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1. UvOoD



1.1. KARCINOM USNE SUPLJINE

Prema definiciji Svjetske zdravstvene organizacije karcinom usne Supljine (engl. Oral Cancer
- OC) pripada skupini tumora glave i vrata koji nastaje na usnicama, jeziku, Zlijjezdama
slinovnicama, zubnom mesu, dnu usne Supljine, orofarinksu, sluznici obraza i drugim

mjestima unutar usne Supljine (1). U 90 % slucajeva radi se o planocelularnom karcinomu (2).

1.1.1. EPIDEMIOLOGIJA

U odnosu na sve vrste karcinoma ¢ovjeka OC se pojavljuje ucestalos¢u od 3 % (3), i ¢ini 30
% svih karcinoma glave i vrata (4). Bolest je znatno ¢e$¢a u muskaraca, a razvija se tijekom
srednje i starije zivotne dobi. Prema podacima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo od
karcinoma usne Supljine i1 orofarinksa u 2011. godini oboljelo je 335 osoba, 264 muskaraca i
71 zena (5).

Unato¢ poboljsanju kirurSkog lije¢enja 1 lijeCenja zraCenjem petogodi$nje prezivljenje
bolesnika nije se znatno popravilo unazad nekoliko desetaka godina. U svijetu se ova vrsta
neoplazme ubraja medu deset s najnepovoljnijom prognozom. U oko 80 % zemalja ne postoje
registri ucestalosti pojavnosti OC. Procijenjeno je da je u 2008. godini u svijetu
dijagnosticirano 400.000 novih sluc¢ajeva karcinoma usana, usne Supljine i zdrijela (izuzev
nazofarinksa) (3). Ucestalost OC raste s zivotnom dobi. Otprilike 95 % tumora nastaje u
osoba starijih od 40 godina, a prosje¢na dob bolesnika u vrijeme postavljanja dijagnoze je 60
godina (6). U posljednjih 20 godina primijecen je porast u¢estalosti OC u osoba mladih od 40
godina s 0,4 % na 4 %. Taj se porast posebno odnosi na Zene, §to je rezultiralo promjenom
omjera muskaraca 1 Zena oboljelih od karcinoma s 10:1 na 3:1 u populaciji mladoj od 40
godina (7,8). OC se ¢esce pojavljuje u crnaca nego u bijelaca pa je i mortalitet dvostruko veci

u crnaca nego u bijelaca (9).

1.1.2. ETIOLOGIJA

Duhan i alkohol su potvrdeni ¢imbenici rizika nastanka OC (10-12). Duhan i duhanski dim
sadrze niz karcinogena kao §to su nitrozamin (nikotin), policiklicki aromatski ugljikovodici,
nitrozodietanolamin, nitrozoprolin i polonij, odnosno ugljikov monoksid, tiocijanat, vodikov
cijanid i metabolite navedenih sastojaka. Kombinirano djelovanje duhana i alkohola ima
sinergisticki ufinak na razvoj OC (13,14). Mehanizmi ovog djelovanja ukljucuju
dehidriraju¢e ucinke alkohola na sluznicu, povecanje propusnosti sluznice te ucinke
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karcinogena iz alkohola i duhana. Osobe koje koriste vise od 100 g alkohola dnevno imaju 30
puta veci rizik obolijevanja od OC od onih koji konzumiraju manje od 15 g alkohola dnevno.
Ako je uz teski alkoholizam prisutno i pusenje vise od 20 cigareta dnevno, rizik za razvoj OC
povecava se za vise od 100 puta (7,15,16).

Ostali oblici duhana (duhan za zvakanje-betel i duhan za $Smrkanje) povezani su s rizikom za
razvoj OC u manjoj mjeri nego pusenje duhana. Za razliku od pusenja koje djeluje na cijelu
usnu Supljinu, $mrkanje izaziva promjene samo na mjestu primjene (6).

Koristenje otopina za ispiranje usta koje sadrze alkohol ne povezuje Se s rizikom nastanka
karcinoma (17).

Uloga humanog papiloma virusa (HPV) u nastanku OC nije posve razjasnjena. Uloga
visokorizi¢nih tipova HPV-a u patogenezi ove bolesti prvi je put prepoznata 1983. godine. Od
onda su objavljena brojna istrazivanja koju upucuju na tu povezanost, tako da je International
Agency for Research on Cancer (dio Svjetske zdravstvene organizacije) 2009. godine
prepoznala HPV 16 kao ¢imbenik rizika za nastanak orofaringealnog planocelularnog
karcinoma (18,19). Nadalje, prisutnost HPV-a ¢esca je za 2 do 3 puta u prekanceroznim
lezijama te za 4 do 5 puta u zloCudnim lezijama usne Supljine nego u zdravoj sluznici (20).
Predvida se da ¢e HPV pozitivni planocelularni karcinomi usne Supljine premasiti broj
karcinoma vrata maternice u SAD u sljede¢ih 15 do 20 godina (21). HPV pozitivni karcinomi
su bioloski razli¢iti u odnosu na karcinome povezane s puSenjem duhana 1 alkoholom.
Bolesnici s uznapredovalim oblikom orofaringealnog karcinoma imaju bolju prognozu ako su
karcinomi HPV pozitivni te se raspravlja o specifi¢nom lije¢enju takvih slucajeva (22-25).
IstraZzivanjem hrvatske populacije nije nadena statisti¢ki zna€ajna razlika u prisutnosti HPV
16 u brisevima izmedu bolesnika s OC i zdravih ispitanika (26).

U oko 15 % bolesnika s OC nije utvrden poznati ¢imbenik rizika, a bolest moze biti izrazito
agresivnog tijeka (27). U literaturi se kao uzrok navodi infekcija virusima (HPV i Epstein-
Barr virusom) (28), gljivicom Candida albicans (29) i odredenim bakterijama (30). Postoji
nekoliko studija koje su pokazale povezanost izmedu odredenih vrsta bakterija i karcinoma
(31,32). U nedavnom istrazivanju (27) pokazano je da se u tkivu OC, ali ne i u zdravom tkivu,
nalaze bakterije Exiguobacterium oxidotolerans, Prevotella melaninogenica, Staphylococcus
aureus, Veillonella parvula i Micrococcus. Vecina ovih mikroorganizama je saharoliti¢na i
otporna na kiselost §to potvrduje Cinjenicu da je mikrookolina tumora hipoksic¢na s niskom pH

vrijednoScu.



Mehanizam povezanosti izmedu bakterija i OC jos uvijek nije razjasnjen te uloga bakterija
ostaje nejasna. lako postoji nekoliko tipova bakterija koje mogu potaknuti nenormalni rast
stanica spre¢avanjem imunosnog odgovora domacina ili potiskivanjem apoptoze (33) ostaje

nejasno je li bakterije sekundarno koloniziraju tumor ili imaju aktivnu ulogu u karcinogenezi.

1.1.3. PATOGENEZA

Razvoj planocelularnog karcinoma sluznice usne Supljine zapocinje pretvorbom normalnih
stanica epitela u displasti¢éne koje s vremenom prelaze u stanice karcinoma. Prekancerozne
displasti¢ne lezije su morfoloski promijenjeno tkivo u kojem je veéa vjerojatnost za nastanak
karcinoma, a u usnoj Supljini su to leukoplakija, eritroplakija i lihen planus (34). Displasti¢ne
lezije se dijele na osnovi histomorfoloskih kriterija na blage, umjerene ili teske, a stupanj

displazije je zlatni standard predvidanja zlocudnog potencijala prekanceroznih lezija.

1.1.3.1. LEUKOPLAKIJA

Leukoplakija se klinicki ocituje kao bijela mrlja na sluznici usne Supljine ¢ija se klinicka ili
histopatoloska obiljezja ne mogu pripisati niti jednoj drugoj bolesti (35). Najvazniji
prepoznati ¢imbenici rizika za nastanak leukoplakije su uporaba duhana i alkohola. Postoje
dva klinicka tipa leukoplakije: homogena (slika 1) i nehomogena (slika 2). Nehomogena
leukoplakija ima oko sedam puta vecu sklonost zlo¢udnoj preobrazbi od homogene
leukoplakije (35,36). Prevalencija leukoplakije iznosi 2,6 % (37) dok postotak zlocudne
preobrazbe leukoplakije varira izmedu 0,13-17,5 %, ovisno o istrazivanjima (38,39).
Cimbenici rizika poveéane udestalosti zlo¢udne preobrazbe su: Zenski spol, pojava
leukoplakije u nepusaca, nehomogeni tip leukoplakije, smjestaj leukoplakije na jeziku i/ili dnu

usne Supljine, infekcija Candidom albicans i prisutnost displazije epitela (38,40).



Slika 1. Homogena leukoplakija na postrani¢cnom rubu jezika (preuzeto iz arhiva Zavoda za

oralnu medicinu Stomatoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu)

Slika 2. Nehomogena leukoplakija na ventralnoj strani jezika (preuzeto iz arhiva Zavoda za

oralnu medicinu StomatoloSkog fakulteta Sveucilista u Zagrebu)

1.1.3.2. ERITROPLAKIJA

Eritroplakija je svijetlocrveni barSunasti plak ili mrlja na sluznici koja se klinicki ili patoloski
ne moze pripisati niti jednom drugom patoloskom stanju (6). HistopatoloSkom analizom
pokazano je da su vecina eritroplakija, 80-90 %, ako ne i sve, epitelna displazija, carcinoma
in situ ili invazivni karcinom, ¢esto bez znakova dobroc¢udne keratoze (41). Slika 3 prikazuje

eritroplakiju u podruc¢ju mekog nepca i nepéanih lukova.



Slika 3. Eritroplakija u podru¢ju mekog nepca i nepéanih lukova (preuzeto iz arhiva Zavoda

za oralnu medicinu StomatoloSkog fakulteta Sveucilista u Zagrebu)

1.1.3.3. LIHEN PLANUS USNE SUPLJINE

To je kroni¢na autoimuna bolest jo§ nepotpuno razjaSnjene etiologije u kojoj citotoksicni
limfociti T (CDS8) pokrecu apoptozu stanica epitela (42). Klini¢ki se ocituje pojavom bijelih
hiperkeratoti¢nih lezija sa ili bez upalne podloge i ulceracijama sluznice usta. Dijeli se na
retikularni, plakozni, papularni, erozivni, ulcerativni i bulozni. MoZe zahvatiti i kozu te
sluznice spolnih organa, zdrijela, analnu te rjede spojnicu oka i jednjak. Lijecenje aktivnih
oblika bolesti ukljuéuje lokalnu ili sustavnu primjenu kortikosteroida te antiseptike i
antimikotike radi sprjeCavanja sekundarne infekcije. Zlo¢udni potencijal lihen planusa usne
Supljine je jo§ uvijek upitan; postotak zlocudne preobrazbe iznosi od 0-5,3 % (39,43). lako se
svi tipovi lihena mogu pretvoriti u karcinom, atrofi¢ni i erozivni oblici imaju najvecu
mogucénost zlo¢udne preobrazbe. Veca moguénost preobrazbe u OC izglednija je u starijih
osoba s erozivnim oblikom koji uz to puse duhan (44). Slike 4-6 prikazuju razliite vrste

lichen planusa usne Supljine.



Slika 4. Retikularni lihen planus na sluznici obraza (preuzeto iz arhiva Zavoda za oralnu

medicinu Stomatoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu)

Slika 5. Plakozni lichen planus na postrani¢noj strani jezika (preuzeto iz arhiva Zavoda za

oralnu medicinu StomatoloSkog fakulteta Sveucilista u Zagrebu)



Slika 6. Erozivni lichen planus na sluznici obraza (preuzeto iz arhiva Zavoda za oralnu

medicinu Stomatoloskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu)

Potrebne su Sire multicentri¢ne studije s naglaskom na inkluzijske i ekskluzijske kriterije kao
Sto su klini¢ka slika 1 histoloski nalaz te Cimbenici rizika za nastanak OC, kako bi se sa

sigurno$¢u mogao utvrditi zlo¢udni potencijal ove lezije (45).

1.1.4. KARCINOGENEZA

Karcinogeneza je proces pretvaranja normalnih stanica u zlo¢udne. ObiljeZena je raznim
dogadajima na razini pojedine stanice koje dovode do nekotroliranog dijeljenja i nastanka
tumorske mase.

Tri su stadija karcinogeneze: inicijacija, promocija i progresija. Inicijacija nastaje kao
posljedica mutacije DNA. U ovom stadiju inicirana stanica moze ostati latentna tjednima,
mjesecima ili godinama ili pak postati autonomna. Proces inicijacije omogucava simetricno
dijeljenje stanice tako da nastaju dvije inicirane stanice (46). Inicijacija je brz i ireverzibilan
proces.

Stadij promocije obiljezava klonalna ekspanzija iniciranih stanica zbog amitogenog procesa
uzrokovanog povecanim brojem novih stanica i sprjeCavanjem apoptoze, Sto dovodi do
prezivljenja iniciranih stanica (47), a zbiva se uslijed djelovanja karcinogenog ¢imbenika
(promotora). Promotor ne djeluje izravno na DNA i poti¢e bioloske ucinke bez metabolicke
aktivnosti (48). Takoder povecava proliferaciju stanica i uzrokuje promjene u kontroli

stani¢nog rasta (49). Promotor mora biti prisutan tjednima, mjesecima i godinama da bi bio



ucinkovit i njegov ucinak ovisi o koncentraciji u ciljnom tkivu (50). Promocija je reverzibilni
stadij; nakon nestanka promotora moze se pojaviti regresija proliferacije stanica,
najvjerojatnije pomocu apoptoze. Neki promotori su specifi¢ni za odredeno tkivo dok drugi
djeluju na razli¢ite vrste tkiva (51). Nisu sve stanice izlozene promotoru ukljucene u stadij
promocije. Samo one stanice potaknute na dijeljenje, koje su nediferencirane i prezivjele su
apoptozu dovode do nastanka zlo¢udnih tumora (47).

Posljedn;ji stadij karcinogeneze je progresija, kada se tumor ocituje u punom obliku sa svim
bioloskim osobitostima. U ovom stadiju, proliferacija stanica je neovisna 0 prisutnosti
stimulirajuceg ¢imbenika (52). Stadij progresije je ireverzibilan, a obiljezen je genetskom
nestabilno$¢u, ubrzanim rastom stanica, invazijom, metastazama i promjenama u
biokemijskim, metabolickim i morfoloskim obiljezjima stanica (51). Za progresiju tumora
klju¢na je angiogeneza. SteCeni angiogenetski fenotip prethodi razvoju obiljezja koja
pridonose zlo¢udnom potencijalu te njegova inhibicija odgada razvoj neoplazme (53).
Primarni uzrok nastanka karcinoma je oSteCenje DNA koje moze nastati uslijed djelovanja
endogenih i egzogenih ¢imbenika. Dnevno se pojavljuje vise od 60.000 oste¢enja DNA po
jednoj stanici kao posljedica endogenih procesa u samoj stanici. Od unutarnjih ¢imbenika
ukljuc¢enih u karcinogenezu spominju se osStecenja imunosnog sustava i upala uzrokovana
nepoznatim Cimbenicima, genetski kod, dob i hormonalna ravnoteza (51). S druge strane,
oSte¢enja DNA nastaju 1 kao posljedica djelovanja vanjskih ¢imbenika. Jedan od najpoznatijih
karcinogenih ¢imbenika, duhanski dim, uzrokuje povecani broj oStecenja DNA i dovodi do
povecanog rizika za nastanak karcinoma pluca (54) i OC. Od ostalih vanjskih karcinogenih
¢imbenika potvrdeni su UV zraenje u nastanku melanoma (55), infekcija s H.pylori u
nastanku karcinoma zeluca (56) te aflatoksin u nastanku karcinoma jetre (57). Ukoliko je
popravak DNA nedostatan dolazi do nakupljanja oSte¢enja DNA i povecanog rizika za
nastanak karcinoma.

Unazad vise od desetak godina razli¢ite studije su ukazale na vaznost mikroRNA (miRNA) u
biologiji nastanka karcinoma. Nekoliko je istrazivanja koja su pokazala da ekspresija miRNA
moze pruziti odgovaraju¢e informacije o porijeklu tumora, prognozi i predvidanju rizika za
nastanak, Cak bolje nego ekspresija ostalih vrsta RNA kao Sto je npr. mRNA (58,59). U
tumorima, brojni ¢imbenici transkripcije reguliraju transkripciju miRNA. Nedavni dokazi
upucuju da onkogeni ¢imbenik transkripcije myc djeluje kao regulator transkripcije miRNA,

poticuci tako transkripciju onkogene miRNA te inhibiciju transkripcije tumor supresorske
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miRNA (60,61). Otkrivene su razlicite uloge podvrsta metilirane miRNA. Npr., miR-193 je
ukljucena u kontrolu diferencijacije i rasta stanica u akutnoj mijeloi¢noj leukemiji (62); miR-
199a kontrolira ekspresiju gena povezanih sa Sirenjem tumora zeluca, jajnika i testisa (63);
miR-335 je povezana s metastazama karcinoma dojke (64); miR-200 obitelj je potisnuta u

karcinomu debelog crijeva i dojke ¢ime se potice epitelijalno-mezenhimalna tranzicija (65).

Molekularne promjene u nastanku karcinoma usne Supljine

Na molekularnoj razini, u proces karcinogeneze ukljucene su brojne onkogene mutacije i
mutacije supresorskih gena. Da bi se normalne stanice preobrazile u zlo¢udne potreban je niz
mutacija razli¢itih gena (66). Onkogene mutacije pogadaju gene ras, myc, erb-B, bcl-1, bcl-2,
int-2, CK8, CK19 i gen za ciklin-D1 (67). Supresorski geni ukljuceni u razvitak OC su p53,
Rb i p161NK4A. Ostali potencijalni promotori karcinogeneze su geni FHIT, APC, DOC1,
VHL i TGF-BR-1l (68-70). Kromosomi na kojima se nalaze spomenuti geni podlozni su
mutacijama koje se ¢esto ocituju i kao gubitak heterozigotnosti (engl. Loss of Heterozigosity -
LOH). Dok su ranija istrazivanja bila usredotoc¢ena na LOH u planocelularnom karcinomu,
danas se prisutnost ove promjene gena istrazuje u prekanceroznim lezijama (71,72). LOH na
kromosomima 3p i/ili 9p mogao bi biti preduvjet zloCudne preobrazbe prekanceroznih lezija
usne Supljine. Neinvazivni genetic¢ki probir za LOH u odljuStenim stanicama ima ograni¢enu
vrijednost za pracenje bolesnika s leukoplakijom. Medutim, LOH na 9p zajedno s mutiranim
genom p53 u uzorcima leukoplakije usne Supljine dobivenim biopsijom povezani su sa
zlo¢udnom preobrazbom i biljeg su odredivanja rizika zlo¢udne preobrazbe (71). Vaznu ulogu
u patogenezi OC vjerojatno imaju 1 ¢imbenici transkripcije kao §to su, npr., ¢lanovi obitelji
NF-kB (NF-xB1, NF-«B2, RELA, cREL 1 RELB). U fizioloSkim uvjetima aktiviraju se
prilikom ozljeda. U stanicama karcinoma su pretjerano aktivni te tako sudjeluju u patogenezi i
otpornosti tumora na lije¢enje (73). Aktivacija NF-xB povezana je s progresijom OC i
smanjenim prezivljenjem oboljelih (74).

U novije vrijeme istrazuje se utjecaj slobodnih radikala 1 reaktivnih kisikovih spojeva (engl.
Reactive Oxygen Species - ROS) u brojnim patofizioloskim procesima ukljucujuéi i
karcinogenezu. Ovi spojevi uzrokuju oste¢enje DNA i stani¢nih lipida i proteina §to moze
potaknuti karcinogenezu. Glavnu ulogu u procesu karcinogeneze ima narusavanje ravnoteze
izmedu oksidansa i1 antioksidansa (75). PoviSena razina ROS-a ili reaktivnih duSikovih

spojeva (engl. Reactive Nitrogen Species - RNS) zajedno sa smanjenjem antioksidansa
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pronadena je u razli¢itim karcinomima, ukljuc¢ujuéi OC (76-78). Oksidativni stres je ukljucen
u sva tri stadija karcinogeneze. ROS mogu stimulirati klonalnu ekspanziju mutiranih stanica
modulacijom gena koji su povezani s proliferacijom i smréu stanice (79). Takoder reguliraju
aktivnost odredenih ¢imbenika transkripcije kao §to su NF-«kB, Nrf2 (engl. Nuclear Factor
(erythroid-derived 2)-like 2), HIP i p53 koji kontroliraju stani¢ni rast i onkogenezu (79,80).

Nedavno je otkriveno kako povecana ekspresija ¢imbenika transkripcije Twist u uzorcima
karcinoma glave i vrata i drugih tumora korelira s pojavom metastaza i lo§ijom prognozom
oboljelih (81-85). U stanicama tumora Twist djeluje kao onkogen, a njegova poviSena

ekspresija poti¢e progresiju tumora i pojavu metastaza (86).

1.1.5. KLINICKA SLIKA

OC se najcescée pojavljuje na dnu usne Supljine i rubovima jezika. U europskoj i americ¢koj
populaciji u 40 do 50 % bolesnika zahvaca jezik. U azijskoj populaciji se najcesce pojavljuje
na sluznici obraza kao posljedica Zvakanja betela (87). U po¢etnom stadiju tumor je najcesce
asimptomatski; simptomi se pojavljuju tek u uznapredovalom stadiju bolesti. Najces¢i
simptomi su nelagoda u ustima, oteZano gutanje, bol kod gutanja, oteZan govor, pomi¢nost
zuba ili pojava jednog ili viSe ¢vorova na vratu. U otprilike 50 % bolesnika bolest je prilikom
postavljanja dijagnoze u uznapredovalom stadiju (7). U poc¢etnom stadiju karcinom se ocituje
kao eritroplaki¢na lezija. U kasnijim stadijima dolazi do razvoja ulkusa, a moze se pojaviti i
egzofiticna masa koja proliferira u usnu Supljinu. Slike 7 i 8 prikazuju OC na razli¢itim

mjestima usne Supljine.
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Slika 7. Planocelularni karcinom dna usne Supljine (preuzeto iz arhiva Zavoda za oralnu

medicinu Stomatoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu)

Slika 8. Planocelularni karcinom na sluznici obraza (preuzeto iz arhiva Zavoda za oralnu

medicinu Stomatoloskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu)

1.1.6. KLASIFIKACIJA

U Kklasifikaciji OC najviSe se upotrebljava TNM Kklasifikacija (88) koja za kriterije uzima
veli¢inu tumora (T), prisutnost regionalnih metastaza u limfnim ¢vorovima (N) 1 prisutnost
udaljenih metastaza (M).

T - veli¢ina tumora:

T1s: karcinom in situ

T1:tumor<2cm
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T2:tumor >2cmi<4cm
T3: tumor >4 cm

T4: tumor > 4 cm s infiltracijom okolnih struktura (kosti, miSi¢a, sinusa i koze).

N - prisutnost regionalnih metastaza u vratnim limfnim ¢vorovima
NO: bez metastaza u vratnim limfnim ¢vorovima

N1: solitarni ipsilateralni ¢vor < 3cm

N2a: solitarni ipsilateralni ¢vor >3 cm i < 6 cm

N2b: multipli ipsilateralni ¢vorovi >3 cm i < 6 cm

N2c: bilateralni i kontralateralni ¢vorovi < 6 cm

N3a: ipsilateralni ¢vor > 6 cm

N3b: kontralateralni ¢vor > 6 cm

M - prisutnost udaljenih metastaza
MO: nema udaljenih metastaza

MZ1: prisutna udaljena metastaza

Temeljem navedenih kriterija odreduje se stadij OC:
Stadij 1: T1 NO MO
Stadij 2: T2 NO MO
Stadij 3: T1/T2/T3 N1 MO
T3 NO MO
Stadij 4: T4 NO MO
bilo koji T N2/N3 MO
bilo koji T bilo koji N M1

1.1.7. LIDECENJE
LijeCenje bolesnika s OC ukljucuje kirurski zahvat i/ili zraCenje te kemoterapiju. Odabir
lijeCenja ovisi o stadiju bolesti. Stadiji 1 i 2 lijeCe se uglavnom kirurski dok se stadiji 3 i 4

lije¢e kombinacijom kirur§kog zahvata 1 zracenja (6,7).
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KirurSki zahvat primjenjuje se kada je tumorom zahvacena kost, u sluc¢aju kada su ocekivane
popratne pojave kirurSkog zahvata blaze od popratnih pojava zracenja, kod tumora koji nisu
osjetljivi na zraCenje te u slucaju recidiviraju¢ih tumora u podrucje koje je primilo
maksimalnu dozu zrac¢enja. Uz tumor se odstranjuju i limfni ¢vorovi u vratu. Glavni razlog
neuspjeha kirurSkog zahvata su recidivi tumora. Posljedice kirurSkog zahvata su narusena
funkcija i estetika §to ima znakovit utjecaj na kvalitetu Zivota bolesnika. Cesto se zbog toga
primjenjuje rekonstruktivna kirurgija pomocu reznjeva kako bi se poboljsale funkcije jedenja,
zvakanja i govora bolesnika.

LijeCenje zracenjem provodi se kurativno, u kombinaciji s kirurS§kim zahvatom i/ili
kemoterapijom, ili palijativno. Palijativno zracenje provodi se u bolesnika u kojih se ne moze
provesti kurativno zracenje, a cilj je olaksati simptome boli, krvarenja, ulceracija i zacepljenje
di$nih puteva. Terapijska doza zracenja iznosi izmedu 50 i 70 Gy, a primjenjuje se najcesée u
dnevnim dozama od 2 Gy. S obzirom na to da zracenje osim na stanice tumora djeluje i na
okolno tkivo, pojavljuju se brojne popratne pojave. Akutne (mukozitis, gubitak okusa i suhoca
usta koja moze trajati dozivotno) nastaju tijekom zracenja i traju do nekoliko tjedana nakon
zracenja. Kroni¢ne popratne pojave nastaju nekoliko mjeseci ili godina nakon zracenja a
ukljucuju radijacijski karijes, trizmus i osteoradionekrozu (89).

Kemoterapija se primjenjuje u uznapredovalim oblicima bolesti u cilju smanjenja simptoma i
produljenja Zivota. MoZe se koristiti 1 za prevenciju recidiva tumora nakon kirur§kog zahvata 1
zracenja. Najcesce se upotrebljavaju bleomicin, 5-fluorouracil i cisplatin (90). Primjenjuju se i
lijekovi kao Sto su erlotinib i1 cetuksimab koji blokiraju receptore za epidermalni ¢imbenik
rasta (engl. Epidermal Growth Factor - EGF) (91,92). Erlotinib nije pokazao Stetne u¢inke u
kombinaciji s cisplatinom 1 zra¢enjem, ali nije niti pomogao u produljenju Zivota niti vremena
bez recidiva bolesti oboljelih od OC (93).

U Kini je odobren genski lijek Gendicine, rekombinatni adenovirus koji sadrZi zdravi,
nemutirani, oblik gena p53. Pokazano je da intratumorske injekcije Gendicina u kombinaciji

sa zraCenjem poboljsavaju ucinke samog zracenja (94).

1.1.8. PROGNOZA
Stadij tumora u trenutku postavljanja dijagnoze vazan je prognosticki cimbenik. Petogodisnje
prezivljenje iznosi 80 % (s karcinomima stadija 1 i 2) i oko 30 % (s karcinomima stadija 3 i

4), a ovisi 0 prisutnosti regionalnih i udaljenih metastaza (7). Prezivljenje bolesnika ovisi o
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stadiju 1 smjeStaju tumora te broju i smjeStaju pozitivnih limfnih ¢vorova i njihovom
ekstrakapsularnom Sirenju (95). Smatra se da bolesnici s tumorima u prednjem dijelu usne
Supljine imaju bolju prognozu i bolje petogodiSnje prezivljenje od bolesnika s tumorima
smjeStenim u straznjem dijelu usne Supljine (4). To se objasnjava povezanoscu smjestaja
tumora i metastaziranjem u limfne ¢vorove (96). Najvjerojatnije se radi o razliitoj limfnoj
drenazi pojedinih dijelova usne Supljine i nemogucnosti potpunog odstranjenja tkiva tumora
tijekom kirurSkog zahvata. Limfna drenaza straznjih dijelova jezika je obostrana dok je
drenaza prednjih dijelova jezika jednostrana. Opcéenito se limfa iz prednjih dijelova usne
Supljine drenira u gornje vratne limfne ¢vorove dok iz straznjih dijelova ide u donje vratne
limfne c¢vorove. Zahvacéenost donjih vratnih limfnih ¢vorova povezana je s loSijom
prognozom bolesti (97). Najlosija prognoza je u bolesnika kojima su zahvaceni obostrani
limfni ¢vorovi. Zahvacéenost limfnih ¢vorova samo na strani tumora ukazuje na najbolju
prognozu. Ucestalost okultnih metastaza u limfnim ¢vorovima kod tumora u ranijim stadijima
(T1 i T2) varira izmedu 27 i 40 % (98). Sirenje tumora izvan ahure vazan je predskazatelj
regionalnog recidiva i udaljenih metastaza, a posljedi¢no tome i prezivljenja bolesnika.

Rizik za metastaziranje tumora u limfne ¢vorove nije povezan samo s velicinom tumora vec i
s njegovom histoloskom gradom (99). Histoloska grada tumora povezana je i sa smanjenim
prezivljenjem bolesnika sa stadijem tumora 1 ili 2 te predstavlja nezavisni Cimbenik
prezivljenja bolesnika u odnosu na veli¢inu tumora i prisutnost regionalnih ili udaljenih
metastaza tumora (100).

Volumen tumora povezan je s metastaziranjem u limfne ¢vorove i1 odrazava njegovu
agresivnost (101). Kod planocelularnog karcinoma jezika debljine 5 mm znatno se povecava
mogucénost metastaziranja u vratne limfne ¢vorove (102) dok za tumore debljine 2 mm koji se
nalaze na dnu usne Supljine treba razmotriti provodenje elektivne disekcije vrata (103). Za
tumore sluznice obraza debljine 6 mm i vise pretpostavlja se da imaju loSu prognozu (104).

S obzirom na to da nije ustanovljena jasna povezanost izmedu veli¢ine tumora i njegove
histoloske grade, samo stupnjevanje tumora TNM klasifikacijom nije dovoljno za odredivanje
prognoze. To se posebno odnosi na OC s razli¢itim histoloskim osobinama u razli¢itim
dijelovima tumora. Tako dio tumora nazvan invazivni front (engl. Invasive Tumor Front -
ITF) pokazuje nizi stupanj diferencijacije i viSi stupanj raslojavanja stanica u odnosu na
ostatak tumora (105). ITF je termin koji opisuje prirodu invazije tumora na granici s tkivom

domacina. Nacin invazije moze biti odreden koristenjem sljedecih kriterija: stadij 1 ima jasno
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odredene granice, stadij 2 pokazuje invaziju na odredenom dijelu, dok stadij 3 pokazuje
invaziju na vise mjesta. Stadij 4 pokazuje raslojavanje u vise dijelova koji pokazuju invaziju,
a ponekad su prisutne i izolirane stanice koje prodiru u okolno tkivo. Stadiji 3 i 4 su najcesce

povezani s metastazama u limfnim ¢vorovima i naknadnim metastazama (97).

Perineuralna i endoneuralna invazija tumora povezana je s veli¢inom tumora, histoloSkim
nalazom, ITF-om i zahva¢eno$¢u limfnih ¢vorova. Perineuralna invazija znatno utjeCe na
prognozu i prezivljenje oboljelih (4) jer infiltracija ovojnice zivaca dovodi stanice tumora do
baze lubanje. Kod tumora koji zahvacaju Zivce ¢es$ée su regionalne i udaljene metastaze (97).

Udaljene metastaze pojavljuju se u 5-25 % bolesnika, prvenstveno u onih s loSom
lokoregionalnom kontrolom, a najce$¢e su zahvacena plu¢a (106). Udaljene metastaze
najéesce se pojavljuju unutar dvije godine kod tumora koji pokazuju N2 ili N3 stadij prema
TNM Klasifikaciji. Sirenje tumora izvan &ahure limfnog ¢vora predstavlja vazan predskazatelj

koji znacajno povecava rizik za razvoj udaljenih metastaza.

I recidiv je vazan prognosticki ¢imbenik bolesnika s OC. Definira se kao ponovni nalaz
bolesti unutar 5 godina od postavljanja prve dijagnoze. Tumor koji se nade nakon tog
razdoblja smatra se novim primarnim karcinomom. U bolesnika s recidivom petogodiSnje
prezivljenje iznosi oko 30 %, za razliku od bolesnika bez recidiva u kojih je prezivljenje 92 %
(107). Recidiv karcinoma usne Supljine pojavljuje se u 32,7 % do 44,9 % bolesnika s
prosjecnim vremenom recidiva od 14 mjeseci (90,108). Univarijathom analizom pokazano je
da su ¢imbenici rizika recidiva veli¢ina tumora, stupanj diferencijacije, zahvacenost limfnih
¢vorova, postavljanje reznja, resekcijski rubovi 1 zahvacenost limfnih 1 krvnih zila.
Multivarijatna analiza je pokazala da su veli¢ina 1 stupanj diferencijacije tumora te
zahvacéenost limfnih ¢vorova nezavisni ¢imbenici rizika za recidiv. Razlike u dobi, spolu,
smjeStaju tumora 1 zahvacenih limfnih ¢vorova te perineuralna invazija nisu znakovit
¢imbenik recidiva tumora. DvogodiSnje 1 petogodiSnje prezivljenje nize je u skupini bolesnika
s recidivom. Postoperativni recidiv tumora znaci loSu prognozu tijeka bolesti i smanjenu
kvalitetu zivota bolesnika (109). Za bolesnike kod kojih je vjerojatnije da ¢e imati recidiv
tumora preporucuje se Siroka lokalna ekscizija, postavljanje reznja, radikalna disekcija vrata i

adjuvantna kemoterapija (90).
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Postoje i dva proteinska biljega, keratin 4 i kornulin, ¢iji se gubitak ekspresije na rubovima
tumora povezuje s lokalnim recidivom, bez obzira na odsustvo displazije u uzorku (110).

U linijama stanica karcinoma glave i vrata, u tkivu tumora i u serumu bolesnika s
karcinomom glave i vrata otkrivene su povisene vrijednosti niza citokina i ¢imbenika rasta
koji ukljucuju interleukin 1 (IL-1), interleukin 6 (IL-6), interleukin 8 (IL-8), onkogen 1
povezan s rastom (engl. Growth-Related Oncogene-1 - GRO-1), ¢imbenik stimulacije
granulocita i makrofaga, vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (VEGF) i ¢imbenik rasta
hepatocita (HGF) (111-118).

Uloga IL-6 u karcinomima glave i vrata pokazana je u nizu dosadas$njih istrazivanja
(115,119,120). Koncentracija IL-6 u serumu povezana je sa stadijem i progresijom tumora
(121), a koncentracija IL-6 u slini korelira s ranim lokoregionalnim recidivom OC (122).

S obzirom na ¢injenicu da je recidiv bolesti povezan s niskim prezivljenjem bolesnika, rano
otkrivanje relapsa tumora molekularnim biljezima moglo bi koristiti u otkrivanju malih i lakse

izljecivih recidiva tumora (119).

1.2. CITOKINI

Citokini su velika i raznolika skupina proteina male molekulske mase koje u malim
koli¢inama sintetizira vecina stanica tijela. Ipak, vecinu citokina izlu€uju makrofagi 1
pomoc¢nicki limfociti T (Th). Djeluju kao posrednici 1 regulatori imunosnih 1 brojnih drugih
fizioloSkih procesa organizma. Djeluju lokalno (autokrino ili parakrino) te na udaljena tkiva
(endokrino). S obzirom na funkciju i podrijetlo dijele se u limfokine (izluuju ih aktivirani
limfociti), interleukine (izlucuju ih leukociti - djeluju na druge leukocite), interferone,
kemokine (djeluju kemotakticki) i ¢imbenike rasta. S obzirom na nacin djelovanja tijekom
imunosne reakcije dijele se u proupalne i protivupalne citokine, iako poneki od njih, u
pojedinim slu¢ajevima, mogu djelovati i na jedan 1 na drugi nacin (npr. leukemija inhibitorni
¢imbenik, interferon o, IL-6 i transformirajuéi ¢imbenik rasta f (TGF)-B). Neki od glavnih
proupalnih citokina su: IL-1pB, IL-6 i ¢imbenik nekroze tumora alfa (TNF-a). Uglavnom ih
luce aktivirani makrofagi, a uklju€eni su u pojacavanje upalne reakcije. Protivupalni citokini,
kao S§to su antagonist receptora za IL-1, interleukin 4 (IL-4), interleukin 10 (IL-10),

interleukin 11 (IL-11) i interleukin 13 (IL-13), kontroliraju ja¢inu aktivnosti proupalnih
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citokina, odnosno ja¢inu imunosno/upalne reakcije. U¢inak na stanice ostvaruju vezivanjem
na specifi¢ne receptore (123).

Usprkos brojnih spoznaja o povezanosti izmedu stanica tumora i imunosnog sustava
domacdina neka su temeljna pitanja jo§ uvijek nerazjasnjena. Npr., zaSto stanice imunosnog
sustava ucinkovito uklanjaju stanice tumora in vitro, ali ne i u in vivo uvjetima. Stoga je
opravdano istrazivanje promjena raznih stanica imunosnog sustava u bolesnika oboljelih od
zlo¢udnih bolesti. Proupalni citokini, interleukin-1f (IL-1p), IL-6 i TNF-o imaju klju¢nu

ulogu u regulaciji stani¢nog i humoralnog imunosnog odgovora na tumor (124).

1.2.1. INTERLEUKIN 6

Luce ga brojne stanice, npr., aktivirani limfociti T i B, monociti, endotelne i epitelne stanice,
fibroblasti, ali i stanice nekih tumora. Ukljucen je u brojne fizioloske i patoloske procese,
ukljucujuéi odgovor na infekciju i ozljedu te razvoj neoplazmi. IL-6 poti¢e lucenje
aktivacijskog proteina 2 (AP2), ¢imbenika transkripcije koji ima vrlo vaznu ulogu u regulaciji
stani¢nog ciklusa i koji aktivira onkogene Ras i c-erbB2. Osim toga, inaktivira tumor
supresorski gen p53 podrzavanjem statusa metiliranosti njegove promotorske regije §to
uzrokuje potiskivanje apoptoze i nekontrolirani rast stanica (125).

IL-6 djeluje sinergisticki s TNF-a u stimulaciji limfocita T, poticanju odgovora proteina
akutne faze u stanicama jetre i centra za termoregulaciju u hipotalamusu, poticanju umnazanja
limfocita B, njihove diferencijacije i proizvodnje imunoglobulina, poticanju hematopoeze i
trombopoeze (126). Nadalje, IL-6 djeluje kao ¢imbenik rasta za brojne stanice kao $to su
prekursorske hematopoetske stanice, keratinociti, neuroni, osteoklasti i stanice endotela (127).
IL-6 ne potice proizvodnju niti jednog drugog citokina i ima relativno mali izravni u¢inak na
stanice imunosnog sustava u fizioloSkim koncentracijama, $to sugerira da je njegova glavna
imunoloska funkcija pojac¢avanje ucinaka ostalih citokina (126).

Receptor za IL-6 (IL-6R ili CD126) sastoji se od 2 glikoproteinska lanca o i . Alfa lanac ima
molekulsku tezinu 80 kD, nema citoplazmatsku domenu i veZe se na B lanac molekulske

tezine 130 kD koji prenosi signal u citoplazmu (128).
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IL-6 potice upalni i autoimunosni odgovor u brojnim bolestima kao Sto su Secerna bolest,
ateroskleroza, depresija, Alzheimerova bolest, sustavni eritematozni lupus, multipli mijelom,
Behgetova bolest i reumatoidni artritis (129).

Povezanost izmedu IL-6 i stadija bolesti pronadena je u bolesnika s karcinomima Zzeluca i
planocelularnim karcinomom jednjaka te u bolesnika s uznapredovalim metastatskim

karcinomom (130-132).

Nacin kojim IL-6 iz seruma odrazava status zlo¢udne bolesti je nepoznat. Jedna od
mogucnosti je da poviSena vrijednost IL-6 u serumu koji potjece od stanica tumora odrazava
njegovu proliferativnu aktivnost. Stoga bi mogao posluziti u otkrivanju uznapredovalih

metastaza (115).

U oboljelih od karcinoma glave i vrata promijenjena je aktivnost monocita stimuliranih
endotoksinom u in vitro uvjetima. O¢ituje se poja¢anim lu¢enjem IL-6 i smanjenim lu¢enjem
monocitnog kemotakti¢nog peptida 1 (MCP-1) koji su, vezano uz prezivljenje bolesnika,
negativni prognosti¢ki ¢imbenici (133). U bolesnika s OC povisena je i razina IL-6 u slini
(134,135).

1.2.2. CIMBENIK NEKROZE TUMORA ALFA

TNF-a je proupalni citokin; dio je superobitelji TNF kojoj pripada 19 liganada i 29 receptora.
Gen za TNF-a nalazi se u ¢ovjeka na kromosomu 6. TNF-a luce aktivirani makrofagi,
mastociti 1 limfociti T. On poti¢e hemoragi¢nu nekrozu 1 smrt stanica tumora, pojacava
izrazavanje molekula tkivne podudarnosti (MHC-11), autokrinu aktivaciju makrofaga, inhibira
lipoproteinske lipaze i mijelopoezu te uzrokuje kaheksiju. TNF-a uzrokuje aktivaciju
endotelnih stanica ukljucuju¢i pojacanu ekspresiju povrSinskih receptora (npr. leukocitnih
adhezijskih molekula) i gubitak medustani¢ne adhezije §to uzrokuje ekstravazaciju i migraciju
leukocita u tkivo. TNF-a je mocan induktor apoptoze. U visokim koncentracijama uzrokuje
kolaps krvnih zila 1 hemoragijsku nekrozu tumora dok u niskim koncentracijama stimulira
angiogenezu i sudjeluje u lokalnom rastu tumora. TNF-a prenosi signal preko dvije vrste

receptora, TNF-R1 (55 kDa) i TNF-R2 (75 kDa), koji daljnjim unutarstani¢nim prijenosom

19



signala aktiviraju izvr$ne proteine ili transkripcijske ¢imbenike. Ovi receptori pripadaju grupi
TNF-receptora koje za prijenos signala do ciljnih stanica koriste i citotoksicni limfociti T.
Ostali ¢lanovi grupe TNF-receptora ukljucuju Fas (CD95), CD30 i CD40 koji su ukljuceni u
diferencijaciju limfocita. Ve¢ina CD8+ stanica i prirodenih stanica ubojica (NK stanice) imaju
vezikule koje sadrze TNF-a i limfotoksin koji se oslobadaju u dodiru s ciljnom stanicom.
Receptori Fas i TNF-R1 imaju unutarcitoplazmatsku domenu (engl. Death Domain - DD
domena) koja je vazna za pokretanje apoptoze. Suprotno tome receptor TNF-R2 nema
unutarcitoplazmatsku domenu te te ne moze pokrenuti apoptozu (136). Receptor TNF-R1
nalazi se na gotovo svim stanicama tijela, a receptor TNF-R2 ograni¢en je na stanice
imunosnog i ziv€anog sustava te endotelne stanice.

TNF-o moze djelovati i kao endogeni promotor tumora aktivacijom ¢imbenika transkripcije
NF-xB (137). I same stanice razli¢itih vrsta tumora izlu¢uju TNF-a (138) koji je nuzan za
njihovo prezivljenje, dakle djeluje onkogeno. Ostali Clanovi superobitelji TNF djeluju
uglavnom protutumorski. TNF-o ima ulogu u patogenezi kardiovaskularnih, neuroloskih,
autoimunih i1 pluénih bolesti te osteoporozi (137). Odobreno je nekoliko monoklonskih
protutijela protiv TNF-a; golimumab za lijeCenje reumatoidnog i psorijati¢nog artritisa (139),
certulizumab za lijeCenje reumatoidnog artritisa i Crohnove bolesti (140) i denosumab za
lije¢enje osteoporoze.

Na posredan nacin, djelovanjem na ROS, TNF-a moze uzrokovati oSte¢enje DNA 1 zlo¢udnu
preobrazbu stanica koja je inace suprimirana antioksidansima. Ovaj se u¢inak moze usporediti
s u¢inkom ionizirajuéeg zracenja (141).

Pokazano je da je u oboljelih od OC koncentracija TNF-a u slini zna¢ajno vi$a nego u zdravih

ispitanika i osoba s premalignim lezijama sluznice usta (134).

1.3. ULOGA IMUNOSNOG SUSTAVA | UPALE U PROCESU KARCINOGENEZE

Mikrookolina tumora u karcinomu usne Supljine

Mikrookolina OC sastoji se od fibroblasta povezanih s karcinomom (engl. Cancer-associated
Fibroblasts - CAFs), stanica imunosnog sustava i ostalih stanica. Fibroblasti su obilno
prisutni u vezivnom tkivu sluznice i glavni su element odgovoran za luéenje proteina bazalne
membrane. Oni luée stukturne proteine kao §to su kolagen tipa IV i laminin te proizvode

brojne citokine i druge molekule koje djeluju parakrino. CAFs su fenotipski izmijenjeni
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fibroblasti koji aktivno sudjeluju u procesu karcinogeneze poticuci rast stanica tumora I
nastanak metastaza i jedan su od klju¢nih stani¢nih elemenata mikrookoline tumora (142).
Stvaraju niz kontraktilnih proteina ¢ime poprimaju ,,aktivni fenotip, odnosno postaju
miofibroblasti. U OC CAFs vrlo Cesto imaju ,aktivni tip fenotipa te su povezani s
odlaganjem gustog kolagena i dezmoplazijom vezivnog tkiva (143). Pokazano je da je
miofibroblastni tip fenotipa povezan s loSom prognozom oboljelih od OC (144). CAFs
proizvode niz c¢imbenika kljuénih za karcinogenezu, poticué¢i pokretljivost stanica
aktiviranjem citokina kao $to su HGF i TGF-B (145). Takoder CAF izravno pridonose
preoblikovanju izvanstani¢énog matriksa lu¢enjem metaloproteinaze matriksa (146).

Makrofazi povezani s tumorom (engl. Tumor-associated Macrophages - TAM) su u razli¢itim
vrstama tumora prisutni u razli¢itim koncentracijama, a Cesti su u OC. Dijele se u proupalne
(M1) i supresivne (M2). Istrazivanja razli¢itih vrsta tumora su pokazala da TAM mogu biti
povezani bilo s pozitivnom ili negativnom prognozom bolesti. M1 TAM pridonose
protutumorskom imunosnom odgovoru stvaranjem proupalnih citokina, interleukina 12 (IL-
12), interleukina 23 (IL-23) i y-interferona (147,148). Za razliku od toga, M2 TAM se
nakupljaju u blizini krvnih zila te poti¢u angiogenezu (149) i luce supresivne citokine kao §to
su IL-10, IL-23 i TGF-B. Takoder uzrokuju remodeliranje tkiva i sprecavaju protutumorski
citotoksi¢ni uc¢inak M1 TAM (147). Podaci za OC pokazuju da prevladavaju ve¢inom M2
TAM te da visoka razina TAM korelira s viSim stadijem tumora, pojavom metastaza u
limfnim ¢vorovima i Sirenjem tumora izvan kapsule limfnog ¢vora (150,151). TAM proizvode
ROS, RNS i prostaglandine koji pridonose upali i tumorigenezi, a u karcinomu glave i vrata
takoder stvaraju znacajne koli¢ine ¢imbenika inhibicije migracije makrofaga (MIF-1) Kkoji
stimulira neutrofile (152). Neutrofili djeluju na tumor na razliite nacine: poti¢u genetsku
nestabilnost putem ROS, povecavaju angiogenezu putem VEGF i povecavaju invaziju tumora
putem HGF (153).

Kroni¢na upala u mikrookolini OC pridonosi Sirenju tumora putem razli¢itih mehanizama
ukljucujudi stvaranje ROS i angiogenih ¢imbenika (152).

Ciklooksigenaza katalizira stvaranje prostaglandina i najvjerojatnije je ograniCavajuci
¢imbenik u njihovoj sintezi. Ciklooksigenaza-2 (COX2) je pretjerano aktivna u upalnim i
paraneoplasticnim lezijama. Prostaglandini su takoder poviSeni u OC a prostaglandin E,

potice invaziju i angiogenezu i sprjeCava apoptozu stanica karcinoma (152). Razina COX2 se
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pokazala kao prognosticki ¢imbenik, a selektivni COX2 inhibitori su pokazali povecani
ucinak terapije zracenjem u in vitro uvjetima (154,155).

Limfociti T su klju¢ni za odgovor domaéina na tumor pa stoga imaju vaznu ulogu i u OC.
Nekoliko je dokaza koji upuéuju na prisutnost disfunkcionalnih cirkuliraju¢ih limfocita T 1
limfocita T koji infiltriraju tumorsku masu u karcinomu glave i vrata. Ova saznanja pokazuju
da tumori mogu suprimirati lokalni i sustavni imunosni odgovor (147,156,157). Povrh toga,
metastatski limfni ¢vorovi OC pokazuju znacajno snizene razine limfocita CD8+ (158).
Poremecaj funkcije tumor infiltriraju¢ih limfocita T ukljuc¢uju odsutnost ili nisku ekspresiju
klju¢nih molekula signalnih receptora, smanjenu proliferaciju kao odgovor na mitogene,
nemogucnost ubijanja stanica tumora, neravnotezu u lucenju citokina i sklonost apoptozi

(147).

Imunosni sustav i karcinogeneza

Imunosni sustav moze prepoznati promijenjene stanice ste¢enom ili prirodenom imunosti.
Mikrookolina tumora sadrzi makrofage, neutrofile, mastocite, NK-stanice i limfocite T i B te
upucuje na postojanje imunosne reakcije povezane s tumorom (159). Iako je nerazjasnjeno
povecava li upalna reakcija rizik za nastanak tumora ili genske promjene poti¢u upalu i
neoplasticne promjene, utvrdeno je da stanice tumora aktivno interferiraju s imunosnim
sustavom bolesnika (160).

Citokini su uklju€eni u sve imunosne reakcije. Njithova medudjelovanja uklju¢uju meduovisne
pozitivne i negativne povratne mehanizme koji odrzavaju homeostazu i imunolosku kontrolu
(123).

Prepoznavanje stanica tumora odvija se na dva nacina (161). U prvom stanice prirodene
imunosti izravno prepoznaju stanice tumora. NK-stanice takoder nadgledaju gubitak molekula
klase MHC-I s povrSine stanica tumora $to se uobicCajeno dogada tijekom karcinogeneze
(162). U drugom stanice steCene imunosti Koriste neizravan put, tzv. cross-priming, za
prepoznavanje stanica tumora. Stanice tumora ne izrazavaju vazne ko-stimulatorne molekule
kao $to su ¢lanovi obitelji B7, koji su nuzni za odgovor limfocita T (163). Dendriti¢ne stanice
koje su fagocitirale stanice tumora prezentiraju antigen pomo¢u MHC-sustava, migriraju u
regionalne limfne ¢vorove te stimuliraju tumor specifi¢ne limfocite (164).

Ova saznanja pokazuju da se u kontroli tumora koriste mehanizmi i prirodene i1 steCene

imunosti. Medutim, razvoj klini¢ki vidljivih tumora pokazuje da ove reakcije nisu uvijek
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dovoljne da sprije¢e napredovanje bolesti jer stanice tumora uspijevaju izbje¢i djelovanje
imunosnog sustava. Mehanizam kojim stanice tumora to uspijevaju nije do kraja razjasnjen,
ali vjerojatno ukljuuje neucinkovit cross-priming, regulatorne puteve koji podrzavaju
imunolosku toleranciju, imunosupresivne ¢imbenike koji poticu od samog tumora te gensku
nestabilnost tumora (165).

Citokini se oslobadaju kao odgovor na stani¢ni stres, ukljucujuéi karcinogenima uzrokovanu
ozljedu, infekciju i upalu. U ovim stanjima citokini djeluju poticanjem odgovora domacina
koji je usmjeren na kontroliranje stani¢nog stresa i minimiziranje oSte¢enja. Dok ucinkovito
rjeSavanje ozljede poti¢e obnovu tkiva, nemogucénost popravka ozljede moze uzrokovati
trajno oslobadanje citokina i pogorSanje oSteCenja tkiva. Kao takav, odgovor domaéina na
stani¢ni stres moze utjecati na razli¢ite stadije nastanka i progresije tumora (161).

Upalni proces povezan je s razli¢itim stadijima karcinogeneze (138). Epidemioloske studije su
pokazale da kroni¢na upala predisponira razliite tipove tumora. Procijenjeno je da su
infekcija i upalna reakcija povezane sa 15-20 % smrti od zlo¢udnih tumora diljem svijeta
(166). Obiljezja upale povezane s tumorom ukljucuju prisutnost upalnih stanica i medijatora
(kemokina, citokina, prostaglandina) u tkivu tumora, remodeliranje tkiva i angiogenezu,
sli¢no kao u kroni¢nom upalnom odgovoru. Jo$ jedan dokaz koji govori u prilog povezanosti
upale 1 tumora je da nesteroidni protuupalni lijekovi smanjuju rizik nastanka odredenih vrsta
tumora kao §to su karcinom debelog crijeva i karcinom dojke te smanjuju smrtnost od tih
tipova tumora (160). Povezanost upale i karcinogeneze zbiva se na dva nacina: unutarnjim i

vanjskim putem (slika 9).
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vanjski put unutarnji put

upala ili aktivacija
infekcija onkogena

¢imbenici transkripcije (NF-kB, STATS3,
HIF-1a) aktivirani u stanicama tumora

!

stanice tumora proizvode kemokine,
citokine, prostaglandine (i COX2)

v

privlagenje stanica upale

makrofag

mijeloidne supresorske stanice

mastocit

8

eozinofil

l neutrofil

¢imbenici transkripcije (NF-xB, STAT3,
HIF-1a) aktiviraju se u stanicama upale,
stanicama strome i stanicama tumora

!

lu¢enje kemokina, citokina,
prostaglandina (i COX2)

v

upala povezana s nastankom tumora

v

e proliferacija stanica, prezivljenje stanica i epitelijalno-
mezenhimalna tranzicija

e angiogeneza i limfangiogeneza

e migracija stanica tumora, invazija i metastaze

e inhibicija steCene imunosti

e promijenjen odgovor na hormone i kemoterapeutike

Slika 9. Prikaz vanjskog i unutarnjeg puta koji povezuju upalu i nastanak tumora (preuzeto iz
literaturnog navoda broj 160)
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Unutarnji put aktiviran je genskim promjenama koje uzrokuju neoplaziju. Ovi dogadaji
ukljucuju mutacije raznih onkogena, amplifikaciju gena/kromosoma 1 inaktivaciju
supresorskih gena. Ovako izmijenjene stanice lu¢e medijatore upale te na taj nacin generiraju
upalnu mikrookolinu tumora koja ina¢e ne nastaje u primarno upaljenom tkivu. Suprotno, u
vanjskom putu upalna stanja ili infekcija povecavaju rizik za nastanak tumora na odredenim
anatomskim podru¢jima. Ova se dva puta spajaju rezultirajuéi aktivacijom ¢imbenika
transkripcije, prvenstveno NF-xB, STAT3 i hipoksijom induciranog ¢imbenika lo (HIFla) u
stanicama tumora. Ovi Cimbenici transkripcije koordiniraju lucenje medijatora upale,
ukljucujuéi citokine i kemokine kao i stvaranje COX2 §to rezultira sintezom prostaglandina.
Ovi ¢imbenici aktiviraju leukocite, prvenstveno mijelomonocitne loze, tako da se u okolini
tumora pojavljuju TAM. TAM su jedan od glavnih izvora upalnih citokina u mikrookolini
tumora (148). Citokini aktiviraju iste ¢imbenike transkripcije u upalnim stanicama,
stromalnim stanicama i stanicama tumora, $to rezultira jo§ ve¢om sintezom medijatora upale i
poticanjem upalne mikrookoline tumora (160).

Primarni upalni citokini ukljuceni u karcinogenezu su IL-1p, IL-6, IL-23 i TNF-a (167). TNF-
a stimulira aktivaciju neutrofila i monocita na mjestu upale. Aktivira i endotelne stanice
krvnih Zzila koje izrazavaju adhezijske molekule za neutrofile, monocite i limfocite (168).
Stanice tumora luc¢e male koli¢ine TNF-a uzrokuju¢i hiperpermeabilnost krvnih zila (169).
Osim stanica tumora, ostale stanice koje lu¢e TNF-a pronadene su u mikrookolini tumora.
Makrofazi i stanice CD4+ lu¢e TNF-a i1 poti¢u upalnu reakciju (170,171). Povrh toga, lucenje
TNF-a povezano je s povec¢anim oslobadanjem kemokina (CCL2, CXCLS8, CXCL12), IL-6,
VEGF i MIF-1.

IL-6 je kljucni protuapoptoti¢ni citokin koji stimulira rast 1 jedan je od izvrSnih citokina koje
aktivira NF-xB u promociji tumora. Ukljucen je u aktivaciju neutrofila te potice migraciju i
proliferaciju limfocita T (172). U eksperimentalnim uvjetima IL-6 i TNF-a kostimuliraju CD8
stanice Sto rezultira snaznom citolitiCkom aktivnos$éu (173). U upalnoj reakciji, IL-6 ima

ulogu u povezivanju prirodene i ste¢ene imunosti (174).
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Na slici 10 prikazana je shema aktivacije NF-kB putem TNF-o. Vidljivo je da NF-xkB
sudjeluje u raznim stadijima rasta tumora, ukljucujuci proliferaciju, angiogenezu, invaziju i

metastaziranje te je odgovoran za kemorezistenciju stanica tumora.

TNF-a

IL-1
Kemorezistencija

C-FLIP, BeLox, T~ NE-KB 4 RANKL

IAP-1, IAP-2, XIAP

\ Invazija i metastaze
kemokini
Proliferacija IL-6
5-LOX, COX-2
Angiogeneza
_— VEGF

Kemorezistencija
Bcl-x, Ciklin-D1,
Survinin

Slika 10. Shema aktivacije NF-xB (preuzeto iz literaturnog navoda broj 138)

S obzirom na to da IL-6 i TNF-a sudjeluju u procesu karcinogeneze, definiranje njihove uloge
u prognozi oboljelih od OC mozZe predstavljati vaZzan klinicki parametar vjerojatnosti recidiva
tumora i prezivljenja bolesnika. Mogucnost rutinske analize ovih citokina mogla bi biti od

pomoc¢i u individualiziranom pristupu pracenja svakog bolesnika s OC.
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2. SVRHA RADA



Svrha ovog istrazivanja bila je utvrditi:

1. postoji li povezanost izmedu vrijednosti IL-6 i TNF-a u serumu i slini osoba oboljelih
od karcinoma usne Supljine i recidiva tumora (lokoregionalnog recidiva ili udaljenih
metastaza).

2. postoji li povezanost izmedu vrijednosti IL-6 i TNF-a u serumu i slini osoba oboljelih

od karcinoma usne Supljine i prezivljenja bolesnika.

Hipoteza istrazivanja je da bolesnici oboljeli od karcinoma usne Supljine s povisenim
vrijednostima IL-6 i TNF-a u serumu i slini prije lije¢enja imaju vecu Sansu za raniju pojavu
lokalnog recidiva, regionalnih i/ili udaljenih metastaza te krae prezivljenje u odnosu na

bolesnike s nizim vrijednostima navedenih citokina.
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3. ISPITANICI I POSTUPCI



3.1. ISPITANICI

Istrazivanje je provedeno na 36 bolesnika (u daljnjem tekstu bolesnici) (30 muskaraca i 6
zena, starosti od 37 do 78 godina, srednja vrijednost 59+/- 10 godina) koji su u periodu od 23.
studenog 2006. do 31. sijecnja 2008. godine zaprimljeni u Kliniku za kirurgiju lica, ¢eljusti i
usta Klini¢ke bolnice Dubrava, Zagreb. U svih je po prvi puta dijagnosticiran, i histoloski
potvrden, planocelularni karcinom usne Supljine. Niti jedan bolesnik nije bolovao od,
osnovnoj bolesti pridruzene, autoimune bolesti. Stadij tumora odreden je prema TNM
klasifikaciji (60- American Joint Commitee on Cancer 1992), a parodontni status prema
Community Periodontal Index of Treatment Needs (CPITN) (175). Zabiljezeni su i podaci o
pusenju, smjestaju tumora i pridruzenim komorbiditetima - povisSenom krvnom tlaku, Se¢ernoj
bolesti i gastritisu. Podaci o bolesnicima ¢uvani su u kartonima bolesnika te u elektronickoj
bazi podataka Klinike za kirurgiju lica, ¢eljusti i1 usta Klinicke bolnice Dubrava. Kontrolnu
skupinu ¢inio je 31 ispitanik (u daljnjem tekstu kontrola) (12 Zena i 19 muskaraca, od 50 do
78 godina starosti, srednja vrijednost 58+/- 5 godina) koji su bili dobrovoljni darivatelji krvi u
Hrvatskom zavodu za transfuzijsku medicinu s urednim klini¢kim nalazom usne Supljine. U
svih je ispitanika (bolesnika i kontrole) odredena razina citokina IL-6 i TNF-o u slini i
serumu.

Istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Stomatoloskog fakulteta u Zagrebu 1 Eticko
povjerenstvo KB Dubrava u sklopu projekta Ministarstva znanosti, obrazovanja i Sporta
(MZOS) ,,Salivarni markeri oralnih bolesti i njihova primjena®, broj 065-0650445-0485.

Svi ispitanici su upoznati s detaljima istrazivanja u kojem su svojevoljno sudjelovali te su
potpisali informirani pristanak. U bilo kojoj fazi istrazivanja svaki je ispitanik mogao

prekinuti sudjelovanje bez posljedica na daljnji postupak lijecenja.

3.2. POSTUPCI

3.2.1. PRIKUPLJANJE UZORAKA

U skupini bolesnika uzorci krvi 1 sline prikupljeni su prije bilo kakvog lijecenja 1 najmanje 14
dana nakon biopsije.

U svih su ispitanika uzorci sline prikupljani izmedu 8 1 10 sati ujutro. Ispitanici su tijekom 5
minuta izbacivali nestimuliranu sakupljenu slinu u graduiranu epruvetu (176). Uzorci su

potom podijeljeni u dva dijela 1 do analize ¢uvani zamrznutima na -70 °C.
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Uzorci krvi prikupljani su izmedu 8 i 10 sati ujutro metodom vakuumskog vadenja krvi (na
antikoagulans) iz vena kubitalne jame. Ostavljeni su pri sobnoj temperaturi 90 minuta i potom
centrifugirani 10 minuta pri 450 g u stolnoj centrifugi (ROTINA 35, Hettich, Njemacka).
Dobiveni serum podijeljen je u dva dijela i do analize je ¢uvan zamrznut na -70 °C.

Nakon odmrzavanja uzorci sline i seruma nisu ponovo zamrzavani, a analizirani su 1-2 sata
nakon odmrzavanja. Koncentracije IL-6 i TNF-a odredene su kemiluminiscentnim enzimskim

imunotestom (ELISA) i izraZzene u pikogramima po mililitru (pg/mL).

3.2.2. ODREDPIVANJE IL-6 | TNF-a KEMILUMINISCENTNIM ENZIMSKIM
IMUNOTESTOM

Test djeluje po nacelu sandwich metode. Primarno protutijelo vezano na krutu fazu veze na
sebe antigen (citokin) iz uzorka. Na taj se imunokompleks veze sekundarno protutijelo
obiljezeno enzimom, c¢ime nastaje Sandwich ucvrSéen na krutu fazu. Dodavanjem
luminogenog supstrata i njegovom razgradnjom emitira se svjetlost ¢ija se jac¢ina mjeri
luminometrom. U aparat za odredivanje citokina pocetno se stavlja 300 pL uzroka (sline,
seruma). Nakon toga je cijela reakcija potpuno automatizirana (IMMULITE, Siemens
Healthcare, Eschborn, Njemacka). Uredaj ispisuje koncentraciju mjerenog citokina u pg/mL.
Koristeno je primarno monoklonsko mi$je protu-IL-6-protutijelo i primarno monoklonsko
mi§je protu-TNF-a-protutijelo (IMMULITE, Siemens, Njemacka). KoriStena su sljedeca
sekundarna protutijela obiljezena enzimom alkalna fosfataza: poliklonsko ov¢je protu-I1L-6-
protutijelo 1 poliklonsko zec¢je protu-TNF-a-protutijelo (IMMULITE, Siemens, Njemacka).
Luminogeni supstrat bio je adamantil-1,2-dioksetan fosfat.

IMMULITE IL-6 test sadrzi protutijela visoko specificna za IL-6 Covjeka, bez krizne
reaktivnosti s drugim citokinima koji mogu biti prisutni u uzorku. Osjetljivost testa iznosi: 2,0
pg/ml, a raspon odredivanja bazdarnom krivuljom 2-1000 pg/ml. Varijabilnost unutar istog
testa je 4,4 %, a varijabilnost izmedu vise testova 6,4 %.

IMMULITE TNF-a test sadrzi protutijela visoko specificna za TNF-a ¢ovjeka, bez krizne
reaktivnosti s drugim citokinima koji mogu biti prisutni u uzorku. Osjetljivost testa iznosi 4,0
pg/ml, a raspon odredivanja bazdarnom krivuljom 4-1000 pg/ml. Varijabilnost unutar istog

testa je 3,2 %, a varijabilnost izmedu vise testova 5,2 %.
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Kartoni i baza bolesnika ponovo su pregledani u lipnju 2012. godine i, osim ve¢ prikupljenih
anamnestickih podataka, zabiljezen je i nacin lijeCenja osnovne bolesti, postojanje ili
odsutnost lokoregionalnog recidiva i udaljenih metastaza. Prema smjeStaju tumori su
podijeljeni na one koji zahvaéaju prednji dio usne Supljine, one koji zahvacaju straznji dio
usne Supljine i tumore koji zahvacaju i prednji i straznji dio usne Supljine. Zabiljezeno je
vrijeme nastanka udaljenih metastaza ili lokoregionalnog recidiva (broj dana nakon prvog
pregleda i uzimanja uzoraka krvi i sline). VVrijeme bez recidiva tumora i/ili pojave regionalnih
i udaljenih metastaza oznaCeno je kao vrijeme bez recidiva bolesti (engl. disaease free
survival). U bolesnika kod kojih nije doslo do nestanka tumora vrijeme bez recidiva bolesti
oznaceno je, za potrebe statistiCke analize, kao jedan dan. Prezivljenje bolesnika na dan 10.
lipnja 2012. zabiljezeno je kao umro ili Ziv, a prema posljednjoj kvartalnoj kontroli. Vrijeme
(u danima) od uzimanja uzoraka krvi i sline do smrti bolesnika ili 10. lipnja 2012. (ukoliko je
bolesnik prezivio) oznaCeno je kao vrijeme prezivljenja bolesnika (engl. cause specific

survival).

3.3. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Za obradu podataka koriSten je statisticki program MedCalc 13.0.0. Normalnost raspodjele
testirana je Kolmogoroff Smirnovljevim testom. Za sve je varijable, osim dob, pokazana
neravnomjerna raspodjela podataka. Za prikaze pojedinih varijabli koriStene su metode
deskriptivne statistike. Dostupnim metodama nije bilo moguce pretvoriti varijable tako da
pokazuju normalnu raspodjelu te su u daljnjoj analizi koriStene metode neparametrijske
statistike. Ovisnost kontrolnih varijabli i vrijednosti IL-6 i TNF-a testirane su Mann-
Whitnejevim testom. Iznimno, kod testiranja razlika u vrijednostima citokina izmedu dobnih
skupina kori$ten je parametrijski t-test. Dob je dihotomizirana prema srednjoj vrijednosti
oboljelih od karcinoma usne Supljine koja je iznosila 59 godina. Za analizu odnosa vrijednosti
IL-6 i TNF-0 u serumu i slini u odnosu na recidiv tumora, regionalne i udaljene metastaze te
prezivljenje, koriStene su Kaplan Meierove krivulje i log-rang test u univarijatnoj te Coxova
regresijska analiza prezivljena u multivarijatnoj statistici. Razina znacajnosti (p) manja od
0,05 smatrana je statisticki znacajnom u svim analizama.

Kontrolne varijable bile su dob, spol, puSenje, smjestaj tumora, N Klasifikacija, stadij bolesti,

vrsta lije¢enja 1 pridruzeni komorbiditeti.
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Vrijednosti citokina nize od detektibilne oznacene su kao 0,001 pg/ml, a vise kao 1000 pg/ml.
Povisene vrijednosti IL-6 i TNF-a definirane su kao vrijednosti vise od 95. percentile

vrijednosti kod zdravih ispitanika (177).
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4. REZULTATI



Istrazivanje je provedeno na uzorcima sline i seruma 36 ispitanika koji boluju od OC (u
daljnjem tekstu bolesnici) i 31 zdravog ispitanika (u daljnjem tekstu kontrola). Raspodjela po
dobi i spolu za bolesnike i kontrolu prikazana je u tablici 1. U skupini bolesnika srednja
starosna dob iznosila je 59, a u kontroli 58 godina. S obzirom na dob i spol medu ispitivanim

skupinama nije bilo statisticki znacajne razlike.

Tablica 1. Raspodjela po dobi i spolu za bolesnike i kontrolu

Skupina Muskarci N (%) | Zene N (%) | Ukupno N (%) | p* Srednja dob +/- SD | p**
Bolesnici | 30 (83) 6 (17) 36 (100) 0,209 | 59 +/-10 0,6155
Kontrola 19 (61) 12 (39) 31 (100) 58 +/- 5

Ukupno 49 (100) 18 (100) 67 (100)

* hi-kvadrat test, ** t-test, N = broj uzoraka, SD — standardna devijacija

U tablici 2 prikazana je raspodjela bolesnika s obzirom na TNM status. Veéina bolesnika
imala je tumor smjesSten u straznjem dijelu usne Supljine te tumore stadija 3 1 4. U trenutku

postavljanja dijagnoze jedan je bolesnik imao udaljenu metastazu.

Tablica 2. Klini¢ke osobitosti bolesti

Smyjestaj tumora (N) Prednji dio usne Supljine 11
Straznji dio usne Supljine 21
I prednji i straznji dio usne Supljine 4
Veli¢ina tumora (N) T1 4
T2 8
T3 12
T4 12
N Klasifikacija* (N) NO 17
N1 5
N2 12
N3 1
Prisutnost udaljenih metastaza (N) | MO 35
M1 1
Stadij bolesti (N) Stadij 1 3
Stadij 2 6
Stadij 3 12
Stadij 4 15

* za jednog bolesnika nema podataka o N klasifikaciji
N = broj bolesnika
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4.1. VRIJEDNOSTI CITOKINA U SERUMU I SLINI BOLESNIKA | KONTROLA
Povisene vrijednosti IL-6 i TNF-o definirane su kao vise od 95. percentile vrijednosti kod
kontrola (177) te su za IL-6 u serumu iznosile 6 pg/ml, za TNF-o u serumu 28,6 pg/ml, za IL-

6 u slini 80,8 pg/ml, a za TNF-a u slini 96,6 pg/ml.

IL-6 | TNF-0. U SERUMU
U tablici 3 prikazan je broj bolesnika i kontrola te pripadajuce vrijednosti IL-6 i TNF-a u

njihovim serumima. Utvrdeno je statisticki znacajno povisenje koncentracije IL-6 u serumu
bolesnika u odnosu na kontrolu. Suprotno tome, nije utvrdena statisticki znacajna razlika u

vrijednostima TNF-a u serumu izmedu bolesnika i kontrole

Tablica 3. Broj bolesnika i kontrola i pripadajuce vrijednosti IL-6 i TNF-a u serumu

IL-6 Bolesnici Kontrola I TNF-a Bolesnici Kontrola
<ili =6 pg/ml 28 31 <ili = 28,6 pg/ml 36 30
> 6 pg/ml 8 0 > 28,6 pg/ml 0 1
p* 0,006 I p* 0,463

* Fisherov egzaktni test

IL-6 | TNF-a U SLINI

U tablici 4 prikazan je broj bolesnika i kontrola te pripadajuce vrijednosti IL-6 i TNF-a u
njihovoj slini. Bolesnici su imali znacajno vise vrijednosti IL-6 u slini u odnosu na kontrolu.
Suprotno tome, nije utvrdena statisticki znacajna razlika u vrijednostima TNF-a u slini

izmedu bolesnika i kontrole.

Tablica 4. Vrijednosti IL-6 u slini bolesnika i kontrola

IL-6 Bolesnici | Kontrola TNF-a Bolesnici Kontrola
<ili=80,8 pg/mil 15 30 <=96,6 pg/ml 31 30
> 80,8 pg/ml 21 1 > 96,6pg/ml 5 1
p* 0,0001 p* 0,205

* Fisherov egzaktni test
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4.2. ODNOS KONTROLNIH VARIJABLI | RAZINE IL-6 | TNF-a U SERUMU 1
SLINI BOLESNIKA

Utjecaj spola i dobi na vrijednosti IL-6 i TNF-o u serumu bolesnika

Muski ispitanici imali su statisticki znacajno vise vrijednosti oba citokina u odnosu na Zenske

ispitanike (tablica 5). Dob nije utjecala na vrijednosti IL-6 i TNF-a u serumu bolesnika

(tablica 6).

Tablica 5. Koncentracije IL-6 i TNF-a u serumu bolesnika - raspodjela po spolu

IL-6 u serumu | TNF-o u serumu
(pg/ml) (pg/ml)
Muskarci (N = 30)
Medijan 3 7
Najmanja 0,001 0,001
vrijednost
Najveca 14 22
vrijednost
Zene (N = 6)
Medijan 1 5
Najmanja 0,001 0,001
vrijednost
Najveca 2 8
vrijednost
p* 0,03 0,02

*Mann-Whitney U test

Tablica 6. Koncentracije IL-6 i TNF-a u serumu bolesnika - raspodjela po dobi

IL-6 userumu (pg/ml) | TNF- u  serumu
(pg/ml)
Dob <59 godina Aritmetic¢ka sredina 2,72 7,83
Standardna devijacija 3,18 3,43
Dob 59+ Aritmetic¢ka sredina 5 7,94
Standardna devijacija 4,6 5,85
p* 0,093 0,095

* Studentov t-test
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Utjecaj pusSenja i komorbiditeta na vrijednosti IL-6 i TNF-a u serumu bolesnika

Pusaci imaju statisticki znacajno vise vrijednosti TNF- a u serumu od nepusaca, ali se razine
IL-6 nisu razlikovale u ove dvije skupine (tablica 7). Prisutni komorbiditeti (poviSeni krvni
tlak, Secerna bolest i gastritis) nisu utjecali na vrijednosti IL-6 u serumu, ali su bili povezani s

nizim vrijednostima TNF-a u serumu (tablica 8).

Tablica 7. Odnos pusenja i vrijednosti IL-6 | TNF-a u serumu bolesnika

Pusaci (N=26) Nepusaci (N=10)
Medijan | Najniza Najvisa Medijan | Najniza Najvisa p*
vrijednost | vrijednost vrijednost | vrijednost
IL-6 3 0,001 14 1 0,001 7 0,17
(pg/ml)
TNF-a 7,5 0,001 22 5 0,001 10 0,04
(pg/ml)

* Mann-Whitney U test

Tablica 8. Odnos komorbiditeta i vrijednosti IL-6 i TNF-a u serumu bolesnika

Prisutni komorbiditeti (N=14) Bez komorbiditeta (N=22)
Medijan | Najniza Najvisa Medijan | Najniza Najvisa p*
vrijednost | vrijednost vrijednost | vrijednost
IL-6 2 0.001 12 3 0,001 14 0,57
(pg/ml)
TNF-a 5 0,001 11 75 5 22 0,02
(pg/ml)

* Mann-Whitney U test
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Odnos smjestaja, N klasifikacije te stadija tumora i vrijednosti IL-6 i TNF-a u serumu

bolesnika

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u vrijednostima IL-6 i TNF-o u serumu bolesnika u

odnosu na smjestaj tumora (tablica 9), N klasifikaciju (tumori bez metastaza u limfne ¢vorove

u odnosu na tumore s metastazama u limfne ¢vorove) te stadij bolesti (stadiji 1 i 2 u odnosu

na stadije 3 i 4) (tablica 10).

Tablica 9. Odnos smjestaja tumora i vrijednosti IL-6 i TNF-a u serumu bolesnika

Smjestaj tumora — usna Supljina
Prednji dio Straznji dio I prednji i
straznji dio
Broj tumora 11 21 4
IL-6 Najniza 0,001 0,001 0,001
(pg/ml) vrijednost
Najvisa 12 14 4 p*=0,206
vrijednost
Medijan 3 2 0,001
TNF-a Najniza 4 0,001 6
(pg/ml) vrijednost
Najvisa 10 22 13 p*=0,641
vrijednost
Medijan 7 6 8

* Kruskal-Wallis test

Tablica 10. Odnos N Kklasifikacije i stadija tumora i vrijednosti IL-6 i TNF-a u serumu

bolesnika
N klasifikacija tumora Stadij tumora
NO N1+N2+N3 S1+S2 S3+54
N 17 18 9 27
IL-6 Najniza 0,001 0,001 2 0,001
(pg/ml) vrijednost
Najvisa 14 12 12 14
vrijednost
Medijan 2 2,5 3 2
p* 0,776 0,202
TNF-alfa | Najniza 0,001 0,001 4 0,001
(pg/ml) vrijednost
Najvisa 15 22 11 22
vrijednost
Medijan 5 7 7 7
p* 0,288 0,485

*Mann-Whitney U test
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Utjecaj spola i dobi na vrijednosti IL-6 i TNF-a u slini bolesnika

Koncentracije IL-6 i TNF-a u slini nisu se razlikovale u odnosu na spol (tablica 11) i dob

bolesnika (tablica 12).

Tablica 11. Koncentracije IL-6 i TNF-a u slini bolesnika - raspodjela po spolu

| IL-6 (pg/ml) | TNF-alfa (pg/ml)
Muskarci (N=30)

Medijan 149,5 35,5
Najmanja 0,001 14
vrijednost

Najveéa 1000 313
vrijednost

Zene (N=6)

Medijan 86,5 32
Najmanja 0,001 13
vrijednost

Najveéa 604 59
vrijednost

p* 0,372 0,21

*Mann-Whitney U test

Tablica 12. Koncentracije IL-6 i TNF-a u slini bolesnika - raspodjela po dobi

IL-6 (pg/ml) TNF-a (pg/ml)
Dob <59 godina Aritmeti¢ka sredina 150,34 48,83
Standardna devijacija 202,5 28,36
Dob 59+ Aritmeti¢ka sredina 352,2 66,33
Standardna devijacija 380,12 70,24
p* 0,053 0,216

* Studentov t-test
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Utjecaj pusSenja i komorbiditeta na vrijednosti IL-6 i TNF-a u slini bolesnika

Pusenje i komorbiditeti nisu utjecali na promjenu razina IL-6 i TNF-o u slini bolesnika

(tablice 131 14).

Tablica 13. Ujecaj puSenja na vrijednosti IL-6 i TNF-a u slini bolesnika

Pusaci (N=26)

Nepusaci (N=10)

Medijan | Najniza Najvisa Medijan | Najniza Najvisa p*
vrijednost | vrijednost vrijednost | vrijednost
IL-6 167 0,001 1000 29,5 0,001 1000 0,116
(pg/ml)
TNF- 33 20 313 37,5 13 138 0,609
(pg/ml)
* Mann-Whitney U test
Tablica 14. Utjecaj komorbiditeta na vrijednosti IL-6 i TNF-a u slini bolesnika
Prisutni komorbiditeti (N=14) Bez komorbiditeta (N=22)
Medijan | Najniza Najvisa Medijan | Najniza Najvisa p*
vrijednost | vrijednost vrijednost vrijednost
IL-6 135 0,001 1000 147 0,001 1000 0,661
(pg/ml)
TNF-alfa 33,5 13 118 35,5 20 313 0,355
(pg/ml)

* Mann-Whitney U test
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Odnos smjestaja, N klasifikacije te stadija tumora na vrijednosti IL-6 i TNF-a u slini

bolesnika

Nisu utvrdene statisti¢ki znacajne razlike u koncentracijama IL-6 i TNF-a u slini ovisno 0

smjestaju (tablica 15), N klasifikaciji tumora te stadiju bolesti (tablica 16).

Tablica 15. Odnos smjestaja tumora i vrijednosti IL-6 i TNF-o u slini bolesnika

Smjestaj tumora - usna Supljina
Prednji dio Straznji dio I prednji i
straznji dio
Broj bolesnika 11 21 4
IL-6 (pg/ml) | Najniza 0,001 0,001 2
vrijednost
Najvisa 1000 1000 652 p*=0,854
vrijednost
Medijan 129 187 87
TNF-alfa Najniza 20 13 20
slina (pg/ml) | vrijednost
Najvisa 94 313 78 p*=0,912
vrijednost
Medijan 34 31 48,5

* Kruskal-Wallis test

Tablica 16. Odnos N Klasifikacije te stadija tumora na vrijednosti IL-6 i TNF-o u slini

bolesnika
N klasifikacija tumora Stadij tumora
NO N1+N2+N3 S1+S2 S3+54
N 17 18 9 27
IL-6 Najniza 0,001 0,001 0,001 0,001
(pg/ml) vrijednost
Najvisa 1000 1000 288 1000
vrijednost
Medijan 187 128,5 128 165
p* 0,552 0,289
TNF-alfa Najniza 13 14 23 13
(pg/ml) vrijednost
Najvisa 138 313 73 313
vrijednost
Medijan 34 34 34 35
p* 0,96 0,971

*Mann-Whitney U test
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4.3. ODNOS DOBI, SPOLA I PUSENJA NA POJAVU LOKOREGIONALNOG
RECIDIVA | UDALJENIH METASTAZA U BOLESNIKA

Dob oboljelih nije utjecala na lokoregionalni recidiv bolesti dok su bolesnici s udaljenim

metastazama bili znac¢ajno mladi u odnosu na bolesnike bez udaljenih metastaza (tablica 17).

Tablica 17. Odnos dobi i pojave lokoregionalnog recidiva tumora i udaljenih metastaza u

bolesnika

Dob (godine)

Lokoregionalni recidiv (N=17)

Najniza vrijednost | 41

Najvisa vrijednost | 78

Medijan 61

Bez lokoregionalnog recidiva (N=19)

Najniza vrijednost | 37

Najvisa vrijednost | 77

Medijan 60

p* 0,456

Prisutna udaljena metastaza (N=7)

Najniza vrijednost | 44

Najvisa vrijednost | 61

Medijan 53

Bez udaljene metastaze (N=29)

Najniza vrijednost | 37

Najvisa vrijednost | 78

Medijan 61

p* 0,0375

* Mann-Whitney U test

Spol i pusenje nisu utjecali na pojavu lokoregionalnog recidiva bolesti i udaljenih metastaza u

bolesnika (tablice 18 i 19).

Tablica 18. Odnos spola i lokoregionalnog recidiva tumora i pojave udaljenih metastaza

Lokoregionalni Bez lokoregionalnog | Prisutna Bez udaljene
recidiv recidiva udaljena metastaze
metastaza
Muskarci 12 18 7 23
Zene 5 1 0 6
p* 0,08 0,317

* Fisherov egzaktni test

Tablica 19. Odnos pusenja i lokoregionalnog recidiva tumora i pojave udaljenih metastaza

Lokoregionalni Bez lokoregionalnog | Prisutna Bez udaljene
recidiv recidiva udaljena metastaze
metastaza
Pusi 13 13 6 20
Ne pusi 4 6 1 9
p* 0,717 0,645

* Fisherov egzaktni test
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4.4. UNIVARIJATNA ANALIZA VREMENA BEZ RECIDIVA BOLESTI

Univarijatnom analizom testirane su sljede¢e varijable: IL-6 i TNF-a u serumu, IL-6 i TNF-a
u slini, dob, spol, pusenje, pridruzeni komorbiditeti, smjestaj, N klasifikacija i stadij tumora te
vrsta lijeCenja. Vrijednosti IL-6 i TNF-a su dihotomizirane kao normalne i poviSene
vrijednosti prema vrijednosti 95. percentilne vrijednosti u zdravih ispitanika (133) (IL-6 u
serumu - 6 pg/ml; TNF-o u serumu - 28,6 pg/ml, IL-6 u slini - 80,8 pg/ml, TNF-a u slini -
96,6 pg/ml).

Razine IL-6 i TNF-a u serumu i slini, dob, spol, pusenje, komorbiditeti, smjestaj, stadij i N
klasifikacija tumora nisu se pokazali kao znacajni ¢imbenici rizika za recidiv bolesti (slika 11
— slika 21). Jedino se vrsta lijeCenja pokazala statisticki znaCajnim ¢imbenikom rizika za
recidiv bolesti u univarijatnoj analizi (slika 22 i tablica 20). Bolesnici lijeCeni

kemoradioterapijom imaju krace vrijeme bez recidiva bolesti.

100
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IL-6 u serumu
60 — <=6 pg/ml
— >6 pg/ml

50
401

30

20 ul L L L L L
0 500 1000 1500 2000 2500

Vrijeme u danima

p=0,251

Slika 11. Kaplan-Meierove krivulje za recidiv bolesti ovisno o koncentraciji IL-6 u
serumu

Koncentracija IL-6 u serumu se nije pokazala kao statisticki znacajan Cimbenik rizika za

recidiv bolesti u univarijatnoj analizi.
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Slika 12. Kaplan-Meierove krivulje za recidiv bolesti ovisno o koncentraciji TNF-a u
serumu

Koncentracija TNF-o u serumu se nije pokazala kao statisticki znacajan ¢imbenik rizika za
recidiv bolesti u univarijatnoj analizi. Niti jedan bolesnik nije imao koncentraciju TNF-a u

serumu vecu od 28,6 pg/ml.
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p=0,911
Slika 13. Kaplan-Meierove krivulje za recidiv bolesti ovisno o koncentraciji 1L-6 u slini

Koncentracija IL-6 u slini se nije pokazala kao statisticki zna¢ajan ¢imbenik rizika za recidiv

bolesti u univarijatnoj analizi.

45



100

90

80

70

60

50F

40

30

TNF-a u slini
— <=96,6 pg/ml
— >96,6 pg/ml

[

0 1000 2000
Vrijeme u danima

p=0,574

Slika 14. Kaplan-Meierove krivulje za recidiv bolesti ovisno o koncentraciji TNF-a u

slini

Koncentracija TNF-a u slini se nije pokazala kao statisticki znacajan Cimbenik rizika za

recidiv bolesti u univarijatnoj analizi.
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Slika 15. Kaplan-Meierove krivulje za recidiv bolesti ovisno o dobi

dob
— <=59 godina
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p=0,603

Dob se nije pokazala kao statisti¢ki znaCajan ¢imbenik rizika za recidiv bolesti u univarijatnoj

analizi.
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Slika 16. Kaplan-Meierove krivulje za recidiv bolesti ovisno o spolu

p=0,316

Spol se nije pokazao kao statisticki znacajan ¢imbenik rizika za recidiv bolesti u univarijatnoj

analizi.
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Slika 17. Kaplan-Meierove krivulje za recidiv bolesti ovisno o pusSenju cigareta

oF L pusacki status
| |

p=0,453

Pusenje se nije pokazalo kao statistiCki znaCajan ¢imbenik rizika za recidiv bolesti u

univarijatnoj analizi.
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Slika 18. Kaplan-Meierove krivulje za recidiv bolesti ovisno o pridruZenim

komorbiditetima

p=0,349

Pridruzeni komorbiditeti se nisu pokazali kao statisticki znacajan ¢imbenik rizika za recidiv

bolesti u univarijatnoj analizi.
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Slika 19. Kaplan-Meierove krivulje za recidiv bolesti ovisno o stadiju bolesti

2500

p=0,776

Stadij bolesti se nije pokazao kao statistiCki znacajan ¢imbenik rizika za recidiv bolesti u

univarijatnoj analizi.
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Slika 20. Kaplan-Meierove krivulje za recidiv bolesti ovisno o N klasifikaciji

N klasifikacija se nije pokazala kao statisticki znacajan ¢imbenik rizika za recidiv bolesti u

univarijatnoj analizi.
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Slika 21. Kaplan-Meierove krivulje za recidiv bolesti ovisno o smjestaju tumora

Smjestaj tumora nije se pokazao kao statisticki znacajan ¢imbenik rizika za recidiv bolesti u

univarijatnoj analizi.
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Slika 22. Kaplan-Meierove krivulje za recidiv bolesti ovisno o vrsti lijeenja

Vrsta lijeCenja se pokazala kao statistiCki znacajan Cimbenik rizika za recidiv bolesti u

univarijatnoj analizi.

Tablica 20. Univarijatna analiza utjecaja vrste lijecenja na recidiv bolesti

Broj dogadaja Cenzurirani Vrijeme bez recidiva

(recidiv tumora) podaci tumora (dani)
Vrsta lijecenja N % N % Aritmeticka | Medijan

sredina +/-
Ukupno | SD

Kirursko sa/bez 17 53,3 15 46,88 32 1130+/- 146 | 1050
radioterapije
Kemoradioterapija | 3 100 0 0 3 220+/- 33 180
Ukupno 20 57,14 15 42,86 35 1049+/- 99 720
Hi-kvadrat 8,49
Stupnjevi slobode 1
P 0,004

N= broj bolesnika
*= jedan bolesnik je bio bez terapije

Iz tablice 20 je vidljivo da su bolesnici lijeceni kemoradioterapijom imali znacajno nizi
medijan vremena bez recidiva bolesti u odnosu na bolesnike lije¢ene kirurski sa ili bez

radioterapije (180 dana nasuprot 1050 dana).
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4.5. MULTIVARIJATNA ANALIZA VREMENA BEZ RECIDIVA BOLESTI

Daljnjom multivarijatnom analizom ponovo su testirane sve varijable budu¢i da varijabla koja
nije znacajna u univarijatnoj, moze pokazati znacajnost u multivarijatnoj analizi, kada su
kontrolirani svi kofaktori (178). Vrijednosti IL-6 i TNF-asu za potrebe ove analize
logaritmirani kako bi se dobila kontinuirana varijabla i izbjegao utjecaj ekstremnih

vrijednosti. Rezultati su prikazani u tablici 21.

Tablica 21. Coxova regresijska analiza vremena bez recidiva bolesti

Znacajne varijable Koeficijent Omijer rizika 95% ClI p
regresije
log IL-6 u serumu 0,45 1,57 1,06-2,33 0,03
log IL-6 u slini -0,32 0,73 0,54-0,97 0,03
Smjestaj tumora
Prednji i straZnji dio usta vs prednji i vs 2,36 10,59 2,04-55,06 | 0,005

straznji dijelovi usta

Vrsta lijeenja
Kemoradioterapija vs kirursko lijeCenje sa/bez 3,21 24,83 4,18- <0,001
radioterapije 147,40

Neznacajne varijable bile su: log TNF-o u serumu, log TNF-a u slini, dob, spol, puSenje cigareta, stadij
tumora, komorbiditeti, N-klasifikacija

Za IL-6 omjer rizika je za jedinicu logaritamske vrijednosti

Multivarijatnom analizom utvrdeno je da su koncentracije IL-6 u serumu 1 slini, smjestaj
tumora 1 lijeCenje nezavisni ¢imbenici rizika za recidiv bolesti. Porast vrijednosti za jednu
jedinicu log (IL-6) u serumu povisuje omjer rizika za recidiv bolesti za 1,57. Porast
vrijednosti za jednu jedinicu log (IL-6) u slini smanjuje omjer rizika za recidiv bolesti za 0,73.
Bolesnici s tumorom u prednjem i straznjem dijelu usne Supljine imaju 10 puta vecu $ansu za
recidiv bolesti od bolesnika koji imaju tumor samo u straznjem ili samo u prednjem dijelu
usne Supljine. Bolesnici koji su lije¢eni samo kemoradioterapijom imaju 24,8 puta veci rizik
za recidiv bolesti od bolesnika lijeCenih kirurSki sa/bez lijeCenja zraenjem. Vazno je
napomenuti da nije utvrdena povezanost izmedu vrste lijeCenja i stadija tumora, odnosno

tumori bolesnika lije¢enih kemoradioterapijom nisu bili oni najveéeg stadija.
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4.6. UNIVARIJATNA ANALIZA VREMENA PREZIVLJENJA BOLESNIKA

Univarijatnom analizom niti jedna varijabla nije se pokazala kao znacajni ¢imbenik rizika za
prezivljenje bolesnika. Na slici 23 do slike 34 prikazane su Kaplan-Meierove krivulje i

Znacajnost za log-rang test.
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Slika 23. Kaplan-Meierove krivulje za vrijeme preZivljenja bolesnika ovisno o
koncentraciji IL-6 u serumu

Koncentracija IL-6 u serumu se nije pokazala kao statisticki znacajan ¢imbenik rizika za

prezivljenje oboljelih od OC u univarijatnoj analizi.
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Slika 24. Kaplan-Meierove krivulje za vrijeme preZivljenja bolesnika ovisno o
koncentraciji TNF-a u serumu

Koncentracija TNF-a u serumu se nije pokazala kao statisticki znacajan ¢imbenik rizika za
prezivljenje oboljelih od OC u univarijatnoj analizi. Niti jedan bolesnik nije imao

koncentraciju TNF-a u serumu veéu od 28,6 pg/ml.
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Slika 25. Kaplan-Meierove krivulje za vrijeme preZivljenja bolesnika ovisno o
koncentraciji IL-6 u slini

Koncentracija IL-6 u slini se nije pokazala kao statistiCki znaajan ¢imbenik rizika za

prezivljenje oboljelih od OC u univarijatnoj analizi.
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Slika 26. Kaplan-Meierove krivulje za vrijeme preZivljenja bolesnika ovisno o
koncentraciji TNF-a u slini

Koncentracija TNF-a. u slini se nije pokazala kao statisticki znafajan ¢imbenik rizika za

prezivljenje oboljelih od OC u univarijatnoj analizi.
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Slika 27. Kaplan-Meierove krivulje za vrijeme prezivljenja bolesnika ovisno o dobi

Dob se nije pokazala kao statisti¢ki znac¢ajan ¢imbenik rizika za prezivljenje oboljelih od OC

u univarijatnoj analizi.
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Slika 28. Kaplan-Meierove krivulje za vrijeme preZivljenja bolesnika ovisno o spolu

Spol se nije pokazao kao statisticki znac¢ajan ¢imbenik rizika za prezivljenje oboljelih od OC

u univarijatnoj analizi.
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Slika 29. Kaplan-Meierove krivulje za vrijeme preZivljenja bolesnika ovisno o pusenju

Pusenje se nije pokazalo kao statisti¢ki znacajan ¢imbenik rizika za prezivljenje oboljelih od

OC u univarijatnoj analizi.
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Slika 30. Kaplan-Meierove krivulje za vrijeme preZivljenja bolesnika ovisno o
komorbiditetima

PridruZzeni komorbiditeti se nisu pokazali kao statisticki znacajan cimbenik rizika za

prezivljenje oboljelih od OC u univarijatnoj analizi.

55



100

90

80

70

60

50

a0t

30 CL 1 1 1 1 1
0 500 1000 1500 2000 2500
Vrijeme u danima

Slika 31. Kaplan-Meierove krivulje za vrijeme preZivljenja bolesnika ovisno o stadiju

bolesti
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p=0,124

Stadij bolesti se nije pokazao kao statisticki znacajan ¢imbenik rizika za prezivljenje oboljelih

od OC u univarijatnoj analizi.
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Slika 32. Kaplan-Meierove krivulje za vrijeme preZivljenja bolesnika ovisno o N

klasifikaciji

N klasifikacija
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p=0,072

N klasifikacija tumora se nije pokazala kao statisti¢ki znacajan ¢imbenik rizika za prezivljenje

oboljelih od OC u univarijatnoj analizi.
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Slika 33. Kaplan-Meierove krivulje za vrijeme preZivljenja bolesnika ovisno o smjestaju
tumora

Smjestaj tumora se nije pokazao kao statisticki znaCajan ¢imbenik rizika za prezivljenje

oboljelih od OC u univarijatnoj analizi.
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Slika 34. Kaplan-Meierove krivulje za vrijeme preZivljenja bolesnika ovisno o vrsti
lijeCenja

Vrsta lijeCenja se nije pokazala kao statisticki znacajan Cimbenik rizika za preZivljenje

oboljelih od OC u univarijatnoj analizi.

Niti jedna varijabla nije se pokazala znacajna u univarijatnoj analizi, iako su varijable smjestaj

tumora i nacin lijeCenja imale tendenciju dosega znacajnosti.
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4.7. MULTIVARIJATNA ANALIZA VREMENA PREZIVLJENJA BOLESNIKA

Budu¢i da se univarijjatnom analizom niti jedna varijabla nije pokazala znacajnim
¢imbenikom rizika za preZivljenje bolesnika, sve su varijable ponovo analizirane
multivarijatnom analizom. Pokazano je da su smjestaj tumora i nacin lijecenja jedini nezavisni

¢imbenici rizika za prezivljenje bolesnika (tablica 22).

Tablica 22. Coxova regresijska analiza prezivljenja bolesnika

Znacajne varijable Koeficijent Omijer rizika 95%Cl | P
regresije

Smjestaj tumora
Prednji i straznji dio usta vs prednji i vs 1,67 5,35 1,60-17,8 | 0,006
straznji dijelovi usta

Vrsta lije¢enja
Kemoradioterapija vs kirursko lijeCenje 1,6 4,94 1,24- 0,02
sa/bez radioterapije 19,63

Neznacajne varijable bile su: log IL-6 u serumu, log IL-6 u slini, log TNF-a u serumu, log TNF-a u slini, dob,
spol, pusenje cigareta, komorbiditeti, stadij tumora, N-klasifikacija

Bolesnici koji imaju tumore Kkoji zahvacaju prednji i straznji dio usne Supljine imaju 5,35 puta
vecu Sansu za smrtni ishod od osoba koji imaju tumore smjeStene samo u prednjem ili samo u
straznjem dijelu usne Supljine. Bolesnici lijeCeni kemoradioterapijom imaju 4,94 puta vecu

Sansu za smrtni ishod u odnosu na bolesnike lijecene kirurski sa/bez lijeenja zracenjem.
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5. RASPRAVA



Upala i karcinogeneza

Povezanost upale i razvitka tumora danas je opéenito prihva¢ena, medutim pojedina pitanja Su
jos uvijek nerazjasnjena. To su (160):

1. Je li upala dovoljan ¢imbenik za nastanak zlo¢udnih tumora?

2. Postoje li, unato¢ razli¢itostima izmedu pojedinih vrsta tumora i mehanizama njihovog
nastanka, aspekti upale povezane s tumorom koji su zajednicki za sve zlocudne bolesti?

3. Na koji nacin ravnoteza izmedu ,,dobre* i ,loSe* upale moze biti promijenjena u smjeru
prevladavanja steCene imunosti kao rezultata ,,dobre* umjesto razvitka zlo¢udnih tumora kao
rezultata ,,lose* upale?

4. Koji je najbolji nacin ,.ciljanja“ upale povezane s tumorom u bolesnika sa zlo¢udnim
tumorima s ciljem spre¢avanja, dijagnoze i lijeCenja bolesnika?

Prvo, nejasno je je li upala dovoljna za razvoj zloc¢udnih tumora, odnosno, moze li upala sama
za sebe uzrokovati neoplazme bez prisutnosti ostalih vanjskih karcinogenih c¢imbenika.
Nekoliko je dokaza koji upucuju da moze. Na miSjem modelu upale crijeva uzrokovane
manjkom IL-10, ucestalost mutacija DNA u stanicama debelog crijeva u odsutnosti vanjskog
karcinogena bila je 4-5 puta veca u usporedbi s misevima s dovoljno IL-10 (179). Usporedba
tkiva tumora i analognog zdravog tkiva Covjeka pokazala je povecanu ucestalost de novo
nastalih mutacija u stanicama tumora. Jedino gdje se sluc¢ajne mutacije u zdravom tkivu
pojavljuju s veCom ucestalos¢u je u tkivu zahvaéenom upalom (180). Kao jedna od
mogucénosti unutarnjeg upalnog karcinogenog ¢imbenika spominju se ROS.

I neutrofili se takoder spominju kao sudionici upale povezane s karcinogenezom.U linijama
stanica epitela pluca neutrofili su pokazani kao inhibitori popravka ostecene DNA (engl. Base
Excision Repair), ucinka koji je posredovan aktivnos¢u mijeloperoksidaze (181). Zanimljiva
je Cinjenica da je polimorfizam promotorskih regija gena mijeloperoksidaze povezan s
otpornos$¢u na razvoj raka pluéa kod pusaca (182).

Drugo je pitanje postoje li razlicitosti u nastanku kroni¢ne upale i osobinama njezinih glavnih
izvrSitelja makrofaga. Istrazivanja klasi¢nim histoloSkim metodama na razli¢itim modelima
pokazuju da se upala povezana s tumorima razlikuje medu razli¢itim tipovima tumora (160).
Stoga je potrebno istraziti koje su stani¢ne i molekularne sastavnice zajednicke upalnim
reakcijama povezanim sa svim vrstama tumorima te one karakteristicne za svaki pojedini tip

tumora.
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Potreban je odgovor i na treée pitanje, na koji nacin usmjeriti upalu u ,,pozitivnom* smjeru
odnosno potaknuti odgovarajucu stecenu imunosnu reakciju na tumor. Istrazuje se mogucnost
genskog lijeCenja citokinima, odnosno imunoterapija koja dovodi do aktivacije prirodenog i
steCenog imunosnog odgovora na tumor.

Posljednje i1 najvaznije pitanje trebalo bi dati odgovor na koji nacin bi se upala povezana s
tumorom mogla iskoristiti za sprjecavanje, dijagnozu i lije¢enje zlo¢udnih bolesti. Upotreba
kombiniranog lijecenja koje djeluje i na zlocudne stanice i na ostale stanice unutar tumora
(npr. stanice upale) mogla bi biti u¢inkovitija te potaknuti dugoro¢nu steCenu imunost prema
izmijenjenim stanicama. Lijekovi koji se koriste u lijje¢enju zlocudnih tumora ukljucuju i
antagoniste IL-6, IL-6 receptora i TNF-a (115).

lako navedeni dokazi posredno upucuju da upala moze uzrokovati nastanak zlo¢udnih tumora,

neposredan dokaz se joS uvijek trazi.

Uloga IL-6 i TNF-a u karcinogenezi

Pokazano je da u linijama stanica karcinoma pluc¢a primjena inhibitora tirozin kinaznog dijela
receptora epidermalnog ¢imbenika rasta (engl. Epidermal Growth Factor Receptor - EGFR)
uzrokuje apoptozu stanica karcinoma. Istovremeno se povisuje razina IL-6 koji djeluje kao
autokrini ¢imbenik rasta fibroblasta $to uzrokuje stvaranje kolagena i fibroze. Stoga se smatra
da bi blokiranje signalnog puta IL-6 moglo dovesti do smanjenja popratnih ucinaka u
bolesnika lije¢enih inhibitorom tirozin kinaze EGFR (183). Fosforilirani STAT3 signalni put
se pokazao pretjerano aktivnim u linijama stanica s aktivnim mutacijama tirozin kinazne
domene EGFR. Ove linije stanica pojacano proizvode IL-6 $§to dovodi do povecanja
fosforiliranog STAT3 koji je vazan posrednik ucinaka IL-6 (184). Studija Kima i sur. je
pokazala moguénost da je razina citokina i ¢imbenika rasta, ukljucujuéi IL-6 i TNF-q,
poviSena u mozdanim metastazama karcinoma pluc¢a malih stanica te da imaju ulogu u
prezivljenju stanica tumora (185).

Nadalje, pokazano je da IL-6 moze aktivirati glutation, molekulu odgovornu za zastitu stanica
od oStecenja slobodnim radikalima. Ovaj mehanizam pomaZze stanicama tumora da izbjegnu
apopotozu. PoviSene razine hormona povezanih sa stresom, kortikosterona, noradrenalinaa i
adenokortikotropnog hormona, dovode do poviSene razine IL-6 i posljedi¢no razvoja

metastaza melanoma (186).
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Apoptoza posredovana s TNF-a je takoder povezana sa stvaranjem ROS-a. Pokazano je da
NF-xB inducira enzime, kao §to je superoksid dismutaza, koji neutraliziraju ROS (187).
Prema tome, indukcija ROS-a ili inhibicija NF-xB signalnog puta mogla bi biti uspje$na u

pojacavanju osjetljivosti stanica tumora na apoptozu potaknutu s TNF-o (188).

IL-6 u serumu oboljelih od karcinoma usne Supljine

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da je koncentracija IL-6 u serumu bila statisticki
znacajno visa u oboljelih od karcinoma usne Supljine u odnosu na zdrave ispitanike $to je u
skladu s rezultatima drugih autora (111,113,115,119,121,189,190). Postoje i opre¢ni podatci
(191-193) mogucée uzrokovani upotrebom razli¢itih metoda istrazivanja. U istrazivanju
Anderssona i sur. (191) oboljeli od karcinoma glave i vrata razlikovali su se po dobi i spolu u
odnosu na kontrolnu skupinu zdravih ispitanika. Isto tako, u istrazivanju Vuci¢evi¢ Boras i
sur. (193) postoji nesrazmjer ispitanika i kontrole u odnosu na dob. Oboljeli od OC bili su
srednje dobi 55 godina, a osobe kontrolne skupine 25 godina. U istrazivanju Czerninske i sur.
(192) u kontrolnu su skupinu, osim zdravih ispitanika, uvrStene i osobe s potencijalno
zlo¢udnim lezijama (displazijom i oralnim lihen planusom). U nasem su istrazivanju svi
kontrolni ispitanici bili zdravi. Ovakve razlike u dizajniranju istrazivanja mogle su pridonijeti
razli¢itim rezultatima.

Prema svemu navedenom, ipak se ¢ini da bi se razina IL-6 u serumu bolesnika mogla koristiti

kao biljeg prognoze bolesti.

IL-6 u serumu, recidiv bolesti i prezivljenje bolesnika.

Prema rezultatima ovog istrazivanja poviSena koncentracija IL-6 u serumu predstavlja
nezavisni ¢imbenik rizika za recidiv OC, ali ne i za prezivljenje bolesnika. Povezanost IL-6 u
serumu i recidiva tumora glave i vrata pokazali su i Duffy i suradnici u prospektivnoj studiji
na 444 ispitanika (119). Osim toga u njihovom se istrazivanju koncentracija IL-6 u serumu
pokazala ¢imbenikom rizika prezivljenja bolesnika, Sto u ovom istrazivanju nije pokazano.
Razlog tome moze biti mali broj bolesnika obuhvacéenih studijom. Tome u prilog govori i
nalaz Allena i sur.; u studiji provedenoj na 30 bolesnika s uznapredovalim orofaringealnim
karcinomom pokazali su da koncentracija IL-6 u serumu prije lijeGenja nije bila statisticki
znacajan ¢imbenik rizika za prezivljenje bolesnika (194). Medutim, longitudinalni porast 1L.-6

u serumu tijekom mjeseci nakon lijeCenja bio je znaCajno povezan sa smanjenim
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prezivljenjem bolesnika. U studiju ovih autora bili su ukljueni samo bolesnici sa stadijem
tumora 3 i 4 te oni lijeCeni samo kemoterapijom i zra¢enjem. Suprotno ovom nalazu Druzgal i
sur. nisu utvrdili statisticki znac¢ajnu povezanost u longitudinalnoj promjeni koncentracije IL-
6 u serumu nakon lijecenja s recidivom bolesti i prezivljenjem oboljelih od karcinoma glave i

vrata (113).

Recidiv bolesti i puSenje.

U skupini nepusaca recidiv se, unutar dvije godine, pojavio u 30 %, a u skupini pusaca u 53,8
% bolesnika. lako ovi podatci nisu statisticki znac¢ajno razliciti poznato je da nastavak puSenja
tijekom bolesti povecava rizik pojave recidiva (195). Isto tako je pokazano da se u zdravih
osoba koje prestanu pusiti rizik pojave OC nakon 10 godina izjednacava s rizikom pojave u
nepusaca. Pad rizika u tako relativno kratkom roku upucuje na ¢injenicu da su karcinogeni iz
duhanskog dima uklju¢eni u kasnije stadije oralne karcinogeneze (196). Nazalost, u ovom
radu podatci o prekidu ili nastavku pusenja nisu bili dostupni tako da je pravi uzrok visokog
postotka recidiva nerazjasnjen. Moguce da se radi o razli¢itom sustavu zdravstvene skrbi za
bolesnike u odnosu na one u SAD gdje je zabiljezen nizi stupanj recidiva (119), duzem
¢ekanju na lijeCenje zracenjem, slabijem potpornom lije€enju zbog kojeg se Cesto prekida

lijecenje zracenjem te opcenito niskoj motivaciji 1 pojatanom stresu bolesnika.

IL-6 i lijecenje.

Povisena vrijednost IL-6 u serumu prije lijeCenja bolesnika s karcinomom glave i vrata
povezana je s loSijom lokalnom kontrolom bolesti kao najvaznijim parametrom prosudbe
odgovora na lijeCenje zracenjem (197). Takvi bolesnici imaju i vecu Sansu za recidiv bolesti i
smanjenu stopu prezivljenja. Sli¢no je pokazano i u studiji na 237 bolesnika s OC (198).
Povisene vrijednosti IL-6 prije lijeCenja ukazuju na loSiju prognozu bolesti odnosno
petogodisSnje prezivljenje nevezano s vrstom lijeCenja. Sli¢no su pokazali i Hao 1 sur. za
oboljele od planocelularnog karcinoma larinksa (199). Stoga se IL-6 u serumu moze smatrati

nezavisnim prognostickim ¢imbenikom prezivljenja OC-bolesnika.
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Povisene koncentracije IL-6 u serumu oboljelih od OC govore u prilog postojanju sustavnog
upalnog odgovora u procesu karcinogeneze. Takoder, i stanice tumora mogu pojacano
izlucivati proupalne citokine kao §to je npr. IL-6 (200). Citokini reagiraju s imunoloskim i
krvozilnim sustavom te potiu rast, invaziju i metastaziranje stanica tumora (201).
Mehanizam kojim IL-6 u serumu pridonosi ponaSanju i S$irenju tumora odvija se,
najvjerojatnije, njegovim dvostrukim, autokrinim i parakrinim, djelovanjem te dodatnim
inhibitornim djelovanjem na imunosni odgovor domacina na tumor (202,203). IL-6 inhibira
diferencijaciju dendriti¢nih stanica aktivacijom STAT3. Time se poti¢e imunosna tolerancija
na tumor i omoguéava njegovo metastaziranje (204). Od svih ¢lanova obitelji STAT, STAT3
je najcesce povezan s neoplazmama te ima znacajan utjecaj na razvoj karcinoma glave i vrata.
Suprotno, inhibicija funkcije STAT3 usporava rast tumora (205). Sriuranpong i sur. (203) su
pokazali da se IL-6 posredovana aktivacija STAT3 u karcinomu glave i vrata dogada putem
autokrine/parakrine stimulacije gpl30 receptora i neovisna je o aktivaciji receptora
epidermalnog ¢imbenika rasta. Ovi podatci podupiru tezu da prekid 1L-6/gp130 signalnog
puta sprjecava aktivaciju STAT3 te bi mogao posluziti kao meta lijeCenja oboljelih od
karcinoma glave 1 vrata. Takvim bi se naCinom lijeenja mogao smanjiti rast tumora i
sazrijevanje dendriti¢nih stanica i imunoloskog prepoznavanja tumora (119).

Takoder, povecana ekspresija signalnog G proteina RhoC predstavlja obiljezje agresivnih i
metastatskih tumora. Povisena ekspresija navedenog proteina u planocelularnom karcinomu
glave i vrata pozitivno je povezana s razvojem metastaza u limfnim ¢vorovima (206).
Nedavno istrazivanje na linijama stanica karcinoma glave i vrata pokazalo je znacajno nizu
ekspresiju IL-6 i nizi stupanj fosforilacije STAT3 u stanicama bez RhoC u odnosu na
kontrolne stanice. Ovaj rezultat upucuje da bi RhoC mogao biti nova meta u lijeenju

bolesnika s karcinomom glave i vrata (207).

IL-6 u slini, recidiv bolesti i prezivljenje bolesnika

Koncentracija IL-6 u slini oboljelih od OC bila je statisti¢ki znacajno visa nego koncentracija
IL-6 u slini zdravih ispitanika. Ovaj rezultat u skladu je s rezultatima drugih studija
(122,134,135,208) sto ukazuje na poremecaj lokalnog imunosnog odgovora u oboljelih od
OC. Medutim, u ovom je istrazivanju koncentracija IL-6 u slini bila nezavisni ¢imbenik rizika
za recidiv bolesti na nacin da je niZza koncentracija bila povezana s ve¢im rizikom recidiva. S

druge strane, koncentracija IL-6 u slini nije utjecala na prezivljenje bolesnika oboljelih od OC
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Sato i sur. (122) su izvijestili da je koncentracija IL-6 u slini nakon lije¢enja bila statisticki
znaCajno visa u bolesnika koji su kasnije razvili lokoregionalni recidiv tumora, dok
koncentracija IL-6 u slini prije lijeCenja nije utjecala na lokoregionalni recidiv. Razlike u
rezultatima moguée je objasniti razli¢itim nac¢inom prikupljanja sline. Stimulirana (Sato i
suradnici) nasuprot nestimulirana (ovo istrazivanje). Sakupljanje sline je proces koji jo$
uvijek u svijetu nije standardiziran, a koli¢ina i sastav sline podlozni su utjecajima razli¢itih
¢imbenika kao §to su koli¢ina popijene tekuéine, pozicija tijela, izlozenost svjetlu, prethodna
stimulacija, dnevne i godis$nje varijacije, lijekovi, dob, tjelesna tezina, mentalno stanje (209).
Bolesnici oboljeli od OC najces¢e imaju loSu oralnu higijenu, pidruzenu kandidijazu,
dehidriranu sluznicu kao posljedicu konzumiranja alkohola i pusenja te opéenito nisku razinu
svijesti 0 oralnom zdravlju. Iskljucivanje svih navedenih mogucih uzroka razli¢itog sastava
sline kod pojedinog bolesnika i jednoobrazan odabir ispitanika nije mogu¢. Stoga bi ovaj
rezultat povisene razine IL-6 trebalo uzeti s rezervom te u buduénosti, ukoliko ¢e stanje
bolesnika to omoguditi, pokusati §to bolje standardizirati prikupljanje sline kao bi se izbjegli

artefakti.

TNF-o u serumu, recidiv bolesti i prezivljenje bolesnika

Koncentracija TNF-o u serumu nije se statisticki znacajno razlikovala izmedu oboljelih od
OC 1 zdravih ispitanika kao Sto su izvijestili i drugi autori (189,210) niti je bila ¢imbenik
rizika za recidiv bolesti i prezivljenje bolesnika. Linkov i sur. (210) su takoder izvijestili da se
koncentracije TNF-o u serumu nisu razlikovale izmedu oboljelih od karcinoma glave i vrata
kojima je koncentracija mjerena prije lijeCenja 1 skupine bolesnika koji su tri godine bili bez
znakova recidiva bolesti. Navedeni rezultat je u skladu s rezultatom ovog istrazivanja.
Medutim, postoje i suprotni nalazi; poviSene vrijednosti TNF-a i C-reaktivnog proteina u
plazmi utjeCu na smanjenje prezivljenja oboljelih od karcinoma glave i vrata (191), a

povezane su s losijom prognozom oboljelih od nazofaringealnog karcinoma (211,212).

TNF-a u slini, recidiv bolesti i prezivljenje bolesnika
Koncentracija TNF-a u slini nije se statisticki zna¢ajno razlikovala u skupini oboljelih od OC
u odnosu na zdrave ispitanike Sto su pokazali i drugi autori (208) niti se pokazala kao

statisticki znacajan Cimbenik rizika za recidiv bolesti 1 vjerojatnost prezivljenja bolesnika.
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Suprotno tome u jednoj su studiji nadene povisene vrijednosti TNF-a u slini bolesnika s OC i
displasti¢énim lihenom usne Supljine (213).

Nedavna studija je pokazala povisene vrijednosti TNF-a u serumu i slini bolesnika s OC u
odnosu na zdrave ispitanike i osobe s potencijalno zlocudnim lezijama. Takoder su pokazane
vise vrijednosti TNF-o u histoloski slabo diferenciranim i nediferenciranim lezijama OC i u
bolesnika sa stadijem 4 tumora u odnosu na bolesnike s nizim stadijima §to upucuje na ulogu

TNF-o u prognozi bolesti (214).

Vezanjem na receptor TNF-R1, TNF-a djeluje na dva signalna puta koji uzrokuju ili
prezivljenje i proliferaciju stanica ili apoptozu. Put prezivljenja stanica zbiva se aktivacijom
cFos/cJun ¢imbenika transkripcije 1 aktivacijom NF-kB koji zajedno poticu protuapoptoticke,
proliferativne, imunomodulatorne i upalne gene. Put apoptoze zbiva se pomoc¢u DD domene
receptora koja se veze za prokaspazu-8 Sto uzrokuje kaskadnu aktivaciju niza proteina koji
konacno pokre¢u apoptozu. Pojedinacni putevi djelovanja TNF- a jasno su razjasnjeni, dok je
mehanizam regulacije odrzavanja ravnoteze izmedu ta dva puta nerazjas$njen (215). S obzirom
na slozenost djelovanja TNF-a, razli¢iti rezultati dobiveni u ovoj i drugim navedenim

studijama nisu neocekivani.

Dob, spol, puSenje, pridruZeni komorbiditeti, zahvacenost limfnih ¢vorova, recidiv
bolesti i preZivljenje bolesnika

Sve navedene varijable nisu identificirane kao statisticki znacajan ¢imbenik rizika niti za
recidiv bolesti niti za preZivljenje bolesnika iako su neke od njih utjecale na razlike u

koncentracijama promatranih citokina.

Iako spol nije utjecao na recidiv tumora i prezivljenje oboljelih $to je u skladu s rezultatima
drugih studija (119,122), IL-6 i TNF-a u serumu su bili poviSeni u muskaraca dok je TNF- a
bio visi u puSaca nego nepusaca. PoviSene vrijednosti IL-6 i TNF-o u serumu pronadene su u
zdravih puSafa u odnosu na zdrave nepusae, a poviSene vrijednosti TNF-a i u serumu
bolesnika s parodontitisom u odnosu na osobe bez parodontitisa (216). U ovoj studiji nije bilo
statistiCki znacajno viSe puSaca medu muskarcima u odnosu na Zene. Takoder nije bilo
statistiCki znacajne razlike u zdravlju parodonta mjerene CPITN indeksom izmedu muSkaraca

1 Zena te izmedu bolesnika 1 kontrola (podaci nisu prikazani). Stoga se puSenje i parodontna
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bolest kao potencijalni uzrok razli¢itih koncentracija IL-6 i TNF-a u serumu medu spolovima
mogu iskljuciti. Povisene vrijednosti IL-6 i TNF-a u serumu muskaraca u ovom istrazivanju
mogu se objasniti znacajno ve¢im udjelom muskaraca u odnosu na zene. Ovaj rezultat mora
se potvrditi ili opovrgnuti u buduéoj studiji koja bi obuhvatila priblizno jednak broj

muskaraca i zena.

Dob oboljelih nije se pokazala kao statisticki znacajan ¢imbenik rizika za recidiv bolesti i
prezivljenje bolesnika. Ovakav rezultat dobili su i drugi autori (122) dok su Duffy i sur. (119)
pokazali da je koncentracija IL-6 u serumu bila visa u starijih nego u mladih osoba te da je
dob bila znacajan ¢imbenik rizika za prezivljenje bolesnika. lako se dob oboljelih u ovom
istrazivanju nije pokazala kao nezavisan ¢imbenik rizika niti za recidiv bolesti niti za
prezivljenje, vrijedi istaknuti da su u skupini oboljelih koji su razvili udaljene metastaze
ispitanici bili statisti¢ki znac¢ajno mladi (medijan 53 godine naspram medijana od 61 godine).
Ovakav rezultat potvrduje Cinjenicu da je OC agresivniji u mladih osoba (8) i zahtijeva

provjeru u daljnjim studijama s ve¢im brojem ispitanika.

Stadij bolesti nije u ovom istrazivanju identificiran kao statisticki znacajan ¢imbenik rizika ni
za recidiv bolesti niti za preZivljenje oboljelih od OC. Ovakav rezultat dobili su Duffy i sur.
(119) dok su Mojtahedi i sur. (121) izvijestili da oboljeli od karcinoma glave i vrata viseg
stadija (stadij 4) imaju povisene vrijednosti IL-6 U serumu u odnosu na oboljele u nizim
stadijima (stadiji 1, 2 1 3) bolesti. S obzirom da postoji povezanost izmedu polimorfizma gena
za IL-6 i rizika za nastanak karcinoma, te bi se varijacije mogle objasniti razlikama u postotku
recidiva bolesti 1 preZivljenju bolesnika sa slicnim stadijem tumora. Pokazano je da
polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida (engl. Single Nucleotide Polymorphisms- SNP) u
genima za proupalne citokine mogu mijenjati njihovu ekspresiju i funkciju. G/C SNP u

promotorskoj regiji gena za IL-6 utjeCe na transkripciju i mijenja razinu IL-6 u plazmi (217).

Koncentracije IL-6 i TNF-a u slini i serumu bolesnika nisu se razlikovale u odnosu na
smjestaj tumora. Unato¢ tome, smjeStaj tumora se pokazao kao nezavisni ¢imbenik rizika 1 za
recidiv bolesti i za prezivljenje oboljelih od OC. Tumori koji zahvacéaju prednji i straznji dio
usne Supljine imali su najlosiju prognozu. Bolesnici iz te skupine imali su zahva¢eno dno usne

Supljine 1 bazu jezika Sto govori u prilog da tumori smjeSteni u tim regijama brze
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metastaziraju i opcenito su agresivniji §to se moze objasniti razli¢itom limfnom drenazom
navedenih podrucja (96). Opcéenito se limfa iz straznjih dijelova usne Supljine drenira u donje
vratne limfne ¢vorove. Zahvacenost tih ¢vorova povezana je s loSijom prognozom oboljelih
od OC (97).

Smjestaj tumora se pokazao kao statisticki znacajan ¢imbenik rizika prezivljenja oboljelih od

karcinoma glave i vrata i u studiji Duffy i suradnika (119).

Nacin lijeCenja se pokazao kao znacajan ¢imbenik rizika za recidiv bolesti i za prezivljenje
bolesnika oboljelih od OC. Bolesnici lije¢eni samo kemoterapijom i radioterapijom, bez
kirurskog zahvata, imali su lo$iju prognozu bolesti. lako se lijeenje odreduje prema stadiju
bolesti, razliCiti Se oblici lije¢enja mogu primijeniti za lijeCenje bolesnika s istim stadijem
tumora. Cimbenici kao §to su smjestaj tumora, probijanje kapsule limfnog &vora, opée stanje
bolesnika, itd. utje¢u na odluku o nacinu lije¢enja. Bolesnici lije¢eni kemoradioterapijom su
imali tumore smjeStene u straznjim regijama $to je moglo utjecati na prognozu bolesti.
Medutim, kako je u toj skupini bilo samo tri bolesnika (dvoje s tumorom stadija 3 i jedan sa

stadijem tumora 4), ovaj nalaz treba uzeti s rezervom.

Pusenje cigareta, prisutni komorbiditeti 1 zahvacenost limfnih ¢vorova nisu se pokazali kao
znacajni ¢imbenici rizika niti za recidiv karcinoma usne Supljine niti za prezivljenje oboljelih
Sto je u suprotnosti s rezultatima Duffy i suradnika (119). Unato¢ navedenom, pusaci, koji su
rizitna skupina za nastanak karcinoma usne Supljine, imali su statisticki znacajno vise
vrijednosti TNF-a u serumu od nepusaca S§to su utvrdili i drugi autori u osoba s
parodontitisom i zdravih ispitanika (216,218). Ovaj rezultat upucuje na postojanje sustavnog
upalnog odgovora na sastojke duhanskog dima u pusaca. Iako tofan mehanizam nije
razjas$njen, literaturni podaci ukazuju na povecanu sintezu proupalnih medijatora reguliranih

putem Nf-kB ¢imbenika transkripcije (219).
U oboljelih od OC bez pridruzenih komorbiditeta utvrdene su vise vrijednosti TNF-o u

serumu u odnosu na bolesnike s pridruZzenim komorbiditetima. Ovaj rezultat mogao bi biti

artefakt ili pak odrazavati slozene i sustavne imunoloske interakcije (220).

68



Temeljem rezultata ovog istrazivanja moze se zakljuciti da u bolesnika s OC postoji sustavni
upalni odgovor koji utjeCe na pojavu recidiva bolesti. Od promatranih citokina jedino IL-6 u
serumu ispitivanih bolesnika utjece na recidiv bolesti. TNF-a, najvjerojatnije zbog svojeg
slozenog dvostrukog djelovanja, ne utjee na ishod bolesti. Stoga bi bolesnici s povisSenom
koncentracijom IL-6 u serumu mogli imati koristi od uéestalijeg pracenja u svrhu ranijeg

otkrivanja recidiva bolesti.
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6. ZAKLJUCCI



Porast koncentracije IL-6 u serumu prije lijeCenja povezan je s povecanim rizikom za

recidiv bolesti.

Porast koncentracije IL-6 u slini prije lijeCenja povezan je sa smanjenjem rizika za
recidiv bolesti. Ovaj rezultat treba uzeti s rezervom buduci da utjecaj ¢imbenika kao
Sto su oralna higijena, infekcija kandidom albikans, dehidracija sluznice, konzumiranje
alkohola i pusenje na sastav sline i koncentraciju proupalnih citokina nije jo§ sasvim

poznat.
Razina TNF-a u serumu i slini prije lije¢enja nije povezana s rizikom recidiva tumora.

Koncentracije IL-6 i TNF-o u serumu i slini prije lije¢enja nisu povezane s duzinom

prezivljenja bolesnika oboljelih od karcinoma usne Supljine.

Rezultati ukazuju da analiza IL-6 u serumu prije lije¢enja bolesnika oboljelih od OC
pokazuje potencijal za koristenje u svrhu individualizacije pracenja svakog pojedinog

bolesnika.
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8. POPIS KORISTENIH KRATICA



5-LOX - 5- lipooksigenaza

ADC - adenomatozna polipoza (engl. Adenomatous Polyposis Coli)

AP2 - aktivacijski protein 2 (engl. Activating Protein 2)

BCL- xI - engl. B-cell lymphoma-extra large

C- FLIP - engl. Cellular FLICE-like Inhibitory Protein

CAFs - fibroblasti povezani s karcinomom (engl. Cancer-associated Fibroblasts)
CK19 - citokeratin 19

CKS8 - citokeratin 8

COX2 — ciklooksigenaza 2

CPITN — procedura epidemioloskog probira za periodontne potrebe stanovnistva (engl.

Community Periodontal Index of Treatment Needs)

DD — proteinski motiv - na¢in medudjelovanja proteina (engl. Death Domain)
DOC1 - engl. Deleted in Oral Cancer-1

ELISA - kemiluminiscentni enzimski imunotest (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
FHIT — engl. Fragile Histidine Triad Protein

gen bcl-1 — B stani¢ni limfom tipa 1 (engl. B-cell leukemia/lymphoma 1)

gen bcl-2 - B stani¢ni limfom tipa 2 (engl. B-cell leukemia/lymphoma 2)

GRO-1 - onkogen 1 povezan s rastom

HGF - ¢imbenik rasta hepatocita (engl. Hepatocyte Growth Factor)

HIF-1a — hipoksijom inducirani ¢cimbenik 1a (engl. Hypoxia-inducible Factor 1)
HIP — protein koji reagira s huntingtinom (engl. Huntingtin Interacting Protein)

HPV - humani papilopma virus (engl. Human Papilloma Virus)
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IAP-1 - protein ihibitor apoptoze -1 (engl. Inhibitor of Apoptosis Protein-1)

IAP-2 - protein ihibitor apoptoze - 2 (engl. Inhibitor of Apoptosis Protein-2)

IL-1 - interleukin 1

IL-10 — interleukin 10

IL-11 — interleukin 11

IL-12 — interleukin 12

IL-13- intereukin 13

IL-1p - interleukin 1 beta

IL-23 — interleukin 23

IL-4 — interleukin 4

IL-6 - interleukin 6

IL-8 - interleukin 8

ITF - invazivni tumorski front (engl. Invasive Tumor Front)

LOH — gubitak heterozigotnosti (engl. Loss of Heterozigosity)

MCP-1 - monocitno kemotakti¢ni peptid 1 (engl. Monocyte Chemoattractant Protein-1)
MHC-I11 - molekule tkivne podudarnosti 1l (engl. Mayor Histocompatibility Complex II)

MIF-1 — ¢imbenik inhibicije migracije makrofaga (engl. Macrophage Migration Inhibitory

Factor)
MiRNA - mikro RNA

Nfr2 — nuklearni ¢imbenik tipa 2 (eritroidnog podrijetla) (engl. Nuclear factor (erythroid-
derived 2)-like 2)

NF-xB - nuklearni ¢imbenik kappa B (engl. Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of

activated B cells)
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NK stanice - prirodene stanice ubojice (engl. Natural Killer)

OC - oralni karcinom (engl. Oral Cancer)

RANKL - engl. Receptor Activator of Nuclear Factor kappa-B Ligand

RNS - reaktivni dusikovi spojevi (engl. Reactive Nitrogen Species)

ROS - reaktivni kisikovi spojevi (engl. Reactive Oxigene Species)

SNP — polimorfizam pojedina¢nih nukelotida (engl. Single Nucleotide Polymorphisms)
STAT 3 - engl. Signal Transducer and Activator of Transcription 3

TAM — makrofazi povezani s tumorom (engl. Tumor-associated Macrophages)

TGF-p - transformirajuci ¢cimbenik rasta beta (engl. Tranforming Growth Factor Beta)

TGF-BR-I1 — receptor tipa II za transformirajuéi ¢cimbenik rasta -1 (engl. Transforming

Growth Factor Receptor-I1)

TNF-a - ¢imbenik nekroze tumora alfa (engl. Tumor Necrosis Factor )

VEGF - vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (engl. Vascular Endothelial Growth Factor)
VHL —engl. Von-Hippel-Lindau

XIAP - s X-kromosomom povezan inhibitor apoptoze (engl. X-linked Inhibitor of Apoptosis

Protein)
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9. SAZETAK



Karcinom usne Supljine ¢ini 2 % svih karcinoma u ¢ovjeka. Bolest je srednje i starije zivotne
dobi. Petogodisnje prezivljenje bolesnika iznosi 80 % (s karcinomom stadija 1 i 2) i oko 30 %
(s karcinomom stadija 3 i 4), a ovisi 0 prisutnosti regionalnih i udaljenih metastaza. Citokini,
kao Sto su npr. IL-6 i TNF-a, imaju klju¢nu ulogu u regulaciji stani¢nog i humoralnog
imunosnog odgovora domacina na tumor. IL-6 pojacava proliferaciju stanica tumora, a TNF-a
moze uzrokovati ili proliferaciju stanica ili apoptozu. Medutim, razine ovih citokina u serumu
mogu biti posljedica lucenja citokina od strane stanica tumora, ali i kao odgovor imunosnog
sustava na tumor. Cilj istrazivanja bio je utvrditi postoji li povezanost izmedu razine IL-6 i
TNF-a u serumu 1 slini bolesnika oboljelih od karcinoma usne Supljine s vremenom pojave
recidiva bolesti, pojavom regionalnih i udaljenih metastaza 1 prezivljenja bolesnika.
Istrazivanje je provedeno na 36 bolesnika koji su zaprimljeni tijekom 15 mjeseci (od studenog
2006. do sije¢nja 2008.) u Kliniku za kirurgiju lica, ¢eljusti i usta Klinicke bolnice Dubrava.
Koncentracije IL-6 i TNF-o u serumu i slini odredivane su kemiluminiscentnim enzimskim
imunotestom. Podaci o bolesnicima ¢uvani su u kartonima bolesnika te u elektronickoj bazi
podataka. Kartoni i baza bolesnika ponovo su pregledani tijekom lipnja 2012. godine te su
zabiljezeni sljede¢i podaci: dob, spol, pusenje, prisutni komorbiditeti, lokalizacija tumora,
TNM Kklasifikacija, nacin lijeCenja osnovne bolesti, postojanje ili odsutnost lokoregionalnog
recidiva 1 udaljenih metastaza 1 ishod bolesti. PoviSena razina IL-6 u serumu prije lijeCenja
pokazala se znacajnim ¢imbenikom rizika za recidiv bolesti. Stoga bi se otkrivanje takvih
bolesnika moglo iskoristiti za bolje pracenje 1 ranije otkrivanje recidiva 1 metastaza bolesti §to

bi moglo pridonijeti smanjenju stope smrtnosti od karcinoma usne Supljine.
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10. SUMMARY



Oral cancer makes 2% of all cancers. The disease is prevalent in a middle-aged and elderly
men. Five-year survival rate of patients with oral cancer is 80% (cancer stages 1 and 2) and
30% (cancer stages 3 and 4), and depends on the presence of regional and distant metastases.
Cytokines, such as e.g. IL-6 and TNF-a play a key role in the regulation of cellular and
humoral immune response of the host to the tumor. IL-6 enhances the proliferation of tumor
cells and TNF-a can cause both, proliferation or apoptosis. However, the levels of these
cytokines in the serum may be a consequence of cytokine secretion by the tumor cells, but
also as an immune response to the tumor. The aim of the study was to investigate the
relationship between IL-6 and TNF-a in serum and saliva of patients with oral cancer and
tumor recurrence, the presence of regional and distant metastases and survival of patients. The
study included 36 patients who were referred during the 15 months (from November 2006 to
January 2008) to the Department of Maxillofacial Surgery University Hospital Dubrava. The
concentrations of IL-6 and TNF-a in serum and saliva were determined by chemiluminescent
enzyme immunoassay. The patients data were kept in the files of patients and in the electronic
database. Files and database of patients were reviewed again in June 2012 and the following
data were recorded: age, gender, smoking, present comorbidities, tumor location, TNM
classification, treatment of the underlying disease, the presence or absence of locoregional
recurrence and distant metastases and disease outcome. Elevated levels of IL-6 in serum
before treatment has proved to be a significant risk factor for disease recurrence. Therefore,
the detection of such patients could be used for better monitoring and early detection of

recurrence and metastatic disease that could contribute to reducing mortality from oral cancer.
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