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SAZETAK

ANALIZA ALTERACIJA ONKOGENA | TUMORSUPRESORNIH
GENA U HISTOLOSKI NEGATIVNIM MARGINAMA
PLANOCELULARNIH KARCINOMA USNE DUPLJE

Karcinom plocasto slojevitog epitela usne duplje - oralni planocelularni
karcinom (OPK) je invazivna patoloska lezija epitela razlicitog stepena skvamozne
diferencijacije koji se odlikuje ranim i ekstenzivnim metastazama. Klju¢ni faktor za tok
bolesti i ishod hirurskog le¢enja kod pacijenata sa planocelularnim karcinomom glave i
vrata je pravovremena dijagnoza i adekvatno hirursko lecenje. Postoje brojni dokazi da
je prisustvo malignih ¢elija u hirurskim marginama u direktnoj vezi sa povecanim
rizikom za razvoj recidiva bolesti kao i manjom stopom preZivljavanja. Za sada ne
postoje jedinstveni kriterijumi koji definisu Sta je ,,¢ista* odnosno histolodki negativna
hirurska margina kod OPK. U literaturi ima mnogo kontradiktornih podataka vezanih za
uticaj statusa margina na ishod hirurS§kog le¢enja zbog ograni¢enog dometa
histopatoloSke analize. Predmet ove studije je molekularno-geneticka analiza histolo3Kki
negativnih margina OPK, kao potencijalno relevantan parametar sa stanovista procene
ishoda hirurSke intervencije. Istrazivanje je obuhvatilo analizu gena TP53, H-ras, c-myc
I c-erb B2 koji imaju znacajnu ulogu u malignoj transformaciji c¢elija. Nakon
histopatoloSke verifikacije da u granicnom tkivu nema prodora malignih Ccelija,
pristupilo se daljoj molekularno genetickoj analizi grani¢nog tkiva. Studijom je
obuhvaceno 50 pacijenata. Skrining tackastih mutacija u egzonima 5-7 TP53gena i H-
ras gena, uraden je pomocu PCR-SSCP metode (lanCana reakcija polimeraze i
konformacioni polimorfizam jednolanc¢ane DNK) a uzorci koji su pokazali izmenjenu
elektroforetsku pokretljivost su (komercijalno) sekvencirani. Dobijene sekvence
uporedivane su sa bazom podataka NCBI GeneBank. Za analizu genske amplifikacije
(c-myc i c-erbB2) koris¢éena je metoda diferencijalnog PCR-a, kao i metoda relativne
kvantifikacije na real-time PCR aparatu, upotrebom kontrolnog («house-keeping»)



gena. Distribucija mutacija u histoloski negativnim marginama OPK-a je sledec¢a: C-
erbB2 (11/50)- 22%; C-myc (15/50) - 30%; TP53 (11/50) - 22%; H-ras 12% (5/42)
Ispitana je povezanost mutacija sa anamnestickim, klini¢kim i histoloSkim parametrima,
stopom recidiva i stopom petogodiSnjeg prezivljavanja (predstavljeno Kaplan
Majerovim krivama). PetogodiSnje prezivljavanje pacijenata sa mutiranim c-erb B2
genom u histoloski negativnoj margini je statisticki znacajno krace u odnosu na
pacijente kod kojih nije identifikovana mutacija. Na osnovu dobijenih rezultata,
mutacije c-erb B2 gena se mogu svrstati u grupu negativnih prediktora bolesti
planocelularnog karcinoma usne duplje.

Takode, kod pacijenta kod kojih je identifikovana mutacija u c-erb B2 genu u
histoloSki negativnoj margini je statisticki ¢es¢e zabeleZen recidiv bolesti. Ta grupa
pacijenata ima niZu stopu petogodisSnjeg prezivljavanja. Pomenutu grupu pacijenta bi
trebalo cesce kontrolisati u postoperativnom periodu. HistopatoloSka procena ostaje i
dalje vazna za stadijum, prognozu i plan terapije kod pacijenata sa OPK, ali smatramo
da molekularno-geneticke analize takode treba da zauzmu svoje mesto u dijagnostici sa

ciljem Sto boljeg sagledavanja procesa kancerogeneze.

Kljuéne reéi: oralni karcinom, tumor-supresorni geni, ¢ ERB-B2, recidiv,
petogodidnje preZivljavanje.

Naucna oblast: StomatoloSke nauke

UzZa naucna oblast: Genetika malignih oboljenja

UDK broj: 616.31-006.6:575.224(043.3)



ABSTRACT

ANALYSIS OF ALTERATIONS OF ONCOGENES AND TUMOR
SUPPRESSOR GENES IN HISTOLOGICALLY FREE MARGINS

IN SQUAMOUS CELL CARCINOMA OF ORAL CAVITY

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is an invasive epithelial pathological
lesion with different degree of squamous differentiation and tendency for early and
extensive metastasis in regional lymphatic nodes. Successfulness of tumour surgical
removal represents an important prognostic factor in patient with oral squamous cell
carcinoma is. There is evidence that the presence of microscopic cancer decreases loco-
regional disease control and survival rates. Until now there is no unique criteria which
define what is a ,,clear” surgical margin in OSCC. There are still controversies in
scientific literature about sugical margins and their influence on the outcome of the
surgical treatment. Though important, routine histopathological examination has
limited accuracy. The main aim of this study was to test the hypothesis that molecular-
genetic analysis of tumor free margins in patients with OSCC, may be a more reliable
parametar for the estimation of surgical treatment outcome.. The study focused on the
analysis of alterations in TP53, H- ras, c-myc and c erb B2 (Her2) genes, which are
known to play an important role in malignant transformation. After histopathological
verification that surgical margins are indeed tumor free, further molecular-genetic
analysis was performed. The study included 50 patients. Screening of point mutation in
exons 5-7 of TP53 and codons 12-13 in H-ras genes were perfomed using PCR-SSCP
method. In order to confirm the results of PCR-SSCP, DNA samples were sequenced
commercially. Differential PCR was used for the detection of c-myc and c-erbB-2
amplification, and relative quantification by real-time PCR served as a control. A
relatively high incidence of genetic lesions was detected: 11 out of 50 patients (22%)
harboured TP53 mutations, 11out of 50 (22%) had c- Erb B2,15 out of 50 (30%) had c-

Myc amplification and 5 out of 42 patients (11.2%) harboured H-ras mutations. Kaplan-



Meier analysis and log rank test showed statistically significant differences in 5 year
survival rates between patients with tumours positive for c-erbB2 amplifications and
patients without this alteration (p=0,002). Patients who harboured c-erb B2
amplification also developed relapses more frequently than patients without erb
amplificationwith statistical significance. Consequently, ¢ erb B2 gene amplification

could be one of the predictor of poor prognosis of OSCC.

Kew words: oral cancer, tumor suppressor genes, c-erb B2, relapse,
five year survival rate.

Scientific field: Dental medicine

Scientific field Specalized: Cancer genetics

uDC: 615.46:616.71-003.93(043.3)
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1. UVOD

1.1. Uvod

Kancer je vodec¢i uzrok smrti u ekonomski razvijenim zemljama, dok se u
zemljama koje su u razvoju nalazi na drugom mestu (Boyle i Levin, 2008). U svetu se
godisnje beleZi oko 10 miliona novih sluc¢ajeva malignih bolesti i oko 8 miliona smrtnih
ishoda. Procenjuje se da ¢e jedna od tri osobe starosti do 75 godina starosti oboleti od
raka (Jemal i sar., 2010). Zabrinjavajuca je procena Ferlay-a i saradinika da ¢e broj
dijagnostikovanih malignih bolesti do 2030 godine (8.23 milijarde stanovnika) biti u
nesrazmernom porastu u odnosu na period od 1975 godine do 2008 godine (6.7
milijardi stanovnika) (Ferlay i sar., 2004). Povecanju ukupnog broja obolelih od
malignih bolesti na globalnom nivou doprinosi duzi Zivotni vek ljudi odnosno ubrzano
starenje svetske populacije.

Preko 20 miliona ljudi Sirom sveta Zzivi sa dijagnostikovanim kancerom, a vise
od polovine njih Zivi u zemljama u razvoju. ,,Epidemija“ malignih oboljenja u visoko
razvijenim zemljama opada, dok je u srednje i slabo razvijenim u porastu zbog
povecane izlozenosti stanovnika faktorima rizika. Procenjuje se da oko 70-80% svetske
populacije pripada upravo zemljama u razvoju (Parkin i sar., 2005). Broj obolelih od
malignih tumora je u konstantnom porastu i u nasoj zemlji. Od 1990 do 2001 godine
njihova ucestalost se povecala za priblizno 150%, a smrtnost je u istom periodu porasla
preko 30%. Novija statistika za centralnu Srbiju (2002 do 2011) takode potvrduje trend
uvecanja stope mortaliteta od malignih bolesti (Markovi¢-Denié i sar., 2014).

Procenjuje se da se oko 43% smrtnih slucajeva usled kancera javlja kao
posledica konzumiranja duvana i alkohola, neadekvatne ishrane, neaktivnog naéina
zivota i infekcija (Shopland i sar., 1991). Pored karcinoma plué¢a, konzumiranje duvana
je znacajan faktor rizika za razvoj karcinoma usne duplje, Zdrela, grkljana, ezofagusa,
zeluca, pankreasa, jetre, bubrega, uretera, mokra¢ne beSike, grlica materice 1 koStane
srzi (mijeloidne leukemije). UdruZeni efekat konzumiranja alkohola i duvana je

najizrazeniji kod oralnog karcinoma. Ucestalost karcinoma i stope prezivljavanja su



direktno povezane sa socioekonomskim faktorima. Literaturni podaci pokazuju da se
primenom specifi¢nih preventivnih mera i podizanjem svesti o javnom zdravlju
(izbegavanje kancerogena ili drugih faktora rizika) moze znacajno smanjiti incidenca

razli¢itih karcinoma (Shopland i sar., 1991; Mc Gregor i sar., 1986).

Tumori ili neoplazme (od gréke reci neoplasia-novi rast) se dele u dve glavne
grupe: benigne i maligne.

Maligni tumori (tumor malignus) se karakterisu infiltrativnim (invazivnim) i
destruktivnim rastom, pri ¢emu razaraju okolna normalna tkiva. Njeasno su ograniceni
prema okolini, a rastu brze od benignih tumora. Po pravilu daju metastaze (metastasis).
U slucaju da se ne lece, dovode do smrti organizma domaciina.

Benigni tumori (tumor benignus) su jasno ograni¢eni, rastu sporo pri ¢emu
potiskuju i komprimiraju okolno tkivo. Nikada ne metastaziraju. Najcesce su ograniceni
kapsulom. Rast benignih tumora ne dovodi do smrti organizma domacina. Benigne
neoplazme se odlikuju dobrom celijskom diferencijacijom. Za razliku od njih, maligne
neoplazme se karakteriSu invazijom okolnih tkiva, a mogu biti dobro, srednje i slabo
diferentovane. Histoloska klasifikacija tumora vrSi se prema stepenu histoloSke
diferencijacije i procene rasta i deobe ¢elija zasnovane na mitotickom indeksu. Jedan od
nacina klasifikacije se zasniva na proceni stepena atipi¢nosti ¢elija 1 jedra u odnosu na
normalno stanje (Walker i sar., 2003).

U zavisnosti od porekla ¢elija od kojih nastaju, maligne neoplazme mogu biti
karcinomi - 96% (od epitelnih celija) ili sarkomi — 4% (od mezenhimalnih celija).
Najveéi procenat humanih maligniteta se razvija od epitelnog tkiva, pri ¢emu se
karcinomi koji nastaju od plocastog epitela nazivaju planocelularni karcinomi, od
bazalnog epitela- bazocelularni kacinomi, a od Zlezdanog epitela adenokarcinomi
(Walker i sar., 2003).

Maligni tumori usne duplje

Ova grupa tumora moZe da se razvija se na jeziku, gingivi, podu usta, obrazu,

nepcu, tonzilama kao i orofarinksu (McCullough i sar., 2010; Rethman i sar., 2010).



Oralni karcinom moze zahvatiti bilo koje tkivo u kome postoji oralni epitel
(Neville i Day., 2002; Warnakulasuriya i Saman, 2009).

Oralni  planocelularni  karcinom (OPK) ili kako se jo$ naziva oralni
skvamocelularni karcinom, je invazivna patoloSka promena epitela sa razli¢itim
stepenom skvamozne diferencijacije i sklonos¢u ka ranim i ekstenzivnim metastazama u
redovno i kontinuirano konzumiraju alkohol i duvan.

U maligne tumore usne duplje koji vode poreklo od epitela svrstavaju se
planocelularni karcinom i limfoepitelijalni karcinom. Histoloski tipovi planocelularnog
karcinoma su: 1.verukozni karcinom; 2. bazaloidni planocelularni karcinom; 3. papilarni
karcinom; 4. karcinom vretenastih Celija (eng. Spindle cell); 5. akantoliti¢ni karcinom;
6. adenoskvamozni karcinom; 7. carcinoma cuniculatum. Oko 95 % svih malignih
tumora usne duplje su planocelularni karcinomi.

Svetska zdravstvena organizacija (World Health Organisation- WHO)
pokrenula je program koji ima za cilj prevenciju oralnog karcinoma u pojedinim
zemljama, kao i podsticanje razmene informacija i iskustava izmedu zemalja koje su
usvojile razlicite programe za prevenciju OPK, promociju zdravlja, i razvijanje
globalnog sistema pracenja OPK i faktora rizika. Globalni sistem za pracenje ovih
maligniteta ima za cilj da se odrede faktori rizika i da se pomogne u planiranju
efektivnih nacionalnih preventivnih programa.

Epidemioloski podaci o incidenci oralnog karcinoma i udruzenog mortaliteta
sakupljaju se u Svetskoj Banci Podataka Oralnog Zdravlja (Global Oral Health Data
Bank). Svetska zdravstvena skupStina je 2007 godine usvojila rezoluciju vezanu za
oralni karcinom koja bi trebalo da postane deo nacionalnih projekata za kontrolu i
prevenciju karcinoma. Uprkos napretku koji je ostvaren poslednjih decenija u
programima prevencije i terapiji OPK, nije ostvaren veliki napredak u pogledu stope
petogodisnjeg prezivljavanja koja i dalje iznosi oko 50% (Greenlee i sar., 2000). Ovako
visoka stopa mortaliteta nije registovana ni kod najées¢ih karcinoma kao $to su
kolorektalni, cervikalni ili karcinom dojke. U trenutku postavljanja dijagnoze ovi
karcinomi Cesto ve¢ imaju metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima, a ponekad i u
udaljenim organima. Mere koje treba da sprec¢e njihovu pojavu i poboljSaju ishod

lecenja su prevencija i rana dijagnostika.



Dijagnoza i klini¢ka slika

Dijagnoza bolesti kod pacijenata sa OPK se postavlja na osnovu anamneze,
klinickog pregleda, histopatoloske verifikacije i primene odgovaraju¢ih dopunskih
dijagnostickih metoda.

U cilju odredivanja precizne lokalizacije i ekstenzivnosti primarnog tumora,
prisustva metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima, kao i iskljucivanje drugih
primarnih tumora sprovodi se detaljan klinicki pregled. Ukoliko postoje faktori rizika za
razvoj planocelularnog karcinoma sluzokoze gornjeg aerodigestivnog trakta vrSi se
panendoskopski pregled fiberoptiCkim instrumentima 1 ogledalima. Prema protokolu
le¢enja u cilju utvrdivanja udaljenih metastaza, potrebno je uraditi nativni snimak
grudnog koSa. Primenom dopunskih radioloskih metoda kao Sto su kompjuterizovana
tomografija (CT) (sa primenom kontrastnog sredstva) ili magnetne rezonance (MR) (sa
primenom kontrastnog sredstva) mozZe se bolje definisati primarni tumor i eventualno
prisustvo uvecanih limfnih ¢vorova na vratu. U sluc¢ajevima uznapredovalih stadijuma
OPK preoperativno bi trebalo razmotriti primenu pozitron emisione tomografije — PET
SCAN. S obzirom na kompleksnost bolesti potreban je multidisclipinaran pristup u
preoperativnoj evaluaciji bolesnika (logoped, nutricionista, otorinolaringolog).

Klinicke manifestacije 1 subjektivne tegobe koje prate OPK zavise od
lokalizacije i stadijuma bolesti. Razgovor sa pacijentom se zapocinje prikupljanjem
podataka o sadasnjoj bolesti. Neophodno je precizno odrediti lokalizaciju promene i
vreme Koje je proteklo od kada je pacijent primetio prve simptome bolesti. To mogu biti
ranice koje ne pokazuju tendenciju zarastanja, izraStaji u predelu usne duplje i vrata,
bol, kla¢enje zuba, krvavljenje kao i poremecaji funkcije kranijalnih nerava.

Bol se izdvaja kao najcesci simtpom bolesti (u oko 40% slucajeva) (Bagan i sar,
2010). lako bol predstavlja jedan od glavnih simptoma bolesti, nazalost, tada ve¢ postoji
lezija koja je dostigla odredene dimenzije koje su karakteristiéne za odmakli stadijum
bolesti. Rani stadijumi OPK su asimptomatski ili mogu biti praceni neznatnim i
neodredenim tegobama u vidu peckanja i svraba. Upravo zbog ovih karakteristika, OPK
u ranom stadijumu Cesto ostaje neprimecen od strane pacijenata ali 1 lekara.

Kod uznapredovalog stadijuma bolesti, simptomi i znaci OPK mogu biti: bol

(posebno u predelu jezika i uha- ,,zracenje ili sevanje* bola u predelu uha), klacenje



zuba, oteZano disanje, gutanje i zvakanje, poremecaj govor, nestabilnost zubnih proteza,
ograni¢eno Otvaranje usta, poremecaj funkcije kranijalnih nerava (parestezija) i dr. Kod
tumora poda usne duplje i prednjeg dela jezika bol se moze javiti u po¢etnom stadijumu.
Pokretljivost jezika i prisutne oStre ivice zuba i proteza mogu provocirati i potencirati
postojeci bol. OPK obraza i usne se nasuprot pomenutim lokalizacijama karakterise
bolom tek u uznapredovalom stadijumu bolesti.

Karcinom u pocetnom stadijumu klini¢ki moZe se manifestovati u vidu crvenih
ili belih polja sluzokoze (eritroplakija ili/i leukoplakija). Razvijena forma oralnog
karcinoma (OK) usne duplje se karakterise ulceracijom sluzokoze usne duplje. Veoma
je vazno da se OK moze razviti i u podsluzokoznom sloju sa ili bez zahvatanja
»pripadaju¢e” sluzokoze usne duplje $to treba imati u vidu kada je u pitanju rana
dijagnoza bolesti. Za razliku od tumora, podsluzokozne lezije koje su glatke i oble
povrsine obi¢no predstavljaju ciste malih pljuvaénih Zlezdi.

Glavni simptomi karcinoma usne duplje nezavisno od njihove lokalizacije su:
ranica sluzokoze, perzistirajué¢i otok, ograni¢ena pokretljivost jezika, klaéenje veceg
broja klinicki zdravih zuba. Postoje 1 opSti simptomi i znakovi bolesti koji mogu
ukazivati na postojanje OPK. Postojanje nekog opSteg znaka ili simptoma ne znaci da
kod tog pacijenta sigurno i postoji OPK, s obzirom da pomenuti pokazatelji mogu biti
prisutni i u drugim patoloSkim stanjima. Opsti simptomi OPK su prisutni u razvijenom
stadijumu bolesti i to su: gubitak telesne tezine (kaheksija), malaksalost i zamor,
poviSena telesna temperatura, bol, promena boje koze (hiperpigmentacija, eritem, svrab,
Zutica, pojacana maljavost). Takode, u terminalnom stadijumu OPK mogu biti prisutne

kutane fistule, spontano krvavljenje i teZi oblik anemije.

Terapijski pristup

U skladu sa protokolom onkoloske hirurgije, prvo se sprovodi histopatoloska
verifikacija tumora. Biopsija predstavlja medicinsku tehniku koja ukljucuje uzimanje
tkiva ili ¢elija radi ispitivanja. Kada se uzima samo deo tkiva, takva procedura se naziva
inciziona biopsija. Eksciziona biopsija podrazumeva uklanjanje promene u celosti i ona
se rede koristi. Tkivo se ispituje pod mikroskopom. Nalaz patologa je neophodan da bi

se planirao i izveo hirurski zahvat. U leCenju OPK primenjuje se hirurska, zracna i



polihemioterapija (retko). Poslednjih godina u le¢enju OPK u odredenim indikacijama
primenjuje se ciljana (target) terapija kao i uklju¢ivanje pacijenata u neke od klini¢kih
studija (Tabela 1.1)

Cilj hirurSke terapije je potpuno uklanjanje tumora makroskopski do u zdravo
tkivo i spre¢avanje moguéih puteva Sirenja. Princip hirurSke terapije je da se prvo
uklone regionalni limfni ¢vorovi a potom se uklanja i tumor.

HirurSko le¢enje OPK zahteva radikalne operacije kojima se uklanja veliki deo
tkiva usne duplje. Defekti koji nastaju posle takvih intervencija, zahvaljujuci
savremenim metodama rekonstrukcije, mogu se nadoknaditi. Posto su funkcije disanja,
ishrane i govora veoma slozZene i zavise od viSe organa, uprkos rekonstrukciji, ostaju
manje ili viSe izraZeni njihovi poremecaji (Konstantinovi¢ VS, 1999). Sve to uti¢e na
snizavanje kvaliteta zivota, odsustvo sa posla, materijalne troskove i prevremen odlazak
u penziju.

Kod pacijenata sa dijagnostikovanim OPK postoperativno sprovode se redovne
klinicke kontrole u trajanju od najmanje pet godina.

Uprkos savremenim metodama terapije i dalje postoji visoka ucestalost recidiva
kod OPK 1 u visoko razvijenim zemljama. Postoje brojni dokazi koji potvrduju da je
prisustvo malignih ¢elija u hirurSkim marginama lo§ prognosticki parametar.
Decenijama se postavlja pitanje gde je granica radikalnosti u hirurskom le¢enju OPK. U
literaturi postoje i dalje kontroverzni stavovi kada je u pitanju ,,grani¢na zona®, tj.
koliko radikalno se tumor mora ukloniti, i gde se nalazi ,,zona sigurnosti®.

Jedan od nacina da se odredi i definiSe ,,zona sigurnosti“ mogla bi da bude
detaljna molekularno-geneticka analiza tkiva koje se nalazi na liniji resekcije, tzv.
grani¢nog tkiva.

Sa brzim razvojem i istrazivanjima iz oblasti molekularne genetike, savremeni
onkoloski pristup le¢enju nastoji da poveze terapiju i prognozu ishoda bolesti sa
proucavanjem molekularne biologije tumorske celije. Stoga su brojna istraZivanja
usmerena na pokusaj integracije bioloskih-molekularno genetickih nalaza i klinickog
odredivanja stadijuma bolesti, ¢ime bi postojece standardne klasifikacije tumora bile
dopunjene ili izmenjene preciznijim odredivanjem stadijuma bolesti. U toku je

kontinuirana potraga za validnim molekularnim biomarkerima, ¢ime bi do sada koris¢en



terapijski pristup mogao biti unapreden (Arantes i sar., 2014; Uchida i sar., 2014; Yakob

i sar., 2014).

Tabela 1.1 Opsti principi leenja oralnog karcinoma

STADIJUM KARCINOMA

VRSTA TRETMANA

SVRHA LECENJA

Rani stadijum

Hirursko uklanjanje primarnog

tumora /ili disekcija vrata

Zracna terapija

Uklanjanje malignog tkiva (do
histolosk zdravog ) , prezervacija

tkiva i funkcije.

UniStavanje DNK u malignim
¢elijama koje imaju sposobnost
deljenja u odredenom regionu,
tkiva

ostavljanje okolnog

intaktnog i prezervacija funkcije

Uznapredovali

stadijum

Hirursko uklanjanje primarnog
tumora i disekcija vrata i / ili

zra¢na terapija

Hirursko uklanjanje primarnog
tumora 1 disekcija vrata, zracna

terapija i/ili polihemioterapija

Hirursko uklanjanje primarnog
tumora i disekcija vrata, zra¢na

terapija i/ili target terapija

I jedan i drugi vid terapije ima za
cilj da unisti i ukloni maligne

¢elije

Ekscizija tumora uz imedijatnu
inhibiciju deljenja malignih
¢elija u cilju sprecavanja rasta

tumora i metastaziranja

Ekscizija primarnog tumora i
povecanje citotoksi¢nog efekta
koje vodi destrukciji tumora
blokiranjem EGFR (receptora
faktora rasta- epidermal growth
factor receptor) i sprecavanje

neoangiogeneze

(Preuzeto iz Prelec i sar., 2014)




Ukoliko se u histoloski negativnim marginama nadu ucestale mutacije u nekom
od kancerskih gena moze se ocekivati veca ucestalost recidiv i manja stopa
petogodisnjeg preZivljavanja.

Mutacioni status kancerskih gena u histoloski negativnim marginama OPK
mogao bi uticati na promenu rezima postoperativnih klini¢kih kontrola. Takode, status
gena u histoloski negativnim marginama mogao bi uticati na primenu zracne i
specifiéne polihemoterapije terapije i ciljane (target) terapije.

U ovom trenutku jedine studije koje se bave molekularno-genetickom analizom
histoloski negativnih margina oralnog planocelularnog karcinoma su one koje ispituju
mutacije u TP53 genu. Bez obzira na to Sto TP53 gen zaista zauzima kljué¢nu poziciju u
regulisanju celijskog ciklusa i §to mutacije u pomenutom genu vode malignoj
transformaciji Celije, postoje i drugi geni (onkogeni H-ras, c-myc i c-erb B2) ¢ija je
uloga takode vazna za ovaj proces i koji zasluzuju da budu istrazeni u histoloski

negativnim marginama oralnog planocelularnog karcinoma.

1.2. Hirurska anatomija usne duplje

Usna duplja ¢ini pocetni deo digestivnog trakta ima ulogu u Zzvakanju i
pripremanju hrane za varenje, gutanju, govoru i disanju. U njoj je smeSteno i ¢ulo
ukusa.

Usna duplja je napred preko usnog otvora (rima oris) otvorena prema spoljasnjoj
sredini, a pozadi se nastavlja preko Zzdrelnog suzenja (isthmus faucium) prema
orofarinksu. Deli se na predvorje usne duplje (vestibulum oris) i usnu duplju u uzem
smislu (cavitas oris proprium). Granicu izmedu njih ¢ine zubni nastavci gornje i donje
vilice sa gornjim i donjim zubnim lukovima. Zidove usne duplje grade: napred usne,
boc¢no obrazi, gore tvrdo i meko nepce, dole pod usne duplje sa jezikom i podjeziénim
predelom. Napred je ograni¢ena mukokutanom linijom rumenog dela gornje i donje
usne. Pozadi se prostire do opSancenih papila jezika kao prednjeg nepc¢anog luka, tj.
nepcano- jezi¢nog luka (Mc Gregor i sar.., 1986; Shah i sar., 2001). Tonzile, meko
nepce i zadnja trecina jezika pripadaju orofarinxu.

Usna duplja je podeljena u slede¢e predele: usna, prednje dve trecine jezika,

sluzokoZa obraza, gingiva, retromolarni predeo i tvrdo nepce (Slika br 1.1.).



. D gingiva
rﬁli E bukalna sluzokozZa

! Bl retromolarni trougao

Slika 1.1 Podela usne duplje na regione (Preuzeto iz Shah i sar., 2011)

SluzokoZa obraza ¢ini boc¢ni zid usne duplje.

Gingiva zubnih nastavaka se sastoji od debele keratinizovane sluzokoze koja je
snazno pripojena za periost.

Vaskularizacija usana potice od arterije i vene (a. i V. labialis), koje su grane
arterije lica (a. facialis), odnosno pritoke vene lica (v.facialis). Od lokalizacije i veli¢ine
tumora zavisi metastaziranje. Limfni sudovi se iz donje usne dreniraju obostrano u
limfne ¢vorove submentalnog (I — A nivo) i submandibularnog predela (I — B nivo).
Limfni ¢vorovi ispred i iza arterije lica, u gornjem delu submandibularne regije
predstavljaju potencijalna mesta za metastaze karcinoma usana. Limfni sudovi iz
predela gornje usne dreniraju se u istostrane limfne ¢vorove, submandibularnog,
parotidnog i preaurikularnog predela.

Gornja (dorzalna) povrsSina jezika je prekrivena plocasto slojevitim epitelom u
kome se nalaze papile. Tu su lokalizovani brojni receptori za ukus, limfni sudovi, kao i
male - Von Ebnerove pljuvacne zlezde. Donja (ventralna) strana jezika je prekrivena
tankim nekeratiniziraju¢im plocasto slojevitim epitelom Kkoji se nastavlja sluzokozom

poda usta.
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Limfna drenaza jezika pocinje u bogatom podsluzokoznom limfnom pleksusu
jezika. Glavni limfni putevi jezika mogu biti podeljeni u dve grupe - u marginalnu i
centralnu. Marginalni limfni sudovi dreniraju limfu iz latelarne tre¢ine dorzuma jezika u
istostrane submandibularne limfne ¢vorove. Idu¢i prema vrhu jezika, limfni putevi
marginalnih sudova idu ka submentalim limfnim ¢vorovima. Centralna grupa limfnih
sudova vodi limfu u submandibularne limfne ¢vorove. Neki od marginalnih i centralnih
limfnih sudova jezika mogu drenirati limfu direktno do grupe jugulo-digastri¢nih (Shah
et i sar.,, 2001) kao i do jugulo-omohioidnih limfnih ¢vorova. Sudovi iz predela
opSancenih papila (papilae circumvallate) kao i zadnje trecine jezike dreniraju limfu u
jugulo-digastricne (Kitnerov limfni ¢vor) i jugulo-omohioidne limfne ¢vorove
(intermedijatne limfne ¢vorove). Limfni sudovi iz gingive se obi¢no dreniraju u
submandibularne limfne ¢vorove, ali u predelu donjih sekuti¢a drenazni put vodi do
submentalnih limfnih ¢vorova (Lotri¢ i Jovanovi¢, 1983).

Limfa se moze drenirati obostrano kada tumor svojim razvojem prede srediSnju
liniju, vrh, ili u posebnim slu¢ajevima bazu jezika.

Limfa iz bo¢nih delova jezika drenira se ve¢inom u istostrane limfne ¢vorove i
to u submandibularne ili jugulodigastricne. Lezije koje se razvijaju u predelu baze
jezika prvo metastaziraju u grupu jugulodigastricnih i dubokih limfnih ¢vorova
jugularnog lanca. Tumori koji su lokalizovani na vrhu jezika prvo daju metastaze u
submentalne limfne ¢vorove. Sve promene koje su lokalizovane u medijalnoj liniji
mogu metastazirati obostrano. Lezije koje se razvijaju u prednjem delu jezika
metastaziraju direktno u donju tre¢inu lanca jugularnih limfnih ¢vorova.

Od svih karcinoma glave i vrata, 44% cine karcinomi usne duplje, u koje spadaju
karcinomi jezika (prve 2/3 jezika), poda usne duplje, tvrdog nepca, usana i bukalne
sluzokoze (Slika 1.2) (Pfister i sar., 2011).
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31%
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Slika 1.2 Tumori glave i vrata (preuzeto: Pfister i sar., 2011, modifikovano)

Tumori koji su lokalizovani u prednjim delovima usne duplje pokazuju manju
¢elijsku atipiju, za razliku od tumora koji su lokalizovani u zadnjim delovima usne
duplje. Lokalizacija tumora znatno utice na hirurSki tretman i rekonstrukciju
postoperativnog defekta.

Retromolarni predeo je deo keratinizovane sluzokoZe koja prekriva deo zubnog
nastavka iza tre¢eg molara donje vilice. Tumori koji se razvijaju u ovom predelu se Sire
lako 1 brzo u kost donje vilice, mandibularni kanal, pterigomandibularni i
submaseteri¢ni prostor, nepane krajnike, pod usta i bazu jezika. Ukoliko postoji
infiltracija pokosnice ili kosti, u okviru hirurske terapije sprovodi se i hirurska resekcija
donje vilice.

Tvrdo nepce je ograni¢eno alveolarnnim nastavkom gornje vilice i u obliku je
»potkovice“. Keratinizovana sluzokoza prekriva palatinalnu kost. | pored toga Sto je
oc¢uvanje nezahvacenih vitalnih struktura imperativ hirurS§kog lecenja Cesto nakon
resekcije tumora na tvrdom i mekom nepcu dolazi do stvaranja oronazalne fistule.
Limfni sudovi tvrdog nepca se dreniraju u duboki jugularni lanac limfnih ¢vorova, kao i

u retrofaringealne limfne ¢vorove. Tumori lokalizovani u prednjim delovima tvrdog
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nepca mogu metastazirati u limfne C¢vorove ispred arterije lica (a. facialis)
submandibularnog predela. Veéina limfnih sudova nepca se drenira u grupu jugulo-
digastri¢nih limfnih ¢vorova, dok se neki dreniraju u retrofaringealne limfne ¢vorove.

Pod usta je polumesecastog oblika, i nalazi se iznad milohioidnog i hioglosnog
misi¢a. Prostire se od unutrasnje povrSine zubnog nastavka donje vilice do ventralne
strane jezika. Podeljen je jezicnom resicom na dva dela. U njemu se nalaze otvori
izvodnih kanala submandibularnih i sublingvalnih pljuvaénih Zlezda. Pokriven je
glatkom, pokretljivom sluzokozom, koja napred i bo¢no prelazi u sluzokozu desni, a
pozadi se prebacuje na donju stranu tela jezika.

Na slici 1.3 predstavljena je zastupljenost OPK prema regionima (Shah i sar.,
2001).

Oko 75 % OPK razvija se u predelu koji obuhvata sluzokozu poda usta i okolnu
sluzokozu ventralne strane jezika, sublingvalnog zleba kao i retromolarnog predela iako
ovaj region ¢ini samo oko 20 % od ukupne povrSine oralne sluzokoze (Shah i sar.,
2001).

Ova zona sluzokoze, se Cesto zove ,,drenazna zona“ i smatra se da se bilo koja
kancerogena materija koja se nade u usnoj Supljini skuplja u ovom predelu pre nego Sto
se proguta (Shah i sar., 2001). Tumori mogu metastazirati obostrano ukoliko su
lokalizovani u srednjoj liniji. Tumori koji su lokalizovani u prednjim delovima poda
usta prvo metastaziraju u submandibularne i submentalne limfne ¢vorove, dok tumori
koji su lokalizovani u zadnjem delu poda usta prvo metastaziraju u grupu

jugulodigastri¢nih limfnih ¢vorova.
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Slika br.1.3 Zastupljenost OPK prema regionima (Preuzeto iz Shah i sar., 2011)

1.3. Hirurska podela limfnih ¢vorova vrata

Poznavanje osnovnih principa limfne drenaze je od izuzetne vaznosti u lecenju
oralnih karcinoma. Vrat je na osnovu anatomskih struktura podeljen u Sest ,,hirurskih
nivoa“ (slika br 1.4) (slika br.1. 5).

Svaki anatomski region usne duplje ima odredeni put drenaZe limfe u preko 300

limfnih ¢vorova vrata (slika br.1.5) (Rouviere, 1938).

Nivo I obuhvata limfne ¢vorove submentalnog 1 submandibularnog predela.
Nivo I-A (grupa submentalnih limfnih ¢vorova) je ograni¢en prema dole hioidnom
kosti, donjom ivicom donje vilice prema gore i pozadi, a bo¢no prednjim trbuhom
digastricnog misic¢a. Nivo I-B (grupa submandibularnih limfnih ¢vorova) je ograni¢en
prema dole zadnjim trbuhom digastricnog misi¢a, telom donje vilice prema gore,
prednjim trbuhom digastricnog misi¢a prema napred i stilohioidnim misi¢em prema
pozadi (Robbins i sar., 2002; Greene i sar., 2002)
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Nivo II obuhvata grupu limfnih ¢vorova koji se nalaze duz gornje trecine
unutrasnje jugularne vene (v. jugularis internae) i akcesornog Zivca. Nivo II-A je
ograni¢en prema dole zamiSljenom horizontalnom linijom koja je u nivou tela hioidne
kosti, prema gore bazom lobanje, prema napred stilohioidnim miSi¢em i prema pozadi

zamisljenom vertikalnom linijom koja odgovara akcesornom zivcu.

Slika br. 1.4 — Hirurska podela limfnih ¢vorova prema nivoima (Preuzeto iz Luconi,
2007)

Donju granicu nivoa I1-B ¢ini zami$ljena horizontalna linija koja prolazi kroz
donju ivicu tela hioidne kosti, a gornju granicu ¢ini baza lobanje. Napred je nivo 11-B
definisan akcesornim Zivcem, a pozadi zadnjom ivicom sternokleidomastoidnog misica
(SCM) (Robbins i sar., 2002; Greene i sar., 2002).

Nivo III obuhvata grupu limfnih ¢vorova koji se nalaze duz srednje trecine
unutrasnje jugularne vene. Ogranicen je prema dole zamiSljenom horizontalnom linijom
koja prolazi kroz donju ivicu krikoidne hrskavice, prema gore zamisljenom
horizontalnom linijom koja prolazi kroz donju ivicu hioidne kosti, prema napred

zadnjom ivicom sternohioidnog miSi¢a, a prema nazad zadnjom ivicom
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sternokleidomastoidnog miSi¢a ili senzitivnim granama vratnog pleksusa (Robbins i
sar., 2002; Greene i sar., 2002).

Nivo IV obuhvata grupu limfnih ¢vorova duz donje trecine unutra$nje jugularne
vene. Donja granica ovog nivoa predstavljena je kljucnom kosti, gornja je predstavljena
zamisljenom horizontalnom linijom koja prolazi kroz donju ivicu krikoidne hrskavice,
napred je ograni¢en zadnjom ivicom sternohioidnog mis$ica, a pozadi zadnjom ivicom
sternokleidomastoidnog misica, ili senzitivnim granama vratnog pleksusa (Robbins i

sar., 2002; Greene i sar., 2002).

digastriéni misi¢- zadnji trbuh

digastricni misic- prednji trbuh zadnja ivica sternokleidomastoidnog
misica
hioidna kost
n. auricularis magnus
omohioidni migi¢- prednji trbuh

sternokleidomastoidni misic

omohioidni misic- zadnji trbuh
jugularna vena
karotidna arterija

Slika br. 1.5 Topografska anatomija vrata (Preuzeto i prilagodeno iz Shah i sar., 2001)

Nivo V obuhvata sve limfne ¢vorove zadnjeg trougla, tzv. ,,zaboravljenog
trougla“ vrata, limfne ¢vorove duz akcesornog zivca kao i limfne ¢vorove duz poprecne
arterije vrata, kao i limfne ¢vorove duz sve tri tre¢ine unutrasnje jugularne vene u
projekciji zadnje ivice sternokleidomastoidnog misica (Robbins i sar., 2002; Greene i

sar., 2002). Nivo V-A je ograni¢en dole zamiSljenom horizontalnom linijom koja
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prolazi kroz donju ivicu krikoidne hrskavice, gore apeksom na kojem se susticu
sternokleidomastoidni (SCM) i trapezoidni misi¢, napred zadnjim trbuhom SCM-a, ili
senzitivnim granama vratnog prleksusa, a nazad prednjim trbuhom trapezoidnog misica.

Nivo V-B je dole ograni¢en klju¢nom kosti, gore zamisljenom horizontalnom
linijom koja prolazi kroz donju ivicu hioidne kosti, napred zadnjim trbuhom SCM-a, a
pozadi prednjim trbuhom trapezoidnog misSica.

Nivo VI obugvata pretrahealne, paratrahealne kao i prelaringealne, takozvane
»Delphian-ove* limfne ¢vorove. Gornju granicu ovog nivoa ¢ini hioidna kost, donju
suprasternalna incizura, a pozadi zajednicka karotidna arterija. Ovaj nivo se jo$ naziva

»prednji kompartment“ (Robbins i sar., 2002; Greene i sar., 2002).

l parotidni limfni évorovi

bukalni limfni évorovi

retroavrikulari
CVorovi

okcipitalni -

dubold himfin
cvorovi

/
I‘ submentalni limfni évorovi
submandibularni limfni évorovi

limfni évorovi prednje strane vrata

laringealni limfni
cvorovi

trahealni limfni
Evorovi

limfni ¢vorovi jugularnog Ianca
Slika br 1.6 Limfni ¢vorovi glave i vrata (Preuzeto i prilagodeno iz Shah i sar, 2001)
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1.4. Planocelularni karcinomi usne duplje (OPK)

Planocelularni karcinom ¢ini oko 95% oralnih karcinoma (Mashberg, 2000,
Johnson,2001; Sargeran i sar., 2008). Ostalih 5 % ukljucuje histoloske podtipove:
verukozni, adenoskvamozni, adenoidnoskvamozni, mukoepidermoidni i bazaloidni
planocelularni karcinom. Mukoepidermoidni karcinomi predstavljaju malignitete
pljuva¢nih Zlezdi, dok se za adenoskvamozne karcinome smatra da nastaju iz oralne
mukoze koja u sebi nose tumorske izmene Zzlezdanih komponenti. Bazaloidni
planocelularni karcinom je nedavno opisan kao novi entitet, i predstavlja retku
histoloSku varijantu OPK, a najcesce se razvija u jeziku, supragloti¢cnom delu larinksa i
hipofarinksa. Ne treba smetnuti s uma da u ushu duplju mogu da metastaziraju
karcinomi koji svoje primarno poreklo vode iz regionalnih ali i udaljenih delova
organizma.

IzloZenost kancerogenima prouzrokuje geneticke promene u ¢elijama sluzokoze
usne duplje. Kada ove genetske izmene dovedu do aktivacije proto-onkogena i
inaktivacije tumor-supresornih gena, stvaraju se uslovi za nekontrolisani rast céelije.
NaruSavanje proliferacije ¢elije, kao posledica ostec¢ene kontrole ¢elijskog ciklusa, vodi
stvaranju populacije premalignih, geneti¢ki izmenjenih celija sluzokoze usne duplje.
Populacije tako genetski izmenjenih ¢elija imaju tendenciju da akumuliraju dodatne
geneticke abnormalnosti izmedu ostalog i zbog svoje genomske nestabilnosti. Genetska
nestabilnost premalignih ¢elija se ogleda u ubrzanom celijskom ciklusu, tako da ¢elija
nema dovoljno vremena i kapaciteta da popravi ,,greske”“ u DNK molekulu. U ovoj
populaciji ¢elija, stopa akumulacije genetskih abnormalnosti raste u funkciji vremena
(Ha i Califano., 2003).

Kona¢no u vremenu, ove izmenjene c¢elije sti¢u pravi maligni fenotip koji
podrazumeva njihovu patoloSku diferencijaciju. Moze se re¢i da se OPK razvija kao
posledica mnogobrojnih mutacija na molekularnom nivou, koje prati patohistoloSka
evolucija: hiperplazija, displazija, carcinoma in situ i invazivni karcinom (Slika br. 1.7).
Probijanjem bazalne membrane, maligne celije postaju destruktivne i metastaziraju
lokalno ili u udaljene organe i tkiva. Ove cCelije izbegavaju imuni odgovor organizma,

produkuju faktore koji stimuliSu neoangiogenezu sto sve vodi progresiji tumora.
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Normalna mukoza Hiperplazija Displazija Karcinominsitu  Invazivni karcinom

Slika br. 1.7 PatohistoloSka evolucija OPK

1.4.1. Epidemiologija i godisSnji prirast oralnog karcinoma

U literaturi postoji nedostatak epidemioloskih podataka koji se odnose na
ucestalost oralnog karcinoma u svetu. Veéina studija prikazuje incidencu oralnog
karcinoma zajedno sa karcinomom farinksa i larinksa zbog pogodnosti prilikom
statistiCke obrade (Daftary i sar., 1992). Globalna ucestalost karcinoma usne duplje,
farinksa i larinksa je oko 500 000 obolelih godiSnje, sa smrtno$¢u od oko 270 000
(Parkin i sar., 2005). U zemljama Evropske unije incidenca oralnog i faringealnog
karcinoma je najveéa u sledeéim zemljama: Madarska, Slovenija, Slovacka
(Warnakulasuriya, 2009). Incidenca pomenutih tumora je relativno niska u Nordijskim
zemljama, Velikoj Britaniji, Irskoj, Spaniji (Boyle i Levin, 2008). Prema podacima
pomenute studije, Srbija je jedna od zemalja u ,,sivoj zoni“, kada je u pitanju incidenca
oralnog karcinoma.

U Sjedinjenim Americkim Drzavma (SAD) godisSnje se dijagnostikuje 21 500
novih sluéajeva oralnih karcinoma, dok zbog te bolesti umre 6000 ljudi (Landis i sar.,
1999). Prema najnovijim podacima, ocekuje se da ¢e u SAD-u 2014 biti
dijagnostikkovano oko 28 000 novih slu€ajeva oralnog karcinoma, a da ¢e u istoj godini
zbog OK umreti oko 5 500 ljudi (Siegel i sar, 2014). U odnosu na ostale karcinome
incidenca oralnog karcinoma u SAD-u je niska i iznosi 2-3% (Jemal i sar., 2008). NeSto
manja incidenca (1,6% ) zabeleZena je u Velikoj Britaniji u 2003 (Cancer Research
Campaign , 2005). Procenjuje se da Sirom sveta, svake godine oko 300 000 oboli od
oralnog karcinoma (Jemal i sar 2010), od kojih oko 126 000 umre od posledica
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pomenute bolesti. Na Azijskom kontinentu (Indija, Sri Lanka, Pakistan i Taiwan) oralni
karcinom je najc¢es¢i malignitet, obuhvataju¢i najmanje jednu ¢etvrtinu svih maligniteta
(Warnakulasuriya, 2009). Procenjuje se da je godidnji prirast novih sluc¢ajeva karcinoma
u regionima Burme, Kambodze, Malezije, Nepala, Singapura, Tajlanda i Vietnama
izuzetno visok i iznosi oko 100 000 (Daftary i sar., 1991). Podru¢ja sa najvecom
zastupljenoS¢u ovog karcinoma su oblasti Pacifika (Melanesia, Papua i Nova Gvineja sa
pripadaju¢im ostrvima), Zapadna Evropa (Francuska) i Juzna i Jugoisto¢na Azija (
prethodno navedene zemlje), Juzna Amerika i Karibi (Porto Riko, Brazil i Urugvaj).
Nedavne studije potvrduju da oralni karcinom ¢ini veliki procenat karcinoma u
pojedinim delovima Indije (Sunny i sar., 2004) .

Paradoks predstavlja gore pomenuta zabrinjavajuca statistika. | pored toga Sto su i usna
duplja i orofarinks pristupacni za klinic¢ki pregled i samopregled, kako stomatologu tako
i lekaru, rana dijagnostika suspektnih lezija je nedopustivo spora i neodgovarajuca za
razliku od sve bolje rane dijagnostike karcinoma dojke, debelog creva, prostate i

melanoma (Fuller i sar., 2014).

Slika br.1.8. Zemlje sa visokom incidencom i mortalitetom od oralnog karcinoma

(preuzeto: Warnakulasuriya, 2009, preuredeno)

Uprkos naprednoj tehnologiji i uvodenju novih dijagnosti¢kih uredaja i
terapijskih modaliteta, stopa mortaliteta od oralnog karcinoma se u poslednjih 35 godina
nije znac¢ajno promenila ¢ak ni u razvijenim zemljama i ostala je visoka (preko 50%)

(Jemal i sar., 2008). U cilju rane detekcije oralnog karcinoma, kao i povecanju stope
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preZivljavanja pacijenata sa OPK, postoji potreba za pronalazenjem skrining testa
odgovaraju¢e senzitivnosti i specifi¢nosti, Sto bi doprinelo identifikaciji oralnih
maligniteta u poetnom stadijumu.

Prema najnovijim popdacima karcinomi oralne regije i oro farinxa su kod
musSkaraca u zemljama Evropske Unije na sedmom mestu (Boyle i Ferlay, 2005).

Prema podacima Instituta za javno zdravlje Srbije ,, Dr Milan Jovanovi¢ Batut*
u centralnoj Srbiji u 2011 godini karcinom usne duplje i farinxa kod muskaraca se
nalazi na 12 mestu (prema podacima registra za rak u centralnoj Srbiji, 2013).

Najcesce se ovaj karcinom javlja kod pacijenata izmedu 40 1 60 godina starosti.
Odnos 3:1 izmedu musSkaraca i zena pokazuje tendenciju opadanja, tj. izjednacavanja
ucestalosti u odnosu na polove.
Studija koju su sproveli Vukadinovi¢ i saradnici na Klinici za maksilofacijalnu hirurgiju
Stomatoloskog fakulteta u Beogradu, pokazala je da je u periodu 1995-2005 bilo
hospitalizovano 223 pacijenta zbog karcinoma usana. Odnos muSkaraca i Zena je
iznosio 5:1 (Vukadinovi¢ i sar., 2005). Studija sprovedena na istoj Klinici 2008 godine,

pokazala je slicnu distribuciju u odnosu na pol (Petrovi¢ i Jelovac, 2008).

1.4.2. Etiologija i faktori rizika za nastanak karcinoma usne duplje

Oralni karcinom je multifaktorsko oboljenje. Poznato je da izlaganje jednom od
tri Siroke grupe kancerogena (hemijski, fizicki ili virusni) moze indukovati karcinom.
Kada je u pitanju usna duplja, ¢ini se da je karcinom uzrokovan uglavnom hemijskim
kancerogenima, mada dokazi govore i o zna¢aju virusnih i fizickih agenasa u razvoju
nekih vrsta oralnih karcinoma (Syrjanen, 2005; Reddout i sar., 2007). Patogeneza
oralnog karcinoma je veoma kompleksna i izlaganje kancerogenima ne dovodi
obavezno i do razvoja karcinoma. Postoje brojni porodi¢ni, higijensko dijetalni,
hormonski kao i drugi faktori rizika koji su modulatori neoplastickih procesa uopste.
Alkohol i duvan su izdvojeni kao najvazniji faktori rizika za razvoj oralnog karcinoma.
Procenjuje se da je za preko tri Cetvrtine oralnih karcinoma odgovorno konzumiranje
duvana i alkohola (Garavello i sar., 2010). U druge faktore spadaju ultravioletno

zraCenje, nutritivni faktori, potencijalno maligne lezije, imunosupresija, genetski i
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dentalni faktori (hroni¢na iritacija oStre ivice zuba ili neadekvatne proteze i dr.)

(Konstantinovi¢, Jelovac, 2014).

1.4.2.1. Konzumiranje duvana

Duvan sadrzi preko trideset poznatih kancerogena. Duvanski dim je veoma jak
kancerogen, jer benzopiren i brojni nitrozoamini u njegovom sastavu, mogu uzrokovati
geneticke mutacije. Jedna od potvrda da je duvan bitan kancerogen, leZi i u podatku da
oko 50% svih karcinoma kod stanovnika Indije ¢ine OPK i da se javljaju kod osoba
koje intenzivno zvacu duvan (Kannan i sar., 1999).

Veza izmedu koriS¢enja duvana i oralnog karcinoma je mogla biti uspostavljena
jo§ pocetkom 18. veka, kada je karcinom usne bio zastupljen kod uZivaoca duvana
(Sawyer i Wood, 1992). EpidemioloSke studije pokazuju da je rizik za razvoj oralnog
karcinoma pet do devet puta vec¢i kod pusaca u odnosu na nepusace, i da se ovaj rizik
moze povecati do 17 puta kod ,teSkih“puSaca (koji puse 80 i viSe cigareta dnevno)
(Neville i Day, 2002). Vecina pacijenata sa OPK su pusaci, $to predstavlja dvostruku do
trostruko vecu izloZenost duvanu u odnosu na ops$tu populaciju (Fuller i sar., 2014;
Moura i sar., 2014, Fang i sar., 2014; Perie i sar., 2014; Jovanovic i sar., 1993). Takode,
hirurski leceni pacijenti zbog OPK, koji nastavljaju da konzumiraju duvan imaju dva do
Sest puta vecéi rizik za razvoj “sekundarnog primarnog” tumora gornjeg aerodigestivnog
trakta u poredenju sa osobama koje su prestale da konzumiraju duvan (Silverman i
Griffith, 1972; Silverman i Shillitoes,1998; Do i sar., 2004).

Usmrkavanje i zvakanje duvana je takode u vezi sa povecanim rizikom za razvoj
oralnog karcinoma (Schildt i sar., 1998). Pacijenti koji su konzumirali “bezdimni”
duvan, imali su znacajnu sklonost za razvoj oralnog karcinoma na mestu kontakta sa
duvanom. Medutim, ipak je koris¢enje bezdimnog duvana povezano sa manjim rizikom
za razvoj oralnog karcinoma, u poredenju sa pacijentima koji ,,uvlaée dim“. Npr, iako
Zapadna Virdzinija ima najvecu stopu zvakanja duvana u SAD-a, incidenca oralnog
karcinoma u pomenutom predelu je ispod americkog nacionalnog proseka (Bouquot i
Meckestroth, 1998). Studije iz Skandinavije pokazuju da koriéenje “Svedske cigarete”
(koja nema fermenata i ima nizi nivo nitrozamina) nije u vezi sa pove¢anim rizikom za

razvoj oralnog karcinoma. (Johnson, 2001; Neville, 2002).
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U prilogu povezanosti izmedu konzumiranja duvana i OPK govori ucestalost
oralnih displazija (premalignih oralnih lezija) kod pusaca (Sreedhar i sar., 2014).

Rizik za razvoj OPK kod osoba koje konzumiraju i alkohol i duvan je trideset
osam puta veéi u poredenju sa osobama koje ih ne konzumiraju (Blot i sar., 1998).

Zvakanje duvana i ,.betel quid* takode povecavaju rizik za razvoj OPK (Liao i
sar., 2014). Hroni¢na izloZenost karcinogenima stvara ,,efekat polja“ i cela izmenjena
sluzokoza gornjeg dela aerodigestivnog trakta nosi veci rizik za razvoj karcinoma kod

pusaca i alkoholi¢ara (Thomson i Hamadah., 2007).

1.4.2.2. Konzumiranje alkohola

Utvrdena je pozitivna korelacija izmedu doze dnevnog unosa alkohola
(kontinuiranog unosa), tj. ,,zestokih“ alkoholnih pi¢a i povecanog rizika za razvoj
karcinoma. Sinergisticki efekat izmedu duvana i alkohola je pokazan kod oralnih
karcinoma u mnogobrojnim studijama (Znaor i sar., 2003; Ko i sar., 1995).

Autori (Maier i sar., 1994) navode dahroni¢no konzumiranje alkohola moze uticati na
izmenu funkcije enzima citohroma P-450. Ovaj enzimski sistem moZe kasnije dovesti

do aktivacije prokarcinogena u karcinogen.

1.4.2.3. Kofaktori

Postoje brojni kofaktori koji se mogu dovesti u vezu sa OPK. To su seme palme
koja raste u Indiji i isto¢noj Africi (,,Areca nut-Betel Quid*) koje se ,,zZvace” i u joS
nekim delovima Azije ( Ko i sar., 1995; Yadav i sar., 2014). Takode, lo$a oralna
higijena, hroni¢na inflamacija gingive, neadekvatne stomatolosSke proteze (Tsai i sar.,
2014; Rajesh i sar., 2013; Goyal i sar., 2014; Oji i Chukwuneke, 2012; Chang i sar.,
2013) profesije koje ukljucuju izloZenost organskim hemikalijama (Mayer i sar., 1991),
socio-ekonomski status kao i edukacioni status (Hwang i sar., 2014) infekcije humanim
paliploma virusom (HPV 16,18), herpes simpleks virusom (HSV), virusom humane
imunodeficijencije (HIV), kao i EpStajn Barrovim virusom (EBV) (Saulle R i sar., 2014;
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Senyuta i sar., 2014; Zaravinos i sar., 2014) dovode se u vezu sa nastankom OPK.
Uticaja mogu imati i gastroezofagealni refluks (Freije i sar., 1996) kao i razlicite vrste

higijensko dijetskog rezima (Filomeno i sar., 2014)

1.4.3. Klinicka slika planocelularnog karcinoma usne duplje

Klinicka slika OPK zavisi od stadijuma i lokalizacije tumora. OPK se
manifestuju hroni¢nim zapaljenjem ili ulceracijom sluzokoze, perzistiraju¢im otokom,
ograni¢enom pokretljivos¢u jezika, recidiviraju¢im krvavljenjima bez jasnog uzroka,
poremecajem Cula ukusa, neprijatnim zadahom iz usta (Slika 1.9 i Slika 1.10). Opsti
simptomi OPK su prisutni u razvijenom stadijumu bolesti.

OPK se mogu razviti iz premalignih lezija kao Sto su leukoplakija ili
eritroplakija.. Ove lezije imaju tendenciju ka malignoj transformaciji i predstavljaju
stadijum koji prethodi karcinomu.

OPK se manifestuje u slede¢im klinickim formama: pecurkastoj - egzofiti¢noj
(slika br 1.11) i ulceroznoj- endofiti¢noj (slika br. 1.12).

Egzofiticni oblik karcinoma se karakteriSe papilomatoznim rastom tumora.
Spoljna povrS§ina tumora ima, usled izraZzenog oroZavanja, beliastu prebojenost.
Tumorski izrastaj ima karfiolast izgled, tvrd je i infiltriSe okolne strukture.

Endofiti¢ni oblik karcinoma karakteriSe ulceracija koju ograniava reznjevita,
tvrda i izdignuta ivicna zona. Ovaj oblik karcinoma skoro uvek prati superinfekcija. To
je ponovna infekcija nekom novom inokulacijom istog prouzrokovaca koji je veé
izazvao odgovarajucu bolest, ili infekcija klicama rezistentinim na antimikrobsku
terapiju, primenjenu u infekciji koja ve¢ postoji.

U razgovoru sa pacijentom se dobijaju podaci koji se odnose na tok i pocetak
bolesti. Lekar pokuSava da sazna kada je pacijent primetio prve subjektivne tegobe, ili
kada je uocio prve promene. U pocetnom stadijumu bolesti pacijenti se obi¢no Zale na
bol, otezano gutanje i govor, nelagodnost prilikom jela, utrnulost dela usne duplje.
Porodi¢na anamneza moZe ukazati da kod pacijenta postoji predispozicija za razvoj
karcinoma (Ankathil i sar., 1996).
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Slika br. 1.10 Klini¢ka slika PK poda usta i ventralne strane jezika
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Slika br. 1.11 Pedurkasta forma OPK

Slika br. 1.12 Ulcerativna forma OPK
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U razvijenim stadijumima bolesti, pacijenti se Zale na kla¢enje zuba koji se do
tada nisu Klatili kao i da im proteza ,,slabije stoji“. Nekada se Zale na ogranic¢eno ili
onemoguceno otvaranje usta (trizmus). Otezano gutanje i govor, nelagodnost prilikom
jela, poremecaj ¢ula ukusa, neprijatan zadah iz usta (foetor ex ore), simptomi u vidu
ispada nekog od kranijalnih nerava, kao Sto je Sebileau-ov znak (tj. skretanje jezika
prema oboleloj strani zbog zahvacenosti muskulature jezika tumorom sa te strane),

mogu biti prisutni u kasnijim stadijumima bolesti.

Tegobe se pojacavaju prilikom konzumiranja hrane ljutog, kiselog, slanog
ukusa, zatim gaziranih i alkoholnih pi¢a i dr. Promena se manifestuje u vidu ranice
(ulceracije) koja ne zarasta duze od dve nedelje, izrasline sluzokoze, perzistirajuceg
otoka ili recidiviraju¢eg krvavljenja bez jasnog uzroka. Nepostojanje tendencije ka
zarastanju ekstrakcionih rana takode moze pobuditi sumnju na oralni karcinom. Opsti
simptomi OPK mogu biti gubitak telesne tezine, malaksalost, ,,pepeljasta“ — siva boja
koze, ,,bezizrazan“izgled o¢iju, itd.

Detaljan palpatorni pregled glave i vrata je neophodan da bi se precizno utvrdila
lokalizacija i stadijum primarnog tumora kao i eventualno prisustvo uvecanih limfnih
¢vorova (suspektne regionalne metastaze). UopSteno, ,,pocetni* karcinomi mogu biti
prisutni kao neulcerisana bela ili crvena polja. OPK u punoj klinickog formi se
manifestuju kao lezije sluzokoze. Medutim retko neki skvamocelularni karcinomi mogu
biti lokalizovani predominantno u sloju ispod sluzokoze a da pri tome ne zahvataju ili
veoma malo zahvataju sluzokozu. Cvrste podsluzokozne lezije su mnogo &ei¢e tumori
porekla malih pljuvacénih zlezda.

Od velike vaznosti je u toku pregleda detaljno zabeleziti u istoriju bolesti sledece
karakteristike tumora: lokalizaciju, izgled, oblik, veli¢inu (izrazenu u centimetrima),
tvrdo¢u, pokretljivost, granice, ogranicenost, odnose sa okolinom. Takode je bitno
zabeleziti i proceniti da li promena zahvata dublje anatomske strukture (posebno kost i

mastikatornu muskulaturu).
Trizmus predstavlja loS prognosticki znak koji ukazuje da je zahvacen

pterigoidni ili maseteri¢ni prostor. Takode je potreban detaljan neuroloski pregled svih

kranijalnih nerava, a posebno mandibularnog (parestezije u predelu koze brade),
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hipoglosusa (poremecena pokretljivost jezika), facijalisa (pareze, paralize) i akcesornog
nerva. Ispadi funckija kranijalnih nerava su posledica perineuralne invazije i
kanalikularnog Sirenja OPK.

OPK primarno metastaziraju limfnim putem u regionalne limfne ¢vorove vrata.
Retko se mogu Siriti i hematogeno. Pri prvom pregledu regionalnih limfnih ¢vorova
metastaze se mogu naci kod oko 40 % bolesnika.

Prisustvo palpatorno izmenjenih limfnih ¢vorova pri prvom pregledu je los
prognosticki znak. Nasuprot tome, 60% bolesnika sa dijagnostikovanim OPK, a koji su
bez regionalnih metastaza na pocetku lecenja, mogu ocekivati pozitivan ishod lecenja.
Ukoliko na pocetku leCenja postoje istostrane metastaze, smatra se da je potpuno
izleCenje moguce kod svega 30 % bolesnika, a pri obostrano uvec¢anim limfnim
¢vorovima svega 1 % bolesnika ima Sansu za ozdravljenje. Udaljene metastaze usne
duplje se srecu retko i to samo u uznapredovaloj fazi bolesti. Oko 80% udaljenih
metastaza postaju manifestne dve godine posle pojave regionalnih metastaza. Najcesce
su u plu¢ima (45%) i u skeletnom sistemu (25%). Udaljene metastaze se pri prvom
pregledu nalaze kod svega 1 % bolesnika (Gavri¢. i sar, 2001).

Dijagnostika i procena oralnih karcinoma koji zahvataju dublje strukture
zahtevaju primenu dopunskih radioloskih dijagnosti¢kih metoda, kao S§to su
kompjuterizovana tomografija (CT), magnetna rezonanca (MR) i u novije vreme
Pozitron emisiona tomografija — ,,PET scan“ (Gobel i sar., 2014).

Kada su dostupni svi podaci iz istorije bolesti, izvrSenog klinickog pregleda i
pomoc¢ne dijagnostike, moze se na osnovu kriterijuma Ameri¢kog udruzenja za borbu
protiv karcinoma iz 2002 godine odrediti TNM Klasifikacija tumora (Greene i sar.,
2002) (tabela br.1.1 - u prilogu).

Slovom ,, T* oznacava se tumor, slovom ,,N* oznac¢ava se regionalni limfni ¢vor,
a slovom ,M“ oznaCavaju se udaljene metastaze; Tx - primarni tumor se ne moze
ustanoviti; TO - znaci primarnog tumora nisu nadeni; Tjs— Carcinoma in situ; T1- tumor
veli¢ine do 2cm; T2- tumor velié¢ine 2-4cm; T3 — tumor veéi od 4cm; T4, (usna duplja)-
tumor kroz kortikalni deo kosti infiltriSe muskulaturu jezika, gornjovili¢nu Supljinu, ili
kozu lica; T4,- tumor infiltriSe; prostore koje ograniCavaju mastikatorni misiéi,

pterigoidni nastavci ili baza lobanje; unutradnju karotidnu arteriju.
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Klasifikacija se na osnovu zahvacéenosti regionalnih limfnih ¢vorova vrsi na
slede¢i nacin: Ny- regionalne metastaze se ne mogu ustanoviti; No — nisu nadene
regionalne metastaze; N1-3 prisustvo palpatorno izmenjenih limfnih ¢vorova.

Na osnovu TNM Klasifikacije odreduje se stadijum bolesti za svaki pojedina¢ni

slucaj (tabela br 1.2).

Tabela br. 1.2 Odredivanje stadijuma bolesti za karcinome usne duplje na osnovu
TNM vrednosti

Stadijum0  Tis NO MO
Stadijum | T1 NO MO
Stadijum Il T2 NO MO
Stadijum Il T1,T2 N1 MO
T3 NO,N1 MO
Stadijum IVA T1,T2,T3 N2 MO
Stadijum IVB T1-4 N3 MO
T4b N1-3 MO
Stadijum IVC T1-4 N1-3 M1

HistoloSkke karakteristike OPK su keratinizacije epitela (razliCitog stepena),
skvamozna diferencijacija celija kao i invazivni rast. Invazivni rast se manifestuje
rupturom bazalne membrane i prodorom u dublje slojeve tkiva. Invazija krvnih i limfnih
sudova kao i perineuralna infiltracija je takode jedan od karakteristika OPK. Prema
izgledu celija tumori su tradicionalno podeljeni na dobro, srednje i loSe diferentovane
OPK. Dobro diferentovan OPK (gradus 1) se karakteriSe skoro neizmenjenim plocasto
slojevitim epitelom. Srednje diferentovan OPK (gradus II) se karakteriSe razliCitim
stepenom jedarnog polimorfizma, ukljuujué¢i abnormalne mitoze i slabiji stepen
keratinizacije. Osobine slabo diferentovanih OPK (gradus III) su mlade, nezrele celije,
sa velikim brojem atipi¢nih mitoza i minimalnom keratinizacijom. lako se keratinizacija
javlja i kod srednje i dobro diferentovanin OPK, stepen keratinizacije se ne smatra

vaznim histoloskim kriterijumom u histoloSkom rangiranju tumora.
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1.4.4. Lecenje

1.4.4.1. Hirurski pristup

Donosenje odluke o le¢enju OPK je sloZen proces. Najvaznije pitanje koje se
postavlja je: da li je tumor ,,operabilan®, tj da li se hirurSkom intervencijom moze tumor
ukloniti u potpunosti? Drugo najvaznije pitanje koje se postavlja je: koje su metode
lecenja i koje su moguce komplikacije ili nezeljena dejstva sprovedenih procedura?

Trece pitanje se odnosi na hirursko leCenje vrata. Da li je potrebna disekcija
vrata? Da li ve¢ postoje metastaze na vratu ili je primarni tumor povezan sa povecanim
rizikom za razvoj metastaza na vratu? Ukoliko je debljina tumora vec¢a od 4 mm postoji
povecan rizik za razvoj metastaza na vratu.

Pacijent i multidiciplinarni tim - konzilijum donose odluku zajedno o
definitivnom leCenju. Ukoliko hirur§ko lecenje moze dovesti do komplikacija i
nezeljenih efekata pacijenti mogu da izaberu i nehirurski vid tretmana koji takode ima
za cilj produzenje zivota bolesnika. Konzilijum na maksilofacijalnu regiju predlaze
odgovarajuci terapijski postupak pacijetnu. Pacijent donosi odluku da li prihvata
specifi¢no onkolosko lecenje i to potvrduje potpisom ( pismeni pristanak).

Cilj hirurSkog lecenja je Siroka i potpuna ekscizija tumora do u klini¢ki -
maksroskopski zdravo tkivo, uklanjanje regionalnih limfnih ¢vorova ako su zahvaéeni
metastazama i rekonstrukcija reseciranog dela tkiva ili organa. HirurSka terapija
podrazumeva i Cuvanje integriteta nezahvacenih struktura.

Radikalna ekscizija tumora podrazumeva hirurski postupak u toku koje se
zajedno sa tumorom ,,en bloc* resecira i sloj grani¢nog, klini¢ki zdravog tkiva. Ova tzv.
»Sigurnosna zona“ iznosi od 3 mm za pocetni do 1 cm za napredni stadijum bolesti.

Uklanjanje regionalnih limfnih ¢vorova je od izuzetne vazZnosti za lecenje OPK.
To je sastavni deo hirurskog lecenja vec¢ine karcinoma usne duplje. Taj postupak se
izvodi kada postoji i najmanja klinicka sumnja da su u limfnim ¢vorovima na vratu
prisutne metastaze. Ovaj postupak se naziva disekcija vrata i najéeSée prethodi

uklanjanju primarnog tumora.
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UdruZenje za hirurgiju glave i vrata i onkologiju Americke Akademije za
otorinolaringologiju 1 hirurgiju glave 1 vrata klasifikovalo je disekcije vrata na sledec¢i
nadin:

- Radikalna disekcija vrata

- Modifikovana radikalna disekcija vrata

- Selektivna disekcija vrata

- ProSirena radikalna disekcija vrata

Radikalna disekcija vrata je operativni zahvat koju je prvi put opisao Crile jos$
1906 godine. Podrazumeva uklanjanje limfnih ¢vorova od I do V nivoa, a uklanjaju se i
sledece strukture: platizma, sternokleidomastoidni i omohioidni misi¢, fascije vrata,
akcesorni zivac, podvilina pljuvaéna zlezda, donji pol povrSnog reznja parotidne
pljuvacne Zlezde kao 1 spoljna 1 unutrasnja jugularna vena. Postoji viSe autora koji su
opisali radikalnu disekciju vrata (slika br.1.13).
Modifikovana radikalna disekcija vrata je procedura u kojoj se vrsi uklanjanje limfnih
¢vorova kao i u prethodno navedenoj hirurSkoj proceduri, uz o¢uvanje ,,nelimfaticnog
tkiva“ - sternokleidomastoidnog misi¢a, unutras$nje jugularne vene i akcesornog Zivca.
U zavisnosti od toga koja se anatomska struktura Cuva, ova vrsta disekcije vrata
podeljena je na sledece podtipove:

- Tip 1 (prezervacija akcesornog zivca, sternokleidomastoidnog misica,

unutradnje jugularne vene)
- Tip 2 (prezervacija unutrasnje jugularne vene i akcesornog Zivca)

- Tip 3 (prezervacija akcesornog zivca)

Procedura koja podrazumeva prezervaciju jedne ili viSe grupa limfnih ¢vorova
koje se uklanjaju u toku radikalne disekcije naziva se selektivna disekcije vrata (slika
br.1.14). Razlikuju se: supraomohioidna, anterolateralna, srediSnja i posterolateralna. U
okviru supraomohioidne disekcije vrata uklanjaju se limfni ¢vorovi I, II i III nivoa
(koristi se kod primarnih oralnih karcinoma).

Anterolatelarna disekcija koristi se uglavnom kod primarnih tumora hipofarinksa

I larinksa, a uklanjaju se limfni ¢vorovi nivoa II, IIT i IV. Sredi$nja disekcija se koristi u
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sklopu hirur§kog leCenja malignih tumora Stitaste zlezde. Posterolatelarna disekcija
obuhvata limfne ¢vorove okcipitalnog trougla, zadnjeg trougla vrata, kao i limfne
¢vorove grupe dubokog jugularnog lanca nivoa II, 111 i IV. Koristi se kod melanoma
kao i kod karcinoma koZe zadnjeg dela poglavine (Shah, 2001).

eee
g
ge s

Slika br. 1.13 Razlic¢iti hirurski pristupi disekciji vrata: A- Attie; B- Eckers and Byer;
C-MacFee; D- Morestin; E- Conley; F- Latyshevsky; G- Martin; H-Z; I-
Barbosa. (preuzeto iz Shah i sar., 2001)
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ProSirena disekcija vrata podrazumeva proceduru u toku koje se uklanjaju i
limfni ¢vorovi kao i strukture koji se ne uklanjanju u toku radikalne disekcije vrata.
U hirurSkom leCenju OPK cCesto se pristupa resekciji gornje vilice

(maksilektomija) i resekcija donje vilice (mandibulektomija).

Maksilektomija podrazumeva da se sa tumorom ukloni i deo gornje vilice
zajedno sa zubnim nastavkom, zubima i delom nepca. Resekcija gornje vilice moze biti
parcijalna, subtotalna i totalna.

Mandibulektomija podrazumeva uklanjanje dela donje vilice zajedno sa
tumorom. Resekcija donje vilice u zavisnosti od koli¢ine uklonjenog tkiva moZze biti

marginalna, segmentalna, hemiresekcija i totalna.

Slika br. 1.14 Selektivna disekcija vrata Nivo | — I11 (Preuzeto iz Shah i sar., 2001)
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U savremenom lecenju oralnog karcinoma, terapija izbora je hirurSka. U
najvecem broju slucajeva primenjuje se i postoperativna zracna terapija. Imajuci u vidu
da su ovi tumori visokog malignog potencijala, da brzo metastaziraju i da cesto
recidiviraju, operativni zahvati koji se vrSe moraju biti radikalni.

Hirurski pristup oralnim karcinomima moze biti intraoralni ili ekstraoralni (Shah
i sar., 1987) Intraoralnim pristupom moguce je adekvatno ekscidirati samo manje
tumore (T1 1 T2). U pojedinim sluc¢ajevima kada je donja vilica bezuba, intraoralni
pristup je dovoljan i za eksciziju veéih tumora (T3 i1 T4), pogotovo ako su locirani u
prednje dve treéine jezika ili poda usta. Ukoliko ovakav pristup ne omogucava hirurgu
dobru preglednost, tumorima usne duplje pristupa se ekstraoralno. NajCeSce se
primenjuje privremeno presecanje donje usne - lip splitting”. Ovaj rez moze biti
klasi¢an, modifikovan ili kao produzetak reza kojim se vrsi pristup vratu prilikom
disekcije — donji obrazni rezanj (Greenle i sar., 2000; Shah i sar., 1987). Kod vecih
tumora (T3,T4) narocito ako su lokalizovani u srednjoj ili zadnjoj trecini jezika i poda
usta, neophodna je privremena (temporarna) mandibulotomija. Pristup tumoru moZze se
posti¢i kombinacijom intraoralnog i ekstraoralnog pristupa (pull-through approach).

Hirurzi u poslednje vreme sve viSe primenjuju vrste modifikovane i selektivne
disekcije vrata. Ukoliko klini¢kim pregledom nisu pronadeni uvecani limfni ¢vorovi
vrata to ne znac¢i da nema metastaza u limfnim ¢vorovima. Profilakti¢ni hirurski tretman
vrata moze smanjiti stopu pojave metastaza u udaljenim organima (,,sistemic metastatic
disease®).

U literaturi su, osim klasi¢ne ekscizije skalpelom ili elektroskalpelom, opisani i
drugi nadini uklanjanja tumora, kao Sto je krioterapija, ili ablacija tumora karbon —
dioksidnim laserom (Yang i sar., 2011; Cecchi i sar., 2011; Goodson i sar., 2012).

Posle uspeSnog tretmana oralnog kancera, rizik za razvoj sekundarnog
primarnog karcinoma je oko 3,7 % u godini i raste na oko 24% u narednih deset godina
(Day i Blot, 1992).

1.4.4.2. Zracna i polihemioterapija

Radioterapija ili zracna terapija predstavlja koriS¢enje jonizujuceg zraCenja u
lecenju malignih oboljenja. Ona je neselektivna i zaustavlja celijski rast i deobu

malignih ali i zdravih ¢elija Sto dovodi do njihovog odumiranja. Moze se sprovoditi u
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kombinaciji sa hirurskim lecenjem ili nezavisno u zavisnosti od indikacija. Zrac¢na
terapja se moZe primeniti preoperativno, intraoperativno i postoperativno.

Indikacije za primenu postoperativne zra¢ne terapije su:

- prisustvo malignih ¢elija na ivici hirurske resekcije;

- ivice resekcije su veoma blizu tumora;

- ekstranodalno Sirenja tumora;

- viSestruke metastaze u limfnim ¢vorovima;

- slabo diferentovani tumor i visok histoloski gradus sa perineuralnom i

perivaskularnom infiltracijom

Terapija se sprovodi na predeo primarnog tumora i limfnih ¢vorova vrata
obostrano sa 40 Gy, i dodatnim zracenjem od 20 Gy samo na poziciji primarnog
tumora, ukoliko limfni ¢vorovi vrata nisu metastatski izmenjeni. U sluc¢aju da postoje
metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima vrata, sprovodi se postoperativna zra¢na
terapija od 60 Gy i u predelu limfnih ¢vorova.

Intraoperativna ,,ex tempore* procena hirurSkih margina moze uticati na dalje
mere sprovodenja postoperativne zracne terapije (Rutkowski i sar., 2010, Gooris i sar.,
2003).

Polihemioterapija (citostatici) u leCenju oralnog karcinoma se vrlo retko
primenjuje. Preparati kao Sto stu 5-Fluorouracil i Cis platina primenjuju se samo u
slucajevima slabo diferentovanih karcinoma kod osoba mladeg zivotnog doba, kada su
iscrpljene sve metode hirur§kog i zra¢nog lecenja (Patil i sar., 2014). Medutim kada je u
pitanju stav ,,Nacionalne sveobuhvatne mreze za karcinome* (National Comprenhensive
Cancer Network) iz 2014 godine za sve, pacijenti kod kojih je dijagnostikovan
karcinom, preporucuje se ulazak u neku od klini¢kih studija, ukoliko je to moguce.
Ciljana (target) terapija je i dalje u razvoju. Lek koji se najc¢esce koristi je Cetuximab,
monoklonsko antitetlo koje se vezuje za receptore za epidermalne faktore rasta (EGFR).
EGFR mozZe biti prekomerno eksprimiran na membranama epitelnih celija OPK.
Primena target terapije Cetuximab-om u kombinaciji sa radioterapijom moze povecati

efikasnost lecenja (Prelec i sar., 2014).
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1.4.5. Prezivljavanje

Kod pacijenata sa ranim stadijumom oralnog karcinoma sprovedena je studija
(Spiro i sar., 1986) koja je pokazala da je petogodiSnja stopa prezivljavanja oko 95%.
Kod bolesnika koji su se javili lekaru u razvijenim stadijumima petogodisSnja stopa
preZivljavanja bila je manja od 80%. Franceschi je u svojoj studiji pokazao da je
petogodiSnja stopa preZivljavanja kod pacijenata stadijuma | i Il oko 82%, dok je kod
pacijenata sa stadijumom Il i IV oko 49% (Franceschi i sar., 1993). Shaha i saradnici
tvrde da je stopa petogodisSnjeg prezivljavanja kod pacijentata sa karcinomom poda usta
u zavisnosti od stadijuma, iduci od (stadijuma I do V), sledeca: 88%, 80%, 66% i 32%
( Shahai sar., 1984).

Radikalnost hirurSkog zahvata utice na stopu petogodiSnjeg prezivljavanja
(Loree i Strong, 1990; Wang i sar., 2013). Stopa se, posmatrano u odnosu na
histopatoloski nalaz u margini, drasti¢no razlikuje: kod pacijenata sa displazijom u
margini - 94 %, kod pacijenata sa Ca in situ - 71%, a kod pacijenata sa marginom koja
je manje od 5 mm udaljena od tumora - 51%, dok je najniZza stopa petogodisnjeg
prezivljavanja zabelezena kod pacijenata sa invazivnim karcinomom u margini — 43%
(Loree i Strong, 1990).

Prisustvo regionalnih metastaza na vratu ili lokalno naprednog stadijuma bolesti
smanjuje stopu petogodisnjeg prezivljavanja kod pacijenata sa karcinomom sluzokoze
tvrdog nepca i zubnog nastavka gornje vilice sa 70% na 30 % (Loree i Strong, 1990).
Petogodisnja stopa prezivljavanja za karcinome usne Supljine i farinksa je 46 % u svetu,
ali su velike razlike izmedu razvijenih (59%) i zemalja u razvoju (39%). Cetiri od pet
zemalja u Evropi sa najveCom stopom mortaliteta, su u Isto¢noj Evropi (Landis i
sar.,1999)

LoSa prognoza je najverovatnije rezultat slabog odgovora na postojecu terapiju,
uglavnom tumora dijagnostikovanih u uznapredovalom stadijumu (Mascolo i sar.,
2012).
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1.4.6. Prevencija i princip postoperativnih klini¢kih kontrola

Primarna prevencija — prestanak puSenja kao i konzumiranja alkohola je
najefikasniji nacin za smanjenje rizika za razvoj karcinoma.

Rano otkrivanje treba da bude prioritet, jer rana detekcija lezije omogucava
pravovremenu terapiju i dobru prognozu.

Veliku ulogu u blagovremenom prepoznavanju potencijalno malignih lezija u
poCetnom stadijumu imaju stomatolozi u toku rutinskih pregleda. Bitna je rana
dijagnostika oralnih prekanceroznih lezija kao Sto su leukoplakija, eritroplakija, lihen
planus 1 dr. Kod ovih pacijenata neophodno je sprovoditi ¢esc¢e klini¢ke kontrole, kako
bi se u Sto ranijem stadijumu otkrila eventualna maligna transformacija postojece
promene. Pacijentima treba objasniti da su konzumiranje alkohola i duvana veliki faktor
rizika za razvoj karcinoma.

U cilju prevencije sprovode se i redovne postoperativne kontrole. Princip
sprovodenja postoperativnih klinickih kontrola je slede¢i: jednom mesec¢no u prvoj
godini nakon operacije; jednom u dva meseca u drugoj godini od operacije; jednom u tri
meseca tre¢e i Cetvrte godine godine od operacije; potom jednom u Sest meseci.
Postoperativni period pracenja od 5 godina u kome nije zabelezen recidiv ili metastaze

smatra se izleCenjem.

1.5. HistoloSke margine kod oralnih karcinoma

1.5.1. Pojam histoloSke margine

U literaturi ne postoje jedinstveni Kriterijumi koji defini$u §ta je ,,¢ista “ hirurska
margina kod OPK. U najveéem broju studija, margina se smatra ,,Cistom* ukoliko ex
tempore dijagnostika ukaze da u grani¢nom tkivu nisu nadene maligne celije, ali ovo
misljenje ne zastupaju svi. Ispitivanje kojim su anketirani hirurzi koji se bave
onkologijom glave i vrata ukazalo je da oko 70 % lekara uzima grani¢ne uzorke nakon
kompletne hirurSke ekscizije tumora iz predela postekscizionog defekta (Jeremy i sar.,
2005).

36



37

Uzimanje uzoraka tkiva hirurskih margina se mora izvoditi po ta¢no utvrdenom
protokolu. Izvor mogucih greSaka mogu biti hirurg, patolog i pomo¢no osoblje. Margine
se mogu ostetiti elektrokauterom. Usled neadekvatnog protokola uzimanja uzoraka
tkiva moze do¢i do pogresne interpretacije rezultata. Najvazniji prognosticki faktor kod
pacijenata sa planocelularnim karcinomima glave i vrata je uspeSnost hirurskog
uklanjanje tumora, odnosno da li je tumor u potpunosti odstranjen ili ne (Snow, 1989;
Blons i Laurent-Puig., 2003; Temam i sar., 2000)

Postoje brojni dokazi da prisustvo displazije ili carcinoma in situ u hirurskim
marginama smanjuje lokalnu kontrolu bolesti i stopu prezivljavanja (Jones i sar., 1992;
School i sar., 1986; Spiro i sar., 1988; Gandour-Edwards i sar., 1993; RF, Davidson i
sar., 1981; Davidson i sar., 1988; Davidson i sar., 1984; Zieske i sar., 1986; Brennan i
sar., 1991).

Najefikasniji tretman za pozitivne hirurSke margine je reoperacija, sa dodatnom
ekscizijom okolnog tkiva (School i sar., 1986; Looser i sar., 1978; Zieske i sar., 1986).
Ukoliko opste stanje pacijenta i stadijum bolesti ne dozvoljavaju reoperaciju, kao
alternativa se koristi radioterapija (Zieske i sar., 1986; Liu i sar., 2014; Fan i sar.,
2014).

U anketi koja je sprovedena 2004 u okviru americkog udruzenja hirurga glave i
vrata najcesce se pod ,,Cistom* marginom podrazumevala ona margina koja je bila preko
Smm udaljena od tumora nakon mikroskopske evaluacije. Medutim mnogi od
istrazivaca su bili razli¢itih misljenja i postojale su velike kontroverze oko definicije
,,Ciste* margine (Jeremy i sar., 2005).

Detekcija displazija, znakova premaligniteta i Ca in situ u hirurS8kim marginama
ili tzv. ,bliske margine” (,,close margins“)(koja je bliza od 5mm tumoru) smatra se
pozitivnim marginama (Loree i Strong, 1990). Kod svih pacijenata sa pozitivnim
marginama zabeleZena je statisticki znacajno povecana ucestalost recidiva. (Loree i
Strong, 1990). Spiro i sar. su sproveli studiju na 150 pacijenata koji su le¢eni zbog OPK
jezika (Spiro i sar., 1999). U toj studiji je pokazano statisticki znacajno povecanje
ucCestalosti recidiva kod pacijenata sa pozitivnim marginama . U studiji koja je
sprovedena na 332 pacijenta sa oralnim i orofaringealnim karcinomom, na osnovu
Kriterijuma ,,Cista margina“ (ona koja je preko 5mm, udaljena od ivice tumora) i

»bliska margina® (udaljenost resekcione linije manja od 5 mm) nije utvrdena statisticki
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znacajna razlika u pogledu recidiva kao i petogodisnje stope prezivljavanja (McMahon i
sar., 2003).

Pomenute tri studije ilustruju kontroverzu koja postoji u literaturi, a odnosi se na
uticaj hirurS$kih margina na prognozu bolesti, i na ucestalost recidiva (Jeremy i sar.,
2005). Ocigledno da ne postoje jedinstveni Kriterijumi, koji se mogu primeniti na sve
oblasti glave i vrata, zbog toga S§to se margine tumora glotisa ne mogu uporedivati sa
karcinomima oralne duplje i farinksa (Batsakis i sar., 1999).

Takode, definisanje Cistih tumorskih margina nakon sprovedene hemioterapije 1
dalje ostaje nejasno. Mozda bi se odgovor lak§e mogao dobiti u okviru multicentri¢nih
klini¢kih ispitivanja (Jeremy i sar., 2005).

Carcinoma in situ prema navodima grupe autora ima ,jednaku bioloSku
znacajnost™ kao i teski oblik displazije (Batsakis i sar., 1999). Interesantno, u drugoj
anketi koja je sprovedena 2005 godine, 83 % hirurga je odgovorilo da carcinoma in
situ u margini predstavlja pozitivnu marginu dok je blizu 80% ispitanika, Sto je
porazavajuce, kKategorisala marginu sa prisustnom displazijom kao negativhu marginu
(Jeremy i sar., 2005).

U istrazivanju koje je sprovedeno medu lekarima (Jeremy i sar., 2005)., skoro svi
- oko 99% hirurga je odgovorilo da je u nekim slucajevima koriS¢enje ex tempore
dijagnostike preporucljivo radi intraoperativne procene histoloskih margina. Korisnost i
pouzdanost ovih margina je dobro dokumentovana (Spiro i sar., 1999; Junaid i sar.,
2012; Patel i sar., 2010). | pored toga Sto je pouzdanost ex tempore bila oko 99 % (Ord i
Aisner, 1997) i dalje ex tempore dijagnostika nije uvek dovoljna da se izbegnu pozitivne
margine.

Zbog toga, ispitivanje margina sve se vise vrsi primenom razli¢itih molekularnih
tehnika. Nekoliko studija pokuSalo je da objasni kako se razvija lokalni recidiv kod
tumora kod kojih je margina bila histoloski negativna. Sprovedena su nova istrazivanja
sa ciljem da se utvrdi status nekih molekularnih markera koji su prisutni u margini
tumora. Tako je utvrdeno da pojedini pacijenati sa histopatoloski negativnim
marginama, zapravo imaju mutacije u TP53 genu.Ti pacijenti sa detektovanim

mutacijamapokazali su povecan rizik za razvoj lokalnog recidiva (Brennan i sar., 1995).
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Definisanje margina, upotrebom osetljivih molekularno-genetic¢kih tehnika ne
sme naravno da zanemari nalaze kdobijene konvencionalnim histopatoloskim
pregledom margina koje ostaju neprikosnovene (Batsakis i sar., 1999).

Na Univerzitetu u Baltimoru, na Klinici za otorinolaringologiju, se od 1995
godine standardno koriste molekularne analize za procenu hirurskih margina kod
pacijenata sa planocelularnim karcinomom (Jeremy i sar., 2005). Ovaj pristup u proceni
hirurskih margina utoliko ima viSe smisla ukoliko se uzme u obzir i fenomen polja

kancerizacije.

1.5.2. Polja kancerizacije

Cesto se desava da se tumor razvija na istom anatomskom mestu gde je
prethodno sprovedena ekscizija tumora. Ova vrsta recidiva koja se javlja na mestu
potpune ekscizije tumora objaSnjava koncept polja kancerizacije (Gandor i sar, 1988;
Reibel i sar., 2003).

Odredeni region oralne mukoze moze biti ,histoloski zdrav“, a geneticki
izmenjen, usled dejstva kancerogenih agenasa, Sto je cest nalaz kod osoba koje
konzumiraju duvan i akohol (Brakhuis i sar., 2002). Te zone oralne mukoze koje
makroskopski deluju normalno, a na molekularnom nivou su ve¢ izmenjene, Brakhuis
naziva "polja kancerizacije" (fields of cancerisation). Njih ¢ine geneticki razliiti
¢elijski klonovi, formirani selekcijom i ekspanzijom odredenih izmenjenih celija. Kao
rezultat kontinuirane evolucije procesa, unutar "polja kancerizacije" nalaze se c¢elijske
populacije koje nisu uniformne i iz kojih mogu da se formiraju i primarni i sekundarni
tumori. Upravo zato jedan od vaznih faktora rizika za pojavu OPK je Cinjenica da je u
proslosti ve¢ bio zabeleZen karcinom usne duplje, ili sluzokoZe gornjeg respiratornog
trakta. Zbog toga se kod pacijenata koji nose pomenute faktore rizika preoperativno
podvrgavaju detaljnom panendoskopskom pregledu. U studijama su praceni pacijenti
koji su prethodno hirurski leceni od karcinoma glave i vrata i pokazalo se da postoji
veci rizik za razvijanje sekundarnih primarnih tumora ili recidiva na sluzokoZzi gornjeg
aerodigestivnog trakta (Partridge i sar., 2000; Brakhuis i sar., 2002). Rizik za razvoj
sekundarnog primarnog tumora kod pacijenta koji je u istoriji imao planocelularni

karcinom iznosi 20% (Dakubo 1 sar., 2007). Odredivanje ovih polja koja su sklona
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razvoju karcinoma bazira se na identifikaciji molekularnih signalnih puteva u genetski
izmenjenim ali u histoloSki normalnim regionima koji se nazivaju peritumorsko

kancersko podruéje ( peritumoral-cancer field).

Zanimljivo je da je koncept i definiciju polja kancerizacije prvi u medicinsku
terminologiju uveo Slaughter jo$ davne 1953 godine, kada je analizirao tkivo oko
planocelularnog karcinoma (Slaughter i sar., 1953). Koncept je predstavljen na primeru
multiplih primarnih tumora i recidiva tumora gornjeg aerodigestivnog trakta. Ovi tumori
vode poreklo od razlicitih celija koje imaju tendenciju ka malignoj transformaciji.
Termin ,lateralna kancerizacija* je uveden kasnije kako bi se objasnilo Sirenje tumora,
koje se ¢eSce odigrava zahvaljujuéi progresivnoj transformaciji celija tkiva koje se
nalaze u blizini tumora, a rede zbog Sirenja ve¢ postojecih malignih ¢elija u okolno
tkivo (Slaughter i sar., 1946). Analizom 783 slu¢aja karcinoma Slaughter i sar. su dosli
do zakljucka da celokupan epitel koji se nalazi u okolni tumora poseduje vise od jedne
nezavisne regije malignih karakteristika. Kasnije je teorija o poljima kancerizacije
usvojena. Ti nalazi su potvrdivali da izlaganje kancerogenima dovodi do
submikroskopskih promena u sluzokozi oko primarnog tumora i ¢ini je pogodnom za
razvoj viSestrukih malignih fokusa. Submikroskopske promene iziskivale su uvodenje
razli¢itih molekularnih analiza sa ciljem da se ispita prisustvo genetickih mutacija 1
malignih c¢elijskih klonova i pokuSa objasniti ovaj model kancerogeneze. Ve¢ je
naglaSeno da u usnoj duplji alkohol i duvan ostvaruju sinergizam kao primarni
kancerogeni u razvoju OPK. Ovi faktori sredine mogu simultano uzrokovati promene na
¢itavoj povrsini sluzokoze 1 oStetiti veliki broj ¢elija Sto potencijalno dovodi do razvoja
malignih lezija. Ekspresija razli¢itth molekularnih markera u epitelu i vezivhom tkivu
(p53, p16, Cyclin D1, p21, Ras, Erb, receptori za faktore rasta, itd..) mogla bi da odredi
polja kancerizacije

Ovaj koncept polja kancerizacije proSiren je i na ostale organe i sisteme kao Sto
su orofarinks, jednjak, plu¢a, kolon, grli¢ materice, anus, koza i beSika (Mohan i sar.,
2014).
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1.6. Genetika tumora

1.6.1 Onkogeni i tumor supresorni geni

Tumor nastaje klonalnom ekspanzijom jedne maligne celije a vreme za
koje se tumorske Ccelije dele i umnozavaju, odreduju brojni faktori. Kinetika
tumorskog rasta objasnjava nacin i brzinu rasta transformisanih malignih Ccelija,
uticaj faktora koji odreduju progesiju kao 1 molekuarne osnove invazije i
metastaza.

Protoonkogeni su normalni celijski geni, ¢iji proteinski produkti regulisSu
bazi¢ne celijske procese, kao Sto su proliferacija i diferencijacija, stvaranjem signala
transdukcionog mehanizma. Aktiviranje ove kompleksne signalizacione kaskade strogo
je regulisano u pogledu vremena i mesta. Abnormalno inciran signal moZe da dovede do
maligne transformacije ¢elija. Do nezeljenog pokretanja proliferativnog signala moze
do¢i usled izmena u jednoj od kopija protoonkogena, Sto za posledicu ima njegovu
aktivaciju , odnosno pojacanu funkciju njegovog proteinskog produkta. Osnovni
geneticki mehanizmi aktivacije protoonkogena su: tac¢kaste mutacije, amplifikacija i
hromozomski rearanzmani, $to sve dovodi do izmenjene ekspresije onkoproteina.

Tumor supresorni geni ili antionkogeni, su geni ¢iji produkti kontrolisu éelijski
ciklus, pre svega tako $to onemogucavaju deobe celija ukoliko dode do oStecenja
naslednog materijala. Proteinski produkti ovih gena ukljuceni su u regulaciju ¢elijskog
ciklusa na vise kontrolnih punktova i u sprecavanje napredovanje ¢elije kroz ciklus, dok
se lezije na naslednom materijalu ne repariraju. Ako su ostec¢enja suvise velika produkti
ovih gena zaduZeni su za aktivaciju apoptoze, (programirane ¢elijske smrti). Nasuprot
dominantnom efektu mutacije jednog alela onkogena, transformisuc¢i potencijal tumor
supresorni geni sticu funkcionalnom inaktivacijom oba alela, tj. mutacijama koje su
recesivnog karaktera. Odsustvo ili nefunkcionalnost proteinskih produkata tumor
supresornih gena, oslobada ¢eliju kontrolnih mehanizama, tako da se akumuliraju i
propagiraju brojne lezije iz ciklusa u ciklus, odnosno dolazi do opSte genomske

nestabilnosti, $to je osnovna karakteristika tumorskih ¢elija.
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1.6.1.1 TP53, glavni ¢uvar genoma - kontrolor éelijskog ciklusa

Uprkos velikim dostignu¢ima u razumevanju procesa ¢elijske proliferacije i
dalje ne postoji adekvatna translacija ovih saznanja u efikasnu terapiju. Moderna
molekularna onkologija je uveliko pocela da se bavi pitanjima koja su u vezi sa

terapijom kancera.
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Slika br. 1.15 Mehanizam aktivacije TP53 gena

Postoje mnoge studije koje se bave ¢elijskim ciklusom, a koje mogu doprineti
definisanju cilja terapije karcinoma. Stoga se sve viSe namece potreba da se tumor
supresorna  biologija koja joS nije orjentisana kao “kancer -terapijska” disciplina,

razvija u tom smeru.
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TP53 kao transkripcioni faktor, ima centralnu ulogu u regulaciji celijskog
ciklusa, i ¢elijske smrti, posebno kada se jave oste¢enja na DNK molekulu.

lako je prvobitno misljenje bilo da ima funkciju onkogena, izolacija divljeg tipa
(Wild type) gena za TP53 vodila je do otkri¢ca da TP53 funkcioniSe kao potentni tumor
supresorni gen, odnosno da je vazan u prevenciji maligne progresije (Partridge i sar.,
2000; Bray i sar., 1998; Prives i Hall, 1999; Lane, 1998; Anderson i sar., 1997;
Sakaguchi i sar., 1998; Bates i sar., 1998). Kod eksperimentalnih miSeva, koji su imali
nedostatak aktivnosti TP53 gena, brzo je dolazilo do razvijanja tumora (Prives , 1998;
Lai'n i sar.; 1999; Levine i sar., 1998). Poznato je da je TP53 gen jedan od najcesce
mutiranih gena u humanimm tumorima, odnosno da je gubitak njegove funkcije usled
mutacije u vezi sa razvijanjem mnogih humanih maligniteta. Aproksimativno 50 % svih
humanih tumora imaju neku od TP53 mutacija (Stommel i sar., 1999; Lowe i Ruley,
1993; Graeber i sar., 1996). ObjasSnjenje mehanizama koji aktiviraju i reguliSu TP53
(slika br. 1.15), trebalo bi takode da doprinese rasvetljavanju mehanizma razvitka
kancera kao i otkri¢u novih terapijskih sredstava u borbi protiv malignih oboljenja.

TP53 je lociran na kratkom kraku hromozoma 17 i kodira protein p53. TP53 se
sastoji od 11 egzona, od kojih je prvi nekodirajuci, dok se njegov proteinski produkt
p53 sastoji od 393 aminokiseline i obuhvata Cetiri domena sa razli¢itim funkcijama. Na
slici br. 1.16 dat je Sematski prikaz p53 proteina sa 5 definisanih regiona.

Jednom aktiviran, p53 moze blokirati rast ¢elije ali isto tako i ¢elijsku smrt. Na
N-terminusu proteina postoji transaktivacioni domen koji je vazan za specificnu
aktivaciju odredenih gena, na primer, MDM2 gena. U centralnom delu, postoji DNK-
vezuju¢i domen (slika br.1.16.) preko koga se p53 vezuje za specifiéne sekvence DNK.
Protein p53 ima veoma kratak polu-zivot i zbog toga ga je izuzetno tesko detektovati u
normalnom tkivu. Medutim, protein moze ostati u tkivu duze iz odredenih razloga, kao
Sto su mutacije, koje usporavaju njegovu degradaciju, ili ukoliko se veze za razliCite
proteine ukljucujudi i proteine virusnog porekla. Aktivacija TP53 gena (slika br.1.16)

fosforilacijom i acetilacijom je i dalje kontroverzna.
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Slika br.1.16 Sematski prikaz p53 proteina

Da bi izvrSio svoju funkciju, p53 mora pre¢i u jedro i formirati tetramere sa
drugim p53 molekulima. Formiranje tetramera je neophodno da bi p53 postao aktivan i
mogao da indukuje zaustavljanje rasta celije ili programiranu ¢elijsku smrt (apoptozu) —
dva moc¢na zaStitna mehanizma celije.

Nekoliko gena i njihovih produkata ukljuceno je u regulaciju aktivnosti p53,
izmedu ostalih i MDM2 gen. MDM2 kodira protein sa istim akronimom (MDMZ2), koji
se moze vezati za TP53 proteina i tako blokirati TP53 transkripcionu aktivnost.
Vezivanje MDMZ2 proteina za TP53 protein je takode odgovorno za transport TP53
proteina iz jedra u citoplazmu gde se TP53 protein degraduje. Medu stimuluse Kkoji
dovode do TP53 aktivacije, izdvajaju se: povecana ekspresija razli¢itih onkogena,
dejstvo citotoksi¢nih-antitumorskih  agenasa, jonizujuée zrafenje i UV zraCenje.
Takode, i drugi faktori mogu dovesti do TP53 aktivacije, kao Sto su: hipoksija, citokini,
faktori rasta, nefunkcionalno deobno vreteno, nedostatak ribonukleotida, dejstvo NO itd
(Leri i sar., 1999). Humani TP53 gen kodira protein koji se sastoji od 393 aminokiseline
(slika br. 1.16), koji je podeljen u nekoliko dobro karakterizovanih strukturnih i
funkcionalnin  domena. Dalja istrazivanja, su pokazala da je TP53 gen, tumor
supresorni gen za Ciji gubitak funkcije, medutim, nisu neophodne dve mutacije, vec je
dovoljna jedna; mutirani polipetid u kompleksu sa normalnim TP53 proteinima formira

nefunkcionalne tetramerne forme TP53 proteina.
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Slika br.1.17 Putevi aktivacije TP53 gena

Dakle, dovoljna je samo jedna mutirana forma TP53 gena pod cijom c¢e se
kontrolom sintetisati dovoljna koli¢ina izmenjenog polipeptida, da bi se izgubila
normalna funkcija divlje forme TP53 proteina u hetero-oligomernom kompleksu (Jo ers
I sar., 2000). Bez obzira o kom stimulusu se radi, sustina dejstva TP53 proteina zasniva
se na zaustavljanju ¢elijskog ciklusa u G1/S i/ili G2/M kontrolnim punktovima, ¢ime se
¢eliji pruza mogucénost da reparira oStecenu DNK ili ukoliko su greske nepopravljive da
aktivira program apoptoze u G1, sa ciljem da se obezbedi stabilnost genoma. Svojim
transaktiviraju¢im dejstvom TP53 protein stimuliSe sintezu inhibitora ¢elijskog ciklusa
u G1: P21"* i Gadd45 i u G2:14-3-3sigma i Reprimo proteina (Hermeking i
sar.,1997)
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Slika br.1.19 Veza izmedu razli¢itih signalnih puteva i TP53 proteina.
Analiziraju¢i mutacioni spektar TP53 gena, kod razli¢itih tipova tumora, preko

90% "missense™ mutacija detektovano je u visoko konzerviranom regionu TP53 gena,

DNK vezujué¢em, od 5. do 8. egzona. Takode, unutar ove egzonske sekvence, 20-30%
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mutacija je locirano u tzv. "hot spot” kodonima: 175, 245, 248, 249 i 273. Sve ostale
mutacije su dispergovane po nekonzerviranim segmentima gena. Shodno lokaciji
mutacije, TP53 mutirani proteini, mogu se oznaditi kao: "kontakt mutanti" i
"konformacioni mutanti”. Ukoliko je mutacija locirana u konzerviranom regionu,
"kontakt mutanti” gube sposobnost vezivanja za promotore ciljnih gena, dok mutacije u
nekonzerviranim regionima daju "konformacione mutante” koji ne mogu da obrazuju
aktivnhu konformaciju. Pored tackastih mutacija koje zahvataju jedan alel, sre¢u se i
delecije TP53 tumor supresornog gena, tj. dolazi do gubitka heterozigotnosti (LOH) pri
¢emu se inaktiviraju oba alela. Kao $to je napred receno ovaj gen Cesto pokazuje
odstupanje od opSteg pravila inaktivacije TSG, odnosno umesto dve, dovoljna je jedna
mutacija, koja ¢e imati dominantan efekat, tako §to ¢e mutirani monomeri u kompleksu
sa normalnim dati tetramere izmenjene aktivnosti. Sem mutacijama, TP53 gen se moze
inaktivirati 1 epimutacijama; naime, u tumorskim celijama, detektovana je i
hipermetilacija CpG dinukleotida u samom promotorskom regionu ovog gena.

Zbog svoje klju¢ne vaznosti u kontroli ¢elijskog ciklusa, ne ¢udi Cinjenica da je TP53

gen mutiran u preko 50% tipova malignih tumora.

1.6.1.2 C Erb B2 (HER2)-membranski receptor u signalnoj transdukciji

Za razliku od normalnih ¢elija, tumorske celije mogu da autonomno generisu
proliferativne signale odnosno da produkuju faktore rasta, koji vezivanjem za
odgovarajuce receptore na membrani dovode do rasta. Mutacije u protoonkogenima za
faktore rasta i njihove receptore, rezultuju kvantitativnim ili kvalitativnim promenama u
ekspresiji onkoproteina, §to je jedan od preduslova za razvoj neoplasti¢nih ¢éelija.

C ErbB2 gen, je jedan od ¢lanova EGFR familije gena - ERBB1 (HER-1),
ERBB-2 (HER-2, NEU), ERBB-3 (HER-3), i ERBB-4 (HER-4) gen. ErbB-2 gen lociran
na kratkom kraku hromozoma 17, kodira transmembranski glikoprotein, p185, sa tirozin
kinaznom aktivno$¢u. Svi ¢lanovi EGFR familije pokazuju strukturnu i funkcionalnu
homologiju, tj. poseduju N-terminalni ekstracelularni ligand-vezuju¢i domen, koji ima
vaznu ulogu u receptorskoj dimerizaciji, transmembranski da-heliks i citoplazmatski C-
terminalni domen sa tirozin-kinaznom aktivnos¢u (Beckhardt i sar., 1995). Vezivanjem

specifi¢nih liganada - EGF, TGF-a, neuregulin-a i dr. dolazi do aktivacije specifi¢nih
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receptora, odnosno do njihove hetero i homodimerizacije, $to za posledicu ima
autofosforilaciju citoplazmatskog domena i kaskadnu aktivaciju efektornih proteina.
Tako na primer, EGF indukuje heterodimerizaciju erbBl-erbB2 i homodimerizaciju
receptora erbB1, dok neuregulin-1 dovodi do heterodimerizacije erbB2-erbB3/4 (Riese i
sar., 1998; Klapper i sar., 1999). Diferencijalnom aktivacijom receptora, iniciraju se
razli¢iti signalni putevi kancerogeneze, kao Sto su: ras put, MAPK kaskada,
fosfatidilinozitol-kinazni (PI3K) put i dr. (Yarden i sar., 2001).

U humanim ¢elijama do onkogene aktivacije erbB2 gena, naj¢es¢e dolazi putem
njegove amplifikacije odnosno poveéane ekspresije. U sporadicnim slucajevima,
onkogena aktivacija moze biti posledica delecije egzona - od 2 do 7, odnosno
aminokiselina - od 6 do 276. (Moscatello i sar., 1995; Wikstrand i sar., 1995).

1.6.1.3 Ras gen, membranski glasnik signalne transdukcije

Proteinski produkti ras familije gena locirani su na unutradnjoj strani plazma
membrane, i1 imaju funkciju u transdukciji ekstracelularnog signala sa receptora na
»nizvodne« citoplazmatske protein kinaze. Nizvodno aktivirani razliciti efektorni
molekuli dovode do geneze signala za proliferaciju, diferencijaciju i inhibiciju apoptoze.
Ras proteini pripadaju grupi G proteina, koji vezivanjem GTP/GDP nukleotida prelaze
iz konformaciono aktivnog u neaktivno stanje i obrnuto. Naime, ras protein iz aktivnog
stanja prelazi u neaktivno, hidrolizom vezanog GTP-a u GDP-a od strane GAP-a (»
GTP-ase activating proteins«); aktivnoS¢u GEF-a (»guanine nucleotide exchange
factors«) odvaja se GDP 1 sa ve¢im afinitetom vezuje se GTP, zbog svoje desetostruko
vece koli¢ine u ¢eliji (Buday i sar., 1993).

Ras proteini u ¢elijama sisara, kodirani su od strane ras familije gena, koju ¢ine
tri ¢lana: H-ras , K-ras i N-ras, a koja su redom locirana na hromozomima 11, 12 i 1
(Barbacid, 1987). Ras gene sisara, ¢ine 4 egzona koja kodiraju 4 sli¢na proteina p21,
molekulske tezine 21kDa i to: 188 aminokiselina poseduje K-RasB protein i 189
aminokiselina - H-ras, K-RasA, i N-Ras proteini. A i B izoforme K-Ras proteina
rezultat su alternative obrade cetvrtog egzona, pri ¢emu je koli¢ina A forme u ¢eliji

veca od B (Lowy i sar., 1993). Kritican domen za GTP-aznu funkciju predstavljaju
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prvih 165 aminokiselina na N terminusu Ras proteina. Poredenjem primarnih sekvenci
Ras proteina, izdvajaju se tri regiona. Prvi region ¢ine 84 aminokiseline, koje su
potpuno identi¢ne kod razli¢itih formi proteina. U ovom regionu leZze Ras efektor
vezujuc¢i domeni, od 32 do 40 1 od 60 do 76 aminokiseline. To su kriti¢na mesta za koja
se vezuju svi targetni molekuli Ras proteina. Slede¢ih 80 aminokiselina, ¢ini drugi
region, koji pokazuje 85% homologiju izmedu razli¢itih formi proteina. Treéi,
hipervarijabilni region, startuje od 165 aminokiseline i ne pokazuje sli¢nost izmedu
razli¢itih formi proteina, osim u konzerviranom motivu CAAX na C terminusu, a koji
usmerava postranslacinu obradu. Asocijacija Ras proteina sa unutraSnjom stranom
membrane omogucena je postranslacionom modifikacijom na C terminusu. P21-GTP
aktivna forma proteina, mitogeni signal prenosi preko Raf/MAP/Erk kinaza do
transkripcionih faktora, c-myc, c-jun i c-fos-a (Khosravi-Far i sar., 1998; Heidecker i
sar., 1990) (Slika 1.20). Do onkogene aktivacije ras gena uglavnom dolazi usled
taCkastih mutacija na kodonima 12, 13 i 61 (Barbacid, 1987). Mutacije na kodonima 12
1 13 povecavaju afinitet GTP-a u GTP vezuju¢em mestu, a mutacije na kodonu 61
sprecavaju GTP-aznu funkciju, odnosno vezivanje GAP-a. Mutacije, na kodonima 28,
116-119, 144 i 146, rezultuju nizim afinitetom Ras proteina prema GDP-u u odnosu na
GTP (Walter i sar., 1986; Reinstein i sar., 1991). Bez obzira na poziciju, navedene
mutacije, odraZavaju se na aminokiselinski sastav, odnosno na konformaciju p21
proteina, koji formira stabilan kompleks sa GTP-om, tj. zadrzava se u aktivhom stanju,
konstantno iniciraju¢i mitogeni signal. Mutacije u efektornim regionima, 32-40 i 60-76
u aminokiselinskom nizu, odraZavaju se na konformaciju p2l1 proteina u GTP
vezuju¢em mestu, a samim tim i na smanjen afinitet GAP-a (Adari i sar., 1988). Bez
obzira da li se radi o onkogenim mutacijama koje onemogucéavaju hidrolizu GTP-a,
vezivanje GAP-a ili efektornim mutacijama, posledica je ista, p21 ostaje u trajno
aktivnom stanju, §to neprekidno generiSe 1 prenosi transformisuci signal na efektorne

proteine.
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Slika 1.20 Veza izmedu EGFR i Ras proteina u signalnoj transdukciji.(preuzeto od The
Oncologist, 2002; Vol 7. Suppl 4, 31-39)

1.6.1.4 c-Myc-gen, realizator proliferativnog signala

Bez obzira, da li je onkogena mutacija inicirala proliferativni signal na nivou
faktora rasta, njihovih receptora ili citoplazmatskih kinaza, putevi vode ka jedru,
odnosno transkripcionim faktorima onkogenog i antionkogenog potencijala.

Jedan od najvaznijih transkripcionih faktora onkogenog potencijala, uklju¢en u
regulaciju ekspresije 10-15% gena kod sisara, je c-myc gen (Hey-Jung i Levens, 2005).
Ovaj podatak jasno ide u prilog cinjenici da c-myc gen ima vaznu ulogu u
transaktivaciji brojnih gena ¢iji proteinski produkt, izmedu ostalog, kontrolisu bazi¢ne
¢elijske procese, kao §to su stimulacija deobe, inhibicija terminalne diferencijacije 1

aktivacija apoptoze.
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C-myc gen, lociran na 8q12.4, pripada familiji koju ¢ine B-myc, L-myc, N-myc,
s-myc i c-myc geni, a medu njima L, N i c-myc geni mogu imati onkogeni potencijal
(Henriksson i sar., 1996). Kodiraju¢u sekvencu c-myc gena ¢ine tri egzona, pri ¢emu se
drugi i tre¢i visoko konzervirani egzoni, prevode poc¢evsi od CUG kodona (egzona 2) U
c-mycl protein i od nizvodno postavljenog AUG kodona u c-myc2 protein. C-myc2
protein koji podstice ¢elijski rast ima molekulsku masu od 64kDa i1 za 14 aminokiselina
je kraci od izoforme c-mycl koja ima 67kDa i inhibitornu ulogu (Hann i sar., 1994). U
normalnim ¢elijama koncentracija oba proteina menja se u zavisnosti od faze ¢elijskog
ciklusa, dok u tumorskim ¢elijama dolazi do konstantne i poveéane ekspresije c-Myc

proteina.

Funkcionalno vazne regione c-Myc proteina, predstavljaju njegov C i N
terminus. N terminus ¢ini transaktivacioni domen od 143 aminokiseline, dok C
terminus ¢ine aminokiseline od broja 355 do 439. C-myc protein formira heterodimer sa
funkcionalno srodnim Max proteinom, pri ¢emu nastaje transkripcioni kompleks,
Myc/Max, koji se vezuje za sekvencu CACGTG, promotora ili poja¢ivaca ciljnih gena
(Ferre-D'Amare i sar., 1993; Prendergast i sar., 1989) (Slika 1.21). Kompleks
regulatornih proteina 1 transkripcionih faktora, ¢ini mehanizam koji aktivira
transkripciju gena koji uvode c¢eliju u proliferaciju (McMahon i sar.,1998; Peukert i
sar.,1997). Myc protein, pored stimulacije transkripcije odredenih gena, vrsi i represiju
transkripcije gena za diferencijaciju, tako Sto se vezuje za njihove promotore. Direktna
blokada gena za diferencijacju i aktivacija gena za proliferaciju, rezultuje ¢elijskim
rastom i deobama (Smale i sar., 1989).
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Slika 1.21 a) Transkripciona regulacija ciljnih gena od strane myc/max i max/mad dime

b) Asocijacija razli¢itih transkripcionih regulatornih proteina za
transaktivacioni domen c-myc proteina (preuzeto od Dang, Mol Cell Biol.,
1999; 19:1-11)

Ciljni geni, koji omogucavaju napredovanje kroz ¢elijski ciklus ili ga stopiraju u
G1 podfazi interfaze, a Ciju ekspresiju c-myc reguliSe, predstavljaju geni: promoteri
¢elijske proliferacije (ciklin A, E, D1,D2, cdk4, cdc25A, cdc2, 1d2), represori ¢elijskog
rasta (p15™“E, p21°P! gadd45 i gasl) i induktori apoptoze (p14*'-Mdm2-TP53
signalni put) (Perez-Roger,1997; Galaktionov,1996; Rudolph i sar., 1996; Zindy i sar.,
1998). Takode, pojacano eksprimiran c-Myc protein moze biti ukljucen u: regulaciju
metabolizma favorizuju¢i anaerobnu glikolizu, sintezu proteina (elongacioni faktori
translacije, faktori transporta aminokiselina, ribozomalni proteini), inhibiciju sinteze
athezivnih molekula (kolagen, tropomiozin i trombospondin, fibronektin) itd.
(Rosenwald i sar., 1993; Brand i sar., 1997).

Najces¢i oblik onkogene aktivacije c-myc-a je njegova amplifikacija.
1.7. Nau¢na osnova problema

Za sada ne postoje jedinstveni kriterijumi koji definiSu $ta je ,,¢ista odnosno
histoloski negativna hirurSka margina, kao ni jedinstveni kriterijumi koji se odnose na

hirurSke margine OPK. Takode, postoji kontroverza u pogledu uticaja statusa hirurskih
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margina na prognozu bolesti i uéestalost recidiva. U najve¢em broju studija, margina se
smatra ,,negativnom (Cistom)“ ukoliko ex tempore dijagnoza pokaze da u grani¢nom
tkivu nisu nadene maligne Celije.

S obzirom na kontradiktorne podatke vezane za uticaj margina na ishod lecenja,
koji su uslovljeni ograni¢enim dometom histopatoloske analize, smatra se pozeljnim
ispitivanje grani¢nog tkiva i na molekularnom nivou. U studiji koja je objavljena 2002
godine ispitan je gen TP53, klju¢ni kontrolor ¢elijskog ciklusa, kao molekularni marker
za detekciju rezidualnog karcinoma regiona glave i vrata, i utvrdena je povezanost
prisustva mutacija sa histomorfoloSim parametrima (Brakhuis i sar., 2002). | druge
studije su pokazale da nakon kompletne resekcije tumora, u histoloski, odnosno
mikroskopski, ,,negativnim® hirurSkim marginama, mogu ¢esto da budu registrovane
mutacije u TP53 genu. Pokazano je da je kod pacijenata sa prisustvom TP53 mutacija u
marginama bio povecan rizik za razvoj lokalnog recidiva. Zbog toga bi trebalo, kod
pacijenata sa promenama na molekularno-genetiCkom nivou, sprovoditi mere
intenzivnijeg postoperativnog pracenja, kao i razmotriti mogucénosti primene
postoperativne zracne terapije i ciljane (target) terapije.

U stru¢noj literaturi postoje i kontroverze koje se odnose na molekularni status
histoloskih margina OPK. Nedostatak vecine studija koje se bave ovom problematikom
je relativno mali broj pacijenata ukljuc¢enih u analizu $to vodi nepouzdanoj statistici. 1z
tog razloga tesko je donositi ¢vrste zakljucke o znac¢aju molekularnog statusa margina.

Nedostatak pomenutih studija je i taj da se veéina njih bavi gotovo iskljucivo
ispitivanjem mutacionog statusa TP53 gena, umesto da se paleta gena prosiri s obzirom
na kompleksnost procesa kancerogeneze.

U naucnoj literaturi ne postoje studije koje ispituju napred navedene onkogene u
histoloski negativnim marginama OPK. Namece se potreba za temeljnom studijom
operativnih margina oralnih planocelularnih karcinoma na molekularnom nivou. Pored
ve¢ pomenutog TP53, geni koje treba ukljuciti u studiju su onkogeni ErbB2 (koji kodira
transmembranski glikoprotein sa tirozin kinaznom aktivnos¢u) zatim H- ras gen (Ciji
produkt ima funkciju u transdukciji ekstracelularnog signala sa receptora na nizvodne
citoplazmatske protein kinaze) i kona¢no c-myc gen (¢iji produkt spada medu

najvaznije transkripcione faktore uklju¢ene u transaktivaciju brojnih gena).
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Potrebno je ispitati da li geneti¢ke alteracije uti¢u na nepovoljan tok bolesti i 103
ishod, tj. kracu stopu petogodisnjeg prezivljavanja, odnosno da li neka od alteracija
moZe da predstavlja pokazatelj tumorskog ponaSanja.

Pomenuti onkogeni zauzimaju bitno mesto u slozenom procesu kancerogeneze,
pa bi se tako modifikacijom njihove aktivnosti mogao postic¢i protektivni efekat na dalji
razvoj tumora.

Ukoliko se alteracije u pomenutim onkogenima izdvoje i kao prediktori loSe
prognoze i loSeg ishoda lecenja kod bolesnika koji ih nose, moze se razmotriti primena
ciljane (target) terapije. Ona bi mogla biti usmerena ka blokadi pomenutih receptora i

signalnih puteva.
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2. CILJ

Cilj ovog istrazivanja bio je odredivanje molekularno-genetickog statusa histoloski
negativnih margina oralnog planocelularnog karcinoma kroz analizu mutacija
gena koji igraju kljuénu ulogu u malignoj transformaciji celije, i utvrdivanje
znacaja molekularno-genetickog statusa u proceni ishoda lecenja.

Da bi se cilj ovog istraZivanja ostvario formulisani su slede¢i zadaci:

- Utvrditi ucestalost tackastih mutacija u egzonima 5 i 7 TP53 gena u
histoloki negativnim marginama OPK

- Utvrditi ucestalost tackastih mutacija u kodonima 12 i 13 H-ras gena u
histoloki negativnim marginama OPK

- Analizirati prisustvo amplifikacije c-erbB2 gena u histoloski negativnim
marginama OPK

- Analizirati prisustvo amplifikacije c-myc gena u histoloSki negativnim
marginama OPK

- Utvrditi stepen povezanosti promena u molekulu DNK sa anamnestickim
parametrima, stadijumom bolesti, histoloSkim gradusom, dubinom invazije,
recidivima i stopom preZivljavanja
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Uzorak ispitanika

Istrazivanje u vidu prospektivne studije je obuhvatilo 50 pacijenata sa
histopatoloski verifikovanim OPK koji su operisani na Klinici za maksilofacijalnu

hirurgiju Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu tokom 2007 i 2008 godine.

3.2. Klini¢ka ispitivanja

Ispitanici su bili anamnesti¢ki obradeni na dan prijema u bolnicu.

Svi pacijenti su popunjavali formular koji se odnosi na njihovu saglasnost da
budu ukljuceni u studiju (u prilogu). ObaveSteni su o prirodi i ciljevima ove studije,
putem informatora (u prilogu). Prethodno su upoznati sa tim da mogu da se povuku iz
studije u bilo kom trenutku bez predrasuda prema njihovom daljem tretmanu.

Za evidenciju podataka prikupljenih u toku istraZzivanja koris¢eni su istaZivacki

kartoni (u prilogu). Analizirani su sledeé¢i parametri:

» Anamnesticki podaci:
e porodi¢na anamneza i licna anamneza
e period od prvih subjektivnih tegoba do operativnog zahvata

e |oSe navike

Porodi¢na anamneza na karcinome je zabeleZena kao pozitivivna samo u prvoj
liniji srodstva. Ukoliko je postojao karcinom kod prvostepenog srodnika porodi¢na
anamneza se smatrala ,,pozitivnom®. Belezeno je da li pacijenti konzumiraju duvan ili
ne, kao i prosec¢an dnevni broj popusenih cigareta (istrazivacki karton u prilogu).

U pogledu konzumiranja alkohola analizirano je da li pacijent konzumira Zestoka

alkoholna pica ili ne, kao i duzina konzumiranja alkohola.
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> Klinicki nalaz:
e precizna lokalizacija tumora
e veli¢ina tumora
e prisustvo uveéanih limfnih ¢vorova vrata

e TNM Kklasifikacija

TNM Klasifikacija je detaljno odredena za svakog pacijenta pojedina¢no na osnovu

klasifikacije Americke asocijacije za borbu protiv karcinoma iz 2002 godine (u prilogu).

» Histopatoloska analiza
e histoloski gradus tumora
e dubina invazije tumora,

e histopatoloska analiza limfnih ¢vorova vrata

» Epidemioloski pokazatelji
e Stopa petogodidnjeg prezivljavanja

e Pojava recidiva

3.3. Molekularno-geneti¢ka istraZivanja

Posle uklanjanja tumora (makroskopski do u zdravo tkivo) eksidirano je
grani¢no tkivo sa najmanje jednog mesta oko tumora. Materijal je prosledivan u
histopatolosku laboratoriju StomatoloSkog fakulteta. Kada je histopatoloska verifikacija
pokazala da u granicnom tkivu nema prodora malignih ¢elija, pristupalo se daljoj
molekularno genetickoj analizi ,,grani¢nog tkiva“. Molekularno geneticka analiza
vréena je na uzorku grani¢nog tkiva perifernije od linije resekcije. Prilikom ekscizije
grani¢nog preparata, na uputu za histopatoloski pregled obelezavana je precizna

lokalizacija ekscidiranog grani¢nog preparata.
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Molekularno geneti¢ko istraZzivanje je obavljeno u Laboratoriji za molekularnu

genetiku StomatoloSkog fakulteta u Beogradu i obuhvatilo je sledece postupke:

e izolacija DNK iz sveZeg tkiva,

e reakcija lan¢anog umnozavanja ciljnih segmenata gena (PCR-polymerase
chain reaction)

e skrining mutacija u TP53 i H-ras genima PCR- SSCP metodom
(konformacioni polimorfizam jednolan¢ane DNK)

e analiza amplifikacije c-myc i c-erb B2 gena metodom diferencijalnog
PCR-a i real-time PCR.

3.3.1. lIzolacija DNK iz svezeg tkiva tumorske margine

e Materijal grani¢nog tkiva tumora bio je tretiran digestivnim puferom — TNE
(100mM NaCl, 10mM Tris-HCI pH 8.0, 25mM EDTA) sa proteinazom K u
finalnoj koncentraciji 200ug/ml i SDS u finalnoj koncetraciji 1%. Celijski talog
je preko no¢i inkubiran na 37°C. Ovim postupkom su razbijene ¢elijske i jedarne
membrane.

e Tretman fenol/hloroform/izoamil alkoholom ekstrahuje DNK i prevodi je iz
organske u vodenu fazu.

e DNK je precipitirana u apsolutnom etanolu sa 3M Na-acetatom, a zatim je talog
opran u 70% etanolu sa ciljem da se uklone soli.

e Suv talog DNK rastvoren je u dH.0.

Koncentracija DNK uzoraka odredivana je spektrofotometrijski

3.3.2. PCR- Lanc¢ane reakcija polimeraze

PCR tehnika predstavlja "in vitro™ reakciju umnozZavanja unapred definisanog
regiona DNK, primenom dizajniranih prajmera, nukleotida i termostabilne Tag-

polimeraze u prisustvu jona Mg. Amplifikacija ciljne sekvence DNK omogucena je
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smenom tri procesa (denaturacija, hibridizacija i elongacija) koji se odvijaju na
razlicitim temperaturama u odredenim vremenskim intervalima, kroz niz ponovljenih
ciklusa, od 35-40.

Sekvenca dizajniranih prajmera koris¢enih u svim PCR reakcijama, duzine

amplikona koje generiSu i temperaturni uslovi PCR reakcija, dati su u Tabeli br.3.1.

Tabela br. 3.1. Sekvence prajmera i temperaturni profili u razli¢itim PCR reakcijama

za amplifikaciju H-ras, TP53, HER2, C-myc i D2R gena.

. Duzina . . .
prajmer gen (bp) Sekvenca prajmera Temperaturni profil
P,
95°C(60s) 50°C(60s)
H12,13-S  egzon1l 5’-ATGACGGAATATAAGCTGGT-3’ 72°C(60s)
123
H-ras
H12,13-A  gen 5’-ATATCTCCACTCGGACCGC-3’ 35 ciklusa
95°C(60s) 60°C (60s) 72°C
E5-S egzon 5 5’-TTCCTCTTCCTACAGTACTC-3’ (60s)
325
TP53
E5-A gene 5’-GCAAATTTCCTTCCACTCGG-3’ 35 cycles
95°C(60s) 64°C (60s) 72°C
E7-S egzon 7 5’-CAAGTGGCTCCTGACCTGGA-3’ (60s)
139
TP53
E7-A gen 5’-GTGTTATCTCCTAGGTTGGC-3’ 35 cycles
95°C(60s) 55°C(60s)
HER2-S HER-2 98 5’-CCTCTGACGTCCATCATCT-3’ 72°C(60s)
HER2-A gen 5’-ATCTTCTGCTGCCGTCGTT-3’ 30 cycles
5'-GCTCCAAGACGTTGTGTGTTCG-  95°C(60s) 55°C(60s)
C-MYC-S C-MYC 3 72°C(60s)
158
5'-GGAAGGACTATCCTGCTGCCAA-
C-MYC-A gen 3 30 cycles
95°C(60s) 55°C(60s)
D2R-S D2R 5’-CCACTGAATCTGTCCTGGTATG-3’ 72°C(60s)
112
5'-
D2R-A gen GTGTGGCATAGTAGTTGTAGTGG-3' 30cycles
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Primenom PCR tehnike dobijeni su produkti koji su potom metodom SSCP i
direktnim sekvenciranjem analizirani na prisustvo "point" mutacija, dok je primenom

diferencijalnog PCR-a utvrdeno prisustvo genske amplifikacije.

3.3.3. PCR- SSCP metoda-konformacioni polimorfizam jednolan¢ane DNK

Metoda se zasniva na ¢injenici da jednola¢ana DNK u nedenaturi$ucoj sredini
ima konformaciju koja je bazirana na nukleotidnom sastavu analiziranog fragmenata, pa
se tako svaka promena primarne strukture direktno odrazava na sekundarnu strukturu,

tj. na njegovu konformaciju i elektroforetsku pokretljivost.

Postupak SSCP se odvija u slede¢im koracima:

- Priprema PCR amplifikata za SSCP putem meSanja sa formamidom-denaturisu¢im
agensom (95% formamid, 20mM EDTA, 0.05% ksilencijalnol (XCY), 0.05%
bromfenol plavo (BPB), zatim sledi denaturacija na 96°C, 6 min., naglo hladenje na
ledu i nanoSenje na nedenaturisuci gel.

- U zavisnosti od kvaliteta PCR amplifikata, na gel je nanoSeno od 5 do 7 pl amplifikata
resuspendovanog u 7-10 pl formamida.

- U postupku su koris¢eni 10-12% nedenaturisu¢i PAA gelovi u zavisnosti od duzine
pracenog amplifikata. Elektoforeza je izvodena na +4°C pod naponom od 400-700V u
trajanju od 4-6 sati u 0.5-1XTBE puferu. Svaki uzorak je testiran najmanje dve puta u
razli¢itim eksperimentalnim uslovima sa ciljem da se sa visokom pouzdano$¢u dobiju
reproducibilni rezultati. Nakon elektroforeze gelovi su bojeni Ag NOs.

U cilju eliminisanja lazno pozitivnih rezultata u SSCP metodi, svaki amplifikat
je proveravan na 8% PAA gelu, da bi se procenio kvalitet dobijenih traka, odnosno da bi
se selektovali amplikoni bez dodatnih, tzv. nespecifi¢nih traka. Delimi¢nom izmenom
uslova PCR reakcije, a koja se ogledala u izmeni koncentracije jona Mg®*, stvoreni su
specifi¢cni amplifikati i kod onih uzoraka, koji su u prethodnim PCR reakcijama,
pokazivali nespecifi¢nost. Takode, lazno pozitivni rezultati su eliminisani, putem
ponavljanja SSCP metode, najmanje dva puta, na istoj seriji amplikona, dobijenih u
nezavisnim PCR reakcijama. Problem u SSCP analizi mogu da predstavljaju i lazno

negativni rezultati, koji su posledica ogranicenosti same metode, a koja se donekle moze
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prevazi¢i variranjem eksperimentalnih uslova, da bi se dobila Sto pouzdanija
informacija o prisustvu tac¢kastih mutacija. 1z tog razloga, svaki amplikon je najmanje
dva puta proveravan u odredenoj kombinaciji eksperimentalnih uslova, da bi se
potvrdila reproducibilnost kako pozitivnih tako i negativnih rezultata. Takode, prilikom
odredivanja SSCP profila tokom svake elektoforeze, pored testiranih uzoraka
suspektnih na ,,point* mutacije, na gelove su nanoSeni i najmanje dva amplikona
dobijena putem amplifikacije normalne genomske DNK (DNK izolovana iz krvi zdrave
osobe), da bi se sa Sto vecom sigurnoséu detektovale "ekstra" trake, pokazatelji

mutantnih konformacija sa izmenjenom migracijom u PAA gelu.

3.3.4. Diferencijalni PCR i analiza nivoa amplifikacije

Polaze¢i od podatka da je amplifikacija osnovni mehanizam onkogene aktivacije c-
erbB2 i c-myc gena u ¢elijama solidnih tumora, u ovoj studiji testiran je amplifikacioni
status oba gena. Odreden je primenom metode diferencijalnog PCR-a (dPCR), tako Sto
se simultano amplifikuju ciljni gen (c-myc ili c-erbB2) i referentni, kontrolni gen
(D2R-dopamin receptor gen), koji je uvek prisutan u jednostrukoj dozi u genomu
("single copy gene"). Svi analizirani uzorci najmanje su dva puta testirani putem dPCR-
a. D2R gen, predstavlja internu kontrolu na osnovu koje je odreden amplifikacioni nivo
c-erbB2 i c-myc gena, putem poredenja fluorescence i debljine traka kod svakog
analiziranog uzorka. Taénije, ovo poredenje fluorescence (bojenja) i debljine traka,
obavljeno je na dva nacina: vizuelno, od strane dva nezavisna posmatraca i primenom
kompjuterskog programa-Scion image. Softverska obrada podataka sastojala se u
markiranju traka, merenju broja piksela c-erbB2/c-myc i D2R trake i u prikazu rezultata,
u vidu procentualnog iznosa, na osnovu poredenja izmerenih vrednosti. Uzimajuéi u
obzir vizuelni utisak i konkretne numericke relacije, svi analizirani karcinomi kod kojih
je procentualni odnos broja piksela traka koje su poredene, bio vec¢i od 25%,
kategorisani su kao karcinomi sa c-myc ili c-erbB2 amplifikacijom. Takode, kod nekih
uzoraka kontrolna, D2R traka, posedovala je visestruko jac¢u fluorescencu od c-myc i c-
erbB2 traka, Sto se moze okarakterisati kao delecija, aberacija koja ukazuje na

genomsku nestabilnost prisutnu u grani¢énom tkivu.
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3.3.5 Real Time PCR metoda

Real time PCR je metoda koja predstavlja kombinaciju standardne PCR

amplifikacije i fluorimetrije.

Za real time kvantifikaciju se koriste dva pristupa:

(1) boje koje se specificno vezuju za dvolan¢anu DNK (dsDNK boje)
(2) specifi¢ne, fluorescentnim bojama obelezene probe

U ovom radu KkoriS¢en je prvi pristup i boja “Syber Green”. Tokom PCR reakcije boja
se vezuje za novosintetisane molekule DNK, §to rezultuje povec¢anjem fluorescencije.
Nivo fluorescencije se ocitava nakon svakog ciklusa, a odgovaraju¢i program
omogucava pracenje tih vrednosti na monitoru racunara (pracenje reakcije u realnom
vremenu). Posto tokom PCR reakcije dolazi do nagomilavanja dvolancanih produkata, u
jednom trenutku se dostize ,.kriti¢ni* nivo fluorescencije i ona pocinje eksponencijalno
da raste. Broj ciklusa u kojima se to deSava zavisi od pocetnog broja kopija gena u
uzorku. Uz svaku seriju uzoraka koji se analiziraju postavlja se i standardna kriva,
odnosno nekoliko uzoraka u kojima je poznat pocetni broj kopija gena (koncetracija
DNK).

Medutim, boje se vezuju za svaku dvolan¢anu DNK, ukljucujuci i nespecificne
produkte PCR reakcije kao i dimere prajmera. Radi isklju¢ivanja nespecifi¢nih
produkata analiziraju se krive topljenja produkata PCR reakcije (22—24). Naime, svaki
gen ima karakteristi¢nu temperature topljenja koja se definiSe kao ona temperatura na
kojoj je denaturisano 50% molekula. Oblik i pozicija krive topljenja su odredeni

veli¢inom DNK fragmenta i brojem GC u odnosu na broj AT baznih parova.

3.4. Statisti¢ki testovi

Prilikom utvrdivanja prisustva korelacije izmedu razli¢itih  Klinickih,
histopatoloSkih parametara i mutacionog statusa tumor supresornog gena TP53 i
onkogena c-myc, H-ras i c-ERB B2, koris¢eni su statistic¢ki testovi: Fisher exact test i
Chi-kvadrat test i Studentov T test.
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Podaci su obradeni u odgovaraju¢im programima M. Excell, M. Accesses, a
parametri su uporedeni statistickim testovima. Statisticka analiza je uradena pomocu
Fisher’s exact i Hi kvadrat testa. Stopa petogodisSnjeg preZivljavanja je analizirano
Kaplan Majerovim testom. Razlike u krivama prezivljavanja su odredena log-rank
testom. Statisticka znacajnost je iznosila p < 0.05. Koris¢en je program Software

package SPSS ver.18 .

Studija je odobrena od strane Etickog komiteta Stomatoloskog Fakulteta.
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4. REZULTATI

4.1. Ispitanici

U naSem uzorku distribucija OPK u odnosu na pol bila je sledeca: 36 pacijenata
(72%) je bilo muskog pola a 14 pacijenata je bilo Zenskog pola (28%) (grafikon br.4.1).

Grafikon br 4.1 Distribucija OPK prema polu

U odnosu na godine starosti OPK je najéesée detektovan kod pacijenata izmedu
50 i 60 godina starosti — ukupno 29 pacijenata (58%), dok je preko 70 godina starosti
bilo 16 pacijenata (32%), a 10% pacijenata je bilo mlade od 50 godina (grafikon br.
4.2).

preko 70 32%

50-70 58 %

manje od 50 10 %

Grafikon 4.2 Distribucija OPK u odnosu na godine starosti
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4.2. Anamnesticki parametri

Podaci o porodi¢noj i li¢noj anamnezi prikazani su na grafikonima br. 4.3 i 4.4.
U uZoj porodici ispitanika (prvi stepen srodstva) karcinom je zabeleZzen kod svega cetiri
pacijenta (8 %) — tj. u toj grupi je bila prisutna pozitivna porodi¢na anamneza na
karcinom usne duplje (grafikon br.4.3).

pozitivha 8%

negativna 92 %

Grafikon br. 4.3 Distribucija OPK pacijenata u odnosu na porodi¢nu anamnezu

Prema podacima iz licne anamneza, kod 2 pacijenta je registrovano prisustvo
karcinoma druge regije, tj. komorbiditeta. (4%) (grafikon br. 4.4).

pozitivha l 6 %

Grafikon br. 4.4 Distribucija OPK u odnosu na li¢énu anamnezu
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4.3. Klini¢ki parametri

4.3.1. Lokalizacija i stadijum OPK

Od ukupnog broja analiziranih karcinoma usne duplje, najveéi broj bio je
lokalizovan na jeziku - 15 (30%), zatim na donjoj usni - 13 (26%), podu usta i jezika,
podu usta i sluzokoZe obraza sa podjednakom zastupljeno$¢u - 5 (10%), sluzokoZi
gornje vilice — 3 (6%), sluzokozi zubnog nastavka donje vilice - 2 (4%), dok se na
poslednjem mestu po zastupljenosti nalaze sluzokoza tvrdog nepca i sluzokozZa gornje
usne - 1 (2%) (grafikon br. 4.5; crvenom bojom je obeleZena najveca ucestalost).
Grafikonima br. 4.5 i br. 4.6 predstavljena je distribucija OPK u odnosu na lokalizaciju i

stadijum tumora.

Gornja usna

Donja vilica

Tvrdo nepce

Gornja vilica

Donja usna

Obraz

Jezik i pod usta

Pod usta

Jezik 29.4

Grafikon br. 4.5 Ucestalost OPK prema lokalizaciji
Opadajuca procentualna distribucija OPK u odnosu na stadijum je sledeca:

stadijum 3 — 15 ispitanika (30%), zatim sledi stadijum 1 — 14 ispitanika (28%),
stadijum 2 — 11 ispitanika (22%) i stadijum 4 — 10 ispitanika (20%)(grafikon br.4.6).
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Stadijum 4

Stadijum 2

Stadijum 1

i %

Grafikon br. 4.6 Distribucija OPK u odnosu na stadijum bolesti

4.3.2. Status limfnih ¢évorova vrata

Od ukupnog broja analiziranih pacijenata, kod 23 ispitanika limfni ¢vorovi vrata
nisu evaluirani histopatoloskim pregledom (46%), kod 13 ispitanika nije utvdeno
prisustvo metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima (26%), dok je kod 14 pacijenata
histopatoloskim pregledom dokazano prisustvo metastaza u regionalnim limfnim

¢vorovima (28%). U tabeli br. 4.1 prikazan je status limfnih ¢vorova vrata.

Tabela br. 4.1 Status limfih ¢vorova vrata

nisu— 23 (46%)
evaluirani
Nisu nadene
metastaze 13 (26%)
Prisutne 0
metastaze 14 (28%)
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4.4. Faktori rizika

Prema upitniku, u naSem uzorku 28 ispitanika je konzumiralo duvan (56 %). U
grupi pacijenata pusac¢a, u odnosu na broj popusenih cigareta u toku dana najvise je bilo
ispitanika koji su konzumirali od 20 do 40 cigareta dnevno — 13 ispitanika (26 %). U
odnosu na duzinu pusackog staza, najvise je bilo ispitanika koji su konzumirali duvan
preko 20 godina — 21 ispitanik (42%). Nadeno je da 34 (68 %) ispitanika nije
konzumiralo alkohol. U pogledu duzZine konzumiranja alkohola 10 (20 %) pacijenata

navodi da konzumira alkohol preko 20 godina (tabela br. 4.2.).

Tabela br. 4.2 LoSe navike

Lose navike Ucestalost
Pusenje Da 28 (56%)
Ne 22 (44%)
Broj do 20 cigareta dnevno 9 (18%)
popusenih od 20 do 40 cigareta dnevno 13 (26%)
cigareta vide od 40 cigareta dnevno 6 (12%)
Pusacki staz 10 do 20 godina 8 (16%)
vise od 20 godina 21 (42%)
Zestoka ne pije 34 (68%)
alkoholna povremeno 8 (16%)
pica cesto 3 (6%)
redovno 5 (10%)
Duzina Manje od 5 godina 2 (4%)
‘;f;‘ozﬁorr;ra”’a lzmedu 5 i 10 godina 2 (4%)
izmedu 10 i 20 godina 4 (8%)
Preko 20 godina 10 (20%)
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4.5. Geneti¢ki parametri

Analizom mutacionog statusa histolodki negativnih margina 50 planocelularnih
karcinoma usne regije ustanovljena je relativno visoka ucestalost alteracija koja je u

zavisnosti od ispitivanog gena varirala izmedu 12 i 30 %.

4.5.1 Mutacije u TP53 genu

Ucestalost mutacija u TP53 genu u histoloski negativnim marginama OPK
iznosila je 22% (11 pacijenata). Ucestalost mutacija u egzonu 5 gena TP53 bila je 14
%, odnosno mutacije su nadene kod 7 pacijenata (Slika 4.1). Ucestalost mutacija u
egzonu 7 iznosila je 10 %, odnosno mutacije su detektovane kod 6 pacijenata.

22%

m nisu nadene
mutacije

B mutacija

Grafikon br 4.7 Ucestalost mutacija u genu TP53

Na grafikonu br. 4.7. prikazana je ucestalost mutacija u genu TP53 u histoloski
negativnim marginama kod pacijenata sa dijagnostikovanim OPK.

Kod 2 pacijenta (4%) su detektovane mutacije istovremeno i u egzonu 5 i u
egzonu 7 TP53 gena.
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Slika 4.1 SSCP, egzon 5 p53 gena

4.5.2 Mutacije u H-ras genu

Mutacije u genu H-ras detektovane su kod 5 od 42 ispitanika (12 %) (Slika 4.2).

Na grafikonu br. 4.8. prikazana je uestalost mutacija u genu H-ras u histoloski

negativnim marginama kod pacijenata sa dijagnostikovanim OPK.

m nisu nadene
mutacije

B mutacija

Grafikon br 4.8. Ucestalost mutacija u H-ras genu
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4.5.3. Analiza nivoa amplifikacija c erb-B2 gena

Nivo amplifikacije c-erb B2 gena varirao je od slucaja do slucaja, $to se jasno
vidi na osnovu razli¢ite debljine traka na fotografiji poliakrilamidnog gela (Slika br.
4.2) kao i na histogramu generisanom na real-time PCR aparatu (Slika br. 4.3). Svi
uzorci koji su pokazivali viSe od 2,5 puta nivo c-erbB2 gena u odnosu na kontrolu
smatrani su pozitivnim na amplifikaciju. Ona je detektovana kod 11 pacijenata odnosno

u 22 % slucajeva.

Na grafikonu br. 4.9. prikazana je ucestalost amplifikacije c-erb B2 gena u

histolodki negativnim marginama kod pacijenata sa dijagnostikovanim OPK.

m nisu nadene mutacije

m mutacija

78%

Grafikon br 4.9 Ucestalost amplifikacija c-erb B2 gena
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(DR, 110y

(c-erbB2), 98 bp

Slika br 4.2 d PCR, ¢ ERB B2 amplifikacija, strelica ozna¢ava poja¢anu amplifikaciju

Test Name: erb,D2R  Comparison Method: Separate Tube Comparison  Analysis Method: Comp, Ct Method
Analysis Pair: GOI1 and HKG1
[EGO! Analysis [EIHKG Analysis SYBR: Dye of GOI1
SYBR: Dye of HKG1
< 5 = \ells of GOI: A1,A2,A3,44,A5,A6,A7,A8
Q Hdeal ) (@ vax. Form ) \ells of HKG: B1,82,63,54,65,66,67,88
(Q sonal ) (O ret uant, )
Relative Quantification
SN | GOrAver. Ct | @OICtSD | HKGCt | HKG Aver. C
Al 24.93 0.00 .
Bl 28.40 28,
A2 23.20 0.00 o
B2 25.58 5. o
A3 21.52 0.00
B3 23.82 23, 00
A4 19.42 0.00 n,
3 7.00
B4 19.490 19. =
A5 25.16 0.00 i 50
B5 24.96 24, =
— 800
As 26.71 0.00 =2
BS 28.45 28, e
a7 25.98 0.00
E7 24.76 4. ks
A3 2114 0.00 i
B8 22.85 22,
100
0.00- | | | | Il Il | Il
T s pe L B BN & 1
o (] @ w = o w o
L]
] [ama] r Sample
DyeDisp. [SYER R

Slika br 4.3 Relativna kvantitativna analiza c-erbB2 gena.
+ amplifikacija — uzorci: 10, 25, 36, 75, 102

— amplifikacija — uzorci: 74, 59
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4.5.4. Analiza nivoa amplifikacije c- Myc gena

Kao 1 kod erb gena, i u sluaju myc gena nivo amplifikacije je bio prilicno
varijabilan od sluc¢aja do slucaja Sto je takode jasno ilustrovano razli¢itom debljinom
traka nakon dPCR (Slika br. 4.4), odnosno odgovaraju¢im histogramom dobijenim
putem real-time PCR aparatu. (Slika br 4.5). Sveukupno, amplifikacija c-myc
onkogena, detektovana je kod 15 od 50 pacijenata odnosno u 30% slucajeva. | ovde je
vazilo isto pravilo kao i za erb gen da nivo amplifikacije prede prag od 2,5 puta u

odnosu na kontrolni gen.

(c-myc], 160 bp

(DR}, 110bp

Slika br. 4.4. dPCR, strelice na slici prikazuju mesta pojac¢ane amplifikacije C MYC
gena
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Slika br 4.5 Rezultati c-myc gena
a) Relativna kvantitativna analiza c-myc gena
+ amplifikacija — uzorci: 1, 2, 8,9
—amplifikacija — uzorci: 7

b) Krive topljenja PCR produkata c-myc i D2R gena
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U grafikonu br. 4.10. prikazana je ucestalost amplifikacije c-myc gena u

histolodki negativnim marginama kod pacijenata sa dijagnostikovanim OPK.

Grafikon br 4.10 Uc¢estalost amplifikacija c-myc gena

m nisu nadene mutacije

W mutacija

Komparativna ucestalost mutacija u TP53, H-ras, c-myc i ¢ ERB B2 gena prikazana je
na grafikonu 4.11.

cerb-B2

cmyc

Hras

Grafikon 4.11 Procentualna zastupljenost analiziranih genskih alteracija
* crveno - mutacije; plavo - bez mutacije
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4.6. Uporedna analiza rezultata

4.6.1. Analiza genetickih i anamnestickih parametara

Uporednom analizom distribucije mutacija gena TP53, H-ras, c-myc i c-erb B2 u
odnosu na pol utvrdeno je da c-Myc amplifikacija bila statisti¢ki znacajno
zastupljenija u muskom polu (Pearson,y? =0.028*) (p<0.05). Mutacije u genu
TP53 bile su statisticki znacajno ¢eSée prisutne u populaciji osoba preko 70 godina
starosti (pearson, y?=0.035*) ( p<0.05). Suprotno tome, mutacija u H-ras genu bila
je statisticki znaCajno prisutnija u populaciji mladoj od 70 godina starosti
(Pearson,y” =0.046*) ( p<0.05). Mutacije u c-erb B2 i c-myc genu nisu pokazale
statistiCku znacajnost u odnosu na uzrast (Tabela 4.3.). Zacudujuci su podaci o vecoj
ucestalosti mutacija u TP53 genu kod nepusaca nego kod pusaca, a najverovatnije
objasnjenje za ovaj nelogiCan rezultat su neta¢ni podaci koje su pacijenti dali o

svojim Zivotnim navikama.

4.6.2. Geneticki i klini¢ko-patohistoloski parametri

Korelacijom mutacija u genima TP53, H-ras, c-myc, c-Erb B2 i histoloskog
gradusa ustanovljeno je da je najveé¢i broj mutacija pomenutih gena identifikovan u
marginama kod pacijenata sa histoloskim gradusom Il planocelularnog karcinoma, ali
bez statisticke znacajnosti. Uporedivanjem stadijuma tumora i prisustva mutacija u

pomenutim genima nije zabeleZena statisticka znacajnost.
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Tabela 4.3 Distribucija pacijenata sa mutacijom u TP53, HER-2, c-myc i H-ras genu

prema anamnesti¢kim parametrima

Broj TP53 p No. CerbB2 p No. c-myc p No. H-ras p
50 11 50 11 50 15 42 5
Pol
Mugski 36 8 36 8 36 14 31 4
Zenski 14 3 0.951 14 3 0.951 14 1 0.028* 11 1 0.737
godine)
Do 50 5 1 5 1 5 2 4 2
50-70 29 3 29 7 29 9 23 2
preko 70 16 7 0.035* 16 3 0.911 16 4 0.801 15 1 0.046*
Duvan
da 28 3 28 7 28 9 22 1
ne 22 8 0.03* 22 4 0.563 22 6 0.709 20 4 0.122
Alkohol
da 35 5 3B |2 B |7 13 |2
ne 14 6 0.205 14 9 0.333 14 8 0.092 29 3 0.641
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Tabela br 4.4. Korelacija ucestalosti pacijenata sa mutacijama u TP53, HER-2, c-myc

78

and H-ras
No. | TP53 | P No. | cERBB2 | p No. | c-myc | p No. | H-ras | p
50 11 50 11 50 15 42 5
HistoloSki gradus
1 13 5 13 2 13 5 12 1
2 31 5 31 7 31 9 24 3
3 6 1 0.25 6 2 0.675 | 6 1 0.617 | 6 1 0.868
Stadijum
| 14 3 14 4 14 4 11 1
1 11 2 11 2 11 2 11 2
1 15 4 15 1 15 6 11 2
v 10 |2 0958 | 10 | 4 0222 110 | 3 0.692 | 9 0 0.547
Limfni ¢vorovi
Nisu evaluirani 23 2 23 2 23 7 22 4
Bez metastaza 13 6 13 5 13 | 4 9 0
Metastaze 14 3 0.033* | 14 4 0.092 | 14 0.99 11 1 0.345
4.6.3 Korelacija Kklinickih, anamnesti¢kih, histopatoloskih i genetickih

parametara u odnosu na ishod bolesti

U odnosu na ishod bolesti nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika medu polovima i
starosnim grupama pacijenata (Tabela br. 4.5).

Prisustvo karcinoma u porodi¢noj i li¢noj anamnezi nije uticalo na ishod lecenja.

Takode, korelacijom li¢ne i porodi¢cne anamneze u odnosu na karcinom i onih koji su

preminuli i preZiveli nije ustanovljena statisticka znacajnost. (Pearson,y® =0.162
(pearson,y*=0.108) ( p<0.05).

Ustanovljena je nesto veca prosec¢na dubina invazije u grupi pacijenata koji su umrli

(7.12) u odnosu na grupu pacijenata koji su Zivi (6.04).

Ucestalost mutacija c-erb B2 gena je statisticki znacajno veéa u histoloski

negativnim marginama bolesnika sa OPK koji su umrli u odnosu na Zive. (Pearson,y?
=0.033*) ( p<0.05).
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Prisustvo mutacija TP53 gena, ¢ Myc gena i H ras gena u histoloski negativnim
marginama bolesnika sa OPK nije uticalo na ishod le¢enja (p=0.305; p=0.782; p=0.559)

Poredenje statusa limfnih ¢vorova vrata i stadijuma tumora nije bilo u statisticki
znaajnoj vezi sa ishodom le¢enja (Pearson,y® =0.39(Pearson,y? =0.47) ( p<0.05).

Svi izneseni rezultati uporedne analize prikazani su na tabeli 4.5.

4.6.4. Kaplan-Meier-ove krive prezivljavanja

Polaze¢i od trenutka postavljanja dijagnoze OPK kod pacijenata koji su operisani
na Klinici za maksilofacijalnu hirurgiju Stomatoloskog fakulteta, pracena je duzina
prezivljavanja u korelaciji sa mutacionim statusom TP53, c-myc, c-erb2 i H-ras gena.

Stopa petogodisnjeg prezivljavanja pacijenata koji su oboleli od OPK a koji su bili
ukljuceni u istrazivanje iznosila je 36%.

Na osnovu pracenja bolesnika sa OPK u toku 5 godina, dobijene su stope njihovog
petogodisnjeg prezivljavanja u funkciji mutacionog statusa ispitivanih gena u histoloski
negativnim marginama. MoZe se konstatovati da je 5-godiSnji period prezivljavanja u
zavisnosti od prisustva i odsustva mutacija u analiziranim genima bio sledeci:
TP53+/TP53- (55%/30%), c-myc+/c-myc- (35%/35%), c-erbB2+/c-erbB2-(10%/43%) i
H-ras+/H-ras-(20%/37%) (Tabela 4.6). lako se moZze zapaziti neSto niza stopa
preZivljavanja kod pacijenata sa mutacijama u H-ras genu ona nije statisti¢ki znacajna
(Grafikon 4.12)

Pacijenti sa amplifikacijom c-myc gena ne pokazuju razlike u stopi petogodisnjeg
prezivljavanja u odnosu na pacijente kod kojih nije detektovana promena (Grafikon
4.13). Medutim, pacijenti koji su imali amplifikaciju c-erbB2 gena imali su statisticki
znacajno krace prezivljavanje od pacijenata koji nisu imali tu gensku abnormalnost
(p=0.002*) (Grafikon 4.14). Prisustvo mutacija u TP53 genu nije se odrazilo na duzinu

prezivljavanja pacijenata (Grafikon 4.15),
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Tabela br 4.5 Pregled anamnestickih, klini¢kih i histopatoloskih parametara u odnosu

na ishod lecenja

Varijable Ziv mrtav P
Pol muski 13 21

Zenski 4 9 0.634

64 +16227 =+

Uzrast 13.32 9.79 0.561
Porodi¢na anamneza
na karcinome pozitivna |3 1

negativna | 14 27 0.108
Licna anamneza na
karcinome pozitivna |0 3

negativna | 17 25 0.162
Prosec¢na dubina tumorske invazije | 6.04 7.12
TP53 mutacija ne 12 25

da 5 5 0.305
HER-2 mutacija ne 16 20

da 1 10 0.033*
C Myc mutacija ne 12 20

da 5 10 0.782
H ras mutacija ne 13 21

da 1 4 0.559

Nisu
Status limfnih ¢vorova | evaluirani
vrata Bez 7 14

metastaza | 3 9

metastaza | 7 7 0.39
Stadijum I 7 7

I 4 5

I 4 10

v 2 7 0.475
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Tabela br 4.6 Prezivljavanje bolesnika tokom 5 godina prac¢enja i mutacioni Status

gena

prezZivljavanje/godisnje | 1. 2.godin | 3.godin | 4.godin | 5.godin
- 5 godina godina | a a a a p
Ukupno 65.2% | 47.8% 39.1% 35.9% 35.9% /
Pol muski | 66.7% | 51.5% 39.4% 39.4% 39.4%

Zenski | 61.5% | 38.5% 38.5% 19.2% 19.2% 0.57
TP53 mutacija | ne 70.3% | 51.4% 35.1% 30.07% | 30.07%

da 77.8% |66.7% 55.7% 55.7% 55.7% 0.19
c-erb B2
mutacija ne 83.3% | 66.7% 47.2% 42.9% 42.9%

da 30% 20% 10% 10% 10% 0.002*
¢ myc mutacija | ne 75% 46.9% 40.06% | 35.5% 35.5%

da 64.3% | 50% 35.7% 35.7% 35.7% 0.938
H ras mutacija | ne 64.7% | 47.1% 41.2% 37.1% 37.1%

da 80% 60% 20% 20% 20% 0.559
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Grafikon br.4.12 Kaplan-Meier-ove krive prezivljavanja za H- Ras gen

Da bi se utvrdila razlika u prezivljavanju na osnovu prisustva, odnosno odsustva
mutacija kod 4 gena (TP53, c-myc, c-erb2 i H-ras) primenjen je statisticki test, Log-
Rank. Kod pacijenata sa viSim stadijumom bolesti i ve¢im histoloSkim gradusom
zabelezena je niza stopa petogodiSnjeg prezivljavanja, ali bez statisticke znacajnosti
(Grafikon br 4.16)
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Grafikon br.4.13 Kaplan-Meier-ove krive prezivljavanja za gen C-Myc

Survival Functions

10 CErbB2 mutation
M no mutation
— I mutation
—+— no mutation-censored
— mutation-censored
0.8 |
T 05
=
s
=
w
E
O 0.4
0.2
0.0
T

T T T T T T
Q 10 20 30 40 S0 G0

Five yearsurvival Rate Months September 2011

Grafikon br.4.14 Kaplan-Meier-ove krive prezivljavanja za c-Erb B2 gen
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Grafikon br.4.15 Kaplan-Meier-ove krive prezivljavanja za TP53 gen
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Grafikon br.4.16 Kaplan-Meier-ove krive prezivljavanja za stadujum bolesti
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4.6.5. Geneticki parametri i ucestalost recidiva

Komparativnom analizom, utvrdeno je da su bolesnici kod kojih je nadena
amplifikacija c-erb B2 u histoloski negativnim marginama OPK imali ve¢u ucestalost
recidiva (pearson,y? =0.017). Bolesnici kod kojih je identifikovana mutacija u TP53
genu razvijali su recidiv u 6 % slucajeva, §to nije bilo statisticki zna¢ajno (pearson,y?
=0.103) ( p<0.05) (Tabela br 4.7).

Tabela br 4.7 Distribucija recidiva u odnosu na geneti¢ke parametre

Bez recidiva recidiv P

ne |34 4

TP53 mutacija 0.103
da |7 3
Ne |35 3

C erbB2 mutacija 0.017*
Da |6 4
Ne |29 5

C myc mutacija 0.427
Da |12 2
ne |30 7

H ras mutacija 0.287
da |5 0
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5. DISKUSIJA

Tokom proteklih dvadesetak godina, objavljen je veliki broj studija koje se bave
molekularnim mehanizmima patogeneze malignih tumora coveka i mutacionom
analizom onkogena i1 tumorsupresornih gena. Postoji takode i veliki broj radova u ¢ijem
fokusu su oralni karcinomi i molekularne promene koje se u njima dogadaju. U
centralne gene ukljucene u kancerogenezu koji su najée$¢a meta promena, a samim tim i
predmet istraZzivanja spadaju izmedu ostalih i TP53, H-ras, c-myc i c-erbB2. Njihova

uloga je dokazana i u oralnim planocelularnim karcinomima (Popovi¢ i sar., 2010).

Paralelno sa fundamentalnim istraZzivanjima molekularnih mehanizama u osnovi
maligne transformacije Ccelije, trazila se 1 veza izmedu molekularnih promena i
ponaSanja tumora. Dugi niz godina ulagali su se veliki napori u pronalazenje genetickih
markera koji ¢e sa ve¢om dozom pouzdanosti od TNM kategorizacije i histoloSkog
gradusa tumora, mo¢i da predvide rizik od recidiviranja i metastaziranja tumora. Vise
od cCetvrt veka traga se za ¢vrstom vezom izmedu genetickih alteracija u tumorskom
tkivu i fenotipa tumora. Pre desetak godina se zapocelo i sa ispitivanjem mutacionog
statusa tumorskih margina, kao potencijalnog prediktora evolucije tumora. Medutim,

vrlo je zanimljivo da je ta analiza bila ogranicena na TP53 gen.

Ovo je prva studija tumorskih margina oralnih planocelularnih karcinoma koja
se bavi detekcijom mutacija u tri onkogena (H-ras, c-myc i c-erb2), pored analize
promena u pomenutom TP53 tumorsupresornom genu, pa je nemogucée podatke
dobijene u ovim istrazivanjima porediti sa literaturnim, u pogledu njihovog prakti¢nog

znacaja u predikciji ponasanja OPK.

Postoje studije koje su se bavile mutacionim statusom u planocelularnim
karcinomima, ali je u njima uglavnom analiziran mutacioni status, udruZeno, larinksa,
farinksa i usne duplje, tj. gornjeg dela aerodigestivnog trakta, za razliku od ove studije
gde je predmet istrazivanja isklju¢ivo sluzokoza usne duplje. Ovo je znacajno jer je
poznato da su efekti glavnih faktora rizika za pojavu planocelularnog karcinoma

razli¢iti u zavisnosti od toga na koju regiju deluju.
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Ova studija imala je za cilj Sire povezivanje molekularnih promena sa faktorima
rizika, sa klinickom slikom, epidemioloskim 1 drugim parametrima relevantnim za

lekara hirurga, koje bi unapredilo njegovo sagledavanje bolesti i pacijenta.

Ovo povezivanje klini¢kih 1 histopatoloSkih karakteristika analizirane grupe
karcinoma, etioloskih faktore sa mutacionim statusom cetiri gena kao i povezivanje
molekularnih promena sa prezivljavanjem pacijenata, dalo je rezultate koji naglasavaju

odredene aspekte patogeneze planocelularnog karcinoma usne duplje.

Nekontrolisan proliferativni signal moZe biti iniciran na membrani od strane
faktora rasta ili/i njihovih receptora, koji se dalje preko intracelijskih proteina prenosi
preko citoplazmatskih kinaza do transkripcionih faktora u nukleusu. 1z tog razloga za
ovu studiju odabran je c-erbB2/H-ras/c-myc signalni put.

Onkogena mutacija moze aktivirati proliferativni signalni mehanizam, ali on ne
mora da dovede do neoplasti¢ne transformacije ukoliko su u ¢eliji prisutni normalni
tumor supresorni geni, ¢iji ¢e produkti blokirati progresiju ¢elijskog ciklusa. To nas je
navelo da u ovoj studiji ispitamo i mutacioni status jednog od kljucnih
tumorsupresornih gena, TP53 gena, glavnog kontrolora ¢elijskog ciklusa, u histoloski

negativnim marginama OPK.

Mutacije u egzonima 5 i 7 TP53 gena detektovane su u 22% histopatoloski
negativnih margina kod pacijenata sa dijagnostikovanim OPK. U studiji geneti¢kih
alteracija OPK koja je sprovedena u srpskoj populaciji mutacije u egzonima 5 i 7 bile
su dominiraju¢e (Popovic¢ i sar, 2007), i zbog tog razloga su ova dva egzona TP 53 gena
ispitivana i u ovoj studiji. S druge strane, ¢injenica da su samo ta dva egzona odabrana,
moZe da objasni to S$to je naSa ucestalost mutacija nesSto niza u odnosu na literaturne

podatke.

U studiji iz 2002 godine na 30 pacijenata, mutacije u TP53 genu u histoloski
negativnim marginama detektovane su u 30% slucajeva, §to je slicno rezultatima
dobijenim u ovom ispitavanju (Viola i sar., 2002). Najc¢esc¢e se mutacije u genu TP53
kod pacijenata sa OPK dogadaju u egzonima 5-8. Mutacije koje se deSavaju van egzona
5-8 gena TP53 nisu karakteristicne za planocelularne karcinome glave i vrata (Brenan i

sar., 1995). Pomenuti autori su pokazali da TP53 mutacija moZe biti identifikovana i u
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tumoru 1 u hirur§koj margini. Brenan i sar. su nasli ucestalost TP53 mutacije od 38 % u
hirurSkim marginama, koje su histopatoloski bile negativne. U studiji Tunca-e i
saradnika, TP53 mutacija detektovana je u hirurSkim marginama kod 33,3% pacijenata
koji su imali mutaciju u uzorku primarnog tumora (Tunca i sar., 2007). U pomenutoj
studiji u postoperativnom periodu pracenja od 30 meseci nije zabelezen recidiv, ali je
zabeleZena pojava jedne udaljene metastaze kod pacijenta kod koga je detektovana
TP53 mutacija u histoloSki negativnoj margini. U studiji Josepha i saradnika iz 1995
godine TP53 mutacija su identifikovane u 52 % histoloSki negativnih margina kod
planocelularnih karcinoma glave i vrata (Joseph i sar., 1995) . Za razliku od prethodnih
studija, Tabor 1 saradnici su dokazali prisustvo mutacija ¢ak u 75 % hirurskih margina
kod pacijenata koji su imali mutaciju TP53 gena u tumoru (Grafikon 5.1.) (Tabor i sar.,
2001).

U nasSoj grupi ispitanika, dva pacijenta kod kojih je identifikovana mutacija i u
egzonu 5 1 u egzonu 7 imali su znacajno manje prezivljavanje u odnosu na grupu

pacijenata bez mutacija.

U studiji Viole i saradnika TP53 gen kao molekularni marker u hirurSkim
marginama kacinoma glave i vrata korelisan je sa njihovim morfoloskim osobinama
(Viola i sar., 2002). U marginama u kojima je ustanovljeno prisustvo mutiranog TP53
gena, na histomorfoloskom nivou detektovane su razli¢ite vrste displazija, minimalno

invazivnog karcinoma kao i prekancerozne lezije.

Nije uocena statisticki znacajna razlika u ucestalosti ispitanika sa mutacijom u

egzonu 5 i 7 gena TP53, izmedu grupa sa razliGitim stadijumom bolesti (pearson,y’

=0.958).
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Grafikon br 5.1 Ucestalost mutacija TP53 gena u literaturi i nasoj studiji

U studiji Josepha i saradnika vrSena je molekularna procena limfnih ¢vorova i
utvrdene su mutacije i u limfnim ¢vorovima u kojima histopatoloski pregled nije
pokazao znakove maligniteta (Joseph i sar., 1995). Brennan i sar. su u svojoj studiji
pokazali da je nakon histopatoloskog pregleda 33 limfna ¢vora na vratu kod pacijenata
sa OPK samo u 5 (15%) nadeno prisustvo metastaza, a molekularnim tehnikama
dokazano je prisustvo TP53 mutacija u 11 limfnih ¢vorova od preostalih 28 u kojima
histopatoloski nisu dokazane maligne ¢elije (Brennan i sar., 1995). Prema Americkom
udruzenju za rak (American Joint Committee on Cancer) u tim slucajevima vrsi se
prekvalifikacija stadijuma tumora. Smatra se da patolozi mogu prevideti karcinom u
ranom stadijumu na nivou regionalnih limfnih ¢vorova. Zbog toga je primena
molekularnih tehnika, kao dodatna analiza, nedvosmisleno indikovana u proceni statusa
limfnih ¢vorova kod pacijenata sa planocelularnim karcinomom glave i vrata, i trebalo

bi u buduénosti da bude uvedena u svakodnevnu klinicku praksu.

Ucestalost mutacija TP53 gena u samim planocelularnim karcinomima glave 1
vrata varira od 30%-70%, u zavisnosti od metodologije koja se koristi za procenu
statusa TP53 gena u tumorskom tkivu, tipa tumorskog materijala kao i njegove
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heterogenosti (Alsner i sar., 2001; Brennan i sar., 1995; Cabelguenne i sar., 2000;
Gillison i sar., 2000; Ko i sar., 2001; Temam i sar., 2000; Bergh i sar., 1995). Smatra se
da je glavni razlog variranja ucestalosti TP53 mutacija izloZenost razli¢itim faktorima

rizika u posmatranim populacionim grupama (Blons i sar., 2003).

U ve¢ pomenutoj studiji Tunca (Tunca i sar., 200/7), nije nadena statisticka
znacajnost u pogledu prisutva mutacija TP53 gena u odnosu na lokaciju tumora, TNM
status, histopatoloski gradus, invaziju hrskavice, perineuralnu i vaskularnu invaziju kao
i ekstrakapsularno Sirenje tumora. Utvrdeno je da se sa neSto ve¢om verovatnocom
mogu identifikovati mutacije TP53 gena kod pacijenata sa pozitivnim limfnim
¢vorovima na vratu kao i kod pacijenata sa loSijim histoloSkim gradusom tumora, tj.
slabijom ¢elijskom diferencijacijom. Generalno posmatrano, korelacija izmedu
ucestalosti mutacija u TP53 genu i loSeg ishoda je i dalje izuzetno kontroverzna i
prisutne su brojne nesuglasice u nau¢nom svetu (Blons i sar., 2003.) U mnogim
studijama nije ustanovljena nijedna vrsta korelacije izmedu mutacija i klinickih
parametara (Georgiou i sar., 2001; Gonzalez-Moles et i sar.,2001; Hirvikoski i sar.,
1997; Jeannon i sar., 2000; Kokoska i sar., 1996; Sittel i sar., 2000], dok je u drugim
studijama pak pokazana loSija prognoza kod pacijenata sa prisutnom TP53 mutacijom.
(Bandoh i sar.,2002; Bradford i sar., 1997; Mineta i sar., 1998].

Kada se govori o ekspresiji TP53 u tumorskom tkivu, Kkoristeéi
imunohistohemijske analize, rezultati nisu nista manje kontroverzni. U viSe studija je
pokazano da je kod oralnih prekanceroznih lezija, ekspresija TP53 u suprabazalnim
slojevima epitela jedan od indikatora razvoja maligniteta, odnosno parametara loSeg

ishoda bolesti u slu¢ajevima kada tumor ve¢ postoji (Jin i sar., 1998; Shin i sar., 2000).

Medutim, u mnogim studijama veza izmedu prekomerne ekspresije TP53 i
ponasanja tumora nije ustanovljena, kao $to nije ustanovljena ni izmedu mutacija i
ponaSanja tumora [Georgiou i sar., 2001; Gonzalez-Moles et i sar.,2001; Hirvikoski i
sar., 1997; Jeannon i sar., 2000;Kokoska i sar., 1996; Sittel i sar., 2000]. Proces
kancerogeneze je veoma slozen. TP 53 gen iako najceSce analiziran tumor supresorni
gen u literaturi, predstavlja samo jednu kariku u tom sloZzenom lancu dogadaja. Zbog
toga nije iznenadujue da se u mnogim studijama nije pronadena veza izmedu

genetskih alteracija TP53 gena i ishoda lecenja.
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C-erbB2, H-ras i C-Myc mutacije

Kao $to je ve¢ istaknuto, ovo je prva studija koja se bavi analizom alteracija C-
erbB2, H-ras i C-Myc mutacije onkogena u histoloski negativnim marginama usne
duplje. Zanimljiva je pojava da je molekularna epidemiologija tumorskih margina
pretezno ograniCena na ispitivanje mutacionog statusa TP53 gena. S obzirom na
impozantan broj studija koje su ispitivale TP53, neobi¢na je Cinjenica da je izuzetno
mali broj studija koje su se bavile drugim genima potencijalno znacajnim sa stanovista
maligne transformacije Celije. U skorije vreme objavljeno je nekoliko radova koji su
analizirali metilacioni status razli¢itih gena u hirurSkim marginama OPK i trazili vezu
izmedu metilacije i ponasanja tumora (Shaw i sar., 2013; Supic i sar., 2011). Takode,
nedavno je objavljeno istrazivanje nivoa ekspresije vece grupe gena u tumorskim
marginama, u okviru koje su se Cetiri gena- MMP1, COL4Al, P4HA2 i THBS2-
izdvojila kao karakteristicni i specifiéni genski markeri (“gene signature®)
recidiviraju¢ih tumora (Reis i sar., 2011). Ipak ostaje neobjasnjivo da ne postoje podaci
u literaturi o alteracijama c-erb B2, H ras i C-Myc gena u histoloSki negativnim
marginama planocelularnih karcinoma usne duplje, s obzirom na njihovu dokazanu
ulogu u patogenezi ovih malignih neoplazija. Shodno tome, rezultati ove studije se ne
mogu porediti sa literaturnim podacima, ve¢ je jedino moguce praviti poredenja i traziti
analogije sa rezultatima dobijenim na osnovu ispitivanja samog tumorskog tkiva.
Ispitivanjem mutacionog statusa c-erbB2 gena u histoloski negativnim marginama
ustanovljena je stopa mutacija od 22%, dok je za H-ras gen ona iznosila 12 %. Ovi
procenti se potpuno uklapaju u vrednosti koje mogu da se projektuju na osnovu

poznavanja incidence mutacija u samim tumorima.

U studiji koja je sprovedena na nasoj populaciji (Popovié i sar., 2007.) u kojoj
je analiziran status pomenutih gena u tumorskom tkivu, dobijeni su slede¢i rezultati: c-
erbB2- 32%, a H-ras gen 22%, koji se uklapaju u literaturne podatke. Naime procenjuje
se da oko 30% oralnih karcinoma ima amplifikovan neki od gena EGFR familije
(Scully, 1993). Takode, kada je u pitanju sam c-erbB2 gen, u studiji autora
Werkmeister dobijena je vrlo sli¢na stopa amplifikacije (25%) koris¢enjem dPCR-g;
koris¢enjrm druge metode (FISH tehnika) Khan i sar detektuju takode povisenu

ekspresiju c-erbB2 u 25% uzoraka. Podaci imunohistohemijskih studija pokazuju veliku
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varijabilnost. Povecana ekspresija c-erbB2 proteina se kre¢e od 17% do cak 88%
(Werkmeister i sar., 2000; Khan i sar., 2002; Craven i sar., 1992; Landis i sar., 1999;
Ibrahim i sar. 1997). Interesantno je da Werkmeister u svojoj studiji, pored
amplifikacije, detektuje i deleciju c-erbB2-a, a varijabilnost u broju kopija, odnosno
ponekad smanjenje a ponekad povecanje prose¢nog broja genskih kopija najverovatnije

ukazuje na genomsku nestabilnost.

Podaci koji se odnose na ucestalost H-ras u tumorskom tkivu OPK veoma
variraju i kreéu se od 5% (Kiaris sar., 1991, Paterson i sar. 1996) kod uznapredovalih
oralnih karcinoma u zapadnim zemljama do 35% u azijskoj populaciji (Saranath
sar.,1991). U naSoj populaciji na uzorku sa¢injenom isklju¢ivo od vermiliona usne (
Milasin i sar. ,1994) nalaze ¢ak 55% mutiranih H-ras gena. Autori ovako visok procenat
mutacija objaSnjavaju sinergizmom tri potentna kancerogena, odnosno faktora rizika:

duvan, UV zracenje i alkohol.

Ovo je prva studija koja se bavi ispitivanjem H-ras mutacija u histoloSki negativnim
marginama u nasoj populaciji a i u svetskoj literaturi. Razli¢ite tumore karakteriSe
razli¢ita uCestalost mutacija gena iz ras familije gena. U karcinomima pankreasa K-ras
mutacije se srecu u 90% slucajeva, u Stitastoj zlezdi 1 kolonu u 50%, dok je kod
leukemija N-ras i K-ras mutiran u oko 20% slu¢ajeva. Smatra se da u proseku 30% svih

humanih tumora poseduje mutiran neki od ras gena (Bos, 1989).

Kada je u pitanju mutacioni status c-myc gena, u studiji (Popovi¢ i sar., 2007)
utvrdeno je da 35% planocelularnih karcinoma poseduje poveéan broj kopija ovog
gena. Na osnovu dostupnih literaturnih podataka iz razli¢itih geografskih regiona,
ustanovljeno je da c-myc amplifikaciju pokazuje 20-40% oralnih planocelularnih
karcinoma u zemljama Evrope i Amerike (Bitzer i sar., 2003; Leonard i sar., 1991;
Merritt i sar., 1990; Volling i sar.,1993), dok je taj procenat znatno veci u jugoistocnoj
Aziji i do 60% (Saranath i sar., 1991; Zheng i sar., 2004). Sa uvodenjem "real-tme
PCR"-a, potvrdena je visoka stopa amplifikacije 1 u severnoamerickoj populaciji (45%)

(Akervall i sar., 2003).

Na osnovu korelacija izmedu nuklearnog gradusa, celijske diferencijacije,

stadijuma bolesti 1 prisustva mutacija analiziranih gena, nije utvrdena statisticka
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znacajnost, medutim sa ve¢om ucestalo$¢u su identifikovane mutacije gena ¢ Erb B2
kod pacijenata koji su imali srednji stepen histoloSkog gradusa, i ¢ Myc gena kod
pacijenata takode srednjeg histoloSkog gradusa i tre¢eg stadijuma bolesti. S obzirom da
nema podataka u literaturi o analizi alteracija ovih onkogena u histoloski negativnim
marginama OPK, analizirana je literatura koja se odnosi na analizu alteracija

pomenutih gena u OPK.

Kao 1 kada su u pitanju drugi geneticki markeri, 1 literaturni podaci vezani za
ulogu c-myc onkogena u patogenezi oralnih planocelularnih karcinoma su prilicno
kontradiktorni. Naime, Baral i sar. navode da se kod slabo diferenciranih karcinoma u
stadijumu III, zapaza veca c-myc ekspresija nego kod dobro i srednje diferenciranih
karcinoma, nizih stadijuma (Baral i sar., 1998). Za razliku od ovih podataka, brojni su

radovi koji ovu korelaciju ne pronalaze (Akervall i sar., 2003).

Korelacija genetic¢kih i anamnestickih, histopatoloskih i klini¢ki parametara

Relativno visoka ucestalost genetickih promena koja je identifikovana u TP53
genu -11 pacijenata (22%); u c- Erb-B2 genu - 11 pacijenata (22%); u c-Myc genu 15
pacijenata (30%) i u H-ras genu 5 pacijenata (od 42)- 11.9 %, korelirana je sa klini¢ko-
histopatoloskim parametrima. Medu analiziranim genima, jedino je TP53 mutacija bila
statisticki znacajno CeSée zastupljenija kod pacijenata koji su bili stariji od 70 godina
(p=0.035%). Utvrdeno je da je prisustvo c-erb B2 amplifikacije prisutno kod pacijenata
koji su imali veci stadijum bolesti, tumor ve¢ih dimenzija i ve¢u ucestalost metastaza u
limfnim c¢vorovima. U odnosu na pol, muskarci su c¢eS¢e bili nosioci c-myc
amplifikacije (sa statistickom znacajnoS¢u p=0.028*). Drugi klinicko-histopatoloski

parametri nisu pokazali statistiCki znac¢ajnu vezu izmedu analiziranih varijabli.

Pacijenti koji su nosioci mutacije u TP53 genu i amplifikacije u c-myc genu u
histoloski negativnim marginama OPK nisu pokazali statisticki znacajnu razliku u
pogledu smtrnog ishoda u odnosu na pacijente bez promena u tim genima (p=0.305;
p=0.782).
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Kod pacijenata koji su bili nosioci H-ras mutacije utvrdeno je manje
petogodisSnje prezZivljavanje u odnosu na pacijente kod kojih nije identifikovana

mutacija, ali bez statisticke znacajnosti (p=0.559).

Medutim, kod pacijenata kod kojih je identifikovana amplifikacija u c-erb B2
gena u histoloski negativnim marginama OPK, u odnosu na pacijente bez geneticke
alteracije u pomenutom genu, utvrdena je veéa stopa smrtnih ishoda, tj statistiCki

znacajna veza sa ve¢im mortalitetom (p=0.033%*).

Pacijenti sa prisuthnom c-erb B2 amplifikacijom u histolodki negativnim
marginama OPK pokazali su takode i statisticki znafajno kra¢e petogodisnje

prezivljavanje u odnosu na pacijente bez te geneticke alteracije.

Koris¢enjem Kaplan-Meier-ovih krivi i log rank testa za petogodisnje
prezivljavanje pacijenata koji su imali pozitivne nalaze za amplifikaciju c-erb B2 gena i
one sa negativnim nalazom, utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika izmedu ove dve

grupe (p=0.002").

Kurpopakt i saradnici su pokazali jaku asocijaciju izmedu c-erb B2 ekspresije i

krace stope petogodisnje prezivljavanja (Kurpopakt i sar., 2002).

Pacijenti koji su bili pozitivni na c-erb B2 amplifikaciju ¢eS¢e su razvijali
recidiv u odnosu na grupu pacijenata bez c-erb B2 mutacije (0.017"). | pacijenti kod
kojih je identifikovana mutacija u TP53 genu pokazali su veéu stopu petogodi$njeg
prezivljavanja u odnosu na grupu pacijenata koji nisu nosili mutaciju, ali bez statisticke

znacajnosti.

U multivarijantnom modelu Cox-ove regresione analize ova mutacija se nije
izdvojila kao nezavisni prediktor ishoda bolesti $to je u saglasnosti sa prethodno
pomenutim studijama. Pacijenti kod kojih je registrovana mutacija u genu ¢ -myc u
histoloski negativnim marginama OPK pokazali su relativno sli¢nu stopu petogodisnjeg

preZivljavanja kao i pacijenti bez mutacije.

U univarijantnom modelu Cox-ove regresione analize, prisustvo c-erb B2
amplifikacije u histoloski negativnim marginama, konzumiranje duvana i duZina

konzumiranja alkohola su se pojedina¢no izdvojile kao statisticki znacajni faktori rizika

94



95

loSeg ishoda bolesti OPK (p=0,004*, p=0,041%*, p=0,027*). Veca verovatnoca detekcije
mutacija u histoloski negativnim marginama OPK je bila u vezi sa veCom dubinom

invazije (7,1243.48 mm) ali bez statisti¢ke znacajnosti.

Podaci koji se odnose na stopu petogodiSnjeg prezivljavanja su veoma
kontroverzni. Supi¢ i saradnici su pokazali da pacijenti sa mutacijom u TP53 genu u
tumorskom tkivu imaju statisti¢ki znacajno manje prezivljavanje u odnosu na pacijente
bez mutacije. Pacijenti kod kojih je bila identifikovana i TP53 mutacija i HPV infekcija
u tumorskom tkivu pokazali su krace prezivljavanje u odnosu na pacijente koji su imali
samo HPV infekcije (Supic i sar., 2011). Popovi¢ i saradnici su pokazali da pacijenti sa
c-erb B2 mutacijom i H-ras mutacijom u OPK imaju tendenciju ka nizoj stopi
preZivljavanja, ali bez statistiCke znacajnosti (Popovi¢ i sar., 2007). U ovoj studiji
potvrdena je pomenuta tendencija kradeg prezivljavanja kod pacijenata sa pomenutim

mutacijama.

Veoma je interesantna ¢injenica da su dva pacijenta koja su nosila mutaciju u
TP53 genu, c-myc i c-erb B2 genu imali znaCajno kraca vremena prezivljavanja.
Kumulativni efekat navedenih genetickih alteracija mogao bi biti uzrok losem ishodu

bolesti kod ovih pacijenata.

Kod pacijenata koji su konzumirali alkohol ¢eSce je identifikovana mutacija u
TP53 genu, §to je bilo na granici statisticke znadajnosti (pearson,y® =0.205) ( p<0.05).
Ovi podaci su u saglasnosti sa istrazivanjem koje je sprovedeno takode u srpskoj
populaciji i u kom nije nadena statisticka zna¢ajnost u pogledu konzumiranja alkohola i
prisustva p53 mutacija (Kozomara, 2005.). U studiji Tunke i saradnika (2007)
sprovedenoj na 34 ispitanika, oko 80 % mutacija je identifikovano kod pacijenata koji
su bili pusaci. Brojni su radovi iz razli¢itih geografskih regiona, koji potvrduju
korelaciju izmedu TP53 mutacije 1/ili ekspresije proteina i konzumiranja duvana

(Brennan i sar., 1995).

Smatra se da je oko 75 % svih oralnih karcinoma moguce spreciti (faktori rizika
alkohol i duvan). Kod ostalih 25 % pacijenata koji nisu izlozeni ovim supstancama,

uzrok pojave tumora ostaje i dalje nepoznat (Walker i sar., 2003) Vredna paznje je
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¢injenica da je veca frekvenca mutacija TP53 gena u Evropi 1 Americi (oko 60%) nego
U jugoisto¢noj Aziji (oko 10%). Ova razlika se moze dovesti u vezu sa razli¢itim
zivotnim navikama, odnosno etioloskim faktorima. Takode, moguce je da su ucestale
alteracije H-ras, c-erb B2, i C-myc gena, kod pripadnika azijske populacije, i u
odsustvu TP53 mutacija, dovoljne da omogucée nekontrolisan rast. To jo§ uvek ne
isklju¢uje moguénost da je TP53 gen inaktiviran nekim drugim mehanizmima a ne
mutacijama. Treba svakako uzeti u obzir infekcije humanim papiloma virusom (HPV16,
HPV18, HPV33 i dr podtipovi sa onkogenim potencijalom) koje imaju sposobnost
inaktiviranja tumorsupresornih gena, a naravno moguci su i epigeneticki mehanizmi

TP53 inaktivacije.

Kod oralnih karcinoma postoji korelacija u odnosu na konzumiranje alkohola i
predilekciono mesto za razvoj karcinoma. Kod onih koji konzumiraju alkohol
predilekciono mesto za razvoj OPK je pod usta (Zheng i sar., 1990) dok kod onih koji
ne konzumiraju alkohol ve¢i rizik je da se OPK pojavi na bukalnoj sluzokozi kao i
latelarnoj strani poledine jezika. U naSoj studiji pacijetni koji su konzumirali alkohol
ceS¢e su razvijali karcinom u predelu poda usta i jezika. Rezultat je bio na granici

statisticke znacajnosti (pearson,x2 =0.07) ( p<0.05).

DuzZina konzumiranja alkohola se u Cox-ovoj regresionoj analizi u

multivarijantnom modelu izdvojila kao nezavisni prediktor loSeg ishoda bolesti.

Analizirajuéi distribuciju mutacija u histoloskli negativnim marginama c-erbB2
i H-ras gena po gradusima i tipovima invazije, zapaza se¢ da ne postoji statisticki
znaCajna razlika u stopi mutacija ova dva gena kod razli¢itih klinickih, odnosno
histopatoloskih nivoa gradacije, a Sto je u saglasnosti sa rezultatima nekih autora
(Werkmeister i sar., 2000; Khan i sar.2002, Popovi¢ i sar., 2007). Kod jednog pacijenta
je nadena mutacija u H-Ras genu u histoloSki negativnoj margini i metastatski limfni
¢vor na vratu (N1). Kod pacijenata kod kojih nije identifikovana H-ras mutacija u
negativnoj margini nije zabelezena metastaza u limfnim ¢vorovima na vratu (NO), ali
ovaj odnos nije statisti¢ki znacajan. Moguce je da je fiksirana H-ras mutacija zajedno sa
dodatnim izmenama u genetickom materijalu, odgovorna za razvoj malignijeg fenotipa,

kako primarnih tumora tako i recidiva.
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Paralelnom analizom c-erbB2 gena u histoloSki negativnim marginama OPK i
prisustva metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima na vratu nije uoCena statisticka
znacajnost (8 % pacijenata) izmedu pacijenata sa mutacijama i bez njih. lako razlike
nisu statisticki znacajne, one ipak mogu da ukazu na maligniji fenotip u odnosu na
karcinome koji ne nose genske izmene. Ovaj nalaz je u saglasnosti sa nalazima brojnih
autora, koji detektuju mutiran c-erbB2 gen ili eksprimiran onkoprotein, kod
uznapredovalih malignih lezija, kako planocelularnih karcinoma usne duplje, tako i kod
karcinoma dojke, ovarijuma, materice, pluca, larinksa, osteosarkoma, jednjaka i
gastriontesinalnog trakta (Brix i sar., 2014; Liu i sar., 2014; Nagase i sar., 2014; Li i
sar., 2014)

Bez obzira na nepostojanje statisticki znacajne razlike, ipak treba ukazati na
podatak da je kod karcinoma bez lokalnih metastaza bila veca ucestalost mutacija TP53,

C erb B2 i C Myc gena u histoloski negativnim marginama.

Sumirajuci dobijene rezultate o procentualnoj zastupljenosti c-myc, c-erbB2 i H-
ras mutacija kod planocelularnih karcinoma usne duplje, procentualne vrednosti
analiziranih mutacija u naSoj populaciji nesto su veée nego S$to pokazuje jedna

metaanaliza uradena za evropske zemlje (Paterson i sar., 1996).

Prognoza ¢e biti znatno bolja ukoliko se dijagnoza postavi u ranom, tj. pocetnom
stadijumu bolesti. Pacijenti ¢esto dolaze u uznapredovalim stadijumima bolesti koji su
inoperabilni ili je potreban hirurski zahvat koji ostavlja velike funkcionalne posledice
kod pacijenata. Nazalost, i pored savremenog specificnog onkoloskog le¢enja maligni
tumori ovakve lokalizacije, medu kojima je planocelularni karcinom skoro iskljuciv

patohistolo$ki tip, imaju veoma loSu prognozu.

U Indiji postoje ,,skrining“ programi Kkoji se bave primarnom prevencijom i
ranom detekcijom oralnog kancera i premalignih lezija, ali i dalje nema dokaza da ovaj
vid ,,skrininga® zaista smanjuje smrtnost. Skrining je najefektivniji kada se definiSe
ciljna visokorizicna grupa — na primer ,, teSki alkoholi¢ari i puSaci“. Primarna
prevencija — prestanak pusenja kao i umerenije konzumiranje alkohola je najefektivniji
nacin za smanjenje smrtnosti. Rana detekcija bi takode trebalo da bude prioritet, jer rana

detekcija lezije znaci 1 dobru prognozu. Stomatolozi imaju veoma vaznu ulogu u ranoj
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dijagnostici i prepoznavanju premalignih i malignih lezija, zbog toga Sto je
dijagnostikovanje OPK u ranom stadijumu od izuzetne vaznosti za prognozu i dalji tok

bolesti kod ovih pacijenata.

Ocekivani nau¢ni doprinos u dijagnostici i terapiji OPK

Ovo istrazivanje je pokazalo sa kojom ucestalo$¢u se javljaju alteracije u genima
TP53, c-myc, c-erb B2 i H- ras, u tumorskim marginama koje se Kklini¢ki i
histopatoloSki smatraju zdravim tkivom i kakva je njihova povezanost sa klinickim
parametrima. Pregled literature ukazuje na nedostatak podataka vezanih za promene u
ovim genima, u marginama OPK. Utvrdena je jasna veza izmedu prisustva mutacije i
odredenih aspekata biologije tumora, odnosno ishoda bolesti.. Ideja je da mutacioni
status histoloSke margine pacijenta pomogne u preciznijem predvidanju daljeg toka
bolesti, duZine preZivljavanja, pojave recidiva u petogodiSnjem postoperativnom
periodu i dr. kao i da pomogne u predvidanju ishoda leCenja, i u nalazenju
najadekvatnije terapije.

Pacijente u ¢ijim marginama su detektovane genske promene, neophodno je
pratiti u duzem periodu i kroz ucestalije kontrole. S obzirom da u savremenoj literaturi
postoji nesuglasica u pogledu definisanja ,,¢istih* hirurskih margina bilo bi od Koristii
ukljucivanje u neku medunarodnu, multicentri¢nu studiju koja bi obuhvatila vec¢i broj
pacijenata sa planocelularnim karcinomom. Buduca istrazivanja, iz kojih bi proizasla
identifikacija novih biomarkera trebalo bi da budu usmerena na uporednu analizu
mutacionog statusa planocelularnog karcinoma usne duplje, hirurS8kih margina, i

zdravog tkiva kao indikatora bioloskog stanja organizma.

U svetu su pokrenuti naucni projekti posveceni otkrivanju i razvoju novih,
efektivnijih  biomarkera. Biomarkeri se danas smatraju klju¢em personalizovane
medicine, tretmana koji su povezani sa odredenim pacijentom u cilju visoko efikasne
intervencije u procesu lecenja bolesti. Idealni marker za dijagnozu trebalo bi da ima
visoku senzitivnost, specificnost i ta¢nost u prikazivanju citave bolesti. Tumorski
marker bi trebalo da bude i prognosticki, da predvidi vracanje bolesti i da ukaze na

efektivnost antikancerske terapije. Marker bi trebalo da bude prisupacan i da se lako
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moZe detektovati bez komplikovanih medicinskih ili laboratorijskih procedura. Markeri
bolesti koji se mogu detektovati u serumu i urinu su dobri za primenu u ranom

skriningu.

Kod OPK, potencijalni marker mogao bi da bude c-erb B2 koji je povezan sa
nekoliko klini¢kih parametara. S obzirom na njegovu Visoku ekspresiju u tumorima
glave i vrata, i na ulogu receptora u vaznoj onkogenoj signalizacionoj kaskadi, on bi
istovremeno mogao da bude i jedna od meta u tumorskoj terapiji. Jedan od glavnih

primera c-erb B2 usmerene terapije je primena preparata herceptina kod kancera dojke.
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. ZAKLJUCCI

e Od svih ispitanih kancerskih gena, c-myc onkogen pokazuje najvecu ucestalost
mutacija u histoloski negativnim marginama. Vrednost od 30%, ukazuje na
njegovu vaznu ulogu u razvoju planocelularnog karcinoma.

e Mutacije u tumor supresornom genu TP53 zabelezene su u hirurski negativnoj
margini planocelularnog karcinoma kod 22% bolesnika, Sto je u skladu sa
dosadasnjim istrazivanjima.

e Mutacije u H-ras genu ustanovljene su u hirurskim marginama tumora kod svega
12% pacijenata, drugim recima to je od svih analiziranih gena najrede mutiran
gen u naSem uzorku.

o Amplifikacija c-erbB2 onkogena zabeleZzena je u tumorskim marginama 22%
pacijenata.

e Mutacije su najcesce bile detektovane u karcinomu jezika i podu usta 44% (
13/29).

e Petogodisnje prezivljavanje pacijenata sa amplifikacijom c-erbB2 gena u
histoloski negativnim marginama je statisticki znacajno kra¢e u odnosu na

pacijente kod kojih nije identifikovana ova promena.

e Pacijenti kod kojih je identifikovana amplifikacija c-erb B2 gena u histoloski
negativnim marginama statisticki znacajno cesc¢e razvijaju recidiv u

postoperativnom toku.

e S obzirom na statisticki znac¢ajno vecéu ucestalost recidiva i kra¢e petogodisnje
preZivljavanje kod pacijenata sa prisutnom amplifikacijom u c-erb B2 genu u
histolodki negativnoj margini OPK, te pacijete treba cesce kontrolisati u

postoperativnom periodu.

e Prosecna dubina invazije tumora bila je veCa u grupi pacijenata sa genskim

alteracijama nego u onima bez alteracija, ali nije dostigla statisticku znac¢ajnost.
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Mpwunor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

NMoTnuncaHu-a

6poj ynuca

UsjaBrbyjem

aa je OOKTOPCKa ,qmcepTau,Mja noag HacrnoBoMm

e pe3yntat CoOnCTBEHOr UCTpaKnBa4Kkor paaa,

e [a npeanioxeHa gucepTauuja y LUENVMHN HU Yy AenoBMMa Huje buna npeanoxeHa
3a pobujatbe OWUNO Kkoje AMNIoMe NpeMa CTyAMjCKUM nporpaMmuma Apyrux
BMCOKOLLKOJICKMX YCTaHOBA,

e [a Cy pe3yntatu KOPeKTHO HaBeaeHU U

e [a HMCaM KpLmo/na ayTopcka MpaBa W KOPUCTUO WHTENEKTyarHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTtnuc pokropaHaa

Y Beorpaay,
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Mpwunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LUTaMMNaHe U eNIeKTPOHCKe
Bep3nje [OKTOPCKOr paaa

Mme n npesnme aytopa

bpoj ynuca

Ctyamjcku nporpam

Hacnos paga

MeHTop

NoTnncanm

n3jaBrbyjeM [a je wTamnaHa Bep3unja MOr JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA eneKTPOHCKO]
BEpP3nju Kojy cam npepjao/na 3a objaBrbuMBawe Ha noprtany [AurutanHor
peno3utopujyma YHuBepauteta y beorpaay.

[os3BorbaBam ga ce objaBe MOjM NUYHM nodaum Be3aHu 3a fobujawe akagemckor
3Baba JOKTOpPA Hayka, Kao LITO Cy MMe U Npe3nume, roaMHa U MecTo pohjera u gaTym
onbpaHe paga.

OBM nn4yHM nogaunm Mory ce 00jaBUTM Ha MPEXHUM CcTpaHuuama aurutanHe
61bnunoTeke, y eNEKTPOHCKOM KaTarnory vy nybnukauujama YHusepauteta y beorpaay.

MoTtnuc pokropaHaa

Y Beorpagy,
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Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwherwy

Oenawhyjem YHuepauteTcky 6ubnuoteky ,Cseto3ap MapkoBuh® ga y [urutanHu
penosutopujym YHuBepauteta y beorpagy yHece MOjy OOKTOPCKY AucepTtauujy nog
HacnoBOM:

Koja je Moje ayTopcKo aeno.

IucepTauunjy ca ceum npunosnma npegao/na cam y enekTpoHckoM dopmMaTty norogHom
3a TpajHO apxMBMparE.

Mojy OOKTOpcKy aucepTaumjy noxpaweHy y OurntanHu penosumtopujym YHuBepsnteTa
y Beorpagy mory ga kopucTte CBM KOju NOLWTYjy oapende cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4duno/na.

1. AyTtopcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMepLUUjanHo

3. AyTopcTBO — HEKOMepUuujanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPUMjariHO — AENUTK Nog, UCTUM YCnoBMuMa
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage

6. AyTOpCTBO — AennTh nog UCTUM yCrioBMma

(MonumMo [a 3aoKpyXuTe camo jedHy Of LecCT MOHYyheHuX nuueHuUW, kpaTtak onuc
NUUeHuM gart je Ha nonehuHun nucra).

MoTtnuc pokropaHaa

Y Beorpagy,
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Tabelabr.1.1 TNM Klasifikacija karcinoma usne duplje

T- Primarni tumor

Tx- Primarni tumor se ne moze ustanoviti

TO- Nema znakova primarnog tumora

Tis- Carcinoma in situ

T21- Tumor veli¢ine do 2 cm

T2- Tumor veli¢ine 2-4 cm

T3- Tumor vedéi od 4 cm

T (usna)

Tumor infiltriSe kortikalni deo kosti, donjovili¢ni zivac, pod
usta, ili koZu (nosa ili brade)

T4a (usna duplja)

Tumor kroz kortikalni deo kosti infiltriSe muskulaturu jezika
(m.genioglossus, m.hyoglossus, m.palatoglossus i
m.styloglossus), gornjovili€nu Supljinu, ili kozZu lica

T4b (usnai usna duplja)

pterigoidni nastavci, ili baza lobanje; unutrasSnju karotidnu arteriju
(a.carotidis interna)

N-Regionalni limfni évorovi

Nx- Regionalne metastaze se he mogu ustanoviti
NO- nema regionalnih matestaza

N1- metastaza u jednom, ipsilatelarnom limfnom &voru, &iji dijametar ne prelazi 3cm

N2-

NZ2a- metastaza u jednom ipsilatelarnom limfnom &voru, Koji
je veci od 3cm, a manji od 6¢cm u precniku

N2b- metastaza u viSe ipsilatelarnih limfnih ¢vorova, do 6cm
u precniku

NZ2c- metastaze u bilatelarnim ili kontralatelarnim limfnim
¢vorovima, od kojih ni jedna ne prelazi 6cm u pre€niku

N3- metastaza u limfnom ¢voru prelazi 6¢cm u precniku

M- Udaljene metastaze

Mx- udaljene metaszaze se ne mogu ustanoviti
MO- nema udaljenih metastaza
M1- postoje udaljene metastaze
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ISTRAZIVACKI KARTON

Broj protokola :

Evidencioni broj ispitanika:

Ime i prezime pacijenta:

Pol pacijenta:

Godina rodenja:

Socio-epidemioloski status:

e Pusenje 1. ne pusi 2. do 20 cigareta dnevno
3. 20-40 cigareta dnevno 4. vise od 40 cigareta
dnevno
e Konzumiranje Zestokih 1. ne pije 2.
povremeno
alkoholnih pica 3. Cesto 4. redovno

Porodi¢na anamneza:

(splanocelularni karcinom)

Liéna anamneza:

(planocelularni karcinom)

Klini¢ka dijagnoza bolesti:
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Vreme proteklo od prvih tegoba do operacije

Lokalizacija promene:

Velic¢ina promene:

Datum intervencije:

Histopatoloska dijagnoza bolesti:

TNM klasifikacija:

U Beogradu,

Klinika za maksilofacijalnu Hirurgiju
Stomatoloski fakultet

Univerzitet u Beogradu

ul. Dr Subotica br. 4

tel: 011/2685-064
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Potpis ispitanika

Potpis istrazivaca
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INFORMATOR ZA PACIJENTA
(OBAVESTENJE ZA PACIJENTA)

NASLOV ISTRAZIVNJA

Analiza TP53 gena u histoloski negativhim marginama skvamocelularnih
karcinoma usne duplje

Predlog i svrha istrazivanja

Ovo je klinicka studija Klinike za Maksilofacijalnu hirurgiju, Stomatoloskog fakulteta,
Univerziteta u Beogradu. Cilj ovog istraZivanja je detekcija mutacija u TTP53 genu u
histoloski negativnim marginama skvamocelularnog karcinoma sluzokoze usne duplje,
utvrdivanje korelacije izmedu ucestalosti mutacija TP53 gena, histoloSkog gradusa
tumora i klini¢ko-deskriptivnog nalaza.

Procedura ispitivanja

U okviru studije, pacijenti ¢e biti podvrgnuti operaciji (hirurSkom uklanjanju tumora
sluzokoze usne duplje) kao i postoperativnim kontrolama. U toku operacije bi se
uzimalo grani¢no tkivo, s tim $to bi se molekularno geneticka analiza vrsila na preparatu
grani¢nog tkiva perifernije od linije resekcije. U sluaju kada bi histopatoloska
verifikacija ukazala da u granicnom tkivu nema prodora malignih ¢elija pristupilo bi se
daljoj molekularno genetickoj analizi.

Rizici po pacijenta i ogranicenje istraZivanja

Rizici po pacijente koji ¢e biti ukljuéeni u istrazivanje vezani su iskljuéivo za
operativni zahvat i anestezioloSku proceduru.

Ocekivana korist od istrazivanja

Ukoliko se u histoloski negativnim marginama pokaze prisustvo mutacija TP53
gena moze se ocekivatii ve€a ucestalost recidiva tako da bi kod pacijentata sa TP53
mutacijom u negativnoj margini trebalo sprovoditi mere intenzivnijeg postoperativnog
skrininga. Znacaj predvidenog istrazivanja je tim veci Sto, do sada, nije utvrden
procenat mutacija ovog gena u histoloski negativnim marginama skvamocelularnog
karcinoma sluzokoZe usne duplje u naSoj populaciji, a Sto bi svakako moglo doprineti
boljoj prevenciji ovog oboljenja.
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Udestvovanje u studiji je dobrovoljno

Ucestvovanje u ovoj studiji je na dobrovoljnoj bazii ne podrazumeva materijalnu
nadoknadu ni materijalne troskove pacijenta. Pacijent moze odustatiiliiza¢iiz studije u
bilo koje vreme.
Dokumentacija o pacijentu
Dokumentacija o pacijentu je poverljiva. Direktan uvid u medicinsku dokumentaciju
mogu osim ordiniraju¢eg lekara imati samo ¢lanoviistrazivackog tima.
Pacijent ¢e blagovremeno biti obavesten ako nove informacije postanu dostupne
Pacijent ¢e na vreme biti obaveSten ako dode do bilo kakvih promena u istrazivanju ili
ako nove informacije u naucii praksi postanu dostupne. Sve informacije ¢e mocéi da
dobije od ¢lanova istrazivackog tima, kao 1 stru¢nu negu i tretman u slucaju potencijalne
povrede tokom ucestvovanja u studiji.
Okolnostii uslovi pod kojima ¢e istraZivanje bitiizvedeno
Okolnostii uslovi pod kojima ¢e istrazivanje bitiizvedeno nece se razlikovati od
uobicajenih uslova pod kojim se izvodi hirurSka intervencija ekscizije tumora sluzokoze
usne duplje.

PribliZan broj u¢esnika u studiji

Priblizan broj u¢esnika u studiji je oko 40-60 pacijenata.
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