. Isti omjer nalazimo i u Francuskoj, gdje na dva

dijagnosticirana slucaja karcinoma glotisa dolazi jedan slucaj karcinoma supraglotisa (10).
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Gledaju¢i u postotcima prema lokalizaciji karcinoma grkljana, 64 % cine gloticki, 35 %

supragloticki, a 1 % subgloticki tumori (8).

Planocelularni (ploc¢asti) karcinom glave i vrata naj¢e$¢a je vrsta tumora sluznice gornjega

respiratornog i probavnog sustava.

Etiologija plo¢astog karcinoma grkljana izrazito je slozena i ovisi o velikom broju egzogenih
¢imbenika okoline (navika pusenja, konzumiranje alkoholnih pica, oste¢enja sluznice grkljana
kemijskim, termi¢kim i1 mehani¢kim agensima, ioniziraju¢e zracenje, inhalacije Cestica
karcinogenih materija u svakodnevnom i profesionalnom Zzivotu i dr.). Pusenje i konzumacija
alkoholnih pi¢a zdruzenim djelovanjem visestruko povecavaju rizik pojave bolesti (11). Rizik
nastanka gloti¢kog karcinoma grkljana povecan je i za teSke puSace koji ne konzumiraju
alkohol, dok alkohol ima vece etioloS§ko znacenje u nastanku supraglotickog karcinoma (12).
Ostali ¢imbenici koji pridonose nastanku i razvoju bolesti ukljucuju kroni¢nu laringealnu
iritaciju laringofaringealnim refluksom i virusne infekcije. Navedeni ¢imbenici dovode do

multiplih molekularnih promjena stanica i nastanka tumora.

Na molekularnoj razini kod planocelularnih karcinoma glave i vrata dolazi do aktivacije
onkogena 1 inaktivacije tumor supresorskih gena (13). Te dvije skupine gena u normalnim
okolnostima imaju veoma znafajne uloge u reguliranju stanicnog ciklusa i diferencijaciji
stanica. Promjena strukture i/ili funkcije tih gena naziva se aktivacijom. Poznata su tri
mehanizma aktivacije onkogena: mutacija, translokacija i amplifikacija. Tumor supresorski
geni kodiraju proteine koji inhibiraju stani¢ni ciklus i1 sudjeluju u nadzoru popravka oStecenja
DNA. Funkcija i/ili struktura tih gena vrlo je ¢esto promijenjena u stanicama raka. Proteinski
produkti supresorskih gena inhibiraju stani¢nu proliferaciju, a gubitak njihove izrazajnosti u
stanicama tumora vodi k pojacanoj stani¢noj proliferaciji, §to ubrzava razvoj zlo¢udnog
tumora (14). Kod plo€astog karcinoma glave i vrata Cesto je prisutna nestabilnost genoma,
citogenetske aberacije, neravnoteZza alela - gubitak heterozigotnosti i nestabilnost
mikrosatelita, Sto govori u prilog neodgovaraju¢em sustavu popravka ostecenja DNA (13, 15,
16). Gen p53 koji se smatra cuvarom genoma omogucuje apoptozu stanice s oStecenom DNA
i time osigurava popravak oSte¢enja DNA (17, 18). Gubitak funkcije zbog mutacije p53 gena
uzrokuje rezistenciju na apoptozu. Osim gena p 53 i drugi geni kao na primjer Bcl-2 takoder

sudjeluju u regulaciji apoptoze te tako 1 u patogenezi karcinoma (19-21).



Amplifikacija ili prekomjerna aktivnost gena Cest je mehanizam aktivacije onkogena kao Sto
su ras, myc, RET, Bcl-1, Bcl-2, erb-B2 i dr. Prospektivna studija Rodriga i sur. usporedivala je
genetske alteracije tri razliCita sijela tumora glave i vrata (larinks, orofarinks i hipofarinks).
Pronadena je neSto veca frekvencija amplifikacije u hipofaringealnih karcinoma (19 %).
Onkogen myc amplificiran je u 4-15 % karcinoma glave i vrata, a onkogen erb-B1 koji kodira
receptor epidermalnog ¢imbenika rasta (EGFR) naden je amplificiran u 7-25 % karcinoma
glave i vrata. Hipofaringealni karcinomi pokazali su ¢ak i ve¢u amplifikaciju (29 %). Moguci
rezultat ovakve distribucije leZi u €injenici da se tumori koji proizlaze iz razlicitih sijela glave

1 vrata razli¢ito klinicki ponasaju (22).

Sve ve¢i broj eksperimentalnih i in vitro dokaza upucuje na to da barem neki dio karcinoma
gornjeg aerodigestivnog trakta (GADT) nosi relativno velik broj kopija DNA HPV-a. U ovim
tumorima otkriva se transkripcija proteina E6/E7 1 klonalna veza s HPV-om. Kombinirane
studije koje su dobro dizajnirane s pouzdanim i neinvazivnim detekcijama virusa u konacnici
¢e pomoc¢i istrazivacima da rasvijetle ulogu HPV-a u razvoju tumora gornjeg aerodigestivnog
trakta. U te studije ¢e se morati obvezno uvrstiti i egzogeni ¢imbenici rizika kao §to su
pusenje, alkohol i konzumacija betela (indijskog orasci¢a). Oni svakako predstavljaju

¢imbenike s jakim utjecajem na razvoj karcinoma GADT-a (23).

1. 3. DIJAGNOSTIKA I TERAPIJA KARCINOMA GRKLJANA

Klinicka podjela zlocudnih tumora larinksa naroCito je opravdana zbog evidentnih
simptomatoloskih, prognostickih i terapijskih razlika 1 pristupa. Najznacajniji i Cesto najraniji
simptomi su promuklost i/ili poteskoc¢e s gutanjem, ovisno o lokalizaciji tumora (1, 5). Ostali
simptomi kao Sto su respiracijska insuficijencija, dispneja, stridor, disfagija i odinofagija
srecu se kod uznapredovalih karcinoma (5). U dijagnosticki algoritam karcinoma grkljana
ubrajamo: anamnezu, otorinolaringoloski pregled, indirektnu laringoskopiju, rigidnu
endovideo laringoskopiju, fiberendoskopiju grkljana, indirektnu laringomikro-stroboskopiju,
digitalnu endovideo-stroboskopiju, akusticku 1 kompjutorsku analizu glasa, UZV vrata,
citoloSku obradu i analizu punktata, CT grkljana i vrata, MRI grkljana i vrata,

laringomikroskopiju i probatornu biopsiju uz patohistoloSku analizu (5).

Lijecenje karcinoma grkljana zahtijeva multidisciplaniran pristup, kako zbog kompleksnosti

grade i funkcije grkljana, tako i1 zbog razliitosti u ponasanju i agresiji tumora, ovisno o
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njegovoj lokalizaciji. Ono moze biti zasebno kirursko ili onkolosko, ali i u kombinacijama.
Terapija ranih karcinoma grkljana moze biti kirurska (LASER CO2 endoskopska kirurgija,

otvorena parcijalna-prezervacijska kirurgija) i onkoloska (radioterapija) (5).

Lije¢enje uznapredovalih karcinoma grkljana moze biti takoder kirurSko (LASER CO2
endoskopska kirurgija, otvorene parcijalne laringektomije koje opet mogu biti okomite,
vodoravne i kombinacijske, otvorene parcijalne laringofaringektomije, totalne laringektomije,
totalne faringolaringektomije) i onkolosko, koje ukljucuje radioterapiju, kemoterapiju,
kemoradioterapiju. U kombinacijama kirurSkog i onkoloskog lijeCenja svakako treba koristiti

multidisciplinaran pristup (5).

1. 4. PLOCASTI KARCINOM GRKLJANA

Plocasti (planocelularni) karcinom glave i vrata naj¢e$¢a je vrsta tumora sluznice gornjega
respiratornog i probavnog sustava. U literaturi se navodi da je 90 % pa 1 viSe tumora tipa
plocastog karcinoma, a ostalih 10 % cine adenokarcinomi, nediferencirani karcinomi,
mukoepidermoidni karcinomi 1 drugi rijetki maligni tumori. Planocelularni karcinom nastaje
iz mnogoslojnog plocastog epitela ili iz cilindricnog epitela nakon njegove plocaste
metaplazije. Preciznije receno, on nastaje kao posljedica brojnih molekularnih promjena
induciranih ¢imbenicima okoline (pusenje, konzumacija alkohola 1 dr.), ponekad virusima uz
genetsku predispoziciju (15, 24). Genetska predispozicija ocituje se kao nemogucnost
metaboliziranja karcinogena ili prokarcinogena, te neucinkovitoS¢u sustava popravka
oSte¢enja DNA (15, 24, 25). Gornji respiratorni i probavni sustav prekriven je sluznicom koja
je najve¢im dijelom gradena od mnogoslojnog plocastog epitela, osim dijelova sluznice
larinksa koji su gradeni od viSerednog cilindri¢nog epitela. Tumori koji nastaju na sluznici
gradenoj od mnogoslojnog ploc€astog epitela imaju jedinstvenu histoloSku sliku plocastog
karcinoma. Njegova znacajka je plocasta diferencijacija tumorskih stanica i invazivni rast.
Plocasta diferencijacija izraZzava se keratinizacijom s formiranjem ,perli“. Invazivni rast
oCituje se probijanjem bazalne membrane, infiltracijom podleZeceg tkiva te infiltracijom
krvnih zila 1 Zivaca (26). Planocelularni karcinom moze biti i nekeratinizirajuci (27). Ovi se

tumori mogu podijeliti u dobro diferencirane, srednje diferencirane i slabo diferencirane.



1. 5. PROGNOSTICKI CIMBENICI KARCINOMA GRKLJANA

Prognosticki ¢imbenici koji se uobicajeno koriste u odabiru lijecenja su veli¢ina i lokalizacija
primarnog tumora, prisutnost metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima te prisutnost
udaljenih metastaza. Opcenito, prognosticke ¢imbenike dijelimo u tri glavne i medusobno
povezane podskupine: prognosticke ¢imbenike vezane za bolesnika (starost, spol, genetika,
rasa), ¢cimbenike vezane za tumor (patohistoloSke znacajke tumora, histoloski gradus, pojava,
lokalizacija 1 Sirenje metastaza, izrazajnost biokemijskih, hormonskih i tumorskih biljega i
dr.) te prognosticke Cimbenike, vezane za tip primijenjene terapije (operativna terapija,
primarana ili adjuvantna radioterapija, kemoterapija, ili njihove kombinacije).

Stadij bolesti u trenutku postavljanja dijagnoze planocelularnog karcinoma glave 1 vrata
najvazniji je prognosticki ¢imbenik (28). U stadiju bolesti prema klasifikaciji AJCC
objedinjeni su veliina tumora, status limfnih ¢vorova vrata i prisutnost udaljenih metastaza
(TNM status) (28). Navedeni parametri smatraju se standardnim prognosti¢ckim ¢imbenicima.
Razvojem molekularne onkologije u posljednje se vrijeme kao suvremeni prognosticki
¢imbenici primjenjuju i proliferacijski biljezi (npr. PCNA, Ki 67), onkogeni (npr. p53, pRb,
EGFR), regulatorne bjelancevine apoptoze (npr. bcl-2/bax), regulatori angiogeneze (npr.
VEGF), regulatorne bjelancevine stani¢nog ciklusa (npr. ciklin D1) te razni tumorski biljezi

(npr. CEA, CA 19-9, PSA i dr.).



1. 5. 1. Standardni prognosticki ¢cimbenici karcinoma grkljana

1. 5. 1. 1. TNM Klasifikacija karcinoma grkljana

TNM sustav (tumor, nodus, metastaza) za odredivanje proSirenosti tumora od neprocjenjive
je vrijednosti za planiranje lijeCenja i odredivanje prognoze. Sustav za odredivanje stadija
raka polazi od nacela da tumor pocinje od jedne stanice, da se nakon rasta na ishodiSnome
mjestu najprije Siri u okolna tkiva, potom u regionalne limfne ¢vorove, a nakon toga u
udaljene dijelove tijela, gdje stvara udaljene metastaze. Stru¢njaci UICC-a razradili su sustav
za definiranje svake od triju komponenata Sirenja tumora: primarni tumor (T), regionalni

limfni ¢vorovi (N) i udaljene metastaze (M) (29).

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

Tis Tumor in situ.

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

T2 Tumor zahvaca viSe od jednog podrucja supraglotisa, ili glotis, ili regiju izvan
supraglotisa (sluznicu korijena jezika, valekule, medijalni zid piriformnog sinusa) uz

urednu pokretljivost glasnica.

T3 Tumor ograni¢en na podru¢je grkljana s fiksacijom glasnica i/ili Sirenjem na
postkrikoidno podrucje, preepiglotski prostor, paraglotski prostor, 1/ili poCetna erozija

tireoidne hrskavice grkljana (unutarnjeg korteksa).

T4a Tumor se Siri kroz tireoidnu hrskavicu i/ili na druga tkiva izvan grkljana (npr.
duSnik, meka tkiva vrata ukljucuju¢i duboku ekstrinziénu muskulaturu jezika,

infrahioidne misice, Stitnjacu ili jednjak).
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Glotis

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

medijastinalne strukture.

T1 Tumor ogranicen na glasnicu(e) — moze ukljucivati prednju i straznju komisuru s

urednom pokretljivoséu glasnice(a).

T1a Tumor ograni¢en na jednu glasnicu.

T1b Tumor zahvaca obje glasnice.

T2 Tumor se Siri na supraglotis i/ili subglotis, ili slabi pokretljivost glasnice(a).

T3 Tumor ograni¢en na grkljan s fiksacijom glasnice(a), i/ili zahvaca paraglotski

prostor, i/ili minimalno erodira tireoidnu hrskavicu grkljana (unutarnji korteks).

T4a Tumor se Siri kroz tireoidnu hrskavicu i/ili zahvaca tkiva izvan grkljana (npr.
dusnik, meka tkiva vrata ukljucuju¢i duboku ekstrinziénu muskulaturu jezika,

infrahioidne misice, Stitnjacu ili jednjak).

T4b Tumor se $iri na prevertebralni prostor, zahvaca karotidnu arteriju ili zahvaca

medijastinalne strukture.

Subglotis

T1 Tumor ogranicen na subglotis.

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

pokretljivoscu.
T3 Tumor ogranicen na grkljan s fiksacijom glasnice(a).

T4a Tumor zahvaca krikoidnu ili tireoidnu hrskavicu i/ili druga tkiva izvan grkljana
(npr. dusnik, meka tkiva vrata ukljuCujuc¢i duboku ekstrinzicnu muskulaturu jezika,

infrahioidne misice, stitnjacu ili jednjak).



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

medijastinalne strukture.

Regionalni limfni ¢vorovi (N)
NX Regionalni limfni ¢vorovi ne mogu se odrediti.
NO Nema znakova zahvacéenosti regionalnih limfnih ¢vorova.

N1 Metastaza u jednom ipsilateralalnom limfnom ¢&voru, u najve¢em promjeru do 3

cm.

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

¢voru, ne veéem od 6 cm u najve¢em promjeru.

N2a Metastaza u jednom ipsilateralnom limfnom ¢voru, ve¢em od 3 cm, ali ne ve¢em

od 6 cm u najveem promjeru.

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

najveéem promjeru.

N2c¢ Metastaze u bilateralnim ili kontralateralnim limfnim ¢vorovima, ne ve¢ima od 6

cm u najveéem promjeru.

N3 Metastaze u limfnim ¢vorovima, ve¢ima od 6 cm u najve¢em promjeru.

Udaljene metastaze (M)
MX Udaljene metastaze ne mogu se odrediti.
MO0 Nema udaljenih metastaza.

M1 Udaljene metastaze prisutne.

10



Stadiji bolesti

StadijT N M
0 Tis NO MO
I TI NO MO
I T2 NO MO
o T3 NO MO
TI NI MO
T2 NI MO
T3 NI MO
IVA T4a NO MO
T4a NI MO
TI N2 MO
T2 N2 MO
T3 N2 MO
T4a N2 MO
IVB T4b AnyN MO
AnyTN3 MO

IVC Any T Any N M1
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1. 5. 1. 2. Izborni deskriptori klasifikacije karcinoma grkljana

Izborni deskriptori dodatno prikazuju osobine karcinoma grkljana (30).

L - Limfna invazija

LX Limfna invazija ne moze se procijeniti.

L0 Nema limfne invazije.

L1 Limfna invazija.

V - Venska invazija

VX Venska invazija ne moze se procijeniti.

V0 Nema venske invazije.

V1 Mikroskopska venska invazija.

V2 Makroskopska venska invazija.

Napomena: Makroskopska infiltracija stijenke vene (bez tumora unutar vene) klasificirana je

kao V2 (30).

R - Rezidualni tumor

Odsutnost ili prisutnost ostatnog tumora nakon tretmana opisao je simbol R (30).

TNM je opisao anatomsku prosSirenost tumora u cjelini bez uzimanja u obzir tretmana (30).
On se moZe dopuniti R-klasifikacijom, koja se bavi tumorskim statusom nakon tretmana (30).
To odrazava ucinke terapije, utjeCe na daljnje terapijske postupke i1 snazan je prediktor

prognoze (30).
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RX Prisutnost ostatnog tumora ne moze se procijeniti.
RO Nema ostatnog tumora.
R1 Mikroskopski ostatni tumor.

R2 Makroskopski ostatni tumor.

C-FAKTOR

C-faktor (engl. certainty) ili ¢imbenik sigurnosti odrazava valjanost klasifikacije u skladu s

dijagnostickim metodama (30). Njegova uporaba nije obvezna (30).

C-faktor definicije su:

C1 Dokazi iz standardnih dijagnostic¢kih sredstava (npr. inspekcija, palpacija,

standardna radiografija, indirektolaringoskopski pregled, endovideostroboskopski pregled,

endoskopija).

C2 Dokazi pribavljeni posebnim dijagnostickim sredstvima (npr. rendgenska
snimanja u posebnim projekcijama, angiografija, scintigrafija, ultrazvuk (UZ),

kompjuterizirana tomografija (CT), magnetska rezonancija (MR), laringomikroskopija).

C3 Dokazi iz istrazivanja, ukljucujuéi kirurske 1 citoloske biopsije.
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C4 Dokaz o stupnju bolesti nakon kona¢ne operacije i patoloskog pregleda

reseciranog uzorka.

CS Dokazi iz obdukcije.
TNM Kklinicka podjela je dakle ekvivalent C1, C2, C3 na razli¢itim stupnjevima

sigurnosti, dok je pTNM jednaka C4 (30).

1. 5. 1. 3. Tipovi stani¢ne diferencijacije (patohistoloski gradus) karcinoma grkljana

Plocasti karcinom grkljana klasificira se u tri patohistoloska gradusa (12, 31).

Gradus 1. (dobro diferencirani plocasti karcinom)

Karakteriziraju ga poligonalne stanice, dobro razvijeni intercelularni mosti¢i i obilan broj
keratiniziranih perli. Jezgre su hiperkromatske, nejednake veli¢ine i oblika, sa smanjenom

koli¢inom citoplazme. Stroma tumora je oskudna.

Gradus II. (umjereno diferencirani plo¢asti karcinom)

Karakterizira ga oskudan broj keratiniziranih perli ili njihova odsutnost. UoCava se
polimorfija jezgara, brojne (Cesto atipicne) mitoze, a mogu biti prisutne i1 multinuklearne

stanice. Intercelularni mosti¢i su rjedi .

Gradus III. (slabo diferencirani plocasti karcinom)

Karakteriziraju ga malobrojne epitelne perle, gotovo da nema keratinizacije i intercelularnih
mosti¢a. Predominiraju nezrele stanice s brojnim atipi¢nim mitozama, uz izrazitu polimorfiju

stanica i jezgara.
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Iako je keratinizacija najeS€e prisutna u dobro i umjereno diferenciranim plocastim
karcinomima, to se ne bi trebalo smatrati vaznim histoloskim kriterijem u stupnjevanju

stani¢ne diferenciranosti plo¢astog karcinoma grkljana (32).

1. 5. 1. 4. Znacenje standardnih prognostickih ¢imbenika karcinoma grkljana

Dosadasnja istrazivanja utvrdila su znacenje sljede¢ih standardnih prognostickih ¢imbenika:

1. Klini¢ki stadij i lokalizacija medusobno su povezani ¢imbenici, a promatramo ih u odnosu
na petogodiSnje prezivljenje: za gloticke karcinome 80 % (stadij 1. 90 %; 1I. 85 %; III. 60
%:; IV. <5 %), za supragloti¢ke karcinome 65 % (stadij 1. 85 %; II. 75 %; I11. 45 %; IV. <
5 %), za subgloticke karcinome 40 % te za transgloticke karcinome 50 % (33, 34).
Najvazniji prognosticki ¢imbenik u trenutku postavljanja dijagnoze planocelularnog

karcinoma glave i vrata pa tako i grkljana je stadij bolesti (28).

2. Veli¢ina tumora takoder je znacajan prognosticki Cimbenik. Veli¢ina tumora

proporcionalna je sklonosti povratu (recidivu) (35).

3. Patohistoloski stupanj diferencijacije (gradus) tumorskih stanica neovisan je prognosticki
¢imbenik (12). Razlikujemo sljede¢e stupnjevanje: gradus I. - dobro diferencirani
karcinom, gradus II. - srednje diferencirani karcinom, i gradus III. - slabo diferencirani
karcinom (12). Patohistoloski gradus tumora ima ograni¢enu vrijednost u predvidanju
tijeka bolesti (27). Dobro diferencirani tumori imaju bolju prognozu od slabo

diferenciranih (12).

4. Zahvacenost limfnih ¢vorova u trenutku dijagnoze takoder ima prognosticko znacenje (28).
Za tumore grkljana postoji izravna korelacija izmedu veli¢ine tumora i postojanja
metastaza na vratu. Prognoza ovisi o broju zahvacenih ¢vorova, njihovoj veli¢ini 1
eventualnoj ekstranodalnoj invaziji. Najvazniji pojedinacni prognosti€ki ¢imbenik
plocastog karcinoma glave 1 vrata pa tako i grkljana je zahvacenost limfnih ¢vorova vrata

(13, 28). Bolesnici sa zahvacenim limfnim ¢vorovima imaju 50 % manju vjerojatnost
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petogodiSnjeg prezivljenja u usporedbi s bolesnicima s tumorom ograni¢enim na primarnu

lokalizaciju, bez obzira na primijenjeno lijeCenje (28).

5. DNA ploidija ima takoder prognosticko znacenje, dokazano je da aneuploidni tumori imaju
loSiju prognozu od diploidnih tumora (36). Postotak aneuploidnih tumora u Rodrigovoj
studiji iznosio je 58 %. Vecina laringealnih karcinoma bili su diploidni, dok su faringealni
statisticki znacajno (p = 0.03) ceS¢e bili aneuploidni. Time se moze objasniti veca
agresivnost faringealnih tumora jer se loSija prognoza moze ocekivati kod aneuploidnih

tumora (22).

U znacajne prediktore ukupnog prezivljenja spadaju i opée stanje bolesnika te komorbiditet.
lako je prognosticka vrijednost navedenih standardnih ¢imbenika ve¢ odavno dokazana, za
evaluaciju planiranja lijeCenja i predvidanja ponaSanja planocelularnih karcinoma glave i

vrata i dalje postoje tendencije prema istrazivanju novih prognostickih prediktora.

1. 5. 2. Suvremeni prognosticki ¢imbenici karcinoma grkljana

Znacajke malignih tumora koje se ne mogu dobiti rutinskom patohistoloSkom obradom i
analizom, mogu se traziti obradom i analizom suvremenih prognostickih ¢imbenika. Obi¢no

se izvode testovi proliferacijske aktivnosti 1 genske amplifikacije (37, 38).

Najcesc¢a istrazivanja u karcinogenezi karcinoma grkljana obuhvacaju onkogene kao $to su
p53, p16 1 ciklin D1, proliferacijske biljege tipa EGFR, Ki-67, PCNA (37, 38), i sve prisutniju
dijagnostiku HPV karcinogena.

Kod plocastog raka glave 1 vrata Cesto je prisutan neodgovarajuci sustav popravka oStec¢enja
DNA (13, 15, 16). Mehanizam popravka oStecenja DNA ovisi o kontroli stani¢nog ciklusa i
kapacitetu popravka DNA, pri ¢emu vaznu ulogu imaju ¢imbenici kao $to su inaktivacija
tumor supresorskog gena p53 1 p16 1 amplifikacija onkogena Bcl-1 koji kodira ciklin D1 (15).
Poremecaj funkcije produkta p53 dovodi do nestabilnosti genoma (17). Mutacije gena p53
nalaze se u otprilike 60 % planocelularnih karcinoma glave i vrata (13, 18, 39), a povezanost s
prognozom razli¢ita je u razli¢itim studijama. Mnoge mutacije p53 gena stabiliziraju protein,
¢ine¢i ga pogodnim za imunohistokemijsku detekciju, dok u normalnim stanicama divlji tip

proteina nije moguce detektirati (21). S druge strane, izrazajnost mutiranog p53 gena
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zamije¢ena je u preinvazivhim lezijama gornjeg probavnog i diSnog sustava, navodec¢i na
zakljuCak kako su abnormalnosti p53 gena uobicajen rani dogadaj u razvoju planocelularnog

karcinoma glave i vrata (21).

Amplifikacija ciklina D1 (CCND 1) i prekomjerna izrazajnost ciklina D1 otkrivene su i u
tumorima glave i vrata, posebice u plocastom karcinomu grkljana (20 %), a povezuju se sa
lo§ijom prognozom. One su proucavane u isto vrijeme u pacijenata s plocastim karcinomom
grkljana u tumorskim 1 peritumorskim tkivima. Kad se otkrije amplifikacija CCNDI, ciklin
D1 uvijek je prekomjerno izrazen, s time da prekomjerna izrazenost ciklina ne implicira
odmah i gensku amplifikaciju (40). Amplifikacija ciklina D1 moZe se smatrati nezavisnim
negativnim prognosti¢kim biljegom, kao §to je izraZzajnost EGFR i alteracije gena p53 u
plocastim karcinomima glave i vrata (40). Poveéana izrazajnost ciklina D1 povezana je s
tumorskom bioloskom agresivno$¢éu, slabom diferencijacijom, povecanom stopom

proliferacije i inhibicije diferencijacije u stani¢nim kulturama (40).

Amplifikacija kromosoma //¢/3 opisana je u 20-50 % karcinoma glave i vrata kao najcesca
onkogena alteracija. Veci postotak amplifikacije naden je u hipofaringealnih karcinoma i to bi
moglo objasniti vecu agresivnost tih tumora, znaju¢i da je amplifikacija kromosoma /1g/3 u
viSe studija povezana s nodalnim metastazama, pove¢anom lokalnom agresivnoscu i viSom

incidencijom povrata tumora (22, 40).

Izrazajnost proliferacijskog biljega EGFR-a smatra se najpouzdanijim prognostickim
molekularnim biljegom za procjenu prezivljenja bez povrata bolesti i bez metastaza (41, 42).
Pojacana izrazenost gena za EGFR prisutna je u viSe od 65 % tumora. Njegove povecane
1zraZenosti u normalnom epitelu, premalignim lezijama i planocelularnom karcinomu (18, 39,
43, 44) takoder se povezuju s loSijom prognozom (13, 18, 44, 45). Osim navedenih, kao
suvremeni prognosti¢ki biljezi u tumorskim stanicama mogu se detektirati ucinci
metaloproteinaze, hijaluronidaze, katepsina D 1 E-cadherina, a to su produkti odgovorni za
degradaciju ekstracelularnog matriksa (46). U posljednjih dvadesetak godina povecalo se
zanimanje za HPV-e zbog njihove potencijalne uloge u patogenezi malignih tumora.
Povezanost izmedu virusne infekcije i nastanka tumora dokazivana je u nekoliko objavljenih
studija, ali u razli¢itim istrazivanjima prisutnost HPV-a ima varijabilan udio u ukupnom broju

karcinoma. HPV DNA sojevi 16 1 18 otkriveni su u uzorcima plocastih karcinoma glave i
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vrata s promjenjivom incidencijom (10-54 %) (47-50). Prava uloga HPV-a u karcinogenezi

tumora glave i vrata do sada nije u potpunosti razjasnjena (12, 17, 39).

1. 6. INFEKCIJA HUMANIM PAPILOMA VIRUSOM (HPYV)

Papiloma virusi su DNA virusi koji pripadaju obitelji Papovirideae. Humani papiloma virusi
pokazuju znacajnu pluralnost razli¢itih genotipova. Do danas je identificirano i potpuno
sekvencionirano gotovo 200 tipova virusa od kojih neki mogu uzrokovati nastanak
dobroc¢udnih i zlo¢udnih promjena koze i sluznica. Svi poznati HPV tipovi svrstani su na
osnovi sli¢nosti njihova genoma unutar pet rodova (a, B, v, W, v) i 33 vrste. Priblizno 40 HPV
tipova roda o inficira sluznicki epitel, a 12 tipova se povezuje sa lezijama iz kojih nastaje
karcinom (51). HPV tipovi tradicionalno su podijeljeni u tri klase rizika: visoko rizi¢ni (tipovi
16, 18, 31, 33, 35, 45, 52, 56, itd.), srednje rizi¢ni (tipovi 31, 33, 35, 39, 51, 52, 58, 61, itd.) i
nisko rizi¢ni (tipovi 6, 11, 30, 42, 43, 44, 53, 54, 55, itd.) (52). Takva klasifikacija nafinjena
je na osnovi karcinogeneze raka grliéa maternice, koji je prvi povezan sa HPV infekcijom.
Medunarodna agencija za istrazivanje raka definira sojeve 16 i 18 kao sigurne karcinogene u
ljudi, a HPV 31 i 33 kao vjerojatne karcinogene. Vezu izmedu papiloma virusa, epitelnih,
displasti¢nih i neoplasti¢nih lezija u raznim tkivima vrlo je teSko pronaci zbog velikog broja
sojeva HPV-a s razli¢itim genetickim i onkogenim svojstvima. Tip HPV-a koji inficira
genitalni sustav odgovara onom koji inficira laringealnu sluznicu (53, 54). Grkljan i grli¢
maternice imaju histoloSke slicnosti, oboje sadrze prijelazna podrucja epitela i nose slicne
HPV-om povezane benigne lezije, pa je opravdano razmiSljati da dijele i1 zajednicku
etiologiju. Veoma indikativna Cinjenica je da Zene koje su imale karcinom grli¢a maternice

imaju dva do Cetiri puta veci rizik za razvoj karcinoma grkljana ili usne Supljine (55).

Prevalencija HPV DNA kod karcinoma grkljana u literaturi se krece u rasponu od 0 % do 100
%. Te razlike u rezultatima dijelom se mogu objasniti kori§tenjem razli¢itih metoda detekcije,
(in situ hibridisatio), koja je ¢eS¢e opisivana, manje je osjetljiva od tehnika PCR (polymerase
chain reaction) (56, 57). Genom HPV tip 16 dokazan je u svim slucajevima, a virusna
infekcija uvijek prethodi neoplasticnoj transformaciji. Ipak, HPV se smatra su¢imbenikom, ali
ne 1 glavnim uzrokom nastanka karcinoma grkljana, Sto ga bitno razlikuje od genitalnog tipa

gdje je HPV visokog rizika pronaden u 100 % obradenih uzoraka (57). Drugi onkogeni HPV
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sojevi otkriveni u karcinomu grlica maternice (HPV 31, 33, 35, 45, 56, 58, 59) rijetko su
otkriveni u karcinomima glave i vrata. Niskorizi¢ni soj HPV 6 prisutan je u velikom broju
plocastih karcinoma glave i1 vrata odmah iza najzastupljenijih sojeva HPV-a, 16 i 18 (53, 54).
Smatra se da prolongirana HPV infekcija omogucuje akumulaciju genskih oStecenja zbog
interakcije virusnih onkoproteina s genomom domacina, a to rezultira postupnom progresijom
prema malignoj konverziji. Stoga ulogu HPV-a u karcinogenezi grkljana objaSnjavamo
viralnom integracijom u genom stanice domacina (58, 59). Kao i u karcinogenezi grli¢a
maternice, u tumorima glave i vrata, a posebice u laringealnim tumorima, HPV integriran u
genom stanice stjece ,,transformirajuéu’ mo¢ (59). Transformiraju¢e genomske regije HPV-a
vjerojatno uklju¢uju onkoproteine E6 i E7, a njihova mo¢ ovisi primarno o njihovim
moguénostima da vezu proteine kao $to su p53 i pRB uklju¢ene u DNA popravak i regulaciju
stanicnog ciklusa (20, 40, 60). Gen p53 smatra se Cuvarom genoma, jer omogucuje apoptozu
stanice oStecene DNA i time osigurava popravak oSte¢enja DNA (17, 18). Gubitak funkcije
p53 uzrokuje rezistenciju na apoptozu (19). Protein E6 HPV tipa 16 i 18 mijenja strukturu
proteina p53, a protein E7 ostvaruje ¢vrstu vezu sa pRB, koji je glavni inhibitor regulacije
stanicnog ciklusa (20, 40, 60). Prema rezultatima nekih studija virusni karcinogeni E6 i E7
HPV 16 su u moguénosti ,,zastititi“ karcinomske stanice od apoptoze (19). Studije koje su
proveli Du sa suradnicima i Hoffmann sa sur. dosle su do zakljucka da su stanice laringealnog
karcinoma pozitivne na virusne onkoproteine E6 ili E7 HPV-a 16 manje osjetljive na
apoptozu od onih koje nisu pozitivne na HPV 16 (19, 20). Druga Duova studija nije u
potpunosti razjasnila interakciju onkoproteina HPV 16 i nekih ¢imbenika rasta (npr. NFkB),
premda je dokazala njihovu pojacanu izrazajnost u jezgrama stanica laringealnog karcinoma
(61). Interakcije izmedu onkoproteina E6 1 E7 te stani¢nih proteina potrebne su virusima za
povecavanje stope proliferacije zaraZenih stanica, smanjuju¢i ovisnost o apoptoticnim
¢imbenicima rasta i stanicnoj osjetljivosti (40). Postotak ugradnje virusnog karcinogena E6
HPV 16 u Rodrigovoj studiji otkriven je u 24 % slucajeva 1 nije ovisio o sijelu (22). Protein
HPV ES5 takoder bi mogao igrati ulogu u karcinogenezi, osobito u prvim stadijima prema
transformaciji, induciraju¢i povecani odgovor na endogene cimbenike rasta i pojacanu
izrazajnost EGFR-a (40). Ne smiju se zanemariti ni egzogeni rizi¢ni ¢imbenici dovedeni u
vezu s HPV-om, ¢ime se povezuje djelovanje nikotina i/ili alkohola s virusnom integracijom
(58), a zanimljiv je podatak dokazane visoke ucestalosti HPV-a kod ljudi koji Zvacu orascice

betela (betel quide chewers) (23, 60).
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Virusna transmisija u djece je i dalje kontroverzna (perinatalna transmisija, auto i hetero
inokulacija, seksualno iskoristavanje i dr.). Jo§ uvijek je nejasno koliko ¢esto perinatalna
infekcija rezultira genitalnom, laringealnom ili oralnom lezijom. Teorija izloZenosti
novorodencadi cervikalnoj HPV infekciji majke smatra se najrealnijom (62). Nacin
transmisije inutero je nepoznat, premda bi virus teoretski mogao onamo dospjeti hematogeno,
spermom 1ili kao ascedentna infekcija. Uvijek treba misliti na moguénost nastanka HPV
infekcije ranije u Zivotu, putem oralne ili respiratorne sluznic¢ke transmisije (62). Osim
navedenih, poznata je i transfuzijska virusna transmisija. Szladek i sur. opisali su koinfekciju
HPV-a i1 genogroup 1 TTV (transfusiontransmitted virus). TTV DNA pronaden je u

.....

(56).

Sto se ti¢e uloge HPV-a u nastajanju i razvoju karcinoma glave i vrata, neka epidemioloska
istrazivanja potvrdila su HPV kao nezavisni ¢imbenik rizika za nastanak karcinoma usne
Supljine. Studije koje su obradivale uzorke karcinoma usne Supljine, dokazale su prisutnost
HPV DNA u rasponu od 20 do 50 %, s najveCom prevalencijom HPV-a kod karcinoma
tonzila. Zastupljenost HPV-a kod karcinoma tonzila od 51 % medu najvisim je od bilo kojeg
malignog ekstragenitalnog tumora (53). HPV sojevi 16 1 18 dominantno su dokazivani u
planocelularnim karcinomima usne Supljine, tonzila, zdrijela i ¢eljusnih sinusa (20, 53, 63), a
HPV soj 16 pronaden je u 20-90 % slucajeva karcinoma orofarinksa (54, 55) i 25 % slucajeva
karcinoma grkljana (53, 54). Razlike u postotcima djelomi¢no se mogu objasniti tehnikama
uzorkovanja 1 razli¢itim metodama detekcije virusa (54). Zanimljivim se ¢ini podatak da su
onkoloski bolesnici pozitivni na HPV soj 16 imali bolji tijek bolesti i ve¢u stopu prezivljenja
od onih u kojih nije nadena prisutnost HPV DNA (53). Ve¢i broj studija objavilo je da se
HPV pozitivni plocasti karcinomi sa specificnim patohistoloskim osobinama javljaju na
odredenim predilekcijskim mjestima kao $to je limfno-epitelno tkivo tonzila, tj. Waldeyerov

prsten (54, 64).

Karcinomi plocastih stanica glave i vrata obicno se dovode u vezu s bolesnicima starijim od
Sezdeset godina i s duzim alkoholno-duhanskim abuzusom, a rijetko u mladih osoba, bez
obzira na poznate ¢imbenike rizika. Nekoliko studija prikazalo je visoku ucestalost HPV
DNA i kod mladih bolesnika (< 60 god.) oboljelih od planocelularnog karcinoma glave i vrata
(65). Ove studije nisu dokazale koji je od navedenih DNA virusa integriran u genomu

domacina. El-Moftyjeva skupina autora proucavala je trideset 1 tri slu¢aja karcinoma ploc¢astih

20



stanica nekoliko regija glave i vrata kod pacijenata mladih od 40 godina. HPV DNA otkriven
je PCR metodom u deset tonzilarnih i dva laringealna karcinoma. U jedanaest detektiranih

sluc¢ajeva potvrden je HPV soj 16, a kod jednog soj 31 HPV-a (64).

Nekoliko studija koje obraduju utjecaj HPV-a na nastanak prekanceroznih lezija sluznice usne
Supljine spominje HPV kao mogu¢i uzrok nastanka leukoplakije, a u manjoj mjeri
eritroplakije. Od 32 slucaja eritroplakije kod devet je dokazan HPV DNA soj 16, a dvije

eritroplakije 1 jedna verukozna leukoplakija prerasle su u invazivni karcinom (53).

HPV DNA 18 drugi je najcesc¢i soj koji se dokazuje kod HPV pozitivnih karcinoma glave i
vrata (54). HPV prevalencija kod oralnih plocastih karcinoma u Aziji bila je razmjerno veca u
usporedbi s drugim zemljopisnim lokacijama. HPV prevalencija znac¢ajno je bila veéa kod
orofaringealnih plocastih karcinoma u Sjevernoj Americi i Aziji negoli u Europi. Takva
razlika u distribuciji s obzirom na geografsko podru¢je djelomi¢no moze biti objas$njena
razli¢itom distribucijom ¢imbenika rizika. Cinjenica da su sojevi 16 i 18 HPV-a pronadeni u
bioptatima planocelularnoga karcinoma glave i vrata, sugerira tezu da bi uloga najnovije
profilakse imunizacijom protiv karcinoma grlica maternice trebala biti jednako znacajna i za

plocasti karcinom glave i vrata (54).

Rezultati retrospektivne seroepidemioloske studije u analizi povezanosti infekcije HPV-om
s0j 16 s plocastim karcinomima orofarinksa, jednjaka, penisa i vagine, verificirali su seroloski
dokaz povezanosti infekcije HPV soja 16 s karciomom orofarinksa i penisa. Nije dokazana
povezanost izmedu prisutnosti antitijela protiv HPV soja 16 i planocelularnog karcinoma
jednjaka, a ti rezultati sli¢ni su rezultatima studije iz Nizozemske u kojoj je koristena HVP

DNA identifikacija (66).

Syrjanen 1 sur. u svojoj studiji opisuju 1 verukozni (Ackermanov) karcinom. Ovaj tumor je
varijanta planocelularnoga karcinoma; nalazimo ga na usnama, u usnoj Supljini, larinksu, na
spolovilima, ¢e$¢i je u muskaraca starijih od 60 godina, a ima osobinu lokalne invazivnosti
bez metastaziranja. Od 159 uzoraka ovog karcinoma, njih 38 % bili su HPV DNA pozitivni
(53). Rezimiraju¢i rezultate svih navedenih studija, sliéno anogenitalnim infekcijama, HPV
sojevi 6 1 11 najcesce su udruzeni s benignim lezijama glave 1 vrata, a HPV 16 1 18 udruzeni

su s nastankom premalignih lezija i planocelularnoga karcinoma (53).
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Neka su istrazivanja pokazala kako infekcija HPV-om ne igra samo etioloSku ulogu u
nastanku anogenitalnih karcinoma, ve¢ moze utjecati i na klinicki ishod. To je navelo Pintosa
i suradnike da se krajem 90-ih godina proslog stoljec¢a, na zavrSetku svojeg istrazivanja,
zapitaju moze li detekcija HPV DNA u planocelularnim karcinomima gornjeg diSnog sustava
sluziti kao prognosticki ¢imbenik. Vecina dotadasnjih studija dokazala je loSiju prognozu
HPV DNA negativnih tumora u odnosu na tumore s dokazanim bilo kojim visokorizi¢nim
HPV DNA sojem. Rezultati istrazivanja pokazali su grani¢nu signifikantnost kod HPV
detektiranih tumora bez metastaza, ¢eS¢u detekciju HPV DNA u karcinomima zdrijela u
odnosu na karcinome grkljana i usne Supljine te veéi postotak HPV DNA kod mladih
pacijenata i u dobro diferenciranih tumora. Isto je tako utvrdeno da su nemetastatski tumori
¢esce bili HPV pozitivni (21,4 %) u odnosu na metastatske tumore (6,5 %). Dokazan je sli¢an
postotak smrtnosti u pacijenata s HPV pozitivnim 1 HPV negativnim tumorima, premda je
detekcija HPV DNA bila neSto viSa u lokalnih negoli u regionalno proSirenih tumora.
Rezultati ove studije sugeriraju malu vjerojatnost znacenja uloge detekcije HPV DNA u

prognozi pacijenata s planocelularnim karcinomom gornjega diSnog sustava (67).

Grkljan je najznacajnija negenitalna anatomska regija koja se povezuje s infekcijom HPV-om,
a da povezanost izmedu laringealne i genitalne HPV infekcije i danas nije u potpunosti
razjasnjena (68). Poznato je da se genitalna HPV infekcija prenosi seksualnim kontaktom.
Pedesetih godina proslog stolje¢a postavljena je sumnja u povezanost genitalnog kondiloma i
laringealnog papiloma. Kondilomi su dokazani u vise od 30 % rodilja koje su rodile djecu s
naknadno izrazenom juvenilnom laringealnom papilomatozom. Bolest se ¢eS¢e javljala u
prvorodene djece porodene vaginalnim putem, a rjede u djece porodene carskim rezom. HPV
DNA nije otkriven u amnionskoj teku¢ini, a ukupan rizik pojave laringealne papilomatoze je
1:32. Pojava laringealne papilomatoze u odraslih ceS¢e se povezuje sa orogenitalnim
kontaktom. Dokazano je da su odrasli pacijenti s laringealnom papilomatozom imali viSe
seksualnih partnera u Zivotu i vecu frekvenciju orogenitalnih kontakata od kontrolne skupine
bez laringealne papilomatoze. Teza o pojavnosti bolesti u odraslih i Sirenju orogenitalnim
kontaktom temelji se na Ccinjenici da laringealne papilomatoze i genitalni kondilomi
sadrzavaju iste HPV sojeve 6 i 11, s dominacijom soja 6 HPV-a. Spojna podrucja
cilindri¢noga i plocastog epitela u grkljanu i grlicu maternice mogu pogodovati prisutnosti

HPV infekcije, uz pretpostavku da prolazna koli¢ina HPV-a u slini lakSe inficira laringelani
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negoli oralni epiel. Metodom PCR-a dokazan je pozitivan nalaz HPV-a u oralnoj sluznici kod

23 % pacijentica s genitalnom HPV infekcijom (55).

Laringealni epitelni papilom i rekurentna respiratorna papilomatoza (RRP) novotvorine su ¢iji
je nastanak induciran HPV-om. Gotovo 80-postotna prevalencija HPV-a u RRP spada medu
najvece, gledaju¢i bilo koju lokalizaciju ¢ak 1 usporedujuéi je s genitalnim kondilomima i
rakom grli¢a maternice. Laringealna papilomatoza moze se pojaviti prije pete godine Zivota ili
izmedu 20. i 30. godine zivota. Time se moZe objasniti infestacija prolaskom kroz HPV-om
zarazene rodnice i transmisiju seksualnim kontaktom. Takve papilomatoze mogu rijetko
maligno alterirati kod bolesnika s kroni¢nim bolestima, onih na radioterapiji i kod kroni¢nih
pusaca. Vecina tih tumora pozitivni su na soj 6 ili 11 HPV-a (68). Maligna alteracija
laringealnog papiloma u karcinom, nakon koinfekcije HPV-a soja 11 sa HPV-om 16, bila je
razmatrana u studiji u kojoj se devetogodi$njim promatranjem pratio prijelaz (transformacija)
papiloma u karcinom. Rane promjene na tkivu epitela grkljana sadrzavale su HPV DNA soj
11, a kako je bolest napredovala, u kasnim stadijima otkriven je dominantno soj 16 HPV

DNA (69).

Kod odraslih RRP-a dokazana je poveznica koinfekcije s herpes simplex virusom i CMV-om
dok kod juvenilne RRP-e nije pronadena poveznica (68, 70). Gerein i sur. analizirali su
rezultate uporabe interferona a (IFN a) kod pacijenata sa RRP te korelaciju i usporedbu
rezultata kod razli¢itih sojeva HPV-a (71). Opisani su odli¢ni rezultati u lijecenju laringealne
papilomatoze adjuvantnom terapijom IFN o s potpunom regresijom kod 70 % pacijenata (72).
Negativna iskustva lijeCenja IFN a odnose se na visoku cijenu lijeka, nuspojave 1 duzinu
lije¢enja u trajanju od 6 do 12 mjeseci (55). Dakle, terapija benigne laringealne papilomatoze
uzrokovane sojevima 6 i 11 HPV-a uz kirurS§ku moZe biti medikamentna i kombinacijska.
Medikamentna terapija uz IFN a ukljucuje i davanje nukleotidnog analoga s antivirusnim
svojstvima (Cidofovir) za viruse herpesa, koji je pokazao djelotvornost da inducira apoptozu

HPV pozitivnih stanica (73, 74).

Vezu izmedu infekcije HPV-om 1 nekih patoloSkih znacajki prekanceroznih lezija grkljana
istrazivali su Azzimonti i suradnici te zakljucili kako postoji velika vjerojatnost da je HPV
kofaktor u malignoj progresiji ovih lezija. Tu vjerojatnost potkrepljuju ¢injenicom da je tri
Cetvrtine pacijenata koji su razvili karcinom unutar pedeset mjeseci bilo HPV pozitivno (75).

Povezanost HPV infekcije s izrazajnos¢u gena p53 i odredenim patoloskim parametrima u
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prekanceroznim lezijama larinksa bio je cilj istrazivanja Foureta i suradnika, koji su temeljem
dobivenih rezultata pokuSavali predvidjeti vjerojatnost hoce li lezija in situ napredovati u

invazivni karcinom (21).

Sli¢nu korelaciju istrazuju u novijoj studiji Jacob i suradnici. Analizirali su ucestalost HPV
infekcije u raznim karcinomima i normalnom tkivu grkljana, te njihovu povezanost s
izrazajnoS¢u proliferirajuéeg jezgrenog stanicnog antigena (PCNA), i tumor supresorskog
gena p53. Studija je utvrdila korelaciju izmedu tipa laringealne neoplazme i izrazajnosti p53,
prisutnosti HPV-a i izrazajnosti p53 te izmedu izrazajnosti p53 i PCNA, a sve na razini
signifikantnosti. Autori zaklju€uju da promjene u izrazajnosti p53 i PCNA mogu biti
povezane s HPV infekcijom i imati znacajnu ulogu u laringealnoj karcinogenezi (58). HPV
pozitivni planocelularni karcinomi u EI-Moftyjevoj studiji imali su izrazitu nekeratiniziraju¢u

morfologiju, visi proliferiraju¢i indeka Ki-67 i nize vrijednosti p53 (64).

Uloga HPV DNA u nastanku tumorskih presadnica analizirana je u studiji Umuduma i
suradnika. HPV DNA status u metastatskim lezijama korelirao je s patoloskim osobinama
primarnih tumorskih lezija. Prema rezultatima studije HPV pozitivni tumori napreduju brze
od HPV negativnih tumora, a prezivljenje je ipak bolje kod HPV pozitivnih tumora. Autori
zaklju¢uju da HPV DNA osim znacaja u nastanku primarnoga tumorskog procesa moze imati

vaznu ulogu i u razvoju metastatske tumorske bolesti (76).

Porast receptora epidermalnog ¢imbenika rasta kod laringealnih papiloma uzrokovanih HPV-
om opisali su Johnston 1 suradnici. U svom su radu ustvrdili da su receptori epidermalnog
¢imbenika rasta bili prekomjerno izraZeni u papilomima grkljana, za razliku od normalnog

epitela grkljana Sto je dokazano Scatchardovom i Westernblotovom analizom (77).

U studiji Almadorija i suradnika koja analizira izrazajnost EGFR-a i HPV infekciju kod
plocastog karcinoma grkljana, HPV DNA otkriven je u 35,7 % tumora. Gotovo iskljucivo
pripadala je sojevima 16, 18, i 33 HPV-a. Razina EGFR-a bila je znacajno visa u HPV
pozitivnih negoli u HPV negativnih slu¢ajeva. Time se potvrduje teza o povecanoj
izrazajnosti EGFR-a u stanicama laringealnog karcinoma nastalog posljedi¢cnom infekcijom
HPV-om. Kako je laringealni karcinom uvelike uzrokovan ¢imbenicima okoliSa i u vecini
slucajeva je posljedica dugoro¢nog izlaganja konzumaciji duhana i alkohola, teza o ulozi

infekcije HPV-om visokog rizika ipak jo§ nije u potpunosti razja$njena. Zakljucak studije
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postavlja tezu da virusni onkoproteini induciraju poremecaj signalizacije za rast i

diferencijaciju (63).

1. 7. EPIDERMAL GROWTH FACTOR RECEPTOR (EGFR)

U nastanku karcinoma sudjeluju onkogeni i supresorski geni. Ove dvije skupine gena u
normalnim okolnostima imaju veoma vazne uloge u reguliranju stanicnog ciklusa i
diferencijaciji stanica. Aktivacijskom promjenom strukture i/ili funkcije tih gena nastaju
onkogeni. Neki onkogeni kao §to su erb-B2 i RET kodiraju receptor ¢imbenika rasta (EGFR)
(13, 15, 43, 77, 78). Epidermal growth factor receptor (EGFR) jedna je od Cestih kinaza koja
se stvara u stanicama karcinoma, gdje, u usporedbi s normalnim stanicama, tumorske stanice
cesto stvaraju neobicno puno kinaza koje podupiru diobu stanice kada bi one trebale mirovati
(78). Ongeko i suradnici u svojoj su studiji, proucavajuéi izrazajnost EGFR-a i nekih drugih
¢imbenika rasta (proliferacijskih biljega), (PDGFR, C-kit, p-Akt) u ploCastim karcinomima
glave i vrata razlicitih lokalizacija, dokazali visoko pojacanu izrazajnost svih Cetiriju kinaza.
Izrazajnost kinaza otvara mogucnost terapije ovih tumora tirozin i serin-treonin kinaza
inhibitorima (79). Prognosti¢ku vrijednost izraZajnosti EGFR-a kod ranoga glotickoga
karcinoma larinksa (stadiji T1-T2) razmatrao je Demiral, koji u svojoj studiji analizira
pozitivan odnos izmedu izrazajnosti EGFR-a i radiorezistencije (45). Kao i velik broj drugih
autora on zakljuCuje da izraZzajnost EGFR-a predstavlja znacajan negativni prognosticki

¢imbenik u ranim ploc¢astim karcinomima glotisa (13, 18, 44, 45).

Skupina autora istrazivala je izraZajnost EGFR-a i p53 tumor supresorskog gena kod T1-T2
karcinoma glotisa, ukljucuju¢i prednju i straznju komisuru. Zakljucak studije potvrduje
znacajno vecu ucestalost izrazajnosti EGFR-a u karcinoma straznje komisure od karcinoma
prednje komisure. Ovi rezultati 1 anatomija straznje komisure mogu objasniti ve¢u ucestalost
povrata T1-T2 karcinoma straznje komisure od karcinoma prednje komisure istog stadija. Isto
tako ovi rezultati mogu objasniti zaSto radioterapija daje bolje rezultate kod glotickog

karcinoma prednje komisure istog stadija (80).

Istrazivanje je ukljucivalo pacijente s poodmaklim tumorima grkljana otkrivenim u stadijima
T3-T4, s ciljem vrednovanja izrazajnosti proliferacijskog biljega EGFR-a i onkogena HER-2
kod progresije tumora, tehnikom TMA (Tissue microarrray analysis) u 1385 bioptata. HER-2

je bio povecéan u 1,02 % slucajeva. Tako niska ucestalost pojaCane izrazajnosti HER-2
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onkogena u tumorima grkljana u vecini slucajeva jos uvijek ostaje nerazjaSnjena. Povecana

izrazajnost EGFR-a pronadena je u 10,37 % slucajeva (81).

Veza izmedu EGFR-a s metastaziranjem u limfne ¢vorove vrata bila je predmetom
istrazivanja Almadorija i skupine autora. Studija je ukljucivala 140 pacijenata s primarnim
neoperiranim karcinomima grkljana koji su inicijalno dijagnosticirani i pra¢eni nakon
provedene dijagnostike. U rezultatima studije autori navode da su razine EGFR-a bile u
izravnoj vezi s rizikom metastaziranja karcinoma u limfne ¢vorove. PetogodiSnje razdoblje
bez metastaza zabiljeZzeno je u 66 % pacijenata sa EGFR negativnim tumorima, dok je u
pacijenata sa EGFR pozitivhim tumorima to razdoblje zabiljeZeno u 15 % slucajeva.
Multivarijantnom analizom status EGFR-a bio je signifikantan neovisni prognosticki
¢imbenik za pojavu vratnih metastaza. Rezultati ovog istrazivanja potvrduju tezu da status
izrazajnosti EGFR-a u vrijeme dijagnoze moze identificirati pacijente s plocastim
karcinomom larinksa 1 visokom vjerojatnoS¢u pojave metastaza u limfnim ¢vorovima vrata

(41).

Transformiraju¢i ¢imbenik rasta alfa (TGF a) spada u povr$ne stani¢ne receptore i moze
aktivirati diobu u svakoj pojedinoj stanici kao i u stanici koja ga je stvorila te tako vrSiti
autokrinu stimulaciju (82). Uz pomo¢ kompjuterske analize slike koja kvantitativno obraduje
intenzitet imunohistokemijskog bojanja, utvrdena je signifikantno veéa srednja opticka
gusto¢a (mean optical density, MOD) bojanja za TGF a i EGFR u histoloski normalnoj
sluznici 1 plocastim karcinomima glave i vrata kod oboljelih pacijenata negoli u kontroliranoj
normalnoj sluznici pacijenata bez raka. Obojani EGFR neznatan je u normalnoj sluznici
kontrolne skupine pacijenata bez tumora 1 relativnho se povecava u displasticnim i tkivu

plocastog karcinoma glave 1 vrata (83).

Kreciciki i suradnici u svojem su istraZivanju imunohistokemijskim metodama analizirali
izrazajnost EGFR-a 1 proliferiraju¢ih stani¢nih biljega (PCNA i Ki-67) kod pacijenata s
plocastim karcinomom grkljana te ih usporedivali s uzorcima normalnoga hiperplasticnoga
laringealnog epitela i uzorcima prekanceroznih lezija. Nadena je znaCajna razlika u
izrazajnosti EGFR-a i PCNA izmedu laringealnog karcinoma i displasti¢nih lezija u odnosu
na normalni 1 hiperplasti¢ni epitel. Dokazana je korelacija izmedu izraZajnosti EGFR-a i
slabijeg prezivljenja kod laringealnog karcinoma te znacajna korelacija izmedu izrazajnosti

PCNA i patohistoloskoga gradusa tumora. Zapazanja dobivena u ovoj studiji istiu da se

26



imunohistokemijska bojanja na PCNA 1 Ki-67 mogu iskoristiti kao mjerila stani¢ne
proliferativne aktivnosti u laringealnim epitelnim lezijama. Izrazajnost EGFR, PCNA i Ki-67
korelira s patohistologijom laringealnih lezija pa autori sugeriraju da bi se EGFR mogao
iskoristiti kao biomarker stupnjevite karcinogeneze i kao prognosti¢ki pokazatelj kod
displasti¢nih laringealnih lezija. Ovi rezultati potvrduju zapazanja drugih autora o tome da je

izrazajnost EGFR-a znacajno viSa u laringealnih karcinoma negoli u normalnom epitelu (84).

Razli¢iti prognosticki ¢imbenici kod operabilnih laringealnih karcinoma bili su tema studije
Vlachtsisa i suradnika. Izolirana RNA koristila se za testiranje izrazajnosti p53, bcl-2, EGFR-
a i VGFR-a metodom PCR analize, dok se DNA koristila za detekciju EBV-a i HPV sojeva
16 i 18 takoder metodom PCR-a. BiljeZeni su svi podatci, kao $to su povrat tumora i
prezivljenje. Univarijantna analiza za ukupno prezivljenje pokazala je uobicajeno znaCenje za
T stadij, TNM status 1 sijelo tumora. Univarijantna analiza za vrijeme do progresije bolesti
pokazala je znafenje za T stadij, N stadij, TNM status, sijelo tumora te tumore simultano
pozitivne na EGFR i1 VGFR. Multivarijantna analiza podataka pokazala je da je TNM-
klasifikacija jedina znacajna za ukupno prezivljenje, a da su TNM stadij, sijelo tumora i
izrazajnost EGFR-a bitni ¢imbenici za vrijeme progresije tumora. U zakljuc¢ku stoji da
molekularni biljezi, EGFR i VGFR, imaju prognosticko znacenje kod laringealnih karcinoma

zajedno s klinickim prognostickim ¢imbenicima kao $to su stadij i sijelo tumora (85).

Zanimljiva je studija koju su radili Pivot 1 skupina autora, a koja je usmjerena na homogenu
skupinu pacijenata s resektabilnim planocelularnim karcinomima grkljana koji spadaju u
skupinu onih koji se mogu i konzervativno lijeCiti. Radena je analiza prognostickih ¢imbenika
intervala bez bolesti (IBB) 1 sveopCeg prezivljenja (SP) bolesnika s karcinomom grkljana i
donjeg Zdrijela tretiranih jednom od tri metode: 1. totalna laringektomija, 2. onkoloska
(konzervativna) metoda - induktivna kemoterapija pa naknadna radioterapija 3. induktivna
kemoterapija pa totalna laringektomija. Prognosticki ¢imbenici u ovoj studiji bili su: dob,
spol, opce tjelesno stanje, primarna lokalizacija, T status, N status, volumen tumora i razina
izrazajnosti EGFR-a. Multivarijantna analiza pokazala je da su N status i volumen tumora
signifikantni pokazatelji IBB-a i SP-a. Razina izraZajnosti EGFR-a signifikantna je samo kod
pacijenata lijeCenih induktivnom kemoterapijom pa naknadnom radioterapijom. Prema
autorima laringektomija briSe prognosticku vrijednost razine izrazajnosti EGFR-a. Rezultati
studije pokazuju da su mjerljive razine EGFR-a nadene u svim tumorima. Univarijantna

analiza pokazala je da su op¢i status bolesnika, volumen tumora, T status i N status
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prediktivni ¢imbenici odgovora na lijeCenje, a multivarijantna analiza da su prediktivni
¢imbenici T status i volumen tumora. Medu pacijentima lijjeCenim induktivhom
kemoterapijom i dalje radioterapijom univarijantna i multivarijantna analiza pokazale su da je
razina izrazajnosti EGFR-a prediktivni ¢imbenik uspjeha lijeCenja. Multivarijantna analiza
pokazala je N status kao najjaci prognosticki ¢imbenik u svim metodama lijeCenja, a T status
pokazao se signifikantnim u svim metodama osim u laringektomiji. Analiza uspje$nosti
lijecenja pacijenata kemoterapijom i radioterapijom pokazuje statisticki znacajnu povezanost s
izrazajnoS¢u EGFR-a, te tako predstavlja prediktivni ¢imbenik uspjeha lijecenja. Prognosticka
vrijednost ovog biljega nestaje u bolesnika lije€enih inicijalnom ili dodatnom

laringektomijom (86).

Do studije Kourelisa i suradnika nije bilo prikaza o razlikama s obzirom na razliita sijela
laringealnoga karcinoma na molekularnoj razini. Rezultati ove studije potvrduju znacajno visu
zastupljenost EGFR-a medu tumorima glotisa u odnosu na supraglotis. Supragloticki
karcinomi rastu iz metaplasticnog epitela, a gloticki iz nativnog ploc€astog epitela. Stoga
razlika u izrazajnosti izmedu glotickih i supraglotickih tumora moze odrazavati razlicito
porijeklo progenitorskih stanica, normalnih ili metaplasticnih. Prema nalazima ove studije,
visoke razine RXRa (retinoid X receptor o) znacajno su vise kod gloticke lokalizacije
karcinoma. Spomenuta razlika izmedu dvaju tumorskih sijela moZe se smatrati tragom koji
upucuje na prodromalne stanice, plocasta metaplazija prethodi supraglotickoj karcinogenezi 1
ide uz pad RXRo. Stovise, RXRa je prekomjerno izrazen kod gloti¢kih karcinoma. Uz
koristenje tih receptora mogao bi se ostvariti supresivni ucinak retinoida u karcinogenezi. To
bi bila molekularna osnova povoljnije prognoze kod glotickih tumora uz dobro poznata
klini¢ka obiljezja, ranu dijagnozu i oskudnu limfnu drenazu. Prekomjerna izraZajnost EGFR i
RXRa ¢ini gloticke karcinome osjetljivima na inhibitore tirozin kinaze 1 omogucuje odabir

ciljane individualne terapije (87).

Rekurentni respiratorni papilomi uzrokovani HPV infekcijom benigne su lezije kod kojih se
moze naéi pretjerana izrazajnost EGFR-a. Skupina autora evaluirala je izraZajnost
ciklooksigenaze 2 (COX-2) u papilomima, istraZila ulogu EGFR signalizacije u izraZajnosti
COX-2 i determinirala zna¢enje COX-2 aktivnosti u rastu stanica papiloma. Rezultati studije
pokazuju da je razina COX-2 znakovito poviSena u papilomima i da je pretjerana izrazajnost

reflektirala aktivaciju EGFR-fosfatidilinozitol 3 kinaze signalnog puta. Autori takoder
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podupiru tezu kako se nesteroidni protuupalni lijekovi koji su COX inhibitori, mogu koristiti

u lije¢enju papiloma respiratornog trakta (88).

Gale, Kambic i suradnici nastojali su izravno prikazati sekvencu genskih promjena §to Cine
podlogu spektra epitelnih hiperplasticnih laringealnih lezija (EHLL) i laringealnog karcinoma
koriste¢i se hibridizacijom non-isotopic in situ (ISH) za kromosome 7 i 17 u korelaciji s
prekomjernom izrazajnos$¢u proteina p53 i EGFR-a. Najznacajniji nalaz je statisticki znacajna
razlika u broju kromosomskih kopija nadenih u izoliranoj atipi¢noj hiperplaziji u odnosu na
atipi¢ne hiperplazije povezane s plocastim karcinomom. Prekomjerna izrazajnost EGFR-a i
proteina p53 izmjerena je u 61 % slucajeva s izoliranom atipi¢énom hiperplazijom te u 59 %
slucajeva atipi¢ne hiperplazije povezane s ploCastim karcinomom. Imunoreaktivnost za oba
biljega rasla je s gradusom lezija, no ipak bojanje nije bilo toliko uniformno u izoliranim
oblicima EHLL-a. S druge strane, imunoreaktivnost bila je postojanija u EHLL oblicima
povezanim s plocastim karcinomom. Iz zaklju¢ka ove studije dade se iSCitati da brojCane
promjene kromosoma (polisomija) 7 i 17 mogu biti povezane s prekomjernom izraZajnosti
EGFR-a i gena p53 te mogu pridonijeti kriticnim dogadanjima u onkogenezi karcinoma
larinksa. U svakodnevnoj praksi citogenetske i imunohistokemijske analize mogle bi biti
korisne u razlikovanju low risk od high risk epitela pacijenata s atipicnom hiperplazijom.
Autori zakljucuju da je akumulacija genskih lezija klju¢na u nastanku karcinoma te ¢e one
stanice koje nakupe kriticnu koli¢inu ovih aberacija klonski ekspandirati i progredirati.
Podatci dobiveni u ovoj studiji mogu se iskoristiti za daljnja istraZivanja, pokazujuci da se
izolirana atipi¢na hiperplazija s ekstremnom razinom kromosoma 7 i 17 moze smatrati 1

visoko riziénom za razvoj karcinoma (89).

Markus Hambek i skupina autora objavili su studiju sinergisticnog antitumorskog ucinka
monoklonskih antitijela 1 proinflamatornog citokina TNF a.

Poznato je da prekomjerna izraZzajnost EGFR-a na maligno transformiranim stanicama ima
sposobnost indukcije proliferacije (77). Shodno tome, ovi receptori postali su terapijska meta
za razli¢ita monoklonska protutijela u lije€enju karcinoma. Kako bi se ostvarila ucinkovita
antitumorska aktivnost monoklonskih protutijela, poZeljna je S§to vecéa izrazajnost ovih
receptora na tumorskim stanicama. Uzimajuci u obzir ranije studije o antitumorskom ucinku
TNF a, u istrazivanje je uveden ovaj citokin kako bi se povecala u¢inkovitost protutijela u
situacijama kada monoterapija protutijelima nije rezultirala maksimalnom tumorskom

redukcijom. Ve¢ je dokazano da se moze povecati izraZzajnost EGFR-a djelovanjem TNF a
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nakon Cega dolazi do povecanja permeabilnosti tumorski novonastalih krvnih zila u tumoru, a
s tim i do pobolj$anja penetracije tumorskih protutijela.

Poznato je da proinflamatorni citokini poput TNF a mogu aktivirati programiranu smrt stanice
ili apoptozu. Zaklju¢no, €ini se da postoji sinergisticki u¢inak u interakciji izmedu EGFR-a
blokiranih monoklonskim protutijelima i TNF a, §to rezultira smanjenjem tumorske veli¢ine.
Pretpostavljeni mehanizam za ova zapazanja sastoji se u tome da TNF o inducira povecanu
izrazajnost EGFR-a, §to omogudéuje povecano zauzimanje EGFR-a protutijelima. Dakle,
zapazeni ucinak protutijela na EGFR moze reducirati tumorski rast i kod tumora s niskom
izrazajnosti EGFR-a, ali uz prisutnost citokina poput TNF a. To moze prosiriti indikacije za

lijecenje EGFR protutijelima na $iri spektar karcinoma i utjecati na protokole lijecenja.
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2. CILJEVI I HIPOTEZE

2.1. CILJEVI

Utvrditi prisutnost infekcije humanim papiloma virusom (HPV) i njegovu mogucéu

povezanost s histopatoloskim i klini¢kim znacajkama plocastog karcinoma grkljana.

Utvrditi izrazajnost receptora epidermalnog c¢imbenika rasta (EGFR) i njegovu

povezanost s histopatoloskim i klini¢kim znacajkama plocastog karcinoma grkljana.

Ispitati povezanost infekcije HPV-om 1 izrazajnosti EGFR-a s duzinom prezivljenja

bez povratka bolesti (DSF) i ukupnim prezivljenjem. (OS9)

Ispitati utjecaj EGFR-a u pacijenata s HPV pozitivnim plocastim karcinomom grkljana

na prognozu bolesnika s plocastim karcinomom grkljana.

2.2. HIPOTEZE

1.

Uvidom u literaturu zamijetili smo naznacenu varijabilnost u postotku HPV pozitivnih
karcinoma grkljana u razli¢itim studijama (10-54 %). Takva razlika u incidenciji HPV
infekcije najvjerojatnije je posljedica neadekvatno standardizirane metode detekcije
HPV DNA. Poznato je da HPV pozitivni karcinomi grkljana imaju benigniji tijek i
bolji terapijski odgovor, Sto je jedan od osnovnih razloga zbog kojih se preporucuje
uvodenje testiranja na HPV u redovitu klinicku praksu kod svih novootkrivenih
karcinoma grkljana. Pretpostavljamo da ¢e postotak HPV pozitivnih karcinoma u

naSoj studiji odgovarati postotku, tj. rezultatima iz pregledane literature.

Pojacana izraZajnost EGFR-a vezana je s loSijom prognozom i slabijim odgovorom na
terapiju. Do sada nije istrazivana razlika u klinickom ponaSanju HPV pozitivnih
karcinoma grkljana u odnosu na izrazajnost EGFR-a. U ovom ¢e se istraZivanju prvi

put procijeniti sljedece:
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a. utjeCe li pojacana izrazajnost EGFR-a na prognozu bolesnika u skupini

prognosticki povoljnih HPV pozitivnih karcinoma grkljana;

b. moze li ova analiza u podskupini bolesnika s ocekivano benignijim klinickim
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3. METODE I ISPITANICI

3. 1. ISPITANICI

U istrazivanje je ukljueno 196 ispitanika s ploCastim karcinomom grkljana operiranih u
Klinici za bolesti uha, nosa i grla s kirurgijom glave i vrata KBC-a Split u razdoblju od 1.

sijenja 2000. do 31. prosinca 2009. godine.

Klinicke podatke prikupili smo iz povijesti bolesti pacijenata pohranjenih u pismohrani
Klinike za bolesti uha, nosa i grla s kirurgijom glave i vrata KBC-a Split te iz histoloSkih
nalaza pohranjenih u bazi podataka Klinickog zavoda za patologiju, citologiju i sudsku
medicinu KBC-a Split. Klinicki i patoloski podatci razvrstavani su prema ispitivanim
kriterijima (spol, dob, podatak o puSenju i konzumaciji alkohola - da/ne), TNM statusu,
histoloskom gradusu tumora (Gl, G2, G3), primijenjenoj terapiji (kirurSko lijecenje,
kemoradioterapija ili kombinacije), povratu bolesti (da/ne i vrijeme do povrata), opfem i

specificnom prezivljenju.

U mati¢nim uredima dobili smo podatke o trenutacnom statusu ispitanika, provjeravajuci
podatke o prezivljenju i eventualnim uzrocima smrti, zbog ¢ega smo bolesnike podijelili u tri
skupine: 1. bolesnik je umro od osnovne bolesti; 2. bolesnik je umro od druge bolesti; 3.

bolesnik je Ziv.

Arhivirani histoloski preparati ponovo su pregledavani, a potom su odabirani histoloski rezovi
imunohistokemijski bojani, nakon ¢ega su PCR metodom identificirani HPV pozitivni
karcinomi. Analizirani su i odijeljeni niskorizi¢ni 1 visokorizi¢ni tipovi HPV-a te stupanj

izrazajnosti EGFR-a.

IstraZivanje je provedeno na deparafiniziranim rezovima operacijskog materijala plocastih
karcinoma grkljana dijagnosticiranih 1 lije¢enih u KBC-u Split u razdoblju od 1. sijenja 2000.
do 31. prosinca 2009. godine. Preparate su pregledavala dva patologa s uskladivanjem

kvantifikacije (Fleiss'kappa index podudarnosti oCitavanja > 95 %, « = 0,95).

Tablica 1. prikazuje raspodjelu ispitanika prema godinama dijagnosticiranja i lijecenja.
Najvise dijagnosticiranih karcinoma, 15,8 % (31), bilo je 2005. godine, a najmanje, 5,1 %

(10), dijagnosticirano je 2008. godine.
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Tablica 1. Raspodjela broja ispitanika u studiji prema godinama dijagnosticiranja i lijeCenja

ispli}t;(r)ljika Postotak
2000. 25 12,8
2001. 14 7,1
2002. 18 9,2
2003. 21 10,7
2004. 23 11,7
2005. 31 15,8
2006. 28 14,3
2007. 14 7,1
2008. 10 5,1
2009. 12 6,1
Ukupno 196 100,0

U Tablici 2. prikazana je raspodjela ispitanika prema dobi 1 spolu. Starosna dob ispitanika je
izmedu 37 i1 88 godina, a prosjecna starost iznosi 65 godina. U istoj tablici vidimo dominaciju

muskog spola, koji je zastupljen u 96,4 % (189) slucajeva.

Tablica 2. Raspodjela bolesnika prema dobi i spolu

N % Kumulativni
%o
Spol Zene 7 3,6
Muski 189 96,4
Dob do 40 2 1,0 1,0
41 do 60 68 34,7 35,7
61 do 80 119 60,7 96,4
811 vise 7 3,6 100,0
Ukupno 196 100,0

U Tablici 3. i Tablici 4. prikazana je raspodjela broja i postotka ispitanika prema ¢imbenicima
rizika, pusenju i konzumiranju alkohola. Cak 192 (98 %) bolesnika su bili pusagi, a 118 (60,2
%) pojacano su konzumirali alkohol. Na osnovi toga moze se ustvrditi da pusenje i alkoholni

abuzus ¢ine veoma vazne egzogene ¢imbenike nastanka karcinoma grkljana.
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Tablice 3. i 4. Raspodjela broja i postotka ispitanika prema ¢imbenicima rizika (puSenju i

alkoholu)

Tablica 3. Cimbenik rizika: puenje

Tablica 4. Cimbenik rizika: alkohol

. l.gmj. Postotak . I.Sroj. Postotak
ispitanika ispitanika
ne 4 2,0 ne 78 39,8
da 192 98,0 da 118 60,2
Ukupno 196 100,0 Ukupno 196 100,0
3.2. METODE

Standardiziranom PCR metodom identifikacije 1 detekcije HPV DNA osigurali smo
vjerodostojnost rezultata. Najprije smo odijelili HPV pozitivne i HPV negativne karcinome. U
skupini pozitivnih odredili smo visokorizi¢ne i niskorizicne tipove HPV-a, jo§ jednom
provjeravaju¢i rezultat uz pozitivnu 1 negativhu kontrolu. Time su dobiveni rezultati

dvostruko provjereni, kako bi se smanjila moguénost pogreske.

Imunohistokemijskom metodom obojenja tumorskih stanica na EGFR odredili smo
izrazajnost EGFR-a u tumorskim stanicama. Analizom patohistoloSkog materijala u bolesnika
s poznatim prognostiCkim ¢imbenicima (stadij bolesti 1 gradus) 1 poznatim tijekom bolesti
(podatak o povratu bolesti, diseminaciji, prezivljenju) pokazali smo prisutnost infekcije
humanim papiloma virusom (HPV) i izraZajnost receptora epidermalnog ¢imbenika rasta

(EGFR).
Kriteriji za ukljucivanje u istraZivanje:

— patohistoloska dijagnoza plocCastog raka grkljana, RO, MO
— materijal dostupan za analizu iz baze podataka Klini¢kog zavoda za patologiju KBC-a

Split
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— dostupan podatak o stadiju bolesti i patohistoloskom gradusu u trenutku postavljanja
dijagnoze ( C4)
— poznat tijek bolesti

— podatak o datumu i uzroku smrti

Kriteriji iskljuivanja:

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

— nedostupan, neodgovarajuci materijal za analizu iz baze podataka Klinickog zavoda za
patologiju KBC-a Split

— nedostupan podatak o stadiju bolesti i patohistoloskom gradusu (C4)

— nepoznat tijek bolesti

- nepoznat podatak o datumu i uzroku smrti

Dobiveni rezultati PCR amplifikacije niskorizicnih i1 visokorizi¢nih genotipova HPV-a
analizirani su na 3 % agaroznom gelu. Visokorizi¢ni genotipovi daju fragmente veli¢ine 232-
268 parova baza (bp), a niskorizi¢ni genotipovi daju fragment veli¢ine 228 parova baza (bp).
HPV negativni karcinomi 1 HPV pozitivni benigni (niskorizini) genotipovi oznacavani su
sustavom mjerenja razine izrazajnosti 0. HPV pozitivni karcinomi kod kojih su izolirani
maligni (visokorizicni) HPV genotipovi 1 kombinacija visokoriziénih 1 niskoriziénih

genotipova oznacavani su sustavom mjerenja razine izraZajnosti 1.

Stupnjevanje izrazajnosti EGFR-a izrazili smo kao postotak obojenih tumorskih stanica u
cjelokupnom materijalu, a odnosi se na membransku obojenost. Grani¢na vrijednost
pozitiviteta je 10 %. KoriStena je standardna metoda imunohistokemijskog bojanja EGFR-a
koja se izrazavala sustavom mjerenja razine izrazajnosti od 0 do 3, i to: 0 - odsutnost bojanja;
1 - blago bojanje u > 10 %; 2 - srednje jako bojanje u > 10 %; 3 — intenzivno bojanje u > 10

%. Zbog potreba analize, pozitivan EGFR smatran je 1,2 1 3 (90).

Metoda detekcije izrazajnosti EGFR-a je semikvantitativna uz uskladivanje kvantifikacije od

strane dvaju patologa (Fleiss'kappa index podudarnosti o¢itavanja > 95 %, k = 0,95).
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3. 2. 1. Imunohistokemijski postupci

Tkivo za histoloSku analizu uzeto je iz operativnog materijala, fiksirano u 4 % puferiranom
formalinu 24 sata, uklapano u parafin te rezano u rezove debljine 3-5 mikrona, a potom
obojeno standardnom metodom hemalaun eozin (HE). Odabirani su histoloski preparati,
njihove su parafinske kocke ponovno rezane te imunohistokemijski pripravljane. Za EGFR je
odabrano monoklonsko antitijelo — Monoclonal Mouse Anti-Human EGFR, clone E30, DAKO
Glostrup, Danska, M7239. Sve je analizirano mikroskopom Olympus BX 46.

EGFR — postupnik imunohistokemijskog bojanja

rezanje parafinske kocke na rezove debljine 3 mikrona
- suSenje u termostatu 30 min

- deparafiniranje u ksilolu 3 x 15 minuta

- ispiranje u alkoholu 100 % pa 96 %

- ispiranje u destiliranoj H20

- 35 vodikov peroksid 30 min

- ispiranje u destiliranoj H20

- Proteaza 15 min/37° C

- hladenje preparata na sobnoj temperaturi

- ispiranje u destiliranoj H20

- ispiranje u PBS 2 x 3 min

- kapanje primarnog antitijela EGFR 30 min, razrjedenje 1 : 50 u diluensu
- ispiranje u PBS 2 x 5 min

- kapanje sekundarnog antitijela — mouse 30 min

- ispiranje u PBS 2 x 5 min

- kapanje DABA 10 min
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- ispiranje 2 puta u destiliranoj H20
- bojanje u hematoksilinu 1 min
- ispiranje u vrucoj teku¢oj H20O 1 min
- ispiranje u alkoholu 100 % pa 96 %
- ispiranje u ksilolu
- pokrivanje kanadskim balzamom
Stupnjevanje EGFR-a odnosi se na citoplazmatsku i membransku obojenost (90):
0 - odsutnost bojanja
1 - blago bojanje u vise od 10 % tumorskih stanica
2 - srednje jako bojanje u vise od 10 % tumorskih stanica

3 - intenzivno bojanje u viSe od 10 % tumorskih stanica

Pozitivna kontrola je tkivo dojke (preporuka proizvodaca).

Slika 1. Blago bojanje EGFR-a, u >10 %
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Slika 2. Intenzivno bojanje EGFR-a, u >10 %

HPV-izolacija DNA iz tkiva uklopljenog u parafin

DNA je izolirana iz tkiva uklopljenog u parafin koriStenjem kita High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche Diagnostics, Njemacka), prema uputama proizvodaca, uz prethodnu

deparafinaciju rezova, kako slijedi.

Deparafinacija parafinskih rezova

1. Staviti tkivne rezove (6 x 30 um ) u tube od 1,5 ml. Provesti i negativnu kontrolu

kroz postupak izolacije.

2. Dodati priblizno 1 ml ksilola, zatvoriti tubu i vorteksirati. Ostaviti je na temperaturi
od 56°C 10 minuta. Protresti tubu nekoliko puta kako bi se omogucio bolji kontakt

tkiva 1 ksilola.

3. Odvojiti tkivo od ostataka parafina centrifugiranjem, 3-5 min pri najvecoj brzini.
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4. Odstraniti ksilol iz uzorka (vrlo stara ili krhka tkiva ¢esto se mrve pri odstranjivanju

parafina pa to treba pomno obaviti kako ne bi doslo do gubitka tkiva).
5. Ponoviti postupke 2, 31 4.

6. Dodati priblizno 1 ml apsolutnog alkohola. Zatvoriti tubu i promijesati laganim

okretanjem.

7. Odvojiti tkivo centrifugiranjem, 3-5 min pri najvecoj brzini.

8. Odstraniti alkohol.

9. Ponoviti postupke 6, 71 8.

10. Osusiti uzorak u susioniku do potpunog isparenja alkohola.
Kvaliteta izolirane DNA provjerena je na 1,5-postotnom agaroznom gelu. Koli¢ina DNA
procijenjena je na uredaju Nanodrop 1000 (Fischer Scientific, SAD).
Detekcija niskorizi¢nih i visokorizi¢nih genotipova HPV-a

Detekcija visokorizi¢nih i niskorizi¢nih genotipova provedena je koriStenjem standardnih
reagensa PCR Human Papilloma Virus Typing Set (TaKaRa, Shiga, Japan ), u dvije odvojene

reakcije, po uvjetima kako je navedeno:

a) PCR amplifikacija za detekciju visokorizicnih HPV DNA tipova:

10X PCR pufer 5ul
dNTP mix 4 ul
HPVpU-1M (primer 1) 0,5 ul
HPVpU-2R (primer 2) 0,5 ul
polimeraza 0,25 pul
uzorak DNA 1 ug
Sterilizirana H20 ad 50 pl

40



b) PCR amplifikacija za detekciju niskorizicnih HPV DNA tipova:

10X PCR pufer Sul

dNTP mix 4 ul

HPVpU-31B (primer 1) 0,5 ul

HPVpU-2R (primer 2) 0,5 ul

Taq polimeraza 0,25 ul

uzorak DNA 1 pg

Sterilizirana H,O ad 50 pl
Uvjeti PCR:

94" C, 5 min

94" C, 0,5 min

55" C, 2 min 30 ciklusa

72" C, 2 min

72" C, 10 min

Detekcija rezultata:

Dobiveni rezultati PCR amplifikacije HPV DNA tipova analizirani su na 3 % agaroznom gelu

(Slika 3):
- visokorizi¢ni genotipovi daju fragmente veli¢ine 232-268 parova baza (bp).

- niskoriziéni genotipovi daju fragment velic¢ine 228 parova baza (bp).
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Slika 3. Rezultati PCR amplifikacije

3. 2. 2. Statisticka obrada podataka

Dobivene rezultate studije prikazali smo tablicama i grafikonima s postoje¢im pokazateljima
opisne statistike (ucestalosti 1 udjeli za kategorijske varijable te rasponi i mjere centralne

tendencije za kvantitativne varijable).

U obradi i analizi podataka koristili smo Excel 2010 (MS Office 2010, Microsoft, SAD) i
SPSS-18 (IBM, SAD). Povezanost pretpostavljenih prediktora/varijabli (varijable klinickih
osobina, patohistoloskih osobitosti s HPV pozitivnim i HPV negativnim karcinomima i
stupnjem izraZajnosti epidermalnog ¢imbenika rasta - EGFR-a) istrazili smo testom x> Isto
tako, sve druge analize s kvalitativnim, tj. kategorijskim varijablama s ucestalostima
analizirali smo istovjetnim testovima (x’test). Prediktivnu vrijednost ispitivanih potencijalnih
prediktora na ishod i prezivljenje prikazali smo analizom prezivljenja (krivulja Kaplan-

Meier). Znacajnosti pojedinih testova procjenjivali smo na razini od 95 % (p < 0,05).
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4. REZULTATI

U naSem je istrazivanju ukupno sudjelovalo 196 ispitanika lije¢enih u Klinici za bolesti uha,
grla i nosa i kirurgiju glave i vrata KBC-a Split. Vecina ispitanika u studiji (96,4 %; n = 189)
bila je muskog, a manjina (3,6 %; n = 7) Zenskog spola. Valja istaknuti visok postotak pusaca

98 % (n =192) i cak 60,2 % (n = 118) onih koji su pojacano konzumirali alkohol.

Sukladno postavljenim ciljevima i hipotezama, rezultate ove studije prikazujemo u Cetiri

odjeljka:

1. Prikaz raspodjele ispitanika prema klinickim i patohistoloskim osobinama.

2. Prikaz odnosa klinickih i patohistoloskih osobina.

3. Prikaz utjecaja prisutnosti HPV infekcije i izrazajnosti EGFR-a u odnosu na
klinicke i patohistoloske osobine karcinoma.

4. Prikaz znacenja klinickih i patohistoloskih osobina te izrazajnosti EGFR-a u

HPV pozitivnih karcinoma za prognozu i prezivljenje ispitanika.

4.1. PRIKAZ RASPODJELE ISPITANIKA PREMA KLINICKIM I
PATOHISTOLOSKIM OSOBINAMA

U Tablici 5. prikazali smo raspodjelu ispitanika prema lokalizaciji karcinoma grkljana. Kod
78 (39,8 %) ispitanika tumor je smjeSten u predjelu glotisa, u 60 (30,6 %) ispitanika tumor je
smjesten supragloti¢no, u 3 (1,5 %) ispitanika subgloti¢no, a u 55 (28,1 %) ispitanika tumor je

smjeSten transgloti¢no .

Tablica 5. Raspodjela bolesnika prema lokalizaciji karcinoma grkljana

isp]i}t;(lgka Postotak
glotis 78 39.8
supraglotis 60 30,6
subglotis 3 1,5
transglotis 55 28,1
Ukupno 196 100,0
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U Tablici 6. prikazali smo raspodjelu ispitanika prema patohistoloSkom gradusu tumora: 77
(39,3 %) bolesnika je s tumorom patohistoloskog gradusa I., 93 bolesnika (47,4 %) je s
tumorom patohistoloskoga gradusa II., a 26 (13,3 %) bolesnika je s patohistoloskim gradusom

I11.

Tablica 6. Raspodjela bolesnika prema patohistoloskom gradusu tumora

PH gradus ispli}t;(r)ljika Postotak
L 77 39,3
II. 93 474
III. 26 13,3

Ukupno 196 100,0

U sljedecoj tablici (Tablica 7.) prikazana je raspodjela ispitanika prema stadiju (stage) bolesti:
58 (29,6 %) bolesnika bilo je u stadiju L., 19 (9,7 %) u stadiju IL., 83 (42,3 %) u stadiju IIL., a
36 (18,4 %) bolesnika bilo je u stadiju IV. bolesti.

Tablica 7. Raspodjela ispitanika prema stadiju bolesti

Stadii ispﬁ;‘l’ljika Postotak
I 58 296
IL 19 9.7

0L 83 423
Iv. 36 184
Ukupno 196 100,0

Raspodjelu ispitanika u odnosu na pojavu lokoregionalnih metastaza prikazali smo u Tablici
8. Od ukupnog broja bolesnika 137 (69,9 %) njih nije imalo metastaza, 48 (24,5 %) ih je
imalo jednostrane (unilateralne) regionalne metastaze, a 11 (5,6 %) obostrane (bilateralne)

regionalne metastaze.
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Tablica 8. Raspodjela ispitanika u odnosu na pojavu lokoregionalnih metastaza

Metastaze Broj ispitanika Postotak %
Bez metastaza 137 69,9
Jednostrane 48 245
metastaze
Obostrane 11 5.6
metastaze
Ukupno 196 100,0

Tablica 9. prikazuje raspodjelu bolesnika prema nacinu lije¢enja. Najveci broj bolesnika, 144
(73,5 %), lije€en je kombinacijom operacije i radioterapije, 23 (11,7 %) bolesnika lije¢ena su
samo kirurski, a 29 (14,8 %) bolesnika lijeCeno je primarnom radioterapijom i/ili

kemoradioterapijom.

Tablica 9. Raspodjela ispitanika prema tipu primijenjene terapije

Terapija Broj ispitanika Postotak %
operacija 23 11,7
operacija + radioterapija 144 73,5
radloter?plja 1/1.1.1 29 14.8
kemoradioterapija
Ukupno 196 100,0

U pogledu uspjesnosti lijeCenja, uvidom u pojavu povrata (recidiva) bolesti, 127 (64,8 %)

bolesnika nije imalo povrat bolesti, dok ih je 69 (35,2 %) imalo povrat bolesti (Tablica 10.).
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Tablica 10. Raspodjela bolesnika prema pojavi povrata (recidiva) bolesti

Recidiv . I.}rOJ. Postotak
ispitanika
Bez recidiva 127 64,8
S recidivom 69 35,2
Ukupno 196 100,0

Od ukupnog broja ispitanika (n = 196) zivih bolesnika je 89 (45,4 %), umrlih od osnovne
bolesti 67 (34,2), a umrlih od drugih bolesti 40 (20,4 %) (Tablica 11.).

Tablica 11. Raspodjela bolesnika prema statusu

Status . 1.31'0.]. Postotak
ispitanika

Umrli od ospovne 67 342
bolesti

Umrli od c!ruge 40 20.4
bolesti

Zivi 89 454

Ukupno 196 100,0

Tablica 12. i Slika 4. prikazuju raspodjelu bolesnika prema petogodiSnjem preZivljenju. Od
ukupnog broja ispitanika (n = 196) za 174 bolesnika mogli smo prikazati petogodiSnje
preZivljenje jer za ispitanike u zadnje tri godine studije (2007., 2008. i 2009.) ne moZemo
predvidjeti prezivljenje iznad pet godina. Do pet godina prezivjela su 92 bolesnika (46,9 %), a
iznad pet godina 82 (41,8 %) bolesnika.
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Tablica 12. Raspodjela bolesnika prema petogodisnjem prezivljenju

. Postotak s Postotak bez
e 1o . Broj e e .
Prezivljenje ispitanika nedostajuc¢im | nedostajucih
P podatcima podataka
Do 5 godina 92 46,9 52,9
Iznad 5 godina 82 41,8 47,1
Ukupno 174 88,8 100,0
Nedostajuéi podatci 22 11,2
Ukupno 196 100,0

Slika 4. Raspodjela bolesnika prema petogodiSnjem prezivljenju

B do 5 godina

iznad 5 godina

Tablica 13. prikazuje raspodjelu bolesnika prema HPV DNA statusu. Primje¢ujemo da je od
ukupnog broja ispitanika (n = 196) njih 36 (18,4 %) bilo HPV DNA pozitivno. Od tog broja
(n =36) kod 11 (30,6 %) dokazano je postojanje niskorizi¢nih (benignih) HPV sojeva, a kod
njih 25 (69,4 %) postojanje visokorizicnih (malignih) sojeva HPV-a. Dakle, u odnosu na
ukupan broja ispitanika (n = 196), bolesnika s visokorizicnim HPV DNA bilo je 25 (12,8 %).
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Tablica 13. Raspodjela HPV DNA pozitivnih ispitanika

HPV DNA Broj Postot.ak,:'s Postotalf bfz
status ispitanika nedostaju¢im | nedostajucih
podatcima podataka
0 1 5.6 30,6
1 25 12,8 69,4
Ukupno 36 18,4 100,0
NedOSta.]l'lCl 160 816
podatci
Sveukupno 196 100,0

Tablica 14. 1 slika 5. prikazuju raspodjelu ispitanika prema stupnju izrazajnosti receptora
epidermalnog ¢imbenika rasta (EGFR-a). Od ukupnog broja ispitanika (n = 196) zbog
nedostaju¢ih podataka 11 bolesnika iskljucili smo iz ovog dijela studije. Dakle, od ukupno
185 bolesnika negativnu izrazajnost EGFR-a, stupnja 0, utvrdili smo kod 58 (31,4 %)
bolesnika, izrazajnost EGFR-a stupnja 1 u 36 (19,5 %), stupnja 2 u 48 (25,9 %) i stupnja 3 u

43 (23,2 %) bolesnika (Tablica 14., Slika 5.).

Tablica 14. Raspodjela bolesnika prema stupnju izraZzajnosti EGFR-a

Stupanj Postotak s Postotak bez
izrazajnosti Broj ispitanika | nedostajuéim nedostajuéih
EGFR-a podatcima podataka
0 58 29,6 314
1 36 18,4 19,5
2 48 24.5 25,9
3 43 21,9 23,2

Ukupno 185 94.4 100,0
Nedostajyci 1 5.6
podatci
Sveukupno 196 100,0
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Slika 5. Stupanj izrazajnosti EGFR-a u 185/196 bolesnika s planocelularnim karcinomom
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4.2. PRIKAZ ODNOSA KLINICKIH I PATOHISTOLOSKIH OSOBINA

U Tablici 15. prikazan je odnos izmedu patohistoloSkoga gradusa i stadija bolesti.
Primjecujemo da je 56,9 % bolesnika patohistoloskoga gradusa 1. je u stadiju bolesti L., a ¢ak
77,7 % bolesnika patohistoloskoga gradusa II. i III. u stadiju bolesti IV. Povezanost izmedu
stadija bolesti i patohistoloskoga gradusa statisticki je znaGajna (x> = 19,698; df = 6; p =
0,003).

Tablica 15. Odnos izmedu patohistoloskoga gradusa i stadija bolesti

Patohistoloski gradus
I II I Total
Ukupno 33 23 2 58
I
% stadij 56,9 % | 39,7 % 3.4 % 100,0 %
Ukupno 10 8 1 19
II
. % stadij 52,6 % | 42,1 % 5.3 % 100,0 %
Stadij
bolesti
Ukupno 26 41 16 83
I
% stadij 31.3% | 494 % 19,3 % | 100,0 %
Ukupno 8 21 7 36
v
% stadij 222% | 58,3 % 19,4 % | 100,0 %
Ukupno 77 93 26 196
Total
% stadij 393% | 474 % 13,3% | 100,0 %

Isto tako primjecujemo da je sklonost povratu bolesti upravo proporcionalna patohistoloSkom
gradusu. Podatci iz Tablice 16. pokazuju da je ¢ak 85,5 % bolesnika patohistoloskoga gradusa
IL. 1 III., svojstvenih umjerenim i slabo diferenciranim karcinomima, imalo povrat bolesti. Isto
tako 52,8 % bolesnika patohistoloSkoga gradusa 1., svojstvenog dobro diferenciranom
karcinomu, nije imalo povrat bolesti. Dakle dokazana je statistic¢ka znaCajnost povezanosti
patohistoloskoga gradusa i recidiva (y* = 49,492; df = 2; p < 0,001).
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Tablica 16. Prikaz odnosa patohistoloskoga gradusa i sklonosti recidivu, tj. povratu bolesti

Patohistoloski gradus
I II I Total
- Ukupno 67 57 3 127
2 Bez recidiva
2 % recidiv 528 % | 449 % 2,4 % 100,0 %
S
g
§ Ukupno 10 36 23 69
% Recidiv
% recidiv 145% | 522% | 33,3% | 100,0 %
Ukupno 77 93 26 196
Total

% recidiv 393% | 47,4 % 13,3 % | 100,0 %

U analizi odnosa prezivljenja i patohistoloSkoga gradusa (Tablica 17.) dobili smo rezultate
koji sugeriraju da visi gradus uvjetuje i veci postotak smrtnosti. Podatci o 76,1 % umrlih
ispitanika unutar prvih pet godina s dokazano ve¢im gradusom (gradus IL. i III.) imaju takoder

statisticku znacajnost i povezanost (X2 =19,104, df =2, p <0,001).

Iz prikaza odnosa izmedu petogodiSnjeg prezivljenja 1 sklonosti lokoregionalnom
metastaziranju u Tablici 18. moZe se zakljuciti da je unutar prvih pet godina umrlo 56,6 %
ispitanika s dokazanim jednostranim ili obostranim metastazama u trenutku postavljanja
dijagnoze. Suprotno tome, ¢ak 95,1 % bolesnika koji su preZivjeli pet godina nije imalo
lokoregionalne metastaze. Ta povezanost je takoder statisticki znacajna (y* = 53,230; df = 2; p

<0,001).
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Tablica 17. Odnos prezivljenja bolesnika 1 patohistoloskoga gradusa tumora

Prezivljenje

Patohistoloski gradus
I 11 11 Total
Ukupno 22 48 22 92
Do 5 godina
% prezivljenje [ 239% | 522% | 23,9% | 100,0 %
Ukupno 41 37 4 82
Iznad 5
godina v 1.
% prezivljenje | 50,0 % 45,1 % 4,9% 100,0 %
Ukupno 63 85 26 174
Total
% prezivljenje [ 36,2 % | 48,9 % 149% | 100,0 %

Tablica 18. Prikaz odnosa prezivljenja i sklonosti lokoregionalnom metastaziranju

Prezivljenje

Metastaze
Bez Jednostrane | Obostrane
Total
metastaza metastaze metastaze
Ukupno 40 42 10 92
Do 5 godina
% prezivljenja 43,5 % 45,7 % 10,9 % 100,0 %
Ukupno 78 4 0 82
Iznad 5
godina o
% prezivljenja 95,1 % 4.9 % 0 % 100,0 %
Ukupno 118 46 10 174
Total
% prezivljenja 67,8 % 26,4 % 5.7 % 100,0 %
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Tablica 19. prikazuje jasnu povezanost izmedu postotka prezivljenja 1 stadija bolesti. Unutar
prvih pet godina u IIL. i IV. stadiju bolesti umrlo je ¢ak 83,7 % bolesnika. I ovdje je dokazana
povezanost izmedu preZivljenja i stadija bolesti s razinom statistike znagajnosti (y° = 53,404;

df = 3; p < 0,001).

Tablica 19. Prikaz odnosa prezivljenja bolesnika i stadija bolesti

Stadij
I I 11 v Total
Ukupno 5 10 47 30 92
° Do 5 godina
5 % prezivljenje | 5,4 % 10,9 % 51,1 % 32,6 % | 100,0 %
=
S Ukupno 42 7 29 4 82
- Iznad 5
godina .
% prezivljenje | 51,2 % 8,5 % 354 % 4,9 % 100,0 %
Ukupno 47 17 76 34 174
Total
% prezivljenje | 27,0 % 9,8 % 43,7 % 19,5 % | 100,0 %

Podatci navedeni u Tablici 20. prikazuju povezanost izmedu povrata bolesti i prezivljenja.
Povrat bolesti nije imalo 95,1 % bolesnika i oni su prezivjeli pet godina, a 70,7 % bolesnika
umrlih unutar pet godina imalo je povrat bolesti. Povezanost izmedu povrata bolesti i

prezivljenja statisticki je znacajna (y° = 78,383; df = 1; p < 0,001).
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Tablica 20. Odnos prezivljenja bolesnika i sklonosti povratu (recidivu) bolesti

Prezivljenje

Recidiv
Bez S
recidiva recidivom Total
Ukupno 27 65 92
Do 5 godina
% prezivljenje 29.3 % 70,7 % 100,0 %
Ukupno 78 4 82
Preko 5
godina e
% prezivljenje 95,1 % 4.9 % 100,0 %
Ukupno 105 69 174
Total
% prezivljenje 60,3 % 39,7 % 100,0 %
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4.3. PRIKAZ UTJECAJA HPV INFEKCIJE I IZRAZAJNOSTI EGFR-A NA
KLINICKE I PATOHISTOLOSKE OSOBINE KARCINOMA

4. 3. 1. Prikaz odnosa HPV pozitivnih karcinoma i klini¢kih te patohistoloskih osobina

U Tablici 21. prikazana je povezanost HPV pozitivnih karcinoma s patohistoloSkim
gradusom, iz koje je razvidno da HPV pozitivni karcinomi imaju dominantno nizi gradus.
Promatraju¢i HPV pozitivne visokorizicne karcinome (HPV 1), primjeéujemo da u
patohistoloSkom gradusu III. nalazimo 4 % ispitanika, dok je 96 % bolesnika s gradusima I. i

II. Taj odnos nije statisticki znacajan ()(2 =0,733; df =2; p = 0,693).

Tablica 21. Prikaz odnosa povezanosti HPV pozitivnih karcinoma i patohistoloskoga gradusa

Patohistoloski gradus
I I I Total
Ukupno 4 7 0 11
0
% HPV 364% | 63,6 % 0 % 100,0 %
HPV
Ukupno 11 13 1 25
1
% HPV 440 % | 52,0% 4,0 % 100,0 %
Ukupno 15 20 1 36
Total
% HPV 41,7% | 55,6 % 2,8 % 100,0 %

Promotre 1i se rezultati odnosa HPV pozitivnih karcinoma 1 sklonosti lokoregionalnom
metastaziranju, razvidno je da je bez metastaza kod HPV pozitivnih visokorizi¢nih karcinoma
(HPV 1) bilo 76 % ispitanika, dok je s metastazama bilo ukupno 24 % bolesnika. Ovi podatci
nemaju statisticku znaGajnost i prikazani su u Tablici 22. (x* = 1,718; df = 2; p = 0,424).

Odnos HPV pozitivnih karcinoma i stadija bolesti prikazan je rezultatima u Tablici 23.
Karcinomi pozitivni na niskorizicne DNA tipove HPV-a (HPV 0) imaju u veéem postotku
viSe stadije bolesti tako da u IIL. i1 IV. stadiju nalazimo 90 % bolesnika. Kod visokorizi¢nih
HPV DNA tipova (HPV 1) u stadiju IV. nalazimo 12 % ispitanika, a sveukupno u stadijima
IIL. i IV. 52 % ispitanika. Navedeni odnosi na granici su statistitke znagajnosti (x> = 7,170; df

=3; p=0,067).
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Tablica 22. Prikaz odnosa HPV pozitivnih karcinoma i sklonosti regionalnom metastaziranju

Metastaze
Bez Jednostrane Obostrane
Total
metastaza metastaze metastaze
Ukupno 6 3 2 11
0
% HPV 54,5 % 27,3 % 18,2 % 100,0 %
HPV
Ukupno 19 4 2 25
1
% HPV 76,0 % 16,0 % 8,0 % 100,0 %
Ukupno 25 7 4 36
Total
% HPV 69,4 % 19.4 % 11,1 % 100,0 %
Tablica 23. Prikaz odnosa HPV pozitivnih karcinoma 1 stadija bolesti
Stadij
I I III | A% Total
Ukupno 1 0 5 5 11
0
% HPV 9,0 % 0,0 % 45,5 % 455 % | 100,0 %
HPV
Ukupno 10 2 10 3 25
1
% HPV 40,0 % 8,0 % 40,0 % 12,0% | 100,0 %
Ukupno 11 2 15 8 36
Total
% HPV 30,6 % 5,6 % 41,7 % 222 % | 100,0 %

U Tablici 24. prikazan je odnos izmedu HPV pozitivnih karcinoma i sklonosti povratu bolesti.
Vedi postotak povrata bolesti nalazimo u skupini bolesnika koji su pozitivni na niskorizi¢ne
HPV DNA tipove (HPV 0) (45,5 %), a manji postotak (20 %) u skupini ispitanika s

karcinomima pozitivnim na visokorizi¢ne sojeve HPV-a (HPV 1). Bez povrata bolesti je 80 %
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HPV 1 ispitanika, a 54,5 % HPV 0 ispitanika. Ovaj odnos nema statisticku zna¢ajnost (y* =
2,467;df=1;p=0,116).

Tablica 24. Odnos HPV pozitivnih karcinoma i povrata (recidiva) bolesti

Recidiv
Bez S
recidiva recidivom Total
Ukupno 6 5 11
0
% HPV 54,5 % 45,5 % 100,0 %
HPV
Ukupno 20 5 25
1
% HPV 80,0 % 20,0 % 100,0 %
Ukupno 26 10 36
Total
% HPV 72,2 % 27,8 % 100,0 %

U Tablici 25. prikazan je odnos izmedu HPV pozitivnih karcinoma i statusa bolesnika.
Razvidno je da veci postotak umrlih od osnovne bolesti nalazimo u skupini bolesnika koji su
pozitivni na niskorizicne HPV DNA tipove. U skupini HPV 0 od osnovne je bolesti umrlo
45,5 % bolesnika, dok je u skupini HPV 1 od osnovne bolesti umrlo 20 % ispitanika.
Suprotno tome, u skupini HPV 0 Zivih je ispitanika 36,4 %, dok je u skupini HPV 1 56 %
zivih bolesnika. Taj odnos nije statisticki znagajan (x> = 2,487; df = 2; p = 0,288).

Tablica 25. Odnos HPV pozitivnih karcinoma i statusa bolesnika

Status
Umrli od Umrli od .. .
osnovne druge bolesti Zivi Total
bolesti g
Ukupno 5 2 4 11
0
% HPV 45,5 % 18,2 % 36,4 % 100,0 %
HPV
Ukupno 5 6 14 25
1
% HPV 20,0 % 24.0 % 56,0 % | 100,0 %
Ukupno 10 8 18 36
Total
% HPV 27,8 % 22,2 % 50,0 % 100,0 %
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Iz rezultata prikazanih u Tablici 26. razvidan je veci postotak prezivljenja u skupini bolesnika
pozitivnih na visokorizicne HPV DNA tipove. Tako u skupini HPV 1 iznad pet godina prezivi
59,1 % bolesnika, a u skupini HPV 0 54,5 % bolesnika. Ti rezultati nemaju statisticku
znacajnost (x2 =0,062; df = 1; p = 0,803).

Tablica 26. Prikaz odnosa HPV pozitivnih karcinoma i prezivljenja

Prezivljenje
DO.S Prelfo 5 Total
godina godina
Ukupno 5 6 11
0
% HPV 45,5 % 54,5 % 100,0 %
HPV
Ukupno 9 13 22
1
% HPV 40,9 % 59,1 % 100,0 %
Ukupno 14 19 33
Total
% HPV 42,4 % 57,6 % 100,0 %

4. 3. 2. Kategorijski prikaz odnosa HPV pozitivnih visokorizi¢nih karcinoma i ostalih

karcinoma prema patohistoloskim osobinama

Raspodjelu bolesnika prema HPV DNA statusu prikazali smo u odjeljku 4.1. (Tablica 13.).
Prema navedenim rezultatima od ukupnog broja ispitanika (n = 196) onih s visokorizicnim
sojevima HPV DNA bilo je 25 (12,8 %). U ovom odjeljku izneseni su rezultati kategorijskog
prikaza odnosa patohistoloSkih osobina bolesnika s HPV pozitivnim visokorizi¢nim
karcinomima (HPV 1) prema svim ostalim bolesnicima koje ¢emo svrstati u skupinu HPV
,hultih karcinoma (HPV ,,0%), u koje smo uvrstili bolesnike s HPV negativnim karcinomima

i HPV pozitivnim niskorizi¢nim karcinomima.

Rezultatima u Tablici 27. prikazali smo povezanost HPV pozitivnih visokorizi¢nih karcinoma
i patohistoloskoga gradusa. Evidentno je da vece patohistoloske graduse nalazimo u skupini
HPV ,,nultih* karcinoma. Tako u patohistoloSkom gradusu III. nalazimo ¢ak 96,2 % bolesnika

s HPV | nultim* karcinomima (HPV ,,0°), dok je u istom patohistoloSkom gradusu tek 3,8 %
58



bolesnika pozitivnih na HPV visokorizi¢ne sojeve (HPV 1). Taj odnos nije statisticki znacajan

(x2 =2,142; df = 2; p = 0,343), ali ima medicinsku znacajnost.

Tablica 27. Prikaz odnosa povezanosti HPV ,nultih® i HPV pozitivnih visokorizi¢nih

karcinoma s patohistoloskim gradusom

HPV
Patohistoloski gradus Total
”0“ 1
Ukupno 66 11 77
I
% gradus 85,7 % 143 % | 100,0%
Ukupno 80 13 93
Gradus 11
% gradus 86,0 % 14,0 % | 100,0%
Ukupno 25 1 26
11
% gradus 96,2 % 3,8 % 100,0%
Ukupno 171 25 196
Total
% gradus 87,2 % 12,8 % | 100,0%

U Tablici 28. prikazani su rezultati odnosa HPV ,nultih* te HPV pozitivnih visokorizi¢nih
karcinoma i sklonosti regionalnom metastaziranju. Dokazane jednostrane i obostrane
metastaze u znacajno vecem postotku nalazimo kod bolesnika s HPV ,,nultim* karcinomima.
Razvidno je da u skupini bolesnika sa statusom HPV ,,0“, 92 % njih ima jednostrane, a 82 %
obostrane mestataze. Ti rezultati nemaju statisticku znacajnost (y° = 1,287; df = 2; p = 0,525),

ali su takoder medicinski znacajni.
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Tablica 28. Prikaz odnosa HPV ,nultih® te HPV pozitivnih visokorizi¢nih karcinoma i

sklonosti regionalnom metastaziranju

HPV
Metastaze Total
”0“ 1
Ukupno 118 19 137
Bez metastaza
% metastaze 86,1 % 13,9 % 100,0%
Ukupno 44 4 48
Jednostrane
metastaze
% metastaze 91,7 % 8,3 % 100,0%
Ukupno 9 2 11
Obostrane
metastaze
% metastaze 81,8 % 18,2 % 100,0%
Ukupno 171 25 196
Total
% metastaze 87,2 % 12,8 % 100,0%

Promatraju¢i rezultate odnosa izmedu HPV ,nultih”“ te HPV pozitivnih visokorizi¢nih
karcinoma i stadija bolesti, zaklju¢ujemo da bolesnici s HPV ,,nultim* karcinomima imaju u
znatno vecem postotku viSe stadije bolesti (tablica 29). Tako u III. i IV. stadiju bolesti
nalazimo 88 % i 92 % HPV ,,0° bolesnika. U istim stadijima bolesti kod visokorizicnih HPV
DNA tipova (HPV 1) u stadiju IV. nalazimo 8,3 % ispitanika, a u stadiju III. 12 % ispitanika.
Navedeni odnosi nisu statisticki znacajni (x2 = 1,804; df = 3; p = 0,614), ali su izrazito

medicinski znacajni.
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Tablica 29. Prikaz odnosa HPV ,nultih“ (HPV ,0%) te HPV pozitivnih visokorizi¢nih
karcinoma (HPV 1) i stadija bolesti

HPV
Stadij Total
”0“ 1
Ukupno 48 10 58
L
% stadij 82,8 % 17,2 % 100,0%
Ukupno 17 2 19
II.
% stadij 89,5 % 10,5 % 100,0%
Ukupno 73 10 83
I11.
% stadij 88,0 % 12,0 % 100,0%
Ukupno 33 3 36
IV.
% stadij 91,7% 8,3% 100,0%
Ukupno 171 25 196
Total
% stadij 87,2 % 12,8 % 100,0%

U Tablici 30. prikazan je odnos statusa bolesnika kod HPV ,nultih“ 1 HPV pozitivnih
visokorizi¢nih karcinoma. Znatno veci postotak umrlih od osnovne bolesti nalazimo u skupini
bolesnika s HPV , ,nultim* karcinomima (HPV ,,0°). Tako je u skupini HPV ,,0“ od osnovne
bolesti umrlo ¢ak 92,5% bolesnika dok je u skupini HPV 1 od osnovne bolesti umrlo 7,5 %
bolesnika. Taj odnos nije statisticki znagajan (x> = 2,562; df = 1; p = 0,109), ali ima

medicinsku znac¢ajnost.
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Tablica 30. Prikaz odnosa HPV ,nultih“ (HPV ,0%) te HPV pozitivnih visokorizi¢nih

karcinoma (HPV 1) i statusa bolesnika

HPV
Status Total
”0“ 1
Ukupno 109 20 129
Censori
% censor 84,5 % 15,5 % 100,0%
. Ukupno 62 5 67
Umrli od osnovne
bolesti
% censor 92,5 % 7.5 % 100,0%
Ukupno 171 25 196
Total
% censor 87.2 % 12,8 % 100,0%

Rezultati iz Tablice 31. sugeriraju da s porastom stupnja izrazajnosti EGFR-a raste postotak
bolesnika u skupini HPV ,,nultih* karcinoma, i obrnuto, da u skupini bolesnika pozitivnih na
visokorizi¢ne sojeve HPV-a taj postotak pada. Pri stupnju izraZzajnosti EGFR 3 u skupini HPV
,0“ nalazimo gotovo 98 % ispitanika, dok pri istom stupnju izrazajnosti EGFR-a u skupini
HPV 1 nalazimo tek 2,3 % bolesnika. Rezultati u ovoj tablici na granici su statisticke

znadajnosti (y° = 6,296; df = 3; p = 0,098).
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Tablica 31. Prikaz odnosa HPV ,nultih“ (HPV ,0%) te HPV pozitivnih visokorizi¢nih
karcinoma (HPV 1) i stupnja izrazajnosti EGFR-a

HPV
EGFR Total
”0“ 1

Ukupno 49 9 58

0
% EGFR 84,5 % 15,5% | 100,0%
Ukupno 29 7 36

1
% EGFR 80,6 % 19,4 % | 100,0%
Ukupno 40 8 48

2
% EGFR 83,3 % 16,7 % | 100,0%
Ukupno 42 1 43

3 100,0
% EGFR 97,7 % 2,3 % %’
Ukupno 160 25 185

Total

% EGFR 86,5 % 13,5% | 100,0%
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4. 3. 3. Prikaz odnosa izrazajnosti EGFR-a i klinickih te patohistoloskih osobina

Analizom podataka povezanosti gradusa tumora i izrazajnosti EGFR-a mozemo zakljuciti: Sto
je gradus tumora visi, prisutniji je visi stupanj izrazajnosti EGFR-a, a kod manje izrazajnosti
EGFR-a ve¢i broj pacijenata ima nizi, dakle povoljniji patohistoloski gradus. Taj je odnos
statisticki znaGajan (x> = 45,589; df = 6; p < 0,001). Pri izrazajnosti EGFR-a stupnja 0 u
gradusu I. nalazimo 60,3 % bolesnika, a u gradusu III. samo 1,7 % bolesnika. Pri izrazajnosti

EGFR-a stupnja 3 nalazimo 90,7 % bolesnika u patohistoloskim gradusima II. i III. (Tablica

32.).

Tablica 32. Prikaz odnosa izrazajnosti EGFR-a i patohistoloskoga gradusa

Patohistoloski gradus
I I 11 Total
Ukupno 35 22 1 58
0
% EGEFR izrazaja 60,3% | 37,9 % 1,7 % 100,0%
Ukupno 19 15 2 36
1
% EGFR izrazaja 528 % | 41,7 % 5,6 % 100,0%
EGFR
izrazajnost
Ukupno 10 30 8 48
2
% EGFR izrazaja 208 % | 62,5 % 16,7 % | 100,0%
Ukupno 4 26 13 43
3
% EGEFR izrazaja 9,3 % 60,5% | 30,2% | 100,0%
Ukupno 68 93 24 185
Total
% EGFR izrazaja 36,8% | 50,3 % 13,0 % | 100,0%
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Isti statisticki odnos nalazimo kod varijable stadij bolesti (stage) koja je prikazana u Tablici
33. Vecu izrazajnost EGFR-a nalazimo u viSim stadijima bolesti, dok je u nizim stadijima
izrazajnost EGFR-a sniZena. Pri negativnoj izrazajnosti EGFR-a (stupanj 0), nizi stadij bolesti
(I. 1 II.) nalazimo u 67,2 % bolesnika. U 3. stupnju izrazajnosti EGFR-a 90,7 % bolesnika
nalazimo u viSim stadijima bolesti (III. i IV.). Povezanost povecane izrazajnosti EGFR-a s
nizim, a smanjene izrazajnosti ili odsutnosti EGFR-a s nizim stadijima bolesti statisticki je

znadajna (y° = 76,553; df = 9; p < 0,001).

Tablica 33. Prikaz odnosa izrazajnosti EGFR-a i stadija bolesti

Stadij bolesti
I II 111 v Total
Ukupno 33 6 16 3 58
0
: % ?GFR 569 % | 10,3% | 27,6 % | 5.2 % 100,0 %
1Zrazajnosti
Ukupno 12 7 15 2 36
1
: % EGFR 333% | 194% | 41,7% | 5,6 % 100,0 %
EGFR izraZajnosti
izrazajnost
Ukupno 7 1 31 9 48
2
PEGER 6% | 2.19% | 646% | 188% | 1000 %
izraZajnosti
Ukupno 2 2 17 22 43
3
. % ?GFR 47% | 47% |395% | 51,2% | 100,0 %
1Zrazajnosti
Ukupno 54 16 79 36 185
Total % EGFR
O IR 292% | 86% | 42,7% | 19,5% | 100,0 %
izraZajnosti

Iz Tablice 34. razvidno je da pri porastu izraZajnosti EGFR-a raste i sklonost lokoregionalnom
metastaziranju. Pri izraZzajnosti EGFR-a stupnja 0, bez regionalnih metastaza bilo je 94,8 %
bolesnika. Najveci stupanj izrazajnosti EGFR-a (stupanj 3) nosi velik rizik pojave regionalnih
metastaza. Jednostrane metastaze nasli smo u 51,2 %, a obostrane u 18,6 % bolesnika, §to je

ukupno 69,8 %. Taj je odnos takoder statisticki znacajan (y° = 68,782; df = 6; p < 0,001).
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Tablica 34. Prikaz odnosa izrazajnosti EGFR-a i sklonosti lokoregionalnom metastaziranju

Metastaze
Bez Jednostrane | Obostrane
Total
metastaza metastaze metastaze
Ukupno 55 3 0 58
0
% EGFR. 94.8 % 5.2 % 0% 100,0 %
izrazajnosti
Ukupno 34 2 0 36
1
% EGFR. 94.4 % 5.6 % 0% 100.0 %
EGFR 1zrazajnosti
izrazajnost
Ukupno 25 20 3 48
2
) % ?GFR 52,1 % 41,7 % 6,3 % 100,0 %
1Zrazajnosti
Ukupno 13 22 8 43
3
% EGFR. 30.2 % 512 % 186% | 100.0 %
1zrazajnosti
Ukupno 127 47 11 185
Total % EGER
0T 68,6 % 254 % 5,9 % 100,0 %
1zrazajnosti

U Tablici 35. prikazana je povezanost stupnja izrazajnosti EGFR-a i sklonosti povratu
(recidivu) bolesti. S povecanjem izraZzajnost EGFR-a povecava se i sklonost povratu bolesti na
razini statisticke znaGajnosti (y° = 66,913; df = 3; p < 0,001). U 3. stupnju izrazajnosti EGFR-
a povrat bolesti nasli smo u 74,4 % bolesnika, dok je bez povrata bolesti u istome stupnju
izrazajnosti 25,6 % bolesnika. Analizirajuci izraZzajnost EGFR-a stupnja 0, bez povrata bolesti

bilo je 93,1 %, a s povratom 6,9 % bolesnika.
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Tablica 35. Prikaz odnosa izrazajnosti EGFR-a i sklonosti povratu (recidivu) bolesti

Recidiv
B.e? . S Total
recidiva recidivom
Ukupno 54 4 58
0
9% EGFR izrazajnosti 93,1 % 6,9 % 100,0 %
Ukupno 32 4 36
1
% EGFR izrazajnosti 88,9 % 11,1 % 100,0 %
EGFR
izrazajnost
Ukupno 21 27 48
2
% EGFR izrazajnosti 43,8 % 56,3 % 100,0 %
Ukupno 11 32 43
3
% EGFR izrazajnosti 25,6 % 74,4 % 100,0 %
Ukupno 118 67 185
Total
% EGFR izrazajnosti 63,8 % 36,2 % 100,0 %

Tablica 36. prikazuje odnos izrazajnosti EGFR-a 1 statusa ispitanika. Postotak umrlih od
osnovne bolesti raste upravo proporcionalno s porastom izrazajnosti EGFR-a. Tako pri
nultom stupnju izraZajnosti EGFR-a 6,9 % bolesnika umire od osnovne bolesti. U 3. stupnju
izrazajnosti od osnovne bolesti umire 74,4 % bolesnika. Suprotno ovome, pri nultom stupnju
izrazajnosti EGFR-a Zivih bolesnika je 67,2 %, a u 3. stupnju izrazajnosti zivih bolesnika je

samo 14 %. Rezultati prikazani u ovoj tablici statisticki su znaGajni (x> = 66,218; df = 6; p <

0,001).
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Tablica 36. Prikaz odnosa izrazajnosti EGFR-a i statusa bolesnika

Status
Unmrli od Umirli od "
osnovne druse bolesti Zivi Total
bolesti 8
Ukupno 4 15 39 58
0
% EGFR izrazajnosti 6,9 % 25,9 % 67,2 % 100,0 %
Ukupno 4 11 21 36
1
% EGFR izrazajnosti 11,1 % 30,6 % 58,3 % 100,0 %
EGFR
izrazajnost
reraza) Ukupno 25 9 14 48
2
% EGFR izrazajnosti 52,1 % 18,8 % 29.2 % 100,0 %
Ukupno 32 5 6 43
3
% EGFR izrazajnosti 74,4 % 11,6 % 14,0 % 100,0 %
Ukupno 65 40 80 185
Total
% EGFR izrazajnosti 35,1 % 21,6 % 432 % 100,0 %

U analizi odnosa izraZajnosti EGFR-a i prezivljenja primjecujemo da je postotak prezivljenja
obrnuto proporcionalan stupnju izrazajnosti navedenog biljega (Tablica 37.). Pri viSem
stupnju izraZajnosti EGFR-a postotak je prezivljenja niZi, i obrnuto. Iz tablice je razvidno da
je u nultom stupnju izraZzajnosti EGFR-a 73,6 % bolesnika preZivjelo iznad pet godina, a pri 3.
stupnju izrazajnosti EGFR-a samo 17,1 % ispitanika. Analizirani podaci takoder su statisticki

znadajni (o = 33,529; df = 3; p < 0,001).
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Tablica 37. Prikaz odnosa izrazajnosti EGFR-a i prezivljenja

Prezivljenje
DO.S Izna.d 5 Total
godina godina
Ukupno 14 39 53
0
% EGFR izrazajnosti 26,4 % 73,6 % 100,0 %
Ukupno 13 19 32
1
% EGFR izrazajnosti 40,6 % 59,4 % 100,0 %
EGFR
izrazajnost
Ukupno 29 17 46
2
% EGFR izrazajnosti 63,0 % 37,0 % 100,0 %
Ukupno 34 7 41
3
% EGFR izrazajnosti 82,9 % 17,1 % 100,0 %
Ukupno 90 82 172
Total
% EGFR izrazajnosti 52,3 % 47,7 % 100,0 %
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4. 4. PRIKAZ ODNOSA HPV POZITIVNIH KARCINOMA I IZRAZAJNOSTI EGFR-a

Promatrajué¢i rezultate iz Tablice 38., zaklju¢ujemo da postotak bolesnika pozitivnih na
niskorizi¢ne (benigne) HPV DNA tipove (HPV 0) raste s povecanjem stupnja izrazajnosti
EGFR-a, i obrnuto, da u skupini bolesnika pozitivnih na visokorizi¢ne (maligne) HPV DNA
tipove (HPV 1) taj postotak opada. Tako u skupini HPV 0 18,2 % ispitanika ima izraZajnost
EGFR-a stupnja 0, a 45,5 % ispitanika izrazajnost EGFR-a stupnja 3. U skupini bolesnika
HPV 1, 36 % bolesnika ima izrazajnost EGFR-a stupnja 0, a samo 4 % ispitanika izraZajnost
EGFR-a stupnja 3. Povezanost HPV infekcije 1 izrazajnosti EGFR-a statisticki je znacajna (x2
=9,490; df = 3; p = 0,023).

Tablica 38. Prikaz odnosa HPV pozitivnih karcinoma i izraZzajnosti EGFR-a

EGFR izrazajnost
0 1 2 3 Total
Ukupno 2 2 2 5 11
0
% HPV 18,2 % 18,2 % 182% | 45,5% | 100,0 %
HPV
Ukupno 9 7 8 1 25
1
% HPV 36,0% | 28,0% | 32,0% 4,0 % 100,0 %
Ukupno 11 9 10 6 36
Total
% HPV 30,6% | 250% | 27,8 % 16,7 % | 100,0 %

Tablicom 39. prikazali smo kategorijski odnos HPV pozitivnih niskorizi¢nih i visokorizi¢nih
karcinoma (HPV 0, HPV 1) i stupnja izraZajnosti EGFR-a (EGFR 0, EGFR 1) sa: stadijem
bolesti, patohistoloskim gradusom, sklonoS¢u metastaziranju 1 prezivljenjem. Rezultati ovih
odnosa uglavnom nemaju statisticke znacajanosti (X2 =11,333; df =9; p = 0,254) (X2 =7,650;
df = 6; p=0,265) (> = 14,612; df = 6; p = 0,023) (5° = 2,476; df = 3; p = 0,480).
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U Tablici 40. prikazan je utjecaj kategorija HPV/EGFR na povrat (recidiv) bolesti. Najveci
postotak recidiva nalazimo u kategorijskoj skupini bolesnika HPV 0/EGFR 1 (71,4 %), dok je
bez povrata najveci postotak u kategorijskoj skupini HPV 1/EGFR 0 (94 %). Rezultati u ovoj
tablici statisticki su znacajni (x2 =13,129; df = 3; p = 0,004).

Tablica 40. Kategorijski prikaz odnosa HPV pozitivnih niskoriziénih 1 visokorizi¢nih

karcinoma, stupnja izrazajnosti EGFR-a i povrata (recidiva) bolesti

Recidiv
B.e? . S Total
recidiva recidivom
Ukupno 4 0 4
HPV 0
EGFR 0
% 100,0 % ,0 % 100,0 %
Ukupno 2 5 7
HPV 0
2 EGFR 1
b % 28.6 % 71,4 % 100,0 %
So
3
o Ukupno 15 1 16
e HPV 1 P
EGFR 0
% 93,8 % 6,3 % 100,0 %
Ukupno 5 4 9
HPV 1
EGFR 1
% 55,6 % 44.4 % 100,0 %
Ukupno 26 10 36
Total
% 72,2 % 27.8 % 100,0 %
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4. 4. 1. Prikaz znacenja klinickih i patohistoloSkih osobina te izraZajnosti EGFR-a u

HPYV pozitivnih karcinoma za prezivljenje ispitanika

Na Slici 6. prikazana je Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja prema stupnju diferencijacije
tumora (gradusu). Razvidno je da najkrace prezivljenje nalazimo kod bolesnika s gradusom
tumora IIL., a prikazana razlika u prezivljenju statisticki je znacajna (Log Rank fest, y* =

56,597; df =2; p < 0,001).
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Slika 6. Krivulja prezivljenja u danima prema gradusu tumora (G I. - plava boja, G II. - zelena

boje, G III. - siva boja)
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Jednako tako izrazito slabije prezivljenje imaju bolesnici u stadiju bolesti IV., §to je vidljivo
iz Kaplan-Meierove krivulje prezivljenja prikazane na Slici 7. Ta je razlika takoder statisticki

znacajna (Log Rank test, Xz =93,408; df = 3; p < 0,001).
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Slika 7. Krivulja preZivljenja u danima prema stadiju bolesti (stadij I. - plava boja, stadij II. -

zelena boja, stadij III. - siva boja, stadij I'V. - ljubicasta boja)

Ove dvije prethodne varijable u skladu su s krivuljama odnosa izmedu prezivljenja i
pojavnosti metastaza, odnosno povrata (recidiva) bolesti (Slika 8. i Slika 9.). U navedenim
Kaplan-Meierovim krivuljama vide se znacajna skracenja preZivljenja povezana s pojavom
metastatske bolesti i recidiva, a razlike su takoder statisticki znaCajne (za metastaze - Log
Rank test, x2 =170,313; df =2; p < 0,001; za recidiv - Log Rank test, x2= 252,358;df =1;p <
0,001).
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Slika 8. Krivulja preZivljenja u danima prema pojavnosti metastaza (bez metastaza - plava

boja, jednostrane metastaze - zelena boja, obostrane metastaze - siva boja)
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Slika 9. Krivulja prezivljenja u danima prema pojavi recidiva bolesti (bez recidiva - plava

boja, s recidivom - zelena boja)
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Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja u odnosu na izrazajnost EGFR-a pokazuje statisticki
znacajnu razliku (Log Rank test, X2 = 75,049; df = 3; p < 0,001) u prezivljenju izmedu Cetiri
skupine bolesnika koji imaju razli€it stupanj izrazajnosti EGFR-a. Bolesnici s ja¢im stupnjem
izrazajnosti EGFR-a (stupanj 2 i 3) imaju losiji ukupni postotak prezivljenja, koji znacajno

pada s povecanjem stupnja izrazajnosti navedenog biljega (slika 10).
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Slika 10. Krivulja prezivljenja po danima u odnosu na stupanj izraZajnosti EGFR-a (0
odsutnost bojanja - plava boja; 1 blago bojanje u vise od 10 % - zelena boja; 2 srednje
jako bojanje u vise od 10 % - siva boja; 3 intenzivno bojanje u vise od 10 % -

ljubicasta boja)
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Za razliku od prethodne krivulje, Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja za bolesnike s HPV
pozitivnim karcinomima koja ne pokazuje statisticki znadajnu razliku (Log Rank test, y* =
1,705; df = 1; p = 0,192) ipak pokazuje bolje prezivljenje kod onih koji su bili pozitivni na

visokorizi¢ne sojeve HPV-a (slika 11).
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Slika 11. Krivulja prezivljenja po danima u odnosu na HPV pozitivne karcinome (0 - HPV 0

niskorizi¢ni sojevi - plava boja; 1 - HPV 1 visokorizi¢ni sojevi - zelena boja)
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Ispituju¢i prezivljenje bolesnika podijeljenih u kategorije razliCitog odnosa izrazajnosti
HPV/EGFR, razvidno je da dvije kategorije imaju kraée prezivljenje. Izrazito slabije
prezivljenje zapaza se kod kategorije HPVO/EGFRI1 te u kategoriji HPV1/EGFR1, koja je
ipak prognosticki neSto bolja (Slika 12.). Time se EGFR potvrduje kao dominantna
komponenta za odredivanje prognoze, odnosno moguceg prezivljenja. Ovdje je dobivena

statisticki znacajna razlika (Log Rank test, xz =12,178; df = 3; p = 0,007).
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Slika 12. Krivulja prezivljenja po danima u odnosu na kategorije HPV/EGFR (HPV 0/EGFR

0 - plava boja, HPV O/EGFR 1 - zelena boja, HPV 1/EGFR O - siva boja, HPV 1/EGFR 1 -
ljubicasta boja)
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5. RASPRAVA

Plocasti karcinom grkljana, a poglavito njegov uznapredovali oblik, odavno je uvrSten u
skupinu tumora s loSom prognozom i s relativno niskim postotkom prezivljenja. Imajuci u
vidu sveukupnu agresivnost ove skupine tumora, veoma je vazna kvalitetna procjena
prosirenosti bolesti u trenutku postavljanja dijagnoze, pravilna evaluacija prihvaéenih
prognostic¢kih ¢imbenika te multidisciplinarni pristup planiranju modaliteta lije¢enja.
Buduénost lije¢enja malignoma pa tako i plocastog karcinoma grkljana lezi u boljem
prepoznavanju znacajki bioloSkog ponasanja tumora i definiranju promjena koje koleriraju s
njihovim bioloskim ponaSanjem (13).

U naSem istrazivanju prosjecna starosna dob ispitanika iznosila je 65 godina s dominacijom
muskog spola (96,4 %), Sto se slaze s podatcima u literaturi (8, 9). Raspodjelom broja i
postotka ispitanika prema ¢imbenicima rizika, pusenju i konzumiranju alkohola dobili smo
podatke koji takoder koleriraju s podatcima iz literature. Od ukupnog broja ispitanika (n =
196), cak 192 (98 %) bili su pusali, a 118 (60,2 %) ih je prekomjerno konzumiralo alkohol.
Moze se zakljuciti da pusenje i1 alkoholni abuzus svojim sinergisticnim u¢inkom c¢ine vazne
egzogene ¢imbenike rizika za nastanak karcinoma grkljana (11, 12). Glede smjeStaja tumora,
kod 78 (39,8 %) ispitanika tumor nalazimo u predjelu glotisa, u 60 (30,6 %) ispitanika tumor
je smjesten supragloticno, kod 3 (1,5 %) subgloti¢no, a tumore smjestene transgloticno nasli
smo u 55 (28,1 %) bolesnika te se ovi podatci slaZzu s podatcima nacionalnog registra za rak
(8). Rezultati raspodjele ispitanika prema stadiju bolesti u nasoj studiji takoder odgovaraju
podatcima Hrvatskoga nacionalnog registra za rak; uznapredovali stadiji bolesti (stadiji IIL. 1

IV.) dijagnosticirani su u ve¢em postotku slucajeva (60,7 %) (8).

Promatraju¢i status bolesnika u navedenom vremenskom razdoblju nalazimo da je 34,2 %
bolesnika umrlo od osnovne bolesti, 20,4 % umrlo ih je od druge bolesti, dok je Zivih
ispitanika 45,4 %. Analizom raspodjele ispitanika prema patohistoloSkom gradusu tumora
utvrdili smo da je 77 (39,3 %) bolesnika s tumorom patohistoloskoga gradusa I., 93 bolesnika
(47,4 %) s gradusom II., a 26 (13,3 %) bolesnika s tumorom patohistoloskog gradusa III.

Razmatraju¢i odnos izmedu patohistoloSkoga gradusa i stadija bolesti, primjecujemo da je

56,9 % bolesnika s patohistoloskim gradusm I. u stadiju bolesti 1., a ¢ak 77,7 % bolesnika s
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gradusom II. i III. u stadiju bolesti IV. Povezanost izmedu stadija bolesti i patohistoloSkoga
gradusa statisticki je znacajna (3° = 19,698; df = 6; p = 0,003). Isto tako primjecujemo da je
sklonost povratu (recidivu) bolesti upravo proporcionalna patohistoloSkome gradusu. Prema
dobivenim rezultatima ¢ak 85,5 % bolesnika s gradusom II. i III. imalo je povrat bolesti, dok
52,8 % bolesnika patohistoloSkoga gradusa I. povrat bolesti nije imalo. Razvidno je kako
stupan] patohistoloskoga gradusa i povrat bolesti pokazuju statisti¢ki znatajnu povezanost (y*
=49,492; df = 2; p < 0,001). U ispitivanom uzorku, 76,1 % bolesnika s visSim patohistoloskim
gradusom (IL. i III.) umrlo je unutar prvih pet godina. Stupanj patohistoloSkoga gradusa i
prezivljenje bolesnika pokazuju statisticki znadajnu povezanost (x* = 19,104, df = 2, p <
0,001), a dobiveni rezultati podudaraju se s podatcima iz literature (27). Promatraju¢i krivulju
prezivljenja izmedu tri skupine bolesnika s razliCitim patohistoloSkim gradusima, nalazimo
takoder statisticki zna¢ajnu razliku (Log Rank test, y* = 56,597; df = 2; p < 0,001), gdje je

najkrace prezivljenje kod bolesnika s najve¢im tumorskim gradusom (IIL.) (27).

Cak je 56,6 % ispitanika koji su u trenutku postavljanja dijagnoze imali dokazane jednostrane
ili obostrane metastaze umrlo unutar pet godina. Za razliku od toga, 95,1 % bolesnika koji su
prezivieli pet godina nisu imali regionalnih metastaza te je ovaj odnos statisticki znacajan (y*
=53,230; df = 2; p < 0,001). Gledajuc¢i krivulju preZivljenja za skupine bolesnika s dokazanim
metastazama i bez dokazanih metastaza, jasno uoCavamo statisticki znacajno skracenje
preZivljenja povezano s pojavom metastatske bolesti (Log Rank test, x> = 170,313; df = 2; p <
0,001). Prema relevantnoj literaturi, zahvacenost regionalnih limfnih ¢vorova kod karcinoma

grkljana znacajan je prognosticki ¢cimbenik (13, 28, 36).

Identi¢ne odnose dobili smo analizom rezultata povezanosti povrata (recidiva) bolesti s
prezivljenjem. Bolesnici koji su prezivjeli pet godina u 95,1 % slucajeva nisu imali povrat
bolesti, dok je 70,7 % bolesnika umrlih unutar pet godina imalo dokazan recidiv bolesti.
Povezanost izmedu povrata bolesti i prezivljenja statisti¢ki je znacajna (x> = 78,383; df = 1; p
<0,001). U krivulji prezivljenja za skupine ispitanika s povratom i bez povrata bolesti vidimo
statisticki znacajno krade preZivljenje bolesnika s recidivom bolesti (Log Rank test, y° =

252,358;df = 1; p < 0,001).

Rezultatima naSeg istrazivanja dokazana je statisti¢ki znacajna povezanost izmedu postotka
prezivljenja i stadija bolesti. Unutar prvih pet godina, u visokom III. i IV. stadiju bolesti

umrlo je ¢ak 83,7 % bolesnika (X2 = 53,404; df = 3; p < 0,001). Jednako tako postoji statisticki
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znacajna razlika u krivulji prezivljenja izmedu cetiri skupine bolesnika koji imaju razlicit
stupanj stadija bolesti (Log Rank test, xz = 93,408; df = 3; p < 0,001). Dobiveni rezultati
potvrduju Cinjenicu da je stadij bolesti u trenutku postavljanja dijagnoze planocelularnih
karcinoma glave i vrata razliCitih sijela najvazniji prognosti¢ki ¢imbenik (28). U stadiju
bolesti prema klasifikaciji AJCC objedinjeni su veli¢ina tumora, status limfnih ¢vorova vrata i

prisutnost udaljenih metastaza (TNM status) (28, 85).

Nepobitna je Cinjenica da su stadij bolesti i patohistoloski stupanj diferencijacije tumora
standardni prognosticki ¢imbenici karcinoma glave i vrata pa tako i grkljana. No s razvojem
molekularne patologije pojavljuje se sve viSe znanstvenih radova i studija koje se bave
proucavanjem suvremenih prognostickih cimbenika. Oni naj¢eS¢e obuhvacaju razlicite
onkogene 1 proliferacijske biljege, kao sto su EGFR, Ki-67, PCNA, p53, pl6 i ciklin D1 (37,
38), a u praksi je s obzirom na sijelo tumora sve vise prisutna dijagnostika HPV pozitivnih
karcinoma. Od prethodno navedenih biljega epidermal growth factor receptor (EGFR) jedna
je od cestih kinaza koja se stvara u stanicama karcinoma podrucja glave i vrata. Izrazajnost
EGFR-a smatra se jednim od najpouzdanijih prognostickih biljega za procjenu recidiva
bolesti, metastaza i prezivljenja bolesnika od karcinoma nastalih u podrucju glave i vrata (41,
42). Njegova pojacana izrazajnost povezana je s loSijom prognozom i slabijim odgovorom na
terapiju. Istodobno s navedenim biljezima istrazivala se znacajnost HPV infekcije koja je u
posljednjih desetak godina postala zanimljiva zbog potencijalne uloge u patogenezi malignih
tumora glave i vrata. Povezanost izmedu virusne infekcije i nastanka tumora je dokazana, ali
u razli¢itim istrazivanjima prisutnost HPV-a ima varijabilan udio u ukupnom broju
karcinoma. Poznato je da HPV pozitivni karcinomi grkljana imaju benigniji tijek 1 bolji
terapijski odgovor, Sto je jedan od osnovnih razloga zbog kojeg neki autori kod svih
novootkrivenih karcinoma grkljana u redovitu klinicku praksu preporucaju uvodenje testiranja
na HPV (53, 54). S druge strane, pojacana izrazajnost EGFR-a vezana je uz loSiju prognozu i
slabiji odgovor na terapiju (13, 18, 44, 45). Ovo istraZivanje analiziralo je znacajnost
izrazajnosti EGFR-a i dokazane HPV infekcije na vecoj skupini bolesnika oboljelih od
plocastog karcinoma grkljana te procjenu razlike u kliniCkom ponaSanju HPV pozitivnih

karcinoma grkljana u odnosu na izrazajnost EGFR-a.

U naSoj studiji od ukupnog broja ispitanika (n=196), 36 (18,4 %) njih bilo je HPV DNA
pozitivno. Kod 11 (30,6 %) bolesnika dokazano je postojanje niskorizi¢nih sojeva HPV-a, a

kod njih 25 (69,4 %) postojanje visokorizi¢nih tipova HPV-a. Dakle, u odnosu na ukupan
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broja ispitanika (n=196) bolesnika s visokorizi¢nim tipovima HPV DNA bilo je 25 (12,8 %) i

ovi podatci slazu se s podatcima u literaturi (53, 54).

Ovim smo istrazivanjem dokazali - bez statisticke znacajnosti, ali uz ocitu medicinsku
znacajnost - povezanost HPV infekcije s patohistoloskim gradusom, sklonosti regionalnom
metastaziranju, stadijem i recidivom bolesti te statusom i1 prezivljenjem bolesnika. HPV
pozitivni visokorizi¢ni karcinomi imaju dominantno nizi patohistoloski gradus i znacajno
manji postotak lokoregionalnih metastaza od HPV pozitivnih niskorizi¢nih karcinoma. Isto
tako bolesnici s HPV pozitivnim niskorizi¢nim karcinomima imaju u znatno ve¢em postotku
viSe stadije bolesti (90 % u stadiju bolesti III. i IV.), kao Sto u istoj skupini ispitanika
nalazimo 1 veci postotak recidiva bolesti. Promatraju¢i odnos HPV pozitivnih karcinoma sa
statusom bolesnika, nasli smo veéi postotak umrlih od osnovne bolesti u skupini bolesnika
pozitivnih na niskorizicne HPV sojeve, dok je veéi postotak sveukupnog prezivljenja dokazan
u skupini bolesnika pozitivnih na visokorizi¢ne sojeve HPV-a. Krivulja prezivljenja za
bolesnike s HPV pozitivnim karcinomima koja nije dala statisticku znacajnu razliku (Log
Rank test, y* = 1,705; df = 1; p = 0,192), pokazala je znacajno bolje prezivljenje kod bolesnika
koji su bili pozitivni na visokorizi¢ne sojeve HPV-a. Vecina studija razli¢itih autora dokazala
je losiju prognozu HPV DNA negativnih tumora u odnosu na tumore s dokazanim bilo kojim

visokorizi¢nim tipom HPV DNA (20, 53, 67, 76).

NaSa studija obradila je 1 rezultate prikaza odnosa patohistoloSkih osobina bolesnika s
dokazanim HPV pozitivnim visokorizi¢nim sojevima (HPV pozitivni karcinomi) i svih ostalih
bolesnika, u koje su uklju¢eni HPV negativni bolesnici i bolesnici s HPV pozitivnim
niskorizi¢nim sojevima (HPV ,,nulti* karcinomi). Dobiveni rezultati identi¢ni su prethodnima,
kojima smo dokazali povezanost HPV pozitivnih visokorizi¢nih karcinoma s patohistoloskim
gradusom, sklonoSc¢u regionalnom metastaziranju, stadijem bolesti i1 statusom bolesnika. Tako
u skupini bolesnika s HPV ,nultim* karcinomima u znatno veéem postotku nalazimo vise
patohistoloSke graduse, jednostrane ili obostrane metastaze, viSe stadije bolesti te veci
postotak umrlih od osnovne bolesti. Ovi rezultati nemaju statistiCku znacajnost, ali imaju
izrazito medicinsko znacenje, $to se slaZe sa Syrjanenovim podatcima da su HPV DNA
pozitivni onkoloSki bolesnici imali bolji tijek bolesti 1 vecu stopu preZivljenja od onih u kojih
nije nadena prisutnost HPV DNA (53). Sli¢ni podatci o viSoj stopi prezivljenja kod HPV
pozitivnih laringealnih karcinoma izneseni su u Umudumovoj studiji, uz zaklju¢ak da HPV

DNA osim znacenja u nastanku primarnoga tumorskog procesa moZe imati vaznu ulogu i u
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razvoju metastatske tumorske bolesti (76). Bolje prezivljenje HPV pozitivnih od HPV
negativnih tumora kod istog stupnja zahvacenosti limfnih ¢vorova i bolja prognoza bolesti u
HPV pozitivnih tumora s vratnim metastazama rezultati su istrazivanja Hoffmanna i
suradnika, a slazu se s rezultatima nase studije (20). Premda prema misljenju mnogih autora
prava uloga HPV-a u karcinogenezi tumora glave 1 vrata do sada nije u potpunosti razjasnjena
(12, 17, 39), rezultati nase studije mogu pridonijeti odgovoru na pitanje moze li detekcija
HPV DNA kod planocelularnoga karcinoma grkljana posluziti kao prognosti¢ki ¢imbenik u

odabiru i planiranju nacina lijecenja.

Izrazajnost EGFR-a ispitivali smo kod 185 bolesnika od ukupnog broja (n=196), jer je zbog
nedostaju¢ih podataka 11 bolesnika bilo isklju¢eno iz ovog dijela studije. Pozitivnu
izrazajnost EGFR-a dokazali smo kod 127 (68,6 %) ispitanika, a slicne rezultate izrazajnosti
EGFR-a u premalignim laringealnim lezijama i plocastom karcinomu grkljana dobili su u
svojoj studiji Gale, Kambi¢ 1 suradnici (89). IzraZzajnost EGFR-a prikazali smo kroz cetiri
stupnja. Izrazajnost EGFR-a stupnja O utvrdili smo kod 58 (31,4 %) bolesnika, izrazajnost
EGFR-a stupnja 1 u 36 (19,5 %) bolesnika, stupnja 2 u 48 (25,9 %) i stupnja 3 u 43 (23,2 %)

bolesnika.

U nasSoj studiji dokazali smo povezanost patohistoloskoga gradusa, stadija bolesti, sklonosti
metastaziranju, povratu (recidivu) bolesti, statusa i prezivljenja bolesnika prema stupnju
izrazajnosti EGFR-a. Rezultati pokazuju statisticki znac¢ajnu povezanost izmedu navedenih
varijabli (p < 0,001). Sto je gradus visi, prisutniji je visi stupanj izrazajnosti EGFR-a, a kod
manje izrazajnosti EGFR-a ve¢i broj pacijenata ima nizi, dakle povoljniji patohistoloski
gradus. Tako pri izrazajnosti EGFR-a stupnja 3 nalazimo 90,7 % (n = 39) bolesnika u
patohistoloSkim gradusima II. i IIL. Istovjetne rezultate prikazuju Gale, Kambi€ i sur. u svojoj
studiji, prikazavsi sekvencu genskih promjena spektra epitelnih hiperplasti¢nih laringealnih
lezija (EHLL) 1 laringealnog karcinoma, koriste¢i se ISH-om (non-isotopic in
situhybridization) za kromosome 7 i 17 u korelaciji s prekomjernom izraZajnoS¢u proteina
p53 1 EGFR-a. Imunoreaktivnost za oba biljega rasla je s gradusom lezija (89). Dokazali smo
statisticki znacajnu povezanost (p < 0,001) izmedu stupnja izrazajnosti EGFR-a i
patohistoloSkoga gradusa, po ¢emu se nasSi rezultati u potpunosti slazu s radom Gale i
suradnika. Kod varijable metastaze, pri izraZajnosti EGFR-a stupnja 0, bez regionalnih
metastaza bilo je 94,8 % (n = 55) bolesnika. Najve¢i stupanj izrazajnosti EGFR-a (stupanj 3)
nosi veliki rizik pojave regionalnih metastaza. Jednostrane metastaze nasli smo u 51,2 % (n =
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22), a obostrane u 18,6 % (n = 8) bolesnika, $to je ukupno 69,8 % bolesnika. Dokazali smo
statisticku povezanost izrazajnosti EGFR-a (p < 0,001) i sklonosti metastaziranju, a isti su
rezultati utvrdeni u istrazivanju Almadorija 1 skupine autora gdje je multivarijantnom
analizom, status EGFR-a bio signifikantan neovisni prognosti¢ki ¢imbenik pojave vratnih
metastaza (41). Usporeduju¢i varijablu recidiv u treCem stupnju izrazajnosti EGFR-a
uoc¢avamo Cak 74,4 % (n = 32) pacijenata s povratom bolesti, dok je bez recidiva u istom
stupnju izrazajnosti biljega 25,6 % (n = 11) bolesnika. Nasi se rezultati u potpunosti slazu sa
studijom Krecicikog i skupine autora u kojoj je dokazana statisticki zna¢ajna povezanost
izrazajnosti EGFR-a s pojavom recidiva i slabijim prezivljenjem kod ploc¢astog karcinoma
grkljana (84). Statisticki znaCajan odnos nalazimo i za varijablu stadij bolesti: kod stadija
bolesti II. 4,7 % (n = 2) bolesnika ima tre¢i stupanj izrazajnosti EGFR-a, a kod stadija IV.
nalazimo znatno vise, 51,2 % (n = 22) pacijenata s tre¢im stupnjem izrazajnosti EGFR-a.
Usporeduju¢i nase rezultate, utvrdili smo kako se oni slazu sa studijama autora kao Sto su
Koynova i Vlachtsis (81, 85). Oni su utvrdili poja¢anu izrazajnost EGFR-a u T3 i T4
stadijima bolesti te su tu Cinjenicu povezali s utjecajem na tumorsku progresiju. U ovim
navedenim studijama kao 1 u naSoj studiji utvrdena je statisticki znacajna povezanost
izrazajnosti EGFR-a i stadija bolesti (p < 0,001). Analizirajuéi varijablu status, konstatiramo
da postotak umrlih bolesnika od osnovne bolesti raste upravo proporcionalno s porastom
izrazajnosti EGFR-a. Tako pri nultom stupnju izrazajnosti EGFR-a, 6,9 % (n = 4) bolesnika
umire od osnovne bolesti, a kod 3. stupnja izraZajnosti od osnovne bolesti umire 74,4 % (n =
32) bolesnika. U analizi preZivljenja, u treCem stupnju izrazajnosti EGFR-a do 5 godina
prezivjelo je 82,9 % bolesnika (n = 34), a iznad 5 godina tek 17,1 % (n = 7) bolesnika.
Krivulja preZivljenja pokazuje statisticki znadajnu razliku (Log Rank test, x* = 75.049; df = 3;
p < 0,001) u prezivljenju izmedu cetiri skupine bolesnika koji imaju razli€it stupanj
izrazajnosti EGFR-a. Bolesnici s najja¢im stupnjem izrazajnosti EGFR-a (stupanj 3) imaju
najlosiji ukupni postotak prezivljenja, koji znacajno pada s povecanjem stupnja izraZajnosti
navedenog biljega. Prezivljenje bolesnika iznad 5 godina u tre¢em stupnju izrazajnosti iznosi
samo 17,1 %. Izrazajnost EGFR-a u naSem istraZivanju pokazala je potencijalnu prediktivnu
vrijednost za plocaste karcinome grkljana. Imajuci u vidu broj bolesnika uklju¢enih u studiju,
ovo istrazivanje moze dati znacajan prinos prepoznavanju EGFR-a kao prognostickoga
bioloSkog biljega za procjenu agresivnosti plocastog karcinoma grkljana, a samim time i

uvodenje ovog biljega u planiranje terapijskog postupka (13, 18, 44, 45, 85, 91).
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U nasSem istrazivanju analizirali smo izrazajnost i medusobni utjecaj HPV infekcije i EGFR-a
kod plocastog karcinoma grkljana. Dokazali smo da je povezanost HPV infekcije i
izrazajnosti EGFR-a statisticki znacajna ()(2 = 9,490; df = 3; p = 0,023). Postotak bolesnika
pozitivnih na niskorizi¢ne sojeve HPV-a raste s povecanjem stupnja izrazajnosti EGFR-a, i
obrnuto, pada u skupini bolesnika pozitivnih na visokorizi¢ne sojeve HPV-a. Dakle, u skupini
bolesnika pozitivnih na niskorizi¢ne sojeve HPV-a, 18,2 % ispitanika ima izrazajnost EGFR-
a stupnja 0, a 45,5 % ispitanika izrazajnost EGFR-a stupnja 3. U skupini bolesnika pozitivnih
na visokorizi¢ne sojeve HPV-a 36 % bolesnika ima izraZajnost EGFR-a stupnja 0, a samo 4 %
ispitanika izrazajnost EGFR-a stupnja 3. Iste odnose na granici statisti¢ke znacajnosti o =
6,296; df = 3; p = 0,098) prema izrazajnosti EGFR-a dobili smo analiziraju¢i bolesnike
pozitivne na visokorizi¢ne sojeve HPV-a (HPV pozitivni karcinomi) i ostale bolesnike koji su
HPV negativni ili pozitivni na niskorizicne sojeve HPV-a (HPV ,nulti karcinomi). S
porastom stupnja izraZajnosti EGFR-a raste postotak bolesnika u skupini HPV ,nultih*
karcinoma, i obrnuto: u skupini HPV pozitivnih karcinoma taj postotak drasticno pada. Tako
pri izrazajnosti EGFR-a stupnja 3, u skupini HPV ,nultih* karcinoma®“ nalazimo 97,7 %
ispitanika, dok pri istom stupnju izrazajnosti EGFR-a u skupini HPV pozitivnih karcinoma

nalazimo samo 2,3 % bolesnika.

Rezultate sliéne ovima opisao je Johnston sa suradnicima, a i u nekoliko objavljenih studija
utvrden je porast EGFR-a kod laringealnih papiloma uzrokovanih HPV-om (54, 55, 70, 77).
Wu sa skupinom autora takoder zaklju¢uje da rekurentni respiratorni papilomi uzrokovani
HPV infekcijom predstavljaju benigne lezije kod kojih se moZe naci pretjerana izraZajnost
EGFR-a (88). Za razliku od ovih autora, Almadori je u svojoj studiji koja je analizirala
izrazajnost EGFR-a 1 HPV infekciju kod plo€astog karcinoma grkljana, dobio rezultate
suprotne od nasih. HPV DNA otkriven je u 35,7 % tumora, isklju¢ivo je pripadao
genotipovima 16, 18, 1 33 HPV-a i razina EGFR-a bila je znacajno viSa u HPV pozitivnih
negoli u HPV negativnih slucajeva. Zaklju€ak studije potvrduje tezu da virusni onkoproteini
induciraju poremecaj signalizacije za rast i diferencijacijustanice te da uloga infekcije HPV-

om visokog rizika u karcinogenezi grkljana ipak joS$ nije sasvim jasna (63).

Analizom rezultata odnosa HPV pozitivnih niskorizi¢nih 1 visokorizi¢nih karcinoma 1 stupnja

izrazajnosti EGFR-a sa stadijem bolesti, patohistoloskim gradusom, sklono§¢u metastaziranju

1 prezivljenjem, nismo dobili statistiCku znacajanost, dok je njihova povezanost na statistickoj

razini utvrdena prema recidivu bolesti (X2 = 13,129; df = 3; p = 0,004). Najve¢i postotak
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recidiva (71,4 %) nalazimo u kategorijskoj skupini bolesnika pozitivnih na niskorizicne
sojeve HPV-a uz pojacanu izrazajnost EGFR-a, dok je bez recidiva najve¢i postotak (94 %) u
kategorijskoj skupini pozitivnih na visokorizi¢ne sojeve HPV-a uz negativnu izrazajnost

EGFR-a.

Isto tako, analizirajuci utjecaj promatranih klinickih i1 patohistoloskih znacajki karcinoma s
prisutnos¢u HPV infekcije 1 izraZzajnosti EGFR-a na prezivljenje, dobili smo rezultate koji su
u skladu sa studijama Vlachtsisa i sur. te Pivota i suradnika (85, 86). Kao i navedeni autori
dokazali smo statistidki znatajnu povezanost preZivljenja sa: stadijem bolesti (x> = 53,404; df
= 3; p < 0,001), sklono$éu regionalnom metastaziranju (x> = 53,230; df = 2; p < 0,001) i
recidivom bolesti (x> = 78,383; df = 1; p < 0,001). Navedene studije prepoznale su EGFR kao
prihvatljiv bioloski parametar s prognostickim znacenjem u laringealnim karcinomima uz veé

postojeée standardne prognosticke ¢imbenike, kao $to su stadij i sijelo tumora.

Krivulja prezivljenja bolesnika podijeljenih u Cetiri kategorije razlicitih odnosa izrazajnosti
HPV-a i EGFR-a pokazuje statisti¢ki znagajnu razliku (Log Rank test, y* = 12,178; df = 3; p =
0,007). Razvidno je da obje kategorije ispitanika kojima je dokazana pojacana izrazajnost
EGFR-a imaju krace prezivljenje. Izrazito slabije prezivljenje zamjecuje se kod kategorije
bolesnika pozitivnih na niskorizicne sojeve HPV-a i prognosti¢ki neSto bolje u kategoriji
bolesnika pozitivnih na visokorizicne sojeve HPV-a. Time se EGFR potvrduje kao

dominantna komponenta za odredivanje prognoze, odnosno moguceg prezivljenja.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovi dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

1. Utvrdena je povezanost patohistoloSskoga gradusa i stadija bolesti koja je statisticki
znacajna (p = 0,003); statisticki je znacajna povezanost gradusa sa sklonoséu

recidiviranju bolesti i prezivljenjem bolesnika (p < 0,001).

2. Statisticki je znaCajna povezanost prezivljenja bolesnika sa  sklonos$cu

lokoregionalnom metastaziranju, stadijem 1 recidivom bolesti (p < 0,001).

3. Infekcija HPV-om povezana je sa stupnjem patohistoloSkoga gradusa, sklonoscu
regionalnom metastaziranju, stadijem i recidivom bolesti te statusom i prezivljenjem

bolesnika.

4. Stupanj izraZzajnosti EGFR-a znafajno je povezan sa stupnjem patohistoloSkoga
gradusa, stadijem bolesti, sklonos¢u lokoregionalnom metastaziranju, recidivom

bolesti, statusom bolesti i prezivljenjem bolesnika.

5. Uocava se razlika u prezivljenju izmedu dviju skupina bolesnika koji su bili pozitivni
na visokorizicne i niskorizine sojeve HPV-a premda nema razinu statisticke

znacajnosti.

6. Postoji statisticki znacajna razlika u preZivljenju izmedu Cetiri skupine bolesnika koji

imaju razlicit stupanj izraZzajnosti EGFR-a.

7. Povezanost infekcije HPV-om i izrazajnosti EGFR-a je znadajna (y° = 9,490; df = 3; p
= 0,023). S poveCanjem stupnja izrazajnosti EGFR-a raste postotak bolesnika
pozitivnih na niskorizi¢ne sojeve HPV-a. ZnaCajna je povezanost izmedu HPV
pozitivnih i negativnih karcinoma i izrazajnosti EGFR-a (x> = 6,296; df = 3; p =
0,098).

8. Povezanost kategorija bolesnika razli¢itih odnosa izrazajnosti HPV-a i EGFR-a sa

stadijem bolesti, patohistoloskim gradusom, sklono$¢u metastaziranju i prezivljenjem
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uglavnom nije statistiCki znacajna. Taj odnos prema recidivu bolesti statisticki je
znacajan (X2 = 13,129; df = 3; p = 0,004). Najveéi postotak recidiva nalazimo u
kategorijskoj skupini bolesnika pozitivnih na niskorizi¢ne sojeve HPV-a uz pojacanu

izrazajnost EGFR-a.

9. Postoji statisticki znacajna razlika u prezivljenju kategorija bolesnika razlicitog odnosa
izrazajnosti HPV-a i EGFR-a. Obje kategorije ispitanika kojima je dokazana pojafana

izrazajnost EGFR-a imaju krace prezivljenje.
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7. SAZETAK

Cilj ovoga rada bio je utvrditi prisutnost infekcije humanim papiloma virusom (HPV) i
izrazajnost receptora epidermalnog ¢imbenika rasta (EGFR) te njihove moguce povezanosti s
histopatoloskim 1 klinickim znacajkama plocastog karcinoma grkljana. Isto tako trebalo je
ispitati utjecaj EGFR-a u pacijenata s HPV pozitivnim plocastim karcinomom grkljana na
prognozu i prezivljenje bolesnika. U istrazivanje je bilo ukljuc¢eno 196 bolesnika s plocastim
karcinomom grkljana lijeCenih u Klinici za bolesti uha, grla i nosa i kirurgiju glave i vrata
KBC-a Split u razdoblju od 1. sije¢nja 2000. do 31. prosinca 2009. godine. Uocili smo
povezanost HPV infekcije s patohistoloskim gradusom, sklonoS¢u regionalnom
metastaziranju, stadijem i recidivom bolesti te statusom i prezivljenjem bolesnika, ali bez
statisticke znaCajnosti. Dokazana je statistiCki znacajna povezanost stupnja izrazajnosti
EGFR-a (p < 0,001) i patohistoloSkoga gradusa, stadija bolesti, sklonosti metastaziranju,
povrata (recidiva) bolesti, statusa i1 prezivljenja bolesnika. Kaplan-Meierova krivulja
prezivljenja za bolesnike s HPV pozitivnim karcinomima koja nije statisticki znacajna (Log
Rank test, x2 = 1,705; df = 1; p = 0,192), pokazala je bitno bolje prezivljenje kod bolesnika
koji su bili pozitivni na visokorizi¢ne sojeve HPV-a. Statisti¢ki zna€ajna razlika preZivljenja
dokazana je izmedu cetiri skupine bolesnika koje imaju razli€it stupanj izrazajnosti EGFR-a
(Log Rank test; x> = 75.049; df = 3; p < 0,001). Takoder je statisti¢ki znacajna povezanost (x>
= 9,490; df = 3; p = 0,023) infekcije HPV-om 1 izrazajnosti EGFR-a. U studiji nije dokazana
statistiCki znacajna povezanost kategorija bolesnika razli¢itih odnosa izrazajnosti HPV-a i
EGFR-a sa stadijem bolesti, patohistoloSkim gradusom, sklono$¢u metastaziranju i
prezivljenjem, ali je u opisanim kategorijama dokazana statisticka znac¢ajnost prema sklonosti
recidivu bolesti (y* = 13,129; df = 3; p = 0,004). Krivulja prezivljenja navedenih kategorija
bolesnika razli¢itog odnosa izraZajnosti HPV-a i EGFR-a pokazala je statisticki znacajnu
razliku (Log Rank test, ¥* = 12,178; df = 3; p = 0,007) prezivljenja s izrazito slabijim
prezivljenjem u obje kategorije ispitanika kojima je dokazana pojacana izraZzajnost EGFR-a.
Time se EGFR potvrduje kao dominantna komponenta za odredivanje prognoze, odnosno

moguceg prezivljenja bolesnika s ploc¢astim karcinomom grkljana.
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8. SUMMARY

The aim of this study was to determine the presence of human papilloma virus (HPV)
infection and expression of epidermal growth factor receptor (EGFR) and their possible
association with clinical and histopathologic features of laryngeal squamous cell carcinoma.
The impact of EGFR expression in patients with HPV - positive squamous cell larynx

carcinoma on prognosis and survival, was also examined.

The study included 196 patients with squamous cell larynx carcinoma, treated in the
Department for Ear, Nose and Throat and Head and Neck Surgery, University Hospital Split,
Croatia in period from January 1, 2000. to December 31, 2009.

No statistical significance demonstrated correlation of HPV infection with histological grade,

tendency for regional metastasis, recurrence of disease, stage, status and survival of patients.

However, statistically significant correlation was demonstrated between the level of EGFR
expression (p<0.001) according to histopathological grade, stage of disease, tendency to

metastasize, return (recurrence) of disease, status and survival of patients.

Kaplan-Meier survival curves for patients with HPV - positive cancers, which was not
statistically significant (Log Rank test, x*=1.705; df=1; p=0.192) demonstrated significantly
better survival in patients who were positive for high risk HPV strains. Statistically significant
survival difference was demonstrated between the four groups of patients with different

degree of EGFR expression (Log Rank test, X2=75,049; df=3; p<0.001).

Statistically significant association was also demonstrated between (3°=9.490; df=3; p=0.023)
HPV infection and EGFR expression. No statistically significant correlation was found
between different patient categories in relation to HPV and EGFR expression to the stage of
disease, histological grade, tendecy to metastasize and survival; within categories statistically

significant tendency toward recurrence was found (x*=13.129; df=3; p=0.004).

Survival curves for categories with different expression of HPV and EGFR showed a
statistically significant difference in survival (Log Rank test, X2:12.178; df=3; p=0.007), with
markedly poor survival in both categories who demonstrated enhanced expression of EGFR.
This confirms the EGFR as a dominant component for determining prognosis, and possible

survival.
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