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1. UVOD

1.1 Maligni tumori glave i vrata

Kada govorimo o tumorima glave i vrata prema Medunarodnoj klasifikaciji
bolesti odnosno tumora (ICD-10), govorimo o heterogenoj skupini tumora koji
zahvacaju kozu glave i vrata (C43, C44), usnice, usnu Supljinu, orofarinks, epi- I
hipofarinks, zlijezde slinovnice (CO - C14), larinks, paranazalne sinuse (C30 - C32) te
Stitnjadu i paratireoidne Zlijezde (C73, C75.0)." U uZem smislu, pod karcinomom
glave i vrata (u engleskoj literaturi head & neck cancer), mislimo histoloski na
planocelularni karcinom koji se razvija iz viseslojnog plocastog epitela sluznice
gornjeg aerodigestivnog trakta, odnosno usne Supljine, cijelog farinksa i larinksa te ¢e
se dalje u tekstu pod tim pojmom misliti na tumore koji se razvijaju na maloprije

spomenutim lokalizacijama.

U okviru maksilofacijalne kirurgije rijetko se operiraju tumori Stitne Zlijezde,
paratireoidnih Zzlijezda 1 larinksa dok je medu naj¢eS¢im tumorima kojima se

svakodnevno bavimo karcinom usne Supljine i on ¢e biti predmet ovog istraZivanja.

Karcinom glave 1 vrata ¢ini samo 6% svih zlo¢udnih tumora i prema tome nije
medu ¢e$¢im tumorima barem ne u SAD-u i Europi. U nekim drugim dijelovima
svijeta poput Indije, Pakistana, BangladeSa, karcinom glave i vrata je medu

najzastupljenijim zlo¢udnim oboljenjima.

1.2 Karcinom usne Supljine
1.2.1 Anatomija usne Supljine

Usna Supljina anatomski obuhvaca podru¢je od granice vermiliona usana pa sve
do prednjih nepcanih lukova, odnosno granice tvrdog i mekog nepca gore i dolje na
jeziku, papila circumvalata. Sastoji se od vise podjedinica: usnica, obraznih sluznica,
jezika do papila circumvalata, sublingvalnog podrucja, retromolarnog podrucja,

tvrdog nepca, gingiva maksile i mandibule (Slika 1).



Gingiva maksile
Tvrdo nepce

Bukalna sluznica

Retromolarno

Jezik

D . - .
no usta Gingiva mandibule

Slika 1. Anatomski prikaz usne Supljine

Usnice poéinju na spoju vermiliona i koZe i ¢ine prednju granicu vestibuluma
usta. Dio usnica koji pripada usnoj Supljini je vermilion odnosno dio usnice koji

dolazi u kontakt sa suprotnom usnom.

Bukalna sluznica ukljucuje sluznicku povrSinu obraza, prema naprijed do
granice s usnama, a straga do pterigomandibularne rafe. Prema gore odnosno dolje
dopire do alveolarnog grebena maksile odnosno mandibule. MiSi¢ bukcinator ¢ini

lateralni zid vestibuluma usta.

Alveolarni greben ukljucuje alveolarni nastavak maksile odnosno mandibule s
nadleze¢om sluznicom. Alveolarni greben mandibule se proteze od jednog do drugog
uzlaznog kraka mandibule odnosno od bukalnog sulkusa do dna usta u
anteroposteriornom smjeru. Alveolarni greben maksile se proteZze od jednog do
drugog prednjeg nepcanog luka odnosno od bukalnog sulkusa do tvrdog nepca

anteroposteriorno.

Dno usta je podrucje sluznice u obliku srpa koje se pruza od alveolarnog
grebena mandibule do ventralne strane jezika. Ispod sluznice dna usta su milohioidni
mi$i¢ i hioglossus. Frenulum jezika dijeli dno usta na lijevu i desnu polovicu, a sa
svake strane frenuluma su karunkule na kojima se otvaraju duktusi submandibularnih
zlijezda. Izmedu sluznice dna usta i milohoidnog mis$i¢a nalaze se Warthonov duktus,

sublingvalna Zlijezda s izvodnim kanalom i n. lingualis.



Dio jezika, koji pripada usnoj Supljini, su prednje 2/3 jezika ispred papila
circumvalata. Baza jezika, koja se nalazi iza papila, pripada orofarinksu. Oralni jezik
se satoji od vrska, lateralnog ruba te dorzalne i ventralne povrSine. Jezik Cini Sest
uparenih mis$iéa, tri ekstrinzi¢na (genioglossus, hyoglossus, styloglossus) koja micu
jezik 1 tri intrinzi¢na (lingualis, verticalis, transversus linguae) koja mijenjaju oblik

jezika.

Retromolarni prostor je trokutasto podrucje sluznice koja prekriva uzlazni krak
mandibule. Baza tog trokuta je iza zadnjeg molara, a vrsak trokuta zavrSava na tuberu
maksile. Lateralna stranica tog imaginarnog trokuta je u dodiru s bukalnom

sluznicom, a medijalna stranica s prednjim nep¢anim lukom.

Tvrdo nepce zahvaca primarno nepce, nastalo spajanjem nepéanih nastavaka
maksile, i sekundarno nepce, nastalo spajanjem horizontalnih nastavaka nep¢anih
kostiju. Spijeda se pruza do unutrasnjeg dijela alveolarnog grebena maksile, a straga
dolazi do straznjeg ruba palatinalne kosti odnosno do spoja s mekim nepcem koje

pripada orofarinksu.

1.2.2 Epidemiologija karcinoma usne Supljine

Toéni podaci za Hrvatsku nisu poznati, ali su vrlo dobro poznati i to¢ni
epidemioloski podaci o karcinomu usne Supljine za SAD iz National Cancer Institute
(SEER Database).? Karcinom usne Supljine se javlja es¢e kod muskaraca nego kod
zena. Omjer je 2,3:1. Srednja dob u kojoj se javlja je 62. godina zivota, a u 70% svih
slucajeva se javlja od 45. do 75. godine zivota. Prema zadnjim podacima stopa
incidencije javljanja karcinoma usne Supljine u SAD-u je 10 na 100000 stanovnika
zlo¢udni tumor, dok kod Zena nije medu prvih deset naj¢e$¢ih maligniteta. Stopa
mortaliteta od karcinoma usne Supljine za zene i muskarce zajedno je 2,5 na 100000.
Prema podacima Americkog udruenja za rak (engl. American Cancer Society)?,
procijenjeno je da ¢e se u SAD-u u 2012. godini pojaviti 40250 novih slucajeva
Karcinoma usne Supljine, od toga dvostruko vise kod muskaraca nego kod Zena.
Zanimljivo je da stopa incidencije pada od 2004. do 2008. godine, kod zena za 1%
godisnje dok je kod muskaraca na istoj razini. Isto tako procjenjuje se da ¢e u 2012.

godini 7850 oboljelih umrijeti od karcinoma usne Supljine. Stopa smrtnosti takoder
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pada od 2004. do 2008 godine. Iznosi 1,2% godisnje kod muskaraca te 2,2% godi$nje

kod Zena.

Epidemioloski podaci se znatno zemljopisno razlikuju. Tako je, prema nedavno
objavljenoj studiji, karcinom usne Supljine zajedno s karcinomom Zdrijela medu
muskom populacijom u Indiji najceséi karcinom po ucestalosti (Cini 22,9% svih
tumora) dok je kod Zena na tre¢em mijestu.* Visoka stopa incidencije karcinoma usne
Supljine 0sim u jugoisto¢noj Aziji javlja se i u Brazilu. Prema podacima Nacionalnog
instituta za rak medu muskarcima stopa incidencije je 10,64 na 100000, a medu
7enama dosta niza 3,76.°> U Europi najvecu stopu incidencije karcinoma usne Supljine

ima Francuska te zemlje centralne 1 istocne Europe (Madarska, Slovacka).

1.2.3 Etiologija karcinoma usne Supljine

Karcinom usne Supljine javlja se u daleko ve¢em postotku kod muskaraca jer je
usko vezan uz konzumaciju alkohola i pusenje, navike koje su kod muskaraca puno
¢es¢e nego kod Zena. U zapadnom svijetu ve¢ zadnjih 20-30 godina postoji trend
smanjenja pusenja cigareta i konzumacije alkohola. Sukladno tome je i trend
incidencije karcinoma usne Supljine u blagom padu, ali ne toliko koliko bi se
ocekivalo. Isto tako, omjer muskaraca 1 Zena se smanjuje s obzirom da muskarci sve
viSe napustaju rizicne navike za razliku od Zena koje su proporcionalno vise pocele

pusiti cigarete 1 konzumirati alkohol.

Pusenje cigareta je neovisni rizi¢ni ¢imbenik za nastanak karcinoma usne
supljine.® Vise od 300 karcinogena, koji osteéuju DNA, je identificirano u dimu
cigareta. Vecina tih karcinogena, poput policikli¢kih benzopirena i nitrozoamina, je
topivo u vodi odnosno slini te djeluje lokalno na sluznicu gornjeg aerodigestivnog
trakta. Karcinogeni uzrokuju mutaciju gena p53. Ta je mutacija ¢e$¢a kod pusaca
nego kod nepusaca s karcinomom usne Supljine te je to vjerojatno molekularni
mehanizam karcinogeneze.” Rizik za nastanak karcinoma usne 3upljine je 6-8 puta
veéi kod pusada nego kod nepusaca.® Promjene na sluznici usne Supljine uzrokovane
pusenjem cigareta su reverzibilne. Tako se s prestankom puSenja smanjuje rizik za
nastanak karcinoma usne Supljine. Ukoliko je proslo vise od 10 godina rizik se
smanjuje za 50%. Nakon 17 godina rizik za nastanak karcinoma usne Supljine gotovo

je jednak onome nepusaca.’ Zvakanje duhana, njegovo drzanje u ustima izmedu
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bukalne sluznice i zubiju, isto tako moze dovesti do nastanka karcinoma upravo na
bukalnoj sluznici.’® Ono je rasireno diljem svijeta; u nekim dijelovima SAD-a te
zapadne Europe gdje je pusenje zabranjeno na javnim mjestima, pa Se umjesto toga
zvace duhan, ali i u jugoisto¢noj Aziji gdje se zZvace duhan sam ili s betelom, ili areka
oras&icem.™

Alkohol je poznati karcinogen dokazan u mnogim studijama.’? Nije to&no
poznat mehanizam karcinogeneze, ali se vjeruje da alkohol djeluje lokalno na epitelne
stanice Cine¢i i1h manje otpornima 1 time permeabilnijima za utjecaj drugih
karcinogena. Prema drugom istrazivanju, alkohol smanjuje protok sline te su na taj
nacin epitelne stanice u usnoj Supljini dulje izloZene djelovanju samog alkohola, ali i
drugih potencijalnih karcinogena.*® Drugi mehanizam je onaj u kojem ingestirani
alkohol, odnosno njegovi metaboliti, resorpcijom u krv i otpuStanjem u slinu,
ponovno dolaze u usnu Supljinu 1 tamo produZenim kontaktom sa sluznicom uzrokuju
karcinogena oste¢enja.’* Alkohol je neovisni rizi¢ni Gimbenik i rizik je oko Sest puta
ve¢i za nastanak karcinoma usne Supljine, nego kod ljudi koji ne konzumiraju
alkohol.™® Oko 90% bolesnika s karcinomom usne 3upljine konzumira alkohol

svakodnevno u ve¢im koli¢inama.

Alkohol i puSenje imaju sinergisticki uc¢inak, a ne kumulativni na
karcinogenezu, §to znaci da je ucinak oba ¢imbenika zajedno veci nego njihov zbroj.
Tako bolesnici koji puse i piju imaju 15 puta veci rizik da razviju karcinom usne

Supljine, nego oni koji nemaju te rizicne imbenike.'®

Zvakanje betelovog ora¢iéa je vrlo rairena i drustveno prihvatljiva navika u
jugoistoénoj Aziji (Indija, Pakistan, Banglades, Tajvan, Sri Lanka, Nepal) i u tom
podrugju predstavlja bitan etioloski ¢imbenik u nastanku karcinoma usne Supljine.”” U
Indiji je zbog toga karcinom usne Supljine naj¢eséi tumor kod muskaraca, a tre¢i po
ucestalosti kod Zena i &ini ukupno 40% svih malignih oboljenja.'® Zvakanje &istog
betelovog oras¢i¢a nosi i do 16 puta veci rizik za nastanak karcinoma gornjeg
aerodigestivnog trakta.’® Cesto se nazalost ne Zvace Cisti betel, ve¢ mjesavina
betelovog liS¢a u koji su umotani areka oras¢i¢, duhan, gaseno vapno irazni dodaci za
okus (u engl. literaturi bettel quid) sto ima dodatno izrazito karcinogeno djelovanje na
usnu Supljinu i orofarinks. Areka orasci¢, koji je u Indiji dostupan za Zvakanje ¢ak i u

komercijalnim oblicima kao osvjeZiva¢ daha pomijeSan s raznim okusima i popularan



medu mladom populacijom, moze dovesti do stvaranja submukozne fibroze, dakle

premalignog stanja.?

Uloga vodica za ispiranje usta koje sadrze alkohol u nastanku karcinoma usne
Supljine je bila predmet rasprave zadnjih desetlje¢a. Prema nedavnoj meta analizi
Gandini i suradnika®* nije nadena povezanost redovite upotrebe vodica i karcinoma

usne Supljine pa ¢ak i kod njihove pojacane upotrebe.

Prehrana i stanja povezana s manjkom pojedinih vitamina i elemenata se
takoder dovode u vezu s karcinomom usne Supljine. Tako je poznato da je kod
kroni¢ne sideropeni¢ne anemije u sklopu Plummer-Vinsonovog sindroma (disfagija,
glositis i atrofija sluznice) Ges¢a incidencija karcinoma usne Supljine.”” Isto tako,
prehrana bogata vitaminom C, ili povréem, ili voéem moZe dovesti do smanjenog

rizika za nastanak karcinoma usne Supljine.?

Losa oralna higijena, koju u pravilu vidamo kod bolesnika s karcinomom usne
Supljine, vjerojatno nije uzro¢ni Cimbenik iako prema nekim radovima oralna
mikroflora moZe etanol razgraditi enzimatski u acetaldehid koji je poznat kao

karcinogen.?

Traumatski ulkusi na sluznici od nesaniranog zubala i od noSenja loSe
adaptiranih proteza, te samo dugotrajno noSenje proteza takoder ne predstavljaju
neovisni riziéni ¢imbenik.*®

Uloga nasljeda nije joS u potpunosti razjasnjena. Nije naden specifi¢an gen koji
bi bio odgovoran za nastanak karcinoma usne Supljine. Pozitivna obiteljska anamneza
na karcinom usne Supljine nosi povecani rizik za nastanak karcinoma na nacin da su ti
bez djelovanja poznatih etioloskih ¢imbenika rizik ostati gotovo na razini ostale

populacije.



1.2.4 Premaligne lezije i stanja s poveéanim rizikom nastanka karcinoma usne
Supljine

Pindborg navodi da je 1972. na sastanku istrazivata skupa “Histoloska
definicija premalignih lezija”, Svjetske zdravstvene organizacije, dogovoreno da se
oralne premaligne lezije definiraju kao morfoloski promijenjeno tkivo u kojem je veéa
Sansa da se razvije karcinom nego na sluznici koja izgleda nepromijenjeno.”’ Na
istom skupu su se premaligna stanja definirala kao generalizirana stanja povezana s
povecanim rizikom za razvoj karcinoma. Leukoplakija i eritroplakija su premaligne

lezije, a premaligna stanja su oralni lihen planus te submukozna fibroza.

Leukoplakija je definirana 1978. na skupu “Histoloska definicija premalignih
lezija”, Svjetske zdravstvene organizacije, kao bijeli keratoticki plak ili sloj koji se ne
moze drugadije definirati klinicki ili histoloski.”® Od tada se definicija leukoplakije
mijenjala nekoliko puta. Zadnja je vazeca ona iz 2007. g. prema kojoj je leukoplakija
bijeli plak upitnog rizika koji isklju¢uje ostala poznata stanja i bolesti koja ne nose
povecani rizik za razvoj karcinoma.? Klinicka klasifikacija dijeli leukoplakiju na
homogenu i nehomogenu. Homogena se dalje dijeli na ravnu, valovitu, naboranu i
plavkastu. Nehomogena se dijeli na verukoznu, nodularnu, ulcerativnu i
eritroleukoplakiju. Javlja se naj¢es¢e na bukalnoj sluznici, vermilionu usne, gingivi
mandibule ili maksile. Maligniji potencijal ima ona koja se javlja na jeziku ili dnu
usta. Godi$nja stopa maligne tranformacije je oko 1%, odnosno sveukupno oko 10-
18% leukoplakija na kraju prijede u karcinom usne Supljine.*>*! Zanimljivo, Amagasa
i suradnici*®* su nasli veéu stopu maligne transformacije kod Zena nego kod
musSakaraca (11,2% prema 6,2%). Rizi¢ni ¢imbenici za malignu transformaciju
leukoplakije su Zenski spol, dugo trajanje leukoplakije, leukoplakija kod nepusaca,
leukoplakija jezika i/ili dna usta, veli¢ina (>200 mm?), nehomogeni tip, prisutnost
epitelne displazije.”® Svaka leukoplakija koja ima bar dva navedena rizi¢na ¢imbenika
trebala bi biti kirurski odstranjena i tako bi Se moguénost maligne transformacije svela

na minimum.®2

Eritroplakija je definirana 1978. na skupu “Histoloska definicija premalignih
lezija”, Svjetske zdravstvene organizacije, kao svijetlocrveni, barSunasti plak na
sluznici koji se ne moze drugadije definirati klinicki ili histoloski.?® Definicija se

takoder s godinama mijenjala te trenutno vrijedi ona iz 2010. g. koja eritroplakiju
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definira kao predominantno crvenu leziju oralne sluznice, koja se ne moze
okarakterizirati kao neka druga poznata lezija.*®* Iako se javlja rjede nego
leukoplakija, potencijal maligne transformacije je ve¢i nego kod leukoplakije. Od
14% do 50% eritroplakija na kraju maligno prijede u karcinom.** Cak u trenutku
biopsije velik dio eritroplakija sadrzi ili teSku displaziju, ili karcinom in situ, ili
pocetni povr$ni invazivni karcinom. Najéesce se javlja kod musSakaraca izmedu 65. i
74. godine, pogotovo na dnu usta, jeziku ili mekom nepcu. S obzirom na tako visoku

stopu maligne transformacije terapija je kirurSka ekscizija.

Lihen planus je kroni¢na dermatoloska bolest sa Cestom manifestacijom na
sluznici usne Supljine pa tada govorimo o oralnom lihen planusu. Lihen je imunoloski
posredovan sistemski poremecaj. Tocan razlog nastanka se ne zna. Optuzuje se stres,
hepatitis C infekcija, nasljede, ali niSta nije sa sigurnoScu dokazano. NajceSce se
javlja kod zenskih osoba srednje dobi i to na bukalnoj sluznici. Ostala mjesta u usnoj
Supljini, na kojima se lihen ¢eSCe razvija, su gingiva Celjusti te jezik 1 nepce. Klinicki
se razlikuju dva oblika lihena: retikularni i erozivni. Retikularni oblik je obi¢no
asimptomatski i prikazuje se bijelim linijama koje se medusobno isprepli¢u, obi¢no na
bukalnoj sluznici bilateralno. LijeCenje ovog oblika lihena nije potrebno. Rjedi oblik,
koji je obi¢no simptomatski, je erozivni lihen. Javlja se na bukalnoj sluznici ili gingivi
te se klinicki manifestira kao eritematozno atroficno podruéje sa centralnom
ulceracijom. Na periferiji same lezije se nalaze bijele strije. Zbog slicnosti s
displasticnim promjenama ili poCetnim karcinomom potrebno je inicijalno uzeti
biopsiju da se isklju¢i malignitet. Terapija je kortikosteroidima, sistemski u tezim
oblicima, ili lokalno u blazim. Sam lihen rijetko maligno alterira (Ce$¢e erozivni
oblik). Vjerojatno najvise do 1% bolesnika s oralnim lihenom na kraju razvije

karcinom usne Supljine.®

Submukozna fibroza je bolest nepoznate etiologije koju karakterizira
fibroziranje 1 induracija submukoze odnosno vezivnog tkiva usne Supljine. Najcesce
se javlja na bukalnoj sluznici, retromolarnom podru¢ju, mekom nepcu. Generalizirana
fibroza submukoze usne Supljine dovodi do otezanog otvaranja usta i pecenja u
ustima. U ranoj fazi dolazi do blijedenja sluznice te izgleda poput mramora, a
histoloSki se nalazi kroni¢na infiltracija subepitelnog tkiva s upalnim stanicama. U
kasnijoj fazi epitel postaje izrazito atrofican, a po bukalnoj sluznici ili oko usta se

stvaraju palpabilni tvrdi vezivni tracci. Biopsija uzeta u ovoj fazi Cesto pokazuje
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odreden stupanj displazije. Submukozna fibroza ne regredira te nema poznatog lijeka.
Cesta je kod Indijaca i Pakistanaca zbog izrazito ra§irene navike Zvakanja areka ili
betelovog oras¢ica. Navodi se podatak da oboli 4 od 1000 ljudi. Od 2,3% do 7,6%

slu¢ajeva maligno prijede u karcinom usne Supljine.*

1.2.5 TNM klasifikacija karcinoma usne Supljine

U Kklasifikaciji tumora se sluzimo TNM klasifikacijom kako bismo uniformno
okarakterizirali tumore 1 svrstali th u pojedine stadije. Tako T oznafava primarni
tumor, N regionalnu metastazu, a M udaljenu metastazu. T moze biti 0-4 ovisno o
prisutnosti i veli¢ini tumora, N 0-3 ovisno o prisutnosti regionalnih metastaza, a M
ima samo dvije vrijednosti O i 1 ovisno ima li ili nema udaljenih metastaza. Trenutno
vrijedi Sesta zajedniCka klasifikacija UICC (International Union Against Cancer) i
AJCC (American Joint Committee on Cancer) za karcinom usne Supljine iz 2003.
godine (Tablica 1).*’

Tablica 1. TNM Kklasifikacija karcinoma usne Supljine

T Primarni tumor

T1 =<2.cm

T2 >2 do4 cm

T3 >4 cm

T4a zahvacen kortikalis, vanjski miSi¢i jezika, maksilarni sinus, koza

T4b zahvacen mastikatorni prostor, pterigoidni nastavci, baza lubanje oko
karotis interne

N Regionalne metastaze

NO Nema

N1 Jedan homolateralni ¢vor do 3 cm

NZ2a Jedan homolateralni ¢vor od 3-6 cm

N2b Vise homolateralnih ¢vorova do 6 cm

N2c Kontralateralni ¢vor ili bilateralni ¢vorovi

N3 Jedan homolateralni ¢vor ve¢i od 6 cm

M Udaljene metastaze

MO Nema

M1 Ima

Stadij bolesti TNM

Stadij 1 T1INOMO

Stadij 2 T2NOMO

Stadij 3 T3NOMO ili T1-3N1MO

Stadij 4 T4 ili N2-3 ili M1




1.2.6 Klini¢ka prezentacija karcinoma usne Supljine

Prvi simptomi karcinoma usne Supljine su obi¢no bol, pecenje, krvarenje, rana u
ustima koja ne zacjeljuje, otezan govor ili gutanje, klimavost zubiju, oteZano
otvaranje usta, ili rjede ispad kranijalnih zivaca. Simptomi c¢esto ovise o lokalizaciji
tumora u usnoj Supljini. Tako otezan govor moze biti prezentacija karcinoma jezika
koji je infiltrirao muskulaturu jezika pa je jezik manje pokretan. Klimavost zubiju je
Cesta prezentacija karcinoma gingive mandibule ili maksile, ili pak uznapredovalog
sublingvalnog karcinoma koji je infiltrirao kost. Trizmus je karakteristican za
retromolarne karcinome zbog tumorske infiltracije obliznje pterigoidne muskulature.
Cesto je ¢ak prva prezentacija pojava &vora, odnosno regionalne metastaze na vratu.
Klini¢ki se karcinom usne Supljine najeS¢e prezentira kao lezija sa srediSnjim
ulkusom oko kojeg se nalazi tvrda tumorska infiltracija. Na dodir obi¢no krvari i boli
(Slika 2). Moze biti predominantno egozifitican pa tumor raste prema van ili
endofitican gdje prevladava infiltracijska komponenta (prisutan mali ulkus, ali

palpatorno puno veca infiltracija nego o¢ekivano s obzirom na ulkus).

Slika 2. Tipi¢na klinic¢ka slika karcinoma jezika

Oko 90% planocelularnog karcinoma u usnoj Supljini se javlja u takozvanom
bazenu sline potkovastog oblika (Slika 3), tj. ventralnoj strani i lateralnom rubu

jezika, sublingvalnom podrucju i retromolarnom podrucju koje zahvaca svega 20%
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povrSine usne Supljine.”™ To je podrucje najcesc¢e zahvaéeno zbog produzenog

kontakta sluznice i sline u kojoj se nalaze karcinogeni.*

Slika 3. Potkovasto podrucje u usnoj Supljini gdje se najéescée javlja karcinom

usne Supljine

Karcinom usne Supljine prvenstveno metastazira u regionalne limfne ¢vorove
vrata koji predstavljaju prvu barijeru Sirenju tumora sistemski, a vrlo rijetko
hematogeno. Hematogene metastaze su kod inicijalne prezentacije bolesnika s
karcinomom usne Supljine prisutne u manje od 5% slu¢ajeva i najéesce su u plu¢ima
(70%).*® Prema podjeli, koju su razvili Shah i suradnici®® u “Memorial Sloan
Kettering” bolnici u SAD-u, analiziraju¢i uzorak metastaziranja karcinoma glave i
vrata kod 1000 bolesnika, limfne ¢vorove vrata dijelimo na pet regija (I-V), odnosno

iznimno se opisuju jo§ dvije dodatne regije (VI i VII). (Slika 4)
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Slika 4. Podjela limfnih ¢vorova vrata na regije (preuzeto s:

http://femedicine.medscape.com/article/849834-overview)

Regija | obuhvaca submentalne limfne ¢vorove (izmedu dva prednja trbuha
digastricnog misSi¢a i1 jezi¢ne kosti) te submandibularne limfne C¢vorove (izmedu
mandibule, prednjeg i straznjeg trbuha digastricnog misica i stilohioidnog misi¢a). U
ovu regiju se najces¢e dreniraju karcinomi koji zahvacaju donju usnicu, dno usta,

jezik, gingivu mandibule.

Regija 1l obuhvaéa gornje jugularne ¢vorove (uz v. jugularis internu od baze
lubanje do jezi¢ne kosti, medijalno do stilohioidnog miS$i¢a, a lateralno do straznjeg
ruba sternokleidomastoidnog misi¢a). Akcesorni zivac ovu regiju dijeli na IIb, straga i
gore od Zivca, i Ila, sprijeda i1 dolje od Zivca. U ovu regiju najées¢e se dreniraju
karcinomi cijele usne Supljine kao i karcinomi epi-, oro- i hipofarinksa te larinksa,

paranazalnih sinusa, parotidne Zlijezde.

Regija III obuhvaca srednje jugularne ¢vorove (uz v. jugularis internu od jezi¢ne

kosti do krikoidne hrskavice, medijalno do lateralnog ruba sternohioidnog misica, a
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lateralno do straznjeg ruba sternokleidomastoidnog misi¢a). U ovu regiju takoder se
dreniraju karcinomi iz cijele usne Supljine kao i karcinomi epi-, oro- i hipofarinksa te

larinksa, paranazalnih sinusa, parotidne Zlijezde.

Regija IV obuhvaca donje jugularne &vorove (uz v. jugularis internu od
krikoidne hrskavice do klju¢ne kosti, medijalno do lateralnog ruba sternohioidnog
miSi¢a, a lateralno do straznjeg ruba sternokleidomastoidnog misi¢a). U ovu regiju
najceSc¢e se dreniraju karcinomi hipofarinksa, larinksa, cervikalnog dijela jednjaka te
Stitnjace.

Regija V obuhvaca ¢vorove straznjeg vratnog trokuta (sprijeda straznji rub
sternokleidomastoidnog misic¢a, straga prednji rub misi¢a trapeziusa, dolje klju¢na
kost). Cvorovi uz akcesorni Zivac pripadaju regiji Va, a &évorovi uz a. i v. transversu
colli i supraklavikularno pripadaju regiji Vb. U ovu regiju dreniraju se najéesce

karcinomi epifarinksa, orofarinksa te kozni karcinomi straznjeg dijela vlasista i vrata.

Regija VI obuhvaca prednje vratne ¢vorove (pre- i paratrahealni, prekrikoidni te
pretiroidni), a anatomska omedenja su gore jezi¢na kost, dolje jugulum te lateralno
zajednicke karotidne arterije. U ovu regiju najceSce se dreniraju karcinomi Stitnjace,

larinksa i hipofarinksa.

Regija VII obuhvaca gornje medijastinalne ¢vorove koji su smjesteni nize od

juguluma.

Anamneza 1 detaljan klinicki pregled glave i vrata su obi¢no dovoljni za
postavljanje dijagnoze. Biopsijom se obi¢no potvrdi klinicka sumnja na planocelularni
karcinom. Multislice kompjutorizirana tomografija (MSCT) usne Supljine, vrata i
toraksa je standard u preoperativnoj obradi karcinoma usne Supljine. Ovim putem
mozemo preciznije utvrditi lokalnu i regionalnu proSirenost bolesti, ali isto tako i

prisutnost metastaza ili drugog primarnog tumora, najéesée u plu¢ima.**
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1.2.7 Lijefenje karcinoma usne Supljine

U lijecenju karcinoma usne Supljine moguca je kirurska terapija, radioterapija te

kemoterapija.

Kada govorimo o kirur§kom lije¢enju primarnog tumora u usnoj Supljini, onda
govorimo o intraoralnoj eksciziji ili o blok resekciji (intraoralni tumor u bloku s

disektatom vrata).

Ukoliko je tumor ogranicen na usnu Supljinu (bez regionalnih metastaza klinicki
i/ili radioloski) te je dostupan adekvatnoj kirurskoj resekciji kroz usta (T1, T2 i
ponekad T3 tumori), onda je intraoralna resekcija tumora prvi izbor.** Obavezno je
redovito pracenje bolesnika s obzirom da se mogu razviti regionalne metastaze, koje
su u trenutku intraoralne ekscizije bile klini¢ki okultne. Ukoliko se regionalne

metastaze pojave u tijeku pracenja radi se kurativna disekcija vrata.

Blok resekcija uklju¢uje u kontinuitetu resekciju primarnog tumora u usnoj
Supljini s disektatom vrata. U klinickoj praksi koristi se naziv commando operacija ili
engl. composite resection.** Sam naziv ima povijesnu pozadinu koja seZe u vrijeme I
svjetskog rata kada su se komandosi iskrcavali u Normandiji i opkolili neprijatelja s
dvije strane. Sukladno tome su Kirurzi bolnice “Memorial Sloan Kettering Centre”
ovu operaciju nazvali commando operacija jer se tumoru pristupa istovremeno s dvije

strane, kroz vrat i kroz usta.** Blok resekcija se radi:

e Ukoliko je tumor uznapredovao (T3 ili T4) tako da je potreban pristup kroz
vrat da bi se adekvatno uklonio tumor iz usne Supljine, a nema klinicki
evidentnih regionalnih metastaza. U tom slucaju radi se elektivna disekcija
vrata.

e Ukoliko nema regionalnih metastaza, a potreban je pristup kroz vrat za potrebe
resekcije 1/ili rekonstrukcije primarnog tumora (obi¢no mikrovaskularnim
reznjevima ili regionalnim reZnjevima). I u ovom slucaju radi se elektivna
disekcija vrata.

e Ukoliko postoje klinicki evidentne regionalne metastaze. U tom slucaju radi se

kurativna disekcija vrata.

Pristup kroz vrat na tumor smjesten u usnoj Supljini moguc je na tri na¢ina:
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e Tzv. “pull through” tehnikom® ukoliko je tumor na dovoljnoj udaljenosti od
mandibule tako da se sama mandibula ne mora resecirati iz onkoloskih
razloga.

e Tzv. mandibularnim swingom ili labiomandibulotomijom®® (medijalna,
paramadijalna ili lateralna) gdje se prerezu donja usna i brada, a mandibula
osteotomira i time se otvori pristup pogotovo za tumore u straznjem dijelu
usne Supljine. Na kraju operacije se napravi osteosinteza mandibule, a usnica
po slojevima sasije.

e Segmentalnom resekcijom mandibule u bloku s disektatom vrata.**

Mandibula moze u odredenim slucajevima biti resecirana i marginalno, Sto
znaci da se resecira obi¢no gornja polovica te je tako o¢uvan kontinuitet mandibule,

&ime se izbjegava funkcijski i estetski defekt koji nosi segmentalna resekcija.*?

1.2.7.1 Radioterapija

U lijeCenju T1 1 T2 karcinoma usne Supljine zracenje i kirursko lijeCenje imaju
podjednak uc¢inak. Prednost kirurgije u ovom slucaju je Sto je lijeCenje brze, manji je
trosak, postoji patohistoloski uzorak na kojem se mogu analizirati prognosticke
znacCajke te nema kasnih posljedica zraenja poput kserostomije ili osteoradionekroze
mandibule.** T3 i T4 karcinomi se najuspje$nije lije¢e kombinacijom kirurgije i
postoperativnog zra¢enja. U tom sluc¢aju govorimo o adjuvantnoj radioterapiji koja se
provodi obi¢no u punoj tumorskoj dozi od 60 do 70 Gy unutar 6 tjedana od operacije
da se poboljsa lokoregionalna kontrola bolesti uniStavanjem eventualnih preostalih
klonskih stanica tumora.*’ Primarna radioterapija se provodi za inoperabilne

karcinome usne Supljine ili ukoliko bolesnik odbije kirursko lijecenje.

1.2.7.2 Kemoterapija

S obzirom da kemoterapija za karcinom usne Supljine nije dala zadovoljavajuce

rezultate, predstavlja zadnji modalitet lijeCenja. Moze se provoditi u tri oblika:

e Adjuvantno: nakon kurativnog zraCenja ili operacije sa ciljem unistenja

potencijalnih mikrometastaza tumora.
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e Neoadjuvantno: kao primarna terapija kod bolesnika koji nisu pogodni za
kirursko lijecenje ili bi operacija predstavljala veliku mutilaciju.
e Komplementarno: davanje kemoterapeutika prije ili za vrijeme zracenja kako

bi se poboljsala lokoregionalna kontrola. 2

Kemoterapija se kod karcinoma usne Supljine gotovo uvijek koristi kao
neoadjuvantno lijeCenje uz radioterapiju. Pokazalo se da ne produzuje ukupno
prezivljenje ve¢ samo poboljSava lokoregionalnu kontrolu bolesti, smanjuje postotak

udaljenih metastaza i produzava razdoblje bez bolesti (engl. disease free period).*’

1.2.8 Prognoza i prezZivljenje

Sveukupno petogodiSnje prezivljenje za karcinom usne Supljine je 61,5%.
Ukoliko je tumor lokaliziran na usnu Supljinu prezivljenje je oko 82,4%. Kod
prisutnih regionalnih metastaza prezivljenje pada na 57,3%, a ukoliko su prisutne i

udaljene metastaze petogodis$nje preZivljenje je oko 34,9%.2

1.3 Humani papiloma virus (HPV)
1.3.1 HPV i molekularni mehanizam karcinogeneze

Postoji oko 130 razli¢itih tipova humanoga papiloma virusa. Mogu se svrstati u
kozne ili sluznicke viruse, a unutar svake od ovih grupa pojedini virusi su visokog ili
niskog rizika prema sklonosti za malignu progresiju genitalnog epitela, poglavito
cerviksa. Od sluznickih tipova medu niskorizi¢énim najcesc¢i su tipovi 6, 11, 42, 43 1
44, a od visokorizi¢nih najéedéi su 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56 i 58.%
Papiloma virusi su mali DNA virusi s ikozohedralnom vanjskom kapsidnom
ovojnicom 1 s dvolan¢anom DNA koja sadrzi oko 8000 parova baza. Genom virusa se
dijeli na tri glavne regije: rana E (od engl. early) regija koja kodira nestrukturne
proteine (E6 i E7 geni za onkoproteine, E2 gen za transkripcijski fator, E4 gen za
helikazu), kasna L (od engl. late) regija koja sadrzi kod za dva kapsidna proteina (L1 i
L2) te duga kontrolna regija LCR (od engl. long control region) koja je nekodirajuca i

regulira virusnu replikaciju i ekspresiju gena (Slika 5).
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Duga kontrolna regija
TATA signal 1,2

polyA signal 2

polyA signal 1

Slika 5. Genom virusa HPV-a (preuzeto iz Hadzisejdi¢ I, Grece M, Grahovac B.
Humani papiloma virus i karcinom cerviksa: mehanizmi karcinogeneze,

epidemiologija, dijagnostika i profilaksa. Medicina Fluminensis 2010;46:112-23.)

Virus zarazava prvo nediferencirane proliferativne parabazalne stanice
viSeslojnog plocastog epitela putem mikrotraume epitela, ali i putem za sada jo$
nepoznatih epitelnih receptora. Kada ude u parabazalne stanice, virus biva prenesen u
jezgru gdje se zadrzava u episomatskoj formi tj. ekstrakromosomski. Koriste¢i
replikacijske mehanizme epitelnih stanica, virus replicira vlastiti genom na oko 50 do
100 puta. U ovoj fazi ekspresija virusnih proteina je mala. Aktivan je obi¢no E5
protein ¢iji je zadatak da povisuje razinu mitogenih Cimbenika, povecavajuéi
proliferaciju bazalnih stanica ¢ime se odgada stanicna diferencijacija. Svrha je ovog
procesa povecanje broja inficiranih stanica. Kada je infekcija uspostavljena, ispoljuje
se gen E2 koji smanjuje ekspresiju E6 i E7 proteina, ¢ime se smanjuje replikacija
stanice te omogucava diferencijacija u keratinocite i migracija u povrsnije slojeve

epitela. Nakon toga protein E1 djeluje na dugu kontrolnu regiju (LCR) ¢ime se
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inducira replikacija DNA stanice domacina, ali i virusne DNA. Kada inficirana
stanica kona¢no dospije na povrsinski sloj epitela, ispoljavaju se proteini E4, L1 i L2
koji su nuzni za formiranje viriona. U ovoj fazi virusne Cestice se dalje Sire direktnim

kontaktom sa sluznicom na novog domaéina.>

U visoko promijenjenim epitelnim stanicama, genom visokorizi¢nih tipova
HPV-a Cesto se ugraduje u genom stanice domacina $to je put prema karcinogenezi.
E2 protein u keratinocitima ima obi¢no funkciju transkripcijskog represora virusne
ekspresije. Gubitak funkcije E2 gena uslijed ugradnje virusnog genoma rezultira
pretjeranom ekspresijom virusnih onkogena E6 i E7. Onkoprotein E6 ima afinitet za
tumor supresorski protein p53. Veze se za njega ¢ine¢i kompleks i uzrokuje njegovu
proteolizu. Protein p53 je srediSnji protein u kontroli stanicnog ciklusa. Povecana
ekspresija proteina pS3 dovodi do zaustavljanja stanicne diobe u G1 fazi u kojoj se
vr$i popravak DNA, te do indukcije apoptoze. Ukoliko se smanji ekspresija p53
proteina, kao $to je slu¢aj kod virusne infekcije stanica, ne vrsi se popravak ostec¢ene
DNA i izbjegava se programirana stani¢na smrt Sto posljedicno vodi u gensku
nestabilnost stanice 1 na kraju neoplasti¢nu transformaciju. Onkoprotein E7 ima pak
afinitet za tumor supresorski protein Rb, stvara s njim kompleks ometajuc¢i njegovo
djelovanje. Protein Rb ima afinitet da blokira E2 transkripcijski faktor koji inaCe
stimulira replikaciju DNA i ulazak u S fazu stani¢nog ciklusa. Inaktivacijom pRb se
stimulira sinteza DNA i S faza stani¢nog ciklusa te proliferacija stanica. Dakle, kod
visokorizi¢nih HPV tipova, onkoproteini E6 i E7 supresijom p53 i pRb induciraju
genomsku nestabilnost stanice na nacin da interferiraju s kontrolnim tockama u
stanicnom ciklusu uzrokujuéi daljnje nakupljanje mutacija, a ne njihovo ispravljanje
(Slika 6).°! Kod niskorizi¢nih tipova onkogeni E6 i E7 imaju nizak afinitet za
domacinske tumor supresor gene, stoga su takve infekcije obi€no samoogranicavajuce
1 prolaze bez posljedica. Perzistiraju¢a HPV infekcija s visokorizi€nim tipovima
povecava rizik razvoja karcinoma, a ona s niskorizi¢nim tipovima povecava rizik

razvoja benignih koZnih/sluznickih lezija.
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Slika 6. Mehanizam onkogeneze virusa HPV-a putem onkoproteina E6 i E7
(preuzeto iz: Yim EK, Park JS. The role of HPV E6 and E7 oncoproteins in HPV-
associated cervical carcinogenesis. Cancer Res Treat 2005;37:319-24.)

1.3.2 HPV i karcinom cerviksa

Karcinom cerviksa je u nerazvijenim zemljama na drugom mjestu po ucestalosti
kod zena, dok je u SAD-u tek na osmom mjestu. Prihvaéeno je da je infekcija HPV-
om spolno prenosiva te da je ona glavni etioloski uzro¢nik karcinoma cerviksa. Prvi je
to dokazao Harald zur Hausen za Sto je dobio Nobelovu nagradu za medicinu 2008.
godine. On je jo§ sedamdesetih godina proslog stolje¢a tvrdio da je virus HPV-a

2% 5o je i dokazano kasnijim istraZivanjima. Da bi

uzro¢nik karcinoma cerviksa
nesto bilo etioloski ¢imbenik, potrebno je zadovoljiti nekoliko Kkriterija (prema
odjeljku Etiologija karcinoma Nacionalnog Instituta za rak): epidemioloski kriteriji
Sto znaci da uzro¢nik mora biti pronaden u vecini karcinoma, postojanje jasnih
molekularnih patoloskih mehanizama koji dovode do karcinogeneze, sposobnost
karcinogeneze u eksperimentalnim uvjetima (kultura tkiva ili in vitro), sposobnost
karcinogeneze kod ispitivanja na Zivotinjama.>®> Ovi su kriteriji ispunjeni za HPV i
karcinom cerviksa dok za ostala sijela svi kriteriji nisu ispunjeni. Danas je poznato da
je HPV najceS¢a spolno prenosiva bolest. Put od infekcije do karcinoma traje

najmanje 10 godina ¢emu prethode razni stupnjevi displazije epitela. Kod cervikalnog

karcinoma najzastupljeniji su visokorizi¢ni tipovi 16 (oko 60%), 18 (30%) i 45.%°
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1.3.3 HPVitumori glave i vrata

Prva je na mogucu ulogu humanoga papiloma virusa u nastanku tumora glave i
vrata ukazala Stina Syrjanen 1983. godine kada je u 16 od 40 tumorskih uzoraka
karcinoma larinksa i usne Supljine/farinksa nasla histoloske i morfoloske sli¢nosti s
lezijama inficiranima virusom HPV-a.*’ Nakon §to je 1990. na istom uzorku,
metodom PCR i in situ hibridizacije, u 12 od 40 uzoraka dokazala DNA humanoga
papiloma virusa, sve vise karcinoma glave i vrata se povezuje s HPV-om.>®
Povezanost se temelji na sljedece tri ¢injenice: dobro poznat epiteliotropizam virusa
HPV-a, morfoloske sli¢nosti sluznice gornjeg aerodigestivnog trakta i anogenitalne
sluznice, sposobnost imortalizacije humanih keratinocita in vitro® i snazna etioloska
povezanost visokoriziénih tipova HPV-a i cervikalnog karcinoma.®® Epitel usne
Supljine i orofarinksa je viSeslojni plocasti i histoloski je sli¢an epitelu cerviksa te
stoga ni ne ¢udi potencijalni onkogeni u¢inak HPV-a u tumorima glave i vrata.®*
Virus HPV-a izgleda ima afinitet prema limfoepitelijalnom tkivu Waldeyerovog
prstena, to¢nije prema lingvalnoj i palatinalnoj tozili, mjestima gdje se nalaze duboke
kripte u kojima su nezrele bazalne stanice izloZenije djelovanju virusa HPV-a.%
Jednom kada ude u stanicu, virus se replicira i integrira u genom domacina te se
onkogeneza dalje odvija na prethodno opisani nacin. Za razliku od onkogeneze kod
pusaCa i konzumenata alkohola, pretpostavlja se da E6 i E7 onkoproteini vrse
inaktivaciju tumor supresor gena p53 i Rb, a ne njihovu mutaciju te na taj naéin
remete stani¢ni ciklus i stanicu ¢ine besmrtnom. Prema podacima iz literature, postoje
snazne epidemioloske poveznice izmedu virusa HPV-a i pojedinih sijela tumora glave
i vrata. U Europi i SAD-u u zadnjim desetlje¢ima doslo je do znacajnog pada aktivnih
pusaca sa 42% 1965. na 20,9% 2005., a u isto vrijeme porasta broja nepusaca sa 44%
na 57%. Istovremeno je broj oboljelih od karcinoma glave i vrata tocnije
orofaringealnog karcinoma (tonzile i baze jezika) porastao za oko 3% u populaciji od
20. do 44. godine.®** Ovaj trend je takoder uoen i u Svedskoj i Finskoj.®>®® U
Svedskoj u Stockholmu 2,8 puta je porastao broj karcinoma tonzile od 1970. do 2002.
godine, a broj HPV pozitivnih karcinoma tonzile otprilike isto toliko unato
smanjenju pusenja.®’ Dvije velike meta analize su ispitivale uGestalost virusa HPV-a u
karcinomima glave i vrata diljem svijeta. Kreimer i suradnici®® navode podatak od
26%, a Termine i suradnici®® od 34,5%. Prema tim meta analizama, iz tumora glave i

vrata su izolirani uglavnom visokorizi¢ni HPV tipovi i to najcesce tip 16 (80%), a u
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manjem broju i tip 18 (5-10%), dok ostali visokorizi¢ni tipovi, kao i niskorizi¢éni HPV
tipovi 6 1 11, izgleda imaju manju ulogu u onkogenezi tumora glave i vrata. Gotovo je
nedvojbeno dokazano da virus ima ulogu kod nastanka karcinoma orofarinksa, tocnije
karcinoma tonzile i baze jezika, a pogotovo kod bolesnika koji nisu pusili niti
konzumirali alkohol.”® U svim ovim studijama za rastuéi trend karcinoma orofarinksa
optuzen je virus HPV-a. Glavni put prijenosa HPV infekcije je spolni odnos. Ranija
dob prvog spolnog odnosa, viSe spolnih partnera, oralno genitalni odnos, ranija
prisutnost genitalnih bradavica/infekcije, sve to povecava rizik nastanka HPV

pozitivnog tumora glave i vrata.”

Prema vise istrazivanja, HPV pozitivni i HPV negativni tumori glave i vrata
predstavljaju dva razlicita klinicka entiteta koji se razlikuju po bioloskim,
epidemioloskim i prognostickim karakteristikama. Gillison i suradnici’® kao i Fakhry i
suradnici” su dokazali da HPV pozitivni tumori imaju manju stopu recidiva, bolju
prognozu i petogodiSnje prezivljenje te bolje reagiraju na kemoradioterapiju nego
HPV negativni koji su inducirani puSenjem 1 alkoholom. Prema nedavnom
Gillisonovom istrazivanju razlika u petogodiSnjem prezivljenju izmedu HPV

pozitivnog i negativnog orofaringealnog tumora je 30%. "

Prema istrazivanju Isayeve i suradnika™ u kojem se analizirala prevalencija
HPV-a u ne-orofaringealnim tumorima glave i1 vrata, HPV je pronaden u 23,6%
laringealnih tumora (od ukupno 1712 slucajeva), 29,6% sinonazalnih tumora (od
ukupno 120 sluéajeva) i 31,1% nazofaringealnih tumora (od ukupno 154 slucaja). Niti
u jednoj skupini nije utvrden statisticki zna¢ajno bolji ishod povezan s HPV-om.

Klinicki znacaj prisutnosti HPV-a u ovim tumorima jo$ uvijek nije utvrden.

Rekurentna respiratorna papilomatoza je bolest koja zahvaca larinks i traheju.
Karaterizirana je papilomatoznim egzofitiénim izraslinama na sluznici larinksa i
traheje i uzrokuje promuklost i opstrukciju disnog puta. U 1990-im godinama je HPV
dokazan kao etioloski ¢imbenik i to HPV tipovi niskog rizika 6 i 11. Moguénost
maligne transformacije je mala (manje od 1%). Javlja se u juvenilnom i adulthom
obliku, a vjeruje se da je za juvenilni oblik odgovorna infekcija koja nastaje in utero,
odnosno prilikom prolaska djeteta pri porodu kroz porodajni kanal. Adultni oblik je
povezan, ili s novom infekcijom nastalom oralnim seksom, ili reaktiviranom in utero

infekcijom.”
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Znacaj prisutnosti HPV-a u sinonasalnim invertnim papilomima je jos od 1980-
ih predmet brojnih rasprava. Prema meta analizi Lawson i suradnika’’, incidencija
HPV-a u sinonasalnim invertnim papilomima se krece oko 25%. Ima li sama infekcija

utjecaj na malignu transformaciju i ¢este recidive, jos uvijek ostaje otvoreno.

Oprecni su i oskudni podaci za prisutnost HPV-a u salivarnim tumorima. Hafed
i suradnici’® su dokazali HPV u 8 od 34 salivarna tumora in situ hibridizacijom te su
zaljucili da postoji povezanost izmedu HPV infekcije 1 salivarnih tumora. Vageli 1
suradnici”® su PCR-om dokazali prisutnost visokorizi¢nih tipova HPV-a u 7 od 9
parotidnih tumora. Atula i suradnici® pak nisu dokazali HPV niti u jednom uzorku od
38 salivarna tumora. U svim studijama se radi o premalom uzorku da bi se moglo

nesto konkretnije zakljuciti.

1.3.4 HPV i karcinom usne Supljine

U zdravoj normalnoj sluznici usne Supljine su otkriveni sljede¢i tipovi HPV-a:
2,6, 7, 11, 13, 16, 18, 31, 33, i 35. ZnaCenje prisutnosti HPV-a u zdravoj sluznici
usne Supljine jo$ nije poznato. U benignim i zlo¢udnim oralnim lezijama otkrivena su
24 razli¢ita tipa HPV-a: 1, 2, 3, 4, 6, 7, 10, 11, 13, 16, 18, 31, 32, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 55, 56, 57, 58, 59, 66, 69, 72, i 73.%%

Kao §to je prije spomenuto, jo§ 1983. se prvi put dovodi u vezu virus HPV-a i
karcinom usne Supljine. Od tada se vise istrazivanja bavilo s HPV-om i karcinomom
usne Supljine, ali se rezultati i misljenja jo§ uvijek sukobljavaju. Miller i White® su
1996. objavili pregledni ¢lanak u kojem su usporedili prisutnost HPV-a u normalnoj
sluznici (10%), premalignim lezijama (18%) te planocelularnom karcinomu usne
Supljine (26%). Razlika je bila statisticki zna€ajna te su zakljucili da je HPV znaajno
povezan s karcinomom usne Supljine. Miller i Johnstone® 2001. godine objavljuju
meta analizu objavljene literature od 1982. do 1997. na temu prevalencije HPV-a u
normalnoj sluznici, premalignim lezijama te planocelularnom karcinomu usne
Supljine. Razlika je opet bila statisticki znacajna (46,5% u karcinomima, prema 10% u
normalnoj sluznici) te su zakljucili da je HPV infekcija neovisni rizi¢ni ¢imbenik za

razvoj karcinoma usne Supljine.
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Prema rezultatima iz objavljene literature prisutnost HPV-a iskljué¢ivo u
karcinomima usne Supljine se kreée od 0% (Rivero i suradnici®, Young®, Zeuss i
suradnici®’) pa sve do 100% (Koyama i suradnici®®, Sugiyama i suradnici®®).
Prevalencija HPV-a u veéini studija je ipak oko 30% (Gonzalez-Moles i suradnici®,
Gichki i suradnici®, Shindoh i suradnici®?, Mao i suradnici®®, Wen i suradnici®,
Badaracco i suradnici®, Nagpal i suradnici®, Fregonesi i suradnici®’, Nemes i
suradnici®®). Opéenito razlog tako velikoj razlici u rezultatima ponajprije treba traziti
u etni¢ko-zemljopisnim razlikama, veliini uzorka, vrsti analiziranog uzorka (biopsija,
bris Cetkicom, ispirak usta), nafinu pohrane uzorka (svjeze smrznuti, fiksiran u
formalinu, parafinski blok), metodama detekcije HPV-a (PCR, ISH, serologija,
imunohistokemija) te lokalizaciji uzorka (usna Supljina, oro-, epi-, hipofarinks,

larinks).

Poznato je da zemljopisna raznolikost utjeCe na varijabilne rezultate
prevalencije HPV-a. Tako studije iz Azije imaju najvecu prevalenciju HPV-a u
karcinomu usne Supljine (0d 66% do 100%) $to moze uputiti da HPV u kombinaciji s
odredenim dijetnim navikama i genetskom predispozicijom moze dovesti do razvoja
karcinoma usne Supljine.***%® Meta analiza radova od 1994. do 2011. na temu HPV-a
kod kineskih bolesnika s karcinomom usne Supljine je otkrila prevalenciju HPV-a od

58%.'%* Nama zemljopisno najbliza studija je ona Kanskog i suradnika®®

iz Slovenije,
gdje je na uzorku od 62 bolesnika s karcinomom usne Supljine samo 8,4% bilo
pozitivno na HPV detektiran PCR metodom iz parafinskih blokova. Zemljopisno
najniza prevalencija HPV-a zabiljezena je u studijama iz Afrike. Van Rensburg i

suradnici®1’

, i Boy i suradnici*® su kod populacije bolesnika s karcinomom usne
Supljine u Juznoafrickoj Republici utvrdili prevalenciju HPV-a od 0% do 11,9%.
lbrahim i suradnici*® na 88 bolesnika iz Sudana nisu uspjeli dokazati ni PCR-om, ni

ISH, niti jednu HPV DNA u tumorskim uzorcima karcinoma usne Supljine.

Sto se ti¢e uzorka, biopsija ili trajni kirurski preparat dobiven resekcijom tumora
je bolji nego bris ili ispirak usta jer je reprezentativniji te ukljucuje i stanice bazalnog
sloja, gdje je virus obi¢no prisutan kad je i u latentnom neproduktivnom obliku.™*
Miller i White®® su utvrdili znadajnu razliku izmedu svjezih uzoraka tkiva i
parafinskih preparata u pogledu detekcije HPV-a, tj. znacajno vise je detektiran HPV

u svjezim nego u parafinskim uzorcima.
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Sto se ti¢e metode detekcije HPV-a, potrebna je visoko osjetljiva metoda zbog
slabe virusne produktivnosti u sluznici gornjeg aerodigestivnog trakta pa je PCR

vjerojatno metoda izbora.

Prema ranije navedenoj meta analizi Termine i suradnika®, prevalencija HPV-a
u karcinomima samo usne Supljine (iskljucujuéi ostala sijela glave i vrata) je 38,1%.
To je rezultat analize ukupno 47 studija odnosno 3583 bolesnika s karcinomom usne
Supljine diljem svijeta u kojima je istrazivana prevalencija HPV-a. Doduse, niti u
jednoj od tih studija ne spominje se podatak o pusenju 1 alkoholu, tipi¢nim rizicnim
¢imbenicima, odnosno prevalencija HPV-a kod takvih nerizi¢nih bolesnika. U istoj
studiji je prevalencija HPV-a, u kojoj nije bilo naznaceno podsijelo tumora glave i
vrata (dakle zajedno uzorci tumora usne Supljine, farinksa, larinksa), bila 24,1%.
Upravo iz tog razloga Termine naglaSava da je osobito bitno raditi distinkciju iz kojeg
anatomskog dijela gornjeg aerodigestivnog trakta dolaze uzorci u kojima se analizira
prisutnost HPV DNA jer se time izbjegava moguca pogreSka u analizi stope
prevalencije HPV-a u tumorima glave i vrata.®® Ponekad se ne radi stroga distinkcija
izmedu karcinoma usne Supljine i orofaringealnog karcinoma ili karcinoma oralnog
dijela jezika i baze jezika pa je mozda i to razlog za povecanu prevalenciju HPV-a u

karcinomu usne $upljine u nekim studijama.***

S obzirom na sve podatke, jo§ uvijek nije sa sigurno$¢u potvrdena, ali ni
isklju¢ena uloga HPV-a u karcinomu usne Supljine, a pogotovo kod bolesnika koji ne

puse i ne konzumiraju alkohol s obzirom da takvih studija gotovo ni nema.
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1.3.5 Metode dokazivanja HPV-a kod tumora glave i vrata

1.3.5.1 Direktno dokazivanje HPV-a

Metodom Southern blotting genomska DNA se ekstrahira iz uzorka i rastavi
pomocu enzima. Zatim se fragmenti DNA elektroforezom u agaroza gelu razdvoje
ovisno o veli¢ini samog fragmenta. DNA fragmenti se zatim hibridiziraju s HPV
genomskim probama koje su oznacene radioizotopom. Detekcija ozna¢enih DNA
hibrida znaci prisustvo HPV-a u datom uzorku. Ova metoda se ne moze upotrijebiti za
dokazivanje HPV DNA iz parafinskih uzoraka s obzirom da je u njima DNA obi¢no
krizno povezana 1 degradirana. U odnosu na PCR, Southern blotting metoda je mozda

specifi¢nija, ali nije toliko osjetljiva te danas vise nema primjenu u klinickoj praksi.

Reakcija lancanom polimerazom (PCR, engl. Polymerase Chain Reaction) je
metoda u kojoj se signalna sekvenca DNA ili RNA (odnosno komplementarna DNA
nakon reverzne transkriptaze) amplificira u velikom broju kroz nekoliko krugova
denaturacije na visokim temperaturama (950 °C), zatim spaja s komplementarnim
oligonukleotidima (engl. primers odnosno pocetnice) na niskim temeperaturama (550
°C) te replicira na 720 °C pomoc¢u DNA polimeraze. Broj tako novonastalih DNA se
povecava geometrijskom progresijom (1, 2, 4, 8, 16, 32, 64,...). Dokazivanje HPV-a
ovom metodom se temelji na umnozavanju L1 regije genoma virusa HPV-a koja je
najées¢e uvijek oCuvana, te se koriste pocetnice koje su specifi¢ne za vise najées$éih
tipova HPV-a.'*? Najeesée koristeni komercijalni kitovi, tzv. konsenzus poéetnice su
PGMY09/11, GP5+/GP6+ i SPF10.™* Pogetnice se razlikuju po broju parova baza
(PGMY09/11 450pb, GP5+/GP6+ 140 pb, SPF 65 pb) te je ona pocetnica, koja je
manja, ujedno i osjetljivija s obzirom da se prilikom ekstrakcije DNA iz parafinskih
blokova dogada odredeni stupanj fragmentacije. Stoga razlike u objavljenim
rezultatima ucestalosti HPV-a mogu proizlaziti i iz koristenja viSe ili manje osjetljivih
pocetnica. Razlikovanje pojedinih tipova HPV-a, odnosno genotipizacija, se vrsi
hibridizacijom sa specifiénim oligonukleotidnim probama. PCR metoda je visoko
osjetljiva metoda koja moze detektirati ve¢ i jednu kopiju DNA po stanici. Moze se
koristiti na svjeZzem tkivu ili na parafinskim blokovima. Specifi¢nost je takoder vrlo
visoka iako su neke druge metode joS specificnije. Negativne strane su Sto je

nemoguce razlikovati episomalnu od integrirane DNA, nemoguce je utvrditi potjece li
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HPV DNA iz neoplasti¢nog tkiva ili okolnog tkiva u uzorku, odnosno je li otkriveni
HPV aktivan ili ne,114 te se navodi da je ova metoda sklona nekad lazno pozitivnim

rezultatima zbog potencijalne kontaminacije uzorka.™*>**°

Metodom PCR u realnom vremenu (engl. real time PCR) se ciljana DNA moze
kvantitativno analizirati odredujuci virusno optereCenje (engl. viral load). Time se
izbjegavaju lazno pozitivni rezultati s obzirom da PCR moze otkriti i samo jednu

kopiju ciljane DNA po stanici.™’

Metodom PCR reverzne transkriptaze mRNA E6 ili E7 proteina se pomocu
istoimenog enzima pretvori u komplementarnu DNA koja se onda amplificira na ve¢
opisani na¢in. Ovim putem se dokazuje transkripcijski aktivna HPV infekcija te time i
klinicki znacajna. Negativna strana je Sto je ova metoda vremenski dugotrajna i

tehnicki zahtjevna.118

Metoda in situ hibridizacije (ISH) jedina razlikuje smjestaj virusne DNA u
patoloskom uzorku, tj. razlikuje je li smjestena u tumorskim stanicama ili ne, te gdje
se u stanici nalazi, integrirana u genom ili je u episomalnoj formi. Time se moze
razlikovati klini¢ki znaCajna od neznadajne infekcije.’® Rezultat hibridizacije s
komercijalnim Kitovima se evaluira mikrosopski pomocu fluorescencije. Ako je izgled
precipitata to¢kast, onda se virus nalazi u integriranoj formi, a ako je difuzan, onda je
u episomalnoj. Najveca negativna strana, zbog koje se ova metoda ne Kkoristi rutinski
u dokazivanju HPV-a, je relativno mala osjetljivost od oko 83% (manja nego PCR),

dok je specifi¢nost 100%."

1.3.5.2 Indirektno dokazivanje HPV-a

Imunohistokemijsko dokazivanje HPV-a se zasniva na dokazivanju poviSene
ekspresije proteina pl6INK4a. Protein pl6INK4a je zaduzen za kontrolu stani¢nog
ciklusa i inace se u stanici nalazi vezan za ciklin ovisne kinaze 4 i 6 (CDK4 i 6). Time
inhibira njihovu aktivnost putem ciklina D onemogucujuéi fosforilaciju proteina Rb.
Nefosforilirani protein Rb veze na sebe transkripcijski faktor E2F i time sprijecava
progresiju iz G1 u S fazu stani¢nog ciklusa. Stoga povisene razine proteina p16INK4a
inhibiraju proliferaciju, a gubitak funkcije p16INK4a dovodi do fosforilacije proteina

Rb, otpustanja E2F transkripcijskog faktora i neinhibirane progresije stanicnog
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ciklusa.*?® HPV putem svojih onkoproteina, prvenstveno E6 i E7, inaktivira tumor
supresor gene. Tako se protein E7 veze na protein Rb 1 dovodi do njegove degradacije
¢ime dolazi do gubitka funkcije Rb proteina, otpustanja E2F faktora i nekontroliranog
ulaska u stani¢ni ciklus. Da bi stanica popravila Stetu, aktivira se pojacano p16INK4a
protein koji zbog nefunkcionalnog Rb proteina ne moze viSe zaustaviti stanicni ciklus.
Ovo je molekularni mehanizam putem kojeg se, pomocu povisene ekspresije proteina
pl6INK4a u preparatu tumora, indirektno dokazuje HPV infekcija, odnosno aktivnost
onkoproteina E6 i E7 HPV-a."** Sam onkogeni stres, koji stanica prepozna kao takav,
moze dovesti do pojacane ekspresije pl6INK4a bez utjecaja na funkciju pRb (Slika
7). Imunohistokemijsko bojanje, odnosno dokazivanje proteina p16INK4a, ima
visoku osjetljivost (blizu 100%) za detekciju HPV povezanog tumora te se cesto
koristi kao surogat marker HPV infekcije. Specificnost ove metode je niza, izmedu 70
1 80%. Prednost metode je S§to se moze izvesti 1 na svjeZim uzorcima i na parafinskim

blokovima, te su komercijalni kitovi izrazito dostupni.
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Slika 7. Signalni putevi u stanicnom ciklusu. (A) Funkcija pl6INK4a proteina
kao regulatora stani¢nog ciklusa preko proteina CDK4/6 djeluje na Rb protein. (B)
Onkogeni stres direktno ili putem gubitka funkcije Rb proteina djeluje na povisenu
ekspresiju p16INK4a proteina koji pokusava svojim mehanizmom zaustaviti stani¢ni
ciklus (preuzeto iz: Witkiewicz AK, Knudsen KE, Dicker AP, Knudsen ES. The
meaning of p16(ink4a) expression in tumors: functional significance, clinical
associations and future developments. Cell Cycle 2011;10:2497-503.)
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Serolosko dokazivanje HPV-a ukljucuje detekciju protutijela na HPV-16 u
plazmi ispitanika koriste¢i standardnu ELISA (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) metodu.”® Ovom metodom se dokazuje izlozenost infekciji HPV-a tijekom
zivota ispitanika, a ne trenutnog stanja infekcije. Naime, ovom metodom ne moze se

dokazati virus HPV-a u usnoj supljini, a jo§ manje u samom tumoru.

1.4 HPV i karcinom usne Supljine kod nerizi¢ne populacije

Vrlo je malo studija koje su se bavile samo karcinomom usne Supljine kod
bolesnika bez tipi¢nih rizicnih ¢imbenika, a jo§ manje onih koje su utvrdivale

prevalenciju HPV-a kod takve populacije.

Pregledom literature nadene su sljedece studije koje su istrazivale populaciju
bolesnika (obi¢no mladi od 40 godina ili stariji iznad 70 godina) bez tipi¢nih rizi¢nih
¢imbenika s karcinomom glave i vrata. One uglavnom nisu povezivale prisutnost
HPV-a u preparatima tumora takvih bolesnika, a ako i jesu, onda nisu usporedivale
klinicki ishod (prezivljenje, pojavu recidiva, drugog primarnog tumora) s bolesnicima
koji su u anamnezi imali pusenje 1 konzumaciju alkohola.

Farshadpour i suradnici*®*

analiziraju klini¢ko-patoloske karakteristike 195
nerizi¢nih bolesnika (4,4% od ukupnog broja) od 1980. do 2003. godine. Ukljuceni su
tumori glave i vrata svih sijela (usna, oro- i hipofarinks, larinks). Nerizi¢ni bolesnici
su u prosjeku stariji, bilo je 73% Zena, 67% tumora je bilo smjeSteno u usnoj Supljini
(nema dalje podjele po anatomskim lokacijama). Drugi primarni tumor je razvilo 16%
bolesnika. Predlazu se drugi karcinogeni ¢imbenici kao HPV, gastrointestinalni
refluks, lichen planus, dijeta bez vocéa i povréa, obiteljska predispozicija, ali niSta se
nije dokazivalo pa nema konkretnih podataka. Zanimljiva je visoka stopa drugih
primarnih tumora kod nerizi¢nih bolesnika. Nedostaci ovog istrazivanja su da nema
podataka o prezivljenju i recidivima, nema ras¢lanjenja nerizi¢nih bolesnika po
godinama (mladi, stari), nema analize prisutnosti HPV-a. Nedostatak je i $to su
ukljuceni svi tumori glave 1 vrata, a ne samo usna Supljina (uklju¢ena ¢ak i usnica za
koju alkohol i puSenje ionako nisu etioloski ¢imbenici), te se s obzirom na visok
postotak sijela tumora u usnoj Supljini ne navodi gdje su ti tumori u ustima bili

smjesteni.
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Dahlstrom i suradnici*?® analiziraju sve bolesnike s karcinomom glave i vrata od
1996. do 2005. godine. Bez rizi¢nih ¢imbenika ih je bilo 172, a 1131 s tipi¢nim
rizicnim ¢imbenicima. Nepusaci su bili oni koji su u Zivotu popusili manje od 100
cigareta, a nekonzumenti alkohola oni koji nisu pili alkohol svaki tjedan kroz godinu
dana. HPV je dokazivan PCR-om iz tumora i seroloski. Nerizi¢ni bolesnici su bili
znacajno mladi i bilo je viSe zena, te ih je bilo vise krajnjih godina (ili mladi ili stari).
Cesée su imali tumore u usnoj Supljini (jezik) i orofarinksu. Nerizi¢ni muskarci su
ceS¢e imali tumore orofarinksa dok su Zene imale ceS¢e karcinome usne Supljine.
Takoder, javljali su se u ranijim stadijima u odnosu na kontrolnu skupinu. HPV 16 je
bio pozitivan kod 16% nerizi¢nih te 12% rizicnih bolesnika. Zakljucuje se da je
karcinom kod nerizi¢nih bolesnika karcinom jezika kod zena mladih od 50,
orofaringealni karcinom kod muskaraca ispod 60 1 gingivobukalni kod Zena starijih od
70 godina, te da je HPV bitan kod nerizicnih za razvoj karcinoma orofarinksa.
Nedostaci ovog istrazivanja su da ostaje i dalje otvoreno pitanje ima li HPV ulogu kod
karcinoma usne Supljine nerizi¢nih bolesnika, $to ¢emo upravo mi u naSoj studiji
pokusati dokazati. Nadalje nema analize prezivljenja nerizi¢nih bolesnika niti ima
ikakvog govora o pojavi recidiva ili drugih primarnih tumora. Kao i u prethodnoj, i u
ovoj studiji su uklju¢eni nerizi¢ni bolesnici s karcinomom svih sijela glave i vrata, a

ne samo s karcinomom u usnoj Supljini.

Harris i suradnici*®® proucavaju bolesnike mlade od 40 godina s karcinomom
glave i vrata koji su nepusa¢i i ne konzumiraju alkohol. Cjelokupni uzorak je 78
bolesnika izmedu 18 i 39 godina od Cega je 28 bez rizi¢nih ¢imbenika, a 50 je
redovito konzumiralo alkohol i pusilo. Nerizi¢ni bolesnici su bili statisti¢ki znac¢ajno
mladi. Bilo je viSe Zena i bijelaca u istoj skupini te su imali ¢eS¢e T1 karcinome i to
jezika. Nije bilo razlike u desetogodisnjem prezivljenju, ali su nerizi¢ni bolesnici
imali znacajno bolje sveukupno prezivljenje (71% prema 46%). Razlika naSeg
istrazivanja od ove studije je $to su u studiji ukljueni nerizi¢ni bolesnici s
karcinomom svih sijela glave i vrata, a ne samo s karcinomom u usnoj Supljini. Isto
tako nije analizirana pojava HPV-a kao moguceg etioloskog ¢imbenika kod takvih
bolesnika. Istrazivanje analizira samo nerizi¢ne bolesnike mlade od 40 godina, dok su
u nasu studiju ukljuceni i stariji nerizi¢ni bolesnici.

Pytynia i suradnici'?’ provode prospektiviu epidemiolosku studiju, usporeduju
50 parova pusaca i nepusaca s karcinomom usne Supljine i zdrijela koji su sli¢ni po
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ostalim karakteristikama (engl. matched case analysis). Prosjek godina je 54. Medu
skupinom nepusSac¢a 13 ih je s karcinomom usne Supljine (najéesée jezik), 31 s
karcinomom orofarinksa (najces¢e tonzila). NepuSaCi su imali znacajno bolje
prezivljenje kao i manje recidiva. Nedostaci ovog istrazivanja su §to nema podataka o
drugim primarnim tumorima, nema analize prisutnosti HPV-a kod nepusaca, ne
spominje se konzumacija alkohola, heterogena grupa tumora (svi tumori glave i vrata,

tj. nije samo usna Supljina).

U jos jednoj studiji Dahlstrom i suradnici‘?® postavljaju hipotezu da je HPV 16
infekcija, dokazana seroloski, rizi¢ni ¢imbenik za karcinom glave i vrata, osobito za
orofaringealni karcinom 1 to posebno kod nepuSaca 1 nealkoholi¢ara. Podijelili su
ispitanike u dvije skupine. Jedna skupina je bila od 120 bolesnika s karcinomom glave
i vrata (60 pusaca i 60 nepusSaca), a druga kontrolna skupina od 120 zdravih ljudi.
Seroloski pozitivno na HPV je bilo 40% bolesnika, dok ih je u kontrolnoj skupini
pozitivno bilo samo 9%. Iako je 43% nepusaca bilo pozitivno seroloski prema 38%
pusaca s karcinomom, nije nadena statistiCki znacajna razlika izmedu puSaca 1
nepusaca s karcinomom glave i vrata. S HPV-om je bilo povezano 58% karcinoma
orofarinksa, a samo 8% karcinoma usne Supljine. Zaklju€uje se da postoji povezanost
izmedu orofaringealnog karcinoma i seroloski dokazanog HPV-a (sedam puta veci
rizik). Nedostaci ovog istrazivanja su $to su i U 0voj studiji ukljuceni svi karcinomi
glave i vrata (ne zna se od ukupnog broja bolesnika koliko ih je bilo s kacinomom
usne Supljine), $to nema analize prezivljenja, drugih primarnih tumora ili pojave
recidiva. Takoder, seroloSko ispitivanje upucuje samo na kontakt s HPV-om u tijeku

zivota, a ne nNjegovo prisustvo u stanicama tumora.

Andrews i suradnici'?® provode studiju o povezanosti visokorizi¢nog HPV-a i
karcinoma glave i vrata kod nepusaca i nealkoholi¢ara. Od 802 bolesnika bilo je 40
nerizi¢nih. Od toga su 22 bolesnika bila s lezijom u usnoj Supljini ili orofarinksu, a 18
je bilo kontrola, tj. bez karcinoma. Analizirali su prisutnost HPV-a tip 16/18 u
parafinskim blokovima PCR metodom. Navode da je to prva studija o ulozi papiloma
virusa kod bolesnika bez rizi¢nih ¢imbenika. Hipoteza je da je visokoriziéni HPV
uzro¢nik karcinoma orofarinksa kod netipi¢nih bolesnika. HPV 16 je imalo 78%
takvih bolesnika u parafinskim preparatima od cega je 85% slucajeva orofaringealnog
karcinoma bilo pozitivno na HPV. Autori na kraju zaklju¢uju da je HPV kod

nerizi¢nih bolesnika s orofaringealnim karcinomom potencijalni uzro¢nik tumora.
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Nedostaci ovog istrazivanja su: mali uzorak, pomijeSani tumori usne Supljine i
orofarinksa u uzorku, ne spominje se postotak pozitivnosti karcinoma usne Supljine na
HPV, nema analize prezivljenja, pojave drugih primarnih tumora ili recidiva kod
takvih bolesnika.

Wiseman i suradnici**°

navode da je etiologija, kao i biolosko ponasanje,
tumora kod bolesnika bez rizi¢nih ¢imbenika nejasno kao i ponasanje na lijeenje.
Cilj studije je da pokaZe klinicke manifestacije bolesti i rezultate lijeCenja s Krajnjim
ciljem da se popravi ishod u ovoj jedinstvenoj populaciji. Od 1970. do 2001. godine
svega 40 (2,4%) bolesnika su bili oni koji nisu pusili ni konzumirali alkohol. Kriteriji
koje koriste za ukljucenje bolesnika u studiju su: nije pusio, nije konzumirao alkohol,
bez anamneze zradenja glave i vrata, nije koristio betelov oras¢i¢, nije ranije imao
tumor glave i vrata, bez imunosupresije. Analizom takvih bolesnika utvrdili su da su
srednje godine 60, omjer je bio 3:1 za zene i Samo je jedan imao srodnika s tumorom
glave i vrata. U usnoj Supljini se javlja 75% tumora, 20% u orofarinksu i 5% u
larinksu. Uglavnom su se bolesnici javljali u uznapredovalim stadijima. Recidive je
dobilo 47,5%, od ¢ega polovica u usnoj Supljini. Bilo je 25% drugih primarnih tumora
(svi u usnoj Supljini). Tumor u usnoj Supljini je imalo 41% bolesnika, najcesce jezik
pa bukalna sluznica. Nedostaci ovog istrazivanja Su $to su Se analizirali svi tumori
glave i vrata, a ne samo usne Supljine i Sto nema analize HPV-a kod ovih bolesnika, a
to je jedna od bitnih razlika prema nasoj studiji. Nedostatak je i relativnho mali uzorak

s obzirom na veliki vremenski raspon.

Tan i suradnici*® analiziraju 59 nepusaca i usporeduju s kontrolnom skupinom
svih bolesnika s karcinomom glave i vrata od 1986. do 1993. godine. Cilj studije je
bio dokazivanje uloge pasivnog puSenja i okarakterizirati tu nerizi€énu populaciju.
Druga kontrolna skupina su zdravi pojedinici bez karcinoma glave i vrata koji su
nepusaci radi usporedbe uloge pasivnog pusenja. Rezultati su sljede¢i za nerizi¢nu
populaciju: viSe je Zena i to osobito u starijoj dobi, obi¢no se javljaju s karcinomom
jezika, puno je manje laringealnog karcinoma, takoder je povecan rizik za pojavu
drugog primarnog tumora (10%), ¢esée u bijeloj rasi, znacajno su vise bili izloZeni
pasivnom pusenju nego kontrolna skupina. Nedostaci ovog istrazivanja su S§to nema
usporedbe preZivljenja medu skupinama ili pojave recidiva, nema analize uloge HPV-
a, te kao i u brojnim prethodnim studijama nema izolirane analize nerizi¢nih

bolesnika samo s karcinomom usne Supljine.
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Wey i suradnici*® retrospektivno analiziraju ukupno 109 bolesnika s
karcinomom usne Supljine, od Cega je 14 bilo bez tipicnih rizi¢nih ¢imbenika i to sve
zene. Samo je bio jedan muskarac bez rizi¢nih ¢imbenika koji nije ukljucen u studiju.
Najcesce sijelo je bilo gingiva sa 40%, a nakon toga jezik s 26%. Nerizi¢ni bolesnici
su u prosjeku bili stariji za 10 godina od tipi¢nih bolesnika. Obi¢no su se javljali u
ranim stadijima. Recidiv ih je dobilo 50%, za razliku od tipi¢nih bolesnika (37%).
Bolja kontrola recidiva je kod netipi¢nih (¢esc¢e su lokalni) nakon ponovnog lijeCenja.
Nijedan drugi primarni tumor nije bio kod netipi¢ne populacije. Isto tako imali su
bolje prezivljenje, 79% prema 63%. To je jedna od rijetkih studija koja analizira
nerizi¢nu populaciju kod bolesnika samo s karcinomom usne Supljine. Nedostaci ovog
istrazivanja su. mali uzorak, samo jedan spol, nema analize HPV-a kao moguceg
rizicnog ¢imbenika.

Bundgaard i suradnici*®® analiziraju 23 nerizi¢na bolesnika s karcinomom usne
Supljine te zaklju€uju da nema razlike u preZivljenju medu ovom populacijom i
kontrolnom grupom. Zakljucuju da u ovoj skupini ima vise Zena te da se razlikuje od
kontrolne skupine po diferencijaciji tumora i anatomskoj lokaciji intraoralno.
Nedostaci ovog istrazivanja su: relativno mali uzorak za istraZzivanje, nema analize

drugih primarnih tumora, recidiva, nisu ispitivali ulogu HPV-a.

Agudelo i suradnici** su retrospektivno analizirali 933 laringealna karcinoma
od 1984. do 1993. godine od ¢ega je 31 (3,3%) bio nepusac i nije konzumirao alkohol.
Nepusaci su bili starije dobi, nije bilo predominacije muskaraca ve¢ su podjednako
obolijevale 1 zene. Obi¢no su imali tumore glotisa, manje tumore, bolje prezivljenje i
nisu imali druge primarne tumore. Nedostatak je $to se studija bavi razliCitom
lokalizacijom tumora za razliku od naseg istrazivanja. One su po konceptu sli¢ne,
jedino $to nerizi¢ne bolesnike autori nisu testirali na prisutnost HPV-a u tumorima
larinksa.

> su analizirali pojavu p53 mutacija i HPV-a kod 305

Koch i suradnici®®
bolesnika s karcinomom glave i vrata. Podijelili su ih u dvije skupine, 230 pusaca i 46
nepusaca te 29 bivsih pusaca. Cesce su bile mutacije p53 kod pusada, a HPV je bio
gotovo jednako ucestao kod pusaca i nepusaca s time da je HPV uglavhom bio
pozitivan kod karcinoma orofarinksa nepuSaca. NepuSac¢i su imali dvostruku stopu

ucestalosti HPV povezanih tumora. NepusSaci su ¢eS¢e imali tumore jezika i1 bukalne
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sluznice, a pusaci sublingvalne tumore. Nepusaci su se pojavljivali u ranijim stadijima
(bilo zbog bolje brige za zdravlje, prednjeg smjeStaja tumora, manje agresivnosti
tumora). Nije bilo statisticki znaCajnije razlike u prezivljenju izmedu pusaca i
nepusaca. Isto tako razvoj drugih primarnih tumora se nije razlikovao izmedu dvije
grupe bolesnika. Nedostaci ovog istrazivanja su: analizirani su svi tumori glave i
vrata, a ne samo usna Supljina (ne znamo broj karcinoma usne Supljine u studiji), nije
uzet u obzir i alkohol tj. onaj manji dodatni broj bolesnika koji ne puse, a piju. Nema

podataka o recidivima kod nepusSaca.

Fouret i suradnici*®*® analiziraju prisutnost HPV-a kod 187 bolesnika s
karcinomom glave i vrata. Bolesnike su podijelili na pusace i nepusace. Ukupno 10%
svih bolesnika je imalo PCR metodom izoliran HPV iz parafinskih blokova tumora, s
time da je dvaput ¢es¢e HPV bio naden u orofarinksu. Bilo je svega 10 nepusaca od
kojih je 50% imalo prisutnost HPV-a dok je svega 8% pusaca bilo pozitivno na HPV.
Nedostaci ovog istrazivanja su: analizira se cijela populacija bolesnika s karcinomom
glave i vrata ne izolirano bolesnici s karcinomom usne Supljine, mala skupina bez
rizi¢nih ¢imbenika (svega 10 bolesnika), nema klinickih znacajki (prezivljenje, pojava
drugih primarnih tumora, recidiva).

Lingen i suradnici®®’

su napravili pregledni ¢lanak o populaciji bolesnika s
karcinomom glave i vrata bez rizi¢nih ¢imbenika na osnovi do tada objavljene
literature. Zakljucak je da je HPV odgovoran za nastanak orofaringealnog karcinoma
te da HPV pozitivni tumori imaju bolju prognozu. Sto se ti¢e karcinoma usne $upljine
ne navodi se ni u jednoj studiji povezanost s HPV-om. Uglavnom su to mlade Zenske
osobe koje obolijevaju od karcinoma jezika, ali etiologija nije nigdje dokazana.

Nedostatak je $to se i u ovom preglednom ¢lanku ne analizira posebno usna Supljina i

Sto se ne spominju studije gdje bi se dokazivao HPV kod karcinoma usne Supljine.

Uvidom u dosadasnju objavljenu literaturu na navedenu temu postoje odredene
zamjerke. Uglavnom sve studije analiziraju ucestalost HPV-a u svim karcinomima
glave 1 vrata $to znaci da su tu zajedno svrstani karcinomi usne Supljine, orofarinksa,
hipofarinksa i larinksa, a tek se u tekstu eventualno navode podaci po anatomskim
jedinicama. Vecina studija nije ispitivala nerizicnu populaciju samo s karcinomom
usne Supljine, ve¢ opéenito s karcinomom glave i vrata. Broj analiziranih uzoraka je

4

obi¢no bio mali (najve¢i uzorak ima Farshadpour’** ukupno 130 bolesnika te

34



Dahlstrom'® sa 73 bolesnika, veé¢ina ostalih ima od 2 do 38 bolesnika). Neke studije
su ispitivale samo zensku nerizi¢nu populaciju. Isto tako nijedna studija nije bila
sveobuhvatna, tj. neke su utvrdivale bioloSko ponasanje tumora (stadij, prezivljenje,
recidive, druge primarne tumore) kod navedene populacije, ali nisu ispitivale
ucestalost, odnosno ulogu HPV-a i obrnuto (Tablica 2). Imajuci to na umu, ovo
istrazivanje je posebno jer je uzorak ciljano odabran, odnosno analiziraju se samo
bolesnici bez tipi¢nih rizicnih ¢imbenika s planocelularnim karcinomom u usnoj
Supljini ne mijesajuci ih s ostalim sijelima glave i vrata. Namjera ovog istrazivanja je
upravo utvrditi biolosko ponaSanje tumora i1 korelirati ga s HPV statusom kod

navedene populacije s karcinomom u usnoj Supljini, a bez tipi¢nih rizi¢nih ¢imbenika.
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Tablica 2. Pregled studija koje su se bavile karcinomom glave i vrata kod nerizi¢ne populacije

Broj bolesnika bez tipi¢nih rizi¢nih Analiza
Sijela ¢imbenika bioloskog
Vremenski tumora Ukupar_1 broj _ _Dokazn_/an je ponasanja
Autor eriod lave i bolesnika u Onis prisutnosti HPV-a karcinoma
P gvrata studiji Svi karcinomom u (metoda) kod
usnoj Supljini nerizi¢ne
populacije*
Farshadpour®* | 1980-2003 | Svasijela | 4404 195 130 Ne Djelomi¢no
Dahlstrom'® | 1996-2005 | Svasijela | 1303 172 73 Da (PCR i seroloski) |
Harris'? 1989-2007 | Svassijela 8 28 10 Ne Da
(mladi od 40)
Pytynia™’ 1995-2001 | Svasijela | 100 50 (samo nepusaci) | 13 Ne Djelomi¢no
Dahlstrom'® | 1996-2001 | Svasijela | 120 60 18 Da (seroloski) Ne
Orofarinks
Andrews'® 1995-2005 | i usna | 40 18 2 Da (PCR) Ne
Supljina
Wiseman™*? 1970-2001 | Svasijela | 1648 40 30 Ne Da
Tan™ 1986-1993 | Svasijela | 59 59 (samo nepusaci) | 38 Ne Djelomi¢no
Wey'® 1975-1985 | oM@ 109 14 (samo Zene) 14 (samo Zene) | Ne Da
Supljina
Bundgaard™® | 1987-1992 | USMa 161 23 23 Ne Djelomi¢no
Supljina
Agudelo™* 1984-1993 | Larinks 933 31 0 Ne Da
Koch™ 1992-1998 | Svasijela | 305 46 (samo nepusaci) | Nepoznato Da (PCR) Djelomi¢no
Fouret™® 1989-1995 | Svasijela | 187 10 (samo nepusaci) | Nepoznato Da (PCR) Ne

* recidivi, drugi primarni tumori, preZivljenje
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2. HIPOTEZA

Povecana prisutnost visokorizi¢nih tipova HPV-a, poglavito tipova 16 i 18, u
tumorskim stanicama karcinoma usne supljine kod bolesnika koji u anamnezi nemaju
tipi¢nih rizi¢nih ¢imbenika, dakle ne konzumiraju alkohol i ne puse cigarete, ukazuje

na mogucu povezanost HPV-a i karcinoma usne supljine kod nerizi¢ne populacije.
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3. CILJEVI RADA

Primarni cilj istrazivanja je utvrditi kolika je ucestalost visokorizi¢nih tipova

HPV-a, poglavito tipova 16 i 18, u stanicama karcinoma usne supljine kod bolesnika

koji nemaju tipi¢nih riziénih ¢imbenika (alkohol i pusenje).

Specifi¢ni ciljevi ovog istrazivanja:

1.

Odrediti eventualni utjecaj visokoriziénog HPV-a i ekspresije proteina
p16INK4a na prognozu karcinoma usne Supljine.

Definirati demografski nerizi¢nu populaciju s obzirom na dob i spol.
Utvrditi anatomske lokalizacije u usnoj Supljini koje su najceSce
zahvacene kod nerizi¢ne populacije.

Odrediti biolosko ponasSanje karcinoma usne Supljine kod nerizicne
populacije (stadij, prezivljenje, recidivi, drugi primarni tumori).

Utvrditi prosje¢nu koli¢inu i vrstu alkohola koju konzumira tipi¢an
bolesnik s karcinomom usne Supljine, te utvrditi kolika je u prosjeku
ukupna ekspozicija puSenju tipi¢nog bolesnika s karcinomom usne

Supljine.
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4. ISPITANICI | METODE

4.1 Ispitanici

Istrazivanje je bilo retrospektivno i ukljucilo je sve bolesnike s planocelularnim
karcinomom u usnoj Supljini koji su se primarno kirurski lije¢ili na Klinici za
kirurgiju lica, ¢eljusti i usta, Klinicke bolnice Dubrava od 1995. do 2010. godine. Od
ukupnog broja bolesnika, uvidom u onkoloske kartone i bolesnicke anamneze,
izdvojili smo one koji u anamnezi nemaju tipicnih rizi€nih ¢imbenika za karcinom
usne Supljine, odnosno one koji su nepusSaci 1 nisu konzumirali alkohol. Medu
nepusace su svrstani oni koji nisu nikada pusili ili oni koji su pusili manje od 10 kutija
na godinu (engl. pack/years, kutija na godinu = broj cigareta dnevno x godina/20).
Medu nekonzumente alkohola su svrstani oni koji nisu nikada svakodnevno
konzumirali alkohol ili su ga konzumirali povremeno (npr. dva do tri puta tjedno).
Ve¢ svakodnevna konzumacija jednog alkoholnog pica (2 dl vina ili 3 dl piva ili 0,1 dl
zestokog) ima za posljedicu dvostruko veci rizik za nastanak karcinoma ushe

Suplj ine. ™

Uvidom u kompjutersku klini¢ku bazu podataka "tum2", koja se na Klinici za
kirurgiju lica, Celjusti i1 usta vodi od 1988., 1 prije spomenute onkoloske kartone,

ispitanike smo podijelili u dvije skupine:

1. nerizi¢na skupina — bolesnici koji imaju karcinom usne Supljine, a nisu

pusili niti konzumirali alkohol prema navedenim Kkriterijima, te

2. kontrolna skupina — bolesnici koji imaju karcinom usne Supljine te su

pusili vise od 10 Kkutija na godinu i/ili svakodnevno konzumirali alkohol.

Analizom snage testa za y” test (snaga testa od 80%, razina znagajnosti alfa od
0,05, i ocekivana razlika u ucestalosti HPV ekspresije od 20%) ukupni uzorak bi
trebao uklju¢ivati najmanje 124 bolesnika, odnosno ispitivana skupina nerizi¢nih
bolesnika bi trebala imati najmanje 62 bolesnika (G*Power for Windows, verzija
3.1.2).

S obzirom da je broj bolesnika s tipicnim ¢imbenicima rizika znatno veci od
onih koji nemaju rizicne ¢imbenike, kontrolna skupina se odabrala randomizacijom iz

ukupnog broja bolesnika s karcinomom usne Supljine i prisutnim ¢imbenicima rizika.
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Randomizacijom se odabrao isti broj ispitanika kao i u nerizicnoj skupini.
Randomizacija se provela uz pomo¢ statistickog programa MedCalc for Windows,

verzija 11.3 (www.medcalc.be).

4.2 Metode

Na Zavodu za patologiju Klinicke bolnice Dubrava je za svakog pojedinog
sudionika ovog istrazivanja izvadeno iz bolnicke arhive stakalce s tumorskim
materijalom (tumor tkivo koje je dobiveno kirur§kom resekcijom, ukoliko je to bilo
moguce, ili biopsijom u protivhom), a zatim je prema pojedinom reprezentativnom
stakalcu, koje sadrzi najvise tumorske mase, nadena odgovarajuca parafinska kocka

koja sadrzi isti takav tumorski materijal.

U obje skupine ispitanika se provelo dokazivanje prisutnosti HPV-a iz
parafinskih kocki. Prisutnost HPV-a se ispitala s dvije razli¢ite metode, indirektno
imunohistokemijski na p16INK4a i direktno PCR metodom na prisutnost HPV DNA

te potom genotipizacija visokorizi¢nih tipova HPV-a.

4.2.1 pl6INK4a imunohistokemijsko ispitivanje

Prije samog imunohistokemijskog ispitivanja, iz parafinskih blokova ispitanika

se koriStenjem tissue microarray (TMA) tehnike'®

specijalnom Supljom iglom za
uzimanje tkiva (Slika 8) uzeo cilindar ciljano tumorskog tkiva promjera 5 mm iz

svakog parafinskog bloka.

Slika 8. Specijalna Suplja igla kojom su se uzimali uzorci od 5 mm za TMA
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Ti cilindri tumorskog tkiva su potom stavljeni u specijalne parafinske mrezice
(u svaku mrezicu maksimalno stane 20 cilindara) (Slika 9). 1z svake mrezice je potom
napravljen jedinstveni parafinski blok koji je sadrzavao 15 razli¢itih uzoraka
karcinoma usne Supljine te jednu kontrolu potpuno razlicitog tkiva (jetra ili

gusteraca).

Slika 9. Popunjena parafinska mreZzica za primanje 5 mm cilindara tkiva pomocu koje
se radi jedinstveni parafinski blok s 15 razli¢itih uzoraka i jednom neovisnom

kontrolom (jetra ili gusteraca)

Pripremanje parafinskih blokova TMA tehnikom radeno je na Zavodu za
patologiju KB Merkur. 1z svakog tako pripremljenog parafinskog bloka je potom
napravljeno odgovarajuce stakalce koje je koriSteno za imunohistokemijsko bojanje.
U pl6INK4a imunohistokemijskom dokazivanju upotrebljavan je CINtec Histology
Kit (mtm laboratories AG, Njemacka) koji koristi mi§je monoklonalno protutijelo
(klon E6H4) usmjereno na protein pl6INK4a. Rezultat se smatrao pozitivnim ako se
pokaze difuzni uzorak bojanja (engl. diffuse staining pattern), tj. kontinuirano bojanje
stanica bazalnog i parabazalnog sloja, s ili bez bojanja povrSinskog sloja stanica.
Fokalni uzorak bojanja (engl. focal staining pattern), tj. bojanje izoliranih ili manjih
nakupina stanica, a pogotovo nebazalnih i parabazalnih slojeva epitela, se smatrao
negativnim nalazom.**° Nadalje odredio se i stupanj pozitivnosti na p16INK4a: O-
25% pozitivnih stanica +, 25-50% pozitivnih stanica ++, >50% pozitivnih stanica

+++,
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Imunohistokemijsko bojanje se vrSilo na Zavodu za patologiju Medicinskog

fakulteta u Zagrebu.

4.2.2 lzolacija DNA

Za izolaciju DNA iz uzoraka tumora sa svake kocke odrezano je 5-7 rezova
debelih 10 pm i prebaceno u prethodno obiljezenu 1,5 ml tubu. DNA je iz rezova
izolirana komercijalnim kitom Nucleospin Tlssue (Machery-Nagel, Diren,

Njemacka) prema uputama proizvodaca.

Koncentracija izolirane DNA odredena je spektrofotometrijski na uredaju Cecil
CE 2040 (Engleska).

Kako bi se utvrdila upotrebljivost izolirane DNA za daljnje PCR analize svaki
uzorak bio je analiziran PCR-om na uspjesnost amplifikacije humanih beta globin™*" i
beta aktin'*? gena. Koristene podetnice prikazane su u Tablici 3.

Sastavi reakcijskih smjesa i uvjeta reakcije opisani su ranije za beta globin*** i

beta aktin.'*?

Tablica 3. Pocetnice koriStene za analizu upotrebljivosti izolirane DNA za daljnje
PCR analize

Velicina
Pocetnice | Naziv Slijed nukleotida (5'-3") produkta
PCR-a (pb)
PC04 CAACTT CAT CCACGT TCACC
B-globin 268
GH20 GAA GAG CCA AGG ACAGGT AC
B-actin-
CCACACTGTGCCCATCTACG
6999-7018
B-aktin 99
B-actin-
AGGATCTTCATGAGGTAGTCAGTCAG
7097-7072
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4.2.3 Detekcija i tipizacija papiloma virusa ¢ovjeka

Za detekciju prisutnosti papiloma virusa cCovjeka u uzorcima tumora
upotrebljeno je vise razli¢itih PCR pocetnica. KoriStene su sljede¢e pocetnice koje
prepoznaju vise tipova papiloma virusa: PGMY'*®, GP5+/6+** i SPF*® te specifi¢ne
pocetnice koje prepoznaju samo odredene tipove virusa: 6/11, 16, 18, 31, 33, 45, 52,

58.1% Koristene pocetnice prikazane su u Tablici 4.

Rezultati svih PCR reakcija vizualizirani su na 2% gelu agaroze. lznimno
rezultati beta aktin i SPF reakcija analizirani su na 3% gelu agaroze zbog male

veliCine fragmenata.

Kao §to je ve¢ spomenuto, prvo je izvedena PGMY reakcija s dodanim beta
globin pocetnicama. Nakon amplifikacije 1 pl reakcije koriSten je kao supstrat za

ugnjezdenu (engl. nested) GP5+/6+ reakciju kako bi se povecala osjetljivost.

Reakcije na specificne tipove HPV-a radene su u kombiniranim (engl.
multiplex) reakcijama pri ¢emu su spajane pocetnice za HPV6/11 i HPV 31 te tipove
16, 18 i 33 i naposljetku 45 i 58 dok je tip 52 analiziran u posebnoj reakciji zbog

nekompatibilnosti pocetnica 1 o¢ekivanih veli¢ina produkta.

Nadalje, primijenjene su SPF pocetnice koje daju izuzetno kratki amplikon od
samo 65 parova baza. Prva reakcija SPF pocetnica bila je re-umnozena sa SPF
pocetnicama na koje su dodane T7 i SP6 univerzalne pocetnice Sto je prethodno

opisano.**

Osim u svrhu pojaavanja signala re-amplifikacija s povecanim
pocetnicama ucinjena je kako bi se produkti mogli analizirati odredivanjem slijeda

nukleotida u cilju utvrdivanja tipa virusa u analiziranom uzorku.

Prije odredivanja slijeda nukleotida uzorci pozitivni na SPF PCR reakciju
amplificirani su u istim uvjetima u 25 pl reakciji kako bi se povecéala koliina
produkta te su prociséeni komercijalnim kitom za procis¢avanje PCR produkata
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, USA). Ukoliko su
u PCR reakciji postojali amplikoni razli¢itih veli€ina, reakcijska smjesa je nanesena

na 0.5% gel agaroze te je fragment od interesa izrezan iz gela i pro¢is¢en istim kitom.
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Tablica 4. Pocetnice koristene za detekciju prisutnosti papiloma virusa covjeka u

uzorcima tumora

Pocetnice Naziv Slijed nukleotida (5'-3") Genomska | Veli¢ina
regija produkta
PCR-a
(pb)
HPV PGMY1l | GCM CAG GGW CAT AAYAAT | L1 =450
GG*
PGMY09 | CGT CCM ARR GGAWAC TGATC*
GP5+ TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT | L1 =150
AC
GP6+ GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT
ATTC
SP1A GCICAGGGICACAATAATGG L1 =65
SP1B GCICAGGGICATAACAATGG
SP1C GCICAGGGICATAATAATGG
SP1D GCICAAGGICATAATAATGG
SP2B GTIGTATCIACAACAGTAACAAA
SP2D GTIGTATCIACTACAGTAACAAA
SP2J GTGGTATCCACAACIGTGACAAA
SP2K GTAGTITCCACAACAGTAAGAAA
SP2M GTIGTATCTACAACIGTTAAAAA
SP2P GTAGTATCAACACAGGTAATAAA
HPV 6/11 6/11-U TAC ACT GCT GGA CAACAT GC | E6/7 301
6/11-N GTG CGC AGATGG GAC ACAC
HPV 16 16-U CCC AGC TGT AAT CAT GCA TGG | E6/7 253
AGA
16-N GTG TGC CCA TTA ACA GGT CTT
CCA
HPV 18 18-U CGA CAG GAA CGA CTC CAA |E6/7 201
CGA
18-N GCT GGT AAATGT TGATGA TTA
ACT
HPV 31 31-U ATG GTG ATG TAC ACAACACC |E2/E4 514
31-N GTAGTT GCA GGA CAACTG AC
HPV 33 33-U ATG ATA GAT GAT GTAACGCC |E1 455
33-N GCA CAC TCC ATG CGT ATC AG E2
Univerzalne | T7 TAATACGACTCACTATAGG =100
SP6 ATTTAGGTGACACTATAG

Pet mikrolitara procis¢enog PCR produkta pomijesano je s 5 mikrolitara

pocetnica (koncentracije SuM) T7 u jednoj reakciji i SP6 u drugoj reakciji kako bi se

odredili sljedovi nukleotida u oba smjera. Odredivanje slijeda radeno je u Macrogen

servisu za sekvenciranje (Macrogen Europe, Amsterdam, The Netherlands).
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Za vizualizaciju rezultata sekvenciranja te analizu dobivenih sekvenci koristen
je BioEdit programski paket (Verzija 7.05.2. dostupno na
http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html).

Pojedini tipovi odredeni su usporedbom dobivenih nukleinskih sljedova iz oba
smijera istog uzorka s poznatim sljedovima DNA pojedinih tipova.**’

Molekularne analize su se vr$ile na Zavodu za molekularnu medicinu, Institut

,,Ruder BoSkovi¢*.

4.2.4 Statisticke metode

Izmedu dvije skupine bolesnika usporedio se HPV status (pl6INK4a
imunohistokemija 1 genotipizacija), demografska obiljezja, stadij bolesti, lokalizacije
tumora u usnoj Supljini, prezivljenje, pojava recidiva i drugih primarnih tumora. Za
kontrolnu skupinu se odredilo i koliko su, kroz koje vrijeme i koju vrstu alkohola
konzumirali. Isto tako odredilo se kolika je ukupna ekspozicijska doza pusenju

izrazeno u kutija na godinu (engl. pack/years).

Dobiveni podaci su prikazani tabli¢no 1 graficki. Napravila se deskriptivna
statistika s odgovaraju¢im mjerama centralne tendencije za kvantitativne varijable
(aritmeticka sredina i standardne devijacije, odnosno medijani i1 interkvartilni rasponi)
dok su se kategorijske varijable prikazale frekvencijama i prevalencijom. Normalnost
raspodjele se provjerila Smirnov-Kolmogorovljevim testom te su se shodno
dobivenim  rezultatima  primijenili = odgovaraju¢i  parametrijski, odnosno
neparametrijski testovi. Razlike kvantitativnih vrijednosti izmedu ispitivane i
kontrolne skupine su se analizirale nezavisnim t-testom, odnosno neparametrijskim
Mann-Whitney U testom. Kategorijske i kvalitativne varijable su se analizirale ¥
testom razlike distribucija. Prezivljenje se prikazalo Kaplan-Meierovom krivuljom i
Coxovom regresijskom analizom. Sve p vrijednosti ispod 0,05 su se smatrale
znaCajnima. U analizi se koristila programska podrSka STATISTICA 9.1

(www.statsoft.com) i MedCalc for Windows verzija 11.3 (www.medcalc.be).
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5. REZULTATI

U klinickoj onkoloskoj bazi podataka nadeno je ukupno 1392 bolesnika s
karcinomom usne supljine koji su bili primarno lijeceni na Klinici za kirurgiju lica
celjusti i usta, Klinicke bolnice Dubrava od 1995. do 2010. godine. Za 318 bolesnika
nisu nadeni podaci o navikama tj. konzumaciji alkohola i pusenju. Ili u samim
kartonima, ili povijesti bolesti nije bilo adekvatnih podataka o rizicnim navikama te
su izbaceni iz studije. Za ukupno 1074 bolesnika su izvadeni podaci iz onkoloskih
kartona o konzumaciji alkohola i pusenju te su na temelju toga dobivene dvije skupine
bolesnika. Nerizi¢nih bolesnika je bilo 103 (9,59%), a onih s tipi¢nim rizicnim
¢imbenicima u anamnezi 971 (90,41%). Od ukupno 103 nerizi¢na bolesnika za njih
77 su se uspjela na¢i adekvatna stakalca, odnosno parafinske kocke. Razlog
nepronalasku 26 stakalaca i/ili parafinskih kocki je tehnicke naravi, odnosno
koristenje materijala u prijasnjim istrazivanjima ili jednostavno nepotpunost bolnicke
arhive. Nakon sto se odredio konacan broj ispitanika randomizacijom je iz skupine od
971 bolesnika odreden jednak broj kontrola, odnosno njih 77. Za njih je takoder na
Zavodu za patologiju izvadeno iz arhive prvo stakalce s tumorskim materijalom, a
zatim prema njemu i odgovarajuc¢a parafinska kocka. Za pet bolesnika nije bilo
moguce naci odgovarajucu parafinsku kocku primarnog tumora koji je bio Kirurski
reseciran pa je umjesto toga koristena parafinska kocka inicijalne biopsije (svi iz

skupine nerizi¢nih bolesnika).

Ukupno je u studiju bilo uklju¢eno 154 bolesnika s karcinomom u usnoj supljini
koji su bili primarno kirurski lijeceni na Klinici za Kirurgiju lica, ¢eljusti i usta,
Klinicke bolnice Dubrava. Ukupno je 77 ispitanika bilo bez tipi¢nih rizi¢nih
¢imbenika za karcinom usne Supljine i 77 kontrola koji u anamnezi imaju pusenje i/ili
konzumaciju alkohola. Bilo je ukupno 89 muskih bolesnika te 65 zenskih. Srednja
dob svih ispitanika je bila 60 godina. Najmladi bolesnik je imao 24, a najstariji 90
godina. Najcesci je bio karcinom jezika (58), zatim sublingvalni (43), retromolarni
(16), gingiva mandibule (14), gingiva maksile (12), obrazne sluznice (9) te tvrdog
nepca (2). Recidive je razvilo 37 bolesnika (24%) a DPT (drugi primarni tumor) 21
bolesnik (13,6%). Pedeset bolesnika je bilo lijeceno samo s intraoralnom ekscizijom.
Kod 23 bolesnika je naknadno nakon intraoralne ekscizije napravljena disekcija vrata

zbog konverzije vrata, a kod 81 bolesnika je napravljena commando operacija.
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5.1 Rezultati ovisno o riziénim navikama

U ispitivanoj skupini bolesnika, koji nisu konzumirali alkohol ni pusili,

prevladavale su zene (58 prema 19), dok je obrnuta situacija bila medu kontrolama

gdje su dominirali muskarci (70 prema 7) to zorno prikazuje Grafikon 1. ¥* testom

nadena je statisticki znacajna razlika u spolnoj distribuciji (p<0,0001).
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Grafikon 1. Raspodjela po spolu medu ispitanicima i kontrolama
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Prezivljenje s obzirom na spol nije bilo statisticki znacajno iako su medu

ispitanicima Zene imale loSije prezivljenje za skoro 10% (Grafikon 2).
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Grafikon 2. Krivulje specifi¢nog prezivljenja po spolu medu ispitanicima (M muski,
7 zene), Log rank test (Cox mantel) p=0,5274

Srednja dob ispitanika bila je 61 godina. Najmladi bolesnik je imao 24 godine,
najstariji 90 godina, a medijan je iznosio 63 godine. Medu kontrolama srednja dob je
bila 58 godina, najmladi bolesnik je imao 40, najstariji 77 godina, a medijan 58

godina. Razliku u rasponu dobi izmedu dvije skupine bolesnika prikazuje Grafikon 3.
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Grafikon 3. Raspon dobi izmedu ispitanika (case control 0) i
kontrola (case control 1)

Raspodjela ispitanika i kontrola po dobnim skupinama prikazana je u Tablici 5.

Iako se brojcano dosta razlikuju Mann Whitneyevim testom nije nadeno statisticki

znacajne razlike (p=0,4330).

Tablica 5. Raspodjela ispitanika i kontrola po dobnim skupinama

Dobne skupine Ispitanici Kontrole
<45 14 (18%) 4 (5%)

45-69 37 (48%) 61 (79%)

>70 26 (34%) 12 (16%)

Ukupno 77 (100%) 77 (100%)

Normalnost raspodjele po dobi je ispitana i Smirnov-Kolmogorovljevim testom
za ispitanike i kontrole (Grafikon 4 i 5). Obje skupine su slijedile normalnu raspodjelu

po dobi iako su kod ispitanika krajevi krivulje nesto visi nego kod kontrola.
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Grafikon 4. Smirnov Kolmogorovljev test po dobi za ispitanike, p=0,6759

45
a0}
35
30l /,//
25
20
15}
10
5f .
0 'I—f ]

20 28 36 44 52 60 68 76 84

dob

I = 1
92 100

Grafikon 5. Smirnov Kolmogorovljev test po dobi za kontrole, p=0,5038

U prezivljenju po dobnim skupinama nije nadena statistiCki znacajna razlika
iako je kod ispitanika u mladoj skupini preZivljenje loSije za vise od 10% (Grafikon
6).

Anatomska raspodjela tumora u usnoj Supljini po postocima medu ispitanicima i

kontrolama prikazana je na Grafikonu 7.
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Grafikon 6. Krivulje specifi¢nog prezivljenja po dobnim skupinama medu
ispitanicima, Log rank test (Cox mantel) p=0,5274
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Grafikon 7. Graficka raspodjela tumora prema anatomskoj lokaciji u usnoj Supljini
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Postojala je statisticki znacajna razlika u sijelima tumora izmedu ispitanika i
kontrola (Tablica 6), ispitanici su imali najée$¢e karcinome jezika, karcinome gingive
mandibule i maksile te sublingvalno, a kontrole sublingvalne karcinome, karcinome

jezika te retromolarno.

Tablica 6. Brojcana raspodjela tumora po anatomskim lokacijama i statisticka

znacajnost izmedu ispitanika 1 kontrola

Lokalizacija Ispitanici Kontrole Zﬁ;?;;;i:;ap
Jezik 32 (42%) 26 (34%) p=0,4057
Sublingvalno 13 (17%) 30 (39%) p<0,0001
Retromolarno 3 (4%) 13 (17%) p=0,0175
Gingiva mandibule 9 (12%) 5 (6%) p=0,4004
Gingiva maksile 10 (13%) 2 (3%) p=0,0353
Obrazna sluznica 8 (10%) 1 (1%) p=0,0393
Tvrdo nepce 2 (3%) 0 (0%) p=0,4766

Za dva najzastupljenija tumorska sijela izra¢unate su krivulje prezivljenja

izmedu ispitanika 1 kontrola koje se nisu statisticki razlikovale (Grafikon 8 19).
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Grafikon 8. Krivulje specifi¢nog prezivljenja za karcinom jezika izmedu ispitanika
(NSND) i kontrola (SD), Log rank test (Cox mantel) p=0,3867
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Grafikon 9. Krivulje specifi¢nog prezivljenja za sublingvalni karcinom izmedu
ispitanika (NSND) i kontrola (SD), Log rank test (Cox mantel) p=0,3363
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Nije bilo statisticki znacajne razlike u veli¢ini tumora (T), prisutnosti

regionalnih metastaza (N) i stadiju izmedu ispitanika i kontrola (Tablica 7).

Tablica 7. Raspodjela izmedu ispitanika i kontrola po veli¢ini tumora (T), prisutnosti

regionalnih metastaza (N) i stadiju i statisticka znac¢ajnost

Ispitanici Kontrole S;ig:;f;‘;
Veli¢ina tumora T
T1 11 (14%) 11 (14%)
i 40 (52%) 33 (43%) Mann  Whitney
T3 17 (22%) 18 (23%) test p=0,2854
T4 9 (12%) 15 (19%)
Regionalne metastaze N
NO 59 (77%) 53 (69%)
N1 12 (16%) 10 (13%) Mann  Whitney
N2 5 (6%) 11 (14%) test p=0,1885
N3 1 (1%) 3 (4%)
Stadij bolesti
I 10 (13%) 9 (12%)
' 35 (45%) 30 (39%) Mann Whitney
i 21 (27%) 13 (17%) test p=0,1154
v 11 (14%) 25 (32%)

Drugi primarni tumor je razvio ukupno 21 bolesnik (14%) u prosjeku nakon 50

mjeseci pracenja te isto tako nije bilo razlike izmedu ispitanika i kontrolne skupine

(Tablica 8).
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Tablica 8. Raspodjela i vrsta drugih primarnih tumora (DPT) izmedu ispitanika i

kontrola.

DPT

Ispitanici

Kontrole

Statisticka
znacajnost

Obrazna sluznica

Tonzila

Jezik

Gingiva maksile

Larinks

Jednjak

Zeludac

Bronh

Pluc¢a

Jetra

Pankreas

| P O] O | k| O N| k| O] O1

O O N| k| O O] M| O O] w| ©

Prostata

0

1

Ukupno

12 (16%)

9 (12%)

Fischer exact
test p=0,603

Recidive je razvilo ukupno 37 bolesnika, a javljali su se u prosjeku nakon 13

mjeseci pracenja. Nije bilo statisticki znaCajne razlike u pojavi recidiva izmedu

ispitanika i kontrola (Tablica 9).

Tablica 9. Raspodjela recidiva izmedu ispitanika i kontrola

Recidiv o Statisticka
Ispitanici Kontrole ‘s
znacajnost
Lokalni 13 (17%) 11 (14%)
Regionalni 5 (6%) 4 (5%) Mann Whitney
Udaljena metastaza 1 (1%) 3 (4%) test p=0,9218
Ukupno 19 (24%) 18 (23%)
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U skupini ispitanika osam bolesnika su bili aktivni pusaci, ali ukupna
ekspozicija pusenju nije bila ve¢a od 10 kutija na godinu odnosno u prosjeku je bila
8,53 kutija na godinu. Petero bolesnika koji su prestali pusiti, imali su ekspozicijsku
dozu vec¢u od 10 kutija na godinu, ali su prestali prije viSe od 10 godina tako da se
ucinak pusenja gotovo izjedna¢io S onim nepusaca. Ostala 64 bolesnika nikada nije
aktivno pusilo cigarete. Dvanaest ispitanika je povremeno konzumiralo alkoholna pi¢a

dok ostalih 65 ispitanika nije konzumiralo alkohol.

U kontrolnoj skupini aktivnih pusaca je bilo 57 sa srednjom ekspozicijskom
dozom od 45,86 kutija na godinu. Bilo je 18 bivsih pusaca s ekspozicijskom dozom
od 48,16 kutija na godinu. Svega dvoje ispitanika nije nikada aktivno konzumiralo
cigarete. Ukupna ekspozicija puSenju u kontrolnoj skupini je 45,21 kutija na godinu.
Dvoje ispitanika u kontrolnoj skupini nije konzumiralo alkohol, a njih pet samo
povremeno. Svakodnevno je alkohol konzumiralo 70 bolesnika, od ¢ega ih je 9 bilo
lijeCeno zbog alkoholizma. Prosje¢na konzumacija vina je 0,8 | dnevno, 0,69 | piva

dnevno, te prosjec¢no 0,11 | Zestokog pi¢a kroz prosjecno 33,64 godine.

Izmedu ispitanika i kontrolne skupine nije bilo statisticki znacajne razlike u
sveukupnom prezivljenju 1 specificnom prezivljenju. Krivulje prezivljenja prikazane

su na Grafikonima 10 i 11.
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Grafikon 10. Krivulje sveukupnog prezivljenja izmedu ispitanika (NSND) i kontrola
(SD), Log rank test (Cox mantel) p=0,431
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Grafikon 11. Krivulje specificnog prezivljenja izmedu ispitanika (NSND) i kontrola
(SD), Log rank test (Cox mantel) p=0,912
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5.2 Rezultati ovisno o0 HPV PCR statusu

Ukupno je HPV PCR pozitivan bio 41 bolesnik (27%). Ces¢e su HPV pozitivni

bile kontrole nego ispitanici, ali ne statisticki znacajno (Tablica 10).

Tablica 10. Raspodjela izmedu ispitanika i kontrola prema HPV PCR statusu i

statisticka znacajnost

Ispitanici Kontrole S;ztcf:;ilc(ﬁ
HPV+ 17 (22%) 24 (31%) Chi square 1,197
HPV- 60 (78%) 53 (69%) p=0,2740

Najces¢e je bio izoliran visokorizicni HPV tip 16. U deset slucajeva zbog
koinfekcije s multiplim tipovima HPV-a nije bilo moguée izolirati pojedine tipove.

Grafikon 12 pokazuje raspodjelu detektiranih tipova HPV-a prema genotipu.

HPVtip 53 HPVtip 58 HPV tip 6

2,86% 5,71% o
HPV tip 52 8,57%

5,71%

HPV tip 51
2,86%

HPV tip 54
2,86%

HPV tip 45
2,86%

HPV tip 43
2,86%

HPV tip 33
2,86%

HPV tip 31

11,43% HPVtip 16

45,71%
HPV tip 18
5,71%

Grafikon 12. Raspodjela detektiranog HPV-a po genotipovima
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U cetiri slucaja otkrivena je koinfekcija i to HPV tip 16+18, 16+54, 16+58 te
51+58. Ceséi su bili visokorizi¢ni genotipovi (30/35). Od niskoriziénih genotipova
bili su prisutni tip 6 u tri uzorka te po jednom tip 43 i 54 (prisutan zajedno s tipom
16).

Slike 10. i 11. pokazuju rezultate PCR metode na agaroza gelu te odredivanje

genotipa pomocu elektroferograma.

Slika 10. Gelovi agaroze s beta aktin (vrh), SPF+T7/SP6 (sredina) i amplikonima
specificnim za HPV tipove 16, 18 i 33 u kombiniranoj reakciji (dolje).
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Slika 11. Reprezentativni elektroferogrami za odredivanje slijeda nukleotida reakcija u oba smjera za uzorak pozitivan na HPV
tipa 33. Uzvodna reakcija prikazana je na gornjoj slici te se vidi nizvodna T7 pocetnica, degenerirana SPF pocetnica i dio slijeda
nukleotida amplificiranog iz uzorka. Na donjoj slici vidi se elektroferogram nizvodne reakcije s dijelom slijeda koji odgovara
uzorku iza kojeg slijede degenerirana uzvodna SPF pocetnica te uzvodna SP6 pocetnica. Preklapanjem podataka moze se isCitati
cjelovit slijed nukleotida uzorka i identificirati prisutan tip HPV-a.

Krivulje sveukupnog i specifi¢cnog prezivljenja ovisno o HPV PCR statusu nisu se statisticki znacajno razlikovale (Grafikoni 13 i 14).
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Grafikon 13. Krivulje sveukupnog prezivljenja izmedu HPV+ (1) i HPV- (0)
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Grafikon 14. Krivulje specifi¢nog prezivljenja izmedu HPV+ (1) i HPV- (0)

bolesnika, Log rank test (Cox mantel) p=0,462
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Srednja dob HPV pozitivnih (HPV+) bolesnika je bila 56 godina, a HPV
negativnin (HPV-) bolesnika 60 godina. T-testom nije nadeno znacajnih razlika,
p=0,1123. Raspodjela HPV+ i HPV- po dobnim skupinama se takoder nije znacajno
razlikovala (Tablica 11).

Tablica 11. Raspodjela HPV pozitivnih i negativnih po dobnim skupinama

Dobna skupina HPV+ HPV- Statisticka
znacajnost
<45 6 (15%) 12 (11%) h
Mann Whitney test
- 5 ;
45-69 27 (65%) 71 (62%) 0=0.3075
70+ 8 (20%) 30 (27%)

Muskarci su ¢esce bili HPV pozitivni nego Zene (68% prema 32%) (Chi square
test p=0,1601).

Nije bilo razlike u prevalenciji pojedinih tumorskih lokalizacija s obzirom na

HPV pozitivnost ili negativnost (Tablica 12).

Tablica 12. Anatomska podjela tumora prema HPV pozitivnosti i negativnosti

Lokalizacija HPV+ HPV- S;itc‘:ﬁf;‘;
Jezik 15 (37%) 43 (38%) p=0,9198
Gingiva mandibule 4 (10%) 10 (9%) p=0,8854
Gingiva maksile 2 (5%) 10 (9%) p=0,6365
Obrazna sluznica 2 (5%) 7 (6%) p=0,9356
Sublingvalno 14 (34%) 29 (26%) p=0,4043
Retromolarno 3 (7%) 13 (12%) p=0,6499
Tvrdo nepce 1 (2%) 1 (1%) p=0,9583

Statisticki znacajno su HPV pozitivni bolesnici imali ceS¢e regionalne
mestastaze (N) dok se u veli¢ini primarnog tumora (T) ili stadiju nisu razlikovali od

HPV negativnih bolesnika (Tablica 13).
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Tablica 13. Raspodjela izmedu HPV+ i HPV- bolesnika po veli¢ini tumora (T),

regionalnim metastazama (N), stadiju i statisticka znacajnost

HPV+ HPV- macajnon
Veli¢ina tumora T
T1 7 (17%) 15 (13%)
T2 22 (54%) 51 (45%) Mann Whitney
T3 7 (17%) 28 (25%) test p=0,1982
T4 5 (12%) 19 (17%)
Regionalne metastaze N
NO 25 (61%) 87 (77%)
N1 7 (17%) 15 (13%) Mann Whitney
N2 6 (15%) 10 (9%) test p=0,0327
N3 3 (7%) 1 (1%)
Stadij bolesti
| 5 (12%) 14 (12%)
I 18 (44%) 47 (42%) Mann  Whitney
11 6 (15%) 28 (25%) test p=0,8115
v 12 (29%) 24 (21%)

HPV pozitivni su nesto ¢esc¢e imali recidive, ali je razlika u recidivima bila na

granici statistiCke znacajnosti izmedu HPV+ i HPV- grupe (Tablica 14).

Tablica 14. Recidivi u HPV+ i HPV- skupini

Recidiv HPV+ HPV- Statisticka
znacajnost

Lokalni 5 (12%) 19 (17%)

Regionalni 5 (12%) 4 (4%) .

Udal Mann Whitney
aljena 3 (7%) 1 (1%) test p=0,0935

metastaza

Ukupno 13 (31%) 24 (22%)
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U pojavi drugih primarnih tumora prema HPV statusu nije bilo znacajne razlike
(Tablica 15).

Tablica 15. Raspodjela DPT-a u HPV+ i HPV- grupi

DPT HPV+ HPV-
Obrazna sluznica
Tonzila

Jezik

Gingiva maksile
Larinks

Jednjak

Zeludac

Bronh

Pluc¢a

a1

Jetra

R RPRIRPIOO OO OC|OC|IN|O
o|lo|lrRr|R|RILINMIN|EFL|F

Pankreas
Prostata 1 0
Ukupno 6 (15%) 15 (13%)

Nije bilo statisticki zna¢ajne razlike u postotku pusaca, tj. nepusa¢a u HPV+ i
HPV- skupini (Mann Whitney test p=0,1547). Takoder nije bilo statisticki znacCajne
razlike u postotku onih koji (ne)konzumiraju svakodnevno alkohol u HPV+ i HPV-
skupini (Mann Whitney test p=0,3160).

Kada se podijele bolesnici po HPV PCR statusu i navikama, dobiju se Cetiri
skupine bolesnika: HPV+ ispitanici, HPV- ispitanici, HPV+ kontrole, HPV- kontrole.
Krivulje prezivljenja za ove Cetiri grupe se nisu znacajno razlikovale mada postoji
tendencija da HPV+ ispitanici imaju najlosije prezivljenje, a HPV- ispitanici najbolje
(Grafikoni 15 i 16).
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Grafikon 15. Krivulje sveukupnog prezivljenja izmedu HPV+ ispitanika, HPV-
ispitanika, HPV+ kontrola i HPV- kontrola, Log rank test (Cox mantel) p=0,532
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Grafikon 16. Krivulje specifi¢nog prezivljenja izmedu HPV+ ispitanika, HPV-
ispitanika, HPV+ kontrola i HPV- kontrola, Log rank test (Cox mantel) p=0,898
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5.3 Rezultati ovisno o p16INK4a ekspresiji

Ukupno je 29 (19%) bolesnika, tj. tumora pokazalo ekspresiju na pl6INK4a
protein (Slika 12). Od toga je 8 pokazalo slabu ekspresiju (+), 9 umjerenu (++) i 12
jaku (+++). Ispitanici su c¢eS¢e imali povisSenu ekspresiju pl6INK4a kao i jacu

ekspresiju navedenog proteina sto je bilo i statisticki znac¢ajno (Tablice 16 i 17).

Slika 12. Izrazita ekspresija proteina p16INK4a kod karcinoma jezika

Tablica 16. Raspodijela po p16INK4a statusu izmedu ispitanika i kontrola

Ispitanici Kontrole Stat,ls?ld(a
znacajnost
pl6INK4a+ 21 (27%) 8 (10%) Chi square
pl6INK4a- 56 (73%) 69 (90%) p=0,0134

Tablica 17. Raspodjela po ja¢ini ekspresije p16INK4a izmedu ispitanika i kontrola

p1l6INK4a Ispitanici Kontrole Statisticka
znacajnost

0 56 (73%) 69 (90%)

+ 5 (6%) 3 (4%) Mann Whitney test
p=0,0064

++ 6 (8%) 3 (4%)

+++ 10 (13%) 2 (3%)

Oni koji su pokazivali ekspresiju pl6INK4a, a pogotovo oni s jacom

ekspresijom navedenog proteina, su imali znacajno losije prezivljenje (Grafikoni 17,

18, 19§ 20).
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Grafikon 17. Krivulje sveukupnog prezivljenja izmedu p16INK4a+ (1) i p16INK4a-

(0) bolesnika, Log rank test (Cox mantel) p=0,3561
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Grafikon 18. Krivulje specifi¢nog prezivljenja izmedu p16INK4a+ (1) i p16INK4a-

(0) bolesnika, Log rank test (Cox mantel) p=0,2020
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Grafikon 19. Krivulje sveukupnog prezivljenja izmedu bolesnika koji slabo ili ne
pokazuju ekspresiju p161NK4a (0) i onih koji pokazuju jaku ekspresiju p161INK4a (1),
Log rank test (Cox mantel) p=0,1769
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Grafikon 20. Krivulje specifi¢nog prezivljenja izmedu bolesnika koji slabo ili ne
pokazuju ekspresiju p161INK4a (0) i onih koji pokazuju jaku ekspresiju p16INK4a (1),
Log rank test (Cox mantel) p=0,0501

68



S obzirom na ekspresiju pl6INK4a proteina bolesnici se nisu statisticki

znacajno medusobno razlikovali po srednjoj dobi, dobnim skupinama, spolu, veli¢ini

primarnog tumora (T), prisutnosti regionalnih metastaza (N), stadiju, pojavi DPT

(Tablica 18).

Tablica 18. Podjela po jacini ekspresije p16INK4a i razli¢itim Klinickim parametrima

Dob i dobne skupine
Srednja dob 60 59,50
- T test p=0,851
Medijan 59 59
<45 4 (14%) 14 (11%) _
45-69 18 (62%) 80 (64%) F';"Z%'?go‘ﬁlzh't”ey test
+70 7 (24%) 31 (25%)
Spol
M 13 (45%) 76 (61%) Chi square
Z 16 (55%) 49 (39%) p=0,1737
Velicina tumora T
T1 7 (24%) 15 (12%)
T2 14 (48%) 59 (47%) Mann Whitney test
T3 4 (14%) 31 (25%) p=0,1163
T4 4 (14%) 20 (16%)
Regionalne metastaze N
NO 20 (69%) 92 (74%)
N1 6 (21%) 16 (13%) Mann Whitney test
N2 3 (10%) 13 (10%) p=0,7651
N3 0 (0%) 4 (3%)
Stadij
| 5 (17%) 14 (11%)
1 12 (41%) 53 (42%) Mann Whitney test
11 6 (21%) 28 (24%) p=0,4797
\Y; 6 (21%) 30 (21%)
DPT 5 (17%) 16 (13%)
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Bolesnici koji su jace eksprimirali p16INK4a, imali su i ¢eSc¢e recidive i to

statisticki znacajno (Tablica 19).

Tablica 19. Podjela po jacini ekspresije p16INK4a i pojavi recidiva

e pl6INK4a ++ i : Statisticka
Recidivi et pl6INK4a0i + znacajnost
Bez 12 (57%) 105 (79%)

Tr 7 (33%) 17 (13%) Mann Whitnev test
ann itney tes

Nr 1 (5%) 8 (6%) p=0,0463

M 1 (5%) 3 (2%)

Ekspresija pl6INK4a nije pokazivala veci ili manji afinitet prema nijednoj

anatomskoj lokalizaciji u usnoj Supljini (Tablica 20), jedino je retromolarno podrucje

bilo izrazito negativno prema pl6INK4a ekspresiji (na granici statisticke znacajnosti).

Tablica 20. Podjela po anatomskim lokalizacijama tumora u usnoj Supljini i

p16INK4a statusu

tjorﬁg'r';a“”a p16INK4a+ p16INK4a- Zslfztc‘;;;f;‘;
Jezik 13 (45%) 45 (36%) p=0,5021
Gingiva mandibule 3 (10%) 11 (9%) p=0,9221
Gingiva maksile 4 (14%) 8 (6%) p=0,3402
Obrazna sluznica 3 (10%) 6 (5%) p=0,4793
Sublingvalno 6 (21%) 37 (30%) p=0,4630
Retromolarno 0 (0%) 16 (13%) p=0,0896
Tvrdo nepce 0 (0%) 2 (2%) p=0,8223

Takoder statisticki zna€ajna se pokazala razlika u prezivljenju karcinoma jezika

s obzirom na p16INK4a ekspresiju, odnosno p16INK4a pozitivni karcinomi jezika su

imali znacajno losije prezivljenje (Grafikon 21 i 22).
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Grafikon 21. Krivulje sveukupnog prezivljenja p16INK4a+ (1) i p16INK4a-

(0) karcinoma jezika, Log rank test (Cox mantel) p=0,0576
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Grafikon 22. Krivulje specifi¢nog prezivljenja p16INK4a+ (1) i p16INK4a- (0)

karcinoma jezika, Log rank test (Cox mantel) p=0,0026
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pl6INK4a+ grupa bolesnika je statisticki znac¢ajno manje pusila (Mann Whitney
test p=0,0503) i konzumirala alkohol (Mann Whitney test p=0,0123).

Prema pl6INK4a statusu i navikama bolesnici se mogu podijeliti u cetiri
skupine: pl6INK4a+ ispitanici, pl6INKd4a- ispitanici, pl6INK4a+ kontrole i
pl6INK4a- kontrole. Krivulje prezivljenja se statisticki nisu znacajno razlikovale,
iako i ovdje postoji tendencija da p161INK4a+ ispitanici imaju najlosije prezivljenje a
pl6INK4a- ispitanici najbolje (Grafikoni 23 i 24).
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Grafikon 23. Krivulje sveukupnog prezivljenja izmedu p16INK4a+ ispitanika
(NSND), p16INK4a- ispitanika (NSND), p16INK4a+ kontrola (SD) i p16INK4a-
kontrola (SD), Log rank test (Cox mantel) p=0,461
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Grafikon 24. Krivulje specificnog prezivljenja izmedu p16INK4a+ ispitanika
(NSND), p16INK4a- ispitanika (NSND), p16INK4a+ kontrola (SD) i p16INK4a-
kontrola (SD), Log rank test (Cox mantel) p=0,352

Ovisno o p16INK4a statusu i HPV statusu bolesnici se mogu podijeliti takoder

u cetiri

skupine:

p16INK4a+/HPV+, pl6INK4a+/HPV-, pl6INKda-/HPV+ i

pl6INK4a-/HPV-. Krivulje prezivljenja se nisu statisticki znacajno razlikovale mada

je i ovdje tendencija da najlosije prezivljenje imaju pl6INK4a+/HPV+, a najbolje
pl6INK4a-/HPV- (Grafikoni 25 i 26).
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Grafikon 25. Krivulje sveukupnog prezivljenja izmedu p16INK4a+/HPV+,
pl6INK4a+/HPV-, p16INK4a-/HPV+ i p16INK4a-/HPV- bolesnika, Log rank test

(Cox mantel) p=0,517
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Grafikon 26. Krivulje specifi¢nog prezivljenja izmedu p16INK4a+/HPV+,
pl6INK4a+/HPV-, p16INK4a-/HPV+ i p16INK4a-/HPV- bolesnika, Log rank test
(Cox mantel) p=0,494

Napravljena je Coxova regresijska multivarijantna analiza za dob, spol, HPV,
pl6INK4a, stadij bolesti, alkohol i pusSenje za cjelokupnu populaciju ukljuc¢enu u
ispitivanje (Tablica 21). Statisticki znacajne vrijednosti odnosno kao znacajan

prediktor prezivljenja se pokazala jaka p161NK4a ekspresija te stadij bolesti.

Coxova regresijska analiza napravljena je i samo za nerizi¢ne ispitanike te su se
iskljucili alkohol i pusenje kao potencijalni prediktivni ¢imbenici S obzirom da u toj
skupini ta dva rizicna ¢imbenika ne postoje. Statisticki znacajne vrijednosti kao
prediktivnih ¢imbenika prezivljenja su dobivene za jaku p16INK4a ekspresiju, HPV i
stadij, dok spol i dob nisu utjecali na prezivljenje (Tablica 22).
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Tablica 21. Coxova regresijska multivarijantna analiza za cjelokupnu populaciju

(significance level p=0,0493)

Omjer rizika 95% ClI p
(HR)

Dob 1,0120 0,9862 do 1,0385 0,3677
Spol
M 1
Vi 1,6007 0,6745 do 3,7985 0,2884
Stadij 1,5645 1,1132 do 2,1987 0,0103
HPV status
HPV- 1
HPV+ 1,5699 0,8132 do 3,0306 0,1812
p1l6INK4a ekspresija
Slaba ekspresija 1
Jaka ekspresija 2,2204 1,0082 do 4,8903 0,0488
Pusenje 0,9961 0,9801 do 1,0124 0,6377
(kutija na godinu)
Alkohol
DA 1
NE 0,6269 0,2213 do 1,7762 0,3820

Tablica 22. Coxova regresijska multivarijantna analiza za nerizi¢ne ispitanike

(significance level p=0,0047)

Omjer rizika 95% CI p
(HR)

Dob 1,0094 0,9798 do 1,0399 0,5397
Spol
M 1
Vi 0,9508 0,3391 do 2,6659 0,9239
Stadij 2,5104 1,5088 do 4,1770 0,0004
HPV status
HPV- 1
HPV+ 2,8250 1,0806 do 7,3850 0,0351
pl6INK4a ekspresija
Slaba ekspresija 1
Jaka ekspresija 2,9002 1,1414 do 7,3690 0,0260
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6. RASPRAVA

Oslanjaju¢i se na rezultate ispitivanja orofaringealnog karcinoma kod bolesnika
bez tipicnih riziénih cimbenika za karcinom glave i vrata, osmislili smo nase
ispitivanje na karcinomima usne supljine kod isto takve populacije bolesnika. Naime
smatra se da je populacija bolesnika s karcinomom glave i vrata bez tipi¢nih rizicnih
¢imbenika vrlo usko povezana s prisutnoscu visokorizi¢nih tipova HPV-a i predstavlja
zasebnu kategoriju u smislu bioloskog ponasanja tumora, prognoze, prezivljenja, a
moguce i lije¢enja.'?® Vrlo je malo studija koje su istrazivale populaciju bolesnika
samo s karcinomom usne supljine, koji nisu bili pusaci te nisu konzumirali alkohol na
dnevnoj osnovi. One koje su se i bavile time ¢esto nisu analizirale biolosko ponasanje

takvih tumora, ucestalost HPV-a i prognozu ovisno o prisutnosti ovog virusa.

6.1 Demografske karakteristike ispitanika i kontrolne skupine

U naSem istrazivanju utvrdena je znacCajna razlkka u demografskim
karakteristikama izmedu nerizi¢nih ispitanika i kontrolne skupine. Naime u ispitivanoj
skupini prevladavaju zene i to u omjeru 3:1, za razliku od kontrolne skupine gdje je
omjer 10:1 u korist muskaraca. lako se srednja dob u kojoj se pojavljuje karcinom ne
razlikuje izmedu dvije skupine, medu ispitanicima je znatna dobna razlika. Raspon
godina se kre¢e od 24 do 90, s time da su mlada i starija dobna skupina zastupljenije
nego u kontrolnoj skupini gdje je vecina bolesnika u srednjoj zivotnoj dobi. Ovi
rezultati su u skladu s ranije provedenim istraZivanjima. Bachar i suradnici**® su u
svom istrazivanju karcinoma jezika kod nerizi¢ne populacije utvrdili dominaciju
zenske populacije od 67%. Srednja dob se isto tako nije razlikovala od kontrolne
grupe s tipi¢nim rizi¢nim &imbenicima. Wey i suradnici*®* te Bundgaard i suradnici'®®
su u svojim istrazivanjima na relativno malom uzorku nerizi¢nih bolesnika (23 i 14
bolesnika) s karcinomom usne Supljine takoder utvrdili dominaciju Zena. Wiseman i
suradnici*® navode u svojoj studiji nerizi¢nih bolesnika sa svim sijelima karcinoma
glave 1 vrata jednak omjer Zena od 3:1 kao i mi u naSem istraZivanju. Farshadpour i
suradnici*** navode postotak od 73% Zena §to je takoder na tragu prethodnih

istrazivanja. Dahlstrom i suradnici*®® u velikoj retrospektivnoj studiji na 172 nerizi¢na

bolesnika, od ¢ega ih je 73 bilo s karcinomom u usnoj Supljini, navode veci udio zena
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te Siroki dobni raspon nerizi¢ne populacije, odnosno veéi udio u mladoj (<40 godina)
ili starijoj (>70 godina) populaciji. Razlika je prema tipicnim bolesnicima gdje su
ve¢inom bili muskarci, grupirani u srednje staru populaciju. Ovi podaci se gotovo u

potpunosti poklapaju s nasima.

lako postoji velika razlika u spolnoj raspodjeli izmedu dvije skupine, nije bilo
statisticki znacajnih razlika u prezivljenju. Ako se gledaju samo ispitanici, specifi¢no
prezivljenje Zena je bilo gore nego muskaraca za skoro 10% (79% i 88%).
Usporeduju¢i prezivljenje Zzena izmedu ispitanika i kontrola, zakljuCuje se da je i
sveukupno 1 specifiéno prezivljenje bilo gore kod Zena koje nisu pusile niti
konzumirale alkohol. Nijedna studija, koja se bavila s nerizicnim bolesnicima, ne
spominje razliku u prezivljenju izmedu muskaraca i zena. Weyova132 studija ukljucuje
medu nerizi€nima samo zene 1 tamo je prezivljenje bilo bolje, ali se ono usporeduje s
cjelokupnom ostalom populacijom, a ne sa Zenama s tipi¢nim rizicnim ¢imbenicima.
Kod muskaraca gotovo da nije bilo razlike u sveukupnom prezivljenju, ali su u
specifiénom preZivljenju nesto bolji bili muski ispitanici prema kontrolama. Spol se u

multivarijantnoj Coxovoj analizi nije pokazao kao bitan ¢imbenik u prognozi.

S obzirom da je medu ispitanicima velik udio mladih bolesnika (18% prema
4%), mozemo se osvrnuti na dugo prisutnu dogmu da je karcinom usne Supljine kod
mlade populacije (<40 ili <45) povezan s izrazito loSom prognozom. Prve podatke o
karcinomu glave i vrata kod mladih je iznio Byers'*® 1975. kada je prikazao 11
bolesnika s karcinomom jezika s dvogodi$njim prezivljenjem od svega 45%. Od tada
mladi bolesnici s karcinomom glave i vrata nose negativan predznak, tj. uvijek ih se
povezivalo s losom prognozom i agresivnijim tijekom bolesti. Sarkaria i Harari™,

3

Lund i Howard™, Cusumano i Persky™? Garavello i suradnici**® i Siriwardena i

suradnici*®* objavljuju rezultate sukladno Byersu, odnosno obi¢no su to bolesnici
mladi od 45 godina s karcinomom jezika bez rizi¢nih ¢imbenika s vrlo loSom

prognozom. Nakon prvotnog Byersovog ¢lanka u literaturi se pocelo javljati mnostvo

155

¢lanaka sa suprotnim rezultatima. Schantz i Yu™>, Annertz i suradnici®®, Davidson i

8

suradnici®®’, Ho i suradnici®, Warnakulasuriya i suradnici'®® pokazuju da je

prezivljenje mladih bolesnika s karcinomom glave i vrata bolje nego kod kontrolne
grupe. Na kraju velik broj autora (Verschuur i suradnici*®®, Veness i suradnici*®*, Hart
i suradnici*®?, Pytynia i suradnici'®® , Friedlander i suradnici*®*, Pitman i suradnici*®,

Myers i suradnici'®, Popovtzer i suradnici'®’, Atula i suradnici'® Lipkin i
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suradnici*®®) navodi da nema razlike u preZivljenju i prognozi izmedu mladih i starije

kontrolne populacije. U nasem istrazivanju nije bilo znacajnih razlika u specificnom i
ukupnom prezivljenju izmedu pojedinih dobnih skupina medu ispitanicima, $to je
sukladno zadnjim podacima iz literature. Ni Coxovom regresijskom analizom dob ili
dobne skupine nisu se pokazale kao bitan prognosticki ¢imbenik. Jedina veéa razlika
je bila u specificnom petogodiSnjem prezivljenju gdje je dobna skupina mlada od 45
imala najgore prezivljenje (70% za razliku od srednje i starije s 83% 1 86%), iako ono

nije bilo statisti¢ki znac¢ajno.

6.2 Anatomske lokalizacije tumora u usnoj Supljini i bioloSko ponasanje
tumora

Medu tipi¢nim bolesnicima s karcinomom usne Supljine najzastupljeniji su
sublingvalni karcinom (39%), karcinom jezika (34%) te karcinom retromolarnog
podrucja (17%). Ovo su tipi¢ne lokalizacije u tzv. bazenu sline, gdje slina konstantno
oplakuje sluznicu i time ju dovodi u produzeni kontakt s karcinogenima koji se nalaze
u slini. Znacajne razlike su u pogledu anatomskih lokalizacija kod ispitanika.
Najzastupljeniji je karcinom jezika (42%), zatim sublingvalni karcinom (17%) te
gingiva maksile (13%) i mandibule (12%). Sli¢ni podaci dobiveni su i u studiji
Dahlstroma i suradnika.'”® Karcinom jezika je takoder bio najzastupljeniji (58,9%),
slijedio je karcinom gingive mandibule (16,9%), bukalni karcinom (9,6%), karcinom

gingive maksile (8,2%). Jezik je bio najzastupljeniji kod nerizi¢ne populacije i prema

131 130
te

rezultatima Kocha i suradnika'®, Tana i suradnika'®, Wisemana i suradnika

Pytinije i suradnika.'?’

Jasno je da kod nerizi¢nih bolesnika udio sublingvalnog
karcinoma i retromolarnog karcinoma nije tako velik jer nema Stetnih karcinogena iz
alkohola 1 cigareta u slini te tzv. bazen sline viSe ne utjeCe toliko na distribuciju

tumora. Uzroci karcinoma kod nerizi¢ne populacije nisu toliko jasni.

Analizirali smo 1 prezivljenje za dva najzastupljenija sijela karcinoma izmedu
ispitanika i kontrola. Jezik je imao nesto goru prognozu kod ispitanika nego kod
kontrola dok je prezivljenje bilo obrnuto za sublingvalni karcinom koji je imao bolje
prezivljenje kod ispitanika. Opcenito je u literaturi malo podataka za nerizi¢ne
bolesnike pa tako i usporedba prezivljenja po anatomskim lokalizacijama u usnoj
Supljini.
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Kod ispitanika su prevladavali tumori koji su bili manji (T1 i T2, 66%) i bez
regionalnih metastaza (NO, 77%) dok su kod kontrola tumori bili ve¢i (T3 i T4, 47%)
I sa CeS¢im regionalnim metastazama (N1-3, 31%). Sukladno tome nesto vise
ispitanika je bilo u prva dva stadija (58% prema 51%), dok su kontrole bile nesto vise
zastupljene u uznapredovalijim stadijima Il i 1V (49% prema 42%). Ovo se moze
objasniti time S$to su nerizini bolesnici obi¢no i boljeg socioekonomskog i
obrazovnog statusa te se vise brinu o svom zdravlju i javljaju se dok su promjene u
ustima jo§ relativno male. Tipi¢ni bolesnik s karcinomom usne Supljine je obi¢no
nizeg socioekonomskog statusa i obrazovanja te Cesto ne brine o svom oralnom
zdravlju, sto se vidi i po obi¢no vrlo losem dentalnom statusu, ali i zdravlju opc¢enito.
Karcinom usne Supljine bi idealno, s obzirom na vizualno lako dostupno mjesto na
kojem nastaje, trebao biti otkriven u T1 i T2 stadiju. Koch i suradnici**® su u svom
istrazivanju dosli do sli¢nih zakljucaka te pretpostavljaju da mozda tumori kod
nerizi¢nih bolesnika sporije rastu pa se zato javljaju u ranijim stadijima. Dahlstrom i
suradnici*® su dosli do statisticki znadajno veée ucestalosti stadija I za karcinom usne

Supljine kod nepusaca Sto opet korelira s naSim rezultatima.

Postotak recidiva se nije razlikovao izmedu dvije skupine bolesnika (25% prema
23%) §to bi govorilo da karcinom usne Supljine nije bioloski agresivniji kod
nerizi¢nih bolesnika. Isto tako nismo na$li bitne razlike izmedu recidiva ovisno o
dobnoj skupini u kojoj se pojavljuju. Kod ispitanika 21% ih se javlja u mladoj dobnoj
skupini, a 31% u starijoj dobnoj skupini. Kod kontrola svega 11% ih se javlja u
starijoj skupini, nijedan u mladoj, a ostatak u srednjoj dobnoj skupini. Ove razlike
mozda proizlaze iz same distribucije bolesnika po dobnim skupinama, a ne bioloske
agresivnosti tumora kod nerizi¢nih bolesnika. Medu ispitanicima ionako ima ukupno
vise mladih i starijih bolesnika pa je i logi¢no da se u tim dobnim skupinama javlja

vise recidiva nego kod kontrola.

Nije bilo razlike u pojavi drugih primarnih tumora izmedu ispitanika i kontrola.
Ocekivalo bi se da ispitanici, koji ne puse i ne piju, imaju manje drugih primarnih
tumora od kontrola, koje redovito konzumiraju alkohol i svakodnevno puse cigarete,
zbog nedostatka kroni€nog i dugotrajnog oSteCenja sluznice cijelog gornjeg
aerodigestivnog trakta navedenim karcinogenima. Stovise, gotovo jednak broj
bolesnika iz obje skupine je razvio drugi primarni tumor u podrucju gornjeg
aerodigestivnog trakta. Kao $to je sluznica kod pusaca i alkoholicara ukleta, tako je
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o¢ito ukleta i sluznica kod nerizi¢nih bolesnika samo S$to je jo§ nepoznato koji je to
¢imbenik koji dovodi do toga. Wiseman i suradnici**® su nasli vrlo visoku stopu DPT-
a kod nerizi¢nih bolesnika s karcinomom usne Supljine od 31%, $to je viSe nego $to je
u istoj instituciji nadeno kod tipi¢nih bolesnika (18%) te za to nisu nasli objasnjenje.
Koch i Suradnicilss, kao ni mi, nisu nasli razlike u pojavi DPT-a izmedu nerizi¢nih i
rizi¢nih bolesnika. Chen i suradnici'’® u svom istraZivanju takoder nisu nasli razlike u
pojavi DPT-a izmedu rizi¢nih i nerizi¢nih bolesnika. Prema rezultatima vecine studija
ostaje dakle otvoreno pitanje DPT-a kod nerizicne populacije. Prema nasim
rezultatima ucestalost je otprilike ista kao i kod rizicnih bolesnika. Razlog ostaje

nepoznat.

Sveukupno 1 specificno prezivljenje se nije znacajnije razlikovalo izmedu dvije
skupine bolesnika sto bi znacilo da alkohol i puSenje ne igraju ulogu u kona¢noj
prognozi. To je potvrdeno i Coxovom multivarijantnom regresijskom analizom gdje
pusenje i alkohol gotovo da nisu nosili povecani rizik umiranja od bolesti. Sli¢ne
studije, koje su se bavile prezivljenjem nerizi¢nih bolesnika s karcinomom usne
Supljine, uglavnom su navodile slicno prezivljenje ili neSto bolje prezivljenje

nerizi¢nih bolesnika. Harris i suradnici‘?®

navode bolje desetogodisnje sveukupno
prezivljenje mladih od 45 godina za razliku od iste takve populacije koja je
konzumirala alkohol i pusila. Pytinia i suradnici'?’ takoder javljaju bolje sveukupno i
petogodiSnje specifi¢no preZivljenje za nerizi¢ne bolesnike s karcinomom glave i
vrata. Bolje prezivljenje, u navedenom istrazivanju, bi se moglo objasniti velikim
postotkom (62%) orofaringealnog karcinoma kod nerizi¢nih bolesnika, s obzirom da
je dokazano da orofaringealni karcinom kod nerizi¢nih bolesnika ima bolju prognozu

2 na svom malom uzorku od 14

i da je povezan s HPV-om. Wey i suradnici®®
nerizi¢nih Zena navode prezivljenje od 79%, $to je bolje u odnosu na rizi¢ne bolesnike
u istoj studiji koji su imali prezivljenje od 63%. Interpretacija ovih rezultata je
ograni¢ena s obzirom na mali broj ispitanika u samom istraZivanju i rezultate treba
uzeti sa zadrskom. Koch i suradnici™® i Bundgaard i suradnici‘*® ne nalaze znacajne
razlike u sveukupnom ili specificnom petogodiSnjem preZivljenju izmedu nerizi¢nih
bolesnika i onih sa tipiénim riziénim &imbenicima. Wiseman i suradnici**®® ne
usporeduju prezivljenje nerizi¢nih bolesnika s tipicnim bolesnicima, ve¢ samo navode
prezivljenje od 69%, Sto je vrlo slicno opcenito petogodisnjem prezivljenju bolesnika

s karcinomom usne Supljine.
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U naSem istrazivanju dobili smo i vrijedne podatke o riziénim navikama
prosjecnog tipi¢nog bolesnika s karcinomom usne Supljine. Prosje¢na ekspozicija
pusenju je 45 kutija na godinu S§to bi znacilo da 20 cigareta dnevno pusi kroz 45
godina ili da 45 cigareta dnevno pusi kroz 20 godina. Isti takav bolesnik obi¢no
konzumira svakodnevno alkohol kroz prosje¢no 33 godine. Dnevno konzumira 173 g
etanola ili oko 11 pi¢a (u jednom pi¢u ima 15 g etanola te jedno pi¢e odgovara 125 ml
vina, ili 330 ml piva ili 36 ml Zestokog pica). Koli¢inski i po vrsti pi¢a je to u prosjeku
0,8 Ivina, 0,7 | piva te 0,12 | zestokog pi¢a. Pusenje i konzumacija alkohola su obi¢no
povezani. Samo dva bolesnika su bili nepusa¢i a svakodnevno su konzumirali
alkoholna pica, a samo sedam su bili pusaci ili biv§i pusaci koji nisu konzumirali
alkohol. Od 57 aktivnih puSaca samo dvoje nije konzumiralo i alkohol. Od 18 bivsih
pusaCa njih 15 je i dalje nastavilo sa svakodnevnim konzumiranjem alkohola.
Castellsague i suradnici® iznose podatke o riziénim navikama za karcinom usne
Supljine na temelju multicentri¢ne studije provedene u Spanjolskoj. Tako je prosje¢na
ekspozicija puSenju bila 28 cigareta kroz 40 godina Sto bi iznosilo 56 kutija na
godinu, dakle jo$ vise nego kod nas. Alkohol se svakodnevno konzumirao u prosjeku
kroz 38 godina i to prosje¢no osam pi¢a na dan. Ovi podaci iz Spanjolske su i
odekivani ako se uzme u obzir da je u Spanjolskoj incidencija karcinoma usne
Supljine medu najviSima u Europi. Sli¢ni podaci za konzumaciju alkohola su i iz
Italije gdje je 90% bolesnika konzumiralo viSe od 55 pi¢a na tjedan, dakle vise od

osam dnevno.'"

Relativni rizik za razvoj karcinoma usne Supljine prilikom
konzumacije samo tri pi¢a dnevno ili 50 g etanola dnevno je oko 3, za Sest pica
dnevno ili 100 g etanola je oko 8, a za osam pi¢a dnevno ili 125 g etanola je oko
13.1% Najveéi rizik nosi konzumiranje Zestokih piéa s obzirom da sadrzavaju veéi
udio etanola u sebi. S obzirom na navedene podatke mozemo reci da tipi¢an bolesnik

s karcinomom usne Supljine u Hrvatskoj konzumira veée koli¢ine alkohola pri ¢emu

smo sigurno medu vode¢ima u Europi.
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6.3 HPV PCR status

Kao §to se virus HPV-a povezuje s karcinomom orofarinksa kod nerizi¢ne
populacije ista stvar se moze pretpostaviti i za karcinom usne Supljine. Sluznica usne
Supljine je isto tako obloZena viSeslojnim plo¢astim epitelom za koji virus HPV-a ima
afinitet kao i sluznica orofarinksa ili sluznica cerviksa maternice. Tom pretpostavkom

smo se vodili prilikom kreiranja ovog istrazivanja.

Prema rezultatima dobivenima PCR analizom parafinskih kocki, 27% svih
bolesnika je bilo pozitivno na HPV. Nije bilo znaajne razlike u prisutnosti virusa
HPV-a izmedu ispitanika i kontrola (22% prema 31%, p=0,2740). Suprotno nasim
oc¢ekivanjima, ¢ak je neSto vise bolesnika pozitivno na HPV u kontrolnoj grupi. lako
je teSko dokazati da je neSto uzro¢ni ¢imbenik, povecano prisustvo virusa HPV-a
medu ispitanicima, a u nedostatku drugih poznatih rizinih ¢imbenika bi sigurno
ukazivalo na povezanost HPV infekcije i nastanka karcinoma usne Supljine. | dalje je
moguce da je jedan dio karcinoma usne Supljine, a 0sobito kod nerizi¢nih bolesnika,
povezan s HPV-om dok kod pusaca i alkoholicara HPV vjerojatno djeluje samo kao
jo$ jedan kofaktor u slozenom mehanizmu Kkarcinogeneze. Dobiven udio HPV
pozitivnosti u cjelokupnom ispitivanom uzorku je u skladu s ve¢inom studija koje su
ispitivale ucestalost HPV-a u karcinomima usne Supljine PCR metodom. Prema radu
Terminea i suradnika®®, odnosno velikoj meta analizi radova objavljenih od 1988. do
2007. godine, gdje se usporedivala ucestalost HPV-a u parafinskim kockama
karcinoma usne Supljine nasuprot ostalih sijela glave i vrata, uéestalost HPV-a je bila
38,1%. Ako se uzmu u obzir samo rezultati studija gdje je HPV dokazivan PCR
koje su objavili Kreimer i suradnici®® u svom sistematskom pregledu prevalencije
HPV-a i pojedinih genotipova u tumorima glave i vrata. U tom radu prevalencija
HPV-a je bila 23,5% u karcinomima usne Supljine, temeljeno na 35 studija i 2642
bolesnika. U svim studijama uklju¢enim u ovaj pregled HPV je dokazivan PCR
metodom. Medutim, veéina studija je upotrebljavala svjeze smrznute uzorke, a manji
dio parafinske kocke. Autori navode da ta razlika nije imala utjecaj na konaéni
rezultat prevalencije HPV-a, iako bi rezultati dobiveni na parafinskim kockama trebali
biti nesto manji zbog denaturacije DNA koja se dogada i nemoguénosti izolacije

virusne DNA. Miller i White®® su u svojem preglednom radu upravo to i dokazali.
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Ucestalost HPV-a u svjezim smrznutim uzorcima je bila ¢ak 51,6%, a u parafinskim
uzorcima 21,7% (p<0,001).

Puno su oskudniji podaci za ucestalost HPV-a kod nerizi¢nih bolesnika s
karcinomom usne Supljine. Iako se provode brojne studije o ucestalosti HPV-a u
karcinomima glave i vrata, rijetko se navode razlike u dobivenim rezultatima S§to se
tice anatomske lokalizacije u podrucju glave i vrata, ali i navika ispitivane populacije.
Dahlstrom i suradnici*?® u svom istrazivanju na 172 nerizi¢na bolesnika i 1131 tipi¢na
bolesnika sa svim sijelima karcinoma glave i vrata, su izmedu ostalog ispitivali
prisutnost HPV-a seroloski i PCR metodom na HPV tip 16. Ukupno je u istraZivanje
bilo uklju¢eno 73 bolesnika s karcinomom u usnoj Supljini bez rizi¢nih ¢imbenika. Od
toga je njih 30 bilo testirano seroloski na HPV, a svega 20 PCR metodom na HPV 16.
Od rizi¢nih bolesnika njih 135 s karcinomom u usnoj Supljini je bilo testirano
seroloski, a 57 PCR metodom. Nisu nadene statisticki znacajne razlike u HPV statusu
izmedu rizi¢ne i nerizi¢ne skupine bolesnika, bilo seroloski, bilo PCR-om. Seroloski
je pozitivnu reakciju pokazalo 13% nerizi¢nih bolesnika, a PCR-om 30% dok je kod
tipi¢nih bolesnika njih 11% bilo pozitivno seroloski i 21% PCR metodom. Rezultate
dobivene seroloski ionako moZemo uzeti sa zadrSkom, s obzirom da je to indirektna
metoda koja dokazuje samo da je osoba imala kontakt s virusom HPV-a, a ne i da se

virus nalazi u samom tumoru ili u usnoj Supljini.

Dahlstrom i suradnici*® su 2005. g. objavili istraZivanje gdje usporeduju HPV
status seroloSki izmedu 120 bolesnika s karcinomom glave i vrata (od toga 60
nepusaca i 60 tipi¢nih bolesnika) i 120 kontrola. Seroloski za usnu Supljinu nisu
nadene statisti¢ki znacajne razlike izmedu nerizi¢nih i tipi¢nih bolesnika. Samo 8,3%
slu¢ajeva karcinoma usne Supljine je bilo pozitivno na HPV infekciju. Na 18 tumora
usne Supljine se PCR metodom pokusalo identificirati HPV DNA. Rezultat je bio
pozitivan u samo tri slucaja. Autori zaklju€uju da je HPV infekcija povezana sa
znacajno povisenim rizikom za orofaringealni, ali ne i karcinom usne Supljine te da

nema razlike u HPV statusu izmedu pusaca i nepusaca.

Andrews i suradnici*®® su u svoje istrazivanje ukljuéili 40 bolesnika, 22 kontrole
s benignom biopsijom te svega 18 bolesnika bez rizi¢nih ¢imbenika. Od njih 18 samo
dvoje je bilo s lokalizacijom tumora u usnoj Supljini. Ostatak je bio s karcinomom u

podrucju tonzile ili baze jezika. PCR analizom oba su tumora jezika bila HPV
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pozitivna, medutim broj je premali da bi se mogli izvuéi nekakvi valjani zakljucci.
Visoka HPV pozitivnost nerizicnih bolesnika bila je vezana uz velik broj

orofaringealnih karcinoma u studiji.

Koch i suradnici*® su analizirali 24 nepusaca i 24 bivsa pusaca od ukupno 308
bolesnika sa svim sijelima glave i vrata. Na HPV je bilo pozitivno 5 nepusaca, 8
biv§ih pusaca te 24 pusaca. Nije bilo statisticki znacajne razlike u HPV statusu
izmedu puSaca 1 nepuSaca. Svega tri karcinoma u usnoj Supljini su bila HPV

pozitivna, sva tri kod teskih pusaca.

Fouret i suradnici®®® su u svom istrazivanju dobili svega 5 HPV DNA pozitivnih
nepusaca, od 187 ispitanika. Nije poznato koliki je to¢no bio udio karcinoma usne
Supljine. Iz svega navedenog ne zna se zapravo koliki je udio HPV pozitivnih medu
nerizicnim bolesnicima s karcinomom usne Supljine, odnosno broj bolesnika u
pojedinim istrazivanjima je bio vrlo mali. NasSe istraZivanje stoga predstavlja studiju s
najveéim brojem nerizi¢nih ispitanika s karcinomom usne Supljine i analizom
prisutnosti HPV-a kod takvih bolesnika. Najbliza je ona Dahlstroma i suradnika'®®
gdje su ukljué¢ena 73 nerizi¢na bolesnika s karcinomom usne Supljine od ¢ega se samo
kod njih 20 PCR metodom ispitala prisutnost HPV-a. U nasem istrazivanju bilo je

ukljuceno 77 nerizinih bolesnika i kod svih je PCR-om dokazivan HPV.

Nije bilo znacajne razlike u dobnoj raspodjeli izmedu HPV pozitivnih i
negativnih. Gledano po postotku u HPV pozitivnoj grupi ima nesto vise mladih, a u
HPV negativnoj starijih bolesnika. lako bi se moglo pretpostaviti da bi nesto ve¢i udio
HPYV pozitivnih trebao biti u mladoj dobnoj skupini s obzirom na manjak klasi¢nih
rizi¢nih ¢imbenika i aktivan seksualni zivot te prakticiranje oralnog seksa, podaci iz
literature su kontradiktorni. Kabeya i suradnici'™® su istrazivali prevalenciju HPV-a
kod mladih od 40 godina s karcinomom jezika. PCR-om nije dokazan niti jedan virus
HPV-a kod ukupno 32 ispitanika te zakljucuju da kod mladih HPV ne igra ulogu u
onkogenezi. Van Monsjou i suradnici'™ su takoder istrazivali prevalenciju HPV-a kod
mladih od 40 godina s karcinomima glave i vrata. Samo 5% karcinoma usne Supljine
se pokazalo PCR-om pozitivnho na HPV, a isto tako nisu nasli povezanost HPV-a s
prisustvom ili odsustvom rizi¢nih navika, tj. pusenja i alkohola. Harris i suradnici”
su kod samo dva mlada bolesnika s karcinomom jezika nasli HPV DNA PCR

metodom od ukupno 25 bolesnika. Kaminagakura i suradnici'”® su dosli do zakljuka
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da HPV ima ulogu kod karcinoma usne Supljine mlade populacije. Ukupno je 19%
sluc¢ajeva bilo HPV PCR pozitivno od ¢ega je 68% bilo u mladoj populaciji, a 32% u
populaciji starijoj od 50 godina (p=0,001). S obzirom da je velina istraZivanja na
relativno malom uzorku, za konacne rezultate bi bilo potrebno provesti meta analizu
svih studija. Gledano po prezivljenju, HPV pozitivni status po dobnim skupinama nije
imao znacCajnijeg utjecaja. Najgore je specificno prezivljenje imala srednja dobna
skupina koja je bila HPV pozitivna (69%) za razliku od mlade (83%) i starije (86%)
dobne skupine.

U HPV+ grupi je bilo vise muskaraca nego zena (68% prema 32%) te su oni,
gledajuci specificno prezivljenje, imali neSto goru prognozu nego Zene (72% prema
83%). Uzimaju¢i u obzir cjelokupnu skupinu ispitanika, prezivljenje (sveukupno i
specifi¢no) izmedu muskaraca i Zena se nije znatnije razlikovalo. U studijama koje su
se bavile HPV povezanim orofaringealnim karcinomom, takoder su prevladavali
muskarci 1 to uglavnom bez rizicnih navika. U naSem istrazivanju prevladavaju HPV
pozitivni muskarci koji konzumiraju alkohol i puSe. Samo 17% ih je bez rizi¢nih
navika. Kod Zena pozitivnih na HPV je upravo obrnuto. Samo jedna je pusila i
konzumirala alkohol svakodnevno (7%). Kada se gleda cijela grupa HPV pozitivnih,
onda se ova razlika u navikama medu spolovima izgubi. Ako se usporeduje pusenje i
alkohol ovisno o HPV statusu, onda nema znacajnih razlika, iako bi se o¢ekivalo da je
HPV vise pozitivan kod onih bez rizi¢nih ¢imbenika. U naSem istrazivanju pusaci
¢ine 63% HPV pozitivne i 55% HPV negativne grupe, a alkohol redovito konzumira
61% HPV pozitivnih i 55% HPV negativnih. Koch i suradnici‘®® takoder nisu nasli
povezanost HPV-a s pusenjem i alkoholom. Duray i suradnici'’’ te Smith i
suradnici'’® isto tako nisu nali veéu prevalenciju HPV-a kod nepusaa i
nealkoholi¢ara. Uglavnom je ista kao i kod onih koji piju i puSe. U nekim drugim

studijama, poput Fouret i suradnika™®

, sugerirano je da je HPV povezan s
nedostatkom pusenja i alkohola. Polovica od 10 nerizi¢nih bolesnika je bilo HPV
pozitivno, a medu rizi¢nima samo 8%. Naoc¢igled je ovo ogromna razlika (50% prema
8%), ali radi se o vrlo malom uzorku od svega 10 nerizi¢nih bolesnika pa rezultate,

odnosno zakljucak koji proizlazi, treba uzeti sa zadrSkom.
Nijedna anatomska lokalizacija tumora nije pokazala vecu razliku u ucestalosti

izmedu HPV pozitivnih i negativnih bolesnika. U obje skupine najces¢i tumor je bio

karcinom jezika s gotovo jednakim postotkom (38% 1 37%), a nakon njega
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sublingvalni karcinom $to je bilo iznenadujuée. Sublingvalni karcinom je inace
snazno povezan s konzumiranjem alkohola i puSenjem jer se nalazi na centralnom
mjestu u tzv. bazenu sline i za ocekivati je bilo da neée biti toliko povezan sa HPV-
om. Medutim, prema naSim rezultatima zastupljen je ¢ak s 34% u HPV pozitivnoj
grupi, a s 26% u HPV negativnoj, suprotno nasim ocekivanjima. Ovo samo potvrduje
maloprije re¢eno da je HPV pozitivnost neovisna o (ne)konzumaciji alkohola i
(ne)pusenju. Na tre¢em mjestu nalazi se retromolarni karcinom kod HPV negativnih,
dakle isti je poredak kao i kod pusSaca i alkoholicara, dok je kod HPV pozitivnih na
trecem mjestu gingiva mandibule. Moze se zakljuciti da virus HPV ne pokazuje veci
ili manji afinitet prema nijednoj anatomskoj lokalizaciji tumora u usnoj Supljini vec je
raspodjela tumora gotovo jednaka kao i kod tipi¢ne populacije bolesnika s
karcinomom usne Supljine. Za razliku od orofaringealnog karcinoma, gdje je HPV
uglavnom povezan s tonzilom, u usnoj Supljini virus HPV-a je rasporeden gotovo
podjednako. U svakoj pojedinoj anatomskoj lokalizaciji u usnoj Supljini HPV

pozitivno je oko 25% tumora (+ ili - 8%) te lokalizacije.

U literaturi vecina studija se bavi analizom HPV-a medu karcinomima jezika jer
je obi¢no ta lokalizacija tumora najce$¢a u usnoj Supljini, ali i zato jer je u zadnjim
desetlje¢ima zabiljeZen porast karcinoma jezika unato¢ smanjenom pusenju i
konzumaciji alkohola pa se pokusalo to povezati s virusom HPV-a.}"*!® Kao $to je
navedeno ranije, Kabeya i suradnici'’® te Harris i suradnici'’ nisu nasli poveznicu
izmedu HPV-a i karcinoma jezika kod mladih. Liang i suradnici*®* su nasli svega
jedan HPV pozitivan karcinom jezika kod 51 ispitanog te odbacuju sumnju da je za
rastudi trend karcinoma jezika odgovoran HPV. Sli¢ne rezultate dobili su i Siebers i
suradnici.’® Na sedam bolesnika s karcinomom jezika, koji nisu pusili i konzumirali
alkohol, nije izolirao niti jednu HPV DNA iz parafinskih blokova. S druge strane,
Kozomara i suradnici*®® navode postotak od 64% HPV pozitivnih karcinoma usne
Supljine, od Gega je veéina bio jezik, a da Silva i suradnici'® navode ¢ak 74%
pozitivnih karcinoma jezika. Na$i su rezultati negdje u sredini, vjerojatno na tragu
Kreimerove meta analize.®® Jezik je bio HPV pozitivan kod 26% svih bolesnika s
karcinomom jezika, odnosno medu svim HPV pozitivnima je bio zastupljen s 37%.
Iako se krivulje prezivljenja ne razlikuju statisticki znacajno, karcinom jezika koji je
HPV pozitivan pokazuje nesto bolje specificno prezivljenje nego HPV negativan

karcinom jezika. Rezultate sli¢ne nasima, $to se tie karcinoma jezika i HPV statusa,
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objavili su Lee i suradnici'®®

koji su pronasli 35% HPV pozitivnih karcinoma jezika
koji su imali bolju prognozu nego HPV negativni iako ne statisticki znacajno
(p=0,24). Na losiju prognozu povezanu s HPV-om ukazuju Kozomara i suradnici'®,
iako su bolesnici u njihovoj studiji uglavnom karcinomi jezika i sublingvalni

karcinomi.

Zanimljivo je da u literaturi gotovo nema zasebnih analiza sublingvalnog
karcinoma i virusa HPV-a, iako je u nasem istrazivanju ¢ak tre¢ina svih sublingvalnih
karcinoma bila pozitivna na HPV. Analizom krivulja prezivljenja nije bilo razlike u
prezivljenju sublingvalnih karcinoma ovisno o HPV statusu. Vjerojatno Se razlog
nezainteresiranost istrazivaa prema ovoj tumorskoj lokalizaciji krije u ¢injenici Sto
nije zabiljezen porast u incidenciji, kao Sto je slucaj s karcinomom jezika i tonzile.
Uspjeli smo naci svega jedno istrazivanje na ovu temu gdje je postotak pozitivnih
sublingvalnih tumora bio 17% te je zaklju¢eno da HPV vjerojatno ne igra znacajnu
ulogu kod ove lokalizacije tumora.’® Nasi podaci govore upravo suprotno. Tre¢ina
HPV pozitivnih tumora ¢ini znacajan udio medu sublingvalnim karcinomima i

zasluzuje daljnje ispitivanje.

Razlike u pojavi drugih primarnih tumora izmedu HPV pozitivnih i negativnih
bolesnika gotovo da i nije bilo. Ako znamo da je za ve¢inu DPT-a krivo kroni¢no
oSteenje gornjeg aerodigestivnog trakta uzrokovano alkoholom i puSenjem, i ako
pogledamo rezultate prema kojima je gotovo jednak broj puSaca i konzumenata
alkohola medu HPV pozitivnima i negativnima, onda je vrlo logi¢no da izmedu te
dvije grupe nema razlike. Odnosno, bilo bi razlike da HPV nekim mehanizmom
uzrokuje kroni¢no osteéenje sluznice i doprinosi pojavi DPT-a, ali to vjerojatno nije
tako. Vec¢ina objavljenih studija nije iznosila podatke o drugim primarnim tumorima

medu HPV pozitivnim i negativnim bolesnicima.

HPV pozitivni tumori su bili manji (T1 1 T2, 71%), ali su ¢e$¢e imali regionalne
metastaze (N1-N3, 39%), nego HPV negativni tumori koji su bili ve¢i (T3 i T4, 42%),
ali su CeSCe bili bez regionalnih metastaza (NO, 77%). Razlika u regionalnim
metastazama izmedu HPV pozitivnih 1 negativnih je bila 1 statisticki znacajna
(p=0,0327). Ovo bi se moglo objasniti time da su HPV pozitivni tumori agresivniji od
pocetka, odnosno iako su tumori u usnoj Supljini relativno mali, ve¢ u ranoj fazi daju

regionalne metastaze. Ovo se reflektira i na sveukupnom i specificnom petogodisnjem
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prezivljenju. HPV pozitivni bolesnici imaju nesto loSije prezivljenje nego HPV
negativni, iako razlike nisu statisticki znacajne. lako se HPV opéenito kod karcinoma
glave 1 vrata povezuje s boljom prognozom odnosno prezivljenjem, prema nasem
istrazivanju kod karcinoma usne Supljine prezivljenje povezano s HPV-om je losije.
Jo§ nekoliko radova potkrepljuje nase rezultate. Duray i suradnici'’’ su nasli visok
postotak HPV pozitivnih tumora u usnoj Supljini, ¢ak 70% (44% visokorizi¢ni i 26%
niskoriziéni HPV genotipovi). HPV pozitivni ispitanici su imali petogodisnje
prezivljenje od 40% dok su HPV negativni imali prezivljenje od 76% (p=0,007).
Kozomara i suradnici'®® su u svom uzorku od 50 bolesnika s karcinomima jezika i
sublingvalno nasli 60% HPV pozitivnih bolesnika koji su imali lo$ije prezivljenje

" su na uzorku od 64 bolesnika s

nego HPV negativni. Brandwein i suradnici'®
karcinomom usne Supljine dosli umnogome do sli¢nih rezultata kao i mi. Prevladavali
su muskarci iako ne statisti¢ki znac¢ajno. HPV pozitivno je bilo 25% bolesnika. Nije
bilo anatomske lokalizacije tumora intraoralno gdje bi HPV bio zastupljeniji. Srednja
dob HPV pozitivnih i negativnih bolesnika je bila slicna. Nije bilo vise nepusaca
medu HPV pozitivnima. Prezivljenje HPV pozitivnih bolesnika je bilo loSije nego
HPV negativnih. Ragin i Taioli*® su napravili 2007. g. pregledni &lanak i meta
analizu studija na temu preZivljenja kod karcinoma glave i vrata u odnosu na HPV
infekciju. Bolju prognozu HPV pozitivnih tumora, nego negativnih tumora, su
pokazale 24 ukljuéene studije, iako ono kod viSe od polovice studija nije bilo i
statisticki zna¢ajno. Gotovo sve ove studije uklju¢ivale su bolesnike s raznim sijelima
karcinoma glave i vrata (usna Supljina, farinks, larinks). Deset ukljuCenih studija nije
pokazalo razlike u prezivljenju izmedu HPV pozitivnih i negativnih, a ukljucivale su
uglavnom isto tako populaciju s pomijeSanim raznim sijelima karcinoma glave i vrata.
Samo tri studije su pokazale loSije prezivljenje HPV pozitivnih tumora, od ¢ega su
dvije bile samo s bolesnicima s karcinomom usne Supljine, a jedna s hipofaringealnim
i laringealnim karcinomom. Ono $to je zanimljivo je da ako se gleda ukupan broj
bolesnika s pojedinom lokalizacijom tumora, onda u studijama gdje je prognoza
povezana s HPV-om bolja, prevladavaju preko 50% bolesnici s karcinomom
orofarinksa. U studijama gdje nema razlike u prezivljenju, prevladavaju tumori usne
Supljine i larinksa, a u studijama gdje je prezivljenje povezano s HPV-om losije,
preko 50% bolesnika ¢ine oni s karcinomom u usnoj Supljini. Autori zakljucuju da bi

prezivljenje povezano s HPV statusom moglo ovisiti 0 anatomskoj lokalizaciji
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tumora, dakle HPV pozitivni karcinom orofarinksa je povezan s boljom prognozom, a
HPV pozitivni karcinom usne Supljine ili laringealni s losijom ili jednakom. Isayeva i
suradnici” u sistematskom pregledu literature o HPV-u kod ne-orofaringealnih
karcinoma navode da za HPV i karcinom usne Supljine ne postoji znacajna

povezanost izmedu prisutnosti HPV-a i bolje prognoze.

Bolja prognoza je zapravo povezana s HPV tipom 16 koji je snazno povezan s
karcinomima orofarinksa dok pokazuje slabu povezanost s karcinomom usne Supljine
i laringealnim karcinomom.*® Ovo je takoder u skladu s nagim rezultatima §to se tice
otkrivenih genotipova HPV-a. Prema Kreimeru i suradnicima®® u orofaringealnim
karcinomima HPV tip 16 ¢ini 86,7% svih HPV pozitivnih, a HPV tip 18 2,8% dok su
ostali tipovi (6, 11, 33) zastupljeni s jo§ manjim postotkom. U karcinomima usne
Supljine HPV tip 16 ¢ini 58% svih pozitivnih karcinoma, tip 18 ¢ini 34% dok su ostali
tipovi (6,11, 33, 31) zastupljeni u jo§ manjem postotku. U nasem istrazivanju HPV tip
16 je bio najc¢es¢i (45%). Zanimljivo HPV tip 18 nije bio na drugom mjestu ve¢ na
Cetvrtom s 5%. Na drugom mjestu je bio tip 31 s 11%, a na treCem niskorizi¢ni tip 6 s
8%. Od ostalih tipova svi su bili visokorizi¢ni (tip 33, 45, 51, 52, 53, 58) osim jednog
niskorizi¢nog (tip 43). U jednom istrazivanju iz Francuske HPV tip 16 i u usnoj
Supljini &ini dak 95% svih genotipova.’® U Kreimerovom &lanku®, gdje su u
tablicama poredane studije i genotipovi HPV-a po zemljopisnim lokacijama, vidljivo
je da veca zastupljenost genotipa 31 nije bila u nijednoj studiji izvan Europe. Jedino je

13 tip 31 bio najzastupljeniji, a u jo§ jednoj studiji iz Italije®*

kod Fouret i suradnika
se pojavljuje medu ¢eS¢im genotipovima. Vrlo je vjerojatno da ucestalost pojedinih
genotipova u karcinomima usne Supljine ovisi 0 zemljopisnoj duzini i S$irini i
epidemioloskim znacajkama populacije na toj lokaciji. Ono Sto je zajednicko svim
studijama je dominacija HPV tipa 16, ali je postotak razli¢it i kre¢e se od 30% do
100%, dok je neSto veca varijabilnost u zastupljenosti ostalih tipova, kako
visokoriziénih, tako 1 niskorizi¢nih.

HPV pozitivni bolesnici su imali ¢e$c¢e recidive (32%), za razliku od HPV
negativnih (21%), sto se ocituje u nesto losijoj krivulji prezivljenja za HPV pozitivne
bolesnike. U studijama gdje je prezivljenje HPV pozitivnih bilo losije, i recidivi su
bili ¢es¢i kod HPV pozitivnih, §to je sasvim logi¢no. U vecini drugih studija ili nije

bilo razlike, ili je recidiva bilo manje.
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Ako analiziramo rezultate Coxove regresijske multivarijantne analize, onda
HPV nije statisti¢ki znacajno utjecao na prezivljenje u cjelokupnoj populaciji sto se
podudara i s log rank testom Kaplan Meierovih krivulja. Medutim rizik (HR, hazard
ratio) umiranja od bolesti, u cjelokupnoj populaciji studije, ako je HPV pozitivan,
ipak je bio povecan (1,56). Jo§ je veéi rizik od umiranja povezan s HPV-om u
ispitivanoj populaciji te iznosi 2,8 $to je bilo i statisticki znacajno (p=0,0351).
Mozemo zakljuciti da iako HPV u odnosu na kontrole nije bio ¢e$¢i u ispitivanoj
populaciji bez riziénih ¢imbenika, on ipak nosi za tu populaciju povecani rizik od

umiranja, odnosno losiju prognozu te je HPV vazan kao prognosticki ¢imbenik.

6.4 pl6INK4a status

U cjelokupnom istrazivanju 19% tumora je pokazalo pozitivhu reakciju na
pl6INK4a. Prema jednom pregledu literature od 12,8% do 100% karcinoma usne

Supljine pokazuje poviSenu ekspresiju proteina p16INK4a.192

Rezultati ve¢ine studija
temelje se na malim uzorcima (najée$¢e od 10 do 30 ispitanika). Samo dvije studije
imaju vise od 100 ispitanika. NaSe istrazivanje bi predstavljalo skoro najvecu studiju s
ispitivanjem pl6INK4a ekspresije u karcinomu usne Supljine (154 ispitanika). Jedina
veca je ona Karsaija i suradnika™® koja je ukljucivala 156 ispitanika, u kojoj je loije

prezivljenje bilo povezano sa smanjenom ekspresijom p16INK4a.

PreZivljenje se nije statisticki razlikovalo s obzirom na p16INK4a status, iako su
pl6INK4a pozitivni bolesnici imali lo$ije i sveukupno i specifi¢no prezivljenje nego
pl6INK4a negativni (71% 1 81%). Prema jaini ekspresije proteina pl6INKd4a
prezivljenje je bilo 1 statisticki loSije (p=0,05) za one koji su jace eksprimirali
navedeni protein. Takoder znacajna statisticka razlika je dobivena izmedu p16INK4a
negativnih i izrazito pl6INK4a pozitivnih bolesnika u pojavi recidiva (p=0,0463).
Cak 43% p16INK4a pozitivnih je imalo ili recidive, ili udaljenu metastazu (prema
21% p16INK4a negativnih). To objasnjava losije prezivljenje bolesnika sa snaznijom
ekspresijom pl6INK4a u nasem istrazivanju. lIako je ve¢ ranije navedeno da je
pl6INK4a povezan s boljom prognozom i karcinomima orofarinksa, iz naSeg
istrazivanja je vidljivo da to isto ne mora vrijediti i za karcinom usne Supljine,
odnosno pl6INK4a se ponasa isto kao i HPV, tj. povezan je sa neSto loSijom

prognozom i neito Gedé¢im recidivima. Chandarana i suradnici'®* nisu utvrdili vezu
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izmedu prezivljenja i pl6INK4a statusa za karcinom usne Supljine koja bi bila
statisti¢ki znacajna. U istoj studiji je p16INK4a bio povezan s boljim prezivljenjem za
orofaringealni karcinom. Duray i suradnici'’’ takoder nisu utvrdili statisticki zna¢ajnu
razliku u prezivljenju izmedu pl6INK4a+ i p16INK4a- kod karcinoma usne Supljine.
Ovi rezultati su razli¢iti od nekih iz literature, gdje se p16INK4a i kod karcinoma

usne Supljine povezuje s boljom prognozom. Chen i suradnici®”

su na Tajvanu
utvrdili da su p16INK4a pozitivni tumori usne Supljine povezani s boljom prognozom.
Suzuki i suradnici'®® isto javljaju statisticki znaGajno bolje preZivljenje karcinoma
usne Supljine koji je povezan s povecanom ekspresijom p16INK4a. Vidljivo je da vrlo
malo studija moze potkrijepiti nase rezultate za p16INK4a i prezivljenje. Naime ni mi,
kao ni neki autori, nismo utvrdili statisticki znac¢ajnu razliku u prezivljenju s obzirom
na pl6INK4a status, ali je ona postala statisticki znacajna kada smo bolesnike
podijelili prema ja¢ini ekspresije p1l6INK4a, $to autori prethodnih studija nisu radili.
Mozda bi u tom slucaju rezultat bio sli¢an. LoSije prezivljenje povezano s jacom
pl6INK4a ekspresijom u naSem istrazivanju potvrdila je i Coxova multivarijantna
regresijska analiza. Naime za cjelokupnu ispitivanu populaciju je snaznija p161INK4a
ekspresija (++ 1 +++) predstavljala statisticki znacajnu razliku u prezivljenju
(p=0,0488) i rizik umiranja od bolesti povezan s p16INK4a je bio 2,22 puta veci nego
kod p16INK4a negativnih ili slabo pozitivnih(+) bolesnika. Jo$ snaZnija povezanost
se pokazala za skupinu ispitanika gdje je rizik umiranja od bolesti bio 2,9 puta veci za
pl6INK4a pozitivne ispitanike u odnosu na pl6INK4a negativne ili slabo
pozitivne(+) (p=0,026).

NajcesS¢a lokalizacija tumora u usnoj Supljini koja je pokazala povecanu
ekspresiju pl6INK4a proteina bio je jezik (45% svih pl6INK4a pozitivnih).
Zanimljiv rezultat se dobio analizirajuéi prezivljenje karcinoma jezika kod pozitivnog
i negativnog pl6INK4a. pl6INK4a+ karcinom jezika ima statisticki losije sveukupno
i specificno prezivljenje (p=0,0576 i p<0,002) dok je onaj povezan s HPV-om imao
bolje preZivljenje. Gonzales Moles i suradnici'®® nisu utvrdili razlike u prezivljenju
karcinoma jezika s obzirom na p16INK4a status, ali su nasli veliki broj p16INK4a

® su kod

pozitivnih karcinoma jezika (68%). Suprotno ovome Harris i suradnici'’
mladih bolesnika s karcinomom jezika nasli bolje prezivljenje povezano s p16INK4a
pozitivnos¢u. U svjetlu ranije spomenute korelacije p16INK4a i HPV statusa, autori

su nasli 11 pozitivnih na pl6INK4a od 25, a svega 2 od 25 pozitivha na HPV PCR
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metodom. Dakle opet znaGajan udio p16INK4a+/HPV-, dak devet. Bova i suradnici'®’
su isto tako kod bolesnika s karcinomom jezika i povisenom razinom p1l6INK4a
proteina utvrdili bolje prezivljenje. Nazalost malo studija je objavilo rezultate
prezivljenja oslanjajuéi se samo na pl6INK4a, ve¢ su uvijek rezultati ovisno o HPV
statusu dokazanom PCR-om ili ISH. U dostupnoj literaturi do sada nije bilo
objavljeno statisticki loSije prezivljenje karcinoma jezika povezano s povisenom

ekspresijom proteina p16INK4a.

Statisticki grani¢na znacajnost je bila kod retromolarnog karcinoma ovisno o
pl6INK4a statusu (p=0,0896). Naime niti jedan retromolarni karcinom (0/16) nije
pokazao pozitivnu reakciju na pl6INK4a. Gotovo da i nema u literaturi specifi¢nih
¢lanaka o retromolarnom karcinomu i njegovoj povezanosti s HPV-om ili p16INK4a
ekspresijom. Sve studije o karcinomu usne Supljine i HPV-u i/ili p16INK4a se temelje

uglavnom na karcinomu jezika.

U analizi krivulja prezivljenja izmedu ispitanika i kontrola, ovisno o
p16INK4a statusu, vidi se da postoji tendencija u sveukupnom i specificnom
prezivljenju, da ispitanici koji su p16INK4a pozitivni imaju goru prognozu od ostalih.
Ispitanici koji su pl6INK4a negativni imaju najbolju prognozu, dok su krivulje
prezivljenja za kontrole i p16INK4a pozitivne i negativne gotovo sli¢ne. Moze se
zakljuciti da p16INK4a status igra ulogu u prognozi kod nerizi¢nih bolesnika, dok
kod kontrola, koje konzumiraju alkohol i puSe, p16INK4a nije znacajan u prognozi
ishoda bolesti. Ova razlika u prezivljenju mozda proizlazi iz vece ucestalosti
pl6INK4a pozitivnih medu ispitanicima, nego medu kontrolama. Negativni trend
povezan s p16INK4a pozitivnim ispitanicima je vidljiv i u cjelokupnoj populaciji koja

je p16INK4a pozitivna.

Izmedu ispitanika i1 kontrolne grupe postojala je statisticki znacajna razlika u
imunohistokemijskom pl6INK4a statusu (p=0,0134), odnosno znaéajno veci broj
nepusaca i nekonzumenata alkohola je bio p16INK4a pozitivan. Ako shvatimo protein
pl6INK4a kao surogat marker HPV infekcije i one bolesnike koji pokazuju ekspresiju
navedenog proteina kao HPV pozitivne, onda ovo potkrepljuje hipotezu naseg
istrazivanja, odnosno da je HPV infekcija ¢eS¢a kod nerizi¢nih bolesnika i potvrduje
ono $to je poznato za orofaringealni karcinom. Medutim ova teza se nije potvrdila i

PCR testiranjem parafinskih preparata. Svega sedam bolesnika, koji su bili p16INK4a
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pozitivni, bili su ujedno i HPV PCR pozitivni. Veliki broj od 91 bolesnika koji je bio
pl6INK4a negativan je bio i PCR HPV negativan, a 34 bolesnika koji su bili
p16INK4a negativni bili su pozitivni na HPV PCR-om. Ovo se moze objasniti time da
je HPV kod tih bolesnika vjerojatno bio transkripcijski neaktivan, odnosno nije vrsio
sintezu svojih proteina pa nije doSlo do pozitivne imunohistokemijske reakcije na
protein p16INK4a. Kod 22 bolesnika, koji su pokazali pozitivhu imunohistokemijsku
reakciju na pl6INK4a, suprotno ocekivanome, nije se uspjelo PCR-om detektirati
HPV DNA. Postoje dva objasnjenja pozitivnih p16INK4a i negativnih HPV PCR
rezultata. S obzirom da smo istrazivanje radili na parafinskim blokovima, moguce je
da se DNA u preparatima toliko denaturirala i krizno povezala da se HPV DNA, koja
je mozda 1 bila prisutna, nije mogla detektirati ¢ak ni s poCetnicom male veli¢ine 1
visoke specifi¢nosti. Drugo objasnjenje je da povisena prisutnost proteina p16INK4a
nije povezana s HPV-om i da je posljedica opcenito onkogenog stani¢nog stresa. Kod
anogenitalnih karcinoma dokazana je jasna povezanost izmedu poviSene razine
proteina p16INK4a i HPV infekcije.’®®?® Cak je i kod orofaringealnih/tonzilarnih
karcinoma dokazana &vrsta povezanost pozitivne pl6INK4a reakcije i HPV-a.2%+2%
Kod karcinoma usne Supljine nekoliko studija nije uspjelo dokazati povezanost
izmedu HPV infekcije i ekspresije p16INK4a. Weinberger i suradnici®® su istrazujuéi
pl6INK4a ekspresiju kod orofaringealnih karcinoma prvi ukazali na postojanje 3
skupine bolesnika HPV+/pl6INK4a+, HPV+/pl6INK4a-, HPV-/pl6INK4a-.
HPV+/p16INK4a+ skupina bolesnika je bila povezana s izrazito boljom prognozom.
U toj studiji samo jedan tumor je bio pozitivan na p16INK4a, a HPV negativan te nije
uvrSten u analizu rezultata. Mozda je tu napravljena greska jer, kako vidimo, u studiji
su samo orofaringealni karcinomi, a postoji znacajan broj posebice neorofaringealnih
tumora koji pokazuju povecanu ekspresiju pl6INK4a, a HPV PCR su negativni.
Hoffman i suradnici®® su medu raznim tumorima glave i vrata pronasli 13 sludajeva
pl6INK4a pozitivnih, a HPV PCR negativnih tumora. U studiju je bilo uklju¢eno
osam karcinoma u usnoj Supljini (sve karcinomi jezika) od Cega je jedan bio
HPV+/p16INK4a+, jedan HPV+/pl6INK4a- a cak tri HPV-/pl6INK4a+, Sto bi
znadilo da je ¢ak 37% karcinoma usne Supljine bilo p16INK4a+ a HPV-. Razlog
povisenog proteina pl6INK4a u odsustvu HPV-a autori vide u nekim drugim
razlozima stani¢nog stresa koji uzrokuje povisenu ekspresiju navedenog proteina.

Klingenberg i suradnici?® su analizirajuéi prisutnost HPV-a i razinu ekspresije
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pl6INK4a u zdravim tonzilama nakon tonzilektomije, pronasli samo 1% HPV
pozitivnih tonzila, a ¢ak 28% ih je pokazalo pozitivnu reakciju na p16INK4a. 1z svega
su zakljucili da povisena razina p16INK4a ne mora biti povezana s HPV-om ve¢ i s
nekim drugim &imbenicima. Nemes i suradnici® su analizirali povezanost HPV
infekcije i ekspresije proteina p16INK4a, p53 i Rb u karcinomima usne Supljine. HPV
DNA je nadena u 41% slucajeva te, kao ni u naSem istrazivanju, HPV status nije bio
povezan s odsustvom pusenja i alkohola. p16INK4a je bio pozitivan kod 13% HPV
pozitivnih tumora te kod 20% HPV negativnih tumora. Autori zakljuuju da je
ekspresija proteina p16INK4a neovisna o HPV statusu kod karcinoma usne Supljine te
da se karcinomi usne Supljine razlikuju od anogenitalnihn po molekularnim
karakteristikama i karcinogenim mehanizmima. Sli¢ne podatke smo dobili i mi u
nasem istrazivanju. p16INK4a je bio pozitivan kod 17% HPV pozitivnih i 19% HPV
negativnih (p=0,9180) te bi isto tako mogli zakljuéiti da je pl6INK4a neovisan o
HPV statusu. Lingen i suradnici®® nisu u &ak 27 sludajeva, koji su bili p16INK4a
pozitivni, nasli HPV DNA. Navode da je pozitivna prediktivna vrijednost p16INK4a
imunohistokemije relativno niska (41%) te predlazu da pl6INK4a ne bi trebao biti
surogat marker HPV infekcije kod karcinoma usne Supljine. Duray i suradnici'’™
takoder nisu nasli povezanost HPV-a i ekspresije pl6INK4a u karcinomima usne
supljine. Kabeya i suradnici'”® su kod 32 karcinoma jezika imunohistokemijski nasli
pozitivnu reakciju na p16INK4a kod Sest bolesnika, a s obzirom da kod nijednog od
32 PCR-om i ISH nije dokazan HPV, zakljucuju da ekspresija proteina p16INK4a nije
pouzdan marker HPV infekcije kod karcinoma jezika. Elango i suradnici®®’ su takoder
kod karcinoma jezika naSli nepodudarnost u HPV (48% pozitivnih) 1 p16INK4a
statusu (33% pozitivnih). Cak 15% p16INK4a pozitivnih nije imalo dokazan HPV te
autori zakljucuju da se radi o ne-HPV induciranoj ekspresiji ili aktivaciji alternativnih
puteva prema onkogenezi. Laco i suradnici’® su proveli istraZivanje slino nasem.
Kod 48 karcinoma usne Supljine i 44 orofaringealna, od ¢ega su polovica bili
nepusaci, ispitivala se prisutnost HPV-a i ekspresija p1l6INK4a. Medu karcinomima
usne Supljine p16INK4a je bio pozitivan kod 35% (17/48), a HPV kod 15% (7/48)
bolesnika s§to znaci da je najmanje 10 bolesnika bilo p16INK4a+/HPV-. Autori nisu
dalje razradivali ovaj rezultat u svom clanku. Za orofaringealne karcinome
podudarnost p16INK4a i HPV DNA je bila velika, p16INK4a+ je bilo 82% (36/44), a
HPV+ 80% (35/44). Dakle kod orofaringealnih karcinoma samo jedan je bio
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p16INK4a+/HPV-, sli¢no kao i u originalnom Weinbergerovu istrazivanju.’® Iz ovih
rezultata se moze zaklju¢iti da je pl6INK4a pouzdaniji kod orofaringealnog
karcinoma kao marker HPV infekcije, nego kod karcinoma usne Supljine. Prezivljenje
je bilo bolje za HPV pozitivne, ali ako se zna da je u toj skupini bilo 7 karcinoma usne

Supljine i 35 orofaringealnih, onda taj podatak ne zac¢uduje.

Cak 82% HPV pozitivnih bolesnika u nasem istraZivanju bi bilo negativno da se
koristio predloZeni algoritam detekcije HPV-a u tumorima glave i vrata (Smeets,
2007)"" prema kojem se inicijalno radi imunohistokemijsko testiranje na p16INK4a,
a otkrivanje HPV DNA samo kod onih koji pokazu pozitivnu reakciju na p16INK4a.

Cak je i sam Smeets'’

u svom originalnom ¢lanku imao slucajeve HPV-, a
pl6INK4a+ (svi su bili karcinomi usne Supljine), gdje ni dodatnim testiranjem nije
identificirao HPV DNA. Zakljucio je da bi se u tom slucaju ti rezultati trebali tretirati

kao lazno pozitivni rezultati za p16INK4a imunohistokemiju.

Cak i kada bismo prihvatili ovo tumadenje, tada bi, prema rezultatima naseg
istrazivanja, svega Sest pP16INK4a+/HPV- tumora pokazalo slabu ekspresiju
pl6INK4a i opet ostaje 16 pl6INK4a+/HPV- tumora koji su pokazali umjerenu ili
snaznu ekspresiju pl6INK4a sto se svakako ne moZe smatrati lazno pozitivnim
rezultatom. Iz svega navedenog moZzemo zaklju¢iti da u Weinbergerovu
povecanu razinu pl6INK4a, a odsustvo HPV-a (detektirano PCR-om) mozZe biti u
parafinskim preparatima odnosno denaturiranoj DNA, dakle lazno negativan PCR
rezultat, ili neki drugi stani¢ni stresor koji bi uzrokovao povisenu ekspresiju
pl6INK4a, ili kombinacija oba razloga. pl6INK4a kao iskljucivi ili inicijalni
indirektni marker HPV infekcije, barem za karcinom usne Supljine, nije pouzdan za
razliku od orofaringealnog karcinoma gdje pokazuje dobru i pouzdanu korelaciju s
HPV statusom.

Ako se analiziraju krivulje sveukupnog i specificnog prezivljenja za Cetiri
moguce kombinacije HPV i pl16INK4a, onda se, iako nema statisticki znacajnih
razlika, dolazi do takoder zanimljivih spoznaja. HPV-/pl6INK4a- imaju najbolje
prezivljenje, a HPV+/ pl6INK4a+ najgore prezivljenje dok su ostale moguce
kombinacije izmedu ove dvije krivulje. U originalnom Weinbergerovom &lanku®®

HPV+/pl6INK4a+ su imali daleko najbolje prezivljenje, a HPV-/pl6INK4a-
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najlosije. Medutim u toj studiji se radilo o orofaringealnim karcinomima. Moze se
zakljuciti da iako pl6INK4a mozda za karcinom usne Supljine nije dobar kao surogat
marker HPV infekcije, ipak prognosticki gledano ima vaznost te bi
imunohistokemijsko odredivanje pl6INK4a svakako trebalo zadrzati u klinickoj

praksi.

Iz ovih krivulja prezivljenja, gdje HPV i p16INK4a udruzeno pokazuju najgoru
prognozu, samo se potvrduju ranije izneseni rezultati Coxove regresijske analize
prema kojima neovisno p16INK4a i HPV negativno djeluju na prognozu. Snaznija
pl6INK4a ekspresija nosi 2,66 puta poveéani rizik umiranja od bolesti, a HPV
pozitivnost 1,54 puta veci rizik. Sve ovo jo$ je izrazenije za bolesnike bez alkohola i

pusenja u anamnezi (HR 2,9 i 2,82).
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7. ZAKLJUCCI

e Bolesnici koji imaju karcinom usne supljine, a ne puse i ne konzumiraju
alkohol su u velikoj ve¢ini zene.

e Bolesnici bez tipi¢nih rizi¢nih ¢imbenika su u vec¢ini slu¢ajeva mladi od 45
godina ili stariji od 70 godina.

e Kod bolesnika bez rizicnih ¢imbenika prevladavaju karcinomi jezika,
gingivalni karcinomi (maksile ili mandibule) te sublingvalni karcinomi.

e Kod bolesnika koji puse i konzumiraju alkohol prevladavaju sublingvalni
karcinomi, karcinomi jezika i retromolarni karcinomi.

e U TNM stadiju bolesti, recidivima, drugim primarnim tumorima i prezivljenju
nema razlike izmedu bolesnika sa i bez tipi¢nih rizi¢nih ¢imbenika.

e Tipican bolesnik s karcinomom usne Supljine koji pusi i svakodnevno
konzumira alkohol u prosjeku pusi 45 kutija na godinu te pije u prosjeku 33
godine svakodnevno 173 g etanola sto je oko 11 pi¢a dnevno (u jednom piéu
ima 15 g etanola te jedno pice odgovara 125 ml vina, ili 330 ml piva ili 36 ml
zestokog pica).

e Izmedu bolesnika s karcinomom usne supljine koji puse i konzumiraju alkohol
i onih koji to ne rade, nema statisti¢ki znacajne razlike u ucestalosti HPV-a
(31% prema 22%; p=0,2740).

e lako nema razlike u ucestalosti HPV-a izmedu ispitanika i kontrola, kod
ispitanika je rizik od umiranja ¢ak 2,82 puta ve¢i za HPV pozitivne nego za
HPV negativne te za tu grupu predstavlja bitan prognosticki ¢cimbenik.

e Nesto vise od cetvrtine (27%) svih karcinoma usne Supljine je povezano s
virusom HPV-a dokazanog PCR-om neovisno o alkoholu i pusenju.

e Najcesci su visokorizi¢ni genotipovi HPV-a (85%) i to tip 16 (45,7%), tip 31
(11,4%), tipovi 18, 52 i 58 (svaki po 5,7%), te tipovi 33, 45, 51, 52 i 53 (svaki
po 2,9%).

e Od niskorizicnih HPV genotipova najces¢i je tip 6 (8,57%), tip 43 1 54 (svaki
sa po 2,9%).

e Bolesnici s HPV pozitivnim i negativnim karcinomima se bitno ne razlikuju
po dobi, spolu, anatomskim lokalizacijama tumora intraoralno, veli¢ini

primarnog tumora, stadiju, pojavi drugih primarnih tumora.
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Bolesnici s HPV pozitivnim karcinomima ¢e$¢e imaju regionalne metastaze
(p=0,0327).

Bolesnici s HPV pozitivnim karcinomima c¢e$¢e imaju recidive (32%) u
odnosu na HPV negativne (21%).

Sveukupno i specifi¢no petogodiSnje prezivljenje HPV pozitivnih i negativnih
se statisticki bitno ne razlikuje iako je prezivljenje HPV pozitivnih nesto losije
(65% i 75% prema 74% i 81%).

Svi HPV pozitivni bolesnici imaju 1,56 puta veéi rizik od umiranja od bolesti
u odnosu na HPV negativne bolesnike.

Bolesnici koji nemaju rizi¢nih ¢imbenika imaju znac¢ajnije povisenu ekspresiju
proteina pl6INK4a (27% prema 10%; p=0,0134) u karcinomima usne
Supljine.

Malo manje od petine (19%) svih bolesnika s karcinomom usne Supljine ima
povisenu ekspresiju proteina p16INK4a.

Nema razlike po dobi, spolu, anatomskim lokalizacijama, HPV statusu, TNM
stadiju i drugim primarnim tumorima izmedu p16INK4a pozitivnih i
negativnih.

Recidivi su c¢e$¢i kod bolesnika koji imaju snaZniju ekspresiju proteina
pl6INK4a (p=0,0463).

SnaZnija ekspresija proteina p16INK4a kod karcinoma usne Supljine povezana
je isa znacéajno lo$ijim specifi¢nim prezivljenjem (p=0,0501).

Rizik umiranja od bolesti povezan sa snaznijom pl6INK4a ekspresijom je
2,22 za cjelokupnu populaciju, a ¢ak 2,9 za ispitanike i predstavlja bitan
prognosticki ¢imbenik.

Izrazito loSije specifi¢no prezivljenje ima karcinom jezika koji je pozitivan na
pl6INK4a (p=0,002).

Korelacija izmedu poviSene ekspresije pl6INK4a i prisutnosti HPV-a u
karcinomu usne Supljine je slaba, kod 75% pozitivnih na p16INK4a ne moze
se PCR-om dokazati HPV DNA.

Protein p16INK4a kao surogat marker u karcinomu usne Supljine nije pouzdan
te ne moze sluziti kao jedina ili metoda probira u dokazivanju HPV-a kod
ili specifi¢nijim metodama (ISH).
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e Bitno je odrediti i p16INK4a status imunohistokemijski i HPV status nekom
od direktnih metoda, pogotovo za bolesnike bez tipi¢nih riziénih ¢imbenika,

jer ova dva parametra predstavljaju bitan prognostic¢ki ¢imbenik.
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8. SAZETAK

Karcinom u usnoj supljini obi¢no nastaje kao posljedica dugogodisnjeg
konzumiranja alkohola i pusenja cigareta. Samo u oko 10% slucajeva nalazimo
karcinom usne supljine kod bolesnika koji ne konzumiraju alkohol i ne puse cigarete.
Unato¢ smanjenom trendu pusenja i konzumiranja alkohola primjecen je porast
karcinoma usne Supljine. Humani papiloma virus (HPV) je ve¢ povezan s
orofaringealnim karcinomom, pogotovo kod nepusaca i nealkoholi¢ara. Takva
povezanost jo§ uvijek nije sa sigurnoséu utvrdena za karcinom usne supljine kod

nerizi¢ne populacije.

Hipoteza istrazivanja je da je ucestalost visokorizi¢nih tipova HPV-a, poglavito
tipova 16 i 18, vec¢a kod nerizi¢cne populacije s karcinomom usne Supljine nego kod
bolesnika s tipi¢nim rizicnim ¢imbenicima, sto bi ukazalo na povezanost HPV-a i

karcinoma usne supljine kod nerizi¢ne populacije.

Svi ukljuceni bolesnici su primarno kirurski lijeceni na Klinici za kirurgiju lica,
celjusti i usta, KB Dubrava, Zagreb od 1995. g. do 2010. g. i imali su histoloski
dokazan planocelularni karcinom u usnoj supljini. Podijeljeni su u dvije grupe: oni
koji svakodnevno konzumiraju alkohol i/ili puse vise od 10 kutija na godinu
(kontrole) i oni koji nemaju te rizicne navike u anamnezi (ispitanici). Obje skupine
bolesnika su usporedene s obzirom na HPV status, dob i spol, prezivljenje, pojavu
drugih primarnih tumora, recidiva te lokalizacije u usnoj supljini gdje se karcinom
pojavljuje. U dokazivanju prisutnosti HPV-a Kkoristili smo se indirektnim
dokazivanjem imunohistokemijskom metodom usmjereno na protein pl6INK4a te
direktnim dokazivanjem PCR genotipizacijom virusa metodom amplifikacije i analize
DNA.

Bilo je 77 ispitanika i 77 randomiziranih kontrola. Medu ispitanicima su
prevladavale zene (75%), dok su medu kontrolama prevladavali muskarci (90%) te je
razlika bila statisticki znac¢ajna (p<0,001). Raspon dobi medu ispitanicima je bio ve¢i.
Najmladi bolesnik je imao 24 a najstariji 90 godina te su, gledano po dobnim
skupinama, nesto vise od polovice ¢inili mladi od 45 i stariji od 70 godina. Medu
kontrolama su pak previladavali bolesnici srednjih godina (79%). Ispitanici su imali i

nesto drugaciju raspodjelu karcinoma u usnoj Supljini. Najces¢i je bio jezik (42%),
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zatim sublingvalno (17%) te gingiva maksile (13%) i mandibule (12%) dok su
kontrole imale najces¢e sublingvalni karcinom (39%), karcinom jezika (34%),
retromolarni karcinom (17%). Ispitanici su se nesto ¢esce javljali s manjim tumorima
(T11iT2) bez regionalnih metastaza (NO). Nije bilo razlike u stadiju, broju recidiva ili

drugih primarnih tumora.

Suprotno hipotezi nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u HPV PCR statusu. Cak
su kontrole bile pozitivnije na HPV od ispitanika (31% prema 22%). Ukupno je 27%
bolesnika s karcinomom usne Supljine bilo pozitivno na HPV. Muskarci su ¢escée bili
HPV pozitivni (68%). HPV pozitivni su bili neSto mladi od negativnih, ali ne
statisticki znac¢ajno (56 prema 60 godina). HPV pozitivni bolesnici su ¢esée imali
regionalne metastaze (39% prema 23%). U veli¢ini primarnog tumora, ukupnom
stadiju i drugim primarnim tumorima nije bilo znacajne razlike. Iako su u pojavi
recidiva i prezivljenju HPV pozitivni bolesnici imali nesto loSiji ishod, nije bilo

statisticki znacajne razlike.

Ako shvatimo ekspresiju p16INK4a kao indirektni pokazatelj HPV infekcije
onda se hipoteza istrazivanja potvrdila, odnosno p16INK4a je bio pozitivan kod 27%
ispitanika te 10% kontrola (p=0,0064), tj. HPV je u karcinomu usne Supljine ¢es¢i kod
nepusaca i onih koji ne konzumiraju alkohol. Medutim rezultati PCR analize nisu ovo
potvrdili niti u velikoj mjeri korelirali s rezultatima imunohistokemijskog ispitivanja.
Svi koji su pl6INK4a pozitivni bi trebali biti i HPV pozitivhi PCR-om. To je bio
slu¢aj kod samo sedam bolesnika dok ih je 22 bilo pl6INK4a pozitivno, a HPV
negativno. Moze se dakle zakljuCiti da za karcinom usne Supljine pl6INK4a
imunohistokemijsko dokazivanje nije pouzdan indirektni test za HPV. Nije bilo
statisti¢ki znacajnih razlika izmedu pl6INK4a pozitivnih i negativnih u spolu, dobi,
dobnim skupinama, anatomskim lokalizacijama tumora, TNM stadiju, broju drugih
primarnih tumora ili HPV statusu. Znacajno su viSe recidiva imali oni koju pokazivali
jacu ekspresiju p16INK4a i bili su povezani sa znacajno loSijim preZivljenjem, a
pogotovo karcinomi jezika.

| HPV i p16INK4a imaju odredenu prediktivnu ulogu u prezivljenju. Kada su
pozitivna oba, prezivljenje je najlosije za razliku od slucaja kada su oba negativna.

Osobito negativni prognosticki predznak nose za bolesnike bez rizi¢nih ¢imbenika.

Rizik od umiranja je ¢ak 2,8 puta vec¢i ako je HPV pozitivan, a 2,9 puta veci ako
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tumor pokazuje izrazitu pl6INK4a eskpresiju. S obzirom da prema ovoj studiji ne
koreliraju, trebalo bi u klini¢koj praksi odredivati i HPV direktnom metodom (PCR ili

ISH) i pl6INK4a imunohistokemijski jer time mozemo dobiti vrijedne podatke 0
prognozi bolesnika.
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9. SUMMARY

Oral cavity cancer is usually the result of heavy smoking and longstanding
alcohol consumption. Only around 10% of oral cancer patients neither smoke nor
drink. In western countries, there is a rising trend in oral cancer in those who neither
smoke nor drink alcohol. Human papilloma virus (HPV) has already been linked to
oropharyngeal cancer, especially in those who neither drink nor smoke. This
relationship between HPV and oral cancer has not yet been established, with previous

results being controversial.

We have hypothesised that the frequency of high risk HPV types, especially
types 16 and 18, is increased in non smokers non drinkers (NSND) who develop oral
cancer. This would therefore link HPV involvement in oral carcinogenesis in this

population.

Only patients with oral squamous cell carcinoma treated primarily with surgery
in the Department of Maxillofacial Surgery, University Hospital Dubrava, Zagreb,
from 1995 to 2010 were included in the study. Patients were divided into two groups.
The first group consisted of smokers of more than 10 pack/year who were also daily
drinkers. The second group consisted of NSND and included those of less than 10
pack/year active smokers. HPV status, age, gender, anatomic locations of the tumour,
stage, second primary tumours, recurrence and survival were compared between the
two groups. HPV was detected directly with PCR method and indirectly with
pl6INK4a immunohistochemistry.

There were 77 non smokers non drinkers and 77 controls (smokers and drinkers,
SD). Women were more frequent among NSND group (75%) versus more males
among SD (90%), p<0,001. The age range was greater among NSND, with the
youngest patient 24 years old and the oldest one 90 years old. More than half of the
patients were younger than 45 or older than 70 years. The SD group were middle aged
(45-69 years) in 79%. The tongue was the most frequent tumour site in oral cavity
among NSND (42%) followed by the sublingual region (17%), upper gum (13%) and
lower gum (12%). In the control group (smokers and drinkers), sublingual cancer was
the most frequent site (39%), followed by tongue cancer (34%) and then retromolar

cancer (17%). The NSND group had smaller cancers (T1 and T2) without regional
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metastasis (NO), although there was no statistical significance. No difference in
recurrence or second primary tumour (SPT) was observed between the two patient

groups.

HPV detected by PCR was less frequent among the NSND group. Only 22% of
NSND were positive for HPV, compared with 31% of SD. HPV was positive in 27%
of all oral cancer patients which is similar to previous published results. Men were
more frequently HPV positive (68%) than women. HPV positive patients tended to be
younger than HPV negative patients (56 years vs 60 years) but without statistical
significance. Regional metastasis (N) correlated significantly more with HPV
positivity (39% vs 23%) although there was no difference in primary tumour (T) or
stage. Similar rate of SPT was observed between the two groups. HPV positive
patients had a greater incidence of recurrences and worse survival, but this was not

statistically significant.

If p16INK4a expression is considered as surrogate marker of HPV infection, we
have confirmed the hypothesis of the study that high risk HPV groups are more
frequently seen in NSND oral cancer patients than in SD patients with oral cancer.
pl6INK4a was positive in 27% of NSND and only 10% of SD (p=0,0064). However,
PCR results did not support the above hypothesis and the overall correlation between
pl6INK4a and HPV was weak. All pl6INK4a positive patients should be HPV
positive if it is sensitive as a surrogate marker, but this was the case in only 7 out of
29 patients. 22 out of 29 patients were p16INK4a positive and HPV negative. Based
on our findings and those of other studies, we cannot support the use of pl6INK4a

immunostaining as the only test for HPV in oral cancer.

No statistically significant difference was observed between p16INK4a positive
and negative patients according to age, sex, anatomic tumour locations, stage, SPT or
HPV status. A higher rate of recurrences was associated with stronger pl16INK4a
expression, and this trend was also observed in survival curves. Stronger p16INK4a

expression had worse survival outcomes, particularly among tongue cancers.

Both HPV PCR and p16INK4a may be extrapolated for survival and prognostic
purposes. When both are positive, survival outcomes are worse while best survival is
associated with negative HPV PCR and pl16INK4a. NSND that is HPV positive has

2.8 hazard ratio and strong p161NK4a expression carries 2.9 hazard ratio for the same
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population. According to this study, correlation between HPV and pl6INK4a is very
weak. In clinical practice, patients should be routinely tested for HPV using PCR and
pl6INK4a immunohistochemistry in order to give us valuable information regarding

their prognosis.
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11. ZIVOTOPIS

Zovem se Emil Dediol i roden sam 16. veljace 1979. u Dubrovniku. Osnovnu
skolu pohadao sam i zavrSio u rodnom Orebi¢u, a opéu gimnaziju u Korculi.
Medicinski fakultet SveuciliSta u Zagrebu upisao sam 1997. gdje sam i diplomirao
2003. s prosjekom ocjena 4,71. S pripravnickim stazem sam zapoc¢eo 2003. na KBC

Zagreb.

Mijesto znanstvenog novaka-asistenta na Katedri za maksilofacijalnu kirurgiju u
KB Dubrava sam dobio 2004. Iste godine upisao sam Doktorski poslijediplomski
studij Biomedicina 1 zdravstvo na Medicinskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu. Do

2007. sam odslusao i poloZio sve ispite.

Sa specijalizacijom iz maksilofacijalne kirurgije zapoceo sam 2005., a
specijalisticki ispit sam polozio 2009. Tijekom specijalisticke edukacije usavrSavao
sam se u Glasgowu (mikrovaskularna kirurgija) i Dresdenu (maksilofacijalna
traumatologija). Dobio sam 2008. godine Hugo Obwegeser stipendiju Europskog
drustva za kraniomaksilofacijalnu kirurgiju (EACMFS - European Association for
Cranio- Maxillo- Facial Surgery) u sklopu koje sam boravio dva mjeseca na stru¢énom
usavrSavanju u University College Hospital u Londonu 2009. godine.
Subspecijalizaciju iz plasticne kirurgije glave i vrata zapoceo sam 2010., a 2012. sam

uspjesno polozio subspecijalisticki ispit.

Trenutno radim kao maksilofacijalni kirurg na Klinici za Kirurgiju lica, ¢eljusti i
usta, KB Dubrava.

Aktivno sam sudjelovao na brojnim domacéim i svjetskim kongresima. Autor
sam viSe Clanaka objavljenih u casopisima indeksiranima u Current Contents iz

podrucja kirurgije glave i vrata.

Clan sam Hrvatskog drustva za maksilofacijalnu, plasti¢nu i rekonstrukcijsku

kirurgiju glave 1 vrata i Europskog drustva za kraniomaksilofacijalnu kirurgiju.
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