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1. UvoD

1.1. Planocelularni karcinom usne Supljine

Planocelularnikarcinom usne Supljine (engl. Oral Squamous Cell Carcinoma - OSCC) €inivise
od 90% zloc¢udnih tumora usne Supljine te je naj¢eséi zlo¢udni tumor glave i vrata (engl. Head and
Neck Squamous Cell Carcinoma - HNSCC) s udjelom od oko 30% (1, 2). lako je usna Supljina lako
dostupnaklinickom pregledu i omogucuje vrlo ranu dijagnozu karcinoma, bolest se najcesée otkriva
u uznapredovalom stadiju kada su terapijske moguénosti smanjene $to znacdajno utjeée na
dozivljenje bolesnika (3). Tumori malih Zlijezda slinovnica, sluzni¢ki melanom, primarni tumori
Celjustii metastatski tumori ¢ine mali udio zlocudnih tumora usne Supljine stoga se u klini¢koj praksi

pod pojmom ,karcinom usne supljine” prvenstveno misli na planocelularni karcinom (3, 4).

1.1.1. Anatomija usne Supljine

Usna Supljina (lat. cavum oris) pocetni je dio probavnog sustava koji seZze od usana i obraza
sprijeda do prednjeg nepcanog luka straga gdje se nastavlja u orofarinks (2, 4). Anatomski
razlikujemo predvorje usne Supljine (lat. vestibulum oris) i pravu usnu Supljinu (lat. cavum oris
proprium) Cija je granica alveolarni greben donje i gornje Celjusti s pripadaju¢im zubima (5, 6).
Predvorje usne Supljine je sprijeda omedeno gornjom i donjom usnom, a postrani¢no sluznicom
kojem lezi jezik (lat. lingua) te krov usne Supljine kojeg formira tvrdo nepce (lat. palatum durum).
Usna Supljina straga preko Zdrijelnog suzenja (lat. isthmus faucim) prelazi u orofarinks (4, 6).
Anatomsku granicu izmedu usne Supljine i orofarinksa ¢ine: prema gore spojtvrdogi mekog nepca,
prema lateralno prednji nepcani lukovi i prema dolje papillae circumvallatae na dorzalnoj povrsini
jezika (slika 1) (2, 5). Postoje tri para velikih Zlijezda slinovnica (submandibularna, sublingvalnaii

parotidna Zlijezda) te nekoliko stotina malih Zlijezda slinovnica (labijalne, bukalne, palatinalne i

1



lingvalne) povezanih sa sluznicom usne Supljine. PovrSina usne Supljine prekrivena je oralnom
sluznicom koja se sprijeda nastavlja na crvenilo usana (lat. vermilion labii) i straga na sluznicu
Zdrijela. Usna Supljina se anatomski mozZe podijeliti na osam podjedinica: sluznica usana, sluznica
obraza, gingiva mandibule, gingiva maksile, dno usne Supljine, oralni dio jezika (prednje dvije trecine
jezika), tvrdo nepce i retromolarno podrucje. Od brojnih funkcija usne Supljine najvaznije su

Zzvakanje hrane i gutanje, disanje i fonacija (2, 4, 6).

tvrdo nepce

male Zlijezde

slinovnice nepcana arterija

nepcani Zivac
uvula nepc&ani otvor

pterigoidni hamulus

straznji nepcani luk gornji konstriktor zdrijela

pterigomandibularni nabor
obrazni misi¢

prednji nepcani luk o
nepcanojezi¢ni misic
jezi¢ni Zivac

orofarinks " ;
nepcana tonzila

- nepcanozdrijelni misi¢
dorzalna povrsina
jezika

Slika 1. Shematski prikaz anatomije usne Supljine (3).



1.1.2. Topografsko-kirurske regije vrata

Jedno od glavnih obiljezja zlo¢udnih tumora pa tako i planocelularnog karcinoma usne
Supljine je invazivnost i metastaziranje. Karcinom usne Supljine prvenstveno se Siri limfogeno u
limfne ¢vorove na vratu (regionalne metastaze) te zatim preko velikih limfnih Zila hematogeno u
udaljene organe. Bogatalimfati¢na mreZa vratakoja se sastoji 250 do 300 limfnih ¢vorova povezanih
limfnim Zilama predstavlja snaznu barijeru Sirenju karcinoma usne Supljine u udaljene organe.
Cirkulacija limfe na vratu je centripetalnog toka odnosno kraniokaudalnog smjera (7, 8). Limfni
¢vorovi vrata anatomski su podijeljeni u povrSinsku i duboku mrezu. Koza glave i vrata drenirase u
povrsinsku mrezu limfnih ¢vorova koji su smjesteni duz vanjske i prednje jugularne vene i ukljucuju
submentalne, submandibularne, vanjske jugularne, prednje jugularne, okcipitalne, mastoidne i
parotidne limfne ¢vorove. Sluznica gornjeg diSno-probavnog sustava te Stitnjaca i grkljan dreniraju
se u duboku mrezu limfnih ¢vorova smjestenih uz unutarnju jugularnu venu, akscesorni Zivac i
transverzalnevratneZile, pretrahealno, paratrahealno, prelaringealno te u retrofaringealni prostor
(3, 4, 7, 8). Limfa se iz podrucja glavei vrata preko terminalnih limfnih Zila, ductus limfaticus dexter
na desnoj stranite ductus thoracicus na lijevojstranivrata ulijeva u venski sustav putem jugularnih
i brahiocefali¢nih vena u gornju Suplju venu. Tijekom povijesti koristile su se brojne klasifikacije
limfnih ¢vorova vrata. Henri Rouviéere je u radu ,,Anatomie des lymphatiques de 'Homme*“ anatomski
opisao deset glavnih skupina limfnih ¢vorova glave i vrata (9). Topografsku podjelu limfnih ¢vorova
glave i vrata u devet nodalnih regija na temelju patofizioloskih mehanizama prvi je opisao Lindberg
1972. godine (10). Iz prakti¢nih razloga istrazivacka grupa kirurga Memorial Sloan-Kettering Cancer
Center (MSKCC) 1974. godine osmislila je kirursku (klini¢ku) podjelu limfnih ¢vorova vrata koji se
odstranjuju u radikalnoj disekciji vrata na pet anatomskih razina uz koristenje rimskih brojeva (1-V)
(11). Od tada se u klasifikaciji razina limfnih ¢vorova odrzalatopografska raspodjela limfnih ¢vorova.

Danas univerzalno prihvacena klasifikacija koju je 1991. godine razvio komitet American Academy



of Otolaryngology and Head & Neck Surgery (AAO-HNS) obuhvada kompletnu topografsku
anatomiju vrata podijeljenu u Sest razina te pruza jedinstven pristup disekciji vrata. Godine 2002. i
2008. ucinjene su revizije ove klasifikacije te su dodatno uvedene podregije (la, Ib, lla, llb, Va i Vb)
kako bise oznadile zone koje mogu imati klinicku vaznost. Dodanaje i razina Vil koja oznacava gornje
medijastinalne ¢vorove (slika 2) (12, 13). Prednji trbuh digastricnog misica sprijeda, stilohioidni misi¢
straga te donji rub mandibule prema gore ¢ine omedenja regije | koja je dodatno digastriénim
misicem podijeljena u submentalne limfne ¢vorove (regija IA) te submandibularne limfne ¢vorove
(regija IB). Limfni ¢vorovi regije Il, lll i IV smjeSteni su uz sternokleidomastoidni misi¢ i unutarnju
jugularnu venu te se protezu od lubanjske osnovice do klavikule. Granica regije Il i lll nalazise u
projekciji hioidne kosti dok se granicaizmedu regije llli IV nalazi u razini krikoidne hrskavice. Gornje
jugularne ¢vorove (regija Il) razgranicuje akcesorni Zivac na regiju lla koja se nalaziispod i ispred
Yivca te regiju llb koja se nalaziiznadiiza Zivca. Cvorovi straznjeg vratnog trokuta (regija V) smjesteni
su iza straznjegruba sternokleidomastoidnog misi¢a i trapezijusa te su zamisljenom horizontalnom
linijom koja prolazi donjim rubom krikoidne hrskavice podijeljeni na gornju Va regiju (akcesorni
limfni ¢vorovi) i donju Vb regiju (supraklavikularni limfni ¢vorovi). Prednji vratni ¢vorovi (regija VI)
koji uklju€uju pretrahealne, paratrahealne, prekrikoidne i peritirodine limfne ¢évorove te gornji
medijastinalni ¢vorovi (regija VII) gotovo nikada nisu sijela regionalnih metastaza karcinoma usne

Supljine (2-5, 14).
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Slika 2. Shematski prikaz regija limfnih ¢vorova vrata (2).

1.1.3. Epidemiologija i etiologija planocelularnog karcinoma usne Supljine

Planocelularni karcinom usne Supljine najées¢i je zlocudni tumor glave i vrata te je Sesti
najucestaliji maligni tumor u svijetu. Cini 2 - 3% svih zlo¢udnih tumora u Europii SAD-u (2, 4). U
2020. godini je u svijetu od karcinoma usana i usne Supljine oboljelo je 377 713 osoba, dok je 177
757 bolesnika preminulo, uz trend povecanja broja pacijenata mladih od 50 godina (15, 16).
Prosjec¢na godisnja incidencija OSCC-a u svijetu iznosi 4/100 000 stanovnika, dok je prosjecna

godisnja stopa smrtnosti 1,9/100 000 stanovnika (17). U Republici Hrvatskoj OSCC predstavlja
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znacajan javnozdravstveni problem s godisnjom incidencijom od oko 350 do 400 novooboljelih (2).
Uglavnom obolijevaju muskarci stariji od 50 godina Zivota, pripadnici bijele rase koji konzumiraju
duhanske proizvodeialkohol. Omjer muskaracai Zena oboljelih od OSCC-a krece se izmedu 1,5:1 u
skandinavskim zemljama do 9:1 u zemljama Azije (1, 2, 8). Najveca incidencija je u Indiji, Tajvanu i
Maleziji gdje OSCC predstavlja najéeSéu malignu bolest kod muskaraca i tre¢u kod Zena (19).
Navedeno se objasnjava popularnom navikom zvakanja gutke (kombinacija betelovogliS¢a, duhana,
areka orahaigaSenogvapna) zbog ¢ega je karcinom obrazne sluznice najées¢a lokalizacija karcinom
usne Supljine (oko 40% OSCC-a) u tim podrucjima (19, 20). Prema podacima iz 2018., u Republici
Hrvatskojomjer oboljelih muskaraca premaZenama je 4:1, dok je najmanja razlika izmedu spolova
prisutna u skandinavskim zemljama Sto se objasnjava promjenama Zivotnih navika zbog trenutno
smanjene popularnostialkoholai duhanskih proizvoda (21). Takoder, u skandinavskim zemljama je
zabiljezena veca stopa Plummer-Vinsonovog sindroma u Zena (22). Incidencija planocelularnog
karcinoma jezika u Zena mladih od 40 godina, pripadnica bijele rase u zna¢ajnom je porastu (16, 24).
Uzrok takvog trenda nije poznat iako nekoliko studija koje se odnose na zapadnu Europu i SAD
ukazuje na povezanost oboljelih u mladoj Zivotnoj dobis HPV infekcijom (visokorizi¢ni HPV tip 16)
koja se najéesce prenosi spolnim kontaktom. Ekspresija onkogena E6 i E7 karakteristi¢nih za
visokorizi¢ne HPV tipove dokazana je u svega 1,3 do 9,4% OSCC-a (16). PetogodiSnje dozivljenje
bolesnika s OSCC je relativno nisko (izmedu 55 i 60 %) i nije se znacajno mijenjalo desetlje¢ima
unatoc snaznom tehnoloSkom napretku dijagnostickih i terapijskih postupaka (3, 15). Glavni uzrok
visoke stope smrtnosti je dijagnosticiranje bolesti u uznapredovalom stadiju. Vise od 50% karcinoma
usne Supljine dijagnosticira se u uznapredovalom stadiju bolesti (lll/IV), kada su ve¢ prisutne
regionalne metastaze Sto dovodi do smanjenja stope dozivljenja za 50% za svaki pojedini stadij
bolesti (2,4, 18). Glavnirizi¢ni ¢imbenici u razvoju OSCC-a su konzumiranje alkoholnih pi¢a i pusenje

cigareta te je njihov Stetni ucinak sinergisticki.



Istodobna konzumacija duhanskih proizvodai alkoholnih pi¢a povecava rizik za razvoj OSCC-a na 6-
15 puta (23, 24, 25). Losa higijena usne Supljine te loSiji socio-ekonomski status izdvajaju se kao
neovisnirizi¢ni ¢imbenici u nastanku OSCC-a kao i prehrana sa smanjenim udjelomvodaipovréa (3,
26). MorfoloSke promjene na sluznici usne Supljine poput leukoplakije, eritroplakije,
leukoeritroplakije te oralni lichen ruber planus smatraju se premalignim promjenama povezane s
povecanim rizikom od nastanka OSCC-a pri ¢emu, suprotno ocekivanom, nepusaci i nekonzumenti
alkohola imaju vedi rizik (2, 3, 4, 27). Rjeda premaligna stanja su Fanconijeva anemija, diskoidni
eritematozni lupus, bulozna epidermoliza, submukozna fibroza kod Zvakaca duhana i betela te
pigmentozna kserodermija (28, 29, 30). Vise od 80% OSCC-a razvija se utakozvanom , bazenusline”,
potkovastom podrucju usne Supljine koje ¢ine dno usne Supljine, ventralna povrsina i lateralni rub
jezika te retromolarno podrucje (slika 3). Oralni dio jezika i dno usne Supljine su najéesc¢e zahvacéene
podlokalizacije, ¢ineé¢i 37 do 53% odnosno 17 do 25% OSCC-a. Karcinom obraza, alveolarnog
grebena, nepca te retromolarnog podruéja mnogo su rjede podlokalizacije OSCC-a s udjelom za

svaku podlokalizaciju od 5 do 10% (slika 4) (3, 17, 32).

Slika 3. Shematski prikaz najéeséih mjesta pojavljivanja planocelularnogkarcinoma u usnoj Supljini

(2).
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Slika 4. Shematski prikaz anatomskih podjedinica usne Supljine (2).

1.1.4. Premaligne promjene usne Supljine

Premaligne promjene usne Supljine morfoloske su promjene klinic¢ki zdrave sluznice koje
imaju maligni potencijal. Klasifikacija tumora glave i vrata Svjetske zdravstvene organizacije (engl.
World Health Organisation - WHOQ) iz 2022. godine, premaligne promjene usne Supljine naziva
oralnim potencijalno malignim poremecajima (od engl. Oral potentially malignant disorders —
OPMD). U OPMD ubrajamo leukoplakiju, leukoeritroplakiju, eritroplakiju, oralnu submukoznu
fibrozu, kongenitalnu diskeratozu, keratozu bezdimnog duhana, kroni¢nu kandidijazu, lichen ruber
planus, diskoidni eritematozni lupus te glositis uzrokovan sifilisom (32, 33). OPMD su cesce u
muskaraca i povezane su s razli¢itim uzrocima iako za mnoge slucajeve OPMD-a nisu poznati
etioloski cimbenici. Konzumacija duhanskih proizvoda (pusenjei/ili Zvakanje) i alkohola povezanisu

s nekim leukoplakijama. Konzumiranje areca oraha, s ili bez duhana, uzrokuje oralnu submukoznu



fibrozu. Visokorizi¢na HPV infekcija vrlo je rijetko prisutna u OPMD-u i tek treba utvrditiigra li ulogu
u malignoj transformaciji (3, 4, 35).

Oralnaleukoplakija (OL) i oralna eritroplakija (OE) najcesée su premaligne promjene u usnoj
Supljini zbog ¢ega privlace posebnu pozornostklinicaraiznanstvenika (slika5). Procjenjuje se da je
prevalencija OL, bjelkastog plaka na sluznici, u svijetu 2 - 3% populacije s mogué¢no$éu maligne
transformacije u 0,13 do 34% slucajeva, dok je prevalencija OE, promjene na sluznici crvene boje, u
0,02 - 0,8% populacije s rizikom od maligne transformacije od 14 do 67% (36, 37). Oralna
leukoplakija se najéeSée pojavljuje u muskaraca i pusaca. Klinicki moze biti razlic¢itogizgleda, ne moze
se mehanicki odstranitisa sluzniceinije povezana s drugim bolestima usne Supljine. Svaka OL mora
se histoloskiverificiratibiopsijom te je potom potrebno red ovito praéenje promjene. Patohistoloski,
radi se o hiperkeratozi, kod koje moZe i ne mora postojatidisplazija epitela. OL povrSine veée od 200
mm?, u osoba starijih od 60 godina te u nepu$aca imaju veéi potencijal maligne transformacije u
OSCC (2, 4, 32). OE se najcesce nalazina nepcu, obrazu te sublingvalnom podrucju. Patohistoloski je
u OE gotovo uvijek prisutna teska displazijaili carcinomain situ te ju je stoga potrebno cijelu ukloniti
(37, 38). Prisutnost i stupanj oralne epitelne displazije (od engl. Oral epithelial dysplasia - OED) u
premalignim promjenama korelira s rizikom od maligne transformacije u OSCC. OED obiljezavaju
arhitektonske i citoloSke promjene viseslojnog plocastog epitela uzrokovane akumulacijom
genetskih mutacija (slika 6). Patohistoloskise OL i OE mogu prezentirati uz blagu, umjerenu i
izraZzenu OED, te je ovisno o tome razli¢iti potencijal maligne transformacije od 6%, 18% i 40% (32).
lako je prisutnost OED u OPMD najvazniji prognosticki cimbenik maligne transformacije, dostupne
dijagnosticke klasifikacije displazije imaju brojne nedostatke (39). Glavno ogranicenje je
subjektivnost promatraca Sto dokazuju brojna istrazivanja pokazujuéi slabu korelaciju izmedu
stupnja displazije i maligne transformacije OPMD-a (32). S obzirom na navedeno postoji potreba za

biomarkerima koji se mogu primijeniti u rutinskoj praksi kao pomoc¢ u procjeni te svojevrsna



objektivizacija rizika od maligne transformacije. Varirajuce brojke malignih transformacija OPMD s
prisutnos¢u OED ili bez nje pokazuju daju je vrlo tesko predvidjeti te su potrebne dodatne metode
za utvrdivanje povecanog rizika od razvoja OSCC-a s vec¢im stupnjem sigurnosti (40). Unatoc
adekvatnom i dugotrajnom praéenju bolesnika s OPMD-a i kirurskim lije¢enjem cesto u klini¢koj
praksi vidamo da pacijenti razvijaju OSCC odnosno multiple OSCC-e (41). To se moZe djelomictno
objasniti vecsiroko prihvaéenim konceptom "kancerizacije polja" (od engl. field cancerization) koju
je 1953. opisao Slaughter (41, 42). Pretpostavlja se kako veéina invazivnih OSCC-a zapodinje svoj rast
kao OE (2-4). Preventivni probir visokorizi¢nih bolesnika, otkrivanje, prac¢enje i lije¢enje OPMD-a
imperativ je u prevenciji OSCC-a.

Posebni agresivni oblik OL s mnogo vec¢im rizikom od maligne transformacije (do 64%),
proliferativna verukozna leukoplakija, karakterizirana je difuznim, verukoznim plakom u podrudju
oralnog dijela jezika, gingive ili obrazne sluznice. Mnogo je ¢eSéa u Zena (4:1) koje ne konzumiraju
duhanske proizvode. Maligna transformacija obi¢no se dogada unutar 8 godina od dijagnoze.

Uglavnom je rezistentna na sve oblike terapije s visokom stopom recidiva (44, 45).

Slika 5. Oralna leukoplakija na ventralnoj strani jezika (a) te oralna eritroplakija u retromolarnom

podrucju (b).
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Slika 6. Model progresije promjene sluznice usne Supljine (2).

Oralni lichen ruber planus je autoimuna bolest posredovana T limfocitima te nosi rizik od
maligne transformacije u 0,4 do 5% slucajeva (slika 7). Razlikujemo pet osnovnih morfoloskih oblika
oralnoglichena ruber planusa od kojih je retikularni tip najées¢i, dok erozivnii atrofi¢ni obliciimaju
najvedéi maligni potencijal (u 1,7%, odnosno 1,3% slucajeva) (27). Preostala dva oblika su bulozni
lichen i lichen koji se prezentira u obliku plaka. Za oralni lichen ruber planus su karakteristi¢ne
Wickhamove strije, blago uzdignute tanke bjelkaste pruge mrezaste strukture na sluznici usne
Supljine. Multipli OSCC na bazi oralnog lichena rubera planusa Cest je u Zena koje ne konzumiraju

duhanske proizvode i alkoholna pic¢a (27, 46).

Slika 7. Oralni lichen ruber planus na obraznoj sluznici.
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Medu premalignim stanjima koja u rijetkim slu¢ajevima mogu dovesti do nastanka OSCC-a
spominju se Fanconijeva anemija, sideropeni¢na disfagija u Plummer-Vinsonovom sindromu
odnosno Paterson-Brown-Kellyjevom sindromu, bolest presatka protiv primatelja (engl. Graft-
versus-host Disease - GvHD), Xeroderma pigmentosum i virus humane imunodeficijencije (engl.
Human Immunodeficiency Virus - HIV) (46).

Fanconijeva anemija (FA) naziv je za autosomno recesivnu nasljednu bolest obiljeZzenu
pogreskama u popravku deoksiribonukleinske kiseline (DNK). 1927. godine prvi ju je opisao Guido
Fanconiteje do sada poznato 13 gena Cije mutacije uzrokuju FA. Bolest je obiljezena pancitopenijom
uz megaloblasti¢nu anemiju i neutropeniju te 500 puta ve¢im rizikom od razvoja HNSCC-a medu
kojima je usna Supljina najcesca lokalizacija karcinoma. FA je dvostruko ¢es¢a u Zena mladih od 40
godina. Pravovremeno prepoznavanje FA uvelike moZze pomodéi u planiranju obitelji zbog
spomenutogrizika od razvoja HNSCC-a kao i ¢injenice da oboljeliimaju veéi morbiditet i mortalitet
nakon primjene radioterapije ili kemoterapije u lije€enju ovih karicnoma $to su pokazale brojne
studije (28, 47).

Xeroderma pigmentosum (XP), autosomno recesivna bolest kod koje je smanjena mogucénost
popravaka oSteéenja DNK nastale djelovanjem ultraljubic¢astogzraéenja. Zbogtoga su oboljeli skloni
razvoju malignih tumora koZe. Chidzonga i Palattella opisali su pojavu karcinomadonje usneijezika
kod bolesnika s XP. Zahvaéenost usne Supljine obi¢no se primjecuje u bolesnika mladih od 20 godina

(48).

1.2. Klinicka prezentacija karcinoma usne Supljine

U ranom stadiju bolesti pacijenti se najéesce javljaju lijecniku ilistomatologu zbog prisutnosti
ranice u usnoj $upljini koja ne cijeli. Ceste su nelagode, bolovi i osje¢aj peckanja prilikom
konzumiranja kisele ili ljute hrane. Moguca je pojava krvarenja, halitoze (zadah), promjene govora

te problemisa dentalnom protezom koja postane neodgovarajuéa (49-50). Daljnji simptomi ovise o
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zahvacdanju okolnih struktura (misi¢i, Zivci i kost) tumorom. Moguca je i disfagija, odinofagija,
trizmus, klimavost ili gubitak zuba, imobilizacija jezika, disgeuzija (poremecaj okusa), dizestezije u
podrucju jezika, usnai brade, gubitak na tjelesnoj teZini te pojava bezbolnog ¢vora ili ¢vorova na
vratu. Pojava otalgije (bolovi u uhu) ukazuje na mogucu perineuralnu invaziju (engl. perineural
invasion - PNI) ili zahvacenost duboke muskulature dna usne Supljine i jezika (51-52). NaZalost,
vedina bolesnika dijagnosticira se u uznapredovalom stadiju bolestikada su ve¢ prisutne regionalne
metastaze i tumor je zahvatio viSe podlokalizacija usne Supljine te je ponekad tesko odrediti
ishodiste tumora. Vise od 80% bolesnika pri prvom pregledu ima tumor veéi od 2 cm, dokih 40%

ima prisutne regionalne metastaze (slika 8) (53-54).

Slika 8. Planocelularni karcinom lateralnog ruba jezika.
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Osim najcéeSéeg konvencionalnog oblika planocelularnog karcinoma usne Supljine
razlikujemo joS 8 varijanti OSCC-a (tablica 1) (55). Planocelularni karcinom vretenastih stanica koji
je najcesce lokaliziran na jeziku i u podrucju dna usne Supljine karakterizira radioreziste ntnost te
izrazito loSa prognoza u odnosu na konvencionalni tip. Verukozni planocelularni karcinom
(Ackermanovtumor) spada u low-grade karcinome sa dobrom prognozomiizrazito niskom stopom

regionalnih metastaza (56-57).

Tablica 1. Histoloski podtipovi planocelularnog karcinoma usne Supljine.

PODTIP OBILIEZIA

bazaloidni planocelularni karcinom | "high-grade" karcinom; ¢este su metastaze, ali je prognoza sliéna
konvencionalnom tipu

planocelularni karcinom vretenastih = losija prognoza od konvencionalnog tipa; tipicna je pojava postiradijacijskih
stanica | recidiva ili pojava drugih primarnih tumora

adenoplanocelularni karcinom | vrlo agresivni tip s izrazitim infiltrativnim rastom; ¢este su metastaze; losija
prognoza od konvencionalnog tipa

kunikularni karcinom | dobro diferencirani; ¢esto na mukoperiostu; lokalno destruktivni; prisutnost
dubokih brazda; cestilokalni recidivi; rijetke metastaze

verukozni planocelularni karcinom | dobro diferencirani s malo atipija stanica; povriinska invazija; rijetko metastazira;
egzofiticni oblik; dobra prognoza; moze prijeci u invazivni konvencionalni tip

limfoepitelni karcinom | rijedak; prepoznaje se u uznapredovalom stadiju; uestale regionalne metastaze
(70%); vecina tumora EBV pozitivha

papilarni planocelularni karcinom | keratinizirajuéi i nekeratinizirajudi tip; ¢esto nastaje na gingivi; bolja prognoza od
konvencionalnog tipa

akantoliticki planocelularni karcinom = mogude varijante na koZi usne; u slabo diferenciranom karcinomu usne 3upljine
akantoliza dovodi do izgleda tumora slicnom adenoidnom tipu
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1.3. Dijagnosticka evaluacija karcinoma usne Supljine

Detaljna anamneza i fizikalni pregled temelj su dijagnoze karcinoma usne Supljine.
Dostupnostinspekcijii palpaciji usne Supljine i vrata uvelike olaksava klini¢ku dijagnozu OSCC-a. Cilj
klinickog pregleda je precizna procjena prosirenosti tumorai planiranje ekstenzije opsega kirurske
resekcije. Zbog predvidenog puta Sirenja OSCC-a u ipsilateralne limfne ¢vorove potrebno je klinickim
pregledom odrediti prelazi li karcinom medijalnu liniju jer ti tumori imaju sklonost bilateralnom
metastaziranju (4, 18). Takoder, palpacijom je potrebno odrediti odnos tumora sa mandibulom te
odrediti stupanj ekstenzije tumora u okolne anatomske strukture. Zastojnu bolnu submandibularnu
Zlijezdu s posljedi¢nim sijaloadenitisom uzrokovanu infiltracijom izvodnog kanala karcinomom dna
usne Supljine potrebno je razlikovati od metastatskih limfnih évorova u submandibularnoj regiji.
Pregled jezika ukljucuje i ispitivanje mobilnosti jer devijacija moZe upudivati na zahvaéenost
ipsilateralnog hipoglosalnogZivca Sto se dodatno potvrduje prisutnoséu fascikulacija i atrofije jedne
strane jezika (58-59). Fiksacija jezika ukazuje na zahvacenost ekstrinzi¢nih misi¢a jezika. Disfunkcija
kranijalnih Zivaca, posebice hipoglosalnog, mentalnog, donjegalveolarnog zivca ukazuje na PNI. Radi
potvrde dijagnoze OSCC-a potrebno je uciniti histolosku verifikaciju probatornom biopsijom (2, 4).
OSCC se klinicki najceSce prezentira kao ulkus uzdignutih rubova i centralnom nekrozom. Tumor
moze biti egzofiti¢nogili endofiticnograsta. Probatornu biopsiju potrebno je uzetis ruba ulkusa gdje
je mitoticka aktivnost najizrazenija. lzuzetno je bitno detaljno pregledati cijelu usnu Supljinu,
orofarinks te hipofarinks u potrazi za postojanjem sinkronih sekundarnih primarnih tumora sto je
karakteristicno za bolesnike s OSCC-om i pojavljuje se u 2 do 3% bolesnika (60). Radi preciznijeg
odredivanja anatomske prosSirenosti bolesti fizikalni pregled potrebno je nadopuniti radioloskim
slikovnim metodama te prema potrebi i citoloSkom punkcijom suspektnih regionalnih metastaza.
Ultrazvuk, kompjutorizirana tomografija (CT), magnetska rezonanca (MR) te kombinacija CT-a i

pozitronske emisijske tomografije (PET-CT) komplementarne su radioloske metode u dijagnostickoj
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evaluaciji proSirenostikarcinoma usne Supljine (2-4, 61). Vrsta radioloske pretrage i broj radioloskih
metoda koje se koriste u dijagnostici ovisi o karakteristikama tumora i preferencama institucije.
Prema smjernicama Nacionalne sveobuhvatne mreze za rak (od engl. National Comprehensive
Cancer Network - NCCN) za dijagnozu proSirenosti karcinoma usne Supljine preporucuje se uciniti
CTi/iliMR s kontrastom primarnogsijelaivrata te PET-CT kod uznapredovalihtumora (stadij llli V)
(50). Kod karcinoma jezika i sumnje na PNI preporucuje se uciniti MR. CT ima viSu specifi¢nost i

pozitivnu prediktivhuvrijednost (PPV) u detekciji mandibularne invazije u odnosu na MR (62-68).

1.3.1. TNM Kklasifikacija karcinoma usne Supljine

Zlo¢udnitumoriusne Supljine klasificiraju se prema TNM klasifikaciji Medunarodne unije za
borbu protiv raka (engl. Union for International Cancer Control - IUCC), odnosno Americkog
udruzenja zarak (engl. The American Joint Committee on Cancer - AJCC). Uloga TNM klasifikacije je
odredivanje prognoze bolestii predikcija dozZivljenja bolesnika s obzirom na anatomsku prosirenost
bolesti te nam pomaze u odabiru modaliteta lije¢enjai usporedbiishodalijeenjaizmedu institucija.
Tablica 2 prikazuje TNM klasifikaciju tumora usanai usne Supljine, a tablica 3 prikazuje klasifikaciju
stadija bolesti. TNM klasifikacija prije lije¢enja naziva se klinicka TNM klasifikacija (engl. Pre-
treatment clinical classification - cTNM). Poslijeoperacijska, patohistoloska TNM klasifikacija (engl.
Post-surgical histopathological classification - pTNM) najtocniji je pokazatelj prognoze bolesti i

konacni parametar u odabiru adjuvantnog lije¢enja (69-72).
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Tablica 2. TNM klasifikacija planocelularnog karcinoma usana i usne Supljine iz 2018. godine.

Primarni tumor (T)
10,84 Primarni tumor ne moze se procijeniti

1’2" Nema dokaza primarnog tumora
I8 Carcinoma in situ
Tumor £ 2 cm i dubina invazije (DOI) £ 5 mm*
(DOI — depth of invasion and not tumor thickness)
2| Tumor £ 2 cm i dubina invazije (DOI) od 5 — 10 mm ili tumor od 2 — 4 cm i dubina invazije £ 10 mm
1Y Tumor > 4 cm ili dubina invazije (DOI) > 10 mm
T4a — umjereno uznapredovala lokalna bolest:
usha — tumor prodire kroz kortikalis mandibule, zahvaca donji alveolarni Zivac ili dno usne Supljine ili kozu
(obraza ili nosa)
usna Supljina — tumor prodire kroz kortikalis mandibule ili maksilarnog sinusa ili zahvaca kozu
T4b — vrlo uznapredovala lokalna bolest — tumor zahvaca bazu lubanje, Zvaénu muskulaturu, pterigoidne
nastavke i obuhvacéa unutarnju karotidnu arteriju
Regionalni limfni ¢vorovi (N)
Limfni ¢vorovi ne mogu se procijeniti
Nema metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima

=

Metastaze u jedan ipsilateralni limfni ¢vor promjera < 3 cm bez ekstranodalne ekstenzije (ENE)

N2a- Metastaze u jedan ipsilateralni limfni ¢vor promjera od 3 do 6 cm bez ekstranodalne ekstenzije (ENE)

N2b — Multiple metastaze u vise ipsilateralnih limfnih ¢vorova promjera < 6 cm bez ekstranodalne ekstenzije

(ENE)

N2c — Metastaze u bilateralnim i kontralateralnim limfnim ¢vorovima promjera < 6 cm bez ekstranodalne
ekstenzije (ENE)

N3a — Metastaze u limfni ¢vor promjera > 6 cm bez ekstranodalne ekstenzije (ENE)

N3b — Metastaze u jedan ili vise limfnih ¢vorova s ekstranodalnom ekstenzijom (ENE)**

daljene metastaze (M)

Udaljene metastaze ne mogu se procijeniti

(=Y

|

Nema udaljenih metastaza

\"/i8 Udaljene metastaze
* Samo povrsinska erozija kosti ili alveole karcinomom gingive nije dovoljna za klasifikaciju T4a.
**Zahvacenost koze ili invazija mekih cesti s dubokom infiltracijom muskulature ili okolnih struktura ili klinicki znaci

zahvadenosti Zivaca klasificira se kao klinicki ekstranodalni proboj ¢vora (ENE).

Tablica 3. Klasifikacija stadija bolesti planocelularnog karcinoma usana i usne Supljine.

Tis NO MO0
T1 NO MO
T2 NO MO
T3 NO MO
T1,T2,T3 N1 MO
Stadij IV A Tda NO, N1 MO
T1,T2, T3, T4a N2 MO
Stadij IV B Bilo koji T N3 MO
T4b Bilo kojiN MO
Stadij IV C Bilo koji T Bilo kojiN M1
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1.4. Patohistoloske karakteristike karcinoma usne Supljine

lako vrlo jednostavna za primjenu u klinickoj praksi, u TNM klasifikaciju uklju¢ena je samo
anatomska prosirenostbolestiizbogtoga samostalno nije dovoljno pouzdana u preciznijoj prognozi
dozivljenja bolesnika, ali je joS uvijek najsnazniji prognosticki sustav. Osim anatomske prosirenosti
bolesti na doZivljenje bolesnika bitno utjecu i drugi cimbenici koji ovise o bolesniku i metodilijecenja.
U procjeni pacijenata s OSCC-om klinicki stadij bolesti prema TNM klasifikaciji nadopunjuje se
razli¢itim patohistoloskim bodovnim sustavima, kao ¢esto bitniji markeri u odredivanju bioloskog
ponasanja tumora bazirani na detaljnoj histoloskoj analizi tumora. Medu najpopularnijim
patohistoloskim bodovnim sustavima izdvajaju se Bryneov sustav, Brandwein-Gensler sustav
procjene histoloskog rizika, WHO sustav diferencijacije tumora te najnoviji BD model (od engl.
Budding and Depth of invasion model) (73-75).

Do danasnjegdana ne postoji univerzalno prihvaéen patohistoloskibodovni sustav u procjeni
prognoze bolesti te su brojne studije pokazale loSu korelaciju izmedu histoloSko-morfoloskih
parametaraiklinickih ishoda. Subjektivnost nekih parametarate kombinacija neovisnih varijabli kao
Sto je dubina invazije tumora s parametrima opisivanja morfologije tumora, poput stupnja
keratinizacije i pleomorfizma jezgara i cimbenicima neovisnima o tumorskom mikrookoliSu poput
upalnoginfiltratasmatraju se mogucim razlozima nepouzdanosti patohistoloskih bodovnih sustava
(76-79).

Barbosa da Silva je sa suradnicima usporedivao prognosti¢ku znaéajnost Cetiri navedena sustava
u pacijenata s planocelularnim karcinomom jezika te je dokazao da je jedino BD model, baziran na
prisutnostinakupina tumorskih stanica i dubiniinvazije tumora, povezan sishodima u oboljelih (73).
lako nov, BD model je objektivanilako primjenjivte se u viSe studija pokazao kao dobar prediktivni
¢imbenik doZivljenja. Pupanje tumora ( engl. tumor budding - TB) predstavlja mo¢ njegove

disocijacije u prednjem dijelu tumora, kao odraz epitelnog-mezenhimalnog prijelaza (engl.

18



epithelial-mesenchymal transition - EMT). EMT je obiljeZje heterogenosti tumora, odrazavajudi
sposobnost tumorskih stanica da migriraju, invadiraju i metastaziraju. Takoder, EMT je
karakteristika maticnih stanica raka (engl. cancer stem cells - CSC), koje su povezane s recidivima i
rezistencijom na terapiju (79-81). Zadnjih godina, brojni dokazi ukazuju da su pupanje tumora na
invazivnom dijelu tumora i veéa dubina invazije povezani su s visokim rizikom od regionalnih

metastaza i loSijim doZivljenjem bolesnika (slika 9) (73, 79-82).

Slika 9. BD patohistoloski model. Nekoliko tumorskih pupoljaka s manje od 5 tumorskih stanica (niski
rizik) (A). Tumorska gnijezda i otocici s viSe od 5 tumorskih stanica na prednjem invazivnom dijelu
tumora (B). OSCC s dubinom invazije manjom od 4 mm (C). OSCC s dubinom invazije ve¢om od 4
mm (D) (73).
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1.4.1. Stupanj diferenciranosti karcinoma

WHO klasificira OSCC prema diferencijaciji epitelana dobro (gradus 1), umjereno (gradus 1) i
slabo (gradus lll) diferencirane tumore na temelju stupnja keratinizacije, stani¢nog i jezgrinog
pleomorfizma i mitoticke aktivnosti. Medutim, postoje kontroverze u pogledu stvarne ucinkovitosti
ovog sustava ocjenjivanja u predvidanju prognoze bolesti buduci da su brojne studije pokazale slabu
korelaciju s odgovorom na lijecenje i klinicke ishode bolesti. Nedostatak korelacije djelomi¢no se
moZe objasniti subjektivnoséu same metode i izostankom parametara koji su povezani sa

tumorogenezom poput vrste invazije tumorskih stanica (72, 77).

1.4.2. Dubina invazije i debljina tumora

Osmo izdanje TNM klasifikacije tumora usne Supljine iz 2018. godine uvodi pojam dubine
invazije (engl. Depth of invasion - DOI) koji je uvrSten u T stadij i oznacava ekstenziju tumorskog rasta
ispod epitelijalne povrsine (69, 71-72). Mjeri se tako da se povuce horizontalnalinija preko tumora
u razini bazalne membrane susjedne histoloskizdrave sluznice te od nje vertikalna linija do najdublje
tocke tumora (slika 10). DOl tumora korelira s pojavom okultnih metastaza u ranom T stadiju bolesti
kao i s losijim dozZivljenjem i viSom stopom recidiva bolesti (83-85). Prema do sada provedenim
studijama, MRi intraoralni ultrazvuk pokazali su se pouzdanim radioloskim metodamau preciznom
odredivanju DOIl-a prije operacije za razliku od CT-a (86). Neki autori sugeriraju primjenu
intraoralnog ultrazvuka u procjeni DOIl-a kod pocetnih karcinoma usne Supljine jer ultrazvuk
detektira dubinu invazije ve¢ od 1 mm naviSe uz visoku korelaciju s patohistoloskim DOIl-em. Kod
DOIl-a od 4 do 9 mm rizik od pojave okultnih metastazajeizmedu 17 i44%, dok je kod DOI-a manjeg
od 3 mm rizik svega 6 do 8%. Navedeno moze pomodi u odluci o elektivnoj disekciji vrata kod tumora

cT1i cT2 stadija (87-90).
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DOI i debljina tumora u ranom T stadiju koreliraju s rizikom od okultnih regionalnih

metastaza, lokoregionalnim recidivom bolesti i ukupnim dozivljenjem bolesnika (3, 89).

Debljina tumora

Mukoza

Submukoza

svg_

\§ ‘ &%
\ -‘btn r\

Slika 10. Shematski prikaz razlike dubine invazije (DOI) i debljine tumora (2).

1.4.3. Perineuralna i limfovaskularna invazija

Perineuralnu invaziju (engl. perineural invasion — PNI) prvi put je opisao Cruveilhier 1835.
godine (91). Opdéenito je prihvacen stav da su tumori s prisutnom PNI agresivniji te su uglavhom
povezani s loSijim ishodom bolesti. Inicijalno se smatralo da tumorske stanice direktno infiltriraju
perineuralni prostor na mjestu najmanjeg otpora. Najnovije studije opisuju da je proces PNI puno
kompleksniji te da ukljucuje signalne interakcije tumorskih i Schwannovih stanica. lako utjecaj PNI
na prognozu bolesti kod bolesnika s OSCC nije posve jasan viSe je dokaza na strani da je u bolesnika
s OSCC-om i patohistoloski verificiranim PNI, doZivljenje bitno smanjeno u usporedbi s pacijentima
bez prisutne PNI (92).

PNI je uz limfovaskularnu invaziju u 8. izdanju TNM klasifikacije malignih tumora usne
Supljine definiran kao izborni deskriptor koji treba uzeti u obzir kod odluke o adjuvantnom

onkoloSkom lijecenju (69).
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PNI je dokazani neovisni prognosticki cimbenik te se njena prisutnost u OSCC povezujei s
povecanim rizikom od pojave regionalnih metastaza i lokoregionalnog recidiva bolesti (92-93).

Neovisno o klinickim i patohistoloskim parametrima, prisutnost limfovaskularne invazije u
neposrednojblizini tumora kod bolesnika s T2 i vec¢ih karcinoma usne Supljine i orofarinksa povezuje

se s vecom ucestalos¢u lokalnog recidiva, regionalnih i udaljenih metastaza (92-94).

1.4.4. Model procjene histoloskog rizika

Brandwein-Gensler je sa suradnicima opisao model procjene histoloSkog rizika (engl.
Histological Risk Assessment — HRA) za OSCC koji ukljucuje PNI, limfocitni odgovor domacina (engl.
Lymphocyte Host Response — LHR) te najlosiji oblik invazije (od engl. worst pattern of invasion -
WPOI) (tablica 4). Vered je pokazao povedanirizik od recidiva bolesti u visokorizi¢nih pacijenata, dok
jeLindenblatt dokazao znacajnu povezanost izmedu HRA i ukupnog doZivljenja (engl. overall survival
- 0S), dozivljenja specificnogza bolest (engl. disease-specific survival — DSS) i doZivljenja bez bolesti
(engl. disease-free survival - DFS) (95-96). Nasuprottome, Rodrigues, Sawazaki-Calone, Barbosada
Silvai Kolokythas nisu uspjeli dokazati povezanost HRA, klini¢kih parametaraistope doZivljenja (73,
77, 97). Model procjene histoloSkog rizika pokazao se kod visokorizi¢nih bolesnika kao neovisan

prognosticki cimbenik u lokoregionalnojkontroli bolesti te u ukupnom dozivljenju bolesnika (98).

Tablica 4. Model procjene histoloskog rizika za planocelularni karcinom usne Supljine.

BODOVANIE RIZIKA
HISTOLOSKA VARIJABLA 0 1 3

“ bez PNI mali Zivci veliki Zivci
neprekinuta traka velika polja slabi ili bez odgovora
______weol 1,23 4 5
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1.4.5. Ekstranodalni proboj regionalne metastaze

Ekstranodalni proboj regionalne metastaze (engl. extranodal extension - ENE) oznacava
ekstenziju metastatskog karcinoma izvan limfnog ¢vora, kroz fibroznu kapsulu u okolno vezivno
tkivo (69). Prisutnost ENE znak je loSijeg doZivljenja bolesnika, povecane stope regionalnih recidiva
bolesti i udaljenih metastaza (99, 100). 5-godiSnje OS i DFS u pacijenata s OSCC-om koji imaju
prisutnu ENE je znacajno loSije (31% i 38%) u odnosu na one bez prisutne ENE (51% i 71%) (101).
Shaw i suradnici su na 400 bolesnika s OSCC-om zabiljeZili negativan utjecaj ENE na 5-godisSnje
dozivljenje bolesnika sa stopama dozivljenjaod 65%, 52% i 23% u bolesnika s negativnim ¢vorovima,
pozitivnim ¢vorovima bez ENE i pozitivnim ¢vorovima s ENE (102). Prema dosadasnjim istraZivanjima
ENE se svrstava u negativne neovisne prognosticke cimbenike kod bolesnika s HNSCC-om. Zbog
navedenogje AJCCunovom 8. izdanju TNM klasifikacije iz2018. godine nadogradio N stadij dodavsi
ENE kao negativan prognosticki cimbenik kod HNSCC-a (69). Gotovo sve smjernice preporucuju
agresivnije lije¢enje HNSCC-a s prisutnom ENE, odnosno provodenje adjuvantne kemoradiot erapije
(50). Prema rezultatima meta-analize iz 2016. godine dokazana je vrlo niska specificnost i
senzitivnost MR-a i CT-a (manja od 0,85) u otkrivanju ENE u bolesnika prije operacije te je trenutno
zbog toga jedino moguca patohistoloska verifikacija ENE u disektatu vrata (103). Intenzivno se
istraZzuju markeri tumora i mikrookolisa tumora koji mogu ukazivati naENE. Nodai suradnici su 2022.
godine objavili rezultate retrospektivnog istrazivanja povezanosti ¢imbenika mikrookolisa tumora i
prisutnosti ENE analizirajuci 186 reseciranih tumora i 83 biopsije OSCC-a. Pupanje tumora visokog
rizika (engl. tumor budding - high - TB-H) pokazao se kao neovisan ¢imbenik rizika za pojavu ENE,
dok se kombinacija prisutnosti nezrele dezmoplasticne reakcije (engl. immature desmoplastic
reaction - DR-l), malobrojna prisutnost tumor infiltriraju¢ih limfocita (engl. tumor-infiltrating

lymphocytes -low- TlLs-L) i klinicki DOI >10 mm u uzorcima biopsije pokazala kao dobar prediktor
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ENE (104). Posljednjih je godina izrazito povecan broj istraZzivanja vezanih uz tumorski mikrookolis

koji bi mogao biti klju¢ni pokreta¢ metastaziranja u limfne ¢vorove i ENE (73-75, 79, 104).

1.4.6. HPV status tumora

Syrjanen je 1983. godine opisao sudjelovanje humanog papilomavirusa (engl. Human
papillomavirus - HPV) u oralnoj karcinogenezi (105). HPV visokog rizika (engl. High-risk Human
papillomavirus - HR-HPV) povezuju se s nastankom OSCC-a (npr. HPVtip 16 i 18), doksu HPV niskog
rizika (engl. Low-risk Human papillomavirus — LR-HPV) uglavnom povezani s benignim bolestima
usne Supljine, npr. HPV tip 6 i 11. lako je oko 75% OSCC-a povezano s rizicnim ¢imbenicima poput
konzumacija duhanskih proizvodai alkohola, zadnjih desetljec¢a raste udio mladih bolesnika s HPV
infekcijom koji ne konzumiraju alkohol i duhanske proizvode (106). Vise od 70% planocelularnih
karcinoma orofarinksa povezano je s HPV infekcijom te su ovi tumoriizdvojeni kao zasebna skupina
orofaringealnih karcinoma s razli¢éitom prognozom i odgovorom na terapiju u odnosu na HPV
negativne orofaringealne tumore. Za razliku od planocelularnog karcinoma orofarinksa kod usne
Supljine postoje kontradiktornosti vezane uz utjecaj HPV na razvoj OSCC-a. Rezultati istrazivanja
pokazuju velike varijacije prevalencije HPV infekcije u OSCC (106, 107).

Postoje velike geografske i sezonske varijacije trenda u stopama prevalencije HPV-a u OSCC.
Kreimer i suradnici su sistemskim pregledom incidencije HPV infekcije u usnoj Supljini zakljucili da
oralna HPV infekcija mozZe dovesti do razvoja OSCC-a (107). Gillison je dokazao da je ukupna
prevalencija HPV infekcije u SAD-u 6.9% te da je visa u muskaraca. HPV infekcija spada u spolno
prenosive bolesti pa je tako oralni seks glavni nacin transmisije HPV-a u usnu Supljinu i orofarinks
(108). Za sada je tek nekoliko studija koje dokazuju da cjepivo protiv HPV-a pruza prevenciju oralne
HPV infekcije (106, 109-110).

HR-HPV infekcija je neovisan ¢imbenik rizika u nastanku OSCC-a s incidencijom 4,7 puta

veéom u OSCC u odnosu na zdravu sluznicu, zaklju¢ak je meta-analize koju je proveo Miller sa
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suradnicima na 4680 uzoraka OSCC-a na temelju rezultata 94 publikacije (111). Druga meta-analiza
pruZilaje slicne dokaze na uzorku biopsija 766 OSCC-a te je dokazana HPV infekcija PCR-om u 3,9%
uzoraka (112). U raznim zemljama srednje Europe i Latinske Amerike nije pronadena HPV infekcija
u OSCC-u, dok u Indiji prevalencija HPV infekcije tipom 16 varira od 6% do 45,8%, a tipom 18 od 0%
do 54,2% karcinoma usne Supljine (113).

Dokazani su mnogobrojni molekularnimehanizmi pomoéu kojeg HPV ometa klju¢ne procese
stani¢nog ciklusa i apoptoze. U razvoju karcinoma onkoproteni E6 i E7 iz HPV-a poti¢u degradaciju
proteina p53i Rb te tako odrzavaju proliferativnu sposobnost oStecenih stanica i doprinose Sirenju

strukturnih kromosomskih abnormalnosti (105-110).

1.5. Sirenje karcinoma usne 3upljine

Zbog prvenstveno limfogenog Sirenja i centripetalnog toka limfe, metastaziranje karcinoma
usne Supljine je uglavnom predvidivo. Naj¢esce, tek postojanjem regionalnih metastaza moguce je
hematogeno Sirenje u udaljene organe. Postoje dvije teorije Sirenja primarnogtumora u limfne Zile,
izravnom ekstenzijom ili permeacijom te embolizacijom. Embolizacija limfnih ¢vorova tumorskim
stanicama danas se smatra dominantnim nacinom Sirenja planocelularnog karcinoma (7). Nazalost,
u trenutku dijagnoze bolestiregionalne metastaze su prisutne kod 50% bolesnika $to smanjuje stopu
izlje¢enja kod svakog stadija bolesti za 50% (2, 4, 8). Primarna limfati¢na drenaZa za karcinome
oralnog jezika i dna usne Supljine ukljuuje submentalne (la), submandibularne (Ib) te
jugulodigastricne limfne ¢vorove (lla). Prednji dio jezika predominantno metastazira u regiju la, dok
je za lateralnirub jezika karakteristicno metastaziranje u regiju lb i lla (114). lako rijetko, moguca je
pojava preskacucih (engl. skipping) metastaza karcinoma jezika u regiju lll ili IV bez prisutnosti
regionalnih metastaza u regiji | i Il. Byers i suradnici opisaolisu prisutnost preskacucih metastaza
kod karcinoma oralnog dijela jezika u 16% pacijenata. Navedeno se objasnjava postojanjem limfnog

puta koji nije prekinut limfnim ¢vorovima (115). Potrebno je naglasiti da recentnije prospektivne
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studije dokazuju da regija IV ne moZe biti primarna regija metastaziranja karcinoma jezika (50,116).
Za karcinoma dna usne postoji visoka sklonost za bilateralno metastaziranje dok to nije slucaj za
karcinome oralnogdijela jezika (49). Limfogeno Sirenje karcinoma obraza tipi¢no ukljuCuje regije | i
I1(3,117). Karcinomi alveolarnog grebenai retromolarnog podrucja razlikuju se od drugih karcinoma
usne Supljine zbog ¢esée i vrlo rane infiltracije kosti pa promjer samogtumora uglavhom ne korelira
s volumenom tumora. Glavni limfati¢ni put regionalnih presadnica karcinoma retromolarnog
podrucja jeregija ll s moguénoséu metastaziranjau periparotidne i retrofaringealne limfne ¢vorove.
Karcinom alveolarnog grebena uglavnom metastazira u regiju | i Il (118-120).

Zbog snazine limfati¢ne barijere vrata udaljene metastaze su rijetke kod karcinoma usne
Supljine i prisutne su u oko 10% bolesnika. Prisutnost udaljenih metastaza bez prisutnosti
regionalnih metastaza izuzetno je rijetko. Pacijenti stoga naj¢e$ée umiru od posljedica lokalne i
regionalne bolesti bez prisutnih hematogenih metastaza (2-6, 70, 122-123). Vazno je napomenuti
da su udaljene metastaze najceSce prisutne u pluéima. Dakle, u slucaju prisutnost izoliranih
metastaza u jetri, kostima ili sredoprsju moramo tragati za pluénim metastazama (121). Unatoc
napretku dijagnostickih metoda poput ultrazvuka, CT-a, MR-a, PET/CT-a, serumskih tumorskih
markera presadnice u regionalnim limfnim ¢vorovima kod cT1 i cT2 ne mogu se uvijek detektirati.
Navedeno ukazuje na potrebu za novom pouzdanom dijagnostikom, prognostickim strategijamai
dodatnim parametrima za boljuidentifikaciju OSCC-a koji ¢ak i u ranim stadijima pokazuju agresivno

biolosko ponasanje.
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1.6. Lijecenje karcinoma usne Supljine

Unato¢snaznomrazvoju radioterapije i kemoterapije, kirurSkom lijecenju OSCC-a i danas se
daje velika prednost zbog boljih ishoda bolesti. Ovisno o patoloskim znacajkama tumora potrebno
je provesti dodatno (adjuvantno) lijeCenje radioterapijom, kemoterapijom, samostalno ili u
kombinaciji (50). Tumoriranogstadijabolesti(lill stadij) uglavnom se lije¢e samo jednim terapijskim
modalitetom, dok se uznapredovali tumori lije¢e multimodalnom terapijom, najées¢e primarno
kirursko lije¢enje s adjuvantnom radioterapijom ili kemoradioterapijom (50, 124).

Nedostaci kemoterapijeiradioterapije (toksi¢nost, intolerancijairezistencija) te dugotrajan
oporavak, psihosocijalni stres te narusena estetika nastala kirurskim zahvatom usprkos razvoju
rekonstruktivne kirurgije, ukazuju na potrebu za pronalaskom novih metoda lijeCenja i razvojem
postojecih (125). Mapiranje ljudskog genoma pocetkom 21. stolje¢a oznacilo je revoluciju u medicini
te otvorilo put za istrazivanjem molekularnih mehanizama ukljucenih u patogenezu HNSCC-a
potaknuvsi znanstvenike na razvoj lijekova usmjerenih na tumor-specificne putove i mutacije.
Nadalje, provedena su brojnaistrazivanja koja pomazu u razumijevanju uloge imunoloskog sustava
u suzbijanju rasta tumora kao i sposobnosti tumora da izbjegne imunoloski odgovor. Tijekom
sljededih desetljeéa razvoj ciljane terapije kao i imunoterapije zasigurno ¢e promijeniti paradigmu

lijeCenja HNSCC-a (126, 127).

1.6.1. Kirursko lijecenje

Temeljne principe kirurskoglijeCenja OSCC-a postavio je americki kirurg George Washington
Crile s Cleveland klinike 1906. godine koju je bazirao na Halstedovim principima kod radikalne
mastektomije. Detaljno je na 132 bolesnika opisao kirursku tehniku i rezultate lijeCenja odstranjenja
primarnog tumora u jednom bloku s limfnim ¢vorovima vrata i okolnim strukturama nazvavsi

operaciju ,blok disekcija”. Osnovni principi Crilove operacije primjenjuju se i danas uz minimalne

27



modifikacije. Uzrezultate druge studije o postajanju samo 1% udaljenih metastaza kod bolesnikas
HNSCC-om bazirane na temelju obdukcijskih nalaza 4500 bolesnika opisao je glavne nacine Sirenja
HNSCC-a te ulogu vratnih limfnih évorova kao snazne barijere u Sirenju tumorskih stanica u udaljene
organe (128). Crileovu metodu ,blok disekcije” popularizirao je Hayes Martin koji je 1957. godine
publicirao rezultate lije¢enja rutinskom primjenom radikalne disekcije vrata u regionalnoj kontroli
bolesti kod bolesnikaoboljelihod OSCC-a. Zbog navedenogga smatramo ocem suvremene kirurgije
glave i vrata (128, 129). Radikalna disekcija vrata je osim uklanjanjalimfnih ¢vorova jedne strane
vrata od klavikule do mandibule ukljudivala i Zrtvovanje vene jugularis interne, akscesornog zZivca i
sternokleidomastoidnog misiéa. Kasnijih godina brojni kirurzi su postavili pitanje potrebe Zrtvovanja
nelimfati¢nih struktura u svih pacijenata s obzirom na to da resekcija sternokleidomastoidnog Zivca
uzrokuje gubitak konture vrata i djelomicni gubitak funkcije, resekcija akscesornog Zivca dovodi do
znacajnog gubitka funkcije ramena, a metastaze uz Zivac su izuzetno rijetke te zrtvovanje vene
jugularis interne nema veliki klini¢ki zna¢aj uz stopu mortaliteta od 5% u bolesnika s obostranom
resekcijom vene. Do tada uvrijezen stav ,bigger is better”, odnosno agresivnost operacije dovedena
je u pitanje osobito kod pacijenatas klinicki negativnim vratom (NO), ,,low-stage“ klinicki pozitivnog
vrata i u slucajevima gdje je potrebna obostrana disekcija vrata kod tumora koji prelaze medijalnu
liniju (14). U tom smislu, novi pristup u lije€enju tumora glave i vrata postavio je Argentinac Oswaldo
Suarez, otorinolaringolog i anatom, 60-ih godina proslog stolje¢a, popularizirajuéi , funkcionalnu
disekciju vrata” koja je ukljuéivala odstranjenje limfnih évorova vrata uz o¢uvanje akcesornogZivca,
sternokleidomastoidnog misié¢a i vene jugularis interne. Svoje je znanje prenio Talijanu Ettore Bocca-
i i Spanjolcu Cesaru Gavilan-u koji su metodu popularizirali u Europi. Nadalje, brojni su kirurzi
odstranjivali samo pojedine regije limfnih ¢vorova kod klini¢ki negativnogvrataito onih u kojima se
naj¢eSée nalaze metastaze (130-132). Godine 1991. Americka akademija za otolaringologiju i

kirurgiju glave i vrata (engl. American Academy of Otolaryngology — Head and Neck Surgery - AAO—
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HNS) zbog ujednacdavanja terminologijei podjele disekcije vrata uvela je klasifikaciju disekcija vrata.
Zadnja modifikacija klasifikacije iz 2008. godine disekcije prema opsegu dijeli na radikalnu disekciju
vrata (RDV), modificiranu radikalnu disekciju vrata (mRDV), selektivnu disekciju vrata (SDV) i
prosirenu radikalnu disekciju vrata (pRDV). Ipsilateralna limfadenektomija svih pet regija vrata uz
Zrtvovanje tri nelimfati¢ne strukture (sternokleidomastoidni misi¢, akcesorni Zivac i vena jugularis
interna) dio je RDV. Za razliku od RDV-a, kod mRDV-a Cuva se barem jedna od tri nelimfati¢ne
strukture. Ako se uz strukture ukljuene u RDV reseciraju i dodatne okolne limfati¢ne i/ili
nelimfati¢ne strukture onda se takva disekcija naziva prosirenaradikalna disekcija vrata (pRDV). SDV
oznacava disekciju samo nekih od pet regija vrata ovisno o lokalizaciji primarnog tumora uz, u
pravilu, ocuvanje nelimfati¢nih struktura. SDV se stoga moze podijelitina supraomohioidnu disekciju
(regija I-11l), lateralnu (regija lI-1V), posterolateralnu disekciju (regija ll, lll, IV, V) te prednju disekciju
vrata (regija VI). Prema indikaciji disekcije vrata se mogu podijelitina kurativne (prisutne regionalne

metastaze - N1-3) i elektivne disekcije vrata (klinicki negativni vrat - NO) (133-134).

1.6.2. Radioterapija

lako se rani stadij karcinoma usne Supljine mozZe uspjeSno lijeciti radioterapijom ili
kirurgijom, kirursko lije¢enje primarni je modalitet terapije. Rizik od osteoradionekroze, slabija
tolerancijaiucinak na karcinome usne Supljine koji ne ukljucuju jezik, sporije cijeljenje rane i slabiji
odgovor kod infiltrativnih lezija i dubokih ulkusa te enormni razvoj rekonstrukcijske kirurgije
mikrovaskularnim slobodnim reznjevima neki su od razloga zasto se primarnom kirursSkom lije¢enju
daje prednost (3-4, 124). Brahiterapija se moZe samostalno ili u kombinaciji s vanjskom
radioterapijom primjenjivati za male i povrSinske tumore. Kod uznapredovale bolesti multimodalno
lijecenje kirurgijom i adjuvantnom kemoterapijom i/ili radioterapijom ima znacajniji utjecaj na

dozivljenje bolesnika u odnosu na monoterapiju. Adjuvantna radioterapija provodise u bolesnika
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kod kojih je prisutan visoki rizik od pojave lokoregionalnog recidiva bolesti, odnosno kod pT3i pT4
tumora, pozitivhog i bliskog kirurSkog ruba, histoloski dokazane PNI i/ili perivaskularne invazije,
postojanja ENE te opsezneregionalne bolesti (pN2i pN3) (134-135). Dodatak kemoterapije 1., 22. i
43. danaradioterapije (konkomitantna kemoradioterapija) izvodi se u slucajevima postajanja ENE i
pozitivnogruba (136). Kod pacijenata koji odbijaju kirursko lije¢enjeili koji ne mogu biti podvrgnuti
kirurSkom lijecenju primjenjuje se lije¢enje primarnom radioterapijom. Kod uznapredovalih kirurski
inkurabilnih karcinoma preporucuje se lijeCenje primarnom kemoradioterapijom s tendencijom
smanjenja volumena tumora i opsega bolesti koja je kirurski ,dohvatljiva® (18, 50).

Zadnjih godina biljeZi se snazan razvoj novih, modernijih radioterapijskih tehnika koje
omoguduju preciznije usmjeravanje ionizirajueg zracenja na tumor bez znacdajnog rasapa i
oStecenja okolnog zdravog tkiva. Naprednija forma 3D-konformalne radioterapije (engl. three -
dimensional conformal radiation therapy - 3D-CRT), inverzna radioterapija odnosno zracenje
snopovima promjenjivog intenziteta (engl. intensity - modulated radiation therapy - IMRT)
funkcionira tako da dodatno Stedi netumorska tkiva zracenjem zdravih struktura do doze tolerancije.
Radioterapija se provoditijekom pet dana u tjednu tijekom pet do sedam tjedana s dnevnom dozom
zracenja od 2Gy do ukupno 70Gy (135). Brojna istrazivanja potvrduju da je radioterapiju potrebno
primijeniti unutar 100 dana od operacije jer je tada njen ucinak na doZivljenje i lokalnu kontrolu
bolestiznacajno bolje (136-137). Radi brojnih nuspojavai komplikacija uzrokovanih radioterapijom
u praksise primjenjujei hiperfrakcionirano zraéenje koje ukljuuje provodenje radioterapije u dvije
ili tri frakcije dnevno s pojedinaénim dozama manjima od 2Gy pri ¢emu je ukupna doza veéa (137-
138). Prema rezultatima RTOG lll. faze ispitivanja, pacijenti lijeCeni hiperfrakcioniranjem imali su

vise stope lokoregionalne kontrole bolesti od onih lijecenih standardnim frakcioniranjem (140).
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1.6.3. Kemoterapija

Kod pacijenata s OSCC-om kemoterapija se najcescée primjenjuje nakon operacije u tri ciklusa
zajedno s radioterapijom (konkomitantna kemoradioterapija) kao radiosenziter u slucajevima kad
postoji visoki rizik od recidiva bolesti (pozitivni resekcijski rub i/ili postojanja ENE u regionalnim
limfnim ¢vorovima). Ovakav nacin lijecenja poboljSava lokoregionalnu kontrolu bolesti i ukupno
dozivljenje bolesnika, ali uz znacajno veéu stopu kserostomije i mukozitisa (136, 139). Dvije velike
studije, EORTC 2004 i RTOG 9501, potvrdile su korist od primjene adjuvantne kemoradioterapije u
odnosu na primjenu samo radioterapije dokazujuéi da je period do progresije bolesti bio znatno
dulji, ukupna stopa doZivljenja znatno visa te kumulativna stopa lokalnih i regionalnih recidiva
znacajno niza (47% u odnosu na 36% nakon 5 godina) (141-142). Uglavnom se aplicira jedan
citostatik jer se polikemoterapija pokazala punotoksi¢nijom, a nije znacajno utjecala na dozivljenje
bolesnika. Citostatici koji se najc¢eSée primjenjuju su cisplatina, karboplatina, 5-floururacil (5-FU),
paklitaksel, docetakselicetuksimab. Zbognajboljegucinka na povecanje 5-godiSnjeg dozivljenja od
6,5%, cisplatina se danas najcesce koristi kao dodatak radioterapiji (143).

Kod uznapredovalih OSCC-a moZe se primijeniti neoadjuvantna (indukcijska)
kemoradioterapija u svrhu smanjenja opsega bolesti radi primjene adjuvantnog kirurskog ili
radioterapijskog lijeCenja. Trec¢i oblik kemoterapije je palijativna kemoterapija kod metastatske i
neresektabilne bolesti (3).

IgG1 monoklonsko protutijelo (cetuksimab) koje inhibira djelovanje receptora epidermalnog
¢imbenika rasta koji je izrazen u vise od 90% HNSCC-a vrlo je djelotvoran lijek jer usporava rast
karcinoma i pojacava radiosenzitivnhost. Primjena cetuksimaba s preparatima platine i 5-FU kod
recidiva HNSCC i metastatske bolesti pokazala je znacajan utjecaj naproduzenje ukupnog dozivljenja
bolesnika (10,1 mjesec u odnosu na 7,4 mjeseci) te doZivljenje bez progresije bolesti (5,6 mjeseci u

odnosu na 3,3 mjeseca) (144). Nadalje, istodobna primjena cetuksimaba i radioterapije kod lokalno
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uznapredovalih HNSCC-a pokazala je benefit na ukupno dozivljenje bolesnika u odnosu na primjenu

samo radioterapije (45,6% vs 36,4%) (145).

1.6.4. Imunoterapija

Uspjesi ciljane terapije kod pojedinihvrsta zlo¢udnih tumora vjerojatno nece biti znacajni u
inhibiranju rasta HNSCC zbog njihove izrazite heterogenostii malog postotka specifiénih genetskih
promjena (146). Osim inhibicije proteina p53, do sada nije dokazana niti jedna genetska promjena
koja se pojavljuje u vise od 20% tumora glave i vrata (147). Personalizirana medicina jedino je
rieSenje, ali je joS uvijek teSko dostupna i skupa. Ubrzan razvoj lijekova koji moduliraju endogeni
imunoloski sustav potic¢uci njihova antitumorska svojstva mogli bi promijeniti sadasnje paradigme
lijeCenja mnogobrojnih tumora. Karcinomi su okruzeni imunoloskim stanicama, predominantno
citotoksicnim T limfocitima i antigen prezentiraju¢im stanicama koji imaju klju¢nu ulogu u
prepoznavanju i unistenju tumorskih stanica. Takoder je poznato da tumori posjeduju brojne
mehanizme izbjegavanja imunoloskog odgovora domacdina (146-147).

Ko-stimulacijaizmedu antigen prezentirajucih stanica i T limfocita posredovan je visestrukim
»kontrolnim tockama“ (od engl. checkpoints) na koje djeluju tumorske stanice smanjujudi
imunoloski odgovor. Razvoj lijekova koji djeluju na te kontrolne tocke i tako pobuduju i osnazuju
aktivnost imunoloskih stanica u tumorskom mikrookolisu veé je pokazao izvanredne rezultate u
lije€enju melanoma koze te se provode brojne studije na tumorima glave i vrata koje ukazuju da bi
moglo do¢i do znacajnog napretka u lije¢enju HNSCC-a (148).

U recentnim klini¢kim studijama, poput KEYNOTE-012, KEYNOTE-040, KEYNOTE-048, RTOG
3504, HAWK, CONDOR, EAGLE i CheckMate-141, prvi se puta proucavao ucinak inhibitora PD-1
(nivolumab i prmrolizumab), PD-L1 (durvalumab, atezolizumab i avelumab) ili CTLA-4 (ipilimumabi

tremelimumab) u lije¢enju uznapredovalih HNSCC-a i na osnovu njihovih rezultata prvi se puta
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pocinje primjenjivati imunoterapija u lijeCenju tumora glave i vrata (slika 11) (149-151). Zakljucak
CheckMate-141 klinicke studije bio je da se kod ispitanika lijecenih nivolumabom znacajno produzilo
dozivljenje s medijanom od 7,5 mjeseci u odnosu na dozivljenje ispitanika (medijan od 5,1 mjesec)
lijeéenih cetuksimabom, a jednogodisnje doZivljenje za 36% prema 17%. Nadalje, nivolumab se
pokazao ucinkovit bez obzira naizrazenost PD-L1 te siguran za primjenu bez zabiljeZenih nuspojava
i utjecaje na opée stanje bolesnika (150). KEYNOTE-040 i KEYNOTE-048 poznate su klinic¢ke studije
koje su proucavale u¢inak pembrolizumaba na 495 ispitanika s progresijom bolesti odnosno 882
ispitanika s lokalnim recidivom i metastatskom bolesti. Pembrolizumab je u obije studije bio povezan
s viSim stopama dozivljenja. Stoga je NCCN u smjernice uvrstio nivolumab i pembrolizumab kao
preporuku za drugu liniju lijeenja recidivirajuce i/ili metastatske bolesti, dok je Americka agencija
za hranui lijekove (engl. Food and Drug Administration— FDA) i Europska agencija za lijekove (engl.
European Medicines Agency — EMA) 2019. godine odobrila pembrolizumab za lijecenje svih oblika
zlo¢udnih tumora glave i vrata (151-152).

Za razliku od PD-1 inhibitora, PD-L1 inhibitori (avelumab) kao dodatak kemoterapiji nisu
pokazali znacajni utjecaj na doZivljenje bolesnika s uznapredovalim HNSCC-om. Zbunjuje Cinjenica
dakoliCinaizrazenosti PD-L1 nuzno ne korelira s odgovorom na imunoterapiju $to je potvrdila meta-
analiza koja je ukljucivala 11 radova i 1060 ispitanika s OSCC-om (153).

lako PD-1 inhibitori pokazuju snazan potencijal u lije¢enju HNSCC-a Cinjenica je da samo
manji udio pacijenata pokazuje znaéajnu korist od imunoterapije Sto nam ukazuje da je ovo podrudje
jo$ uvijek poprili¢cno nejasno i nedovoljno istrazeno. Jedno od objasnjenja lezi u tome da samo
tumori oko kojih postoji upalna komponenta reagiraju na imunoterapiju Sto bi se u perspektivi

moglo postiéi antitumorskim cjepivima (154).
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Slika 11. Regulacijske kontrolne tocke T-limfocita i imunomodulatorni lijekovi - CTLA-4 i
PD-1/PD-L1 inhibitori (152).

1.7. Prognosticki cimbenici i doZivljenje bolesnika

Snazna ekspanzija istraZivanja OSCC-u i napredak dijagnostickih i terapijskih metoda
posljednjih30 godina nije dovelo do povedanja petogodiSnjeg dozivljenja bolesnikate je onoi dalje
oko 55% (18, 35). Takoder, vise od 40% pacijenata u trenutku dijagnoze bolesti ima prisutne
regionalne metastaze, a viSe od 60% pacijenata ima tumor veéi od 4 cm Sto ukazuje na neucinkovitu
prevenciju bolesti. PetogodiSnje dozivljenje bolesnikas OSCC-om u stadiju l iznosiizmedu 80 i 90%
te se ono smanjuje napredovanjem stadija bolesti za 20% (slika 12) (1-2, 4, 18). lako prognoza
bolestiznacajnokoreliras TNM stadijem bolestinije zanemariv podatak da pacijenti s istim stadijem
bolestiimaju u potpunostirazli¢ito dozivljenje. Navedeno ukazuje na manjkavosti TNM klasifikacije
u smislu usmjerenosti na anatomsku proSirenost bolesti te je slijedom toga AJCC u 8. izdanju TNM
klasifikacije naglasio vaznost potreba za dodatnim razvojem klini¢kih prognostickih modela i

dinamickih nomograma koji ¢e uklju¢ivanjem multiplih varijabli matematickim algoritmima
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personalizirano predvidjetiprecizniju prognozuiishod bolesti. To¢no predvidanje doZivljenja vrlo je
vazno za planiranje lijeenja, pracenje i procjenu postoperativnog rizika u bolesnika s OSCC-om
(155).

Brojni su ¢imbenici ovisni o bolesniku koji mogu utjecati na prognozu bolesti poput opceg
stanja bolesnika, dobi, spola, rase, genetske predispozicije, socio-ekonomskog statusa, prisutnih
komorbiditeta, konzumacije duhanskih proizvoda i alkoholnih pi¢a, prehrane, indeksa tjelesne
mase, razine hemoglobina i serumskog albumina i drugih (1-2, 18, 35, 156-157). Brojne su studije
proucavale utjecaj navedenih ¢imbenika na prognozu oboljelih od HNSCC-a s cesto oprecnim
rezultatima Sto se djelomi¢no moZe objasniti geografskim, etnickim te kulturoloskim razlikama
izmedu ispitanika (158). Prema nekim studijama Zene oboljele od OSCC-a imaju manje ukupno
dozZivljenje u odnosu na muskarce, dok mnogobrojne studije pokazuju da spol nema utjecaj na
dozivljenje (158, 159). Sli¢ni su zakljuéci vezani uz dob bolesnika. U literaturi je ustaljeno da se
bolesnici podijele naone mlade od 40 godinai one starije od 40 godina (160). Pandai suradnicisu
2022. godine proveli metaanalizu koja je ukljucivala 4981 ispitanika te je pokazala da osobe mlade
od 40 godinaimaju znacajno bolje ukupno dozivljenje u odnosu na starije bolesnike, ali uz vec¢u stopu
recidiva i udaljenih metastaza (161).
Sréani, bubrezni i pluéni bolesnici s OSCC-om imaju veéu stopu mortaliteta u odnosu na bolesnike
bez prisutnih komorbiditeta (162-163). Prirodena ili steCena deplecija imunoloskog odgovora
znacajno negativno utje¢e na ukupno doZivljenje bolesnika, DFS te pojavu regionalnih i udaljenih
metastaza (164). Prehrana siromasna voéem i povréem kao i nutritivni deficit dodatno smanjuju
Sansu za dozivljenjem bolesnikas OSCC-om. Indeks tjelesne mase (engl. Body mass index - BMI) prije
lije€enja veéi od 25 kg/m? pozitivan je prognosticki ¢imbenik u bolesnika s HNSCC-om (165-166).

Podlokalizacijaprimarnogtumora, TNM stadij te patohistolo$ki parametri poput PNI, DOI-a,

debljine tumora, gradusa tumora, dezmoplazije strome, LVI i ENE neki su od ¢imbenika ovisnih o
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tumoru koji utjecu na klinickiishod u oboljelih od OSCC-a (18, 35, 156). lako se tumori usne Supljine
prema TNM klasifikaciji ne izdvajaju u podlokalizacije, u literaturiiklinickoj praksi sve je vise dokaza
da karcinom jezika ima vedi potencijal metastaziranja, vecu stopu lokalnih i regionalnih recidiva te
viSi mortalitet. Navedeno se moze objasniti bogatom limfnom drenazom te vjerojatnim postojanjem
olaksanog Sirenja izmedu vrlo aktivnih misi¢nih vliakana jezika. Uzimajuci u obzir TNM klasifikaciju,
prisutnost regionalnih metastaza (N stadij) ima najveci negativni u¢inak na prognozu bolesti (1-2,
18, 35, 156).

Cimbenici ovisni o lije¢enju takoder su mnogobrojnii uglavnhom se odnose na odstupanja
unutar primijenjenog nacina lije¢enja, opseg kirurskog lijecenja (,,¢imbenik kirurg"“), komplikacije
lijeéenja, vrijeme proteklo od operacije do pocetka radioterapije, trajanje i doza radioterapije,

odabir vrste kemoterapije i dr. (167).
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Slika 12. Petogodisnje dozivljenje bolesnika s karcinomom usne Supljine (2).
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1.8. Molekularni biomarkeri

Promijene u dozivljenju bolesnika ovisno o stadiju bolesti nisu uocene tijekom posljednjih
desetlje¢a unato€ razvoju terapijskih strategija prilagodenih riziku. Stoga su potrebne nove
strategije koje mijenjaju dosadasnji uniformirani pristup lije€enja svih pacijenata s istim klinickim i
patohistoloskim znacajkama (168). Lijecenje bolesnika treba bazirati na dokazanim biomarkerima
koji su temelj individualnih razlika u genetskom i bioloSkom ponasSanju tumora. Pronalaskom
biomarkera koji bi omogucili ranije dijagnosticiranje bolesti utjecat ¢e se na dozivljenje i kvalitetu
Zivota bolesnika primjenom manje agresivnih terapijskih postupaka (169). Zadnjih godina provode
se brojna istraZzivanja koja povezuju odredene molekularne biomarkere s neoplastiéhom
transformacijom i tumorskom progresijom zloéudnih tumora glave i vrata. Akumulacija mutacija,
kromosomskih osStecenja te gubitak funkcije kontrole stanica dovode do histoloSkih promjena

normalnog oralnog epitela u displaziju, carcinoma in situ te invazivni OSCC (170).
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1.8.1. Indeks proliferacije tumorskih stanica (Ki-67)

Scholzeri Gerdes su 80-tih godina proslog stoljeca otkrili su dvije izoforme jezgrinog proteina
Ki-67 u stanicama Hodgking limfoma, koji je bio prisutan u svim fazama stani¢nogciklusa (G1, S, G2
i M), osim u GO fazi odmora. Tijekom interfaze, antigen Ki-67 moze se otkriti isklju¢ivo unutar
stani¢ne jezgre, dok se u mitozi veéina proteina premjesta na povrsinu kromosoma. Koli¢ina Ki-67
proteina znacajno raste tijekom napredovanja stanice kroz S fazu stani¢nog ciklusa (171).

Naziv Ki-67 potjece od prvih slova njemackog grada Kiel, a broj 67 oznacava broj klona.
Ki-67 je kodiran genom MKI67 koji se nalazi na 10. kromosomu. N-terminalna domena (engl. N-
terminal forkhead-associated domain - FHA), domena vezanja proteina fosfataze 1 (engl. protein
phosphatase 1 binding domain - PP1), velika srediSnja regija koja se sastoji od tandemskih
ponavljanja i C-terminalna LR domena vezanja kromatina dijelovi su Ki-67 (172). FHA domena
prepoznaje epitope na fosforiliranim proteinima Sto uzrokuje vezivanje s mnogobrojnim
molekulama, poput kinesinu-slichom motor proteinu Hklp2/Kif15 i nuklearnim proteinom NIFK koji
pospjeSuju stani¢nu proliferaciju i metastatski potencijal karcinoma. Osim dvije spomenute
izoforme otkrivene su jos tri od kojih svaka razli¢ito utjece na stani¢nu proliferaciju i progresiju
stani¢nog ciklusa (171).

Izrazenost proteina Ki-67 snazno je povezana s proliferacijom i rastom tumorskih stanica te
se rutinski koristi u patohistoloSkoj analizi kao proliferativni marker mnogih tumora. Prognosticka
vrijednost Ki-67 dokazana je u mnogobrojnim istrazivanjima kod karcinoma dojke, pluéa, prostate,
cerviksa te tumora srediSnjeg Ziv€anog sustava. Sve vedi broj studija sugerira kako Ki-67 moze biti
vaZzan ¢imbenik u gradaciji tumora i prognostickoj evaluaciji (173-176). Medutim, iako se pokazao
kao dobar dijagnosticki marker za pojavu regionalnih metastazau HNSCC-u, uloga Ki-67 kod OSCC-
a nije do kraja razjasnjena. Jing i suradnici su imunohistokemijskim metodama analizirali

prognosti¢ku vrijednost ekspresije Ki-67 na 396 uzoraka (298 OSCC-a, 62 OED-a te 36 zdravih
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sluznica). Rezultati su pokazali da je ekspresija Ki-67 bila visa u karcinomima u odnosu na OED i
zdravu sluznicu s tendencijom porasta ekspresije napredovanjem displazije. Nadalje, pacijenti s
visokom ekspresijom imali su loSije klinicke ishode, ukljucujuci slabu diferencijaciju tumora, veéu
stopu regionalnih metastaza, visoki WPOI, losSije OS, doZivljenje bez recidiva bolesti (engl.
recurrence-free survival —RFS), doZivljenje bez metastaza (engl. metastasis-free survival — MFS) i DFS
(177). Takkem je u svojem istrazivanjuzakljucio da se Ki-67 moze koristiti kao marker za histolosko
stupnjevanje OED-a i OSCC-a. Takoder, analizirao je histoloSku lokalizaciju ekspresije Ki-67 koja je
bila ograni¢ena na bazalni sloj kod zdrave sluznice, dok je kod OED osim u bazalnom sloju bila
prisutnai u suprabazalnomte spinoznom sloju oralnog epitela. Kod dobro diferenciranih tumora
prisutnost ekspresije Ki-67 bila je predominantno na periferiji tumorskih gnijezda, kod srednje
diferenciranih osim na periferiji bila je prisutna i u centru, dok je kod slabo diferenciranih tumora
ekspresija bila difuzno rasporedena (178).

Osim klinicke vaznosti, Ki-67 je zanimljiv po mnogobrojnim molekularnim funkcijama,
specificne za stanicni tip, poput regulacije stani¢nog ciklusa, odrzavanje heterokromatinai sklapanje

perikromosomskog sloja na mitotskim kromosoma (171, 179-181).

1.8.2. Protein p53

Tumor supresorski gen (TP53) kodira protein p53, smjeSten na kratkom kraku kromosoma 17, koji
regulira stanic¢ni ciklus, programiranu stani¢nu smrt i starenje stanica te sudjeluje u prevenciji
karcinogeneze zaustavljajudi stanicni ciklus u G1 fazi (slika 13). Otkriven je 1979. kada je bio smatran
onkogenom, a naziv je dobio po svojoj molekularnoj masi od 53 kDa. Aktivirani p53 djeluje kao
transkripcijski cimbenik tvoreci tetramere koji aktiviraju proteine uklju¢ene u apoptozu (npr. Bad,
Bax, Puma, Fas, Apafl, Noxa) ili mogu zaustaviti stani¢ni ciklus (npr. BTG2, put

CDNK1/p21/pRb/E2F1, GADD45) odnosno aktivirati mehanizme popravka DNK (npr. p48, XPC,

39



PCNA, DDB2) nakon izlaganje raznim agensima koji oSte¢uju DNK. Zbog navedenih funkcija protein
p53 naziva se joS i ,,Cuvarom genoma“ (engl. Guardian of the Genome). U slucaju ostecenja DNK
(hipoksija, niska koncentracija ribonukleotida i aktivacija onkogena) dolazi do disocijacije kompleksa
p53 i njegovog regulatora MDM2 te do porasta koncentracije p53 koji onda inducira zaustavljanje
stani¢nog ciklusa. TP53 je najéeSée mutirani gen (>50%) u zlo¢udnim tumorima Sto ukazuje na
njegovu ulogu u sprjecavanju nastanka tumora (182-183).

Mutacije TP53 gena prisutne su u 40 do 70% OSCC-a te se mogu podijelitiu ometajuce i
neometajuce mutacije. Vecina svih mutacija (oko 80%) nalazi se na DNA-veznom podrucju (engl.
DNA-binding domain — DBD) proteina p53 (184). Ometajuce mutacije obiljezavaju promjene u DBD-
u ili skraéenje proteina zbog ¢ega ima znacajno narusenu funkciju. Zbog navedenog p53 dobiva
onkogeni potencijalte je apoptozaili zaustavljanestani¢nog ciklusa ograni¢eno. Popravak ostecenja
DNK kod tumorskih stanica s neometajuéim mutacijama p53 je nedostatan ali ipak dovoljno
funkcionalan da proizvede dovoljno heterogenih klonova tumorskih stanica s novim onkoloskim
potencijalom. Ometajuce, kao i neometajuée mutacije povezuju se s rezistencijom na standardne
lijekove poput cisplatne, EGFRinhibitore, antiestrogene, antracikline, antimetabolite i druge. Osim
trankripcijske aktivnosti, p53 moZze izazvati apoptozu i drugim nacinima, poput translokacije i
aktivacije obitelji gena bcl-2 odgovornih za apoptozu (185).

Brojni autori poput Girolda, Kaura, Kerdpona i Swaminathana dokazali su visoku izraZzenost
proteina p53 (54%, 75%, 95% i 65%) u OSCC-u s tendencijom rasta izraZzenosti od hiperplazije preko
OED-a do OSCC-a. Broj mutacije gena TP53 bio je veéi kod slabo diferenciranih OSCC (186-188).
Lindemann i suradnici ukazuju da se prekomjerniizrazaj p53 povezuje s veéim rizikom od pojave
regionalnih metastaza te s loSim ukupnim doZivljenjem (189). Povezanost s pojavom regionalnih
metastaza nije potvrden drugim studijama Sto je zakljucio Liu sa suradnicima 2021. godine kad je

proveo meta-analizu u kojoj su promatrali prognosti¢ku vaznost p53 u karcinomima usne Supljine.
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Rezultati su pokazali da izrazenost proteina p53 ima negativni utjecaj na OS dok nije nadena

statisticki znacajna povezanost izmedu izrazenosti p53 i pojave regionalnih metastaza (190).
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1.8.3. Ciklin D1

Protein ciklin D1 kodira CCND1 smjesSten na dugom kraku kromosoma 11 te sudjeluje u
regulaciji stani¢nogciklusa gdje je jedan od klju¢nih ¢imbenika u napredovanju kroz fazu G1 u Sfazu.
Tijekom G1 faze utjecajem razliCitih ¢imbenika rasta dolazi do ubrzane sinteze ciklina D1 koji zatim
stvara komplekse s ciklin ovisnim kinazama (CDK4 i CDK6). Kompleks ciklin D1 - CDK4/6
fosforilacijom inhibira protein retinoblastoma (engl. Retinoblastoma Protein - pRB) te tako
omogucduje transkripcijskim faktorima E2F da prepiSu gene potrebne za ulazak u S fazu (slika 14).
Osim navedenog, ciklin D1 moZe se vezati za jezgrine receptore (estrogenski receptor a, receptor za
hormon Stitnjace, gama receptor aktiviran proliferatorom peroksisoma - PPARy i androgenireceptor
- AR) i sudjelovati u regulaciji stani¢ne proliferacije, rastui diferencijaciji. Takoder, moze sudjelovati
u regulaciji stanicne proliferacije i diferencijacije gena vezudi se za histone acetilaze i deacetilaze u
ranojdo srednjojG1 fazi. Razlikuje se sedam inhibitora ciklin ovisnih kinaza (engl. cyclin-dependent
kinase inhibitors - CKI) koji mogu sprjeciti proliferaciju stanica u slu¢ajevima osteé¢enja DNK. To su
p15 (CDKN2B gen), p16 (CDKN2A gen), p18 (CDKN2C gen), p19 (CDKN2D gen), p21 (CDKN1A gen),
p27 (CDKN1B gen) i p57 (CDKN1C gen) (191).

Brojne studije su potvrdile da se prekomjerniizrazaj ciklina D1 povezuje s ranim nastankom
karcinoma i progresijom tumora te istu potie putem proizvodnje VEGF-a (192-193).
Kod karcinoma jednjaka zabiljeZena je rezistencija na kemoterapiju kod prekomjerne ekspresije
ciklina D1 Sto se objasSnjava njegovim utjecajem na smanjenje ekspresije Fas receptora koji su
odgovorni u procesu apoptoze (194).

Poznata je povezanost kraceg dozivljenja, povecane stope metastaza i prekomjerne
izrazenosti ciklina D1 kod brojnih tumora (karcinom gusterace, karcinom dojke, adenom hipofize,

karcinom mokraénog mjehura, karcinom pluéa nemalih stanica, karcinom jednjaka, karcinom
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jajnika, karcinom debelog crijeva, karcinom prostate, limfomi) pa tako i kod HNSCC-a gdje je
zabiljezena ekspresija od ¢ak 80% (195-196).

Onkogeni utjecaj ciklina D1 rezultat je genomske inverzije, translokacije ili amplifikacije gena
CCND1 koja znacajno korelira s Sirenjem tumora, regionalnim metastaziranjem i uznapredovalim

klinickim stadijem HNSCC-a (196-198).
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Slika 14. Shematski prikaz utjecaja ciklina D1 na proliferaciju tumorskih stanica (193).

Nekoliko klinickih studija proucavalo je zajednicku ekspresiju ciklina D1i p53 kod OSCC-a koja
je bila prisutna u vise od 60% tumora (199-201). U stanicama kod kojih je doslo do oStecenja DNK

djelovanjem p53 preko WAF-1 /p21, inhibitora ciklin ovisnih kinaza, zaustavlja se stani¢ni ciklus. U
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tumorima gubitak funkcije divljeg tipa p53 deaktivira ovaj put kontrole rasta te dovodi do
nekontrolirane proliferacije tumorskih stanica. Gubitak funkcije divljeg tipa p53 i prekomjerna
ekspresija ciklina D1 imaju slican ucinak na stanic¢ni ciklus odnosno dovode do ukidanja kontrole
rasta stanica (202). Brojni radovi ukazuju na znacajnu korelaciju ekspresije ciklina D1inapredovanja
OED-a u OSCC (191, 203). Studije na transgeni¢nim miSevima kod kojih je inducirana ekspresija
ciklina D1 dovelaje do pojave displazija u usnoj Supljinii jednjaku. Dokazano je da se sintetski lijekovi

koji pripadaju skupini CKI mogu koristiti u lije¢enju HNSCC-a (196).

1.8.4. Protein ABCG2

ABCG2 (engl. ATP-binding cassette transporter G2) poznatiji kao protein otpornosti
karcinoma dojke (engl. Breast Cancer Resistance Protein — BCRP) transmembranski je protein Cija je
glavna uloga aktivni transport mnogobrojnih endogenih molekula i ksenobiotika protivno
koncentracijskom gradijentu (efluks). Lokus gena koji kodira ABCG2 nalazi se na dugom kraku 4.
kromosoma, a aktivirani protein tvori homodimere molekularne tezine oko 144 kDa. Otkriven je 90-
ih godina proslogstoljeca u stanicamaraka otpornimana lijekove (engl. multidrug resistance - MDR)
te u placenti gdje ima ulogu zastite fetusa od ksenobiotika iz majcine krvi (204). Nadalje, ABCG2
pospjesujeizlucivanje ksenobiotika u bubrezimaijetri, ima zastitnu ulogu u blokiranju apsorpcije u
tankom crijevu te ima vaznu ulogu na krvno-mozdanoj barijeri, barijeri krv-testis, membranama
hematopoetskih progenitornih stanica i drugim mati¢nim stanicama. Prema navodima iz literature,
prekomjerniizrazaj ABCG2 zabiljezen je u brojnim tumorima ukljucujudi karcinom pluca, karcinom
mokra¢nog mjehura, leukemijama te u nekoliko planocelularnih karcinoma (205-206). Nedavna
studija provedena na stani¢nim linijjama OSCC-a ukazuje da aktivacija Hedgehog signalnog puta
uzrokuje MDR inducirajuéi ekspresiju ABCG2 (207). Osim ucinka na MDR zadnjih se nekoliko godina

spominje njegova uloga u stani¢nom ciklusu. Xie je sa suradnicima dokazao da prekomjerna
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ekspresija ABCG2 utjece na progresiju planocelularnog karcinoma grkljana preko MAPK signalnog
puta poticuéi stani¢nu proliferaciju i inhibiciju apoptoze (208). Tamatani je dokazao znacajnu
povezanost izmedu izrazaja ABCG2 i invazije OSCC-a (209).

ABCG2 nedavno je istrazivan kao potencijalni biomarker u premalignim i malignim
promjenama usne Supljine (210-212). On je takoder marker mati¢nih stanica i ima izravnu ili
neizravnu ulogu u tumorogenezi, $to je dokazano u HNSCC-u gdje je prekomjernoizrazen u bo¢noj
populaciji mati¢nih stanica karcinoma (210). Shi i suradnici su zamijetili da je koli¢ina izrazenosti
ABCG2 u oralnom lichenu ruber planusu bila povezanas rizikom od maligne transformacije u OSCC
na uzorku od 110 bolesnika, dok je Feng na 8 stanicnih linija i 189 ispitanika ukazao na njegov
potencijal u predvidanju maligne transformacije OPMD-a u OSCC (211-212).

Dokazalo se da ekspresija ABCG2 ovisi o EGFR signalizaciji $to sugerira da zajedno mogu
utjecati na malignu transformaciju OPMD-a. Jedna od najvaznijih funkcija EGFR-a u jezgri je

koaktivacija transkripcije mnogobrojnih gena, medu kojima je i ABCG2 gen (213-214).

1.8.5. Receptor epidermalnog ¢imbenika rasta (EGFR)

Receptor epidermalnog ¢imbenika rasta (engl. Epidermal Growth Factor Receptor — EGFR)
dio je HER obitelji (engl. Human Epidermal Growth Receptor), transmembranskih receptora koji
pripadaju skupinireceptora tirozin-kinaze i c-erbB obitelji receptora. Zbog svoje uloge u promicanju
stanicne proliferacije, angiogenezi, mobilnosti i adherencije stanica te inhibiciji apoptoze EGFR
spada u protoonkogene (215). Prvi izolirani EGFR nazvan je HER1 odnosno c-ErbB1, dok su kasnije
otkrivena dodatna tri clana HER obitelji: HER2/ErbB2, HER3/ErbB3 i HER4/ErbB4 (216). 1959. godine
Stanely Cohen i Rita Levi-Montalcini proucavali su uc¢inak novootkrivenog ¢imbenika rasta Zivaca
(engl. Nerve Growth Factor - NGF) na tek rodenim miSevima (217). Uocili su neobi¢ne nuspojave

poput preranog nicanja zubi i otvaranje vieda u miSeva koji nisu bili povezanis ucincima NGF-a.
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Cohen je dodatno proucavao ove nuspojave te je u tih miSeva izolirao novi ¢imbenik rasta koji je
nazvao epidermalni ¢imbenik rasta (engl. Epidermal Growth Factor — EGF) (218-219). Za otkriéa
vezana uz djelovanje EGF-a 1986. godine dobio je Nobelovu nagradu za fiziologiju i medicinu (220).
Kasnije je otkrio i EGFR. Osim EGF-a, do sada je opisano Sest dodatnih ligandiza EGFR od kojih su
EGF, transformirajuéi cimbenik rasta a (engl. transforming growth factor a - TGF a) i amfiregulin
(engl. amphiregulin - AREG) specificni, a epiregulin (engl. epiregulin - EREG), betacelulin (engl.
betacellulin - BTC), epigen (engl. epigen - EPI) i heparin-vezudi slican EGF-u ¢imbenik rasta (engl.
heparin-binding EGF-like growth factor - HB-EGF) nespecifi¢ni za EGFR (216, 221). Gen koji kodira
EGFR nalazi se na kratkom kraku 7. kromosoma i sastavljen je od 28 egzona. Normalna ljudska
stanica na membrani moze imati eksprimirano izmedu 40 000 i 100 000 receptora, dok je
prekomjerniizrazajna vise od 10° uoéen u tumorskim stanicama. Sve ljudske stanice imaju izrazen
EGFR, osim hematopoetskih te EGFR geniimaju klju¢nu ulogu u normalnoj embriogenezi kraljezaka.
Sam receptor je glikoprotein i sastoji se od izvanstanicne domene, transmembranskog hidrofobnog
dijela i intracelularne domene s tirozin-kinaznom aktivnoscu. lzvanstani¢na domena je dodatno
podijeljena u Cetiri subdomene (I-IV) od kojih su | i lll odgovorne za vezanje liganda, subdomenalll
za formaciju homo- i hetero- dimera s analognim domenama ¢lanova HER obitelji. Subdomena IV
stvara disulfidne veze sa subdomenom Il i transmembranskom domenom receptora. Unutarstani¢na
domena sastoji se od fleksibilnog jukstamembranoznog segmenta, domene s tirozin-kinaznom i C-
terminalnog repa. Svaki ligand aktivira EGFR na isti nacin, vezudéi se na izvanstranicnu domenu sto
uzrokuje dimerizaciju receptora i transautofosforilaciju receptora i aktiviranje raznih
unutarstanicnih signalnih puteva (216, 218, 221-223). Svi ligandi mogu inducirati i internalizaciju
EGFR-a te putovanje do ranih endosoma. Zbog sposobnosti stvaranja heterodimera i homodimera
razlikujemo 28 kombinacija dimerizacije receptora (223). lako je postupak aktivacije receptora kod

svih ligandi slican, konacni bioloski ucinci su razliciti. Postoje dvije teorije koje objasnjavaju ovu
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pojavu. Svaki ligand ima sposobnost stvaranjato¢no odredenih kombinacijadimera receptora, dok
druga teorija daje primarnu vaznost razlic¢itim ligandima (224). Aktivacija receptora pokreée cijelu
mrezu kompleksnih unutarstani¢nih signalnih puteva (ERK MAPK, JAK-STAT, PLC-y1-PKC, SRC, JNK i
PI3K-AKT putovi) koji u konacnici dovode do brojnih ishoda kao $to su proliferacija stanica,
neoangiogeneza, stanicni rast, diferencijacija stanica, migracija stanica i inhibicija apoptoze (slika
15) (216). Kompleksnost signalnih puteva posredovana EGFR-om pobliZze objasnjava Cinjenica da
aktivacija receptora EGF-om moZe utjecati na ekspresiju oko 3172 gena i 596 proteina u epitelnim
stanicama dojke (225). Brojne analize proteina signalnih puteva koji se povezuju s aktivacijom EGFR-
a predmet su farmaceutskih istrazivanja u lijeCenju karcinoma, Sto ukazuje na vaZnost ovog
receptora. S obzirom na promatrane molekularne biomarkere u ovom istrazivanju vazno je opisati
utjecaj aktivacije EGFR-a na CDK4/6-ciklin D1 kompleks kao dio jednog od mnogobrojnih signalnih
puteva. Mutacija EGFR-a u karcinomima preko aktivacije ERK i PI3K-AKT puta dovodi do
prekomjerne indukcije ciklin D1 i stvaranja kompleksa CDK4/6-ciklin D1 koji fosforiliraju RB, Ser807
i Ser811 te dovode do oslobadanja E2F koji potom uzrokuje transkripciju gena zaduzZenih za
napredovanjefaze G1uS. Nadalje, mutacija EGFR-a dovodi do smanjene aktivnosti CKI, osobito p21
i p27 koji ima vaznu ulogu u zaustavljanju stani¢nog ciklusa, smanjenju koli¢ine EGFR-a i poticanju
apoptoze (226).

Prekomjerniizrazajzabiljezen je u velikom broju tumora poput karcinoma pluéa, karcinoma
debelogcrijeva, glioblastoma, karcinoma dojke, karcinoma pankreasa i u vise od 90% HNSCC-a (227).
Mnogi radovi ukazuju na pojacanuizrazenostiaktivnost membranskog EGFR-a (mEFGR) u epitelnim
premalignim promjenama i OSCC-u ¢diji stupanj izrazenosti ovisi o stupnju malignosti promjene.
Uzroci poremedene izrazenosti i aktivnosti EGFR-a povezuju se s amplifikacijom EGFR gena,
pojacanom sintezom liganda EGFR-a, prekomjernom izrazeno$éu EGFR-a te mutacijama samog EGFR

gena (228-231). lzrazenost EGFR-a u HNSCC-u proporcionalna je agresivno$éu tumora, loSijoj
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prognozi bolestite rezistenciji na kemoradioterapiju. Amplifikacijai mutacije EGFR genaizuzetno su
rijetke u HNSCC (232). Cetuksimab je jedan od najkoristenijih pametnih lijekova koji se koristi u
lijeCenju uznapredovalih HNSCC-a kao kimericno monoklonsko protutijelo koje blokira vezanje
liganda za membranski EGFR (engl. membrane Epidermal Growth Factor Receptor - mEFGR) i na taj
ga nacin inaktivira. lako teoretskiizvrstan lijek, u klinickoj praksi se Cesto biljeZe rezistencije na ovaj
lijek $to se dijelom prepisuje translokaciji EGFR-a u jezgru, pri ¢emu tumorska stanica izbjegava

interakciju receptora i cetuksimaba (144).
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Slika 15. MreZa signalnih putova posredovana aktivacijom receptora epidermalnog ¢imbenika
rasta (EGFR) koji dovode do napredovanja stani¢nog ciklusa G1/S (216).
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1.8.6. Jezgrini receptor epidermalnog ¢imbenika rasta (nEGFR)

lako je uloga mEGFR-a u HNSCC-u dobro utvrdena te su razvijeni brojnianti-EGFR lijekovi koji
se rutinski koriste, ¢esto se evidentira lo§ odgovor na terapiju i otpornost sto moze biti zbog
postojanja neklasi¢ne substanicne signalizacije EGFR puta. Nedavna istrazivanja ukazuju da EGF,
H20:2, UV zradenje, terapijski agensii ionizirajuce zracenje mogu uzrokovatitranslokaciju EGFR-a do
jezgre, gdje se jezgrini EGFR (engl. nuclear Epidermal Growth Factor Receptor - nEGFR) udruzuje s
raznim transkripcijskim faktorima (ciklin D1, ABCG2/BCRP, Aurora kinazom A, COX-2, regulatorom
gena c-Myc, iNOS) djelujuci na aktivaciju mnogobrojnih gena koji sudjeluju u stani¢noj proliferaciji,
progresiji tumora i popravku DNK (slika 16) (214, 233-236).

Prema dostupnoj literaturi, dokazan je negativan utjecaj prekomjernogizrazaja nEGFR kod
karcinoma jajnika, dojke, orofarinksa, grkljana i jednjaka na prognozu bolesti te otpornost na
radioterapiju i kemoterapiju, dok njegova uloga nije proucavana u premalignim i malignim
promjenama usne Supljine (233, 237-243). Dosadasnje analize potvrdile su da je nEGFR veli¢éinom
istovjetan fosforiliranom mEGFR-u. Mehanizam translokacije receptora u jezgru nije dovoljno
istrazen. Endocitoza koja nastaje internalizacijom mEGFR-a posredovana je klatrinom i dinaminom
te se receptor uvrstava u endosome. Nije posve jasan mehanizam translokacije endosoma u jezgru,
ali postojeindicije da se EGFR prenosiizendosoma u Golgijevaparatte retrogradnim transportom
posredovan kompleksom proteina omotaca 1 (engl. Coat Protein Complex 1 - COP1) na
endoplazmatski retikulum (244). Postoje dokazi da je za ulazak receptorau jezgru odgovoran jezgrin
lokalizacijski signal (engl. nuclear localization signal - NLS) prisutan unutar EGFR-a, koji omogucuje
stvaranje kompleksa receptora i importina-p koji se onda veze sa nukleoporinima smjeStenima na
porama jezgre (slika 17) (227, 244-245). Navedeno samo potvrduje kompleksnost i opSirnost mreze
signalnih putova posredovanih aktivacijom EGFR-a, koji imaju znacajnu ulogu u napredovanju

karcinoma.
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Slika 16. Shematski prikaz signalnih puteva posredovanih djelovanjem jezgrinog receptora
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Slika 17. Shematski prikaz moguce translokacije receptora epidermalnog ¢imbenika rasta (EGFR) u

jezgru (245).



2. HIPOTEZA

Izrazenost jezgrinog receptora epidermalnog ¢imbenika rasta (nEGFR) povecava se razmjerno s
patohistoloskim promjenama u plocastom epitelu usne Supljine od premalignih promjena bez

displazije do invazivnog planocelularnog karcinoma usne Supljine.
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3. CIUEVI RADA

3.1.

Opdi cilj

Opdi cilj istrazivanja bio je imunohistokemijskim metodama utvrditi stupanj izrazenosti nEGFR-a u

zdravoj sluznici usne Supljine, premalignim promjenama (leukoplakiji i eritroplakiji) te invazivnom

planocelularnom karcinom usne Supljine i odrediti povezanost izraZzenosti nEGFR sa stupnjem

displazije premalignih promjenai histoloskim gradusom planocelularnog karcinoma usne Supljine.

3.2.

Specificni ciljevi

Specifi¢ni ciljevi ovog istrazivanja bili su:

1.

Imunohistokemijskim metodama odrediti izrazenost mEGFR, nEGFR i biomarkera stanicne
proliferacije i stani¢nog ciklusa (p53, Ki-67, ciklin D1 i ABCG2) u zdravoj sluznici usne Supljine,
premalignim promjenama (leukoplakiji i eritroplakiji) i planocelularnim karcinomima usne
Supljine.

Analizirati povezanost stupnja izrazenosti mEGFR, nEGFR i biomarkera stanic¢ne proliferacije i
stani¢nog ciklusa u ispitivanim skupinama.

Analizirati povezanost izraznosti mEGFR i nEGFR i biomarkera stani¢ne proliferacije i stanicnog
ciklusa s malignom transformacijom premalignih promjena usne Supljine (leukoplakija i
eritroplakija).

Analizirati povezanost stupnja izrazenosti mEGFR i nEGFR i biomarkera stanié¢ne proliferacije i
stani¢nog ciklusa sa uznapredovaloséu planocelularnog karcinoma usne Supljine.

Navedene korelacije izrazenosti mEGFR, nEGFR, biomarkera stani¢nog ciklusa i proliferacije

usporediti sa sveukupnim dozivljenjem bolesnikas planocelularnim karcinomom usne Supljine.
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4. ISPITANICI | METODE

Ovo retrospektivno istrazivanje provedeno je na Klinici za kirurgiju lica, Celjusti i usta
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu te na Klinickom zavodu za patologiju i citologiju Klinicke
bolnice Dubrava. Analizirani su arhivski patohistoloski materijali ispitanika lijecenih od 1. sije¢nja

2009. godine do 31. prosinca 2014. godine.

4.1. Ispitivane skupine

Istrazivanje je ukljucivalo 161-ogispitanika lije¢enih na Klinici za kirurgiju lica, ¢eljusti i usta
Medicinskog fakulteta Sveucdilista u Zagrebu, Klinicke bolnice Dubrava, podijeljenih u tri skupine: 50
bolesnika s premalignim promjenama (leukoplakija i eritroplakija), 52 bolesnika s invazivnim
planocelularnim karcinomom usne Supljine te 59 ispitanika kontrolne skupine koji su bili podvrgnuti
eksciziji sluznice zbog nemalignih oboljenja. Svi bolesnici bili su praéenitijekom minimalno 5 godina.
Ukljucni kriteriji kod bolesnika bili su: klini¢ki i patohistoloski verificirana premaligna promjenaili
planocelularni karcinom usne Supljine, inicijalno primarno kirurski lije¢eni bolesnici oboljeli od
planocelularnog karcinoma usne Supljine, dostupan patohistoloski materijal za imunohistokemijsku
analizu, dostupni klinicki i patohistoloskirelevantnipodaci prikupljeniiz povijesti bolesti, bolni¢kog
informacijskog sustava, klinicke onkoloske baze podataka te Registra za rak Hrvatskog zavoda za
javno zdravstvo. Bolesnici koji su prethodno bililijeceni zbog zlocudnog tumora u podrudju glave i
vrata, bolesnici kod kojih nije bila dostatna koli¢ina uzorka za imunohistokemijsku analizu te oni s
neadekvatnim praéenjem ili nepotpunom medicinskom dokumentacijom nisu bili uklju¢eni u ovo

istrazivanje. Klinicko-patoloske karakteristike ispitanika prikazane su u tablici 5.
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Tablica 5. Klini¢ko-patoloske karakteristike ispitanika.

SKUPINE ISPITANIKA OSOBINE ISPITANIKA
DOB (godine) 55+10,91
=) SPOL
% muski 35
7 Zenski 17
S
_8 STETNE NAVIKE:
o PUSENJE
% da 39
© ne 13
©
8 ALKOHOL
da 19
ne 33
STADI) TUMORA:
rani stadij 26
uznapredovali stadij 26
LOKALIZACIJA TUMORA:
jezik 20
dno usne supljine 19
gingiva maksile 1
gingiva mandibule 5
tvrdo nepce 2
obraz 3
retromolarno podrucje 2
PATOHISTOLOSKE KARAKTERISTIKE TUMORA:
Prosjecna velic¢ina tumora (cm) 2,9+1,39
'..3
Q Gradus tumora
© dobro diferencirani 28
'g umjereno diferencirani 20
— slabo diferencirani 4
&
'g Debljina tumora (mm) 7,5+6,86
(=
Limfovaskularna invazija
da 12
ne 40
Perineuralna invazija
da 24
ne 28
ENE
da 6
ne 46
HPV status
pozitivan 2
negativan 50
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Progresija bolesti u visi stadij bolesti

-]
= da 12
2 ne 40
2
\§ Smrtnost od primarne bolesti
© da 10
e ne 42

DOB (godine) 64,22+14,35
SPOL
= muski 23
-~ v =
= zenski 27
(7]
g
8 STETNE NAVIKE:
o PUSENJE
S da 36
-8 ne 14
a
ALKOHOL
da 21
ne 29
STUPANIJ DISPLAZIJE
bez prisutne displazije 15
blaga displazija 13
umjerena displazija 5
"g teska displazija i cis 17
©
'g LOKALIZACIJA PROMIJENE:
S jezik 21
3 dno usne $upljine 11
& gingiva maksile 2
gingiva mandibule 1
tvrdo nepce 6
obraz 7
retromolarno podrucje 2

- Progresija bolesti u visi stadij ili tumor

o

=T da

E —

o

DOB (godine) 56,56+11,97
SPOL
s muski 32
= v q
= zenski 27
]
& STETNE NAVIKE:
o PUSENJE
o da 25
E ne 34
a
ALKOHOL
da 4
ne 55
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Ispitanicimas planocelularnim karcinomom potvrdena je dijagnoza probatornom biopsijom
tumora te je klinickim pregledom i dodatnim radioloskim metodama (CT glave, vrata i plu¢a, MR,
ultrazvuk vratai citoloSka punkcija suspektnih ¢vorova na vratu) odreden klini¢ki TNM stadij bolesti
standardnim protokolima (69). Bolesnici su potom prikazani na multidisciplinarnom timu za tumore
glave i vrata gdje je donesena odluka o daljnjem lije€enju. Intraoralna ekscizija karcinoma i
,commando“ operacija bile su kirurSke metode izbora ovisno o stadiju bolestisili bez rekonstrukcije
defekta sluznice slobodnim mikrovaskularnim reznjem. Disektat vrata je postoperativno podijeljen
na regije te su uzorci tumora i disektati poslani na patohistolosku analizu. Na temelju
patohistoloskog nalaza multidisciplinarni tim za tumore glave i vrata odlucio je o potrebi za
adjuvantnim lije¢enjem. Ambulantno praéenje bolesnika provodilo se svaka dva do tri mjeseca
tijekom prve godine, svakih Cetiri do Sest mjeseci tijekom druge godine, svakih Sest do osam mjeseci
tijekom treée godine i svakih Sest do dvanaest mjeseci nakon cCetvrte godine od datuma pocetka
lijeCenja. Radiolosko praéenje CT-om glave, vrata i plué¢a provodilo se svakih ¢etiri do Sest mjeseca
tijekom prve tri godine, odnosno prema potrebi nakon trece godine uz barem jednogodisnje
snimanje rendgena srca i pluc¢a te ultrazvuka vrata.

Ispitanicima s klini¢ki prisutnom premalignom promjenom (leukoplakija ili eritroplakija) na
sluznici usne Supljine ucinjena je incizijska ili ekscizijska biopsija leukoplakije i ekscizijska biopsija
eritroplakije uz patohistolosku potvrdu pri éemu je kod leukoplakije bila rije¢ o hiperplaziji oralne
sluznice silibez prisutne blage iliumjerene displazije dok je kod eritroplakije uglavnombil a prisutna
umjerena ili teska displazija epitela prema WHO kriterijima (83).

Ovim istrazivanjem osiguralo se postivanje temeljnih etickih i bioetickih principa — osobni
integritet, pravednost, dobrocinstvo i nesSkodljivost za ispitanika. U prikupljanju i prikazivanju
podataka Cuvala se privatnost ispitanika kao i njihov identitet. Pri znanstvenom istrazivanju

pridrzavali smo se preporuka HelsinSke deklaracije i njezinih revizija, Kodeksa medicinske etike i
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deontologije (NN 55/08), Pravilnika o klinickimispitivanjima i dobroj klini¢koj praksi (NN 121/2007,
NN 175/2003) koji je u skladu sa Smjernicama Europske medicinske agencije i njenog tijela
Committee for Proprietary Medicinal Products (»Note for Guidance on Good Clinical Practice« -
CPMP/ICH/135/95). Tijekom ispitivanja postivalisu se i drugi pravni akti RH (Zakon o lijekovima, NN
71/07; Zakon o lijekovima i medicinskim proizvodima NN 121/03; Zakon o lije¢nistvu NN 121/03;
Statut Hrvatske lije¢nicke komore) te druge preporuke. Prikupljeni podaci upotrijebljeni su u skladu
s etickim i bioeti¢kim principima te su pohranjeni Sifrirani u sigurnojizvanmreznoj pohrani, dostupni
samo doktorandu i mentorima. Prikupljanje podataka i zastita privatnostiispitanika izvedena je
prema Opcoj uredbi o zastiti podataka (engl. General Data Protection Regulation 2016/679 - GDPR).
Identitet ispitanika ostao je u potpunosti anoniman. Istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo
Klinicke bolnice Dubrava koje je 22. veljace 2021. godine izdalo pisanu dopusnicu (ID: 2021/2202-

06).

4.2. Histoloski materijal ispitivanih skupina

Radi potrebe ovog istrazivanja koristeni su arhivirani uzorci uklopljeni u parafin bioptata
premalignih promjena (leukoplakija i eritroplakija), resektata primarnih planocelularnih karcinoma
usne Supljine te ekscizati tkiva sluznice usne Supljine s nemalignim oboljenjima. Radi potvrde
dijagnoze i odredivanja adekvatnosti kvalitete i koli¢ine patohistoloskih materijala dva patologa
Klinickog zavoda za patologijui citologiju Klini¢ke bolnice Dubrava ponovno su zasebno pregledali
preparate ispitanika koji su najprije bili fiksirani 10% puferiranim formalinom (Kemika, Zagreb,
Hrvatska), uklopljeni u parafin, rezanina debljinu od 3 do 4 um, deparafinirani te obojeni hemalaun-

eozinom (HE).
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4.3. Imunohistokemijsko bojenje preparata ispitanika

U ovom istrazivanju iz parafinskih blokova udinjeni su rezovi od 2-3 um, nakon cega je
uslijedila deparafinizacija u termostatu. U svrhu odredivanja izrazenosti proteina p53 i mEGFR u
uzorcima nakon deparafinizacije slijedila je predigestija u termo kupelji (PT- link, DAKO, Danska) uz
primjenu "EnVision target Retrieval solution, High pH" (DAKO, Danska), odnosno predigestija s
razotkrivanjem epitopa pomocdu topline u mikrovalnoj peénici s puferom pH6 kod odredivanja
izrazenosti proteina nEGFR i ABCG2. Imunohistokemijsko bojanje ucinjeno je koristedi
automatizirani imunohistokemijski sistem (DAKO autostainer, DAKO, Danska). Za
imunohistokemijsko bojanje koristeno je p53 protutijelo (miSje monoklonalno protutijelo, clone DO-
7, DAKO, Danska), ,ready to use”, s inkubacijom od 45 minuta, protutijelo NCL-L-EGFR, (Leica;
Novocastra) u razrjedenju 1:50, s inkubacojom od 60 minuta, EGFR protutijelo (Thermo Fisher
Scientific, Invitrogen, LSG Biopriduction), clone EGFR-1, u razrjedenju 1:25 s inkubacijom od 90
minuta odnosno ABCG2 protutijelo, clone B-1, u razrjedenju 1:25 s inkubacijom od 90 minuta. Za
detekcijuizrazaja imunohistokemijskogbojenja koristena je indirektna metodas EnVision detection
kit (DAKO, Danska). Zatim je uslijedilo kontrastiranje hemalaunom (1 minuta) te provlacenje kroz
uzlazni niz alkohola (70%-100%), potom u ksilol i pokrivanje stakala. Kao pozitivna kontrola za p53
upotrijebljeno je tkivo kolona, za mEGFR tkivo posteljice, dok je za nEGFR i ABCG2 koristeno tkivo
dojke uklopljeno u parafin prema preporukama proizvodaca ispitivanih protutijela.

U svrhu imunohistokemijske analize izrazenosti ciklina D1 i Ki-67 nakon deparafinizacije
slijedila je predigestija u Ventana BenchMark Ultra aparatu (Roche Diagnostics) uz termo postolja i
ULTRA Cell Conditioning Solution. Imunohistokemijsko bojanje ucinjeno je koristeéi automatizirani
imunohistokemijski sistem. Za vizualizaciju je koristen optiViewUniversal DAB detekcijski kit
(Ventana Medical Systems). U svrhu imunohistokemijskog bojanja koristeno je Cyclin D1 protutijelo

(ze¢je monoklonalno,clone EP12, DAKO,Danska) u razrjedenju 1:75 s inkubacijom od 12 minuta na
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temperaturi od 37 °C te Ki67 protutijelo (misSje monoklonalno,clone MIB-1, DAKO, Danska) u
razrjedenju 1:75, s inkubacijom od 16 minuta na temperaturi od 37 °C. Nastali kompleks vizualiziran
je pomocu hidrogen peroksida i DAB kromogena koji stvara smedi precipitat vidljiv pod svjetlosnim
mikroskopom. Zatim je uslijedilo kontrastiranje hemalaunom (1 minuta) te provlacenje kroz uzlazni
niz alkohola (70%-100%), ksilol i pokrivanje stakala. Kao pozitivna kontrola za ciklin D1 i Ki-67

upotrijebljeno je tkivo tonzile uklopljeno u parafin.

4.4. Evaluacija imunohistokemijskog bojenja

Evaluaciju izraZzenosti indeksa proliferacije stanica (Ki-67) bazirali smo na temelju
mnogobrojnih radova iz literature koji su ,,cut-off* vrijednost postavili na 30% pozitivho obojenih
jezgara. Lezije s vise od 30% pozitivnih jezgara svrstali smo u visoko proliferirajuce, dok su lezije s
manje od 30% pozitivnih jezgara svrstane u slabo do umjereno proliferirajuce (246).

Imunohistokemijskiizrazaj proteina p53i ciklina D1 temeljilismo na Allredovom bodovnom
sustavu koji objedinjuje intenzitet bojanjai postotak pozitivno obojenih jezgara (247). U ovisnostio
postotku pozitivno obojenih jezgara izrazenost smo podijelili u pet kategorija. One lezije koje nisu
imale niti jednu pozitivho obojenu jezgru oznadili smo brojem 0 (negativne lezije), udio pozitivnih
jezgara do 1% oznacili smo brojem 1, udio pozitivnih 1-10% jezgara brojem 2, udio pozitivnih 10-
33% jezgara brojem 3, udio pozitivnih 34-66% jezgara brojem 4 te brojem 5 ako su lezije imale vise
od 67% pozitivno obojenih jezgara. Nadalje, intenzitet bojenja podijelilismo u tri kategorije i to tako
da smo kao negativan intenzitet bojenja oznacili brojem 0 kod lezija kod kojih pod velikim
povecanjem na svjetlosnom mikroskopu (x400) nije bilo bojanja niti jedne jezgre, dok smo broj 1
pripisali lezijama sa slabim intenzitetom bojanja gdje je bojanje vidljivo samo pod velikim
povecanjem (x400), broj 2 lezijama s umjerenim intenzitetom bojanja gdje smo lako vidjeli obojene

lezijeipod malim povec¢anjem (x100), a brojem 3 ili snazno bojanje bile su pripisane lezijama s jasno
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vidljivim bojanjem pod malim poveéanjem. Ukupni zbroj vrijednosti intenziteta bojenja jezgara (0-
3) i postotka pozitivno obojenih jezgara (0-5) lezije smo kategorizirali zaklju¢no u tri skupine:

1. (0) - negativne lezije ili lezije sa slabim izrazajem (zbroj 0-2);

2. (+) - lezije s umjerenim izrazajem (zbroj 3-5);

3. (++) - lezije sa snaznim izrazajem (zbroj 6-8).

U svrhu evaluacije imunoreaktivnosti proteina ABCG2 primjenom eksperimentalnog
protutijelakoristilismo dva bodovna sustava, prethodno opisana od strane Fenga i suradnika te od
strane Abdulmajeedai Chawa (212, 248-249). Prema Fengu, lezije s izrazajem ABCG2 u bazalnom
sloju oznacene su kao negativne, dok su pozitivne lezije imale prisutnost izrazaja ABCG2 u
suprabazalnom sloju, bez obzira na stani¢na sublokalizaciju. U drugom sustavu klasifikacije koji je
objedinio intenzitet bojenja (0 = bez bojanja do 4 = tamno smede bojanje) i postotak pozitivno
obojenih epitelnih stanica (0% = rezultat 0; <25% = ocjena 1; 25-49% = ocjena 2; 50-74% = ocjena
3; 75-100% = ocjena 4) lezije su kvantificirane u Cetiri skupine:

1. (0) - negativne lezije;

2. (+) - lezije sa slabim izrazajem (zbroj 1-2);

3. (+4) - lezije sa umjerenim izrazajem (zbroj 3-5);
4. (+++) - lezije sa snaznim izrazajem (zbroj 6-8).

Membranski izrazaj EGFR evaluirali smo prema radu Cho EY i suradnika: (0) - bez
membranskog bojanja ili pozitivitet u <10% stanica, (+) inkompletno membransko bojanje u >10%
stanica, (++) slabo do umjereno kompletno membransko bojanje u >10% stanica, (+++) snaznoi
kompletno membransko bojanje u >10% stanica (250).

Kako bismo kvantificiraliizrazenost nEGFR, koristilismo kriterije koje je opisao Lo i suradnici.

NEGFR imunoreaktivnost klasificirali smo u Cetiri skupine ovisno o postotku pozitivnih stanica: (0)
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bez bojenja jezgre; (+) 1%-17% stanica s pozitivnim bojenjem jezgre; (++) 18%—35% stanica s

pozitivnim bojenjem jezgre te (+++) >35% stanica s pozitivhim bojenjem jezgre (233).

4.5. Statisticka obrada podataka

Statisti¢ka obrada podataka ucinjenaje racunalnim statistickim programom MedCalc, verzija
12.5.0 (MedCalc Software, Ostend, Belgija; https://www.medcalc.org), a dobiveni rezultati su
prikazanitabli¢no i graficki. Vrijednostikontinuiranih varijabli prikazani su kao srednja vrijednost +/-
standardna devijacija. Kategorijski (kvalitativni) podatci prikazani su frekvencijama i postotno.
Analizom raspodjele mjerenih varijabli (Kolmogorov-Smirnov test) utvrdi se razlicitost u raspodjeli
pojedinihvarijabli; normalnost razdiobe se razlikuje od parametra do parametra, stoga su koristeni
one-way ANOVA test (za podatke s normalnom razdiobom) te neparametrijska Kruskal-Wallis
metoda za usporedbu viSe od dvije skupine ispitanika. Za testiranje razlika izmedu skupina
primijenjen je post hoc Student-Newman-Keulsov test. Dodatno, koriSten je neparametrijski Mann-
Whitney test. Ispitane su povezanosti (korelacije) izmedu pojedinih parametara koristenjem
Pearsonova odnosno Spearmanova testa te regresijskog modela, ovisno o normalnosti razdiobe
podataka. Za testiranje razlika nominalnih varijabli koristen je Fisherov egzaktniili x2 test. Dodatno,
izraCunat je omjer izgleda s intervalom pouzdanosti za pojedine varijable. Povezanost ekspresije
analiziranih biomarkera sa sveukupnim doZivljenjem ispitanika procijenjena je pomocu Kaplan-
Meierove metode, a razlika izmedu krivulja doZivljavanja utvrdena je log-rank testom. Potencijalna
prognosticka vrijednost analiziranih biomarkera ucinjena je ROC (engl. Receiver Operating

Characteristic) analizom. Rezultati testova su smatrani znacajnima ako je p<0.05.
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5. REZULTATI

Da bismo prikazali izrazenost nEGFR-a i imunohistokemijskim metodama utvrdili njegov

stupanj izrazenosti u zdravoj sluznici usne Supljine, premalignim promjenama (leukoplakiji i

eritroplakiji) i invazivnom planocelularnom karcinomu usne Supljine te odredili povezanost

izrazenosti sa stupnjem displazije premalignih promjena i histoloSkim gradusom planocelularnog

karcinoma usne Supljine, analizirali smo koli¢inu imunoreaktivhosti mEGFR-a te nEGFR-a i

biomarkera stani¢ne proliferacije, stani¢nog ciklusa (p53, Ki-67, ciklin D1) i tumorskih matic¢nih

stanica (ABCG2).

Zasebno su analizirane sve tri skupineispitanika; 59 ispitanika sa zdravom sluznicom usne Supljine,

50 bolesnika s premalignim promjenama (31 leukoplakija i 19 eritroplakija) i 52 bolesnika s

invazivnim planocelularnim karcinomom usne Supljine. Demografski podaci skupina ispitanika

prikazani su u tablici 6.

Tablica 6. Demografski podaci ispitanika uklju¢enih u istraZivanje.

SKUPINA ISPITANIKA DOB (GODINE)
Kontrolna skupina sa zdravom 56.56:11.97
sluznicom usnz Supljine 54.28+12.22
- 52.7+11.84
Bolesnici ligni 64.22+14.35
foif\;:];fngrema enim 64.6+£9.92
Prom 63.9117.46
Bolesnici s invazivnim 55+10.91
i i 56+10.87
planocelularnim karcinomom
54+11.22

* srednja vrijednost + SD

SPOL

d 32
Q27

59

d 23
Q27

50

d 35
Q17

52

BROJ ISPITANIKA

62



5.1. IzraZaj Ki-67 u zdravoj sluznici usne Supljine, premalignim promjenama i invazivhom

planocelularnom karcinomu usne Supljine

Evaluaciju Ki-67 imunohistokemijske analize provedena je na 161-om uzorku. Postotak
Ki-67 proliferativnog indeksa u analiziranim skupinama iznosio je od 0% do 81% sa srednjom
vrijednosti izrazaja 15.51 + 14.87%. Ocekivano, postotak izrazaja Ki-67 proliferativnog indeksa u
skupini bolesnika s invazivnim planocelularnim karcinomom usne Supljine znacajno je visi (srednja
vrijednost 25.46 + 19.22%) u odnosu na skupinu sa zdravom sluznicom usne Supljine (srednja
vrijednost 8.93 + 6.68%) i skupinu bolesnika s premalignim promjenama (13 + 10.99%). Statisticki
znacajna razlika u izrazaju Ki-67 proliferativnogindeksa je uocena izmedu ispitanika sa zdravom
sluznicom usne Supljine i premalignim promjenama s jedne strane i bolesnika s invazivnim

planocelularnim karcinomom usne Supljine s druge strane (p=0.000001) (slika 18).

40 |-

30
=
= 20 |- e—
2
M

]-0 — b ——

ol | | | p=0.000001

Zdrava kontrola  Premaligne promjene Invazivni planocelularni karcinom

Slika 18. Postotak Ki-67 proliferativnog indeksa izmedu analiziranih skupina bolesnika. Postotak
Ki-67 proliferativnog indeksa je znacajno visi u skupini bolesnika s invazivnim planocelularnim
karcinomom usne Supljine u odnosu naispitanike sa zdravom sluznicom usne Supljine i premalignim
promjenama (p=0.000001); izmedu potonje dvije skupine nije uocena statisticki znacajna razlika.
Vodoravne linije oznacdavaju srednja vrijednost + standardna devijacija; p, razina znadajnosti
oznacena na grafu ANOVA; * statisticki znacajna razlika.
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Usporedbom postotka Ki-67 proliferativnog indeksa u skupini displazija po podskupinama,
uocili smo statisticki znacajno visi postotak Ki-67 proliferativnog indeksa u podskupini displazija
visokog stupnja (medijan 18.87% s rasponom od 6 do 30.5%) u odnosu na displazije niskog stupnja

(medijan 10.34% s rasponom od 1 do 20.6%) (p=0.005) (slika 19).

40—
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Slika 19. Usporedba postotka Ki-67 proliferativnog indeksa u skupini displazija analiziranih
podskupinaispitanika. Postotak Ki-67 proliferativnogindeksa znacajno je visi u podskupini bolesnika
s displazijama visokog stupnja u odnosu na podskupinu bolesnika s displazijama niskog stupnja
(p=0.005; Mann-Whitneyev test). Vodoravne linije oznacavaju srednja vrijednost + standardna
devijacija; p, razina znacajnosti, * statisticki znacajna razlika.

Nadalje, s obzirom na prijelomnuvrijednostKi-67 proliferativhogindeksa od 30%, uklju¢ene
uzorke smo podijelili u skupinu niske do srednje proliferativne aktivnosti (€£30%) i skupinu lezija
visoke proliferativne aktivnosti (>30%) (slika 20-22). Od ukljucenih ispitanika, ukupno je 80.7%
pripadalo skupini niske do srednje proliferativne aktivnosti, a 19.3% skupini lezija visoko

proliferativne aktivnosti. Raspored kategorija imunohistokemijskog obojenjana Ki-67 je prikazanu

tablici 7.
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Tablica 7. Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na Ki-67 s obzirom na postotak (%)
obojenih stanica u ukljuéenim skupinama ispitanika.

| Ki-67 BROJ ANALIZIRANIH UZORAKA UKUPAN BROJ (%)
INVAZIVNI
ZDRAVI PREMALIGNE PLANOCELULARNI
ISPITANICI PROMIJENE KARCINOM
<30% 57 43 30 130 (80.7%)
>30% 2 7 22 31 (19.3%)
Ukupno 59 50 52 161 (100%)

Slika 20. Histoloski prikaz zdrave sluznice usne Supljine sa slabim izrazajem Ki-67. Vidljive su
pozitivne jezgre samo u bazalnom sloju oralnog epitela. Poveéanje 100x.

Slika 21. Imunohistokemijski izrazaj Ki-67 u oralnoj leukoplakiji sa srednjom proliferativnom
aktivno$éu. Povecanje 100x.
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Slika 22. Planocelularni karcinom usne Supljine visoke proliferativne aktivnostis izrazajem Ki-67 u
visSe od 30% jezgara. Povecanje 400x.

5.2. lzrazaj p53 u zdravoj sluznici usne Supljine, premalignim promjenama i invazivhom
planocelularnom karcinomu usne supljine

Analizom izrazaja p53 proteina utvrdili smo statisticki znacajno visi izrazaj ispitivanog
proteina u skupini bolesnika s premalignim promjenama i invazivhom planocelularnom karcinomu
usne Supljine u odnosu na ispitanike sa zdravom sluznicom usne Supljine; dodatno je utvrdena
statisticki znacajna razlika izmedu svih analiziranih skupina (p<0.000001) (slika 23).
Pri imunohistokemijskoj analiziizrazaja proteina p53 koristilismo i Allred ovbodovni sustavte smo
uzorke podijelili u kategorije: negativnogili slabog obojenja (0), umjerenog obojenja (+) i snaznog
obojenja (++) (slika 24-26). Raspored opisanih kategorija imunohistokemijskog obojenja na p53 u
ispitivanim skupinama prikazan je u tablici 8. Dodatno, analiziran je izrazaj proteina p53 u
ispitivanim skupinama klasifikacijom po Allredu, ¢ime su utvrdeni identi¢ni rezultati. Usporedbom
postotka izraZaja proteina p53 u skupini displazija po podskupinama nije nadena statisticki znacajna

razlika (p=0.11).
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Slika 23. Izrazaj proteina p53 u ispitivanim skupinama. Postotak izrazaja p53 proteina znacajno je
visi u skupini bolesnika s premalignim promjenama i invazivnom planocelularnom karcinomu usne
Supljine u odnosu naispitanike sa zdravom sluznicom usne Supljine; dodatno utvrdena je statisticki
znacajna razlika izmedu svih analiziranih skupina (p<0.000001); a) klasi¢na klasifikacija, b) Allredov
bodovni sustav. Vodoravne linije oznacavaju srednja vrijednost + standardna devijacija; p, razina
znacajnosti oznacena je na grafu Kruskal-Wallis, * statisticki znacajna razlika.

Tablica 8. Raspored kategorija imunohistokemijskogbojanjana p53 s obzirom na Allredov bodovni
sustav u uklju¢enim skupinama ispitanika.

UKUPAN BROJ

‘ p53 BROJ ANALIZIRANIH UZORAKA (%)
ZDRAVI PREMALIGNE INVAZIVNI PLANOCELULARNI
ISPITANICI PROMIJENE KARCINOM
0 57 16 5 78 (48.44%)
+ 2 14 13 29 (18.01%)
++ 0 20 34 54 (33.54%)
Ukupno 59 50 52 161 (100%)
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Slika 24. Slabo imunohistokemijsko bojanje proteina p53 prema Allredovom bodovnom sustavu (0)
u zdravoj sluznici usne Supljine. Poveéanje 200x.

Slika 25. Oralna eritroplakija s visokim stupnjem displazije i snaznim izrazajem proteina p53 u
displastiénom dijelu zahvacenog epitela prema Allredovom bodovnom sustavu (++). Povecanje
200x.
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Slika 26. Snazni imunohistokemijski izrazaj p53 u planocelularnom karcinom usne Supljine prema
Allredovom bodovnom sustavu (++). Povecanje 200x.

5.3. IzraZaj ciklina D1 u zdravoj sluznici usne Supljine, premalignim promjenama i invazivnhom
planocelularnom karcinomu usne Supljine

Analizom izrazaja ciklina D1 utvrdili smo statisticki znacajno visi izrazaj ispitivanog proteina
u skupini bolesnika s premalignim promjenama i invazivnom planocelularnom karcinomu usne
Supljine u odnosu naispitanike sa zdravom sluznicom usne Supljine; dod atno je utvrdena statisticki
znacajna razlika izmedu svih analiziranih skupina (p<0.000001) (slika 27).
Pri imunohistokemijskoj analizi izraZaja ciklina D1 koristili smo i Allredov bodovni sustav te smo
uzorke podijelili u kategorije: negativnogili slabog obojenja (0), umjerenog obojenja (+) i snaznog
obojenja (++) (slika 28-30). Raspored opisanih kategorijaimunohistokemijskog obojenja na ciklin D1
u ispitivanim skupinama prikazan je u tablici 9. Usporedbom postotka izrazaja ciklina D1 u skupini

displazija po podskupinama nije nadena statistic¢ki znacajna razlika (p=0.18).
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Slika 27. Izrazaj proteina ciklin D1 u ispitivanim skupinama. Postotak izrazaja ciklin D1 proteina
znacajno je visi u skupini bolesnika s premalignim promjenama i invazivnom planocelularnom
karcinomu usne Supljine u odnosu na ispitanike sa zdravom sluznicom usne Supljine; dodatno je
utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu svih analiziranih skupina (p<0.000001); a) klasi¢na
klasifikacija, b) Allredov bodovni sustav. Vodoravne linije oznacavaju srednja vrijednost +
standardnadevijacija; p, razina znacajnostioznacena je na grafu Kruskal-Wallis, * statisticki znacajna
razlika.

Tablica 9. Raspored kategorija imunohistokemijskog bojenja na ciklin D1 s obzirom na Allredov
bodovni sustav u uklju¢enim skupinama ispitanika.

UKUPAN BROJ
CIKLIN D1 BROJ ANALIZIRANIH UZORAKA

(%)
ZDRAVI PREMALIGNE INVAZIVNI PLANOCELULARNI
ISPITANICI PROMIJENE KARCINOM
0 31 1 1 33 (20.49%)
+ 27 19 8 54 (33.54%)
++ 1 30 43 74 (45.96%)
Ukupno 59 50 52 161 (100%)
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Slika 28. Umjeren imunohistokemijski izrazaj ciklina D1 u zdravoj sluznici usne Supljine prema
Allredovom bodovnom sustavu (+). Povecanje 200x.

Slika 29. Snazan imunohistokemijski izrazaj ciklina D1 u oralnoj leukoplakiji srednjeg stupnja
displazije prema Allredovom bodovnom sustavu (++). Povecanje 100x.
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Slika 30. Planocelularnikarcinom usne Supljine sa snaznim izrazajem ciklina D1 prema Allred ovom
bodovnom sustavu (++). Povecéanje 100x.

5.4. lzrazaj ABCG2 u zdravoj sluznici usne Supljine, premalignim promjenama i invazivhom
planocelularnom karcinomu usne Supljine

Analizom izraZzaja ABCG2 utvrdili smo statisticki znacajno visi izrazaj ispitivanog proteina u
skupini bolesnika s premalignim promjenama i invazivhom planocelularnom karcinomu usne
Supljine u odnosu naispitanike sa zdravom sluznicom usne Supljine; dodatno, utvrdena je statisticki
znacajna razlika izmedu svih analiziranih skupina (p<0.000001) (slika 31).

Pri imunohistokemijskoj analizi izraZzaja ABCG2 osim vec ranije spomenute klasifikacije po
Abdulmajeedu i Chawu koristili smo i dodatni bodovni sustav po Fengu te smo uzorke podijeliliu
kategorije: negativnog ili slabog obojenja (0) te umjerenog i snaznog obojenja (1) (slika 33-35).
Raspored opisanih kategorija imunohistokemijskog obojenja na ABCG2 u ispitivanim skupinama
prikazan je u tablici 10. Usporedbom postotka izrazaja ABCG2 u skupini displazija po podskupinama
nadena je statisticki znacajna razlika tj. izrazaj ABCG2 je jaci u displazijama viseg stupnja (p=0.02)

(slika 32).
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Slika 31. IzraZaj proteina ABCG2 uispitivanim skupinama. Postotakizrazaja ABCG2 znacajnoje visi u
skupini bolesnika s premalignim promjenama i invazivhom planocelularnom karcinomu usne
Supljine u odnosu naispitanike sa zdravom sluznicom usne Supljine; dodatno utvrdena je statisticki
znacajna razlika izmedu svih analiziranih skupina (p<0.000001); lijevi graf (a) klasifikacija po
Abdulmajeedu i Chawu, desni graf (b) klasifikacija po Fengu. Vodoravne linije oznacavaju srednja
vrijednost + standardna devijacija; p, razina znacajnosti oznacena je na grafu Kruskal-Wallis, *
statisticki znacajna razlika.

o
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|

al | 002

Displazija

Slika 32. Izrazaj proteina ABCG2 u premalignim promjenama s obzirom na stupanjdisplazije. Izrazaj
ABCG2 znacajno je visi u visSim stupnjevima displazije (p=0.02). Vodoravne linije oznacavaju srednju
vrijednost + standardna devijacija; p, razina znacajnosti oznacena je na grafu Kruskal-Wallis, *
statisticki znacajna razlika.
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Tablica 10. Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na ABCG2 u uklju¢enim skupinama
ispitanika.

ZDRAVI PREMALIGNE PLAII\ll\:)VCAI‘EZLI:J/IIEI,‘LRNI
ISPITANICI PROMIJENE KARCINOM

0 40 17 0 57 (35.4%)

+ 14 15 11 40 (24.84%)

++ 3 8 7 18 (11.18%)
+++ 2 6 10 18 (11.18%)
UKUPNO 59 50 15 161 (100%)
0 40 17 9 66 (40.99%)

1 19 33 43 95 (59.01%)
UKUPNO 59 50 52 161 (100%)

U nastavku, u tablici 11 zbirno su prikazani rezultati statisticke analize usporedbe postotkaizrazaja

Ki-67, p53, ciklina D1 i ABCG2 izmedu analiziranih skupina ispitanika.

Tablica 11. Zbirni prikaz rezultati statisticke analize usporedbe postotka izrazajaKi-67, p53, i ciklina
D1 izmedu analiziranih skupina ispitanika.

Ki-67 8.93 +£6.68 13 £10.99 25.46 +19.22 0.000001

p53 3.88 +2.62 5.27 +2.32 6.09 +2.08 <0.000001

ciklin D1 4.81+2.24 6.12 +1.43 6.61 +1.45 <0.000001
0.44 +£0.75 1.3+1.28 2.21+1.49

ABCG2 0.32 £0.47 1+0.48 1+0.38 <0.000001
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Slika 33. Zdrava sluznica usne Supljine s umjerenim imunohistokemijskim izrazajem ABCG2.
Povecanje 200x.

Slika 34. Snaini imunohistokemijski izrazaj ABCG2 u jezgri u maligno transformiranoj oralnoj
eritroplakiji s teSkom displazijom epitela. Povecanje 200x.
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Slika 35. SnaZan imunohistokemijski izrazaj ABCG2 u planocelularnom karcinomu usne Supljine.
Povecanje 100x.
5.5. IzrazajnEGFR i mEGFR u zdravoj sluznici usne Supljine, premalignim promjenamai invazivhom

planocelularnom karcinomu usne Supljine

U skupini zdravih ispitanika najvedi broj uzoraka (53/59) pokazivao je negativan nEGFR (0),
samo 6 uzorka su pokazala slabijiizrazaj nEGFR-a (1+), a umjereni ili snazniizrazaj (2+/3+) se nije
nasao nitiu jednom uzorku (slika 41). Izrazaj mEGFR u istoj skupini pokazao je negativan izrazaj (0)
u najveéem broju uzoraka (37/59), dok je slabi izrazaj mEGFR (1+) bio prisutan u 15 uzoraka.
Umjereni izrazaj mEGFR-a (2+) verificiran je u manjem broju uzoraka (7/59) dok se snazni izrazaj
MEGFR (3+) nije nasao niti u jednom uzorku (slika 38).

U skupini ispitanika s premalignim promjenama manji broj uzoraka (6/50) pokazalo je
negativan nEGFR (0), dok je najvedi dio ispitanika pokazalo slabiji izrazaj nEGFR-a (1+) (18/50) ili
umjereniizrazaj(2+) (20/50). Manji broj uzoraka (6/50) pokazao je snazniizrazajnEGFR-a (3+) (slika

42). Analiza mEGFR-a je pokazala kod veceg udjela ispitanika (15/50) negativan izrazaj (0), slabi
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izrazaj (1+) kod dijelaispitanika (11/50) te umjereniizrazaj(2+) kod malog brojaispitanika (4/50). U
vecini uzoraka (20/50) zabiljezen je snazni izrazaj (3+) mEGFR (slika 39).

U skupiniispitanika s invazivnim planocelularnim karcinomom uocen je najsnazniji izrazaj i
zanEGFRiza mEGFR; nEGFR je u 30/50 uzorka bio umjereno dosnaznoizrazen (2+/3+),a 22 uzoraka
je imalo negativan ili slab izrazaj (0/1+) (slika 43-44). mEGFR je u 33/52 uzoraka bio umjereno do
snaznoizrazen (2+/3+), a kod 19 uzorakaizrazajje bio slabili negativan (0/1+) (slika 40 i tablica 12).

Usporedbe izrazaja nEGFR i mEGFR izmedu analiziranih skupina ispitanika pokazala je

statisti¢ku znacajnost (x?=85.96, p<0.0001; x*=70.40, p<0.0001).

Tablica 12. Usporedba izrazaja jezgrinog i membranskog EGFR-a izmedu analiziranih skupina
ispitanika.

VARIJABLA £DRAVI FREMAHGNE PLA:\ll\I(;I:EZI.IL\JIII.\IAIRNI
ISPITANICI (N=59)  PROMIJENE (N=50)

KARCINOM (N=52)

+ 6 18 18 %
o 0 20 8 p <0.0001
+++ 0 6 22

mMEGFR

0 37 15 3

+ 15 11 16 p <0.0001*
++ 7 4 15
+++ 0 20 18

Legenda: nEGFR-jezgrini EGFR; mEGFR-membranski EGFR; O negativno, + slab izrazaj, ++ umjeren
izrazaj, +++ snaZan izraZaj. *x° test - usporedba razlika izraZaja izmedu nEGFR-a i mEGFR-a u
analiziranim skupinama ispitanika.
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Slika 36. Izrazaj nEGFRi mEGFR izmedu analiziranih skupina ispitanika. Usporedbe izrazajaa) nEGFR
i b) mEGFR izmedu analiziranih skupina ispitanika pokazala je statisticku znacajnost (x2=85.96,
p<0.0001; x2=70.40, p<0.0001).

Legenda: nEGFR-jezgrini EGFR; mEGFR-membranski EGFR; O - negativno, 1- slabizrazaj, 2 - umjeren
izrazaj, 3 - snazan izrazaj. Oznake skupina ispitanika: narancasto - zdravi ispitanici; plavo -
premaligne promjene; zeleno - planocelularni karcinom.

Usporedbom frekvencije izrazaja nEGFR-a izmedu ispitivanih skupina uocena je statisticki
znacajna razlika u izrazaju nEGFR-a u razli¢itim skupinama. Znacajno je veéa ucestalost umjerene
(2+) i snazne ekspresije nEGFR (3+) u skupinibolesnika s planocelularnim karcinomima i premalignim
promjenama u odnosu na skupinu zdravih ispitanika (x?=49.85, p<0.0001). Takoder je uoéena i
razlika u izraZzaju mEGFR-a u razlicitim skupinama bolesnika gdje je bila prisutna znacdajno veca
ucestalost umjerene (2+) i snazne ekspresije mEGFR (3+) u skupini bolesnika s planocelularnim

karcinomima i premalignim promjenama u odnosu na skupinu zdravih ispitanika (y?=34.05,

p<0.0001) (slika 37).
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Slika 37. Prikaz razlike slabijeg i snaznog izrazaja nEGFR i mEGFR izmedu analiziranih skupina
ispitanika. Usporedbe slabijegi snaznogizrazaja a) nEGFR i b) mEGFR izmedu analiziranih skupina
ispitanika pokazala je statisticku znacajnost (y2=49.85, p<0.0001; x2=34.05, p<0.0001).

Legenda: nEGFR-jezgrini EGFR; mEGFR-membranski EGFR; 0 —negativani slab izrazaj, 1 - umjereni
snazan izrazaj. Oznake skupina ispitanika: narancasto — zdravi ispitanici; plavo — premaligne
promjene; zeleno — planocelularni karcinom.
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Slika 38. Imunohistokemijski izrazaj mEGFR u zdravoj sluznici usne Supljine. a) Negativan izrazaj

EGFR-a na membrani oralnog epitela. b) Umjereno kompletno membransko bojanje EGFR-a (++).
Povecanje 200x.
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Slika 39. Imunohistokemijski izrazaj mEGFR u premalignim promjenama usne Supljine.
a) Inkompletno membransko bojanje EGFR-a u vise od 10% stanica u oralnoj leukoplakiji (+).
b) Umjereno kompletno membransko bojanje EGFR-a u oralnoj leukoplakiji (++). Povec¢anje 400x.

Slika 40. Imunohistokemijski izrazaj mEGFR u planocelularnom karcinomu usne Supljine. a)
Umjereno kompletno membransko bojanje EGFR-a u vise od 10% stanica (++). b) Snazno kompletno
membransko bojanje u vise od 10% stanica (+++). Povedanje 400x.

Slika 41. Negativan imunohistokemijski izrazaj nEGFR u zdravoj sluznici usne Supljine. Povecanje
200x.
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Slika 42. Imunohistokemijsko bojanje jezgrinog EGFR-a u premalignim promjenama usne Supljine.
a) Oralna leukoplakija sa srednjim stupnjem displazije i slabim izrazajem jezgrinog EGFR-a (+).
Povecanje 400x. b) Oralna eritroplakija s umjerenim izrazajem jezgrinog EGFR-a (++). Povecanje

Slika 43. Imunohistokemijsko bojanje jezgrinog EGFR-a u planocelularnim karcinomima usne
Supljine. a) Slab izrazaj nEGFR-a u dobro diferenciranom karcinomu (+). b) Snazno bojanje jezgara
na nEGFR u viSe od 35% stanica kod srednje diferenciranog karcinoma (+++). Povecanje 200x.

Slika 44. Snazno imunohistokemijsko bojanje nEGFR-a u jezgri te umjereno bojanje EGFR-a u
citoplazmi stanica planocelularnog karcinoma usne Supljine. Pove¢anje 1000x.
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5.6. Korelacija izraZzaja nEGFR-a s mEGFR-om i markera stani¢nog ciklusa i proliferacije u zdravoj
sluznici usne Supljine, premalignim promjenama i invazivnom planocelularnom karcinomu usne
Supljine

U skupini zdravih ispitanika korelacija izrazaja izmedu ispitivanih markera nije pokazala
statisticki znacajnih rezultata, koji stoga nisu niti prikazani.

U skupini bolesnika s premalignim promjenama zapazena je statisticki znacajna pozitivna
korelacija izmedu nEGFR-a i Ki-67 (p=0.45, p=0.001), p53 (p=0.50, p=0.0002), ciklina D1 (p=0.42,
p=0.002), mEGFR (p=0.54, p<0.0001) i ABCG2 (p=0.42, p=0.002) (tablica 13). Statisticki znacajna
korelacija zapaZena je izmedu mEGFR i Ki-67 (p=0.51, p=0.0002), p53 (p=0.50, p=0.0002), nEGFR
(p=0.54, p<0.0001), ciklinom D1 (p=0.38, p=0.005) i ABCG2 (p=0.49, p=0.0003) (tablica 14).
Takoder, u skupini bolesnika s premalignim promjenama zapaZena je statisticki znacajna pozitivha
korelacija izmedu stupnja displazije i nEGFR-a (p=0.60, p<0.0001), Ki-67 (p=0.42, p=0.002), p53
(p=0.50, p=0.0002), ciklina D1 (p=0.35, p=0.01), MEGFR-a (p=0.53, p=0.0001), dok ABCG2 nije
pokazao znacdajnu korelaciju (p=0.24, p=0.10).

Promatrajuci povezanost nEGFR-a s markerima stani¢nog ciklusa u skupini invazivnih
planocelularnih karcinoma, uocava se statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu nEGFR-a i Ki-
67 (p=0.31, p=0.002), p53 (p=0.30, p=0.03), mEGFR (p=0.31, p=0.02), dok korelacija sa ciklin D1
(p=0.20, p=0.16), i ABCG2 (p=0.21, p=0.12) nije zapazena (tablica 13). Statisticki znacajna korelacija
zapaZena jeizmedu mEGFRi Ki-67 (p=0.34, p=0.01), p53 (p=0.37, p=0.006) i nEGFR (p=0.31, p=0.02),

dok korelacija s ciklinom D1 (p=0.07, p=0.62) i ABCG2 (p=-0.18, p=0.19) nije zapazena (tablica 14).
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Tablica 13. Korelacija proteinskog izrazaja nEGFR-a s proteinskim izrazajem markera stani¢nog
ciklusa, stani¢ne proliferacije i mMEGFR-om u pemalignim promjenamaiinvazivnom planocelularnom
karcinomu usne Supljine.

Ki-67 P53 Ciklin D1 mEGFR ABCG2

nEGFR
PE:EAGEL?QNEE o} p=0.45, p=0.50, p=0.42, p=0.54, p=0.42,
p p=0.001 p=0.0002 p=0.002 p<0.0001 p=0.002

INVAZIVNI nEGFR
PLANOCELULARNI p p=0.31, p=0.30, p=0.20, p=0.31, p=0.21,
KARCINOM p p=0.002 p=0.03 p=0.16 p=0.02 p=0.12

*p Sperman korelacijski koeficijent

Tablica 14. Korelacija proteinskog izrazaja mEGFR-a s proteinskim izrazajem markera stani¢nog
ciklusa, stani¢ne proliferacije i nEGFR-om u premalignim promjenama i invazivnhom planocelularnom
karcinomu usne Supljine.

~ Ki-67 P53 Ciklin D1 nEGFR _ ABCG2
mEGFR
PE ::\)II“I:IJ.IIE(';\‘I:EIE o} p=0.51, p=0.50, p=0.38, p=0.54, p=0.49,
p p=0.0002  p=0.0002 p=0.005 p<0.0001 p=0.0003
INVAZIVNI mEGFR
PLANOCELULARNI p p=0.34, p=0.37, p=0.07, p=0.31, p=-0.18,
KARCINOM p p=0.01 p=0.006 p=0.62 p=0.02 p=0.19

*p Sperman korelacijski koeficijent

5.7. Analiza izrazaja nEGFR-a s mEGFR-om i markera stanicnog ciklusa i proliferacije u zdravoj
sluznici usne Supljine, premalignim promjenama i invazivhom planocelularnom karcinomu usne
Supljine

U skupini zdravih ispitanika analiza izrazaja izmedu ispitivanim markerima nije pokazala
statisticki znacajnih rezultata, koji stoga nisu niti prikazani.

U skupinibolesnikas premalignim promjenama promatrali smo ekspresiju nEGFR u 8 od 29
(27,6%) bolesnika s netransformiranim lezijama (UT) i u 16 od 21 (76.2%) bolesnika s maligno

transformiranim lezijama (MT) (p=0.001, Fisherov egzaktni test). Dodatno, ekspresija ABCG2
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primijecena je u 18 od 29 (62.1%) bolesnika s UT lezijama i u 16 od 21 (76.2%) bolesnika s MT
lezijama (p=0.237, Fisherov egzaktni test).

Kako bise procijenio rizik za malignu transformaciju, ekspresijanEGFR i ABCG2 analizirana je
pojedinacno. Regresijska analiza pokazala je statisticku znacajnost za ekspresiju nEGFR (p=0.004,
r=0.48, R?=0.231), dok ekspresija ABCG2 nije pokazala statisti¢ku znaajnost (p=0.21, r=0.18,
R’=0.33).

Omijer izgleda za MT iznosi 8.4 za ekspresiju nEGFR (95% Cl, 2.31 —30.61, p=0.001), dok je za
ekspresiju ABCG2 bio 2.26 (95% Cl, 0.65 — 7.85, p= 0.20). Stovise, omjer izgleda za MT za ekspresiju
nEGFR i ABCG2 iznosi 12.84 (95% Cl, 2.15 — 76.44, p=0.05).

Nadalje, statisti¢ka razlika u ekspresiji nEGFR (p=0.008) i ABCG2 (p=0.20) pojedinacno i

ko-ekspresije (p=0.002) uocena je izmedu pacijenata s UT odnosno MT lezijama (slika 45).

1 00 | p=0.0008
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D bez ekspresije - nEGFR ekspresija - ABCG?2 ekspresija nEGFR and ABCG2 ekspresija
Slika 45. Ucestalost pojedinacne ekspresije nEGFR i ABCG2 i njihova ko-ekspresija u
netransformiranim i maligno transformiranim lezijama u bolesnika s premalignim promjenama.

Statisticka razlika u ekspresiji NEGFR (lijevo) (p=0.0008) i ABCG2 (sredina) (p=0.20) pojedinacnoi ko-
ekspresije (desno) (p=0.002) uocena je izmedu bolesnika s UT i MT lezijama.
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Osim toga, statisticka razlika u ekspresiji nNEGFR (p=0.005) i ABCG2 (p=0.05) pojedinacno i ko-

ekspresije oba zajedno (p=0.002) uocena je u lezijama s displazijom viSeg stupnja (slika 46).
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Slika 46. Ucestalost pojedinacne ekspresije nEGFR i ABCG2, i njihove ko-ekspresije kod stupnjeva
displazije u bolesnika s premalignim promjenama. Ucestalost pojedinacne ekspresije nEGFR i ABCG2
(lijevo i srednje), kao i njihove ko-ekspresije (desno) kod stupnjeva displazije (- nema displazije, +
slaboizrazena, ++ umjerenoizrazena, +++jako izrazena) kod bolesnika s premalignim promjenama.
Statisticka razlika u ekspresiji nEGFR (p=0.005) i ABCG2 (p=0.05) pojedinacnoi ko-
ekspresije oba (p=0.002) uocena je u lezijama s displazijom viSeg stupnja.

U skupini bolesnika s invazivnim planocelularnim karcinomom promatrali smo ekspresiju
markera u bolesnika s progresijom bolesti 12/52 u odnosu na 40/52 kod kojih nije uo¢ena progresija
bolesti. Nije pokazana statisticki znacajna ekspresija prethodno opisivanih biomarkera.
Takoder, promatrali smo ekspresiju markera u bolesnika preminulih od osnovne bolesti 10/52 u
odnosuna42/52 bolesnika koji suidalje pod redovnim kontrolama. U preminulih bolesnika uocena

je statisticki znacajan izrazaj p53 (p=0.02), dok izrazaj ostalih biomarkera nije pokazao statisticki

znacajnu ekspresiju.
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ZabiljeZen je statisti¢ki znacajan odnos lokalizacije tumora i ekspresije NEGFR-a (R%=0.11, r=0.32,
p=0.02), izrazaj ostalih biomarkera nije pokazao statisticki znacajnu ekspresiju (slika 47).
Dodatno, multivarijatna regresijska analiza nije pokazala statisticki znacajnu ekspresija prethodno

opisivanih biomarkera kod progresije i smrti bolesnika.

Lokalizacija

=0.32, p=0.02

0 1 2 3
nEGFR

Slika 47. lIzrazaj nEGFR kod razli¢itih lokalizacija tumora u skupini bolesnika s invazivnim
planocelularnim karcinomom. Zabiljezen je statisticki znac¢ajan odnos lokalizacije tumora i ekspresije
nEGFR-a (R?=0.11, r=0.32, p=0.02).
Legenda: nEGFR-jezgrini EGFR: O — negativan izrazaj, 1-slab izraZaj, 2-umjeren izrazaj i 3-snazan
izrazaj. Oznake skupina lokalizacija: 1-jezik, 2-dno usne Supljine, 3-gingiva maksile, 4-gingiva
mandibule, 5-nepce, 6-obraz i 7-retromolarno podrudje.
5.8. Povezanost proteinskog izraZzaja nEGFR-a i mEGFR-a te Ki-67, p53, ciklina D1 i ABCG2 sa
klinickopatoloskim parametrima kod invazivnog planocelularnog karcinoma usne supljine
Analiziralismo ¢imbenike rizika alkohol i puSenje, TNM stadij tumora, klinicki stadijtumora,
lokalizaciju, regionalne metastaze, M stadij, broj pozitivnih limfnih ¢vorova, histoloski gradus,
limfovaskularnu invaziju, perineuralnu invaziju, ekstranodalnu ekstenziju, rub preparata,

komorbiditete, progresiju bolesti, HPV status, postojanje drugog primarnog tumora, smrt od

osnovne ili neke druge bolesti. Statisticka znacajnost uocena je pri analizi lokalizacije tumora kod
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kojih je uoCen izrazajnEGFR-ai mEGFR-a. Nismo uocili statisticki znacajnu razliku u izrazaju nEGFR-
a i mMEGFR-a u odnosu na ostale navedene klinicke podatke i patohistoloske karakteristike tumora.
U analiziranojskupini uzoraka prosjecna debljinatumoraiznosilaje 7.5+6.86 mm, a velicina
istoga 2.9+1.39 cm.
U nastavku u tablicama 15 i 16 prikazani se rezultati statisticke analize povezanosti
proteinskogizrazajaispitivanih proteinasklinickim podacima i patohistoloskim osobinamatumora.
Tablica 15. Povezanost izrazaja nEGFR-a i mEGFR-a s klinickim podacima i patohistoloskim

osobinama tumora.

0o/+ ++/+++ 0o/+ ++/+++
n=22 n=30 n=19 n=33
ALKOHOL | PUSENJE
NIUJEDNO 7 8 6 7
ALKOHOL 8 11 x2=9.71, 6 13 Xx2=1.85,
PUSENJE 17 22 p=0.002 13 26 p=0.60
OBOIE 8 11 6 13
TNM STADIJ
TUMORA
| 2 12 4 10
Il 8 4 5 7
VB 3 1 p=0.26 5 5 p=0.88
IVC 0 0 0 0
KLINICKI STADL
RANI 10 17 9 18
p=0.83* p=0.90*
UZNAPREDOVALI 12 13 10 15
LOKALIZACUJA
JEZIK 6 14 8 12
DNO USNE SUPUINE 8 11 5 14
GINGIVA MAKSILE 1 0 1 0
GINGIVA ) 3 X2=25.09, 1 4 Xx2=46.47,
MANDIBULE p=0.01 p=0.0003
NEPCE 2 0 2 0
OBRAZ 2 1 2 1
RETROMOLARNO 1 1 0 2
REGIONALNE
METASTAZE
NO 16 20 12 24
N1 2 6 2 6
N2A 0 0 X2=5.26, 0 0 X?=8.28,
N2B 2 3 3 1
N2C 0 0 p=0.81 0 0 p=0.50
N3A 0 0 0 0
N3B 3 1 2 2
M STADIJ
MO 22 26 p=0.001* 19 33 p=0.01*
M1 0 0 0 0
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BROJ POZITIVNIH
LIMFNIH CVOROVA

0 16 20 12 24
: Lll ; X2=6.46, 2 g X?=5.58,
= : 1 p=0.89 : 5 p=0.93
4 0 1 1 0
HISTOLOSKI GRADUS
TUMORA
T -
R ; ) p=0.40 ; A p=0.43
LIMFOVASKULARNA
INVAZIA
ODSUTNA 18 2 15 25
PRISUTNA 4 8 p=0.88 4 8 p=0.78
PERINEURALNA
INVAZIJA
ODSUTNA 12 16 - 10 18 -
PRISUTNA 10 14 9 15
EKSTRANODALNA
EKSTENZIJA
ODSUTNA 18 28 p=0.5% 18 19 p=0.25%
PRISUTNA 4 2 2 4
RUB PREPARATA
NEGATIVAN 2 26 19 33
POZITIVAN 0 0 ¥2=16.31, 0 0 ¥2=10.61,
RIZICAN 0 0 p=0.001 0 0 p=0.01
KOMORBIDITETI
NE 10 16 o 10 16 o
DA 12 14 p=0.55 9 17 p=034
PROGRESIJA BOLESTI
I';': 166 261 p=0.51* 154 276 p=0.66*
HPV STATUS
NEGATIVAN 21 26 -~ 17 33 A
POZITIVAN 1 1 2 0
DRUGI PRIMARNI
TUMOR
NE 18 23 o 16 27 .
DA s 5 p=0.35 5 . p=0.87
SMRT
NE 14 20 ¥2=0.70, 14 20 y2=1.46,
OSNOVNA BOLEST 3 7 p=0.87 4 6 p=0.69
DRUGA BOLEST 4 4 1 7

*Fischerov egzaktni test.

Usporedbom povezanosti izrazaja Ki-67 proliferacijskog indeksa s klinicko-patoloskim
karakteristikama bolesnikasinvazivnim planocelularnimkarcinomom usne Supljine nije zabiljeZzena
niti jedna statisticka znacajnost.

Usporedbom povezanosti izrazaja p53 proteina s klinicko-patoloSkim karakteristikama

bolesnika s invazivnim planocelularnim karcinomom usne Supljine statisti¢cki su znadajni
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perineuralna invazija te smrt od osnovne ili drugih bolesti. Tumori bez perineuralne invazije
pokazivali su znacajno vecu ucestalost izraZaja proteina p53 u odnosu na tumore s prisutnosti

perineuralne invazije (p=0.02).

Tablica 16. PovezanostizrazajaKi67ip53 s klinickim podacimai patohistoloskim osobinama tumora.

<30% > 30% o/+ ++
n=30 n=22 n=9 n=43
ALKOHOL | PUSENJE
NIJEDNO 0 8 3 9
ALKOHOL 18 15 ¥2=0.359, 9 25 ¥2=1.46,
PUSENJE 8 17 p=0.55 8 22 p=0.48
OBOJE 8 15 8 22
TNM STADIJ TUMORA
I 9 5 4 10
I 7 5 4 8
I 6 4 x’=2.02, 1 9 X2=9.76,
VA 5 7 p=0.73 7 5 p=0.28
IV B 3 1 2 2
IV C 0 0 0 0
KLINICKI STADIJ
RANI 17 10 8 19
UZNAPREDOVALI 13 12 p=0.43* 10 15 p=0.32*
LOKALIZACUA
JEZIK 13 7 7 13
DNO USNE SUPUINE 9 10 7 12
GINGIVA MAKSILE 0 1 =387, 0 1 2=10.86
GINGIVA MANDIBULE 4 1 2 3
p=0.69 p=0.54
NEPCE 1 1 2 0
OBRAZ 2 1 0 3
RETROMOLARNO 1 1 0 2
REGIONALNE
METASTAZE
NO 22 14 12 24
N1 4 4 2 6
p=0.46 p=0.72
N2C 0 0 0 0
N3A 0 0 0 0
N3B 3 1 2 2
M STADIJ
MO 30 22 P 18 34 .
M1 0 0 p=0.27 18 24 p<0.0001
BROJ POZITIVNIH
LIMFNIH CVOROVA
0 22 14 12 24
L > 4 X?=1.69, 3 6 X2=8.56,
2 2 2 p=0.79 ! 3 p=0.38
3 1 1 2 0
4 0 1 0 1
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HISTOLOSKI GRADUS

TUMORA
1 18 10 108 9 19 -3.16
2 10 10 p=0.58 ’/ 13 p=0.53
3 2 2 2 2
LIMFOVASKULARNA
INVAZIJA
ODSUTNA 2 16 14 2
_ * _ *
PRISUTNA 6 6 p=0.55 4 8 p=0.53
PERINEURALNA
INVAZIJA
ODSUTNA 16 12 ) 9 19
-0, =0.02*
PRISUTNA 14 10 p=0.33 9 15 p=00
EKSTRANODALNA
EKSTENZIJA
ODSUTNA 2 20 15 31
=0. 4* =0.67
PRISUTNA 4 2 p=06 3 3 p=06
RUB PREPARATA
NEGATIVAN 30 2 123 18 34 2585
POZITIVAN 0 0 Cooe 0 0 00000
RIZICAN 0 0 P 0 0 .
KOMORBIDITETI
NE 15 11 1 15
=1.00* =0.5*
DA 15 11 P 5 19 P
PROGRESIJA BOLESTI
NE 2 16 p=0.50% 12 28 Y2=1.59,
DA 6 6 6 6 p=0.66
HPV STATUS
NEGATIVAN 28 2 16 34
p=0.22* p=0.11*
POZITIVAN 2 0 2 0
DRUGI PRIMARNI
TUMOR
NE 27 16 17 2%
—_ * —_ *
DA 3 6 p=0.11 1 3 p=0.24
SMRT
NE 2 12 x2=0.76, 13 21 ¥2=7.13,
OSNOVNA BOLEST 5 5 p=0.38 5 8 p=0.02
DRUGA BOLEST 3 5 0 8

*Fischerov egzaktni test.

Usporedbom povezanostiizrazaja ciklina D1 s klinicko-patoloskim karakteristikama bolesnika
s invazivnim planocelularnim karcinomom usne Supljine nije zabiljezena niti jedna statisticka
znacajnost.

Usporedbom povezanostiizrazaja ABCG2 s klinicko-patoloskim karakteristikama bolesnika's
invazivnim planocelularnim karcinomom usne Supljine, statisticka znacajnost utvrdenaje za PNI, dok

za ostale parametre nisu utvrdene statisticki znacajne razlike (tablica 17).
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Tablica 17. Povezanostizrazaja ciklina D1i ABCG2 s klini¢kim podacima i patohistoloskim osobinama

tumora.
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PERINEURALNA

INVAZIJA
ODSUTNA 6 22 054+ 8 20 002+
PRISUTNA 3 21 p=c 1 26 p=c
EKSTRANODALNA
EKSTENZIJA
ODSUTNA 9 37 9 37
=0.49* =0.23
PRISUTNA 0 6 P 0 6 P
RUB PREPARATA
NEGATIVAN 9 43 52 0
2= 2=
POZITIVAN 0 0 X . 05";':; 0 0 X . ozfmozi
RiZICAN 0 0 (s 0 0 p<0.
KOMORBIDITETI
NE > 21 p=0.59* 2 22 p=0.27*
DA 4 2 6 20
PROGRESIJA BOLESTI
NE 8 32 9 31 ¥2=1.59,
- * y
DA 1 11 p=0.62 0 12 p=0.07
HPV STATUS
NEGATIVAN 8 o3 9 41
=0.38* =0.51*
POZITIVAN 1 1 i 0 2 i
DRUGI PRIMARNI
TUMOR
NE 7 36 8 35
=0.75% =0.58*
DA B 7 p 9 0 p
SMRT
NE 6 28 ¥2=0.38, 7 27 ¥2=2.23,
OSNOVNA BOLEST 2 8 p=0.82 1 9 p=0.13
DRUGA BOLEST 1 7 1 7

*Fischerov egzaktni test.

5.9. Analiza dozivljenja

U analizu dozivljenja ukljuceni su samo bolesnici s invazivnim planocelularnim karcinomom
usne Supljine, a podaci o vremenskom pracenju bili su dostupni za sve bolesnike. DuZina doZivljenja
bolesnika pracena je od trenutka postavljanja dijagnoze i/ili operacijskog zahvata do posljednje
kontroleilismrtnogishoda. Svi bolesnici bili su kirurski lijeCeni. Medijan vremena pracenja je iznosio
32.26 mjeseci s rasponomod 1 do 98 mijeseci. Tijekom pracenja, 18/52 bolesnika je umrlo, od toga
je 10 bolesnika umrlo od osnovne bolesti, a 8 bolesnika zbog drugog uzroka smrti te su u analizi
doZivljenja cenzurirani. Osim toga, tijekom pracenja je u 12/52 bolesnika zabiljeZzena progresija
bolesti u visi stadij. Medijan vremena do progresije bolestije iznosio 15 mjeseci s rasponom od 8 do

84 mjeseca.
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Za sve analizirane biomarkere koriStene su ranije opisane prijelomne vrijednosti kojima su
skupine bolesnika podijeljene na one s visokim ili niskim izrazajem ispitivanih proteina. Prilikom
analize dozivljenja prvo je odreden utjecaj parametara na sveukupno dozivljenje Kaplan-Meier-
ovom metodom, a razlika izmedu krivulja prezivljavanja utvrdena je pomodu log-rank testa.

Prilikom analize utjecaja klini¢cko-patoloskih karakteristika tumora na sveukupno
dozivljavanje bolesnika samo je utvrdena razlika u duzini doZivljenja izmedu skupina bolesnika s
obzirom na regionalne metastaze (p=0.03), limfovaskularnu invaziju (p=0.04) te postojanje drugog
primarnogtumora (p=0.01) (slika 47). Ostale, prethodno opisivane klini¢cko-patoloske karakteristike
tumora nisu imale utjecaj na sveukupno dozivljavanje bolesnika. Vazno je napomenuti da je rub
preparata, za koji je dokazano daima utjecaj na ukupno dozivljenje, u svim uzorcima bio negativan

te stoga u ovoj studiji nije bio statisticki znacajan za pracenje dozivljenja bolesnika.

c)

100|

Vjerojatnost prezivljenja (%)

—E
——

p=0.003 =

p=0.01

Vrijeme (godine)
Slika 47. Kaplan-Meierova krivulja doZivljenja s obzirom na utjecaj klini¢cko-patoloskih karakteristika
tumora u bolesnika s invazivnim planocelularnim karcinomom usne Supljine. Krivulja prikazuje
znacajno kraée prezivljavanjebolesnika s ve¢im N stadijem bolesti (p=0.003) (a), limfovaskularnom
invazijom (p=0.04) (b) i postojanjem drugog primarnog tumora (p=0.01) (c).
Nadalje, analizom sveukupnog dozZivljenja bolesnika od analiziranih proteina, kod nEGFR je
dokazana statisticki znacajna povezanost s doZivljenjem (p=0.004). Bolesnici s umjerenimi snaznim

izrazajem nEGFR-a (++/+++) u tumorskom tkivu imali su znacajno kraée sveukupno dozivljenje u

odnosu na bolesnike s negativnimi slabim nEGFR (0/+) (slika 48). Ovakvom analizom nije utvrdena
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razlika u duljini doZivljenja izmedu skupina bolesnika s obzirom naizrazaj mEGFR, Ki-67, p53, ciklina

D1i ABCG2.
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Slika 48. Kaplan-Meierova krivulja doZivljenja s obzirom na izrazaj nEGFR u bolesnika s invazivnim
planocelularnim karcinomom usne Supljine. Krivulja prikazuje znacdajno kraée dozivljavanje
bolesnika s umjerenim i snaznim izrazajem nEGFR-a u tumorskom tkivu (p=0.004).

5.10. Prognosticka analiza

Za sve prethodno opisaneizraZzaje biomarkera, kao i klinicko-patoloske karakteristika tumora
dodatno smo ucini ROC (engl. Receiver Operating Characteristic) analizu, kako bismo utvrdiliima li
neki od do sada koriStenih parametara prognosticku vrijednost za malignu transformaciju
premalignih promjena, progresiju bolesti i smrt od karcinoma usne Supljine u sve tri skupine
ispitanika ukljuéenih u istrazivanje. Za sve analizirane biomarkere koriStene su ranije opisane
prijelomne vrijednosti kojima su skupine bolesnika podijeljene na one s visokimiili niskim izrazajem

ispitivanih proteina.
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U skupini zdravih ispitanika analiza prognostickih vrijednosti ispitivanim markerima nije
pokazala statisticki znacajnih rezultata, stoga nisu niti prikazani.

U skupini bolesnika s premalignim promjenama prognosticku vrijednost za malignu
transformaciju izrazaj nEGFR se pokazao kao jak prediktor (AUC=0.77; p<0.001, SE=76.2%,
SP=72.4%), p53 kao umjereno jak prediktor (AUC=0.6; p=0.05, SE=69.2%, SP=60%), dok ostali

analizirani izrazaji nisu pokazali statisticku znacajnost u prognostic¢koj analizi (slika 49).

a) nEGFR b)

Osjetljivost
Osjetljivost

AUC= 0.77; p<0.001 AUC= 0.68; p=0.05

| | | | | | ] | ] ]
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Specifiénost

Specifiénost

Slika 49. ROC analizaizrazajanEGFR i p53 u skupini bolesnika s premalignim promjenama. Izrazaj
NEGFR se pokazao kao jak prediktor (area under curve, AUC=0.77; p<0.001, sensitivity, SE=76.2%,
specificity, SP=72.4%) (a), dok je p53 umjereno jak prediktor (AUC=0.6; p=0.05, SE=69.2%, SP=60%)
za malignu transformaciju (b).

U skupini bolesnika s invazivnim planocelularnim karcinomima usne Supljine prognosticka
vrijednost za progresiju bolesti, alkohol (AUC=0.69; p=0.01, S=66.67%, SP=72.5%), TNM (AUC=0.68;

p=0.04, S=83.33%, SP=60%), klinicki stadij tumora (AUC=0.73; p=0.001, 5=83.3%, SP=62.5%),

limfovaskulana invazija(AUC=0.67; p=0.03, 5=50%, SP=85%) i PNl (AUC=0.68; p=0.01, S=75%,
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SP=62.5%) su snazni prediktori, dok ostali analiziraniizrazaji nisu pokazali statisticku znacajnost u

prognostic¢koj analizi (slika 50).
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Slika 50. ROC analiza izrazaja klinicko-patoloskih karakteristika u skupini bolesnika s invazivnim
planocelularnim karcinomimausne Supljine. a) alkohol (AUC=0.69; p=0.01, S=66.67%, SP=72.5%), b)
TNM (AUC=0.68; p=0.04, S=83.33%, SP=60%), c) klinicki stadijtumora (AUC=0.73; p=0.001, S=83.3%,
SP=62.5%), d) limfovaskulanainvazija(AUC=0.67; p=0.03, S=50%, SP=85%) i e) perineuralna invazija
(AUC=0.68; p=0.01, S=75%, SP=62.5%) su snazni prediktori za progresiju bolesti.

Takoder, u skupini bolesnika s invazivnim planocelularnim karcinomima usne Supljine
prognosticka vrijednost za smrt od karcinoma usne Supljine, alkohol (AUC=0.68; p=0.04, 5=66.67%,
SP=69.77%), TNM (AUC=0.69; p=0.05, S=77.33%, SP=55%), klinicki stadijtumora (AUC=0.68; p=0.03,
S=77.8%, SP=58.1%), regionalne metastaze (AUC=0.73; p=0.01, S=66.7%, SP=76.7%), limfovaskulana
invazija (AUC=0.76; p=0.003, S=66.7%, SP=86%) i PNI (AUC=0.69; p=0.02, 5=77.8%, SP=60.5%) te broj

pozitivnih limfnih ¢vorova (AUC=0.75; p=0.01, 5=66.7%, SP=76.7%) su snazni prediktori, dok ostali

analizirani izraZaji nisu pokazali statisticku znacajnost u prognostickoj analizi (slika 51).
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Slika 51. ROC analiza izrazaja klinicko-patoloskih karakteristika u skupini bolesnika s invazivnim
planocelularnim karcinomima usne Supljine. a) alkohol (AUC= 0.68; p=0.04, 5=66.67%, SP=69.77%),
b) TNM (AUC=0.69; p=0.05, S=77.33%, SP=55%), c) klini¢ki stadij tumora (AUC=0.68; p=0.03,
S=77.8%, SP=58.1%), d) regionalna metastaza (AUC=0.73; p=0.01, S$=66.7%, SP=76.7%), e)
limfovaskulana (AUC=0.76; p=0.003, S=66.7%, SP=86%) i f) perineuralnainvazija (AUC=0.69; p=0.02,
5=77.8%, SP=60.5%) te g) broj pozitivnih limfnih ¢vorova (AUC=0.75; p=0.01, $S=66.7%, SP=76.7%) su
snazni prediktori za smrtni ishod bolesti.
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6. RASPRAVA

Planocelularni karcinom usne Supljine (OSCC) najcesc¢i je zlo¢udni tumor glave i
vrata (HNSCC), odnosno Sesnaesti najceséi karcinom u svijetu, s relativno loSim
petogodiSnjem dozivljenjem od oko 55% unatoc znacajnom napretku dijagnostickih i
terapijskih postupaka posljednjih 30-ak godina (15, 251). Kirurska resekcija tumora s ili
bez disekcije vrata i dalje je metoda izbora u lije¢enju OSCC-a. Adjuvantno se provodi
radioterapija ili kemoradioterapija ovisno o patohistoloskim znacajkama tumora (4,8).
Zabrinjava ¢injenica znacajnog porasta incidencije OSCC-a medu mladom populacijom,
osobito u Zena mladih od 40 godina, pripadnica bijele rase koje ne konzumiraju alkohol
i duhanske proizvode (17). Vrlo je lako postaviti sumnju na oralnu leukoplakiju i oralnu
eritroplakijuklini¢kim pregledomi njihova pojavnost je znacajno povezanas rizikom od
razvoja karcinoma. lako je prisutnost displazije u OLi OE najvazniji prognosticki cimbenik
maligne transformacije, dostupne dijagnostic¢ke klasifikacije displazije imaju brojne
nedostatke (33) od kojih je jedna od glavnih subjektivnost promatracai posljedi¢nalosa
reproducibilnost dijagnostickih kriterija, Sto su potvrdila brojna istrazivanja pokazujuéi
slabu korelaciju izmedu stupnja displazije i maligne transformacija OPMD-a (40, 252-
253). Shodno tome, postoji potreba za otkrivanjem novih biomarkera koji se mogu
koristiti u rutinskoj praksi kao pomo¢ u procjeni rizika od malignih transformacija
premalignih promjena u OSCC. Kasno otkrivanje OSCC-a, pojavnost lokoregionalnih
recidiva bolesti i metastatske bolesti karakterizira loSa prognoza te postoji potreba za
razvojem biomarkera za rano otkrivanje bolesti, pouzdanije predvidanje prognoze

bolesti i odabir odgovarajuce terapije (252). Nadalje, ¢injenica da bolesnici sa sli¢nim
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klinicko-patoloskim karakteristikama ¢esto imaju razlic¢it tijek bolesti, odgovor na
terapiju i ishod lijeenja ukazuje na potrebu za identificiranjem novih prognostickih
Cimbenika koji ¢e preciznije odrediti bioloSko ponasanje tumora. Biomarkeri genomske
nestabilnosti mogli bi to¢no izmjeriti rizik od maligne transformacije premalignih
promjena u OSCC kao i rizik od Sirenja i metastaziranja primarnog tumora u regionalne
limfne ¢vorove i udaljene organe (40, 254). Cilj ovogistraZzivanja bio je utvrditi stupanj
izrazenosti nEGFR u zdravoj sluznici usne Supljine, premalignim promjenama (oralnoj
leukoplakiji i oralnoj eritroplakiji) te invazivnom planocelularnom karcinom usne
Supljine i odrediti povezanost izrazenosti nEGFR sa stupnjem displazije premalignih
promjena usne Supljine i klinicko-patoloskim znacajkama bolesnika s OSCC-om kao i
utjecaj na malignu transformaciju premalignih promjena usne Supljine i prognozu bolesti
oboljelih od OSCC-a.

Prema rezultatima ovogistraZzivanja prosjec¢na zivotna dob bolesnika s OSCC-om
iznosila je 55,21 godina te je karcinom bio dva puta ¢es¢i kod muskaraca (67,3%; 35/52).
Prosjecna Zivotna dob bolesnika s premalignim promjenama iznosila je 64,22 godine s
nesto ¢eS¢om pojavnoscéu u Zenskih osoba (54%; 27/50). Dobno-spolna distribucija
bolesnika s OSCC-om ovisi o geografskom podrudju te se nasi podaci odgovaraju
podacima karakteristicnim za zemlje Europe (17, 255). lako su prema podacima iz
literature OPMD c¢eSée u muskaraca, zanimljivo je primijetiti da veéi udio nasihispitanika
¢ine Zene $to se mozZe objasniti ¢injenicom da se one
vjerojatnije prije obrate lije¢niku nakon $to uoce promjenu u usnojsupljini (1, 18, 32) u

odnosu na muskarce. Ovaj podatak se ne moZze i ne treba generalizirati i moZe ovisiti o
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raznim ¢imbenici medu kojima su Ceste lokalne sociokulturne razlike. Dob i spol u nasem
istrazivanju nisu imali utjecaj na sveukupno dozivljenje bolesnika.

Najcesc¢e lokalizacije premalignih promjenai OSCC-a unutar usne Supljine bile su
jezikidno usne Supljine (75%; 39/52 odnosno 64%; 32/50) Sto se podudaras literaturnim
navodima. Navedenapodrudja su dokazana predilekcijska mjesta premalignih promjena
i OSCC-a zbog Stetnog djelovanja karcinogena akumuliranih u tzv. bazenu sline,
potkovastom podrudju usne Supljine koji ¢ini 20% njene ukupne povrsine. S obzirom na
predominantnu zastupljenost ovih podlokalizacija medu ispitanicima s OSCC-om nije
dokazan utjecaj lokalizacije na dozivljenje bolesnika. Planocelularni karcinomi jezika
pokazuju agresivnije ponasanje s loSijim klinickim ishodom u odnosu na ostale
podlokalizacije usne Supljine zbog vece stope regionalnih metastazau ranijim stadijima
bolesti te veéoj ucestalosti preskacuéih metastaza (eng. skip) (115, 256). Lateralni rub
jezika takoder je najc¢esca lokalizacija medu mladim Zenama, skupine pacijenata ¢ija
incidencija posljednjeg desetljeéa zabrinjavajucée raste (257). Jedan od uzroka povedanja
udjela mladih bolesnika s OSCC-a moze se pripisati smanjenjem broja oboljelih koji su
izloZeni klasi¢nim ¢imbenicima rizika, alkoholu i duhanskim proizvoda, zbog globalnog
trenda osvjeStavanja javnosti o Stetnosti navedenih navika i popularizacije zdravog
nacina Zivota s naglaskom navjezbanje i konzumaciju ,zdrave” hrane. Potrebno je otkriti
potencijalne etioloske c¢imbenike povezane s razvojem OSCC-a medu mladom
populacijom (254, 258). Utjecaj HPV infekcije na razvoj HNSCC-a je nejasan. Zafero je u
svojem istrazivanju zabiljeZio visoku incidenciju HPV infekcije (prekomjerniizrazaj p16
proteina) u usnoj Supljini (36,3%) osobito jezika u opcojpopulaciji, dok je samo 6% OSCC-

a bilo povezano s HPV infekcijom (259). Za sada, rutinsko testiranje na HPV nije
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preporuceno za HNSCC, osim u slucaju orofaringealnog karcinoma. Nuzno je provesti
dodatne studije i meta analize kako bi se dokazala povezanost OSCC-a i HPV infekcije
kaoiistodobna primjenaviSe metodadetekcije virusa u karcinomu (imunohistokemijska
detekcija proteina p16 nadopunjena s detekcijom DNK HPV-a PCR metodom) kako bi se
osigurala veda specificnost i senzitivhost same pretrage (260-261).

Razvoj molekularne biologije i otkrivanje mnogobrojnih biomarkera bioloSkog
ponasanja tumora unaprijedio je personalizirano lije¢enje bolesnika te se znacajno
poboljsalo doZivljenje onkoloskih bolesnika za pojedinasijelatumora.Za tumore glave i
vrata su analizirani brojni dijagnosticki i prognosticki markeri u klini¢kim studijima, ali
njihova klinicka znacajnost i dalje je dvojbena (168, 169). Nedavna otkri¢a vezana uz
potpuno novi put regulacije stani¢ne proliferacije i apoptoze neovisnim djelovanjem
receptora epidermalnog ¢imbenika rasta u jezgri brojnih tumora, poput karcinoma
jajnika, dojke, orofarinksa, grkljana i jednjaka bila su temelj ovog istrazivanja na
premalignim i malignim promjenama usne Supljine u kojih do sada nije razjasnjena uloga
ovog receptora (233, 237-243). Uz nEGFR analizirali smo i izrazaj markera stani¢nog
ciklusa i proliferacije (Ki-67, ciklin D1, p53, mEGFR) te markera tumorskih maticnih
stanica (ABCG2) ukljuéenih u oralnu karcinogenezu. Izrazenost navedenih markera
analiziralismo na uzorcima zdrave sluznice, premalignih promjena (OLi OE) i OSCC-a. Ki-
67 smatra se jednim od najvaznijih imunohistokemijskih markera stani¢ne proliferacije i
agresivnosti u mnogobrojnim tumorima, poput karcinoma dojke, pluca, prostate, vrata
maternice, tumorima mekih tkiva i srediSnjeg Zivéanog sustava te je njegova
prekomjernaizrazenostlos prognosticki znak (262-264). lako su rezultati studija vezanih

uz Ki-67 i HNSCC kontradiktorni, vedéi je broj studija koje ukazuju da se prekomjerna
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izrazenost Ki-67 povezuje s progresijom OPMD-a te s vecom stopom lokoregionalnih
recidiva i udaljenih metastaza, loSijim OS-om, DFS-om, RFS-om i MFS-om kod pacijenata
s OSCC-om (177-178, 265-266). Nadalje, kod OSCC-a izraZzenost je bila obrnuto
proporcionalna diferencijaciji tumora. U nasem istraZivanju srednja vrijednost izrazaja
Ki-67 u kontrolnoj skupini iznosila je 8,9316,68%, u premalignim promjenama
131£10,99%, odnosno 25,46+19,22% u karcinomima. Izmedu skupina bolesnika s OSCC-
om s jedne stranei ispitanika s premalignim promjenama i kontrolne skupine s druge
strane dokazana je statisticki znac¢ajna razlika u izrazaju Ki-67 (p=0,000001). Postotak
indeksa proliferacije bio je znacajno visi u skupini bolesnika s karcinomom u odnosu na
zdrave ispitanike i one s premalignim promjenama. Nije dokazana statisticki znacajna
razlika izmedu kontrolne skupine i ispitanikas OL i OE. Kod ispitanika s premalignim
promjenama izrazenost Ki-67 povecdavala se s napredovanjem displazije sa statistickom
znacajnoscu (p=0,005) sto je sukladno s podacimaiz literature. Sharma je, poput nas, na
65 ispitanika, 40 s OSCC-om i 25 s premalignim promjenama, dokazao pozitivnu
korelaciju izmedu izrazaja Ki-67 i progresije bolesti od displazije niskog stupnja preko
displazije visokog stupnja do planocelularnog karcinoma usne Supljine (267). Porast
izrazaja Ki-67 progresijom displazije u OL zakljuéak je opservacijske studije koju su
proveli istrazivadi iz Indije 2020. godine na 786 ispitanika sa OL od kojih je 126 imalo
prisutnu displaziju epitela, a 14 pacijenata je razvilo OSCC (268). Sli¢ne rezultate dobili
su Dwivedi i suradnici (269). Nadalje, kada govorimo o lokalizaciji pozitivnih stanica
Swain je na uzorcima OED-a, OSCC-a i zdrave sluznice dokazao da je Ki-67 izrazen u
bazalnom sloju zdrave oralne sluznice, dok se kod epitelne displazije izraZzenost Sirila

prema povrsini oralnog epitela napredovanjem displazije (270). Navedeno smo i mi
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zabiljezili u naSem istrazivanju Sto je vidljivo na slikama 20i21. Dwivedi je naglasio kako
je suprabazalna ekspresija Ki-67 objektivan kriterij za odredivanje ozbiljnosti epitelne
displazije i histoloske gradacije OSCC-a (269). Usporedba izrazenosti Ki-67 s klinicki-
patoloskim karakteristikama bolesnika s OSCC-om nije zabiljezena niti jedna statisticka
znacajnost. Birajdar je u svojem istrazivanju zabiljeZio povecanu ekspresiju Ki-67 u slabo
diferenciranim karcinomima u odnosu na dobro diferencirane karcinome usne Supljine
(271). Na nasSem uzorku ispitanika nismo uspjeli dokazati statisticku znacajnu
povezanost izmedu izrazaja Ki-67 i histoloske diferencijacije OSCC-a.

Protein p53 klasificira se kao tumor supresorski protein te se i zbog multiplih
uloga u stani¢noj homeostazi svrstava u centralne regulatore genoma. Aktivacija
proteina koji popravljaju oste¢enu DNK, zaustavljanje stani¢nog rasta i proliferacije
zadrZavanjem stanicnog ciklusa u G1/S fazi u slucaju prepoznavanja genomskog
oStecenjate regulacija apoptoze neke su od glavnih uloga proteina p53 (182-184). Vise
od 50% malignih tumora ima prekomjeran izrazaj p53 uzrokovan mutacijama p53 gena
i epigenetskim promjenama. Navedeno dovodi do nakupljanja abnormalnog proteina
koji promovira stani¢ni rast, lokalnu invaziju tumora i metastaziranje pojacavanjem
djelovanja onkogena i blokiranjem djelovanja tumor supresorskih gena (183-184).
Brojne genetske analize pokazale su visoku ucestalost mutacija p53 gena u ranim
stadijima karcinogeneze kod zlo¢udnih tumoraglavei vrata (viSe od 70% tumora) (185).
U nasem smo istraZzivanju utvrdili znacajno visi izrazaj u skupini ispitanika s OSCC-om i
ispitanika s premalignim promjenama u odnosu na kontrolnu skupinu te je dodatno
utvrdena i statisticki znacajna razlika izmedu svih analiziranih skupina (p<0.000001). S

obzirom naznacajni porastizrazajap53 u premalignim promjenama u odnosu na zdravu
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sluznicu i dokaze da izrazaj korelira s malignom transformacijom OPMD-a te mali broj
utjecaja proteina p53 na doZivljenje bolesnika sugerira da je inaktivacija ovog proteina
kljuna u ranoj fazi oralne karcinogeneze. U nasem se istraZzivanju prati trend porasta
izrazaja p53 u uznapredovalim karcinomima u odnosu na rane stadije bolesti. U skupini
premalignih promjenama nismo dokazali statisti¢ki znacajnu razliku s obzirom na
prisutnost OED-a, ali je vidljivtrend porastaizrazajanapredovanjem displazije. Nekoliko
je studija analiziralo povezanostizrazajap53 sa stupnjem OED-a te takoder nisu dokazali
statisti¢ku korelaciju zbog nedovoljnog broja uzoraka Sto je vjerojatno slucaji u nasem
istrazivanju (272-278). Statistic¢ki znacajna povezanostizrazaja proteina p53 s klinicko-
patoloskim karakteristikama bolesnikas OSCC-om dokazana je za PNI i smrt od osnovne
ili drugih bolesti. OSCC bez prisutne PNI pokazivali su znacajno vecu ucestalost izrazaja
p53 u odnosu na tumore s prisutnom PNI (p=0.02). Brojne su nepoznanice u vezi
nastanka PNI kod tumora glave i vrata zbog izrazite molekularne kompleksnosti samog
procesa. Poznato je da je prisutna PNI kod tumora glave i vrata negativan prognosticki
znak i preporuka je provesti poslijeoperacijsku adjuvantnu radioterapiju u bolesnika s
0OSSC-om i prisutnom PNI. Manjak studija koje proucavaju utjecaj mutacije i
prekomjerne izrazenosti proteina p53 na pojavnost PNI u pacijenata s OSCC-om govori
u prilog kompleksnosti samog mehanizma invazije Zivaca. Jedan od signalnih receptora
na tumorskim stanicama koji se povezuje sa stanicnom migracijomi PNI je GALR2 (engl.
Galanin receptors 2) za koji se smatra da ima vrlo vaznu ulogu u regulaciji PNI u HNSCC-
u. Banerjee i suradnici inducirali su stani¢ne linije tumora glave i vrata na prekomjerni
izrazaj GALR2 te je zamijetio da je tako stimulirana stani¢na proliferacijai prezivljenje

tumorskih stanica preko ERK i Akt aktivacije in vitro i stani¢na proliferacijainvivo (279).
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Time je dokazao da prekomjerna ekspresija GALR2 receptora u stanicama HNSCC-a ima
protumorsku ulogu, dok je Kanazawa zamijetio suprotni ué¢inak GALR2 u pacijenata s
HNSCC i prekomjernim izrazajem p53 mutacija (280). Prema nasim rezultatima PNI je
bila ucestalija u uznapredovalom stadiju bolesti kada je bila i smanjena izrazenost p53
proteina iz ¢ega bi se moglo zakljuciti da je ucinak izrazaja p53 na razvoj PNI obrnuto
proporcionalante da p53 ima puno bitniju ulogu u ranoj karcinogenezi. Nadalje, nije
dokazan utjecajprekomjernogizrazaja proteinap53 na sveukupno dozivljenje bolesnika
s OSCC-om. Khan na uzorku od 29 OSCC-a nije dokazao statisticki znacajnu korelaciju s
klinicko patoloskim parametrima (281). Zanimljiv je rezultat prognosticke analize u
ispitanika s premalignim promjenama gdje se izrazaj p53 proteina pokazao kao
umjereno jak prediktor maligne transformacije u OSCC (AUC=0.6; p=0.05, SE=69.2%,
SP=60%). U prospektivnoj studijiOgmundsdodttirai suradnika nauzorku od 144 ispitanika
s oralnim premalignim (OLi Lichen ruber planus)i malignim promjenama zakljuceno je
da mutacije p53 gena mogu postojati u benignimlezijama oralne sluznice dugi niz godina
bez progresije u malignu bolest. Nadalje, nisu pronasli povezanost izmedu izrazaja
proteina p53 i recidiva OSCC-a ili doZivljenja povezanog s boleséu dok je ukupno
dozivljenje bilo smanjeno u bolesnika s prekomjernom ekspresijom ovog proteina (274).

Ciklin D1 regulira stanic¢niciklusiima vaznu ulogu u tumorogenezi brojnih tumora
ukljucujudéi i OSCC. Prekomijerni izrazaj ciklina D1 zabiljezen je u 32 do 88% malignih
tumora (191-192,195). Prema rezultatima brojnih studija ciklin D1 smatra se negativnim
neovisnim prognostickim ¢imbenikom i biomarkerom agresivnosti OSCC-a (196). Huang
je na 264 ispitanika s OSCC-om dokazao da se prekomjerniizrazaj ciklina D1 povezuje s

viSim stadijem tumora i slabo diferenciranim karcinomima, ve¢om stopom regionalnih
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metastaza te loSijim DFS-om i OS-om (282). U nasoj studiji zabiljezili smo dinamiku
porasta izraZenosti ciklina D1 od normalne sluznice, preko premalignih promjena do
OSCC-a kod kojih je dokazana snazna ekspresija (2+) u ¢ak 82,6% tumora (43/52). Slicno
su zamijetio Moharii sa svojim suradnicima kod 75 pacijenata s premalignimi malignim
promjenama usne Supljine (283). U skupini displazija u ispitanika s premalignim
promjenama nismo nasli statisticki znacajnu razliku. Usporedbom povezanosti izrazaja
ciklina D1 s klinicko-patoloskim karakteristikama bolesnika s OSCC-om nisu utvrdene
statistic¢ki znacajne razlike kao ni utjecajna sveukupno dozivljenje. Brojna istraZivanjana
karcinomima usne Supljine dokazala su povezanost izrazaja ciklina D1 sa klinicko-
patoloskim i prognostic¢kim faktorima kod ispitanika s OSCC-om. Carlos de Vicente, Das,
GuptaiGuimaraes pronaslisu veéu ekspresiju ciklina D1 u tumorima veéeg T stadija Sto
je potvrdio i Zhao 2014. godine u svojoj meta analizi (284-288). Wangi Liu su zabiljeZili
statisticki znacajnu korelaciju izmedu izrazaja ciklina D1 i debljine tumora kao i DOI-a
(289). Mnogi autori su dokazali povisenu ekspresiju ciklina D1 u premalignim
promjenama i pozitivnu dinamiku porasta izrazaja napredovanjem displazije i
progresijom u OSCC te progresijom bolesti. Takoder je u mnogobrojnim istrazivanjima
dokazana povezanostizrazajaciklinaD1i N stadija bolesti Stoje potvrdenoisdvije meta-
analize 2014. i 2015. godine (288, 290). Zanimljivo je istaknuti da su brojni autori poput
Bova, Miyamotoa, Lama i Huanga zabiljezili porast izrazaja ciklina D1 smanjenjem
diferencije tumora, odnosno povecanjem histoloskog gradusa tumora (282, 291-292).
Rezultati ovogistrazivanja ukazujusuprotno, poveéanjem histoloskog gradusa smanjuje
se izrazaj ciklina D1. Saawarn je na 40 ispitanika dokazao porast izrazaja ciklina D1 s

diferenciranos¢u OSCC-a stoje sukladno s nasim opazanjima (200). Sli¢ne rezultate dobili
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su i Angadi, Krishnapillaii Das (293-295). Povezanost ciklina D1 i stupnja diferencije
tumora je kontroverzno i do danas nije razjasnjeno. Ovakva diskrepancija rezultata
djelomicno se objasnjava upotrebom raznovrsnih histoloskih kriterija za odredivanje
izrazaja ciklina D1. Drugo objasnjenje je iznio Woods sa suradnicima u istraZivanju na
stani¢nim linijamaoralnih keratinocitagdje je stimuliranjem izrazajaciklina D1 povecao
proliferaciju stanica, ali nije mogao blokirati diferencijaciju stanica (296). To sugerira da
je ciklin D1 sposoban direktno utjecati na regulaciju transkripcije gena uklju¢enih u
diferencijaciju stanica oralnih keratinocita neovisno o CDK. Ohnishi je stoga 2014.
zakljucio da ciklin D1 ne sudjeluje samo u stani¢noj proliferaciji, ve¢ i u stani¢noj
diferencijaciji i prevenciji stani¢ne smrti u OSCC-u (297). Potrebne su daljnje studije kako
bise procijenila detaljnauloga ciklinaD1 u oralnoj diferencijaciji keratinocitai moze li se
modulirati diferencijacija stanica u OSCC-u prema manje agresivnim histoloskim
stadijima s boljom prognozom.

Izrazenost proteina ABCG2, poznatikao BCRP (od engl. Breast Cancer Resistance
Protein), nedavno je otkriven kao potencijalni biomarker ozbiljnosti OPMD-a i OSCC-a
(209, 211-212). Odgovoran je za otpornost na brojne lijekove u mnogim tumorima i
jedan je od markera tumorskih mati¢nih stanica (204-205). ABCG2 je prekomjerno
izrazen u bocnoj populaciji tumorskih mati¢nih stanica koje imaju vaznu ulogu u oralnoj
karcinogenezi (206, 210). Analizom izrazaja ABCG2 utvrdili smo statisticki znacajnu
razliku izmedu ispitivanih skupina. ZabiljeZzen je najslabiji izrazaj ABCG2 u kontrolnoj
sluznici uz porast imunoreaktivnosti u skupini bolesnika s premalignim promjenama i
najvisi izrazaj proteina u ispitanikas OSCC-om. Takoder smo dokazali znacajni porast

izrazaja ABCG2 napredovanjem displazije u premalignim promjenama. Analizirajudi
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uzorkeispitanikas premalignim promjenama zabiljezili smo daje ABCG2izrazen u 76,2%
maligno transformiranihi u 62,1% netransformiranih OL i OE. lako je rizik od maligne
transformacije OL i OE u OSCC 2,26 puta veéi u pacijenata s prekomjernim izrazajem
ABCG2, nismo dokazali statisticku znacajnost. Studija Shi i suradnika pokazala je
povezanost ekspresije ABCG2 u oralnom lichen ruber planusu s poveéanim rizikom od
malignog transformacija na uzorku od 110 bolesnika, dok je Feng potvrdio potencijal
ABCG2 u predvidanju maligne transformacije analizirajuci izrazaj ABCG2 u zdravoj
oralnoj sluznici, premalignim promjenama i karcinomima usne Supljine u 8 stanicnih
linija i 189 ispitanika (211-212). lako nismo dokazali statisti¢ki znacajnu korelaciju
ekspresije ABCG2 u predvidanju maligne transformacije u nasih ispitanika s premalignim
promjenama vidljiv je pozitivan trend. Iz navedenog mozemo zakljuciti da bi veci broj
ispitanika vrlo vjerojatno potvrdio zakljucke prethodno opisanih studija. Dodatno,
detaljna analiza sublokalizacije imunoreaktivhosti ABCG2 nije opisana, iako se u nekoliko
radova navodi moguca vazinost intracelularne lokalizacije proteina. U nekoliko
istrazivanja membranski i jezgrini izrazaj ABCG2 primijecen je u stanicama zlo¢udnih
tumora, poput karcinoma pluéa i grkljana te multiformnom glioblastomu (298-300).
Potencijalna nova uloga ABCG2 unutar jezgre kao regulatora transkripcije koji sudjeluje
u modulaciji metastaza predloZzena je kod karcinoma pluca (299). U nasim uzorcima osim
membranske i citoplazmatske izrazenosti ABCG2 uodilismoi jezgrinu imunoreaktivnost
(slika 34). Koji je glavni razlog pozitivne ABCG2 imunoreaktivnosti u razlicitim
sublokalizacijama, tek treba razjasniti u buducim istrazivanjima.

Analiza povezanostiizrazaja ABCG2 i klinicko-patoloskih karakteristika OSCC-a

dokazala je statistic¢ki znacajnu povezanost sa PNI (p=0,02), dok za ostale analizirane
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parametre nisu utvrdene statisticki znacajne razlike. Uloga ABCG2 u OSCC-a nije poznata
i u dostupnoj literaturi postoji tek nekoliko istraZzivanja koja su analizirale navedenu
ulogu i to najcescée zbog otpornosti OSCC-a na kemoterapiju po uzoru na otkri¢a vezana
uz karcinome dojke. Yanamoto je sa suradnicima dokazao da je prekomjerni izrazaj
ABCG2 u karcinomima usne Supljine povezans PNI, viSom stopom regionalnih metastaza
i lokalnih recidiva bolestina 89 ispitanika (301). Liu se osvrnuo na citoplazmatskiizrazaj
ABCG2 u 62 uzorka OSCC-a te je dokazao njegov negativan utjecaj na pojavnost
regionalnih metastaza (302).

Koncept konkomitantne kemoradioterapije koja ukljuuje primjenu
postoperativne radioterapije i kemoterapije na bazi cisplatine ostao je isti od kada je
ustanovljen 60-ih godina proslog stoljeca (303). lako je dokazan pozitivni uéinak na
lokoregionalnu kontrolu bolesti i DFS u pacijenata s HNSCC-om, ukupno petogodisnje
dozivljenje bolesnika nije znacajno produzeno kod uznapredovalih tumora i iznosi
izmedu 30% i 60% (304). Otkri¢e prekomjernogizrazaja u mnogobrojnim zlo¢udnim
tumorima i onkogenih ucinaka EGFR-a na ekspresiju gena, stani¢nu proliferaciju,
angiogenezu, apoptozu, motilitet i adheziju stanica te metastaziranje potaknuo je razvoj
brojnih lijekova koji inhibiraju njegove ucinke. S obzirom na prekomjerniizrazajEGFR-a
u visSe od 90% tumora glave i vrata te loSije doZivljenje tih bolesnika smatralo se da ¢e
pacijenti imati veliki benefit od primjene anti-EGFR lijekova (304-305). Razvijeni su
mnogobrojniinhibitori od kojih je najpoznatiji cetuksimab, kimericno monoklonsko IgG1
protutijelo, koje se veze na ekstracelularnu domenu membranskog EGFR-a te je odobren
u kombinaciji s radioterapijom u lije¢enju uznapredovalih HNSCC-a i kao monoterapija

kod lokoregionalnog recidiva i metastatske bolesti. FDA je 2011. godine odobrila
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primjenu cetuksimaba u kombinaciji s kemoterapijom na bazicisplatine i 5-FU u lijecenju
lokoregionalnog recidiva i metastatske bolesti. Medutim, ¢injenica da manje od 20%
HNSCC reagira na cetuksimab te da istodobna primjena s kemoradioterapijom nije
znacajno poboljsala ishode bolesti u uznapredovalim stadijima bolesti je prilicno
obeshrabrujuéa. Intenzivno se radi na otkrivanju mogucih uzroka rezistencije na
cetuksimab kod tumora s visokim izrazajem EGFR-a (308-310). Jedan od potencijalnih
objasnjena rezistencije je translokacija receptora u jezgru koja moze biti inducirana
zraenjem, cetuksimabom, djelovanjemcisplatine, poja¢animizrazajemliganda EGFR-a
i aktivacijom src obitelji kinaza (311). Navedeno sugerira da bi EGFR mogao drugim, jos
uvijek nepoznatim, viSestrukim nizvodnim signalnim putevima djelovati u jezgri na
ekspresiju i transkripciju brojnih gena uklju¢enih u tumorogenezu. Nadalje, osim
cetuksimaba razvijeni su i lijekovi koji inhibiraju tirozin-kinaznu aktivnost vezudi se na
intracelularnu domenu EGFR-a. Inhibitoritirozin kinaze (engl. Tyrosine kinase inhibitors
- TKI) poput gefitiniba pokazao je limitiranu klinicku efikasnost s odgovorom u samo 10
do 15% pacijenata s HNSCC-om. Manje od 5% zlo¢udnih tumora glave i vrata sadrizi
mutacije EGFR-a $to moZe djelomi¢no objasniti navedenu rezistenciju tumora na TKI
(311). Recentne studije pocele su usmjeravati paznju na stani¢nu sublokalizaciju EGFR-a
te je uoceno da ovaj receptor moze osim na membrani biti prekomjerno izrazen u
citoplazmi (cEGFR) kao i u jezgri (nEGFR) s potencijalnim novim ucincima na ekspresiju
brojnih gena. Ovi rezultati ukazuju na to da u djelovanju EGFR-a postoje brojne
nepoznanice koje je tek potrebnoistraziti. U literaturi je dostupno svega nekoliko radova
koji su proucavali utjecaj izrazaja cEGFR-a i nEGFR-a u tumorima glave i vrata, a niti jedno

istrazivanje povezanos karcinomom usne Supljine (243). Prema dostupnoj literaturi, ovo
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istrazivanje je prvo koje proucava izrazaj i utjecaj jezgrinog EGFR-a u premalignim i
malignim promjenama usne Supljine na malignu transformaciju i ishode bolesti.
Takoder, analizirali smo kako nEGFR u korelaciji s drugim markerima stani¢nog ciklusa
(Ki-67, ciklin D1, p53) i markerom mati¢nih tumorskih stanica (ABCG2) utjece na malignu
transformaciju OPMD-a i dozivljenje bolesnika s OSCC-om.

Veliki je broj istrazivanja koji su proucavali znacaj prekomjernog izrazaja EGFR-a
imunohistokemijskim metodama u tumorima glave i vrata koji predstavljaju vrlo veliku
heterogenu skupinu tumora s razli¢itim bioloskim ponasanjem (227, 233, 237-243).
Rezultati su Cesto oprecni i kontradiktorni Sto se djelomi¢no moze pripisati
neujednatenom  kvantifikacijom  imunohistokemijskog izraZaja receptora,
zanemarivanjem izrazaja receptora u pojedinim stani¢nim odjeljcima te ukljucivanjemu
studije viSe razli¢itih tumora glave i vrata.

U skupini zdravih ispitanika ovog istrazivanja najveci broj uzoraka nije imao
prisutan izrazaj (0) mEGFR-a (63%; 37/59) i nEGFR-a (90%; 53/59). Slabi izrazaj (+)
MEGFR-a i nEGFR-a bio je prisutan u 25,4% odnosno 10,1% uzoraka. Umjereni izrazaj
(2+) mEGFR-a vidljiv je bio sam u 11,9% uzoraka, dok snazni (3+) izraZaj nije bio
detektiran u uzorcima zdrave sluznice. Niti u jednom uzorku nije zabiljezen umjereni (2+)
i snazni (3+) izraZzaj jezgrinog receptora. Kod premalignih promjena zabiljezen je
statisticki znacajni porast izrazaja mEGFR-a i nEGFR-a u odnosu na kontrolnu skupinu.
Umijereniilisnazniizrazaj(2+/3+) membranskogijezgrinogreceptora bioje vidljivu 48%
(24/50) odnosno u 52% (26/50) uzoraka. Skupina ispitanika s planocelularnim
karcinomima imala je najsnaznijiizrazaj EGFR-a na membranii u jezgri. Kod 66% odnosno

60% ispitanika ustanovljen je umjereni do snazniizrazaj mEGFR-a i nEGFR-a (2+/3+).
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Navedeni rezultati pokazuju statisticki znac¢ajnu razliku ekspresije mEGFR-a i nEGFR-a
izmedu ispitivanih skupina (p<0,0001) s porastom umjerenogi snaznogizrazaja (2+/3+)
napredovanjem genetskih nestabilnosti od zdrave kontrolne skupine, preko premalignih
promjena do planocelularnih karcinomausne Supljine. Rezultati ovogistrazivanja vezani
uz membranski izrazaj EGFR-a kod premalignih i malignih promjena u skladu su s
dostupnim rezultatima iz literature. Mirza i suradnici su na 129 ispitanika zabiljeZili
prekomjernu ekspresiju mEGFR-a u 51% bolesnika s premalignim promjenamaodnosno
67% ispitanikasa karcinomom usne Supljine. Nadalje, dokazali su da prekomjerniizrazaj
MEGFR u bolesnika s OSCC-om negativno utjece na 5-godisnje doZivljenje te je povezan
s veéim rizikom od povrata bolesti (231). Singala je 2018. godine proucavao ekspresiju
nekoliko molekularnih markera (EGFR, p53, c-erbB2) u 40 OL i 40 OSCC-a te je takoder
zabiljeZzio znacdajan porast izraZzaja EGFR-a napredovanjem premalignih promjena u
OSCC. Zakljucili su da prekomjerna ko-ekspresija p53 i EGFR-a mozZe ukazivati na veci
rizik od maligne transformacije oralne leukoplakije u OSCC (314). Sli¢ne rezultate imao
je i Ries proucavajuci malignu transformaciju kod 98 leukoplakija s posebnim naglaskom
da ekspresija EGFR-a tocnije korelira s malignom transformacijom u odnosu na stupanj
displazije (315). Dakle, rezultati vecine istrazivanja na premalignim i malignim
promjenama usne Supljine podudaraju se s rezultatima ovogistraZivanja kada govorimo
o izrazaju mEGFR-a. U dostupnoj literaturi ne postoji niti jedno istrazivanje koje je
proucavaloizrazajjezgrinog EGFR-a u premalignimi malignim promjenama usne Supljine
te stoga ne moZzemo nase rezultate usporedivati s literaturom. Znacajni porast izrazajai
membranskogijezgrinog EGFR-a ve¢ u premalignim promjenama u odnosu na kontrolnu

skupinu sugerira da ova dva proteinaimaju vaznu ulogu u ranoj oralnoj karcinogenezi.
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Analizirajuci korelaciju izrazaja nEGFR-a s mEGFR-om i markerima stani¢nog
ciklusa i mati¢nih tumorskih stanica u ispitivanim skupinama uocili smo zanimljive
rezultate ko-ekspresije nEGFR-a i ABCG2 u ispitanika s premalignim promjenama.
Molekularni biomarkeripokazuju najvedi potencijal kao objektivnii mjerljivi kriteriji koji
bi mogli to¢no te nedvosmisleno procijenitirizik od maligne transformacije i detektirati
genetski modificirana polja oralne sluznice. U ovoj studiji istrazivali smo utjecaj
ekspresije nEGFR i ABCG2 u OL i OE na malignu transformaciju u OSCC tijekom
dugoroénog pracenja bolesnika (srednja vrijednost 5,3 godine). Uz poznati ucinak
MEGFR-a na stani¢nu proliferaciju, stanicni rast i diferencijaciju te migraciju i u¢inak na
apoptozu, nije nam dovoljno poznata uloga translociranog receptora u jezgri. nEGFR se
izrazava u mnogim zdravim tkivima, gdje se nalazi ukljuéen u regulaciju transkripcije,
stani¢ne proliferacije, replikaciju i popravak DNK (214, 316-317). Medutim, posebnu
pozornost znanstvenika privukla je njegova prekomjerna ekspresija u tumorskim tkivima
jajnika, dojke, grkljana, orofarinksa i jednjaka, gdje se pokazalo da negativno utjece na
ukupno dozivljenje (214, 243, 218-220). U ovoj studiji smo zabiljezilida je 76,2% maligno
transformiranih i27,6% netransformiranih OL i OE imalo prisutanizrazajnEGFR-a, te da
bolesnicis OLili OE i prekomjernim izrazajem nEGFR-a imaju 8,4 puta vedi rizik od razvoja
OSCC-a. Takoder se pokazalo da je ekspresija nEGFR-a snaZzan prediktor maligne
transformacije OL odnosno OE. Visok rizik od maligne transformacije OL a OE u OSCC u
korelaciji s izrazajem nEGFR-a sugerira njegovu vaznu ulogu u procesu rane oralne
kancerogeneze. U jezgri, nEGFR u kombinaciji s drugim transkripcijskim ¢imbenicima
(Aurora kinaza A, B-myb, ciklin D1, ciklooksigenaza 2 [COX 2], c-Myc, sintaza dusikovog

oksida [iNOS], i ABCG2) djeluje kao ko-transkripcijski aktivator za mnogobrojne gene
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(213-214, 321). Uzimajudi u obzir ko-ekspresiju ABCG2 i nEGFR, koji mogu imati vaznu
ulogu u oralnoj karcinogenezi u jezgri, dokazali smo u 89,7% ispitanika s maligno
transformiranom i 34,1% bolesnika s netransformiranom OL ili OE. Stovise, rizik od
maligne transformacije povecan je 12,84 puta kod premalignih promjena koje istodobno
izrazavaju ABCG2 i nEGFR. Ovo sugerira znacajnu zajednicku ulogu promatranih
imunoreaktivnih proteina u procesu maligne transformacije i njihov veliki potencijal kao
biomarkera u izolaciji visokorizi¢nih bolesnika. Osim toga, statisticki znacajna razlika u
ekspresiji nEGFR (p=0,005) i ABCG2 (p=0,05) samostalno ili zajedno (p=0,002) je
pronadena u lezijama s visokim gradusom oralne displazije. Multivarijatnom analizom
potvrdili smo da je imunohistokemijsko bojenje nEGFR-a povezano s malignom
transformacijom neovisno o stupnju displazije (F(1,49)=6,683, p=0,012). Navedeno
sugerira da se izrazaj nEGFR-a potvrden imunohistokemijskim metodama moze koristiti
u tocnoj procjeni rizika maligne transformacije OL-a i OE-a u OSCC. Ova metoda je
pouzdanija u odnosu na procjenu stupnja displazije koji se pokazao kao vrlo nepouzdan
parametar zbog brojnih nedostataka poput subjektivnosti promatraca i varijabilnosti
medu promatracima. Nadalje, analiza skupine pacijenatas ¢imbenicima rizika kao $to su
pusenje, konzumiranje alkohola ili oboje, pokazala je znacajnu povezanost ekspresije
NEGFR i rizik od maligne transformacije kod pusaca dok u pacijenata koji konzumiraju
alkoholiduhanske proizvode ili samo alkohol, takva povezanost nije dokazana. Ipak, broj
pacijenata koji redovito konzumiraju alkohol i onih koji su uz to i pusaci je manji od
skupine pusaca. OpsezZnije studije s ve¢im brojem ispitanika potrebno je provesti radi

potvrde ovih rezultata.
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U klini¢koj praksi, unatockirurskom lijeéenju OL i OE, ¢esto vidimo pojavu OSCC-
a u podrucju premaligne promjene kao i pojavu multiplih OSCC-a (mOSCC). mOSCC je
bio uocen u 38% s malignom transformacijom OLi OE tijekom perioda praéenja, ali nije
utvrdena statisticki znacajna razlika u ekspresiji ABCG2 i nEGFR-a, pojedinacnoiili u
kombinaciji, u usporedbi sa skupinom ispitanika s netransformiranim OL i OE. lako su
Yangisuradnici pokazalida ekspresija ABCG2 sama u maligno transformiranim OE utjece
na razvoj mOSCC-a, to vjerojatno nismo uspjeli dokazati zbog malog broja uzoraka i
zajednicke analize OL i OE (39). Simple i suradnici pokusalisu objasniti pojavu multiplih
i multifokalnih OSCC-a i recidive bolesti procesom "kancerizacije polja" (engl. field
cancerization) iz genetski modificiranih mati¢nih stanica koja stvara svoje klonove koji
se zatim radijalno Sire i stvaraju genetski transformirane lezije koje se s dodatnim
genetskim promjenama mogu razviti u OSCC (41). Navedenu teoriju je potrebno
dodatno istraziti u OPMD-ima i OSCC-ima te pronaci potencijalne molekularne
biomarkere povezanih s oralnom karcinogenezom. Genetski modificirana sluznica u
perspektivi nam moze biti precizniji parametar u odredivanju kirurski zdravih rubova
(168).

Nasa studija potencijalno nudi nove uvide u proces nastanka OSCC-a, ali bi se
ipak prikazani rezultati trebali razmatrati u svjetlu nekoliko ograni¢enja poput
retrospektivne prirode studije i iskustva samo jednog centra te pitanja pouzdanosti
podatka o konzumiranju alkohola i pusenja. Zbog stigmatizacije osoba s navedenim
navikama u naSem drustvu, posebno medu Zzenama, pacijenti ¢esto oklijevaju priznati

konzumaciju alkohola i duhanskih proizvoda.
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Statisticki znacajna pozitivna korelacija zapaZzena je u skupini bolesnika s
premalignim promjenama izmedu nEGFR-a i Ki-67, p53, ciklina D1, mEGFR-a i ABCG2.
Kada analiziramo korelaciju izmedu stupnja displazije i analiziranih markera vidljiva je
statisticki pozitivna korelacija povecanjem stupnja displazije i porastaizrazaja nEGFR-a,
Ki-67, p53, ciklina D1 i mEGFR-a, dok ABCG2 nije pokazao statisti¢ku znacajnost, ali je
vidljiv pozitivantrend. Slicna zapaZanja korelacije ispitivanih markera stani¢nog ciklusa i
tumorskih maticnih stanica dokazanesu kod ispitanika s OSCC-om. Uocena je statisticki
znacajna pozitivnakorelacijaizmedu nEGFR-a i Ki67, p53 i mEGFR, dok korelacija sa ciklin
D1 i ABCG2 nije zapaZena, ali je vidljiv pozitivan trend. Statistic¢ki znacajna korelacija
zabiljeZzena je izmedu mEGFR i Ki67, p53 i nEGFR, dok je korelacija sa ciklinom D1
pokazala samo pozitivan statisticki trend. Kod 12 bolesnikas OSCC-om (23,1%) doslo je
do progresije karcinoma te je 10 bolesnika (19,2%) preminulo od posljedica karcinoma
usne Supljine. Korelacija analiziranih markera nije bila povezana s progresijom bolesti
kao nitisa smrtiod OSCC-a. Navedene rezultate korelacije nEGFR-a s ostalim ispitivanim
markerima nije moguce usporedivati s podacima iz literature jer nedostaju istrazivanja
koja su proucavala nEGFR u premalignim i malignim promjenama usne Supljine.
Navedene rezultate moZzemo raspraviti u odnosu na provedena istrazivanja na drugim
zloéudnim tumorima glave i vrata. Pozitivne korelacije izmedu nEGFR-a i ostalih
proucavanih biomarkera u premalignim promjenama i displazijama mogu se objasniti
utjecajem EGFR-a na poticanje stanicne proliferacije i blokiranje apoptoze sto su
potvrdile dosadasnje studije (214, 233-236). Poznato je da EGFR u jezgri moZe aktivirati
transkripciju ciklina D1 vezuci se na promotorsko mjesto CCND1 gena $to mozZe objasniti

pozitivnu korelaciju izmedu navedenih biomarkera. Blokiranje apoptoze moguce je i
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preko smanjenja aktivnosti CKl-a koji je uzrokovan mutacijamai prekomjernimizrazajem
EGFR-a (214). Izrazaj Ki-67 snazno je povezan s proliferacijom stanica i rastom tumorskih
stanica $to odgovara nasim rezultatima i Cinjenici da se porast izrazaja olekuje
napredovanjem displazija i OSCC-a. Navedeno je dokazao Jing i suradnici u analizi 396
uzoraka OSCC-a, OED i zdravih sluznica usne Supljine (177). Mnogobrojne studije
potvrdile su visoku ekspresiju p53 gena u karcinomima usne Supljine (54%, 75%, 95% i
65%) te je zabiljeZzen trend porastaizrazaja napredovanjem premalignih promjena usne
Supljine od hiperplazije preko displazija u karcinom (186-188). Ometajuce i neometajude
mutacije proteina p53 dovode do poremeéene funkcije ovog proteina s nemoguénoséu
induciranja apoptoze u oSteenim stanicama. Liu je na stanicnim linijama
hepatocelularnog karcinoma dokazao da nEGFR mozZe utjecati na apoptozu stanica
poticanjem ekspresije SOS1 koji potom aktivira HRAS/PI3K/AKT put Sto rezultira
nuklearnom translokacijom p-AKT i Bcl-2 (322). Interakcija izmedu p-AKT i ASPP2
olak$ava vezanje BcL-2 na p53 koji oslobada p53 iz promotora pro-apoptotskog gena.
Takoder, aktivacija puta HRAS/PI3K/AKT pomodu nEGFR-induciranog SOS1 inhibira
apoptozu izazvanu cisplatinom (322). Mariji¢ je sa suradnicima 2021. proucavao izrazaj
MEGFR-a i nEGFR-a kod laringealnih polipa, displazija i planocelularnih karcinoma te je
potvrdio znacajno veéu ucestalost snaznogizrazaja nEGFR izmedu karcinoma, displazija
i polipa, te snaznog izrazaja mEGFR u karcinomima i laringealnim displazijama u
usporedbi s polipima (243). Navedeno je potvrdilo i nase istrazivanje na premalignim
promjenamaikarcinomima usne Supljine. Kada promatramo skupinu ispitanika s OSSC-
om, sukladno rezultatima Psyrri i suradnika na orofaringealnim karcinomima, zamijetili

smo pozitivnu korelaciju izraZzaja membranskogi jezgrinog EGFR-a (241). Mariji¢ je na
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laringealnim planocelularnim karcinomima dokazao inverzniizrazaj mEGFR-a i nEGFR-a
te je zakljucio da kod tumora samo jedan put EGFR signalizacije, membranski ili jezgrin,
rukovodi daljnju karcinogenezu (243). Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da oba puta
EGFR signalizacije imaju utjecaj na karcinogenezu, vjerojatno poticuéi jedan drugog i
potencijalno dodatnim djelovanjem neovisno jedan o drugom.

Jedan od ciljeva ovog istraZivanja bila je analiza razine izraZzaja nEGFR-a u odnosu
naispitivane klinicko-patoloske karakteristike bolesnika s OSCC-om. Nismo zabiljezili niti
jednu statistic¢ki znacajnu povezanost Sto je slicno rezultatima Mariji¢a i Psyrii na
karcinomima grkljana i orofarinksa dok sli¢nih istrazivanja povezanosti nEGFR i
karcinoma usne Supljine nema u dostupnoj literaturi (241, 243). Kod analize mEGFR-au
odnosu na ispitivane klinicko-patoloske karakteristike OSCC-a takoder nismo zabiljezili
niti jednu statisticki zna¢ajnu povezanost. Shahsavari nije dokazao korelaciju izmedu
izrazaja mEGFR-a i klinicko-patoloskih osobina OSCC-a Sto je sukladno s naSim
rezultatima (323). Costa je pak sa suradnicima na uzorku od 60 ispitanika dokazao
negativan utjecaj EGFR-a na progresiju bolesti u osoba mladih od 40 godina, Sto je
suprotno nasim zapazanjima (228). Abbas je na 30 OSCC-a dokazao porast ekspresije
MEGFR-a s napredovanjem histoloskog gradusa tumora te zakljuéio da se EGFR moze
koristiti kao indikator tumorske agresivnosti(324). Sva navedena istraZivanja provodena
su na malom broju ispitanika te postoji potrebaza velikim multicentri¢nim studijima koje
¢e dokazati stvarni odnosizrazajamembranskogijezgrinog EGFR-a i klinicko-patoloskih
karakteristika tumora.

Kod ispitanika sa OSSC-om dodatno smo analizirali utjecajispitivanih biomarkera

i klinicko-patoloskih karakteristika tumora na ukupno dozivljenje bolesnika. Medijan
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pracenja bolesnika iznosio je 32,26 mjeseci tijekom kojeg je preminulo osamnaest
bolesnika, deset njih zbog karcinoma usne Supljine, a ostalih osam od drugog uzroka koji
nije povezan s OSCC-om. Devet bolesnika tijekom praéenja je razvilo drugi primarni
tumor. Ispitanici s OSCC-om kod kojih je bila prisutna regionalnabolest, limfovaskularna
invazija te postojanje drugog primarnog tumora imali su znacajno loSije ukupno
doZivljenje u odnosu na ispitanike bez navedenih karakteristika. Prema rezultatima
istrazivanja koje je proveo Brand na 594 ispitanika s OSCC-om jednogodisniji,
petogodisnji i desetogodisnji kumulativni rizik od pojave drugih primarnih tumora i
recidiva bolesti bio je 17%, 30% i 37% i gotovo su se svi lokoregionalni recidivi bolesti
pojavili unutar prve dvije godine od lije¢enja (325). Drugi primarni tumori znacajno
smanjuju sveukupno dozivljenje bolesnika i zato je cjelozivotno praéenje bolesnika s
tumorima glaveivrataizuzetno bitno zbog moguce pojave drugih tumora u usnoj Supljini
koja je genetski oStecena akumulacijskim djelovanjem poznatih riziénih ¢imbenika. Pluca
i jetra su najcesSca sijela drugih primarnih tumora izvan regije glave i vrata te je
povremeno potrebno provesti probir radioloskim metodama (325). Prisutne metastaze
u regionalnim limfnim ¢vorovima smanjuju dozivljenje za 50% za svaki pojedini stadij
bolesti kod karcinoma usne Supljine. Prema TNM klasifikaciji N stadij bolesti dijeli se u
Cetiri kategorije (NO-N3). Sto je veéi N stadij bolesti sveukupno doZivljenje je manje.
Postojanje regionalnih metastaza bolesnika svrstava u minimalno Ill stadij bolesti sa
znacajno smanjenom stopom petogodisnjeg dozZivljenja od oko 51% u odnosu na
lokaliziranu bolest (stadij I/Il) kada je doZivljenje oko 82% (1-2, 18). Limfovaskularna
invazija spada uizborne deskriptore koje treba uzeti u obzir kod odluke o adjuvantnom

onkoloskom lijeCenju i negativni je prognosticki Cimbenik povezansvecom ucestaloséu
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lokoregionalnihrecidiva bolestii udaljenih metastaza (35). Kaplan-Meierovom analizom
dozivljenja bolesnika s OSCC-om u odnosu na izrazaj istrazivanih markera dokazali smo
statisticki znacajno krace sveukupno doZivljenje kod umjerenog i snaznog izrazaja
(2+/3+) nEGFR-a u tumorskom tkivu u odnosu na one sa slabim izrazajem (0/+). Prema
dostupnojliteraturi, ovo su prvi rezultatiistrazivanja koje je proucavalo utjecajizrazaja
NEGFR-a u karcinomima usne Supljine na sveukupno doZivljenje bolesnika (OS). Kada
promatramo zlo¢udne tumore glaveivrata, Mariji¢ je na karcinomima grkljana dokazao
negativan utjecaj prekomjernogizrazaja nEGFR-ana sveukupno dozivljenje, dok je Psyrri
isto dokazao natumorima orofarinksa (241, 243). Schmidt-Ullrich i suradnici dokazali su
da je lije¢enje tumora zracenjem dovelo do aktivacije i internalizacije EGFR-a u jezgru
(326). Dittman je dokazao da EGFR i DNA-PK tvore kompleks u jezgri nakon zradenja Sto
je dovelo do pojacane aktivnosti popravka DNK i stecene rezistencije na radiotera piju
(327). Lijecenje karcinoma cisplatinom takoder se pokazalo da inducira translokaciju
EGFR-a u jezgru i povedava rezistenciju na kemoterapiju (311). Navedeno sugerira da
NEGFR ima znacajnu ulogu u popravku ostecenja DNK ¢ime bi se mogli objasniti rezultati
ovog istrazivanja. Naposljetku smo proveli prognosticke analize klinicko-patoloskih
parametara na progresijubolestii smrtiod OSCC-a. Konzumiranje alkohola, klini¢ki stadij
tumorai PNI pokazali su se kao snazni prediktori progresije bolesti, dok su prisutnost
regionalnih metastaza, PNI, broj pozitivnih limfnih ¢vorova, LVI, klinicki stadij tumora i
konzumiranje alkohola dokazani snazni prediktori smrtnogishoda u bolesnika s OSCC-
om. Navedena opazanja sukladna su podacimaizliterature (1-2, 69-72, 92-94, 156-157).

Na posljetku, uloga nEGFR nije dovoljnoistrazenau zloéudnim tumorima glave i

vrata, dok je prema dostupnoj literaturi njegova uloga u premalignim i malignim
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promjenama usne Supljine nepoznata. Rapidni porast istrazivanja vezanih uz jezgrin
izrazaj EGFR pokrenula su otkrica o utjecaju ovog receptora na rezistenciju na
kemoterapiju i radioterapiju. Navedeno ukazuje na kompleksnost i nedovoljno
poznavanje signalnih puteva posredovanih EGFR-om. Prema dostupnoj literaturi, ovo je
prvo istrazivanje koje je proucavalo utjecajizrazaja nEGFR-a u premalignim (OL i OE) i
malignim promjenama usne Supljine i dokazalo prognosticki znacaj ekspresije nEGFR-a
na malignu transformaciju OL i OE u OSCC kao i negativan utjecaj na sveukupno
dozivljenje bolesnika s OSCC-om. Navedeni rezultati sugeriraju da nEGFR ima znacajan
utjecaj u oralnojkancerogenezi. Vrlo lako dostupnimi praktiénim imunohistokemijskim
metodama mozZemo odreditiizraZzaj ovog receptora u jezgri te ga Siroko primjenjivati u
klinickoj praksi u svrhu preciznijeg odredivanja malignog rizika prekanceroznih lezija
usne Supljine u odnosu na dosadasnje semikvantitativne metode odredivanja displazije.
Molekularno kvantificiranje progresije premalignih promjena na sluznici usne Supljine
utjecalo bi na vrstu i opseg lijeCenja te na uéestalost pracenja bolesnika. Kod resekcije
planocelularnih karcinoma primjena molekularne dijagnostike mogla bi uvelike
promijeniti principe lije¢enja tumora u pogledu odredivanja molekularno zdravih
rubova, a ne samo kirurski odnosno patohistoloski zdravih rubova, kao i potrebe za
elektivnom disekcijom vrata ili adjuvantnim lijeCenjem. Potrebna su daljnja istrazivanja
na velikom uzorku ispitanika koja ¢e dodatno i detaljno ispitati ulogu nEGFR-a u
karcinomima usne Supljine te ispitati njegov meduodnos s membranskim i
citoplazmatskim receptorima epidermalnog ¢imbenika rasta. Kao jedini nedostatak

primjene nEGFR-a bi istaknuli nesto slabiju vizualizaciju imunohistokemijske reakcije, s
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obzirom da se joS uvijek radi o ekperimentalnom protutijelu, pri ¢emu je vrlo bitno

iskustvo patologa u ocitavanju iste.
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7. ZAKUUCAK

1. Znadajno je visi postotak izrazaja proteina Ki-67 proliferativnog indeksa u skupini
bolesnika s invazivnim planocelularnim karcinomom usne Supljine u odnosu na
kontrolnu skupinu zdrave sluznice i skupinu bolesnika s premalignim promjenama
(oralna leukoplakija i oralna eritroplakija). Statisticki je znacajno visi postotak Ki-67 u

podskupini displazija visokog stupnja u odnosu na displazije niskog stupnja.

2. Izrazaj p53 proteina visi je u skupini bolesnika s premalignim promjenama (OLi OE) i
invazivnim planocelularnim karcinomom usne Supljine u odnosu na ispitanike sa

zdravom sluznicom usne Supljine.

3. Statisticki je znacajno visi izrazaj ciklina D1 u skupini bolesnika s premalignim
promjenama (OLi OE) i invazivhom planocelularnom karcinomu usne Supljine u odnosu

na ispitanike sa zdravom sluznicom usne Supljine.

4. Dokazan je statisticki znacajno visi izrazaj ispitivanog proteina ABCG2 u skupini
bolesnika s premalignim promjenama (OL i OE) i invazivnom planocelularnom
karcinomu usne Supljine u odnosu na ispitanike sa zdravom sluznicom usne Supljine.

Izrazaj ABCG2 raste s napredovanjem stupnja oralne epitelne displazije.

5. Znacajno je veca ucestalost umjerenei snazne ekspresije membranskogi jezgrinog
EGFR-a utvrdena u skupini bolesnika s planocelularnim karcinomima i premalignim

promjenama (OL i OE) u odnosu na skupinu zdravih ispitanika.
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6. Pozitivna korelacija izmedu izrazaja nEGFR-a i Ki67, p53, ciklina D1 i mEGFR, kao i
izmedu mEGFR i Ki67, p53, nEGFR, ciklinaD1 i ABCG2 dokazana je u skupini bolesnika s

premalignim promjenama (OL i OE).

7. Ubolesnika s invazivnim planocelularnim karcinomom dokazana je statisticki znacajna
pozitivna korelaciju izmedu nEGFR-a i Ki67, mEGFR, dok korelacija s ciklinom D1, i ABCG2
nije dokazana. Statisticki znacajna korelacija utvrdena je takoder izmedu mEGFR i

NEGFR, dok korelacija sa ciklinom D1 nije dokazana.

8. Bolesnici s premalignim promjenama (OL i OE) i prekomjernim izrazajem nEGFR-a
imaju znacajno visi rizik za malignu transformaciju u invazivni planocelularni karcinom
usne Supljine u odnosu na bolesnike bez ekspresije ili sa slabom ekspresijom nEGFR-a.
Rizik za razvoj karcinoma usne Supljine je jos veci kod istodobnog prekomjernogizrazaja
ABCG2 i nEGFR u premalignim promjenama u odnosu na prekomjerni izrazaj samo
NEGFR. Statisticka razlika u ekspresiji NnEGFR-a i ABCG2 pojedinacno i ko-ekspresija

dokazana je u premalignim promjenama s displazijom viSeg stupnja.

9. ROC prognostickom analizom dokazano je da je snazan izrazajnEGFR-au premalignim
promjenama (OL i OE) jak prediktor, a p53 kao umjereno jak prediktor maligne

transformacije u karcinom usne Supljine.

10. Tumori bez perineuralne invazije imaju znacajno vediizrazaja proteinap53 u odnosu
na tumore s perineuralnom invazijom, dok je za ABCG2 dokazana pozitivna korelacija s

istim parametrom.
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11. Konzumiranje alkohola, viSi TNM stadij bolesti, prisutnost limfovaskularne i
perineuralne invazije snazni su prediktori progresije bolesti u ispitanika s invazivnim

planocelularnim karcinomima usne Supljine.

12. SnazZan prognosticki znacaj za smrt od planocelularnog karcinoma usne Supljine
pokazuju konzumiranje alkohola, vis§i TNM stadij bolesti, prisutnost regionalnih
metastaza, prisutnost limfovaskularne i perineuralne invazije te broj pozitivnih limfnih

¢vorova.

13. Bolesnici s umjerenim i snaznim izrazajem nEGFR-a u tumorskom tkivu imali su
znacajno krace sveukupno 5-godisnje doZivljenje u odnosu na bolesnike s negativnim i

slabim izrazajem.
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8. SAZETAK

Cilj: Glavni cilj ovog istrazivanja bio je imunohistokemijskim metodama iz uzoraka oralnih
leukoplakija (OL) i eritroplakija (OE) te planocelularnih karcinoma usne Supljine (OSCC) odrediti
stupanj izrazenosti nEGFR-a i drugih markera stani¢nog ciklusa te njihov utjecaj na malignu
transformaciju OL i OE kao i na klinicke ishode i prognozu bolesti oboljelih od OSCC-a.
Materijali i metode: Imunohistokemijskim metodama analiziran je izrazaj markera nEGFR,
mMEGFR, Ki-67, p53, ciklina D1 te ABCG2 u patohistoloskim uzorcima 50 bolesnika s OL ili OE i 52
bolesnika s OSCC-om.

Rezultati: Utvrden je porast izrazaja mEGFR i nEGFR razvojem bolesti (p<0,0001). U skupini
bolesnika s OL i OE dokazali smo pozitivhu korelaciju izmedu nEGFR-a i Ki67, p53, ciklina D1 i
MEGFR, dok smo u skupini OSCC-a utvrdili pozitivhu korelaciju izmedu nEGFR-a i Ki67, mEGFR
(p<0,05). Istodobni izrazaj nEGFR-a i ABCG2 povecava rizik od maligne transformacije 12,8 puta.
Tumori bez perineuralne (PNI) invazije su pokazivali vec¢u ucestalost izraZzaja proteina p53 u
odnosu na tumore s PNI (p=0,02), dok je za ABCG2 utvrdena pozitivha korelacija s istim
parametrom (p=0,02). Bolesnici s OSCC-om i prekomjernim izraZzajem nEGFR-a imali krace
sveukupno dozivljenje (p=0,004).

Zakljucak: Rezultati ovog istraZivanja impliciraju na moguéu vaznu neovisnu ulogu nEGFR-a u

oralnoj karcinogenezi.

Kljucne rijeci: planocelularni karcinom; usna Supljina; biomarkeri; nEGFR; imunohistokemija.
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9. SUMMARY

Title: Nuclear expression of epidermal growth factor receptor as a marker in
premalignant and malignant changes of the oral cavity

Marko Tarle

Year: 2023.

Aim: The aim of this study was to determine the expression of nEGFR and other cell cycle
markers and their influence on malignant transformation of oral leukoplakia (OL) and oral
erythroplakia (OE) and on clinical outcomes and prognosis of patients with OSCC.

Materials and methods: The expression of the markers nEGFR, mEGFR, Ki-67, p53, cyclin D1,
and ABCG2 was analyzed by immunohistochemical methods in pathohistological specimens
from 50 patients with OL or OE and 52 patients with OSCC.

Results: An increase in the expression of mEGFR and nEGFR was found with the development of
the disease (p<0.0001). Inthe group of patients with OL and OE we found a positive correlation
between nEGFR and Ki67, p53, cyclin D1 and mEGFR, while in the group of patients with OSCC
we found a positive correlation between nEGFR and Ki67, mEGFR (p<0.05). Co-expression of
NEGFR and ABCG2 increased the risk of malignant transformation by 12.8-fold. Tumors without
perineural (PNI) invasion had higher expression of p53 protein than tumors with PNI (p=0.02).
Patients with OSCC and overexpression of nEGFR had shorter overall survival (p=0.004).
Conclusion: The results of this study suggest a potentially important independent role of nEGFR
in oral carcinogenesis.

Keywords: squamous cell carcinoma; oral cavity; biomarkers; nEGFR; immunocytochemistry.
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