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RANA DIJAGNOSTIKA KARCINOMA PLOCASTIH STANICA USNE SUPLJINE

Sazetak

Karcinom plocastih stanica usne Supljine je zlo¢udni tumor u regiji glave i vrata koji se moze
dijagnosticirati u najranijoj fazi, ali se u vecini slucajeva dijagnosticira prekasno pa je pracen
visokim morbiditetom i mortalitetom. Stomatolozi su u poziciji prepoznati oralne potencijalno
zlocudne poremecaje kao i rani oralni karcinom. Za rano prepoznavanje vazna je edukacija
pacijenata i zdravstvenih djelatnika o ranim znakovima i simptomima zlo¢udne preobrazbe u
usnoj Supljini. Stomatolozi trebaju poznavati trenutacno dostupne metode za ranu dijagnostiku
karcinoma, tj. klinicki pregled i biopsiju oralnih tkiva kao zlatni standard u dijagnostici, ali i
dostupne pomoc¢ne dijagnosticke metode, na bazi fluorescencije tkiva 1 vitalnih bojila. Ove
metode nisu idealne pa se posljednjih godina razvija vise novih metoda, manje invazivnih. Neke
od tih metoda su analiza uzoraka ekfolijativne citologije i1 tekuée biopsije, slikovne metode
temeljene na vizualizaciji strukture epitela uz pomo¢ ultrazvucnih signala ili refrakcije svjetlosti
1 nanoCesticama ojacane konvencionalne spektroskopske metode. Iako obecavajuce, nove
tehnike nisu jo$ uvijek na stupnju razvoja kako bi se opravdala njihova komercijalna dostupnost

i zahtijevaju dodatna istrazivanja i edukaciju stru¢njaka.

Kljuéne rije¢i: karcinom plocastih stanica, neoplazme usne Supljine, rana dijagnostika

karcinoma



EARLY DIAGNOSIS OF ORAL SQUAMOUS CELL CARCINOMA

Summary

Oral cavity squamous cell carcinoma is a malignant tumor located in the head and neck region.
Although an early diagnosis is possible, in most cases it is made too late, resulting in high
morbidity and mortality rates. Dental practitioners have an opportunity to detect potentially
malignant oral disorders and early stages of oral carcinoma. Education of patients and
healthcare professionals about the early signs and symptoms of malignant transformations in
the oral cavity is crucial for early detection. Dental practitioners should be familiar with
currently available methods for early diagnosis of carcinoma, clinical examination and oral
tissue biopsy as the diagnostic gold standard, as well as with auxiliary diagnostic techniques
based on tissue fluorescence and vital stains. Since these techniques are not perfect, newer, less
invasive methods have emerged in recent years. Some of these methods include analysis of
exfoliative cytology samples and liquid biopsy, imaging techniques based on visualization of
epithelial structure using ultrasound signals or light refraction, and nanoparticle-enhanced
conventional spectroscopy methods. Although promising, these new techniques have not yet
been sufficiently developed to justify commercial availability and will require additional

research and expert training.

Key words: squamous cell carcinoma, oral neoplasms, early diagnostics of cancer
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Popis skracenica

OSCC — eng. Oral Squamous Cell Carcinoma, karcinom plocastih stanica

HPV — humani papiloma virus

DNA — eng. Deoxyribonucleic Acid, deoksiribonukleinska kiselina

OPMD - eng. Oral Potential Malignant Disorders, potencijalno maligni oralni poremecaji
OL — oralna leukoplakija

PVL — proliferativna verukozna leukoplakija

OE - oralna eritroplakija

OLP — oralni lihen planus

OLR - oralna lihenoidna reakcija

OSF — oralna submukozna fibroza

AH — aktini¢ki heilitis

GVHD —eng. Oral Graft Vs. Host Disease, oralna bolest presatka protiv primatelja
DLE - diskoidni lupus eritematosus

TB — eng. Toluidine Blue, toluidinsko modrilo,

MB — eng. Methylene Blue, metilensko modrilo

LI —eng. Lugol s iodine, Lugolova jodna otopina

PDD — eng. Photodynamic Diagnostics, fotodinamicka dijagnostika

CTC —eng. Circulatory Tumor Cells, cirkuliraju¢e tumorske stanice

MMP — matriksne metaloproteinaze

IL — interleukin

TNF — eng. Tumor Necrosis Factor, faktor tumorske nekroze

RNA — eng. Ribonucleic Acid, ribonukleinska kiselina

miRNA — mikro RNA

InRNA — eng. longchain noncoding RNA, dugolancane nekodiraju¢e RNA

NBI — eng Narrow Band Imaging, snimanje uskim spektrom svjetlosti

IPCL — eng. Interpappilary Capilary Loops, interpapilarne kapilarne petlje

OCT — eng Optical Coherence Tomography, opticka kompjutorizirana tomografija
CLE - eng. Confocal Laser Endomiscrosopy, konfokalna laserska endomikroskopija

US — eng. High Frequency Ultrasound, ultrazvuk visoke rezolucije



RS — Ramanova spektroskopija
DRS — difuzna reflektivna spektroskopija

NP — eng. nanoparticles nanocestice
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1.1. Planocelularni karcinom usne Supljine
Planocelularni karcinom usne Supljine ili karcinom plocastih stanica (eng. Oral Squamous Cell
Carcinoma, OSCC) obuhvaca sve tumore plocastih stanica koji se pojavljuju u regiji usne
Supljine, podrucju od crvenog ruba usana do cirkumvalatnih papila 1 prednjih nep¢anih lukova
(1). OSCC ¢ini 90% svih zlo¢udnih tumora usne Supljine. Ostalih 10% cine tumori malih
zlijezda slinovnica, sarkomi, maligni odontogeni tumori, limfomi i drugi (2,3). Poznat i pod
nazivom ,,oralni karcinom®, OSCC je s orofaringealnim karcinomima po ucestalosti zlo¢udnih
bolesti na $estom mjestu u svijetu, a dvije treéine oboljelih je iz azijskih zemalja (Sri Lanka,
Pakistan, Banglades, Indija i Indonezija) (3). Vise od 50% OSCC-a dijagnosticira se kada su
ved prisutne regionalne limfne metastaze, $to dovodi do velikih postotaka smrtnosti pacijenata.
U proslosti je zabiljeZena veca incidencija u muSkaraca starijih od 50 godina, ali novije studije
prikazuju povecanu ucestalost u mladoj populaciji i tendenciju pojavljivanja u oba spola, §to je

vjerojatno uvjetovano promjenama zivotnih navika drustva (4).

Veca ucestalost pojave oralnog karcinoma u svijetu povezana je s raznim oblicima rizicnog
ponaSanja poput uzivanja u alkoholu i duhanskim proizvodima, zvakanja gutke, izloZenosti
ultraljubiastom zracenju te perzistirajucih kroni¢nih upala i infekcija odredenim virusima (5).
Alkohol 1 puSenje te njihovo sinergisticko djelovanje ubrajaju se u najzastupljenije
provociraju¢e faktore za razvoj OSCC-a (6). Alkohol povecava propusnost oralne sluznice
razarajuci lipidne komponentne epitela, uzrokujuéi tako atrofiju i oStecenje staniéne DNA
(deoksiribonukleinska kiselina, eng. Deoxyribonucleic Acid) (5). Razgradnjom etanola nastaju
acetaldehidi 1 superoksidi koji mogu djelovati mutageno na stanice organizma. Takoder, etanol
djeluje hepatotoksi¢no, Sto moze onemoguciti zadovoljavaju¢u jetrenu razgradnju
kancerogenih tvari (5,6). U kombinaciji s duhanskim dimom (i drugim oblicima poput duhana
za zvakanje ili Smrkanje), odnosno njegovim kancerogenim tvarima (policiklickim
ugljikovodicima 1 nitrozaminima) moze dovesti do povecane stope maligne transformacije
oralnog epitela. Dokazan rizik za pojavu karcinoma proporcionalan je pove¢anom intenzitetu i
vremenu koriStenja duhanskih proizvoda. Prestanak puSenja moZe smanjiti navedeni rizik za
30% unutar 9 godina i za 50% nakon viSe od 9 godina. Potrebno je naglasiti da se rizik smanjuje,
no nikada ne nestaje u potpunosti (1). Zvakanje gutke, kombinacije duhana, betelovog oraha,
areka oraha i Zivog vapna, popularno u drzavama istocnoga dijela svijeta, stavlja OSCC na vrh

njihovih ljestvica incidencije karcinoma (6).

Uloga infekcije HPV-om (humanim papiloma virusom) u nastanku oralnog karcinoma jo§

uvijek je tema rasprave. HPV uzrokuje oSteéenje stanicne DNA, djeluje na disregulaciju
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mehanizama apoptoze i moze utjecati na proliferaciju tumorskih stanica (6). Serotipovi HPV-
16 1 HPV-18 dokazano su povezani s malignim transformacijama u orofaringealnoj regiji
(tonzile 1 korijen jezika), no ne postoje jasni, statisticki znaCajni rezultati koji ih povezuju s

povecanom incidencijom OSCC-a (5,7).

Takoder, postoji pozitivna korelacija incidencije oralnog karcinoma sa stupnjem odrzavanja
oralne higijene i perzistentnom traumatizacijom tkiva neadekvatnim mobilnim ili fiksnim

protetskim nadomjescima (6).

S obzirom na prirodu navika navedenih ranije, OSCC se moZze smatrati preventabilnom bolescu.
Primarna prevencija sastoji se od edukacije ljudi o ograni¢avanju rizicnog ponasanja,
odvracanju od uporabe duhana i ograni¢avanju unosa alkohola. Unato¢ povecanoj svijesti
javnosti o OSCC-u, posljednjih godina dokazana je smanjena incidencija isklju¢ivo u zemljama

s visokim stupnjem obrazovanja (1-3).

OSCC pokazuje veliki klini¢ki polimorfizam. Veliku prepreku u ranoj dijagnostici oralnog
karcinoma predstavlja njegov rani asimptomatski stadij. Pacijenti naj¢es¢e ne zamijete rani
stupanj zlo¢udne preobrazbe. OSCC u ranoj fazi mozZe se manifestirati kao crvena, bijela ili
crvenobijela mrlja na povrsini epitela koja je oStro ogranicena od ostale sluznice. NajceS¢a mu
je lokalizacija dno usne Supljine, retromolarno podrucje, lateralne strane jezika, nep¢ani lukovi
1 gingiva gornje 1 donje celjusti, ali moze se naci 1 u drugim dijelovima usne Supljine. Pacijenti
najcesc¢e odgadaju odlazak stomatologu do pojave simptoma koji se obi¢no pojavljuju u kasnim
stadijima bolesti. S vremenom lezija moZe poprimiti egzofiticni ili ulkusni oblik induriranih 1
uzdignutih rubova. Takoder, mozZe postojati osjecaj perzistirajuce boli 1 nelagode (8). Daljnji
simptomi ovise o zahvacenosti okolnih struktura (Zivaca, miSica i kosti). Moguca je pojava
otezanog govora i kretnji mandibule, pomi¢nosti zuba, trizmusa, disfagije, disestezija i gubitka
na tjelesnoj masi. Palpabilni nepomicni limfni ¢vorovi vrata upucuju na progresiju inicijalne

bolesti i pojavu eventualnih udaljenih metastaza (1).

Svaka oralna lezija koja ne pokazuje znakove regresije 14 dana nakon uklanjanja eventualnih
lokalnih iritansa (neispravnih ispuna, o$trih rubova protetskih nadomjestaka i drugih) smatrata
se potencijalnom malignom promjenom 1 zahtijeva uzimanje bioptata tkiva (5). Svaki bi
stomatolog za vrijeme obrazovanja trebao biti osposobljen za prepoznavanje ranih znakova i

simptoma OSCC-a.
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Najzastupljeniji oblik klasifikacije oralnog karcinoma je TNM Kklasifikacija. Uzima u obzir

lokalnu prosirenost tumora (T), stupanj zahvaéenosti limfnih ¢vorova (N) i postojanje udaljenih

metastaza (M). Detalji klasifikacije mogu se vidjeti u tablici 1. u nastavku (1,9).

Tablica 1: TNM Kklasifikacija karcinoma plocastih stanica usana i usne Supljine. Prema (9).

Primarni tumor (T)
X
70
Tis
Tl
12

13
14

Regionalni limfni évorovi (N)
NX
NO
NI

N2

Primarni tumor ne moze se procijeniti

Nema dokaza primarnog tumora

Carcinoma in situ

Tumor <2 cm i dubina invazije (DOI) <5 mm

Tumor < 2 cm i dubina invazije (DOI) od 5 - 10 mm ili
Tumor od 2 - 4 cm 1 dubina invazije < 10 mm

Tumor > 4 cm ili dubina invazije (DOI) > 10 mm

T4a — umjereno uznapredovala lokalna bolest:

usna — tumor prodire kroz kortikalis mandibule, zahvaca
donji alveolarni zivac ili dno usne Supljine ili kozu (obraza

ili nosa)

usna Supljina — tumor prodire kroz kortikalis mandibule ili

maksilarnog sinusa ili zahvaca kozu

T4b — vrlo uznapredovala lokalna bolest — tumor zahvaca
bazu lubanje, Zva¢nu muskulaturu, pterigoidne nastavke 1

obuhvaca unutarnju karotidnu arteriju

Metastaze u limfnim ¢vorovima ne mogu se potvrditi
Nema metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima
Metastaza u jedan ipsilateralni limfni ¢vor promjera < 3 cm
bez ekstranodalne ekstenzije (ENE)

N2a — Metastaze u jedan ipsilateralni limfni ¢vor promjera

od 3 do 6 cm bez ekstranodalne ekstenzije (ENE)
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N2b — Mnogobrojne metastaze u vise ipsilateralnih limfnih
¢vorova promjera < 6 cm bez ekstranodalne ekstenzije

(ENE)

N2c¢ — Metastaze u ipsilateralnim i kontralateralnim limfnim
¢vorovima promjera < 6 cm bez ekstranodalne ekstenzije

(ENE)

N3 N3a — Metastaze u limfni ¢vor promjera > 6 cm bez
ekstranodalne ekstenzije (ENE)
N3b — Metastaze u jedan ili viSe limfnih C¢vorova s
ekstranodalnom ekstenzijom (ENE)**

Udaljene metastaze (M)

MX Udaljene metastaze ne mogu se potvrditi
M1l Nema udaljenih metastaza
M2 Udaljene metastaze

Ovaj sustav dijeli OSCC u cetiri stadija. Stadij I i stadij IT uklju¢uju tumore do 4 cm veli¢ine
(T1 1T2) bez regionalnih (NO) i udaljenih metastaza (M0). Primarni tumor ve¢i od 4 cm (T3)
ili manji (T11T2), ali s pojavom regionalnih metstaza (N1) smatra se ve¢ stadijem III. U stadij
IV spadaju: lokalno agresivni tumori (T4) sa ili bez prisutnih regionalnih 1 udaljenih metastaza,
zatim tumori bilo koje veli¢ine (T1-T4) s regionalnim 1 udaljenim metastazama. NiZi stadij
bolesti povezuje se boljom prognozom, a visi s loSijom i odreduje odabir pristupa terapijskom
lijecenju (9). Stomatolog je u moguénosti prepoznati OSCC u ranim stadijima temeljitim

klinickim pregledom usne Supljine.

1.2. Potencijalno zlo¢udni poremecaji usne Supljine
Bilo koje promjene na sluznici usne Supljine povezane sa statisticki pove¢anim rizikom razvitka
oralnog karcinoma nazivamo potencijalno zlo¢udnim poremecajima (eng. Oral Potentially
Malignant Disorders, OPMD) (3,10,11). U tu skupinu poremecaja ubrajaju se oralna
leukoplakija (OL), proliferativna verukozna leukoplakija (PVL), oralna eritroplakija (OE),
oralni lihen planus (OLP), oralne lihenoidne reakcije (OLR), oralna submukozna fibroza (OSF),
nepcane lezije kod obrnutog pusenja, aktinicki heilitis (AH), oralna reakciju presatka protiv
primatelja (eng. Oral Graft Vs. Host Disease, OGVHD), diskoidni lupus eritematosus (DLE) 1

urodena diskeratoza (11). Opéenito govore¢i OPMD-i su ¢es$¢i u muskaraca i neki od njih
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povezani su s raznim etioloskim ¢imbenicima. Konzumacija alkohola i puSenje povezani su s
pojavom nekih vrsta leukoplakija, dok se submukozna fibroza povezuje s konzumacijom gutke
(10). Po posljednoj metaanalizi iz 2020. godine ukupni potencijal zlo¢udne transformacije

OPMD-a procijenjen je na 7,9 % (12).

OL se definira kao bijeli plak ili mrlja upitnog rizika za koju su kao uzrok iskljucene druge
poznate bolesti ili poremecaji (11). Patohistoloski se radi o hiperkeratoti¢noj leziji koja moze
ili ne mora imati prisutnu displaziju. Stupanj maligne transformacije procjenjuje se na 1,56 %
godisnje (12). Cesée se pojavljuje kod muskaraca (11). Klini¢ki se moze podijeliti na homogeni
i nehomogeni oblik. Vecéa varijabilnost u strukturi (nodularna, egzofiticna, plakozna,
verukozna) 1 boji (crvena i bijela) povezana je s pove¢anim stupnjem maligniteta (11). Zasebni
entitet predstavlja PVL s najve¢im potencijalom za malignu transformaciju, od 49,5 % (10,12).
Svaka OL treba se histoloski verificirati biopsijom s redovitim pra¢enjem promjene (13). Drugi
po redu postotak maligne transformacije (33,1 %) pokazala je OE, crvena barSunasta lezija

sluznice najcesce na lateralnim stranama jezika, nepcu ili obraznoj sluznici (11).

OLP je kroni¢na upalna bolest posredovana T limfocitima koja se najces¢e pojavljuje u zena
koje ne konzumiraju alkohol i duhanske proizvode (3,11). Klini¢ki, na oralnoj sluznici
razlikujemo 6 morfoloskih tipova OLP-a: retikularni, erozivni, bulozni, papilarni, plakozni i
atroficni. Karakteristi¢ni klini¢ki nalaz predstavljaju Wickamove strije, blago uzdignute
bjelkaste pruge koje se najceSce nalaze na bukalnoj sluznici 1 Cesto imaju bilateralnu
lokalizaciju u usnoj Supljini. Plakozni 1 papularni oblici nalikuju na OL zbog cega je potrebno
potvrditi ovu bolest biopsijom. Tezu klinicku sliku pokazuju erozivni, atrofi¢ni i bulozni
podtipovi s bolnim promjenama i poteSkocama pri funkciji usta (13). Ipak, njegov rizik za
malignu transformaciju je nizak (1,4 %) (12). Slicnu klinicku sliku, bijele pruge s
hiperkeratoti¢nim plakom, mogu pokazivati i OLR i DLE. Cestor razliku predstavlja
lokalizacija OLR-a koja je u neposrednoj blizini zuba s amalgamskim ispunom (11).
Uklanjanjem provociraju¢eg materijala, OLR bi se trebala povu¢i (14). Lezije DLE-a takoder
se mogu pojaviti na usnama 1 sli¢iti na AH (10). Pojavljivanje crvenila, induracija, erozija,
suho¢e usana 1 gubitak kozno-sluzni¢nog ruba usana ukazuju na mogucu malignu

transformaciju epitela (14).

OSF je kronic¢na progresivna oZiljkasta bolest koja zahvaca sluznicu usne Supljine i orofarinksa
te je najceS¢e povezana s konzumacijom gutke (11). Nakupljanjem alkaloida iz gutke dolazi do

inhibicije kolagenaze, zbog cega se manje elasti¢ni kolagen tip 3 odlaze u mukozno i
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submukozno tkivo. Simptomi bolesti ovise o stadiju bolesti. U pocetku se gubitak
fibroelasti¢nosti tkiva prezentira blijedom bojom sluznice, petehijama i vezikulama. Pacijenti
se zale na nemogucénost konzumacije ljute hrane zbog intenzivnog osjecaja pecenja. Vezikule
se potom zamjenjuju palpabilnim fibroznim trakama na sluznici obraza i orofarinksa.
Progresijom bolesti moze do¢i do razvoja trizmusa, ograni¢ene pokretljivosti mandibule,
depapilacije jezika, depigmentacije gingive, atrofije uvule i gubitka sposobnosti govora ili sluha

(10).

OPMD-e je vazno prepoznati, dijagnosticirati i pratiti kako bi se zlo¢udna preobrazba
prepoznala na vrijeme. Vazno je naglasiti da ¢e samo dio OPMD-a kroz vrijeme progredirati u
karcinom (12). Redoviti pregledi, nekoliko puta godisnje, i adekvatna edukacija pacijenata o
njihovom stanju moze sprijeciti odgadanje pregleda za prepoznavanje OSCC-a u ranoj fazi i
progresiju karcinoma u kasne stadije radi zakaSnjelog prepoznavanja i time povecati

vjerojatnost prezivljenja bolesnika.

1.3. Vaznost rane dijagnostike oralnog karcinoma
Stopa smrtnosti od OSCC-a je visoka. Godi$nja stopa prezivljenja bolesnika i dalje je manja od
50% zbog kasnog dijagnosticiranja bolesti (15,16). Jedan od najvaznijih faktora koji utje¢e na
ishode lijeCenja je faza u kojoj je karcinom otkriven. Karcinomi dijagnosticirani u ranim
stadijima, stadiju I 1 stadiju II, imaju vecu stopu petogodiSnjeg prezivljenja, ¢ak i do 80 % (16).
Rezultati relevantnih istrazivanja sugeriraju da je needuciranost javnosti o postojanju OSCC-a,
njegovim simptomima i1 znakovima uvelike zasluzna za postavljanje dijagnoze u kasnim
stadijima bolesti (17. ) Rani stadiji bolesti ¢esto nemaju izrazene simptome, stoga je neophodno
podizanje svijesti o vaznosti redovitih pregleda, pogotovo u populaciji visokog rizika (1).
Takoder, potrebni tretmani lijeCenja u ranim stadijima su manje invazivni. U takvim
sluc¢ajevima moguce je izvesti isklju¢ivo lokaliziranu operaciju sa ili bez potporne male doze
zraCenja. Kasni stadiji bolesti zahtijevaju kompleksnije zahvate s opseznim operacijama i
rekonstrukcijama te intenzivnim radioterapijama i kemoterapijama, zbog ¢ega moze do¢i do
znacajnog smanjenja kvalitete zivota pacijenta. [z toga razloga i iz ekonomskog aspekta mnogo
je isplativije rano postavljanje dijagnoze OSCC-a za drustvo i samoga pacijenta jer daljnji
postupci, nakon kasno postavljene dijagnoze, osim negativnog utjecaja na kvalitetu zivota,
impliciraju i dodatne financijske troskove (1,18). Otprilike tre¢ina pacijenata nakon provedene
terapije ponovno razvije lokoregionalne simptome bolesti. Vjerojatnost razvitka drugog

primarnog tumora je 4 % do 7 % godiSnje 1 povecava se sukladno sa stadijem bolesti (1,19).
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Svrha je ovoga rada objasniti vaznost i nacine rane dijagnostike karcinoma plocastih stanica
usne Supljine i navesti aktualne in vivo 1 ex vivo dijagnosticke metode te dijagnostice metode u

razvoju 1 njihovu mogucu primjenu u klinickoj praksi.



2. RANA DIJAGNOSTIKA ORALNOG KARCINOMA
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2.4. Dostupne metode rane dijagnostike

2.4.1. Klinicki pregled
Klinic¢ki pregled uz palpaciju usne Supljine i regija vrata jedna je od primarnih dijagnostickih
metoda u otkrivanju OSCC-a. S obzirom na odsutnost simptoma u ranim stadijima oralnog
karcinoma, promjene ponekad znaju ostati nezamijecene, stoga se tijekom klinickog pregleda
mora temeljito vizualno prikazati cijelo podruc¢je oralne sluznice, zuba, parodonta, Zlijezda
slinovnica, orofaringealnog podrucja i cirkumvalatnih papila jezika. Klinickom pregledu
pristupa se uz dobro osvjetljenje halogene lampe dostupne u standardnoj stomatoloskoj
ordinaciji. Od instrumenata jos je potrebno ogledalo i eventualno sterilna gaza za pregled jezika.
Veliki naglasak stavlja se na podru¢ja visokog rizika pojave oralnog karcinoma. Podrucje
takozvane ,,potkove® ili ,bazena sline* ukljucuje dno usne Supljine, retromolarno podrugje,

lateralne 1 ventralne strane jezika te donji dio bukalnog vestibuluma (19).

Zbog izraZzene invazivnosti OSCC-a potrebno je odrediti odnos istog s mandibulom i okolnim
strukturama. Smanjena mobilnost ili devijacija jezika upucuju na zahvacéenost miSi¢nih
struktura. Zbog sklonosti limfogenom metastaziranju, ukoliko su limfni ¢vorovi zahvaceni,
potrebno je odrediti prelazi 1i zahvacenost limfnih ¢vorova medijalnu liniju regija vrata.
Bilateralna zahvacenost limfnih ¢vorova, kako smo ranije naveli u dijelu o TNM Kklasifikaciji
OSCC-a, predstavlja nepovoljni prognosticki faktor preZivljenja bolesnika i zahtijeva hitno

lije€enje (1,15).

Pri sumnji na OSCC, za potrebu dijagnoze, uz klinicki pregled, Siroko se primjenjuju slijedece
metode: standardna ekscizijska ili incizijska biopsija tkiva uz potporne metode tkivnih

fluorescencija 1 vitalnih bojenja za jasniju vizualizaciju promjena oralnog epitela.

2.4.2. Biopsija

Biopsija tkiva joS uvijek predstavlja zlatni standard dijagnostike oralnih zocudnih bolesti.
Definiramo je kao uzimanje malog uzorka tkiva pod lokalnom anestezijom za daljnju detaljnu
patohistoloSku analizu kako bi se odredio stupanj maligne transformacije samoga tkiva.
Biopsija se moZe izvesti pomocu skalpela ili ,,punch igle*, posebno oblikovanog instrumenata
koji izrezuje cilindar tkiva odredenog promjera (2-8mm) (20). Mogu se koristiti i laseri
(Er:YAG) 1 elektroskalpeli, no to nije preporucljivo zbog pojave odredenih histoloskih
artefakata na rubu bioptata (11).

S obzirom na velicinu lezije, klini¢ar se moZe odluciti na ekscizijsku ili incizijsku biopsiju.

Ekscizijska biopsija naj¢esce se izvodi u pacijenata s manjim suspektnim promjenama (najcesce

10
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manje od 1 cm u promjeru) . Ideja je minimalizirati potrebu za sekundarnim postupkom ukoliko
se bioptat pokaze pozitivnim. Ukoliko postoji sumnja na neoplasticnu promjenu, potrebno je
detaljno palpirati 1 odrediti rubove lezije. Marginalni rubovi bioptata obavezno moraju
zavrsavati u zdravome tkivu. Ukoliko su lezije vece od 1 cm u promjeru, heterogene strukture
ili visSestruke, preporucuje se multipla incizijska biopsija tkiva tumora s izbjegavanjem
centralne nekroti¢ne zone zbog nemoguénosti odredivanja stadija diferencijacije. Izbor tehnike

u znatnoj mjeri ovisi o iskustvu i procjeni klinic¢ara (11,21) .

Bioptat tkiva uzima se ostrim skalpelom (najcesce veli¢ine 15) i pincetom. Dva reza pod 45°
sjedinjuju se u jednoj tocki i stvaraju ranu elipticnog ili V oblika. Ovakav oblik je potreban
kako bi rana $to lakSe zacijelila. Takoder, potrebno je napraviti rez usporedno sa smjerom
rastezanja sluznice kako ne bi doslo do dehiscencije rane. Uzorak bioptiranog tkiva stavlja se u

fiksacijsku otopinu (10 % formalin) i Salje na patohistolosku obradu, a rana se kirurski Siva

(11).

Varijabilna klinicka slika OSCC-a vjerojatno je uvjetovana razli¢itim mehanizmima maligne
transformacije keratinocita. Genetske mutacije TP53 gena, citokina, ciklina D1 i drugih
molekula manifestiraju se citogenetskim promjenama i epigenetskim procesima koji mijenjaju
procese stani¢nog ciklusa, mehanizme pretvorbe DNA, stani¢nu diferencijaciju i apoptozu.
Izostanak apoptoze i povecana dioba stanica dovode do proliferacije tumorskog tkiva, odnosno
rasta tumora. Daljnja akumulacija proizvoda tumorskih stanica u medustanicnom matriksu
dovodi do promjene metabolizma fibroblasta 1 limfocita T koji se nalaze u tumorskom
mikrookoliSu. Rezultat navedenoga je povecano lu€enje citokina i reaktivnih kisikovih spojeva
s posljedicnom neoangiogenezom i imunosupresijom (5). HistoloSki se ove promjene ocituju
nepravilnom stratifikacijom epitela, gubitkom polarnosti bazalnih stanica, pojavom kapljastih
nabora epitela u lamini proprii, diskeratozom, abnormalnim povrSinskim mitozama i
keratinskim nakupinama u epitelnim naborima. Displazija se prema stupnju dijeli na blagu
(zahvacena je donja treéina epitela), umjerenu (zahvacena je i srednja trecina) i tesku displaziju
(zahvacena je cijela debljina oralnog epitela, do bazalne membrane). Teski oblik displazije jos

se naziva i carcinoma in situ (3,5).

2.4.3. Brush biopsija i eksfolijativna citologija
Razvoj novih metoda dijagnostike Cesto proizlazi iz Zelje za smanjenjem boli 1 Sanse za
traumatiziranjem tkiva tijekom dijagnostickog postupka. Tako se razvije i poseban oblik

biopsije kojim se uzorak epitelnih stanica uzima posebno dizajniranom ¢etkicom. Uzorak se

11
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nakon fiksacije i bojanja mikroskopski pregledava pomocu racunala. Glavna prednost ove
metode je njezina neinvazivnost, zbog cega se moze koristiti bez primjene lokalne anestezije,
pogotovo kod pacijenata s dokazanom alergijom na lokalne anestetike. Rezultat analize moze
biti pozitivan, negativan ili atipi¢an. Osjetljivost ove metode po nekim istrazivanjima je iznad
90 %, no analizom podataka takoder se zakljucilo da postoji moguénost lazno pozitivnih
rezultata zbog ¢ega se, ipak, savjetuje uzimanje klasi¢noga bioptata radi potvrde nalaza (22,23).
Nadalje, displazija se najceS¢e pojavljuje u dubljim slojevima epitela. S tim na umu, pri

dijagnostici ranog OSCC-a, displasti¢ne stanice vjerojatno nece bit vidljive u uzorku (11).

Tehnika konvencionalne eksfolijativne citologije polako se mijenja u kompjuteriziranu
citomorfometriju kroz mjerenje DNA indeksa, analizu mikrojezgri 1 procjenu regija
organizacije jezgre. Dodavanje molekularnih metoda poput imunohistokemije i
visokoproto¢nih metoda poput real-time PCR-a i mikrofipova moze znacajno poboljsati

ucinkovitost ove tehnike (22).

2.4.4. Vitalno bojenje
U danasnjoj klinickoj praksi ¢esto se uz klinicki pregled koriste testovi bojenja tkiva. Ukoliko
se bojenje tkiva bazira na aplikaciji bojila na samu povrsinu lezije u pacijentovim ustima, rije¢
je o in vivo bojenju. Ex vivo bojenje oznacava aplikaciju detektirajuceg bojila na uzorak tkiva
izvan samog organizma. Danas se u klinickoj praksi koriste sljedeca tri in vivo bojila:
toluidinsko modrilo, metilensko modrilo i Lugolova jodna otopina. Vazno je naglasiti da ove
metode, iako su financijski povoljne 1 jednostavne za izvesti u standardnoj ordinaciji dentalne

medicine, nisu definitivna dijagnosticka metoda zbog svoje niske specificnosti (14).

Toluidinsko modrilo (eng. Toluidine Blue, TB) je naj¢es$¢a, neinvazivna i jeftina metoda bojenja
1 otkrivanja abnormalne funkcije stanica. To je plavo, metakromatsko, tiazinsko bojilo s velikim
afinitetom prema fosfatnim, sulfatnim i1 karboksilatnim skupinama, kiselim komponentama
nukleinskih kiselina (24,25). Abnormalni stani¢ni ciklus malignih i premalignih stanica odreden
je vecom koli¢inom dioba, odnosno vec¢om koli¢inom DNA u usporedbi s okolnim tkivom. S
obzirom na navedeno, TB ¢e biti visoko osjetljiv na stanice karcinoma, ali obojat ¢e 1 upalne

promjene, ulceracije 1 granulacijsko tkivo (26). Postupak izvodenja testa je sljedeci:

1. ispiranje usne Supljine vodom radi eliminiranja ostataka hrane
2. ispiranje cijele usne Supljine ili ¢iS¢enje lezije Stapi¢em namocenim u otopinu 2%-tne
octene kiseline tijekom 30 sekundi

3. aplikacija 1%-tne otopine TB-a tijekom 30 sekundi

12
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4. ponovna aplikacija 2%-tne otopine octene kiseline tijekom 30 sekundi

5. ocitavanje rezultata

Znacajna osobina TB-a jest metakromatsko bojenje, Sto u praksi daje vizualno razlicite nijanse
plave s obzirom na intenzitet aktivnosti stanica obojane lezije. Suspektne lezije ¢e, nakon
primjene boje, biti intenzivno tamno plave boje. Svjetlije nijanse najc¢eS¢e ne oznacavaju
podrucja s velikom stanicnom aktivnosti (26). Toluidinski test pokazao se relativno
visokosenzitivnim, s osjetljivo$¢u od 92.5 % i specifi€nos¢éu od 63.7 % (15). Nedovoljno visoka
razina specifi¢nosti rezultat je osjetljivosti na upalne promjene oralnog epitela. Ukoliko nakon
klinickog pregleda postoji sumnja da je uocena promjena upalnog karaktera, preporucuje se

primjena protuupalne terapije 14 dana nakon koje se ponavlja test (3).

Metilensko modrilo (eng. Methylene blue, MB) je fenotijazinsko bojilo s kemijskim sastavom
1 svojstvima sli¢nim TB-u. U ranijoj klini€koj praksi koristilo se za detekciju razli€itih oblika
intestinalnih displazija i karcinoma prostate, Zeluca, jednjaka i mokra¢nog mjehura. Danas,
zbog jeftinije kupovne cijene, manje toksicnosti i vece osjetljivosti postoji mogucénost da
postane zamjena TB-u. Tocan mehanizam vezanja bojila za maligne stanice gotovo je isti kao i
kod TB-a; povecana kiselost medija uz poveéanu koli¢inu nukleinskih kiselina uzrokuje
vezanje bojila 1 vizualnu detekciju lezije. Bojilo se moZe nanijeti na dva nacina: direktnim
nanoSenjem na leziju pomocu gaze ili koriStenjem 1% gargarizme za oralnu Supljinu. MB je
pokazalo vecu osjetljivost 1 specificnost od TB-a, ¢ak 1 do 90 % 1 66.6 %, zbog Cega postoji

potencijal da postane sve ¢eSc¢e bojilo izbora u probirnim studijama karcinoma (27,28).

Rjede koristena, ali potencijalno uc€inkovita metoda in vivo rane dijagnostike, je Lugolova jodna
otopina (eng. Lugol's iodine, L1). (11) LI je dokazana kao korisna metoda intraoperativnog
oznacavanja ruba lezija pri disekciji malignih lezija glave i1 vrata (29). Mehanizam vezanja
bojila bazira se na povezivanju glikogena u stanicama s jodnom komponentom ovog bojila.
Preneoplasticne i neoplasti¢ne stanice zbog svoje povecane aktivnosti sadrze znaajno manje
glikogena u usporedbi s normalnim tkivom, zbog ¢ega ¢e promijenjeno tkivo ostati blijede boje,
dok ¢e se ostatak zdravog tkiva obojiti u cokoladno smedu boju (30). Komparativna studija TB-
a1 LI-e predlaze istovremeno koriStenje istih zbog vece osjetljivosti i manje specifi¢nosti TB-
a te manje osjetljivosti i vece specifi¢nosti LI-e. Rezultat zajednicke primjene otopina bio bi
smanjenje vjerojatnosti za pojavu lazno pozitivnih rezultata. Ipak, navedene metode uvijek
treba komplementirati biopsijom i patohistoloskom analizom tkiva radi postavljanja definitivne

dijagnoze (31).
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2.4.5. Tkivna fluorescencija
Ranih 2000-tih godina razvili su se novi sustavi svjetlosne detekcije displasticno promijenjenog
epitela koji se temelje na razliCitoj apsorpciji i refleksiji obasjavajuceg svjetla porijeklom iz
ekstrinzi¢nog izvora. Bioloska svojstva neoplasti¢nog tkiva su promijenjena, a time i njihova
opticka svojstva. Uredaji koji ¢e biti spomenuti u nastavku danas se koriste za procjenu granica
kancerogenog tkiva, §to je iznimno vazno prilikom uzimanja bioptata i pri kirurSkoj sanaciji.
Smanjenjem cijene i popularizacijom svjetlosnih uredaja omogucila bi se rana detekcija OSCC-

a 1 smanjenje stope mortaliteta (32).

Pojam autofluorescencije oznacava sposobnost molekula da obasjani svjetloS¢u odredene valne
duljine fluoresciraju, odnosno svijetle. Spomenutu karakteristiku posjeduju i neke tkivne
molekule poput kolagena, elastina, nikotinamid adenin dinukleotida (NADH), flavin adenin
dinukleotida (FAD) te keratina (3). Molekule s navedenom osobinom imaju skupni naziv
endogeni fluorofori (15). Pomod¢u ru¢nog uredaja (VELScope®) koji emitira svjetlost od 400
do 460 nm valne duljine obasjavaju se potencijalno kancerogene lezije. Zdravo tkivo bit ¢e
svijetlozelene boje, dok ¢e OPMD 1 OSCC biti tamnozelene do crvene boje. Preglednim
prikazivanjem rubova lezije moze se pristupiti biopsiji (32). Prednost je ove tehnike
jednostavnost, brza detekcija i neinvazivnost. Osjetljivost i specifi¢nost su procijenjene na 91
% 172 % (11). Potrebno je naglasiti da ¢e molekule navedene kao fluorofori biti prisutne i u
upalnim tkivnim lezijama $to moze dovesti do krive interpretacije rezultata (3,33). Hemoglobin
1 melanin mogu smanjiti tkivnu fluorescenciju zbog ¢ega neupalne vaskularne promjene i

pigmentirane lezije takoder mogu biti prikazane kao tamne mrlje (11).

Identafi 300® je sondoliki uredaj za probirno testiranje OPMD-a uveden 2009. godine. Radi na
principu trovalentne svjetlosti, bijele, ljubiaste (405nm) 1 zelene (545nm) za pomocno
dijagnosticiranje lezija u usnoj Supljini (32). Koristi dvije ve¢ prethodno spomenute metode:
detekciju pod bijelom svjetlosti i autofluorescenciju fluorofora tkiva pomocu ljubicaste
svjetlosti. Novitet predstavlja zelena svjetlost koja ¢e metodom refleksijske spektroskopije
ekscitirati hemoglobinom zasi¢ena podrucja na taj nacin prikazujuci vaskularne spletove unutar
tkiva. To se pokazalo iznimno korisnim zbog Cinjenice da se povecana angiogeneza pojavljuje
ve¢ u pocetnim stadijima razvoja displasti¢nih promjena. Brzina i u¢inkovitost ove metode ipak

uvelike ovise o iskustvu i znanju patologije samog klinicara (34).

Tehnika kemiluminiscencije temelji se na kemijskoj reakciji izmedu vodikova peroksida i

acetilsalicilne kiseline unutar ru¢nog uredaja (VizLite®, VizLite Plus® i Macrolux/DL®).

14



Sara Purekovié, diplomski rad

Stvara se bijela/plava svjetlost (430 do 580 nm) pomocu koje se moze otkriti razlika u omjeru
jezgre i citoplazme stanice (33). Pregled treba provesti u zamracenoj prostoriji i s prethodnim
jednominutnim ispiranjem usne Supljine 1%-tnom octenom kiselinom za uklanjanje
glikoproteinskog sloja radi bolje vidljivosti. Slikovna dokumentacija promjene je pozeljna zbog
kratkog vremena trajanja kemijske reakcije unutar uredaja (10 minuta). Bijela boja lezije s jasno
ogranicenim rubovima smatra se pozitivnim rezultatom. S obzirom na to da se displazija
najcesce pojavljuje u dubokim slojevima epitela, smatra se da bi ovi uredaji bili ucinkovitiji u
detekciji benignih 1 hiperkeratoticnih promjena (35). Kako bi se povecala to¢nost rezultata, u
praksu se uvodi istovremeno vitalno bojenje TB-om (VizLite Plus®). [ako se specifi¢nost testa
ovime povecala, ona je jos uvijek ispod 80%, $to ovu dijagnosticku metodu ne ¢ini dovoljno

dobrim samostalnim dijagnostickim alatom (32,35).

Fotodinamicka dijagnostika (eng. Photodynamic Diagnostics, PDD) koristi fotosenzitirajuce
bojilo, 5-aminolevulinsku kiselinu (5-ALA) i njene derivate kako bi omoguc¢ila otkrivanje lezije
pod plavim svjetlom. 5-ALA se nakon topikalne primjene metabolizira u protoporfirin IX u
kancerogenim stanicama 1 u tom obliku emitira jaku fluorescenciju pri osvjetljavanju.
Displasti¢ne lezije imat ¢e vec¢i omjer crvenog obojenja naspram zelenog obojenja okolnoga
tkiva. Specificnost i osjetljivost ove metode pokazala se redom 82.3% i1 88.9% Sto ¢ini PDD
posebno korisnim za identifikaciju i lokalizaciju prekanceroznih lezija i ranog stadija oralnog

karcinoma (36).

Ova metoda rane dijagnostike, kao i sve prethodno navedene, ukljucuju¢i i vitalna bojila, koristi

se za prikazivanje lezije prije uzimanja uzorka tkiva (36).

2.5. Metode rane dijagnostike u razvoju

2.5.1. Tekuéa biopsija
AmeriCki nacionalni institut za istrazivanje tumora definirao je tekucu biopsiju kao ,,uzorak
krvi u kojemu se pomocu razliitih metoda traze cirkulirajue tumorske stanice ili produkti
tumorskih stanica® (37). Cilj joj je jednostavno, neinvazivno i brzo pracenje ili dijagnosticiranje
bolesti i iz tog je razloga postala inovacija u danaSnjoj onkologiji. Slina, krv 1 urin lako su
dostupni uzorci 1 ne zahtijevaju invazivni zahvat na pacijentima kako bi se osigurali.
Cirkuliraju¢e tumorske stanice (eng. Circulatory Tumor Cells,CTC), izvanstani¢ne vezikularne
strukture (egzosomi) i njihov sadrzaj te cirkulirajuce ribonukleinske kiseline (ctDNA, IncRNA

1 miRNA) smatraju se glavnim elementima u konceptu tekuce biopsije (38,39). S obzirom na
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nisku koncentraciju trazenih molekula, za sad, se ova metoda pokazala nisko osjetljivom i moze

davati lazno negativne rezultate (20).

2.5.1.1.Salivarna dijagnostika
Veliki potencijal i napredak ocekuje se u razvoju dijagnostike putem sline. Identifikacija raznih
salivarnih biomarkera povezanih s OSCC-om moze dovesti do ranije dijagnoze, a posljedi¢no
1 bolje prognoze prezivljenja bolesnika (20). Ono §to ¢ini ovu metodu boljom od ostalih jest
jednostavnost prikupljanja i skladiStenja uzorka, niska invazivnost, cijena i brzina provodenja
same analize u obliku chairside protokola, a samim time i manji utjecaj postupka na psiholosko
stanje pacijenta. S druge strane, klinicar nije izlozen uzorcima (poput krvi) pogodnijima za
prijenos raznih zaraznih bolesti (3). Slina bi mogla biti korisna u dijagnostici OPMD-a 1 OSCC-
a zbog bliskog kontakta s lezijom. Molekularne studije identificirale su oko 100 potencijalnih
biomarkera zlocudnih zbivanja; neki od njih su virusi, enzimi, citokini, proteinski receptori i
DNA i RNA markeri (40,41). Stoga salivarnu dijagnostiku mozemo podijeliti na proteomiku,

metabolomiku, transkriptomiku, genomiku 1 mikrobiomiku (42).

Proteomika se bavi proucavanjem i analizom proteina u ljudskom i Zivotinjskom organizmu.
Proteini, poput enzima, citokina, hormona i protutijela vazne su komponente tjelesnih tekucina
koje imaju znacajnu ulogu u metabolizmu, rastu i diferencijaciji stanica (43). Do danas je
pronadeno viSe od 2000 proteina usko povezanih s razvojem raznih sistemskih bolesti (42).
Inicijacija 1 napredak OSCC-a povezan je s kompleksnim stani¢nim signalnim kaskadama koje
uzrokuju poremeceni ciklus diferencijacije 1 apoptoze. Proteini, glavni glasnici spomenutih
puteva, mogu sluZiti kao prospektivni dijagnosti¢ki ¢imbenik (44). Identificirano je viSe od
1000 proteina povezanih s OSCC-om. Zadnjih godina istraZivanja su se usmjerila na analizu
citokina, to¢nije interleukina (IL-1B, IL-6 1 IL-8), faktora tumorske nekroze-a (TNF-a),
transferina, matriksnih metaloproteaza (MMP9 1 MMP2) te a-amilaza. Navodi se znacajno
povecanje IL i TNF-a, faktora povezanih s kontrolom upale, migracije i apoptoze stanica. lako
se, s obzirom na navedena svojstva, moze zakljuciti da ¢e upalni parametri biti visoki 1 pri
drugim upalnim bolestima usne Supljine, pokazalo se da Ce isti kod pacijenata s OSCC-om biti

znatno visi (44).

Metabolomika je znanost koja se bavi molekulama nastalim metabolizmom stanica
(metabolitima). Ve¢ se pokazala uspjeSnom u ranom otkrivanju bubreznih bolesti,
hepatobilijarnog i1 kolorektalnog karcinoma (45). S obzirom na stalni kontakt sline s tumorskim

stanicama pretpostavlja se da je slina idealan medij za otkrivanje tumorskih metabolita. Cilj je
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analiziranjem uzorka sline rano prepoznati OSCC i pravovremeno reagirati terapijom. Tijekom
tumorogeneze stanice prolaze kroz razne metabolicke promjene medu kojima je ekstenzivno
reprogramiranje aminokiselina i lipida (44,46). Prepoznato je vise od 50 spojeva koji su u uskoj
povezanosti s OSCC-om, a neki od njih su putrescin, karnitin, valin, laktat, fenilalanin, n-
eikosanoidna kiselina, prolin, ketoni, aldehidi, alkoholi i drugi (44,47). Unato¢ tome,
dijagnosticki potencijal salivarnih metabolita jo$ uvijek je tema rasprave jer postoje odredene
razlike u salivarnom metabolomu ovisno o spolu, tipu sline (stimulirana ili nestimulirana),
pridruzenim rizicnim faktorima (kao Sto je pusenje ili Zvakanje betelova oraha) i cirkadijanoj
varijaciji sastava sline i dobi (45). Stabilnost ovih metabolita jos uvijek je upitna te je za njihovu
upotrebu kao dijagnostickog alata potrebno provesti mnoga istrazivanja kako bi se detektirali

oni specifiéni za OSCC (44).

Transkriptomika predstavlja granu salivaomike koja se bavi proucavanjem RNA markera
proizvedenih u odredenim okolnostima. Tehnike prepoznavanja spomenutih mikromolekula
uklju¢uju microarray tehnologiju, lan¢anu reakciju polimeraze (PCR), sekvenciranje nove
generacije 1 druge (43). Proteini su se prije smatrali polaziSnom tockom analize tumorskih
biomarkera. Daljnjim istrazivanjima ustanovljeno je da oni nastaju samo od malog dijela
cjelokupnog RNA prisutnog u slini. Ostale RNA molekule ¢ine nekodirajuée sekvence RNA,
to¢nije mikro-RNA (miRNA) i nekodiraju¢e dugolan¢ane RNA (IncRNA). Iako su spomenuti
transkripti nekodiraju¢i, mogu djelovati na stotine gena i glasnickih RNA kako bi odrzali
klju¢ne bioloske procese proliferacije, diferencijacije 1 apoptoze. Buduci da djeluju na razlicite
fizioloSke procese, njihova disregulacija utjece na ukupne stani¢ne funkcije i time moze postati
suptilna veza u sloZenim dogadajima onkogene transformacije. lako obecavajuca, ova metoda

zahtijeva daljnja klinicka istrazivanja (48).

Prisutnost slobodno cirkuliraju¢ih molekula DNA u serumu i drugim tkivnim tekucinama
identificirana je jo§ u proSlome stoljecu i dio je grane koju nazivamo genomika. Abnormalne
metilacije, mutacije mitohondrijske DNA, somatske mutacije u onkogenima i genima
tumorskih supresora, mikrosatelitske promjene te virusne tumorske DNA dokazano su
povezane s razvojem karcinoma unutar organizma (44). KoriStenje selektivnih genetskih
markera, poput gubitka heterozigotnosti (LOH), u kombinaciji s drugim biomarkerima kao §to
su D3S1234, D17S79 1 D9S156, moze biti korisno za rano otkrivanje karcinoma plocastih
stanica glave 1 vrata, posebno u populacijama s visokim rizikom. Mitohondrijska DNA, poput
citokrom ¢ oksidaze I i II, moZe se koristiti za provjeru osteCenja DNA, §to moze pomoci u

otkrivanju OSCC-a. Prisutnost metilacije na genima HOXA9, NID2, ECAD, RARb, MGMT,
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FHIT i drugima uvelike se moZze povezati s razvojem OSCC-a (49). Rano otkrivanje promjena
na genskoj razini moze dovesti i do adekvatne klinicke skrbi pacijenta i prije pojave fenotipskih
obiljezja tumora, no za to je ipak potrebna osjetljivija tehnologija koja ¢e se vjerojatno razviti

u buduc¢nosti.

Cest klini¢ki nalaz kod pacijenata s OSCC-om je i losa oralna higijena. Salivarna mikrobiomika
u OSCC-u Cesto analizira infiltraciju oralnog miljea bakterijama Fusobacterium nucleatum i
Porphyromonas gingivalis. Njihova povecana koli¢ina dovodi organizam u stanje perzistirajuce
kroni¢ne upale. Prisutni bakterijski toksini mogu djelovati na reprogramiranje metabolizma
epitelnih stanica destabilizacijom proizvodnje E-kadherina 1 adhezina, subverzije
imunoobrambenih mehanizama i promjena u nekim enzimskih sustavima (MMP) s rezultatom

odgadanja apoptoze i povecanog stani¢nog umnazanja (3).

2.5.1.2.Serumska dijagnostika
Serumske biomarkere definiramo kao tvari u serumu koje se kvantitativno mijenjaju u razvoju
tumorigeneze. Kancerogene stanice na svojoj povrSini sintetiziraju ili otpuStaju odredene
supstance u cirkulaciju organizma. Ovi markeri mogu se koristiti za prognozu recidiva tumora
ili metastaza jer razvoj malignog tumora mijenja njihove koncentracije. Mogu biti tumor
specifiéne 1ili tumorski posredovane tvari, a ukljuCuju razliite proteine, enzime,

imunoglobuline i hormone (41,50).

Razli¢ite medicinske discipline uvrstile su serumsku dijagnostiku medu ostale opce prihvac¢ene
dijagnosticke metode, no kad je rije¢ o0 OSCC-u, joS ne postoji konsenzus vezan uz serumske
markere specificne za OSCC. U literaturi se navode adiponektin, ciklin D1, Decoy receptor 3
(DcR3), hemoglobin (Hb), karcinom specifiéni karcinoembrionalni antigen (CEA), ve¢
spomenuti proinflamatorni citokini (IL-1p, IL-6, TNF-a, VEGF), MMP2, MMPS8, CYFRA 21-
1, CA125 i drugi (51,52).

Imunoloskim metodama detekcije pomocu antitijela mogu se izolirati i CTC-1, stanice koje su
se odvojile od primarnog tumora i usle u krvnu ili limfnu cirkulaciju. One pokazuju mutacije
na TP53 genu, genu specifi¢nom za skvamozni karcinom glave i vrata. Otkrivanje spomenutih
stanica u krvotoku oznacava potencijalno metastaziranje karcinoma i Cesto je povezano s
loSijom prognozom, no moze se iskoristiti 1 u pra¢enju ucinkovitosti kemoterapijskih lijekova

(52).
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2.5.2. Slikovne tehnike

Konvencionalne metode slikovne dijagnostike tkiva, kao §to su ortopantomografija (OPG),
kompjutorizirana tomografija (CT), magnetna rezonancija (MR), ultrazvuk (US) te pozitronska
emisijska tomografija (PET) dugo su ¢inile standard u procjeni zahvacenosti tkiva patoloskim
promjenama. Odabir slikovne pretrage ovisi o tipu bolesti, klinickim simptomima i stadiju
bolesti (53). Navedenim metodama, iako su iznimno visoke rezolucije, nije moguce postaviti
dijagnozu ranog OSCC-a. Pokazale su se korisnijima u procjeni stadija kod progrediranih
simptoma oralnog karcinoma. S obzirom na potrebu diferencijacije ranog OSCC-a od OPMD-
a1 drugih promjena, u novije doba pocele su se razvijati preciznije metode lezijske i perilezijske
vizualizacije epitela. Ove metode ukljuc¢uju opticku koherentnu tomografiju (eng. Optical
Coherence Tomography, OCT), snimanje uskim spektrom svjetlosti (eng. Narrow band
imaging, NBI), konfokalnu lasersku endomikroskopiju (eng. Confocal Laser Endomicroscopy,
CLE i ultrazvuk visoke rezolucije (eng, High Resolution Ultrasound, US) (41,54).

2.5.2.1.0pticka koherentna tomografija (OCT)
Rano dijagnosticiranje OSCC-a predstavlja imperativ pri poboljSanju terapijske prognoze i
stope prezivljenja bolesnika. Tome uvelike doprinosi procjena stupnja lokalne infiltracije

tumorskih stanica.

OCT je valjan alat za generiranje slika slojeva tkiva mjerenjem intenziteta povratno rasprsene
svjetlosti. Prvi put u medicinske svrhe koristila se u oftalmologiji za pregled stanica mrezZnice,
a u posljednja dva desetlje¢a Siroko se primjenjuje u onkologiji, kardiologiji i razvojnoj
biologiji. OCT osigurava visoku aksijalnu i lateralnu rezoluciju procijenjenuna 13 - 17 pm1i 17
- 22 pum, s dubinom prodiranja izmedu 1 i 2 mm, ovisno o ispitivanim tkivima. Brojna
istrazivanja pokazala su da razliCita tkiva pokazuju razlicite nacine refleksije zraka svjetlosti.
Rezultat je razliciti vremenski interval nastalog elektromagnetskog vala, ¢ime uredaj moZze
procijeniti makroskopske karakteristike epitelnih, subepitelnih 1 bazalnih membranskih
struktura. (55) Patoloski promijenjeno tkivo pokazat ¢e povecani vaskularni crtez, varijacije
debljine epitelnog sloja 1 gubitak integriteta bazalne membrane (56,57). Osjetljivost i
specificnost OCT-a u in vivo studijama su redom 95 % 1 97 % (58). Rigidnost i veli¢ina uredaja

zasad su otegotna okolnost pri pregledu teZze dostupnih mjesta usne Supljine (54).

2.5.2.2.Snimanje uskim spektrom svjetlosti (NBI)
NBI je tehnika koja se koristi za pregled vaskularnih obrazaca malignih lezija u pracenju

faringealnog 1 ezofagealnog karcinoma (54). Kombinacijom uobicajenog endoskopa s
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povecanjem i sekvencioniranim emitiranjem zelene (od 525 do 555 nm valne duljine) i plave
svjetlosti (od 400 do 430 nm valne duljine) omogucuje se povrsinska i dubinska analiza krvnih
zila (11). Prethodno navedeno je moguce zbog snazne sposobnosti hemoglobina da apsorbira
zelenu 1 plavu svjetlost. Krac¢e valne duljine dovode do manjeg prodiranja svjetlosti kroz tkivo
isti¢u¢i povrsinski sustav kapilara, dok dulje valne duljine prodiru dublje u tkivo i poboljsavaju
vizualizaciju krvnih Zila ispod sluznice (11,59). NBI analizira intraepitelne papilarne kapilarne
petlje (eng. Intrapapillary capillary loop, IPCL) koje se nalaze blizu vezivnih papila oralne

sluznice s karakteristicnom arhitekturom za zdravu i patoloski promijenjenu sluznicu (41,60).

Po nekim autorima klasifikacija IPCL-a oralnog plocastog epitela je sljedeca:

tip I (normalna sluznica i pravilne smede mrlje),

tip II (dilatacija 1 krizanje krvnih zila),

tip I (produljenje 1 vijugavost krvnih zila),

tip IV (uniStenje strukture [IPCL-a i vijugave krvne zile) (60).

Povecanje obrazaca IPCL-a moZze biti pozitivno povezano s povecanjem epitelne displazije.
Ova metoda pokazala je visoku razinu specifi¢nosti (92.3 %) 1 osjetljivosti (88.2 %). Ipak, nema
jo§ dovoljno znanstvenih podataka koji bi opravdali uporabu ove tehnike pri dijagnostici

(11,60,61).

2.5.2.3. Konfokalna laserska endomikroskopija (CLE)
Uzimaju¢i u obzir minimalnu invazivnost, financijsku dostupnost, brzinu provodenja i1 analizu
dobivenih podataka mogli bismo re¢i da bi CLE mogla postati superiorna dijagnosticka metoda.
Prvotno koriStena u oftalmologiji, zatim u dermatologiji, gastroenterologiji i pulmologiji za

analiziranje strukture epitela, dobiva na velikoj vaznosti i u stomatoloskoj dijagnostici (54).

CLE se koristi laserskom svjetloS¢u odredene valne duljine koja nije Stetna kako bi stimulirala
emisiju fluorescentne i refraktirane svjetlosti i time dala u realnom vremenu histolosku sliku
promatranog tkiva (11). Koristi se fluorescentnim kontrastom, fluorescinom, kako bi se
ucinkovito vizualizirala epitelna arhitektura sluznice. CLE mozemo nazvati i1 ,,optickom
biopsijom* zbog njezine iznimne rezolucije na stani¢noj razini. Veliku zapreku ovoj metodi
predstavljaju slojevi keratinizirane i gustatorne sluznice zbog povecane debljine oralnog
epitela. Slina 1 krv mogu ometati snimanje slike. Takoder, kako bi se analizirala histoloska slika,
potrebna je edukacija kliniara ili prisutnost histopatologa, Sto u nekim okolnostima nije
moguce ostvariti. Daljnji razvoj ove tehnike gravitira ka unaprjedenju programa analize slike

uz pomo¢ umjetne inteligencije, kako bi se iskljucila spomenuta problematika (62).
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2.5.2.4.Ultrazvuk visoke rezolucije (US)
Za razliku od OCT-a koji analizira prirodu reflektirane svjetlosti, ultrazvu¢na dijagnostika

temelje pronalazi u analizi reflektiranih zvu¢nih signala emitiranih od piezoelektri¢nih kristala.
(41) Iako se ultrazvuk rutinski koristi u raznim granama medicine, primjena ove tehnike u usnoj
Supljini je rjeda. Razlicite svrhe zabiljeZene su u literaturi: od proucavanja periimplantacijskih
tkiva do klinicke i kirur§ke evaluacije benignih i malignih lezija oralne sluznice. Prednost ove
tehnike su izravan kontakt s regijom interesa sa zadrzavanjem karakteristika neinvazivnosti,
brzine provodenja i ponovljivosti testa (53). OSCC se na US-u prikazuje kao hipoehogena lezija
s nepravilnim 1 nejasnim rubovima (54). Moguénost mjerenja dubine invazivnosti tumora

mogla bi se primijeniti u kirursko terapijske svrhe (63).

2.5.3. Spektroskopske metode
Istrazivanjem reflektiraju¢ih 1 apsorptivnih karakteristika tkiva u dijagnostici se su pojavile
nove modificirane spektroskopske metode, Ramanova spektroskopija (RS) i difuzna reflektivna

spektroskopija (DRS).

RS i DRS su vibracijske tehnike koje ispituju energetska stanja molekula po principu
neelasti¢nog rasprSenja svjetlosti; promjena valne duljine rasprSene svjetlosti ukazuje na
strukturalne stani¢ne promjene promatranog tkiva (39). U RS-u nastaju takozvani ,,signalni
otisci“ koji se razlikuju za svako promatrano tkivo: u ovom slucaju za zdravi epitel, za OPMD
1 za OSCC (64). In vivo studije pokazale su osjetljivost od 93.7 % do 100 % 1 specifi¢nost od
76.7 % do 77 % (64).

Povecana osjetljivost spomenutih metoda postigla se koriStenjem zlatnih nanocestica (eng.
nanoparticles, NP). Nakon §to se nanocestice apsorbiraju na povr§inu promatranog tkiva,
zahvacene molekule odasilju pojacani signal, §to poboljSava kontrast slike. Dodatna mogu¢nost
jasnije vizualizacije maligniteta je konjugacija NP s bojilom bengalske ruze. Nastali kompleks
pokazuje dobru opti¢ku apsorpciju, stabilnost u vodenoj otopini i visoku specificnost za stanice
OSCC-a. Medutim, potreba za specijaliziranom opremom ogranic¢ava upotrebu ove metode na

dobro opremljene laboratorije 1 klinicke uvjete (64).
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Razvijeno je nekoliko metoda za rano otkrivanje neoplasti¢énih promjena usne Supljine, no
mnogi aspekti njihove primjene i dalje su predmet rasprave. Svrha je ovoga rada naglasiti
vaznost rane dijagnostike OSCC-a 1 navesti te se kriticki osvrnuti na dostupne tehnike
otkrivanja ranog OSCC-a. Stomatolozi su ¢esto prvi strucnjaci koji se susrecu sa neoplasti¢nim
promjenama usta i trebali bi biti educirani u dijagnostici OSCC-a, pogotovo u njegovim ranim
fazama razvoja. Prepoznavanje i kontinuirano pra¢enje OPMD-a omogucava i rano otkrivanje
maligniteta. Postavljanje dijagnoze OSCC-a pra¢no je s nekoliko izazova koji mogu ometati
rano otkrivanje bolesti. Kao $to je ranije spomenuto, ti izazovi ukljuc¢uju odsutnost simptoma u
ranim fazama bolesti, poteSkoc¢e u vizualizaciji usne Supljine, ograni¢ene resurse, nedovoljnu
svijest populacije o bolesti i etioloSkim ¢imbenicima, nedostatak odgovarajucih dijagnostickih
alata 1 poteskoce u razlikovanju benignih od malignih lezija (3). Klasi¢ni vizualni klinic¢ki
pregled ima nekoliko ogranicenja: ¢esto nemoguénosti razlikovanja benignih od neoplasti¢nih
promjena i uo¢avanja patohistoloskih i stani¢nih promjena unutar oralnog epitela golim okom.
Iz tog razloga njegova osjetljivost i specifi¢nost procjenjuje se redom izmedu 60 % do 97 % i
75 % do 99 % te je ovisna je o iskustvu i1 znanju klinicara koji obavlja sami pregled (17). Kako
bi se isklju¢ila moguénost lijecnicke pogreske, razvijaju se sustavi umjetne inteligencije za
analizu prikupljenih podataka (18). Danasnji zlatni standard je jo$ uvijek biopsija tkiva (11).
Prednost ima ekscizijska biopsija nad incizijskom. Ukoliko se bioptat pokaze pozitivnim,
eliminira se potreba za sekundarnim postupkom (15). Biopsija nije idealna metoda za
postavljanje dijagnoze pri rutinskom radu u stomatoloskoj ordinaciji zbog sljede¢ih razloga:
neke institucije 1 ordinacije nisu u blizini patohistoloskih laboratorija, zbog ¢ega ponekad
biopsija tkiva zahtijeva odlazak pacijenta daleko od mjesta stanovanja. To dovodi do gubitka
na vremenu pri postavljanju dijagnoze. Nadalje, tu se ubraja invazivnost postupka, krvarenje i

potencijalna infekcija nakon traumatizacije tkiva (20).

Upotrebom vitalnih bojila 1 fluorescentih metoda, ciljane lezije mogu se bolje prikazati 1
adekvatnije bioptirati. lako su financijski prihvatljive, brze i jednostavne, najveci nedostatak
vitalnih bojila jest njihova osjetljivost na upalne poremecaje (17). Osjetljivost i specifi¢nost
svih navedenih metoda relativno je niska, do 87 % 1 do 50 %, §to ih zasad Cini iskljucivo
potpornim metodama dijagnostike OSCC-a (16). Komercijalno najdostupnija metoda je jos
uvijek TB sa osjetljivosti i specificnosti redom 92.5 % 1 63.7 % (15). Specifi¢nost ovog testa,
prema nekim autorima, moZe se povecati dualnom upotrebom TB-a i LI-a. TB obojat ¢e samu

leziju plavom bojom dok ¢e LI obojati zdravo tkivo smedom bojom, ¢ime ¢e se jasno oznaciti
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rubovi lezije (31). MB, iako jeftinije i manje toksi¢no bojilo, za sad jo§ ne moZe zamijeniti TB

zbog nedostatka klinickih istrazivanja (11,28).

Tkivne fluorescencije nailaze na slican problem. Upalna tkiva, pigmentirane lezije 1 vaskularne
promjene pokazuju povecanu koncentracije fluorofora. Oslanjanjem isklju¢ivo na
osvjetljavanje i fluoresciranje lezije moze do¢i do lazno pozitivnih rezultata, zbog cega je
poznavanje klinickih simptoma 1 znakova imperativ. Po nedavnim metaanalizama,
autoflorescentne metode u usporedbi s kemiluminiscentim metodama pokazuju vecu
osjetljivost 1 specifi¢nost (9 0% 1 72 % u usporedbi s 72 % i1 31 %). Iskusnim klini¢arima
autoflorescentni uredaji mogu biti korisni u dijagnosticiranju OPMD-a i OSCC-a. Uredaji koji
koriste kemiluminiscenciju mogu se koristiti kako bi istaknula obiljezja lezija kao §to su boja i

razgranic¢enje rubova (11).

Eksfolijativna citologija 1 tekuca biopsija krvi i sline mogle bi predstavljati buduénost brze
minimalnoinvazivne dijagnostike ranog OSCC-a. Eksfolijativna citologija zahtjeva posebno
dizajnirane Cetkice za atraumatsko prikupljanje transepitelijalnih stanica sluznice koja se zatim
Salju na racunalnu patohistolosku analizu (15.) S druge strane, bliski kontakt sline s OSCC-om
¢ini ju idealnim medijem za detekciju tumorskih markera (40). Prikupljanje uzoraka i dobivanje
rezultata na spomenuti nacin brzo je i u€inkovito. Transformacije stani¢nog ciklusa mogu se
otkriti putem CTC-a, maligno alteriranih stanica unutar tumorskog okoliSa, mutiranih
nukleinskih kiselina 1 proteina te poveanom razinom citokina i promjenom u stanicnom
mikrobiomu (38). Budu¢nost donosi potencijal za usavrSavanje ordinacijskih jedinica za
analizu salivarnih biomarkera 1 uzoraka brush biopsije radi brze i to¢ne dijagnostike OSCC-a.
Iako korisne i1 funkcionalne metode, ove metode su jos uvijek u zacetcima razvoja te su podaci

o njima oskudni (18).

Drugu opciju u dijagnostici neoplastiénih promjena epitela donose nove metode slikovne
dijagnostike. Temeljene na obasjavanju lezija svjetlo§¢u razlicitih valnih duljina i/ili mjerenjem
njihove refrakcije, mogu jasno prikazati vaskularne strukture i displastiéne promjene epitela te
time dati histolosku 1/ili vaskularnu sliku sluznice u realnom vremenu. Proces maligne
transformacije karakteriziran je neoangiogenezom s promjenama u arhitekturi krvnih zila.
Uvidom u vaskularne karakteristike mukoze i submukoznog tkiva pomocu NBI-a moze se
procijeniti nepravilnost IPCL-a i time odrediti zac¢etak neoplasti¢énih promjena. (60) US, OCT 1
CLE za sad nemaju dovoljno klinickih istrazivanja kako bi se procijenio potencijal u

dijagnostici ranog OSCC-a, no nisu islju¢ene kao opcija u buduénosti. (55) Nanocesticama
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ojacane RS 1 DRS trenutacno ne postoje kao sustavi za komercijalnu upotrebu, medutim, zbog
obecavajucih rezultata in vitro 1 in vivo istrazivanja mogle bi biti primjenjive u buduénosti.
(11,64) Ako ove metode postanu komercijalno dostupne, iduci korak bit ¢e osigurati adekvatnu
edukaciju klini¢ara za analizu slikovnih podataka. Napretkom tehnologije ocekuje se razvitak
sustava chairside uredaja koji bi omogucavali trenutnu analizu slika bez potrebe za pristupom

velikim bolnickim sustavima ili ambulantama s adekvatnom opremom. (39)

Sve navedene metode iziskuju jo§ mnogo istrazivanja i unaprjedenja kako bi mogle zamijeniti

konvencionalnu biopsiju kao zlatni standard u ranoj dijagnostici OSCC-a.
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OSCC je bolest koja bi se u najve¢em broju slucajeva mogla sprijeciti , ali i dijagnosticirati u
najranijoj fazi. Unato¢ tome, ova bolest nije rijetka i ve¢inom se otkriva u uznapredovaloj fazi.
Veliku ulogu u vecoj incidenciji 1 stopi smrtnosti igraju nepovoljne navike pacijenata, rani
asimptomatski stadij s odgodenim posjetom stomatologu i nedovoljna educiranost klinicara u
pravodobnom prepoznavanju ove zlo¢udne bolesti. Uz klinicki pregled, zlatni standard za
postavljanje dijagnoze oralnog karcinoma je biopsija. Zahvacanje cijele lezije ili
reprezentabilnog dijela olakSavaju potporne dijagnosticke metode na bazi vitalnih bojila (TB,
MB i LI) i fluorescencije tkiva (autoluminiscencije, kemiluminiscencije i PPD). Rani
asimptomatski stadij i slicnost klini¢ke slike OSCC-a i OPMD-a potaknula su razvijanje novih
minimalno invazivnih molekularnih 1 slikovnih tehnologija. Serumski, salivarni i
ekfolijativnocitoloski uzorci oralne sluznice u kombinaciji s molekularnom dijagnostikom
mogu dati uvid u metabolicke i strukturalne promjene stanica prije pojave tezih simptoma i
progresije bolesti. Slikovne tehnike u razvoju kao $to su OCT, US, NBI, CLE te RS i DRS u
kombinaciji s nanocesticama samo su neke od potencijalnih metoda koje bi se mogle koristiti
za prikazivanje stani¢nih i vaskularnih promjena oralnog epitela i tkiva, a time i stupnjevanje
maligne promjene. Vecina ovih metoda klini¢arima nisu dostupne, stoga se veliki naglasak
stavlja na edukaciju stomatologu o znakovima i simptomima oralnog karcinoma te rano

prepoznavanje koristenjem komercijalno dostupnih metoda.
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