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I. POPIS KRATICA

AJCC - Americko drustvo za rak (eng. American Joint Committe on Cancer)
DNA — deoksiribonukleinska kiselina (engl. Deoxyribonucleic acid)

DAB - diaminobenzidin

GSH — glutation

GST — glutation-transferaza

HNE — 4-hidroksinonenal

HPV- humani papilloma virus

IH — imunohistokemija

LOH — gubitak heterozigotnosti

MAPK — mitogenom aktivirana protein kinaza (engl. Mitogen activated protein kinase)
MDA — malondialdehid

MR- magnetska rezonanca

MMP1- matriksna metaloproteaza 1

MMP2- matriksna metaloproteaza 2

NHL- Non- Hodgkin limfom

OS - oksidacijski stres

8-oksodG- 8-0kso2 —deoksigvanozin (engl. 8-0x02'-deoxyguanosine)

8-OHdG- 8-hidroksi2'-deoksigvanozin (engl. 8-hydroxy?2'- deoxyguanosine)
PUFA — viSestruko nezasi¢ene masne kiseline (engl. Polyunsaturated fatty acids)

RNA- ribonukleinska kiselina (engl. Ribonucleic acid)



RNS - reaktivne dusikove vrste (engl. Reacitve nitrogen species)
ROS - reaktivne kisikove vrste (engl. Reactive oxygen species)
SOD - superoksid dismutaza

SZO — Svjetska zdravstvena organizacija

SZS — sredi$nji Ziv€ani sustav

TNF-o — faktor nekroze tumora a (engl. Tumor necrosis factor o)



1. UvVOD

Maligni tumori glave i vrata su heterogena skupina novotvorina koja nastaje iz epitela
sluznice gornjeg respiratornog i probavnog sustava. Oni obuhvacaju tumore nosa i
paranazalnih sinusa, usne Supljine, zdrijela, grla i zlijezda slinovnica. Tumori koji nastaju na
sluznici gradenoj od mnogoslojnog plocastog epitela imaju histolosku sliku plocastog
karcinoma koji je najzastupljeniji patohistoloski tip tumora glave i vrata (1). Glavna
anatomska i funkcionalna karakteristika gornjeg respiratornog i probavnog trakta je krizanje
puta disanja i gutanja te funkcija govora. Pojava tumora na tim lokalizacijama vezana je za
poremecaj tih struktura i njihova simptomatologija izaziva kod bolesnika traumu. U pristupu
lijeCenju potrebno je odabrati pravi modalitet gledajuci najucinkovitiju terapiju i odrzavanje
estetskog i funkcionalnog integriteta bolesnika (2).

Ploc¢asti karcinom glave 1 vrata ¢ini 6% svih karcinoma 1 Sesti je po ucestalosti medu
karcinomima. Ukupno 5-godisnje prezivljenje u bolesnika s ovim tipom karcinoma je nisko, u
usporedbi s drugim tipovima karcinoma (3). Cesée se javlja kod muskaraca u dobi iznad 60-te
godine zivota, a od etioloskih ¢imbenika rizika najznacajniji su duhan i alkohol te humani
papiloma virus (HPV) (4).

Za razliku od vecine drugih tumora glave 1 vrata, zadnjih godina raste incidencija plocCastog
karcinoma orofarinksa. Prema podacima Registra za rak RH iz 2012. god. (Bilten broj 37)
incidencija tumora orofarinksa u Hrvatskoj na 100 000 stanovnika iznosila je 3,8 (5).
Orofarinks obuhvaca bazu jezika, tonzile, meko nepce i straznju faringealnu stijenku.

Tumori u ranim stadijima ¢esto su izljecivi kirurski ili zracenjem i imaju dobru prognozu,
medutim kod njih je veéi rizik za razvoj drugog primarnog tumora S niskim stopama
preZivljenja (6). Tumori u uznapredovalom stadiju bolesti imaju loSiju prognozu i u njthovom
lijecenju potreban je multimodalni pristup koji uz kirurgiju i zracenje ukljucuje i kemoterapiju
(3,7). Zadnjih desetljeca znatno se poboljsalo lijeCenje tumora glave i vrata. Tome je
doprinijela bolja dijagnostika, nove tehnike zracenja, upotreba novih citostatika i razvoj
bioloske terapije. Napredak u razumijevanju genetske i molekularne osnove karcinoma
potaklo je na istrazivanje i otkrivanje specificnih promjena u plocastom karcinomu glave 1
vrata koje pomazu u prevenciji, pravodobnoj dijagnozi i adekvatnom lijecenju (3, 8).
Oksidacijski stres ima znacajnu ulogu u karcinogenezi. U stanjima trajnog oksidacijskog

ostecenja dolazi do porasta reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) u organizmu te do o$teéenja



DNA, proteina i lipida stani¢ne membrane. Klju¢an proces u oksidacijskom stresu je lipidna
peroksidacija. To je slozena lancCana reakcija oksidacije viSestruko nezasi¢enih masnih
kiselina (PUFA) potaknuta ROS-om ¢iji zavr$ni produkti su reaktivni aldehidi (9). U visokim
koncentracijama HNE je citotoksi¢an i mutagen. U tom Se slu¢aju HNE kao produkt lipidne

peroksidacije moze koristiti kao indikator u prognozi raka.

Svrha ove retrospektivne studije je analiza ekspresije HNE-a i p53 u plo¢astom karcinomu
orofarinksa, a cilj je istraziti povezanost produkta lipidne peroksidacije (HNE) s nastankom
plocastog karcinoma. Do danas nije objavljeno istrazivanje imunohistokemijske nazocnosti

HNE-a u ovom podrucju onkoloske patologije i zbog toga je ovaj rad izvorno istrazivanje, a

.....



1.1. ANATOMIJA OROFARINKSA

Orofarinks je srednji dio Zdrijela anatomski smjeSten izmedu epifarinksa s gornje i1
hipofarinksa s donje strane. Gornja granica je spoj tvrdog i mekog nepca, donja valekula i
jezi¢na kost, prema naprijed proteze se do papile cirkumvalate, a straga ga omeduje
muskulatura stijenke zdrijela. U svrhu lakSe orijentacije lokalizacije tumora, orofarinks
dijelimo na Cetiri podsijela (10): 1. baza jezika (ukljucujuci faringoepiglotski i glosoepiglotski
nabor); 2. tonzilarna regija (tonzilarna udubina i prednji i straznji tonzilarni nabor); 3. meko

nepce i uvula; 4. straznji faringealni zid (slika 1).

usna Supliina

\ meko nepee

tvrdo nepee

/- OROFARINKS
jezik —— | strainja faringealna stijenka
alE ' - neptana tonzila

jezicna tonzila

Slika 1. Anatomija orofarinksa.

(izvor: http://www.cdc.gov/cancer/hpv/basic_info/cancers.htm).



Straznja trecina oralne strane jezika ¢ini bazu jezika i definirana je s papilom circumvalate
s prednje strane, faringoepiglotskim i glosoepiglotskim naborima straga i jezicnom tonzilom
lateralno. Osjet 1 okus u ovoj regiji osigurani su preko glosofaringealnog zivca, dok unutarnja
laringealna grana vagusnog zivca osigurava inervaciju valekule. Glavna arterija koja
opskrbljuje krvlju bazu jezika je lingvalna arterija.

Nepcana tonzila je gradena od mukoza pridruZzenog oblinog limfaticnog tkiva te je
omedena s miSi¢ima: palatoglosusom s prednje i palatofaringealnim sa straznje strane.
Lateralno je omedena s gornjim konstriktorom, stiloglosusom i prednjim vlaknima
palatofaringeusa. Glavna opskrba gornjeg i donjeg pola tonzile arterijskom krvlju dolazi od
vanjske Kkarotidne arterije. Uzlazna faringealna arterija i silazna palatinalna arterija
opskrbljuju krvlju gornji dio, dok ogranci facijalne arterije, jezicna arterija i uzlazna
palatinalna arterija opskrbljuju krvlju donji dio. Zivéani tonzilarni pleksus &ine ogranci
maksilarnog dijela trigeminalnog zivca i1 glosofaringealni Zzivac. Timpani¢ni ogranak
glosofaringealnog zivca, poznat kao Jacobsonov zivac, odgovoran je za bol u uhu (otalgija)
koja nastaje zbog nekog patoloSkog procesa u tonzilama.

Meko nepce ¢ini pet miSica: tenzor veli palatini, levator veli palatini, palatoglosus i
palatofaringeus ¢ineci predni dio mekog nepca. Uvularni miSi¢ se veze za straznji dio nosnog
grebena 1 karakteristicna je struktura u srediSnjoj liniji udruZena sa straznjim dijelom mekog
nepca. Jedinstvena karakteristika mekog nepca je prisutnost dva razli¢ita tipa epitela.
Cilindri¢ni epitel s trepetljikama koji oblaze povrSinu nosa dok je viSeslojni plocasti epitel
prisutan na oralnoj strani. Na oralnoj strani mekog nepca mogu se naci i okusni pupoljci.
Glavnina opskrbe arterijskom krvlju dolazi od uzlaznog ogranka facijalne arterije i uzlazne
faringealne arterije. U prednjem dijelu mekog nepca osjet osigurava palatinalni Zivac koji je
dio maksilarnog ogranka trigeminalnog Zivca, a osje¢aj okusa veliki petrosalni Zivac preko
pterigopalatinalnog gangliona. U straznjem dijelu mekog nepca osjet dolazi preko ogranaka
glosofaringealnog Zivca.

Straznji se faringealni zid gledaju¢i od medijalne prema lateralnog strani sastoji od
mukoze, submukoze, faringobazilarne fascije konstriktornih misica i bukofaringealne fascije.
Krvne zile koje opskrbljuju tu regiju su uzlazna faringealna i fascijalna arterija dok je
inervacija od glosofaringealnog i vagusnog zivca.

Cijeli orofarinks je izrazito bogat limfnim zilama te je u kontaktu s dva klinicki
potencijalno vazna prostora. Straga je retrofaringealna, a lateralno parafaringealna regija.

Ovisno o zahvac¢enom podsijelu, 15% do 75% pacijenata se prezentira sa zahvac¢enim limfnim



¢vorovima na vratu (11). Sirenjem tumora retrofaringealno poveéava se vjerojatnost
kontralateralnih metastaza u regionalne limfne ¢vorove vrata dok je Sirenje tumora u
parafaringealni prostor povezano uz veci rizik lokalnog recidiva bolesti (12). Vecina tumora
orofarinksa se otkriva najceS¢e u kasnim stadijima bolesti s metastazama u limfne ¢vorove
vrata. Pojedinci se zale na bol ili grlobolju. Tumori smjeSteni u bazi jezika su cesto
asimptomatski zbog nedostatka vlakana za bol u toj regiji. U uznapredovalim stadijima bolesti
javljaju se smetnje gutanja i govora.

Tumori orofarinksa metastaziraju Gesto u regionalne limfne &vorove vrata. Sirenje tumora u
regionalne limfne ¢vorove Cesto je predvidljivo i postupno, od najblizih limfnih ¢vorova
prema udaljenijim (13). Limfne ¢vorove vrata tvore povrSinska i duboka skupina ¢vorova
koji ¢ine horizontalni lanac uzduz cervikocefalicnog spoja i vertikalni lanac koji je smjeSten
ispod sternokleidomastoidnog misi¢a. Zbog potrebe planiranja lijecenja nastala je klasifikacija
limfnih ¢vorova na vratu prema sistemu regija. Klasifikacija je tijekom godina dozivjela niz

modifikacija.

Limfni ¢vorovi lateralnog dijela vrata podijeljeni su u 5 skupina (slika 2).
Skupina I: Submentalni i submandibularni limfni ¢vorovi.
Podskupina | A: submentalni limfni ¢vorovi nalaze se izmedu prednjih trbuha digastri¢nih
misica i hioidne kosti.
Podskupina | B: submandibularni limfni ¢vorovi se nalaze u trokutu omedenom prednjim i
straznjim trbuhom digastricnog misica 1 donjim rubom mandibule.
Skupina Il: Gornji jugularni ¢vorovi (podskupine A i B).
Gornji jugularni ¢vorovi nalaze se oko unutarnje jugularne vene od baze lubanje do visine
hioidne kosti, ispred lateralnog ruba sternokleidomastoidnog misica, a iza lateralnog ruba
straznjeg trbuha digastri¢nog misica.
Skupina I11: Srednji jugularni ¢vorovi.
Srednji jugularni ¢vorovi nalaze se oko unutarnje jugularne vene od visine hioidne kosti do
omohioidnog misica ili do visine donjeg ruba krikoidne hrskavice, straga do lateralnog ruba
sternokleidomastoidnog miSica, a naprijed do lateralnog ruba sternohioidnog misica.
Skupina 1V: Donji jugularni ¢vorovi.
Donji jugularni ¢vorovi nalaze se oko unutarnje jugularne vene od visine omohioidnog misi¢a
ili od visine donje krikoidne hrskavice do klavikule, straga do lateralnog ruba

sternokleidomastoidnog misica, a naprijed do lateralnog ruba sternohioidnog misica.



Skupina V: Straznji trokut vrata (podskupine A i B).
Skupina ¢vorova u straznjem trokutu vrata nalazi se izmedu straznjeg ruba

sternokleidomastoidnog misi¢a, prednjeg ruba trapezoidnog misica i klavikule.

Slika 2. Regije limfnih ¢vorova vrata

(izvor: http://openi.nim.nih.gov/detailedresult.php?img=3544246_CTO-11-04-g-001&req=4).



Vjerojatnost metastaza u limfne ¢vorove ovisi o veli¢ini i lokalizaciji primarnog tumora u
orofarinksu. Metastaze se prvo pojavljuju u skupini Il, te potom u skupinama 11 i 1V.

Za tumore smjeStene blizu medijalne linije, kao Sto je straznja faringealna stijenka 1 baza
jezika, karakteristicne su obostrane metastaze. Moguce su i metastaze u retrofaringealnim

limfnim ¢vorovima (14). Postojanje skip metastaza kod tumora orofarinksa je rijetko.

1.2. TUMORI OROFARINKSA

Tumori orofarinksa mogu biti epitelnog, mezenhimalnog ili hematolimfoidnog porijekla
(15). Histoloski orofarinks je graden od plocastog epitela, mezenhimalnog tkiva, limfaticnog
tkiva i malih Zlijezda slinovnica. Tumori mogu nastati iz bilo kojih od ovih tkiva te mogu biti
benigni i maligni. Epitelni tumori mogu nastati iz ploCastog epitela ili epitela malih Zlijezda
slinovnica. Vec€ina epitelnih tumora je plocasti karcinom.

Od benignih tumora porijekla ploCastog epitela u tom podru€ju najces¢i su papilomi s
prevalencijom od 0,1%-0,5% (15). Papilomi su egzofiticne i polipoidne lezije histoloski
gradene od hiperplasti¢nog plocastog epitela. Mogu biti solitarne ili multiple lezije, najcesce
uzrokovane infekcijom s HPV-om. U orofarinksu najcesce lokalizacije su meko nepce i uvula.
Klini¢ka diferencijalna dijagnoza ukljuCuje obi¢nu bradavicu, fibroepitelni polip, ZariSnu
epitelnu hiperplaziju 1 Siljasti kondilom. Terapija je kirurSka ekscizija, recidivi su rijetki.
Drugi benigni tumor porijekla epitela malih Zlijjezda slinovnica je pleomorfni adenom.
Benigni tumori mezenhimalnog porijekla koji se mogu javiti u tom podru¢ju su hemangiom,
leiomiom, §vanom i neurofibrom.

Tumori porijekla zlijezda slinovnica su rijetki u orofarinksu i ¢ine 1,1-3,3% svih tumora
malih Zlijezda slinovnica. U vecini studija odnos Zena prema muskarcima je 1,2:1-1,5:1 (15).
Gotovo polovina svih tumora je zlo¢udna i naj¢eSc¢a lokalizacija je meko nepce, zatim slijede
tonzila 1 baza jezika. Medu najceS¢im karcinomima su mukoepidermoidni karcinom,
adenoidni cisti¢ni karcinom i polimorfni adenokarcinom niskog gradusa. Prezentiraju se kao
spororastuce, ulcerirane ili crvenkaste submukozne tvorbe 1 medu glavnim simptomima je
disfagija, dok se bol javlja u uznapredovalim stanjima.

Od tumora hematolimfoidnog porijekla najces¢i je Non-Hodgkin limfom (NHL). NHL

orofarinksa ¢ini oko 13% svih primarnih ekstranodalnih NHL, oko 70% njih smjeSteno je u



tonzili (15, 16). Mogu se javiti u svim zivotnim dobima, ali veéina ih se javlja u 60. i 70.
godini zivota. NHL karakteristican za dje¢ju dob i mlade odrasle je Burrkitov limfom. NHL
povezan s imunodeficijencijom se takoder javlja u mladih osoba. Najces¢i histoloski tip koji
¢ini viSe od 50% NHL je difuzni B velikostani¢ni, potom slijede limfom plaStene zone,
folikularni limfom i ekstranodalni B- stani¢ni marginalni limfom. Klinic¢ki se prezentiraju kao
solitarne ili multiple lezije u obliku egzofiC¢inih tumora sa ili bez ulceracije. Limfomi u
podrucju tonzile manifestiraju se kao asimetricno povecanje tonzile, dok u 9% slucajeva
mogu biti bilateralni. Regionalni limfni ¢vorovi mogu biti povecani kao rezultat sistemske
bolesti ili reaktivnih promjena. Sistemski simptomi bolesti kao $to su povecana temperatura i
no¢na znojenja nisu Cesti. Od drugih limfoma koji se mogu javiti u orofarinsu su Hodgkinov
limfom, T-stani¢ni limfom, NK/T stani¢ni limfom i ekstramedularni plazmocitom. Pacijenti
koji boluju od NHL orofarinksa lijece se radioterapijom, kemoterapijom ili kombinacijom to

dvoje.



1.3. EPIDEMIOLOGIJA TUMORA OROFARINKSA

Prema podacima Registra za rak Republike Hrvatske iz 2012. Godine (Bilten br. 37)
incidencija tumora orofarinksa u Hrvatskoj na 100 000 stanovnika iznosila je je 3,8, a ukupan
broj novih slu¢ajeva bio je 162. Prema podsijelu orofarinksa, incidencija tumora tonzile bila
je najvisa i iznosila je 1,5, slijedi baza jezika 1,0 i straznja faringealna stijenka 1,3 na 100 000
stanovnika. Prema navedenim podacima znatno su ¢es$¢i u muskaraca s omjerom 7:1 u odnosu
na Zene te u dobi izmedu 55 1 65 godina starosti (5).

Smatra se da su zbog navike puSenja i konzumacije vecih koli¢ina Zestokih alkoholnih pi¢a
muskarci ¢esce zahvaéeni od Zena. Medutim, udio zena oboljelih od plocastog karcinoma
razli¢it je u pojedinim dijelovima svijeta, a raste zbog porasta broja pusaca medu Zenama (15,
16).

Podaci govore o porastu incidencije karcinoma orofarinksa Sirom svijeta, a pripisuje se
infekciji HPV-om. U Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD) godi$nje se dijagnosticira oko
5000 novih slu¢ajeva tumora orofarinksa, od toga 85-90% su histoloski plocasti karcinomi.
Postotak HPV pozitivnih plo¢astih karcinoma orofarinksa u SAD iznosi 40-80%. Premda se
vecina tumora javlja u osoba starijih od 45 godina, u zadnjim studijama provedenim u
zapadnoj Europi 1 Americi nalazi se povecanje incidencije ove bolesti u osoba mladih od 45
godina (17). To se objasnjava sa sve ¢eS¢om infekcijom s HPV-om. Pojava orofaringealnih
karcinoma u svijetu je procijenjena na oko 10% od svih karcinoma glave i vrata ili 52 000

sluc¢ajeva godisnje (18).



1.4. ETIOLOGIJA TUMORA OROFARINKSA

Etiologija ploCastog karcinoma glave 1 vrata je sloZena. PlocCasti karcinom nastaje kao
posljedica brojnih molekularnih promjena induciranih ¢imbenicima okoline uz genetsku
predispoziciju (4). Najces¢i cimbenici okoline, kako za sve plocaste karcinome glave i vrata
tako 1 za karcinome orofarinksa, su pusSenje i konzumacija alkoholnih pic¢a. Zajednicko
djelovanje alkohola i cigareta viSestruko povecava rizik nastanka karcinoma (16). Rizik
nastanka karcinoma povecan je i za teSke pusace koji ne konzumiraju alkohol, kao i za
alkoholi¢are koji ne puse (15). U velikom broju studija dokazala se povezanost pusenja i
alkohola s pojavom plocastog karcinoma orofarinksa. Nakon prestanka puSenja pada relativni
rizik nastanka plocastog karcinoma glave i vrata, ali i dalje ostaje visi od rizika za ljude koji
nisu nikad pusili (6).

Direktni utjecaj nikotina i policiklickih aromati¢nih ugljikovodika u duhanu se smatra
karcinogenim (19). Metabolit alkohola, acetaldehid, prepoznat je kao promotor u procesu
karcinogeneze putem stvaranja slobodnih radikala i oSte¢enja DNA. U sluznici gornjeg diSnog
puta prisutni su enzimi alkoholdehidrogenaza (ADH) i citokrom P-4501 koji posreduju u
metaboliziranju etanola u acetaldehid. Sinergisticki uc¢inak alkohola na nastanak karcinoma
kod puSaca moZe se objasniti ¢injenicom da je acetaldehid viSe topljiv i tako prisutan u vecoj
koncentraciji u slini puSaca nego u nepusaca (20). Mutacije tumor supresor gena p53 su
takoder povezane s pusenjem i alkoholom (21).

Prehrana je takoder vazan etioloSki ¢imbenik u nastanku tumora orofarinksa. Protektivnu
ulogu ima prehrana bogata vo¢em i povréem, narocito hrana bogata karotenima koji su vazni
antioksidansi (22).

Stoga proizlazi da je prevencija u vise od 90% slucajeva ploCastog karcinoma orofarinksa
izbjegavanje puSenja 1 konzumacije alkohola te prehrana bogata karotenima iz voca 1 povréa
(15).

Humani papiloma virus (HPV) tip 16 povezuje se s nastankom plocastog karcinoma glave 1
vrata te se prema dostupnim podacima iz literature nalazi u 31-74% karcinoma usne Supljine,
u do 50% orofaringealnih karcinoma i do 85% laringealnih karcinoma. HPV pripada
Papillomaviride obitelji virusa. To su mali kruzni dvolan¢ani DNA virusi s genomom od oko

8000 parova baza. Svi subtipovi HPV-a imaju tropizam prema plo¢astom epitelu.
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U zarazenim stanicama HPV izaziva brojne poremecaje kao Sto su inhibicija tumor supresor
gena, aktivacija ciklina i produljenje zivota stanice. U karcinomima dolazi do integracije
virusne DNK u genom stanice domacina. Sama infekcija HPV-om nije dovoljna za nastanak
tumora ve¢ infekcija stanice virusom HPV-a djeluje kao inicijator, a za nastanak zlocudne
preobrazbe potreban je dodatni utjecaj karcinogena kao Sto su dim cigarete, hormonski
¢imbenici itd. HPV pridruzeni karcinomi orofarinksa nastaju najce$¢e u lingvalnoj i
palatinalnoj tonzili. HPV ima najveci afinitet za visokospecijalizirani retikularni epitel koji
oblaze tonzile. Pretpostavlja se da sluznica orofarinksa omogucuje olakSan pristup virusu u
bazalnom sloju epitela u kriptama tonzile S§to je sliéno procesu koji se zbiva u
transformacijskoj zoni cerviksa uterusa (23).

Vaznu ulogu u nastanku plocastog karcinoma glave 1 vrata ima i genetska predispozicija
(6,8). Genetska predispozicija o€ituje se kroz nemoguénost metaboliziranja karcinogena ili
prokarcinogena, te neucinkovitost sustava popravka oste¢enja DNA (4,8). Enzim glulation-S-
transferaza sudjeluje u metaboliziranju karcinogena iz cigareta i neki od oblika tog enzima
povezani su s povecanim rizikom nastanka plocastog karcinoma. U prilog neadekvatnom
sustavu popravka DNA govori prisutna nestabilnost genoma, citogenetske aberacije, gubitak
heterozigotnosti (LOH) i nestabilnost mikrosatelita (4). U¢inkovitost sustava popravka DNA
ovisi o primjerenoj kontroli stanicnog ciklusa 1 moguc¢nosti popravka DNA. Vazni ¢imbenici
kontrole stani¢nog ciklusa su inaktivacija p53 ili p16 tumor supresor gena ili amplifikacija

protoonkogena ciklin D1 (4).
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1.5. DIJAGNOSTIKA TUMORA OROFARINKSA

Sumnja na tumor sluznice orofarinksa postavlja se klinickim otorinolaringoloSkim (ORL)
pregledom. Pregledom se odreduje vjerojatno podsijelo tumora te granica §irenja tumora
prema okolnim strukturama. Klinicka sumnja na tumor prije pocetka lijeenja mora se
potvrditi patohistoloskom analizom (24). U procjeni veliCine 1 proSirenosti primarnog tumora
te Sirenju tumora u okolne strukture koristi se kompjuterizirana tomografija (CT) i
endoskopija gornjeg respiratornog i probavnog sustava. One ujedno sluze i za otkrivanje
eventualno prisutnog drugog primarnog tumora. Plocasti karcinom orofarinksa najcesce
metastazira u regionalne limfne ¢vorove vrata. Metoda izbora za utvrdivanje broja i veliine
suspektnih limfnih ¢vorova je ultrazvuk (UZV). Suspektne limfne ¢vorove potrebno je
punktirati pod kontrolom UZV-a i razmaze pregledati citoloski. Za utvrdivanje stadija bolesti
i isklju¢ivanje udaljenih metastaza potrebno je napraviti CT abdomena i plué¢a. Na osnovi svih
prethodno navedenih nalaza utvrduje se veliCina 1 proSirenost tumora te se odabere nacin

lijecenja.
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1.6. KLASIFIKACIJA KARCINOMA OROFARINKSA

1.6.1. Epitelne prekursorske lezije

Prekursorske lezije se definiraju kao promjene u epitelu s poveanom vjerojatnoséu
progresije u plocasti karcinom. Promijenjeni epitel pokazuje razliCite arhitekturalne i
citoloske promjene nazvane displazija (24). Arhitekturalne promjene uklju¢uju nepravilnu
stratifkaciju epitela, gubitak polarnosti bazalnih stanica, poveéan broj mitoza narocito u
superficijalnom sloju, diskeratozu i pojavu roznatih perli unutar rete pegs. Citoloske promjene
u displaziji su: anizonukleoza, anizocitoza, pleomorfizam jezgri i citoplazmi, pove¢an omjer
jezgre 1 citoplazme, atipi€ne mitoze, povecan broj 1 veli€ina jezgrica 1 hiperkromazija jezgri.
Makroskopski one izgledaju poput bjelkastih naslaga (leukoplakija), crvenih naslaga

(eritroplakija) ili mijeSanog izgleda.

Prema Klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) iz 2005 god. prekursorske
lezije se kategoriziraju:
1. Hiperplazija plocastih stanica je karakterizirana povecanim brojem stanica, ali bez
poremecaja arhitekture i bez atipije stanica. Cesto se na povrsini nalazi keratoza. Poveéan broj
stanica moZe biti smjeSten kroz cijelu debljinu epitela ili djelovati ograni¢eno. Hiperplazija
plocastih stanica je najCeS$¢i uzrok leukoplakije. lako se smatra epitelnom prekursorskom
lezijom, razvoj za nastanak plo¢astog karcinoma je nizak.
2. Blaga displazija je karakterizirana poremecajem arhitekture u vidu gubitka sazrijevanja
stanica i blagom citoloskom atipijom stanica u donjoj tre¢ini debljine epitela. Mnoge lezije
opisane kao displazija pokazuju hiperplaziju bazalnih stanica s citoloSkom atipijom
ograni¢enom na donju treéinu debljine epitela.
3. Umjerena displazija je karakterizirana poremecajem arhitekture u donje dvije trecine
debljine epitela s umjerenom, ali ne jakom, citoloSkom atipijom. Ako je citoloSka atipija jaka,
moze se proglasiti teSkom displazijom.
4. Teska displazija je karakterizirana poremec¢ajem arhitekture u viSe od 2/3 debljine epitela s
teSkom citoloSkom atipijom ili teSka citoloska atipija s bilo kojim stupnjem poremecaja

arhitekture.
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5. Karcinom in situ se definira kao maligna tranformacija, ali bez znakova invazije bazalne
membrane. Karakteriziran je poremecajem arhitekture u cijeloj debljini epitela i teSkom
citoloSkom atipijom s atipi¢nim mitozama u superficijalnom sloju.

U opisanim promjenama nalaze se molekularne nepravilnosti koje koreliraju s histoloskim
atipijama i rizikom za razvoj plo€astog karcinoma. LOH na 3p i 9p su rani dogadaji u razvoju
plocCastog karcinoma. Isto tako, mutacije u p53 genu su Ceste u prekursorskim lezijama i
udruzene su s razvojem invazivnog karcinoma (25, 26).

Sluznica u blizini plocastog karcinoma cesto pokazuje premaligne promjene vjerojatno

uzrokovane istim karcinogenima (27).
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1.6.2. Patohistoloska klasifikacija plocastog karcinoma

Plocasti karcinom nastaje iz mnogoslojnog plocastog epitela ili iz cilindricnog epitela
nakon ploc¢aste metaplazije. Karakteristika su mu plocasta diferencijacija tumorskih stanica i
invazivni rast. Plocasta diferencijacija o€ituje se stvaranjem roZevine uz razli¢itu ucestalost
formiranja ,,perli“. Roznate perle su kuglasto oblikovani dezmosomski dodaci i
intracitoplazmatski snopovi tonofilamenata. Invazivni rast ocituje se probijanjem bazalne
membrane i infiltracijom podlezeéeg tkiva, te infiltracijom krvnih Zzila i zivaca (24). Tumor
infiltrativno raste stvaraju¢i nepravilna, medusobno anastomozirajuéa gnijezda, tracke ili
pojedinacne plocaste stanice koje pokazuju razli¢iti stupanj stvaranja intracelularnog i
ekstracelularnog keratina. Pojacana diferencijacija je Cesto prisutna prema srediStu gnijezda,
dok periferno smjeStene stanice imaju bazaloidni izgled s oskudnom bazofilnom
citoplazmom. Kako stanice napreduju prema srediSnjim dijelovima gnijezda, njihova
citoplazma postaje obilnija i eozinofilnija. Ekstracelularni keratin, cesto izmijeSan s
nekroticnim detritusom, Cesto se nade u srediStu gnijezda. Stroma oko tumora pokazuje
dezmoplaziju i1 proZeta je razli¢itim stupnjem kroni¢nih upalnih stanica. Ploc¢asti karcinomi
mogu biti 1 nekeratinizirajuéi, ali 1 tada proizvode oskudnu koli€inu unutarstani¢nog ili
izvanstani¢nog keratina (16).

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZO) na osnovi koli¢ine stvaranja rozevine i
morfoloskog izgleda stanica plocasti karcinomi dijele se u tri gradusa: gradus I: dobro

diferencirani, gradus Il: umjereno dobro diferencirani, gradus I11: slabo diferencirani.

Gradus |

Dobro diferencirani plocasti karcinom slican je normalnom plo¢astom epitelu.
Karakterizira ga obilno stvaranje rozevine, rijetke mitoze i blaga atipija stanica. Sazrijevanje
stanica se nalazi u srediSnjim dijelovima gnijezda. Infiltrativna gnijezda tumorskih stanica su
veca nego kod slabije diferenciranih plocastih karcinoma i mogu biti centralno cisti¢na.
Infiltrativna mala gnijezda i pojedina¢ne tumorske stanice ne smiju biti prisutni. Kako je
sazrijevanje prisutno relativno je isti odnos omjera jezgre i citoplazme. Atipija jezgri je
minimalna i veéina jezgri ima vezikularni kromatin. Mitoze su rijetke, manje od pet na deset
velikih vidnih polja povecanja mikroskopa, i smjeStene su na periferiji infiltrativnih otoka
tumorskih stanica.
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Gradus |1

Umyjereno diferencirani plocasti karcinom ima manje izraZzeno stvaranje rozevine dok su
mitoze jasno vidljive i ve¢i je stupanj atipije stanica i jezgri. Infiltrativna gnijezda tumorskih
stanica su manja, pokazuju varijacije u veli¢ini i ZariSno imaju izgled tracaka. Dok je vecina
jezgri zrela, ipak ih je znacajan broj hiperkromatskih i imaju granularni kromatin. Nalaze se
varijacije u veli¢ini 1 izgledu jezgara, neke izgledaju presavijeno i nepravilno te imaju veci
volumen od okolnih tumorskih stanica. Mitoze su ¢eS¢e i mogu se naci kroz tumorske otoke.
Vecina pojedina¢nih tumorskih stanica podlijeze nekrozi i nekroti¢ni detritus se Cesto vidi

unutar centralnih dijelova tumorskih gnijezda.

Gradus 11

Slabo diferencirani plocasti karcinom sastoji se od polimorfnih stanica s brojnim tipi¢nim i
atipi¢nim mitozama te minimalnim stvaranjem roZevine. Gnijezda tumorskih stanica su manja
1 prisutna je infiltracija pojedina¢nim tumorskim stanicama. Nekad tumor mozZe rasti difuzno
u obliku solidnih nakupina. Prisutno je minimalno sazrijevanje stanica, 1 srediSnje smjestene
jezgre izgledaju monomorfno 1 isto kao 1 periferno smjesStene jezgre u tumorskim otocima.
Nalaze se brojne apoptoze kao i difuzna podrucja nekroze.

Mikroskopski, konvencionalni tip plocastog karcinoma ima stanice u razliitom stupnju
diferencijacije 1 razliitog stupnja citoloske atipije. Manje bazaloidne stanice imaju
nediferencirani fenotip i izgledaju okruglo s oskudnom citoplazmom. Vecée stanice imaju
obilnu eozinofilnu do svijetlu citoplazmu 1 poligonalni oblik. Ove stanice Cesto izgledaju
artificijelno odvojene jedna od druge i tipicno se nalaze intercelularni mosti¢i. Unutar
citoplazmi vecih stanica koje su dobro diferencirane ponekad se moze vidjeti stvaranje
keratina. Jezgre tumorskih stanica pokazuju umjerenu do znacajnu razliku u veli¢ini i obliku s
nepravilnim konturama i vezikularnim do granularnim kromatinom. Cesto se nalaze
prominentni nukleoli i mitoticke figure, ukljucujudi i atipi¢ne mitoze. U ploCastom karcinomu

¢esto se nalaze pojedinacne nekroti¢ne stanice i ve¢a podrucja nekroze.
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Najcesci histoloski tip plocastog karcinoma je konvencionalni tip, dok se prema SZO-i

razlikuju patohistoloski podtipovi (15):

Verukozni karcinom

Verukozni karcinom je prvi put opisan i priznat kao poseban entitet sa strane Lauren
Ackerman-a 1948. godine. Verukozni karcinom moze nastati na razli¢itim mjestima duz
cijelog gornjeg respiratornog trakta i tijela. Kad zahvaca gornji respiratorni trakt, najéesce je
smjesten na bukalnog sluznici ili gingivi te grkljanu. Ovaj podtip plocastog karcinoma cesée
se javlja u starijoj zivotnoj dobi i povezan je sa zZvakanjem duhana. Drugi etioloski uzroci su
pusenje duhana, alkohol i loSa higijena usne Supljine. Makroskopski ti tumori imaju gljivasti i
bradavicasti izgled s ulceracijama. Histoloski izgledaju poput bradavice s obilnom keratozom
i parakeratozom na zadebljanom ploCastom epitelu te imaju izgled poput ,,vrha na crkvi®.
Tumorske plocaste stanice sazrijevaju prema povrSini i samo minimalna atipija stanica moze
biti prisutna. Mitoze se mogu nac¢i samo u bazalnim epitelnim stanicama. Jezgre imaju
vezikularni kromatin s malim jezgricama. Na bazi tumora nalaze se Siroki jezicci zrelog,
dobro diferenciranog plocastog epitela koji invadiraju podleze¢u stromu gurajuéi se prema
dolje. Infiltrativna gnijezda tumorskih stanica, koja su tipi¢na za konvencionalni tip ploc¢astog
karcinoma, ne smiju biti prisutna. Na bazi tumora u stromi Cesto se moZe naci gusti

limfoplazmocitoidni upalni infiltrat.

Kunikulatni karcinom

Kunikulatni karcinom je rijetka varijanta plocastog karcinoma koja je dobila ime po
sli¢nosti s tumorom na stopalu koji duboko infiltrira kost. Ovi tumori smjesteni u orofarinksu
pokazuju proliferaciju viseslojnog plocastog epitela u obliku kripti ispunjenih rozevinom koji
se utiskuju u kost. ViSeslojni plocast epitel ne pokazuje ocite histoloSke znacajke zlo¢udnosti.
Sama dijagnoza se teSko moZe postaviti histoloski te je potrebna korelacija s klinickim i

radioloskim znacajkama.
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Papilarni plocasti karcinom

Papilarni plo¢asti karcinom je neuobidajena varijanta plo¢astog karcinoma. Cesce se javlja
u starijih muskaraca. Makroskopski ima egzofiti¢ni i resicasti izgled. Histoloski se na malom
povecanju mikroskopa vide kompleksne, resiaste i nitaste strukture oblozene atipi¢nim
plocastim epitelom. Atipi¢ni plocasti epitel pokazuje gubitak sazrijevanja stanica, poveéan
omjer jezgre i citoplazme, polimorfizam jezgri i brojne mitoze kroz cijelu debljinu epitela.
Kod ovog podtipa plocastog karcinoma nekad je teSko vidjeti infiltraciju podlezece strome.
Resicaste strukture u srediSnjim dijelovima imaju fibrovaskularnu stromu prozetu kroni¢nim

upalnim stanicama.

Akantoliticki ploc¢asti karcinom

Akantoliti¢ki plocasti karcinom je rijetka varijanta plocastog karcinoma karakterizirana s
akantolizom tumorskih stanica stvarajuci pseudolumene i lazni dojam da se radi o zljezdanoj
diferencijaciji. Pseudolumeni uglavnom sadrZe stani¢ni detritus. U tumoru se ne nalazi prave
Zljezdane diferencijacije ili stvaranja sluzi. Plocasta komponenta unutar tumora dominira.
Okolna stroma je dezmoplasti¢na prozeta s limfoplazmocitnim infiltratom. Prognoza je slicna
konvencionalnom tipu plocastog karcinoma premda se u nekim studijama navodi agresivniji

bioloski tijek bolesti.

Adenoskvamozni karcinom

Adenoskvamozni karcinom je rijedak podtip plocastog karcinoma koji se ¢esée javlja kod
starijih osoba i povezan je s konzumacijom alkohola i puSenjem. Ovi tumori imaju bioloski
agresivniji tijek 1 Cesto rano metastaziraju u limfne ¢vorove 1 recidiviraju. Histoloski cesto
prevladava plocasta komponenta. PovrSina je ulcerirana te plocasti epitel pokazuje promjene
koje odgovaraju teskoj displaziji. PloCasta komponenta odgovara umjereno do slabo
diferenciranom karcinomu s podruéjima keratinizacije. Zljezdana komponenta obiéno se vidi

u dubljim dijelovima tumora te ima duktularnu i kribriformnu gradu.
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Bazaloidni plocasti karcinom

Bazaloidni plocasti karcinom svrstava se u histoloski gradus III te je karakteriziran
nedostatkom stani¢nog sazrijevanja i stvaranjem ekstracelularnog keratina. Stanice imaju
nezreli izgled i nalikuju bazalnim stanicama plocCastog epitela. Klini¢ki se pojavljuju u starijih
muskaraca i etioloski su povezani s puSenjem, alkoholom i infekcijom s HPV-om. Cesta
lokalizacija je baza jezika te se prezentiraju u kasnim stadijima bolesti s metastazama u
regionalne limfne ¢vorove vrata. Histoloski bazaloidni podtip ploc¢astog karcinoma graden je
od razlicito velikih gnijezda i trataka bazaloidnih stanica. Velika gnijezda imaju centralni,
komedo tip nekroze. Na periferiji otoka tumorskih stanica cesto se vide palisadno rasporedene
jezgre. Tumor moze imati ZariSno Zljezdanu i kribriformnu gradu te se nalaze podrucja
konvencionalnog tipa plocastog karcinoma 1 keratinizacija. Okolna stroma moZe biti
miksoidno ili hijalino promijenjena. Jezgre su sitne i hiperkromatske s brojnim mitozama i

apoptozom.

Karcinom vretenastih stanica

Karcinom vretenastih stanica je slabo diferencirana varijanta plocastog karcinoma
histoloSkog gradusa III. Dobio je ime po tome S§to ve¢ina tumorskih stanica ima mezenhimalni
(vretenasti) izgled. Uglavnom se javlja u starijih muskaraca i povezan je s puSenjem i
alkoholom. Rijetko moZe nastati iz konvencionalnog tipa ploCastog karcinoma nakon
zraCenja. Makroskopski se pojavljuju kao ulcerirane, polipozne tvorbe, a histoloski izgled im
varira i ima razli¢iti mezenhimalni izgled. PovrSinska epitelna komponenta je prisutna i ¢esto
odgovara teSkoj displaziji. Nalaze se i podrucja konvencionalnog plocastog karcinoma.
Tumorsko tkivo je srednje do gusto celularno, vretenastog izgleda s brojnim mitozama,
pleomorfnim 1 bizarnim jezgrama te podru¢jima koStane 1 hrskavicne metaplazije.
Diferencijalna dijagnoza ukljucuje razlicite varijante benignih i malignih mezenhimalnih
tumora te melanom. Zbog toga se definitivna dijagnoza ne moZe postaviti samo na osnovu

histolosSkog izgleda, ve¢ je potrebna dodatna imunohistokemijska analiza.
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1.6.3. Prognosticki ¢imbenici

Prognosticki ¢imbenici su veli¢ina i lokalizacija primarnog tumora, prisutnost metastaza u
regionalnim limfnim ¢vorovima te prisutnost udaljenih metastaza. Uz njih, vazni prediktori
ukupnog prezivljenja su opce stanje bolesnika i komorbiditet.

Od patohistoloskih parametara prognostic¢ki ¢imbenici su (15):
1. Histoloski gradus tumora
Dubina invazije
Status resekcijskih rubova

2

3

4. Limfovaskularna invazija

5

6 Ekstrakapsularno §irenje tumora u metastatskom limfnom ¢voru

Kad se gleda histoloski gradus tumora, dobro diferencirani tumori imaju bolju prognozu
nego slabo diferencirani tumori koji, ujedno, ¢eS¢e metastaziraju u regionalne limfne ¢vorove.
Dubina invazije ¢esto ovisi o gradusu, tako da slabije diferencirani tumori imaju ve¢u dubinu
invazije. Bitan je status resekcijskih rubova, ako su pozitivni resekcijski rubovi, postoji veci
rizik za lokalni recidiv bolesti. Ako je prisutna limfovaskularna invazija, ¢eS¢e su metastaze u
limfne ¢vorove, dok je kod prisutne peri 1/ili intraneuralne invazije veci rizik za recidiv 1
metastaziranje. Na loSiju prognozu upucuje i ekstrakapsularno Sirenje tumora u zahva¢enom
limfnom ¢voru. Ekstrakapsularno Sirenje tumora i pozitivni resekcijski rubovi neovisni su
prognosti¢ki ¢imbenici mortaliteta kod karcinoma usne Supljine i orofarinksa (28), dok
limfovaskularna i perineuralna invazija nisu neovisni ¢imbenici. Oni ukazuju na mogucu vecu
agresivnost tumora.

Stadij bolesti u trenutku postavljanja dijagnoze plocastog karcinoma je najvazniji
prognosticki ¢imbenik. Stadij bolesti temelji se na TNM Kklasifikaciji u kojoj su objedinjeni
veli¢ina tumora, status limfnih ¢vorova i udaljene metastaze. Bolesnici koji u trenutku
postavljanja dijagnoze nemaju zahvacene limfne ¢vorove imaju izvrsnu prognozu. Bolesnici
sa zahvacenim limfnim ¢vorovima imaju 50% manju vjerojatnost 5-godiSnjeg prezivljenja bez
obzira na primijenjeno lije¢enje (29). Zahvacenost limfnih ¢vorova je najvazniji prognosticki
¢imbenik. Za karcinome orofarinksa odnos veli¢ine tumora i postojanja metastaza na vratu je

varijabilna (13).
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1.6.4. TNM Kklasifikacija i stadij bolesti karcinoma orofarinksa

Nakon ucinjene obrade, a prije pocetka lijeCenja bolest se klasificira prema TNM
klasifikaciji Medunarodne unije za borbu protiv raka (franc. Union Internationale Contre
leCancer, UICC). TNM Kklasifikacija obuhvaca uvid u veli¢inu primarnog tumora (T), status
zahvacenih regionalnih limfnih ¢vorova (N) 1 prisutnost udaljenih metastaza (M) (Tablica 1).

U TNM- klasifikaciji gledaju se svi bitni klinicko-patoloski podaci koji ukljucuju klinic¢ki
pregled, radioloske pretrage (RTG, UZV, CT, MR i PET-CT) i patohistoloski nalaz. Klini¢ki
stadij bolesti od I do IV odreduje se na osnovi TNM-a, a prema klasifikaciji Americkog
drustva za rak (eng. American Joint Committe on Cancer, AJCC) (11).

U Tx stadiju primarno sijelo tumora se ne moze odrediti. U TO stadiju nema dokaza za
postojanje primarnog tumora. U Tis stadiju nalazi se plocasti karcinom in situ. U T1 stadiju
veli¢ina primarnog tumora je manja ili jednaka 2 cm u duzem promjeru. U T2 stadiju veli¢ina
primarnog tumora je od 2 do 4 centimetra u duzem promjeru. U T3 stadiju primarni tumor je
ve¢i od 4 cm u duZzem promjeru. T4 stadij se dijeli na dva podstadija : T4a kad se primarni
tumor Siri u grkljan, duboku muskulaturu jezika, medijalni pterigoid, tvrdo nepce ili
mandibulu, dok T4b stadij obuhvaca Sirenje tumora u lateralni pterigoidni misi¢, lateralni
nazofarinks, bazu lubanje ili karotidne arterije.

U Nx stadiju regionalni limfni ¢vorovi ne mogu se procijeniti. U NO stadiju ne postoje
metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima. U N1 stadiju nalaze se metastaze u istostranom
pojedina¢nom limfnom ¢voru Koji je manji ili jednak 3 cm u promjeru. N2 stadij se dijeli u tri
podstadija: N2a koji obuhvaca metastazu u jedan istostrani limfni ¢vor koji je promjera veceg
od 3 do 6 centimetara, N2b koji obuhvaca metastaze u vise istostranih limfnih ¢vorova
promjera manjeg ili jednako 6 centimetara, N2c obuhvaca obostrano zahvacanje vise limfnih
¢vorova promjera manjeg ili jednako 6 centimetara. U N3 stadiju nalaze se metastaze u limfne
¢vorove vece od 6 centimetara u promjeru.

U Mx stadiju postojanje udaljenih metastaza se ne moze odrediti. U MO stadiju udaljene

metastaze ne postoje. U M1 stadiju udaljene metastaze su prisutne.
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Tablica 1. TNM-klasifikacija prema AJCC

T-stadij

N-stadij

X primarni tumor ne moze se procijeniti
TO nema dokaza za postojanje primarnog tumora
Tis carcinoma in situ
T1 <2 cm
T2 >2 cmdo 4cm
T3 >4 cm
Sirenje tumora u larinks, duboku muskulaturu jezika, medijalni pterigoid,
T4a tvrdo nepce, mandibulu
Tab Sirenje tumora u lateralni pterigoidni misi¢, lateralni nazofarinks, bazu

lubanje, karotidne arterije

M-stadij

NX regionalni limfni ¢vorovi ne mogu se procijeniti

NO ne postoje metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima
N1 istostrani pojedinac¢ni limfni évor <3 cm

N2a istostrani pojedinac¢ni limfni ¢vor >3 do 6 cm

N2b istostrani multipli limfni ¢vorovi <6 cm

N2c obostrani, kontralateralni limfni ¢vorovi <6 cm

N3 limfni ¢vor >6 cm

NX udaljene metastaze ne mogu se procijeniti
MO ne postoje udaljene metastaze
M1 postojanje udaljenih metastaza
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Na osnovi pojedinacne T, N i M klasifikacije odreduje se klinicki stadij bolesti.

Klini¢ki stadij 0 obuhvaéa tumore koji su Tis, NO i MO. Klinicki stadij I obuhvaéa tumore koji
su T1, NO 1 MO. Klinicki stadij II obuhvaca tumore koji su T1, NO i MO0. Klinicki stadij III
obuhvaca tumore koji su T3, NO i MO; T1, N1 i MO; T2, N1 i MO; T3, NO i MO. Klinicki
stadij IV se dijeli na tri podstadija: IVA obuhvaca tumore koji su T4a, NO i MO; T1, N2 i MO;
T2, N2 i MO; T3, N2 i MO; T4a, N1 i MO te T4a, N2 i MO. Stadij IVB obuhvaéa tumore koji
su T4b, bilo koji N i MO te bilo koji T, N3 i MO. Stadij IVC obuhvaca tumore koji su bilo koji
T, bilo koji N i M1.

Tablica 2. Klini¢ki stadij prema TNM-klasifikaciji

Stadij T N M
0 Tis NO MO
I T1 NO MO
I T2 NO MO
" T1,T2 N1 MO
T3 NO, N1 MO
T1,T2, T3 N2 MO

IVA NO, N1,
T4a N2 MO
VB | T4b" bilo koji N MO
bilokoji T N3 MO
IVC bilo koji T | bilo koji N M1
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1.7. P53 KAO BILJEG KARCINOGENEZE PLOCASTOG KARCINOMA
OROFARINKSA

Razumijevanje procesa karcinogeneze i razvoj molekularne biologije doveo je do
otkrivanja novih molekularnih biomarkera koji nam pomazu u ranom otkivanju tumora te
njihovom lijeCenju. Na molekularnoj razini u ploastom karcinomu glave i vrata, a tako i
orofarinksa, dolazi do aktivacije onkogena i inaktivacije tumor supresor gena kao §to su p16 i
p53 (3).

Tumor supresor gen pS3 najcesce je promijenjen u tumorima. P53 je prvi put opisan 1979.
godine i prvi je otkriveni tumor supresor gen. Njegova osnovna funkcija je kontrola stani¢nog
ciklusa, pri ¢emu eliminira i inhibira proliferaciju promijenjenih stanica te tako sprecava
nastanak tumora. Signalni put p53 aktivira se kao odgovor na stani¢ni stres poput hipoksije i
nukleotidne deplecije. Regulatori aktivnosti p53 su promjene genetskog i epigenetskog
karaktera. Te iste promjene utjeCu i na transkripcijske ciljeve p53 koji ispoljavaju divlji-tip
(nemutirani) p53. Nekoliko nezavisnih puteva aktivacije p53 ovisni su o razli¢itim
regulacijskim kinazama (30). P53 djeluje kao inhibitor stani¢nog ciklusa i to preko inhibitora
ciklin-ovisne kinaze p21"V*®, koji se veze na ciklin BI-CDK1 kompleks u citoplazmi te ga
inhibira 1 zadrZava stanicu u G2 fazi stanicnog ciklusa. P53 djeluje i kao regulator apoptoze.
Proapoptoticki proteini direktno ovisni o p53 su izmedu ostalih i Bax, Apafl, PUMA,
p53AIP1, PIDD i NOXA. Divlji tip p53 direktno aktivira ekspresiju brojnih gena koji
sudjeluju u popravku oSte¢enja DNA. P53 inhibira angiogenezu i1 nastanak metastaza preko
inhibicije mamarne serin proteaze (maspin), koji inhibira angiogenezu, invaziju i metastaze.
Drugi protein inhibitor metastaza reguliran proteinom p53 je KAILl. Mutacije proteina p53
gotovo su uvijek u dijelu koji se specificno veze za DNA te posljedi¢no mijenja aktivaciju
gena reguliranih divljim tipom proteina (30). Broj mutacija u p53 veci je nego kod ostalih
tumor supresor gena. Protein p53 zaustavlja stani¢ni ciklus, inhibira angiogenezu i
omogucava popravak DNA, a u slucaju nemogucnosti popravka aktivira mehanizam
apoptoze. Stanice s mutacijom p53 gena obiljezene su genskom nestabilno$¢u €ineéi tako
vazan uvijet za nastanak karcinoma. Visoka ucestalost p53 mutacija u tumorskim stanicama
daje selektivnu prednost mutiranim stanicama da izbjegnu stani¢cnom mehanizmu tumorske

supresije.

24



Preko 50% karcinoma glave i vrata ima mutirani pS3 1 u veéini studija pojacana
imunohistokemijska ekspresija p53 korelira sa slabijim odgovorom na radioterapiju i
kemoterapiju te stoga loSom prognozom bolesti (31, 32). DNA mutacije ne moraju nuzno
poremetiti funkciju p53, divlji tip p5S3 moze biti poremecene funkcije zbog virusne infekcije
HPV-om. HPV E6 protein moze inaktivirati protein p53, zato je i manje mutacija pS3 u HPV-
pozitivnim tumorima (33). U nedavno objavljenoj studij p16 pozitivni i p53 pozitivni plocasti
karcinomi orofarinksa imaju loSiju prognozu nego p16 pozitivni i p5S3 negativni tumori (34).
Metastatski potencijal tumorskih stanica moze nastati zbog gubitka p53. Gubitak p53
potpomaze inicijaciju i progresiju tumora i tako dozvoljava tumoru da brzo dosegne svoj
metastatski potencijal. P53 direktno potpomaze transkripciju gena odgovornih za
metastaziranje vezuci promotore gena ukljuc¢ene u regulaciju stani¢ne pokretljivosti i adhezije,
koji su vazni u procesu metastaziranja (35). U nekim studijama je nadeno da ekspresija p53
nije u korelaciji s regionalnim metastaziranjem u limfne ¢vorove i razvojem udaljenih
metastaza (36). Visoka ekspresija p53 je povezana s vecom ucestaloscu recidiva bolesti,
naro¢ito kod tumora koji su nastali procesom karcinogeneze negoli tumori nastali indukcijom
virusne infekcije. Visoka ekspresija p53 cCesto se zbog toga nalazi u pl6 negativnih
tumora.Visoka ekspresija p53 je povezana sa smanjenim prezivljenjem vjerojatno zbog

razvoja recidiva bolesti (36).
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1.8. OKSIDACIJSKI STRES

Helmut Sies je 1985. godine definirao oksidacijski stres kao poremecaj u ravnotezi izmedu
antioksidansa i oksidansa u korist oksidansa (37). U normalnoj aerobnoj stanici postoji
ravnoteza izmedu stvaranja slobodnih radikala i antioksidacijske zastite. Do poremecaja moze
do¢i zbog povecanog stvaranja oksidansa, smanjenog stvaranja antioksidansa i neuspjesnog
popravka nastalih oSte¢enja. U stanjima oksidacijskog stresa pretjerano stvaranje slobodnih
radikala moze dovesti do oste¢enja DNA, proteina i lipida staniéne membrane. Ostecenje
DNA uzrokuje mutacije, proteini oksidacijom gube svoju funkciju, a lipidi podlijezu lipidnoj
peroksidaciji. Oksidacijski stres ima znacajnu ulogu u etiopatogenezi kardiovaskularnih i
infektivnih bolesti, karcinoma, dijabetesa, neurodegenerativnih bolesti, fibroze i procesa

starenja (38).

1.8.1. Slobodni radikali

Rak je multifaktorijalna bolest ¢ija etiologija je jo$ uvijek ve¢im dijelom nepoznata.
Zadnjih desetljeca istrazivanja su pokazala da slobodni radikali imaju vaznu ulogu u
karcinogenezi (39, 40). Slobodni radikali su reaktivni kisikovi i dusikovi spojevi. Reaktivni
Kisikovi spojevi (eng. reactive oxygene species-ROS) je zajednicki naziv za radikale kisika
(npr. superoksid, hidroksil radikal) i spojeve koji nisu radikali (npr. vodikov peroksid,
reaktivni kisik). ROS su produkti normalnog stani€énog metabolizma. To su visoko reaktivne
molekule koje sadrze nespareni elektron u vanjskoj orbiti §to ih Cini izrazito nestabilnima i
visoko reaktivnima, pri ¢emu reagiraju s organskim ili neorganskim spojevima (41).
Procijenjeno je da dnevno 10 000 — 20 000 slobodnih radikala napada svaku stanicu tijela.
Kod vrhunskih sportasa ta je brojka uvecana za 50%. Slobodni radikali nastaju uslijed
apsorpcije energije zracenja, u redukcijsko-oksidacijskim reakcijama, tijekom patoloskih i
normalnih fizioloSkih procesa kao S$to su oksidacijska fosforilacija u mitohondrijima,
prijenosom elektrona u sistemu citokroma P-450 u endoplazmatskom retikulumu, oksidacijom
masnih kiselina u peroksisomima, metabolizmom arahidonske kiseline u stani¢nim
membranama i tijekom fagocitoze (38). Slobodni radikali mogu nastati i tijekom enzimatske

oksidacije 1 autooksidacije razli¢itih kemijskih spojeva pri ¢emu dolazi do redukcije
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molekularnog kisika i nastajanja superoksida, naj¢es¢e uz prisutnost prijelaznih metala. U
fizioloskom stanju glavni izvor slobodnih radikala je ,,curenje” elektrona iz elektronskog
transportnog lanca u mitohondrijima na molekularni kisik $to stvara superoksid (O,) (42).
Mala stani¢na organela koja je odgovorna za proizvodnju energije i staniCnu respiraciju
naziva se mitohondrij. Elektroni prelaze na razli¢ite molekule preko sustava ,.elektronski
transportni lanac* i svakim prelaskom se stvara kemijska energija. Cak i u idealnim uvjetima
neki elektroni cure s elektronskog transportnog lanca 1 reagiraju s kisikom pri ¢emu nastaje
superoksid koji onda primarno reagira s mitohondrijskom DNK. Vecéina Stete nastale u
jezgrinoj DNK se popravi, dok je kapacitet popravka mitohondrijske DNK deficijentan te
dolazi do nakupljanja oksidacijski oste¢ene mitohondrijske DNK. S vremenom mitohondriji
gube svoju funkciju te dolazi do smrti stanice. Osim endogenih izvora, ROS moZe u
organizmu nastati i uslijed izlaganja egzogenim izvorima kao §to su ionizirajuée zracenje,

ultraljubicasto zracenje, ozon, dim cigareta, industrijski onecisc¢ivaci i lijekovi (43).

1.8.2. Reaktivni Kisikovi spojevi

ROS su skupina vrlo reaktivnih spojeva koji obuhvacaju kisikove radikale poput

superoksidnog aniona (Oy) i hidroksilnog radikala (HO) te druge reaktivne spojeve kisika
kao §to su vodikov peroksid (H2O), reaktivni (singlet) kisik (*O), hipoklornu kiselinu
(HOCI) te 0zon (O3) koji uzrokuju oksidacijsko ostecenje stanic¢nih struktura (38).
Superoksid ('O,) nastaje redukcijom jednog elektrona molekule kisika (41). Njegovo
djelovanje je ograni¢eno na mjesto stvaranja te ne moze prodrijeti duboko u stanicu zbog
ogranicene topljivosti u mastima. U kiseloj sredini veZe proton pri ¢emu nastaje jo$ reaktivniji
perhidroksilni radikal (HO;"). Superoksid se spontano, ali i uz pomo¢ superoksid dismutaze
(SOD) te vodikovih iona, raspada u vodikov peroksid (H20,) (slika 3).
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sSOD Katalaza
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I NO l Fentonova reakcija

Slika 3. Prikaz lancane reakcije (kaskade) slobodnih radikala

Vodikov peroksid se zatim pretvara u vodu i molekularni kisik djelovanjem enzima
katalaze, glutation peroksidaze i peroksiredoksina. lako vodikov peroksid nije radikal jer
nema nesparenih elektrona, on je oksidans koji uz prisustvo prijelaznih metala, dvovalentnog
iona Zeljeza (Fe **) i jednovalentnog iona bakra (Cu*), mozZe prihvatiti jedan elektron
stvarajuc¢i vrlo toksi¢an hidroksilni radikal (OH). Vodikov peroksid je topiv u mastima pa
moze djelovati na udaljenim mjestima od njegovog stvaranja. Hidroksilni radikal nastaje

Fentonovom i Haber-Weissovom reakcijom (slika 4).

Haber-Weiss reakcija

0," > O,

< T gy

HC).I M (r41) M

3 \ V)
H,0, - > "OH + H,0

Fentonova reakcija

Slika 4. Prikaz Fentonove i Haber-Weissove reakcije
U Fentonovoj reakciji Fe** reagira s vodikovim peroksidom pri ¢emu nastaje hidroksilni

radikal i hidroksilni ion uz nastanak Fe®**. U Haber-Weissovoj reakciji superoksid reagira s

vodikovim peroksidom pri ¢emu takoder nastaje hidroksilni radikal i hidroksilni ion.
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Hidroksilni radikal (OH) je najreaktivnija poznata ROS vrsta i reagira sa svim vrstama
biomolekula. Njegovo poluvrijeme zivota je kratko (manje od 1 ns) i zato mu je djelovanje

ograniceno na najblize stanicne komponente (41,44).

1.8.3. Slobodni radikali duSika

Naziv ,,reaktivni duSikovi spojevi® (eng. reactive nitrogen species-RNS) oznacava skupinu
visoko reaktivnih dusikovih spojeva koja uz slobodne dusikove radikale, dusikov oksid (NO°)
i dusikov dioksid (NOy’), ukljucuje i druge reaktivne spojeve dusika kao §to su duSi¢na
kiselina (HNOy), peroksinitrit (ONOO), peroksinitritna kiselina (ONOOH) i alkil
peroksinitrat (ROONO) (44). Dusikov oksid nastaje u endotelnim, Zivéanim i upalnim
stanicama iz L-arginina djelovanjem dusik oksid sintetaze (45). On sudjeluje u regulaciji
krvnog tlaka, u upalnim reakcijama, inhibiciji agregacije trombocita i proliferaciji glatkih
miSiénih stanica. DuSikov oksid je toksi¢an i ima vaznu ulogu u oStecenju tkiva tijekom
kroni¢ne upale, infarkta mozga i septickog Soka (46, 47). Reakcijom NO' sa superoksidom
nastaje vrlo toksi¢an peroksinitrit koji moze potaknuti lipidnu peroksidaciju (48). Peroksinitrit
s lipofilnim peroksilnim radikalima (ROO") stvara relativno stabilni ROONO koji moze
zaustaviti proces lipidne peroksidacije. Stoga, veca koli¢ina NO' §titi lipide stani¢nih

membrana od oStecenja (49, 50).

1.8.4. Lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija je sloZzena lanCana reakcija (slika 5) oksidacije viSestruko
nezasic¢enih masnih kiselina (eng. Polyunsaturated fatty acid; PUFA) potaknuta ROS-om i
RNS-om (51, 52). Visestruko nezasi¢ene masne kiseline nalaze se u sastavu lipida svih
bioloskih membrana i jako su osjetljive na oSte¢enja uzrokovana ROS-om. Lipidna

peroksidacija rezultira stvaranjem oksisterola, hidroksiperoksida i endoperoksida koji se dalje
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metaboliziraju do reaktivnih o, p aldehida (HNE, akrolein), dialdehida (malondialdehid,
glioksal) i ketoaldehida (4-oksotransnonenal i isoketali) (53). U kontroliranim uvjetima se u
stanicama proizvode oksidirani produkti PUFA pod utjecajem enzima koji djeluju kao
medijatori upale (54).

Pojava lipidne peroksidacije u bioloskim membranama moze dovesti do poremecaja

funkcije i smanjene fluidnosti §to je sve povezano s brojnim bolesnim stanjima (55).

Ve Y Ve Viss

Visestruko nezasi¢ena masna kiselina

Inicijacija
l HO

R ,/— /——_ COOH
\ / ) / \
\\\/ \/ \\\/ \f/

Lipidni radikal
Propagacija
0,
7°
R\\ / —\// \\\ '//’ \\ /COOH
\ A\ V
Lipidni hidroperoksid
< /“\\\ ; ////\\\\
0 0 R ~~" CHo
/H\ /|\ OH Akrolein
H ~" H L. .z
R N cHo
Malondialdehid (MDA) Hidroksinonenal

Slika 5. Lancana reakcija lipidne peroksidacije. Prva faza reakcije, inicijacija, dogada se
uslijed reakcije PUFA-e s jednim od izrazito reaktivnih radikala (hidroksilni, karbonatni ili
dusikov dioksid radikal). Nastali lipidni hidroperoksidi imaju sposobnost daljnje propagacije

reakcije €iji kona¢ni produkti su reaktivni aldehidi.
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U fazi inicijacije visoko reaktivni oksidans (X) oduzima atom vodika viSestruko
nezasi¢enoj masnoj kiselini pri ¢emu nastaje alkilni, odnosno lipidni radikal. Proces se odvija
na vodiku smjestenom na a-metilen ugljiku. Ovaj proces moze izazvati bilo koji spoj koji ima
sposobnost oduzeti vodikov atom masnoj kiselini. Jedini od reaktivnih kisikovih radikala koji
ima dovoljno energije da izazove lipidnu peroksidaciju je hidroksilni radikal (56, 57). Ukoliko
inicijacija nije kontrolirana obrambenim mehanizmima, ona moze zapoceti lan¢anu reakciju
koja moze dovesti do unistenja okolnih molekula. Ako nema prisutnih antioksidansa dolazi do
faze propagacije 1 lanCane reakcije lipidne peroksidacije, u procesu lipidne peroksidacije
sudjeluju i ioni zeljeza koji poti¢u daljni proces peroksidacije. Lipidni hidroperoksidi lako
reagiraju s Fe®* i Fe** pri ¢emu nastaju alkoksi radikali i lipidni peroksilni radikali pri ¢emu
dolazi do grananja lancane reakcije procesa lipidne peroksidacije (58, 59).

Zavr$ni produkti lipidne peroksidacije su reaktivni aldehidi. To su 4-hidroksialkenali i
drugi srodni a,f-nezasi¢eni aldehidi koji se smatraju ,,drugim toksi¢nim glasnicima‘
primarnih slobodnih radikala (51, 60). Oni mogu u odredenim uvjetima nastaviti lananu
reakciju oksidacijskog oStecenja premda se zovu ,,zavrS$ni produkti lipidne peroksidacije®.
Njihova je reaktivnost niza od reaktivnosti ROS-a, ali dovoljno velika da mogu reagirati s
molekulama u okolini i tako oStetiti stanice i uzrokovati stani¢nu smrt. Reaktivni aldehidi su,
za razliku od ROS-a, relativno stabilniji te mogu difundirati od mjesta nastanka i Siriti
oksidativno oSte¢enje na molekule daleko od pocetnog oSte¢enja uzrokovanog slobodnim
radikalima, bilo intracelularno ili ekstracelularno (61).

Glavni produkti nadeni u bioloskim uzorcima su heksanal, malondialdehid (MDA) i 4-

hidroksi-2-nonenal (HNE) te su stoga i najviSe istraZivani (38).

1.8.5. 4-hidroksi-2-nonenal (HNE)

4-hidroksi-2-nonenal (CgH160-) je bezbojna tekuéina molekulske mase 156,22. Topiva je u
vecini organskih otapala poput alkohola, heksana i1 kloroforma, dok je slabo topiva u vodi s
maksimalnom topljivoséu koja iznosi 6,6 g/L odnosno 42 mM (56). Kao 1 svi
4-hidroksialkenali, HNE ima 3 funkcionalne skupine: aldehidnu skupinu (C=0), ugljik-ugljik
dvostruku vezu (C=C) i hidroksilnu skupinu (OH) koje u reakciji mogu sudjelovati same ili u
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sekvenci kemijskih reakcija (Slika 6). Koja ¢e od tih skupina reagirati ovisi o tipu reaktanta i
uvjetima reakcije (57).

OH

O ANANAA

Slika 6. Prikaz strukturne grade 4-hidroksi-2-nonenala.

4-hidroksi-2-nonenal moze reagirati sa svim aminokiselinama uz uvjet da postoji blago
luznati medij (pH 8.,8) 1 visoka koncentracija reaktanata (10mM). HNE je jedini reaktivni
aldehid koji se nalazi i u fizioloSkim stanjima u mjerljivim koli¢inama (62, 63). U tkivima i u
serumu fizioloska koncentracija HNE-a je manja od 0,1 uM. U tako niskim koncentracijama
HNE pojacava kemotakti¢nu aktivnost neutrofila, utjeCe na aktivnost enzima adenilat-ciklaze,
gvanilat-ciklaze i fosfolipaze C te tako djeluje na rast, prijenos signala i druge vazne funkcije
stanica (51,64, 65). PoviSene koncentracije HNE-a od 1-20 uM in vitro inhibiraju stvaranje
DNK, bjelan€evina, stvaranje produkta c-myc gena, a poticu fosfolipazu A2 i stvaranje
produkata c-fos gena (66, 67). U koncentracijama od 100 uM i ve¢im, HNE uzrokuje akutnu
citotoksi¢nost koja dovodi u vecini sluc¢ajeva do stani¢ne smrti. U velikim koncentracijama
dolazi do djelomi¢nog ili potpunog prekida stani¢nih funkcija kao S$to su mitohondrijska
respiracija, sinteza bjelancevina, RNA 1 DNA (51). Njegova uloga u organizmu moze varirati
od fizioloske do patoloske zbog ukljucenosti HNE-a u brojne signalne putove kojima se
reguliraju diferencijacija, proliferacija, upala i apoptoza (68). lako nastaje neenzimskim
putem kao produkt lipidne peroksidacije, njegovo stvaranje je potaknuto u prisutnosti
NADPH ovisnih enzima 1 dodatno ubrzano u prisutnosti iona Zeljeza. Jednom formiran, HNE
se Michaelovom adicijom moze vrlo brzo vezati na cisteinske, lizinske 1 histidinske ostatke
proteina (51). Do sada je prepoznato nekoliko skupina proteina modificiranin HNE-om,
ukljucujuéi transportere iona i nutrijenata na plazma membrani, receptore za ¢imbenike rasta 1
neurotransmitere, proteine ukljucene u sustav prijenosa elektrona u respiratornom lancu
mitohondrija, Saperone, proteasomalne i citoskeletne proteine (69). Stanice posjeduju razlicite

mehanizme obrane od HNE-a i HNE-om modificiranih proteina kako bi zaustavile njihove
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Stetne ucinke. Glavni i naju¢inkovitiji sustav obrane od HNE-a je putem glutationa (70). HNE
se detoksicira konjugacijom s glutationom (GSH) neenzimatski ili je reakcija detoksifikacije
katalizirana glutation-transferazom (GST) koji su ubikvitarni enzimi kojih ima najvise u jetri.
Detoksikacija u hepatocitima je moguéa i oksidacijom ili redukcijom do njegove
odgovaraju¢e kiseline ili alkohola aldo-keto reduktazama. Tako aldehid-dehidrogenaza
oksidira HNE do 4-hidroksinonenoi¢ne kiseline (HNA), dok aldehid reduktaza reducira HNE
do 1,4-dihidroksinonena (DHN) (71). Oksidacija aldehid dehidrogenazama aktivira se u

stanju blagog stresa, a redukcija aldehid reduktazom aktivira se u akutnom stresu (70).

1.8.6. Oksidacijski stres i karcinogeneza

Karcinogeneza je proces pretvorbe normalne stanice u malignu. To je slozen proces,
potaknut karcinogenima (72). Tri su stadija karcinogeneze: inicijacija, promocija i progresija.
Inicijacija je ireverzibilan proces koji zapo€inje mutacijom u genomu stanice. U toj fazi dolazi
do promjena molekulske strukture stanicne DNK, a tvari ili fizikalne pojave koje mogu
dovesti do takvih promjena (mutacija) se zovu mutagenima. Ukoliko mutacije dovode do
nastanka tumora te tvari nazivamo karcinogenima, u karcinogene spadaju: kemijski
karcinogeni, ionizacijsko i neionizacijsko zracenje te virusi (73). U toku inicijacije dolazi do
aktivacije brojnih protoonkogena i inaktivacije tumor supresorskih gena. U stadiju promocije
dolazi do mijenjanja ekspresije genoma i prijenosa signala iz okoline do genoma te do
selektivne klonalne ekspanzije stanica koje izbjegavaju kontrolne mehanizme rasta i
diferencijacije.

U novije vrijeme smatra se da slobodni radikali imaju vaznu ulogu u sva tri stadija
karcinogeneze  (74). U  stanicama  karcinoma  dokazana je vefa  razina
8-hidroksi-2 deoksiadenozina (8-oksodG) §to je potvrdilo da tumorske stanice podlijezu
perzistentnom 1 visokom oksidacijskom stresu (75). To se objasnjava samim metabolizmom
tumorskih stanica (potaknuta glikoliza), pove¢anom infiltracijom fagocita koja prati tumor te
povecanom produkcijom ROS-a u defektnom vaskularnom sustavu tumora za vrijeme
reperfuzijske faze koja prati hipoksiju. Fagociti 1 B limfociti sadrze enzim NADPH oksidazu i

kada fagociti prepoznaju stranu molekulu dolazi do niza reakcija (tzv. ,,0ksidacijskog praska‘)
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kojim se elektroni prenose s NADPH na O; pri ¢emu nastaje superoksid koji sluzi za ubijanje
stanica i patogena (76). Karcinomi potiu svoj rast stimulacijom angiogeneze. Sam tok krvi
unutar novostvorenih krvnih zila je kaotiCan uzrokuju¢i razdoblja hipoksije pracene
reperfuzijom. Poznato je da reperfuzija koja se javlja nakon infarkta miokarda i ishemije
mozga uzrokuje stvaranje ROS-a. Tako je u nekim studijama kod karcinoma dokazano da
tumori pridruzeni makrofazi pridonose daljnjem oksidacijskom stresu u tumorskim stanicama
tako Sto luce slobodne kisikove radikale (77). Tumori pridruzeni makrofazi luc¢e 1 faktor
nekroze tumora-a (TNF-a) koji djeluje necitotoksiéno na DNA i tako poti¢e daljnji
oksidacijski stres u stanicama karcinoma (78). Slobodni radikali su bitan faktor u
inicijacijskom stadiju karcinogeneze (79). Za vrijeme inicijacije oksidacijsko oste¢enje DNK
moze dovesti do mutacije gena te strukturnih promjena DNK. Hidroksil radikal moze
aktivirati odredene onkogene kao $to su K-ras i C-raf-1 (80). Za vrijeme promocije
oksidacijski stres moze doprinijeti abnormalnoj ekspresiji gena, inhibiciji medustani¢ne
komunikacije i modifikaciji sistema drugih glasnika, $to rezultira u povecanju stani¢ne
proliferacije ili smanjenju apoptoze u iniciranoj populaciji stanica $to sve rezultira klonalnom
ekspanzijom iniciranih stanica u preneoplasti¢ne ZariSne lezije. Perzistentan oksidacijski stres
rezultira patofizioloSkim promjenama koje omogucavaju selektivan rast preneoplasti¢nih
iniciranih stanica. U fazi promocije moguce je da sami antioksidansi omogucavaju klonalno
Sirenje i promociju tumora S§tite¢i inicirane stanice od pretjerane toksi¢nosti oksidansa i
posljedicne apoptoze. Progresija tumora rezultira u razvoju malignog rasta iz benignih lezija.
Oksidacijski stres moZe sudjelovati u fazi progresije stvaranjem daljnjih promjena u strukturi
DNA u populaciji iniciranih stanica. Mogu nastati promjene enzimatske aktivnosti i tako
uciniti lezije otpornima na normalnu kontrolu rasta. U ovom stadiju oksidacijski stres moze
imati glavnu ulogu u razvoju karakteristika tumora kao §to su nekontrolirani rast, genomska
nestabilnost, rezistencija na kemoterapiju te invazija i metastaze. ROS moze ostetiti odredene
inhibitore proteaza $to vodi pojacanoj aktivaciji nekih proteaza (plazmin, elastaza i aktivator
plazminogena) ¢ime se potpomaze invazija tumora 1 metastaze (81). Oksidacijski stres u
karcinomu aktivira neke transkripcijske faktore kao $to su nuklearni faktor-kappa B (NF-xB),
AP-1, povecava ekspresiju protoonkogena (c-fos, c-jun, c-myc), inaktivira tumor supresor gen
(p53), te inducira oSteCenje DNA koje vodi daljnjoj genetskoj nestabilnosti (82).
Transkripcijski faktori su proteini niske molekulske tezine koji se vezu za promotorsku regiju

gena te reguliraju transkripciju gena ukljucenih u rast, razvoj i starenje stanice (83).
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AP-1 kontrolira gene vazne za stani¢ni rast, a ROS moze aktivirati AP-1 i potaknuti njegovu
sintezu (84). ROS aktivira i antioksidacijski sistem (tioredoksini, peroksiredoksini) koji moze
Stititi karcinom od apoptoze i €initi ga otpornim na kemoterapiju.

Perzistentni oksidacijski stres u tumoru je dovoljan da uzrokuje dodatnu gensku
nestabilnost, ali ne i nekrozu tumorskih stanica. U tumoru perzistentni i visoki oksidacijski
stres djeluje selektivno i potice ubrzani rast, invaziju i metastaze (39,75).

Oksidacijski stres mozZe potpomognuti invaziju i metastaziranje aktivacijom tkivnih
matriks metaloproteinaza (MMP-a) i inhibicijom tkivnih inhibitora matriks metaloproteaza
(TIMP-a). ROS moze aktivirati matriksnu metaloproteinazu-2 (MMP-2) vjerojatno kroz
reakciju ROS s tiolonom grupom u proteaza katalitickoj domeni (85). MMP-2 je gelatinaza
koja ima vaznu ulogu ulogu u invaziji kod karcinoma i nastanku metastaza. Takoder, ROS
mogu regulirati ekspresiju vise MMP-a (MMP-1, MMP-3, MMP-9, MMP-10, MMP-13) (86).
Matriks metaloproteaza -1 (MMP-1) je kolagenaza koja potpomaze rast krvno-zilne opskrbe u
tumoru. Uz to, angiogeneza podize intersticijski tlak u tumoru i tako moze potaknuti Sirenje
tumora limfnim Zilama. Slobodni radikali mogu povecati migraciju tumorskih stanica
aktivacijom p38 MAPK i time rizik za invaziju i metastaze (87). Slobodni radikali nekad ne
potpomazu ekspresiju TIPM-a dok je aktivnost MMP-a poveéana, ali svejedno povecana
ekspresija MMP-a dovodi do povecanog metastatskog potencijala tumora (88).

Zadnjih godina, postalo je o€ito da vecina tipova stanica raka ima povecanu razinu ROS-a.
Tako su studije u solidnim tumorima pokazale povecanu razinu produkta oksidacijskog
oStecenja DNA. Najces¢a lezija baze koja je ujedno 1 najviSe mjerena kao indeks
oksidacijskog osteCenja DNA je 8-hidroksigvanin koji se ¢esto mjeri i kao nukleozid (89).
Interakcijom "OH radikala s DNA dolazi do hidroksilacije 2'-deoksigvanosina na poziciji C-8
pri cemu nastaje 8-hidroksi-2'-deoksigvanozin (8-OHdG) koji je najrasireniji marker
oksidacijskog stresa. 8-oksodG moze inducirati GC—TA transverzijsku mutaciju za vrijeme
DNA replikacije i ako se ove lezije ne poprave postaju mutagene (90). Studije su pokazale da
je razina 8-oksodG znatno vea u stanicama i tkivu karcinoma dojke u usporedbi s
nemalignim lezijama dojke (91). Povisene razine 8-oksodG takoder su nadene u urinu ili u
DNA tumorskog tkiva u usporedbi sa zdravim tkivom kod akutne limfoblasti¢ne leukemije,
kolorektalnog karcinoma, cervikalne displazije visokog stupnja, karcinoma bubrega i drugih
(92-94). Novija istrazivanja su pokazala slab imunohistokemijski pozivitet 8-oksodG kod

invazivnog karcinoma dojke u usporedbi s neinvazivnim lezijama te da je negativan

imunohistokemijski nalaz 8-oksodG nezavisni prognosticki faktor lose prognoze (95, 96).
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Nasuprot tome, pove¢ana 8-0ksodG razina u tumorskom tkivu je prognosticki faktor za lose
prezivljenje kod hepatocelularnog karcinoma i karcinoma pluéa, Sto ukazuje na razli¢itu

funkciju 8-oksodG u razli¢itim tumorima (97, 98).

1.8.7. ROS i HNE u karcinogenezi

Biologija tumorskog rasta povezana je s pojavom oksidacijskog stresa u kojem stanice luce
reaktivne kisikove spojeve (ROS), prvenstveno slobodne radikale koji uzrokuju lipidnu
peroksidaciju. Slobodni radikali imaju lokalne efekte zbog kratkog vremena zivota dok se
produkti lipidne peroksidacije nazivaju ,,drugim glasnicima oksidacijskog stresa“ zbog duzeg
vremena Zivota i sposobnosti difuzije dalje od mjesta nastanka. Reakcija ROS-a s visestruko
nezasi¢enim masnim kiselinama membranskih lipida rezultira proizvodnjom razli¢itih
reaktivnih aldehida. Malonaldehid, 4-hidroksinonenal i akrolein su najreaktivniji zavr$ni
produkti lipidne peroksidacije (99) koji reagiraju s razlicitim bioaktivnim makromolekulama,
ukljucujuéi proteine i nukleinske kiseline, i tako mijenjaju njihovu strukturu i funkciju.

Akrolein je aldehid koji je poznat kao zagadiva¢ iz okolisa koji nastaje izgaranjem
plastike, iz dima cigarete i u ulju przenom na visokim temperaturama. Akrolein takoder
nastaje biotransformacijom iz alilnih sastojaka i iz ciklofosfamida (100). Izmedu svih a,f-
nezasi¢enih aldehida uklju¢uju¢i HNE 1 malodialdehid, akrolein je najjaci elektrofil 1 stoga
pokazuje najjacu reaktivnost prema proteinima i DNA (101). U nekim studijama nadeno je da
akrolein djeluje na karcinogene iz dima cigarete i inhibira aktivnost gen supresor tumora p53 i
tako igra glavnu ulogu u procesu karcinogeneze raka pluc¢a (102, 103). U studiji radenoj na
karcinomima kolona nadeno je da imunohistokemijska ekspresija akroleina manje izraZzena u
uznapredovalim stadijima karcinoma negoli u ranim stadijima bolesti i primije¢ena je njegova
nazocnost u okolnom zdravom tkivu uz karcinom (104).

Premda je akrolein 100 puta reaktivniji od HNE-a, zasad je HNE ipak najbolje opisan
aldehid koji je zbog biomedicinskih u¢inaka poznat i kao ,,drugi glasnik slobodnih radikala®.
Genotoksican i mutageni efekt HNE-a je dokazan u prokariotskim i eukariotskim stanicama.
Ovaj jaki alkiliraju¢i aldehid moze direktno ostetiti DNA. Njegova genotoksi¢nost je

prikazana u hepatocitima i endotelnim stanicama mozdanih krvnih zila, gdje je nadeno
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povecanje jezgrica, kromosomske aberacije i1 izmjena sestrinskih kromatida (105).
Potencijalni mehanizam mutagenosti HNE-a je stvaranje DNA-adukta s metabolitima HNE-a,
tzv. etheno-DNA adukt ¢ija povecana razina je nadena u kroni¢nim upalnim procesima koji
vode u zlo¢udne procese kao Sto su kroni¢ni pankreatitis, ulcerativni kolitis, virusni hepatitis
B i Chronova bolest (106).

Ostec¢enje DNA s HNE-om dovodi do hot-spot mutacije G:C nasuprot T:A na kodonu 249
u tumor supresor genu p53 kod hepatocelularnog karcinoma, stoga HNE moze biti involviran
u ctiopatogenezu ljudskih malignih tumora (107). Postoji povezanost izmedu HNE-a i p53.
P53 se aktivira kod oSteCenja DNA i oksidacijskog stresa da §titi i popravi stanicu, ali ako
stres dosegne prag, pS3 potice stani¢nu smrt (70).

Premda uloga lipidne peroksidacije u karcinogenezi jo§ nije razjasnjena, ona ima vaznu
ulogu u nastanku nekoliko ljudskih zlo¢udnih tumora ukljucujuéi tumore bubrega, jetre i koze
(108), a njeni produkti mogu se Kkoristiti kao indikatori u prognozi raka (109). Pojavnost
HNE-a kao zavr$nog produkta lipidne peroksidacije i pokazatelja OS u tumorima opisana je
do sada u glijalnim tumorima SZS-a. Imunohistokemijski pozitivitet HNE-a nazocan je u
astrocitnim, oligodendroglijalnim i ependimalnim tumorima, njegova ekspresija postupno
raste u stanicama tumora s vis§im gradusom i neovaskularizacijom (110, 111) Sto se moze
objasniti visokom koncentracijom PUFA u lipidima stanicne membrane. Takoder se ista
korelacija nasla i u karcinomima dojke (112). U pacijenata oboljelih od karcinoma dojke u
plazmi je nadena povecana koncentracija malondialdehida (MDA) u usporedbi s osobama bez
karcinoma dojke. Dok u uznapredovalim stadijima karcinoma dojke razine MDA u plazmi
mogu biti smanjene (108). U karcinomima bubrega imunopozitivitet HNE-a je primije¢en u
citoplazmama tumorskih stanica za razliku od normalnog kontrolnog tkiva, ali bez korelacije
s klinickim stadijem (92). U istrazivanjima kod kolorektalnog karcinoma nalazi su
kontradiktorni. U nekim studijama nadena je korelacija ekspresije HNE i progresije bolesti
(113) dok u drugim studijama autori objavili znacajni pad ekspresije HNE-a u tkivu
karcinoma u usporedbi s zdravim tkivom (114, 115). U hepatocelularnom karcinomu nalazi su
suprotni, kod njih produkti lipidne peroksidacije ukljucuju¢i i HNE su niski ili negativni
(116). Taj nalaz se objasnjava povecanom aktivnoséu enzima koji metaboliziraju aldehide i
neenzimatskim antioksidatnim sustavom nastanka HNE-GSH (glutation) konjugata koji brzo i
ucinkovito odstranjuju HNE iz stanice Stite¢i tako stanice raka od citotoksi¢nog
ostecenja aldehida (117). U istrazivanju provedenom na benignim i malignim tumorima

Stitnjace ispitivao se utjecaj oksidativnog ostecenja (8-0ksodG) i lipidne peroksidacije (HNE).
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Imunohistokemijski su za oba markera nadene statisticki znacajno poveéane razine u
benignim i malignim tumorima u usporedbi s normalnim tkivom, $to sugerira njihovu ulogu u
ranim dogadajima koji poti¢u gensku nestabilnost i posljedi¢ni nastanak bolesti (118).

Ovi razli¢iti rezultati o imunohistokemijskoj ekspresiji HNE-a u tumorima razli¢itog
porijekla i diskrepancija izmedu razine oksidacijskog stresa i razine produkata lipidne
peroksidacije moze biti zbog: oblika HNE metaboliziraju¢ih enzima u tumorskim stanicama,
sastava lipida stani¢ne membrane i prisutnosti upalnih stanica u okolnom tkivu uz tumor koje

mogu povecati razinu HNE-a (119).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA I HIPOTEZA

2.1.  Ciljevi istraZivanja

Osnovni su ciljevi ovog istrazivanja:
1. Utvrditi imunohistokemijski pojavnost HNE i p53 u plo¢astom karcinomu orofarinksa.

2. Utvrditi imunohistokemijski pojavnost HNE i p53 u okolnom displasti¢nom i/ili zdravom

epitelu .

3. Utvrditi imunohistokemijski pojavnost HNE u stromi, krvnim zilama i upalnim stanicama

oko tumora.

4. Utvrditi povezanost izrazenosti HNE-a i p53 s proSireno$¢u tumora (TNM) u trenutku

postavljanja dijagnoze

5. Utvrditi povezanost izrazenosti HNE i p53 prema stupnju diferencijacije ploc¢astog

karcinoma.

6. Usporediti razinu izraZzenosti HNE 1 p53 izmedu tumorskog tkiva i kontrolne zdrave

skupine.

2.2. Hipoteza

Nazocnost 4-hidroksinonenala (HNE) kao kona¢nog produkta lipidne peroksidacije ¢e biti
izrazena razli¢ito u tumorskom tkivu i okolnom normalnom tkivu, pri ¢emu ¢e intenzitet

imunohistokemijske reakcije na HNE biti u skladu s ekspresijom p53.
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3. MATERIJAL | METODE

Istrazivanje je provedeno na Klinickom zavodu za patologiju i citologiju Klinickog

bolnic¢kog centra Zagreb.

3.1. ISPITANICI

Istrazivanje je retrospektivno i provelo se na arhivskom bioptickom materijalu Klini¢kog
zavoda za patologiju i citologiju, Klinickog bolni¢kog centra Zagreb. Koristili su se parafinski
blokovi iz 2002. do 2007. godine. U istrazivanje je ukupno ukljuéeno 102 bolesnika
dijagnosticirana i operirana u Klinici za bolesti uha, nosa, grla i kirurgiju glave i vrata,
Klini¢kog bolnickog centra Zagreb u tom razdoblju.

Za istrazivanje su se Kkoristili samo materijali bolesnika s plocastim karcinomom
orofarinksa za koje su dostupni klini¢ki i patohistoloski podaci.

Od klinickih podataka gledao se spol (zenski i muski), dob u trenutku postavljanja
dijagnoze, podsijelo tumora orofarinksa (tonzila, baza jezika, meko nepce i straznja
faringealna stijenka), a od patohistoloskih gledao se tip tumora (ploc¢asti karcinom), gradus
tumora: (dobro diferencirani, umjereno diferencirani, slabo diferencirani), veli¢ina tumora
(T), zahvacenost limfnih ¢vorova vrata (N) i prisutnost udaljenih metastaza (M). Klini¢ki
stadij bolesti izrazen je prema TNM-klasifikaciji koja se rabila u trenutku postavljanja
dijagnoze.

Svi obradeni bolesnici imali su primarno sijelo tumora u orofarinksu (tonzila, baza jezika,
meko nepce i straznja faringealna stijenka). Kod svih tumora utvrdena je patohistoloska
dijagnoza plocastog karcinoma, gradus tumora, T-status, N-status i klinicki stadij bolesti. Za
sve bolesnike prikupljeni su podaci o spolu, dobi u trenutku postavljanja dijagnoze,
primarnom podsijelu tumora u orofarinksu, T-stadiju, N-stadiju, klinickom stadiju bolesti.
Podaci su prikupljeni iz arhiviranih patohistoloSkih nalaza s Klini¢kog zavoda za patologiju 1
citologiju i iz povijesti bolesti s Klinike za bolesti uha, grla i nosa i kirurgije glave i vrata,
KBC Zagreb.

Kontrolnu skupinu ¢inili su uzorci sluznice orofarinksa dobiveni nakon tonzilektomije

zbog kroni¢nog tonzilitisa ili uzorci sluznice orofarinksa dobiveni prema protokolu za
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dijagnostiku tumora nepoznatog primarnog sijela u kojima nije bilo tumora niti upalnog
procesa. U kontrolnim uzorcima na povrsini sluznice nalazi se pravilni mnogoslojni plocasti
epitel, a u podleze€oj vezivnoj stromi krvne zile i mjestimi¢no seromukozne zlijezde. Ne
nalazi se upalnih stanica. U uzorcima iz tonzila gledao se epitel ispod kojeg se nalazila
vezivna stroma i seromukozne zlijezde, za analizu se izbjegavao dio graden od limfaticnog

tkiva.

Broj uzoraka ispitivane skupine je 102 uzorka pacijenata operiranih zbog plocastog
karcinoma orofarinksa, a kontrolnu skupinu ¢ine 32 uzorka od pacijenata sa zdravom

sluznicom orofarinksa.

3.2. OBRADA UZORAKA | PRIPREMA TKIVA ZA SVJETLOSNU
MIKROSKOPSKU ANALIZU

Operacijom dobiveni uzorci plo€astog karcinoma obradeni su standardnom histoloSkom
metodom koja ukljucuje 24 satnu fiksaciju u 10%-tnom puferiranom formalinu te dehidraciju
u etanolu rastu¢ih koncentracija (70%, 80%, 96% 1 100%). Tkivo je potom bilo provedeno
kroz ksilol te prozeto u teku¢em parafinu na temperaturi od +60 , nakon ¢ega je uklopljeno u
parafinske blokove. Tako uklopljeno tkivo bilo je ohladeno na +4 , te je bilo rezano na
kliznom mikrotomu na rezove debljine 4-5 um. Ovi rezovi nakon deparafiniranja u ksilolu i
dehidracije u opadaju¢em nizu koncentracije etanola (100%, 96%, 80% 1 70%) bili su obojani
histokemijskom tehnikom na hemalaun-eozin (HE). Na hemalaun-eozinskim (HE)
preparatima ponovno je procijenjena morfoloska grada tumorskog tkiva te se potvrdio
plocasti karcinom. Prema smjernicama SZO odredio se histoloski gradus tumora (11). Postoje
tri histoloSka gradusa tumora koja se odreduju prema nuklelarnom pleomorfizmu i koli¢ini
rozevine koju stvaraju tumorske stanice (slika 7, 8 i 9). Gledao se izgled epitela sluznice oko
tumorskog tkiva i procijenilo pokazuje li displasti¢ne promjene ili je zdrav. Potom se odabrao

reprezentativni parafinski blok za rezanje za daljnja imunohistokemijska bojanja.
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Slika 7. Prikaz plocastog karcinoma orofarinksa histoloskog gradusa I (bojanje HE, objektiv x
10).
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Slika 8. Prikaz plo¢astog karcinoma orofarinksa histolo§kog gradusa Il (HE, objektiv x 20).
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Slika 9. Prikaz plocastog karcinoma orofarinksa histoloSkog gradusa III (bojanje HE, objektiv
x 20).
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3.3. IMUNOHISTOKEMIJSKO BOJANJE PREPARATA MONOKLONSKIM
PROTUTIJELOM HNE

Parafinski rezovi tumorskog tkiva debljine 4-5 pum bili su podvrgnuti procesu
deparafiniranja ksilenom i rehidracije u opadajuéem nizu koncentracija etanola, a potom su
isti preparati biti uronjeni 2 minute u metanol. Nakon ispiranja u fizioloSkoj otopini
puferiranoj s fosfatnim puferom, pH 7,2 (engl.phosphate buffered saline, PBS) endogena
peroksidazna aktivnost bila je blokirana s 3%-tnim vodikovim peroksidom. Za
imunohistokemijsko (IH) bojanje primarnim monoklonskim protutijelom anti-HNE
razrijedeno u omjeru 1:10 u BSA (engl. bovine serum albumin) koncentracije 1 mg/mL
koristen je EnVision Kit (K8000, DAKO). Primarno monoklonalno HNE protutijelo je
podrijetlom iz kulture klona '"HNE 1g4' dobivenog spajanjem Sp2-Ag8 mijelomskih stanica s
B-stanicama BALBc¢ miSeva imuniziranih s HNE modificiranim hemocijaninom. Protutijelo
je specificno za HNE-histidinski epitop na HNE proteinskim konjugatima (donacija od G.
Waega, Graz, Austrija). HNE proteinski konjugati prisutni u stanicama prikazani su
diaminobenzidinom (DAB, DAKO) kao smede obojenje i kontrastirani s hematoksilinom
(Kemika, Zagreb, Hrvatska). Uz svako bojanje izraduje se pozitivna 1 negativna kontrola.
Pozitivna kontrola su bile stanice tretirane 1uM, 5uM i 50 uM HNE-om, a negativna kontrola
su bile stanice netretirane HNE-om te tkiva tumora na koje nije aplicirano primarno

protutijelo HNE. Pozitivna kontrola je bilo tkivo pluca.

3.4. IMUNOHISTOKEMIJSKO BOJANJE PREPARATA MONKLONSKIM
PROTUTIJELOM p53

Parafinski rezovi tumorskog tkiva debljine 4-5 pm deparafinizirani su ksilolom, a potom
dehidrirani u graduiranom alkoholu (100%, 96%, 70%) te obojani standardnom
imunohistokemijskom metodom imunoperoksidaza avidin-biotin u stroju za automatsko

bojanje (Autostainer, DAKO, Danska). Slijedi tretiranje u mikrovalnoj pecici 3 puta po 5
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minuta u puferu, pH 9 (Dako Retrival Solution), a potom hladenje na sobnoj temperaturi u
trajanju od 20 minuta. Nakon toga rezovi su inkubirani primarnim monoklonalnim misjim
anti-humanim p53 protutijelom (Monoclonal mouse anti-human, clone DO-7, DAKO,
Danska) u razrjedenju od 1:50 uz dodatak peroksida te ispiranja puferom. Nakon toga je
dodano sekundarno protutijelo EnVision (K8000, DAKO, Danska) i inkubirano na sobnoj
temperaturi 30 minuta. Nakon ispiranja sekundarnog protutijela u puferu, dodao se
diaminobenzidin ( DAB, DAKO) koji je kod reakcije antigen-antitijelo prikazalo kao smede
obojenje. Suvisak DAB-a ispirao se destiliranom vodom. Tkivo je kontrastirano
hematoksilinom. Uz svako bojanje izraduje se pozitivna kontrola koja je bila serozni
karcinom jajnika. Pozitivnom reakcijom se smatralo obojenje jezgara tumorskih stanica

smedom bojom.

3.5. ANALIZA IMUNOHISTOKEMIJSKIH PREPARATA

Procjena HNE i p53 imunopozitiviteta je utvrdena svjetlosnim mikroskopom tehnikom
semikvantitativne analize. Procjena HNE i p53 imunopozitiviteta u citoplazmama i/ili
jezgrama stanica temeljila se po postotku pozitivnih stanica (0: 0%, +1: 1-25%, +2: 26-50%,
+3: 51-100%). Jacina intenziteta bojenja preparata podijeljena je na 0: bez imunoreakcije, +1:
blaga imunoreakcija, +2: umjerena imunoreakcija, +3: snazna imunoreakcija.Tehnika
semikvantitativne analize primijenjena je i pri procjeni imunopozitiviteta endotelnih stanica i
stijenke krvnih zila, mezenhimske strome te upalnog infiltrata u stromi uz tumor te je
negativna reakcija na HNE ocijenjena kao ,,0° , a pozitivna reakcija na HNE kao ,,+1°.

Svi preparati su bili pregledani od dva iskusna patologa.
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3.6. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

U statistickoj obradi dobivenih rezultata koristile su se metode deskriptivne statistike. Za
usporedbu ovisnih i neovisnih uzoraka koristio se neparametrijski Mann-Whitney test. Za
testiranje razlike u ucestalosti nezavisnih stanja - pojava primijenjen je x2 test. Analiza razlika
u ekspresiji HNE 1 p53 izmedu tumora i okoline nacinjena je Pearsonovom korelacijom te se

za izradun koristila web stranca http://www.socscistatistics.com/test/pearson/Default2.aspx.

Statisti¢ki zna¢ajnom smatrana je vrijednost empirijske razine znacajnosti p od 0.05 (p<0.05).

Dobiveni rezultati su prikazani tabelarno i graficki.
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4. REZULTATI

4.1. Analiza obiljeZja tumora odabranih za imunohistokemijsku obradu

U istrazivanje je uklju¢eno 102 bolesnika oboljela od plocastog karcinoma orofarinksa.
Ucinjena je analiza dobne 1 spolne raspodjele, raspodjele po podsijelima tumora orofarinksa,
po TNM Klasifikaciji i stadiju bolesti, te po gradusu tumora.

Gledala se dob kad je bolesnik obolio od karcinoma. IstraZivanje obhvaca pet dobnih
skupina: manje od 40 godine Zivota, 41-50 godina, 51-60 godina, 61-70 godina i stariji od 70
godina zivota. Broj bolesnika s plo¢astim karcinomom orofarinksa ispod 40. godine Zivota je
mali 1 zatim raste uz maksimum u 6. i 7. desetlje¢u Zivota, nakon ¢ega se ponovno smanjuje
(tablica 3, slika 9). U ukupnom broju ispitanika bilo je 11 (11%) Zena i 91 (89%) muskaraca
(slika 10). Tumori kod Zena javili su se u dobi od 38 do 82 godina, a u muskaraca u dobi od

21 do 88 godina. Prosjecna dob bolesnika je bila 59, 02 godine.

Tablica 3. Dobna i spolna raspodjela bolesnika

DOB BROJ MUSKARACA | BROJ ZENA UKUPNO
<40 5 1 6
41-50 10 2 12
51-60 35 2 37
61-70 26 3 29
>70 15 3 18
UKUPNO 91 11 102
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Slika 9. Graficki prikaz dobne 1 spolne raspodjele.
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Slika 10. Raspodjela bolesnika prema spolu.
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Gledajuéi podsijelo tumora u orofarinksu, kod 51 (50,0%) bolesnika je to bila baza jezika,

u 38 (37,2%) tonzila, u 7 (6,8%) straznji faringealni zid i u 6 (5,8%) bolesnika meko nepce

(slika 11).

B BAZA JEZIKA

B TONZILA

N STRAZNJI FARINGEALNI
ZID

37% B MEKO NEPCE

Slika 11. Raspodjela prema podsijelu tumora orofarinksa.
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Na standardnom patohistoloskom preparatu rutinski se odreduje stupanj diferencijacije
tumora i klasificira kao gradus I-I1I. U analizu je ukljuceno 27 (26,4%) bolesnika s ploCastim
karcinomom gradusa I, 40 (39,2%) gradusa 11, te 35 (34,3 %) gradusa Il1 (slika 12).
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Slika 12. Raspodjela tumora prema histoloSkom stupnju diferenciranost.
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U TNM Kklasifikaciji tumori se prema veliini primarnog tumora klasificiraju u 4 stadija
(T1-T4). Prema veli¢ini tumora bilo je 21 (20,5%) T1 tumora, 37 (36,2%) T2 tumora,
22 (21,5%) T3 tumora, te 22 (21,5%) T4 tumora (slika 13). Tumore se moze prema veli¢ini
podijeliti i u pocetne (T1-T2) i lokalno uznapredovale (T3-T4), nakon takve podjele na
analiziranom uzorku bilo je 58 (56,8%) pocetnih tumora i 44 (43,1%) lokalno uznapredovalih

tumora.
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Slika 13. Raspodjela T stadija primarnog tumora.
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Bolesnike smo prema N stadiju bolesti takoder podijelili u 4 grupe: NO Sto znaci bez
metastaza na vratu, te N1-3 ovisno o broju i veli¢ini regionalnih metastaza (tablica 1). Stadij
NO bolesti utvrden je kod 48 (47,0%), N1 u 13 (12,7%), N2 u 33 (32,3%) i N3 u 8 (7,8%)
bolesnika (slika 14).

Prisutnost udaljenih metastaza, M1 stadij, naden je samo u 1 bolesnika.
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Slika 14. Raspodjela N stadija primarnog tumora.
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Prema AJCC stadijima (I-1V) bolesti bilo je 16 (15,6%) bolesnika u stadiju I, 23 (22,5%)
bolesnika u stadiju Il, 18 (17,6%) bolesnika u stadiju Ill, te 45 (44,1%) bolesnika u stadiju IV
(slika 15). Kao 1 kod T veli¢ine primarnog tumora i ovdje se bolesnike moze podijeliti na
skupinu bolesnika s rano dijagnosticiranom bolesti (stadiji 1 i 1), te skupinu s
uznapredovalom bolesti u trenutku postavljanja dijagnoze (stadiji 111 i 1V). U ukupnom broju
analiziranih bolesnika bilo je 39 (38,2%) bolesnika s rano postavljenom dijagnozom, te 63

(61,7%) bolesnika u uznapredovalim stadijima bolesti (slika 15).

BROJ BOLESMIKA,
P
n

stadiji| stadii 1l stadiji 11l stadiji IV

Slika 15. Raspodjela prema AJCC stadijima u trenutku postavljanja dijagnoze.
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4.2. Kontrolna skupina

Kontrolnu skupinu ¢inilo je 32 uzorka sluznice orofarinksa u kojem nema patoloskih
promjena, ne nalazi se tumorskog tkiva niti upalnih i drugih reaktivnih promjena. Materijal je
dobiven biopsijom ili operacijom te uklopljen u parafinske kocke. Svi uzorci bojani su na
HNE i p53. Imunohistokemijskom analizom uzoraka bojanih na HNE- proteinski konjugati u
manje od polovine uzoraka nadene su imunopozitivne citoplazme plocastih epitelnih stanica
bojane blagim intenzitetom te mjestimice podlezeéa stroma i stijenke krvnih Zzila (slika 16).
IH analizom uzoraka bojanih na p53 nadene su sporadi¢no pozitivne jezgre plocastih epitelnih

stanica dok je stroma bila u svim uzorcima negativna (slika 17).

Slika 16. Prikaz imunohistokemijskog bojanja kontrolne sluznice na HNE- proteinski
konjugati. Slika pokazuje negativno bojanje plocastog epitela sluznice, dok su podlezeca

stroma i stijenke krvnih Zila pozitivne (objektiv x 10).
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Slika 17. Prikaz imunohistokemijskog bojanja kontrolne sluznice na p53. Slika prikazuje

sporadi¢no pozitivne jezgre u bazalnom epitelu sluznice. Podlezeca stroma je negativna

(objektiv x 20).
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4.3. Imunohistokemijska nazo¢nost 4-hidroksinonenala u plo¢astom karcinomu

Nazocnost (ekspresija) HNE-a je imunohistokemijski prikazana u tumorskim stanicama i u
okolnom netumorskom tkivu. U tumorskim stanicama HNE je nazoCan u citoplazmama i
jezgrama, dok je u tumorskoj stromi nazoc¢an u upalnim stanicama. U okolnom netumorskom
tkivu HNE je nazocan u citoplazmama i jezgrama plocastih epitelnih stanica te u vezivnoj
stromi, stijenci i endotelnim stanicama krvnih zila. HNE je prisutan i u sadrzaju krvnih Zzila te
u upalnim stanicama u stromi.

Rezultati imunohistokemijske nazo¢nosti HNE-a u plo¢astom karcinomu (slika 18, 19, 20)
prikazani su u tablici 4. HNE imunopozitivitet naden je u 99 (97, 0%) uzoraka u
citoplazmama tumorskih stanica i to pretezito u blagom intenzitetu 50 (49,0%). Negativan (0)
nalaz HNE imunopozitiviteta u citoplazmama tumorskih stanica je naden u 3 (2,9%) uzorka
tumora. Imunopozitivitet koji je iznosio +1 zabiljezen je u 5 (4,9%), asa +2 u 8 (7,8%) 1 +3 u
86 (84,3%) uzoraka. Intenzitet imunopozitiviteta je bio negativan u 3 (2,9%) uzorka, blagi u
50 (49,0%), umjeren u 40 (39,2%) i jak u 9 (8,8%) uzoraka. Negativna reakcija na HNE
nadena je u 69 (67,6%) jezgri tumorskih stanica, dok je imunopozitivitet koji je iznosio +1
zabiljezen u 17 (16,6%), +2 u 4 (3,9%) 1 +3 u 12 (11,7%) uzoraka. Intenzitet
imunopozitiviteta HNE u jezgrama tumorskih stanica bio je negativan (0) u 69 (67,6%)
uzoraka, blag u 9 (8,8%), umjeren u 16 (15,6%) i jak u 8 (7,8%) uzoraka.
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Tablica 4. Prikaz broja bolesnika s pozitivnom imunohistokemijskom reakcijom na HNE u

odnosu na izrazenost pozitiviteta u citoplazmama i jezgrama ploc¢astih tumorskih stanica.

CITOPLAZMA TUMORSKIH

JEZGRA TUMORSKIH STANICA

STANICA
POZITIVITET INTENZITET POZITIVITET INTENZITET
0 3 3 69 69
1 5 50 17 9
2 8 40 4 16
3 86 9 12 8
Ukupan
broj 102 102 102 102
bolesnika

Legenda: '0" negativan 0% i nema imunoreakcije, '1' imunopozitivitet u 1- 25% tumorskih

stanica i blaga reakcija, '2' imunopozitivitet u 26-50% tumorskih stanica i umjerena reakcija,

‘3" imunopozitivitet u 51-100% tumorskih stanica i snazna reakcija.
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Slika 18. Graficki prikaz procjene pozitiviteta i intenziteta HNE imunopozitiviteta u

citoplazmama i jezgrama tumorskih stanica.
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Slika 19. Prikaz imunohistokemijskog bojanja na HNE uzorka plocastog karcinoma gradusa I

orofarinksa. Slika pokazuje blag intenzitet bojanja u citoplazmama tumorskih plocastih

stanica, dok su jezgre tumorskih stanica negativne (objektiv x 20).
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Slika 20. Prikaz imunohistokemijskog bojanja na HNE plo€astog karcinoma gradusa III
orofarinksa. Slika prikazuje jak intenzitet bojanja u jezgrama tumorskih stanica plo¢astog
karcinoma gradusa I11 (objektiv x 40).

Rezultati patohistoloske nazoc¢nosti (ekspresije) HNE-a u epitelu sluznice oko tumora
(slika 21, 22) prikazani su u tablici 5. U 32 uzorka uz tumorsko tkivo plocastog karcinoma ne
nalazi se zdravog okolnog epitela, dok je u preostalih 70 uzoraka HNE imunopozitivitet bio
prisutan uglavnom u citoplazmama plocastih epitelnih stanica. U 53 (75,7%) uzorka HNE
imunopozitivitet u citoplazmama je zabiljezen u 51-100% stanica (+3), u 11 (15,7%) uzoraka
u 21-50% stanica (+2), u 4 (5,7%) uzorka u 1-20% stanica (+1), a u 2 uzorka citoplazme
stanica su bile negativne (0). Intenzitet IH bojanja na HNE u citoplazmama epitela uz tumor
bio je umjernog intenziteta u 30 (42,8%), dok je u 28 (40%) bio blagog, a u 10 (7%) jakog
intenziteta. Jezgre epitelnih stanica uz tumor u 65 (92,8%) uzoraka su bile negativne na IH
bojanje na HNE, dok je u 3 (4,2%) uzorka procjena IH pozitiviteta HNE-a bila +2, a u 2
(2,8%) uzorka +3. Intenzitet reakcije u 2 (2,8%) uzorka bio umjeren, a u 3 uzorka (4,2%) jak.
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Tablica 5. Prikaz broja bolesnika s pozitivnom imunohistokemijskom reakcijom na HNE u
odnosu na izrazenost pozitiviteta u citoplazmama i jezgrama plocastih, nemalignih epitelnih

stanica uz tumor.

CITOPLAZMA EPITELNIH
STANICA JEZGRA EPITELNIH STANICA
POZITIVITET INTENZITET POZITIVITET INTENZITET
0 2 2 65 65
1 4 28 0
2 11 30
3 53 10
Ukupan
broj
bolesnika w0 & e i

Legenda: '0' negativan 0% i nema imunoreakcije, '1' imunopozitivitet u 1- 25% tumorskih
stanica i blaga reakcija, '2' imunopozitivitet u 26 - 50% tumorskih stanica i umjerena reakcija,

‘3" imunopozitivitet u 51 - 100% tumorskih stanica i snazna reakcija.
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Slika 21. Graficki prikaz procjene i intenziteta HNE imunopozitiviteta u citoplazmama i

jezgrama plocastih, nemalignih epitelnih stanica uz tumor.
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Slika 22. Prikaz imunohistokemijskog bojanja na HNE uzorka plo¢astog, nemalignog epitela

sluznice orofarinksa uz plocasti karcinom. Slika pokazuje umjereni citoplazmatski HNE
pozitivitet u nemalignom, plo¢astom epitelu uz tumor. U podlezecoj stromi koja je HNE
negativna nalaze se pozitivne kroni¢ne upalne stanice, stijenke krvnih Zila te manje solidne

nakupine atipi¢nih, plo¢astih epitelnih stanica (objektiv x 20).
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Rezultati patohistoloske nazo¢nosti HNE-a u displaziji epitela uz tumor (slika 23)
prikazani su u tablici 6. U 23 (22,5%) uzorka uz tumorsko tkivo plocastog karcinoma ne
nalazi se okolnog epitela, a u 35 (44,3%) uzorka okolni epitel nije pokazivao displasti¢ne
promjene. U 44 (43,1%) uzorka okolni epitel je pokazivao displasticne promjene 1 tu je HNE
imunopozitivitet bio nazo¢an u jezgrama, podjednako u blagom 13 (29,5%), umjerenom 17
(38,6%) i jakom 14 (31,8%) intenzitetu bojanja. Rezultati HNE imunopozitiviteta u
specificnom tkivu u tumoru i1 oko tumora (slika 24) prikazani su u tablici 7. Stroma oko
tumora bila je imunopozitivna u 41 (40,1%) uzorku, a negativna u 56 (54,9%) uzoraka, dok
stroma nije nadena u 5 (4,9%) uzoraka. Stijenka krvne Zile bila je imunopozitivna u vise od
polovine uzoraka 58 (56,8%), negativna u 39 (38,2%), a nije nadena u svega 5 (4,9%) uzorka.
Endotel krvnih zila bio je negativan u 87 (85,2%) uzoraka, u 10 (9,8%) uzoraka je bio
pozitivan dok krvne Zile nisu nadene u 5 (4,9%) uzoraka. Upalne stanice u stromi tumora, i to
pretezito limfociti i plazma stanice, HNE su imnunopozitivne u 66 (64,7%) uzoraka,

negativne u 13 (12,7%) uzoraka dok tumorska stroma nije nadena u 23 (22,5%) uzorka.

Tablica 6. Prikaz broja bolesnika s prisutnom displazijom uz plocasti karcinom te pozitivnom

imunohistokemijskom reakcijom na HNE.

BROJ UKUPNI
DISPLAZIJA | INTENZITET BOLESNIKA BROJ %
BOLESNIKA

blag 13

prisutna/pozitivna umjeren 17 44 43,1
jak 14

nije prisutna - 35 35 34,3

nema epitela - 23 23 22,5
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Tablica 7. Nazo¢nost HNE-a u specificnom tkivu oko plocastog karcinoma orofarinksa.

PARAMETAR N %
Stroma oko tumora
pozitivna" 41 40,1
negativna 56 54,9
nije prisutna 5 4,9
Stijenka krvne zile
pozitivna 58 56,8
negativna 39 38,2
nije prisutna 5 4,9
Endotel krvne zile
pozitivan 10 9,8
negativan 87 85,2
nije prisutan 5 4,9
Upala u tumorskoj stromi
pozitivna 66 64,7
negativna 13 12,7
nije prisutna 23 22,5

Legenda: N- broj uzoraka, %-postotak , * pozitivan, izrazen HNE imunopozitivitet, **
negativan, HNE imunopozitivitet nije naden, ***nije prisutan - odredena stanica ili nije

nadena struktura
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Slika 23. Prikaz imunohistokemijskog bojanja na HNE uzorka teske displazije sluznice
orofarinksa. Slika prikazuje jak intenzitet HNE imunopozitiviteta u jezgrama i blag intenzitet

u citoplazmama displasti¢nih stanica. U stromi su pozitivne kroni¢ne upalne stanice i stijenke

krvnih Zzila (objektiv x 20).
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Slika 24. Prikaz imunohistokemijskog bojanja na HNE vezivne strome oko tumora u uzorku

ploCastog karcinoma orofarinksa . Slika prikazuje manje solidne nakupine plocastog
karcinoma gradusa Il (strelica) oko kojeg se nalazi HNE pozitivna stroma i upalne stanice
(objektiv x 40).
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4.4. Usporedba nazocnosti HNE-a s ostalim prognosti¢kim ¢imbenicima

4.4.1. Usporedba nazo¢nost HNE-a u plo¢astom karcinomu po klinickim stadijima bolesti

Radi usporedbe HNE imunopozitiviteta u jezgri i citoplazmi plocastih stanica tumora u

ovisnosti o klinickom stadiju bolesti prikazali smo dobivene vrijednosti kao srednja vrijednost
i standardna devijacija (SD) zbog lakse usporedbe i statisticke obrade rezultata.
HNE imunopozitivitet u citoplazmama 1 jezgrama tumorskih stanica naden je u svim
klinickim stadijima bolesti (slika 25, 26), dok je primije¢en neznatni pad HNE
imunopozitiviteta u IV stadiju bolesti. Rezultati statisti¢ke analize gledajuci srednju vrijednost
i standardnu devijaciju (SD) postotka pozitivnih citoplazmi tumorskih stanica su iznosili: u
klini¢kom stadiju I srednja vrijednost 81,0, SD 18; u klinickom stadiju II srednja vrijednost je
80,5, SD 15; u klini¢kom stadiju III srednja vrijednost je 84,7, SD 10; a u klini¢kom stadiju
IV srednja vrijednost je 72,0, SD 25. Prosjecni intenzitet imunoreakcije na HNE u
citoplazmama tumorskih stanica je bio umjeren (2) u klini¢kim stadijima I, Il i 111, dok je u
klini¢kom stadiju IV bio blag (1). Statisticki znacajna razlika dvosmjernim Mann Whitney U-
testom nadena je jedino usporedujuci postotak pozitivnih citoplazmi na HNE u tumorskim
stanicama izmedu stadia II 1 IV (p=0,038). Statisticki znafajna razlika intenziteta
imunoreakcije na HNE u citoplazmama tumorskih stanica po klini¢kim stadijima nadena je
jedino izmedu stadija 1 IV (p=0,001).

Rezultati statisticke analize srednje vrijednosti i SD postotka pozitivnih jezgri tumorskih
stanica po klini¢kim stadijima su iznosili: u stadiju I srednja vrijednost 17, SD 31; u stadiju II
srednja vrijednost 7, SD 18; u stadiju stadij 11l srednja vrijednost 15, SD 28 i u stadiju IV
srednja vrijednost 15, SD 27. Intenzitet imunoreakcije na HNE u jezgrama tumorskih stanica
je bio uglavnom blag (1) te je bio jednak u svim klinickim stadijima. Usporedujuci
medusobno klinicke stadije dvosmjernim Mann Whitney U- testom nije nadena statisticki
znacajna razlika (p>0,05) u postotku pozitivnih jezgri i intenziteta imunoreakcije tumorskih

stanica.
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Slika 25. Graficki prikaz srednje vrijednosti postotka pozitivnih stanica na HNE u jezgrama i

citoplazmama tumorskih stanica prema klinickim stadijima bolesti.
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Slika 26. Graficki prikaz srednje vrijednosti intenziteta HNE imunoreakcije prema klinickim
stadijima u citoplazmama 1 jezgrama plocastih tumorskih stanica. Intenzitet ,,1° blaga

reakcija, intenzitet ,,2° umjerena reakcija.

4.4.2. Usporedba nazoc¢nosti HNE-a u epitelu sluznice uz tumor prema klini¢kim stadijima

bolesti i kontrolnom uzorku

Radi usporedbe HNE imunopozitiviteta u citoplazmama ploc¢astih, nemalignih epitelnih
stanica uz tumor i kontrolne skupine u ovisnosti o klinickom stadiju bolesti (slika 27)
prikazali smo dobivene vrijednosti kao srednja vrijednost i standardna devijacija (SD) zbog
lakse usporedbe i statisticke obrade rezultata.

U svim klinickim stadijima nadena je gotovo podjednaka srednja vrijednost postotka
pozitivnih citoplazmi epitela uz tumor. U klinickom stadiju I srednja vrijednosti je iznosila
68, SD 27; u klinickom stadiju II srednja vrijednost je iznosila 69,06, SD 14; u klinickom
stadiju 1ll srednja vrijednost iznosila je 61, SD 30 i u stadiju IV 65,86, SD 25, dok u
kontrolnoj skupini srednja vrijednost je iznosila 22,81, SD 30,4. Nije dobivena statisti¢ki

znacCajna razlika dvosmjernim Mann Whitney U-testom medu pojedinim klinickim stadijima
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bolesti (p> 0,05). Nazo¢nost imunopozitiviteta HNE u citoplazmi u okolnom epitelu uz tumor
povisena je u odnosu na kontrolnu skupinu, a ta razlika je posebno izrazena izmedu II i IV
stadija bolesti (p<0,01). U klinickom stadiju II zabiljeZena je najveca srednja vrijednost
intenziteta reakcije u citoplazmama epitelnih stanica uz tumor i iznosila je 2,067, SD 1, dok je
u drugim stadijima ona niza i iznosila je za stadij I 1,8, SD 1; stadij III 1,46, SD 1 i stadij IV
1,51, SD 1. Statisticki znacajna razlika nadena je usporedujuci srednje vrijednosti izmedu
stadija bolesti 11'i 111 (p=0,042) i stadija bolesti Il i IV (p=0,012). Statisti¢ki znacajna reakcija
dobivena je usporedujuc¢i srednje vrijednosti svih klini¢kih stadija bolesti s kontrolnom
skupinom (p< 0,05).

Nije dobivena statisti¢ki znaCajna razlika dvosmjernim Mann Whitney U-testom kod
nazo¢nosti HNE imunopoziviteta u jezgrama i intenzitetu imunoreakcije u epitelu oko tumora

usporedujuci klinicke stadije bolesti (p>0,05).

HNE

B Tumor

B Okolina

o585 a8838388

Kontrola Stadij | Stadij Il Stadij Il Stadij IV

srednja vrijpednost % pozitivnih stanica

Slika 27. Grafi¢ki prikaz HNE imunopozitiviteta u citoplazmi ploc€astih stanica tumora i
plocastih, nemalignih epitelnih stanica uz tumor u ovisnosti o kliniCkom stadiju bolesti 1
kontrolne skupine. StatistiCki znacajna reakcija dobivena je usporedujuci srednje vrijednosti

svih klini¢kih stadija bolesti s kontrolnom skupinom (p< 0,05).
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4.4.3. Usporedba nazo¢nosti HNE-a s ostalim parametrima

Rezultati patohistoloske analize nazo¢nosti HNE-a u stromi uz tumor prema klinickim
stadijima prikazani su u tablici 8. U klini¢kom stadiju I u vise od polovine uzoraka (10/16)
nalaz je bio negativan, a pozitivan je bio u 5/16 uzoraka dok u 1/16 uzoraka stroma nije bila
prisutna. U klinickom stadiju II stroma je bila pozitivna u 12/23 uzorka, negativna u 10/23
uzorka, a u 1/23 nije bila prisutna. U klinickom stadiju III stroma je podjednako bila pozitivna
9/18 i negativna 9/18 uzoraka. U klinickom stadiju IV pozitivna je stroma u 27/45, negativna
u 15/45, a nije prisutna u 3/45 uzoraka. Nije dobivena statisticki znacajna razlika
dvosmjernim Mann Whitney U-testom medu pojedinim klini¢kim stadijima bolesti (p> 0,05).

Rezultati patohistoloske nazo¢nosti HNE-a u stijenci krvnih zila prema klinickim stadijima
prikazani su u tablici 8. U klini¢kom stadiju I stijenke krvnih Zila bile su pozitivne u 9/16,
negativne u 6/16, dok nisu bile prisutne u 1/16 uzoraka. U klinickom stadiju II stijenke krvnih
zila bile su pozitivne u 13/23, negativne u 9/23, a nisu bile prisutne u 1/23 uzorka. U
klinickom stadiju III stijenke krvnih Zila bile su pozitivne u 11/18, a negativne u 7/18
uzoraka. U klini¢kom stadiju IV stijenke krvnih Zila bile su pozitivne u 25/45, negativne u
17/45, a nisu bile prisutne u 3/45 uzoraka. U kontrolnoj skupini stijenke krvnih zila bile su
pozitivne u 18/32, a negativne u 14/32 uzorka. Nije dobivena statisticki znacajna razlika
dvosmjernim Mann Whitney U-testom medu pojedinim klinickim stadijima bolesti te prema
kontrolnom uzorku.

Rezultati patohistoloske nazo¢nosti HNE-a u endotelnim stanicama stijenke krvne Zile
prema klini¢kim stadijima prikazani su u tablici 8. U klinickom stadiju I endotel krvnih zila
bio je negativan u 15/16, a nije bio prisutan u 1/16 uzoraka. U klini¢kom stadiju II endotel
krvnih Zila je bio pozitivan u 3/23, negativan u 19/23, a nije bio prisutan u 1/23 uzorka. U
klini¢kom stadiju III endotel krvnih Zila je bio negativan u 16/18, a pozitivan u 2/18 uzoraka.
U klinickom stadiju IV endotel krvnih zila je bio negativan u 37/45, pozitivan u 5/45, a nije
bio prisutan u 3/45 uzoraka. U gotovo svim kontrolnim uzorcima 31/32 endotel krvnih zila je
bio negativan, a pozitivan je bio u 1/32 uzorka. Nije dobivena statisticki znaCajna razlika
dvosmjernim Mann Whitney U-testom medu pojedinim klinickim stadijima bolesti te prema
kontrolnom uzorku.

Rezultati patohistoloSke nazoc¢nosti HNE imunopozitiviteta u upalnim stanicama tipa
limfocita i plazma stanica prikazani su u tablici 8. U klinickom stadiju bolesti | u 10/16

uzorka upalne stanice bile su HNE imunopozitivne, u 5/16 uzoraka upalne stanice bile su
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negativne, a u 1/16 uzoraka stroma s upalnim stanicama nije bila prisutna. U klinickom
stadiju Il u 15/23 uzorka upalne stanice bile su HNE imunopozitivne, u 7/23 uzorka upalne
stanice su bile negativne, a u 1/23 uzorka stroma s upalnim stanicama nije bila prisutna. U
klini¢kom stadiju III u 13/18 uzoraka upalne stanice bile su HNE imunopozitivne, u 5/18
uzorka upalne stanice bile su negativne. U klinickom stadiju 1V u 24/45 uzoraka upalne
stanice bile su HNE imunopozitivne, u 17/45 uzorka upalne stanice bile su negativne, a u 3/45
uzoraka nije bila prisutna stroma s upalnim stanicama. Provedenom statistickom analizom
dvosmjernim Mann Whitney U-testom medu klinickim stadijima bolesti nije utvrdena
statisti¢ki znaGajna razlika (p>0,05), dok je statistickom analizom pomoéu y’- testa nadena
statisticki znacajna razlika za stadij II bolesti (p=0,033).

U kontrolnoj skupini u stromi nisu nadene upalne stanice.
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Tablica 8. Nazocnost HNE imunopozitiviteta u mezenhimu oko tumora po klinickim

stadijima bolesti i kontrolnoj skupini. Za sve parametre nije dobivena statisticki znacajna

razlika p>0,05.

HNE imunopozitivitet

Stadiji 1| Stadiji 11| Stadiji 111]Stadiji 1VV| Kontrola] UKUPNO
pozitivan 5 12 9 27 14 67
negativan 10 10 9 15 18 62
STROMA
nije prisutan 1 1 0 3 0 5
UKUPNO 16 23 18 45 32 134
pozitivan 9 13 11 25 18 76
STIJENKA negativan 6 9 7 17 14 53
KRVNEZILE nije prisutan 1 1 0 3 0 5
UKUPNO 16 23 18 45 32 134
pozitivan 0 3 2 5 1 11
ENDOTEL negativan 15 19 16 37 31 118
KRVNE ZILE | pije prisutan 1 1 0 3 0 5
UKUPNO 16 23 18 45 32 134
pozitivan 10 15 13 24 - 62
UPALA OKO negativan 5 7 5 17 - 34
TUMORA nije prisutan 1 1 0 3 - 5
UKUPNO 16 23 18 44 - 101

Patohistoloska nazo¢nost imunopozitiviteta na HNE u stromi oko tumora za sve klini¢ke

stadije bolesti u ispitivanoj skupini 1 nazo¢nost imunopozitiviteta na HNE u stromi u

kontrolnoj skupini analizirana je pomoéu y? testa kojim nije nadena statisticki znagajna razlika

(p>0,05).

Patohistoloska nazocnost imunopozitiviteta HNE u epitelu oko tumora za sve klinicke

stadije bolesti u ispitivanoj skupini i nazo¢nost HNE imunopozitiviteta u epitelu u kontrolnoj

skupini analizirana je pomocu xz testa. Za sve klinicke stadije bolesti nadena je statisticki

znacajna razlika: stadij | p=0,01, stadij 1l p<0,01, stadij Il p<0,01, stadij IV p<0,01. Za

kontrolnu skupinu nije nadena statisticki znacajna razlika p=0,2.
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4.4.4. Usporedba nazo¢nost HNE-a u plo¢astom karcinomu prema gradusu

Radi usporedbe HNE imunopozitiviteta u citoplazmi i u jezgri plocastih stanica tumora u
ovisnosti o histoloSkom gradusu tumora (slika 28, 29, 30 i 31) prikazali smo dobivene
vrijednosti kao srednja vrijednost i standardna devijacija (SD) zbog lakSe usporedbe i
statisticke obrade rezultata. HNE imunopozitivitet u citoplazmi i u jezgri plocastih stanica
tumora primijecéen je u svim gradusima.

Imunopozitivitet HNE-a u citoplazmama tumorskih stanica u gradusu 1 je bio nazo¢an u
25/27 uzoraka, srednja vrijednost postotka pozitivnih citoplazmi iznosila je 81, SD 20,05.
Imunopozitivitet HNE-a u citoplazmama tumorskih stanica u gradusu 2 je bio nazocan u
39/40 uzoraka, srednja vrijednost postotka pozitivnih citoplazmi iznosila je 79, SD 14.
Imunopozitivitet HNE-a u citoplazmama tumorskih stanica u gradusu 3 je bio nazocan u
35/35 uzoraka, srednja vrijednost postotka pozitivnih citoplazmi iznosila je 74, SD 25.
Intenzitet imunoreakcije HNE-a u gradusu 1 srednja vrijednost 2, SD 0,65; u gradusu 2
srednja vrijednost 2, SD 1; u gradusu 3 srednja vrijednost 1,SD 1.

Kod intenziteta HNE u citoplazmama tumorskih stanica doslo je do statisticki znacajne
reakcije s obzirom na gradus, naroCito usporeduju¢i gradus 1 s gradusom 3 (p<0,01) i
usporedujuci gradus 2 s gradusom 3 (p=0,013).

Rezultati patohistoloske analize imunohistokemijske nazo¢nosti HNE-a u citoplazmi
tumorskih stanica i intenzitet reakcije u negativnoj su korelaciji s histoloskim gradusom
tumora te poveéanjem gradusa smanjuje se postotak pozitivnih stanica (slika 32) i intenzitet
imunoreakcije.

Imunopozitivitet HNE-a u jezgrama tumorskih stanica u gradusu 1 nazocan je u 12/27
uzoraka, srednja vrijednost postotka pozitivnih jezgri iznosi 18, SD 30,07. Imunopozitivitet
HNE-a u jezgrama tumorskih stanica u gradusu 2 bio je nazocan u 15/40 uzoraka, srednja
vrijednost postotka pozitivnih jezgri iznosila je 12, SD 23. Imunopozitivitet HNE-a u
jezgrama tumorskih stanica u gradusu 3 bio je nazocan u 10/35 uzoraka, srednja vrijednost
postotka pozitivnih jezgri iznosila je 12, SD 26. Intenzitet imunoreakcije jezgri HNE-a u
gradusu 1 srednja vrijednost je bila 1,14, SD 0,65; u gradusu 2 srednja vrijednost je bila 1,
SD 1; u gradusu 3 srednja vrijednost je bila 1,SD 1. Analizom rezultata patohistoloske
nazoc¢nosti HNE-a u jezgrama tumorskih stanica zamjecuje se porast pozitiviteta u gradusu 1 i
2 te zatim njegov pad u gradusu 3 (slika 32). Intenzitet imunoreakcije HNE u jezgri tumorskih

stanica je u svim gradusima u prosjeku slab. Provedenom statistickom analizom dvosmjernim
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Mann Whitney U-testom za postotak pozitivnih jezgri i intenzitet imunoreakcije po gradusima

nije utvrdena statisticka znacajna razlika (p>0,05).

Slika 28. Prikaz imunohistokemijskog bojanja na HNE plocastog karcinoma gradusa I

orofarinksa. Slika prikazuje jak intenzitet bojanja citoplazi tumorskih stanica na HNE.

Roznate perle su negativne (strelica) (objektiv x 20).
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Slika 29. Prikaz imunohistokemijskoh bojanja na HNE plocastog karcinoma gradusa II
orofarinksa. Slika pokazuje umjereni i jak intenzitet bojanja citoplazmi i jezgri tumorskih
stanica na HNE. Okolna tumorska stroma i upalne stanice su takoder pozitivne na HNE

(objektiv x 20).
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Slika 30. Prikaz imunohistokemijskog bojanja na HNE plocastog karcinoma gradusa 11

orofarinksa. Slika pokazuje slab i umjeren HNE pozitivitet u citoplazmama i dijelom u
jezgrama tumorskih stanica. Stroma je negativna, dok su upalne stanice u tumoru pozitivne
(objektiv x 20).
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Slika 31. Prikaz imunohistokemijskog bojanja na HNE plocastog karcinoma gradusa III
orofarinksa. Slika prikazuje negativan HNE imunopozitivitet u tumorskim stanicama
(objektiv x 40).
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4.4.5. Usporedba nazocnosti HNE-a u epitelu sluznice uz tumor prema gradusu tumora i

kontrolnom uzorku

Radi usporedbe nazocnosti HNE imunopozitiviteta u citoplazmi i u jezgri plocastih,
nemalignih epitelnih stanica uz tumor u ovisnosti o histoloSkom gradusu tumora (slika 33, 34)
I kontrolne skupine prikazali smo dobivene vrijednosti kao srednja vrijednost i standardna
devijacija (SD) zbog lakse usporedbe i statisticke obrade rezultata.

Imunopozitivitet HNE-a u citoplazmama plocastih, nemalignih epitelnih stanica uz tumor
gradusa 1 bio je nazoCan u 18/27 uzoraka, dok u 9/27 uzoraka okolni epitel uz tumor nije bio
prisutan. Srednja vrijednost postotka pozitivnih stanica iznosila je 79, SD 14,19.
Imunopozitivitet HNE-a u citoplazmama plocastih, nemalignih epitelnih stanica uz tumor
gradusa 2 bio je nazocan u 26/40 uzoraka, u 1/27 pozitivitet je bio negativan (0), a u 13/27
uzoraka okolni epitel nije bio prisutan. Srednja vrijednost postotka pozitivnih stanica iznosila
je 65, SD 24. Imunopozitivitet HNE-a u citoplazmama plocastih, nemalignih epitelnih stanica
uz tumor gradusa 3 bio je nazocan u 24/35 uzoraka, u 1/35 uzoraka pozitivitet je bio
negativan (0), a u 10/35 uzoraka okolni epitel nije bio prisutan. Srednja vrijednost postotka
pozitivnih stanica iznosila je 57, SD 27. Usporedujuci histoloske graduse statisticka znacajna
razlika nadena je izmedu gradusa 1 i gradusa 2 (p=0,0343) te gradusa 1 i gradusa 3 (p=0,032).
Analizom rezultata patohistoloske nazo¢nosti HNE-a u citoplazmama epitelnih stanica uz
tumor po pojedinim kategorijama gradusa zamjecuje se negativna korelacija, tj. statisticki
znacajan pad pozitivnih stanica s porastom gradusa.

Intenzitet imunopozitiviteta HNE-a u citoplazmama ploc¢astih, nemalignih epitelnih stanica uz
tumor podjednak je za sve kategorije gradusa te je umjeren (+2) (p> 0,05).

Imunopozitivitet HNE-a u jezgrama plocastih, nemalignih epitelnih stanica uz tumor bio je
nazocan u izrazito manjem postotku stanica nego u citoplazmama te je zamijecen njegov pad
s porastom gradusa. Tako je u gradusu 1 bilo pozitivno 2/27 uzoraka, negativno (0) 17/27
uzoraka, a u 9/27 uzoraka epitel nije bio prisutan.Srednja vrijednost iznosila je 7, SD 19,7.
Intenzitet imunoreakcije u pozitivnim uzorcima je bio umjeren i jak. U gradusu 2 je bio
pozitivan 1/40 uzoraka, 26/40 uzoraka je bilo negativno, a u 13/40 uzoraka okolni epitel nije
bio prisutan. Srednja vrijednost iznosila je 3, SD 13, a intenzitet imunoreakcije u pozitivnom
uzorku je bio slab (+1). U gradusu 3 pozitivan je bio 1/35 uzoraka, 24/35 je bilo negativno,
dok u 10/35 uzoraka okolni epitel nije bio prisutan. Srednja vrijednost iznosila je 2, SD 10, a

intenzitet imunoreakcije u pozitivnom uzorku je bio jak (+3).
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4.4.6. Usporedba nazo¢nosti HNE-a u tumoru prema kontrolnoj skupini

Provedenom statistickom analizom dvosmjernim Mann Whitney U-testom o nazoc¢nosti
HNE-a u citoplazmama i jezgrama tumorskih stanica te intenzitetu imunoreakcije u
ispitivanoj skupini bolesnika prema kontrolnom uzorku za sve varijable u odnosu na svaku
kategoriju gradusa doslo je do statisticki znacajne razlike po pojedinom gradusu (p<0,05)
(slika 32).

HNE

(=

B Tumor citoplazma

=

B Tumor jezgra

5

1 Okolina citoplazma

B Okolina jezgra

&

srednja vrijednost % pozitivnih stanica

10

Kontrola Gradus 1 Gradus 2 Gradus 3

Slika 32. Graficki prikaz nazo¢nosti HNE-a u tumoru i epitelu oko tumora po pojedinim
kategorijama gradusa te u kontrolnoj skupini. Dobivena je znacajna statisticka razlika
dvosmjernim Mann Whitney U-testom kod ispitivane i kontrolne skupine za ispitivane

varijable po pojedinim kategorijama gradusa (p<0,05).
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Slika 33. Prikaz imunohistokemijskog bojanja na HNE plocastog, nemalignog epitela uz
ploc€asti karcinom gradusa I orofarinksa. Slika prikazuje umjereni citoplazmatski HNE

pozitivitet u plocastom epitelu iznad tumora (objektiv x 20).
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Slika 34. Prikaz imunohistokemijskog bojanja na HNE ploc¢astog, nemalignog epitela uz
plocasti karcinom gradusa III orofarinksa. Slika prikazuje slab intenzitet HNE bojanja u
citoplazmama plocastih epitelnih stanica te slab intenzitet pozitivnih citoplazmi tumorskih
stanica (objektiv x 20).
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4.4.7. Usporedba nazo¢nosti HNE-a u upalnim stanicama u tumorskoj stromi po histolosSkom

gradusu tumora

Imunopozitivitet HNE-a u upalnim stanicama u tumorskoj stromi prikazan je na slici 35. U
gradusu 1 je bio pozitivan u 18/27, negativan u 2/27 dok u 7/27 uzoraka upalne stanice nisu
bile prisutne. U gradusu 2 je bio pozitivan u 29/27, negativan u 3/40, dok u 8/40 uzoraka
upalne stanice nisu bile prisutne. U gradusu 3 je bio pozitivan u 19/35, negativan u 8/35, dok
u 8/35 uzoraka upalne stanice nisu bile prisutne. Statistickom analizom podataka doSlo je do

statistiCke znacCajne razlike u pozitivitetu HNE u upalnim stanicama u tumorskoj stromi kad

usporedujemo 2 i 3 gradus tumora (p=0,0475).

Slika 35. Prikaz imunohistokemijskog bojanja na HNE tumorske strome u plocastom
karcinomu gradusa IIl orofarinksa. Slika pokazuje pozitivitet strome 1 kroni¢nih upalnih
stanica na HNE te manje solidne nakupine tumorskog tkiva gdje je HNE pozitivan u

umjerenom intenzitetu u citoplazmama i jezgrama (objektiv x 40).
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4.5. Imunohistokemijska nazo¢nost p53 u plo¢astom karcinomu

Nazocnost (ekspresija) p53 je imunohistokemijski prikazana u tumorskim stanicama i u

okolnom netumorskom tkivu. U tumorskim stanicama p53 je nazoCan u jezgrama. U okolnom
netumorskom tkivu p53 je nazocan u jezgrama plocastih epitelnih stanica. U mezenhimalnim
stanicama p53 nije nazocan.
Rezultati imunohistokemijske nazoc¢nosti p53 u plocastom karcinomu prikazani su u tablici 9 i
slici 36. P53 imunopozitivitet naden je u vecini 86 (84,3%,) jezgri tumorskih stanica, dok ih je
16 (15,6%) bilo negativno. U vise od polovine pozitivnih tumora 69 (67,6%) procjena
imunopozitiviteta bila je +3, u 12 ( 11,7%), procjena bila je +1, a u 5(4,9%) bila je +2. P53
imunopozitivitet naden je u 73 (71,5%) uzorka epitela oko tumora, dok ih je 9 (8,8%) bilo
negativno. U 20 uzoraka okolni epitel uz tumor nije bio prisutan. U 52 (50,9%) uzorka
procjena imunopozitiviteta je iznosila +1, u 15 (14,7%) je bila +2, a u 3 (2,9%) uzorka je bila
+3.

Tablica 9. Nazocnost p53 u jezgrama stanica ploCastog karcinoma i u jezgrama plocastih,

nemalignih epitelnih stanica uz tumor.

TUMOR | EPITEL UZ TUMOR
pozitivan 89 73
negativan 13 9
hije prisutan 0 20
UKUPNO 102 102
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Slika 36. Graficki prikaz procjene imunopozitiviteta p53 u jezgrama tumorskih stanica i

plocastih epitelnih stanica oko tumora.

4.5.1. Usporedba nazocnosti p53 u tumoru i okolnom epitelu uz tumor po klinickim stadijima

bolesti

Radi usporedbe p53 imunopozitiviteta u jezgri plocastih stanica tumora u ovisnosti o
klinickom stadiju bolesti prikazali smo dobivene vrijednosti kao srednja vrijednost i
standardna devijacija (SD) zbog lakSe usporedbe i statistiCke obrade rezultata.
Imunopozitivitet na p53 u jezgrama tumorskih stanica u klinickom stadiju I bolesti bio je
nazocan u 12/16 uzoraka, dok je bio negativan u 4/16 uzoraka. Srednja vrijednost iznosila je
62, SD 40. Imunopozitivitet na p53 u jezgrama tumorskih stanica u klini¢kom stadiju II
bolesti bio je nazo¢an u 20/23 uzoraka, dok je bio negativan u 3/23 uzoraka. Srednja
vrijednost iznosila je 62, SD 37. Imunopozitivitet na p53 u jezgrama tumorskih stanica u
klini¢kom stadiju III bolesti bio je nazo¢an u 17/18 uzoraka dok je bio negativan u 1/18
uzoraka, srednja vrijednost iznosila je 88, SD 24. Imunopozitivitet na p53 u jezgrama

tumorskih stanica u klinickom stadiju IV bolesti bio je nazocan u 38/45 uzoraka dok je bio
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negativan u 7/45, srednja vrijednost postotka pozitivnih stanica iznosila je 59, SD 42.
Analizom rezultata primjecuje se rast postotka pozitivnih stanica u prva tri klinicka stadija
bolesti s vrhuncem u III klinickom stadiju bolesti te potom njegov pad u IV klinickom stadiju
bolesti. Statistickom obradom rezultata dvosmjernim Mann Whitney U-testom doslo je do
statisticki znacajne razlike kad usporedujemo I i III klini¢ki stadij (p=0,027) te I i IV
klini¢ki stadij (p=0,07) bolesti.

Imunopozitivitet na p53 u jezgrama plocastih, nemalignih epitelnih stanica uz tumor u
klinickom stadiju I bolesti bio je nazoan u 11/16 uzoraka, negativan u 1/16 uzoraka dok u
4/16 uzoraka okolni epitel nije bio prisutan, a srednja vrijednost postotka pozitivnih stanica
iznosila je 16, SD 10. U klinickom stadiju II bio je pozitivan u 19/23 uzorka, negativan u
1/23, dok u 3/23 uzorka okolni epitel nije bio prisutan. Srednja vrijednost postotka pozitivnih
stanica iznosila je 32, SD 23. U klini¢kom stadiju III p53 je bio pozitivan u 16/18 uzoraka dok
okolni epitel nije bio prisutan u 2/18 uzoraka, a srednja vrijednost postotka pozitivnih stanica
iznosila je 25, SD 23. U klinickom stadiju bolesti IV p53 bio je pozitivan u 27/45 uzorka,
negativan u 7/45 dok u 11/45 uzorka okolni epitel nije bio prisutan. Srednja vrijednost
iznosila je 16, SD 14. Analizom rezultata primjecuje se rast postotka pozitivnih stanica u prva
dva klinicka stadija bolesti s vrhuncem u II klinickom stadiju bolesti te potom njegov pad u
IIT 1 IV klinickom stadiju bolesti (slika 37). StatistiCkom obradom rezultata dvosmjernim
Mann Whitney U-testom doslo je do statisticki znacajne razlike kad usporedujemo II i IV
klinicki stadij bolesti (p=0,003).
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Slika 37. Graficki prikaz srednje vrijednosti postotka pozitivnih stanica na p53 u tumoru i
epitelu oko tumora. Mann Whitney U-testom doSlo je do statisticki znacajne razlike u
nazocnosti p53 u tumoru kad usporedujemo 11 III klini¢ki stadij (p=0,027) te IIT 1 IV klinicki
stadij (p=0,07) bolesti, dok je u nazoc¢nosti p53 u okolini kad usporedujemo II i IV klinicki
stadij (p=0,003) bolesti.
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4.5.2. Usporedba nazocnosti pS3 u tumoru i okolnom epitelu uz tumor po histoloskom

gradusu tumora

Radi usporedbe p53 imunopozitiviteta u jezgri plocastih stanica tumora (slika 39, 40, 41) 1
u jezgri plocastih, nemalignih epitelnih stanica uz tumor (slika 42, 43) u ovisnosti 0
histoloskom gradusu tumora prikazali smo dobivene vrijednosti kao srednja vrijednost i
standardna devijacija (SD) zbog lakSe usporedbe i statistiCke obrade rezultata (slika 38).
Imunopozitivitet na p53 u jezgrama tumorskih stanica u gradusu | bio je pozitivan u 22/27
uzoraka, negativan u 5/27 uzoraka, a srednja vrijednost postotka pozitivnih stanica je iznosila
62, SD 35,6. U gradusu Il bilo je 32/40 pozitivnih uzoraka, negativnih 9/40, a srednja
vrijednost je iznosila 56, SD 42. U gradusu Il bilo je 33/35 pozitivnih uzoraka, negativnih
2/35, a srednja vrijednost je iznosila 77, SD 34. StatistiCkom obradom rezultata dvosmjernim
Mann Whitney U-testom statisticki znacajna razlika dobivena je usporedujuéi II i III gradus
(p=0,022).
Imunopozitivitet na p53 u jezgrama plocastih epitelnih stanica u okolini tumora gradusa I bio
je pozitivan u 17/27 uzoraka, negativan u 1/27 dok u 9/27 uzoraka okolni epitel nije bio
prisutan. Srednja vrijednost postotka pozitivnih stanica je iznosila 19, SD 15,16. U okolini
tumora gradusa 1l epitel je bio pozitivan u 33/40 uzoraka, negativan u 2/40 uzoraka dok nije
bio prisutan u 5/40 uzoraka, a srednja vrijenost je iznosila 27, SD 22. U okolini tumora
gradusa Il epitel je bio pozitivan u 23/35 uzoraka, negativan u 6/35 uzoraka dok nije bio
prisutan u 6/23 uzoraka, a srednja vrijednost je iznosila 17, SD 16. StatistiCkom obradom
rezultata dvosmjernim Mann Whitney U-testom statisticka znacajna razlika dobivena je
usporedujuéi II i III gradus (p=0,0321).
U kontrolnoj skupini p53 je bio pozitivan u 7/32 uzorka, a negativan u 25/32 uzorka, srednja
vrijednost pozitivnih stanica je iznosila 1,56, SD 3,2.
StatistiCkom obradom rezultata dvosmjernim Mann Whitney U-testom, nazocnost p53 u
jezgrama tumorskih stanica je statisticki znacajno poviSena u svim gradusima tumora u

odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,0001).
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Slika 38. Graficki prikaz srednje vrijednost postotka pozitivnih stanica na p53 u tumoru i
okolini uz tumor te kontrolnoj skupini bolesnika. Mann Whitney U-testom doslo je do
statistiCki znacajne razlike u nazocnosti p53 usporedujuci II i III gradus kod tumora (p=0,022)
i kod okoline uz tumor (p=0,0321). P53 je u tumoru i okolini uz tumor povisen u svim

gradusima u odnosu na kontrolu (p<0,0001).

Dobiveni rezultati nakon statistiCke analize Pearsonovim y 2 testom u korelaciji IH
nazocnosti p53 u postotku tumorskih stanica 1 epitelnih stanica prikazani su u tablici 10.
Provedenom statistickom analizom pronadena je statisti¢ki znacajna razlika u nazo¢nosti p53
u tumoru i okolini u gradusu 1 (p=0,024). Potonji nalaz ukazuje na proporcionalni porast

nazoc¢nosti p53 u tumoru i okolini u gradusu 1.
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Tablica 10. Pearsonova korelacija imunohistokemijske nazo¢nosti p53 u stanicama plocastog

karcinoma i u plocastim, nemalignim epitelnim stanicama uz tumor.

p53 tumor vs. p53 okolina
SVI 0,0361778

gradus 2 | -0,044726
gradus 3 | 0,2375915

Slika 39. Prikaz imunohistokemijskog bojanja na p53 plocastog karcinoma gradusa |

orofarinksa. Slika prikazuje <21 % pozitivnih jezgri tumorskih stanica na p53 (objektiv x 20).
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Slika 40. Prikaz imunohistokemijskog bojanja na p53 plo¢astog karcinoma gradusa Il
orofarinksa. Slika prikazuje pozitivne jezgre tumorskih stanica na p53. Okolna stroma i
upalne stanice su p53 negativne (objektiv x 10).
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Slika 41. Prikaz imunohistokemijskog bojanja na p53 plocas

orofarinksa. Slika prikazuje pozitivne jezgre tumorskih stanica na p53. Okolna stroma i

upalne stanice su p53 negativne (objektiv x 10).
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Slika 42. Prikaz imunohistokemijskog bojanja na p53 ploc¢astog karcinoma gradusa Il i

okolnih plocastih, nemalignih epitelnih stanica u orofarinksu. Slika prikazuje p53 pozitivne
jezgre plocastih stanica tumora dok u okolini jezgre su pozitivne na pS3 u donjoj polovini

epitela. Okolna stroma i upalne stanice su p53 negativne (objektiv x 40).
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Slika 43. Prikaz imunohistokemijskog bojanja na p53 plocastog karcinoma in situ/teSke
displazije i okolnog ploCastog, nemalignog epitela u orofarinksu. Slika prikazuje p53
pozitivne jezgre tumorskih/displasti¢nih stanica dok u okolini jezgre su sporadi¢no pozitivne
na p53 u bazalnom sloju. Okolna stroma i upalne stanice su p53 negativne (objektiv x 10).

4.6. Istovremena nazo¢nost HNE i p53 u plocastom karcinomu

Dobiveni rezultati statisticke analize Pearsonovim y 2 testom u korelaciji IH nazo¢nosti
p53 tumorskih stanica i HNE u citoplazmi tumorskih stanica prikazani su u tablici 11.
Vidljivo je da je HNE u >51% tumorskih stanica prisutan u 82,3 % uzoraka, dok je p53
prisutan u 58,8% uzoraka. Negativan nalaz HNE je bio u 3,9% uzoraka dok je p53 bio
negativan u 14,7% uzoraka. Provedenom statistickom analizom nije pronadena statisticki
znacajna razlika u koekspresiji HNE citoplazma i p53 u postotku pozitivnih tumorskih stanica

(p>0,05). Potonji nalaz ukazuje na obrnuto proporcionalnu ekspresiju HNE citoplazma i p53 u
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tumorskim stanicama, HNE postepeno pada s porastom gradusa dok p53 raste s porastom

gradusa.

Tablica 11. Prikaz korelacije imunohistokemijske nazo¢nosti HNE u citoplazmama tumorskih

stanica i p5S3 u tumoru prema histoloSkom gradusu tumora.

HNE tumor citoplazma p53 tumor X? p
bez <25% 25-50% 51-100 % bez <25% 26-50% | 51-100%
pozitivnih poz. poz. poz. pozitivnih poz. poz. poz.
stanica stanica stanica stanica stanica stanica stanica stanica
Gradus 1
3 0 4 20 5 3 1 18
bI’Oj -0,195 >0,05
(2,9%) (0%) (3,9%) (19,65%) (4,9%) (2,9%) (0,9%) (17,6%)
(%)
Gradus 2
1 0 3 8 6 3 13
broj 36 (35,3%) 0,195 | >0,05
) (0,9%) (0%) (2,9%) (7,8%) (5,8%) (2,9%) (12,7%)
%
Gradus 3
0 2 3 2 3 1 29
broj 28 (27,5%) 0,3713 | >0,05
(0%) 1,9%) | (2,9%) (1,9%) | (29%) | (0,9%) | (28.4%)
(%)
Ukupno 4 2 10 84 15 12 4 60
00367 | >0,05
(%) (3,9%) (1,95) (9,8%0) (82,3%) | (14,7%) | (11,7%) (3,9%) | (58,8%)
UKUPAN
102 102
BROJ

Dobiveni rezultati statistiCke analize Pearsonovim y 2 testom korelacije IH nazocnosti p53
tumora i HNE jezgre tumorskih stanica prikazani su u tablici 12. Vidljivo je da je HNE u
>51% tumorskih jezgri prisutan u 11,7 % uzoraka, dok je p53 prisutan u 58,8 % uzoraka.
Negativan nalaz HNE je bio u 67,6% uzoraka dok je p53 bio negativan u 14,7% uzoraka.
Provedenom statistickom analizom pronadena je statisticki znacajna razlika u koekspresiji
HNE jezgri i p53 u postotku pozitivnih tumorskih stanica u gradusu 1 (p=0,0782). Potonji
nalaz ukazuje na obrnuto proporcionalnu koekspresiju HNE jezgri i p53 u tumorskim

stanicama.
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Tablica 12. Prikaz korelacije imunohistokemijske nazocnosti HNE i p53 u jezgrama

tumorskih stanica prema histoloSkom gradusu tumora.

HNE tumor jezgra p53 tumor X2 p
bez <25% | 2550% | 51-100% bez <25% | 26-50% | 51-100%
pozitivnih poz. poz. poz. pozitivnih poz. poz. poz.
stanica stanica stanica stanica stanica stanica stanica stanica
Gradus 1 18 3 2 4 5 3 1 18
broj -05481 | 0.00782
- (17,6%) (2,9%) (1,9%) (3,9%) (4,9%) (2,9%) (0,9%) (17,6%)
0
Grreelus 2 26 10 0 4 8 6 3 13
broj 01962 | >0,05
o (254%) | ©8%) | (0%) | (39%) | (7.8%) | (58%) | (2.9%) | (27%)
0
Gireelus © 25 4 2 4 2 3 1 29
broj 0,0067 >0,05
- (24,5%) (3,9%) (1,9%) (3,9%) (1,9%) (2,9%) (0,9%) (28,4%)
0
Ukupno 69 17 4 12 15 12 4 60
0062 | 0,05
(%) (67,6%) | (16,6%) | (3,9%) | (11,7%) | (14,7%) | (1L7%) | (3,9%) | (58.8%)
UKUPAN
102 102
BROJ
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4.7. Istovremena nazo¢nost HNE i p53 u okolini uz tumor

Dobiveni rezultati statistiCke analize Pearsonovim y 2 testom korelacije IH nazo¢nosti p53
okoline i HNE u citoplazmi epitela oko tumora stanica prikazani su u tablici 13. Vidljivo je da
je HNE u > 51% epitelnih stanica u okolini prisutan u 75,7% uzoraka dok je p53 prisutan u
7,3% uzorka. HNE je u <25% stanica prisutan u 5,7% uzoraka, dok je p53 prisutan u 64,6%
uzoraka. Provedenom statistickom analizom nije pronadena statisticki znaCajna razlika u
koekspresiji HNE i p53 u postotku pozitivnih epitelnih stanica u okolini tumora (p>0,05).
Potonji nalaz ukazuje na obrnuto proporcionalnu ekspresiju HNE i p53 u okolini tumora.

Tablica 13. Prikaz korelacije imunohistokemijske nazocnosti HNE 1 p53 u plocastim,

nemalignim epitelnim stanicama u okolini tumora prema histoloSkom gradusu tumora.

HNE okolina p53 okolina X? p
bez <25% 25-50% | 51-100 % bez <25% 26-50% | 51-100%
pozitivnih poz. poz. poz. pozitivnih poz. poz. poz.
stanica stanica stanica stanica stanica stanica stanica stanica
e 0 0 2 16 1 14 2 1
broj 02052 | >0,05
o (0%) 0%) | (28%) | (28%) | @2%) | (17%) | (24%) | (1,.2%)
0
CrEELes 1 1 3 22 2 20 9 4
broj 10,220 | >0,05
o 14%) | (14%) | (42%) | (314%) | (24%) | (243%) | (10,9%) | (4,8%)
(1]
EnEie 2 1 3 6 15 6 19 3 1
broj 0,149 | >0,05
o (1,4%) | (4,2%) | (85%) | (214%) | (7,3%) | (23,1%) | (3.6%) | (1,2%)
(1]
Ukupno 2 4 11 53 9 58 14 6
-004 | >0,05
(%) (2,8%) (5,7%) | (15,7%) | (75,7%) | (10,9%) | (64,6%) (17%) (7,3%)
UKUPAN * *
70 82
BROJ

Legenda " razlika u ukupnom broju uzoraka HNE okolina i p53 okolina posljedica je gubitka

materijala prilikom dubljeg rezanja tkiva za imunohistokemijsku analizu.
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5. RASPRAVA

Plocasti karcinom orofarinksa smatra se heterogenim zlo¢udnim tumorom prema svojoj
etiologiji, bioloskom ponaSanju i prognozi. Nastaje iz epitela koji oblaze sluznicu orofarinksa
te je ovo anatomsko mjesto direktno izlozeno visokim razinama karcinogena iz duhana i
alkohola. Zadnjih godina u svijetu, a tako i1 kod nas, raste incidencija plocastog karcinoma
orofarinksa. Porast incidencije plocastog karcinoma orofarinksa u Hrvatskoj posljedica je
raSirene navike puSenja i konzumacije vec¢ih koli¢ina alkoholnih pica, te zadnjih godina
virusom HPV-a potaknute karcinogeneze. Uz navedene etioloSke ¢imbenike bitna je i
genetska predispozicija (4). Klasicne klinicko-patoloske karakteristike koje odreduju
prognozu i preporuke za adjuvantnu terapiju su veli¢ina tumora, histoloski gradus i status
regionalnih limfnih ¢vorova. TNM sustav integrira ove karakteristike tumora u stadije koji
imaju glavnu prognosticku vrijednost. Lokalizacija primarnog tumora utjeCe na sam tijek
bolesti. Tumori orofarinksa se obi¢no otkriju u ve¢im T stadijima jer se radi o tzv. tihoj regiji
gdje 1 veéi tumori izazivaju minimalne smetnje, a u trenutku postavljanja dijagnoze vise od
polovine bolesnika ima prisutne metastaze na vratu. Vjerojatnost metastaziranja ne moze se
isklju¢ivo povezati sa stupnjem diferenciranosti tumora. Unato¢ poznatim prognostickim
¢imbenicima, karcinom orofarinksa je Cesto nepredvidivog tijeka, stoga se istrazuju brojni
biomarkeri s ciljem pomo¢i kod odredivanja optimalne terapije, predvidanja odgovora na
terapiju kao i ocjene prognoze. Biologija tumorskog rasta povezana je s pojavom
oksidacijskog stresa u kojem stanice luce reaktivne kisikove spojeve (ROS), prvenstveno
slobodne radikale koji wuzrokuju lipidnu peroksidaciju. Najvazniji produkt lipidne
peroksidacije je 4-hidroksi-2-nonenal (HNE) koji je zbog biomedicinskih uéinaka poznat i
kao ,,drugi glasnik slobodnih radikala®. U visokim koncentracijama HNE je citotoksican i
mutagen, suprimira sintezu p53 i stoga je potencijalni biljeg za karcinogenezu u mnogim
tumorima. Tocna uloga oksidacijskog stresa u etiologiji plocastog karcinoma orofarinksa jos
nije razjaSnjena. Prema dostupnoj literaturi ovo je prvo istrazivanje koje istrazuje povezanost
oksidacijskog stresa i lipidne peroksidacije, tj. produkta lipidne peroksidacije HNE-a u
plocastom karcinomu orofarinksa.

Provedeno je istrazivanje imunohistokemijske nazo¢nosti protutijela specificnog za HNE-
histidinski epitop na HNE proteinskim konjugatima i protutijela na p53 na ploCastom

karcinomu orofarinksa.
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U ovom istrazivanom uzorku dobna i spolna raspodjela odgovara podacima iz literature (15)
te se uglavnom radilo o starijim muskarcima u dobi od 51 do 70 godina. Prema podacima o
incidenciji u Hrvatskoj 1 u svijetu prema podsijelu karcinoma orofarinksa ocekivana
raspodjela bi bila da ih je najviSe u podrucju tonzile, zatim u bazi jezika te straznjoj
faringealnoj stijenci i mekom nepcu. Medutim u ovom istrazivanju polovina ih je bila u
podrucju baze jezika (50%), zatim u tonzili (37,2%) te u straznjoj faringealnoj stijenci
(6,8%) i mekom nepcu (5,8%). U drugim istrazivanjima, pa i u ovom, karcinomi tonzile i
baze jezika ¢ine oko 90% svih plocastih karcinoma orofarinksa (120, 121).

Stadij bolesti u trenutku postavljanja dijagnoze medu najvaznijim je prihva¢enim
prognosti¢kim ¢imbenicima. Kod bolesnika uklju¢enih u istrazivanje velik je udio bolesnika
(61,7%) u uznapredovalim stadijima bolesti (stadij 1 i V), za razliku od studije provedene u
Memorial Sloan-Kettering Cancer Center gdje je znacajno nizi udio bolesnika u stadijima | i
I1 (28). Otkrivanje bolesti u uznapredovalim stadijima najve¢im dijelom je posljedica niskog
stupnja educiranosti populacije te nizim socioekonomskim uvjetima Zivota gdje se pusenje i
konzumacija alkohola smatraju prihvatljivim navikama. Bolesnici naj¢es¢e dolaze na prvi
pregled nakon §to simptomi postoje nekoliko mjeseci §to sve vodi kasnom postavljanju
dijagnoze i visokom udjelu bolesnika u uznapredovalim stadijima bolesti.

Drugi prognosticki ¢imbenik je histoloSki stupanj diferencijacije tumora koji se ne moze
povezati s vjerojatno§éu metastaziranja i ne pokazuje jednoliku raspodjelu prema stadijima
bolesti. U ovoj istrazivanoj skupini 2/3 su bili umjereno do slabo diferencirani tumori koji
¢eSc¢e metastaziraju 1 otkriju se u uznapredovalim stadijima bolesti.

U ovom istrazivanju aktivnost lipidne peroksidacije na temelju nadene prisutnosti HNE-a
potvrdena je u tumorskim stanicama gotovo svih analiziranih plocastih karcinoma, u stijenci
krvnih zila, stromi i upalnim stanicama vecine analiziranih uzoraka. Time se potvrduje da je
OS u plocastom karcinomu orofarinksa povezan s lipidnom peroksidacijom i posljedi¢nim
stvaranjem HNE-a, a zamijeceno je i da je razina HNE imunopozitiviteta ve¢a u tumorskim
stanicama nego u okolnom netumorskom epitelu i u kontrolnom uzorku.

Gledajuéi stupanj diferenciranosti tumora zamijeéeno je da razina HNE-a u tumorskim
stanicama pada s porastom gradusa. Intenzitet bojanja HNE-a takoder pada s porastom
gradusa tumora pri cemu se statisticki znacajna razlika uocava usporedujuci graduse 112 s
gradusom 3. Prisutnost HNE-a u epitelu oko tumora se povecava u odnosu na kontrolnu

skupinu, pri ¢emu gradus 3 ima znacajno manje izrazenu nazo¢nost HNE-a u citoplazmi nego
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gradus 1 i gradus 2. Prisutnost HNE-a nadena je u visokom postotku u citoplazmama
tumorskih stanica u svim gradusima tumora kao i u okolnom epitelu uz tumor, dok je
prisutnost HNE-a u jezgrama stanica nadena u manjem postotku. U kontrolnoj skupini naden
je pozitivitet HNE-a samo u citoplazmama stanica, dok su jezgre u svim uzorcima bile
negativne. Usporeduju¢i klinicke stadije bolesti pozitivitet HNE je viSe izrazen u
citoplazmama nego u jezgrama tumorskih stanica i pada u IV stadiju u odnosu na prva tri
stadija, statisticki znacajno samo za III stadij bolesti. Intenzitet imunoreakcije HNE je u prva
tri stadija uglavnom umjeren, u IV stadiju je blag znac¢ajnije samo u odnosu na I stadij. U
svim stadijima bolesti HNE u epitelu oko tumora je naro€ito pozitivan u citoplazmama stanica
u odnosu na kontrolnu skupinu uzoraka, a ta razlika je posebno izrazena izmedu II i IV
stadija.

Prisutnost HNE imunopozitiviteta nadena je u upalnim stanicama, posebice makrofazima, u
stromi oko tumora, a i u samom tumoru. Primijec¢eno je da razina HNE-a u stromi pada s
gradusom tumora, no sama je stroma u tumoru jace pozitivna nego u kontrolnom, zdravom
tkivu. To se moze objasniti ¢injenicom da upalne stanice stvaraju veliku koli¢inu ROS-a i
tako poti¢u lipidnu peroksidaciju. U prilog tome ide nazoénost pozitiviteta na HNE u
tumorskoj stromi i upalnim stanicama koja korelira s prisutno§¢u HNE-a u tumorskim
stanicama ovisno o gradusu. Tijekom fagocitoze dolazi do ,,oksidativne eksplozije* pri cemu
nastaju ROS-evi koji uzrokuju daljnje pojacanje OS i lipidne peroksidacije (122). Povecanje
ROS-a je udruzeno s poremecenim rastom tumorskih stanica i predstavlja poremecaj
homeostaze koja nastaje ili zbog povecanog stvaranja ROS ili zbog smanjena enzima koji
odstranjuju ROS-¢ (75). Potvrdeno je da razine enzima koji odstranjuju ROS kao $to su SOD,
glutation peroksidaza i peroksiredoksin znacajno poremecene u malignim stanicama i tkivu
Sto sve dovodi do poremecene homeostaze i adaptacije na stres u tumorskim stanicama (119).
To moze dovesti do zacaranog kruga gdje reaktivni aldehidi mogu samo djelomi¢no biti
odstranjeni iz tkiva 1 tako uzrokovati smrtna ili karcinogena oSte¢enja tumorskih stanica §to
predstavlja mehanizam ubijanja tumorskih stanica. Eventualno, karcinomske stanice mogu
sadrzavati malu koli¢inu lipida i PUFA-a $to ¢e rezultirati smanjenju HNE-a u tkivu. To sve
moze objasniti smanjenu koli¢inu reaktivnih aldehida u uznapredovalim stadijima u usporedbi
s ranijim stadijima bolesti. Ovo istrazivanje korelira s istrazivanjem provedenim na
adenokarcinomima kolona gdje se gledala nazo¢nost produkta lipidne peroksidacije akroleina
u tumorskom i okolnom netumorskom tkivu (104). U tom istrazivanju utvrdena je razlicita

prisutnost akroleina u benignim tumorima adenomima i u malignim adenokarcinomima
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ovisno o klini¢kom stadiju bolesti i histoloSkom gradusu tumora te je nadena manja nazo¢nost
akroleina u uznapredovalim nego u ranijim stadijima bolesti.

U ovom istrazivanju nazoc¢nost HNE-a u epitelu oko tumora je povecana u odnosu na
kontrolnu skupinu s obzirom na klinicki stadij bolesti i stupanj diferencijacije tumora.
Nazoc¢nost HNE-a u citoplazmama stanica oko tumora pada s porastom gradusa tumora te je
statistiCki znac¢ajno manje izrazena u gradusu III, te u klini¢kim stadijima Il i IV. Zamijecen je
pad intenziteta bojanja citoplazmi stanica oko tumora u gradusu III i klinickom stadiju IV u
odnosu na manje graduse odnosno stadije bolesti. HNE je medu reaktivnim aldehidima poznat
po svoj toksi¢noj ulozi prema proteinima i DNA (51). HNE osim na proteine i utjecaja na
signalne putove stanice vezanjem na proteine, mozZe mijenjati putove prijenosa signala u
stanici 1 vezanjem na lipide, te utjecati na promjene lipidnog sastava stani¢ne membrane
(123). Stoga nije ¢udno da je nadena njegova nazocnost u okolnoj sluznici uz tumor. U
istrazivanju provedenom na adenokarcinomu kolona nadeni su sli¢ni rezultati.
Imunohistokemijskom analizom HNE je bio nazocan u citoplazmama tumorskih stanica, dok
je slabije bio pozitivan u okolnom netumorskom tkivu (115). Poznato je da je karcinom
kolona povezan sa stilom Zivota i prehranom. HNE se nalazi u hrani ili njegova proizvodnja u
crijevima moze biti potaknuta sa prisutnos¢u nezasi¢enih masnih kiselina PUFA-a. Stoga
prehrana bogata mastima i s niskim sadrzajem antioksidansa moze biti vazan izvor ovog
aldehida u netumorskom tkivu debelog crijeva i biti povezana s karcinogenezom kolona
(115). Ovim se spoznajama moze povezati i utjecaj duhana kao egzogenog izvora ROS-a u
karcinogenezi karcinoma glave i vrata (19). U studiji provedenoj 2009 god. Gupta A. i
suradnici istrazili su povezanost lipidne peroksidacije i antioksidansa u plo¢astom karcinomu
glave i vrata (124). Oni su mjerili razinu MDA i antioksidansa (SOD, tiola i askorbinske
kiseline) u plazmi bolesnika s ploc¢astim karcinomom glave i vrata u usporedbi s kontrolnom,
zdravom skupinom. U toj studiji nadeno je znacajno povecéanje razine MDA i smanjene SOD,
tiola i askorbinske kiseline u bolesnika u odnosu na zdrave ispitanike.

U prethodnim istrazivanjima nadeno je da sluznica u neposrednoj blizini ploCastog karcinoma
pokazuje premaligne promjene, vjerojatno uzrokovane istim kancerogenima (27). U ovom
istrazivanju u ne$to manje od polovine uzoraka sluznica uz tumor je bila displasti¢no
promijenjena i u svim uzorcima je HNE imunopozitivitet bio nazo¢an u razli¢itom intenzitetu.
Ta spoznaja sugerira vaznost OS 1 lipidne peroksidacije u karcinogenezi plocastog karcinoma

I malignoj alteraciji iz prekancerozne lezije u invazivni karcinom.
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Brojne studije su potvrdile ¢injenicu da HNE u razli¢itim vrstama stanica ima utjecaj na
poticaj stani¢ne apoptoze, a vazan gen koji kontrolira unutrasnje puteve apoptoze je p53. U
prognozi tumora glave i vrata, posebice karcinoma orofarinksa, znac¢ajno mjesto zauzima i
ekspresija p53. PojaCana ekspresija proteina p53 izrazena je u vise od 50% tumora glave i
vrata (31) te ona podrazumijeva nazo¢nost mutiranog p53 proteina. Mutacija p53 se smatra
ranim dogadajem u karcinogenezi orofarinksa (125). Unato¢ spoznajama o loSijem
prezivljenju bolesnika s pojacanom ekspresijom p53, ne postoji konsenzus o ekspresiji p53
kao prediktivnom biljegu prognoze, ni kao moguéem pokazatelju terapijskog pristupa
bolesnicima s tumorima glave i vrata. U ovom istrazivanju u gotovo svim uzorcima plocastog
karcinoma nazocan je pozitivitet na p5S3 koji se povecava s gradusom tumora i povecan je u
uznapredovalim stadijima bolesti. Okolni epitel uz tumor takoder pokazuje nazo¢nost p53 u
jezgrama, ali u manjem postotku stanica nego u tumoru. Uglavnom je ekspresija p53 veoma
niska u zdravim stanicama i u normalnim okolnostima u njima sprjecava propagaciju genetski
oStecene stanice (126). U skladu s prethodnim istrazivanjima (127) na$i rezultati su potvrdili
povecanu ekspresiju p53 1 njegovu vaznost kao biomarkera karcinogena iz okolisa u etiologiji
plocastog karcinoma orofarinksa. U ovom istrazivanju nazo¢nost p53 raste s porastom
klini¢kog stadija i svoj vrhunac postize u III stadiju bolesti dok u IV stadiju postepeno pada.
Usporedujuéi klinicke stadije bolesti znacajno kvantitativno jace u III stadiju nego u I 1 IV
stadiju, a u okolini znac¢ajno kvantitativno jace u Il stadiju nego u I i IV stadiju. Nazoc¢nost
p53 u okolnom epitelu uz tumor svoj vrhunac postize u Il stadiju te postepeno pada u
uznapredovalim stadijima bolesti. Tu se nalazi korelacija s nazo¢no$¢u HNE-a koji je manje
izraZzen u uznapredovalim nego u ranijim stadijima bolesti 1 povecan je u okolnom epitelu uz
tumor. Ta Ccinjenica je potvrdila prethodno navedenu tvrdnju da se histoloski stupanj
diferencijacije ne moze povezati s TNM klasifikacijom 1 vjerojatnoS¢u metastaziranja u
regionalne limfne ¢vorove vrata i ne pokazuje jednoliku raspodjelu prema klinickim stadijima
bolesti. 1z toga proizlazi da su nazo¢nost HNE-a i p53 manje izrazeni u uznapredovalim
stadijima bolesti. Sluznica u okolini tumora takoder pokazuje sli¢ne promjene koje su
izrazenije u manjem histoloskom gradusu, odnosno stadiju bolesti. Nalaz korelacije HNE i
p53 u uznapredovalim stadijima bolesti mogao bi znaciti da HNE promovira apoptozu stanica
plocastog karcinoma orofarinksa preko p53 signalnog puta. Sukladno tome mozemo zakljuciti
da moguci karcinogeni efekti HNE-a u ploc¢astom karcinomu orofarinksa su udruzeni S

nazoc¢noSc¢u pS3.
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Ovo istrazivanje je potvrdilo vaznost oksidacijskog stresa i lipidne peroksidacije u razvoju
ljudskih, zlo¢udnih epitelnih tumora i imunohistokemijsku nazo¢nost HNE-a u plocastom
karcinomu orofarinksa i okolnom netumorskom tkivu. U istrazivanju se takoder potvrdila
vaznost HNE-a kao bioaktivnog markera lipidne peroksidacije i tako omogucio novi uvid u

molekularne mehanizme karcinogeneze ovih tumora.
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6.ZAKLJUCCI

1. HNE imunopozitivitet je zabiljezen gotovo u svim tumorskim stanicama analiziranih

plocastih karcinoma te u krvnim zilama, stromi i upalnom infiltratu u tumoru.

2. HNE imunopozitivitet ima veéu nazocnost u citoplazmi nego u jezgri tumorskih stanica i

plocastih epitelnih stanica uz tumor.

3. HNE imunopozitivitet je zabiljeZen u viSeslojnom plocastom epitelu u okolini tumora.
HNE imunopozitivitet se u epitelu oko tumora povecava u odnosu na kontrolnu skupinu,
pri ¢emu gradus III ima znacajno manje izrazenu nazo¢nost HNE-a u citoplazmi nego

gradus I i gradus II.

4. Povecéanjem gradusa planocelularnog karcinoma smanjuje se intenzitet nazo¢nosti HNE u
citoplazmi tumorskih stanica, statisticki znacajno izmedu gradusa 1 i gradusa 2 te izmedu

gradusa 2 i gradusa 3.
5. Porastom gradusa planocelularnog karcinoma smanjuje se nazocnost HNE u stromi i/ili

upali u tumorskom tkivu, no sama stroma je u tumoru jae pozitivha nego vezivo U

normalnom, kontrolnom tkivu.

6. P53 imunopozitivitet je poviSen u tumoru i u viseslojnom plocastom epitelu oko tumora,

dok je u kontrolnoj skupini gotovo neznatan.

7. Nazo¢nost p53 u tumoru i u viSeslojnom plocastom epitelu oko tumora raste s porastom

gradusa tumora, statisti¢ki znacajno izmedu gradusa 2 1 3.

8. Imunopozitivitet na HNE u tumorskim stanicama pada u IV stadiju tumorske bolesti u

odnosu na prva tri stadija, ali statisticki znacajno samo u odnosu na stadij 111 bolesti.
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9.

10.

11.

Imunopozitivitet na HNE u viSeslojnom plo¢astom epitelu uz tumor je povisen u odnosu
na kontrolnu skupinu, a razlika imunopozitiviteta je posebno izrazena izmedu II i IV

stadija tumorske bolesti.

Imunopozitivitet p53 je prisutan u tumorskim stanicama u svim stadijima tumorske
bolesti, a vrhunac postize u III stadiju. Imunopozitivitet pS3 je takoder prisutan u okolnom

epitelu uz tumor u svim stadijima bolesti dok vrhunac postize u II stadiju bolesti.

Imunohistokemijska koekspresija HNE i p53 povecava se u planocelularnom karcinomu
gradusu 1 i 2, dok u gradusu 3 HNE pada, a p53 nastavlja rasti. Nadalje, koekspresija
HNE i p53 povecava se u prva tri stadija tumorske bolesti bolesti, dok se u IV stadiju
smanjuje. Ovaj nalaz ukazuje na njihovu meduovisnost u uznapredovalim stadijima
bolesti i mogucnost da oba biljega budu dobri pomoéni dijagnosti¢ki i prognosticki

¢imbenici za zlo¢udni plocasti karcinom.
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8. SAZETAK

Povecana incidencija ploCastog karcinoma orofarinksa je udruzena s pusenjem, alkoholom
i infekcijom s humanim papiloma virusom (HPV). Osim ovih faktora karcinogeneza je
takoder povezana s oksidacijskim stresom i lipidnom peroksidacijom. Najvise istrazivani
produkt lipidne peroksidacije je 4-hidroksi-2-nonenal (HNE) koji je zbog biomedicinskih
uc¢inaka poznat i kao ,,drugi glasnik slobodnih radikala®. U visokim koncentracijama, HNE je
citotoksi€an 1 mutagen, suprimira sintezu p53 1 u nekim studijama moze djelovati kao
karcinogeni faktor za gliomske tumore, karcinome dojke, debelog crijeva i bubrega. Do sada

nije istrazivana moguca uloga HNE-a u ljudskom plocastom karcinomu orofarinksa.

Cilj ovog retrospektivnog istrazivanja je bio utvrditi imunohistokemijsku nazoc¢nosti HNE-
histidinskih konjugata, kao glavnog bioaktivnog produkta lipidne peroksidacije, i tumor

supresorskog gena p53 u ploc¢astom karcinomu orofarinksa.

Nazo¢nost HNE-a i p53 je analizirana koriste¢ci monoklonsko protutijelo na HNE-
histidinske konjugate i monoklonsko protutijelo na p53 iz parafinskih blokova od 102
bolesnika s plocastim karcinomom orofarinksa. Imunohistokemijski nalaz HNE i p53 je
koreliran s dijagnostickim/prognosti¢kim faktorima tumora kao $to su gradus, TNM i klini¢ki

stadij bolesti.

Nazoc¢nost HNE-a zamijecena je u gotovo svim uzorcima plocastog karcinoma i u okolnom
netumorskom tkivu te je njegova ekspresija najizrazenija u dobro i umjereno diferenciranim
tumorima dok u slabo diferenciranim tumorima smanjuje. Sukladno tome u uznapredovalim
stadijima bolesti takoder pada ekspresija HNE-a kako u tumoru tako i u okolnom tkivu.
Nadena je korelacija distribucije HNE-a i p53 u uznapredovalim stadijima bolesti, dok se

nazoc¢nost p53 u tumoru i okolnom zdravom epitelu poveéava s porastom gradusa tumora.

Ovo istrazivanje je potvrdilo vaznost oksidacijskog stresa i lipidne peroksidacije te HNE
histidinskog konjugata kao njihovog vaznog bioaktivnog markera u karcinogenezi plocastog

karcinoma orofarinksa i okolnog netumorskog tkiva.
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9. SUMMARY

The Appearance of 4-hydroxy-2-nonenal (HNE) in squamous cell carcinoma of the

oropharynx

The increasing incidence of squamous cell carcinoma of the oropharynx is associated with
smoking, alcohol and infection of human papilloma virus (HPV). Beside these factors,
carcinogenesis is connected also with oxidative stress and lipid peroxidation. The most
intensively studied product of lipid peroxidation is 4-hydroxy-2-nonenal (HNE), which is
considered to be ,,the second messenger of free radicals®. In high concentrations, HNE is
cytotoxic and mutagenic, supresses the synthesis of p53 and acts as potent carcinogenic factor
for gliomas and carcinoma of the breast, colon and kidney. However, possible involvement of
HNE in cancer development was not studied so far for human squamous cell carcinoma of the
oropharynx.

Therefore, the aim of this retrospective study was to determine the immunohistochemical
expression of HNE-histidine conjugates, as major bioactive marker of lipid peroxidation, in
respect to the expression of the tumour suppressor p53 in squamous cell carcinoma of the
oropharynx.

The expression of HNE and p53 was analysed using monoclonal antibody for the HNE-
histidine conjugates and monoclonal antibody for p53 in tissue samples of 102 patients with
squamous cell carcinoma. Expression was evaluated in relation to the diagnostic/prognostic
factors including the grade of the tumour, TNM and clinical stage of the disease.

The HNE immunopositivity was found positive in almost all tumour samples and in the
surrounding non-tumorous tissue. The level of HNE immunopositivity was higher in well and
moderately differentiated squamous cell carcinoma, while it was gradually decreasing in
poorly differentiated carcinomas and in advanced stages of disease.

The appearance of HNE and p53 distribution were found to be mutually related in
advanced stages of disease, since the expression of p53 in tumour cells and in non-malignant
squamous epithelium increased with the histological grade of the tumour.

This study confirmed the importance of oxidative stress and lipid peroxidation and HNE-
histidine adducts as their valuable bioactive marker of carcinogenesis in squamous cell

carcinoma of the oropharynx and in the surrounding non-tumorous tissue.
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