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Popis skracenica

HPV — human papillomavirus (engl.), humani papiloma virus

AIDS —acquired immune deficiency syndrome (engl.), sindrom ste¢ene imunodeficijencije
CT - computed tomography (engl.), kompjutorizirana tomografija

MSCT — multi-slice computer tomography (engl.), viseslojna kompjutorizirana tomografija
MR — magnetic resonance (engl.), magnetska rezonancija

PET-CT - positron emission tomography - computed tomography (engl.), pozitronska
emisijska tomografija

TNM — tumor, nodus, metastasis (engl.), tumor, limfne ¢vorovi, metastaze

PHD — pathohistological diagnosis (engl.), patohistoloska dijagnoza

TGF-a — transforming growth factor alfa (engl.), transformirajuci faktor rasta alfa

MAPK — mitogen-activated protein kinases (eng.), mitogen aktivirana protein kinaza

ERK - extracellular signal-regulated kinases (engl.), izvanstani¢na signalom regulirana
protein kinaza

PI3K — phosphoinositide 3-kinase (eng.), fosfoinozitid-3-kinaza

MEGFR — membrane epidermal growth factor receptor (engl.), membranski epidermalni
faktor rasta

CEGFR - cytoplasmic epidermal growth facotr receptor (engl.), citoplazmatski epidermalni
faktor rasta

HE — hemalaun eozin

MDM2 — mouse double minute 2 homolog (engl.), mi$ji homolog

PCNA — proliferating cell nuclear antigen (engl.), proliferativni stani¢ni nuklearni antigen

KBC — Klini¢ki bolni¢ki centar
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1. Uvod
1.1. Anatomija grkljana

Grkljan je dio gornjeg diSnog sustava koji se nalazi u prednjem gornjem dijelu vrata u
visini od tre¢ega do Sestoga vratnoga kraljeska te se proteze od vrha epiglotisa do donjeg ruba
krikoida. Cjevasta je oblika i poc¢inje otvorom u hipofarinksu, a nastavlja se u dusnik. Grkljan
se sastoji od pet velikih hrskavica (epiglotis, dvije aritenoidne hrskavice, krikoidna hrskavica i
tiroidna hrskavica), dvije male hrskavice (cartilago cuneiformis i cartilago corniculata),
misi¢a i potpornih elemenata u vidu membrane i ligamenata. Vezivom i miSi¢ima povezan je
sa jezinom kosti. Organ je s unutarnje strane prekriven sluznicom. Hrskavice Cine skelet
grkljana, a miSi¢i su njegova funkcionalna cjelina. Misi¢e grkljana djelimo na vanjske i
unutarnje. Vanjski misi¢i (m. sternohyoideus, m. thyrohyoideus, m. digastricus, m.
mylohyoideus, m. stylohyoideus, m. sternothyroideus) omogucuju kretanje grkljana u
kranijalnom 1 kaudalnom smjeru te ga fiksiraju tijekom fonacije. Unutarnji misic¢i grkljana su
aduktori (m. cricoarytenoideus lateralis, m. thyroaritenoideus internus i externus, m.
interarytenoideus trasnversus) i jedan abduktor (m. crycoarytenoideus dorsalis). Aduktori su
misic¢i fonacije, oni zatvaraju glotis. Abduktor je mi$i¢ respiracije, on otvara glotis. Grkljan
dijelimo u 3 podjedinice: supraglotis, glotis i subglotis. Supraglotis je gornji dio grkljana u
koji spadaju epiglotis, ariepiglotidni nabori te aritenoidni i ventrikularni nabori. Glotis
obuhvaca vokalne nabore, prednju i straznju komisuru. Subglotis se proteze od donje granice
glotisa do donjeg ruba krikoidne hrskavice.

Grkljan irigiraju gornja i srednja laringealna arterija (ogranci gornje tiroidne arterije) te
donja laringealna arterija (ogranak donje tiroidne arterije). Nervus laryngeus superior i nervus
laryngeus inferior (ogranci nervusa vagusa) motorno inerviraju grkljan. Osjetno sluznicu

grkljana inervira nervus laryngeus inferior (1).


https://hr.wikipedia.org/w/index.php?title=Epiglotis&action=edit&redlink=1
https://hr.wikipedia.org/w/index.php?title=Aritenoidne_hrskavice&action=edit&redlink=1
https://hr.wikipedia.org/w/index.php?title=Krikoidna_hrskavica&action=edit&redlink=1

Supragloticki prostor je bogat limfnim zilama koji odvode limfu u duboke vratne i
preepigloticke limfne ¢vorove pa tumori ovog podrucja najbrze metastaziraju.

Subgloticka limfna drenaza je takoder bogata, a vodi do prelaringealnih i pretrahealnih
limfnih ¢vorova dok je podrucje glotisa siroma$no limfnom drenazom pa su i metastaze rjede.
Histoloski je sluznica grkljana gradena od dvije vrste epitela: respiratornog cilindri¢nog s
trepetljikama i viseslojnog plocastog koji se nalazi na glasnicama.

Funkcije grkljana su disanje, govor i gutanje. Poremecaji anatomskih odnosa ili pojava
funkcionalnih nedostataka u regiji grkljana mogu poremetiti sve tri funkcije: disanje, govor i

gutanje (1).



1.2. Karcinom grkljana

Vecina zlo¢udnih tumora grkljana su planocelularni karcinomi. Ostali tumori (hondrosarkomi,
cilindromi, adenokarcinomi i dr.) u grkljanu su iznimno rijetki (1).

Bolesti grkljana se manifestiraju simptomima koji su rezultat poremecaja njegovih funkcija.
Najznacajniji simptom zbog kojeg se pacijent javi lijeCniku je dugotrajna promuklost. U
ostale simptome spadaju respiratorne tegobe poput stridora, otezano gutanje, bol u grlu,
oteklina na vratu, osje¢aj stranog tijela (1). Zlo¢udne tumore grkljana prema lokalizaciji
mozemo podijeliti na supragloticke, gloticke i1 subgloticke. Simptomi supraglotickog
karcinoma su nespecifi¢ni, pacijenti se ¢esto zale na bol u grlu kod gutanja koja se Siri prema
uhu te na osjecaj stranog tijela, a ponekad i na krv u ispljuvku i neugodan zadah, a promuklost
je u ovom slucaju kasniji simptom. Tumori glotickog podru¢ja su tumori smjeSteni na
glasnicama. Vrlo rano uzrokuju promuklost te se obi¢no rano dijagnosticiraju. Subgloti¢ko
podrucje najuzi je dio grkljana, ali ovdje se simptomi jave relativno kasno kad tumor dovoljno
naraste i svojim rastom po¢ne djelovati na funkciju gutanja i disanja. Prvi simptom je obi¢no
hripanje pri disanju koje je osobito ¢ujno pri udisaju, a praceno je uvlacenjem juguluma,
supraklavikularnih jama, interkostalnih prostora i epigastrija.

Kada se lumen disnoga puta jako suzi pojavi se i respiracijska insuficijencija (1). Tumori koji

se protezu kroz 2 ili viSe etaza larinksa nazivamo transgloti¢énim tumorima (1).

1.2.1. Epidemiologija karcinoma grkljana

Karcinom grkljana predstavlja vazan javnozdravstveni problem te je najces¢i karcinom medu
planocelularnim karcinomima glave i vrata (2). Prema podacima Medunarodne agencije za
istrazivanje raka, koja je dio Svjetske zdravstvene organizacije Ujedinjenih naroda, u Europi
je u 2012. godini registrirano 39901 novootkrivenih bolesnika s karcinomom grkljana, stopa

incidencije je 4,4/100000 stanovnika, a stopa mortaliteta je 2,1/100000 stanovnika (3).



Prema podacima Registra za rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo u 2013. godini u
Hrvatskoj je registrirano 302 novootkrivenih bolesnika s karcinomom grkljana (prema MKB
Sifra C32), stopa incidencije 7.0/100 000 stanovnika. Muskarci oboljevaju ¢eSée od zena,
zbog rasprostranjenije navike pusenja i ceS¢e redovite konzumacije veéih kolic¢ina alkoholnih
pi¢a. Prema podacima Registra za rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo u 2013. godini u
Hrvatskoj je registrirano 284 novootkrivenih bolesnika medu muskarcima te 18
novootkrivenih bolesnika medu zenama, stopa incidencije je 13,7/100000 stanovnika za
muskarce te 0,8/100000 stanovnika za Zene (4). Prema svemu navedenom, karcinom grkljana

u Hrvatskoj i svijetu se ¢esce javlja kod muske populacije (2, 4).

1.2.2. Etiologija karcinoma grkljana

Najvazniji etioloski ¢imbenici u razvoju karcinoma grkljana su pusenje i konzumiranje
alkoholnih pica. Rizik od pojave tumora grkljana se povecava s ranijim pocetkom pusenja,
ovisi 0 broju cigareta dnevno, duljini pusenja te udruzenosti s drugim rizi¢nim ¢imbenicima.
Najopasniji je kombinirani uc¢inak konzumacije alkohola i duhanskog dima koji osim
karcinoma grkljana mogu uzrokovati i pojavu tumora usne supljine, jezika i usana (5,6).

Medu ¢imbenicima koji takoder mogu potaknuti taj proces su kroni¢ne bolesti kao sto su
kroni¢ni laringitis, laringotraheitis, faringitis, laringofaringealni refluks i gastroezofagealna
refluksna bolest (6,7). Infekcijagrla HPV virusom tkoder povecava rizik od nastanka
karcinoma grkljana (8).

Karcinom grkljana se moZe razviti kao posljedica maligne transformacije nekih
prekanceroznih lezija grkljana kao §to su leukoplakija, eritroplakija i keratoza (2, 9).

Osobe koje su na radnom mjestu izloZzene materijalima poput azbesta, nikla, sumporne
kiseline, ugljene prasine, cementa, formaldehida i sl. ¢eS¢e obolijevaju od karcinoma grkljana
(10). Rizi¢noj skupini takoder pripadaju bolesnici sa smanjenim imunitetom (npr. oboljeli od

AIDS-a) (11).



1.2.3. Dijagnosti€ki postupci kod tumora grkljana

Zlo¢udni tumor makroskopski izgleda kao neravni infiltrat ili kao ulkus neravnih rubova i
dna. Karcinom i papilom mogu makroskopski izgledati podjednako (1).

Dijagnosti¢ki postupak kod sumnje na tumor grkljana zapocinje sa detaljnom anamnezom i
klinickim pregledom. Pregled ukljucuje inspekciju koja se provodi pomocu fiberoptickog
laringoskopa ili metodom indirektne laringoskopije te palpaciju. Klini¢ki nalaz potvrduje se
biopsijom koja se obi¢no uzima tijekom mikrolaringoskopije (1,12).

Nakon postavljanja dijagnoze karcinoma grkljana neophodno je utvrditi veliinu i proSirenost
tumora. Metastaze tumora grkljana pojavljuju se najceS¢e u limfnim ¢vorovima vrata. Metoda
izbora za utvrdivanje broja suspektnih limfnih ¢vorova je ultrazvuk. Suspektni limfni ¢vorovi
mogu se punktirati radi citoloske analize. Ukoliko je potrebno za procjenu prosirenosti
primarnog tumora i zahvacenosti okolnih struktura mogu se dodatno Koristiti CT, MSCT,

MR, PET-CT(1, 12).

1.2.4. TNM Kklasifikacija tumora grkljana

Nakon dijagnosticke obrade te prije pocetka terapije bolest se klasificira prema TNM
klasifikaciji. Klasifikacija veli€ine primarnog tumora grkljana (T) razlikuje se ovisno o
lokalizaciji. Klasifikacija regionalnih metastaza (N) i udaljenih metastaza (M) jedinstvena je
za sve planocelularne karcinome glave i vrata.

Klasifikacija Velic¢ine primarnog tumora (T)

TX — primarni tumor se ne moze odrediti

TO — nema znakova primarnog tumora

Tis — Carcinoma in situ



Supraglotis

T1 — tumor ograni¢en na jednu podjedinicu supraglotisa uz normalnu mobilnost glasnice.
T2 — tumor zahvaéa sluznicu vise od jedne podjedinice supraglotisa ili glotisa ili regije u
neposrednoj blizini bez fiksacije hemilarinksa.

T3 tumor ograni¢en na larinks s fiksacijom hemilarinksa i/ili infiltracijom postkrikoidne
regije, preepiglotskog ili paraglotskog prostora, i/ili s manjom erozijom tiroidne hrskavice.

T4 tumor prolazi kroz tiroidnu hrskavicu, i/ili infiltrira okolne strukture. (13)
Glotis

T1 — tumor ograni¢en na jednu glasnicu uz normalnu mobilnost glasnice.

T1la — tumor ograni¢en na jednu glasnicu

T1b — tumor zahvaca obje glasnice

T2 — tumor se Siri na supraglotis i/ili subglotis, i/ili prisutna poremec¢ena mobilnost glasnice.
T3 — tumor ograni¢en na larinks s fiksacijom hemilarinksa i/ili infiltracijom paraglotskog
prostora, i/ili s manjom erozijom tiroidne hrskavice.

T4 — tumor prolazi kroz tiroidnu hrskavicu ili infiltrira okolne strukture. (13)

Subglotis

T1 — tumor ogranicen na subglotis

T2 — tumor se $iri na jednu ili obje glasnice uz normalnu ili poremec¢enu mobilnost glasnice
T3 — tumor ogranicen na larinks s fiksacijom glasnice

T4 — tumor prolazi kroz krikoidnu ili tiroidnu hrskavicu, i/ili infiltrira okolne strukture (13)



Klasifikacija regionalnih metastaza (N) prema TNM kalsifikaciji.

NX — regionalni limfni ¢vorovi se ne mogu odrediti

NO — nema vidljivih regionalnih metastaza

N1 — metastaza u jednom ipsilateralnom limfnom ¢voru manja od 3 cm

N2 — metastaza u jednom ipsilateralnom limfnom ¢voru veca od 3 cm, a manja od 6 cm ili
viSe metastaza u ipsilateralnim limfnim ¢vorovima manjih od 6 cm, metastaza u obostranim
ili kontralateralnim limfnim ¢vorovima manja od 6 cm

NZ2a — metastaza je u jednom ipsilateralnom limfnom ¢voru ve¢em od 3 cm ali ne veéem od 6
cm u najveéem promejru

N2b — metastaze su u viSe ipsilateralnih ¢vorova ne ve¢im od 6 cm u najve¢em promjeru

N2c — metastaze su bilateralne ili kontralateralne ne vec¢ih promjera od 6 cm

N3 — metastaze u limfnom ¢voru vec¢eg promjera od 6 cm (13)

Klasifikacija udaljenih metastaza (M) prema TNM klasifikaciji

MX — udaljene metastaze se ne mogu odrediti

MO — nema udaljenih metastaza

M1 — postoje udaljene metastaze (13)

1.2.5. Terapija tumora grkljana

Terapija karcinoma grkljana ukljucuje kirurS8ku resekciju, kemoterapiju, radioterapiju. U
novije vrijeme kod odredenih bolesnika primjenjuje se i bioloska terapija ili imunoterapija.
Odluka o terapiji donosi se na osnovi patohistoloske analize i TNM klasifikacije

Kirurski tretman podrazumijeva zahvate na grkljanu i okolnom tkivu te po potrebi, kod
prisutnosti regionalnih metastaza, i disekciju vrata. U nekim slucajevima je dovoljno

odstraniti dio ili cijelu glasnicu, a u nekim slu¢ajevima je potrebna totalna laringektomija.



Kod parcijalne laringektomije odstranjuje se dio grkljana koji je zahvacen tumorom te se
nastoji sacuvati zdravi dio. Totalna laringektomija je indicirana kod bolesnika s velikim
tumorima (T3 i1 T4 stadiji prema TNM Klasifikaciji). U ovom slu¢aju grkljan se odstranjuje U
potpunosti zajedno sa jezi¢nom kosti (1, 12, 14).

Parcijalna laringektomija omogucava djelomic¢no ili potpuno ocuvanje funkcija grkljana Sto
znaci da se bolesnici nakon operacije hrane prirodnim putem, diSu te mogu govoriti. Totalna
laringektomija dovodi do gubitka funkcije govora ¢ime znacajno remeti kvalitetu zivota
bolesnika. Postoje tri metode kojima se moze omoguciti govor bez grkljana.

To su ucenje ezofagealnog govora, govor uz pomo¢ ugradene proteze i govor uz pomocé
elektrolarinksa (15).

Prisutnost metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima je indikacija za disekciju vrata koja
moze biti radikalna, modificirana i selektivna. Kod radikalne disekcije odstranjuju se limfni
¢vorovi od L. do V. regije, m. sternocleidomastoideus, n. accessorius i1 v. jugularis interna.
Kod modificirane disekcije odstranjuju se limfni ¢vorovi od 1. do V. regije, ali se sauva
barem jedna od struktura vrata (m. sternocleidomastoideus, n. accessorius ili v. jugularis
interna). Kod selektivne disekcije odstranjuju se limfni ¢vorovi od II. do V. ili od II. do IV.
regije (1, 16).

Radioterapija se moze primjeniti prije kirurskog tretmana kako bi se smanjila veli¢ina tumora.
Takoder se primjenjuje 1 poslije kirurSkog lijeCenja samostalno ili u kombinaciji sa
kemoterapijom. Radioterapija uzrokuje odredene nuspojave kao Sto su suhoca ili pretjerano
slinjenje, dermatitisi, gljivicne infekcije sluznice usne Supljine, disfagija.

U lijec¢enju karcinoma grkljana kemoterapija se najéesce primjenjuje konkomitantno odnosno
u kombinaciji sa radioterapijom nakon kirurskog tretmana. Takoder, moze se primjenjivati i
neoadjuvantno u svrhu smanjenja veli¢ine tumora prije kirurskog lije¢enja. Kod bolesnika sa

uznapredovalim inoperabilnim karcinomom grkljana kemoterapija ima palijativnu svrhu.



Unato¢ terapijskim postupcima koji su danas na raspolaganju, rezultati lijeenja karcinoma
grkljana i1 dalje nisu zadovoljavajuéi. Prilikom istrazivanja su odredeni markeri koji igraju
ulogu u onkogenezi tumora grkljana. Prvo su istrazeni p53, Ki67, a zatim EGFR. p53 je
regulacijski protein koji sprjecava replikaciju ostecene DNK te potic¢e apoptozu stanica sa
ostecenom DNK. Mutiran ili inaktivan p53 dopusta stanicama s ostecenom DNK diobu |
prezivljavanje i tako vodi nastanku tumora. Antigen Ki67 je nuklearni protein koji je potreban
za stani¢nu proliferaciju. Takoder, potreban je za trankripciju ribosomske RNK, te njegova
inaktivacija uzrokuje inhibiciju sinteze ribosomske RNK.

Za razliku od p53 i1 Ki67 EGFR nudi i potencijalne terapijske mogucnosti primjenom anti-

EGFR monoklonalnih protutijela kod EGFR pozitivnih tumora.

1.2.6. Prognoza tumora grkljana

Prognoza tumora grkljana ovisi 0 nekoliko ¢imbenika:

a). O veli¢ini tumora;

Najbolju prognozu imaju tumori lokalizirani u glotisu. To se moZe objasniti time da se oni
rano dijagnosticiraju jer se kod njih kao rani simptom javlja promuklost. Takoder gloticki
tumori se sporije Sire u okolinu jer imaju oskudnu limfnu i krvnu opskrbu. Supragloticki
tumori imaju loSu prognozu jer se kasno dijagnosticiraju.

Simptomi tumora supragloticke regije su nespecificni te oni brze i lakSe metastaziraju u
regionalne limfne ¢vorove i Sire se izvan grkljana na okolne strukture hipofarinksa. Tumori
subglotickog podrucja takoder imaju loSu prognozu jer je tumor u vrijeme postavljanja
dijagnoze velik te se brzo $iri u donje vratne i paratrahealne limfne ¢vorove (1,17).

b) O histoloskom stupnju diferenciranosti,

Tumori koji su dobro diferencirani imaju bolju prognozu od slabo diferenciranih, koji ¢esce

metastaziraju u regionalne limfne ¢vorove (18, 19).



c). O dubini invazije;

Tumori kod kojih se vidi invazija zdravog tkiva imaju losiju prognozu. Karcinomi kod kojih
je prisutna perineuralna invazija, perivaskularna invazija te ekstrakapsularno Sirenje tumora u
metastatskom limfnom ¢voru imaju losiju prognozu (18, 19).

d). O ekspresiji tumorskih markera;

Povecana ekspresija p53, Ki67, EGFR-a takoder je povezana sa loS$ijom prognozom,
agresivnijom rastom tumora, smanjenim prezivljenjem bolesnika te rezistencijom tumora na

radioterapiju (20).
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1.3. Receptor epidermalnog faktora rasta (EGFR)

EGFR je transmembranski glikoprotein koji se nalazi na stani¢noj membrani epitelnih stanica
te ima vaznu ulogu u komunikaciji stanice s izvanstanicnim prostorom i1 odrZzavanju stani¢ne
homeostaze. EGFR (ErbB1, HERI1) je jedan od 4 c¢lanova ErbB/HER obitelji receptora
tirozin-kinaze. Ostali ¢lanovi su HER2/neu (ErbB2), HER3 (ErbB3) i HER 4(ErbB4) (20).
Svaki EGFR receptor graden je od vanstani¢ne, transmembranske te unutarstanicne domene.
Vanstani¢na domena veze ligande, a unutarstani¢na kinazna domena aktivira signalne putove.
EGFR veze razli¢ite ligande ukljucujuci epidermalni faktor rasta (EGF), amfiregulin (AR),
transformirajuci faktor rasta o (TGF-a) itd (21).

Vezanje liganda izaziva homodimerizaciju ili heterodimerizaciju EGFR sa ostalim ErbB/HER
receptorima (npr., HER2, HER3 i HER4) te uzrokuje autofosforilaciju tirozinskih ostataka
unutarstani¢ne kinazne domene. Fosforilacija tirozinskih ostataka aktivira tri glavna signalna
puta uklju¢uju¢i MAPK/ERK signalni put, PI3K/AKT/mTOR signalni put te JAK2/STAT3
signalni put(20, 21).

Neprimjerena i trajna stimulacija ovih puteva poti¢e stani¢nu proliferaciju i angiogenezu,
olakSava tumorsku invaziju, metastaziranje, inhibira apoptozu te konacno uzrokuje
rezistenciju tumora na kemoterapiju i radioterapiju (20, 21).

Abnormalna aktivacija EGFR puta je zajednicki ¢imbenik za razlicite vrste epitelnih tumora

ukljucujucéi zlo¢udne tumore pluca, jednjaka, debelog crijeva, koze 1 dr (20).

1.3.1. EGFR kod tumora grkljana

Prekomjerna ekspresija EGFR-a je prisutna kod vecine (do 90%) planocelularnih karcinoma
glave i vrata. EGFR i njegov ligand TGF-a su se pokazali kao biomarkeri loSe prognoze
bolesti i smanjenog prezivljenja (20).

Broj kopija EGFR gena je pove¢an kod do 58% planocelularnih karcinoma glave i vrata te je

prediktivan ¢imbenik maligne transformacije kod prekanceroznih lezija (22).
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Pretrage imunohistokemije su pokazale da je ekspresija EGFR-a povecana kod
planocelularnih  karcinoma grkljana. Osim toga ekspresia EGFR-a je veéa kod
slabodiferenciranih tumora u usporedbi sa dobrodiferenciranim tumorima (22).

EGFR pozitivni tumori grkljana pokazuju rezistenciju na kemoterapiju i radioterapiju, ranije i
¢esce recidiviraju, brze metastaziraju te imaju losiju prognozu u odnosu na EGFR negativne
tumore (22, 23).

Prognosticka vrijednost EGFR-a moze biti povecana analizom ekspresije ostalih ¢lanova
obitelji ErbB/HER receptora. Tumori koji su takoder i HER2, HER3 i HER4 pozitivni imaju
bolju prognozu jer rjede recidiviraju za razliku od onih koji su EGFR pozitivni ali su HERZ2,
HER3 i HER4 negativni (22, 23, 24).

S obzirom na centralnu ulogu EGFR-a u biologiji tumora, ¢lanovi EGFR obitelji te njihovi
signalni putevi su perspektivni ciljevi za terapiju planocelularnog karcinoma grkljana.
Danasnje klini¢ke studije proucavaju rezultate upotrebe monoklonalnih protutijela i1 inhibitora

tirozin kinaze u terapiji EGFR pozitivnih tumora (24, 25, 26, 27).
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2. Hipoteza rada

Hipoteza ovog istrazivanja je da je vecéa razina ekspresije mEGFR-a prisutna kod agresivnijih
tumora odnosno kod vecih tumora prema TNM Klasifikaciji tumora. To znaci da se ocekuje
izrazeniji mEGFR kod bolesnika koji imaju metastaze.

Takoder pretpostavljamo da vece vrijednosti mMEGFR-a posljedi¢no povecavaju potrebu za
disekcijom vrata i zracenjem. Od navika za koje je poznato da sinergisticki povecavaju

moguénost nastanka tumora glotisa smo naveli pusenje cigareta i konzumiranje alkohola.
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3. Svrha rada

Ciljevi ovog istrazivanja su usporediti status mEGFR-a sa veli¢inom tumora prema TNM
klasifikaciji te utvrditi imaju li pacijenti kod kojih su prisutne metastaze viSe ili manje izrazen
mEGFR. Drugi cilj ovog istrazivanja je odrediti da li vece vrijednosti MEGFR-a posljedicno
povecavaju potrebu za disekcijom vrata i zracenjem, te ukoliko da, utvrditi izvode li se CeSce

parcijalni ili totalni zahvati, odnosno laringektomije.
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4. Ispitanici i metode

4.1. Ispitanici

Ovo je retrospektivno istrazivanje u koje je ukljuc¢eno 20 ispitanika u dobi od 53 do 81 godina
(srednja dob 67,5 godina) koji su se lijecili zbog planocelularnog karcinoma glotisa na Klinici

za otorinolaringologiju i kirurgiju glave i vrata u Klinickom bolnickom centru Rijeka u

razdoblju od 2012. do 2014. godine.

4.2. Metode

Ekspresija mEGFR-a u tumorskim stanicama odredivala se pomocu imunohistokemije.
Razina ekspresije mEGFR-a se opisivala kao postotak obojenih tumorskih stanica na
cjelokupnom rezu preparata, 10% obojenih stanica se smatralo kao granian pozitivan
rezultat.

Tkivo za histolo§ku analizu je dobiveno iz operativnhog materijala. Za potrebe histoloske
analize materijal je obraden standardnom histoloskom metodom koja ukljucuje fiksaciju tkiva
u 4% puferiranom formalinu tijekom 24 sata i uklapanje u parafinske blokove, rezanje na
debljinu 3 do 5 pm i bojenje standardnom metodom hemalaun-eozin (HE). U
imunohistokemijskoj analizi koristeni su dodatni prerezi tkiva. Ekspresija mEGFR-a
analizirana je upotrebom monoklonskih protutijela (monoklonalni misji; klon EGFR.25; kod
NCL-EGFR-384; Novocastra, Njemacka).

Razina ekspresije mEGFR-a biljezena je u obliku postotka imunoreaktivnih stanica na temelju
kojeg su ispitanici svrstani u skupine:

- 0, za odsutnost reakcije

- 1, za blago izrazeno obojenje u vise od 10% pozitivnih stanica

- 2, za umjereno izrazeno obojenje u vise od 10% pozitivnih stanica

- 3, za intenzivno izrazeno obojenje u vise od 10% pozitivnih stanica (28).
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4.3. Statisticka analiza

Racunalni program Dell Statistica, v.12 (2015) je koriSten pri statisti¢koj obradi podataka. Za
statisticku analizu koristene su deskriptivne statisticke metode te neparametrijski testovi:
Mann Whitney U test uparenih te Spearmanov test korelacije. Rezultati koji su se smatrali

statisticki znacajni bili su oni s vrijednosti p<0,05.
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5. Rezultati

5.1. Opis uzorka

Uzorak je obuhvatio 20 ispitanika, od ¢ega 19 muskaraca (95%) i 1 zena (5%)*. Prosje¢na dob
ispitanika u uzorku iznosila je 67,5 +9,1 godina starosti, uz raspon 53 — 81 godine starosti, te

je u istrazivanju najvise bilo pacijenata starosti od 61 do 70 godina (slika 1.).

10%

@51-60
m61-70
071-80
081-90

30%

Slika 1. Starost ispitanika koji su sudjelovali u istraZivanju izraZena u postocima.

Medijan prezivljenja u skupini iznosio je 29,5 mjeseci?, s interkvartilnim rasponom 27 — 40
mjeseci i rasponom 24 — 52 mjeseca.

Prikupljeni su bili podaci o lokalizaciji tumora, postojanju lokalnih metastaza, vrsti
operativnog zahvata, postoperativnim postupcima (disekcija vrata, zracenje), pojavi recidiva
te o postojanju rizi¢nih ponasanja (pusenje, alkohol) za nastanak tumora. Podaci su sumarno

prikazani tablicom 1.

1z razloga neuravnotezenosti uzorka u ovoj varijabli nisu radene usporedbe prema spolu.
2 Varijabla prezivljejnje nije normalno raspodijelina pa se prikazuje medijanom i interkvartilnim rasponom.
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Tablica 1. ObiljeZja bolesti u promatranoj skupini ispitanika.

Opisna varijabla frekvencija % udio
Lokalizacija tumora (lijeva/desna/obje glasnice) 2/3/15 10% / 15% / 75%
Postojanje lokalnih metastaza (ne/da) 14/6 70% / 30%
Vrsta operativnog zahvata - laringektomija (parcijalna 9/9/2 45% / 45% / 10%
/ totalna/ nije ucinjena)

Disekcija vrata (ne/da) 17/3 85% / 15%
Zralenje (ne/da) 9/11 45% / 55%
Pojava recidiva (ne/da) 17/3 85% / 15%
Pusenje (ne/da) 5/15 25% / 75%
Alkohol (ne/da) 5/15 25% / 75%

5.2. Analiza obiljeZja tumora u uzorku ispitanika

Podaci o statusu tumora prema TNM Kklasifikaciji, skupinama karcinoma (rani i kasni) te o

statusu MEGFR-a prikazani su tablicom 2. U rane karcinome smo ukljucili pacijente sa T1

stadijem (Tlai T1b) i T2 stadijem te u kasne karcinome pacijente sa T3 i T4 stadijem.

Tablica 2. ObiljeZja tumora u promatranoj skupini ispitanika.

Opisna varijabla Frekvencija % udio

TNM klasifikacija tumora prema veli¢ini (1/2/3/4) 5/5/5/5 25% / 25% / 25% / 25%
Skupine karcinoma (rani/kasni) 10/10 50% / 50%
Status membranskog EGFR-a (1/2/3) 5/5/10 25% / 25% / 50%

Povezanost veli¢ine tumora prema TNM Kklasifikaciji sa statusom mEGFR-a istrazena je

korelacijskom analizom. Rezultat je pokazao da je povezanost bila pozitivna (ve¢i TNM je

bio povezan s ve¢im vrijednostima EGFR-a) (Spearman koeficijent korelacije r= 0,55) i

visoko statisticki znacajna (p=0,009) (slika 2.).
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IH - mEGFR
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TNM MKasifikacija tumora

Slika 2. Korelacijski dijagram za povezanost veli¢ine tumora prema TNM Kklasifikaciji
sa statusom mEGFR-a. Ucrtan je regresijski pravac s 95% intervalom pouzdanosti.

Usporedba vrijednosti mEGFR-a prema skupinama tumora (rani/kasni), pokazala je da je
vrijednost mMEGFR-a statisticki bila znacajno visa u skupini kasnih karcinoma (tablica 3., slika
3).

Tablica 3. Podaci usporedbe mEGFR-a u skupinama karcinoma (rani/kasni). Prikazane

su vrijednosti medijana sa interkvartilnim rasponom u skupinama. Vrijednsoti su
usporedene Mann-Whiteney U testom.

Rani karcinomi Kasni karcinomi Mann-Whitney U test
(n=10) (n=10) z P
IH-mEGFR 1,5 (1-3) 3(2-3) -2,22 0,026
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Slika 3. Box-Whisker grafikon za opis statusa mMEGFR-a u skupinama rani i kasni
tumori.

Vrijednosti mEGFR-a kod ispitanika sa metastazama bile su nesto vise od vrijednosti kod
ispitanika u kojih nisu nadene metastaze, no razlika nije bila statisti¢ki znacajna. S druge
strane, veli¢ina tumora prema TNM klasifikaciji statisticki se znacajno razlikovala u istim
skupinama (tablica 4., slike 4.1 5.).

Tablica 4. Podaci usporedbe mEGFR-a i TNM Klasifikacije u skupinama bez metastaza

I S metastazama. Prikazane su vrijednosti medijana sa interkvartilnim rasponom u
skupinama. Vrijednosti su usporedene Mann-Whiteney U testom.

Bez metastaza S metastazama Mann-Whitney U test

(n=14) (n=6) 7 p
IH-mEGFR 2 (1-3) 3 (2-3) -0,85 0,394
TNM Klasifikacija 2 (1-3) 4 (3-4) -2,51 0,012
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Slika 4. Box-Whisker grafikon za opis statusa mEGFR-a u skupinama bez metastaza i s

metastazama.
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Slika 5. Box-Whisker grafikon za opis veli¢ine tumora prema TNM Klasifikaciji u

skupinama bez metastaza i s metastazama.
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Povezanost vrijednosti MEGFR-a i veli¢ine tumora prema TNM klasifikaciji sa potrebom da

se obavi disekcija vrata opisana je tablicom 5. Kod mEGFR-a vrijednosti se nisu razlikovale

statistiCki znaCajno, a kod veli¢ine tumora prema TNM klasifikaciji, pokazalo se da su

vrijednosti marginalno bile znacajno vece u skupini sa obavljenom disekcijom vrata (slike 6.

i 7).

Tablica 5. Podaci usporedbe mEGFR-a i TNM Kklasifikacije u skupinama bez i sa
diskecijom vrata. Prikazane su vrijednosti medijana sa interkvartilnim rasponom u
skupinama. Vrijednosti su usporedene Mann-Whiteney U testom.

Bez disekcije
vrata (n=17)

Disekcija vrata
(n=3)

Mann-Whitney U test

z P

IH-mEGFR

2 (1-3)

3(2-3)

-0,81 0,420

TNM Kklasifikacija

2 (1-3)

4 (3-4)

-1,86 0,063
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Slika 6. Box-Whisker grafikon za opis statusa mEGFR-a u skupini bez disekcije vrata i s
ucinjenom disekcijom vrata.
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Slika 7. Box-Whisker grafikon za opis veli¢ine tumora prema TNM Klasifikaciji u

skupini bez disekcije vrata i s u¢injenom disekcijom vrata.

Razina mEGFR-a je bila analizirana i u skupinama s obzirom na primijenjeno postoperativno

zraCenje. Pokazalo se da nema statisticki znacajnih razlika (tablica 6.), odnosno rezultat

ukazuje na zakljucak da razina mEGFR-a nije bila povezana s odluc¢ivanjem o potrebi

primjene zracenja (tablica 6., slike 8. 1 9.). S druge strane, TNM vrijednosti su bile u skupini

kod koje je primijenjeno zracenje marginalno znacajno vece nego u skupini gdje nije bila

donesena odluka o zracenju.

Tablica 6. Podaci usporedbe membranskog EGFR-a i TNM klasifikacije u skupinama
bez i sa primijenjenim zracenjem. Prikazane su vrijednosti medijana sa interkvartilnim
rasponom u skupinama. Vrijednosti su usporedene Mann-Whiteney U testom.

Bez zracenja Primijenjeno Mann-Whitney U test
(n=9) zracenje
(n=11) z P
IH-mEGFR 3(1-3) 2(2-3) -0,371 0,710
TNM Kklasifikacija 2(1-2) 3(2-4) -1,72 0,084
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Slika 8. Box-Whisker grafikon za opis statusa membranskog EGFR-a u skupini u kojoj

nije primijenjeno zracenje i skupini sa primijenjenim zracenjem.
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Slika 9. Box-Whisker grafikon za opis veli¢ine tumora prema TNM Klasifikaciji u
skupini u kojoj nije primijenjeno zracenje i skupini sa primijenjenim zracenjem.
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S obzirom na vrstu operacije, pokazalo se da je u skupini s ucinjenom totalnom
laringektomijom razina mEGFR-a bila marginalno statisti¢ki znac¢ajno visa. TNM vrijednosti
pokazale su visoko statisticki znacajnu razliku medu istim skupinama (tablica 7., slike 10. i
11).

Tablica 7. Podaci usporedbe mEGFR-a i TNM Kklasifikacije u skupinama bez operacije
te parcijalne i totalne laringektomije. Prikazane su vrijednosti medijana sa

interkvartilnim rasponom u skupinama. Vrijednosti su usporedene Mann Whitney U
testom.

Parcijalna Totalna Mann Whitney U test
laringektomija laringektomija 7
(n=9) (n=9) P
IH-mEGFR 2(1-3) 3(2-3) -1,82 0,068
TNM Klasifikacija 1(1-2) 3(3-4) -3,65 <0,001
3,2
30¢t =
28+
261
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E 221
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Slika 10. Box-Whisker grafikon za opis statusa mEGFR-a u skupinama ispitanika
prema tipu operacije.
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Slika 11. Box-Whisker grafikon za opis veli¢ine tumora prema TNM Klasifikaciji u
skupinama ispitanika prema tipu operacije.

S obzirom na pojavu recidiva, pokazalo se da ni razina mEGFR-a ni vrijednosti veli¢ine
tumora prema TNM Kklasifikaciji nisu imali statisticki znac¢ajnu razliku medu ispitanicima koji
nisu imali recidiv i onima kod kojih se recidiv pojavio (tablica 8.).

Tablica 8. Podaci usporedbe membranskog EGFR-a i TNM klasifikacije u skupinama

bez operacije te parcijalne i totalne laringektomije. Prikazane su vrijednosti medijana sa
interkvartilnim rasponom u skupinama. Vrijednosti su usporedene Mann Whitney U

testom.
Bez recidiva S recidivom Mann Whitney U test
(n=17) (n=3) VA P
IH-mEGFR 2 (1-3) 3(2-3) -0,52 0,604
TNM Klasifikacija 1(1-3) 3(2-4) -1,31 0,190
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5.3 Analiza prediktivnih vrijednosti obiljezja tumora za preZivijenje
Ispitanika

Visestrukom regresijskom analizom pokusalo se otkriti prediktivnu vrijednost obiljezja
tumora (TNM Kklasifikacija, mEGFR vrijednosti, postojanje metastaza) za prezivljenje
ispitanika. Rezultati su prikazani tablicom 9.

Tablica 9. Parametri viSestruke regresijske analize za preZivljenje ispitanika. Prikazani
su regresijski koeficijenti (b) sa svojom standardnom pogreskom (SE(b)), podaci za

njihovu statistiCku analizu (t i p vrijednost) te ukupni korelacijski koeficijent (R) i
prilagodeni R?.

Zavisna varijabla | Prediktori b SE(b) t P R R?

Presivienie /mi IH-mEGFR 1,86 2,70 0,69 | 0,501

(grftzérvrlnegézl)ml' TNM Klasifikacijatumora | 2,84| 242| 117| 0,258 055 | 031
Postojanje metastaza -11,57 4,96 -2,33 0,033

Prezivljenje /mj. TNM klasifikacija tumora 3,78 1,96 1,92 0,070 0.54 0.29

(backward model)  ["postojanje metastaza 1226 | 479 -256| 0,020

Rezultati enter analize (svi prediktori su bili uzeti u obzir) pokazali su da je u predikciji
prezivljenja od tumorskih obiljezja jedino postojanje metastaza imalo samostalno znacajnu
ulogu. Model je imao dobar ukupni korelacijski koeficijent (R=0,55) i odgovaraju¢i R2
pokazao je da je 31% varijabilnosti u prezivljenju objasnjeno varijacijom odabranih
prediktora.

Backward analiza (eliminacija neznac¢ajnih doprinosa na razini p<0,01) je u rezultatu ostavila
samo TNM klasifikaciju i tada je model postigao statisticku znacajnost (F=3,41, p=0,05).
Model je u tom slucaju imao neSto manji ukupni korelacijski koeficijent (R=0,54), a
odgovarajuéi R? pokazao je da je 29% varijabilnosti u prezivljenju objasnjeno varijacijom

odabranih prediktora.
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Zbog uocavanja da je postojanje lokalnih metastaza imalo dobru prediktivnu vrijednost za
prezivljenje ispitanika, napravljena je ROC analiza za otkrivanje kriterijske vrijednosti,
osjetljivosti 1 specifi¢nosti. Ova analiza potvrdila je predikcijsku vrijednost postojanja
metastaza za prezivljenje ispitanika (ROC=0,804 =+0,126, p=0,016), a kao kriterijsku
vrijednost odredila je prezivljenje > 27 mjeseci (osjetljivost 67%, specifi¢nost 86%), Sto znaci

da ispitanici koji nemaju metastaze oc¢ekivano zive duze od 27 mjeseci.
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6. Rasprava

EGFR ima vaznu ulogu u regulaciji proliferacije tumorskih stanica. Ekspresija EGFR-a
povecana je kod planocelularnih karcinoma glave i vrata, osobito kod tumora sa ve¢im TNM
stadijem 1 agresivnijim rastom. Veca razina ekspresije EGFR-a takoder je povezana s loSijom
prognozom bolesti, smanjenim prezivljenjem te rezistencijom tumora na radioterapiju.
Razumijevanje signalnih puteva EGFR-a vazan je korak u dobivanju podataka za postavljanje
dijagnoze, odabir adekvatnog lijeenja i prevenciju bolesti (29, 30). Brojna istrazivanja
provedena su kako bi se objasnila uloga EGFR-a i njegovih signalnih puteva u patogenezi
razli¢itih tumora kao $to su karcinomi malih stanica pluca, karcinomi debelog crijeva i dojke.
Medutim, nema puno istrazivanja o ulozi EGFR-a kod tumora grkljana.

Jedno od prvih istrazivanja u ovom podruc¢ju objavili su M Miyaguchi i sur. 1990. U ovom
istrazivanju sudjelovalo je 24 ispitanika: 5 sa zdravom sluznicom grkljana, 7 s displazijom, 7
s dobro diferenciranim karcinomom grkljana te 7 sa slabo do umjereno diferenciranim
karcinom grkljana. Povecana ekspresija EGFR-a bila je dokazana kod slu¢ajeva s dobro, slabo
i umjereno diferenciranim karcinomom ali nije bila prisutna kod ispitanika sa zdravom
sluznicom i displazijom. Rezultati njihovog istrazivanja su dokazali prisutnost ekspresije
EGFR-a kod tumora grkljana i mogu¢u odsutnost ekspresije EGFR-a kod premalignih lezija.
Medutim, definitivan nedostatak ovog istraZivanja je mali broj ispitanika (31).

M. Maurizi i sur. 1996. objavili su istrazivanje koje je bilo provedeno na 140 bolesnika sa
planocelularnim tumorom grkljana. Prema rezultatima njihovog istrazivanja razina ekspresije
EGFR izravno je povezana s povecanim rizikom od smrtnog ishoda bolesti i recidiva.
PetogodiSnje prezivljenje je bilo 81% kod bolesnika sa EGFR negativnim tumorom grkljana

te 25% kod bolesnika sa EGFR pozitivnim tumorom grkljana (32).
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Sli¢ne rezultate dobili su J. R. Grandis i sur. 1998. Osim razine ekspresije EGFR-a oni su
takoder obratili paznju na njegov ligand, TGF-a. Prema rezultatima njihovog istrazivanja
povecana ekspresija EGFR-a i povecana razina TGF-a negativno utjeu na prezivljenje te
povecavaju rizik od recidiva bolesti (33). Rezultati naseg istrazivanja pokazuju kako razina
mMEGFR-a i vrijednosti velicine tumora, prema TNM Kklasifikaciji, nisu statisticki znac¢ajno
razli¢iti izmedu ispitanika koji nisu imali recidiv i onih kod kojih se recidiv pojavio.
Medutim, mali broj ispitanika je nedostatak ovog istrazivanja. G. Almadori i sur 1999. su
objavili istrazivanje o povezanosti ekspresije EGFR-a u primarnom tumoru grkljana sa
pojavom metastaza u limfnim ¢vorovima vrata. Istrazivanje se provodilo na 140 bolesnika s
tumorom grkljana. Nakon kirur§kog lijeCenja bolesnici su prac¢eni od 2 do 84 mjeseca. Prema
rezultatima bolesnici s ekspresijom EGFR-a imali su ve¢i rizik od pojave metastaza u limfnim
¢vorovima vrata. Petogodi$nje prezivljenje bez metastaza bilo je 66% kod ispitanika s
ekspresijom EGFR2 te 15% kod ispitanika s ekspresijom EGFR1 (34). U nasem istrazivanju
vrijednosti mMEGFR-a kod ispitanika sa metastazama nesto su vise od vrijednosti kod
ispitanika u kojih nisu nadene metastaze, no razlika nije statisticki zna¢ajna. S druge strane,
velic¢ina tumora prema TNM Kkalsifikaciji statsticki se znacajno razlikuje u istim skupinama.
Medutim, analizom prediktivne vrijednosti tumorskih obiljezja (TNM klasifikacija, mMEGFR
vrijednosti postojanja metastaza) zakljucili smo da je kod naSih ispitanika jedino postojanje
metastaza imalo samostalno znacajnu ulogu. Prema rezultatima nasSeg istrazivanja ispitanici
koji nemaju metastaze ocekivano zive duze od 27 mjeseci. L. Rucci i sur. obratili su paznju
na ekspresiju EGFR-a i p53 kod tumora glotisa kod bolesnika sa T1 i T2 stadijem bolesti
prema TNM Kklasifikaciji te takoder usporedili ekspresiju tumorskih markera kod zahvacanja
prednje 1 straznje komisure. Rezultati njithovog istrazivanja objavljeni su 2004. u ¢asopisu
»Acta Otolaryngologica®. U istrazivanju je sudjelovalo 45 ispitanika: 15 s tumorom koji je

zahvatio straznju komisuru i 30 s tumorom koji je zahvatio prednju komisuru.
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Rezultati su pokazali veéu ucestalost povecane ekspresije EGFR-a kod lokalizacije tumora na
straznjoj komisuri glotisa (10 od 15 ispitanika, 66,7%). Ucestalost povecane ekspresije
EGFR-a kod lokalizacije tumora na prednjoj komisuri bila je 10/30 ispitanika (33,3%).
Medutim nisu bile pronadene znacajne razlike u ekspresiji p53 s obzirom na lokalizaciju.
Osim toga znanstvenici su istrazivali povezanost puSenja cigareta i konzumiranja alkohola s
pojavom planocelularnog karcinoma glotisa te su dokazali da je incidencija tumora glotisa
ceS¢a kod bolesnika koji puse cigarete i konzumiraju alkohol, a osobito je jak njihov
sinergisticki u¢inak (35). Nasi rezultati, kao i rezultati prijasnjih istrazivanja, govore u prilog
tome da je karcinom glotisa ¢es¢i kod populacije koja konzumira cigarete ili alkohol ili i
jedno i drugo zajedno. Od 20 ispitanika 75% (15 ispitanika) je konzumiralo cigarete, 75% (15
ispitanika) je konzumiralo alkohol dok je 60% ispitanika konzumiralo i alkohol i cigarete.

Novije studije takoder su pokazale povezanost poveéane ekspresije EGFR-a s loSijom
prognozom bolesti, agresivnijim rastom tumora i smanjenim prezivljenjem. C. R. Bradford i
suradnici 2014. su objavili svoje istrazivanje u casopisu ,,Laryngoscope®. Cilj njihovog
istrazivanja bio je utvrditi utjecaj ekspresije tumorskih markera na prognozu proSirenog
karcinoma grkljana. Naime, osim EGFR-a u istrazivanje su ukljucili i druge markere kao $to
su ciklin D1, CD24, MDM2, PCNA, p53, survivin, Bcl-xL, Bcl-2, BAK. Rezultati ovog
istrazivanja su pokazali da je povecana ekspresija EGFR-a povezana s loSijom prognozom
bolesti odnosno smanjenim prezivljenjem te loSijim odgovorom na radioterapiju i
kemoterapiju (30). H. Simsek i sur. istrazivali su utjecaj ekspresije EGFR, cerbB2, p16 i p53
na razvoj i prognozu tumora grkljana kod bolesnika u Turskoj te su rezultate svog istrazivanja
objavili 2014. u Casopisu ,,Turkish Journal of medical science®. U istraZivanju je sudjelovalo
92 ispitanika. Povecana ekspresija EGFR-a 1 cerbB2 bila je utvrdena kod agresivnijih tumora

koji su brze napredovali prema kasnijim TNM stadijima.
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Osim toga pokazalo se da bolju prognozu imaju tumori glotisa u odnosu na subgloticke i
supragloticke regije koji brze invadiraju limfne zile i metastaziruju u limfne ¢vorove vrata
(36). Takoder, rezultati naseg istrazivanja pokazuju da je veéi TNM povezan s vetim
vrijednostima EGFR-a, odnosno usporedba vrijednosti mEGFR-a prema skupinama tumora
pokazuje da je vrijednost MEGFR-a znac¢ajno visa u skupini kasnih karcinoma.

Povecana ekspresija EGFR-a takoder je vazan ¢imbenik za odabir terapije poslije kirurSkog
lijeenja. Rezultati vecine studija govore u prilog tome da je povecana ekspresija EGFR-a
povezana s loSijim odgovorom pa Cak i s rezistencijom na kemoterapiju i radioterapiju. K.
Malecki i sur. povezali su EGFR pozitivne tumore sa slabijim odgovorom na indukcijsku
kemoterapiju. Kod takvih je bolesnika posljedica slabijeg odgovora na kemoterapiju smanjena
moguénost oCuvanja integriteta grkljana te njegovih osnovnih funkcija (37). Istrazivanje C. R.
Bradford i sur. pokazalo je povezanost povecane ekspresije EGFR-a sa slabijim odgovorom
tumora na radioterapiju (30). Medutim postoje i istrazivanja koja su pokazala kako povecana
ekspresija EGFR-a nije prognosticki ¢imbenik za lo$iji rezultat adjuvantne radioterapije. H.
Jiang i B. B. Jiang 2009. objavili su svoje istrazivanje na bolesnicima u Kini. Osim EGFR-a u
istrazivanje su ukljuceni 1 drugi tumorski markeri kao Sto su PCNA 1 p53. Prema rezultatima
njihovog istrazivanja ne postoji znacajna povezanost povecane ekspresije EGFR-a, PCNA i
p53 1 loSijeg odgovora na adjuvantnu radioterapiju. Znanstvenici takoder navode da nisu
uocili povezanost povecane ekspresije tumorskih markera s loSijom prognozom bolesti 1
smanjenim prezivljenjem (38). U nasoj studiji nismo istrazivali postoji li povezanost poviSene
vrijednosti MEGFR-a s lo$ijim odgovorom na radioterapiju, nego smo pokusali odgovoriti na
pitanje; da li ekspresija MEGFR-a povecava potrebu za radioterapijom, totalnom
laringektomijom i disekcijom vrata. Iz dobivenih rezultata mozemo zakljuciti da razina

MEGFR-a kod nasih ispitanika nije povezana sa odlu¢ivanjem o potrebi primjene zracenja.
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S druge strane, TNM vrijednosti su u skupini kod koje je primjenjeno zracenje veée nego u
skupini gdje nije primjenjeno zracenje. S obzirom na vrstu operacije, pokazalo se da je kod
nasih ispitanika, u skupini sa ucinjenom totalnom laringektomijom, razina mEGFR-a
znacajno visa. Istrazivanje potrebe za disekcijom vrata kod nasih pacijenata pokazalo je da
povecane m-EGFR vrijednosti nisu povezane sa povecanom potrebom za disekcijom vrata, ali
potreba za disekcijom vrata je veca kod pacijenata sa ve¢im TNM stadijem.

Novija istrazivanja su usmjerena na proucavanje odnosa amplifikacije gena sa povecanom
ekspresijom EGFR-a. Uloga amplifikacije gena kao uzroka povecane ekspresije EGFR-a nije
u potpunosti jasna. T. Braut i sur. 2012. su objavili rezultate studije u kojoj se istrazuje genska
amplifikacija EGFR-a u atipi¢énim hiperplazijama glotisa. Genska amplifikacija nije bila
pronadena u jednostavnim i abnormalnim hiperplazijama, ali je bila otkrivena u dvije visoko
rizi¢ne atipi¢ne hiperplasticne lezije glotisa. Otkrivanje EGFR genske amplifikacije moglo bi
stoga pridonjeti u analizi prekanceroznih lezija glotisa te poboljsati mogucnosti lijeCenja i
pracenja takvih lezija (39). Osim membranskog bojenja od vaznosti je analiza
citoplazmatskog bojenja EGFR-a. Prema rezultatima studije T. Braut i sur. lokalizacija
EGFR-a kao i genska amplifikacija mogu imati vaznu ulogu u karcinogenozi tumora grkljana.
Povecéana ekspresija cEGFR-a u kombinaciji sa genskom amplifikacijom mogla bi pridonjeti
probiru pacijenata kod kojih bi anti-EGFR terapija mogla biti efektivna, no svakako su
potrebna dalnja istrazivanja (40). Perspektivan smjer za istrazivanje je proucavanje ekspresije
nuklearnog EGFR-a. EGFR Kkoji se nalazi u jezgri povezan je s agresivnijim tijekom bolesti,
smanjenim prezivljenjem, rezistencijom na kemoterapiju, radioterapiju te na terapiju
monoklonalnim protutijelima kao $to su gefitinib i cetuximab (41).

Ciljana anti-EGFR terapija monoklonalnim protutijelima pokazala se efikasnom kod tumora
dojke, karcinoma malih stanica pluca i karcinoma kolona, ali jo$ uvijek ne daje takve rezultate

kod terapije karcinoma grkljana te je zato predmet daljnih istrazivanja.
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Danasnja istrazivanja uglavnom su usmjerena na proucavanje terapijskih moguénosti
bolesnika s planocelularnim karcinomima grkljana koji pokazuju prekomjernu ekspresiju
EGFR. Monoklonalno protutijelo cetuximab te inhibitor tirozin kinaze erlotinib pokazali su se
kao efikasni lijekovi u terapiji EGFR pozitivnih tumora grkljana (42). Prema rezultatima
istrazivanja J. A. Bonnera i sur. bolesnici koji su bili na kombiniranoj terapiji cetuximabom 1
radioterapijom pokazali su veci postotak trogodiSnjeg prezivljenja (55%) u odnosu na
bolesnike koji su primali samo radioterapiju (trogodisnje prezivljenje bilo je 45%) (43).
Medutim primjena inhibitora tirozin kinaze erlotiniba nije se pokazala efikasnom. U
istrazivanju na 205 ispitanika nije postojala znacajna razlika u prezivljenju bolesnika kod
kojih se koristila kombinirana terapija cisplatinom, radioterapija te erlotinib u odnosu na
bolesnike koji su primali kemoterapiju i radioterapiju (42).

Ovo podrucje svakako zahtijeva daljnja istrazivanja kako bi se povecalo prezivljenje te

kvaliteta zivota bolesnika sa EGFR pozitivnim tumorom grkljana.
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7. ZaKkljucci

1. Vec¢i TNM stadij je povezan s ve¢im vrijednostima m-EGFR-a.

2. Vrijednosti mEGFR-a kod ispitanika sa metastazama su nesto vise od vrijednosti kod
ispitanika u kojih nisu nadene metastaze. S druge strane, velicina tumora prema TNM
klasifikaciji se znacajno razlikuje u istim skupinama.

3. Razina m-EGFR-a nije povezana sa odlucivanjem o potrebi primjene zracenja, ali
TNM vrijednosti su u skupini kod koje je primjenjeno zracenje zna¢ajno vece nego u
skupini gdje nije primjenjeno zracenje.

4. Uzevsi u obzir vrstu operacije, pokazalo se da su u skupini sa u¢injenom totalnom
laringektomijom razina m-EGFR-a i TNM stadij znacajno vedi.

5. Razina m-EGFR-a nije povezana sa odlucivanjem o potrebi za disekcijom vrata, ali
TNM vrijednosti su u skupini kod koje je provedena disekcija vrata znacajno vece
nego u skupini gdje nije provedena disekcija vrata.

6. Pokazalo se da razina membranskog EGFR-a i vrijednosti velicine tumora, prema
TNM Klasifikaciji, nisu znacajno razliciti medu ispitanicima koji nisu imali recidiv i
onima kod kojih se recidiv pojavio.

7. Prekomjerna ekspresija mEGFR-a moze biti prisutna kod karcinoma glotisa te je
povezana sa loSijjom prognozom i smanjenim prezivljenjem. U svrhu poboljSanja

mogucnosti terapije 1 kvalitete Zivota bolesnika potrebna su daljnja istrazivanja.
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8. Sazetak

Cilj: Ciljevi ovog istrazivanja bile su usporediti status mMEGFR-a sa veli¢inom tumora glotisa
prema TNM Kklasifikaciji, istraziti imaju li pacijenti kod kojih su prisutne metastaze vise ili
manje izrazen mEGFR, te odrediti da li ve¢e vrijednosti mMEGFR-a povecavaju potrebu za
disekcijom vrata i zraCenjem, ako i da, utvrditi izvode li se c¢eSce totalne zahvate,
laringektomije kod visih vrijednosti mEGFR-a.

Ispitanici i metode: Ovo je retrospektivno istrazivanje u koje je bilo uklju¢eno 20 ispitanika

u dobi od 53 do 81 godina koji su se lijecili zbog planocelularnog karcinoma glotisa u KBC-u
Rijeka. Ekspresija mMEGFR-a u tumorskim stanicama odredivala se pomocu
imunohistokemije.

Rezultati: Rezultati su pokazali da je ve¢i TNM povezan s veé¢im vrijednostima mEGFR-a.
Usporedba vrijednosti mMEGFR-a prema skupinama tumora, pokazala je da je vrijednost
MEGFR-a bila statisticki znacajno visa kod kasnih karcinoma. Vrijednosti mEGFR-a kod
ispitanika sa metastazama bile su vise od vrijednosti kod ispitanika bez metastaza, no razlika
nije bila statisti¢ki znacajna. Razina m-EGFR-a nije bila povezana sa odluc¢ivanjem o potrebi
za disekcijom vrata. S obzirom na vrstu operacije, pokazalo se da je u skupini s u¢injenom
totalnom laringektomijom razina mEGFR-a bila je statisticki znacajno visa. Razina mEGFR-a
nije bila povezana s odlu¢ivanjem o potrebi primjene zracenja.

Zakljucak: Ekspresija MEGFR-a povezana je sa loSijom prognozom bolesti te su potrebna
daljnja istrazivanja kako bi se poboljSale mogucnosti terapije, prezivljenje te kvaliteta Zivota
bolesnika.

Kljuéne rijeci: biomarkeri tumora grkljana, mEGFR, tumor grkljana, terapija tumora

grkljana, TNM stadij
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9. Summary

Aim: The aims of this study were to compare mEGFR status with glottic tumor TNM
classification, to determine whether patients who present metastases have more or less
expressed mEGFR, and to determine whether higher expression of mEGFR increases the need
for neck dissection and radiation, if yes, to determine whether total laryngectomy is more
often performed due to increased mMEGFR.

Patients and Methods: This is a retrospective study which included 20 patients aged 53-81

years who were treated for glottic squamous cell carcinoma at the Clinical Hosptal Center
Rijeka. mMEGFR expression level in tumor cells was measured by immunohistochemistry.
Results: The results showed that the higher TNM was associated with higher expression of
MEGFR. Comparison of mEGFR expression with tumor groups showed that mEGFR
expression was significantly higher in advanced glottic cancer. mEGFR expression in patients
with metastases was higher than mEGFR expression in patients without metastases, but the
difference was not statistically significant (due to the small sample size further research is
needed). m-EGFR expression was not associated with the decision if neck dissection is
needed. Considering the type of operation, it was obvious that in the group with undergone
total laryngectomy mEGFR expression was significantly higher. mEGFR expression was not
associated with the decision if radiation is needed.

Conclusion: The expression of mEGFR is associated with a worse prognosis and further
research is needed in order to improve the abilities of treatment, survival and quality of life in
patients with glottic cancer.

Key words: laryngeal tumor biomarkers, mEGFR, laryngeal cancer, laryngeal cancer

therapy, TNM stage
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