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1. UVOD

Zahvaljujuci razli¢itom porijeklu, raznolikoj histogenezi tkiva i osobinama sluznice, u
grkljanu se razvijaju raznovrsni tumori. Tumori grkljana mogu se podijeliti prema vise
parametara. U odnosu na biolosko ponasanje dijele se na dobroéudne i zloéudne $to ima veliki
klinicki znaCaj. Prema vrsti tkiva iz kojih potjecu, svrstani su u epitelne i mezenhimalne tumore.
Zloc¢udni tumori se po mjestu nastajanja dijele na primarne i sekundarne, odnosno metastatske. U
zavisnosti od stupnja zrelosti zlo¢udnih stanica, dijele se na dobro, srednje i slabo diferencirane.
U laringealne tumore svrstana je grupa, na izgled tumorskih promjena koje su po morfoloskim
osobinama netumorske prirode, a klini¢ki se ponasaju sli¢no tumorima i nazvani su pseudotumori
grkljana (1).

Uzroci nastajanja tumora grkljana nisu utvrdeni kao uostalom ni za druge benigne i
maligne tumore. Vjerojatno da na nastajanje utjedu razli¢iti ¢imbenici, jedni unutrasnji i drugi
vanjski. Medu vanjskim ¢imbenicima rizika na prvom mjestu je trajna izloZenost sluznice i
drugih tkiva grkljana razli¢itim mehanickim, kemijskim, fizickim, upalnim i funkcionalnim
nadrazajima (1).

Najnovija hipoteza kojom se pokuSava objasniti etiologija dobro¢udnih i zloéudnih
promjena grkljana, ali i mnogih drugih bolesti di$nog sustava, temelji se na laringofaringealnom
refluksu (LPR) i djelovanju pepsina kao jednom od moguéih &imbenika u nastanku tih bolesti.
Laringofaringealni refluks je noviji klinicki entitet koji predstavlja povrat Zelu¢anoga sadrzaja iz
Zeluca kroz jednjak u laringofarinks (2-6). Svaki refluks u podrugje grkljana je patoloski te
uzrokuje ozbiljna oStecenja sluznice grkljana (7-10). Vjeruje se da u nastanku
laringofaringealnog refluksa klju¢nu ulogu igra slabiji tonus gornjeg ezofagealnog sfinktera.
Rezultati recentnih istrazivanja pokazuju vezu tog entiteta s mnogim bolestima gornjih diznih
putova (11,12). Najces¢e se laringofaringealni refluks manifestira u podrucju grkljana
(laringospazam, fiksacija aritenoida, laringealna stenoza i Reinkeov edem, ¢voriéi na glasnicama,
rekurentni respiratorni papilom, rekurentne leukoplakije i karcinom grkljana), ali se moze
manifestirati i u podru¢ju Zdrijela, pluéa, sinusa i uha (13).

Tonu vezu izmedu nastanka dobro¢udnih i zlo¢udnih promjena grkljana i

laringofaringealnoga refluksa treba jo§ istraziti, ali dosadasnja (u prvom redu pH metrijska



istrazivanja) pokazuju da su ve¢inom bolesnici s tumorima grkljana pusaci i da veéinom imaju
laringofaringealni refluks (13).

PromiSljanje o pepsinu i LPR-u moglo bi promijeniti dosadasnje shvacanje
etiopatogeneze dobro¢udnih i zlocudnih bolesti grkljana, promijeniti preventivne i terapijske

pristupe 1 njihovu u¢inkovitost u dijagnostici i lije¢enju.

1.1. Anatomija i fiziologija grkljana

Grkljan je smjeSten u prednjem dijelu vrata, u sredidnjoj liniji, u visini tre¢eg i $estog
vratnog kraljeSka. Kranijalno grani¢i sa strukturama orofarinksa ( baza jezika i valekule ),
lateralno sa strukturama hipofarinksa, a kaudalno sa jednjakom i dusnikom.

Embrioloski grkljan nastaje od dviju osnova. Supraglotis, zajedno s hipofarinksom, nastaje
iz zajedniCke branhiogene (bukofaringealne) osnove, a glotis i1 subglotis nastaju od
traheobronhalne osnove, $to objasnjava ¢injenicu kako dno piriformnog sinusa nikada ne dopire
ispod nivoa glotisa. Jasna je granica medu njima na nivou glotisa i dna Morgagnijevog
ventrikulusa koja je ujedno i limfati¢ko-anatomska barijera Sirenju karcinoma vertikalnom smjeru.
Sastoji se od hrskavi¢nog skeleta koji ¢ine krikoidna hrskavica, tireoidna hrskavica, para
aritenoidnih hrskavica i epiglotisa. Unutradnju povrSinu larinksa oblaze mukoza. Fibrozno tkivo
grkljana povezuje medusobno hrskavice grkljana i grkljan s okolnim strukturama (14).

Grkljan je jedinstven medu organima time $to je membranama i ligamentima odijeljen u
anatomske prostore. Preepiglotski prostor nalazi se ispred epiglotisa, omeden je straga
epiglotisom, gore Sirokim hioepigloti¢kim ligamentom, a sprijeda tireohioidnom membranom te
podijeljen medijalnim tireohioidnim ligamentom na polovice. Morgagnijev ventrikulus je prostor
koji se pruza izmedu vokalnih i ventrikularnih nabora prema lateralno ¢iji je prednji kraj prosiren
u divertikulum (sacculus laryngis) u kojem se nalaze brojne mukozne Zlijezde. Reinkeov prostor
Je subepitelni prostor (lamina propria) omeden kolagenim nitima u prednjoj i straznjoj komisuri,
bazalnom membranom medijalno, vokalnim ligamentom lateralno te lineom arcuatom superior i
inferior s gornje i donje strane. Krikoidni trokut omeden je krikoidnom hrskavicom kaudalno,
medijalno krikotireoidnom membranom a lateralno krikotireoidnim misiéem. Tireoaritenoidni

prostor omeden je medijalno s lateralnom plohom aritenoidne hrskavice, a lateralno sa Stitnom

hrskavicom.



Grkljan se sastoji od vanjskih i unutragnjih misi¢a. Vanjski misi¢i (m. thyrohioideus, m.

sternothyreoideus, m. omohyoideus, m. digastricus, m. stylohyoideus, m. mylohyoideus, m.

geniohyoideus, m. hyoglossus) povezuju grkljan s okolnim strukturama i imaju funkciju u

njegovoj fiksaciji, podizanju i spustanju. Unutrasnji misiéi grkljana povezuju pojedine hrskavice

grkljana i neposredno utjecu na Sirinu otvora glotisa kod fonacije i respiracije (14).

Prema nacinu djelovanja i smjeru djelovanja unutradnje misice grkljana dijelimo na:

primicace ( pomiCu strukture glotisa prema sredinjoj liniji i glavni su fonacijski
misi¢i): m.cricoarythenoideus lateralis, m. interarythenoideus, m. thyreoarythenoideus
externus

odmicace (pomicu strukture grkljana od sredisnje linije tj. prema lateralno):

m. cricoarythenoideus posterior

zatezaCe ( napinju strukture glotisa te sudjeluju u procesu fonacije): m cricothyreoideus,
m. vocalis

vibratore

Anatomski i klini¢ki grkljan dijelimo u tri dijela:

supraglotis (grani¢i sa strukturama orofarinksa kranijalno te zavrSava petiolusom
epiglotisa kaudalno, ¢ine ga epiglotis, ariepiglotski nabori te vetrikularni nabori)

glotis (srediSnji dio grkljana, Cine ga glasnice, Morgagnijev sinus, aritenoidi,
interaritenoidni prostor)

subglotis (po¢inje oko 1 cm ispod donjeg ruba glasnica te zavr$ava sa gornjim rubom
prvog trahealnog prstena, ¢ini ga krikoidna hrskavica sa svojim mukoznim i fibroznim

dijelovima)

Grkljan je integralni dio jedinstvenog disnog puta i kao takav ima trostruku funkciju.

Zadtitna funkcija je zaStita donjeg di$nog puta od aspiracije sastojaka bolusa pri degluticiji, §to se

postiZe trostrukim sfinkternim mehanizmom. Prvi nivo sfinktera &ini epiglotis s ariepiglotskim

naborima koji se zatvara dijelom pasivno (pod tezinom baze jezika), a dijelom aktivno akcijom

ariepiglotickog miSi¢a. Drugi nivo sfinktera &ine ventrikularni nabori, a treéi su, najjaci i

najvazniji nivo sfinkternog mehanizma, glasnice. Drugi se i tre¢i nivo sfinkternog mehanizma u

3



cijelosti aktivno zatvara djelovanjem pojedinih dijelova tireoaritenoidnog misica (i ariepigloticki
mi$i¢ je najvjerojatnije njegov dio).
Respiratorna funkcija je odrZavanje konstantnoga kalibra disnog puta, §to znaci da on
stalno mora biti otvoren osim kada je refleksno ili voljno zatvoren sfinkternim mehanizmom. Tu
Tre¢a funkcija je fonacija. To je, ustvari, koriStenje ekspiracijske struje zraka za
formiranje osnovnog laringealnog tona titranjem glasnica koji se dalje modulira u rezonantnim
Supljinama grkljana, Zzdrijela te nosne i usne Supljine. Premda je ona bioloski najmanje vazna,

ima silnu sociomedicinsku vaznost (14).
1.2. Dobrocéudne promjene grkljana

Dobroéudni tumori u $irem smislu znac¢enja nastaju priliéno ¢esto u grkljanu, a u uzem
smislu dosta su rijetki u odnosu na zlocudne tumore. Dobro¢udni tumori se razvijaju sporo, ne
infiltriraju okolinu i ne metastaziraju. Ceséi su u muskaraca, ali su neki, kao Reinkeovi edemi
vise zastupljeni u Zena. Javljaju se u svakoj zivotnoj dobi, a pretezno u srednjim godinama Zivota
(1)

S klini¢kog stajalista 1 1z didakti¢kih razloga dijele se na prave dobro¢udne tumore i
pseudotumore. Pravi dobrocudni tumori u odnosu na vrstu tkiva iz kojih nastaju dijele se na
epitelne 1 mezenhimalne. Prave benigne tumore neki razvrstavaju na tumore bez sklonosti k
malignoj alteraciji i sa sklonos¢u k malignoj alteraciji. Ni jedna od podjela nije egzaktna, jer
tumori ne moraju nastati samo iz jedne vrste tkiva, niti je sigurno, da s vremenom, benigni tumor
u odredenim uvjetima nece maligno transformirati. Pseudotumori grkljana su izrasline u grkljanu
koje su po morfoloskim osobinama netumorske prirode, a klinicki se ponaSaju sli¢no tumorima,
srecu se vrlo ¢esto. Oni nemaju osobine nekontroliranog tumorskog rasta. Etiologija im je vrlo
razli¢ita poCevsi od upalne, traumatske, posljedica opéih oboljenja itd. Najc¢e§éi pseudotumori

grkljana su polipi glasnica, vokalni noduli, granulomi glasnica, ciste glasnica i Reinkeovi edemi

(1).



1.2.1. Mezenhimalni tumori

Pravi benigni mezenhimalni tumori su rijetki ali su veoma polimorfni. Razvijaju se iz
razlicitih tkiva grkljana. Klini¢ka iskustva potvrduju da s vremenom rijetko maligno alteriraju ve¢
zadrzavaju karakteristike benignog rasta. Lokalizacijom i rastom u grkljanu mogu se ponagati
vrlo opasno ugrozavajuéi postepeno grkljanske funkcije, a naroéito respiratornu (1).

Simptomi benignih tumora su gotovo isti kao i u ostalih bolesti grkljana. Razvijaju se
sporo, utoliko sporije $to se tumor nalazi dalje od glasnica. Najée3ée nastaje promuklost. Otezano
disanje prati vece izrasline koji polaze s glasnica ili iz subglotisa. Uz ove simptome bolesnici se
Zale na osecaj prisutnosti stranog tijela u grlu koje pokusavaju odstraniti iskasljavanjem. Smetnje
gutanja prate velike tumore supraglotidne regije.

Fibrom je jedan od ¢e¥¢ih tumora iako je pravi fibrom rijedak tumor. Najéesce nastaje na
glasnici muskarca izmedu 30-50 godina. Ovalnog je oblika, pojedinacan i esto na peteljci.

Chondrom je rijedak tumor, bjelicastog izgleda, a razvija se u podruéju krikoidne ili
tireoidne hrskavice.

Myom nastaje od glatkog ili popre¢noprugastog misiénog tkiva i vrlo je rijedak.

Lipom je najredi tumor u grkljanu, koji nastaju na ratun masnog tkiva.

Angiomi se dijele na hemangiome i limfangiome. Nastaju iz odgovaraju¢ih Zila i dostizu
vece razmjere.

Neurilemom je obi¢no solitaran tumor koji nastaje iz ovojnica Zivaca. Ako se adekvatno
ukloni ne daje recidive.

Myxom je rijedak tumor koji obi¢no nastaje na glasnici.

Plasmacytoma je relativno Cest tumor grkljana kod mugkaraca iznad 50 godina (1).

1.2.2. Epitelni tumori

Pravi benigni epitelni tumori nisu polimorfni kao mezenhimalni tumori ali su neuporedivo
¢es¢i od njih. To su uglavnom papilomi i adenomi. Adenomi nastaju iz Zljezdanog epitela. Medju
svim pravim benignim tumorima grkljana najbrojniji su papilomi (1).

Manifestiraju se kao egzofiticne promjene na glasnicama. Izgledaju kao bijele ili ruzicaste

verukozne izrasline. Obi¢no su multicentri¢ne, ali mogu biti i solitarne. Mogu se pojaviti bilo



gdje na grkljanu te se mogu $iriti na dusnik. Vjeruje se da glavnu ulogu u nastanku papiloma na
grkljanu imaju humani papiloma virusi. Javljaju se u djecjoj i odrasloj dobi. U dje¢joj dobi imaju
tendenciju recidiviranju bez obzira na primjenjenu terapiju (14).

Najvazniji nacin lijeenja papiloma je kirurS8ka ekscizija. Ekscizija se moze uciniti klasi¢no
mikrokirur$kim instrumentima ili CO2 laserom.

Koriste se brojne dodatne terapije papilomatoze grkljana kao dodatak kirurskoj terapiji To
su prije svega terapija interferonom, iniciranje lokalnog citostatika ili virostatika u mjesta
ekscizija 1 cijepljenje protiv humanog papiloma virusa. Kombinacijom laserske ekscizije i
virostatika (Cidofovir) razdoblje izmedu recidiva se produljilo te se smanjila fibrozacija tkiva sa
stvaranjem priraslica na glotisu (14). Uz parcijalnu ili totalnu dekortikaciju priraslice dodatno

pogosavaju fonaciju.

1.2.3. Polipi glasnica

Polipi su najéesce benigne promjene glasnica. Obi¢no su jednostrani. Ne§to su ¢e$éi u
muske populacije. Najée$¢e nastaju kao posljedica dugogodi$nje konzumacije cigareta i kod
osoba koje su skolne fonotraumi ( pjevaci, ucitelji, Salterski sluzbenici, televizijski voditelji itd. ) ,
tj. koji prekomjerno i obi¢no nepravilno koriste svoje glasnice. Takoder je veca vjerojatnost
razvoja polipa kod svih tipova laringitisa, pogotovo kroni¢nog. Vjeruje se da kasalj i stalno
ozljedivanje glasnica dovodi do istezanja epitela i uraStanja krvnih Zila. Taj proces u konaénici
dovodi do stvaranja polipa na glasnicama. Polipi se naj¢es$ce nalaze na granici prednje i srednje
tre¢ine 1 to na slobodnom rubu glasnice. To dokazuje da je fonotrauma mozda i najbitniji
¢imbenik kod nastanka polipa te lokalizacije. S obzirom da prilikom fonacije glasnice udaraju
jedna od drugu takvi polipi slobodnog ruba najvise ometaju fonaciju i uzrokuju najjacu
promuklost. Za razliku od Reinkeovih edema polipi glasnica nemaju karakteristican tip
promuklosti. Dijagnoza se postavlja endoskopskim pregledom grkljana. Lijecenje je iskljuéivo
fonomikrokirursko. Poslije kirurske terapije savjetuje se Stednja glasa dok glasnice u potpunosti
ne zacijele 1 prestanak pusenja. U terapiju se moze uvesti antirefluksna terapija blokatorima
protonske pumpe u dozi dva puta dnevno kroz 8 tjedana. Kod nekih pacijenata koji su

profesionalno prekomjerno koriste glas moZe biti preporucena i glasovna terapija (14)



1.2.4. Cvoriéi glasnica

Vokalni noduli ili &vorici glasnica su zadebljanja sluznice glasnica na njenom slobodnom
rubu. Obi¢no su smjestena na granici prednje i srednje treéine (tzv. Fraenkelove tocke). Najcesée
su obostrani. S obzirom na smjestaj i oni su posljedica prekomjerne upotrebe glasa tj. fonotraume.
Mogu nastati kod akutnog laringitisa i akutnog respiratornog infekta pracenog kasljem. S
obzirom na smjestaj i popratnu upalu na glasnicama uzrokuju ja&i stupanj promuklosti. Najcesée
ih nalazimo kod Zena i djece. To su obi¢no Zene koje profesionalno prekomjerno koriste glas i
brbljiva djeca. Cvoriéi mogu biti mekani i fibrozirani. Stroboskopija nam moze pomoéu u
razlikovanju ta dva tipa ¢voriéa glasnica. Mekani noduli mogu se lije¢iti konzervativno Stednjom
glasa, govornim vjezbama, inhalacijama i antirefluksnom terapijom. Fibrozirani noduli lijece se
isklju¢ivo fonomikrokirurski. Nakon kirurikog tretmana potrebne su glasovne viezbe i1

antirefluksna terapija (14).

1.2.5. Reinkeovi edemi glasnica

Reinkeovi edemi oznacavaju difuzno zadebljanje glasnica. Glasnice su Zuto prozirme i u
teZim slu¢ajevima su toliko velike da flotiraju kod respiracije i fonacije. Veliki edemi su obi¢no
tvrdi i mesnati. Takvi edemi mogu izazavati osjecaj nedostatak zraka i u teZim slucajevima
akutno guSenje. Obi¢no nastaju zbog naklupljanja tekuéine u Reinkeovom prostoru glasnice
uslijed kroni¢ne iritacije. Histoloska grada takve glasnice pokazuje potpuno narusenu slojevitost
grade mukoze. Obi¢no su obostrani s tim da je edem na jednoj strani uvijek 1zrazeniji. Mogu biti i
jednostrani. Naj¢esce zauzimaju glasnicu u cijeloj duljini, ali mogu zauzimati samo dio glasnice.
Najces¢e ih nalazimo u starijih Zena koje su dugogodisnji pusadi cigareta. Njihov glas je
karakteristican, nalik na muski glas. One govore dubokim i jednoli¢nim glasom. Reinkeove
edeme dijagnosticiramo enoskopskim pregledom grkljana, a lije¢imo ih isklju¢ivo
mikrokirurskim lije¢enjem (14). Obi¢no je potrebna ekscizija cijele glasnice na strani gdje je
edem veci, a na drugoj strani samo incizija duz glasnice radi oslobadanja tekuéine iz Reinkeovog
prostora. Ukoliko i nakon mjesec dana od incizije mukoze glasnice prezistira edem tada je
indicirana mikrokirur§ka ekscizija u drugom aktu. Nikada nije indicirana obostrana ekscija

glasnica zbog velike moguénosti stvaranja priraslica glasnica. Takve priraslice naj¢e$ce nastaju u



podrucju prednje trecine glasnica i uzrokuju perzistiranje promuklosti. Uz kirursku terapiju bitno
Je naglasiti pacijentu koliko je bitan prestanak pusSenja cigareta. Bilo zbog vra¢anja edema na
glasnicama bilo zbog moguc¢nosti nastanka zlocudnih promjena na glasnicama. S obzirom da
velika vecina pacijentica s Reinkeovim edemima imaju refluks Zeluc¢ane kiseline potrebno je kao
dodatnu terapiju uvesti blokatore protonske pumpe. Takva terapija ubrzat ¢e cijeljenje operiranih

glasnica i usporiti ponovni nastanak edema.
1.2.6. Ciste glasnica

Cisténe promjene glasnica najée$ée nalazimo na njenom slobodnom rubu. Obiéno ih
nalazimo u srednoj tre¢ini. Za razliku od polipa jako su rijetke. Cesto ih je tesko razlikovati od
polipa. Tek mikrokiruska ekscizija moze utvrdtii da je rijec o cisti glasnice.

Dijagnosticiramo ih endoskopskim pregledom glasnica, a lije¢imo ih isklju¢ivo kirurski (14).
1.2.7. Granulomi glasnica

Granulomi glasnica su benigne promjene koje se nalaze u straznjoj trecini glasnica ili na
sluznici aritenoida. Obi¢no su ruZicaste ili plavicaste boje, nepravilnog ili okruglastog oblika.
Nastaju kao posljedica kroni¢ne iritacije vokalnih procesusa aritenoida zbog prekomjernog
koriStenja glasa, pusenja cigareta, virusne infekcije sa kaSljem, laringofaringealnog refluksa i
endotrahealne intubacije. Taj dio grkljana je izuzetno osjetljiv na bilo kakvu traumu zato §to su
vokalni procesusi prekriveni samo s tankim slojem perihondrija i mukoze. Kod fonacije vokalni
procesusi udaraju jedan od drugog stvarajuéi kontaknti ulkus ili u konaénici granulom. Akutni i
kroniéni laringitisi doprinose ranjivosti i infekciji mukoze c¢ine¢i je podloZznom stvaranju
granuloma. Naj¢eSc¢e se na suprotnoj strani od granuloma nalazi se tzv. kontaknti ulkus. Kod
pregleda granulomi su pet puta ¢e$¢i od ulkusa zato $to se ulkus sam zalje¢i ili pretvori u
granulom. Kod intubiranih pacijenata granulomi nastaju zbog direktnog pritiska endotrahealnog
tubusa na vokalne procesuse.

Granulome glasnica ceS¢e nalazimo kod muske populacije, a dijagnosticiramo ih
endoskopskim pregledom grkljana. U proslosti takvi granulomi lijeceni su uglavnom $tednjom

glasa. U novije vrijeme vjeZbe glasa su dale puno bolje rezultate nego Stednja glasa prije svega



zato $to su smanjile uCestalost traume vokalnih preocesusa. U kombinaciji sa antirefluksnom
terapijom granulomi se razrjeSavaju unutar $est mjeseci. Kirurska terapija indicirana je kod
granuloma koji zatvaraju disni put, kod fibroznih tvrdih granuloma ili kod sumnje na karcinom.

Koriste se klasi¢ni fonokirurski instrumenti ili CO2 laser (15).

1.3. Zlocudne promjene grkljana

Iskustva klini¢ara i izazivanje karcinoma u eksperimentima na Zivotinjama utjecali su na
stvaranje koncepcije o prekanceroznim stanjima i o prethodnicama neoplazmi iz kojih mogu

nastati maligni tumori.

1.3.1. Premaligne promjene grkljana

Premaligne promjene na grkljanu obi¢no se pojavljuju na glasnicama. Glavni etiolotki
Cimbenici u nastanku tih promjena su pusenje cigareta, fonotrauma, kronic¢ne infekcije glasnica te
zagaden Zivotni i radni okoli3. Klinicki znakovi koji upuéuju na njih su leukoplakija, eritroplakija,
neravna povrsina mukoze, pojacana keratoza, povecanje volumena glasnice, ponovno javljanje
nakon lokalne kirurske ekscizije i dugo trajanje. Laringealna keratoza je samo povrina
manifestacija procesa koji moZe sezati od obi¢ne hiperplazije do invazivnog karcinoma.
NajznaCajniji prakti¢ni indikator potencijala maligne transformacije je stupanj displazije epitela.
Stupnjevi displazije su: laki, srednji i teski. S obzirom na stupanj displazije veéi je i potencijal
transformacije prema karcinomu. On seZe od 1-40%. Displazije najées¢e nalazimo na glasnicama
i obino su obostrane. Pouzdani histoloski indikatori malignog potencijala su: abnormalni
mitoticki indeks, mitoticka aktivnost, stromalna inflamacija, stupanja maturacije, pleomorfizam
jezgara (16).

Karcinom in situ je prijelazni oblik prema inavazivnom karcinomu. Njegov cjelokupni
plocasti epitel zamjenjen je s malignim stanicama koje ne prelaze bazalnu membranu. On se
takoder klini¢ki moze manifestirati kao leukoplakija, eritroplakija ili hiperkeratoza. Vrlo ga je
teSko histoloski razlikovati od tedkih displazija. Najées¢e se javlja u prednjoj polovici glasnica
kod muskaraca starije dobi. Sve opisane klini¢ke pojave koje bi mogle upuéivati na premaligne

lezije grkljana treba paZljivo pratiti te na vrijeme ekscidirati i histoloski verificirati. U novije



vrijeme je dokazana vrijednost stroboskopije u razlikovanju i pracenju takvih lezija grkljana.
Glasnica koja je promijenjena i infiltrirana displasticnim ili malignim stanicama nepravilno
vibrira ili uopée ne vibrira kod procesa fonacije. Promjene s takvim nalazom stroboskopije treba

§to prije histoloski istraziti (14).
1.3.2. Karcinomi grkljana

Prema podatcima od National Cancer Data Base u SAD-u zlo¢udni tumori grkljana
sa¢injavaju preko 20 posto svih karcinoma glave i vrata (17). Preko 90 posto svih tumora
grkljana sa¢injavaju karcinomi plocastih stanica koji nastaju iz epitela mukoze grkljana (16).

Samo jedan mali dio oko 1-4% karcinoma ¢ini njihov podtip tzv. verukozni karcinom. Taj
tip je obi¢no dijagnosticki teko dokaziv. Dobro je diferenciran, a histoloski pokazuje samo
benigne znacajke. Lokalno je invazivan i rijetko daje metastaze. Tesko se klinicki razlikuje od
karcinoma plocCastih stanica i laringealne papilomatoze. Lijeenje je iskljucivo kirursko (16).
Svjetska incidencija karcinoma plocastih stanica je izmedu 2,5-17,2 na 100 000. Incidencija se
razlikuje od zemlje do zemlje. Najniza je u Kini, a najvisa u Spanjolskoj pokrajini Baskiji (16).

Obicno se javljaju od petog do sedmog desetlje¢a Zivota. Zene su pogodene u nesto ranijoj
dobi od muskaraca. Odnos prema spolu je 5:1 u korist muskog spola. U pacijenata mladih od 35
godina odnos je 1:1. Supragloti¢ni karcinomi su nesto ¢e$ci u Zena.

Etiologija karcinoma grkljana uklju¢uje medusobno djelovanje mnogih ¢imbenika kroz
dugi niz godina. Obi¢no su to dugotrajna konzumacija cigareta i alkoholnih pica, prehrambeni
faktori, genetska podloZnost, infekcija humanim papiloma virusom i kroni¢ni laringofaringealni
refluks. To su obi¢no ljudi s lo§im socioekonomskim statusom i nizom naobrazbom (16).

Pusenje cigareta je vjerojatno najvazniji ¢imbenik u nastanku karcinoma grkljana. Dim
cigareta sadrzi preko 30 razli¢itih kancerogenih supastanci koji uzrokuju poremecaje u normalnoj
genetskoj strukturi stanica grkljana i poti¢u razvoj karcinoma. U studijama je dokazano da
pusenje 2 kutije cigareta dnevno povecava rizik od nastanka karcinoma grkljana. Takvi pacijenti
umiru 13 puta ¢esce od karcinoma grkljana nego nepusaci. Takoder je dokazano da pacijenti koji
nakon lije¢enja karcinoma grkljana nastave pusiti cigarete imaju 7 puta vecu mogucénost razvoja

drugog primarnog karcinoma (16).
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Konzumacija alkohola je bitan kofaktor u nastanku karcinoma grkljana. On djeluje
zdruZeno sa pusenjem cigareta u razvoju karcinoma, ali moZe biti i samostalni riziéni faktor. On
djeluje lokalno na sluznicu grkljana, ali i sistemski u razli¢itim fazama incijacije i promocije
stanica. Malignoj transformaciji stanica svakako pridonosi lo§ nutricijski status kroni¢nih
alkoholiCara te nedostatak vitamina i minerala u njihovoj prehrani. Prema lokalizaciji supraglotis
je 1zloZen vecem riziku od nastanka karcinoma nego glotis i subglotis jer je izloZen direktnom
djelovanju alkohola prilikom procesa gutanja. Laringofaringealni refluks je povezan sa
povecanom incidencijom karcinoma prednje dvije tre¢ine glasnica. Prema lokalizaciji unutar
grkljana karcinom se najcesce pojavljuje na glotisu, zatim na supraglotisu, a rijetko u podrugju
subglotisa (16).

Supragloti¢ni tumori obicno se §ire prema orofarinksu, a rjede prema glotisu. Rano daju
obostrane metastaze u vratne limfne Evorove pogotovo oni koji se nalaze u suprahioidnom dijelu
supraglotisa i oni koji zahvacaju ariepiglotske nabore.

Gloti€ki tumori su zasti¢eni od Sirenja raznim anatomskim preprekama. To su vokalni
ligament, prednja komisura, tireogloticki ligament i konus elastikus. Kacinomi slobodnog ruba
glasnice su ograniceni Reinkeovim prostorom te se obi¢no provo proire cijelom duljinom
glasnice. Konus elastikus sluzi kao barijera Sirenju kacinoma u prednjim dijelovima glotisa.
Karcinomi srednje i straZnje tre¢ine kad savladaju Reinkeov prostor $ire se lateralno prema
tiroaritenoidnom misicu i u konacnici ga fiksiraju i onemoguéuju pokretanje glasnice pri fonaciji
I respiraciji. Bitna prepreka Sirenju karcinoma je unutarnji perihondrija tiroidne hrskavice bilo
kod prednje komisure bilo u njenim lateralnim dijelovima. Karcinomi glotisa daju lokalne
cervikalne metastaze tek kod lokalno jako prosirenih tumora. Obiéno su to unilateralne metastaze.
Puno su rjede udaljene metastaze nego kod supragloti¢nih i subloti¢nih tumora stoga je i njihova
dugoro¢na prognoza puno bolja.

Subgloti¢ki karcinomi su najrjedi i mogu se §iriti u svim smjerovima. Sirenjem prema
gore zahvaca paraglotiski prostor i fiksira glasnice, Sirenjem prema straga zahvaca hipofarinks i
jednjak, a Sirenjem prema naprijed zahvada krikoidnu hrskavicu i §titnu Zlijezdu. Sirenje u

cervikalne limfne ¢vorove je rjede nego u paratrahealne limfne évorove (16).
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1.3.3. Ostali zloé¢udni tumori grkljana

Neuroendokrini tumori grkljana su rijetki tumori koji se obi¢no javljaju na supraglotisu.
Rano daju metastaze u vratne limfne ¢vorove i naposljetku se Sire u udaljene organe ( pluca, jetra,
kosti ). Lijece se kirurski i onkoloski.

Mukozni melanomi su jako rijetki tumori grkljana. Takoder se veéina javlja na
supraglotisu. Dokazuju se imunohistokemijski preko S-100 1 HMB-45. LijeCe se kirurski.

Adenoid cisti¢ni karcinom podjednako se javlja u oba spola. Obi¢no ga nalazimo u
subglotisu kao glatku submukoznu masu. Cesto lokalno recidiviraju i daju metastaze u pluca
preskakajuéi vratne limfne évorove.

Sarkomi grkljana su vrlo rijetki tumori. Obi¢no ih nalazmo u obliku hondrosarkoma.
Obi¢no zahvacaju krikoidnu i tiroidnu hrskavicu dok su aritenoidi 1 epiglotis rjede zahvaceni.
Sporo rastu i imaju veliki potencijal za lokalni recidiv. Rijetko daju cervikalne i1 udaljene
metastaze. LijeCenje je kirursko i onkolosko.

Limfomi grkljana su jako rijetki i obi¢no su to limfomi B stanica. Lijecenje je iskljuc¢ivo

onkolosko (16).
1.4. Dijagnostika tumora grkljana
1.4.1. Klinicka slika

Klinicka slika tumora grkljana ovisi od lokalizacije i proSirenosti tumora u grkljan i
okolinu. Karcinomi nastaju u svakoj regiji i gotovo su podjednako zastupljeni u supraglotidnoj i
glotidnoj, a veoma malo u subglotidnoj regiji. Najcesca je lokalizacija u glotidnoj regiji na
glasnici (1).

Najceséi simptomi su promuklost, suhoca grla, oteZzano i bolno gutanje. Promuklost se
rano javlja u gloti¢kih kacinoma, ali se moze javiti kao simptom u proSirenih supraglotickih i
subgloti¢kih karcinoma. OteZano gutanje i suhoca grla su najée$ée povezani sa supragloti¢kim
karcinomima. Bolno gutanje upucuje na Sirenje tumora na bazu jezika i hipofarinks. Jedostrana
otalgija upucuje na Sirenje tumora na homolateralnu stranu baze jezika. Hemoptiza se pojavljuje

obi¢no kod ulceriranih tumora koji involviraju krvne zile. Stridor i otezano disanje javljaju se
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kod velikih egzofoti¢nih supragloti¢nih tumora ili kod transgloti¢nih tumora. Cvor na vratu kao

prvi simptom iskljucivo se javlja kod supraglotickih karcinoma (17).
1.4.2. Klini¢ke pretrage

Najvazniji korak u postavljanju dijagnoze karcinoma grkljana je uzimanje anamneze i
klini¢ki pregled. Nakon uzimanja op$irne anamneze o simptomima, Zivotnim navikama,
informacija o prethodnim tumorima, drugim kroni¢nim bolestima ili prethodnim operacijama
pristupa se detaljnom klinickom pregledu. Detaljno se palpira vrat u potrazi za metastazama ili
znakovima lokalne ekstezije tumora van grkljana. Endoskopom bilo rigidnim bilo fleksibilnim
pregleda se orofarinks, grkljan i hipofarinks te postavlja dijagnoza. Definitivna dijagnoza
karcinoma grkljana postavlja se direktoskopskim uzimanjem uzoraka tkiva grkljana uz
patohistolosko postavljanje dijagnoze. Dodatne pretrage ukljuéuju CT vrata koji mozZe pomoéi u
procjeni lokalne proirenosti tumora te prosirenosti na cervikalne limfne &vorove. Istu svrhu ima i
MR samo je inferiorniji od CT pretrage u procjeni proirenosti na hrskavice grkljana. Ultrazvuk
vrata je najbolja metoda za procjenu prosirenosti tumora na cervikalne limfne &vorove. Kod
submukoznih karcinoma ulogu u postavljanju ispravne dijagnoze moze imati PET-CT pretraga.
Njezina najveca vrijednost je u pradenju operiranih pacijenata koji su prodli postoperativnu
onkolosku terapiju.

Nakon dijagnosticke obrade svaki tumor grkljana klasificiramo tzv. TNM sistemom
(razvio American Joint Committee on Cancer ). T oznaduje veli¢inu i lokalnu proSirenost tumora
(‘od T1-T4; razlicit je za svaku podjedicu grkljana). T1 i T2 su tzv. rani karcinomi, T3 i T4 tzv.
kasni ili prodireni karcinomi. N oznacuje stupanj proirenosti na limfne évorove vrata ( NO- nema
cervikalnih metastaza, N1-N3 koje su veli¢ine metastaze i koje etaze limfnih &vorova vrata
zahvacaju ). M oznacuje prisutnost udaljenih metastaza ( MO- nema metastaza, M| prisutne
udaljene metastaze ).

TNM sistem nam omogucuje odabir ispravnog modaliteta lijecenja za svakog pacijenta i

procjenu ofekivanog petogodi$njeg prezivljenja s obzirom na odabranu terapiju.
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1.5. Terapija tumora grkljana

1.5.1. Kirursko lijecenje

Premaligne promjene grkljana iskljuéivo se lijee direktoskopskom mikrokirur§kom
ekscizijom. To moZe biti klasi¢na ekscizija ili ekscizija uz pomo¢ lasera. Radioterapija je
indicirana samo kod visestruko rekuriraju¢ih karcinoma in situ koji zahvaéaju obje glasnice.

Kirursko lije¢enje je dugacije s obzirom na podjedinicu grkljana i na TNM status.

Supragloticki T1 1 T2 karcinomi kirurski se lijece laserskom transoralnom ekscizijom ili
transcervikalnom parcijalnom horizontalnom laringektomijom. Kasni karcinomi lijeCe se
subtotalnom ili totalnom laringektomijom uz eventualnu parcijalnu glosektomiju baze jezika.
Kod ranih karcinoma potrebna je elektivna selektivna disekcija jugularnog cervikalnog lanca
limfnih ¢vorova. Kod metastaza na vratu potrebno je uciniti klasi¢nu radikalnu disekceiju ili neku
od njenih modifikacija.

Gloti¢ki T1 karcinomi lijeCe se transoralnom laserskom kordektomijom tip III-V ili
transcervikalnom kordektomijom. T2 karcinomi transcervikalnom parcijalnom vertikalnom
laringektomijom ili transoralnom laserskom koredektomijom tipa V.

T3 karcinomi lije¢e se totalnom laringektomijom eventualno i subtotalnom laringektomijom. T4
karcinomi lijece se totalnom laringektomijom uz lobektomiju ipsilateralnog lobusa §titne Zlijezde.
Ipsilateralna elektivna selektivna disekcija indicirana je samo kod T3 i T4 karcinoma. Kod
metastaza na vratu potrebno je uciniti klasi¢nu radikalnu disekciju ili neku od njenih modifikacija.

Subgloti¢ki karcinomi se zbog lokalizacije i nemoguénosti dobre rekonstrukcije lijece
prije svega totalnom laringektomijom ili primamom radioterapijom. Ipsilateralna elektivna
selektivna disekcija indicirana je samo kod T3 1 T4 karcinoma. Kod metastaza na vratu potrebno

je uciniti klasi¢nu radikalnu disekeiju ili neku od njenih modifikacija (18).

1.5.2. Konzervativno lijeenje

Konzervativno lije¢enje ukljucuje radioterapiju i kemoterapiju. Opéenito histoloski slabije

diferencirani karcinomi bolje reagiraju na onkoloSku terapiju nego dobro diferencirani karcinomi.
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U razvijenim zemljama radioterapija ima jednake rezultate kao i kirurska terapija je kod T1 i T2
karcinoma. Medutim u Hrvatskoj takvi rezulatati nisu dosegnuti prije svega zbog dugog &ekanja
na pocetak radioterapije i nemogucnost bifrakcioniranja terapije. Primarna radioterapija kod
kasnih karcinoma je inferiornija prema kirur§kom lijecenju, a pogotovo ako je provedena i
adjuvantna radioterapija.

Obicno radioterapiju koristimo kao dodatnu terapiju nakon kirurSkog lije¢enja. Takva
terapija za kasne karcinome grkljana daje vece stope petogodisnjeg prezivljenja.

Postoperativna radioterapija supraglotickih karcinoma indicirana je kod T3 i T4 karcinoma
i kod pozitivnih limfnih ¢vorova na vratu. Radioterapija kod ranih karcinoma indicirana je samo
kod histoloski dokazane inkompletne kirurke ekscizije.

Postoperativna radioterapija kod gloti¢kih i subgloti¢kih karcinoma indicirana je kod T4
tumora i kod pozitvnih limfnih ¢vorova na vratu. Radioterapija kod ranih karcinoma indicirana je
samo kod histoloski dokazane inkompletne kirurske ekscizije (18).

Postoperativna kemoterapija u najmanje 2 ciklusa ( obi¢no Cisplatina ) indicirana je kod
velikih tumora sa probojem tiroidne hrskavice, kod viSestruko pozitivnih limfnih &vorova na

vratu, kod ekstrakapsularnog Sirenja tumora te sumnje na metastaziranje u pluéa.

1.5.3. Prognoza i praéenje

Pacijenti se prate prvu godinu svakih mjesec dana. Drugu i treéu godinu svaka 2 mjeseca,
a Cetrvrtu i petu svakih 4 do 6 mjeseci. Pracenje ukljucuje endoskopski pregled i palpacijski
pregled vrata. Potrebno je nekoliko puta godisnje uciniti UZV vrata i RTG pluéa, pogotovo u
prve dvije godine pracenja. Dobro je uciniti CT vrata nakon 8 i nakon 16 mjeseci postoperativno
radi pracenja ucinka lijeenja i otkrivanja eventualnog recidiva tumora.

PetogodiSnje preZivljenje kod ranih karcinoma glotisa je visoko. Faktori koji smanjuju
prezivljenje ranih karcinom glotisa su inkompletna kirurska ekscizija i pozitivni limfni &vorovi.
Slabije preZivljenje imaju rani karcinomi supraglotisa i subglotisa prije svega $to rano daju
lokalne cervikalne metastaze. Kasni karcinomi grkljana imaju puno bolje preZivljenje nego
supragloticki karcinomi pogotovo ako nemaju pozitivne limfne évorove.

Cimbenici koji smanjuju prezivljenje su: ekstrakapsularno Sirenje, intravaskularna invazija,

viSestruko pozitivni Cvorovi na vratu, perineuralna invazija i lokalno %irenje tumora izvan
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grkljana. Opcenito najbolje petogodisnje prezivljenje imaju karcinomi glotisa, potom slijede

karcinomi subglotisa, a najlosije petogodis$nje prezivljenje imaju karcinomi supraglotisa (16).

1.6. Laringofaringealni refluks

1996. J.A.Koufman i suradnici po prvi put u literaturi spominju pojam laringofaringealni
refluks 1 opisuju njegove manifestacije u podruc¢ju laringofarinksa (11). 2002. godine Americka
akademija za otorinolaringologiju 1 kirurgiju glave i vrata uvodi u nomenklaturu naziva
laringofaringealni refluks za povrat Zelu¢anog sadrZaja u podruéje grkljana i hipofarinksa
(12). Za razliku od GER-a, povrat Zelu¢anog sadrzaja u grlo nikada nije fiziolosko i dovodi do

teskih i dugotrajnih posljedica na sluznici laringohipofarinksa (19).

1.6.1. Epidemiologija LPR-a

LPR i GER su dvije razlicite, ali medusobno povezane bolesti. Razlikuju se po
simptomatologiji 1 po na¢inu nastanka. Jednu dijagnosticira i lije¢i otorinolaringolog, a drugu
gastroenterolog. LPR uzrokuje disfunkcija gornjeg ezofagealnog sfinktera, a GER disfunkcija
donjeg ezofagealnog sfinktera. LPR je pretezito dnevni ( tihi refluks ) i uvijek je patoloski. Dok
je GER tzv. glasni ( noéni refluks ) i javlja se u lezeCem polozaju. Kod GER-a je poremeéen
motitlitet jednjaka dok je kod LPR-a motilitet jednjaka normalan (15).

Rezultati recentnih istraZivanja pokazuju vezu LPR-a s mnogim bolestima gornjih di$nih
putova. Najces$ce se laringofaringealni refluks manifestira u podruc¢ju grkljana: laringospazam,
fiksacija aritenoida, laringealna stenoza 1 Reinkeov edem, ¢vori¢i na glasnicama, rekurentni
respiratorni papilom, rekurentne leukoplakije i karcinom grkljana (20-28) , ali se moze
manifestirati i u podru¢ju zdrijela, pluca, sinusa i uha (29-32).

Naj¢es¢i simptomi laringofaringealnog refluksa su: promuklost ili disfonija, kroni¢no
¢iscenje grla, globus faringeus, disfagija, Zgaravice, kroni¢ni kasalj, osjecaj postnazalne sekrecije
i epizode gusenja (33).

Toénu vezu izmedu maligne alteracije i laringofaringealnoga refluksa treba jos$ istraziti, ali
dosadas$nja istraZivanja pokazuju da su veé¢inom bolesnici s malignim tumorom grkljana pusaéi i

da ve¢inom imaju laringofaringealni refluks (27,28).
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1.6.2. Patogeneza LPR-a

Mukoza grkljana je izrazito osjetljiva na djelovanje Zeluganog refluksata (7-9). Grkljan
nema peristaltiku kao jednjak, a i nedostaje mu obrambena i puferska uloga sline. Do tri refluksa
tiedno u laringofarinks moze uzrokovati znatna o3tecenja na mukozi grkljana  (19). Lezije na
grkljanu se potom mogu manifestirati kao simptomi laringitisa (33).

Postoje dvije teorije koje objasnjavaju patogenezu refluksnog laringitisa.

Prva je teorija direktne ozljede grkljana i okolnog tkiva kiselinom i pepsinom. Grkljan
nema zaStitnih mehanizama ¢id¢enja i prekrivenosti slinom koja neutralizira kiselinu te Zelu¢ani
refluks ostaje nerazrijeden dulje vrijeme rezultirajuéi ozljedom tkiva (34).

Druga je teorija refleksa. Ova teorija objadnjava patogenezu ezofagealnim refluksom koji
potiCe vagalno posredovane reflekse rezultirajuci kroniénim &is¢enjem grla i kasljem $to dovodi
do ozljede (34). Najvjerojatnije je da laringitis nastaje kombinacijom ova dva mehanizma.

Zeluéani refluksat normalno sadrzi kiselinu i pepsin. Pepsin je enzim proteinaza i nalazi se
iskljucivo u Zelucu. Proizvode ga stanice Zelucane sluznice u obliku inaktivnog oblika,
pepsinogena. Pepsinogen prelazi u pepsin u kiselom mediju (pH ispod 6,5). Maksimalna
aktivnost pepsina je pri pH 2, a inaktivira se kada je pH iznad 6,5 (35). Pepsin ostaje stabilan, ali
neaktivan pri pH vrijednosti do 8. Prilikom refluksa Zelu¢ane kiseline u laringofarinks mijenja se
pH na sluznici grkljana (normalna vrijednost pH je 6,8 ) na vrijednosti pH ispod 6,5. Tada pepsin
uzrokuje depleciju carbonic anhydrase III(CAIII), enzima koji je odgovoran za stvaranje
bikarbonatnih iona. Bikarbonatni ioni direktno neutraliziraju kiseli Zelu¢ani sadrZaj na sluznici
grkljana. Deplecijom CA III gubi se protektivna uloga bikarbonatnih iona na sluznici grkljana
(36,37).

Dokazano je da pepsin inhibira ekspresiju protektivnih proteina kao $to su mucin 2,
mucin3, mucin 5A, mucin 5B, Sep 53, Sep 70 i E-cadherina proteina koji igraju vaznu ulogu u
odrZavanju integriteta staninog epitela. Manjak tih proteina dovodi do promjene stani¢nog
odgovora na traumu i uzrok je nastanku o$tecenja mukoze grkljana (38).

Mnoga istraZivanja pojavnosti larigofaringalnog refluksa uz pomo¢ 24 satne pH metrije
kod pacijenta sa kroni¢nim laringitisom nisu mogla dokazati povrat kiselog sadrZaja iz Zeluca u
laringofarinks u ¢ak jedne petine pacijenata. Takvi pacijenti nisu reagirali na klasi¢nu terapiju

usmjerenu na smanjenje koli¢ine Zelu¢ane kiseline antihistaminicima i IPP-om. Uzrok o3teéenja
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grkljana kod takvih pacijenata je ostao nejasan. Tek kombinacijom 24 satne pH metrije ( mjeri Ph
vrijednosti na viSe mjesta ) i intraluminalne multikanalne impedance ( mjeri ukupan broj refluksa )
utvrdeno je da oko 20 % refluksa u laringofarinks je neaciditetan te da glavnu ulogu u oStecenju
sluznice grkljana vjerojatno ima pepsin. Nastavak tih istrazivanja pokazao je da mukoza grkljana
posjeduje receptore za pepsin te da uz pomo¢ tzv. endocitoze pohranjuje pepsin u obliku
pepsinogena kada je pH nepovoljan. Tako pohranjeni pepsinogen ostaje unutar stanica sve dok ne
dode do promjene pH vrijednosti. Tada se pepsin ponovno aktivira i uzrokuje o3etecenje na
mukozi grkljana. Zakljuak je svih istraZivanja da pepsin uzrokuje o$teCenja kod oba tipa
refluksa tj. aciditetnog i neaciditetnog ( 39,40).

LPR se smatra znacajnim rizicnim faktorom za razvoj planocelularnog karcinoma, ali
uzrocna veza jo$§ nije dokazana. Poznato je da kroni¢ni refluks u jednjak mozZe izazavati
metaplaziju mukoze i posljedi¢no tome povecan rizik za razvoj adenokarcinoma jednjaka. Sli¢na
poveznica jo$ nije nadena za LPR i planocelularni karcinom laringofarinksa.

Istrazivanja biopsija kultura stanica normalne sluznice grkljana i FaDu planocelularnih
stanica hipofarinksa pomocu mikroRNA i Western blot analize pokazale su kako pepsin dodan
kulturama stanica poti¢e proliferaciju stanica te zna¢ajano mijenja ekspresiju 27 gena povezanih
sa karcinogenezom i mijenja ekspresiju 22 mikroRNA inace promijenjenih kod karcinoma glave i
vrata. Pepsin je utvrden Western blot analizom u 60% biopsija karcinoma grkljana, a nije

pronaden kod normalnih kontrolnih uzoraka (41).

1.6.3. Klini¢ka slika

-----

o promuklost ili disfonija (92-100 %)
o kroni¢no ¢idcenje grla (50 %)

o globus faringeus (47 %)

o disfagija (27 %)

o

Zgaravice (6-11 %),

kroni¢ni kasalj

o 0

osjecaj postnazalne sekrecije

epizode gusenja

o)
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Najcesce se laringofaringealni refluks manifestira kao kroni¢ni laringitis. Uz navedene
simptome LPR-a takvim se pacijentima tijekom otorinolaringoloskog endoskopskog pregleda
grkljana mogu ustanoviti neki od karakteristi¢nih klini¢kih znakova LPR-a. To su obiéno
hiperemija mukoze grkljana, hipertrofija straznje komisure, pseudosulkus vokalis, edem glasnica
i drugih struktura glotisa, ventrikularna obliteracija, subglotiéni edem, granulom glasnica te
prisutnost guste laringealne sluzi (15).

LPR moZe uzrokovati i ozbiljnije smetnje na grkljanu kao §to su: laringospazam, fiksacija
aritenoida, laringealna stenoza i Reinkeovi edemi, ¢voriéi na glasnicama, rekurentni respiratorni
papilomi, rekurentne leukoplakije i karcinomi grkljana (20-28).

LPR se takoder moZe manifestirati u podru¢ju zdrijela, pluéa, sinusa i uha kao kroniéni

faringitis, astma ili serozni otitis (29-32).

1.6.4. Anamneza

Osnovni postupak za postavljanje sumnje na LPR je otorinolaringoloski pregled. To
ukljucuje uzimanje informacija o prehrambenim navikama, tegobama , vremenu javljanja tegoba,

uzimanju lijekova i informacija o eventualnim prijasnjim tegobama od strane grla i Zeluca.

grla, globus faringeus, disfagija, Zgaravice, kroni¢ni kasalj, osjecaj postnazalne sekrecije i
epizode gusenja (33).
U postavljanju sumnje na LPR pomaze nam upitnik po Belafskom u kojem je

kvantificirano 9 karakteristicnih simptoma LPR-a: RSI (reflux symptom index) (42-44).



REFLUX SYMPTOM INDEKS (RSI):

1. Promuklost (ocjene: 0-5)

2. Potreba za CiS¢enjem grla (ocjene: 0- 5 )

3. Pojacana salivacija ili postnazalni drip (ocjene: 0- 5 )
4, Otezano gutanje (ocjene: 0- 5)

5. Kasalj] nakon jela ili leZzanja (ocjene: 0- 5)

6. Otezano disanje ili napadaji guSenja (ocjene: 0- 5)

7._Stalno prisutan ka8alj (ocjene: 0- 5)

8. Osjecaj stranog tijela u grlu (ocjene: 0- 5)

9. Zgaravica ili bol iza prsne kosti (ocjene: 0- 5)

Opis ocjena: 0= nema simptoma; 1= lakog stupnja; 2= umjerenog stupnja; 3= srednje
teskog stupnja; 4= teskog stupnja; 5= najtezeg stupnja

Maksmalan broj bodova je 45. Ukupna vrijednost RSI iznad 13 bodova pobuduju sumnju na

postojanje laringofaringealnog refluksa.

1.6.5. Klini¢ki nalazi

Nakon detaljnog uzimanja anamneze slijedi endovideolaringoskopija koja nam daje
podatke o postojanju nekih od karakteristicnih klinickih znakova LPR-a. Najces¢i klinicki
znakovi su: hiperemija mukoze grkljana, hipertrofija straznje komisure, pseudosulkus vokalis,
edem glasnica i drugih struktura glotisa, ventrikularna obliteracija, subgloti¢ni edem, granulom
glasnica te prisutnost guste laringealne sluzi (15).

U postavljanju sumnje na LPR pomaze nam upitnik po Belafskom u kojem je kvantificirao

8 najcescih klinickih nalaza LPR-a: RFS (reflux finding score) (42-44).
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REFLUX FINDING SCORE ( RFS ):

1. Subgloti¢ni edem / pseudosulkus vokalis (0= nema; 2= prisutan)

2. Ventrikularna obliteracija (0= nema; 2= parcijalna; 4= kompletna)

3. Eritem ili hiperemija (0= nema; 2= samo aritenoida; 4= difuzna)

4. Edem glasnica (0= nema; 1= blag; 2= umjeren; 3= ozbiljan; 4= polip)

5. Difuzni laringealni edem (0= nema; 1= blag; 2= umjeren ; 3= ozbiljan;
4= opstrukcija)

6. Hipertrofija straznje komisure (0= nema; 1= blag; 2= umjeren; 3= ozbiljan;

4= opstrukcija)

7. Granulom ili granulacije (0= nema ; 2= prisutan)
8. Gusta endolaringealna sluz (0= nema ; 2= prisutan)

Maksmalan broj bodova je 26. Ukupna vrijednost RFS iznad 7 bodova pobuduje sumnju na

postojanje laringofaringealnog refluksa.

1.6.6. Test inhibitorima protonske pumpe

Pacijentima kojima je klini¢kim pregledom izraZena sumnja na postojanje LPR-a mozZe se
uvesti terapija blokatorima protonske pumpe u dozi dva puta dnevno kroz 2 mjeseca. Ukoliko
dode do smirivanja ili nestajanja simptoma moZemo zakljuciti da je terapija ispravno uvedena i
da su navedene tegobe vjerojatno bile posljedica LPR-a. S obzirom na trenutne simptome

pacijentu se produZuje terapija u manjoj dozi ili se savjetuje promjena prehrambenih navika.

1.6.7. 24 satna pH-metrija jednjaka i grkljana

Jedina dijagnosticka metoda koja moze objektivno pokazati promjene u pH vrijednostima i
broj refluksnih epizoda je 24-satna pH-metrija. Nedostatak metode je kompliciranost izvodenja,
invazivnost i nemogucnost otkrivanja epizoda tzv. neaciditetnih refluksa. Za otkrivanje tzv.
aciditetnog i neaciditetnog refluksa najbolje je kombinirati 24-satnu pH-metriju i intraluminalanu
impedancu. Jedna pokazuje ukupan broj aciditenih refluksa, a druga ukupan broj svih refluksa. Iz

tih podataka se vrlo jednostavno mozZe zakljuciti koliko je refluksa bilo neaciditenog tipa.
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1.6.8. Multikanalna intraluminalna impedanca

Ova dijagnosti¢ka metoda mjeri promjenu impedancije u lumenu jednjaka dok bolus
prolazi kroz metalne prstenove na koje je postavljen kateter. Dok hrana ili tekuéina prolaze kroz
jednjak tj. metalni prsten povecava se vodljivost, a smanjuje impedancija. Takvo mjerenje
otpornosti na viSe mjesta omogucuje odredivanje smjera kretanja bolusa na temelju vremenske
razlike u ulasku i izlasku bolusa. Ona nam omoguéuje utvrdivanje ukupnog broja refluksa unutar

m_] €renog vremena.

1.6.9. Odredivanje pepsina iz sline

Budu¢i da pepsin ima primarnu ulogu u nastanku pepticke ozljede sluznice grkljana i
hipofarinksa razvijena je metoda dokazivanja pepsina u slini jednostavnim ELISA testom. Prema
nekim istraZivanjima takva analiza pepsina iz sline pacijenta ima vrlo visoku specifi¢nost i
senzitivnost te moze sluziti kao relativno jeftina i brza pretraga za dokazivanje LPR-a. Medutim

do danas takva metoda jo$ nije uvedena kao rutinski i svakodnevni postupak u dijagnostici LPR-a.

1.6.10. Lijeenje LPR-a

Terapija LPR-a je kod blazih slucajeva iskljué¢ivo nutritivna, a kod teskog i Zivotno
ugrozavajuceg LPR-a uz nutritivnu provodi se i medikamentozna terapija. Pacijentima se daju
savjeti za promjenu svakodnevnih navika te promjenu nacina ishrane. PredlaZe se izbjegavanje
obilnih i kasnih obroka. Izbjegavanje namirnica i pi¢a koji poti¢u produkciju Zeludane kiseline.
Prestanak puSenja i konzumiranja alkoholnih pi¢a. Kod pretilih osoba savjetuje se smanjenje
tjelesne mase te umjerena tjelesna aktivnost (15).

Ukoliko se radi o teSkom ili Zivotno ugroZavajucem LPR-u ili ukoliko pacijetni nisu
dovoljno motivirani za promjene u nacinu Zivota uvodi se madikamentozna terapija. Stanardna
terapija podrazumijeva terapiju blokatorima protonske pumpe u dozi dva puta na dan kroz
minimalno 8 tjedana. U Zivotno ugroZavajuceg LPR-a inhibitori se ordiniraju 3-4 puta dnevno.
Takvom terapijom smanjuje se produkcija Zelucane kiseline, smanjuje se aktivnost pepsina, a

ujedno i pojacava tonus gornjeg ezofagealnog sfinktera. Dakle, terapija blokatorima protonske
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pumpe smanjuje kiselost refluksata i broj refluksa u laringofarinks, a time i negativno djelovanje
zeluCane kiseline i pepsina na mukozu laringofarinksa.

Kirurska terapija refluksa obi¢no se primjenjuje kada konzeravativni naéini lije¢enja ne
daju zadovoljavajuce rezultate kroz duze razdoblje lijeCenja i kada je dijagnosti¢kim pretragama
dokazana slabost donjeg ezofagealnog sfinktera. Postoje nac¢ini kirurskog lijedenja refluksa koji
su usmjereni na korekciju funkcije donjeg ezofagealnog sfinktera. To su :

o totalna fundoplikacija po Nissenu
O transtorakalna parcijalna fundoplikacija po Belsey-u

o gastropeksija po Hill-u sa svim modifikacijama
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2. HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

Hipoteza ovog istrazivanja je da laringofaringealni refluks i pepsin sudjeluju u nastanku
dobro¢udnih i zlo¢udnih promjena sluznice grkljana stoga e razina pepsina u ispitanika s
dobro¢udnim i zloéudnim promjenama grkljana biti poviSena i biti znac¢ajno visa u odnosu na

kontrolne ispitanike koji nemaju laringofaringealnog refluksa.

24



3. CILJ ISTRAZIVANJA

Ciljevi istrazivanja su:

1. IstraZiti povezanost simptoma LPR-a s nastankom dobroéudnih i zloéudnih promjena
grkljana

2. lIstraziti poveznost intenziteta simptoma s rezultatima ELISA testom utvrdivane razine
pepsina u slini

3. IstraZiti poveznost intenziteta simptoma s rezultatima imunohistokemijskog utvrdivanja
prisutnosti pepsina u biopsijama grkljana

4. IstraZiti povezanost nastanka dobroéudnih i zlocudnih promjena grkljana s rezultatima
ELISA testa

5. IstraZiti poveznost nastanka dobrocudnih i zlo¢udnih promjena grkljana s rezultatima
imunohistokemije

6. Usporediti dijagnosticku vrijednost rezultata ELISA testom utvrdivane razine pepsina u
slini s rezultatima imunohistokemijskog utvrdivanja prisutnosti pepsina u biopsijama

grkljana
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4. ISPITANICI I METODE

4.1. Ispitanici
Ovo istrazivanje je prospektivna studija u koju je ukljucen 81 ispitanik, 29 Zena i 52
muskarca (raspona dobi od 20 do 77 godina, medijan 50,37 godina). Ispitanici su podijeljeni u
tri skupine: (a) 28 ispitanika s dobroc¢udnim promjenama grkljana (od 24 do 67 godina,
medijan 46,57 godina), (b) 28 ispitanika sa zlo¢udnim promjenama grkljana (od 41 do 77
godina, medijan 58,50) 1 (c¢) 25 kontrolnih ispitanika bez simptoma 1 znakova

laringofaringealnog refluksa (od 20 do 73 godine, medijan 45,52 godina).

Ispitanici su probrani medu pacijentima koji su primljeni i lije¢eni na Klinici za
otorinolaringologiju 1 kirurgiju glave i vrata Klinickog bolnickog centra Osijek zbog

dobrocudnih ili zlo¢udnih promjena grkljana.

Kontrolne ispitanike ¢inili su pacijenti koji su na Kliniku za otorinolaringologiju i
kirurgiju glave i vrata zaprimljeni radi operativnog lijeCenja iskrivljene nosne pregrade, a koji
nisu imali simptome i znakove laringofaringealnog refluksa. Prilikom probira kontrolnih
ispitanika koristili smo upitnike po Belafskom (Reflux symptom indeks, Reflux finding score)

na temelju kojih se postavlja sumnja na postojanje laringofaringealnog refluksa.
Kriteriji za ukljuc¢enje u studiju:
e dob ispitanika starija od 18 godina
e ispitanici kojima je histolo$ki potvrdena dijagnoza zlocudne bolesti grkljana
e ispitanici kojima je histoloski potvrdena dijagnoza dobrocudne promjene grkljana
e ispitanici operirani zbog iskrivljene nosne pregrade bez simptoma i znakova LPR-a
(RSI<13, RFS<7)
Kriteriji za iskljucenje iz studije:
e ispitanici mladi od 18 godina
e ispitanici koji uzimaju inhibitore protonske pumpe i/ili antibiotike ili su ih uzimali u
posljednjih mjesec dana
e kontrolni ispitanici sa RSI > 13 i RFS > 7
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Svim ispitanicima uzeta je detaljna povijest bolesti i udinjen videolaringoskopski
pregled. Prije operativnog zahvata svi ispitanici dali su slinu radi utvrdivanja prisutnosti

pepsina u slini te im je u¢injena biopsija grkljana u opéoj endotrahealnoj anesteziji.

Svi ispitanici prije pristupanja postupku ispitivanja upoznati su sa svthom i protokolom
studije te su potpisali informirani pristanak. Ispitivanje se provodilo uz odobrenje Eti¢kog
povjerenstva KBC Osijek i Eti¢kog povjerenstva Medicinskog fakulteta u Osijeku, a u skladu

s Nurnber8kim kodeksom i najnovijom revizijom Helsinske deklaracije.

4.2. Metode

4.2.1. ELISA

Za odredivanje koncentracije pepsina u uzorcima sline koristili smo ELISA metodu.
ELISA (od engl. Enzyme-Linked ImmunosSorbent Assay) se bazira na primjeni protutijela i
promjene boje za odredivanje koncentracija odredenih supstanci. Koristen je komercijalno
dostupan kit za odredivanje pepsina: USCN LIFE SCIENCE Inc. Wuhan, China. Radi se o tzv.
Sandwich ELISA s detekeijskim rasponom od 3,12ng/ml-200ng/ml. JaZice mikrotitarske plogice
su prekrivene monoklonskim protutijelom specifi¢nim na pepsin. U jaZice se dodaje uzorak
zajedno sa biotiniliranim poliklonskim protutijelom na pepsin. Nakon inkubacije i ispiranja u
jazice dodaje se avisin konjugiran sa enzimom HRP te kona¢no nakon inkubacije i ponovnog
ispiranja supstrat. JaZice koje sadrZe pepsin, protutijela, avidin HRP te supstrat obojaju se ovisno
koncentraciji pepsina, a razina obojenja odredi na ELISA &itadu.

Od svakog ispitanika uzeto je 5-10 ml sline te pohranjeno u zamrzivadu na -80°C. Na dan
analize uzorci su otopljeni na sobnu temperaturu, centrifugirani radi otklanjanja krupnih &estica te

testirani prema uputama proizvodaca, kako slijedi:

I. 100 pL uzoraka standarda (pripremljenih prema uputama proizvodaca), negativne
kontrole i ispitivanih uzorka razrjedenja 1:200 u PBS-u pipetirali smo u odredene jazice i
inkubirali 120 minuta na temperaturi od 37 ° C. Nakon isteka vremena inkubacije
odstranili smo tekucinu iz jaZica.

2. U jazice smo potom pipetirali 100 pL reagensa A (sadrzi biotinilirano poliklonsko
protutijelo) za detekciju i inkubirali 60 min. na 37 °C.
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3. JaZice smo isprali 3x sa 400 pL pufera za ispiranje.
4. Dodali smo 100 pL detekcijskog regensa B (sadrzi avidin HRP) u svaku jazicu i
inkubirali 60 minuta na 37 °C.
5. Ponovili smo postupak pranja, 3x sa 400 pL pufera.
6. Dodali smo 90 pL topine supstrata u svaku jazicu i inkubirali 15-30 minuta na 37 °C,
zasticeno od svjetla.
7. Na kraju dodali smo 50 uL otopine za zaustavljanje reakcije.
Po zavrietku testiranja izmjerena je apsorbancija na 450 nm na uredaju 93200 PR3100 TSC
Microplate Reader (BioRad, SAD). Pomoéu uzoraka standarda iscrtali smo graficki prikaz, na
kojemu je na os x prikazana vrijednost apsorbancije, dok je na osi y prikazana vrijednost

koncentracije pepsina. Iz krivulje smo o€itali kona¢nu vrijednost koncentracije pepsina u slini.

4.2.2. Imunohistokemija

Tkivo uzorkovano za imunohistokemijsku analizu:
- promijenjeno tkivo grkljana: polipi glasnica, granulomi glasnica, Reinkeovi edemi,
vokalni noduli, laringealna papilomatoza, in situ karcinomi, invazivni karcinomi

- sluznica interaritenoidnog podrucja grkljana kod kontrolnih ispitanika

Ekspresija proteina u uzorcima tkiva pracena je imunohistokemijskom analizom uzoraka.
Imunohistokemijska analiza uéinjena je na trajnim preparatima fiksiranim 10% neutralnim
formalinom, uklopljenim u parafin te rezanim mikrotomom na debljinu 3-5 mikrometara. Rezovi
su deparafinizirati kroz niz, za to predvidenih, otopina (ksilol, 100% etanol, 96% etanol i 70%
etanol). Na preparatima se nakon toga izvr$i blokiranje endogene peroksidaze 0,3% vodikovim
peroksidom te se nakon toga provede izlaganje epitopa (antigen retrieval) u citratnom puferu
(pH=6,0), zagrijavanjem u mikrovalnoj peénici tijekom priblizno 5 minuta. Primarno protutijelo
nanosi se na preparate koji se inkubiraju na 4°C preko noéi, dok se na negativne kontrole nanosi
PBS (pH=7,4) bez primarnog protutijela te se takoder drze preko no¢i u istim uvjetima kao i
preparati na koje je naneseno primamo protutijelo. Kao pozitivne kontrole koristilo se humano
tkivo Zeluca. Pozitivne kontrole prolaze potpuno isti postupak kao ispitivani preparati. Nakon
inkubacije s primarnim protutijelom, rezovi se ispiru u PBS-u u koji je dodan Tween (0,05%).
Zatim se na preparate nanosi sekundarno protutijelo, koje stoji na sobnoj temperaturi 45 minuta.
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Slijedi jo§ 4 ispiranja u PBS-u s 0,05% Tween-a nakon ¢ega se preparati inkubiraju sa
Streptavidinom konjugiranim s peroksidazom iz hrena (Streptavidin-HRP) na sobnoj temperaturi
tijekom slijedecih 45 minuta. Nakon jos 4 ispiranja u PBS-u s Tween-om, nanosi se otopina 3,3'-
diaminobenzidina (DAB, supstrat). Nakon 4 ispiranja u PBS-u s Tween-om, preparati se
kontrastno oboje hematoksilinom (counterstaining) i dehidriraju u za to predvidenim otopinama
(70% etanol, 96% etanol i 100% etanol te ksilol). Na kraju postupka na preparat se nanosi
canada balzam i na njega stavlja pokrovno stakalce. Preparati su fotografirati digitalnim
fotoaparatom spojenim na mikroskop. Koristio se QuickPHOTO Pro softver za slikanje i obradu

slike.

4.2.3. Patohistologija

Odstranjeno tkivo grkljana (polipi glasnica, granulomi glasnica, Reinkeovi edemi, vokalni
noduli, laringealna papilomatoza, in situ karcinomi, invazivni karcinomi te sluznica
interaritenoidnog podru¢ja grkljana kod kontrolnih ispitanika) analizirano je histomorfometrijski.
Materijal za analizu fiksiran je u 10% neutralnom puferiranom formalinu do 24 sata na sobnoj
temperaturi. Nakon fiksacije tkivo je dehidrirano u nizu alkohola od niZe koncentracije prema
vi§oj (70%, 96%, 100%). Zatim smo iz tkiva istisnuli alkohol. U tu svrhu koristili smo ksilol. Na
kraju smo tkivo stavili u medij za impregnaciju, parafin taliSta 56-60° C. Taj dio pripreme tkiva
obavili smo u aparatu Histtokinete — tkivnom procesoru i trajao je oko 18 sati. Iz tkivnog se
procesora komadi¢i tkiva uklapaju u tekuéi parafin. Formiraju se kalupi pogodni za rezanje
blokova na kliznom mikrotomu. Debljina rezova je od 3 do 5 mikrona. Nakon toga ih se na
vodenoj kupelji rasteZe i montira na predmetno staklo. Tako narezani i montirani preparati susili
su se u termostatu preko noci na temperaturi 56-60°C i zatim su bili spremni za bojanje. Prije
bojanja preparati su deparafinirani ksilolom, zatim tretirani silaznim nizom alkohola (100%,
96%,70%) i u konaénici ispirani u vodi.

Za bojanje preparata za patohistolosku dijagnozu koristili smo hemalaun — boju za jezgre i eozin
— boju za citoplazmu. Nakon bojanja preparate ispiremo u vodi i tretiramo uzlaznim nizom
alkohola (70%, 96%, 100%) i na kraju u ksilolu izbistrimo. Na predmetna stakla stavljamo

pokrovna stakalca.
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Tako pripremljene preparate pregledava patolog i postavlja patohistolosku dijagnozu. Sve uzorke

analizirao je isti patolog uz pomo¢ svjetlosne mikroskopije.

4.2.4. Videolaringoskopija

Prije pocetka studije svim ispitanicima ucinjena je endoskopija grkljana rigidnim
videolaringoskopom ili fleksibilnim videofiberfaringolaringoskopom. Koristeni su endoskopi
tvrtke Xion, Wolf i Olympus.

Metoda je koriStena za probir pacijenatna u pojedine skupine i za toénije ispunjavanje RFS

upitnika.

4.2.5. Upitnici RSI i RFS po Belafskom

Reflux symptom indeks (RSI) i Reflux finding score (RFS) po Belafskom su najragireniji
i najcesce koriSteni upitnici za postavljanje sumnje na postojanje laringofaringealnog refluksa.

RSI sastoji se od devet najéescih klinickih simptoma laringofaringealnog refluksa koji su
stupnjevani: promuklost, ¢is¢enje grla, pojacana sekrecija u grlu, oteZano gutanje, kasalj, smetnje
disanja, osjecaj stranog tijela u grlu, Zgaravica, bol u prsima. Intenzitet simptoma stupnjevan je
od 0 do 5. Sve vrijednosti RSI iznad 13 pobuduju sumnju na postojanje laringofaringealnog
refluksa. Ispitanici s deformacijom nosne pregrade bez simptoma LPR-a i s RSI manjim od 13
uvrsteni su u kontrolnu skupinu.
RES sastoji se od 8 naj¢escih klini¢kih znakova laringofaringealnog refluksa koji su stupnjevani:
pseudosulcus vocalis ili infragloti¢ki edem, ventrikularna obliteracija, eritem/hiperemija grkljana,
edem glasnica, difuzni laringealni edem, hipertrofija sluznice straznje komisure, granulacije i
granulomi grkljana te endolaringealni sekret. Lokalni laringoskopski nalaz stupnjevan je od 0 do
4. Sve vrijednosti RFS iznad 7 pobuduju sumnju na postojanje laringofaringealnog refluksa.
Ispitanici s deformacijom nosne pregrade bez simptoma LPR-a i s RFS manjim od 7 uvriteni su u
kontrolnu skupinu.

Svim pacijentima sa dobrocudnim i zloudnim promjenama na grkljanu napravljen je

RSI i RFS radi usporedbe s rezultatima dobivenim ELISA metodom i imunohistokemijom.

Testovi su takoder koristeni radi §to boljeg probira ispitanika za kontrolnu skupinu.
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4.3. Statisticka obrada podataka

Prikupljeni podaci obradeni su statistickim programom SPSS for Windows za osobna
rafunala, verzija 19. Prije obrade podataka Kolmogorov-Smimnovljevim testom provjeren je
normalitet distribucije promatranih numeri¢kih varijabli. Pri tome su mjere simetri¢nosti
pokazale da distribucije ve¢ine numeri¢kih varijabli znagajno odstupaju od normalne. Kako bi se
poboljsala linearnost i smanjila asimetri¢nost distribucije provedene su odgovarajuée statisticke
transformacije, npr. logaritamska transformacija (log 10) ili drugi korijen (engl. squareroot)
(vidjeti opSirnije u Tabachnick i Fidell, 2007). S obzirom na provedenu transformaciju rezultata
dopusteno je koristiti parametrijske statisticke postupke. Statisti¢ki postupci provedeni su na
transformiranim podacima, dok su u tablicama prikazane aritmeticke sredine i standardne
devijacije netransformiranih rezultata (Howell, 2006). Broj¢ani podaci opisani su osnovnim
mjerama sredine i rasprSenja, dok su kategoricke varijable opisane apsolutnim i relativnim
frekvencijama.

Za usporedbu dviju nezavisnih s obzirom na izmjerene numericke (kontinuirane) varijable
koriSten je t-test za nezavisne uzorke s Bonferronijevom korekcijom. S obzirom da se iste
skupine usporeduju na nizu numeri¢kih varijabli poveéava se vjerojatnost pogreske Tipa I,
odnosno povecava se vjerojatnost odbacivanja istinite nul-hipoteze (dvije skupine se ne razlikuju
statisti¢ki znacajno). Kako bi se smanjila vjerojatnost ovog tipa pogreske korigirana je razina
znacajnosti (o razina) niza usporedbi tako da se o razina SVAKE usporedbe podijeli s brojem
usporedbi (Bonferronijeva korekcija). Dakle, Bonferronijeva korekcija ,,postrozuje” razinu
znacajnosti za svaku usporedbu. U analizama je kao mjera veli¢ine u¢inka koristen je Cohenov d
(Cohen, 1988) prema kojem se veli¢ina u¢inka (d) do 0,3 smatra malim udinkom, oko 0,5
srednjim/umjerenim uc¢inkom, a iznad 0,8 velikim u¢inkom. Tako, na primjer, kod veli¢ine
ucinka d = 0,5 postotak preklapanja dviju distribucija iznosi 80,26% $to sugerira veliku sli¢nost
medu skupinama. Dakle, $to je veci u¢inak manje je preklapanje medu distribucijama rezultata u
dvama skupinama, odnosno skupine se vise razlikuju.

Za usporedbu triju nezavisnih skupina s obzirom na numericke varijable koristene su
jednostavna analiza varijance (ANOVA), jednostavna analiza kovarijance (ANCOVA) i
multivarijatna analiza kovarijance (MANCOVA). Analiza kovarijance u odnosu na neke druge

parametrijske testove, npr. jednosmjernu analizu varijance omoguéava kontrolu nekih varijabli
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koje bi eventualno mogle biti povezane s ispitivanim indikatorima, npr. dob, spol. Kako bi se
ispitalo izmedu kojih grupa to¢no postoji razlika u jednosmjernim analizama varijance kao post-
hoc test odabran je Games-Howellov test koji se preporu¢a kada su poduzorci razlicite velidine te
kada varijanca nije homogena. U analizama kovarijance kao mjera veli¢ine u¢inka koristena je
parcijalna kvadrirana eta (n,®) (Tabachnick i Fidell, 2007). Prema Cohenu (1988) grani¢ne
vrijednosti za ovaj indikator su sljedece: 0,01 = mali u¢inak, 0,06 = srednja veli¢ina u¢inka, te
0,14 = veliki u¢inak. Za ocjenu znacajnosti dobivenih rezultata odabrana je razina o = 0,05.

Za usporedbu kategorijalnih varijabli koristen je hi-kvadrat test. U slucajevima kada nisu
zadovoljeni uvjeti za izraCunavanje hi-kvadrat testa u kontingencijskim tablicama 2 X 2 koriSten
je Fisherov egzaktni test. Fisherov egzaktni test moZe se racunati kada jedna ili vise éelija ima

ocekivanu frekvenciju manju od pet.
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5. REZULTATI

5.1. Ispitanici ukljuceni u istraZivanje

Podaci su prikupljeni za 81sudionika (52 mugkarca i 29 Zena), raspona dobi od 20 do 77
godine (M = 50,37 godina; SD = 13,61). Usporedbom dobi muskaraca i Zena utvrdena je
znaCajna razlika, £79) = 3,21, p = 0,002, pri éemu su mugkarci u prosjeku stariji (M = 53,81; SD
= 13,46) od Zzena (M = 44,21, 8D = 11,76).

Sudionici su podijeljeni u tri skupine, odnosno (1) skupinu s malignim promjenama (n =
28), (2) skupinu s benignim promjenama (n = 28), te (3) kontrolnu skupinu (n = 25). Pri tome su
u skupini s malignim promjene najéesce dijagnoze bile PCC (89,3%) i PAP (10,7%), dok su u
skupini s benignim promjenama najée$c¢e dijagnosticirane PG (50%) i RE (35,7%). Kod
preostalih sudionika iz skupine s benignim promjenama dijagnosticirano je ,,Ostalo* (14,3%). U
skupini sudionika s malignim promjenama osam pacijenata (28,6%) ima stadij T1, 11 stadij T2
(39,3%), Sest stadij T3 (21,65), a troje pacijenata (10,7%) stadij T4.

Raspon dobi pacijenata iz skupine s malignim promjenama krece se od 41 do 77 godina, a

prosje¢na dob iznosi M = 58,50 godina (SD = 9,24). Raspon dobi pacijenata s dijagnosticiranim
benignim promjenama krece se izmedu 24 i 67 godina, a prosjetna dob iznosi M = 46,57 godina
(SD = 12,85). Naposljetku, raspon dobi sudionika iz kontrolne skupine kreée se od 20 do 73
godine s prosje¢nom dobi M = 45,52 godina (SD = 15,73).
Usporedbom dobi sudionika iz triju skupina jednosmjernom analizom varijance (ANOVA)
utvrdena je znaCajna razlika, F(2,78) = 9,25, p = 0,001, n,? = 0,19. Post-hoc analizom (Games-
Howell) utvrdeno je da su sudionici s malignim promjenama znacajno stariji i od sudionika s
benignim promjenama (p = 0,001) i od sudionika iz kontrolne skupine (p = 0,001). Sudionici s
benignim promjenama i sudionici iz kontrolne skupine znacajno se ne razlikuju s obzirom na dob.
Takoder su skupine usporedene s obzirom i na spolni sastav pri éemu je hi-kvadrat testom
utvrdena znacajna razlika, (2, N = 81) = 17,76, p = 0,001.

Spolni sastav u trima skupinama prikazan je u Tablici 5.1.
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Tablica 5.1. Spolni sastav po skupinama sudionika

Skupina
Maligne Benigne Kontrolna Ukupno
promjene promjene skupina
Spol Muski 26 (92,9%) 11 (39,3%) 15 (60%) 52 (64,2%)
Zenski 2(7,1%) 17 (60,7%) 10 (40%) 29 (35,8%)

Kao 3to se moZe vidjeti iz Tablice 5.1., najve¢i postotak muskaraca je u skupini s
malignim promjenama, nakon ¢ega slijedi kontrolna skupina, dok je najmanji postotak muskaraca

u skupini s benignim promjenama.

5.2. Usporedba triju skupina s obzirom na RSI simptome

5.2.1. Analiza povezanosti dobi sa RSI simptomima

S obzirom da su utvrdene znacajne razlike izmedu muskaraca i Zena, kao i izmedu triju
skupina s obzirom na dob provjerena je povezanost dobi s pojedina¢nim simptomima. U Tablici
5.2. prikazana je povezanost dobi s indikatorima RSI score-a.

Tablica 5.2. Povezanost dobi s indikatorima RSI score-a

2. 3. 4. 3 6. i 8. 9. 10.

1. Dob 0,24° -0,03 0,317 0,14 0,34 025 023 023 0,23
2. Promuklost - 0377 026" 0,16 0,14 0,17 0,14 036" 047"
3. Ciscenje grla - 0,23 0,14 0,17 -0,04 021 035" 0,20
4. Pojacana salivacija - -0,02 0,24 0,06 0,15 0,10 0,26
5. OteZzano gutanje - 0,367 0,26" 025" 046" 0,15
6. Kasalj nakon jela i lezanja - 017 042" 039" 0,36"
7. Napadaji gusenja — 033" 025" 017
8. Stalno prisutan kagalj - 041" 037"
9. Osjecaj stranog tijela u grlu - 043

10. Zgaravica -

Biljeska. ***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05
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Kao $to se moze vidjeti iz Tablice 5.2., dob je povezana s gotovo svim simptomima RSI-a,
pri cemu su pojedini simptomi ¢edce izmjereni kod starijih osoba. Jedini izuzetak su &iséenje grla
1 otezano gutanje koji su podjednako izrazeni kod starijih i mladih sudionika. Osim toga,
pozitivna i znacajna, iako niska, korelacija utvrdena je izmedu dobi i RSI-a (» = 0,23, p =0,04).
Dakle, RSI je u prosjeku visi kod starijih osoba. Korelacije izmedu pojedinih simpotoma RSI-a
krecu se u rasponu od niskih do umjerenih, pri ¢emu je najveéa povezanost utvrdena je izmedu
promuklosti i Zgaravice te otezanog gutanja i osjecaja stranog tijela u grlu. Pri tome je izraZenija
promuklost bila povezana i s izrazenijom Zgaravicom. Sli¢no tome, kod pacijenata kojima je bilo

izrazenije otezano gutanje bio je prisutan i izraZeniji osjecaj stranog tijela u grlu.

5.2.2. Analiza RSI simptoma s obzirom na spol

Takoder, s obzirom na razlike u spolnom sastavu pojedinih grupa provjerena je razlika
izmedu muskaraca i Zena prema RSI simptomima. Spolne razlike utvrdene su samo za hiperemiju
i granulom. Pri tome je hiperemija koja je ¢eS¢e dijagnosticirana kod muskaraca (77,7%: 25%
samo aritenoidna, 57,7% difuzna) nego Zena (57,6%; 31% samo aritenoidna, 27,6% difuzna),
X*(2. N =81)=8,01p = 0,018. Sli¢no tome, granulom je bio ¢esce dijagnosticiran kod mugkaraca
(53,8%) nego zena (20,7%), x*(1, N = 81) = 8,40, p = 0,004. Za ostale indikatore nisu utvrdene
znacajne spolne razlike $to sugerira da je izrazenost tih klini¢kih znakova sli¢na kod muskarca i

Zena.

5.2.3. Usporedba triju skupina s obzirom na RSI simptome

S obzirom da je dob povezana s nizom ispitivanih markera, u analizama koje slijede dob
je ukljucen kao kovarijat. Dakle, kako bi se usporedile tri skupine sudionika koristit ée se
multivarijatna analiza kovarijance (MANCOVA), pri ¢emu je pripadnost pojedinoj skupini
nezavisna varijabla, pojedini simptomi RSI-a zavisne varijable, a dob, kao 3to je ve¢ receno,

kovarijat. Rezultati su prikazani u Tablici 5.3.
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Tablica 5.3. Usporedba triju skupina s obzirom na RSI simptome

Usporedba triju

Skupina N M SD F-omjer skupina

RSI Maligni (M) 25 12,04 6,31 19,96*** K<M
Benigni (B) 25 11,00 5,84 K<B
Kontrolna skupina (K) 22 2,64 2,85

Promuklost Maligni (M) 25 3,36 0,700 76,29%** K<M
Benigni (B) 25 3,00 1,080 K<B
Kontrolna skupina (K) 22 041 0,734

Ciscéenje grla Maligni (M) 25 1,96 1,541 7,68*** K<M
Benigni (B) 25 2,28 1,621 K<B
Kontrolna skupina (K) 22 0,77 0,973

Poja¢ana Maligni (M) 25 1,08 1,441 0.21

salivacija Benigni (B) 25 0,64 1,221 -
Kontrolna skupina (K) 22 0,59 1,008

Otezano gutanje  Maligni (M) 25 0,68 1,108 1,48
Benigni (B) 25 072 L2735 —
Kontrolna skupina (K) 22 0,23 0429

Kasalj nakon jela Maligni (M) 25 072 1208 1.72

i lezanja Benigni (B) 25 0,60 1,080 —
Kontrolna skupina (K) 22 0,14 0,351

Napadaji gusenja Maligni (M) 25 032 0,802 1,31
Benigni (B) 25 0,08 0,400 —
Kontrolna skupina (K) 22 0,00 0,000

Stalno prisutan ~ Maligni (M) 25 1,00 1,472 1,90

kasalj Benigni (B) 25 0,44 0,961 —
Kontrolna skupina (K) 22 0,18 0,501

Osjecaj stranog ~ Maligni (M) 25 2,08 1,605 13,30

tijela u grlu Benigni (B) 25 2,16 1,748 —
Kontrolna skupina (K) 22 0,18 0,395

Zgaravica Maligni (M) 25 1,60 1,555 5,40** K<M
Benigni (B) 25 1,60 1,528 K<B
Kontrolna skupina (K) 22 0,36 0,953

Biljeska. ***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05

Kao $to je vidljivo iz Tablice 5.3., nakon kontrole dobi sudionika, znacajna razlika medu trima

skupinama utvrdena je za RSI ukupno, te promuklost, ¢is¢enje grla i Zgaravicu. U svim

navedenim slucajevima, sudionici iz kontrolne skupine su manje izvjestavali o navedenim
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indikatorima, odnosno imali su nizi RSI (p < 0,001). Sudionici s malignim i benignim
promjenama nisu se znacajno razlikovali s obzirom niti na jedan od navedenih indikatora. U
nastavku slijedi grafi¢ki prikaz utvrdenih znaéajnih razlika.

Slika 5.1. Usporedba skupina s obzirom na RS]
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Slika 5.2. Usporedba skupina s obzirom na promuklost
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Slika 5.3. Usporedba skupina s obzirom na ¢isc¢enje grla
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Nadalje, provjeren je odnos RSI s pojedinaénim simptomima u trima skupinama.

Tablica 5.4. Povezanost RSI-a s pojedinim indikatorima u trima skupinama

Skupina L 2% 3. 4. 3. 6. Z. 8. 9.

Maligne promjene RSI 0,33 0,617 0,28 -033 -0,09 -0,31 -0,13 -0,46"  -0,19
Benigne promjene 0,52™ 0,62 0,66"" 0,23 0,38 029 0,60 0,57 0,11
Kontrolna skupina 048" 037 088" 0,34 0,24 - 0,16 0,42° 0,50"

Biljeska. ***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05; 1 = Promuklost, 2 = Ciscéenje gria; 3 = Pojacana
salivacija; 4 = OteZano gutanje; 5 =Kasalj nakon jela i lezanja; 6 = Napadaji gusenja; 7 =

Stalno prisutan kasalj; 8 = Osjecaj stranog tijela u griu; 9 = Zgaravica

Kao $to se mozZe vidjeti iz tablice 5.4., RSI je najmanje povezan s pojedina¢nim
simptomima u skupini s malignim promjenama, dok su korelacije izmedu RSI i pojedinaénih
simptoma najve¢e u skupini s benignim promjenama. Treba naglasiti da su korelacije izmedu
RSI-a i oteZanog gutanja, kaslja nakon jela i leZanja, napadaja gusenja i stalno prisutnog kaslja u
skupini s malignim promjenama negativne, dok su u preostalim skupinama navedene korelacije
pozitivne. Dakle, kod osoba s malignim promjenama veéi RSI je povezan s manjom izrazeno$céu
osjeCaja oteZanog gutanja, kaslja nakon jela i leZanja, napadaja guSenja i stalno prisutnog kaslja,
dok je u preostale dvije skupine RSI povezan s izraZenijim osje¢ajem otezanog gutanja, kaslja

nakon jela i lezanja, napadaja guSenja i stalno prisutnog kaglja.

5.3. Usporedba triju skupina s obzirom na RFS klini¢ke znakove
5.3.1. Analiza povezanosti dobi s RFS klini¢kim znakovima

Postupak je ponovljen i za RFS klinicke znakove, a rezultati su prikazani u Tablici 5.5.
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Tablica 5.5. Povezanost dobi s RFS simptomima

% o 4, 5. 6. % 8. 9,
1. Dob 0,08 0,407 0,357 0,01 0,347 034" 044 0,19
2. Subgloti¢ni edem - -0,11 -0,03 001 -0,07 -0,18 0,113 0,17
3. Ventrikularna obliteracija - 0,727 0,49™ 0,677 0,72 0,65™ 037"
4. Hiperemija - 049" 0,58" 0,73 0,60" 0,36"
5. Edem glasnica - 035" 0577 0,13 0,317
6. Difuzni laringealni edem - 0,59 0,50 0,23
7. Hipertrofija straznje komisure - 0,49™ 0,29™
8. Granulom — 0,21

Gusta laringealna sluz -

Biljeska. ***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05

Kao Sto je vidljivo iz Tablice 5.5., dob je povezana gotovo sa svim RFS klini¢kim
znakovima, pri ¢emu su ispitivani klinicki znakovi bili izraZeniji kod starijih sudionika. Dob nije
znaajno povezana sa subgloti¢nim edemom, edemom glasnica i gustom laringealnom sluzi §to
sugerira da je izraZenost tih simptoma sli¢na kod mladih i starijih sudionika.

Povezanost pojedinih RFS klini¢kih znakova krece se u rasponu niskih (povezanost
subgloti¢nog edema s ostalim simptomima) do vrlo visokih. Najveca povezanost utvrdena je
izmedu hiperemije i difuznog laringealnog edema te hiperemije i ventrikularne obliteracije. U oba
slu¢aja, pacijentima kojima je dijagnosticirana hiperemija su CeSce dijagnosticirani i difuzni
laringealni edem kao i ventrikularna obliteracija.

Usporedbom dobi pacijenata kojima je dijagnosticirana samo aritenoidna hiperemija (n =
22) s dobi pacijenata kojima je dijagnosticirana difuzna hiperemija (n = 38) utvrdena je zna¢ajna
razlika, #(58) = 14,91, p = 0,001, a veli¢ina ué¢inka za utvrdenu razliku iznosi Cohen d = 3,92.
Dakle, razlika nije samo statisticki znacajna ve¢ bi mogla imati i klinicki utjecaj na ispitivane
rezultate. Pri tome su sudionici kojima je dijagnosticirana difuzna hiperemija u prosjeku bili
stariji (M = 56,34; SD = 11,74) od pacijenata samo s aritenoidnom hiperemijom (M = 44,09; SD
= 12,02). Suprotno tome, usporedbom dobi sudionika s parcijalnom (» = 39) i kompletnom
ventrikularnom obliteracijom (n = 4) nije utvrdena znacajna razlika, #(41) = 0,76, p = 0,39. Dakle,

pacijenti s parcijalnom i kompletnom ventrikularnom obliteracijom su podjednake dobi.

40



5.3.2. Analiza RFS Kklini¢kih znakova s obzirom na spol

Takoder, s obzirom na razlike u spolnom sastavu pojedinih grupa provjerena je razlika
izmedu muskaraca i Zena prema RFS klini¢kim znakovima. Spolne razlike utvrdene su samo za
hiperemiju i granulom. Pri tome je hiperemija koja je &e$é¢e dijagnosticirana kod muskaraca
(77,7%; 25% samo aritenoidna, 57,7% difuzna) nego Zena (57,6%; 31% samo aritenoidna, 27.6%
difuzna), ¥*(2, N = 81) = 8,01p = 0,018. Sli¢no tome, granulom je bio desée dijagnosticiran kod
muskaraca (53,8%) nego Zena (20,7%), x*(1, N =81) = 8,40, p = 0,004. Za ostale indikatore nisu
utvrdene znacajne spolne razlike §to sugerira da je izrazenost tih klinickih znakova sli¢na kod

muskarca i Zena.
5.3.3. Usporedba triju skupina s obzirom na RFS Kklini¢ke znakove

Univarijatnom analizom kovarijance (ANCOVA) uz kontrolu dobi utvrdena je znacajna
razlika triju skupina s obzirom na navedeni score, F(2, 77) = 97,78, p=0,001; ny’ = 0,72. Ako se
u obzir uzmu Cohenovi (1988) naputci o veli¢ini u¢inka utvrdena razlika ne samo da je statisticki
znacajna vec¢ 1 klini¢ki. Post-hoc analizom utvrdeno je da sudionici iz kontrolne skupine imaju
znacajno nizi RFS rezultat (M = 1,36 ; SD = 1,33) i od sudionika s benignim promjenama (M =
11,57 ; 8D = 3,66) i od sudionika s malignim promjenama (M = 13,89 ; SD = 3,81). No, sudionici
s benignim i malignim promjenama nisu se znaé¢ajno razlikovali s obzirom na RFS.

Nadalje, sudionici iz dviju skupina, odnosno sudionici s malignim i benignim
promjenama usporedeni su s obzirom na ostale RFS klini¢ke znakove. Naime, sudionicima iz
kontrolne skupine nisu dijagnosticirani dolje navedeni klini¢ki znakovi. Usporedba sudionika s
obzirom na pojedina¢ne klini¢ke znakove prikazana je u Tablici 5.6. Treba naglasiti da
frekvencija navedena u tablici 5.6. predstavlja broj pacijenata kod kojih je utvrden odredeni

simptom.
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Tablica 5.6. Usporedba sudionika iz triju skupina s obzirom na RFS klini¢ke znakove

Skupine Usporedba
Maligne promjene Benigne promjene X
(n =28) (n =28)

Subgloti¢ni edem 1 (3,6%) 0 (0%) 1,18
Ventrikularna obliteracija 26 (92,8%) 17 (60,7%) 8,49*
Hiperemija 28 (100%) 25 (89,3%) 10,27%%*
Granulom 28 (100%) 6(21,4%) 36,26%**
Gusta laringealna sluz 11 (39,3%) 13 (46,4%) 0,29

Biljeska. ***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05

Kod sudionika kojima je dijagnosticirana ventrikularna obliteracija, kod njih 48
dijagnosticirana je parcijalna (23 iz skupine s malignim promjenama i 16 iz skupine s benignim
promjenama), a kod njih ¢etvero je dijagnosticirana kompletna (troje iz skupine s malignim
promjenama i jedan pacijent iz skupine s benignim promjenama).

Pacijentima kojima je dijagnosticirana hiperemija, kod njih 22 je dijagnosticirana samo
aritenoidna (Cetvero iz skupine s malignim promjenama, 12 iz skupine s benignim promjenama te
Sestero iz kontrolne skupine), a kod njih 28 difuzna (24 iz skupine s malignim promjenama, 13 iz
skupine s benignim promjenama te jedna osoba iz kontrolne skupine).

Kao §to je vidljivo iz Tablice 5.6., utvrdena je znacajna razlika izmedu dvije skupine u
ventrikularnoj obliteraciji, hiperemiji i granulomu. Pri tome su svi navedeni simptomi bili
znacajno CeS¢e prisutni u skupini s malignim promjenama nego u skupini s benignim
promjenama.

Multivarijatnom analizom kovarijance (MANCOVA) provjereno je razlikuju li se tri
skupine s obzirom na edem glasnica, difuzni laringealni edem te hipetrofiju straznje komisure.

Rezultati su prikazani u Tablici 5.7.
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Tablica 5.7. Usporedba triju skupina s obzirom na RFS klini¢ke znakove uz kontrolu dobi

Skupina N M SD F-omjer Usporedba triju skupina

Edem glasnica Maligni (M) 28 1:89 0,62 123,71%+* K<M;K<B
Benigni (B) 28 3,25 1,04 M<B
Kontrolna skupina (K) 25 0,08 0,27

Difuzni laringealni Maligni (M) 28 1,00 0,90 7,38%** K<B

edem Benigni (B) 28 0,54 0,92 K<M
Kontrolna skupina (K) 25 0,00 0,00

Hipertrofija straznje Maligni (M) 28 2,07 0,71 33,04%*%* K<B

komisure Benigni (B) 28 1,79 0,68 K<M

Kontrolna skupina (K) 25 0,52 0,58
Biljeska. ***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05

Kao $to se moze vidjeti iz Tablice 5.7., tri skupine znacajno se razlikuju s obzirom na
edem glasnica, difuzni laringealni edem te hipertrofiju straZnje komisure. Pri tome je izrazenost
edema glasnica bila najve¢a u skupini s benignim promjenama, a zatim u skupini s malignim
promjenama. Pri tome je i u kontrolnoj skupini i skupini s malignim promjenama izrazenost bila
znacajno niza nego u skupini s benignim promjenama (p < 0,01). Takoder, sudionici iz kontrolne
skupine imali su manje izraZen edem glasnica od sudionika s malignim promjenama.

Za difuzni laringealni edem te hipertrofiju straznje komisure utvrdena je znatajna razlika
izmedu kontrolne skupine i skupine s benignim promjenama (p < 0,01) i kontrolne skupine i
skupine s malignim promjenama (p < 0,01). No, nije utvrdena znacajna razlika izmedu skupine s
benignim i malignim promjenama. Sli¢ni rezultati utvrdeni su i za hipertrofiju straznje komisure.
Naime, sudionici s malignim i benignim promjenama nisu se znacajno razlikovali, dok je kod
sudionika iz kontrolne skupine taj simptom bio znacajno niZe izraZen nego kod preostale dvije
skupine.

Takoder je ispitana povezanost RFS-a s pojedina¢nim klini¢kim znakovima, a rezultati su

prikazani u Tablici 5.8.
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Tablica 5.8. Povezanost RFS-a s pojedinim klini¢kim znakovima u trima skupinama

Skupina L 2, 3 4. 5 6. L 8.
Maligne promjene RFS -0,20 0,57 0,38 0,60™ 0,74 0,36 w w45
Benigne promjene - 0,76 0,68 0,02 0,687 0,697 023 0,27
Kontrolna skupina e - 0,78 0,32 - 0,66™ - i

Biljeska. ***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05; 1 = Subgloticni edem; 2 =Ventrikularna
obliteracija; 3 = Hiperemija,; 4 = Edem glasnica; 5 =Difuzni laringealni edem; 6 = Hipertrofija

straznje komisure; 7 = Granulom; 8 = Gusta laringealna sluz

Kao 8to se moze vidjeti iz Tablice 5.8., najveca povezanost RFS-a s pojedinaénim
simptomima utvrdena je u skupini s benignim promjenama, nakon ¢ega slijede korelacije u
skupini s malignim promjenama. Sve korelacije su pozitivne, dakle, osobama koje su imale veci
RFS cesce je dijagnosticiran subgloticni edem, ventrikularna obliteracija, hiperemija, izraZeniji
edem glasnica, izraZeniji difuzni laringealni edem, izraZenija hipetrofija straZznje komisure te

granulom i gusta laringealna sluz.

5.4. Analiza izmjerenih koncentracija pepsina u slini ELISA metodom

S5.4.1. Analiza povezanosti dobi s koncentracijom pepsina u slini

lako je, o¢ekivano, utvrdena pozitivna povezanost izmedu dobi i koncentracije pepsina (r
= 0,18) $to sugerira da je kod starijih sudionika izmjerena visa koncentracija pepsina, ta
povezanost nije statisti¢ki znacajna (p = 0,15). Kako bi se dobio bolji uvid u odnos koncentracije
pepsina u slini 1 dobi, provjerena je povezanost i unutar skupina. Zanimljivo je da je odnos
izmedu koncentracije pepsina u slini i dobi pozitivan u kontrolnoj skupini (» = 0,11; p = 0,60) i
skupini s malignim promjenama (» = 0,26; p = 0,25), a negativan, iako ne i statisti¢ki zna¢ajan, u
skupini s benignim promjenama (r = -0,05; p = 0,82). Dakle, koncentracija pepsina u slini je u
kontrolnoj skupini i skupini s malignim promjenama je nesto visa kod starijih sudionika, a u

skupini s benignim promjenama nesto visa kod mladih pacijenata.
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Kao $to je ranije navedeno, dob je povezana koncentracijom pepsina u slini u o&ekivanom
smjeru, odnosno kod starijih sudionika izmjerena je i visa koncentracija pepsina. No, ta

povezanost nije statisticki znacajna.
5.4.2. Analiza koncentracija pepsina u slini s obzirom na spol
Takoder, nakon kontrole dobi, nije utvrdena znac¢ajna razlika izmedu mugkaraca i ena u

koncentraciji pepsina u slini, (1, 65) = 1,42, p = 0,27. No, treba naglasiti da je koncentracija
pepsina u slini kod muskaraca u prosjeku bila veéa (M = 192,22, SD = 79,01) nego koncentracija
pepsina u slini kod Zena (M = 172,35, SD = 69,56).
5.4.3. Usporedba triju skupina s obzirom na koncentracije pepsina u slini

S obzirom na navedeno, jednosmjernom analizom kovarijance (ANCOVA), uz kontrolu
dobi, tri skupine sudionika usporedene su s obzirom na koncentraciju pepsina u slini. Usporedba

triju skupina s obzirom na koncentraciju pepsina u slini prikazana je u Tablici 5.9.

Tablica 5.9. Izmjerene koncentracije pepsina u slini po pojedinim skupinama

Skupina N M SD F-omjer
Maligne promjene 22 209.86 106.09 1,91
Benigne promjene 24 188.08 5751

Kontrola 22 158.32 46.40

Biljeska. ***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05

Kao $to je vidljivo iz Tablice 5.9., u skupini s malignim promjenama izmjerena je najvisa
koncentracija pepsina u slini, nakon ¢ega slijedi skupina s benignim promjenama, dok je najniza
koncentracija izmjerena u kontrolnoj skupini. No, razlike nisu statisti¢ki znac¢ajne, odnosno nema
znacajne razlike u koncentraciji pepsina u slini izmedu pojedinih skupina. Zanimljivo je i to da je
rasprienje vrijednosti koncentracija pepsina u slini u skupini s malignim promjenama gotovo dva

puta vece od rasprenja koncentracija u drugim dvjema skupinama.
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5.4.4. Analiza koncentracija pepsina u slini prema pojedinim dijagnozama

Koncentracija pepsina usporedena je i s obzirom na postavljenu dijagnozu, a rezultati su

prikazani u Tablici 5.10.

Tablica 5.10. Usporedba sudionika s razli¢itim dijagnozama s obzirom na koncentraciju pepsina

u slini

Dijagnoze N M SD F-omjer Usporedba
PCC 22 179,18 106,09 0,90 Nema znacajne
PAP 3 21233 153,15 razlike medu
PG 14 182,79 56.90 skupinama
RE 7 202,86 75,98

Ostalo 4 152,50 41,33

Biljeska. ***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05

Usporedbom sudionika s razli¢itim dijagnozama s obzirom na koncentraciju pepsina u
slini nije utvrdena znacajna razlika medu niti jednom skupinom. Najvia koncentracija pepsina
izmjerena je u skupini s PAP dijagnozom, nakon &ega slijedi skupina s RE dijagnozom. Najniza
koncentracija pepsina izmjerena je kod sudionika kojima je dijagnosticirano ,,Ostalo®, nakon

¢ega slijedi dijagnoza PCC.

5.4.5. Usporedba sudionika s razli¢itim dijagnozama s obzirom na dob i kencentraciju

pepsina u slini

Napravljene su usporedbe pacijenata s razli¢itim dijagnozama unutar pojedinih skupina u

odnosu na dob sudionika. Rezultati su prikazani u Tablici 5.11.
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Tablica 5.11. Usporedba sudionika s razli¢itim dijagnozama s obzirom na koncentraciju pepsina

u slini u mladoj i starijoj dobnoj skupini

Dijagnoze N M SD F-omjer
Mladi PCC 3 112,67 26,10 491*
pacijenti PG 10 184,90 65,34
<50 godina® RE - 256,25 32,50

Ostalo 2 122,50 38,89
Stariji PCC 16 216,38 99,123 0,31
pacijenti PAP 2 218,50 L71, 827
=50 godina PG 4 177,50 34,278

RE 2 160,00 7,071

Ostalo 2 182,50 3,536

Biljeska. ***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05, kod mladih pacijenata sudionik s PAP

dijagnozom (n = 1) je iskljucen iz obrade

Kod mladih sudionika, sudionici s razli¢itom dijanozom znaéajno se razlikuju s obzirom
na koncentraciju pepsina u slini. Pri tome je veli¢ina efekta za utvrdenu razliku velika ny* =
0,49). Post-hoc analizom provjereno je izmedu kojih skupina postoji znadajna razlika te je
utvrdeno da je kod sudionika s RE dijagnozom utvrdena znacajno visa koncentracija pepsina
nego kod sudionika s PCC dijagnozom (p < 0,01). Razlike izmedu pacijenata s PG i PCC
dijagnozom te PG i RE su znafajne na razini rizika od 8%. Pri tome je kod pacijenata s PG
dijagnozom izmjerena viSa koncentracija nego kod pacijenata s PCC dijagnozom, ali niza
koncentracija nego kod pacijenata s RE dijagnozom. Opéenito, najvisa koncentracija pepsina
izmjerena je kod mladih sudionika s RE dijagnozom, a najniza kod onih s PCC dijagnozom.

Suprotno tome, kod starijih sudionika nije utvrdena znacajna razlika u koncentraciji
pepsina u slini medu pacijetima s razli¢itom dijagnozom. Najvige koncentracije pepsina
izmjerene su u skupinama s PCC i PAP dijagnozama, a najnize u skupini s RE dijagnozom. Ovaj

obrazac je suprotan onome utvrdenom u mladoj skupini u kojoj je kod pacijenata s RE

dijagnozom izmjerena najvisa koncentracija, a kod pacijenata s PCC dijagnozom najniza.

47



5.4.6. Usporedba sudionika s razlifitim dijagnozama s obzirom na spol i koncentraciju

pepsina u slini

Postupak je ponovljen i za spol, a rezultati su prikazani u Tablic1 5.12.

Tablica 5.12. Usporedba sudionika s razli¢itim dijagnozama s obzirom na koncentraciju pepsina

u slini kod muskaraca 1 Zena

Dijagnoze N M SD F-omjer
Muskarei” PCC 17 200,00 99,911 0,38
PG 9 177,78 54,607
Zene" PCC 2 200,00 127,279 0,99
PG 5 191,80 66,360
RE 6 224,17 55,805
Ostalo 3 143,33 45,369

Biljeska. ***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05; *s obzirom na broj prikazana je usporedba samo

za one skupine kod kojih je n > 1

Kod muskaraca, visa koncentracija pepsina u slini izmjerena je kod pacijenata s PCC
dijagnozom, medutim, razlika nije statisticki znacajna.

Kod Zena, najvisa koncentracija pepsina u slini izmjerena je kod pacijentica s RE
dijagnozom, nakon ¢ega slijede oni s PCC dijagnozom. Najniza koncentracija izmjerena je kod

pacijentica s dijagnozom “Ostalo”. No, razlike nisu statisticki znacajne.

5.4.7. Analiza koncentracija pepsina u slini kontrolne skupine i skupina s razlic¢itim

benignim dijagnozama

Nadalje, kako bi se dobio bolji uvid u koncentraciju pepsina u slini u pojedinim skupinama
jednostavnom analizom varijance usporedeni su sudionici iz kontrolne skupine i sudionici s
benignim promjenama s RE i1 PG dijagnozama. U ovoj analizi dob nije koritena kao kovarijat jer
se sudionici iz kontrolne skupine i skupine s benignim promjenama ne razlikuju s obzirom na

dob. Rezultati analize prikazani su u Tablici 5.13.

48



Tablica 5.13. Usporedba kontrolne skupine i skupine s benignim promjenama s obzirom na

koncentraciju pepsina u slini

Skupina N M SD  F-omjer
Koncentracija pepsina u slini Benigni RE 6 224,16 55,81 4,06%*
Benigni PG 14 182,79 56,91

Kontrolna skupina (K) 22 158,32 46,40
Biljeska. ***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05

Dakle, kao §to se moze vidjeti iz Tablice 5.13., tri skupine sudionika znacajno se razlikuju
s obzirom na koncentraciju pepsina u slini. Pri tome je velidina efekta za utvrdenu razliku veliku
(p* = 0,17). Post-hoc analizom provjereno Je izmedu kojih skupina postoji znacajna razlika te je
utvrdeno da je kod sudionika s RE dijagnozom utvrdena znacajno visa koncentracija pepsina
nego kod sudionika iz kontrolne skupine (p < 0,05). Iako je kod pacijenata s RE dijagnozom
izmjerena viSa koncentracija pepsina u slini nego kod pacijenata s PG dijagnozom ta razlika nije

statisticki zna¢ajna.

5.4.8. Analiza koncentracija pepsina u slini kontrolne skupine i skupina s razli¢itim

benignim dijagnozama s obzirom na dob

Nadalje, kako bi se usporedili stariji, odnosno mladi sudionici iz kontrolne skupine 1
skupine s benignim promjenama sudionici su najprije podijeljeni u dvije skupine s obzirom na
dob, i to: (1) sudionici mladi od 50 godina (12 sudionika iz kontrolne skupine; 10 sudionika s PG
dijagnozom te Cetiri s RE dijagnozom) i (2) sudionici > 50 godina (10 sudionika iz kontrolne
skupine; Cetiri sudionika s PG dijagnozom te dva s RE dijagnozom). Nakon toga, jednostavnom
analizom varijance ispitane su razlike u koncentraciji pepsina u slini izmedu sudionika iz
kontrolne skupine, pacijenata s RE dijagnozom i pacijenata s PG dijagnozom kod mladih i

starijih sudionika. Rezultati analize prikazani su u Tablici 5.14.
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Tablica 5.14. Usporedba kontrolne skupine i skupine s benignim promjenama s obzirom na

koncentraciju pepsina u slini kod mladih i starijih pacijenata

Skupina N M SD  F-omjer
Mladi pacijenti Benigni RE 6 256,25 65,34 5,60*%*
< 50 godina Benigni PG 14 184,90 65,33

Kontrolna skupina (K) 22 154,42 46,62
Stariji pacijenti Benigni RE 2 160,00 7,07 0,18
> 50 godina Benigni PG 4 177,50 34,28

Kontrolna skupina (K) 10 163,00 48,19

Biljeska. ***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05

Kod mladih sudionika, tri skupine se znacajno razlikuju s obzirom na koncentraciju
pepsina u slini. Pri tome je veli¢ina efekta za utvrdenu razliku veliku (ny> = 0,33). Post-hoc
analizom provjereno je izmedu kojih skupina postoji zna¢ajna razlika te je utvrdeno da je kod
sudionika s RE dijagnozom utvrdena znacajno visa koncentracija pepsina nego kod sudionika iz
kontrolne skupine (p < 0,001). lako je kod pacijenata s RE dijagnozom izmjerena visa
koncentracija pepsina nego kod pacijenata s PG dijagnozom ta razlika nije statisticki zna¢ajna.

Za razliku od skupine mladih pacijenata, u skupini starijih pacijenata (= 50 godina) nije
utvrdena znacajna razlika izmedu kontrolne skupine i dviju podskupina s benignim promjenama.
Kod starijih sudionika, najvisa koncentracija pepsina u slini utvrdena je kod pacijenata s PG

dijagnozom, dok su koncentracije pepsina u ostale dvije skupine gotovo identi¢ne.

5.4.9. Analiza koncentracija pepsina u slini kontrolne skupine i skupina s razli¢itim

benignim dijagnozama s obzirom na spol
Postupak je ponovljen i s obzirom na spol. Dakle, usporedba sudionika iz kontrolne

skupine i skupine s benignim promjenama napravljene su unutar pojedinog spola. Rezultati

jednosmjerne analize varijance prikazani su u Tablici 5.15.
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Tablica 5.15. Usporedba kontrolne skupine i skupine s benignim promjenama s obzirom na

koncentraciju pepsina u slini kod muskaraca i Zena

Skupina N M SD  F-omjer
Muskarei Benigni RE 0 — — 0,18
Benigni PG 9 177,78 54,61
Kontrolna skupina (K) 15 176,87 36,21
Zene Benigni RE 6 22417 5581 6,53*+«
Benigni PG 5 191,80 66,36
Kontrolna skupina (K) 7 118,57 42,10

Biljeska. ***p < 0,001; **p < 0,01 *p < 0,05

Kod muskaraca, izmedu sudionika iz kontrolne skupine te pacijenata s RE, odnosno PG
dijagnozom nije utvrdena znacajna razlika u koncentraciji pepsina u slini. Pri tome su izmjerene
koncentracije izmedu skupine s PG dijagnozom i kontrolne skupine gotovo identi¢ne.

Suprotno tome, u skupini Zena utvrdena je znalajna razlika u koncentraciji pepsina
izmedu tri skupine. Pri tome je veli¢ina efekta utvrdene razlike izuzetno velika (2 = 0,33). Post-
hoc analizom provjereno je izmedu kojih skupina postoji zna¢ajna razlika te je utvrdeno da je kod
sudionica RE dijagnozom utvrdena znaCajno visa koncentracija pepsina nego kod sudionica iz
kontrolne skupine (p < 0,001). lako je kod pacijentica s RE dijagnozom izmjerena viSa

koncentracija pepsina nego kod pacijentica s PG dijagnozom ta razlika nije statisti¢ki znacajna.

5.4.10. Analiza povezanosti RSI-a i izmjerenih koncentracija pepsina u slini kod benignih i

malignih dijagnoza
Takoder, ispitana je povezanost koncentracije pepsina u slini sa RSI simptomima, a rezultati

su prikazani u Tablici 5.16. Pri tome je povezanost ispitana zasebno za skupinu s malignim i

zasebno za skupinu s benignim promjenama.
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Tablica 5.16. Povezanost koncentracije pepsina u slini i RSI simptoma

Skupina L. 2 3 4 3 6 7. & 9 10
Maligne Koncentracija - 0,03 0,11 0,18 - - - - - -
promjene pepsina 0,02 0,33 0,01 0,10 0,29 0,01 0,05
Benigne - - 0,21 - - - - 0,13 - -
promjene 0,16 0.08 0,23 0,15 0,34 0,10 0,13 0,15

Biljeska. ***p < 0,001; ¥*p < 0,01; *p < 0,05; 1 = RSI; 2 = Promuklost, 3 = Ci§céenje grla; 4 =
Pojacana salivacija; 5 = Otezano gutanje; 6 =Kasalj nakon jela i leZanja; 7 = Napadaji gusenja;

8 = Stalno prisutan kasalj; 9 = Osjecaj stranog tijela u griu; 10 = Zgaravica

Opcenito, povezanost koncentracije pepsina u slini s RSI simptomima u obje skupine
vecinom su negativne 1 krecu se od gotovo nepostojecih (npr. korelacija koncentracije pepsina i
promuklosti) do niskih (korelacija koncentracije pepsina i ka$lja nakon jela i lezanja). Niti jedna
korelacija nije statisticki znacajna §to se, barem dijelom, moZe pripisati malom uzorku.

Ako se usporede dvije skupine pacijenata, vidljivo je da je koncentracija pepsina jate
povezana s RSI simptomima u skupini s benignim promjenama. Nadalje, smjer povezanosti
(predznak korelacije) gotovo je identi¢an u dvije skupine uz postojanje nekoliko iznimki
(ozna¢eno masnim slovima). Na primjer, u skupini s malignim promjenama utvrdena je pozitivna,
iako vrlo niska, povezanost koncentracije pepsina i promuklosti, dok je u skupini s benignim
promjenama utvrdena negativna povezanost. Dakle, u skupini s malignim promjenama vi$u
koncentraciju pepsina u prosjeku prati izrazenija promuklost, dok je u skupini s benignim
promjenama visa koncentracija pepsina povezana s manje izrazenom promuklo$éu. Sli¢no tome,
poviSena koncentracija pepsina u skupini s malignim promjenama povezana je s pojatanom
salivacijom, dok je u skupini s benignim promjenama povezana sa smanjenom salivacijom.
Suprotno tome, povisena koncentracija pepsina je u skupini s malignim promjenama povezana s
manje izrazenim stalno prisutnim kasljem, dok je u skupini s benignim promjenama povisena
koncentracija povezana s izraZenijim stalno prisutnim kasljem. Od ostalih simptoma, povisena
koncentracija pepsina u slini u obje skupine povezana je s nizim RSI-om, izrazenijim ¢is¢enjem
grla, otezanim gutanjem, kasljanjem nakon jela i lezanja, napadajima guSenja, izraZenijim

osjecajem stranog tijela u grlu i izraZenijom Zgaravicom.
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5.4.11. Analiza povezanosti RFS-a i izmjerenih koncentracija pepsina u slini kod benignih

i malignih dijagnoza

Postupak je ponovljen za RFS klini¢ke znakove, a rezultati su prikazani u Tablici 5.17.

Tablica 5.17. Povezanost koncentracije pepsina u slini i RFS klini¢kih znakova

Skupina 1. 2, 3 4. 5 6. 7.
Maligne promjene  Koncentracija pepsina 0,12 -0,26 0,14 0,01 0,29 - -0,09
Benigne promjene 0,09 - 008 022 018 -0,25 0,18

Biljeska. ***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05; 1 = RFS; 2 = Subgloti¢ni edem; 3 = Edem
glasnica; 4 =Difuzni laringealni edem; 5 = Hipertrofija straznje komisure; 6 = Granulom: 7 =

Gusta laringealna sluz

Kao $to se moze vidjeti iz Tablice 5.17., povezanost koncentracije pepsina u slini u obje
skupine vecinom su pozitivne i se kreéu u rasponu od vrlo niskih do umjerenih. Niti jedna
korelacija nije statisticki zna¢ajna $to se, barem dijelom, moze pripisati malom uzorku. Veéa
povezanost utvrdena je u skupini s benignim promjenama, dok je najveéa korelacija (negativna)
utvrdena izmedu koncentracije pepsina i subglotiénog edema u skupini s malignim bolestima.
Usporedbom smjera povezanosti (predznaka korelacije) u dvije skupine utvrdeni su gotovo
identi¢ni obrasci. Tako je u obje skupine povisena koncentracija pepsina povezana s visim RFS-
om, prisutnim edemom glasnica, prisutnim difuznim laringealnim edemom i hipertrofijom
straznje komisure. Suprotna povezanost utvrdena je za prisutnost guste laringealne sluzi. Naime,
u skupini s malignim promjenama poviSena koncentracija pepsina povezana je s rjede prisutnom
gustom laringealnom sluzi, dok je u skupini s benignim promjenama povisenu koncentraciju
pepsina pratila i prisutnost guste laringelane sluzi. U skupini s malignim promjenama utvrdena je
negativna povezanost koncentracije pepsina i subgloti¢nog edema. Dakle, sudionicima s
poviSenom koncentracijom pepsina rjede je dijagnosticiran ovaj simptom. Sli¢an odnos utvrden
Je za granulom u skupini s benignim promjenama. Dakle, sudionicima s povisenom

koncentracijom pepsina rjede je dijagnosticiran granulom.
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5.4.12. Analiza koncentracija pepsina u slini u skupinama s malignim i benignim

promjenama s obzirom na prisutnost/odsustvo ventrikularne obliteracije

Nadalje, jednostavnom analizom kovarijance (ANCOVA) uz kontrolu dobi ispitana je
koncentracija pepsina u slini u skupinama s malignim i benignim promjenama s obzirom na

prisutnost/odsustvo ventrikularne obliteracije. Rezultati su prikazani u Tablici 5.18.

Tablica 5.18. Koncentracija pepsina u slini s obzirom na prisutnost ventrikularne obliteracije kod

sudionika s malignim i benignim promjenama

Skupina Ventrikularna F-omjer
obliteracija N M SD

Maligne promjene Nema 2 96,00 62,22 0,84
Parcijalna 20 202,95 119,05
Kompletna 3 169,33 73,22

Benigne promjene Nema 10 169,00 54,35 0,96
Parcijalna 15 193,27 64,45
Kompletna -- 183,56 60,67

Biljeska. ***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05

Dakle, kao $to se moZe vidjeti iz Tablice 5.18., nije utvrdena znaajna razlika u
koncentraciji pepsina u slini medu sudionicima kojim nemaju, imaju parcijalnu te imaju
kompletnu ventrikularnu obliteraciju niti u skupini s malignim niti u skupini s benignim
promjenama. U obje skupine, sudionici s parcijalnom ventrikularnom obliteracijom imali su
najviSu koncentraciju pepsina u slini, dok je najniza izmjerena medu onima kod kojih nije
dijagnosticiran ovaj simptom. Treba naglasiti da je rasprienje rezultata veée u skupini s malignim

promjenama.

5.4.13. Analiza koncentracija pepsina u slini u skupinama s malignim i benignim

promjenama s obzirom na hiperemiju grkljana

Postupak je ponovljen za hiperemiju, a rezultati su prikazani u Tablici 5.19.
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Tablica 5.19. Koncentracija pepsina u slini s obzirom na prisutnost hiperemije kod sudionika s

malignim i benignim promjenama

Skupina Hiperemija N M SD F-omjer
Maligne promjene Nema 0 - -- 0,59
Samo aritenoida 4 230,50 177,28
Difuzna 21 182,71 101,06
Benigne promjene Nema 2 177,50 10,61 0,30
Samo aritenoida 12 174,50 63,51
Difuzna 11 194,55 64,40

Biljeska. ***p < 0,001; **p < 0,01 *p < 0,05

Sliéno rezultatima za ventrikularnu obliteraciju, nije utvrdena znadajna razlika medu
sudionicima koji nemaju, imaju samo aritenoidu i imaju difuznu hiperemiju u dvije skupine. U
skupini s malignim promjenama sudionici kojima je dijagnosticirana samo aritenoida izmjerena
je 1 viSa koncentracija pepsina u slini. Za razliku od toga, u skupini s benignim promjenama
najvisa koncentracija pepsina u slini izmjerena je u skupini s difuznom hiperemijom, dok su
preostale dvije skupine imale gotovo identi¢ne koncentracije pepsina. Treba naglasiti da je

rasprSenje rezultata ve¢e u skupini s malignim promjenama.

5.4.14. Analiza koncentracija pepsina u slini u skupini s malignim promjenama s

obzirom na T stadij
U skupini s malignim promjenama, uz kontrolu dobi, usporedeni su sudionici razli¢itog T

stadija (T1-T4) s obzirom na koncentraciju pepsina u slini.

Rezultati su prikazani u Tablici 5.20.
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Tablica 5.20. Usporedba sudionika razli¢itog T stadija s obzirom na koncentraciju pepsina u slini

T stadij (T1-T4) N M SD F-omjer Usporedba
1 7 214,29 110,78 3.50% T2<T3
2 8 137,12 67,86

3 5 280,00 69,28

4 2 310,00 155,56

Biljeska. ***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05,

Dakle, nakon kontrole dobi utvrdena je zna¢ajna razlika u koncentraciji pepsina u slini
izmedu sudionika s T stadijima T2 i T3 (p < 0,05), pri ¢emu je visa koncentracija pepsina
izmjerena kod sudionika s T stadijem T3. Razlike medu ostalim skupinama nisu statisticki
znaCajne. Opcenito, najniZa koncentracija izmjerena je kod sudionika s T stadijem T2, a najvisa
kod sudionika s T4 stadijem. Dobivene rezultate treba interpretirati s oprezom s obzirom na

veliko rasprienje u skupinama sa stadijima T1 i T4.

5.6. Analiza rezultata dobivenih imunohistokemijskom obradom uzoraka tkiva grkljana

Analizirani su uzorci tkiva interaritenoidnog podru¢ja kod kontrolnih ispitanika te uzorci tkiva
benignih 1 malignih promjena na grkljanu.

Imunohistokemijskom analizom dobiven je pozitivan signal u svim analiziranim uzorcima. IHK
signal vidi se u obliku smedih citoplazmatskih zrnca razli¢itog intenziteta, unutar citoplazme
epitelnih stanica. Intenzitet IHK signala biljeZen je u Cetiri kategorije, kao negativan (-), slabo
pozitivan (+), umjereno pozitivan (++) i jako pozitivan (+++). Za pozitivnu kontrolu koristeno je
zdravo tkivo Zeluca.

Uzorci tkiva malignih promjena grkljana pokazali su jaku pozitivnosti, uzorci tkiva benignih
promjena grkljana umjerenu pozitivnost, a uzorci tkiva kontrolnih ispitanika slabu pozitivnost.

To je dobro vidljivo na slikama 5.5.-5.7.
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Slika 5.5.

Slika 5.5.: Rezultati imunohistokemijske analize. Poveéanje 200x. A Pozitivna kontrola, tkivo
zeluca, IHK signal se prikazuje u Zljezdanim stanicama Zelu¢ane sluznice, jako pozitivnog

intenziteta (+++). B Negativna kontrola, tkivo grkljana, nema IHK signala (-).

Slika 5.6.

Slika 5.6. Imunohistokemijska detekcija pepsina. Poveéanje 200x. (A) Kontrolna skupina,
zdravo tkivo grkljana, IHK signal prisutan u citoplazmi epitelnih stanica, slabo pozitivan (+) (B)
Benigna promjena grkljana, THK signal prisutan u citoplazmi epitelnih stanica, umjereno
pozitivan (++). (C) Maligna promjena grkljana, IHK signal prisutan u citoplazmi tumorskih

stanica, jako pozitivan (+++).
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Slika 5.7.

Slika 5.7. Imunohistokemijska detekcija pepsina. Povecanje 400x. (A) Negativna kontrola, nema
IHK signala (-). (B) Kontrolna skupina, zdravo tkivo grkljana, IHK signal prisutan u citoplazmi
epitelnih stanica, slabo pozitivan (+) (C) Benigna promjena grkljana, IHK signal prisutan u
citoplazmi epitelnih stanica, umjereno pozitivan (++). (D) Maligna promjena grkljana, IHK

signal prisutan u citoplazmi tumorskih stanica, jako pozitivan (+++).
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6. RASPRAVA

Da bi se moglo govoriti o uzro¢nom djelovanju kiseline i pepsina na nastajanje
dobrocudnih i zlo¢udnih promjena grkljana treba se jo§ jednom osvrnuti na mehanizam
djelovanja klorovodini¢ne kiseline i pepsina na ljudski grkljan. Kao $to je poznato osim direktnog
korozivnog djelovanja ZeluCane kiseline na sluznicu grkljana mnoga istraZivanja dokazala su
bitan doprinos pepsina iz refluksata zeluca u oStecenju i transformaciji epitela grkljana.

Erickson i sur. (8) su glasnice svinje izlozili djelovanju kiseline i pepsina, samo kiseline i
samo pepsina, a kontrolnu grupu samo djelovanju pH neutralne supstancije. U roku od 30 minuta
glasnice izloZene djelovanju kiseline i pepsina i samo kiseline pokazale su znagajno smanjenje
transepitelijalnog otpora i to ireverzibilnog karaktera. Oni su zaklju¢ili da refluks kompromitira
epitelne barijere bez vecih strukturnih promjena. Kod zdravih glasnica smanjenje
transepitelijalnog otpora moZe ukazati na poremeéaje epitela u vezi sa refluksom.

Bulmer i sur. (9) su izlozili svinjske larinkse djelovanju kiseline i pepsina i to na
sljede¢im mjestima: supraglotis, subglotis, straznja komisura, glasnice i Morgagnijevi ventrikuli.
Kod izloZenosti na pH4 sva tkiva su bila otporna osim sluznice subglotisa i te su promjene
dokazane histoloski. Kod pH2 uz djelovanje kiseline i pepsina, svi ispitivani dijelovi su bili
osteCeni osim straZnje komisure. Ovi autori su zakljucili da je sluznica subglotisa najvise
podlozna ostecenju, a straznja komisura najmanje. U osnovi tkiva grkljana su otporna na
ostecenja kiselinom kod pH4, ali su ostecena ukoliko je prisutan i pepsin. Ovo ukazuje da je kod
laringofaringealnog refluksa, Stetno djelovanje klorovodini¢ne kiseline ako je pH4 ili niZi i to uz
prisutnost pepsina.

Djelovanje pepsina na nastajanje dobro¢udnih i zlodudnih promjena grkljana je kljuéno
kod tzv. neaciditetnog refluksa kada su pH vrijednosti sluznice laringofarinksa iznad 7.

Johnston i sur. (45,46) istraZivali su utjecaj pepsina na kulturama stanica laringofarinksa.
Dokazali su receptor posredovanu endocitozu pepsina i njegov utjecaj na oteéenje mitohondrija i
promjenu ekspresije vide gena povezanih sa stresom i toksi¢no3éu. Zakljuéili su da se pepsin kod
pH 7 tijekom tzv. neaciditetnog refluksa moze reaktivirati unutar stanice i uzrokovati znatna
oStecenja. U daljnjim istrazivanjima Johnston i sur. (41) pokazali su da kulture stanica
hipofarinksa izloZene djelovanju pepsina pokazuju znacajnu promjenu eckspresije 27 gena

povezanih sa karcinogenezom tumora glave i vrata.
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Udruzeno djelovanje kiseline i pepsina tijekom laringofaringealnog refluksa dovodi ne
samo do poremecaja epitela glasnice ili nausavanja neuralnih mehanizma, nego i do promjena
morfologije glasnica.

Arruda Henry i sur. (47) su kod pacijenata s gastroezofagealnim refluksom i poremeéajem
glasa, na glasnicama nasli: kongestiju, atrofiju, asimetriju glasnica, ¢vorice, ciste i polipe.

Chung i sur. (25) na temelju 24-satne pH-metrije nalaze na 200 ispitanika s dobro¢udnim
promjenama glasnica znacCajan utjecaj refluksa na njihov razvoj. Prevalencija laringofaringealnog
refluksa je postojala u 66 % ispitanika s ¢vori¢ima glasnica, 75% ispitanika s polipom glasnice i
u 90% ispitanika s Reinkeovim edemima. Oni su zakljuéili da je laringofaringealni refluks
povezan s porastom rizika za nastanak Reinkeovih edema odnosno da LPR mozZe igrati ulogu kao
etioloski faktor u nastanku Reinkeovih edema, polipa i ¢voriéa glasnica.

U ispitivanju koje su proveli Kravos i sur. (48) laringofaringealni refluks kao rizi¢ni
¢imbenik, znacajno je zastupljeniji u skupini pacijenata s Reinkeovim edemima nego u
kontrolnoj skupini.

Kuhn 1 sur. (49) zakljucili su da je prevalencija LPR-a znacajno via u ispitanika s
¢vori¢ima glasnica u usporedbi s normalnom populacijom. Preko 60 % ispitanika s ¢vori¢ima
glasnica je pH-metrijskim ispitivanjem imalo LPR.

Beltsis 1 sur. (24) su pomocu 24-satne pH-metrije dokazali LPR u 75% ispitanika s
polipima glasnica, u 60% ispitanika s ¢vori¢ima glasnica, u 66 % ispitanika s Reinkeovim
edemima 1 u 100% ispitanika s granulomima i leukoplakijama glasnica. Od svih ispitanika s
dobro¢udnim promjenama grkljana kojima je pH-metrijski dokazan LPR njih 55 % su bili pusaci
cigareta, a 89% nepusaci.

Kantas i sur. (7) pokazali su da LPR utje¢e na epitelizaciju glasnica tj. na brzinu oporavka
sluznice glasnica nakon parcijalne ili totalne dekortikacije kod polipa glasnica 1 Reinkeovih
edema. LPR takoder pove¢ava mogucnost ponovne pojave polipa glasnica i Reinkeovih edema.
Rezultati kirurSkog lijecenja polipa glasnica i Reinkeovih edema bili su puno bolji kada su
pacijenti s LPR-om dobivali antirefluksnu terapiju inhibitorima protonske pumpe prije i poslije
operativnog zahvata.

Iako se zna da su glavni etioloski ¢imbenici u nastanku zlo¢udnih i premalignih promjena
grkljana dugogodi$nja konzumacija cigareta i alkoholnih piéa u novije vrijeme mnogi radovi

upucuju da je LPR znacajan kofaktor u nastajanju premalignih i malignih promjena grkljana (27-
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28,50-54). S obzirom na multifaktorijalne uzroke nastanka karcinoma grkljana i dalje nije
moguce sa sigurnoscu utvrditi toénu posljedi¢nu vezu izmedu karcinoma grkljana i LPR-a.

Pregledom svjetske literature prevalencija LPR-a u ispitanika s karcinomom grkljana
krece se od 68 do 87%. Neke studije pokazale su veéu pojavnost LPR-a u ispitanika s
karcinomom grkljana koji su nepusa¢i prema pusadima §to istiGe vaZnost utjecaja LPR-a na
razvoj karcinoma grkljana kod nepusaca (27).

Brojna su istrazivanja, temeljena na 24-satnoj pH-metriju kao glavnoj dijagnostickoj
metodi, povezivala LPR i tumore grkljana.

Galli i sur. (55-58) su u nekoliko istraZivanja pokazali da je LPR prisutan u 81%
ispitanika s karcinomom grkljana. Od toga 63,7% pacijenata nisu imali tipi¢ne simptome LPR-a.
Takoder su pokazali da je prethodna gastrektomija kod 8% ispitanika bila dodatni rizicni
¢imbenik za razvoj karcinoma grkljana i premalignih promjena.

Dagli i sur. (59) su 24-satnom pH-metrijom ustanovili LPR u 63% ispitanika s
karcinomom grkljana, a Copper i sur. (60) u 19/24 ispitanika s karcinomom grkljana.

Lewin i sur. (61) utvrdili su 24-satnom pH-metrijom visoku incidenciju LPR-a u 85%
ispitanika s premalignim i ranim karcinomom grkljana ( T1 i T2 karcinoma). S obzirom na
polozaj u 91% ispitanika LPR-a je zabiljeZen u uspravnom polozaju, a u samo 9% ispitanika u
leze¢em polozaju.

Cinjenica da pepsin ima primarnu ulogu u oStecenju stanica grkljana tijekom LPR-a
usmjerila je mnoga istraZivanja na njegovo otkrivanje u tjelesnim tekuc¢inama (slini i sputumu) i u
tkivima. Ta su istraZivanja pokazala da imunologki izmjerena koncentracija pepsina u tjelesnim
tekucinama moze biti odli¢an pokazatelj LPR-a.

Trenutaéni dijagnosticki pristupi za utvrdivanje LPR-a temelje se na modalitetima koji su
nespecificni i niske osjetljivosti, prema nekim autorima 50-80 % (62,63). U dijagnostici LPR-a i
dalje se kao zlatni standard koristi 24-satna viSekanalna pH-metrija. Navedena je pretraga skupa,
teSko dostupna, invazivna (oko 20% ispitanika ne tolerira pH-metriju) te svrsishodna isklju¢ivo u
ispitanika s aciditetnim refluksom (8). Empirijska terapija inhibitorima protonske pumpe, koja je
ujedno i dijagnosticka metoda, je dugotrajna, skupa i nosi sa sobom niz nuspojava uslijed
djelovanja dugotrajne konzumacije lijekova (64,65). Koristenjem upitnika po Belafskom (RSI,
RFS) pomaZe klinicaru objektivizirati bolesnikove smetnje, ali su kao dijagnostitke metode

odvec subjektivne te ovisne o iskustvu i procjeni ispitiva¢a (66).
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Samuels i sur. (67) i Johnston i sur. (68) utvrdili su da je imunolosko odredivanje pepsina
iz sline i sputuma ELISA metodom 100% osjetljivosti i 89% specifi¢nosti u otkrivanju LPR-a
usporedujudi ga s 24-satnom pH metrijom kao zlatnim standardom.

Wang i sur. (69) pokazali su da nema razlike u koncentracijama pepsina s obzirom na na
mjesto skupljanja (usna Supljina ili hipofarinks) i vremena skupljanja sline (prije spavanja ili u
jutarnjim satima). Izmjerili su vie koncentracije pepsina kod ispitanika s kroniénim laringitisom
nego kod asimptomatskih zdravih kontrola.

Druga istraZivanja pokazala su veliku vrijednost imunolo$kog odredivanja pepsina iz sline
i sputuma u dijagnostici kroni¢nog laringitisa i u praéenju uspjeSnosti antirefluksne terapije
(70,71).

U svim navedenim, dosada$njim istrazivanjima nitko nije odredivao vrijednosti pepsina iz
sline i uzoraka tkiva u ispitanika s dobro¢udnim i zlo¢udnim promjenama grkljana.

Stoga, u ovom istraZivanju smo odredivali vrijednosti pepsina iz sline i uzoraka tkiva u ispitanika
s dobroéudnim i zlo¢udnim promjenama grkljana i u kontrolnih ispitanika bez simptoma i
klinickih znakova LPR-a.

ELISA metodom u svih ispitanika i kontrola pronaden je pepsin u slini, ali u razli¢itim
koncentracijama.

Nije utvrdena znacajna razlika u koncentraciji pepsina izmedu muskaraca i Zena. S tim da
je koncentracija pepsina u muskaraca u prosjeku bila visa nego u Zena.

Koncentracija pepsina u kontrolnoj skupini i skupini sa zlo¢udnim promjenama je nesto
viSa u starijih ispitanika (iznad 50 godina Zivota), a u skupini s dobro¢udnim promjenama nesto
viSa u mladih ispitanika (mladi od 50 godina). To mozZe ukazivati da su ispitanici s dobro¢udnim
promjenama puno ranije izloZeni LPR-u te da pojavnost asimptomatskog LPR-a raste sa starijom
dobi.

S obzirom da je karcinom grkljana uglavnom bolest muske populacije, a dobroéudne
promjene grkljana su izraZenije u Zenske populacije izmjerene koncentracije pepsina za muskarce
1 Zene takoder su dale o¢ekivane rezultate. U muskaraca, visa koncentracija pepsina izmjerena je
u ispitanika s karcinomom grkljana, medutim, prema drugim dijagnozama razlika nije statisti¢ki
znacajna. U Zena, najvi$a koncentracija pepsina izmjerena je u ispitanica s Reinkeovim edemima,

nakon cega slijede ispitanice s karcinomom grkljana i polipima glasnica.
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Usporedujuci sve tri skupine ispitanika prema izmjerenoj koncentraciji pepsina u slini
dobiveni su o¢ekivani rezultati.

U skupini ispitanika sa zlo¢udnim promjenama grkljana izmjerena je najvisa koncentracija
pepsina, potom u skupini ispitanika s dobrocudnim promjenama grkljana dok je najniza
koncentracija izmjerena u kontrolnoj skupini ispitanika. No, razlike nisu statisticki znacajne.
Rezultati ukazuju na vi$u koncentraciju pepsina u slini ispitanika s dobroé¢udnim i zloéudnim
promjena grkljana nego u zdravih osoba §to moze biti posljedica veée udestalosti LPR-a u dvije
ispitivane grupe. Ti rezultati odgovaraju ranije navedenim istraZivanjima koja su pH metrijskim
mjerenjima utvrdili LPR u 60-100 % pacijenata s dobro¢udnim promjenama i 68%-87%
pacijenata sa zlo¢udnim promjenama (24,25,27).

S obzirom na histolosku dijagnozu i izmjerene koncentracije pepsina u slini dobiveni su
takoder o¢ekivani rezultati. Rezultati pH metrijskih mjerenja iz prethodnih istrazivanja ukazivali
su na ve¢u pojavnost LPR-a kod Reinkeovih edema, potom su slijedili polipi glasnica, a najmanja
pojavnost je bila kod drugih benignih dijagnoza (24,25). Ovim istraZivanjem potvrdeni su
rezultati pH-metrijskih istraZivanja.

U ispitanika s Reinkeovim edemima utvrdena je znagajno viSa koncentracija pepsina nego
u ispitanika bez simptoma LPR-a (»p < 0,05). U mladih ispitanika s Reinkeovim edemima
utvrdena je znacajno visa koncentracija pepsina nego u ispitanika bez simptoma LPR-a p <
0,001). U Zena s Reinkeovim edemima utvrdena je znacajno visa koncentracija pepsina nego u
ispitanica bez simptoma LPR-a (p < 0,001). Dakle, mlade Zene s Reinkeovim edemima imaju
znacCajno vise koncentracije pepsina u slini od kontrolne grupe ispitanika bez simptoma LPR-a.
Znatno viSe koncentracije pepsina u slini utvrdene su i u Zena s polipima glasnica usporedujuéi ih
s kontrolnom skupinom ispitanica, ali vrijednosti nisu statisti¢ki zna&ajne.

Izmjerene koncentracije pepsina u ispitanika s polipima glasnica i kontrolne skupine
ispitanika gotovo su identiéne. To moze ukazivati da su fonotrauma i pusenje u muskih ispitanika
glavni etioloski faktori u nasatanku polipa glasnica.

Usporedbom svih skupina ispitanika s obzirom na koncentraciju pepsina nije utvrdena
statisticki znacajna razlika. Najvisa koncentracija pepsina izmjerena je u skupini ispitanika s
laringealnom papilomatozom, nakon &ega slijedi skupina ispitanika s Reinkeovim edemima, a

zatim skupina ispitanika s polipima glasnica te karcinomom grkljana.
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Analiziraju¢i pojedine dijagnoze s obzirom na dob pacijenta takoder su dobiveni rezultati
u skladu s dosada$njom raspravom. U mladih ispitanika (mladi od 50 godina) s RE utvrdena je
znacajno visa koncentracija pepsina nego u mladih ispitanika s PCC (p < 0,01). Razlike izmedu
ispitanika s PG i PC te PG i RE su znacajne na razini rizika od 8%. Pri tome je u ispitanika s PG
1izmjerena viSa koncentracija nego kod pacijenata s PCC dijagnozom, ali niZa koncentracija nego
u ispitanika s RE. Nize koncentracije pepsina u mladih ispitanika sa zlo¢udnim promjenama
grkljana posljedica su malog broja mladih ispitanika s karcinomom grkljana. Suprotno tome, u
starijih ispitanika (stariji od 50 godina) nije utvrdena statisti¢ki zna¢ajna razlika u koncentraciji
pepsina u slini medu skupinama ispitanika s razli¢itim dijagnozama. Najvie koncentracije
pepsina izmjerene su u skupinama ispitanika s karcinomom grkljana i s laringealnom
papilomatozom, a najniZe u skupini ispitanika s RE. Razlika u koncentracijama moze se objasniti
time $to su karcinom glasnica i laringealna papilomatoza bolesti koje se javljaju veéinom u
starijoj zivotnoj dobi te je ofekivano da koncentracije pepsina budu viSe nego kod ispitanika s
dobrocudnim promjenama grkljana.

Usporedujuci ispitanike sa zlodudnim promjena grkljanu s obzirom na veli¢inu tumora
prema T klasifikaciji i koncentraciju pepsina uznapredovali karcinomi ili tzv. kasni karcinomi
(T3 i T4) imaju znacajno vie koncentracije pepsina u slini nasuprot tzv. ranim karcinomima (T1
1 T2). To se moZe objasniti ¢injenicom da ispitanici s velikim tumorima grkljana (T3, T4) imaju
poremecen akt gutanja i samim tim vecu vjerojatnost za ucestaliji LPR nego ispitanici s manjim
karcinomima grkljana koji su ograni¢eni samo na glotis.

U recentnoj literaturi nema mnogo istrazivanja koja su koristila imunohistokemijsku
analizu uzoraka tkiva grkljana na prisutnost pepsina. Kako je pokazano pepsin se moZe receptor
posredovanom endocitozom pohraniti unutar stanice kod nepovoljne pH vrijednosti kakva je na
sluznici laringofarinksa (72,73). Stoga je za ocekivati da ¢e se unutar stanica mukoze grkljana
imunohistokemijskom metodom dokazati pepsin.

Jedno od takvih istraZivanja proveli su Jiang i sur. (74) koji su imunohistokemijski
analizirali bioptate iz interaritenoidnog prostora na prisutnost pepsina unutar stanica mukoze
grkljana u ispitanika bez simptoma LPR-a i u ispitanika s kroni¢nim laringitisom. Ispitanici s
LPR-om probrani su kombinacijom 24-satne pH-metrije i mulitikanalne intraluminalne
impedance. Kod vecine ispitivanih uzoraka naden je pepsin unutar stanica mukoze grkljana. U

ispitanika bez simptoma LPR-a u preko 50% uzoraka pronadena je slaba pozitivnost uzoraka na
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pepsin, a u 47% slucajeva nije pronaden pepsin u stanicama mukoze grkljana. Ispitanici s
kroni¢nim laringitisom su u preko 80% uzoraka imali rezultate od umjereno do jako pozitivnih na
pepsin. Gledajuci pacijente s LPR-om s obzirom na tip refluksa nije nadena razlika izmedu
skupine pacijenata s aciditetnim i neaciditenim refluksom. Koristeci slabu pozitivnost na pepsin
kao polaznu tocku utvrdili su da je imunohistokemijski dokazan unutarstanicni pepsin 100%
osjetljiv i 47% specifican u otkrivanju LPR-a. Svojim istraZivanjem pokazali su da je pepsin u
znaCajnoj mjeri prisutan u stanicama sluznice grkljana u ispitanika s kroni¢nim laringitisom.

Do sada niti jedno istraZivanje nije provelo imunohistokemijsku analizu uzoraka tkiva
dobor¢udnih i zlo¢udnih promjena grkljana na pepsin. Upravo ovo istrazivanje daje rezultate
imunohistokemijske analize na pepsin za te dvije skupine.

Analizirajuéi uzorke tkiva grkljana u svim uzorcima je pronaden pepsin unutar stanica
sluznice. Uzorci u ispitanika koji nisu imali LPR uglavnom su bili slabo pozitivni. Samo u dva
uzorka kontrolne skupine utvrdena je jaka pozitivnost na pepsin. Takoder, u njih je utvrdena i
visoka koncentracija pepsina u slini §to upucuje da su ti ispitanici imali asimptomatski LPR koji
probirom uz pomocu RSI i RFS sustava bodovanja nije uo¢en. Dakle kao i u istraZivanju koje su
proveli Jiang i sur. (74) nadena je slaba pozitivnost bioptata grkljana u preko 50% ispitanika bez
LPR-a. U skoro polovice uzoraka nije naden pepsin $to nije bio slu¢aj sa ovim istraZivanjem koje
Je potvrdilo prisutnost pepsina u svim uzorcima kontrolne skupine.

Uzorei tkiva grkljana u ispitanika s dobro¢udnim promjenama grkljana bili su umjereno
pozitivni na pepsin, a u ispitanika sa zloéudnim promjenama grkljana uzorci tkiva grkljana bili su
Jako pozitivni na pepsin. S obzirom da su Jiang i sur. (74) imunohistokemijski dokazali jaku i
umjerenu pozitivnost u preko 80% uzoraka tkiva pacijenata sa LPR-om moZe se pretpostaviti da
pacijenti sa dobrocudnim i zloéudnim promjenama imaju u velikom postotku prisutan
laringofaringealni refluks.

Rezultati imunuhistokemijskog istraZivanja upuéuju na veéu prisutnost pepsina unutar
stanica sluznice grkljana u dobro¢udnih i zloéudnih dijagnoza stoga je i veéa moguénost
oStecenja samih stanica direktnim djelovanjem pepsina unutar citoplazme stanica. Ovi rezultati
mogu upucivati da je LPR bitan kofaktor u nastanku dobroéudnih i zloéudnih promjena sluznice
grkljana.

Mnoga istrazivanja usmjerila su se na vrijednosti RSI i RFS sustava bodovanja u probiru

pacijenata s LPR-om.
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Powell i sur. (66) su utvrdili da upitnik po Belafskom — RFS - ima osjetljivost 87.8% i
specificnost 37.5% za probir ispitanika s LPR-om. Imajué¢i na umu ove podatke svi zdravi
ispitanici su bodovani upitnicima po Belafskom (RSLRFS) radi Sto boljeg i to¢nijeg probira
ispitanika za kontrolnu skupinu. Svi ispitanici s dobro¢udnim i zloéudnim promjenama grkljana
takoder su bodovani upitnicima po Belafskom (RSI, RFS) te su dobiveni oéekivani rezultati.

Najvidi prosjeéni RSI po Belafskom imala je skupina ispitanika s dobroéudnim
promjenama grkljana (12,04), zatim slijedi grupa ispitanika s dobro¢udnim promjenama grkljana
(11,00), a najmanji RSI pokazala je kontrolna skupina ispitanika (2,64). Skupine ispitanika sa
zlo¢udnim i dobrodudnim promjenama grkljana imale su statisticki znacajno visi RSI nego
kontrolni ispitanici.

Najvisi prosje¢ni RFS po Belafskom imala je skupina ispitanika sa zloéudnim promjenama
grkljana (13,89), zatim slijedi skupina ispitanika s dobro¢udnim promjenama grkljana (11,57), a
najmanji RSI pokazala je kontrolna skupina ispitanika (1,36). Skupine ispitanika sa zloéudnim i
dobroéudnim promjenama grkljana imale su statisticki znacajno visi RFS nego kontrolni
ispitanici.

Razlike u rezultatima su ocekivane s obzirom da su RSI i RFS sustavi bodovanja bili
metoda za probir ispitanika u kontrolnu skupinu. RSI iznad 13 i RFS iznad 7 snazni su indikatori
za postavljanje sumnje na LPR. Prema tome, rezultati upitnika RSI i RFS u skupini ispitanika sa
zloudnim promjenama grkljana ukazuju na postojanje LPR-a u toj skupini ispitanika. U skupini
ispitanika s dobro¢udnim promjenama grkljana RSI je nizi od 13 (11,00) dok je RFS iznad 7
(11,57) te ukazuje na prisutnost LPR-a u toj skupini ispitanika.

Analiza rezultata upitnika po Belafskom (RSI i RFS) s obzirom na pojedina¢ne simptome
i klinicke znakove LPR-a pokazala je da je RSI najmanje povezan s pojedinaénim simptomima u
skupini sa zloéudnim promjenama grkljana, dok su korelacije izmedu RSI i pojedinaénih
simptoma najvece u skupini s dobro¢udnim promjenama grkljana. Najveéa povezanost RFS-a s
pojedinaénim simptomima utvrdena je u skupini s dobroéudnim promjenama grkljana, nakon
¢ega slijede korelacije u skupini sa zlo¢udnim promjenama grkljana. Ispitanici koji su imali veéi
RFS ¢esce je dijagnosticiran subgloti¢ni edem, ventrikularna obliteracija, hiperemija, izraZeniji
edem glasnica, izraZeniji difuzni laringealni edem, izraZenija hipetrofija straZnje komisure te

granulom 1 gusta laringealna sluz.
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Usporedujuéi skupine ispitanika s dobro¢udnim i zloéudnim promjenama grkljana s
obzirom na izmjerene koncentracije pepsina u slini i RSI i RFS vidljivo je da je koncentracija
pepsina jace povezana s RSI simptomima u skupini ispitanika s dobro¢udnim promjenama.
PoviSena koncentracija pepsina u obje skupine ispitanika povezana je s nizim RSI zbrojem,
izrazenijim CiS¢enjem grla, otezanim gutanjem, kafljanjem nakon jela i lezanja, napadajima
gusenja, izraZenijim osjecajem stranog tijela u grlu i izraZenijom Zgaravicom.

U obje skupine ispitanika povisena koncentracija pepsina povezana je s visim RFS-om,
prisutnim edemom glasnica, prisutnim difuznim laringealnim edemom i hipertrofijom straznje
komisure.

U skupini ispitanika sa zlo¢udnim promjenama grkljana visu koncentraciju pepsina u
prosjeku prati izraZenija promuklost, dok je u skupini s dobro¢udnim promjenama grkljana visa
koncentracija pepsina povezana s manje izrazenom promukloséu. U obje skupine ispitanika oni s
parcijalnom ventrikularnom obliteracijom imaju najvidu koncentraciju pepsina, dok je najniZa
koncentracija pepsina izmjerena medu onim ispitanicima u kojih nije dijagnosticiran ovaj
simptom.U skupini ispitanika sa zlo¢udnim promjenama grkljana oni kojima je dijagnosticirana
samo hiperemija aritenoida izmjerena je i vi$a koncentracija pepsina. Za razliku od toga, u
skupini ispitanika s dobrocudnim promjenama grkljana najviia je koncentracija pepsina
izmjerena u skupini ispitanika s difuznom hiperemijom.

Povisene koncentracije pepsina u slini uz prisutnost karakteristiénih znakova i simptoma
LPR-a mogu ukazivati na veliku pojavnost LPR-a kod pacijenata sa dobroéudnim i zloéudnim
promjenama grkljana.

Ovim istrazivanjem doprinijeli smo promijeni dosadasnjeg shvacanja etiopatogeneze
dobroc¢udnih i zlocudnih bolesti grkljana, a pravilna i pravovremena dijagnostika LPR-a mogla bi

promijeniti preventivni i terapijski pristup dobrocudnim i zlo¢udnim bolestima grkljana.
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7. ZAKLJUCCI

1. Upitnici po Belafskom korisni su u postavljanju sumnje na postojanje laringofaringealnog

refluksa u ispitanika s dobro¢udnim i zlo¢udnim promjenama grkljana.

2. Koncentracije pepsina u slini razlikuju se u ispitanika s dobroéudnim i zloéudnim

promjenama grkljana te u kontrolnih ispitanika.

3. NajviSe koncentracije pepsina u slini nalazimo u ispitanika sa zloéudnim promjenama

grkljana, a najnize u kontrolnih ispitanika.

4. Koncentracije pepsina u slini vise su u ispitanika s vi§im zbrojem u upitnicima po

Belafskom (RSI,RFS).

5. Ekspresija pepsina u citoplazmama sluznice razlikuje se u ispitanika s dobroéudnim i

zlo¢udnim promjenama grkljana te u kontrolnih ispitanika.

6. NajviSu ekspresiju pepsina u citoplazmama sluznice imaju ispitanici sa zloéudnim

promjenama grkljana, a najnizu kontrolni ispitanici.

7. Ekspresija pepsina u citoplazmama sluznice veca je u ispitanika s vi§im zbrojem u

upitnicima po Belafskom (RSI,RFS).

8. Koncentracije pepsina u slini i ekspresija pepsina u citoplazmama sluznice najveéa su u

ispitanika sa zlo¢udnim promjenama grkljana.
9. PoviSene razine pepsina u ispitanika s dobrocudnim i zloéudnim promjenama grkljana

ukazuju na laringofaringealni refluks i pepsin kao etioloske faktore u nastanku

dobroc¢udnih 1 zlo¢udnih promjena grkljana.
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10. Pravovremenom  dijagnostikom laringofaringealnog refluksa moZemo promijeniti

dosadasnje preventivne i terapijske pristupe dobro¢udnim i zloéudnim bolestima grkljana.
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8. SAZETAK

Kljuéne rije¢i: dobroéudne i zlocudne promjene grkljana; laringofaringealni refluks;

pepsin

Cilj istrazivanja: Cilj ovog klinickog ispitivanja je dati odgovor na pitanje postoji li
povezanost izmedu pepsina/laringofaringealnog refluksa i dobroéudnih/zlo¢udnih promjena na
grkljanu.

Nacrt studije: Radi se o prospektivnoj studiji koja ukljucuje tri skupine ispitanika:

(1) pacijente s dobrocudnim promjenama grkljana, (2) pacijente sa zloéudnim promjenama

grkljana i (3) ispitanike bez simptoma i znakova laringofaringealnog refluksa.

Ispitanici i metode: U istrazivanje je uklju¢eno 81 dobrovoljnih ispitanika starijih od 18
godina. Ispitanici su odabrani medu pacijentima operiranim zbog dobroéudnih i zlo¢udnih
promjena na grkljanu te kontrole medu pacijentima operiranim zbog devijacije nosnog septuma, a
koji nemaju simptome laringofaringealnog refluksa.

Materijali i metode: Svim ispitanicima uzeta je slina prije operativnhog zahvata.
Direktoskopijom grkljana u op¢oj anesteziji uzete su biopsije dobro¢udnih i zlo¢udnih promjena
grkljana, a kod kontrolnih ispitanika biopsije interaritenoidnog podrucja grkljana. Svi uzorci su
analizirani na pepsin primjenom ELISA i Imunohistokemijske metode.

Rezultati: Svim pacijentima u slini i u biopsijama grkljana utvrden je pepsin u razli¢itim
vrijednostima. ELISA metodom izmjerene su najvece koncentracije pepsina u slini kod grupe
pacijenata s malignim promjenama grkljana potom kod grupe pacijenata s benignim promjenama
grkljana, a najmanje vrijednosti kod kontrolne grupe ispitanika. Te razlike u koncentracijama
pepsina u konacnici nisu bile tolike da bi bile statisti¢ki znacajne. Imunohistokemijskom
metodom u biopsijama tkiva grkljana utvrdena je jaka pozitivnost na pepsin kod grupe s
malignim promjenama, umjerena pozitivnost kod grupe s benignim promjenama i slaba
pozitivnost kod grupe kontrolnih ispitanika.

Zakljuéak: Rezultati dobiveni ELISA i Imunohistokemijskom metodom pokazuju
usporedive razlike u smislu poviSene koncentracije pepsina u slini i vecoj ekspresiji pepsina u

mukozi grkljana kod ispitanika s benignim i malignim promjenama usporedujuci ih sa zdravim
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pojedincima $to moZe ukazivati na povezanost pepsina / laringofaringealnog refluksa i nastanka
benignih i malignih promjena grkljana. Potrebna su daljnja istrazivanja s ve¢im brojem ispitanika
radi to¢nijeg utvrdivanja uloge pepsina u multifaktorijalnoj etiologiji dobroéudnih i zlo¢udnih

promjena grkljana.
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9. SUMMARY
Role of the pepsin in development of laryngeal benign and malignant neoplasms

Objectives: The aim of this study was to investigate hypothetical link beetween pepsin found in
laryngopharyngeal reflux and benign and malignant laryngeal neoplasms.

Study design: This was a prospective study which included 3 groups of participants: (1) patients
with benign laryngeal neoplasms, (2) patients with malignant laryngeal neoplasms and (3) control
subjects without symptoms and signs of laryngopharyngeal reflux.

Participants and methods: 81 voluntary participants were included into study. They were
recruited from group of patients with histologicaly proven benign and malignant laryngeal
neoplasms and in case of control subjects among patients with nasal septum deformation without
symptoms of laryngopharyngeal reflux.

Materials and Methods: Morning saliva samples were collected preoperatevely. Tumor biopsies
were collected by directoscopy of larynx during general anesthesia and the control samples from
interarythenoid unit of larynx. All samples were analysed by ELISA and Immunohistochemistry
(IHC).

Results: Pepsin was found in all samples of saliva and tissue biopsies. The highest concentration
of pepsin was found in group of patients with malignant laryngeal neoplasms. Patients with
benign laryngeal neoplasms had somewhat lower concentrations and the control subjects
presented with the lowest concentration of pepsin measured from their saliva. However, the
differencies were not statistically significant. IHC analysis of tissue biopsies showed high pepsin
positivity in malignant tissue samples, moderate pepsin positivity in benign tissue samples and
only low pepsin positivity in healthy laryngeal tissue samples.

Conclusion: ELISA and Immunohistochemisty gave comparable results in terms of higher
pepsin concentration and tissue expression in malignant and benign group compared to healthy
control subjects. These results suggest that pepsin and laryngopharyngeal reflux can contribute to
the development of benign and malignant laryngeal neoplasms. However, further prospective
studies, with far more patients are necessary to prove the role of pepsin in multifactorial

ethiology of benign and malignant laryngeal neoplasms.

Key words: laryngeal neoplasms; laryngopharyngeal reflux; pepsin
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