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SaZetak. Cilj: Ispitati povezanost srednjeg volumena trombocita — MPV (engl. mean platelet
volume) s klinickim stadijem karcinoma grkljana te s histoloskim znacajkama karcinoma koje
mogu Ciniti podlogu patofiziologije promijenjenog broja te volumena trombocita. Materijali i
metode: Retrospektivno su analizirani laboratorijski i klinicki podaci 76 pacijenata s
patohistoloski potvrdenim planocelularnim karcinomom grkljana. Podjelom po klini¢koj TNM
klasifikaciji dobivene su dvije skupine: rani i kasni karcinom grkljana. Nadalje, pacijenti su
podijeljeni u grupe prema stupnju diferencijacije stanica karcinoma, kao i po prisutnosti
vaskularne invazije. Rezultati: Statisticki znacCajna razlika izmedu skupina ranog i kasnog
karcinoma u demografskim podacima i podatku o pusenju nije pronadena. Usporedba MPV-
-vrijednosti pokazala je znacajnu razliku (P = 0,003) izmedu skupina ranog i kasnog karcinoma
grkljana. Nadalje, usporedba istih skupina ukazala je na povecan broj trombocita u skupini
kasnog karcinoma grkljana (P < 0,001). Usporedene su skupine podijeljene na osnovi stupnja
diferencijacije te je dokazana statisticki znacajna razlika u MPV-vrijednosti (P = 0,001) dok se
broj trombocita nije znacajno razlikovao (P = 0,132). Uspordba MPV-vrijednost izmedu
skupina karcinoma s i bez vaskularne invazije pokazala je statisticku znacajnost (P < 0,001).
Zakljucci: Ovim istrazivanjem Zelimo ukazati na mogucnost koriStenja MPV-a u svrhu
odredivanja klinickog stadija i prognoze karcinoma grkljana. Odredivanje MPV-a lako je
dostupna i jeftina metoda koja klini¢aru moze dati vazne informacije.

Kljuéne rijeci: karcinom grkljana; klasifikacija tumora; srednji volumen trombocita

Abstract. Aim: This study aimes to investigate the alteration of MPV (mean platelet volume)
in laryngeal cancer. The hypothesis is that different clinical stages of laryngeal cancer and
histological characteristics may be the basis of the pathophysiological changes in size and
number of platelets. Materials and methods: Laboratory and clinical data were analysed
retrospectively from 76 patients with laryngeal squamous cell carcinoma. Two main groups
were formed upon TNM clasification: early stage and advanced stage laryngeal cancer.
Furthermore, the patients were subdivided according to cancer degree of differentiation and
presence of blood vessel invasion. Results: Statisticaly significant difference between early
and advanced stage cancer in the demographic and smoking data was not found. The
comparison of MPV values showed statistically significant difference (P=0,003) between early
and advanced laryngeal cancer. Furthermore, platelet values were significantly higher in the
advanced group (P<0,001). The patients with poor differentiated cancer had significantly
lower MPV values (P=0,001) compared to the ones with well and moderate differentiated
stage. The difference in platelet count in the same groups was not statistically significant
(P=0,132). The MPV value was significantly lower (P<0,001) in the group with vascular
invasion compared to the group without that cancer characteristic. Conclusions: Our results
suggest the possibility of using MPV values to help the clinician in prognosis of laryngeal
cancer. Determining MPV values and platelet count is an easily accessible and inexpensive
method that provides useful information in everyday clinical practice.

Key words: laryngeal carcinoma; mean platelet volume; tumor staging
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uvoD

Karcinomi grkljana spadaju u naj¢es¢e maligne
bolesti respiratornog trakta. Spadaju u grupu tu-
mora glave i vrata koji zauzimaju osmo mjesto
najéescih tumora u Europi i SAD-u'. U 2013. godi-
ni u Hrvatskoj su bila 302 novooboljela (284 mus-
karca i 18 Zena)?. Dokazani etioloski faktori za
nastanak karcinoma grkljana su pusenje, konzu-
macija alkohola, izloZzenost azbestu, ostale kro-
nicne bolesti respiratornog sustava i pojedine
bolesti probavnog sustava poput gastroezofage-
alnog refluksa®*. Heterogenost klinicke slike i po-
nasanja tumora uvelike odreduje sama anatomija
grkljana. Karcinomi glasnica ranije se dijagnostici-
raju zbog brze pojave simptoma za razliku od
onih primarno smjestenih u supragloticnoj i
subgloti¢cnoj regiji. Klinicka slika supragloticnih
karcinoma moZe biti nejasna, cesto s kasnim
simptomima. Disfagija, bol u uhu i dispneja javlja-
ju se u kasnijim fazama bolesti, a zbog obilne lim-
fne drenaZe Ceste su metastaze karcinoma u
limfne ¢vorove vrata. Karcinomi glasnica najéesce
se otkrivaju u fazi ranog karcinoma, tipi¢nim
simptomom promuklosti. Klinicki stadij odreduje
se po TNM klasifikaciji (T — tumor, N — limfni ¢vor,
M — metastaza). Histopatoloski 85 % karcinoma
grkljana su planocelularni karcinomi. Neki od ja-
snih prognostickih faktora su histoloska diferenci-
jacija stanica tumora, upalni infiltrat i invazija
malih krvnih Zilal. Imunohistokemijska analiza bio-
markera, kao Sto su panCitokeratin, Ki-67 i p53,
koristi se za procjenu prognoze i proliferacije kar-
cinoma®. U posljednje vrijeme naglasak je na
istrazivanju povezanosti sistemne upalne reakcije
i rasta tumora®. Maligne stanice proizvode citoki-
ne primarno odgovorne za stvaranje povoljnog
mikrookolisa za rast karcinoma. Neki od njih po-
krec¢u kaskadu koagulacije i aktivaciju tromboci-
ta’. Parametar aktivacije trombocita je srednji
volumen trombocita (engl. mean platelet volume
— MPV). MPV se ispituje u sklopu pretrage osnov-
ne krvne slike i ukazuje na funkciju i aktivaciju
trombocita ¢iji se broj mijenja u upalnim stanji-
ma. Promjene u vrijednosti MPV-a zabiljeZene su
u tumorima debelog crijeva, dojke, sitnostanic-
nom karcinomu pluéa, plo¢astom karcinomu
jednjaka®*2, Eryilmaz i sur. navode povecane vri-
jednosti MPV-a u svim tumorima glave i vrata®.

Cilj ovog istrazivanja je ispitati povezanost MPV-
-vrijednosti s klinickim stadijem karcinoma grklja-
na, kao i s histoloskim znacajkama karcinoma,
koje bi mogle €initi podlogu patofiziologije promi-
jenjenog broja i volumena trombocita.

Srednji volumen trombocita parametar je pretrage krvne
slike koji ukazuje na aktivnost i funkciju trombocita. Pro-
mijenjene vrijednosti opisane su kod karcinoma razlicitih
sijela. 1z tog razloga ispituje se mogucnost koristenja
ovog parametra kao biomarkera u prognozi i klasifikaciji
karcinoma glave i vrata.

MATERIJALI | METODE

Retrospektivno obradeni su podaci pacijenata s
karcinomom grkljana lije¢enih u Klinici za otorino-
laringologiju i kirurgiju glave i vrata Klinickog bol-
nic¢kog centra Rijeka u razdoblju od listopada 2012.
do sijecnja 2017. godine. Analizirani su pacijenti s
patohistoloski potvrdenim planocelularnim karci-
nomom glasnica. Iskljucni kriteriji obuhvacali su:
aktivnu hematolosku bolest, autoimune bolesti,
bolesti jetre, arterijske bolesti te ostale maligne
bolesti, ukljucujuci i druga sijela planocelularnog
karcinoma glave i vrata. Takoder, izostavljeni su pa-
cijenti koji su u trenutku dijagnoze bili u terapiji an-
tiagregacijskim ili antikoagulacijskim lijekovima.
Nakon probira analizirano je 76 pacijenata koji su
podijeljeni u dvije skupine po klinickoj TNM klasifi-
kaciji. Stadiji 1 i 2 Cinili su grupu ranog (n = 40), dok
su stadij 3 i 4 uvrsteni u skupinu kasnog (n = 36)
karcinoma grkljana. Klinicki, anamnesticki i labora-
torijski podaci dobiveni su iz baze podataka Klini-
ke. Patohistoloski podaci, stupanj diferencijacije i
podatak o vaskularnoj invaziji analizirani su iz baze
Zavoda za patologiju KBC Rijeka. Podjelom po
stupnju diferencijacije (gradus — G) dobivene su tri
skupine: dobro diferencirani karcinomi — G1 (n =
11), umjereno diferencirani — G2 (n = 49) i slabo
diferencirani karcinomi — G3 (n = 16). Nadalje, pa-
cijenti su na osnovi podatka o vasklarnoj invaziji
podijeljeni u dvije skupine, 47 karcinoma nije po-
kazivalo proboj u male krvne Zile, dok ih je kod 29
utvrdena vaskularna invazija. Uzorci krvi izvadeni
su svakom ispitaniku punkcijom vene uz dodatak
EDTA (engl. ethylenediaminetetraacetic acid —
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Slika 1. Usporedba MPV-vrijednosti izmedu skupina ranog i
kasnog karcinoma grkljana
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EDTA). Referentne vrijednosti laboratorija koriste-
ne za usporedbu podataka su: MPV 6,9 — 10,4 fL i
broj trombocita 150 — 400 x 10° /L. Pretraga krvne
slike za sve pacijente radena je prije operativnog
zahvata ili druge terapije karcinoma.

Statistika

Za statisticku obrada podataka koristen je racu-
nalni program Statistica version 13.1 (StatSoft,
Inc. OK, USA). Prikazane su relativne frekvencije i
mjere sredisnjice. Nadalje, ispitna je normalnost
raspodijele po grupama. U usporedbama vrijed-
nosti MPV-a izmedu skupina podijeljenih na
osnovi klinickog TNM stadija i skupina na osnovi
podatka o vaskularnoj invaziji, koristen je Studen-
tov t-test zbog normalne raspodjele vrijednosti.
Usporedbe istih skupina u broju trombocita vrse-
ne su neparametrijskim Mann-Whitneyjevim
U-testom. Za usporedbu MPV-a prema stupnju
diferencijacije karcinoma koristena je analiza va-
rijacije i Sheffe test, dok je Kruskal-Wallisov test
koristen za usporedbu broja trombocita u istih
skupina. U obzir kao statisticki znacajne uzete su
P vrijednosti manje od 0,05 (P < 0,05).

REZULTATI

Demografski podaci prikazani su u tablici 1. Uspo-
redba skupina ranog i kasnog karcinoma prema
dobi pacijenata u trenutku dijagnoze (P = 0,431) i
podatku o pusenju nije pokazala statisti¢ki zna-
¢ajnu razliku. Usporedba prema MPV-vrijednosti-
ma pokazala je da postoji statisticki znacajna
razlika (t = 3,54; P = 0,003) izmedu skupina ranog
i kasnog karcinoma grkljana (tablica 1; slika 1).
Takoder, usporedba istih skupina prema broju
trombocita ukazivala je na statisticki znacajnu ra-
zliku (U = 381; P < 0,001) (slika 2). Usporedba
MPV-a prema stupnju diferencijacije pokazala je
statisticki znacajnu razliku (F = 7,42; P = 0,001).
Podrobnije je post-hoc analizom Sheffe testom
potvrdeno da se po MPV-vrijednosti statisticki
znacajno razlikuju skupine G1 i G3 te skupine G2 i
G3 (tablica 2; slika 3). Nadalje, nije dokazana sta-
tisticki znadajna razlika (H = 4,04; P = 0,132) u
broju trombocita istih skupina (slika 4). Uspored-
ba MPV-vrijednosti izmedu skupina karcinoma sa
i bez vaskularne invazije pokazala je da postoji
statisticki znacajna razlika (t = 4,54; P < 0,001).

Tablica 1. Usporedba podataka skupina ranog i kasnog karcinoma grkljana

http://hrcak.srce.hr/medicina

Rani karcinom (n = 40) Rani karcinom (n = 40)
Godine u trenutku dijagnoze (mean  SD) 66,07 £9,7 66,44 + 8,88
spol lvvlu§ki (%) 38 (95 %) 34 (94,4 %)
Zenski (%) 2 (5 %) 2 (5,6 %)
Pusenje (%) 34 (85 %) 27 (79,41 %)
SD — standardna devijacija, MPV — engl. Mean platelet volume
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Slika 2. Usporedba broja trombocita izmedu skupina ranog i
kasnog karcinoma grkljana
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Tablica 2. Usporedba vrijednosti MPV-a kod pacijenata podijeljenih po stupnju diferencijacije karcioma

Stupanj diferencijacije Broj pacijenata (%) MPV (mean t SD)
G1 11 (14,47 %) 7,91+1,03
G2 49 (64,47 %) 7,26 + 0,88
G3 16 (21,06 %) 6,56 * 0,85
Odnos izmedu skupina Izrazena p vrijednost
G1-G2 0,109
G2-G3 0,032
G1-G3 0,001

G — gradus (stupanj diferencijacije); SD — standardna devijacija
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Slika 3. Usporedba vrijednosti MPV-a kod pacijenata s Slika 4. Usporedba broja trombocita po stupnju diferencijacije

karcinomom grkljana razli¢itih stupnjeva diferencijacije karcinoma
Mean vrijednosti MPV-a u skupini s vaskularnom
invazijom bio je 6,63 fL, dok je u skupini bez inva- .
zije iznosio 7,56 fL (slika 5). No, u posljednje spo- il ]
menutim skupinama nije bilo statisticki znacajne 76 v
razlike u broju trombocita (P = 0,939). - 1

"

Brojne studije dokazale su promjene u MPV-u i :: —[—

broju trombocita kod pacijenata s karcinomima

razlic¢itih primarnih sijela. Nase istrazivanje poka- o )

zalo je smanjenje vrijednosti MPV-a u kasnim kar- .y _L

cinomima grkljana. Pad MPV-vrijednosti kod 62 -~ p- avan
nasih ispitanika prati poveéanje broja trombocita. VASKULARNA INVAZIIA Means196°SD

Patofiziologija promjene volumena trombocita te
Slika 5. Usporedba vrijednosti MPV-a u skupinama pacijenata

uloga njihove akfivacije u malignim lezijama jos podijeljenim po podatku o vaskularnom invaziji karcinoma

uvijek nije u potpunosti objasnjena. Linkov F. i
sur. opisuju paletu upalnih biomarkera koji su po-

viseni u kasnijim stadijima karcinoma grkljana.
Osobito su interleukin 1 (IL-1) i interleukin 6 (IL-6)
povezani s proliferacijom stanica planocelularnog
karcinoma®*. Upravo je IL-6 jedan od citokina koji
se dovodi u vezu s aktivacijom trombocita i formi-

medicina fluminensis 2018, Vol. 54, No. 4, p. 400-405

ranjem ugrusaka u raznim upalnim stanjima®.
Poznata je interakcija upalnih stanica u mikrokoli-
Su tumora, a vaznu ulogu u proizvodnji IL-6 imaju
monociti. Gallo i sur. isticu kako same stanice tu-
mora, ali i endotelne stanice novonastalih krvnih
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Zila proizvode IL-6%. S obzirom na to da je doka-
zana povecana razina IL-6 u krvi pacijenata s ka-
snim karcinomom grkljana, takvi rezultati govore
u prilog mogucoj ulozi IL-6 u promjenama vrijed-
nosti MPV-a pokazanim nasim istrazivanjem?'’.
Kroni¢na upala prati sve stadije karcinoma grklja-
na te je upravo ona vazan uzrok hipoksije tumor-
skog tkiva. Hipoksiju tumora oznacava smanjenje
parcijalnog tlaka kisika (pO,) u tkivu tumora u od-
nosu na okolno zdravo tkivo'®. Rezultat smanjene
obskrbe kisikom je stvaranje novih krvinih Zila.

Povecan broj trombocita kod karcinoma grkljana kasnog
stadija prati smanjenje MPV-a. Dokazana je povezanost
spomenutih vrijedosti s patohistoloskim znacajkama loSe
prognoze karcinoma, slabom diferencijacijom stanicai in-
vazijom karcinoma u krvne Zile.

Njihova stijenka je propusna i sklona spontanoj
rupturi te pokrece kaskadu koagulacije®. 1z tog
razloga MPV se koristi kao biomarker u pracenju
pacijenata s karcinomom debelog crijeva u tera-
piji bevacizumabom, anti-VEGF (engl. anti-vascu-
lar endothelial growth factor) lijekom®. Osim
VEGF-a kod karcinoma grkljana opisana je i uloga
ostalih biomarkera, poput EGFR-a (engl. epider-
mal growth factor receptor), eritropoetina (EPO) i
EPOR-a (eritropoetin receptor)!®, EGFR je trans-
membranski protein koji ima klju¢nu ulogu u re-
gulaciji stani¢nog ciklusa. Poveéana ekspresija
EGFR proteina i amplifikacija EGFR gena na 7.
kromosomu dokazana je u kasnim karcinomima
grkljana??2, Nijkamp i sur. u svojoj studiji povezu-
ju hipoksiju tumorskog tkiva i vec¢u ekspresiju EG-
FR-a i njegovih liganda®. Potrebna su daljnja
istazivanja kako bi se potvrdila veza ekspresije
EGFR-a i neovaskularizacije, a tako i promjene u
MPV-u i broju trombocita. Autokrina signalizacija
stanica eritropoetinom opisana je kod lokalno in-
vazivnih karcinoma grkljana. Terapija rekombi-
nantnim eritropetinom povezuje se sa povecanim
stvaranjem trombocita i varijacijama MPV-a*2¢,
Takoder, potrebna je potvrda utjecaja tumorskog
eritropoetina na kosStanu srz i produkciju trombo-
cita. Hematogene mestaze karcinoma grkljana
javljaju se u 7 % pacijenata s kasnim karcinomom.
Slaba diferencijacija stanica karcinoma i invazija u

krvne Zile smatraju se loSim prognostickim zna-
kom?”%, Smanjenje MPV-a kod karcinoma s va-
skularnom invazijom moZe znaciti aktivhu
koagulaciju na mjestima invazije®. Trombociti
imaju vaznu ulogu u hematogenom metastazira-
nju. Sluze kao ,,8tit” za cirkulirajuce stanice meta-
statskog klona te parakrino inhibiraju limfocite i
NK stanice, odnosno njihovo citotoksi¢no djelo-
vanje®®. Povecan broj trombocita dokazan ovim
istrazivanjem moZze govoriti u prilog toj tezi, ali je
zbog smanjenog MPV-a upitna njihova funkcija i
koli¢ina citoplazmatskih granula. Ipak, smanjenje
MPV-vrijednosti kod slabo diferenciranih karcino-
ma i onih koji pokazuju vaskularnu invaziju ukazu-
je na moguce koristenje ovog parametra kao
biomarkera karcinoma®-*?. Potrebna je potvrda
ovih rezultata istrazivanjem na ve¢em broju paci-
jenata, kao i prospektivno istrazivanje s uspored-
bom prezZivljenja. Uz navedeno, nedostak ovog
istrazivanja je i nedostatak imunohistokemijskih
metoda koje bi potvrdile sam mehanizam u pato-
fiziologiji promjene MPV-a, Sto je u planu grupe
autora u daljnjem istraZivanju.

ZAKLJUCCI

Odredivanje stadija i prognoze karcinoma grklja-
na Cesto se temelji samo na TNM Kklasifikaciji i
njegovim histoloskim znacajkama. U svrhu bolje
dijagnostike, a zatim i terapije, nuzno je ukljuditi
Sto viSe biomarkera u svakodnevnu klinicku prak-
su. Ovim istrazivanjem ukazujemo na mogucnost
koristenja MPV-a upravo u te svrhe. Takva lako
dostupna i jeftina pretraga klinicaru moZe ukazati
na vazne informacije o samom karcinomu, kao
Sto su potvrda stadija i potencijano Sirenje bolesti
te prognoza maligniteta.

Izjava o sukobu interesa: autori izjavljuju da ne postoji
sukob interesa.
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