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Sazetak

Znacaj imunohistokemijske izraZzenosti CD44 1 Ki67 u bolesnika s oralnom
leukoplakijom

Oralna leukoplakija (OL) je potencijalno zlo¢udna lezija sluznice usne Supljine kod koje postoji
povecan rizik za zloCudnu transformaciju u odnosu na zdravu sluznicu. Razumijevanje procesa
karcinogeneze i razvoj molekularne biologije doveo je do otkrivanja novih molekularnih
biomarkera poput Ki67 i CD44 koji bi mogli pomo¢i u ranom otkivanju tumora te njthovom
lije¢enju. Cilj ovog retrospektivnog presjeCnog istrazivanja je imunohistokemijski utvrditi
izrazenost CD44 1 Ki67 u OL te usporediti dobivene podatke s izrazenosti CD44 1 Ki67 u
oralnom planocelularnom karcinomu (OPK) i zdravoj oralnoj sluznici, kako bi se iz obrazaca
njihovih pojavnosti pretpostavila ukljucenost u patoloske dogadaje, a Sto bi moguce indiciralo
potrebu za prospektivnim studijama koje ukljucuju i ishode.
Analizirano je 30 uzoraka sluznice usne Supljine s dijagnozom OL, 30 uzoraka sluznice usne
Supljine s dijagnozom OPK i 20 uzoraka sluznice usne Supljine bez patohistoloskih promjena.
Imunohistokemijska analiza za protutijela vodila se LSAB metodom kao vizualizacijskim
sistemom na Dako TechMate TM Horizon (Dako, Copenhagen, Danska) automatiziranom
stroju za imunohistokemijsko bojenje. Zabiljezena je znaCajna razlika izmedu ispitivanih
skupina u odnosu na izrazenost CD44 u epitelu kao 1 u odnosu na izrazenost Ki67 u epitelu.
Statisticki znaCajna razlika zabiljezena je izmedu ispitivanih skupina u odnosu na
imunohistokemijsku izraZzenost CD44 u upalnom infiltratu, dok je zna€ajna razlika s obzirom
na izrazenost Ki67 u upalnom infiltratu zabiljeZena izmedu skupine OPK i OL te OPK i zdrave
sluznice, ali ne i izmedu OL i zdrave sluznice. Pozitivna korelacija zabiljeZena je izmedu upale
detektirane na hematoksilin eozinskom preparatu (HE) 1 Ki67 u upalnom infiltratu u skupini
OL. Znacajne 1 pozitivne korelacije zabiljezene su 1 s CD44 i u epitelu 1 u upalnom infiltratu
iste skupine. Nije zabiljeZena znacajna korelacija izmedu upale HE i ispitivanih molekularnih
biljega u skupini OPK. Znacajna pozitivna korelacija zabiljeZena je izmedu CD44 u upalnom
infiltratu s CD44 1 Ki67 u epitelu, ali samo u skupini OL, dok za OPK nije bilo znac¢ajne
povezanosti.
Povecana imunohistokemijska izraZenost biljega CD44 i Ki67 u OL upucuje na potrebu
provodenja novih opseznijih studija koje bi omogucile klinicarima dodatne moguénosti
pracenja i predvidanja ponaSanja pojedinih lezija.
Kljuéne rijeci: oralna leukoplakija, oralni planocelularni karcinom, molekularni biljezi, Ki67,

CD44.



ABSTRACT

Significance of immunohistochemical presence of CD44 and Ki67 in patients with oral

leukoplakia

INTRODUCTION: Oral leukoplakia (OL) is a potentially malignant lesion of the oral mucosa
in which there is an increased risk of malignant transformation compared to healthy mucosa.
Today, many clinical, histopathological, and molecular factors are used as potential predictors
of malignant transformation. Overall, conventional histopathological assessment remains the
golden standard to determine malignancy in such cases. However, the assessment of dysplasia
is subjective and for an accurate histopathological assessment experience is necessary.
Understanding the process of carcinogenesis and the development of molecular biology has led
to the discovery of new molecular biomarkers such as Ki67 and CD44 that could help in the
early detection of tumors and their treatment.
AIM OF THE RESEARCH: The aim of the research to immunohistochemically determine
the presence of CD44 and Ki67 in OL and to compare the obtained data with the presence of
CD44 and Ki67 in the oral squamous cell carcinoma (OSCC) and healthy oral mucosa.
METHODS: 30 samples of oral mucosa diagnosed with OL, 30 samples of oral mucosa
diagnosed with OSCC and 20 samples of oral mucosa without pathohistological changes
analyzed. Sections of paraffin blocks and primary monoclonal antibodies to Ki67 (MO A-HU
Ki67, clone MIB-1, 1: 150, DAKO) and to CD44 (MO A-HU CD44, clone DF 1485, 1:50,
DAKO) used for immunohistochemical analysis. Immunohistochemical analysis for antibodies
performed using the LSAB method as a visualization system on a Dako TechMateTM Horizon
(Dako, Copenhagen, Denmark) automated machine for immunohistochemical staining.
RESULTS: In the group diagnosed with OSCC, significantly more men compared to the OL
groups and healthy oral mucosa were detected. The OSCC group was the oldest with a median
age of 66.5 (IQR 52.2-72.0) years. A significant difference was noticed considering the
presence of inflammation between the OL and OSCC group in regard to healthy mucosa, while
no difference between the OL and OSCC group were observed. The inflammatory infiltrate
described on hemalaun eosin (HE) in the stroma correlated with the presence of Ki67 in the
inflammatory infiltrate in the stroma. Significant difference between the examined groups in
relation to the presence of CD44 in the epithelium as well as in relation to the presence of Ki67
in the epithelium were observed. A statistically significant difference between the examined
groups in relation to the CD44 in inflammatory infiltrate was observed, while a significant
difference in terms of Ki67 in inflammatory infiltrate between OSCC and OL and OSCC and

healthy mucosa, but not between OL and healthy mucosa were detected. A positive correlation



between HE and Ki67 in the inflammatory infiltrate in the OL group were observed. Significant
and positive correlations between HE inflammatory infiltrate and CD44 both in the epithelium
and in the inflammatory infiltrate of the same group were observed. No significant correlation
between HE inflammation and the examined molecular markers in the OSCC group was
observed. A significant positive correlation between CD44 in inflammatory infiltrate with
CD44 and Ki67 in the epithelium was observed, but only in the OL group, whereas no
significant connection for OSCC was observed.

CONCLUSION: An increased immunohistochemical presence of CD44 and Ki67 markers in
OL suggests the need for new more extensive studies that would provide clinicians additional
options for monitoring and predicting the behavior of individual lesions.

Keywords: oral leukoplakia, oral squamous cell cancer, molecular markers, Ki67, CD44.



POPIS KRATICA

CD44 — klaster diferencijacije 44 (engl. cluster of differentiation-44)

Ki67 — biljeg proliferacije

p53 — tumor supresorski gen

p16 — tumor supresorski gen

p63 — tumorski marker za karcinom prostate, plocaste stanice karcinoma glave i vrata, pluca,
metaplasticni karcinom dojke, divovski tumor kostiju i dr.

SZO — Svjetska zdravstvena organizacija

OL - oralna leukoplakija

OED - oralna epitelijalna displazija

PVL — proliferativna verukozna leukoplakija

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

EGFR (transmembranski tirozin kinazni receptor erB-obitelji)

OPK - oralni planocelularni karcinom

OLP - oralni lihen planus

TNM - sustav za odredivanje stadija tumora; primarni tumor (T), regionalni limfni ¢vorovi (N),
udaljene metastaze (M)

FIH — fibrozna upalna hiperplazija

TIF — tumorska invazivna fronta

KMS — karcinomske mati¢ne stanice
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1. UVOD
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1.1.Leukoplakija

Leukoplakija (gr¢. leukos-bijel, plak-mrlja) je bijela mrlja na povrs$ini sluznice koja se ne moze
ukloniti struganjem, te koja se prema klini¢kim 1 histoloskim obiljezjima ne moZze pripisati niti
jednoj drugoj bolesti (Svjetska zdravstvena organizacija (SZO), 1978) (1). Godine 1983.
dopunjena je definicija s objasnjenjem da se termin leukoplakija ne koristi ukoliko postoji

poznati uzro¢ni ¢imbenik, osim upotrebe duhana (2).

Zbog povecanog rizika za zlo¢udnu preobrazbu u odnosu na zdravu sluznicu, leukoplakija se
ubraja u prekancerozne lezije oralne sluznice. Marker za zlo¢udni potencijal oralne leukoplakije
(OL) predstavlja prisutnost displazije ¢ija se prevalencija kre¢e izmedu 1% 1 30% (3). Oralna
epitelijalna displazija (OED), karcinom in situ ili invazivni karcinom zabiljezeni suu 9 do 27%
sluc¢ajeva leukoplakije u studijama prije 1990. godine (4-6), dok se u novijim istrazivanjima taj

postotak krec¢e od 39 do 53% (7-13).

U studiji Silvermana i sur. iz (4) 1984. godine u Sjedinjenim Drzavama, 15,7% pacijenata (37
od 235) s dijagnozom ,,dobrocudna hiperkeratoza“ razvilo je karcinom plocastih stanica.
Godine 1998. u studiji iz Nizozemske maligna transformacija nedisplasticne leukoplakije
(,,benigna hiperkeratoza®) zabiljezena je u 30% bolesnika (6/20) (8). U tajvanskoj studiji iz
2006. godine, promatrana stopa maligne transformacije bila je niza od 3,6% (9). U nedavnoj
studiji Woo 1 sur., (7) 57,1% slucajeva leukoplakije dijagnosticirano je kao "benigna
hiperkeratoza" ili keratoza nepoznatog znacenja (KUS - “keratosis of unknown significance)
kada su sve frikcijske keratoze bile iskljucene, s rasponom od 24,3 do 61,1% u ostalim

studijama (iako je koriSten drugaciji izraz) (8-10, 13).

Medutim, vaZzno je naglasiti kako pojedine leukoplakije s displazijom nikada nece zlo¢udno
alterirati, dok ¢e neke bez displazije prije¢i u oralni karcinom. Zlo¢udna preobrazba
leukoplakije 1znosi oko 2% a rizi€ni ¢imbenici zlo¢udne preobrazbe koji se navode u literaturi
su zenski spol, duljina trajanja promjene, leukoplakija u nepuSaca, leukoplakija na jeziku 1/ili
dnu usne Supljine, veli¢ina lezije (>200 mm?), nehomogena leukoplakija i prisutnost displazije

(14).
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1.1.1. Epidemiologija

U dostupnoj literaturi razli¢iti podatci vezu se uz prevalenciju leukoplakije. Vecéina podataka o
prevalenciji 1 incidenciji leukoplakije temelji se na starijim retrospektivnim studijama.
Usporedbu stvarne prevalencije i incidencije leukoplakije otezava uporaba razli¢itih definicija
leukoplakije od studije do studije. Neke starije studije koristile su definiciju leukoplakije prema
SZ0 iz 1978. godine koja tada nije iskljucivala frikcijsku hiperkeratozu (1). Procijenjena
skupna prevalencija za oralnu leukoplakiju iznosila je 1,49% (interval pouzdanosti 95% [CI],
1,42-1,56) do 2,60% (95% CI, 1,72-2,74) (14). Godine 1967. Pindborg i suradnici (15) u Indiji
su proveli veliko prospektivno istrazivanje (N = 10 000) i otkrili da 3,28% bolesnika (n = 328)
ima leukoplakiju. Ova veéa incidencija mogla bi biti povezana s rasirenom uporabom orasastih
plodova u Indiji koji mogu pridonijeti razvoju leukoplakije. Bouquot je 1986. utvrdio da je

leukoplakija prisutna u 2,9% od 23, 616 bijelih odraslih osoba u Sjedinjenim DrZzavama (16).

Prema podatcima SZO prevalencija leukoplakije je 1,7%-2,7% u opc¢oj populaciji. Medutim,
vazno je napomenuti kako pouzdani epidemiloski podatci vezano za oralne bolesti opcenito
nedostaju (14). Prevalencija leukoplakije ovisi o zemljopisnom podrucju, a ujedno i o Stetnim
navikama pojedinaca. Tako je u nekim dijelovima svijeta gdje se duhan zvace njena
prevalencija joS 1 veca. Ucestalost leukoplakije u muskaraca ¢eS¢a je u odnosu na Zene i €ini se
kako je taj odnos 3:1. Za leukoplakiju je tipi¢no povecavanje prevalencije u odnosu na vecu

zivotnu dob te se rijetko vida u mladih odraslih osoba (17).

1.1.2. Etiologija

Najvazniji etioloSki ¢imbenik u nastanku leukoplakije je uporaba duhana, a pusaci ¢ine 75-97%
oboljelih od leukoplakije, dok je 10% svih leukoplakija idiopatsko (18). Nastanak leukoplakije
u pusaca jako ovisi o broju popusenih cigareta i trajanju vremena puSenja (18). Prestankom
pusenja cesto dolazi do djelomic¢nog ili potpunog povlacenja leukoplaki¢nih promjena (18).
Podatci pojedinih studija upucuju na povecani rizik zloCudne preobrazbe leukoplakije u
nepusaca (18). Uzivanje alkohola samo po sebi nije povezano s povecanim rizikom za razvoj
leukoplakije, ali sinergisti¢ki u¢inak pusenja i konzumiranja alkohola dodatno povecava rizik
za njezin nastanak (18). U objavljenoj literaturi dostupni podatci pokazuju kako je unos veci
od 5 jedinica alkohola dnevno (1 jedinica alkohola sadrzi 12g etanola, ekvivalent 330ml piva,

125 ml vina ili 40ml zestokog pica) ¢imbenik rizika za nastanak leukoplakije (18).
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1.1.2.1. Molekularni nalazi kod oralne leukoplakije

Maligna transformacija oralne leukoplakije potaknuta je viSestrukim genetskim ili
epigenetskim promjenama. Oralna leukoplakija moze imati neke od mutacija koje su
zabiljezene kao pokreta¢ u nastanku karcinoma kao i nositi slicnu kromosomsku nestabilnost,
poput DNA aneuploidije, gubitka heterozigotnosti i disfunkcije telomeraze, koji se povezuju s
pokretanjem nastanka tumora i zlo¢udnom transformacijom (19-22). DNA hipermetilacija na
specificnim lokusima (npr. CDH1, CDKN2A 1 MGMT) detektirana je u oralnim displasticnim
lezijama i karcinomima, uz izmijenjenu ekspresiju mikroRNA (miRNA; npr. miR-345, miR-
21 1 miR-18b) koja se povezauje s pokretanjem 1 napredovanjem oralnih prekanceroznih lezija
(24-26). Konkretno, aberantna ekspresija pS3, pl6INK4a (27-29) i mutacije gena 3p, 9p i 17
(posebno TP53) mogu biti povezane s pove¢anim rizikom od karcinoma (30). Trenutni dokazi
sugeriraju da proces razvoja od displasti¢ne lezije do invazivnog karcinoma, temeljen na
modelima karcinoma grli¢a maternice i melanoma, ukljucuje postupno gomilanje genetskih
promjena koje dovode do razvoja invazije (31). Tri koraka koji dovode do nastanka karcinoma
ukljucuju fazu proboja, ekspanzije i invazivnu fazu. Tijekom faze proboja, stanica razvija
mutaciju gena pokretaca i pocinje se nekontrolirano dijeliti, a lezija klinicki postaje vidljiva tek
nakon nekoliko godina. U fazi ekspanzije javljaju se dodatne mutacije gena koje ¢e potaknuti
rast karcinoma. Tijekom invazivne faze, tumor invadira okolna tkiva (31). Oralne displazije
konceptualno treba smatrati neinvazivnim neoplazmama koje su smjeStene unutar epitela,
slicno kao cervikalna displazija, koja se naziva intraepitelna neoplazma grlica maternice (32,

33).

1.1.3. Klini¢ka obiljezja

Klini¢ki se leukoplakija pojavljuje kao bijela mrlja na bilo kojoj povrSini oralne sluzice 1
asimptomatska je, iako se moZe naci literaturni navod da rijetko mozZe biti pracena blazim
simptomima boli ili nelagode (34), za $to autori napominju da se vjerojatno ve¢ radi o malignoj
transformaciji. U oko 70% slucajeva javlja se na sluznici obraza, gingivi i vermilionu donje
usnice, dok se rjede javlja na jeziku, dnu usne Supljine, sluznici nepca i gornje Celjusti te
retromolarnom podrucju (14). NajceSce se zlo¢udna preobrazba dogada u lezijama na jeziku 1
gingivi, a prosjecno vrijeme potrebno za zlocudnu preobrazbu od prve dijagnoze je 7,7 godina
(14). Klini¢ki se leukoplakija dijeli na homogenu, nehomogenu, verukoznu 1 proliferativnu

verukoznu leukoplakiju (PVL) (14).
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a) Homogena leukoplakija ili “Leukoplakia simplex” dobro je ogranicena bijela mrlja,
koja je blago uzvisena i ima naboranu ili namreskanu povrsinu. Na palpaciju je nalik
suhoj kozi .

b) Nehomogena ili nodularna leukoplakija je ona u kojoj se bijeli keratoticni ¢vorovi ili
mrlje medusobno ispreplicu. Ovaj oblik leukoplakije povezan je s viSom stopom
zlo¢udne preobrazbe, te su istrazivanja pokazala da se ¢ak u dvije treéine slucajeva na
patohistoloSkom nalazu ve¢ vidi epitelna displazija ili karcinom in situ.

¢) Verukozna leukoplakija klinicki ima izgled bijele naborane povrSine; ubraja se u
nehomogenu leukoplakiju.

d) Proliferativna verukozna leukoplakija (PVL) klinicki se o€ituje kao opsezni papilarni ili
verukoidni bijeli plak koji sporo zahvaca viSe mjesta na sluznici usne Supljine te prelazi
u rak plocastih stanica tijekom duljeg vremenskog razdoblja . NajceS¢e zahvaceno
podruéje u usnoj Supljini je gingiva. Cesée se javlja u Zena, s tim da se procjenjuje da je
manje od 45% slucajeva povezano s pusenjem. Ovaj oblik leukoplakije ima veci rizik
za razvoj displazije, rak plocastih stanica ili verukozni rak. Potonji raste sporo, dobro je

diferenciran i vrlo rijetko metastazira (14).

Veci rizik za zlo¢udnu preobrazbu imaju idiopatske, nehomogene, generalizirane leukoplakije,
1 one koje se nalaze na visokorizi¢nim lokalizacijama kao Sto su jezik, dno usne Supljine,
retromolarno podrucje 1 meko nepce uz retromolarno podrucje (14). Opcenito, nehomogene
leukoplakije povezane su s ve¢im rizikom od razvoja displazije ili oralnog karcinoma (20 do
25%) u usporedbi s homogenim slucajevima (0,6 do 5%) (3, 18, 35). PVL je najagresivniji oblik
medu leukoplakijama, sa malignom stopom transformacije od 70 do 100% kod dugotrajnog

pracenja (36-38).
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1.1.4. Dijagnoza

Dijagnoza leukoplakije postavlja se na temelju klinickog pregleda i patohistoloskog nalaza
dobivenog biopsijom leukoplaki¢ne lezije. Rezultati studije na uzorku od preko 3000 oralnih
leukoplakija pokazali su da preko 80% ovih lezija predstavlja dobrocudnu hiperkeratozu sa ili
bez zadebljanog sloja (5).Ukoliko su prisutne, displasti¢ne promjene zapocinju u bazalnim i
parabazalnim slojevima. Displasticne promjene karakterizira pojava povecanih i
hiperkromatskih jezgara, polimorfizam stanica i jezgara, prerana keratinizacija, pove¢an omjer
jezgre i citoplazme, pojacana mitotska aktivnost stanica, te generalizirani gubitak polarnosti
stanica. Ovisno o debljini epitela koju zahvaca displazija se dijeli na: 1.displaziju blagog stupnja
— promjene su ograni¢ene na donju treéinu epitela; 2. displaziju umjerenog stupnja — promjene
zahvacaju dvije tre¢ine debljine epitela; 3. displaziju teSkog stupnja - zahvaceno vise od dvije
tre¢ine, ali manje od cijele debljine epitela; 4. Carcinoma in situ — displasti¢ne stanice zahvacaju

¢itavu debljinu epitela, a bazalna membrana je netaknuta (39).

Kao pomo¢ne metode u dijagnostici navode se citoloSka pretraga lezije, kemiluminiscencija i
procjena biomarkera iz sline i seruma (40, 41). Iako su navedene pomo¢ne metode jednostavne
za upotrebu, njihova korist ostaje kontroverzna prije svega zbog negdje niske osjetljivosti, a
drugdje niske specifi¢nosti. Drugim rijecima, ve¢ina pomoc¢nih testova moze pokazivati lazno
negativne ili lazno pozitivne rezultate (npr. jer reaktivne i upalne lezije mogu pokazivati slicne
promjene kao i displazija). U odabiru najprimjerenijeg mjesta za biopsiju kod klinicki suspektne
lezije kao pomo¢na metoda koristi se test toluidinskim modrilom, plava boja koja ima afinitet
prema DNA 1 stanicama u diobi. U iskusnim rukama bojanje toluidinskim modrilom moze biti
korisno kao dodatak u nadzoru visokorizi¢nih pojedinaca, poput pacijenata u riziku od druge
primarne lezije te je izrazito cijenjen od strane kirurga s obzirom da se na taj nacin moZe

odrediti opseg lezije prije same ekscizije iste (40).

Ponekad se 1 pregledom biopsijskog uzorka, koji predstavlja zlatni standard u dijagnostici,
reaktivna atipija epitela moZe teSko razlikovati od rane blage displazije (42, 43).Vazno je
naglasiti kako se kona¢na dijagnoza u podlozi klinicke slike leukoplakije postavlja iskljucivo

na temelju patohistoloskog nalaza (44).

Diferencijalna dijagnoza bijelih lezija sluznice usne Supljine ukljucuje mehanicku iritaciju,
infekcije (kroni¢na hiperplasti¢na kandidijaza, vlasasta leukoplakija), kongenitalne poremecaje

keratinizacije (nasljedne diskeratoze, bijeli spuzvasti nevus), leukoedem, nikotinski stomatitis,
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keratozu izazvanu bezdimnim duhanom, lihen planus i lihenoidnu rekaciju, lihen sclerosus,

sistemski eritemski lupus i lineu albu (45).

1.1.5. Lijecenje

Bolesnike s dijagnozom leukoplakije, koji su ujedno i pusaci, vazno je savjetovati o dobrobiti
prestanka puSenja, odnosno o velikoj vjerojatnosti povlacenja leukoplakije. Otprilike 60%
leukoplakija koje su izazvane puSenjem ¢e se povuci ili potpuno nestati prestankom pusenja
(46). Ukoliko bolesnik ne prestane pusiti, lezije nece nestati (47). Potrebno je napomenuti kako
svi dostupni terapijski postupci lijecenja leukoplakije uglavnom podlijezu recidivu (48). Osim
toga potrebno je navesti kako niti jedan terapijski zahvat ne uklanja moguénost maligne
promjene oboljelog tkiva (49). Opcenito terapija moze biti medikamentozna ili kirurska.
Medikamentozna terapija se temelji na lokalnoj ili sistemskoj primjeni sintetskog vitamina A
(Roaccutane, Roche) (50, 51). Rezultati postojeé¢ih istrazivanja uglavnom pokazuju kako taj
nacin lije¢enja ne dovodi do uspjesnog izlijecenja jer su recidivi Cesti. Od kirurskih postupaka
moguce je napraviti eksciziju skalpelom 1 razliitim vrstama lasera (CO2, Nd:YAG, itd).
Raspon recidiva nakon kirur§kog uklanjanja lezije kre¢e se od 0 do 35% (52, 46-49). Nedavni
sustavni pregled koji se bavio upotrebom CO2 lasera za uklanjanje leukoplakije pokazao je
kako uporaba navedenog lasera predstavlja pouzdan i ponovljiv postupak. Medutim, stope
recidiva te maligne transformacije kretale su se u rasponu od 0 do 15% (50). Vohra i suradnici
(53) sustavno su pregledali studije o upotrebi fotodinamske terapije (PDT — photodynamic
therapy) za lijeCenje leukoplakije 1 eritroplakije. U slucaju leukoplakije rezultati su pokazali
potpun odgovor na terapiju u 27 do 90% slucajeva, djelomican odgovor u 5 do 48% 1 nikakav

odgovor u 4 do 25% lezija. Stopa recidiva kretala se u rasponu izmedu 10 do 25% (53).

Bolesnike je potrebno dozivotno kontrolirati, preporuca se jednom godiSnje dolaziti na preglede
uz ponavljanje biopsije ukoliko nema displasticnih promjena. Ukoliko postoje displasti¢ne
promjene na patohistoloSkom nalazu, pacijenti dolaze na kontrole svaka tri mjeseca, a uzimanje

uzorka se radi prema procjeni nadleznog lije¢nika (47, 52).

1.2.Oralna karcinogeneza

Karcinom usne Supljine i orofarinksa predstavlja znacajan zdravstveni problem, a godi$nje se

dijagnosticira vise od 300 000 novih slucajeva (54). Oralni planocelularni karcinom (OPK) ¢ini
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95% ovih malignih oboljenja, a ve¢inom mu prethode oralne prekancerozne lezije, odnosno
oralni potencijalno maligni poremecaji (eng. OPMD — oral potentially malignant disorders)
koje imaju povecan rizik za malignu transformaciju (55). U oralne prekanceroze ubrajaju se
oralna leukoplakija, oralni lihen planus, eritroplakija, aktini¢ni heilitis i oralna submukozna
fibroza. Unato¢ napretku u dijagnostici i novijim pristupima u lijecenju, stopa prezivljenja OPK
nije se znacajno promijenila u posljednjih pet desetljeca (56). Losa prognoza OPK moze se u
velikoj mjeri pripisati njegovom ucestalom dijagnosticiranju u uznapredovaloj fazi (57).
Razumijevanje procesa oralne karcinogeneze od velike je vaznosti u svrhu ranog otkrivanja i
poboljsanja prognoze pacijenata s OPK kao i1 u¢inkovitim pra¢enjem pacijenata s oralnim

prekancerozama.

Karcinogeneza podrazumijeva niz genotipskih 1 fenotipskih promjena koje rezultiraju
nastankom zlo¢udno promijenjene stanice. U usporedbi s normalnim stanicama, stanice
karcinoma pokazuju raspon obiljezja uklju¢ujuéi otpornost na brojne signale rasta, apoptozu,
samodostatnost s obzirom na signale rasta, neogranieni potencijal umnaZanja, promicanje
angiogeneze, sposobnost invazije u tkivo 1 metastaziranje, izmijenjene metaboli¢ke putove i
sposobnost izbjegavanja imunoloskog sustava (58, 59). Navedena obiljezja funkcionalne su
sposobnosti koje omogucuju stanicama karcinoma da prezive, razmnozavaju se i §ire izvan
svoje pocetne lokalizacije. Neka od ovih svojstava mogu se aktivirati prilicno rano u procesu
karcinogeneze, na primjer, otpornost na apoptozu, dok druga mogu biti prisutna samo u
zlo¢udnim ili metastatskim tkivima. Nastanak oralnog karcinoma je sloZen, viSestupanjski 1
multifokalni proces koji ukljuuje podru¢nu zloéudnu transformaciju (engl. Field
Cancerisation) i karcinogenezu (60, 61). U kontekstu OPK, karcinogeneza ukljucuje stanice i
tkiva zdrave oralne sluznice koja se pretvaraju u oralni karcinom plocastih stanica. Nastanak
OPK pokrece se nakupljanjem niza genetskih promjena koje aktiviraju ili inhibiraju razlicite
funkcije 1 signalne putove normalne oralne sluznice. Spomenuti oblik karcinogeneze
podrazumijeva proces koji se sastoji od nekoliko stupnjeva 1 stadija (tzv. multi-step 1 multi-
stage process) (62).

Visestupanjski proces podrazumijeva izloZzenost karcinogenima, poput duhanskog dima i
alkohola te uzrokuje osSte¢enja 1 popravke do odredene mjere u kojoj dovoljna koli¢ina
akumuliranih oStecenja postane okida¢ za transformaciju u karcinom (62). Kod normalnih
stanica zlo¢udna transformacija obuhvaca interakciju viSe onkogena uz inaktivaciju brojnih
tumor supresorskih gena (model karcinogeneze s viSe udaraca, tzv. multi-hit model; Slika 1.)

(62). Smatra se da je u ljudi potrebno od 3 do 10 somatskih mutacija kako bi se normalne stanice
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transformirale u zlo¢udne (63). Koncept podru¢ne zlocudne transformacije, kako su ga
zamislili Slaughter i sur. 1953. godine (65), opisuje proces kojim veliko podrucje tkiva postaje
genetski, ali ne histoloski izmijenjeno i koje je podloznije za malignu transformaciju (65). U
pocetku se razvija ,.komadi¢* (,,patch*) koji saCinjavaju klonalne jedinice mutiranih stanica.
»Patch se kasnije transformira u ,,podrucje* (,,field) koji ¢ini epitelna lezija koja se sastoji od
stanica koje sadrze karcinomu slicne promijenjene gene (65, 66). Osim toga, dogada se i
odreden broj genskih promjena. Nastanak OPK karakteriziran je genetskim promjenama,
gubitakom heterozigotnosti, onkogenom aktivacijom, inaktivacijom tumor supresorskog gena,
ukljucujuéi 1 druge gene te egzogeni ¢imbenici poput virusa (virus hepatitisa C, Epstein-Barr
virus, i humani papiloma virus) i navika (uzivanje duhana i alkohola) (66-68).

Genetske promjene obuhvacaju prekomjernu ekspresiju onkogena kao $to su MYC, EGFR,
FHIT, ERB-2, RB, RASSF1A, CCNDI1, mutacije, delecije te hipermetilaciju uzrokujuéi
inaktivaciju p16 i1 p53 tumor supresorskih gena (TSG) (66, 69). Vremenski slijed dogadaja
spomenutih promjena tijekom nastanka i progresije karcinoma glave i vrata jo$ uvijek nije do
kraja istraZen, a u dijagnostic¢kom i prognostickom smislu vrijednost spomenutih promjena je
kontroverzna.

Gubitak heterozigotnosti (LOH) u nekoliko kromosomskih regija sugeriraju da drugi tumor
supresorski geni jo$ nisu niti identificirani, a mogli bi biti ukljuceni u proces nastanka
karcinoma glave 1 vrata (67, 69, 70). LOH se najceS$¢e moze naci na krakovima kromosoma 3p,
9p, 17p, p16 (9p) 1 TP53 (17p) (70).

Nadalje, mutacija H-ras onkogena nije karakteristi¢na za zapadne zemlje, dok je u Indiji
1zolirana u 35% slucajeva OPK, te se stoga povezuje sa Zvakanjem areka oras¢ic¢a 1 puSenjem
duhana (68, 71-73).

U 30-52% tumora glave 1 vrata detektirana je amplifikacija 1 ko-amplifikacija onkogena bcl-2,
int-2 1 hst-1 (74). Pretjerana ekspresija i amplifikacija MYC, ERBB-2 i receptora za epidermalni
faktor rasta (EGFR) u slu¢ajevima karcinoma glave 1 vrata korelirale su s loSom prognozom
(75). U normalnim stanicama ekspresija EGFR (transmembranski tirozin kinazni receptor erB-
obitelji) vrlo je niska, za razliku od karcinoma glave i vrata. Navedeni nalaz povezuje se s

agresivnim tijekom bolesti, otpornoscu na lijecenje te loSijom prognozom (76).
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Slika 1. ,,Multi-hit“ - teorijski model karcinogeneze s vise udaraca (61).

1.2.1. Klini¢ki model karcinogeneze

Oralna prekancerozna lezija je podrucje morfoloski ili genetski izmijenjenog tkiva za koje
postoji veci rizik razvoja raka. Globalna prevalencija oralno potencijalno malignih lezija krece
se od 1% do 5% (18). Raspon tkivnih i stani¢nih promjena konzistentnih s karcinomom obi¢no
prethodi OPK, medutim ukoliko su navedene promjene ogranicene na povrsinski sloj epitela,
takve promjene nazivamo oralna epitelijalna displazija (eng. OED — oral epithelial dysplasia)
(77, 78). Iako razvoj OPK nije linearan proces, uvrijezen je stav da zapocinje kao jednostavna
hiperplazija epitela koja napreduje do OED, s tezim displasticnim promjenama koje ukazuju na
znacajnije genetske aberacije (77). Vremenski okvir za navedene promjene jo§ uvijek nije
poznat, medutim smatra se da je rije¢ o relativno sporo progrediraju¢em procesu, s malignom
transformacijom koja ¢e se dogoditi unutar 10 godina (77).

OLP je Cesta kroni¢na imunoloSka upalna bolest koZe 1 sluznice nepoznate etiologije. Klinicki
znakovi bolesti na sluznici usne Supljine pojavljuju se s prevalencijom od 0,1 — 4 % u cijelome
svijetu (79). Stopa zlo¢udne transformacije OLP-a, prema dosada$njim studijama, tijekom

petogodisnjeg razdoblja iznosila je 0.5 — 2% (80).
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Eritroplakija je crvena lezija na sluznici koja u trenutku dijagnosticiranja u ¢ak 80% slucajeva
na patohistoloSskom nalazu pokazuje displaziju ili karcinom. Rizik zlo¢udne preobrazbe je 4 do
7 puta veci u odnosu na leukoplakiju (81, 82).

Aktinicki heilitis je lezija na usni uzrokovana djelovanjem ultraljubicastog svijetla, a pojavljuje
se gotovo uvijek na donjoj usni. Cesce se pojavljuje u muskaraca nakon 50-¢ godine Zivota koji
dugo vremena provode vani na otvorenom (ribari, ratari, gradevinari). Klinicki se ocituje kao
asimptomatska, oStro ograni¢ena bijela ili crveno bijela promjena na donjoj usni koja je gruba
na dodir . Zlo¢udna transformacija nastaje u 10-20% bolesnika (81, 82).

Submukozna fibroza prekancerozna je lezija koja se pojavljuje u Aziji, a povezuje se s navikom
zvakanja betelovog ora$cica. Klinicki se manifestira bljedoom sluznice s nalazom palpabilnih
fibroznih traaka na obraznoj sluznici, mekom nepcu i usnicama. Od subjektivnih tegoba
prisutne su pekuce senzacije sluznice usne Supljine. Rizik zlo¢udne transformacije procijenjuje
se do 15% unutar 7 godina od postavljanja dijagnoze (81-84).

Navedene promjene ucestalije su u podrucjima gdje je incidencija oralnog karcinoma visoka,
te je zanimljiva ¢injenica da se gotovo 70% oralnih karcinoma razvija iz navedenih potencijalno
zlo¢udnih lezija (84). U 40% svih slucajeva oralnog karcinoma naj€esc¢a lokalizacija je jezik.
(84). Dno usne Supljine druga je najcesc¢a lokalizacija, potom slijede gingiva, obrazna sluznica,
labijalna sluznica i tvrdo nepce (84). Kujan i sur. (86) razvili su sustav koji kategorizira OED
na dva stupnja kako bi histopatologiju ucinili prakti¢énijom za klini¢are. Prema navedenom

sustavu OED se dijeli na onu niskog 1 visokog rizika za razvoj maligne transformacije (86).

1.2.2. Histoloski model karcinogeneze

Iako postavljanje dijagnoze invazivnih OPK uglavnom nije kompliciran, histopatoloska
dijagnoza oralnih prekanceroznih lezija moze biti nejasna. Histoloski nalaz displazije snazno
se povezuje s povecanom stopom razvoja invazivnog karcinoma (39). Svjetska zdravstvena
organizacija izdala je kriterije za displaziju, ukljucujuéi arhitektonske i citoloske promjene

epitela koji su saZeti u Tablici 1 (39).
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Tablica 1. Arhitektonske i citoloske karakteristike za stupnjevanje oralne epitelijalne displazije

(OED) (39).

Arhitektonske promjene

Citoloske promjene

Poremecaj stratifikacije epitela

Abnormalne varijacije u veli€ini jezgre

(anizonukleoza)

Gubitak polarnosti stanica bazalnog sloja

Abnormalna varijacija jezgrinog oblika
(pleomorfizam jezgre)

Zupci pile poput kapljica

Abnormalna varijacija u veliini stanice (anizocitoza)

Povecana mitotska aktivnost

Abnormalna varijacija u obliku stanice (polimorfizam
stanice)

Abnormalne mitoze koje nisu ograni¢ene na bazalne
ili parabazalne slojeve

Povecéan omjer jezgre i citoplazme

Prerana keratinizacija pojedinih stanica (diskeratoza)

Povecana jezgra

Keratinske perle unutar zubaca pile

Atipi¢ne mitotske aktivnosti

Povecan broj i veli¢ina nukleola

Hiperkromazija

Sustav SZO za procjenu stupnja oralne displazije ukljucuje odsutstvo displazije, prisutnost
blage displazije, umjerene displazije i teSke displazije (39). U slucajevima blage displazije,
citoloske i arhitektonske promjene ograni¢ene su na donju treinu epitela; u slucajevima
umjerene displazije, promjene zahvacaju dvije trecine debljine epitela. U slucajevima teSke
displazije, displasticne promjene ispunjavaju vise od dvije tre¢ine, ali manje od cijele debljine
epitela (39). Displasti¢ne stanice karcinoma in situ zauzimaju Citavu debljinu epitela (promjene
od dna do vrha), iako je bazalna membrana jo§ uvijek netaknuta (39). Invazivni OPK ukljucuje
displasti¢ne stanice koje kroz bazalnu membranu prodiru u podleZzecu stromu vezivnog tkiva
(39). Vazno je naglasiti kako je procjena displazije subjektivna te je za preciznu patoloSku
procjenu displazije potrebno dovoljno iskustva (85, 86). Nadalje, vrijednost stupnjevanja OED
u predvidanju maligne transformacije ogranic¢ena je ¢injenicom da sve OED lezije ne¢e maligno

alterirati (86). Suprotno tome, neke OED lezije mogu regredirati (18).

1.3. Oralni planocelularni karcinom (OPK)

Karcinom usne Supljine najucestaliji je karcinom iz skupine karcinoma glave i vrata. Prema

klasifikaciji SZO, karcinom usne Supljine obuhvaca zlocudne tumore u podruc¢ju usana, prednje
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dvije tre¢ine jezika, gingive, dna usne Supljine, retromolarnog trokuta, tvrdog nepca i sluznice
usne Supljine, ali ne i neoplazme zdrijela, tonzila i velikih Zlijezda slinovnica (87). Najcesce se
radi o planocelularnom karcinomu koji se dijagnosticira nakon 40-e¢ godine zivota, koji ima
izrazito nepovoljnu prognozu (87). Problematika oralnog planocelularnog karcinoma (OPK)
vezana je uz njegov asimptomatski tijek te se u veéini sluCajeva dijagnosticira u

uznapredovalom stadiju kada je ve¢ina mogucnosti lijecenja gotovo iscrpljena (87).

1.3.1. Epidemiologija

Prema ucestalosti, OPK ubraja se u deset najucestalijih karcinoma u svijetu i ¢ini 3-5% (4% u
muskaraca 1 2% u Zena) svih malignih bolesti u osoba oba spola. Prosje¢na incidencija iznosi
10/100 000 stanovnika (88). U Hrvatskoj godi$nje od ove dijagnoze umre izmedu 300 - 400
ljudi (91). U 95% slucajeva OPK se javlja nakon 40-e godine zivota Sto ga svrstava u bolesti
srednje i starije zivotne dobi. Prosjecna dob u trenutku dijagnosticiranja OPK iznosi 60 godina
(91). U zadnjih 20-ak godina primjecen je porast incidencije s 0,4% na 4%, u osoba mladih od
40 godina a ta se Cinjenica posebno odnosi na Zene. Samim time promijenio se 1 omjer

muskaraca i zena oboljelih od karcinoma s 10:1 na 3:1 (88).

1.3.2. Rizi¢ni ¢imbenici

U glavne rizi¢ne ¢imbenike za nastanak OPK ubrajaju se puSenje cigareta i konzumacija
alkohola (92). Duhanski dim sadrZi preko 70 kancerogenih spojeva, kao §to su npr. nitrozamini,
policikli¢ki aromatski hidrokarbonati, aldehidi, benzen 1 drugi (92). Neovisno o nacinu
konzumacije duhana, kancerogeni spojevi prodiru u sluznicu i oSte¢uju stanicnu DNA te
postupno dovode do nastanka karcinoma plocastih stanica. Smatra se da kod pusaca dolazi do
izjednacavanja rizika s nepuSacima za nastanak oralnog karcinoma tek nakon $to od prestanka
pusSenja prode deset 1 viSe godina (92). Drugi na¢ini konzumiranja duhana, kao $to su zZvakanje
1 Smrkanje duhana, takoder povecavaju rizik nastanka raka usne Supljine. U nekim zemljama
zvakanje betelovog orasc¢ica, ghutke ili khata kao 1 puSenje marihuane su povezani s nastankom

ovog karcinoma (92).

Alkohol 1 njegovi metaboliti sadrZze brojne kancerogene spojeve poput acetaldehida i
nitrozamina koji oSte¢uju lipide u stani¢noj membrani ¢ime uzrokuju povecanu propusnost

sluznice za Stetne ¢imbenike (92). PuSenje cigareta i konzumacija alkohola zajedno imaju
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sinergisticki u¢inak. U sustavnom pregledu koji je ukljucivao 28 istrazivanja s ukupno 13 830
bolesnika s dijagnozom karcinoma glave i vrata Zhang i sur. (93) pokazano je kako povecano
pusenje i konzumacija alkohola dovode do povecanog rizika od nastanka karcinoma glave i
vrata u zadnjih 45 godina. Ipak, Cini se kako je puSenje znacajniji ¢imbenik rizika za nastanak

karcinoma glave i vrata u odnosu na konzumaciju alkohola (93).

U osoba koje pretjerano konzumiraju alkohol, Cesto je prisutan i deficit vitamina 1 minerala u
prehrani te su zbog toga skloniji nastanku karcinoma. Slijedom navedenog, zakljucno iz
rezultata studije u kojoj je analizirano 5 127 slucajeva oralnog karcinoma i 13 249 kontrolnih
ispitanika navodi se kako je najveci rizik za oralni karcinom ustanovljen u teskih alkoholi¢ara
koji su imali nisku razinu folata u usporedbi s osobama koje nikad nisu pile alkohol, a koje su

imale visoku razinu folata (94).

U literaturi se nalaze 1 podatci o tome kako konzumiranje povréa i voa moze imati zastitni
ucinak u nastanaku karcinoma glave i vrata. Naime, provedeno je istrazivanje na 120 852
ispitanika 1 nakon 20, 3 godine pracenja ustanovili su 415 slucajeva karcinoma glave i vrata
(131 oralni karcinom, 88 orofaringealnih karcinoma, 3 oralna/faringealna karcinoma koji se

preklapaju i 193 laringealna karcinoma) (95).

Sli¢ne rezultate pokazala je i studija Nour i sur. (96) koji su analizirali 108 bolesnika s
karcinomima glave i vrata, te su izvijestili da smanjen unos povrca, zitarica i pica s visokim
udjelom kofeina dovode do povecanog rizika za nastanak karcinoma glave 1 vrata, dok niska
razina unosa masnoca i ulja smanjuje rizik od nastanka karcinoma glave i vrata. Peters i sur.
(97) su pokazali pozitivhu povezanost izmedu konzumacije mlije¢nih proizvoda 1 nastanka
karcinoma glave 1 vrata, kao 1 znakovitu povezanost izmedu jedenja Zivotinjskih masnoca i
povecanog rizika za nastanak karcinoma glave i vrata. Podatci ovih autora (97) sugeriraju kako
unos voca i povr¢a nije univerzalno protektivan za nastanak karcinoma glave 1 vrata, te da druga

hrana moZe imati utjecaj na nastanak karcinoma glave i vrata.

Edefonti i sur. (98) su izvijestili kako povecani unos vitamin E iz hrane moze umanjiti rizik od
nastanka karcinoma glave 1 vrata, iako autori ne mogu dokraja iskljuciti odreden stupanj
sustavne greske. IstraZivanje je napravljeno na uzorku od 5 959 bolesnika s karcinomom glave
1 vrata te na 12 248 kontrolnih ispitanika (98). Isti autori su u drugom istraZivanju (99) izvijestili
0 inverznoj povezanosti uzimanja vitamin C iz hrane, te kako C vitamin moze imati zaStitni

u¢inak na nastanak ovih karcinoma.
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Kroni¢na mehanicka iritacija takoder se spominje kao jedan od mogucih etioloSkih ¢imbenika
u nastanku OPK, u prisutnosti kancerogena. Literaturni podatci o iritaciji o§trim bridovima zuba
1 nastanku oralnog karcinoma su proturje¢ni pa neki autori potvrduju da postoji veza, dok drugi
to negiraju (100). Novije studije pokazale su znacajne razlike vezano za lokalizaciju karcinoma
usne Supljine izmedu pusaca i nepusaca (101). U pusSaca rizi¢ne lokalizacije za nastanak
karcinoma bili su rubovi jezika, dno usne Supljine i retromolarni trokut, dok su u nepusaca
podrucje najveceg rizika rubovi jezika (101). Karcinomi na rubovima jezika u usporedbi s
karcinomima na dnu usne Supljine bili su ¢ak Sesterostruko ¢es¢i kod nepusaca (102). Rubovi
jezika zbog svog anatomskog polozaja podlozniji su mehanickoj iritaciji i traumi od zuba ili
protetskih radova. Navedeni podatci govore u prilog traumi kao moguéem etioloSkom

¢imbeniku za nastanak oralnog karcinoma, u ljudi bez drugih poznatih etioloskih ¢imbenika

(102).

Posljednjih godina istrazuju se i drugi potencijalni ¢imbenici koji mogu imati ulogu u etiologiji
karcinoma usne Supljine kao §to su virusne infekcije, prekanceroze i genetski aspekti same
karcinogeneze. Unutar skupine karcinoma glave i vrata, najveca ucestalost HPV-DNA nalazi
se u orofarinksu (meko nepce, baza jezika, tonzilarna povrSina i straznje zdrijelo) (103).
Medutim, uloga HPV-a u razvoju samo oralnog karcinoma je kontroverzna. Bolesnici s
karcinomima glave 1 vrata i HPV infekcijom imaju bolju prognozu, odgovor na lijecenje i
prezivljavanje u usporedbi s bolesnicima koji imaju karcinom glave i vrata bez HPV infekcije
(103). Nadalje, bolesnici s karcinomom glave 1 vrata koji puse 1 piju alkohol, ali imaju 1 HPV
infekciju imaju bolju prognozu u usporedbi s onima bez HPV infekcije (103). Smatra se da
HPV zapocinje kancerogenezu i da je moguci neutralizator drugim ¢imbenicima koji dovode
do karcinoma. Spolni prijenos pojedinih tipova HPV-a (HPV tip 16 i 18) spominje se u novije
vrijeme kao moguci uzro¢ni ¢imbenik karcinoma u podrucju glave i vrata (104). Literaturni
podatci o prevalenciji HPV-a u karcinomima glave 1 vrata su vrlo varijabilni. Razlozi za ovakva
odstupanja u podatcima mogu biti metoda uzimanja uzorka, veli¢ina uzorka, geografska
lokacija i topografska lokacija karcinoma. Rezultati iz literature koji ne diferencijaju karcinome
glave 1 vrata prema topografskoj lokalizaciji navode u€estalost HPV-a u karcinomu glave 1 vrata
od 32%-84% (105). Neki podatci navode ucestalost HPV-a tip 16 u karcinomu orofaringealne
regije u cak 50% slucajeva, osobito u tonzilarnom karcinomu plocastih stanica. Karcinomi
etiolo8ki povezani s HPV-om javljaju se u mladoj zivotnoj dobi za razliku od onih koji su
uzrokovani pusenjem i alkoholom (105). Cini se da je u¢estalost HPV-a u raku usne $upljine, a

samim time 1 njegova uloga u karcinogenezi, puno manja nego kod tonzilarnog karcinoma. U
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literaturi su dostupni podatci da osim HPV-a, herpes simplex virus 1 (HSV-1) i Epstein-Barrov
virus (EBV) mogu imati ulogu u nastanku karcinoma glave i vrata (106). Polz-Gruszka i sur.
(107) su identificirali EBV u 57,5%, HSV-1 u 7,5% i citomegalovirus (CMV) u 10% od 80
bolesnika s karcinomom plocastih stanica koji su bili pozitivni na HPV. Koinfekcija dvaju
virusa uoc¢ena je u 30% ispitanih bolesnika, najces¢e EBV 1 HPV (15%). Beachler i sur. (108)
su zakljucili da je ucestalost orofaringealnog karcinoma (HPV pozitivna i negativna) znacajno
povecana kod HIV pozitivnih bolesnika u usporedbi s opom populacijom, vjerojatno zbog

prisutne imunosupresije.

Losa oralna higijena, izlaganje UV-svjetlu, imunosupresija te 1oSiji socio-ekonomski status
takoder se spominju kao etioloski ¢imbenici za nastanak oralnog karcinoma. Nadalje, neki
genetski sindromi poput Fanconijeve anemije i Bloomovog sindroma se povezuju s nastankom

ovih karcinoma (109).

1.3.3. Klinic¢ka obiljezja i dijagnostika

Nastanku karcinoma usne Supljine i Zdrijela obi¢no prethodi postojanje potencijalno zlo¢udnih
promjena na sluznici koje su klinicki vidljive kao crvene, bijele ili crvenobijele lezije (108).
Povrsina sumnjive lezije moze biti glatka, zrnata, gruba,ulcerirana ili neulcerirana, uzdignutih
rubova, ili na njoj mogu postojati izrasline (Slika 2) (110).

U ranom stadiju rak usne Supljine i Zdrijela nema simptoma zbog ¢ega se dijagnoza obi¢no
postavlja u poodmaklom stupnju, kada rast lezije dovodi do bolova, trnaca, neugodnog zadaha,
krvarenja, otezanog gutanja, oteZane pomicnosti jezika 1/ili otezanog otvaranja usta, oteklina na
vratu (110).

Visoko rizi¢ne lokalizacije za pojavu OPK su jezik i dno usne Supljine. Razlog tome je §to je
na tim mjestima sluznica tanja i propusnija te je neprestano prekrivena slinom koja dovodi
karcinogene spojeve u te dijelove usne Supljine. Udaljene metastaze su rijetke dok se regionalne
metastaze najcesce javljaju u vratnim limfnim ¢vorovima (111). Ukoliko je tumor lokaliziran
bliZze medijalnoj liniji ili viSe straga, veca je vjerojatnost pojave kontralateralnih 1 bilateralnih

metastaza (110, 111).
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Slika 2. Oralni planocelularni karcinom (OPK)) dna usne Supljine. Arhiva Zavoda za oralnu

medicinu; Preuzeto s dopustenjem: doc.dr.sc. Ana Andabak Rogulj

Najvazniji prognosticki ¢imbenik za prezivljenje pacijenta je stadij tumora u trenutku
postavljanja dijagnoze (112). U tu svrhu koristi se TNM Kklasifikacija koja u obzir uzima
veli¢inu tumora u centimetrima (T), prisutnost regionalnih metastaza u limfnim ¢vorovima (N)
1 prisutnost udaljenih metastaza (M). Temeljem navedenih kriterija vrsi se stupnjevanje oralnog
karcinoma u stadije (stadij 1-4). PetogodiSnje prezivljenje za tumore u ranom stadiju (1 ili 2)
iznosi oko 80%, za razliku od uznapredovalih stadija (3 ili 4) gdje iznosi oko 30% (112).
Klasifikacija karakteristika primarnog tumora (T) uzima u obzir veli¢inu primarnog tumora i
odnos prema okolnim strukturama. Suradnjom Medunarodne unije za borbu protiv raka (eng.
Union forInternational Cancer Control — UICC) i Americkog drusStva za rak (eng. American
Joint Committee on Cancer — AJCC) uspostavljena je TNM klasifikacija pomocu koje je za
svaki planocelularni karcinom glave i vrata moguce odredi stadij bolesti (112).

Stadiji primarnog tumora usne Supljine prema TNM klasifikaciji prikazani su u Tablici 2.
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Tablica 2. Veli¢ina primarnog tumora (T) usne Supljine prema TNM klasifikaciji (AJCC i
UICC) (112).

Tx veliCina primarnog tumora se ne moze procijeniti
TO bez znakova primarnog tumora

Tis tumor je ogranicen samo na epitel

T1 tumor <2 cm u najveéem promjeru

T2 tumor > od 2 cm i <4 cm u najve¢em promjeru
T3 tumor > od 4 cm u najveéem promjeru

T4a lokalno uznapredovala bolest

(usna) tumor infiltrira kortikalnu kost, donji alveolarni Zivac, dno usne
Supljine, koZu lica, obraza ili nosa

(usna Supljina) tumor infiltrira okolne strukture (kortikalnu kost mandibule
ili maksile, duboke misiée jezika (genioglosus, hioglosus, palatoglosus ili
stiloglosus), maksilarni sinus, te kozu obraza

T4b izrazito lokalno uznapredovala bolest;

tumor infiltrira mastikatorni prostor, pterigoidne nastavke, bazu lubanje i/ili
zahvaca unutarnju karotidnu arteriju

Pojedina¢no najvazniji faktor koji utjeCe na prognozu bolesnika je postojanje metastatskih
limfnih ¢vorova u vratu. U trenutku postavljanja dijagnoze 40% bolesnika s karcinomom usne
Supljine i farinksa imaju regionalne metastaze, te njihova prisutnost smanjuje prezivljenje za
50%. Vazno je napomenuti kako je precizno odredivanje statusa limfnih ¢vorova ¢imbenik koji

utjece na planiranje i uspjesno provodenje onkoloskog lijeCenja (112).

Rizik metastaziranja ovisi o stadiju primarnog tumora (T), za T1 on iznosi manje od 15%, za
T2 od 15-30%, za T3 tumore raste na 30-50% a za T4 tumore se procjenjuje da postoji u vise
od 75% bolesnika. Sto je tumor slabije diferenciran, veéa je vjerojatnost postojanja regionalne
bolesti. Debljina tumora smatra se rizicnim ¢imbenikom kod tumora usne Supljine. Tumori
deblji od 4 mm skloniji su ¢eS¢em lokalnom metastaziranju. NajceS¢a sijela metastaza usne
Supljine su regija I (submentalni 1 submandibularni limfni ¢vorovi), II (srednji jugularni limfni
¢vorovi) 1 III (gornji jugularni limfni ¢vorovi). Metastatski limfni ¢vorovi vrata grupiraju se

prema klasifikaciji Ameri¢kog drustva za rak (AJCC) u Cetiri glavne skupine (Tablica 3.) (112).
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Tablica 3. Stadiji limfnih ¢vorova vrata (N) prema TNM Kklasifikaciji (112).

Nx prisutnost klini¢ki pozitivnih limfnih ¢vorova ne moze se odrediti

NO nema klini¢ki pozitivnih limfnih ¢vorova

N1 metastaza u jednom ipsilateralnom limfnom ¢voru <3 cm

N2 metastaza u jednom ipsilateralnom limfnom ¢voru > od 3 cm, a < 6 cm u najve¢em

promjeru, vise metastaza u ipsilateralnim limfnim ¢vorovima, < od 6 cm u
najveéem promjeru, ili metastaze u obostranim ili kontralateralnim limfnim
¢vorovima, < od 6 cm u najveéem promjeru

N2a metastaza u jednom ipsilateralnom limfnom ¢voru > od 3 cm, a < 6 cm u najvecem
promjeru

N2b viSe metastaza u ipsilateralnim limfnim ¢vorovima, < od 6 cm u najvecem
promjeru

N2c¢ metastaze u obostranim ili kontralateralnim limfnim ¢vorovima, < od 6 ¢cm u
najveéem promjeru

N3 metastaza veca od 6 cm u najveéem promjeru

Planocelularni karcinomi glave i vrata imaju relativno nisku incidenciju udaljenih metastaza u
usporedbi s ostalim karcinomima. To¢nu incidenciju tesko je odrediti s obzirom na to da se
literaturni podatci kre¢u od 1% do 50% (112-116). Postojanje udaljenih metastaza negativno
utjeCe na prezivljenje bolesnika te znacajno utjeCe na planiranje onkoloSkog lijecenja.
Cimbenici koji utje¢u na incidenciju udaljenih metastaza su stadij i anatomska lokacija
primarnog tumora (T), te stadij pozitivnih limfnih ¢vorova vrata (N) (117, 118). Uzapredovali
tumori usne Supljine, orofarinksa 1 hipofarinksa s pozitivnim resekcijskim rubovima, imaju
najvisu incidenciju udaljenih metastaza (118). Takoder, veliki broj pozitivnih limfnih ¢vorova
vrata, Cija kapsula je probijena, rizi€ni je faktor za diseminaciju bolesti (118). NajceSca
lokalizacija diseminacije bolesti su pluca (66%), kosti (22%), jetra (10%) te koZa i limfni
¢vorovi medijastinuma (118). U Tablici 4. prikazana je klasifikacija udaljenih metastaza tumora

glave 1 vrata prema TNM klasifikaciji.

Tablica 4. Klasifikacija udaljenih metastaza tumora glave i vrata prema TNM klasifikaciji

(112).

Mo bez udaljenih metastaza

M1 prisutne udaljene metastaze
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Na temelju veli¢ine primarnog tumora (T), statusa limfnih ¢vorova vrata (N) i prisutnosti
udaljenih metastaza (M) odreduje se ukupni stadij bolesti prema kojem se planira onkolosko

lijecenje. Stadij bolesti prema TNM klasifikaciji prikazan je u Tablici 5.

Tablica 5. Stadiji bolesti prema TNM klasifikaciji (112).

stadij T N M
0 Tis NO MO

I T1 NO MO
1T T2 NO MO
I T3 NO MO
T1 N1 MO

T2 N1 MO

T3 N1 MO

IVA T4a NO MO
T4a N1 MO

T1 N2 MO

T2 N2 MO

T3 N2 MO

T4a N2 MO

IVB T4b NI1-N3 MO
T1-T4 N3 MO

IvC T1-T4 N1-N3 Ml

1.3.4. Lijecenje

Karcinom usne Supljine lijeci se kirurski i/ili zratenjem, a u odredenim slucajevima primjenjuje
se 1 kemoterapija (119). Odabir nacina lijeCenja prije svega ovisi o stadiju bolesti u trenutku
postavljanja dijagnoze. U tu svrhu koristi se prethodno spomenuti TNM sustav koji je ujedno 1
najvazniji pokazatelj o¢ekivane duzine preZivljenja. Kirurski se lije¢e uglavnom rani stadiji
raka usne Supljine (T1 i T2), za razliku od uznapredovalih stadija (T3 i T4) kod kojih se uz

kirurski zahvat primjenjuje 1 zracenje 1/ili kemoterapija (119).

Ishod lijeCenja najbolji je za karcinome ranoga stadija, dok zahvacenost ve¢eg broja regionalnih
limfnih ¢vorova zahtijeva opseZniju resekciju tijekom kirur§kog zahvata i povezuje se s loSijom
stopom prezivljenja (119). KirurSko lije¢enje podrazumijeva resekciju primarnog tumora koje
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se u slu¢aju zahvacenosti regionalnih limfnih ¢vorova kombinira s disekcijom vrata (uklanjanje
limfnih ¢vorova vrata, unutarnje i vanjske jugularne vene, sternokleidomastoidnog i
omohioidnog misic¢a, submandibularne zlijezde i akcesornog zivca). Zracenje se moze provoditi
samostalno kao primarna terapija karcinoma usne Supljine ili u kombinaciji s kirurSkim
zahvatom. Doza zracenja koju bolesnik primi je individualna, a standardne vrijednosti krecu se
u rasponu od 50 — 70 Gy, rasporedene u viSe manjih doza, obi¢no 2 Gy dnevno, kroz vremenski
period od 5 — 7 tjedana (120). Veliki nedostatak zracenja je njegov neselektivni ucinak na
okolna zdrava tkiva §to za posljedicu ima brojne nuspojave u usnoj Supljini (120). Kemoterapija
se moze ordinirati nakon kirur§kog lije¢enja u svrhu djelovanja na regionalne metastaze i prije
kirurskog lije¢enja kako bi se djelovalo na primarni tumor i ucinilo ga operabilnim (121).
Najcesce se ordiniraju 5-fluorouracil, cisplatin metotreksat 1 bleomicin koji mogu smanjiti
veli¢inu tumora, medutim nemaju veci utjecaj na duljinu prezivljenja, kontrolu primarnog
tumora i ucestalost metastaza (121). Kombinacija kemoterapije i zra¢enja danas se najcesce
koristi za palijativno lijecenje neoperabilnih karcinoma, medutim ona nije pokazala znacajan

utjecaj na petogodiSnje prezivljenje bolesnika.

Kao posljedica neselektivnog ucéinka zra¢enja u usnoj Supljini razvijaju se akutne i kroni¢ne
komplikacije. Uloga stomatologa u prevenciji i njihovu lijeCenju od velikog je znacaja za
svakog bolesnika s obzirom na ¢injenicu da se time znacajno doprinosi poboljSanju kvalitete
zivota (122). Stoga bi, stomatoloski pregled i obrada bolesnika prije pocetka zracenja treabala

biti dio protokola lije¢enja karcinoma glave 1 vrata.

1.4. Biljeg proliferacije - Ki67

Godine 1983. Gerdes i suradnici otkrili su nehistonski nuklearni protein Ki67, koriste¢i se
mi§jim monoklonalnim antitijelom 1 nuklearnim antigenom iz stani¢ne linije Hodgkinova
limfoma. Biljeg je dobio naziv po sveuciliStu Kiel 1 broju 67 - broj klona antitijela kojim je
otkriven (123). Antitijelo Ki67 otkriva antigen jezgre koji je prisutan u fazama diobe stanice -
GI, S, G2 1 M, a nema ga u GO fazi, odnosno fazi mirovanja stanice. Ekspresija Ki67 varira
tijekom stani¢nog ciklusa, niska je u G1 1 S fazi diobe stanice, a doseZe vrhunac tijekom mitoze
(124). U mitozi ve€ina proteina premjeSta se na povrSinu kromosoma dok se za vrijeme
interfaze antigen moze otkriti isklju€ivo unutar jezgre. Kada stanica ulazi u neproliferativno

stanje, antigen se brzo razgraduje te nema ekspresije Ki67 tijekom popravka DNA (124).
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S obzirom na to da je Ki67 prisutan u svim proliferiraju¢im stanicama, a nedostaje u stanicama
u mirovanju, navedena Cinjenica upuéivala je na moguénost da Ki67 moze biti potencijalno
sredstvo za brzo odredivanje udjela proliferiraju¢ih stanica unutar neoplazmi. Posljedi¢no tome
napravljen je velik broj istrazivanja koja su ukazala na relevantnost Ki67 u prognozi karcinoma

dojke, pluéa i prostate (125-127).

1.4.1. Uloga Ki67 u OL — dosadasSnje spoznaje

Danas se OL smatra jednom od najznacajnijih prekanceroznih lezija za razvoj OPK. Prisutnost
displazije u patohistoloskom nalazu lezije ukazuje na maligni potencijal, medutim pojedine OL
s displazijom nikada ne¢e maligno alterirati, dok ¢e neke bez displazije prije¢i u OPK (3, 13).
Navedena problematika pokuSava se rijesiti sve ve€im brojem studija koje istrazuju brojne
molekularne biljege uz pomoc¢ kojih ¢e se sa znacajno ve¢om sigurnoséu mo¢i odrediti iz koje

¢e se lezije razviti OPK. Do sada je uloga Ki67 u OL detaljno istrazena.

U vedini studija Ki67 je pokazao dobru prognosticku vrijednost kod OPK. Osim toga, njegova
prognosticka vrijednost u oralnih prekanceroza takoder se pokazala dobrom, §to je potvrdeno
rezultatima studije koja je istrazivala ekspresiju Ki67 u 80 displasti¢nih lezija i 40 OPK (128).
Rezultati su pokazali da se postotak pozitivnih stanica Ki67 povecava u skladu s
histopatoloSkim stupnjem malignosti. Takoder je otkrivena i povezanost izmedu postotka Ki67
pozitivnih stanica i stanica u S-fazi (128). Nadalje, displazija visokog stupnja moZze se
razlikovati od displazije niskog stupnja 1 normalnog epitela po prisutnosti proliferacijskih
stanica u povrSinskom sloju epitela. Liu 1 sur. (129) pretrazili su literaturu o
imunohistokemijskim markerima stani¢ne proliferacije u normalnom epitelu i OL. Otkrili su
vrlo nisku proliferativnu aktivnost u normalnom epitelu negoli u OL koja je sadrZavala nizak
stupanj displazije. Te su promjene detektirane pomocu nekoliko markera, ukljucuju¢i Ki67.
Sli¢ni rezultati prezentirani su u studiji Tete 1 suradnika (130), koji su pokazali slabu ekspresiju
Ki67 u normalnoj sluznici, paraneoplastiénim lezijama i1 blagoj displaziji, dok je snaZna

ekspresija otkrivena u teskoj displaziji i kod tumora.

Podatci iz literature pokazuju kako povecana ekspresija Ki67 korelira s ekspresijom tumor
supresorskog gena p53 za koji se zna da $titi organizam od nastanka tumora, a sudjeluje i u
obrani stanice od reaktivnih kisikovih radikala (ROS) (131). U normalnim uvjetima u stanici
koli¢ina p53 je niska (131). Prethodno spomenuto potvrduju rezultati studije koja je koristila

racunalno potpomognutu analizu markera proliferacije u fibroznoj upalnoj hiperplaziji (FIH),
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OL i OPK. Ekspresija Ki67 i p53 povecala se sljede¢im redoslijedom: FIH, OL i OPK, a ovi
rezultati ukazuju na to da je Ki67 dobar marker za predvidanje proliferativne aktivnosti u
benignim, premalignim 1 malignim lezijama (132). Nadalje, gubitak p53 je u korelaciji s
napredovanjem premalignih prema malignim lezijama, kao 1 s pove¢anom ekspresijom Ki67 u
tumora visokog gradusa (133). Iz navedenog se moze zakljuciti kako koekspresija Ki67 i p53
u korelaciji s povecanjem stupnja displazije moze biti korisna za identificiranje lezija visokog
rizika (134-137). Ekspresija Ki67 znacajno raste s porastom stupnja displazije kod OL (135),
Sto je potvrdeno i rezultatima studije koji su pokazali da je postotak pozitivnih p53 stanica u
zdravoj oralnoj sluznici bio u rasponu od 15-25% koji je rastao do 95 % u malignim lezijama

(138).

Angiero 1 sur. (139) usporedivali su imunohistokemijsku izrazenost pl6, p53 1 Ki67 u
prekanceroznim oralnim lezijama i OPK na 54 bioptata dobivena tijekom perioda od tri godine.
Uzorci su ukljucivali 18 slu¢ajeva normalme/hiperplasti¢ne sluznice, 25 slucajeva displazije i
11 slucajeva invazivnog OPK. Uzorci su grupirani u tri kategorije: 1 = bez displazije ili blaga
displazija, 2 = umjerena do teSka displazija i 3 = invazivni karcinom. Zanimljivo je da je p16
bio negativan u svim skupinama uzoraka u prvoj skupini, a p53 1 Ki67, kada su bili prisutni,
bili su ograni¢eni na stanice bazalnog sloja. U skupini uzoraka 2, broj pl6, p53, i Ki67
pozitivnih stanica se povecavao kako je stupanj progresije displazije rastao. U skupini 3
(invazivni karcinom) Ki67 je bio povisen u svim slu¢ajevima. Cini se kako ekspresija proteina
stani¢nog ciklusa pl6 1 p53 u displasticnom epitelu zajedno s Ki67, mozZe predstavljati
znakovite biljege, kako bi se prepoznalo napredovanje prekanceroznih stanja u usnoj Supljini i

kako bi se poboljsala identifikacija stupnja displazije.

U studiji Babichenko 1 suradnika (140) razliCite vrste oralne hiperkeratoze (bez displazije,
blaga, umjerena i teSka displazija) razlikovale su se prema ekspresiji Ki67 1 tumorskog biljega
citokeratina 8. Osim toga zabiljeZena je pozitivna korelacija izmedu proliferacije i ekspresije

citokeratina 8 u neoplasticnim epitelnim stanicama.

U jednoj retrospektivnoj studiji istrazivala se povezanost imunohistokemijskog bojenja na Bcl-
2 (antiapopticki protein izoliran iz B-stanica limfoma) i Ki67 te patohistoloSkog nalaza iz
uzoraka OLP-a i OL-a a u usporedbi sa stupnjem epitelne displazije (141). Podatci bolesnika s
OLP-om 1 OL-om s umjerenom ili teSkom epitelnom displazijom zabiljezeni su tijekom perioda
od 2006 do 2011 godine. U istrazivanje je bilo ukljuc¢eno ukupno 37 uzoraka, od toga 14 OLP-

a, 8 OL s umjerenom displazijom, 6 OL s teSkom epitelnom displazijom i 9 zdravih obraznih
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sluznica. U OL je 85,7% uzoraka bilo pozitivno na <10% stanica i 14,3% je pokazivalo
pozitivnost u 10-26% stanica. Veéina OLP (42,9%) 1 OL (64,3%) uzoraka je bilo pozitivno na
Ki67 u viSe od >50% stanica. Svi suprabazalni uzorci su se obojali negativno ili pozitivno u
manje od <10% stanica na Bcl-2 u OLP (92,9% odnosno 7,1%), OL (42,9% odnosno 57,1%) i
zdravoj sluznici (88,9% odnosno 11,1%). Suprabazalno bojenje na Ki67 je bilo pozitivno ili
negativno u <10% stanica u OLP (14,3% odnosno 85,7%), OL (7,1% odnosno 92,9%) i zdravoj
sluznici (88,9% odnosno 11,1%). Ekspresija Ki67 moze se smatrati pomo¢nim biljegom za
proliferacijsku aktivnost u lezijama s malignim potencijalom (141). Ujedno isti autori
zakljucuju kako se prognosticka vrijednost ovih imuno biljega u vrednovanju prekanceroznih
oralnih lezija treba ubudude ispitati (141). Medutim, u studiji koju su proveli Sinanoglu i
suradnici (142) ekspresija Ki67 povecavala se s tezinom lezija, ali nije bila zabiljezena znacajna
razlika izmedu hiperkeratoze 1 oralne intraepitelne neoplazije. Takoder u literaturi postoje i
podatci koji ukazuju da nije bilo znacajnih razlika u pozitivitetu stanica na Ki67 izmedu OL

koje su se maligno transformirale u OPK i onih koje nisu (143).

Ispitana je povezanost agresivnog ponasanja OPK u svezi sa sluznicom koja okruZuje primarnu
masu, a koja se sastoji od genetski promijenjenih stanica koje mogu biti odgovorne za progesiju
karcinoma (144). Cilj istrazivanja je bio odrediti je li poremecen stani¢ni ciklus u klinicki i
histoloski normalnim stanicama sluznice, koja je udaljena od primarnog tumora, i postoji li
povezanost s lo§ijom prognozom u vidu lokoregionalne kontrole bolesti i prezivljenja vezanog
uz samu bolest. Ovo prospektivno istrazivanje je napravljeno na 55 bolesnika s OPK. Ciklus
stanica u podrucjima koja su bila udaljena klinicki 1 histoloski od tumorske mase, evaluirana
su na temelju imunohistokemijske ekspresije Ki67. Vrijednost Ki67 >20% je oznacena kao
visoka. Prosjec¢no pracenje ispitivane populacije je bilo 53,7 + 32,4 mjeseca (raspon 12-110
mjeseci). Multivarijatna analiza je pokazala kako je vrijednost Ki67 u udaljenoj sluznici bila
mocan neovisni ¢imbenik vezano uz lokoregionalnu kontrolu. Uz to, visoka ekspresija Ki67 u
udaljenoj sluznici je bila jedina varijabla koja je bila statisticki znac¢ajno povezana s loSijom
lokoregionalnom kontrolom i preZivljenjem vezanim uz bolesti u TI1-2NO. Navedeno
istrazivanje potvrdilo je ulogu Ki67 kao prognostickog biljega u podrucjima udaljenim od

tumora u bolesnika s OPK (144).

Osim sa p53 i citokeratinom 8, nadena je i pozitivna korelacija povecane ekspresije Ki67 s
mnogim drugim molekularnim markerima, kao S§to su integrin-beta 1 (145), p27 (146) 1 p75
neurotrofinski receptor (p75SNTR) koji se pokazao kao lo§ prognosticki pokazatelj kod OPK

(147). Takoder su predloZzene razli¢ite kombinacije biomarkera u svrhu definiranja
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visokorizi¢nih OL. Kombinacija p53 / p16 (INK4a) / Ki-67 pokazala je negativnu prediktivnu
vrijednost (NPV) 1 osjetljivost od 100%, specifi¢nost od 97% i pozitivnu prediktivnu vrijednost
(PPV) od 67% za razliku od kombinacije p53 / p16 (INK4a ) / Cyclin D1 koja je imala 97%
NPV i osjetljivost 50%, specifi€nost od 90% 1 samo 25% PPV (26).

Proteinski produkt gena BIRCS, survivin vazan je u procesu apoptoze. Eksprimiran je u
zdravim tkivima tijekom embrionalnog razvoja dok to nije sluc¢aj u diferenciranim tkivima
odraslih organizama. Pretjerana ekspresija povezuje se s razvojem bolesti, recidivom i
prognozom u razli¢itim karcinomima, poput karcinoma prostate, mjehura, vrata maternice,
glave i vrata, koze i jajnika (148). Ulogu survivina, Ki67 i p63 ispitali su Bienk Dias i suradnici
na 57 uzoraka OL (149). Uzorci su oznaceni po postotku onih koji se pozitivno boje. Oznaceni
su na sljedec¢i nacin: niski = manje od 25% pozitivnih stanica i visoki = viSe od 25% pozitivnih
stanica. Od ukupno 57 uzoraka bilo je 20 displasti¢nih lezija i 37 nedisplasti¢nih lezija, Zenski
spol je bio zastupljeniji (56,1%) s prosje¢nom dobi od 58,27 godina. U displasti¢nim lezijama
je 43,7% uzoraka bilo pozitivno na Ki67, dok je 16,7% nedisplasti¢nih lezija bilo pozitivno na
Ki67. U displasti¢nih i1 nedisplasti¢nih lezija, pojac¢ana ekspresija survivina pratila je pojacanu
ekspresiju Ki67, kao pretjerana ekspresija p63. U OL, ekspresija survivina, koja je povezana s
Ki67, dokazuje pretpostavku da su sve ove lezije potencijalno maligne, neovisno o njihovoj
patohistologiji, te zajedno s pretjeranom ekspresijom p63 moze ukazivati na kancerogeni

potencijal (149).

PredloZen je nomogram za predvidanje rizika zlo¢udne transformacije OL koji koristi klinicke
podatke poput dobi i stupnja displazije zajedno u kombinaciji s razli¢itim biomarkerima.
Spomenuti nomogram dobiven je na temelju imunohistokemijske analize maligno
transformiranih (n=22) 1 netransformirani (n=138) OL uzoraka s medijanom razdoblja prac¢enja
od 11,3 godine. Svi biomarkeri, ukljuc¢ujuci 1 Ki67, pokazali su se znacajnim u predvidanju
maligne transformacije OL-a. Prema tome, autori su predloZili nomogram s prognostickim

¢imbenicima za predvidanje 5-, 10- 1 15-godis$njeg preZivljenja bez progresije OL-a (150).

Iako, vecina prethodno spomenutih studija naglaSava prognosticki znacaj ekspresije Ki67 kod
oralnih prekanceroznih lezija, ¢ini se kako su potrebna dodatna ispitivanja koja ¢e potvrditi 1

validirati dosadasnje rezultate.
1.4.2. Uloga Ki67 u OPK — dosadasnje spoznaje

Nasiroko prihvaceni prognosticki ¢imbenici poput statusa limfnih ¢vorova, veli¢ine tumora i

diferencijacije stanica katkad nisu od koristi u dijagnostici 1 prognoziranju oralnih karcinoma.
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Stoga se smatra da istrazivanje heterogenosti tumora, a koje ukljucuje i molekularne biljege,
moze biti od koristi kako bi se objasnili mehanizmi nastavnka i recidiva OPK. Razumijevanje
procesa karcinogeneze i1 razvoj molekularne biologije doveo je do otkrivanja novih
molekularnih biomarkera, koji nam pomazu u ranom otkivanju tumora te njihovom lijecenju.

Proliferacija stanica se smatra jednim od najvaznijih mehanizama u onkogenezi.

Brojna dosadasnja istrazivanja pokazala su kako je Ki67 dobar prognosticki biljeg u OPK, iako
pojedini istrazivaci misle suprotno . U¢injen je sistematski pregled objavljene literature na temu
prognosti¢kog znacaja ekspresije Ki67 u bolesnika s OPK (124). U pregled je bilo ukljuceno
27 objavljenih radova na ukupno 2 146 bolesnika. Ustanovljeno je kako su sistemsko lijecenje,
grani¢ne vrijednosti ekspresije Ki67, pripadnost odredenoj etnickoj skupini i tipovi protutijela
znacajke koje su utjecale na rezultate. Statisticka analiza podskupina pokazala je kako ne-
sistemsko lijecenje 1 Azijati imaju visok rizik ekspresije Ki67, te da niska grani¢na vrijednost
ekspresije Ki67 moze utjecati na interpretaciju rezultata. Na temelju rezultata ove meta-analize,
autori zakljucuju da visoka ekspresija Ki67 moze biti negativan prognosticki biljeg za bolesnike

s OPK, posebno u Azijata (124).

Pojacana ekspresija Ki67 u OPK povezuje se i s niskom razinom diferencijacije, visokim
stupnjem displazije i loSom prognozom prezivljenja (151-153). Osim toga, Ki67 pokazao se
kao pouzdan pokazatelj u otkrivanju slabo diferenciranih invazivnih lezija (154). S obzirom na
to da je Ki67 prisutan u stanicama u proliferaciji, a one su osjetljivije na ionizirajuce zracenje,
Ki67 moze biti prediktor odgovor na zracenje u bolesnika s OPK-om (155). Kako jo$ uvijek
nedostaju prognosti¢ki biljezi za bolesnike s OPK-om, ukljucivanje Ki67 moglo bi doprinijeti
pri odabiru vrste terapije. Karcinomi s Ki67 indeksom iznad medijana prosjecno imaju recidiv
u razdoblju do 42 mjeseca, dok oni s Ki67 indeksom ispod medijana imaju recidiv do 55
mjeseci. Dakle, pomocu indeksa Ki67 bi se mogla identificirati podskupina kirurski lijecenih

bolesnika koji mogu imati koristi od intenziviranja lijecenja (154).

U studiji Bhuyana 1 suradnika (157) nalaz Ki67 korelirao je s histoloSkim stupnjevanjem u
OPK. Na 102 sluc¢aja OPK imunohistokemijski je odredivana ekspresija Ki67. Uzorci OPK su
bili podijeljeni po Bryneovom patohistoloSkom stupnjevanju u: stupanj I (40 slucaja), stupanj
IT (32 slucaja), i stupanj III (30 slucaja). Jezgra sa smedim bojenjem se smatrala pozitivnom, a
stanice su izraCunate pod povecanjem manjim od 400x. Proliferiraju¢a aktivnost odredena je i
prikazana kao postotak indeksa oznake (10) Ki67 (Ki67 10) za pozitivne stanice. Ustanovljeno

je postupno povecanje srednje vrijednosti Ki67 10 od stadija I do III $to je bilo u korelaciji s
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histoloskim stupnjevanjem. Smatra se da je proliferacija stanica jedan od najvaznijih bioloskih
mehanizama u onkogenezi, a stanice pozitivno obojene s Ki67 pokazale su se kao u¢inkovite u

stupnjevanju tumora (157).

Ekspresija Ki67 odredivana je usporedno na citoloskim obriscima i na 48 biopsijskih uzoraka,
od kojih je 28 bilo OPK i 20 zdravih oralnih sluznica. Od ukupno 28 OPK, 22 (78%) su imala
pozitivne stanice na Ki67, dok je zdrava sluznica bila negativna na Ki67. Moze se zakljuciti
kako odredivanje ekspresije Ki67 na citoloSkim obriscima moze biti korisno u ranoj detekciji

OPK (158).

Prema podatcima iz literature ukupno prezivljenje za bolesnike s pozitivnim bojenjem na Ki67
povezuje se s krac¢im prezivljenjem. Navedenu tvrdnju potkrijepili su Lopes i sur. (159) koji su
imunohistokemijski odredivali ekspresiju Ki67 na uzorku od 51 bolesnika s dijagnozom OPK.
Ukupno prezivljenje za bolesnike s pozitivnim bojenjem na Ki67 pokazalo se kra¢im nego u
bolesnika koji su imali negativno bojenje na Ki67. Nadalje, bolesnici s tumorom veli¢ine T3 i
T4 su imali statisticki znakovitu povezanost s imunoekspresijom Ki67. Povezanost izmedu
ekspresije Ki67 i dobi, spola, puSenja, mjesta tumora, metastaza u limfne ¢vorove i stadija
bolesti nije bila statisticki zncajna. Isti autori (159) zakljucuju kako pozitivna ekspresija Ki67
u oboljelih od OPK moZe doprinijeti predskazanju preZivljenja u ovih bolesnika. Suprotno
tome, Brockton i sur. (160) izvijestili su da ekspresija Ki67 nije bila u korelaciji s losijim

prezivljenjem 189 pacijenata s OPK.

Kao i kod OL, ekspresija Ki67 korelirala je s ekspresijom ostalih markera poput p53, ciklin D1,
p21 (WAF1). U studiji, u kojoj je analiziran 51 uzorak (invazivna fronta tumora) bolesnika s
OPK (veli¢ina tumora T1/T2), pokazalo se kako spomenuti markeri, zajedno s Ki67, mogu biti
ucinkoviti u predvidanju nastanka recidiva OPK (161). Ekspresija Ki67 na tumorskoj
invazivnoj fronti (TIF) u odnosu na klinicke parametre odnosno TNM klasifikaciju i prognozu
OPK radena je i na 140 urugvajskih bolesnika. Rezultati studije nisu pokazali statisticki
znacajnu povezanost izmedu imunoloSkog bojenja na Ki67 1 razli¢itih tipova TIF, regionalnih
metatstaza 1 prognoze bolesnika. lako je povecana ekspresija Ki67 bila povezana s loSijim
klini¢kim stadijem bolesti, taj nalaz nije bio statisti¢ki znacajan. Rezultati ove studije pokazuju

kako Ki67 nije dobar prognosticki biljeg TIF-a u bolesnika s OPK (162).

Poznato je kako koncept podruc¢ne zlocudne transformacije objasnjava nastanak multiplih
primarnih karcinoma u podrucju glave i vrata, kao i recidiva nakon poptune ekscizije primarnog

tumora. Glavni cilj istrazivanja Gupta 1 sur. (163) bio je prouciti pojavu promjena na zdravom
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tkivu u odnosu na drugu stranu oralne sluznice na kojoj se nalazio tumor. Istrazivanje je radeno
na 15 bolesnika, a promatrani markeri bili su citokeratin, Ki67 i pS3. Rezultati su pokazali jako
pozitivnu reakciju bojenja primarnih tumora na citokeratin, dok je bojenje na Ki67 i p53
izostalo. Autori (163) zakljucuju kako citokeratin moze biti koristan u predvidanju nastanka
epitelne diferencijacije, dok Ki67 i p53 mogu biti blagi pokazatelji zlo¢udne progresije u

oralnim tkivima.

Zakljucno, unato¢ rezultatima dosadasnjih studija koje su pokazale dobru prognosticku
vrijednost proliferacijskog indeksa Ki67 kao biljega za OPK, jos uvijek postoji dovoljan broj
studija koje su pokazale kontradiktorne rezultate. S obzirom na navedenu Ccinjenicu,
preporucuju se nove studije na ve¢im uzorcima uz standardizirane imunohistokemijske

metode.

1.5. CD44 — Klaster diferencijacije 44 (eng. cluster of differentiation-44)

CD44 je dio obitelji transmembranskih glikoproteina koji je uklju¢en u medustani¢ne
interakcije, stani¢ne adhezije, migracije, prezivljavanje, angiogenezu, predoc¢avanje citokina,
kemokina i ¢cimbenika rasta (164). U ljudi je CD44 kodiran s 19 egzona, s tim da je 10 egzona
konstantno u svim izoformama. Standardni oblik CD44 (CD44s) kodiran je s deset konstantnih

egzona.

Izoformne varijante CD44 (CD44v) nastaju alternativnim spajanjem 1 posjeduju deset
konstantnih egzona 1 bilo koju kombinaciju preostalih devet varijanti egzona. CD44 1 razne
izoformne varijante CD44v imaju zajednicke i razlic¢ite funkcionalne uloge. Izoformne varijante
mogu djelovati kao ko-receptori za vezanje/sekvencioniranje faktora rasta na stani¢noj povrsini
1 predstavljanje istih specificnim receptorima (163). Razlikovanje CD44 izoforma je
kompliciran proces s obzirom na to da tumorske stanice mogu eksprimirati vise CD44 izoformi

¢ija je ekspresija razlicita (165).

Mnoga istrazivanja koja su se bavila odredenim tipom tumora, metastaziranjem i prognozom
bolesti pokazuju sli¢ne rezultate, a popis nekih od njih, iako nije sveobuhvatan, prikazan je u

Tablici 6 (166-188).

Osim toga, CD44 sudjeluje 1 u patoloSkim procesima rasta 1 metastaziranja tumora. Postoji
nekoliko mehanizama kojima CD44 moze poticati nastanak zlocudnosti, a jedan od njih je

modulacija ¢imbenika, kao $to su prianjanje, pokretljivost, deagradacija matriksa, proliferacija
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1 stani¢no prezivljavanje, koji u konac¢nici mogu dovesti do pokretanja tumora i metastatske
kaskade. CD44 takoder veze nekoliko izvanstani¢nih tvari poput hijaluronske kiseline,
fibronektina, kolagena i osteoponina koji olakSavaju vezanje i naknadni rast tumorskih stanica

na drugim mjestima i povecanu izrazenost CD44 (190, 191).

Povecana imunohistokemijska izrazenost CD44 u tumorima prostate, dojke 1
gastrointestinalnog trakta povezuje se sa slabije diferenciranim karcinomima kao 1 s
nepovoljnijim prezivljenjem bolesnika. Povezanost izmedu povecane izrazenosti CD44 i
metastatskog potencijala tumorskih stanica dokazana je u veéine provedenih studija. Medutim,
u literaturi postoje i radovi koji su na primjeru karcinoma bubreznih stanica i non-Hodgkin
limfoma dokazali povezanost povoljnijeg prezivljenja kod povecane izrazenosti CD44 u

tumorskim stanicama (192).

U tumorskom tkivu postoje karcinomske mati¢ne stanice (KMS) koje su nediferencirane i
pokazuju velike proliferativne sposobnosti uslijed pretjerane izrazenosti mati¢nih biljega, a koji
posljedi¢no djeluju na metastaziranje tumora, transport lijekova i mehanizam popravka DNA.
Pretpostavlja se kako su KMS odgovorne za pocetak, progresiju, recidiv, invaziju tumora i
rezistenciju tumora na lijeCenje. Spomenuti glikoprotein CD44 se navodi i kao biljeg
subpopualacije mati¢nih tumorskih stanica iz kojih samoobnavljanjem moze proliferirati

glavnina tumorske mase (193).

U novije vrijeme spominje se i ideja da KMS mogu nastati iz prekanceroznih mati¢nih stanica
(preKMS) (194). Razlika KMS-a i preKMS-a je ta Sto potonje mogu pokrenuti nastanak
dobroc¢udnih ili zlo¢udnih lezija ovisno o uvijetima mikrookoliSa, dok su KMS odgovorne za
nastanak zlo¢udnih lezija. Osim toga preKMS se nalaze u prekanceroznim lezijama kao Sto je
OL, dok se KMS nalaze u karcinomu (195). Cini se da bi identifikacija preKMS-a mogla pruziti
mogucnost procjene rizika zlocudne transformacije prekanceroznih lezija 1 sprecavanja

njihovog napredovanja u ranim fazama (196).
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Tablica 6. Znacaj 1 funkcije razlicitih izoformi CD44 (166-188).

CD44 izoforme Bioloska funkcija Tip tumora Referenca
CD44s Rast tumora, metastaze, niska stopa | Karcinom gusterace 164
prezivljenja
CD44s Progresija Karcinom dojke 165
CD44v3 Migracija, pretjerana ekspresija u | Planocelularni 166
tumorskom tkivu karcinom glave i vrata
CD44v3 Proliferacija 1 rezistencija na | Planocelularni 167
cisplatinu karcinom glave i vrata
CD44v4, CD44v5 Metastaze u plu¢ima Karcinom gusterace 168
CD44v6 Metastaziranje, povezanost s | Karcinom gusterace 169, 170, 171
metastazama u jetru
CD44v6 Ekspresija epitelnih fenotipa stanice | Karcinom prostate 172
CD44v6 Tumorigena funkcija, | Karcinom prostate 173
kemorezistentnost
CD44v6 Migracija, metastaziranje, | Kolorektalni 174,175
uznapredovali stadij tumora adenokarcinom
CD44v6 Metastaziranje Karcinom  debelog | 174
crijeva
CD44v6,CD44v9 Korelacija s metastazama u limfnim | Karcinom gusterace 176
¢vorovima, metastazama u jetri
i TNM stadijem
CD44v9 Niska stopa prezivljenja, korelacija s | Karcinom gusterace 176
metastazama u limfnim
¢vorovima/jetri i TNM stadijem
CD44v9 Povezanost s loSom prognozom, | Karcinom mokraénog | 177
doprinosi  invaziji 1 migraciji | mjehura
posredovano s EMT-om (epitelno-
mezenhimalna tranzicija)
CD44v9 Inhibicija adhezijskih molekula i | Karcinom prostate 178
signalnih puteva odgovornih za
kontrolu stani¢nog polariteta i
pojacanu sekreciju proteolitickih
enzima (p-cMet, AR, HSP90, P110a
/ PI3K, i CD44)
CD44v4-10 Promovirana inicijacija adenoma | Kolorektalni 179
kod miseva Apc (Min/ +), inicijacija .
karcinom
tumora
CD44v8-10 Inicijacija tumora Karcinom zeluca 180
CD44v8-10 Pluéne metastaze Karcinom dojke 181
CD44v (v6-10,v7- | Korelacija ekspresije CD44 u | Karcinom Zeluca 182
10,v8-10) transgeni¢nim Gan miSevima
CD44v8-10 Pojacanje kronic¢ne faze CML-a Leukemija 183
prekomjerna ekspresija
CD44, izoforme nisu | Korelacija ekspresije CD44 i | Karcinom prostate 184
specificirane zlo¢udnog stadija bolesti
CD44, izoforme nisu | Invazija Karcinom prostate 185
specificirane
CD44, izoforme nisu | LoSa  prognoza, niska stopa | Karcinom gusterace 186
specificirane prezivljenja, metastaziranje
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1.5.1. Uloga CD44 u OL — dosadasnje spoznaje

Do sada su se u svrhu identifikacije oralne epitelijalne displazije kod koje postoji rizik za
zlocudnu transformaciju, koristili razli¢iti markeri poput Ki67, p53, nuklearnog antigena
stani¢ne proliferacije, argirofilne regije nukleolarnog organizatora i citokeratina (197).
Posljednjih nekoliko godina, medu znanstvenicima sve je veci interes za obitelj povrSinskih

glikoproteina CD44.

Ranih 1990-ih, CD44 je bio u fokusu molekularne onkologije kada je prepoznato da njegove
izoforme, uglavnom CD44 v6, reguliraju napredovanje tumora, invaziju i stvaranje metastaza
(198). Znacajke ove transmembranske adhezijske molekule i njezina uloga u razvoju i
napredovanju tumora pitanja su koja su od velikog interesa ne samo za znanstvenike, ve¢ i za
onkologe i patologe. Dostupnost razlicitih egzon specificnih monoklonskih antitijela za CD44
izoforme poboljsala je jednostavnost i to¢nost imunohistokemijske analize. Medutim, do sada
je objavljeno relativno malo studija koje su ispitivale ekspresiju CD44 u prekanceroznih oralnih

lezija, €iji rezultati su pokazali varijabilnost u ekspresiji CD44 (199).

U istraZivanju koje su proveli Naga i sur. (200), zabiljeZen je pad ekspresije CD44 u tri stupnja
displazije epitela u usporedbi sa zdravom sluznicom. Povezanost stupnja displazije i smanjene
ekspresije CD44 v6 moze se objasniti Cinjenicom da postoje rane stanicne promjene u
interakciji stanica, i stanica i matriksa, te patoloska svojstva adhezije na povrsini stanice, koja
mogu doprinijeti stanicama u postizanju invazije i ranog razvoja zloudnih tumora u usnoj
Supljini (200-202). Srednja vrijednost CD44 imunopozitivnih stanica bila je viSa u normalnoj
sluznici u usporedbi s blagom, umjerenom i teSkom epitelnom displazijom. Slucajevi displazije
epitela teSkog stupnja pokazali su smanjenu ekspresiju CD44. Nadalje, €ini se da je povezanost
izmedu stupnja displazije 1 smanjene ekspresije CD44 povezana s proliferacijom, kao i sa

stupnjem stani¢ne diferencijacije koja je ukljuc¢ena u pokretljivost i invaziju lezije (204-206).

Studija o ekspresiji standardne izoforme CD44 1 varijante izoforme CD44v6 u normalnoj
sluznici, OL 1 OPK pokazala je da s progresijom normalnog epitela prema displaziji jaca
postupno i intenzitet bojenja koji zahvaca viSe suprabazalnih slojeva. U uzorcima OPK
utvrdena je smanjena stopa ekspresije CD44 (205). Druga studija o aktinickom heilitisu
pokazala je da, iako se ekspresija povecava s intenzitetom i stupnjem diplazije, razlikovanje
stanica pomoc¢u CD44 nije lako u razli¢itim promjenama u tkivima (207). Nekoliko studija
navelo je da su razlicite izoforme CD44 povezane s viSim gradusom tumora, ve¢om otpornoscéu

na lijekove 1 loSom prognozom karcinoma glave i vrata (208-210).

31



Ivona Zu?ul, disertacija

Godine 2018. provedena je meta-analiza prognostickog znacaja biljega KMS u prekanceroznih
lezija sluznice usne Supljine (212). PubMed baza je pretrazena u razdoblju od 2007. do prosinca
2017. godine s kombinacijama klju¢nih rijeci: oralna premaligna/prekancerozna lezija, oralno
premaligno/prekancerozno stanje, potencijalno zlo¢udne promjene usne Supljine, oralna
leukoplakija, oralna eritroplakija, oralni lihen planus, oralna submukozna fibroza, mati¢ne
stanice raka, CD133, CD44, CD24, CD271, podoplanin, ALDH1, ABCG2, Oct-4, Sox-2, Bmi-
1 1 NANOG. Ukljuc¢ni kriteriji za studije podrazumijevali su preporuke za studije koje ispituju
prognosticku vrijednost tumorskih markera prema REMARK smjernicama (213). Od ukupno
118 studija koje su dobivene pretrazivanjem prethodno spomenute baze, 12 ih je bilo ukljuceno
u meta-analizu. Ukupan broja bolesnika na kojem su provedena ukljucena istrazivanja bio je 1
659. Rezultati meta-analize pokazali su da ekspresija biljega KMS u oralnih prekanceroznih
lezija korelira s razvojem OPK. Vecina studija koja je bila uklju€ena u ovu meta-analizu
pokazala je superiornost biljega KMS u odnosu na druge ¢imbenike, kao Sto su dob, pusenje i
patohistoloski nalaz u predvidanju progresije oralne prekancerozne lezije u OPK. Nadalje,
multivarijantna analiza vecine ovih studija pokazala je da prisustnost populacije KMS u

prekanceroznih lezija ukazuje na nepovoljan klinicki ishod bolesti (212).

Trenutno se rizik od razvoja OPK procijenjuje prema histoloskom stupnju displazije epitela.
Medutim, histoloska procjena lezije je sama po sebi subjektivna, §to isticu i pojedini autori (46,
243, 215) koji nisu primijetili znacajnu povezanost izmedu stupnja displazije i rizika zlo¢udne
transformacije. Navedenu tvrdnju potvrduju 1 rezultati studija koje su bile uklju¢ene u meta-
analizu. Kawaguchi 1 suradnici (216) izvijestili su da je vise od 50% bolesnika s OL-om bez
displazije razvilo OPK. De Vicente i suradnici (217) takoder su utvrdili da je 5% OL lezija s
blagom displazijom napredovala u OPK, dok 25% OL lezija s teSkom displazijom nije. Habiba
1 suradnici (218) istiCu superiornost prognosticke vrijednosti biljega KMS-a nad
histopatoloSkim nalazom, te se stoga predlaze odredivanje ekspresije biljega KMS-a u
razli¢itim stupnjevima displazije, ¢ime se dobiva na preciznosti u predvidanju rizika za razvoj

OPK u pojedinih slucajeva.

U studijama koje su bile ukljuene u spomenutu meta-analizu zabiljezena je i1 zloc¢udna
transformacija prekanceroznih lezija koje su bile negativne na biljege KMS-a (212). Iako je
takav broj slucajeva u svim ukljucenim studijama bio malen, postavlja se pitanje kako u tim
slucajevima dolazi do zlocudne transformacije 1 postoji li mozda neka druga skupina populacije
stanica raka odgovorna za nastanak OPK? Uzimaju¢i u obzir hipotezu o KMS, uvjerljivo

objasnjenje je da svaki biljeg KMS-a oznac¢ava samo razli¢itu podskupinu mati¢nih stanica koje
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nalikuju stanicama karcinoma, dok ostale jedinstvene subpopulacije stanica raka s
karakteristikama mati¢nih stanica nisu identificirane. Navedeno potvrduju nedavne studije na
stani¢nim linijama raka dojke 1 jajnika koje su pokazale da je svaki pojedini promatrani biljeg
KMS-a (CD24, CD44 i ALDH1) identificirao jedinstvenu populaciju tumorskih stanica (219,
220). 1z toga proizlazi da su slucajevi prekanceroznih lezija, koje su bile negativne na biljege
KMS-a, a koji su napredovali u OPK, mogli biti pozitivni na druge biljege KMS-a. Stoga je
kriti¢ni aspekt u predvidanju klinickog tijeka prekanceroznih lezija prepoznavanje heterogene
populacije mati¢nih stanica koje nalikuju stanicama karcinoma, a koje su odgovorne za
nastanak tumora. S obzirom na varijabilnost populacije KMS-a i vjerojatnost prepoznavanja
prisutnosti vie od jedne podskupine mati¢nih stanica, koje nalikuju stanicama karcinoma, tesko
je utvrditi zlocudni potencijal oralnih prekanceroznih lezija na temelju ispitivanja jednog
biljega KMS-a. Stoga se ¢ini da je pristup, koji podrazumijeva ispitivanje vise biljega KMS-a,
odjednom svakako relevantniji u procjeni rizika za zlo¢udnu transformaciju prekanceroznih

lezija (212).

U zaklju€ku se moze re¢i da nema biljega KMS-a koji se moZe univerzalno koristiti u detekciji
mati¢nih stanica koje nalikuju stanicama karcinoma. Profiliranje svakog pojedinog slucaja,
koriste¢i nekoliko biljega KMS-a, je neophodno s obziroma na cinjenicu da su stanice
karcinoma vrlo heterogene na genetskoj, epigenetskoj i1 fenotipskoj razini. Buduca istrazivanja
o KMS-a u prekanceroznih lezija trebala bi procijeniti i usporediti ekspresiju razlicitih biljega

KMS-a s ciljem procjene varijabilnosti u njihovoj ekspresiji.

1.5.2. Uloga CD44 u OPK — dosadasnje spoznaje

Kako je ranije spomenuto, provedena istrazivanja pokazala su da zlo¢udne novotvorine sadrze
diferencirane stanice s manjom subpopulacijom proliferacijskih 1 nediferenciranih stanica, koje
se jo$ nazivaju 1 karcinomske mati¢ne stanice (KMS) (221). Teorija KMS postulira da samo
odredena podskupina stanica raka unutar tumora pokazuje karakteristike mati¢nih stanica (npr.
sposobnost samoobnavljanja i ekstenzivnog razmnoZavanja), koje mogu podrzati rast te
promicati recidiv 1 metastaziranje (222, 223). Ranije je zabiljezeno da se u karcinomima
plocastih stanica glave i vrata KMS javljaju u niskim postocima, te se pokazalo da se mogu

okarakterizirati prema razinama ekspresije CD44 (222, 224).

CD44 proteini obi¢no se nalaze u epitelnom tkivu, a prethodno je utvrdeno da su vazni

regulatorni ¢imbenici u normalnom ploc¢astom epitelu za procese poput stani¢ne adhezije i
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interakcije medu stanicama (22). lako je ovaj protein prethodno povezan s infiltracijom i
metastatskom diseminacijom kada je eksprimiran u neoplasticnom plocastom epitelu (170, 226,
227). Kontroverzni rezultati zabiljeZeni su u brojnim istraZzivanjima koja pokazuju oprecne
nalaze za OPK (227-231). Prema Blooru i sur. (228) i Mascolo i sur. (231), malo je vjerojatno

da izrazenost CD44 ima prognostickog vrijednost u OPK.

S obzirom na to da pojedini autori isticu kako ekspresija CD44 nema znacajnu ulogu u prognozi
OPK, potrebne su dodatne, standardizirane studije koje ¢e razjasniti diskrepancu u rezultatima

do sada provedenih studija.

Tijekom godina, ve€ina je istrazivanja na temu ekspresije CD44 u OPK pokazala njegov
prognostic¢ki znacaj (233, 234-236). Zanimljivo, ranija istrazivanja isticu kako je smanjena
ekspresija CD44 bila znacajan prediktor lose prognoze u vec¢ini OPK studija (234, 235, 237,
238). S druge strane, rezultati nedavnih studija loSu prognozu OPK povezuju s jakom

ekspresijom CD44 (230, 233, 239, 240).

Ova varijabilnost rezultata moze biti posljedica nedostatka standardizacije u istrazivanjima na
ovu temu, posebno u svezi s anatomskom regijom (233, 241). Prema Kokko i sur. (230), postoje
znacajane razlike u pogledu rezultata ekspresije CD44 i njegovog prognostickog znacaja
vezano za anatomsku lokalizaciju tumora u regiji glave i vrata. Ipak, nekoliko je istrazitelja
grupiralo pojedine karcinome glave i vrata, zajedno s oralnim karcinomima, kao i s
karcinomima orofarinksa i grkljana, koji imaju razli¢itu prognozu (243, 241). Budu¢i da se
obitelj CD44 sastoji od standardnog oblika CD44 (CD44) i njegovih izoformi (CD44v) (241),
postaje ocigledno da bi razlike OPK u sposobnosti za recidiv, loko regionalne ili udaljene
metastaze, kao 1 za radiorezistenciju njegovih malignih stanica mogle biti posljedica

prekomjerne ekspresije specificne CD44 izoforme (243).

Slaba ekspresija CD44 na tumorskim stanicama bila je zna€ajno u korelaciji s loSom prognozom
karcinoma jezika (245), dok se izostanak CD44v ekspresije povezuje s kra¢im vremenom
prezivljenja s karcinomom na usni (238). S druge strane, Bankfalvi i sur. (246) utvrdili su da je
povecana imunoekspresija izoforme CD44v9 zajedno s gubitkom CD44, v4 i v7 znacajno

povezana s loSijim klini¢kim ishodom u bolesnika s OPK.

U drugim slu¢ajevima, ¢ini se da prekomjerna ekspresija CD44v (v3 i v6) odrazava stanicnu
invazivnost i dovodi do povecane agresivnosti nekih karcinoma glave i vrata, ukljucujué¢i i OPK
(247), s obzirom na to da se ekspresija razli€itih izoformi povezuje i1 s metastazama u limfne

&vorove i rezistencijom na kemoterapiju (248). Stovise, pojacana ekspresija CD44 standardnih
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1 varijantnih izoforma potvrdena je i kod vecine oralnih displazija, koje su takoder pokazale
selektivnu akumulaciju CD44, v3, v4 1 v9 u OPK u podrucju invazivne tumorske fronte. (246,

249).

Znacajno je da su neke studije pokazale da CD44 moze biti vazan biomarker stani¢ne
subpopulacije KMS u karcinomima glave i vrata (222, 224, 244). Prvi dokazi da zlo¢udne
stanice karcinoma glave i1 vrata imaju razvojnu hijerarhiju, te da posjeduju subpopulaciju
stanica sa sposobnos$¢u samoobnavljanja i diferencijacije utvrdili su Prince 1 sur. (222), koji
takoder povezuje ekspresiju CD44 s imunofenotipom KMS. U skladu s tim, utvrdena je i
znacajna rezistencija na apoptozu za CD44-pozitivne stanice u karcinomoma glave i vrata (250,
251), a dodatna su ispitivanja zabiljezila povezanost prekomjerne ekspresije CD44 s drugim
pretpostavljenim biomarkerima KMS-a, kao $to su CD24 1 CD133, koji takoder pokazuju
znacajnu prognosticku vrijednost u OPK (233).

Kao 1 kod diskrepance u rezultatima studija, vezano za prognosticku vrijednost CD44 u OPK,
nedavno istraZivanje je pokazalo da CD44 ima ograni¢enu ulogu u smislu biomarkera oralnih
KMS pri odredivanju imunofenotipa istih (252), dok su druge studije pokazale da CD44-
negativne stanice u karcinomima glave i vrata takoder imaju osobine sli¢cne mati¢nim stanicama
(253). U skaldu s tim, Clay 1 sur. (229) nedavno su sugerirali kako je malo vjerojatno da su
stanice pozitivne na CD44 ¢ista populacija KMS, naglaSavajuci potrebu kombiniranja CD44 s

drugim markerima KMS u budu¢im studijama.

Precizno razumijevanje mehanizama regulacije CD44 u OPK neophodno je za daljnje
istrazivanje progresije 1 invazivnosti raka, kao 1 za stjecanje dodatnih znanja o prognozi tumora.
Medutim, joS uvijek nije postignut konsenzus o ovoj problematici, a kontradiktorni rezultati u
vezi s imunoekspresijom CD44 u prognozi OPK 1 identifikaciji KMS-a mogu se pripisati
faktorima poput razli¢itih kriterija odabira OPK bolesnika te postojanjem razlicitih izoformi
CD44 s razli¢itim komercijalno dostupnim antitijelima, kao 1 razli¢itim kontrastnim tehni¢kim

metodama koje se koriste za procjenu (170, 233, 240, 241).

S obzirom na kontradiktorne rezultate dosadaSnjih studija, vezano za prognosticku vrijednost
CD44 u OPK i vrijednost CD44 kao markera KMS, potrebne su dodatne standardizirane studije

koje ¢e razrijesiti spomenutu problematiku.
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2. SVRHA ISTRAZIVANJA
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Hipoteza

Imunohistokemijska izrazenost CD44 1 Ki67 je razli¢ita u OL, OPK i zdravoj oralnoj sluznici.
Ciljevi

OPCI CILJ: Cilj istrazivanja je imunohistokemijski utvrditi izraZenost CD44 i Ki67 u OL te
usporediti dobivene podatke sa izrazenosti CD44 i Ki67 u OPK i zdravoj oralnoj sluznici. Iz
usporedbe obrazaca njihovih pojavnosti pokusalo bi se donijeti pretpostavke o ukljucenosti u
procese maligne transformacije. Nasi rezultati bi moguce indicirali potrebu za prospektivnim
studijama koje ukljucuju 1 ishode, a ¢iji bi rezultati mogli dokazivati povezanost biljega s

karcinogenezom.

SPECIFICNI CILJEVI:

1. Usporediti imunohistokemijsku izrazenost CD44 u pokrovnom epitelu izmedu
OL, OPK i zdrave oralne sluznice.

2. Usporediti imunohistokemijsku izrazenost Ki67 u pokrovnom epitelu izmedu OL,
OPK i zdrave oralne sluznice.

3. Usporediti imunohistokemijsku izrazenost CD44 u upalnom infiltratu izmedu OL,
OPK i zdrave oralne sluznice.

4. Usporediti imunohistokemijsku izraZzenost Ki67 u upalnom infiltratu izmedu OL,
OPK 1 zdrave oralne sluznice.

5. Utvrditi postoji li korelacija izmedu izraZzenosti CD44 1 Ki67 u epitelu 1 CD44 1
Ki67 u upalnom infiltratu s dobi i upalom na HE preparatima u OL i OPK.

6. Odrediti stupanj upale na HE preparatima OL, OPK i zdravoj oralnoj sluznici te
usporediti dobivene vrijednosti izmedu ispitivanih skupina.

7. Usporediti razlike indeksa oznaCavanja LI (engl. labeling indeks) pojedinih

biljega u odnosu na upalu u HE preparatima OL.

Svrha rada

Razlika izrazenosti Ki67 1 CD44 unutar skupine bolesnika s oralnom leukoplakijom
mogla bi izdvojiti podgrupu istih s ve€om vjerojatnos¢u nastanka oralnog karcinoma.
Spomenuti bolesnici imali bi koristi od intenzivnijeg klinickog pracenja te po potrebi 1

agresivnijeg terapijskog pristupa.
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3.1. Materijali

Ovo istrazivanje je retrospektivna studija odobrena od strane Etickog povjerenstva
Stomatoloskog fakulteta u Zagrebu i Etickog povjerenstva Klinickog bolnickog centra Sestre
Milosrdnice.

Uzorci sluznice usne Supljine s dijagnozom OL i1 OPK predstavljaju arhivski materijal
Klinickog zavoda za patologiju i citologiju KBC Sestre milosrdnice, dobiven od bolesnika
kojima je u periodu od 2013. do 2018. godine uc¢injena biopsija zbog promjene u usnoj Supljini.
Uzorci sluznice usne Supljine bez patohistoloskih promjena takoder predstavljaju arhivski
materijal istoimenog zavoda u gore navedenom periodu.

Analizirano je: 30 uzoraka sluznice usne Supljine s dijagnozom OL, 30 uzoraka sluznice usne

Supljine s dijagnozom OPK, 20 uzoraka sluznice usne Supljine bez patohistoloskih promjena.

3.2. Metode

Uzorci su obradeni standardnom histoloSkom metodom koja podrazumijeva fiksaciju materijala
(tkiva) u 10% puferiranom formalinu, koji se uklapa u parafinske blokove, te potom reze na
debljinu rezova od 5 um, deparafinira se i boji standardnom hemalaun eozin (HE) metodom.
Za imunohistokemijsku analizu koriSteni su rezovi parafinskih blokova 1 primarna
monoklonalna protutijela na Ki67 (MO A-HU Ki67, clone MIB-1, 1:150, DAKO) i na CD44
(MO A-HU CD44, clone DF 1485, 1:50, DAKO).

MorfoloSka analiza
Morfoloska analiza za OL ukljucivala je histoloske kriterije prema SZO (1), za OPK morfoloSke
promjene koje odgovaraju karcinomu, a za zdravu sluznicu usne Supljine niti jedan od kriterija

nije smio biti zadovoljen.

Imunohistokemijska analiza

Imunohistokemijska analiza za protutijela vodila se LSAB metodom kao vizualizacijskim
sistemom na Dako TechMate TM Horizon (Dako, Copenhagen, Danska) automatiziranom
stroju za imunohistokemijsko bojenje. Vrijeme i nacin termalne detekcije epitopa, razrijedenja
1 vrijeme inkubacije svakog antitijela radeno je prema protokolima proizvodaca. Vizualizacija
reakcije sekundarnih antitijela ucinjena je En Vision HRP kuni¢ / mi§ ENV (K5007, DAKO) i
kromogenom diaminobenzidinom (K3468, DAKO), a kontrastiranje je ucinjeno Mayer

hematoksilinom.
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Imunohistokemijska reakcija na CD44 odredivala se semikvantitativno prema metodi koju su

opisali Ghazi i sur. (254):

0 - bez pozitivne membranske reakcije ili 0-<5% stanica,

1+ slabo pozitivna membranska reakcija; 5%-25% stanica,
2+ umjereno pozitivna membranska reakcija; 25-50% stanica,
3+ srednje pozitivna membranska reakcija; 50%-75% stanica,

4+ jako pozitivna membranska reakcija: vise od 75% stanica.

Imunohistokemijski pozitivitet jezgara na Ki67 odredivao se semikvantitativno takoder prema

metodi koju su opisali Ghazi i sur. (254):

0 - bez pozitivne membranske reakcije ili 0-<5% stanica,

1+ slabo pozitivna membranska reakcija; 5%-25% stanica,
2+ umjereno pozitivna membranska reakcija; 25-50% stanica,
3+ srednje pozitivna membranska reakcija; 50%-75% stanica,

4+ jako pozitivna membranska reakcija: vise od 75% stanica.
Podrucje pregledavanja odredeno je pregledavanjem cijelog uzorka na malom povecanju (x40).

Imunohistokemijska izraZenost biljega ocitavala se u reprezentativnom podrucju pod velikim

povecanjem (x400).

40



Ivona Zu?ul, disertacija

3.3. Statisti¢ka analiza

Priprema podataka izvrSena je pomocu racunalnog tablicnog kalkulatora Microsoft Office

Excel. Podatci su prikazani tabli¢no.

Kategorijske i nominalne vrijednosti su prikazane kroz odgovarajuce frekvencije i udjele, dok
su se razlike izmedu njih analizirale Fisherovim egzaktnim testom, odnosno Fisher-Freeman-

Haltonovim testom u slucajevima tablica vecih od 2x2 formata.

Kontinuirane vrijednosti prikazane su kroz medijane i interkvartilne raspone, a razlike izmedu
njih analizirane su Mann-Whitneyjevim U testom. P vrijednosti manje od 0,05 su smatrane
znaCajnima. U analizi se koristila programska podrska IBM SPSS Statistics, verzija 25.0

(https://www.ibm.com/analytics/spss-statistics-software).
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4. REZULTATI
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4.1. Analiza demografskih karakteristika ispitanika

U istrazivanje je bilo ukljuc¢eno ukupno 80 ispitanika.

Prvu skupinu ¢inilo je 30 bolesnika (15 Zena i1 15 muskaraca) s patohistoloski potvrdenom OL.
U tri (10%) bolesnika opisana je blaga displazija u donjoj treéini epitela, a u jednog (3,3%)
bolesnika teska displazija koja je zauzimala dvije tre¢ine epitela. U ostalih 26 slucajeva (86,7%)

uz klinic¢ku sliku OL opisana je hiperkeratoza.

Bolesnici s OL-om su bili u dobi od 32 do 83 godine, s medijanom dobi od 58 (IQR 53,0 —
71,0).

Drugu skupinu ispitanika ¢inilo je 30 bolesnika (3 Zene 1 27 muSkaraca) s dijagnosticiranim i
histoloski potvrdenim OPK. Dobna raspodjela ispitanika s OPK bila je u rasponu od 39 do 72
godine, s medijanom dobi od 66,5 (IQR 52,2 — 72,0).

Trec¢u skupinu €inilo je 20 ispitanika (10 Zena i 10 muskaraca) s urednim nalazom sluznice usne
Supljine, dobne raspodjele od 27 do 74 godine, s medijanom dobi 53,5 (IQR 49,0 — 61,2). Za
svaku pojedinu skupinu vrijednosti srednje Zivotne dobi ispitanika izraCunate su

jednosmjernom analizom varijance (One-way ANOVA).

U skupini sa dijagnozom OPK bilo je znacajno vise muskaraca u odnosu na skupine OL i zdravu
oralnu sluznicu (90,0% naprema 50,0%, p'<0,001; 90% naprema 50%, p>=0.003). OPK skupina
bila je najstarija s medijanom dobi od 66,5 (IQR 52,2-72,0) godina. Znacajna razlika u dobi

zabiljeZena je izmedu skupina OPK i zdrave oralne sluznice (p*=0.017).

Raspodjela po dobi 1 spolu za ispitne skupine prikazana je u Tablici 7, a klinicke karakteristike

ispitanika s OPK u Tablici 8.

43



Ivona Zu?ul, disertacija

Tablica 7. Raspodjela po dobi i spolu za ispitne skupine; Fisherov egzaktni test, odnosno Mann-

Whitney U test.
OL OPK Zdrava P! P? P3
N=30 N=30 sluznica
Displazija N=20
N % N | % N % N %
Spol Muski 15 50,0% | 3 | 10,0% | 27 90,0% | 10 50,0% | <0,001 | 1,000 0,003
Zenski 15 50,0% |1 |33% |3 10,0% | 10 50,0%
Dob Medijan | 58,0(53,0-71,0) 66,5(52,2-72,0) | 53,5(49,0-61,2) | 0,437 0,104 0,017
(godine) | (IQR)
p' Fisherov egzaktni test - oralna leukoplakija vs. OPK
p? Fisherov egzaktni test - oralna leukoplakija vs. zdrava sluznica
p? Fisherov egzaktni test - zdrava sluznica vs. OPK
* Mann-Whitney U test
Tablica 8. Klinicke karakteristike ispitanika s OPK.
N %
Pusenje DA 14 46,6
NE 13 433
Bivsi pusaci 2 6,6
NA 1 3,3
Alkohol DA (svakodnevno) 3 10,0
NE 19 63,3
Povremeno 2 6,6
Prigodno 2 6,6
NA 4 13,3
T klasifikacija 1 9 30,0
2 8 26,6
3 5 16,6
4 3 10,0
4a 4 13,3
NA 1 3,3
N klasifikacija X 3 10,0
0 12 40,0
1 2 6,6
2 5 16,6
2b 2 6,6
2¢ 1 3,3
3b 3 10,0
NA 2 6,6
M klasifikacija X 27 90,0
NA 3 10,0
Gradus tumora 1 23 76,6
2 4 13,3
3 3 10,0
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Cetrnaest ispitanika (46,6%) su aktivni pusaci, 13 (43,3%) se izjasnilo kao nepusaci, dvoje je
bivsih pusaca (6,6%) a za jednog ispitanika (3,3%) nije bilo podataka o navici pusenja. Sto se
ti¢e konzumacije alkohola, 19 ispitanika (63,3%) se izjasnilo da ne konzumira alkohol, troje
ispitanika (10%) alkohol konzumira svakodnevno, dvoje (6,6%) povremeno, dvoje (6,6%)
prigodno i za Cetiri ispitanika (13,3%) nije bilo dostupnih podataka o istome. Veli¢ina tumora
odredivala se pomoc¢u TNM Kklasifikacije, a najzastupljenija veli¢ina tumora bila je T1 (30,0%)
1 T2 (26,6%). U 13 (43,3%) bolesnika tumor je metastazirao u regionalne limfne ¢vorove, a kod
12 (40,0%) bolesnika nije bilo klini€ki pozitivnih limfnih ¢vorova. Gradus tumora u najve¢em

broju slucajeva je bio 1 (N=23).

Razlike izmedu ispitivanih skupina s obzirom na upalu opisanu na HE preparatima, prikazane
su u Tablici 9. Upala je u najve¢em broju slucajeva detektirana u OL 1 OPK skupini. Znacajne
razlike zabiljezene su izmedu OL i OPK skupine u odnosu na zdravu sluznicu (p*<0,001;
p<0,001), dok nije bilo razlike izmedu OL i OPK skupine (p'=0,067). Oskudna upala
zabiljezena je u 85,7% OPK slucajeva, 56,7% OL-a 1 25% zdrave oralne sluznice. Umjeren
intenzitet upale zabiljeZen je u 23,3% OL-a a samo u 3,6% OPK. Gusta upala bila je detektirana
u 10,0% OL-a i 7,1% OPK, dok u zdravoj sluznici ista nije zabiljezena (0,0%). Upala nije bila

prisutna u 75% slu¢ajeva zdrave oralne sluznice, 3,6% OPK i 10,0% OL-a.

Tablica 9. Razlike izmedu ispitivanih skupina s obzirom na upalu HE (hemalaun eozin bojenje):

Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni test.

OL OPK Zdrava sluznica P! P2 P3
N=30 N=30 N=20
N % N % N %

Upala | Bez 3 10,0% | 1 3,6% 15 75,0% 0,067 | <0,001 | <0,001
HE upale

Oskudna | 17 56,7% | 24 85,7% | 5 25,0%

Umjerena | 7 23,3% 1 3,6% 0 0,0%

Gusta 3 10,0% | 2 7,1% 0 0,0%

p' Fisherov egzakitni test - oralna leukoplakija vs. OPK

p* Fisherov egzakini test - oralna leukoplakija vs. zdrava sluznica
p? Fisherov egzaktni test - zdrava sluznica vs. OPK

* Mann-Whitney U test
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4.2. Analiza rezultata imunohistokemijskih metoda

4.2.1. Razlike indeksa oznac¢avanja pojedinih biljega u odnosu na upalu HE u oralnoj

leukoplakiji

Upalni infiltrat opisan na HE preparatima u stromi korelirao je s ekspresijom Ki67 u upalnom
infiltratu u stromi (p=0,013).
Tablica 10. Razlike indeksa oznacavanja pojedinih biljega u odnosu na upalu HE u OL;

Fisherov egzaktni test, odnosno Mann-Whitney U test.

Upala HE
Bez upale Oskudna Umjerena Gusta P
N % N % N % N %
<5% 1 33,3% 4 23,5% 2 28,6% 0 0,0%
5-25% 1 33,3% 4 23,5% 0 0,0% 0 0,0%
CDA44 epitel  25-50% 1 33,3% 6 35,3% 2 28,6% 0 0,0% 0,360
50-75% 0 0,0% 3 17,6% 2 28,6% 2 66,7%
>75% 0 0,0% 0 0,0% 1 14,3% 1 33,3%
<5% 2 66,7% 4 23,5% 2 28,6% 0 0,0%
5-25% 1 33,3% 9 52,9% 0 0,0% 1 333%
CD44 upala  25-50% 0 0,0% 4 23,5% 3 42,9% 1 33,3% 0,118
50-75% 0 0,0% 0 0,0% 2 28,6% 1 33,3%
>75% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
<5% 3 100,0% 5 29,4% 2 28,6% 0 0,0%
5-25% 0 0,0% 3 17,6% 4 57,1% 1 33,3%
Ki67 epitel ~ 25-50% 0 0,0% 8 47,1% 1 14,3% 2 66,7% 0,163
50-75% 0 0,0% 1 5,9% 0 0,0% 0 0,0%
>75% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
<5% 3 100,0% 17 100,0% 5 71,4% 1 33,3%
5-25% 0 0,0% 0 0,0% 2 28,6% 2 66,7%
Ki67 upala  25-50% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0,013
50-75% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
>75% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
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4.2.2. Imunohistokemijska izraZzenost CD44 u epitelu ispitivanih skupina

Zabiljezena je znacajna razlika izmedu ispitivanih skupina u odnosu na izrazenost CD44 u

epitelu (p'<0,001; p?=0,005; p><0,001); Fisherov egzaktni test, odnosno Mann-Whitney U test.

Pozitivna imunohistokemijska reakcija na CD44 u epitelu zabiljezena je u 76,7% (N=23)
slucajeva. U 40% (N=12) slucajeva OPK postotak pozitivnih stanica na CD44 u epitelu je bio
veéi od 75%. U zdravoj sluznici negativna imunohistokemijska reakcija na CD44 zabiljezena

jeu 65,0% (N=13) slucajeva (Tablica 11.).

Tablica 11. Imunohistokemijska izraZzenost CD44 u epitelu ispitivanih skupina; Fisherov
egzaktni test, odnosno Mann-Whitney U test.

Oralna Zdrava
leukoplakija 1(\1)3313 sluznica
N=30 a N=20 P! P? p?
N % N % N %
<5% 7 23,3% 0 0,0% 13 65,0%
5-25% 5 16,7% 0 0,0% 5 25,0%
gpli)ti‘ll 25-50% 9 30,0% 8 26,7% 2 10,0% <0,001 0,005 <0,001
50-75% 7 23,3% 10 33,3% 0 0,0%
>75% 2 6,7% 12 40,0% 0 0,0%

p' Fisherov egzakini test - oralna leukoplakija vs. OPK

p? Fisherov egzaktni test - oralna leukoplakija vs. zdrava sluznica
p’ Fisherov egzaktni test - zdrava sluznica vs. OPK

* Mann-Whitney U test

4.2.3. Imunohistokemijska izrazenost Ki67 u epitelu ispitivanih skupina

StatistiCki znacajna razlika izmedu ispitivanih skupina zabiljeZena je u odnosu na izrazenost
Ki67 u epitelu (p'<0,001; p?>=0,001, p><0,001). Pozitivna imunohistokemijska reakcija na Ki67
u epitelu zabiljezena je u najveéem broju u OL i OPK skupini. Rezultati izrazenosti Ki67 u

epitelu ispitivanih skupina prikazani su u Tablici 12.
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Tablica 12. Imunohistokemijska izrazenost Ki67 u epitelu ispitivanih skupina; Fisherov

egzaktni test, odnosno Mann-Whitney U test.

Oralna

leukoplakija 135;; Zdra\{\?:szl:)lznica
N=30 P! p? P?
N % N % N %
<5% 10 33,3% 0 0,0% 16 80,0%
5-25% 8 26,7% 1 3,3% 4 20,0%
Ki67 epitel  25-50% 11 36,7% 17 56,7% 0 0,0%  <0,001 0,001 <0,001
50-75% 1 3,3% 10 33,3% 0 0,0%
>75% 0 0,0% 2 6,7% 0 0,0%

P! Fisherov egzaktni test - oralna leukoplakija vs. OPK

P2 Fisherov egzaktni test - oralna leukoplakija vs. zdrava sluznica
P Fisherov egzaktni test - zdrava sluznica vs. OPK

* Mann-Whitney U test

4.2.4. Imunohistokemijska izraZzenost CD44 u upalnom infiltratu ispitivanih skupina

Statisticki znacajna razlika =zabiljezena je izmedu ispitivanih skupina u odnosu na

imunohistokemijsku izrazenost CD44 u upalnom infiltratu (p'=0,017; p><0,001; p><0,001).

Postotak pozitivnih stanica na CD44 u upalnom infiltratu biljezio se u rasponu od 5% do 75%
za skupinu OL, a za skupinu OPK od 5% do 50% (OL: N=22; OPK: N=28), a kod zdrave

sluznice u rasponu od 5% do 25% (N=2). Rezultati su prikazani u Tablici 13.

Tablica 13. Imunohistokemijska izraZzenost CD44 u upalnom infiltratu ispitivanih skupina;

Fisherov egzaktni test, odnosno Mann-Whitney U test.

eakoplaiia 97K susnica
N=30 N=30 N=20 P! P2 P3

N % N % N %
<5% 8 26,7% 2 6,7% 18 90,0%
5-25% 11 36,7% 11 36,7% 2 10,0%

S;?;‘ 25-50% 8 26,7% 17 56,7% 0 0,0% 0,017 <0,001 <0,001

50-75% 3 10,0% 0 0,0% 0 0,0%
>75% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%

P! Fisherov egzaktni test - oralna leukoplakija vs. OPK

P? Fisherov egzaktni test - oralna leukoplakija vs. zdrava sluznica
P Fisherov egzakini test - zdrava sluznica vs. OPK

* Mann-Whitney U test
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4.2.5. Imunohistokemijska izraZenost Ki67 u upalnom infiltratu ispitivanih skupina

Negativna imunohistokemijska reakcija na Ki67 u upalnom infiltratu zabiljeZena je u najve¢em
postotku u skupinama OL 1 zdravoj sluznici, dok je pozitivna reakcija zabiljezena u OPK
skupini. StatistiCki znaajna razlika s obzirom na imunohistokemijsku izrazenost Ki67 u
upalnom infiltratu zabiljeZena je izmedu skupine OPK i OL te OPK i zdrave sluznice (p'<0,001;
p><0,001). Nije bilo statisti¢ki znadajne razlike izmedu OL i zdrave sluznice (p=0.140).

Rezultati su prikazani u Tablici 14.

Tablica 14. Imunohistokemijska izraZzenost Ki67 u upalnom infiltratu ispitivanih skupina.

leu(lg;igli:ija OPK Zdrava sluznica
N=30 N=30 N=20 P! P2 P3
N % N % N %
<5% 26 86.7% 3 10.0% 20 100.0%
5-25% 4 13.3% 24 80.0% 0 0.0%
E;Sfa 25-50% 0 0.0% 3 10.0% 0 0.0%  <0,001 0.140 <0,001
50-75% 0 0.0% 0 0.0% 0 0.0%
>75% 0 0.0% 0 0.0% 0 0.0%

P! Fisherov egzaktni test - oralna leukoplakija vs. OPK

P? Fisherov egzaktni test - oralna leukoplakija vs. zdrava sluznica
P? Fisherov egzaktni test - zdrava sluznica vs. OPK

* Mann-Whitney U test

4.2.6. Korelacija CD44 i Ki67 u epitelu i u upalnom infiltratu s dobi i upalom HE u OL
i OPK

Korelacija upale HE s izraZzenoS¢u CD44 1 Ki67 odredena je Spearmanovim korelacijskim
koeficijentom. ZabiljeZena je znaCajna pozitivna korelacija izmedu upale HE 1 Ki67 u upalnom
tkivu u skupini OL (p=0,001). Znacajne i pozitivne korelacije zabiljezene suis CD44 i u epitelu
1 u upalnom tkivu iste skupine (p=0,014; p=0,007). Nije zabiljezena znacajna korelacija izmedu
upale HE 1 ispitivanih molekularnih biljega u skupini OPK. Pozitivna korelacija izmedu dobi

ispitivanih skupina i CD44 1 Ki67 u epitelu 1 upalnom infiltratu nije zabiljeZena (Tablica 15.).
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Tablica 15. Korelacija CD44 i Ki67 u epitelu i upalnom infiltratu s dobi i upalom HE u OL i

OPK; Spearmanov korelacijski koeficijent.

Oralna leukoplakija OPK
N=30 N=30
. Upala Dob
Dob (godine) HE (@odine) Upala HE
Correlation Coefficient 0,314 0,445 0,025 -0,294
CD44 epitel
P 0,091 0,014 0,897 0,129
Correlation Coefficient 0,127 0,479 -0,001 -0,022
CD44 upala
P 0,502 0,007 0,994 0,912
) ) Correlation Coefficient 0,080 0,202 0,122 0,373
Ki67 epitel
P 0,673 0,284 0,521 0,051
) Correlation Coefficient -0,131 0,556 0,306 -0,019
Ki67 upala
P 0,492 0,001 0,100 0,924

4.2.7.Korelacija CD44 i Ki67 u upali s CD44 i Ki67 u epitelu

Spearmanovim koeficijentom korelacije odredena je povezanost CD44 1 Ki67 u upali s CD44

1 Ki67 u epitelu. Znacajna pozitivna korelacija zabiljeZena je izmedu CD44 u upali s CD44 i

Ki67 u epitelu, ali samo u skupini OL (p<0,001; p=0,001), dok za OPK nije bilo znacajne

povezanosti. Rezultati su prikazani u Tablici 16.

Tablica 16. Korelacija CD44 1 Ki67 u upali s CD44 1 Ki67 u epitelu; Spearmanov korelacijski

koeficijent.
Oralna leukoplakija OPK
N=30 N=30
CD44 upala Ki67 CD44 Ki67
upala upala upala
. Correlation Coefficient 0,765 0,251 0,282 0,165
CD44 epitel
<0,001 0,181 0,132 0,383
) ) Correlation Coefficient 0,565 0,072 0,290 0,351
Ki67 epitel
P 0,001 0,706 0,120 0,057
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5. RASPRAVA
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Oralne potencijalno zlo¢udne lezije u koje se ubraja i OL, predstavljaju morfoloski ili
genetski izmijenjeno tkivo za koje postoji vedi rizik razvoja raka (54). Unato¢ brojnim
istrazivanjima, do danas, ne postoji dijagnosticko sredstvo koje bi sa stopostotnom
sigurnoS¢u moglo detektirati koja ¢e se lezija 1 u kojem trenutku zlo¢udno transformira
Posljedica spomenutog i ¢injenice da je OPK u ranoj fazi asimptomatska bolest je

postavljanje dijagnoze u uznapredovaloj fazi (58).

Posljednjih godina sve je veci broj studija koje istrazuju brojne molekularne biljege uz
pomo¢ kojih bi se sa znacajno ve¢om sigurno$éu mogao utvrditi rizik za zlo¢udnu
transformaciju pojedine lezije. Uvrijezeno je kako se napredak u prevenciji i lijeCenju
potencijalno zlocudnih oralnih lezija ocekuje detekcijom i razumijevanjem temeljnih
molekularnih mehanizama karcinogeneze, koja ¢e omoguciti otkrivanje dijagnostickih,
prognostickih i prediktivnih biljega, kao i identifikaciju novih specifi¢nih terapijskih
ciljeva (41). Trenutni dokazi upuéuju da je prijelaz iz normalnog epitela u potencijalno
zlo¢udnu oralnu leziju 1 invazivni OPK rezultat akumulacije genetskih i1 epigenetskih
promjena, a posljednje se odnosi na mnostvo kromosomskih aberacija, mutacije,
metilaciju i druge, koje utjecu na ekspresiju i funkcija onkogena i tumor supresorskih gena
(41). Drugim rije¢ima, klinicki izgled lezije i mikroskopske promjene poput epitelne
displazije koje ukazuju na prisutnost potencijalno zlo¢udne oralne lezije rezultat su
specifi¢nih molekularnih promjena koje se akumuliraju tijekom vremena, i na kraju

podlijeZu zlo¢udnoj transformaciji.

Osim toga, brojne su studije identificirale molekularne biljege za OPK na klinicki 1
mikroskopski nepromijenjenim kirur§kim rubovima koji nisu bili u skladu sa stupnjem
histopatoloske displazije (255, 256). Stoga se u znanstvenoj zajednici nastavlja potraga za
novim molekularnih biljezima koji b1 mogli otkriti potencijalnu zlocudnu leziju 1 prije
razvoja odgovarajucih klini¢ko-patoloSkih promjena. Unato¢ dosada$njem znacajnom
napretku u detekciji mnogih molekularnih promjena u OPK, dijagnoza i predvidanje
potencijalno zlocudne lezije joS uvijek se temelji na konvencionalnom histopatoloSkom

pregledu (257).

U ovoj studiji imunohistokemijskom analizom utvrdivala se izraZenost biljega CD44 1
Ki67 u OL te su dobivene vrijednosti usporedivane s izrazeno$¢u CD44 1 Ki67 u OPK 1

zdravoj oralnoj sluznici. Dobiveni rezultati ove studije potvrdili su hipotezu istrazivanja
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koja je glasila da je imunohistokemijska izrazenost CD44 i Ki67 razli¢ita u OL, OPK i

zdravoj oralnoj sluznici.

Uloga KMS-a u epitelnoj displaziji, razvoju i rastu tumora te metastaziranju ispitivana je i
dokazana u mnogobrojnim objavljenim studijama (258). Prema podatcima iz literature,
stopa zlo¢udne transformacije displasti¢nog epitela krece se izmedu 3% 1 36% (257). Stoga
se, detekcija biljega KMS-a, ukljucujuci i CD44, ¢ini opravdana i neophodna u dijagnostici
displasticnih 1 potencijalno zlo¢udnih lezija kao Sto je OL. U ovom je istrazivanju od
ukupno 30 slucajeva OL pozitivna imunohistokemijska reakcija na CD44 u epitelu
zabiljezena u 23 slucaja (76,7%) za razliku od zdrave sluznice gdje je ista reakcija bila
pozitivna u 7 (35%) od ukupno 20 slucajeva (p=0,005). Oprecni rezultati zabiljeZeni su u
studiji Venkat Naga i sur. (200) gdje je smanjena izraZenost CD44 bila povezana s teZim
stupnjem epitelne displazije. Autori su iz dobivenih rezultata zakljucili kako povezanost
izmedu stupnja displazije i smanjene izrazenosti CD44v6 moze ukazivati na rane stani¢ne
promjene, koje polaze od fizioloSkih interakcija stanica-stanica i stanica-izvanstani¢ni
matriks 1 kre¢u se prema patoloskim, te na taj nacin pogoduju invaziji i ranom razvoju

zlo¢udnih tumora usne Supljine (259).

Pozitivna reakcija na CD44 u epitelu zabiljezZena je 1 u OPK skupini, s time da je postotak
pozitivnih stanica bio nesSto ve¢i i1 kretao se u rasponu od 25 — 75%. Literaturni podatci o
vrijednosti CD44 kao biljega KMS-a su oprecni. 1z tog razloga pojedini autori naglasavaju
potrebu kombiniranja CD44 s drugim biljezima jer se pretpostavlja da je malo vjerojatno
da su sve stanice pozitivne na spomenuti biljeg ¢ista populacija KMS-a (228). Osim toga,
postojanje raznih izoformnih varijanti CD44, koje imaju zajednicke, ali 1 pojedine razlicite
funkcionalne uloge, takoder doprinosi varijabilnosti rezultata dobivenih u provedenim
istrazivanjima. Primjerice, u nekim studijama zabiljezena je povezanost povecane
imunohistokemijske izrazenosti pojedinih izoformnih varijanti CD44 molekule (CD44v3,
CD44v4, CD44v6...) s uznapredovalim stadijem bolesti 1 loSim preZivljenjem kod
bolesnika oboljelih od OPK (208). U drugim studijama je pak nadena veza izmedu smanjene
izrazenost navedenih izoformnih varijanti 1 uznapredovalog stadija bolesti 1 loSeg
prezivljenja (208). Isto tako u pojedinim studijama nije pronadena veza izmedu biljega
CDA44 te stadija i prognoze bolesti (208). U ovoj studiji promatrana je imunohistokemijska
izrazenost standardnog oblika CD44 (CD44s), ali ne 1 izoformnih varijanti, Sto svakako
mozZe biti razlog varijabilnosti dobivenih rezultata u usporedbi s pojedinim literaturnim

podatcima. Osim toga, teorija o postojanju prekanceroznih mati¢nih stanica (preKMS), koje
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se nalaze u prekanceroznim lezijama poput OL a iz kojih mogu nastati KMS, takoder moze
objasniti varijabilnost rezultata objavljenih studija (194, 195). Cini se kako bi identifikacija
preKMS-a odgovaraju¢im biljezima mogla pruziti moguénost procjene rizika zlocudne
transformacije prekanceroznih lezija i sprecavanja njihovog napredovanja u ranim fazama

(195).

Nadalje, u ovoj studiji zabiljezena je i pozitivna imunohistokemijska reakcija na CD44 u
upalnom infiltratu u 73,4% slucajeva OL, dok je kod zdrave sluznice ta reakcija bila
pozitivna samo u 10% slucajeva (p<0,001). Zabiljezena je i statisticki znacajna razlika u
odnosu na opisanu upalu na preparatima HE bojenja u skupini OL i OPK u odnosu na zdravu
sluznicu (p<0,001). Prisutnost upale kod potencijalno zlo¢udnih lezija usne Supljine moze
biti ¢imbenik koji ¢e u nekom trenutku prevagnuti prema nastanku zlo¢udne promjene.
Navedenu ¢injenicu objasnjava dobro poznata teorija o povezanosti kroni¢ne upale i
nastanka karcinoma, kao i ¢injenica da leukociti i druge upalne stanice, koje su zaduzene
za obranu od upale, takoder produciraju i reaktivne oksigenirane i nitrogenizirane radikale
koji mogu potaknuti oSte¢enje DNA. Takva uzastopna 1 viSestruka ostecenja i regeneracije
mogu u konacnici rezultirati nastankom mutacija (260). Stoga se detekcija CD44 u upalnom
infiltratu moze smatrati ne samo pokazateljem upale, ve¢ i na neki nacin biljegom koji ¢e
prema jacini njegove ekspresije u upali detektirati OL koje ¢e iz tog razloga imati ve¢i rizik

za razvoj zlo¢udne promjene.

U ovom je istraZivanju istovremeno uz imunohistokemijsku izrazenost CD44 ispitivana 1
izrazenost biljega proliferacije Ki67, Sto do sada nije zabiljezeno niti u jednoj ranije
provedenoj studiji. S obzirom na to da je Ki67 prisutan u svim proliferirajué¢im stanicama,
a nedostaje u stanicama koje su u mirovanju, pokazao se kao potencijalni biljeg za
odredivanje udjela proliferiraju¢ih stanica u karcinomima (124-127). Proliferativna
aktivnost epitelnih stanica u nedisplasti¢noj OL ispitivana je u nekoliko studija ¢iji rezultati
su pokazali varijabilnost ocitanih vrijednosti (261). Primjerice, u studiji Humayun i Prasad
(138) pregledana su 4 slucaja OL bez displazije. U dva slucaja o€itanje je iznosilo 0 bodova
(0%-5%), Sto je govorilo u prilog negativne imunohistokemijske reakcije na Ki67. Druga
dva slucaja bodovana su s 2 (6%-25%) 1 6 (61%-99%) Sto je govorilo u prilog pozitivnoj
imunohistokemijskoj reakciji na Ki67. MoZe se zakljuciti da ako i patohistoloski nalaz ne
upucuje na displaziju, upotreba biljega poput Ki67 ¢ini se opravdanom. To potvrduje i

¢injenica da su 1 mnoge ranije studije, ukljuc¢ujuci 1 ovu studiju, pokazale da lezije koje na
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patohistoloSkom nalazu ne pokazuju znakove displazije, mogu imunohistokemijski

pokazati jaku i abnormalnu proliferativnu aktivnost (142).

U studiji Sinanoglu i suradnika (142) zabiljezena je srednja vrijednost indeksa oznacavanja
- LI (engl. labeling indeks) od 36% unutar 19 slucajeva nedisplasticne OL. Ovakve OL nose
znacajan rizik za zlo¢udnu transformaciju i takve se pacijente preporuca pratiti, kao i one
kod kojih je na patohistoloskom nalazu prisutna displazija. Takav potencijal zlo¢udnosti u
histopatoloski nedisplasti¢nom epitelu moze prikrivati mehanizam karcinogeneze koji se
jos nije razvio (262). Zanimljiv je rezultat ove studije u kojoj je od ukupno 4 OL koje su na
patohistoloSkom nalazu imale zabiljezenu displaziju (3 displazije blagog i jedna teSkog
stupnja), negativna imunohistokemijska reakcija na Ki67 i CD44 bila prisutna u jednom
sluc¢aju displazije blagog stupnja. Ovakvi rezultati mogu se objasniti i dobro poznatom
tvrdnjom iz literature kako neke leukoplakije s displazijom nikada nece zlo¢udno alterirati,
dok ¢e neke bez prisutne displazije na patohistoloSkom nalazu prije¢i u oralni karcinom

(88).

Rezultati ove studije pokazali su statisticki znacajnu razliku izmedu ispitivanih skupina u
odnosu na izrazenost Ki67 u epitelu (p<0,001). Pozitivna imunohistokemijska reakcija na
Ki67 u epitelu zabiljezena je u najve¢em broju u OPK (100%) i OL (66,7%) skupini, dok
je u zdravoj sluznici pozitivna reakcija zabiljeZzena u 20,0% slu€ajeva. Dobiveni rezultati u
skladu su s literaturnim podatcima koji pokazuju dobru prognosti¢ku vrijednost u oralnih
prekanceroza 1 kod OPK (128-130). Sli¢ni rezultati prezentirani su 1 u studiji Tete i
suradnika (130), koji su pokazali slabu ekspresiju Ki67 u normalnoj sluznici,
paraneoplasti¢nim lezijama i blagoj displaziji, dok je snaZna ekspresija otkrivena u teskoj

displaziji 1 kod tumora.

Negativna imunohistokemijska reakcija na Ki67 u najveéem postotku zabiljeZena je u
upalnom infiltratu u skupini OL i zdravoj sluznici, dok je u OPK ta reakcija bila pozitivna.
Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike izmedu OL 1 zdrave oralne sluznice (p=0,140). Sli¢ni
rezultati zabiljeZeni su u retrospektivnoj studiji Ghazi 1 sur (263) koji su promatrali
ekspresiju CD44 biljega na 55 uzoraka (10 zdrava sluznica, 15 nedisplasticna OL, 15
displasti¢na OL i 15 OPK) te su pokazali da nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu
nedisplasticne OL 1 zdrave sluznice (p=0,285), medutim znacajna razlika zabiljezena je
izmedu nedisplasti¢ne 1 displasticne OL 1 OPK (p<0,001). Autori zakljucuju da znacajno

povecanje postotka bojenja na biljeg CD44 u nedisplasticnoj OL u usporedbi s
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displasticnom OL i OPK ukazuje na vaznu ulogu ovog biljega u procesu zlo¢udne

transformacije i otkrivanju novih lezija koje bi se mogle zlo¢udno transformirati (263).

U prilog povecanog rizika za razvoj zlo¢udne promjene moze govoriti i rezultat ove studije
koji je pokazao pozitivnu korelaciju izmedu upalnog infiltrata na HE preparatima i
povecane izrazenosti CD44 u epitelu (1=0,445; p=0,014). Ovaj rezultat potvrduje prethodno
spomenutu teoriju o povezanosti kroni¢ne upale i1 nastanka karcinoma (260). Nasuprot
tome, zabiljeZena negativna korelacija CD44 u upali na HE preparatima u OPK (r=-0,294;
p=0,129) vjerojatno ide u prilog Cinjenici da je tocka s koje nema povratka ve¢ odavno
prijedena, a to bi znacilo da u ovom slucaju upalni infiltrat vjerojatno vise ne igra ulogu u
daljnjem napredovanju tumora, odnosno da su zadovoljeni svi ¢imbenici za nastanak

tumora u ovisnosti od upalnog infiltrata, te da u obzir dolaze neki drugi poput angiogeneze.

S druge strane, CD44 u upalnom infiltratu je pozitivno korelirao s upalom na HE
preparatima u OL (1=0,479; p=0,007), no negativno s OPK (r=- 0,022; p=0,912). Osim toga
Ki67 uupalnom infiltratu je pozitivno korelirao s upalom na HE preparatima u OL (r=0,556;
p=0,001), ali opet negativno u skupini OPK (r= - 0,019; p=0,924). Dobiveni rezultati se
takoder mogu objasniti prethodno spomenutom ¢injenicom da je tocka s koje nema povratka

u OPK skupini ve¢ prijedena.

Pozitivna korelacija izmedu CD44 u upalnom infiltratu i CD44 u epitelu bila je statisticki
znacajna (r=0,765; p<0,001), kao 1 korelacija izmedu CD44 u upali 1 Ki67 u epitelu
(r=0,565; p=0,001) u skupini OL-a, §to u OPK skupini nije bio slu¢aj (r=0,282, p=0,132;
r=0,290, p=0,120). Na osnovu dobivenih rezultata moze se zakljuciti kako se biljeg CD44
pokazao visoko osjetljivim 1 specifi¢nim u dijagnostici potencijalno zlo¢udne lezije usne

Supljine kao §to je OL.

Ogranicenje ove studije je ¢injenica da je ista presjecna 1 retrospektivnog karaktera te se
dobiveni rezultati ne mogu interpretirati u smislu prognostickog znacaja ispitivanih biljega
s obzirom da nisu poznati ishodi, odnosno bolesnici nisu praceni kroz odredeno vremensko
razdoblje. Ekspresija biljega mogla bi biti korisna kod procjene stupnja displazije pojedine
lezije, s obzirom da je ista subjektivna do neke mjere. Medutim, Sirok raspon molekularnih
aberacija koje se javljaju s relativno velikom frekvencijom u potencijalno zlo¢udnih lezija
sluznice usne Supljine 1 displaziji epitela, zatim poteSkoce u smislu kontrole kvalitete 1
koli¢ine biljega, standardizacije i procjene istih na malim uzorcima u provedenim

studijama, daju rezultate koji jo§ uvijek zbog spomenutih ograni¢enja ne uspijevaju biti
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provedena u klinickoj praksi. Stoga su potrebne daljnje studije na ve¢em broju uzoraka koje
¢e koristiti standardizirane imunohistokemijske metode kako bi se prevladala spomenuta

ogranicenja.
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6. ZAKLJUCAK
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Na temelju rezultata ovog istrazivanja mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

e StatistiCki znacajna razlika zabiljezena je izmedu ispitivanih skupina u odnosu na
izrazenost CD44 u epitelu, s tim da je pozitivha imunohistokemijska reakcija u
najvecem postotku zabiljeZzena u OL 1 OPK, za razliku od zdrave oralne sluznice
gdje je ista reakcija u najveéem postotku bila negativna.

e Statisticki znacajna razlika zabiljeZena je izmedu ispitivanih skupina u odnosu na
izrazenost Ki67 u epitelu, s tim da je najveéi postotak pozitivne
imunohistokemijske reakcije zabiljezen u OL 1 OPK. Negativna
imunohistokemijska reakcija zabiljezena je u najve¢em postotku u zdravoj oralnoj
sluznici.

e Statisti¢ki znacajna razlika zabiljezena je izmedu ispitivanih skupina u odnosu na
izrazenost CD44 u upalnom infiltratu. Negativna imunohistokemijska reakcija
zabiljeZzena je u najvecem postotku u zdravoj sluznici, dok je pozitivna reakcija u
najvecem postotku zabiljezena u OPK te u OL skupini.

e Negativna imunohistokemijska reakcija na Ki67 u upalnom infiltratu zabiljezena
jeunajvecem postotku u skupinama OL i zdravoj sluznici, dok je pozitivna reakcija
zabiljeZzena u OPK. Statisticki znacajna razlika zabiljeZena je izmedu OPK 1 OL, te
OPK i zdrave sluznice. Nije zabiljeZena znaCajna razlika izmedu OL i zdrave oralne
sluznice.

e Spearmanovim korelacijskim koeficijentom zabiljeZena je znaCajna pozitivna
korelacija izmedu upale na HE 1 Ki67 u upalnom infiltratu u skupini OL.
ZabiljeZena je 1 zna€ajna pozitivna korelacija CD44 u epitelu 1 upalnom infiltratu s
upalom na HE u skupini OL. Nije zabiljeZena korelacija izmedu HE upale 1
ispitivanih molekularnih biljega u skupini OPK.

e Spearmanovim korelacijskim koeficijentom zabiljeZena je znaCajna pozitivna
korelacija izmedu CD44 u upali s CD44 1 Ki67 u epitelu, ali samo u OL skupini,
dok za OPK nije bilo znac¢ajne povezanosti.

e Uvidom u dobivene rezultate, pove¢ana imunohistokemijska izraZenost Ki67 i
CD44 u leukoplakijama otvara mogucénost dizajniranja novih prospektivnih studija
kojima bi se pratila dinamika izraZenosti istth u podgrupi pacijenata s
leukoplakijom te ustanoviti mogu li Ki67 i CD44 biti korisni prediktivni markeri

ranith promjena u leukoplakiji, koji ¢e neizostavno dovesti do zloc¢udne
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transformacije, te u tim slu¢ajevima primijeniti agresivnije metode lijecenja

ukljucujuéi i kirursko lijecenje, a da pri tome u samoj leziji nije niti detektirana
displazija.
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