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SAZETAK

Cilj istrazivanja: Unato¢ znac¢ajnom napretku u podru¢ju medicine, karcinom grkljana i dalje
predstavlja izazov obzirom da se petogodiSnje preZivljenje nije zna€ajnije mijenjalo u zadnjim
desetlje¢ima. Podrucje imunoloske onkologije stvorilo je obeéavaju¢e imunomodulacijske
terapije i otvorilo nove nacine lijeCenja. Programirani ligand smrti 1 (PD-L1) transmembranski
je protein koji se vezZe na protein programirane stani¢ne smrti 1 (PD-1) smjesten na povrsini
citotoksi¢nih limfocita. Vezivanje uzrokuje niz kaskadnih reakcija koje dovode do smanjenog
imunoloskog odgovora. Cilj ove studije je utvrditi razinu izrazaja PD-L1 kao i stanica
mikrookolisa (CD4, CD8, CD68 i CD163) u skvamoznim lezijama grkljana, njihov medusobni
odnos te utjecaj na prezivljenje kod skvamoznih karcinoma ili progresiju bolesti u slucaju

displazija.

Ispitanici i metode: Ova retrospektivna studija uklju€ila je 179 bolesnika, a od toga 102 s
dijagnozom skvamoznog karcinoma grkljana, 41 s displazijom grkljana te 36 s polipima
glasnica. Za procjenu izrazaja PD-L1 kao i stanica tumorskog mikrookolisa (CD4, CD8, CD68

i CD163) koridtena je imunohistokemijska analiza.

Rezultati: PD-L1 izrazaj kao i izrazaj stanica tumorskog mikrookoliSa statisti¢ki je znacajno
veéi u karcinomima grkljana u odnosu na displazije te u displazijama u odnosu na benigne
lezije. Nije nadena statisticki znacCajna razlika u PD-L1 izrazaju niti u izraZaju stanica tumorskog
mikrookoliSa izmedu displazija koje su progredirale u karcinom i onih koje to nisu. Dokazana
je statisti¢ki znac¢ajna pozitivna korelacija PD-L1 sa svim ispitivanim stanicama tumorskog
mikrookoli§a. Bolesnici s visokim intraepitelnim izrazajem CD68 i CD163 (p=0.0005 i p=0.006)
imali su statisti¢ki zna€ajno krace prezivljenje specificno za bolest. Nadalje, statistiCki krace
vrileme do pojave recidiva bolesti pronadeno je u bolesnika s visokim intratepitelnim CDG8 i
visokim ukupnim CD8 (p=0.049 i p=0.019). Pojacan ukupni izrazaj CD8 (>23%) i pojaCan
intraepitelni izrazaj CD68 (>2,7%) takoder su bili statistiCki znacajni prediktori recidiva
(p=0.028, OR=3.11 i p=0.019, OR=3.13).

Zakljuéak: Rezultati ove studije ukazuju da su stanice mikrookoliSa tumora znacajni
prognostiCki Cimbenici kod skvamoznog karcinoma grkljana. Poja¢ani izrazaji CD68 i CD163

prediktori su loSijeg preZivljenja kod bolesnika sa skvamoznim karcinomom grkljana.

Kljuéne rijeci: Displazije; Karcinom grkljana; PD-L1; PreZivljenje; Tumorski mikrookolis.
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SUMMARY

Objectives: Despite significant progress in the field of medicine, laryngeal cancer continues
to represent a challenge, given that the five-year survival rate has not significantly changed in
recent decades. The field of immune oncology has created promising immunomodulation
therapies and opened up new ways of treatment. Programmed death ligand 1 (PD-L1) is a
transmembrane protein that binds to the programmed cell death protein 1 (PD-1) located on
the surface of cytotoxic lymphocytes. The binding causes a series of cascade reactions that
lead to a reduced immune response. The aim of this study is to determine the expression level
of PD-L1 as well as microenvironmental cells (CD4, CD8, CD68 and CD163) in laryngeal
squamous lesions, their mutual relation and influence on survival in squamous carcinomas or

disease progression in the case of dysplasia.

Patients and methods: This retrospective study included 179 patients, of which 102 were
diagnosed with squamous laryngeal carcinoma, 41 with laryngeal dysplasia, and 36 with vocal
fold polyps. Immunohistochemical methods were used to evaluate the expression of PD-L1 as
well as the cells of the tumor microenvironment (CD4, CD8, CD68 and CD163).

Results: PD-L1 expression as well as the expression of cells in the tumor microenvironment
is statistically significantly higher in laryngeal carcinomas compared to dysplasias and in
dysplasias compared to benign lesions. No statistically significant difference was found in PD-
L1 expression or in the expression of cells in the tumor microenvironment between dysplasias
that progressed to cancer and those that didn’t. A statistically significant positive correlation of
PD-L1 with all examined cells of the tumor microenvironment was demonstrated. Patients with
high intraepithelial expression of CD68 and CD163 (p=0.0005 and p=0.006) had statistically
significantly shorter disease-specific survival. Furthermore, a statistically shorter time to
recurrence was found in patients with high intraepithelial CD68 and high overall CD8 (p=0.049
and p=0.019). Increased overall expression of CD8 (>23%) and increased intraepithelial
expression of CD68 (>2.7%) were also statistically significant predictors of recurrence
(p=0.028, OR=3.11 and p=0.019, OR=3.13).

Conclusion: The results of this study indicate that tumor microenvironment cells are significant
prognostic factors in squamous laryngeal carcinoma. Increased expression of CD68 and

CD163 are predictors of worse survival in patients with squamous laryngeal carcinoma.

Key words: Dysplasia; Laryngeal carcinoma; PD-L1; Survival, Tumor microenvironment.
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1. UVOD | PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

Neoplasti¢ne lezije grkljana, bilo da se radi o dobro¢udnim, displazijama ili skvamoznim
karcinomima pobuduju interes znanstvenih studija, a posebice nakon uvodenja imunoterapije.
Imunoterapija je noviji koncept lije€enja kojim se karcinom lijeci indirektno, omogucavajuci
adekvatno djelovanje imunoloSkog sustava, zadnjih nekoliko godina prisutna je u onkologiji
glave i vrata zahvaljujuci primjeni inhibitora PD-1/PD-L1 (eng. Programmed Cell Death Protein

1/Programmed death ligand 1) signalnog puta.

1.1 Epidemiologijai etiologija skvamoznog karcinoma grkljana

Karcinom grkljana drugi je najces¢i zlo¢udni tumor glave i vrata u svijetu [1]. Globalno
gledajuci, doslo je do porasta od 12% u odnosu na tri desetljeéa ranije, a na ra¢un regionalnog
povecanja broja slu€ajeva u jugoisto€noj Aziji i zapadnom Pacifiku [1]. Ipak, ohrabrujuéa je
Cinjenica da razvijenije zemlje biljeZe pad incidencije, pa je primjerice u Sjedinjenim Ameri¢kim
Drzavama (SAD) zabiljezena stopa od 4,3 oboljela na 100 000 stanovnika na prijelazu stoljeéa,
dok ona danas iznosi 2,3 [2]. Ovaj trend se prvenstveno moze pripisati smanjenoj upotrebi
duhanskih proizvoda. Sliéno je i u Republici Hrvatskoj gdje je 2011. godine dijagnosticiran
karcinom grkljana kod 301 bolesnika od ukupno 1200 oboljelih od zlo¢udnih tumora glave i
vrata svih sijela. DesetljeCe kasnije, broj oboljelih od karcinoma grkljana je iznosio 284 od
ukupno 931 bolesnika s dijagnosticiranim karcinomom glave i vrata. Medutim, treba uzeti u
obzir da je u 2021. godini Republika Hrvatska imala oko 400 000 stanovnika manje nego

desetljece ranije [3].

Veéinom oboljevaju muskarci, u odnosu na Zene, a omjer iznosi 5:1. Ce$ée se dijagnosticira
iznad Sesdesete godine Zivota, a vrlo rijeko u mladoj zZivotnoj dobi. Nazalost, izmedu 60% do
75% karcinoma se dijagnosticira u uznapredovalom stadiju bolesti Sto posljedi¢no vodi loSijem
prezivljenju. Zapravo, petogodiSnje prezivljenje oboljelih zbog karcinoma grkljana je loSije
danas nego prije tri desetljeca, Sto nije slu¢aj sa drugim sjelima karcinoma u podrucju glave i
vrata [1, 4].

Pusenje i konzumacija alkohola dobro su utvrdeni neovisni etioloski imbenici rizika za razvoj
karcinoma grkljana. Njihova udruzena primjena povecava rizik i do petnaest puta u odnosu na
populaciju koja ne konzumira alkohol ili duhanske proizvode [5, 6]. Takoder, bitna je duljina
trajanja i doza primjene, a prestanak pusenja ili konzumacije alkohola povezan je s naknadnim

smanjenjem rizika, iako ne na poc€etnu razinu [5]. Nadalje, studija Hashibe i suradnika [7]
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pokazala je da je uCestalost karcinoma koji se mogu pripisati izlozenosti duhanu i alkoholu bila
najve¢a u grklijanu od svih sijela glave i vrata. Razlog tome je slozena anatomija ljudskog
grkljana kojim zrak, a tako i duhanski dim ne prolazi laminarno kao kroz ostale dijelove gornjeg
aerodigestivnog sustava. Turbulentan protok kroz relativho uzak dio diSnog puta omogucéava
talozenje karcinogenih €estica u sluznicu grkljana, prvenstveno prilikom udisaja te dodatno
tijekom izdisaja duhanskog dima. Alkohol preko lokalnog djelovanja na sluznicu grkljana
povecava propusnost i apsorpciju, a time i talozenje karcinogenih Cestica Sto posljedi¢no
najviSe Steti supraglotiénim strukturama koje su izloZzene tijekom akta gutanja [8]. Medutim,
oko 5% karcinoma grkljana pojavljuje se kod nepusaca i osoba koje ne konzumiraju alkohol,
$to ukazuje na to da malignoj preobrazbi mogu pridonijeti i drugi éimbenici poput neadekvatne
prehrane, gastroezofagealnog refluksa, prethodnog zraCenja i izloZenosti razli€itim Stetnim
Cesticama iz okoliSa [4, 9]. Visoko rizi¢ni podtipovi 16 i 18, humanog papiloma virusa (HPV), tj
njegove DNK prisutni su u rasponu od 5% do 32% analiziranih uzoraka karcinoma larinksa, a
njihova uloga u karcinogenezi i prognozi bolesti ostaje slabije utvrdena nego u orofaringealnim
skvamoznim karcinomima [1, 10]. Profesionalna izlozenost drvnoj praSini, policiklickim
ugljikovodicima i azbestu takoder je povezana s povecanim rizikom od razvoja karcinoma
grkljana [11]. Konac¢no, ne treba zanemariti niti genetsku predispoziciju za razvoj ovog tipa

karcinoma [12].

1.2 Kilinicka slika

Klini¢ki i anatomski, grkljan je podijeljen u tri podregije: supraglotis, glotis i subglotis. Klini¢ka
slika, izmedu ostaloga, ovisi 0 podregiji smjestaja tumora te varira od neprimjetnih i
nespecificnih simptoma pa do jasno izraZenih i Zivotno ugrozavajucih kao $to je guenje.
Supragloti¢ni karcinomi €ine 30% do 40% karcinoma grkljana [13, 14]. U ranim fazama
rasta mogu dugo ostati neprimjetni ili se mogu ocitovati nespecificnim simptomima kao sto je
grlobolja ili otalgija. Rast tumora i lokalna invazija supragloti¢nih struktura uzrokuju otezano i/ili
bolno gutanje, aspiraciju u donji diSni put, krvarenja te otezano i €ujno disanje. Ukoliko tumor
u potpunosti opstruira disni put, postoji moguénost gusenja te je neophodna traheotomija. Nije
rijetkost da je metastatski ¢vor vrata prvi znak bolesti kao niti pojava bilateralnih metastaza.
Razlog tome je obilna limfna drenaza koja vodi ranom metastaziranju u regionalne limfne
¢vorove [15]. Osim toga, incidencija metastaziranja ovisi o lokalizaciji, veli€ini i histoloSkoj
diferencijaciji primarnog tumora te varira od nule do 33% u slu€ajevima ranih supragloti¢nih
karcinoma [16]. Posljedica je loSije petogodisSnje prezivljenje od 60% do 70% S$to se nije

poboljsalo tijekom posljednja tri desetlje¢a [15, 17].
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Gloti¢ni karcinomi €ini oko 50% do 60% svih slu€ajeva karcinoma grkljana. Promjena
glasa s razli¢itim intenzitetom promuklosti gotovo je univerzalno povezana s tumorima glotisa
Sto dovodi do dijagnoze u ranoj fazi [13]. Ove lezije ne uzrokuju opstrukciju didnih putova ili
poteSkoce s gutanjem osim ako napreduju do visih T stadija. Limfno Sirenje ranog karcinoma
glotisa iznimno je rijetko te je incidencija cervikalnih metastaza rijetko prisutna, u svega 0,4-
1.8 % slucajeva [18].

Primarni karcinomi koji potje€u iz subglotisa su rijetki i ¢ine oko 1% do 5% svih
karcinoma grkljana [19, 20]. Puno su ¢eS¢i slucajevi Sirenja karcinoma iz drugih subregija
grkljana subgloti¢no te takve karcinome nazivamo transglotiénim. Obzirom da su primarni
subgloti¢ki karcinomi u ranim stadijima asimptomatski ili sa blago izrazenim simptomima kao
Sto je promuklost [21], otkrivaju se €eSce kad tumor uznapreduje do razine opstruktivnog
stridora koji zahtjeva traheotomiju [20, 22]. Ipak, napredak slikovnih i fiberopti¢kih
endoskopskih uredaja je doveo do bolje vizualizacije subgloti¢ne regije pa se prema nekim
studijama subgloti¢ni karcinomi mogu dijagnosticirati u 60% do 70% slu€ajeva u ranom stadiju
bolesti (stadij I/11) [19, 23]. UCestalost vratnih metastaza iznosi od 4% do 33%, ovisno o stadiju
bolesti [20-22].

1.2.1 Kilini¢ka klasifikacija tumora

Karcinomi grkljana se Klasificiraju prema TNM klasifikaciji koju je osmislio profesor Pierre
Denoix na institutu Gustave Roussy u Francuskoj izmedu 1943. i 1952. godine koristeci
veliinu i ekstenziju primarnog tumora, zahvacenost regionalnih limfnih ¢vorova tumorom i
prisutnost udaljenih metastaza kako bi klasificirao progresiju tumora [24]. Danas je to opce
prihvaéena klasifikacija Medunarodne unije za borbu protiv raka (eng. Union for
International Cancer Control - IUCC) i Americkog udruzenja za rak (eng. The American Joint
Committee on Cancer - AICC) te je aktualno osmo izdanje iz 2017. godine [25]. Specifi€nost
u slu€aju grkljana je ta da se primarni tumori razli€ito klasificiraju obzirom na lokalizaciju po
podregijama, dok je N i M stadij (Tablica 1) kao i stadij bolesti (Tablica 2) zajednicki za sve
podregije.



Tablica 1. TNM klasifikacija skvamoznog karcinoma grkljana

Primarni tumor (T)

Supraglotis

TX Primarni tumor ne moze biti odreden

Tis Tumor in situ

T1 Tumor zahvaca jednu podregiju supraglotisa, uredna pomicnost glasnice

T2 Tumor zahvaca viSe od jedne podregije supraglotisa ili glotisa, ili regiju izvan supraglotisa
(sluznice baze jezika, valekule, medijanog zida piriformnog sinusa. Fiksacija grkljana nije
prisutna.

T3 Tumor ograni€en na grkljan s fiksacijom glasnice i/ili zahvacenost neke od susjednih podregija:
postkrikoidna regija, preepiglotski prostor, paraglotski prostor, i/ili minimalno $titha hrskavica

T4a Tumor prodire kroz &titnu hrskavicu ili zahvaéa tkivo izvan grkljana, npr. traheju, meke strukture
vrata, uklju€ujuéi duboke misi¢e jezika, prelaringealnu muskulaturu, stitnjacu ili jednjak

T4b Tumor zahvaéa prevertrebralni prostor, medijastinalne strukture ili obuhvaca karotidnu arteriju

Glotis

TX Primarni tumor ne moze biti odreden

Tis Tumor in situ

Tla Tumor zahvaca jednu glasnicu, uz normalnu pomi¢nost

T1lb Tumor zahvaca obje glasnice, uz normalnu pomi¢nost

T2 Tumor se Siri sa supraglotis ili subglotis, smanjena pokretljivost glasnica

T3 Tumor ograni¢en na grkljan, s fiksacijom glasnice

T4a Tumor prodire kroz stitnu hrskavicu ili zahvaca tkivo izvan grkljana, npr. traheju, meke strukture
vrata, uklju€ujuéi duboke misi¢e jezika, prelaringealnu muskulaturu, Stitnjacu ili jednjak

T4b Tumor zahvaca prevertrebralni prostor, medijastinalne strukture ili obuhvaéa karotidnu arteriju

Subglotis

Tx Primarni tumor ne moze biti odreden

Tis Tumor in situ

T1 Tumor ogranien na subglotis

T2 Tumor se Siri na glasnicu ili glasnice sa normalnom ili smanjenom pokretljivoSéu

T3 Tumor ogranien na grkljan s fiksacijom glasnice

T4a Tumor prodire kroz stitnu hrskavicu ili zahvaéa tkivo izvan grkljana, npr. traheju, meke strukture
vrata, uklju€ujuci duboke misSice jezika, prelaringealnu muskulaturu, Stitnjacu ili jednjak

T4b Tumor zahvaca prevertrebralni prostor, medijastinalne strukture ili obuhvaéa karotidnu arteriju

Regionalni limfni évorovi (N)

Nx Status regionalnih ¢vorova ne moze biti odreden

NO Bez metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima

N1 Metastaze u jednom ipsilateralnom limfnom ¢voru, najveéeg promjera do 3 cm, bez
ekstrakapsularnog Sirenja

N2a Metastaze u jednom ipsilateralnom limfnom &voru promjera od 3 cm i ne ve¢eg od 6 cm, bez
ekstrakapsularnog Sirenja

N2b Metastaze u multiplim ipsilateralnim ¢vorovima, ne ve¢em od 6 cm najveceg promjera, bez
ekstrakapsularnog Sirenja

N2c Metastaze u bilateralne ili kontralateralne limfne €vorove, ne ve¢e od 6 cm najveceg promjera,
bez ekstraakapsularnog Sirenja

N3a Metastaze u limfne ¢vorove vece od 6 cm najveéem promjeru, bez ekstrakapsularnog Sirenja

N3b Metastaze u bilo kojem &voru s ekstrakapsularnim Sirenjem

Udaljene metastaze (M)

Mx Status udaljenih metastaza ne moze biti odreden

MO Bez udaljenih metastaza

M1 S udaljenim metastazama




Tablica 2. Klinicki stadiji karcinoma grkljana

STADIJ T N M

Stadij | Tl NO MO

Stadij Il T2 NO MO

Stadij Il T3 NO MO
T1,T2, T3 N1 MO

Stadij IVA T1-3, N2 MO
T4a NO -N2

Stadij IVB T4b Bilo koji N MO
Bilo koji T N3

Stadij IVC Bilo koji T Bilo koji N M1

1.2.2 Patohistoloske karakteristike tumora

Smatra se da karcinom grkljana nastaje iz prekanceroznih lezija [26]. Prekancerozne lezije
karakteriziraju atipi€ne stani¢ne promjene s malignim znafajkama (gubitak sazrijevanja
stanica, nuklearna atipija, poveéana mitotiCka aktivnost) koje se javljaju kao odgovor na
izlaganje kancerogenim tvarima, osobito duhanskom dimu i alkoholu [26]. Prekancerozne
lezije ukljuCuju displaziju niskog i visokog stupnja te su, po definiciji, ograni¢ene na epitel s
netaknutom bazalnom membranom. Progresija do mikroinvazivnog i invazivnhog karcinoma
karakterizirana je infiltracijom bazalne membrane i podlezeceg tkiva.

Histolo$ki, skvamozni karcinomi grkljana (SKG) Cine vide od 95% primarnih karcinoma grkljana
i nastaju iz mnogoslojnog plo¢astog epitela koji oblaze grkljan [6]. Drugi, rjedi histoloSki tipovi
primarnog karcinoma grkljana uklju€uju verukozni karcinom (visoko diferencirana varijanta s
niskom ucestalo$¢u metastaza), adenokarcinom, karcinom vretenastih stanica, fibrosarkom i
hondrosarkom [2]. Neuroendokrini tumori, iako rijetki, najées¢i su neskvamozni tumori sa

¢esScom sklonoS¢u prema supraglotiénom larinksu [27].



1.3 Dijagnostika skvamoznog karcinoma grkljana

Svaki pregled bolesnika zapoc€inje anamnezom te detaljnim otorinolaringoloskim pregledom.
U anamnezi se uz trajanje simptoma i njihovu tezinu posebno osvréemo na rizi€ne ¢imbenike,
prije svega pusenje i konzumiranje alkohola. U sklopu kompletnog otorinolaringolo$kog
pregleda znacajnu ulogu igra endoskopija grkljana (Slika 1) koja ve¢inom moze razlikovati
benigne i maligne lezije, a u slu€aju sumnje na malignitet procijeniti veli€inu tumora,
zahvacenost sijela i podsijela grkljana, pomi¢nost glasnica, ali i Sirenje na okolne regije, poput
orofarinksa ili hipofarinksa. Dodatnu vrijednost endoskopiji grkljana pridaje uskopojasno
shimanje (eng. narrow-band imaging — NBI). NBI je metoda kojom vizualiziramo vaskularni
uzorak sluznice uskopojasnim svjetlosnim valnim duljinama (415 i 540 nm). Dokazano je da je
NBI koristan alat u otkrivanju ranog karcinoma glotisa [28]. Takoder je pokazano da NBI
olak$ava klinicko donoSenje odluka o lije€enju bolesnika s laringealnom leukoplakijom [29].
Premaligne i maligne lezije glotisa karakteriziraju zile koje se pruzaju okomito prema povrsini
epitela i definirane su kao "pozitivne NBI lezije" [30]. S druge strane lezije koje nemaju

vaskularizaciju ili se Zile pruzaju paralelno s povrS§inom sluznice su najée$ce benigne prirode

bez malignog potencijala.

Slika 1. Endoskopski prikaz grkljana; A — polip desne glasnice, B — leukoplakija obje glasnice,

C — karcinom lijeve glasnice

lako otorinolaringoloski pregled daje mnogobrojne korisne informacije Cesto je ograni¢en u
procjeni dubine tumora i prisutnosti nepalpabilnih vratnih metastaza pa ga je potrebno
upotpuniti radioloSkim oslikavanjem. Snimanje mozZe pruziti ne samo informacije o invaziji
hrskavice, Sirenju u preepigloti¢ni i paragloti¢ni prostor i ekstralaringealnom Sirenju tumora vec
procijeniti i regionalnu te distalnu proSirenost bolesti. Kompjutorizirana tomografija (eng.
Computerised tomography - CT) vratnih organa je specifiCnija za invaziju hrskavice i lakSe je
dostupna te po niZoj cijeni $to ju €ini preferiranim modalitetom snimanja u mnogim centrima,
ali se ponekad upotpunjuje magnetskom rezonancijom (MR), posebno u klini¢ki nejasnim

slu¢ajevima.



CT grudnog koSa treba razmotriti u svih bolesnika u uznapredovalom stadiju bolesti, osobito
puSaa, zbog visoke incidencije drugih primarnih malignih tumora pluéa ili udaljenog

metastaziranja.

Ultrazvuk vrata je takoder neophodan alat za odredivanje prisutnosti regionalnih metastaza,
osobito kada su prisutni patoloski limfni évorovi koji su manji od 1 cm ili kad je potrebna
citoloSka punkcija suspektnog ¢vora. Prednosti ultrazvuka su u dostupnosti, neinvazivnosti,
cijeni te visoko dokazanoj ucinkoviti u identifikaciji patoloSkih limfnih €vorova ili procjeni

zahvacenosti mekih tkiva vrata patoloskim procesom.

Funkcionalno oslikavanje pozitronskom emisijskom tomografijom s kompjutoriziranom
tomografijom (PET/CT) razvilo se u bitan nacCin oslikavanja u procjeni uznapredovalog
karcinoma larinksa. lako ima ograni¢enu korisnost u odredivanju proSirenosti primarnog
tumora zbog niske prostorne rezolucije, postaje standardom u procjeni regionalnih cervikalnih
i udaljenih metastaza [31]. Usprkos tome, u Hrvatskoj se koristi samo u odredenim

indikacijama kod tumora glave i vrata zbog visoke cijene, dugog ¢ekanja te manjka uredaja.

Primarno mjesto tumora se naj¢e3c¢e bioptira tijekom mikrolaringoskopije koja se izvodi u
operacijskoj sali u opc¢oj anestezija te pod kontrolom operacijskog mikroskopa (Slika 2).
Mikrolaringoskopija je dio Sireg endoskopskog pregleda koji nazivamo panendoskopija te
omogucuije istodobno ispitivanje proSirenosti tumora, biopsiju suspektnih lezija te planiranje
mogucih kirurSkih postupaka. Ezofagoskopija se izvodi za procjenu zahvacéenosti jednjaka
tumorom, preskakajucih ili ,skip“ lezija u jednjaku ili drugim primarnim tumorima c¢ija je
uCestalost prema nekim istrazivanjima i do 25% [32]. U novije vrijeme, a zahvaljujuci napretku
fiberendoskopskih uredaja koji mogu u sebi sadrzavati radni kanal, biopsiju je moguce izvesti
i u ambulantnim uvjetima, $to je izvrsna alternativna moguénost za bolesnike za koje opca

anestezija nosi odredeni rizik.



Slika 2. Mikrolaringoskopski prikaz lezije grkljana;
A — namjestaj bolesnika i mikroskopa, B — polozaj laringoskopa, C — uredan nalaz glasnica,

D — polip glasnice, E — leukoplakija glasnice, F — karcinom glasnice

1.4 Moguénosti lije€enja

Generalno je prihvaéeno pravilo da se rani stadiji bolesti lije€e unimodalno, a uznapredovali
multimodalno. Za rane stadije (T1 i T2) to ukljuuje kirurSki zahvat ili radioterapiju (RT). U
slu¢aju uznapredovalih stadija najéesce se kirurski zahvat upotpunjuje (kemo)radioterapijom
ili se primjenjuje konkomitantna kemoradioterapija pracena kirurSkim zahvatom u slu€aju
neuspjeha [33].

U odluci o lijegenju karcinoma grkljana primjenjuje se muiltidisciplinarni pristup. Clanovi
multidisciplinarnog tima ukljuCuju kirurge glave i vrata, radiologe, onkologe, patologe i
logopede, ali i pridruzene clanove poput psihologa, logopeda, nutricioniste, medicinskih

sestara i drugih.

1.4.1 Kirursko lijecenje

KirurSke mogucénosti za karcinome ranih stadija kreCu se od minimalno invazivnih

mikrolaringealnih tehnika endoskopskim pristupom do otvorenih parcijalnih laringektomija. U
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recentnije vrijeme sve se veca vaznost daje transoralnoj laserskoj mikrokirurgiji (TLM) kao
ucinkovitom nacinu lijec¢enja ranog karcinoma grkljana zbog zadovoljavajuc¢ih onkoloskih
ishoda, niskog morbiditeta, smanjenog boravka u bolnici, skracenog vremena lije€enja i
smanjenih troSkova u usporedbi s otvorenim tehnikama [34, 35]. Radi svoje preciznosti, nudi
maksimalnu postedu zdravog tkiva uz istodobno postizanje onkolosSke sigurnosti, odnosno
kirur8ku resekciju prema toénom opsegu tumora. Nadalje, koriStenje laserske kirurgije ne
isklju€uje naknadnu mogucénost lije€enja drugim tehnikama (otvorene tehnike ili RT) u sluc¢aju
rezidue ili rekurentnosti tumora. TLM i RT su ekvivalentni §to se ti€e ukupnog prezivljenja i
prezivljenja bez bolesti. Medutim, primije¢eno je da su stopa oCuvanja larinksa | prezivljenje
bez laringektomije bili bolji nakon TLM u usporedbi s RT; ovo je u skladu s nekoliko nedavno
objavljenih studija [36, 37]. Nadalje, otvorene kirur§ke tehnike u odnosu na TLM i dalje imaju
znacajno mjesto u odredenom broju pravilno i odabranih bolesnika unato€ usporedivim
onkoloskim, ali loSijim funkcionalnim, postoperativnim i rehabilitacijskim ishodima [38, 39].
KirurSke moguénosti lije€enja bolesnika sa uznapredovali stadijima karcinoma su drugadcije u
odnosu na rane stadije. Parcijalni zahvati su mogucéi u malom i ograni¢enom broju sluajeva
te se vecinom izvodi totalna laringektomija (TL).

Tehniku je prvi uspjesno izveo Billroth 1873. godine, a poboljsali su je Gluck i Sorenson 1894.
godine [40]. Indicirana je za T3 i T4 stadije karcinoma grkljan ali i kao kirurgija spasa po
neuspjehu prethodnih opcija lije€enja. Medutim, uz lokalnu kontrolu bolesti potrebna je i
regionalna. U slu€aju klini¢ki pozitivhog vrata (N+) izvode se radikalne, modificirane radikalne
ili proSireno radikalne disekcije. Pri odluci za lijeCenjem kod klini¢ki negativhog vrata (NO)
uzima se u obzir vjerojatnost regionalnog metastaziranja, i ako je ona ve¢a od 20% izvode se
elektivne disekcije [41]. Kao §to je prethodno naglaseno, supragloti¢ni grkljan ima najbogatiju
limfnu drenazu, i time i najveéu vjerojatnost regionalnog metastaziranja u usporedbi s drugim
podregijama grkljana pa se ovdje izvode disekcije veé kod ranih T stadija. Nasuprot tome, kod
gloti¢nih karcinoma je malo vjerojatno da ¢e doéi do Sirenja na vrat sve dok primarni tumor ne
bude u T3 ili ve¢em stadiju. Vratne regije od najveceq rizika su regije Il do IV i srediSnja regija

VI, a kako je grkljan organ medijane ravnine, profilaktiCke disekcije su nerijetko obostrane.

1.4.2 Onkolosko lijecenje

Zanimanje za ne kirursku terapiju uznapredovalog karcinoma grkljana raslo je tiekom drugog
dijela 20. stolje¢a, a Veteran’s Affairs istraZivanje objavljeno 1991. godine pokazalo je da je
radioterapija jednako ucinkovita primarna opcija lije¢enja u odnosu na dotadadnji zlatni

standard koji je uklju€ivao TL i adjuvantnu RT [42]. Prema navedenoj studiji, bolesnici sa T3 i
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T4 karcinomom grkljana su randomizirani u dvije skupine. Jedna skupina je lijeCena
indukcijskom kemoterapijom nakon Cega je slijedila definitivna radioterapija te u slucaju
neuspjeha, totalna laringektomija, dok je druga skupina bolesnika lijeCena totalnom
laringektomijom pra¢enom radioterapijom. DvogodiSnje preZivljenje bilo je istovjetno (68%) u
obje skupine lijeCenja, a kod 64% bolesnika je o€uvan grkljan. Analiza podskupina pokazala
je losiji ishod u bolesnika s T4 boleSc¢u, iako je vazno napomenuti da se to odnosi na raniju
definiciju T4 bolesti koje se razlikuju od danasnje. Rezultati navedenog istrazivanja povijesno
su promijenili protokol lije€enja bolesnika s uznapredovalim karcinomom i stvorili novu
strategiju koju nazivamo strategijom oCuvanja organa (eng. Organ preservation therapy).
Posljedi¢no, interes za primarnu radioterapiju od tada je porastao kao i interes za dodatnim
studijama. Drugo vazno istraZzivanje objavljeno je 2003. godine od strane Forastiera i suradnika
[43] s ukljuCenih 547 bolesnika s lokalno uznapredovalim karcinomom grkljana. Prema
mogucim opcijama lije€enja, bolesnici su randomizirani u jednu od tri skupine: indukcijska
kemoterapija praéena RT-om, konkomitantna kemoradioterapija i samo RT. Glavni cilj
istrazivanja bio je odrediti koja je najbolja terapija za oCuvanje grkljana. Nakon 2 godine
praéenja bolesnika postotak oCuvanja iznosio je 88% za grupu lije€enu konkomitantnom
kemoradioterapijom, 75% za grupu lije€¢enu indukcijskom kemoterapijom prac¢enu RT-om te
70% za grupu lijeCenu RT-om. Navedenim istraZivanjem su postavljeni novi temelji za lijeCenje
lokalno uznapredovalih karcinoma grkljana te se danas ovaj tip terapije nudi bolesnicima kao

jednako ucinkovita metoda kirur§kom lije¢eniju.

Svakako, potrebno je voditi racuna da bolesnici budu svjesni prezivljenja i funkcionalnih ishoda
povezanih sa svakim modalitetom lijecenja. Ako bolesnici odaberu ne kirur§ke mogucnosti u
svrhu o€uvanja organa, potrebno je istaknuti rizik moguée nefunkcionalnosti grkljana, koji se
pojavljuie €ak i do 74% bolesnika [44]. Nadalje, kirurgija spasa u slu€aju neuspjeha
konkomitantne kemoradioterapije je povezana sa loSijim onkoloskim ishodnom i visokom

stopom morbiditeta [45].

1.4.2.1 Radioterapija

Radioterapija koristi ioniziraju¢e zra€enje za generiranje slobodnih radikala unutar stani¢nih
jezgri, §to zauzvrat uzrokuje oStecenje stanica i deoksiribonukleinske kiseline (DNK) §to
rezultira stanicnom smrcu. Cilj radioterapije je iskorijeniti tumor uz o€uvanje normalnog tkiva.
Tipicni rezim lije€enja ukljuCuje primjenu ukupne doze zracenja od 60 do 70 greja (Gy)

rasporedenu na manje jednake doze tijekom razdoblja od 6 do 7 tjedana. Radioterapija se
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izvodi samostalno u slu€ajevima ranih stadija karcinoma grkljana, a kombinira s drugim
opcijama lije€enja u slu¢aju uznapredovalih karcinoma. Vrat je uklju¢en u polje zracenja ako
postoje metastatski limfni Evorovi ili ako postoji vjerojatnost metastaziranja ve¢a od 20%. U
danasnje vrijeme u brojnim ustanovama se koristi radioterapija modularnog intenziteta (eng.
Intensity-Modulated Radiation Therapy; IMRT). Prednost ove metode je mogucénost
modulacije intenziteta zraCenja ovisno 0 mjestu gdje se Zeli isporuciti veca ili manja koli€ina
zraCenja. Time se poSteduju zdrava tkiva, a najveci intenzitet zracenja isporucuje u ciljano
podrucje tumora [46].

Komplikacije zraCenja dijele se na rane i kasne. Rane komplikacije ukljuéuju mukozitis,
odinofagiju, disfagiju, oSteCenje koze, gubitak okusa i edem (Sto ponekad moze dovesti do
akutnog oStecenja diSnih putova). Ove nuspojave mogu trajati 6 tjedana ili dulje nakon
zavrSetka zracenja.

Kasne komplikacije radioterapije uklju€uju kserostomiju i zubni karijes, limfedem, hipotireozu,
fiorozu mekog tkiva, stenozu Kkarotidne arterije, stenozu grklana i jednjaka,
hondroradionekrozu te osteoradionekrozu. Hondroradionekroza grkljana javlja se u priblizno
5% bolesnika lijeCenih primarnom radioterapijom i mozZe rezultirati kronicnom opstrukcijom
diSnih putova, boli i aspiracijom. NajéeS¢e zahvaéena hrskavica je aritenoidna hrskavica, a
potom &titna, epiglotis i krikoidna [47]. U tedkim slu¢ajevima, neophodna je totalna

laringektomija kako bi se ublazili simptomi.

1.4.2.2 Kemoterapija

Kemoterapija se najéescée koristi zajedno s radioterapijom za uznapredovali karcinom grkljana.
Kemoterapeutik se koristi kao radiosenzibilizator, a istovremeno pruza sistemski
antineoplasti¢ni ucinak. Dvije naj¢eS¢e metode kemoterapije su indukcijska i konkomitantna.
Indukcijska kemoterapija nakon koje slijedi definitivni rezim radioterapije popularnija je u
Europi, dok je konkomitantna kemoterapija ¢eS¢a u Sjedinjenim Drzavama [48]. Adjuvantna
kemoterapija se primjenjuje kada su nakon kirurS8kog zahvata prisutne tumorske stanice na
rubovima preparata ili kod ekstranodalnog Sirenja tumora. NajéeSce se koriste kemoterapeutici
na bazi platine (cisplatina ili karboplatina) koji oste¢uju duplikaciju DNK-a kod tumorskih

stanica. Uobic¢ajena doza je 100mg/m?u tri ciklusa sa stankama od 3 tjedna.
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1.4.2.3 Imunoterapija

Imunoterapija je naziv za vrstu terapije koja koristi vlastiti imunoloski sustav u obrani od
tumora. Slabija aktivnost imunoloSkog sustava ima ulogu u razvoju karcinoma povezanih s
virusnim infekcijama (HPV, Epstein-Barrov virus (EBV), hepatitis C, hepatitis B) [49, 50]. lako
se imunoterapija pokazala kao odlicna terapija u odredenim sluCajevima u bolesnika s
malignomima glave i vrata, dosada dostupna istrazivanja pokazuju da vecina bolesnika ne
reagira na imunoterapiju kao jedini oblik lije€enja [51].

U tumorima glave i vrata, cetuximab je prvi modalitet imunoterapije koji je uveden 2006.
godine. Radi se o monoklonskom protutijelu usmjerenom prema receptoru epidermalnog
faktora rasta (eng. Epidermal growth factor receptor - EGFR). Indiciran je u lije¢enju bolesnika
sa skvamoznim karcinomima glave i vrata, za lokalno uznapredovalu bolest u kombinaciji s
radioterapijom i za recidiviraju¢u i/ili metastatsku bolest u kombinaciji s kemoterapijom na bazi
platine. Ipak, nakon provodenja mnogobrojnih vaznih klini¢kih ispitivanja faze Ill, gdje je
uporaba cetuksimaba testirana u razli€itim klinickim scenarijima i s razli€itim hipotezama,
rezultati definitivno nisu ohrabrujuéi [52]. Drugim rije€ima, ocekivao se veéi doprinos
poboljSanom prezivijenju. Kako god, istrazivanja o ucinkovitosti cetuksimaba su i dalje
aktualna te ¢e se u buduénosti zasigurno ponovno procijeniti i definirati njegova uloga u svjetlu
najnovijih klinickih dokaza. Jednako tako, istraZivanja su usmjerena i drugim molekulama kao
Sto su inhibitori kontrolnih tocaka.

Inhibitori kontrolnih to€aka usmjereni na protein programirane staniéne smrti 1 (PD-1)
uglavhom se vezu na aktivaciju tumorski orijentiranih antigen-specificnih T limfocita [53].
Terapije blokade imunoloskih kontrolnih to¢aka znacajno su promijenili terapijske protokole za
bolesnike s karcinomom glave i vrata opcenito, pa tako i za oboljele od laringealnog karcinoma.
Prvo su odobrene kod bolesnika s uznapredovalim melanomom [54], a potom primijenjene za
razliCite vrste karcinoma [55], §to je dramatiCno utjecalo na algoritam lijeCenja u razli€itim
sijelima. Anti-PD-1 lijekovi (nivolumab, pembrolizumab) odobreni su za rekurentne i
metastatske (R/M) skvamozne karcinome glave i vrata (SKGV) u prvoj i drugoj liniji lijecenja
[56-58], a odobrenju su prethodovale mnogobrojne studije.

Pokus Ill faze Checkmate 141 procijenio je ucinak anti-PD-1 (nivolumaba) za bolesnike s R/M
SKGV-om [56]. Pozitivni rezultati ove studije potvrdili su primjenu anti-PD-1 za lijeCenje R/M
SKGV-a i dokazali postojanje djelotvornog, ucinkovitog imuniteta protiv karcinoma u bolesnika
s SKGV-om. Sli¢no, Keynote-040 randomizirano ispitivanje faze Ill usporedivalo je u€inkovitost
pembrolizumaba (anti-PD-1) u odnosu na SOC (metotreksat, docetaksel ili cetuksimab) [57]
za bolesnika s R/M SKGV nakon lije¢enja koje je sadrzavalo platinu. Ova su ispitivanja dovela

do odobrenja ameri¢ke Food and Drug Administration (FDA) za upotrebu anti-PD-1 (nivolumab
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i pembrolizumab) u drugoj liniji za bolesnike s R/IM SKGV-om koji su ve¢ primili terapiju
baziranu na platini [59]. Naknadno je studija Keynote-048, randomizirana multicentri¢na studija
faze Ill iz 37 zemalja, ispitivala pembrolizumab sam ili s kemoterapijom (platina plus
fluorouracil) naspram cetuksimaba s kemoterapijom (rezim EXTREME [60] za prvu liniju
lije¢enja R/M SKGV-a. [58]. U ovom je ispitivanju monoterapija pembrolizumabom dovela do
znacajnog poboljSanja ukupnog prezivlijenja PD-L1 pozitivnih (CPS =20 ili CPS 21, eng.
Combined positive score - CPS) SKGV-a. CPS je sustava bodovanja koji uklju¢uje PD-L1
pozitivhe tumorske stanice i imunoloske stanice. Osim toga, bolesnici s R/M SKGV-om lijeceni
pembrolizumabom uz kemoterapiju imali su znacajno produljeno ukupno prezivljenje u
usporedbi sa skupinom koja je primala cetuksimab s kemoterapijom. Ovo je ispitivanje
istaknulo ucCinkovitost kombinacije imunoterapije i kemoterapije za podskupine bolesnika s
SKGV-om. Na temelju KEYNOTE-048, FDA je odobrila upotrebu monoterapije
pembrolizumabom u prvoj liniji za R/IM SKGV s CPS 21 i pembrolizumab plus kemoterapiju na
bazi platine za one s CPS-om<1 za R/M SKGV. Prednost imunoterapije naspram kemoterapije
oCituje se intenzitetu nuspojava. U slu€aju imunoterapije one su blaZzeg intenziteta i lakSe se

lijece.

1.5 Prognoza i prezivljenje

Ukupno petogodisnje prezivljenje za sve stadije karcinoma grkljana ovisi o podregiji u kojoj se
tumor nalazi pa u skladu s time najbolje prezivljenje imaju karcinomi glotisa (81%), potom
karcinomi subglotisa (77%), dok ukupno 51% bolesnika prezivi pet godina u slu€aju
supragloti¢nog karcinoma [2, 61]. Analiza petogodidnjeg prezivljenja po stadijima iznosi 84%
za stadij |, 83% za stadij Il, 73% sa stadij Il i nezadovoljavajucih 44% za stadij IV supraglotic¢nih
karcinoma [2, 49]. Nezadovoljavajuci je i iznos petogodiSnjeg prezivljenje kod stadija IV bolesti
karcinoma gloti¢ne lokalizacije u iznosu od 45%, dok ostali stadiji imaju dobru prognozu; 90%
za prvi, 85% drugi i 75% tredi stadij [61].

Literaturni podaci prezivljenja bolesnika sa subgloti¢nim karcinomom po stadijima su oskudni

te vrlo rijetko prikazani, vjerojatno zbog malog broja bolesnika s karcinomom u ovoj regiji.

1.6 Prekancerozne lezije grkljana

Tijekom posljednjih Sezdeset godina ucinjen je niz znac€ajnih poku$aja da se uspostavi
opceprihvacena terminologija i histoloSki sustav ocjenjivanja prekanceroznih lezija grkljana

[62]. Upravo iz tih razloga stvoren je €itav niz sinonima kao $to su prekanceroza, preinvazivnna
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lezija, premaligna lezija, intraepitelna lezija, intraepitelna neoplazija ili displazija. Dok je pojam
displazije u patologiju vrata maternice uklju¢en jo§ 1953. godine, u laringealnoj patologiji
prihvacéen je tek nakon konferencije o karcinomu grkljana u Torontu 1974. godine [62, 63]. Od
tada su se stvarali, izmjenjivali i nadopunjavali razli€iti klasifikacijski sustavi (Tablica 3). Sustav
Svjetske zdravstvene organizacije (eng. World Health Organisation — WHO) ima Cetiri izdanja
(1978., 1991., 2005. i 2017.) te su se u njima vrSile izmjene ne samo u terminologiji ve¢ i u
kategorijama klasificiranja [62]. Bitna promjena izmedu WHO Kklasifikacija iz 2005. i 2017. je
poku$aj pojednostavljenja kako bi sustav usao u Siru upotrebu te bio opée prihvacen. Ovdje je
jos$ bitno istaknuti da su uz WHO klasifikacijske sustave istodobno postojali i drugi sustavi kao
Sto je Ljubljanska klasifikacija [64]. Zapravo, trenutna klasifikacija WHO-a iz 2017. godine se
temelji na modificiranoj Ljubljanskoj klasifikaciji, a u svrhu jednostavnijeg Kklasificiranja
predloZen je dvoslojni sustav s jasnim histopatoloSkim kriterijima za dvije skupine: displaziju
niskog i visokog stupnja [65].

U literaturi se navodi da 11 do 25% prekanceroznih lezija grkljana maligno alterira, a rizik od
maligne alteracije raste s porastom stupnjem displazije [66-68]. Isenberg i suradnici tako
opisuju pojavu skvamoznog karcinoma u 10.1% kod blagih i umjerenih te 18.1% kod teskih
displazija [66]. Van Hulst i suradnici u sistemskom pregledu literature zakljuuju da blage
displazije alteriraju u 0 do 41.7%, umjerene u 0 do 48% te teSke u 14.3 do 44.4% slucajeva
[68]. Ne postoje jasni morfoloSki pokazatelji o tome hoce li neka od prekanceroznih lezija
napredovati do skvamoznog karcinoma grkljana i, ako hoée, unutar kojeg vremenskog
razdoblja. Terapija i pracenje laringealnih displazija izazovni su jer svaka nova biopsija
rezultira oziljkom na tkivu, $to kasnije uzrokuje promuklost.

S druge strane, patolozi se takoder moraju nositi sa subjektivnostima, nesigurnostima i
varijabilno$¢u izmedu promatraca. Nadalje, postojanje viSestrukih sustava klasifikacije koji su
se istodobno koristili u razli¢itim institucijama oteZavalo je usporedbu podataka i odgadalo
razvoj jasnih smjernica i konsenzusa. Na temelju prethodno spomenutih podataka, evidentno
je da su potrebni novi molekularni markeri potrebni za predvidanje progresije laringealne
displazije u skvamozni karcinom grkljana. Stoga je od iznimne vaznosti identificirati dodatne
morfoloSke, imunohistokemijske ili molekularne pokazatelje koji bi olak3ali preciznu procjenu
prekanceroznih lezija koje Ce vjerojatno napredovati u karcinom.

Razina izrazaja PD-L1 i njegov znacaj u skvamoznim epitelnim lezija grkljana nije dovoljno
istrazena, a prakticki ne postoje radovi u kojima se usporedivao izrazaj PD-L1 u
prekancerozama koje su progredirale u karcinom s onima koje nisu. Sli¢na istrazivanja na
prekanceroznim lezijama usne Supljine pokazala su da je veéi PD-L1 izrazaj kod prekanceroza

koje su progredirale u usporedbi s onima koje nisu [69].
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Obzirom na uvodenje i dostupnost imunoterapije u lije¢enju karcinoma glave i vrata od iznimne

je vaznosti detaljnije istraziti izrazaj PD-L1 kod skvamoznih epitelnih lezija grkljana.

Tablica 3. NajCeSce koristeni klasifikacijski sustavi za prekancerozne lezije

Stupanj WHO SIN Liublianska Modificirana WHO
abnormaine  klasifikacija e oo kfasifJikaci.a Ljubljanska  Klasifikacija
maturacije iz 2005 J 12 Kasifikacija iz 2017
Niie izraz Skvamozna Skvamozna Skvamozna SIL niskog D_|splazua
je Izrazen hiperplazija hiperplazija hiperplazija stupnja niskog
P stupnja
. Bazalna/
Do_nja 13 B.Iaga . SIN 1 parabazalna
epitela displazija hi .
iperplazija
Donja 1/3 - SIN 1 ili SIN
1/2 epitela ) 2
Umjerena Displazii
Gornja1/2-  displazija Atipiéna SIL visokog \splazija
3/4 epitela SIN2 hiperplazija stupnja V'SOK(.)g
stupnja
Puna 2
debljina gfss'l‘:zi.a
epitela plazi
CIS CIs CIs

1.7 Programirani ligand smrti 1 (PD-L1)

Protein programirane stani¢ne smrti 1 (eng. Programmed cell death protein - PD-1)
membranski je protein na povrSini T i B limfocita koji ima ulogu u reguliranju stani¢nog
odgovora imunoloskog sustava. Zapravo, on smanjenje odgovor imunoloskog sustava i
promice toleranciju na vlastite antigene suzbijanjem upalne aktivnosti T limfocita. Na taj nacin,
spreCava nastanak autoimunih bolesti $to je pozitivan u€inak. Negativan uéinak se o ituje u
spre€avanju imunolo$kog sustava u borbi protiv tumorskih stanica [70]. PD-1 je imunoloska
kontrolna toCka i &titi kroz dva mehanizma. Prvo, potie apoptozu antigen-specificnih T-
limfocita u limfnim C€vorovima. Drugo, smanjuje apoptozu u regulatornim T limfocitima
(protuupalne, supresivne T stanice) [70]. Na PD-1 se vezu dva liganda, programirani ligand
smrti 1 (eng. Programmed death ligand 1 - PD-L1) i programirani ligand smrti 2 (eng.
Programmed death ligand 2 - PD-L2). PD-L1 je transmembranski protein od 40 kDa za koji se
nagada da igra glavnu ulogu u suzbijanju adaptivhe ruke imunoloSkog sustava tijekom
odredenih dogadaja kao Sto su trudnoéa, transplantacija tkiva, autoimune bolest i druga
bolesna stanja. U normalnim uvjetima imunolo$ki sustav se brani od stranih, tumorskih stanica
pomocu brojnih, dobro poznatih mehanizama. Vezanjem PD-L1 na PD-1 protein smjesten na

povrsini CD8 citotoksi¢nih limfocita zapoc€inje niz kaskadnih reakcija koje naposljetku dovode
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do smanjene proliferacije, aktivacije i sekrecije citokina CD8 limfocita te smanjenog odgovora
imunoloskog sustava (Slika 3) [71]. Nazalost brojne tumorske stranice koriste taj mehanizam
te pretjerano izrazavaju PD-L1 i na taj nalin izbjegavaju odgovor imunoloskog sustava.
Klinicka vaznost ovog proteina lezi u Cinjenici da ve¢ postoji dostupna imunoterapija.
Istrazivanja provedena na tumorima plu¢a, mokraénog mjehura i bubrega pokazala su loSije
prezivljenje bolesnika i €eSc¢e udaljeno metastaziranje ukoliko su tumori imali visoki izrazaj PD-
L1 [71]. U studijama Wanga i suradnika te Kowalskog i suradnika istrazivan je izrazaj PD-L1
po TNM stadiju bolesnika s karcinomom grkljana; PD-L1 je bio prekomjerno izrazen u
uznapredovalom karcinomu (stadij 11l i IV) s metastazama u regionalnim limfnim &vorovima
[72, 73]. Verroisuradnici nisu prona$li povezanost PD-L1 izraZzaja i veli€ine primarnog tumora;
medutim, pronadena je statistiCki znacajna povezanost izmedu CPS-a i zahvacéenosti vratnih
limfnih Evorova [74].

Postoje i opre¢ne studije koje povezuju pojaCani izrazaj PD-L1 sa boljim imunoloSkim
odgovorom te posljediCnim duljim prezivljenjem [71, 75, 76]. Razne studije dokazale su porast
sistemnog upalnog odgovora kod PD-L1 pozitivhog tumora [74, 77]. Verro i suradnici pronasli
su statistiCki zna€ajnu pozitivhu korelaciju izmedu vrijednosti CPS-a i C-reaktivnog proteina u
krvi, potvrdujuci aktivaciju imunoloSkog sustava kod karcinoma grkljana [74]. Franz i suradnici
proucavali su korelaciju izmedu PD-L1 izrazenog kao CPS i omjera krvnih neutrofila i limfocita
te su dokazali zna€ajnu povezanost izmedu ovih Cimbenika [77]. Time su prikazali odnos
izmedu sistemskog upalnog odgovora i laringealnog imunoloskog mikrookolisa. Rezultati
istrazivanja Alessandrini i suradnika ukazuju na to da je CPS=21 pozitivan prognosticki
Cimbenik, u smislu rijede pojave recidiva bolesti i duljeg prezivljena bez bolesti, $to je u skladu
s drugim dokazima o vjerojatnoj ulozi PD-L1 kao markera ucinkovitijieg antitumorskog
imunoloskog odgovora [71, 78, 79]. U njihovoj skupini bolesnika, bolji klini¢ki ishod i
histopatoloSke karakteristike (u smislu bogatijeg infiltrata limfocita) su nadeni kod PD-L1
pozitivnih karcinoma grkljana.

Koridtenje PD-L1 kao biomarkera u skvamoznim karcinomima glave i vrata za predvidanje
razvitka metastaza ili recidiva bolesti veliki je izazov zbog njegovog heterogenog
intratumorskog izrazaja i razlika u nacinu ocitavanja. U upotrebi su razliciti klonovi protutijela
(22C3, SP142 i SP263) i razligiti sustavi bodovanja koji mogu uklju€ivati same tumorske
stanice (eng.Tumor proportion score — TPS) ili tumorske stanice i imunoloSke stanice (CPS).
Nadalje, jo$ nije sasvim jasno definirana grani¢na vrijednost PD-L1 izrazaja koja bi se koristila
za procjenu imunohistokemijskog bojenja kao pozitivhog.

Takoder, u literaturi nedostaje radova o usporedbi PD-L1 izrazaja izmedu displazija i

karcinoma, ali i displazija i benignih promjena grkljana. U jednom od rijetkih radova pronaden
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je statistiCki znacajno veci izrazaj kod karcinoma grkljana u usporedbi s displazijama [80].
Treba napomenuti da je u navedenom istrazivanju ukljuéeno samo 10 bolesnika s displazijom
te nije istraZivan izrazaj PD-L1 u benignim lezijama.

Cini se da se izrazaj PD-L1 oslanja na sloZenu interakciju izmedu stanica tumora i imunolo$kih
stanica u tumorskom mikrookoliSu te je njegov izrazaj u tumorskim stanicama takoder pojacan
kao rezultat sekrecije IFN-y (interferon gamma) putem T limfocita [71]. U tom smislu, pojacani
izrazaj PD-L1 u tumorskim stanicama mogao bi se objasniti antitumorskim, imunoloskim
pritiskom posredovanim limfocitima koji infiltriraju tumor (eng. Tumor-infiltrating lymphocites -
TILs). Ako je tako, bolesnici s tumorima bogatim T limfocitima koji snazno izrazavaju PD-L1
vjerojatno ¢e razviti snazniji imunolo&ki odgovor i posljediéno mogu imati bolju prognozu [71,
81].

Budu¢i da se PD-L1 moze smatrati i inhibitorom imunoloSkog odgovora i markerom
imunolo$kog pritiska, upitno je kako bi njegov izrazaj i tumorski mikrookoli5 mogli biti povezani
s karcinomom glave i vrata [82]. Malo je radova koji sistematski istrazuju izrazaj PD-L1 u
tumorskim stanicama kao i stanicama mikrookoliSa samo kod skvamoznih lezija grkljana iduci
od pre-invazivnih lezija skvamoznog epitela do invazivnih (invazivhog skvamoznog
karcinoma), a rezultati malog broja dostupnih studija su takoder nerijetko opre¢ni. Rezultati
nedavno objavljenje meta-analize koja je ukljucivala premaligne lezije usne Supljine, su
pokazali da je izrazaj PD-L1 slabiji u pre-invazivnim skvamoznim lezijama nego kod invazivhog
skvamoznog karcinoma [83]. Druga pak studija nije uspjela dokazati razlike u izrazaju PD-L1

u pre-invazivnim i invazivnim skvamoznim lezijama usne Supljine i grkljana [84].
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CD8&" limfocit T

Anti-PD-1

Anti-PD-L1

Slika 3. PD-1/PD-L1 signalni put

CD8 pozitivan limfocit T se aktivira nakon prepoznavanja tumorskog antigena predstavljenog od

molekule MHC klase | i otpusta IFN-y koji se veZe na receptor, te posljedi¢no inducira poja¢an izrazaj
PD-L1 na tumorskim stanicama. PD-L1 se veze na PD-1 na povrsini T limfocita, izazivajuéi inhibicijski
u¢inak PD-1/PD-L1 osi. Anti-PD-1 ili anti-PD-L1 protutijela blokiraju interakciju PD-1 i PD-L1 i ukidaju
inhibiciju CD8 pozitivnih limfocita T ¢ime se pojaava antitumorska aktivnost.
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1.8 Tumorski mikrookolis

Tumorski mikrookolis (eng. Tumor microenvironment) slozen je sustav neoplasti¢nih stanica i
njima bliske okoline. Cine ga promijenjene tumorske stanice i nepromijenjene stromalne
stanice te ekstracelularni matriks koji objedinjuje sustav. Tumorski mikrookoli$ privlaci interes
u vidu razvoja novih biomarkera, posebice onih s moguc¢im prognostiCkim i terapijskim
implikacijama [81]. Medu stanicama tumorskog mikrookoli§a posebno su zanimljivi T limfociti
kao i makrofazi zbog velike uloge u interakciji s tumorskim stanicama koja jo$ uvijek nije

dovoljno istrazena.

1.8.1 T limfociti

Dobro je poznato da su CD4 pozitivhi T limfociti vrlo bitni u postizanju optimalnog
antitumorskog imuniteta te da zajedno s CD8 pozitivhim T limfocitima imaju sinergisti¢ku ulogu
u imunoloSskom odgovoru [85].

U studiji Wolfa i suradnika [86] dokazano je da je veca infiltracija CD4 pozitivnih limfocita
intraepitelno povezana s duljim prezivljenjem bez bolesti kao i ukupnim prezivljenjem. S druge
strane, gledajuci stromalni izrazaj CD4 pozitivnih limfocita dobiven je suprotan rezultat, niZi
izrazaj je bio povezan s duljim preZivljenjem bez bolesti. Treba napomenuti da je u navedenoj
studiji bilo ukljuéeno samo 40 bolesnika s heterogenom skupinom karcinoma glave i vrata
(usna Supljina, orofarinks, hipofarinks, grkljan i maksilarni sinus). Nekoliko je studija od tada
potvrdilo i proSirilo mogucu prognosti¢ku ulogu CD4 pozitivnih limfocita, pokazuju¢i da CD4
pozitivni limfociti koreliraju s preZivljenjem u razliCitim karcinomima glave i vrata [87, 88].
Medutim, vecina su istrazivanja radena na heterogenoj skupini karcinoma glave i vrata i nisu
se posebno bavile karcinomom grkljana.

CD8+ limfociti istiCu se svojim antitumorskim svojstvima, te njihov veéi izrazaj dovodi do boljih
ishoda kod razli¢itih vrsta karcinoma [89-91]. Objavljena istrazivanja uglavnom se baziraju na
izraZaju PD-L1 kao glavnom pokazatelju odgovora bolesnika na anti PD-1/PD-L1 terapiju.
Izrazaj PD-L1 pozitivho korelira s CD8+ limfocitima te rezultati raznih istrazivanja sugeriraju
kako bi se CD8+ limfociti trebali ukljucivati u studije koje se bave istrazivanjem biomarkera kod
bolesnika lije€enih inhibitorima kontrolnih to¢aka [81, 92]. Isto je u€injeno u jednoj studiji u kojoj
je uklju€eno vide tumora razli¢itih lokalizacija (karcinom bubrega, plu¢a, melanom) lijeéenih
nivolumabom [93]. U ovoj studiji, izraZzaj tumorskog PD-L1 pokazao se kao najvazniji prediktor
odgovora na nivolumab, ali je moguce da bi model koji kombinira i CD8+ limfocite i PD-L1

mogao jo$ bolje predvidjeti odgovor na inhibitore kontrolnih to¢aka. Studije koje procjenjuju
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prognosti¢ku vrijednost podskupine limfocita T u melanomu pokazale su da je postotak CD8+
stanica neovisan prediktor za poboljSano prezivljenje [92]. Stoga je moguce da podskupine T
limfocita imaju razli¢it u€inak na prognozu i predvidanje odgovora na inhibitore kontrolnih
toCaka PD-1/PD-L1. Balermpas i suradnici [94] takoder su izvijestili da je snazna infiltracija
tumora CD3+ i CD8+ T limfocitima povezana s boljom prognozom kod bolesnika s karcinomom
glave i vrata koji su primarno lije€eni kemoradioterapijom. Prognosticka vaznost tumorske
infiltracije CD3+ i CD8+ T limfocitima dokazana je kod karcinoma dojke, jednjaka, pluéa,
jajnika, debelog crijeva i anusa [95]. Nadalje, Balermpas i suradnici [94] pokazali su da
intratumoralna lokalizacija TIL-a (u neposrednoj blizini tumorskih stanica, u stromi tumora)
utjeCe na njihov prognosticki u€inak. Nedavne studije Taubea i suradnika [93] i Tumeha i
suradnika [96] takoder su pokazale da je lokacija T limfocita i stanica koje izrazavaju PD-L1
unutar tumora od posebne vaZnosti; otkrivanje CD8+ T limfocita i PD-L1 pozitivnih stanica na

invazivnom rubu tumora bilo je povezano s boljim odgovorom na imunoterapiju.

1.8.2 Makrofazi

Novija istrazivanja ukazuju da je PD-L1 prekomjerno izrazen u tumorskom mikrookoliSu i
povezan s infiltracijom s tumorom-povezanim makrofazima (eng. tumor-associated
macrophages - TAMs) kod tumora glave i vrata [97]. Makrofazi pokre¢u imunolo$ki odgovor
nakon medudjelovanja s antigenima i usmjeravaju djelovanje izvrSnih stanica imunoloskog
sustava prema proupalnom (M1 orijentacija) ili protuupalnom odgovoru (M2 orijentacija - TAM).
Medudjelovanje aktiviranih M2 makrofaga s okolnim limfocitima T od posebnog je znacaja za
podesavanje lokalnog imunoloSkog odgovora [98].

CD68 je najceS¢i marker za sve makrofage, dok je CD163 najceSce koriSten marker za M2
polarizirane makrofage. Makrofazi koji infiltriraju tumorsko tkivo uklju€eni su u karcinogenezu
kod razli¢itih sijela. Prisutni su s razliitom uc€estalo$¢u u tumorima, a €esti su u skvamoznim
karcinomima glave i vrata [99]. Sukladno tome, studije na razli¢itim tipovima tumora pokazale
su da se TAM-ovi mogu povezati s pozitivnom, ali i negativnom prognozom [100]. TAM-ovi su
opcenito usmjereni na poticanje rasta tumora i angiogeneze te suzbijanje adaptivhog imuniteta
te takoder imaju vaznu ulogu u migraciji tumorskih stanica, invaziji i metastaziranju [101]. Malo
je studija istrazivalo utjecaj mikrookolida kod karcinoma glave i vrata te povezanost s
progresijom tumora [102]. Nekoliko izvjeS¢a sugeriralo je da su TAM-ovi povezani s rastom
tumora, napredovanjem bolesti i loSijom prognozom kod nekih karcinoma [103, 104]. Unato¢
napretku u razumijevanju medudjelovanja imunoloSkog sustava i tumorskih stanica, vazna
pitanja ostaju neodgovorena. Nije poznato utjecu li CD68+ makrofazi na prezivljenje bolesnika

20



s karcinomom grkljana te bi li mogli biti vazni prognostic¢ki markeri kod bolesnika s karcinomom
grkljana.

Pojedine studije pokazuju kako su se odredeni imunoloski markeri pokazali kao superiorniji
prognosti¢ki ¢imbenici u odnosu na TNM klasifikaciju [105]. ImunoloSke stanice koje infiltriraju
tumor identificirane su kao prognosti¢ki ¢imbenici u karcinomu plué¢a [106], kolorektalnom
karcinomu [107] i karcinomu dojke [108]. Takoder, histoloSki bogat limfocitni odgovor
domacina pokazao se kao dobar prognosti¢ki ¢imbenik u karcinomima glave i vrata kako u
uzorcima kirurSke ekscizije, tako i u uzorcima biopsije [109, 110]. Nadalje, otkriveno je da je to
C¢imbenik koji predvida bolji odgovor na indukcijsku kemoterapiju [110]. Medutim, toCna
interakcija izmedu imunoloSkih i protuimunoloskih ¢&imbenika nije jasno proucena u
skvamoznom karcinomu grkljana, niti njihova prognosti¢ka ili prediktivna uloga. Osim samog
tipa imunoloskih stanica, poznato je da je bitna lokalizacija samih imunolo$kih stanica unutar
tumora [111]. Naime, potrebno je odrediti nalaze li se pojedine imunoloSke stanice unutar
samih tumorskih odjeljka ili je ve¢a koncentracija smjestena u stromalnom odjeljku. Usporedba
lokalne koordinacije razli€itih imunoloskih odjeljaka idu¢i od benignih promjena preko
prekanceroznih lezija do invazivnog karcinoma do danas nije sveobuhvatno analizirana u

bolesnika sa skvamoznim lezijama grkljana.

1.9 Humani papiloma virus (HPV)

U zadnje vrijeme sve se viSe paznje pridaje povezanosti HPV infekcije s malignim tumorima
glave i vrata [112, 113]. Poznato je da bolesnici s HPV pozitivnim karcinomom orofarinksa
imaju znacajno bolje preZivijenje u odnosu na HPV negativne bolesnike [113]. Medutim, takva
povezanost nije dokazana u slu€aju zlocudnih tumora grkljana, a i sam raspon HPV pozitivnih
tumora vrlo je Sirok te se krece od 0 do 75% [113, 114]. Razlog tome se krije u zemljopisnim
raznolikostima, ali i razli€itim metodama HPV detekcije koriStenim u istraZivanjima [115, 116].
HPV infekcija ima vaznu ulogu u regrutiranju imunoloskih stanica unutar tumora grkljana.
Medutim, mehanizmi kojima HPV-tumorske stanice pogoduju infiltraciji specifi¢nih imunoloskih
stanica nisu jo$ uvijek potpuno poznati. Lyford-Pike i suradnici [117] pokazali su da interakcija
PD-1/PD-L1 igra vaznu ulogu u HPV pozitivnom orofaringealnom karcinomu stvaranjem
pogodnih, imunosupresivnih uvjeta za pocéetnu virusnu infekciju i imunoloSku otpornost
podupiru¢i tezu za terapijsku blokadu PD-1/PD-L1 puta u bolesnika s HPV pozitivhim
karcinomom glave i vrata. Osim toga, utvrdeno je da su T limfociti koji pojacano izrazavaju PD-
1 pozitivan prognosticki ¢imbenik u HPV pozitivnom orofaringealnom karcinomu [118].

Imunoloski odgovor je vrlo dinami¢an proces koji zahtijeva procjenu svih subpopulacija

21



imunoloskih stanica, kako bi se razumjelo njihovo medusobno djelovanje i posljedice na
prognozu bolesnika suoCenih s HPV pozitivhim karcinomom grkljana, sto ¢e zasigurno biti

interes znanstvenika u buduéim studijama [116].
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Vedéina istrazivanja o izrazaju PD-L1 i stani€nom mikrookoliSu provedena su na heterogenoj

skupini tumora koja uklju€uje razlicita sijela u podrucju glave i vrata. Homogenost lokalizacije

karcinoma je klju¢na obzirom da se onkogeni i tumor supresorski geni mogu ponasati vrlo

razli¢ito [70], a trenutno dostupne studije koje su provedene na karcinomima grkljana pokazuju

proturjeCne rezultate [71, 75, 76].

2.1 Hipoteza

Hipoteza istraZivanja je da ¢e se povecani izrazaj PD-L1 uociti u karcinomu grkljana u odnosu

na prekancerozne lezije te da Ce veci izrazaj korelirati s boljim prezivijenjem.

Glavni cilj istrazivanja je imunohistokemijski analizirati razinu izrazaja PD-L1 u skvamoznom

karcinomu grkljana i u pre-invazivnm lezijama.

Specifiéni ciljevi istrazivanja:

1.

U istim lezijama ¢e se imunohistokemijski istraziti udio CD4+, CD8+, CD68+ i CD163+

stanica te ¢e se uciniti analiza prevalencije HPV-a.

Usporediti razinu izrazaja PD-L1 kao i mikrookoli§ u skupini bolesnika s
prekanceroznim lezijama koje su progredirale u karcinom sa skupinom bolesnika kod

kojih nije doslo do progresije.

Rezultati analize razine izrazaja PD-L1 te mikrookoliSa (udio CD4+, CD8+, CD68+ i
CD163+ stanica) u ispitivanim skupinama ¢e se analizirati s obzirom na klini¢ko

patoloSke karakteristike, prisutnost HPV-a te prezivljenje bolesnika.

23



3. ISPITANICI | METODE

U ovoj studiji provelo se retrospektivno istrazivanje na uzorcima tkiva iz arhive Klini¢kog
zavoda za patologiju i citologiju, Klinickog bolni¢kog centra Rijeka. Koristili su se biopticki
uzorci bolesnika upucenih s Klinike za otorinolaringologiju i kirurgiju glave i vrata KBC-a Rijeka
u razdoblju od 2010. do 2019. godine.

3.1 Ispitivana skupina

U istrazivanje je uklju¢eno 179 bolesnika, a od toga 102 s dijagnozom skvamoznog karcinoma
grkljana, njih 41 s displazijom epitela grkljana te 36 s polipima glasnica (kontrolna skupina).
Svi bolesnici uklju€eni u istrazivanje primarno su kirur$ki lijeCeni. Bolesnici s karcinomom su
nakon zahvata prikazani na sastanku multidisciplinarnog tima za tumore glave i vrata te su,
ovisno o stadiju bolesti i odredenim klini¢ko-patoloSkim osobinama tumora, dalje lijeceni radio-
ili kemoradioterapijom ili su samo redovito praceni. U studiju nisu bili uklju¢eni bolesnici koji su
prethodno bili podvrgnuti onkoloSkom lije€eniju ili bolesnici koji su imali maligne tumore neke
druge lokalizacije. Demografski podaci, podaci o funkcijama i navikama, klinic¢ko-patoloskim
osobinama tumora te pracenju bolesnika dobiveni su iz bolesnikove medicinske dokumentacije
uklju€ujuci Integrirani Bolnicki Informacijski Sustav (IBIS). Za klinicko odredivanje stadija
bolesti koristeno je osmo izdanje AJCC/UICC TNM sustava dok se za klasifikaciju displazija
koristila klasifikacija Svjetske zdravstvene organizacije iz 2017. godine. [25, 119, 120]. Tablica
4 prikazuje demografske znacajke skupine bolesnika s karcinomom grkljana. Prema
preliminarnim rezultatima PD-L1 izraZaja u bolesnika s karcinomom grkljana, izraCunali smo
veli€inu uzorka (ukupna veli€¢ina uzorka n=92) za usporedbu veli¢ine uzorka udjela na razini
statisticke znacajnosti p < 0,05 sa statistiCkom snagom analize od 80% koriStenjem opcije
“lzraCun veliCine uzorka” u MedCalc za Windows, verzija 19.1 (MedCalc Statistical Software

bvba, Ostend, Belgija).
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Tablica 4. Demografske znacajke skupine bolesnika s karcinomom grkljana

Karakteristike bolesnika sa SKG-om Broj bolesnika (%)

N=102
Dob (godine); medijan (raspon) 63.0 (43.9-83.6)
Spol Zenski 7 (6.9)
Muski 95 (93.1)
N Ne 25 (24.5)
Pusenje Da 77 (75.5)
Ne 54 (52.9
Alkohol Da 48 §47.1;
1 26 (25.5)
T klasifikacija 2 17 (16.7)
3 40 (39.2)
4 19 (18.6)
I 26 (25.5)
Klini¢ki stadij I 18 (17.6)
i 34 (33.3)
v 24 (23.5)
0 87 (85.3)
N klasifikacija 1 10 (9.8)
2 5(4.9)
Supragloti¢ni 9 (8.8)
- Gloti¢ni 72 (70.6)
Lokalizacija tumora Subglotion 32.9)
Transgloti¢ni 18 (17.6)
G1 21 (21.4)
Histoloski gradus gg ig ggj;
Nepoznato 6 (5.8)
Ne 46 (45.6)
Invazija limfnih zila Da 39 (37.9)
Nepoznato 17 (16.5)
Ne 46 (45.6)
Invazija krvnih Zila Da 38 (37.3)
Nepoznato 17 (17.1)
Ne 73 (71.8)
Perineuralna invazija Da 11 (10.7)
Nepoznato 18 (17.5)
. . RO 90 (88.2)
Resekcijski rubovi Rl 12 (11.8)
N Ne 76 (74.5)
Recidiv Oa 26 (25.5)
<1 27 (26.5)
CPS > 1 66 (64.7)
Nepoznato 9 (8.8)
TPS <1 56 (54,9)
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> ] 37 (36,3)

Nepoznato 9 (8,8)
Mjeseci do recidiva
Medijan (raspon) 15.3 (2.3-43.3)
Pracenje (mjeseci)
Medijan (raspon) 56.2 (0.1-179.5)
Umrli od karcinoma 21 (20.4)
Pojava novog primarnog tumora 26 (25.2)

Skracenice: SKG — skvamozni karcinom grkljana, CPS — Combined positive score, TPS — Tumor

proportion score

3.2 Tkivne mikroareje (TMA)

Biopti¢ki materijal polipa glasnica, laringealnih displazija te skvamoznih karcinoma grkljana,
fiksiran je u neutralnom 10% puferiranom formalinu (Kemika, Zagreb, Hrvatska), uklopljen u
parafin i obojan hemalaun eozinom (HE) radi patohistoloSke analize. Doktorand je uz pomo¢
mentora patologa oznacio podrudja od interesa na HE staklima te potom na formalin-fiksiranim
parafinskim blokovima (blok donor), odakle su se Supljom iglom (promjera 1 mm) uzimali
cilindri tkiva za izradu tkivnih mikroareja (eng. Tissue microarray - TMA) pomocu uredaja MTA
Booster Ol (Alphelys, Plaisir, Francuska) (Slika 4A). Cilindri s odabranim tkivom (3-4 cilindra
po uzorku) su se postavljali u novi parafinski blok (blok primatelj) u toéno odredenom nizu
(Slika 4B). Parafinski blok primatelj se potom ostavio preko no¢i u termostatu na 45°C da bi se
cilindri sa bloka davatelja povezali i uklopili u blok primatelj. Slijedilo je narezivanje pomocu
mikrotoma, postavlijanje na predmetno stakalce i standardna histoloSka analiza te
imunohistokemijske analize (Slika 4C). Svaki blok moze se izrezati na 100 — 500 rezova, koji
se mogu podvrgnuti neovisnim ispitivanjima. TMA u kombinaciji s imunohistokemijom
preferirana je metoda za prouCavanje i analizu izrazaja razliitih biomarkera, a glavne
prednosti ove tehnike su usteda reagensa te vremena ocitavanja uz osiguravanje istovjetnih
analitickih uvjeta za sve ispitivane uzorke. Zbog heterogenosti izrazaja unutar tumorskog tkiva
i prostorne distribucije ispitivanih markera ova se metoda ponekad ne smatra prikladnom no
mnoge studije koje su ispitivale izrazaj PD-L1 i imunoloskih stanica u karcinomima glave i vrata
su takoder koristile TMA [121-123].
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Slika 4. Postupak izrade tkivnih mikroareja

A — uredaj za izradu tkivnih mikroareja, B — parafinski blok primatelj, C — predmetno stakalce

3.3 Metodologijarada

3.3.1 Imunohistokemijsko bojanje

TMA parafinski blokovi su konstruirani na nacin da se po biopti¢kom uzorku uzelo tri ili Cetiri
cilindra tkiva promjera od 1 mm ovisno o veli€ini bioptiCkog materijala ili lezije. Osim koriStenja
viSe cilindara tkiva prilikom izrade TMA, da bi osigurali §to bolji uvid u prostornu raspodjelu
ispitivanih markera, TMA kocke su serijski narezivane i bojane za pojedine markere. Tijekom
imunohistokemijskih postupaka neki od cilinara tkiva su ili izgubljeni, ili fragmentirani ili su imali
suboptimalno obojanje; stoga se broj pregledanih uzoraka ponekad razlikovao izmedu

pojedinih analiza. Protutijela koriStena u ovom istrazivanju su sliedec¢a (Tablica 5):
e zeCje monoklonalno (IgG) anti-PD-L1 (klon SP263, Ventana, Tucson, SAD) [124];
e misje monoklonalno (IgG) anti-p16™*“2 (klon E6H4, Ventana, Tucson, SAD) [125];

e zeCje monoklonalno (IgG) anti-CD4 (klon SP35, Cell Marque, Rocklin, SAD) [126];
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¢ miSje monoklonalno (IgG1) anti-CD8 (klon C8/144B, DakoAgilent, Santa Clara, SAD)
[127];

¢ miSje monoklonalno (IgG) anti-CD68 (klon PG-M1, DakoAgilent, Santa Clara, SAD)
[128];

e miSje monoklonalno (IgG1) anti-CD163 (klon 10D6, Leica Biosystems, Buffalo Grove,
SAD) [129].

Za procjenu izraZzaja PD-L1 se osim protutijela SP263 joS koriste i klonovi 22C3 te SP142. U
literaturi postoje radovi koji su usporedivali izrazaj PD-L1 upotrebom razli€itih klonova
protutijela [130, 131]. NajCeS¢e se u retrospektivnim istrazivanjima koriste formalin fiksirane
parafinske kocke te se pokazalo da postoji zna€ajna razlika u izrazaju PD-L1 koristeéi razlicita
protutijela kad se usporeduju “svjeziji” preparati te oni koji su skladisteni dulji niz godina. Za
parafinske kocke koje su skladiStene dulje vrijeme najadekvatniji izrazaj se dobije koriStenjem
klona SP263, dok bi se koridtenjem klona 22C3 mogao podcijeniti izrazaj PD-L1.

S TMA parafinskog bloka narezali su se rezovi debljine 3-4um i prebacili na predmetna
stakla sa pozitivno nabijenom povr§inom za bolju adheziju tkiva (DakoREAL™, Glostrup,
Danska). Da bi se dodatno pobolj8ala adhezija tkiva za staklo, stakalca su ostavljena u
termostatu preko noc¢i na 37°C. Postupak deparafinizacije, rehidracije i otkrivanja antigenskih
epitopa se za CD4, CD8, CD68 i CD163 odvijao u uredaju PT Link (Agilent, SAD), dok je za
PD-L1 i p16™K4 cijeli postupak imunohistokemijske analize bio automatiziran i odvijao se u
uredaju BenchMark Ultra (Ventana, SAD). Postupak nakon su$enja predmetnih stakalaca u
uredajima je sljedeci: preparati su se deparafinizirali u ksilenu (Tissue clear, Sakura, UK), 3
puta po 7 minuta, te su se 2 puta isprala u 100% (Kemig d.o.o., Sesvete, Hrvatska) etanolu da
bi se uklonio ostatak ksilena. Potom su se preparati rehidrirali u 96% i 70% etanolu (4 minute
ispiranja u svakom gradijentu etanola).

Za otkrivanje antigenskih epitopa primijenjeni su razli€iti postupci ovisno o protutijelu
(Tablica 4). Na predmetnim staklima s tkivnim rezovima za dokazivanje PD-L1 i p16™Ka
koristio se postupak otkrivanja epitopa pomocu topline (heat induced epitope retrival-HIER) u
CC1 puferu (pufer na bazi Tris-a pH 8.0-8.5) i to 64 minute za PD-L1, a 48 minuta za p16'Nk4a,
u uredaju BenchMark Ultra (Ventana, SAD). Predmetna stakla s tkivnim rezovima za
dokazivanje CD4, CD8, CD68, CD163 uranjala su se u gotovu otopinu za otkrivanje epitopa
(engl. Target retrieval solution, Dako, Glostrup, Danska) uz koriStenje PT Link instrumenta
(Agilent, SAD), 20 minuta na temperaturi od 97°C. Nakon pre-tretmana slijedila je inkubacija

primarnim protutijelima koja je za PD-L1 iznosila 16 minuta, a za p16™K4@ 12 minuta, na
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temperaturi od 36°C u uredaju BenchMark Ultra (Ventana, SAD). Za CD4, CD8, CD68i CD163
inkubacija primarnim protutijelima je bila sat vremena na sobnoj temperaturi.

Nakon deparafinizacije te razotkrivanja antigena postupak imunohistokemijskog
bojanja se za CD4, CD8, CD68 i CD163 nacinio u automatskom imunobojacu (Dako
Autostainer Plus, DakoCytomation Colorado Inc, Fort Collins, CO, SAD). Daljnji postupak u
uredaju odvijao se na slijede¢i nacin: dodala su se primarna protutijela u odgovarajuc¢em
razriedenju, a stakalca su se inkubirala kako je gore navedeno za pojedina protutijela te u
odgovaraju¢im uredajima. Potom su se stakla nakapala sa 3% H.O. (Peroxidase-Blocking
Solution, DakoREAL™, Glostrup, Danska) i inkubirala 6 minuta na sobnoj temperaturi kako bi
se blokirala endogena peroksidaza te su se potom isprala 2 puta u puferu za ispiranje (Dako
Wash Buffer 10x, Glostrup, Danska; 0.5 M Tris-HCI, 1.5M NaCl, 0.5% Tween 20, pH 7.6 (+
0.1) koji se prethodno razrijedio sa destiliranom vodom u omjeru 1:10. Nakon toga uslijedila je
primjena vizualizacijskog sistema DakoREAL™ EnVision™ Detection System, Rabbit/Mouse
(30 minuta), a potom DakoREAL™ DAB+ Chromogen (sadrzan u EnVision™ kitu), koji je
koriSten kao kromogen. Kada se diaminobenzidin (DAB) dodao na stakla ¢ekalo se otprilike
10 minuta da dode do promjene boje. Stakalca su se potom isprala u ddH.O. Nakon primjene
vizualizacijskog sistema slijedilo je bojanje kroz 1 minutu, sa DakoREAL™ Hematoxylin
(DakoREAL™, Glostrup, Danska) HE-om, ispiranje u vodi iz slavine, dehidracija u etanolu,
ispiranje u ksilenu i pokrivanje GLC Mounting Medium (Sakura, UK). Kao negativne kontrole
u svim imunohistokemijskim bojanjima koriSteni su histoloSki rezovi na koje je umjesto
primarnih protutijela nanesena puferska otopina. Takoder, kod PD-L1 i pi16Nk4a
imunohistokemije koristen je OptView DAB IHC vizualizacijski sistem prema preporuci

proizvodaca i u uredaju BenchMark Ultra (Ventana, SAD).
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Tablica 5. Karakteristike koridtenih primarnih protutijela za imunohistokemijsko bojanje

I?)rgrtiljg:ilecl)oizkc!?ig’ Proizvodac¢ R;)arz?g,gj‘:rée Pre-tretman i otkrivanje epitopa
.. . BenchMark Ultra (Ventana, SAD),
EWI(D);]LOL’IOS:;?SS’(IZ e(gj)e Ventana, Tucson, SAD grz'g'engg:?ea otkrivanje epitopa pomocu topline u CC1
g ] | puferu®
ggﬁbasggl’nzegge) g/'i'I'DMarq“e' Rocklin, .75 PT Link (Agilent, SAD), Tris/EDTA, pH 9
CD8, C8/144B, misje DakoAgilent, Santa Originalno . . .
monoklonalno (IgG1) Clara, SAD razrjedenje? PT Link (Agilent, SAD), Tris/EDTA, pH 9
%gggl’dz%mg'(gg)e oy ek 1:100 PT Link (Agilent, SAD), Tris/EDTA, pH 9
%'giglfl*o'\rfggz(%(sml'f’e o Marque, Rockiin, 4.5 PT Link (Agilent, SAD), Tris/EDTA, pH 9
- . BenchMark Ultra (Ventana, SAD),
INK4a
&106nokl(;ni?r|:)4ilgq(l33)16 Ventana, Tucson, SAD gg%zgg;?ea otkrivanje epitopa pomocu topline u CC1

puferuP

aPripremljeno za upotrebu od strane proizvodaca (eng. "ready to use”)
bCC1 je pufer na bazi Tris-a, pH 8.0-8.5 (pripremljeno za upotrebu od strane proizvodaca, eng. "ready

to use”)

3.3.2 Evaluacija imunohistokemijskog bojenja

Procjenu izrazaja istrazivanih biomarkera proveli su doktorand, mentor i komentor neovisno
jedni o drugima, a odstupanja u rezultatima rijeSena su diskusijom i zajedni¢kim slaganjem.
Kombinirani pozitivni rezultat (eng. Combined positive score - CPS) i rezultat proporcije tumora
(eng.Tumor proportion score - TPS) koriSteni su za procjenu razine izrazaja PD-L1, pri Cemu
su CPS < 1i TPS < 1 oznacavali negativan, a CPS = 1 i TPS = 1 pozitivan izrazaj. CPS je
izraCunat na sljedeCi nacin: broj PD-L1-pozitivnih stanica, ukljuCujuéi tumorske stanice,
makrofage i limfocite, podijeljen je s ukupnim brojem viabilnih tumorskih stanica i zatim
pomnozen s 100 [83, 132]. TPS je izraCunat brojem PD-L1-pozitivnih tumorskih stanica

podijeljenim s ukupnim brojem viabilnih tumorskih stanica i zatim pomnozen s 100 [133, 134].
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Tumorske stanice su se smatrale PD-L1 pozitivnim ako je pronadeno membransko bojanje
bilo kojeg intenziteta s parcijalnim ili bojanjem membrane cijelom cirkumferencijom dok su se
upalne stanice smatrale pozitivnim u slu€aju bojanja membrane ili citoplazme [135]. TMA
cilindri koje su sadrzavale manje od 100 viabilnih tumorskih stanica bili su iskljueni.

Metoda procjene koristena za CD4+, CD8+, CD68+ i CD163+ stanice izvedena je iz
Smjernica za procjenu tumor infilitriraju¢ih limfocita u solidnim tumorima, a po preporuci
medunarodne radne skupine za imunoonkoloske biomarkere [85, 105]. Evaluacija je
ukljucivala procjenu imunokompetentnih stanica pri poveéanju od 200 puta u dvije razliCite
regije: intratumorski epitelni odjeljak, koji se sastoji od gnijezda tumorskih stanica, i stromalni
odjeljak tumora, koji se odnosi na tkivo smjesteno izmedu gnijezda stanica karcinoma unutar
tumora (Slika 5). ProsjeCna gustoc¢a odredenih stanica kvantificirana je kao kontinuirana
varijabla izraCunavanjem udjela povrsine koju zauzimaju imunohistokemijski pozitivne stanice
u specifitcnom odjeljku (bilo gnijezda tumorskih stanica ili tumorske strome) u odnosu na
ukupno intratumoralno odnosno intraepitelno ili stromalno podrucje. Na primjer, intraepitelni
postotak CD4 stanica odreden je dijeljenjem povrSine koju zauzimaju CD4 stanice u
gnijezdima tumorskih stanica s ukupnom povrSinom gnijezda tumorskih stanica. Dodatno,
gustoéa odredenih stanica izraunata je brojem ukupnih pozitivnih stanica u cijelom uzorku u
odnosu na broj svih viabilnih stanica tumora. Sveobuhvatna procjena regije tumora provedena
je na svakom stakalcu, uz isklju€ivanje iz analize onih regija koje pokazuju ulceracije i nekrozu.

Za potvrdu HPV infekcije, u praksi se najceS¢e koristi surogat biljeg p16 protein koji se
odreduje imunohistokemijski [112]. Pozitivha prediktivna vrijednost odredivanja pl6 proteina
imunohistokemijski iznosi 93%, dakle postoje odredeni tumori koji su p16 pozitivni, a zapravo
su HPV negativni [112]. Iz tog razloga se jo$ uz imunohistokemiju ucinila i detekcija HPV-a
pomocu metode lan¢ane reakcije polimerazom (eng. Polymerase Chain Reaction — PCR), a
takoder se odredio i genotip HPV-a. Imunoreaktivnost za p16"%“@ dihotomizirana je u negativno
(vrijednost 0) naspram pozitivnog (vrijednost 1), a pozitivhost se definirala jakom nuklearnom
i citoplazmatskom imunoreaktivhoScu u najmanje 70% stanica ispitivanog tkiva, kao Sto je

prethodno opisano [112, 136].
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Slika 5. Primjer imunohistokemijskog izrazaja CD4+ stanica u dva razliCita odjeljka.
Intraepitelni odjeljak s iICD4+ stanicama (gnijezda tumorskih stanica oznacena s bijelom
zvjezdicom) i stromalni odjeljak sa sCD4+ stanicama (oznacen crnom zvjezdicom) (A): 100x

povecanije; (B): 300x povecanije (iCD4+: intraepitelno; sCD4+: stromalno).

3.3.3 Ekstrakcija DNA i lan€ana reakcija polimerazom (PCR)

Metoda lanCane reakcije polimerazom (eng. Polymerase Chain Reaction — PCR) omogucuje
brzo stvaranje milijuna do milijardi kopija odredenog segmenta deoksiribonukleinske kiseline
(DNA), omogucujuci istrazivagima dovoljno materijala za analizu. U naSem istrazivanju koristili
smo PCR analizu kod imunohistokemijski p16 pozitivnih uzoraka kako bi se dokazao genotip
HPV-a.

Ukupna DNA izolirana je iz uzoraka fiksiranih u formalinu i uklopljenih u parafin, a da
bi se izbjegla kontaminacija izmedu uzoraka velika je pozornost posveéena narezivanju tkiva.
Ovisno o koli€ini bioptickog materijala uklopljenog u parafin, upotrebljeno je 4 do 10 rezova (5
um debljine) koji su potom stavljeni na predmetno stakalce za makrodisekciju. Na
odgovaraju¢im HE stakalcima podrucje s dovoljnom koli¢inom tumorskog tkiva oznaceno je
flomasterom, a zatim je odabrano podrucje od interesa preneseno i zaokruzeno na neobojanim
presjecima za makrodisekciju i naknadnu izolaciju DNA. Dijelovi odabranog tumorskog tkiva

izrezani su s predmetnih stakalca i stavljeni u 2mL epruvetu. Postrugani fragmenti tkiva su
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deparafinizirani dodavanjem 1 mL ksilena i zagrijavanjem na 55°C tijekom 30 minuta, nakon
€ega je uslijedilo centrifugiranje i naknadno uklanjanje supernatanta. Nakon deparafinizacije s
tri ispiranja ksilenom, dodan je 1 mL 100% etanola da se ukloni zaostali ksilen. Tkiva su suSena
na 37°C tijekom 30 minuta, a postupak DNA ekstrakcije potom je ucinjen pomoc¢u NucleoSpin

Tissue kit-a (Macharey-Nagel, Duren, Njemacka) prema uputama proizvodaca.

Kako bi se procijenila kvaliteta ekstrahirane DNA, ucinjen ja PCR za kontrolni -
globinski gen koristenjem Cetiri kombinacije po€etnica u rasponu od 110, 250, 345 i 408 bp
(Takara Biomedicals, Japan). Za detekciju HPV DNA koristenie su pocetnice koje ciljaju regije
unutar L1 i E6/E7 HPV gena. To ukljuéuje GP5*/GP6*° i SPF 10 pocetnice (INNO-LiPA
Genotyping, Innpgenetics N.V., Ghent, Belgija) iz L1 regije i poc€etnice iz Human
Papillomavirus Typing Set-a (Takara Biomedicals, Japan), koje umnozavaju sekvence unutar
E6 i E7 gena. Tipovi HPV-a u pozitivnim uzorcima dodatno su genotipizirani pomoc¢u PCR
analiza koristeCi poCetnice specificne za HPV-16, 18, 31, 33 i 45 unutar E6 i E7 HPV gena

(Human Papillomavirus Detection Set, Takara Biomedicals, Japan).

3.4 Eticki aspekti istrazivanja

Ovim istraZzivanjem osiguralo se postivanje temeljnih eti¢kih i bioeti¢kih principa — osobni
integritet, pravednost, dobro€instvo i neskodljivost za ispitanika. U prikupljanju i prikazivanju
podataka €uvala se privatnost ispitanika kao i njihov identitet. Pri znanstvenom istraZivanju
pridrzavali smo se preporuka HelsinSke deklaracije i njezinih revizija, Kodeksa medicinske
etike i deontologije (NN 55/08), Pravilnika o kliniCkim ispitivanjima i dobroj klini¢koj praksi (NN
121/2007, NN 175/2003) koji je u skladu sa Smjernicama Europske medicinske agencije i
njenog tijela Committee for Proprietary Medicinal Products (»Note for Guidance on Good
Clinical Practice« - CPMP/ICH/135/95). Tijekom ispitivanja postivali su se i drugi pravni akti
RH (Zakon o lijekovima, NN 71/07; Zakon o lijekovima i medicinskim proizvodima NN 121/03;

Zakon o lije¢nistvu NN 121/03; Statut Hrvatske lije¢niCke komore) te druge preporuke.

3.5 Statisticka obrada rezultata

Statisticka analiza provedena je koriStenjem MedCalc za Windows, verzija 19.1 (MedCalc
Statistical Software bvba, Ostend, Belgija). Razlike u ucestalosti nominalnih varijabli

provedene su Fisherovim egzaktnim testom i x2 testom. Usporedba korelacije izmedu PD-L1
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i imunoloSkih stanica izraCunata je pomocu Spearmanove analize korelacije ranga. Za
rezultate Spermanove analize definirane kategorije koeficijenata korelacije su r = 0-0.29 niska
razina korelacije, r= 0.3-0.49 umjerena razina korelacije te r= 0.5-1 visoka razina korelacije. Za
analizu predvidanja recidiva bolesti koriStena je logistiCka regresija. Kumulativne vjerojatnosti
prezivljavanja izracunate su Kaplan—Meierovom metodom. Razlike izmedu stopa preZivljenja
testirane su log-rank testom. Svi testovi bili su dvostrani i P<0,05 se smatrao statisticki

znacajnim rezultatom.

Krivulja odnosa specificnosti i osjetljivosti (eng. Receiver operating characteristic - ROC)
generirana je za CD4, CD8, CD68 i CD163 kako bi se procijenila sposobnost ovih biomarkera
kao pokazatelja ishoda bolesnika i stvorile optimalne statistiCke graniCne vrijednosti. Stoga su
ROC krivulja i Youdenov indeks izraCunati kako bi se maksimizirala osjetljivost i specificnost
pojedinaénog markera za ukupno prezivljenje specifi€¢no za bolest u univarijanthom modelu.
Podrucje ispod krivulje (eng. Area under the ROC curve - AUC) za model rezultata s 95%

intervalom pouzdanosti (Cl) izmjeren je kako bi se procijenila kvaliteta prediktivhog modela.

ROC analiza pokazala je statisticki zna¢ajne grani¢ne vrijednosti od >2.7% za CD68
intraepitelni (p=0.004, AUC=0.702), >5.5% za CD68 ukupni (p=0.042, AUC=0.644) i >2% za
CD163 intraepitelni (p=0.01, AUC=0.689) (Tablica 6). Prezivljenje specificno za bolest (eng.
Disease specific survival - DSS) izrazeno je kao broj mjeseci od dijagnoze do pojave smrti
povezane s boleS¢u. PreZivljenje bez bolesti (eng. Disaese free survival - DFS) definirano je
kao vremenski interval od datuma dijagnoze do datuma dokumentiranog prvog recidiva bolesti.

Ako nije bilo recidiva, prezivljenje bez bolesti odredeno je kao datum zadnjeg pracenja.
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Tablica 6. Grani¢ne vrijednosti za stanice tumorskog mikrookolisa

Prediktori Grani€éna P AUC
vrijednost vrijednost

CD4 intraepitelni >0.4 0.268 0.582
CD4 stromalni >6.5 0.197 0.594
CD4 ukupni >11.5 0.37 0.568
CDS8 intraepitelni <2 0.131 0.605
CD8 stromalni >12 0.571 0.542
CD8 ukupni <23 0.972 0.503
CD68 intraepitelni >2.7 0.004 0.702
CD68 stromalni >4.5 0.174 0.593
CD68 ukupni >5.5 0.042 0.644
CD163 intraepitelni >2 0.01 0.689
CD163 stromalni >18.3 0.516 0.549
CD163 ukupni >27.3 0.29 0.581

AUC - podrugje ispod krivulje (eng. Area under the curve)
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4. REZULTATI

4.1 Usporedba izrazaja PD-L1, CD4, CD8, CD68 i CD163 u benignim lezijama,

displazijama i skvamoznim karcinomima grkljana

Post-hoc analiza pokazala je statisti¢ki znacajnu razliku izmedu sve tri analizirane skupine za
medijan izrazaja CPS i TPS PD-L1, CD4 stromalni i ukupni, CD8 stromalni i ukupni, CD68

intraepitelni i CD163 intraepitelni i stromalni odjeljak. Nadalje, dobivena je statistiCki zna¢ajna

razlika za udio CD4 i CD8 limfocita za intraepitelni odjeljak izmedu kontrolne skupine u

usporedbi s LD-om i SKG-om zajedno. Za makrofage, dobivena je statistiCki znacajna razlika

za CD68 stromalni i ukupni odjeljak te CD163 ukupni odjeljak u usporedbi izmedu SKG-a te

kontrolne skupine i LD-a zajedno (Tablica 7).

Tablica 7. Usporedba PD-L1 izrazaja i tumorskog mikrookolisa u laringealnim lezijama

Varijabla, medijan Kontr(_)lna Displazije Karcinomi P
(raspon) skupina vrijednost
N=179 N=36 N=41 N=102

Dob (godine) 40.5 (26.0-78.0) 56.9 (24.7-79.7)  63.0 (43.9-83.6)  <0.0001*
Zenski 4(11.1 8 (19.5 7(6.9 .
Seol sk 32((88.3) 33((80.5)) 95 E93.)1) 0.1297
intraepitelni 0 (0.0-2.0) 0.5 (0.0-11.0) 1.0 (0.0-20.0) <0.0001*
CD4 stromalni 0 (0.0-5.0) 1.5 (0.0-35.0) 9.4 (0.0-40.3) <0.0001*
ukupni 0.5 (0.0-5.0) 2.6 (0.0-40.0) 10 (0.0-53.3) <0.0001*
intraepitelni 1.0 (0.0-7.0) 2.13 (0.0-14.0) 2.75 (0.0-30.0) 0.002*
CD8 stromalni 1.0 (0.0-8.0) 2.0 (0.0-17.0) 7.05 (0.0-37.3) <0.0001*
ukupni 2.5 (0.0-12.0) 5.0 (0.0-21.25) 11.1 (0.2-60.0) <0.0001*
intraepitelni 0.0 (0.0-6.0) 0.73 (0.0-11.25) 2.2 (0.0-10.0) <0.0001*
CD68 stromalni 3.0 (0.0-20.0) 4.0 (0.0-50.0) 7.5 (0.1-30.0) <0.0001*
ukupni 3.0 (0.0-30.0) 4.0 (0.0-100.0) 9.5 (0.3-50.0) <0.0001*
intraepitelni 0.0 (0.0-2.0) 0.2 (0.0-3.0) 1.5 (0.0-12.0) <0.0001*
CD163 stromalni 2.0 (0.0-17.5) 5.45 (0.0-60.0) 14.6 (0.0-50.0) <0.0001*
ukupni 2.0 (0.0-21.5) 5.25 (0.5-100.0) 15.0 (0.0-50.0) <0.0001*
CPS 0 (0.0-10.0) 0 (0.0-75.0) 7.5(0.0-80.0) <0.0001*
TPS 0 (0.0-10.0) 0 (0.0-75.0) 2.7(0.0-76.7) <0.0001*
CPS NA 8 (22.2) 6 (14.6) 9(8.7) <0.0001*
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<1 27 (75.0) 23 (56.1) 27 (26.2)

1-20 1(2.8) 8 (19.5) 38 (36.9)
220 0 (0) 4 (9.8) 29 (28.2)
<1 27 (75.0) 23 (56.1) 27 (26.2)

CPS  >1 1(2.8) 12 (29.3) 67 (65.0) <0.0001*
NA 8 (22.2) 6 (14.6) 9 (8.7)

Skraéenice: CPS — Combined positive score, TPS — Tumor proportion score
* Kruskal-Wallis test, post-hoc ucinjena je s Conover testom, * x2 test

4.2 Humani papiloma virus u laringealnim lezijama

IzraZzaj p16 proteina se pokazao pozitivnim kod 3 bolesnika sa SKG-om (2.9%), kod 4
bolesnika s LD-om (4/41=9.8%), a kod bolesnika s benignim promjenama grkljana p16 izrazaj
je bio negativan u svim sluajevima. U slu€aju pozitivhog izrazaja p16 proteina ucinjena je
PCR analiza za dodatnu potvrdu HPV DNA te odredivanje genotipa HPV virusa. U svim
slu¢ajevima dokazan je visokorizi¢ni genotip HPV 16. Zbog malog broja bolesnika s
karcinomom grkljana kod kojih je dokazano prisustvo HPV genoma daljnje usporedbe,

korelacije te analize prezivljenja nisu radene.

4.3 Laringealne displazije

4.3.1 Usporedba izrazaja PD-L1, CD4, CD8, CD68 i CD163 u displazijama

niskog i visokog stupnja

Usporedujuci displaziju niskog i visokog stupnja, naden je statistiCki znac¢ajno visi izrazaj u
lezijama visokog stupnja za CD4 intraepitelni (p=0.025), stromalni (p=0.002) i ukupni
(p=0.003), CD8 stromalni (p=0.019) i CD163 stromalni (p=0.015) odjeljak. Nadalje, veci izrazaj
takoder je naden u displazijama visokog stupnja za CD8 ukupni (p=0.066), za CD68 stromalni
i ukupni (p=0.079 i p=0.078) odjeljak te za CPS medijan (p=0.061), medutim p vrijednost je
bila na razini statistiCkog trenda (tablica 8). Na slici 6 prikazani su primjeri imunohistokemijskog

bojanja ispitivanih markera LD-a.
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Tablica 8. Usporedba izrazaja PD-L1 i tumorskog mikrookoliSa izmedu displazija niskog i

visokog stupnja

Varijabla, medijan (raspon) Displazija niskog Displazija p

stupnja visokog stupnja vrijednost
N=41 N= 19 N=22
intraepitelni 0.2 (0.0-3.0) 0.85 (0.0-11.0) 0.0257
CD4  stromalni 0.5 (0.0-5.5) 5.0 (0.0-35.0) 0.002f
ukupni 0.7 (0.0-5.15) 6.5 (0.0-40.0) 0.003f
intraepitelni 1.88 (0.0-10.0) 3.0 (0.5-14.0) 0.2241
CD8  stromalni 1.0 (0.0-8.0) 3.5(0.25-17.0) 0.019"
ukupni 3.0 (0.0-15.0) 6.0 (1.5-21.25) 0.066"
intraepitelni 0.53 (0.0-4.0) 0.85 (0.0-11.25) 0.703"
CD68 stromalni 2.63 (0.0-7.0) 4.5 (0.0-50.0) 0.079"
ukupni 2.13 (0.0-10.0) 4.75 (0.3-100.0) 0.078"
intraepitelni 0.2 (0.0-0.7) 0.2 (0.0-3.0) 0.5021
CD163 stromalni 4.0 (0.0-15.0) 7.5 (2.5-60.0) 0.0157
ukupni 3.0 (0.5-17.0) 5.5 (1.0-100.0) 0.199"
CPS 0.0 (0.0-7.0) 0.5 (0.0-75.0) 0.061"1
TPS 0.0 (0.0-7.5) 0.3 (0.0-75.0) 0.108"
<1 12 (63.2) 11 (50.0)
CPS 21 4 (21.1) 8 (36.4) 0.476°
NA 3(15.8) 3(13.6)
NA 3(15.8) 3(13.6)
CPS <1 12 (63.2) 11 (50.0) 0.149*
1-20 4(21.1) 4 (18.2)
220 0 (0) 4 (18.2)

Skracenice: CPS — Combined positive score, TPS — Tumor proportion score

TMann-Whitney test; 8 Fisher's exact test; *x2 test
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niski sCD4+
visoki sCD4+

niski uCD8+
visoki uCD8+

niski iCD68+
visoki iCD68+

niski sCD163+
visoki sCD163+

PD-L1 CPS<1
PD-L1 CPS 21

Slika 6. Niski i visoki izrazaj imunohistokemijskog bojenja CD4+ (A,B), CD8+ (C,D), CD68+
(E,F), CD163+ (G,H) i PD-L1-negativnih i -pozitivnih CPS/TPS (I, J) u displazijama grkljana.

s-stromalni; u-ukupni; i-intraepitelni.
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4.3.2 Korelacija izrazaja PD-L1 s CD4, CD8, CD68 i CD163 u laringealnim

displazijama

Razina izrazaja PD-L1 procijenjena kao CPS i TPS pokazala je statisti¢ki znaCajnu pozitivhu
korelaciju u usporedbi s intraepitelnim odjeljikom CD163 (rs=0.356, p=0.049 za CPS i rs=0.439,
p=0.013 za TPS). Nadalje, dobivena je statistiCki znacajna pozitivha korelacija izmedu CPS-a
i CD8 stromalnog odjeljka (rs=0.402, p=0.02), dok su TPS i CD8 stromalni odjeljak pokazali

pozitivnu korelaciju na razini statistickog trenda (rs=0.323, p=0.066) (Tablica 9).

Tablica 9. Korelacija PD-L1 (CPS i TPS) s intraepitelnim i stromalnim CD4, CD8, CD68 i

CD163 pozitivnim stanicama u laringealnim displazijama

CD4 CD8 CD68 CD163

CPS s 0.107  0.100  0.156 0.356

P 0558  0.579  0.387 0.049

intraepitelni TPS s 0.047  0.158  0.159 0.439
P 0.798  0.379  0.378 0.013

CD4 CD8 CD68 CD163

CPS s 0259  0.402  0.226 0.067

P 0.153  0.020  0.207 0.719

stromalni TPS s 0.090  0.323  0.090 0.031
P 0.623  0.066  0.617 0.869

Skraéenice: CPS — Combined positive score, TPS — Tumor proportion score
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4.3.3 Usporedba izrazaja PD-L1, CD4, CD8, CD68 i CD163 displazija koje su

progredirale u karcinom s displazijama koje nisu progredirale

Usporedujuci displazije koje su progredirale u karcinom s onima koje nisu, nije dobivena
statistiCki zna€ajna razlika ni u jednom od ispitivanih markera (Tablica 8). Medutim, veéi izrazaj
stromalnog CD163 naden je u displazijama koje su progredirale u SKG (p=0.07). S druge
strane, za intraepitelni CD68, vedi izrazaj je naden kod displazija koje nisu progredirale u SKG
(p=0.078). Rezultati su prikazani u tablici 10.

Takoder, izraCunat je omjer izgleda (eng. Odds ratio - OR) za prediktore progresije laringealnih
displazija. Utvrdeno je da su se vrijednosti CD4 ukupnog >6 (p=0.034, AUC=0.694), CD68
intraepitelnog <0,5 (p=0.043, AUC=0.709), CD68 ukupnog <3 (p=0.043, AUC=0.709) i CD163
stromalnog >7,5 (p=0.02, AUC=0.729) pokazale kao dobar prediktor progresije displazija u
SKG (Tablica 11).

Tablica 10. Usporedba izrazaja ispitivanih markera u displazijama s i bez progresije u karcinom

p

Varijabla Bez progresije Progresija vrijednost

N=41 N=32 N=9
Dob (godine); medijan 56.1(24.7-79.7) 61.9 (46.2-78.8)  0.244"

(raspon)
Spol zenski 8 (25.0) 0 (0) 0.1648
P muski 24 (75.0) 9 (100)
— 5
Stupan n_lskl ' 17 (53.1) 2(22.2) 0.140
visoki 15 (46.9) 7(77.8)
NA 6 (18.8) 0 (0)
<1 18 (56.2) 5 (55.6)
CPS 0.679*
1-20 5 (15.6) 3(33.3)
220 3(9.4) 1(11.2)
<1 18 (56.2) 5 (55.6)
0.685°
CPS >1 8 (25.0) 4 (44.4)
NA 6 (18.8) 0 (0)
Varijabla, medijan (raspon)
CPS 0.0 (0.0-75.0) 0.5 (0.0-25.0) 0.329"
TPS 0.0 (0.0-75.0) 0.3 (0.0-25.0) 0.456"
intraepitelni 0.25 (0.0-11.0) 0.5 (0.0-11.0) 0.2231
CD4 stromalni 1.38 (0.0-35.0) 5.0 (0.0-10.00)  0.504T
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ukupni 2.3 (0.0-17.5) 7.0 (0.0-40.0) 0.293f
intraepitelni 2.0 (0.0-11.0) 3.0 (0.5-14.0) 0.7541
CD8 stromalni 2.0 (0.0-17.0) 4.0 (0.5-10.0) 0.469"
ukupni 5.0 (0.0-21.25) 5.0 (2.0-20.0) 0.611"7
intraepitelni 1.0 (0.0-11.25) 0.3 (0.0-1.0) 0.078"
CD68  stromalni 4.0 (0.0-12.0) 4.0 (0.1-50.0) 0.583"
ukupni 4.5 (0.0-17.0) 2.25(0.1-100.0)  0.204"
intraepitelni 0.2 (0.0-3.0) 0.1 (0.0-2.0) 0.7331
CD163 stromalni 5 (0.0-25.0) 9.5 (1.0-60.0) 0.070"
ukupni 5 (0.5-17.0) 6.25 (0.5-100.0) 0.571"
Skracenice: CPS — Combined positive score, TPS — Tumor proportion score
IMann-Whitney test; 8§ Fisher's exact test; + x2 test
Tablica 11.Prediktori za progresiju displazija u karcinom
Prediktori OR 95% CI p value AUC
intratepitelni>0.2  8.00  0,86- 74,21 0.067 0.694
CD4 stromalni >4.3 3.75 0,75-18,7 0.103 0.653
ukupni>6 6.25 1,14-34,12 0.034 0.694
intratraepitelni>2.5 1.88 0,4-8,74 0.423 0.578
CD8 stromalni >0.3 NP NP 0.981 0.620
ukupni >7.5 2.06 0,43-9,97 0.370 0.582
intraepitelni <0.5 0.161 0,03-0,95 0.043 0.709
CD68 stromalni >0 NP NP 0.998 0.600
ukupni <3 0.161 0,03-0,95 0.043 0.709
intraepitelni <0.4 0.429 0,04-4,23 0.468 0.563
CD163 stromalni >7.5 8.33  1,39-49,88 0.020 0.729
ukupni >4.5 254 0,42-15,21 0.308 0.604
CPS (<1, >1) 1.80 0,38-8,54 0.459 0.568
CPS >0 (medijan) 2.73  0,56-13,37 0.216 0.622
TPS >0 (medijan) 236 0,5-11,05 0.275 0.605

Skraéenice: CPS — Combined positive score, TPS — Tumor proportion score, OR — omjer izgleda (eng.
Odds ratio), AUC — podrucje ispod krivulje (eng. Area under the curve), NP — nije primjenjivo

* Omjer izgleda je izraCunat na temelju grani¢nih vrijednosti i posljedi€nom razvrstavanju u viSe i nize
skupine.
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4.4. Skvamozni karcinom grkljana (SKG)

4.4.1. Ispitivana skupina

Uklju€eno je 102 bolesnika sa SKG od kojih je 95 bilo muskog i 8 Zenskog spola dok je medijan
dobi iznosio 63 godine (raspon 43.9-83.6 godina). Vecina karcinoma je bilo dobro ili srednje
diferencirano (G1-21.4% i G2-54.4%), a udio slabo diferenciranih (G3) karcinoma je iznosio
18.4%. Nadalje, grupa karcinoma se sastojala od 26 (25.5%) T1, 17 (16.7%) T2, 40 (39.2%)
T3i19(18.6%) T4 tumora, dok su pozitivni Evorovi na vratu pronadeni u 15 (14.7%) bolesnika.
Cetrdeset &etiri (43.1%) bolesnika je klasificirano u rani (stadij | i I1), a 58 (56.8%) bolesnika u
uznapredovali stadij bolesti (stadij Il i IV). Postoperativna radioterapija primijenjena je u 54
(52.9%) bolesnika.

4.4.2. Izrazaj PD-L1, CD4, CD8, CD68 i CD163 u SKG-u i usporedba izmedu

ranog i uznapredovalog stadija karcinoma

U cijeloj ispitivanoj skupini SKG-a, veéina tumora bila je pozitivna na PD-L1 (64.7%) kada se
gleda CPS rezultat, dok PD-L1 TPS je bio pozitivan u 36.3% slu€ajeva. Pri usporedbi izrazaja
CPS-a i TPS-a izmedu ranog i uznapredovalog stadija SKG-a nismo pronasli statisticki
znacajnu razliku (p=0.363 i p=0.714). Medutim, gledajuci izrazaj CD8 stromalni i CD68 ukupni
pronaden je statisti¢ki znaCajno vedi izrazaj pozitivnih stanica u uznapredovalom stadiju SKG-
a (p=0.031 i p=0.027) (Tablica 12). Takoder, kada se promatra CD68 stromalni i CD163
intraepitelni izrazaj, pronasli smo vedi izrazaj pozitivnih stanica u uznapredovalom stadiju, ali
je bila na razini statistickog trenda (p=0.059 i p=0.084). To bi vjerojatno doseglo statisticku
znaCajnost u sluCaju vece skupine ispitanika. Na slici 7 prikazani su primjeri

imunohistokemijskog bojenja ispitivanih markera SKG-a.
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Tablica 12. Usporedba izrazaja PD-L1, CD4, CDS,

uznapredovalog stadija karcinoma

CD68 i CD163 izmedu ranog i

Varijabla, medijan (raspon) Rani stadij Uznapredovali p
stadij vrijednost
N=102 N= 44 N=58
Intraepitelni 1.5 (0.0-20.0) 1.0 (0.0-6.7) 0.619"
CD4 stromalni 8.0 (0.0-25.7) 10.0 (0.0-40.3) 0.263"
ukupni 10.0 (0.0-50.0) 10.5 (0.0-53.3) 0.639"
Intraepitelni 2.5 (0.0-18.3) 3.0 (0.0-30.0) 0.846"
CD8  stromalni 5.3 (0.0-25.3) 10.0 (0.0-37.3) 0.031"
ukupni 8.0 (0.2-40.0) 13.5 (0.5-60.0) 0.1097
Intraepitelni 2.0 (0.0-9.3) 2.5 (0.0-10.0) 0.280"
CD68 stromalni 7.0 (1.5-30.0) 8.5 (0.1-27.5) 0.059"
ukupni 8.0 (1.0-45.0) 12 (0.3-50.0) 0.0277
Intraepitelni 1.25 (0.0-9.0) 2.0 (0.0-12.0) 0.084"
CD163 stromalni 15.0 (0.0-50.0) 13.7 (0.0-35.0) 0.348"
ukupni 13.5 (0.0-50.0) 15.8 (0.0-50.0) 0.165"
TPS 3.9(0.0-76.7) 2.7 (0.0-72.5) 0.714"
<1 13 (29.5) 14 (25.5)
cPs > 1 25 (56.9) 41 (74.5) 0.363°
NA 6 (13.6) 3(5.2)

Skracenice: CPS — Combined positive score, TPS — Tumor proportion score

Mann-Whitney test; 8 Fisher's exact test
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Slika 7. Niski i visoki izrazaj imunohistokemijskog bojenja CD4+ (A,B), CD8+ (C,D), CD68+
(E,F), CD163+ (G,H) i PD-L1-negativnih i -pozitivnin CPS/TPS (I, J) u karcinomu grkljana.
s-stromalni; u-ukupni; i-intraepitelni.
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4.4.3. Korelacija izrazaja PD-L.1 s CD4, CD8, CD68 i CD163 u skvamoznom

karcinomu grkljana

|zrazaj PD-L1 procijenjen kao CPS i TPS pokazao je pozitivnu korelaciju u usporedbi s CD8 i
CD68 u oba odjeljka, intraepitelnom (rs=0.202, p=0.056; rs=0.342, p=0.001 za CPSirs=0.198,
p=0.003; rs=0.311, p=0.003 za TPS, slijedom) i stromalnom (rs=0.251, p=0.017; rs=0.259,
p=0.014 za CPS i rs=0.210, p=0.047; rs=0.208, p=0.049 za TPS, slijedom). Nadalje, postoji
statistiCki znacajna pozitivha korelacija izmedu CPS-a i CD163 u intraepitelnom i stromalnom
odjeljku (rs=0.273, p=0.008 za intraepitelni i rs=0.280, p=0.007 za stromalni), kao i TPS i
CD163 stromalni odjeljak (rs=0.257, p=0.013). S druge strane, statisti¢ki znacajna pozitivha
korelacija izmedu PD-L1 i CD4 pronadena je samo izmedu CPS i CD4 stromalnog izrazaja
(rs=0.269, p=0.011) (Tablica 13).

Tablica 13. Korelacija CPS-a i TPS-a s intraepitelnim i stromalnim CD4, CD8, CD68 i CD163

pozitivnim stanicama u skvamoznom karcinomu grkljana

CD4 CD8 CD68 CD163

CPS s 0.194  0.202  0.342 0.273

P 0.069  0.056  0.001 0.008

Intraepitelni TPS s 0.124  0.198  0.311 0.182
P 0.249  0.003  0.003 0.081

CD4 CD8 CD68 CD163

CPS s 0269  0.251  0.259 0.280

P 0011  0.017 0.014 0.007

Stromalni TPS s 0.182  0.210  0.208 0.257
P 0.088  0.047  0.049 0.013

Skracenice: CPS — Combined positive score, TPS — Tumor proportion score
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4.4.4. Povezanost izrazaja PD-L1 te stanica tumorskog mikrookoliSa s klinicko

patoloskim karakteristikama u skvamoznom karcinomu grkljana

Usporedujuci kliniCke i histopatoloske znacajke SKG-a s izrazajem PD-L1 u ovoj studiji, nismo
pronasli statistiCki zna€ajnu korelaciju (Tablica 14). No usporedujuéi stanice mikrookolisa s
klinicko-histopatoloSkim karakteristikama nadena je kod bolesnika sa prisutnim regionalnim
metastazama statisti¢ki znaCajno veca vrijednost CD68 pozitivnih stanica u intraepitelnom
odjeljku (p=0.027). Nadalje, bolesnici s poviSenim vrijednostima CD4 i CD8 pozitivnih stanica
ukupno, imali su statistiCki zna¢ajno ¢eSc¢e prisutnu invaziju limfnih i krvnih zila (p=0.017 i
p=0.038). Korelacija sa ostalim klini¢kim i histopatoloSkim karakteristima prikazana je u
tablicama 15 16.

Tablica 14. Korelacija izrazaja PD-L1 u tumorskim i upalnim stanicama (CPS) s Klinicko

patoloskim parametrima u skvamoznom karcinomu grkljana

N=93 CPS

<1 (N=27) 2 1 (N=66) p vrijednost
Pusenje
ne 7 (25.9) 16 (24.2) ot s
da 20 (74.1) 50 (75.8) p=1.00
Alkohol
ne 15 (55.6) 32 (48.5) _ ;
da 12 (44.4) 34 (51.5) p=0.649
Histoloski gradus
G1 4 (14.8) 13 (20.9) .
G2 17 (63.0) 36 (53.7) X 52-_8288
G3 4 (14.8) 13 (20.9) 0=0.641
nepoznato 2(7.4) 4 (4.5)
T klasifikacija
T1 6 (22.2) 15 (22.4)
T2 7 (25.9) 9 (13.4) X?=2.766

DF=4

T3 10 (37.0) 27 (41.8) p=0.598
T4 4 (14.8) 15 (22.4)
N klasifikacija
NO 25 (92.6) 55 (83.3) _ 6
N1iN2 2 (7.4) 11 (16.7) p=0.335
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Klini€ki stadij

1 6 (22.2) 15 (22.4) .

2 7 (25.9) 10 (14.9) X 52-_2445
3 9 (33.3) 23 (35.8) 0=0.601
4 5 (18.5) 18 (26.9)

Invazija limfnih zila

ne 13 (48.1) 28 (43.3)

da 10 (37.0) 27 (40.3) p=0.806°
nepoznato 4 (14.8) 11 (16.4)

Invazija krvnih zila

ne 13 (48.1) 29 (44.8)

da 10 (37.0) 26 (38.8) p=0.807%
nepoznato 4 (14.8) 11 (16.4)

Perineuralna invazija

ne 19 (70.4) 48(73.1)

da 4 (14.8) 6 (9.0) p=0.474%
nepoznato 4 (14.8) 12 (17.9)

Recidiv

ne 21 (77.8) 48 (72.7) _ 5
da 6 (22.2) 18 (27.3) p=0.795
Mjeseci do

recidiva, 22.6 (5.97- 13.1 (2.27- _ 1
medijan 30.53) 36.07) p=0.274
(raspon)

Umrli od

karcinoma

ne 21 (77.8) 52 (78.8) 4 s
da 6 (22.2) 14 (21.2) p=1.00
Praéenje u

mjesecima, 72.3(0.1-129.0) 47.2 (5.8-179.5)  p=0.324"
medijan

(raspon)

Skracenice: CPS — Combined positive score

TMann-Whitney test; SFisher's exact test, *x2 test
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Tablica 15. Korelacija stanica tumorskog mikrookoliSa s pusenjem, histoloskim gradusom, statusom regionalnih limfnih &vorova i

limfovaskularnom invazijom u skvamoznom karcinomu grkljana

Invazija limfnih i krvnih

Varijabla Pusenje Histoloski gradus N status 3ila
Ne (N= 25) Da (N=77) p G1 (N=21) G2 (N=56) G3 (N=19) P N- (N=87) N+ (N=15) p Ne (N= 42) Da (N=36) p
CD4 intraepitelni 1.65(0-6.7) 1 (0-20) 0.795 1(0-6.7) 1.4 (0-20) 0.9 (0-6.2) 0.984  1(0-20) 1.65 (0-6.7) 0.624 0.9 (0-20) 1.5 (0-6.7) 0.056
CD4 stromalni 9.5 (0-29) 9.5 (0-40.3) 0.332  9.25(0-29) 10 (0-40.3) 9.5 (4-29.3) 0.744 9 (0-40.3) 10.9 (4-29.3) 0.276  8(0-40.3) 10.4 (0-38.3)  0.069
CD4 ukupni 9.4 (0-40) 10 (0-53.3) 0.301 8.75(0-38) 10 (0-53.3) 12 (2.7-35) 0.659 10 (0-53.3) 13.5 (2.7-38) 0.349  6.55(0-53.3) 12.9 (0-50) 0.017
CD8 intraepitelni 3(0.2-17) 2.75 (0-30) 0.883 3.5(0.8-12.7)  2.5(0-30) 3.55 (0-10.3) 0.869 2.5 (0-30) 3.8 (0-17) 0.801 2.5(0.1-15) 3 (0-30) 0.327
CD8 stromalni 9 (0-30) 7.05 (0-37) 0.759 6.5 (0-30) 8.3(0-37.3) 9.5 (0-29) 0.583  7(0-37.3) 10 (1.3-29) 0.353 6 (0-37.3) 9 (0-30) 0.061
CD8 ukupni 13.5(1.3-30) 10.1(0.2-60) 0.975 8.5 (1.3-34) 15 (0.2-60) 10 (1-28.7) 0.554 12 (0.2-60) 11.35(2.5-45)  0.695 7.5(0.2-58.3) 15 (2.5-60) 0.038
CD68 intraepitelni 2(0-7.7) 2.5 (0-10) 0.792 1.8(0-9.3) 2.5 (0-9.0) 2.75 (0-10) 0.676  2(0-9.3) 4.3 (0-10) 0.027  2(0-9.3) 2.6 (0-10) 0.475
CD68 stromalni 7(1.5-27.5)  8(0.1-30) 0.376  6.25(0.1-20) 8.15(0.8-30)  7.55 (1.0-15) 0.369  7.3(0.1-30) 8.3(2.5-16) 0.609 8(0.1-27.5) 9 (0-30) 0.429
CD68 ukupni 8 (2-50) 10 (0.3-45) 0.271 7.9(0.3-37.5)  9.55(1.0-50) 9.9(4.5-17.3) 0.442  9.1(0.3-50) 9.5(5.8-26.3) 0.358 9.3 (0.3-50) 9.85(1.5-45) 0.661
CD163 intraepitelni 2(0-33.3) 1.5 (0-12) 0.426 0.8 (0-6.3) 2 (0-9) 1.0 (0-12) 0.227  1.5(0-10) 2.5(0-12) 0.674 1.5(0-7) 1.7 (0-12) 0.668
CD163 stromalni 15 (0-40) 12.5 (0-50) 0.442 10 (0-27.3) 15 (0-50) 12.5(1.5-33.3) 0.396 15 (0-50) 11.7 (2-33.3) 0.657  12.5(0-35) 15 (0-35) 0.539
CD163 ukupni 14.5 (0-40) 15 (0-50) 0.835  13.5(0-39.3) 17 (0-50) 15 (3.3-35) 0.151 15 (0-50) 14.5 (5-39.3) 0.972 14 (0-47.5) 15.8 (0-50) 0.181

Skracenice:

N status — status vratnih limfnih ¢vorova

49



Tablica 16. Korelacija stanica tumorskog mikrookoliSa s klinickim stadijem skvamoznog
karcinoma grkljana

Varijabla Klinicki stadij p vrijednost
N=96 Stadij | Stadij Il Stadij 11l Stadij IV

CD4 intraepitelni i 155 161 ;2 176 0.917
. <

CD4 stromalni S 182 170 292 167 0.642

. < 18

CD4 ukupni S 191 161 13 E 0.751

CD8 intraepitelni : 192 171 ig ﬂ 0.887
. <

CD8 stromalni S 165 144 ﬁ 1(2) 0.149
<

CD8 ukupni Ny " N 266 1 0.188

CD68 intraepitelni i 184 170 13 12 0.535
. <

C68 stromalni S 166 170 293 221 0.124
<

CD68 ukupni S 184 161 275 221 0.113

CD163 intraepitelni S 166 153 e o 0171
<

CD163 stromalni S 166 162 i; 195 0.883

CD163 ukupni : 139 135 285 195 0.235
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4.4.5. Analiza prezivljenja

Log rank analiza DSS-a pomoc¢u Kaplan-Meierove metode nije pokazala statistiCki znacajan
rezultat za intraepitelni, stromalni ili ukupni izrazaj CD4 u cijeloj studijskoj skupini SKG-a.
Medutim, bolesnici s nizim izrazajem stromalnog CD4 imali su dulji DSS (p=0.08), a grafikoni
prezivljenja pokazali su odstupanje krivulje Sto sugerira da bi rezultat mogao biti zna¢ajan u
slucaju vece ispitivane skupine (Slika 8). Sli¢ni rezultati dobiveni su s intraepitelnim izrazajem
CD8 u cijeloj skupini (p=0.07) kao i skupini uznapredovalih karcinoma (p=0.08), ali veci izrazaj
bio je povezan s duljim DSS-om u ovom slucaju (Tablica 17 i slika 8). Gledajuci cijelu skupinu
karcinoma grkljana, bolesnici s visokim izrazajem CD68 (p=0.0005) i CD163, intraepitelno
(p=0.006) imali su statisticki znacajno krac¢i DSS. Sli¢ni rezultati dobiveni su za CD68 ukupno,
ali su rezultati bili na razini statistickog trenda (p=0.054). Takoder, bolesnici s viSim ukupnim
CD163 izrazajem imali su kra¢i DSS (p=0.04). Nadalje, kra¢i DSS naden je u bolesnika s
visokim intraepitelnim izrazajem CD68, u bolesnika s uznapredovalim karcinomom (p=0.021)
(Tablica 17 i slika 9). U analizi prezivljenja za izrazaj PD-L1 (procijenjen kao CPS i TPS)
upotrijebili smo tri razliite granic¢ne vrijednosti (CPS i TPS 21 ili <1, medijan i ROC analiza),
ali nijedna od njih nije pokazala statisti¢ki zna¢aj za DSS ili DFS u cijeloj skupini karcinomaili
uznapredovalog stadija SKG-a.

Kaplan-Meierovi dijagrami pokazuju statistiCki krace vrijeme do pojave recidiva za
bolesnike s visokim izrazajem CD8 ukupno (p=0.049) i CD68 intraepitelno (p=0.011). Stovise,
gledajuc¢i samo skupinu uznapredovalih karcinoma, bolesnici s visokim intraepitelnim CD68
imali su krace vrijeme do pojave recidiva (p=0.019). Podaci su prikazani na slici 10. Nakon
multivarijantne analize pokazalo se da je samo visoki izrazaj CD68 intraepitelno neovisan
prediktor za DSS (p=0.0395) (Tablica 18).

Takoder, stratificirali smo bolesnike u Cetiri skupine prema PD-L1 izrazaju (koristeci i
CPS<l1=negativan, CPSz1=pozitivan, i TPS<l=negativan, TPS=1=pozitivan) i CDS8
intraepitelnom izrazaju (CD8<2%=nizak i CD8>2%-=visok): PD-L1 pozitivan/CD8 visok, PD-L1
negativan/CD8 nizak, PD-L1 pozitivan/CD8 nizak i PD-L1 negativan/CD8 visok. Skupina CPS
negativan/CD8 nizak imala je kraéi DSS u usporedbi s ostalim skupinama zajedno
(petogodisnji DSS od 63.6% naspram 77.3%). StoviSe, skupina TPS negativan/CD8 nizak
imala je joS krace preZivijenje (petogodidnji DSS od 60% naspram 77.9%), medutim nije
postignuta statisticka znacajnost (p=0.3188 za CPS i p=0.1497 za TPS). Podaci su prikazani
na slici 11.

Nadalje, izraCunat je omjer izgleda (eng. Odds ratio - OR) za predikciju recidiva u
skupini bolesnika s karcinomom grkljana. StatistiCka znac¢ajnost dobivena je samo za visoki
izrazaj CD8 ukupno (CD8>23%) i CD68 intraepitelno (CD68>2,7%). Bolesnici koji su imali

visoki izrazaj ukupnog CD8 imali su 3.11 puta vedi rizik od pojave recidiva nego bolesnici s
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niskom CD8 izrazajem (p=0.028, OR=3.11). Sli¢no, bolesnici koji su imali visoki CD68

intraepitelni izrazaj imali su 3.13 puta veci rizik od pojave recidiva od bolesnika s niskim

intraepitelnim izrazajem CD68 (p=0.019, OR=3.13) (Tablica 19).
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Slika 8. Prezivljenje specificno za bolest;
A — CD4 stromalni u svih bolesnika s karcinomom,
B — CD8 intraepitelni u svih bolesnika s karcinomom,

C — CD8 intraepitelni u bolesnika s uznapredovalim karcinomom
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Tablica 17. Univarijatna analiza prezivljavanja za cijelu i uznapredovalu skupinu karcinoma

grkljana

Varijabla (graniéna | N | Umrli od | Smrtho AStSD 95% CI x? Log-
vrijednost; %) tumora st (%) Rank
Test (P)
CD4 intraepitelni (>0.4)
Niski 28 3 10.71 160.7+10.16 | 140.82-180.65 | 2.55 0.11
Visoki 63 16 25.40 99.5+6.33 87.1-111.92
Cijela skupina CD4 stromalni (>6.5)
Visoki 61 16 26,3 99.5246.6 86.57-112.46
CD4 ukupni (>11.5)
Niski 51 8 15.69 151.37+9.07 | 133.58-169.15 | 1.46 0.23
Visoki 40 11 27.5 99.29+7.99 83.62-114.97
CD4 intraepitelni (>0.4)
Niski 17 3 17.65 108.5+11.3 86,33-130,66 | 2.62 0.10
Visoki 37 15 40.54 82.1149.12 64.24-99.99
Uznapredovala CD4 stromalni (>6.5)
skupina Niski 15 3 20 96.72+11 75.16-118.28 | 1.35 0.25
karcinoma Visoki 39 15 38.46 84.91+9.06 67.16-102.66
CD4 ukupni (>11.5)
Niski 29 8 27.59 93.66+10.37 73.34-113.98 0.6 0.44
Visoki 25 10 40 84.27+11.12 62.48-106.06
CD8 intraepitelni (£2)
Niski 40 12 30 128.67+12.2 | 104.75-152.59 | 3.28 0.07
Visoki 53 8 15.1 113.0445.68 101.9-124.17
Cijela skupina CD8 stromalni (>12)
karcinoma Niski 60 11 18.33 147.53+8.67 | 130.54-164.51 | 0.59 0.44
Visoki 33 9 27.27 08.73+8.32 82.43-115.03
CD8 ukupni (>23)
Niski 71 13 18.31 147.27+8.02 131.55-163 1.07 0.3
Visoki 22 7 31.82 95.52+10.27 75.4-115.64
CDS8 intraepitelni (£2)
Niski 24 11 45.83 69.17+10.63 48,33-90.01 3.04 0.08
Visoki 30 8 26.67 99.349.33 81.01-117.59
Uznapredovala CD8 stromalni (>12)
skupina Niski 31 10 32.26 91.54+10.09 71.76-111.32 | 0.08 0.77
karcinoma Visoki 23 9 39.13 84.26+11.08 62.54-105.98
CD8 ukupni (>23)
Niski 39 12 30.77 92.4+9.03 74.71-110-1 0.48 0.49
Visoki 15 7 46.67 80.22+13.33 54.1-106.34
CD68 intraepitelni
(>2.7) 53 4 7.55 119.94+4.35 | 111.42-128.46 | 11.9 0.0005
Niski 41 16 39.02 115.39+12.4 90.93-139.84 7
Visoki 8
Cijela skupina -
karcinoma CD68 Stromalr" (>45)
Niski 24 2 8.33 118.17+6.85 104.74-131.59 | 2.67 0.1
Visoki 70 18 25.71 135.924+8.79 | 118.69-153.15
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CD68 ukupni (>5.5)
Niski 23 1 4.35 122.69+5.48 | 111.95-133.43 3.7 0.054
Visoki 71 19 26.76 135.37+8.64 118.44-152.3
CD68 intraepitelni
(>2.7) 29 4 13.79 112.04+7.54 | 97.27-126.82 | 9.44 0.021
Niski 26 15 57.69 65.3+10.8 44.12-86.47
Visoki
Uznapredovala -
karcinoma Niski 11 2 18.18 107.01+13.5 80.37-133.65 | 1.34 0.25
Visoki 44 17 38.64 9 67.79-101.42
84.61+8.58
CD68 ukupni (>5.5)
Niski 9 1 11.11 115.2+12.35 90.99-139.41 | 1.57 0.21
Visoki 46 18 39.13 85.18+8.25 69.01-101.35
CD163 intraepitelni (>2)
Niski 58 7 12.07 158.33+7.46 | 143.71-172.96 | 7.6 0.006
Visoki 39 14 35.9 89.6+8.75 72.46-106.74
Cijela skupina CD163 stromalni
karcinoma (>18.3) 64 11 17.99 148.88+8.37 | 132.48-165.27 | 1.16 0.28
Niski 33 10 30.3 98.57+8.49 81.93-115.21
Visoki
CD163 ukupni (>27.3)
Niski 74 12 16.22 151.12+7.46 136.5-165.75 4.2 0.04
Visoki 23 9 39.13 88.73+10.93 67.32-110.15
CD163 intraepitelni (>2)
Niski 29 7 24.14 83.84+8.07 68.03-99.65 2.21 0.14
Visoki 28 13 46.43 78.9+10.52 58.29-99.51
Uznapredovala CD163 stromalni
skupina (>18.3) 36 10 27.78 94.0249.15 76.08-111.96 | 0.99 0.32
karcinoma Niski 21 10 47.62 80.07+11.61 57.3-102.83
Visoki
CD163 ukupni (>27.3)
Niski 40 11 27.5 78.28+8.5 78.28-111.58 | 2.13 0.14
Visoki 17 9 52.94 73.67+13.05 48.08-99.26

Skracenice: AS — aritmeticka sredina,

SD - standardna devijacija

55



( 100

9% Niski intraepitelni CD68
90
85
50
L
S 75 p=0.0005
—_—
=
hy
QU 70
a
65
——-es Visoki intraepitelni CD68
60 |- '
SS 1 1
0 50 100 150 200
A
rijeme {mjeseci
\ V i |( 1 .J -/
(lﬂ'ﬂ '-'—r' \
A Niski ukupni CD68
os|- 'Y
]
920 |- :-.
L
Y
o 85l H
s ] p=0.054
S |
w 80} | -
& L
-
78 \
(R Visoki ukupni CD68
R
70|, .
0 S0 100 150 200

\B Vrijeme (mjeseci) /

56



PrezZivljenje
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Slika 9. Prezivljenje specificno za bolest;

A — CD68 intraepitelni u svih bolesnika s karcinomom,
B — CD68 ukupni u svih bolesnika s karcinomom,

C — CD163 intraepitelni u svih bolesnika s karcinomom,
D — CD163 ukupni u svih bolesnika s karcinomom,

E — CD68 intraepitelni u bolesnika s uznapredovalim karcinomom
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Slika 10. Prezivljenje bez bolesti;

A — CD8 ukupni u svih bolesnika s karcinomom,

B — CD68 intraepitelni u svih bolesnika s karcinomom,

C — CD68 intraepitelni u bolesnika s uznapredovalim karcinomom grkljana

Tablica 18. Multivarijatna analiza za cijelu skupinu karcinoma grkljana

Prezivijenje specificno za bolest

Va\r/?izj}gtlja:l gg;rt?r;/loc):na HR 95% Cl vrijeg nost
CD68 intraepitelni (>2.7) 3.66 1.06-1257 0.0395
CD68 ukupni (>5.5) 2.36 0.28-20.03 0.4319
CD163 intraepitelni (>2) 147 0.51-421 0.4727
CD163 ukupni (>27.3) 1.20 0.46-3.15 0.7087

Prezivijenje bez bolesti
CD8 ukupni (>23) 1.68 0.73-3.91 0.2249
CD68 intraepitelni (>2.7) 220 0.95-5.10 0.0665

Skracenice: HR — omjer rizka (eng. Hazard ratio)
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Slika 11. Prezivljenje specifi¢no za bolest;

A — PD-L1CD8 nizak u odnosu na druge skupine (PD-L1*CD8 visok, PD-L1"CD8 nizak i PD-
L1 CD8 visok) koriste¢i CPS za izrazaj PD-L1,

B — PD-L1°CD8 nizak u odnosu na druge skupine (PD-L1*CD8 visok, PD-L1*CD8 nizak i PD-

L1-CD8 visok) koristec¢i TPS za izrazaj PD-L1
61



Tablica 19. Prediktori za recidiv karcinoma grkljana

Prediktori; grani¢na OR* 95% CI p vrijednost AUC
vrijednost (%)

intraepitelni > 0.4 2.59 0.79-8.49 0.116 0.590

CD4 stromalni >6.5 1.16 0.42-3.24 0.765 0.517
ukupni >11.5 1.56 0.60-4.03 0.360 0.555
intraepitelni <2 0.76 0.30-1.91 0.556 0.534

CD8 stromalni >12 2.07 0.81-5.28 0.129 0.586
ukupni >23 3.11 1.13-8.58 0.028 0.612
intraepitelni >2.7  3.13 1.21-8.11 0.019 0.639

CD68 stromalni >4.5 2.14 0.65-7.04 0.209 0.565
ukupni >5.5 2.99 0.80-11.14 0.102 0.585
intraepitelni >2 1.73 0.69-4.29 0.236 0.567

CD163 stromalni >18.3 1.63 0.65-4.13 0.299 0.557
ukupni >27.3 2.16 0.79-5.84 0.131 0.574

CPS (<1, 21) 131  0.46-3.78 0.614 0.527
CPS <7.5 (medijan) 1.68  0.41-2.83 0.467 0.541
TPS <2.7 (medijan) 1.03 0.41-2.61 0.951 0.504

Skraéenice: OR — omijer izgleda (eng. Odds ratio), AUC — podrucje ispod krivulje (eng. Area under the
curve)

* Omjer izgleda je izraCunat na temelju grani¢nih vrijednosti i posljedi€nom razvrstavanju u vise i nize
skupine.
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5. RASPRAVA

Jo§ u pedesetim godinama proSlog stolje¢a uolena je uloga imunoloSkog sustava u
spreCavanju nastanka tumora [137]. U fiziolodkim uvjetima, imunoloki odgovor domacima na
tumorske antigene moze biti dovoljno snazan u uniStenju tumorskih stanica prije nego se
razviju detektabilni tumori. lako imunolo$ki sustav na ovaj nacin unistava mnogobrojne tumore
u ljudskom organizmu, drugi nastavljaju rasti, postaju invazivniji te kona¢no metastaziraju na
udaljena sijela. Sam proces putem kojeg tumorske stanice izbjegavaju imunolo$ki odgovor
domacina je kompleksan te ukljuCuje mnogobrojne mehanizme i razliite signalne putove, od
kojih nisu svi dovoljno istrazeni [138]. U zadnjim desetlje¢ima, velika vaznost se pridodaje putu
programirane stani¢ne smrti (PD-1/PDL-1) i stanicama mikrookoli$a [71].

PD-L1, takoder poznat kao B7-H1, je transmembranski glikoprotein tipa | koji igra kljuénu ulogu
u imunitetu tumora te je njegov izrazaj prisutan u imunoloskim, epitelnim i tumorskim stanicama
[139]. Visoka razina izraZaja PD-L1 u tumorskim stanicama omogucuje im da izbjegnu
imunoloski odgovor domacina i pogoduje progresiji tumora [140]. S druge strane, izrazaj PD-
L1 reguliran je izlu€ivanjem IFN-y iz T limfocita [140]. U tom slu€aju, tumori koji imaju visoku
infiltraciju limfocita T imat ¢e naknadno bolji imunoloski odgovor, Sto rezultira ve¢im izrazajem
PD-L1 u tumorskim stanicama i boljim ishodom bolesti uz primjenu imunoterapije. Posljedi¢no,
PD-L1 se moze promatrati biomarkerom stalnog imunolodkog pritiska, ali i kao inhibitorom
imunoloSkog odgovora [123]. PD-L1 izraZaj slabo je istrazen u skvamoznim lezijama grkljana,
a posebno u displazijama gdje bi mogao pridonijeti u detekciji onih promjena koje progrediraju

u skvamozni karcinom, Sto bi bilo od iznimne klinicke vaznosti.

5.1 Displazije

Glavna svrha otkrivanja prekanceroznih lezija lezi u spre€avanju njihove daljnje maligne
transformacije. Izuzev toga, ove lezije znacajno pridonose klini¢koj problematici, poCevsi od
dijagnostike preko lijecenja do praéenja. Dijagnostika zahtjeva biopsiju, a biopsija ostavlja
oziline promjene na grkljanu koje su najizraZenije u gloti¢noj regiji radi promjene boje glasa i
posliedi€ne promuklosti. Jednako je zahtjevan i izbor modaliteta lije€enja. Najveéi broj
bolesnika lijeCi se kirurSkim metodama, a danas i u veéini europskih ustanova transoralna
laserska mikrokirurgija se smatra standardom [120]. Nasuprot tome, u nekim centrima se
koristi radioterapija i to najéeSce u slu€ajevima rekurentnih displazija [141]. Drugi modaliteti
poput fotodinamske terapije ili retinoiéne kiseline rijetko su zastupljeni [141]. Sirok spektar
opcija i nedostatak jasnog konsenzusa ili smjernica u lije€enju, rezultirali su time da je tretiranje

laringealnih displazija vrlo zahtjevno i ¢esto kontroverzno [120]. Jednako je zahtjevno i
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pracéenje, a posebice radi nepredvidivog klinickog tijeka. Za sada je histoloSka klasifikacija
najznacajniji prognosticki ¢imbenik za predvidanje bioloSkog ponasanja bolesti i usmjeravanje
kliniCara u procesu tretiranja displazija [65]. No, postavlja se pitanje je li to dovoljno u doba
precizne medicine?

Ovisno o tezini, displazije ne moraju napredovati do karcinoma ili to ¢ine u do 48% slucajeva
[68]. Obzirom na tako Sirok raspon i drasti¢nu razli€itost u bioloSkom pona$anju, lijeCenje je za
sve displazije jednako i zahtjeva jednako agresivan pristup. Posljedi¢no, ulazu se znacajni
istrazivacki napori u utvrdivanju moguéih pokazatelja progresije. Velik je interes posveéen
imunoloskim stanicama koje €ine mikrookruzenje i njihovom odnosu s PD-L1 proteinom.
Znanstvena istrazivanja PD-1/PD-L1 signalnog puta su rezultirala stvaranjem antitijela na PD-
1i PD-L1 koja su u klini¢koj upotrebi i koriste se za lijeCenje karcinoma [142]. Nasuprot tome,
uloga ovog puta u displazijama je opcenito nedovoljno istraZzena, a posebno nedostaju radovi
vezani uz displazije grkljana. Stoga su primarni ciljevi ove studije bili procijeniti razinu izrazaja
PD-L1 u razli¢itim stadijima karcinogeneze, u rasponu od benignih lezija preko laringealnih
displazija niskog i visokog stupnja i konaéno do skvamoznih karcinoma grkljana. Uogili smo
statistiCku zna€ajnu razliku izmedu ispitivanih skupina (p<0.0001) $to je u skladu s rezultatima
recentnije meta-analize koju su proveli Girolami i suradnici. Prema njihovom istrazivanju
sastavljenom od studija s lezijama svih sijela glave i vrata, izrazaj PD-L1 je veéi u displazijama
u usporedbi s normalnom sluznicom (p=0.3), a manji nego u invazivnhom skvamoznom
karcinomu (p=0.1), ali nije pronadena statisticki znaCajna razlika izmedu skupina [83]. Na
temelju iste studije, prevalencija PD-L1 u displaziji iznosila je 45.04%, $to je u skladu s naSim
rezultatom od 34.3% (n=12/35) u slucajevima CPS-a 21. Za razliku od navedenog revijalnog
prikaza, nasa studija je usporedivala izrazaj CPS-a kod displazije visokog stupnja u odnosu
na displaziju niskog stupnja (8/22=36.4% naspram 4/19=21.1%), ali nismo utvrdili statisticki
znacajnu razliku, osim usporedbom medijana gdje je razlika na razini statistickog trenda
(p=0.061). Moguce je da bi se pri analizi ve¢eg broja sluajeva uo ile statistiCki znacajne
razlike. Nadalje, obzirom da je samo 3.6% bolesnika u kontrolnoj skupini (n=1/28) imalo CPS
21, ova studija je time potvrdila znaajno maniji izrazaj PD-L1 u zdravoj sluznici grkljana u
usporedbi s prekanceroznim lezijama, Sto je u skladu sa dosadasnjim spoznajama [143-145].
Nazalost, pokusaj razlikovanja laringealnih displazija koje ¢e progredirati u karcinom u odnosu
na one koje nece, na temelju izrazaja PD-L1 kao CPS i TPS, nije rezultirao statistiCkom
znacajnoscu. Unato€ tome, KliniCki znaCaj izrazaja PD-L1 u prekanceroznim lezijama ne bi
trebao biti zanemaren, jer kako su se inhibitori kontrolnih to¢aka pokazali u€inkovitima u borbi
protiv karcinoma koji izrazavaju PD-L1, postoji moguc¢nost potencijalne upotrebe i kod
displasti¢nih lezija. Naravno, za navedeno su potrebna dodatna istraZivanja jer ocito je da

displasti¢ne stanice koriste nekoliko nacina u svojoj progresiji do karcinoma, a jedan od njih je
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izbjegavanje imunoloSki posredovane eliminacije. Iz tog razloga, nasa studija je ukljucila i
stanice mikrookoliSa te analizirala prisutnost i brojnost CD4, CD8, CD68 i CD163 pozitivnih
stanica ukupno te pojedinacno u stromalnim i intraepitelnim odjeljcima. Rezultati su pokazali
statistiCki zna¢ajno povecanje izrazaja svih navedenih stanica od kontrolne skupine, preko
displazija do SKG-a. Drugim rije€ima, najnizi izrazaj zabiljezen je kod benignih lezija dok je
najveéi izrazaj pronaden kod SKG-a. Ovaj je obrazac primijeCen u ukupnoj analizi te
pojedinacno u intraepitelnim i stromalnim odjeljcima (Tablica 7) $to je u skladu s prethodnim
istrazivanjima na lezijama u usnoj Supljini [143, 146]. Nadalje, izrazaj ispitivanih stanica
statisticki je znacajno visi kod displazija visokog u odnosu na niski stupanj za CD4 stanice u
ukupnoij, intraepitelnoj i stromalnoj analizi, dok se znac¢ajnost za CD8 i CD163 pozitivne stanice
iskazala samo na stromalnoj razini. Analiza korelacije PD-L1 i stanica mikrookoliSa pokazala
je pozitivitet i statistiCku znacajnost izmedu PD-L1 (procijenjen kao CPS i TPS) i CD163 u
intraepitelnom odjeljku te izmedu PD-L1 (procijenjen kao CPS) i CD8 u stromalnom odjeljku.
Zbog nedostatka radova na ovu temu u laringealnim displazijama, rezultate smo usporedili s
rezultatima izrazaja opisanih stanica u oralnim prekanceroznim lezijama. U rezultatima studije
Stasikowska-Kanicke i suradnika prikazana je statistiCki znaajna negativna korelacija izmedu
broja PD-L1 pozitivnih stanica i broja CD8 pozitivnih stanica u oralnom karcinomu, te pozitivha
korelacija izmedu broja PD-L1 pozitivnih stanica i CD163 stanica u skupinama displazija i
karcinoma, sto je slicno nasim rezultatima [146]. U radu Yagyuua i suradnika povecani izrazaj
subepitelnih CD163 pozitivnih stanica kao i povecéani izrazaj epitelnog i subepitelnog PD-L1 je
statistiCki znaCajno povezan s malignom transformacijom oralnih displazija [147]. KoristeCi
multivarijatnu logisticku regresiju dokazali su da je poveéanje broja subepitelnih CD163
pozitivnih stanica zna€ajno povezano s prisutnoS¢u displazije visokog stupnja, bez obzira na
broj subepitelnih CD8 pozitivnih stanica, izrazaj PD-L1 na epitelnim i subepitelnim stanicama i
mjesto lezije Sto takoder podupire na$ rezultat statistiCki znacajno veceg izrazaja CD163
pozitivnih stanica u displazijama visokog stupnja. Ova pojava sugerira da se povecani broj
TAM-ova (eng. tumor-associated macrophage) regrutira u povrsinsku laminu propriju s
povecanjem stupnja epitelne displazije [148]. Regrutiranje TAM-ova moze biti potaknuto
displasticnim epitelnim stanicama putem kemokina, kao $to je ,faktor 1 koji stimulira kolonije®
(eng. Colony stimulating factor-1 - CSF1) [148, 149]. Tumorom-povezani makrofazi se
smatraju stani¢nim medijatorima imunosupresivnog tumorskog mikrookruzenja koji mogu imati
kljuénu ulogu u progresiji epitelne displazije [117, 150].

U ovom istraZivanju nije pronadena statistiCki zna€ajna razlika u izraZaju bilo kojih ispitivanih
markera izmedu progredirajucih i neprogredirajucih displazija. Izrazaj CD163 pozitivnih stanica
u stromalnom odjeljku bio je visi u displazijama koje su progredirale, ali je rezultat bio na razini

statistickog trenda (p=0.07). Nedostatak nasSe analize je relativno mali broj bolesnika s
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displazijama koje su progredirale u karcinom te su svakako potrebna daljnja istrazivanja jer bi
potencijalni rezultati mogli biti zna€ajni Sto bi u konacnici dovelo i do promjena u terapiji

laringealnih displazija.

5.2 Skvamozni karcinomi grkljana

U ovom istrazivanju, 64.7% tumora je imalo pozitivan PD-L1 CPS rezultat, ali nismo pronasli
utjecaj izrazaja PD-L1 na prezivljenje. Sli¢ni rezultati dobiveni su i u drugim studijama [121,
132, 151]. Hirshoren i suradnici ukljucili su 26 bolesnika sa oralnim karcinomom skvamoznih
stanica i 10 bolesnika sa SKG-om i nisu pronasli utjecaj CPS-a na ukupno preZivljenje
(p=0.45), prezivljenje specificno za bolest (p=0.31) ili prezivljenje bez progresije (p=0.88) [151].
Slicno tome, Batur i suradnici pri analizi 52 bolesnika sa SKG-om takoder nisu uogili
povezanost CPS rezultata i ukupnog preZivljenja (p=0.413) [121]. Korelaciju izmedu CPS
rezultata i ukupnog prezivljenja ili prezivljenja bez progresije koristec¢i grani¢ne vrijednosti
CPS-a od 1 ili 20 nije dokazala niti studija Wusimana i suradnika na 119 bolesnika s
karcinomom glave i vrata [132]. Medutim, njihova ispitivana skupina ukljucivala je samo 40
bolesnika sa SKG-om, a analiza prezivljenja u€injena je na ukupnoj, heterogenoj skupini
bolesnika, koja je ukljucivala i druga sijela glave i vrata, pa je teSko pretpostaviti sto je s
utjecajem na prezivljenje kod bolesnika s karcinomom grkljana.

Limfociti koji infiltriraju tumore (TIL) imaju prognosti¢ki znac¢aj u bolesnika s raznim zlo¢udnim
tumorima [152]. Medu imunoloskim stanicama isti€u se CD8 pozitivni limfociti zbog svog
antitumorskog odgovora koji dovodi do bolje prognoze bolesti s duljim DSF-om i poboljSanim
ukupnim prezivljenjem (eng. Overall survival - OS) kod razli¢itih tipova karcinoma [89-91].
Smanjeni broj TIL-ova rezultat je vezanja PD-L1 na PD-1, §to zauzvrat uzrokuje smrt CD8+ T
limfocita u tumorskom tkivu.

Prema rezultatima ove studije CD8 pozitivni T limfociti u oba odjeljka, intratumorskom i
stromalnom, pozitivno su korelirali s izrazajem PD-L1 procijenjenom kao TPS. Takoder, postoji
statisti¢ki znaCajna pozitivna korelacija izmedu stromalnog odjeljka CD8 pozitivnih T limfocita
i CPS-a. Nadalje, veca intratumorska distribucija CD8 pozitivnih T limfocita (CD8+ <2%
graniCna vrijednost) bila je povezana s boljim DSS-om (p=0.07 za cijelu i p=0.08 za
uznapredovalu SKG skupinu), sto je u skladu s dosadasnjim spoznajama [111]. Takoder, u
nasoj studiji utvrdeno je da je visoka razina ukupne infiltracije CD8 pozitivnih T limfocita (CD8+
>23% granicna vrijednost) dobar prediktor za recidiv SKG-a (p=0.028, OR=3.11) i povezana
je s losijim DFS-om. Nadalje, poviSena vrijednost CD8 pozitivnih limfocita bila je povezana sa
¢escom invazijom limfnih i krvnih zila (p=0.028). Ta dva rezultata, visoka CD8 infiltracija i bolji
DSS, ali u isto vrijeme loSiji DFS, su suprotni i to moze biti posljedica iscrpljenosti T limfocita.
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Trenutne studije, koje ispituju prognosti¢ki ucinak infiltracije CD8 pozitivnih T limfocita kod
karcinoma, nedosljedne su ukazujuéi na heterogenost intratumorskih citotoksi¢nih T limfocita
[153]. Za razliku od konvencionalno aktiviranih CD8 pozitivnih T limfocita koje djeluju kao
imunoloski efektori, trajna antitigenska stimulacija moze dovesti do disfunkcionalnog stanja
tzv. iscrpljenosti T limfocita [154]. Studije na tu temu pokazuju da izrazaj PD-L1 znacajno
korelira s prisutnoSéu PD-1+ TIL-ova [155]. PD-1, kljuéni marker za inhibiciju aktivacije T
limfocita, tipi€no je prekomjerno izrazen na iscrpljenim T limfocitima, tako da su obilni PD-
1+CD8+ TIL-ovi povezani s loSijom prognozom i oslabljenim antitumorskim odgovorom kod
mnogih zlo¢udnih bolesti [156-158]. Nalazi iz ove studije gdje visa CD8+ infiltracija ide u prilog
recidiva i loSijeg DFS-a u karcinomu grkljana su u skladu sa studijom Ahmadvanda i suradnika
gdje se oCekuje da ¢e PD-1+ CD8+ T limfociti biti u stanju hiporeakcije, ali su u isto vrijeme
reprezentativne za formiranje antitumorskog imunoloskog odgovora [155].

CD68 je najpoznatiji kao generi¢ki marker za sve makrofage, dok je CD163 najceSée koriSten
marker za razlikovanje M2 polariziranih makrofaga [128, 129]. Makrofazi imaju potencijal
pospjesiti metastaziranje i proliferaciju tumora putem razli¢itih mehanizama [159]. Takoder,
imaju sposobnost poticanja angiogeneze i pojatavanja invazije, pokretljivosti i intravazacije
tumorskih stanica unutar primarnog tumora [160]. Uobi¢ajeno je da CD163 pozitivha
podskupina makrofaga privlaci efektorske T limfocite koji ne mogu razviti zastitni antitumorski
imunoloski odgovor. To se postize otpustanjem odredenih interleukina kao §to su IL-4, IL-13
i IL-10 i drugih imunosupresivnih citokina [111]. Koristeci niz razli€itih nacina, makrofazi mogu
potisnuti odgovore citotoksi¢nih T-limfocita [161]. Prema Kuangu i suradnicima, makrofazi su
odgovorni za proizvodnju IL-10, $to zauzvrat poti¢e monocite da izrazavaju PD-L1 i smanjuje
citotoksi¢ne T-limfocitne odgovore [162]. U karcinomu jajnika, kemokin makrofaga poznat kao
CCL22 kontrolira dotok regulatornih T-limfocita koji su odgovorni za suzbijanje citotoksi¢nih T-
limfocitnih odgovora [162].

Trenutni terapijski izazov je potaknuti aktivaciju antitumorskih svojstva makrofaga uz blokiranje
njihovih imunosupresivnih karakteristika [159]. Usmjeravanje na makrofage moglo bi izazvati
shazan odgovor zbog njihovog opseznog sudjelovanja u karcinogenezi te djelovanju u
razliitim fazama tijekom onkogeneze. Takoder, imaju potencijal posluziti kao terapijska
intervencija za razli¢ite vrste malignih tumora. S obzirom da je petogodiSnje preZivljenje
uznapredovalog SKG-a samo 50%, neophodno je istraziti CD68 i CD163 pozitivhe makrofage
kao potencijalno terapijsko sredstvo za skvamozne karcinome grkljana.

Ovo istrazivanje je pokazalo da viSa razina CD68 (>2,7% grani¢na vrijednost, p=0.0005) i
CD163 (>2% grani¢na vrijednost, p=0.006), intratumoralno povezana s losijim DSS-om, a
bolesnici koji su imali povisenu vrijednost CD68 pozitivnih stanica intratumoralno su ¢esc¢e

imali prisutne regionalne metastaze (p=0.027). Stovi$e, veéa CD68 intratumorska infiltracija
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takoder je povezana s loSijim DFS-om i utvrdena je kao dobar prediktor za recidiv SKG-a
(p=0.019, OR=3.13). Nadalje, multivarijatna analiza cijele SKG studijske grupe, u ovom
istrazivanju, pokazala je da je visoki intratumorski izrazaj CD68 neovisni prediktivni marker
DSS-a (Tablica 18). Ovi se rezultati mogu objasniti ranije navedenim protumorskim i
imunosupresivnim svojstvima makrofaga. Rezultati naSe studije pokazuju da je razina
infiltracije CD68 i CD163 makrofaga znacajan prediktivni ¢imbenik za bolesnike sa SKG-om.
Teng i suradnici predlozili su model koji klasificira mikrookruzenje tumora u Cetiri razliite
kategorije na temelju izrazaja PD-L1 i gustoée TIL-a: tip | (PD-L1+TILs+), tip Il (PD-L1-TILs-),
tip Il (PD-L1+TILs-) i tip IV (PD-L1-TILs+) [163]. Pokazalo se da pojedinci kojima je
dijagnosticiran tip | imaju najveéu vjerojatnost da ¢e dozivjeti bolji odgovor na anti-PD-1/PD-
L1 terapiju [163]. Kim i suradnici takoder su istaknuli vaZnost evaluacije izrazaja PD-L1 i TIL-
ova pri odabiru bolesnika za anti-PD-1/PD-L1 terapiju, buduéi da to pomaze identificirati one
za koje postoji veca vjerojatnost da ¢e pozitivno reagirati na lije¢enje [164] . U ovoj studiji nismo
pronasli statistiCki znacajnu razliku u DSS ili DFS izmedu skupina PD-L1 pozitivan/CD8 visok,
PD-L1 negativan/CD8 nizak, PD-L1 pozitivan/CD8 nizak i PD-L1 negativan/CD8 visok.
Medutim, kada se usporeduju CPS negativan/CD8 nizak skupina (p=0.3188) i TPS
negativan/CD8 nizak (p=0.1497) skupina s drugim skupinama, otkrili smo da su te skupine
imale loSije preZivljenje. Ove skupine vjerojatno ne bi imale mnogo koristi od samo anti-PD-
1/PD-L1 terapije s obzirom na nedostatak ve¢ postojecih CD8 pozitivnih T limfocita. Prema
Tengu veliki broj bolesnika (40%) s melanomom ima PD-L1-TILs- (tip Il) histolo3ki tip [163] te
je bez obzira na oblik lijeCenja, ova skupina bolesnika imala vrlo nepovoljnu prognozu.
Medutim, utvrdivanje PD-L1 izrazaja kao i gusto¢e TIL-ova prije poéetka terapije pomoglo bi u
odredivaniju treba li primijeniti kombiniranu imunoterapiju koja ima potencijal preokrenuti ovo
stanje u odredenim slu€ajevima. Daljnja istrazivanja na ovu temu svakako su opravdana jer
40-45% bolesnika ne uspije odgovoriti na anti-PD-1/PD-L1 inhibitornu terapiju [155]. Stoga, da
bi se odredilo koji bolesnici sa SKG-om ¢e imati koristi od anti-PD-1/PD-L1 inhibitora, klju¢no
je razjasniti odnos izmedu izrazaja PD-L1, distribucije imunolodkih stanica i prognoze u
onkologiji laringealnih bolesnika.

Konacno, potrebno je razjasniti ulogu HPV-a u karcinogenezi laringelnog karcinoma, posebice
jer je njegova uloga dobro poznata i utvrdena u orofaringealnim karcinomima [165]. Ang i
suradnici su 2010. godine pokazali znac¢ajno bolje trogodiSnje ukupno prezivljenje kod HPV
pozitivnih (82%) u odnosu na HPV negativne (57%) orofaringealne karcinome [166]. Sukladno
tome prema zadnjoj NCCN-ovoj klasifikaciji orofaringealni karcinomi se dijele na HPV pozitivhe
i HPV negativne tumore, odnosnho pl6 pozitvine i p16 negativne jer se prekomjerno izrazen
p16 protein pokazao kao odli¢an surogat marker za HPV infekciju [113, 167]. U SAD-u HPV

pozitivni orofaringealni karcinomi ¢e$¢i su u odnosu na HPV negativne (70% naspram 30%),
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dok je u Hrvatskoj i dalje viSe bolesnika s HPV negativnim karcinomom orofarinksa, koji su
najéeSce uzrokovani puSenjem i konzumiranjem alkohola [168, 169]. Bolesnici s HPV
pozitivnim orofaringealnim karcinomom obi¢no su mladi, seksualno aktivni te ne konzumiraju
alkohol niti puse. Odlika HPV pozitivnih orofaringealnih karcinoma je da odli¢no reagiraju na
onkolosku terapiju te je sve viSe radova o manje intenzivnoj terapiji, tj. primjeni manje doze
zraCenja uz postizanje istog prezivljenja [170].

Unato€ spoznajama o HPV pozitivnom orofaringealnim karcinomima, postoji nedostatak
konsenzusa o utjecaju HPV infekcije te prekomjernog p16 izrazaja kod karcinoma grkljana
[171]. Neke studije sugeriraju da bolesnici s p16 pozitivhim tumorima imaju bolje prognozu,
manje invazivno ponasanje tumora i smanjen rizik od regionalnih i udaljenih metastaza [172].
Nasuprot tome, druga istrazivanja nisu pokazala znacajnu razliku u ishodima izmedu p16
pozitivnih i p16 negativnih bolesnika s karcinomom grkljana [173]. Ove se razlike mogu pripisati
ograni¢enjima u metodologiji istrazivanja, neadekvatnim veliCinama uzorka i heterogenosti
populacije bolesnika. U istraZivanju Liua i suradnika poviSen izraZaj p16 proteina dokazan je u
13.8% bolesnika sa SKG-om [174], a pozitivhost p16 markera nije pokazala statistiCki znacajnu
korelaciju s prosjeénom dobi, puSenjem, konzumiranjem alkohola, stadijem tumora,
regionalnim metastaziranjem ili prezivljenjem. U naSem istrazivanju, p16 izrazaj zabiljeZen je
u 3 od 102 (2.9%) bolesnika radi ¢ega nije implementiran u veéinu analiza ove studije.
Neovisno o nasem rezultatu, kao i €injenici da dosadas$nja istrazivanja pokazuju da HPV
infekcija vjerojatno ne igra vaznu ulogu u laringealnoj karcinogenezi, potrebna su daljnja
istrazivanja u svrhu detekcije takvih slu¢ajeva te moguée promjene terapijskih opcija.

Glavna snaga ove studije je homogenost skupine bolesnika s laringealnim karcinomom jer
vec¢ina studija ukljuCuje razliCita sijela tumora iz podrucja glave i vrata. Nadalje, ispitivana
skupina u ovom istrazivanji imala je ujednacen terapijski pristup te su svi bolesnici bili
podvrgnuti primarnoj kirurgiji grkljana nakon koje je uslijedila kemoradioterapija ili samo
radioterapija. Ono $to je takoder vazno, procijenjeni su samo konacni kirurSki uzorci
karcinoma, dok male, probne biopsije nisu ukljucene. Bitno je istaknuti da smo u ovoj studiji
koristili PD-L1 protutijelo, klon SP263, Ventana, Tucson, SAD zbog njegove udinkovitosti i
oCuvanog izrazaja i na starijim uzorcima arhiviranog tkiva koji su fiksirani u formalinu i
uklopljeni u parafin, osobito kada su parafinski blokovi bili stariji od 3 godine, za razliku od
klona 22C3 koji bi, kada se koristi, mogao dovesti do podcjenjivanja statusa PD-L1, osobito u
ovim uvjetima [130, 131]. De Ruiter i suradnici pokazali su da je SP263 obojio veci postotak
stanica pri koristenju CPS-a ili TPS-a, no nisu uzeli u obzir duljinu pohrane tkiva $to bi mogao
biti razlog nepodudarnog rezultata pri koristenju klona 22C3 [175]. Nadalje, koristili smo opce
priznat CPS i TPS sustav evaluacije izraZaja PD-L1, a kako u u literaturi ne postoji stav o

grani¢nim vrijednostima, pokusali smo koristiti razli¢ite opcije po uzoru na druga istrazivanja.
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Pri analizi stanica mikrookoliSa kao Sto su CD4, CD8, CD68 i CD163 uzeli smo u obzir ne
samo ukupan broj stanica vec i distribuciju u intratumorskom i stromalnom odjeljku, Sto je
detaljnije i preciznije u odnosu na vecéinu dostupnih studija [176, 177]. Takoder, CD68 i CD163
koriSteni su kao najceS¢e upotrebljavani markeri za sve odnosno M2 makrofage [111]. Studija
je ukljucCila relativno jednak broj bolesnika s ranim i uznapredovalim stadijem karcinoma s
dugim medijanom vremena pracenja. Primarno ogranienje ovog istraZivanja je retrospektivni
karakter studije s relativno malim brojem ispitanih slu€ajeva i koristenje TMA, iako upotrebom
tri do Cetiri tkivna cilindra promjera od 1 mm te serijskim narezivanjem istih TMA cilindra smo
pokus$ali umanijiti navedeni nedostatak.

Zakljuéno, u literaturi nedostaju ili su rijetke studije koje istrazuju PD-L1, tumorski mikrookoli§
te njihov medusobni odnos i utjecaj na prezivljenje kod karcinoma grkljana ili progresiju kod
prekarcenoznih lezija grkljana. NaSi rezultati ukazuju da su stanice mikrookoliSa tumora
znacaijni prognosticki ¢imbenici kod skvamoznog karcinoma grkljana, a pojac¢ani izrazaji CD68
i CD163 prediktori su loSijeg preZivljenja. NaZalost, nismo dokazali povezanost PD-L1 s
klinickim i patohistolodkim Cimbenicima te utjecaj na preZivljenje kao niti statistiCki znacajnu
razliku ispitivanih markera izmedu progredirajuéih i neprogredirajucih displazija. Obzirom na
relativno mali uzorak te retrospektivni karakter studije, potrebna su dodatna istrazivanja koja
¢e razjasniti znanstvene nepoznanice i implementirati ih u klinicke protokole, a s ciljem
preciznije dijagnostike, adekvatnijeg praéenja, ciljanog lije€enja, te kona¢no boljeg ishoda

bolesnika oboljelih od ovih bolesti.

70



6. ZAKLJUCCI

1. PD-L1 izrazaj kao i izraZaj stanica tumorskog mikrookolisa (CD4, CD8, CD68 i CD163)
statisti¢ki je znacajno veci u karcinomima grkljana u odnosu na displazije kao i u displazijama

u odnosu na benigne lezije.

2. U karcinomu grkljana PD-L1 izrazaj statistiCki je zna€ajno pozitivno korelirao sa svim

stanicama tumorskog mikrookli$a izuzev s CD4 pozitivnim stanicama u intraepitelnom odjeljku.

3. Nije dokazana povezanost PD-L1 izraZzaja te prezivljenja bolesnika s karcinomom grkljana

kao niti korelacija s klinicko patoloskim karakteristikama.

4. U uznapredovalom stadiju statisticki je zna¢ajno veéi izrazaj CD8 stromalnog kao i CD68
ukupnog u odnosu na rani stadij karcinoma grkljana. Kod bolesnika s prisutnim regionalnim
metastazama pronadena je statistiCki znacajno veéa vrijednost CD68 pozitivnih stanica u
intraepitelnom odijeljku. Nadalje, bolesnici s povisenim vrijednostima CD4 i CD8 pozitivnih

stanica ukupno imali su statisticki znacajno ¢eS¢e prisutnu invaziju limfnih i krvnih Zila.

4. Visoki izrazaji CD68 i CD163 pozitivnih makrofaga znacajni su negativni prediktivni

¢imbenici kod bolesnika sa skvamoznim karcinomom grkljana.

5. Bolesnici s visokim izrazajem ukupnog CD8 te intraepitelnog CD68 imali su oko 3 puta veci

rizik za razvoj recidiva karcinoma grkljana.

6. Nije nadena statistiCki znaCajna razlika u PD-L1 izraZaju niti u izraZaju stanica tumorskog
mikrookoliSa izmedu displazija koje su progredirale u karcinom i onih koje nisu.

7. Usporedujuci displaziju niskog i visokog stupnja, primijecen je statisti¢ki znac¢ajno visi izrazaj
u lezijama visokog stupnja u ukupnom broju CD4 stanica kao i u intraepitelnom i stromalnom

odjeljku dok je izrazaj CD8 i CD163 vedi stromalno.

8. Dokazana je niska incidencija HPV infekcije kod karcinoma (2.9%) i prekanceroznih lezija
grkljana (4/41=9.8%).
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Slika 1. Endoskopski prikaz grkljana; A — polip desne glasnice, B — leukoplakija obje glasnice,
C — karcinom lijeve glasnice

Slika 2. Mikrolaringoskopski prikaz lezije grkljana; A — namjestaj bolesnika i mikroskopa, B —
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Slika 3. PD-1/PD-L1 signalni put
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Slika 5. Primjer imunohistokemijskog izrazaja CD4+ stanica u dva razliita odjeljka.
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zvjezdicom) i stromalni odjeljak sa sCD4+ stanicama (oznaCen crnom zvjezdicom) (A): 100x
povecanije; (B): 300x povecanje (iCD4+: intraepitelno; sCD4+: stromalno).

Slika 6. Niski i visoki izraZaj imunohistokemijskog bojenja CD4+ (A,B), CD8+ (C,D), CD68+
(E,F), CD163+ (G,H) i PD-L1-negativnih i -pozitivnin CPS/TPS (1, J) u displazijama grkljana. s-
stromalni; u-ukupni; i-intraepitelni.

Slika 7. Niski i visoki izraZzaj imunohistokemijskog bojenja CD4+ (A,B), CD8+ (C,D), CD68+
(E,F), CD163+ (G,H) i PD-L1-negativnih i -pozitivnih CPS/TPS (1, J) u karcinomu grkljana. s-
stromalni; u-ukupni; i-intraepitelni.

Slika 8. Prezivljenje specificno za bolest; A — CD4 stromalni u svih bolesnika s karcinomom,
B — CD8 intraepitelni u svih bolesnika s karcinomom, C — CD8 intraepitelni u bolesnika s
uznapredovalim karcinomom

Slika 9. Prezivljenje specifi¢no za bolest; A — CD68 intraepitelni u svih bolesnika s karcinomom,
B — CD68 ukupni u svih bolesnika s karcinomom, C — CD163 intraepitelni u svih bolesnika s
karcinomom, D — CD163 ukupni u svih bolesnika s karcinomom, E — CD68 intraepitelni u
bolesnika s uznapredovalim karcinomom

Slika 10. Prezivljenje bez bolesti; A — CD8 ukupni u svih bolesnika s karcinomom, B — CD68
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Slika 11. Prezivljenje specificno za bolest; A — PD-L1-CD8 nizak u odnosu na druge skupine
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POPIS POKRATA

AJCC - eng.The American Joint Committee on Cancer, Ameri¢ko udruzenje za rak
AUC - eng. Area under the ROC curve, podrucje ispod ROC krivulje

CPS - eng. Combined Positive Score, kombinirani pozitivni rezultat

CSF1 - eng. Colony stimulating factor-1, faktor 1 koji stimulira kolonije

CT — eng. Computerised tomography, racunalna tomografija

DFS — eng. Disease free survival, preZivljenje bez bolesti

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

DSS - eng. Disease sprecific survival, prezivljenje specifi€éno za bolest

EGFR — eng. Epidermal growth factor receptor, receptor epidermalnog faktora rasta
FDA — eng. Food and Drug Administration, agencija za hranu i lijekove

HE - eng. Hematoxylin and eosin, hemalaun eozin

HPV — humani papilloma virus

IBIS - Integrirani bolni¢ki informacijski sustav

IMRT — eng. intensity-modulated radiation therapy, radioterapija modularnog intenziteta
LD - laringealna displazija

MR — magnetska rezonancija

NCCN smjernice — eng. National Cancer Comprehensice Network, smjernice za lijeCenje raka
OR - eng. Odds ratio, omjer izgleda

OS - eng. Overall survival, ukupno prezivljenje

PCR - eng. Polymerase Chain Reaction, lan¢ana reakcija polimerazom

PD-L1 - eng. Programmed death ligand 1, programirani ligand smrti 1

PD-L2 - eng. Programmed death ligand 2, programirani ligand smrti 2

PD-1 — eng. Programmed cell death protein 1, receptor programirane staniéne smrti 1
PET/CT - pozitronska emisijska tomografija s kompjutoriziranom tomografijom

ROC - eng. Receiver operating characteristic, krivulja radne karakteristike prijemnika

RT — radioterapija
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SAD - Sjedinjene AmeriCke Drzave

SD — eng. Standard deviation, standardna devijacija

SKG - skvamozni karcinom grkljana

SKGV - skvamozni karcinomi glave i vrata

TAM — eng. Tumor-associated macrophage, tumorom povezani makrofagi
TIL — eng. Tumor-infiltrating lymphocytes, limfociti koji infiltriraju tumor
TLM — transoralna laserska mikrokirurgija

TMA — eng. Tissue microarrays, tkivne mikroareje

TNM Kklasifikacija — eng. Tumor, Node, Metastases classification, Tumor, nodus, metastaza

klasifikacija
TPS — eng. Tumor proportion score, rezultat proporcije tumoraz

WHO - eng. World Health Organisation, Svijetska zdravstvena organizacija
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