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POPIS OZNAKA I KRATICA

LP
OLP
OM
WHO
HPV
MHC
HLA
HCV
OLL
GvHD
LE
DLE
IARC

0OSCC

CIS
SCC
HNSCC
LOH
EGFR
MYC
ERBB2

Mycmax

Maxmad

FHIT
CSF

lihen planus

oralni lihen planus

oralna mukoza

World Health Organization (Svjetska zdravstvena organizacija)

humani papiloma virus

major histocompatibility complex (glavni kompleks histokompatibilnosti)
human leukocyte antigen (humani leukocitni antigen)

hepatitis C virus

oralna lihenoidna lezija

Graft versus Host Disease (reakcija presatka na domacina)

lupus erythematosus

diskoidni lupus erythematosus

International Agency on Cancer Research (Medunarodna agencija za
istrazivanje raka)

oral squamous cell carcinoma (oralni karcinom, karcinom plo¢astih stanica
usne Supljine)

karcinom in situ

squamous cell carcinoma (karcinom plocCastih stanica)

head and neck squamous cell carcinoma (plo¢asti karcinom glave i vrata)
Loss of heterozygosity (gubitak heterozigotnosti)

epidermal growth factor receptor (receptor za epidermalni faktor rasta)
regulatorni gen koji kodira transkripcijski faktor

HERZ2 (od engl. human epidermal growth factor receptor 2) (receptor za
humani epidermalni faktor rasta 2)

myc-om posredovan faktor X protein kodiran MAX genom (od engl.myc-
associated factor X protein)

grupa transkripcijskih faktora koji aktiviraju ili zaustavljaju transkripciju
fragilna histidinska trijada

common fragile sites (uobi¢ajena ranjiva regija)



1. UVOD

Kriteriji WHO-a uvrStavaju oralni lihen planus u prekanceroznu leziju usne Supljine.
Raznolikost klinickih oblika, minimalna simptomatologija i sli¢nost s drugim bolestima dodatno
otezava prepoznavanje bolesti, a moguéa maligna transformacija, upucuju na to da je rani
histopatoloski nalaz nuzan dijagnosticki postupak. Epidemioloski podaci koji upozoravaju da je
oralni karcinom jedan od deset naj¢es¢ih uzroka smrti naglaSavaju potrebu poznavanja svih faza
razvoja oralnog lihen planusa kao prekanceroze. Statisticki znacajne razlike u testiranju
navedenih imunohistokemijskih biljega u oralnom lihen planusu ¢e doprinijeti boljem

razumijevanju razine stupnja izloZenosti riziku za nastanak oralnog karcinoma.

1.1. LIHEN PLANUS I ORALNI LIHEN PLANUS

Lihen planus (LP) je bolest ¢ije bjelkaste pruge podsjecaju na simbiotski mikroorganizam
mahovine i gljiva (lichen) koje rastu u obliku plosnatih nodularnih formacija koje ¢ine bijela
tanka vlakna (1, 2). LP je neinfektivna, pruriticka, kroni¢na mukokutana bolest ¢ija je etiologija
jo§ uvijek nedovoljno razjaSnjena iako je autoimuna geneza ove bolesti najvjerojatnija (3, 4).
Cesta je bolest srednje Zivotne dobi s medijanom pojavljivanja oko 40 godina, i to ¢e$ée u Zena
(3, 4). Kozne promjene u LP-u se opisuju kao ljubicaste, poligonalne, planarne, pruriticke papule
te plakovi najceSce na povrsini pregibnih podrucja nogu i ruku, posebice oko ru¢nih zglobova
(5). Mogu se javiti 1 na leziStu noktiju, u obliku stanjivanja i1 subungualne keratoze, pracene
pruganjem noktiju, a rjede i na drugim lokalizacijama kao S$to su sluznica genitalne regije i
jednjaka (4). Opisane promjene ponekad se mogu javiti 1 na vlasiStu, kada zbog neadekvatnog ili

izostalog lijeCenja, ova promjena moZze dovesti do oZiljkavanja te trajnog gubitka kose (5).

Slika 1. Lihen; A: koza, B: mahovina, C: usna supljina (4).



Oralni lihen planus

Oralni lihen planus (OLP) prvi je opisao 1869. godine Wilson kao kroni¢nu upalnu bolest
oralne sluznice (oralna mukoza; OM) koja za razliku od lihena koZe ima tendenciju spontane
regresije (2, 6). U usnoj Supljini najces¢e viSestruko i simetricno zahvaca obje strane obrazne
sluznice (2, 6). Znacaj sveobuhvatnog poznavanja ove promjene proizlazi iz ¢injenice da ju je
Svjetska zdravstvena organizacija (World Health Organization; WHO) 1978. godine uvrstila u
skupinu prekanceroznih lezija usne Supljine skupa s leukoplakijom, eritroplakijom, nepanom
lezijom nastalom puSenjem cigareta i cigara, oralnom submukoznom fibrozom, diskoidnim
lupusom eritematozusom, uz nasljedne poremecaje kao S$to su nasljedna diskeratoza i bulozna
epidermoliza (7-9). Nejasna etiologija, eventualna povezanost s faktorima rizika iz grupe navika
i ovisnosti, razli¢itost morfoloskog izgleda, problemi dijagnostike i terapije, te ustanovljeni

maligni potencijal, naglasavaju potrebu i znacaj poznavanja svih aspekata ove bolesti (7, 10).

1.1.1. Epidemiologija oralnog lihen planusa

Oralni karcinom prema epidemioloskim podacima predstavlja 3% ukupnog broja svih
karcinoma u populaciji pri ¢emu se nesto ¢esce javlja u musSkaraca dok je u djece vrlo rijedak (8,
11). Na povezanost OLP-a kao prekanceroze i karcinoma usne Supljine upucuju epidemioloski
podaci o visokom postotku pojavljivanja ove prekanceroze u zemljama s visokom incidencijom
oralnog karcinoma kao Sto su neke zemlje Jugoistone Azije (posebno Indija) u kojima oralni
karcinom cini gotovo 40% svih zlocudnih bolesti (12). Na ¢vrstu povezanost prekanceroznih
lezija i karcinoma usne Supljine upucéuje podatak da se OLP znatno ceS¢e javlja u podrucjima
gdje je incidencija oralnog karcinoma visoka (7). lako je usna Supljina znaajan rezervoar
humanog papiloma virusa (HPV), brojni istrazivac¢i smatraju da tek interakcijom s ostalim
faktorima (na primjer duhan 1 alkohol) rizik ove infekcije ima ulogu u razvoju oralnih
prekanceroza i kona¢no karcinoma (13). Prevalencija OLP-a varira od 0,1%-4% ovisno o
veli¢ini promatrane populacije te demografskim karakteristikama, ¢eS¢i je u Zena dok se u djece
javlja vrlo rijetko (3, 14-17). OLP je jedan od najcescih oralnih bolesti ¢ija je incidencija gotovo
podjednako rasprostranjena u cijelom svijetu, te varira od 1,27% (kao Sto je u Europi) do gotovo
6,5% (zemlje Jugoistocne Azije; posebno Indija, Malezija i Tajland) (13-15, 18, 19). U
istrazivanju incidencije OLP-a u Hrvatskoj, Loncar Brzak i sur. na uzorku od 12 508 pacijenata
utvrdili su incidenciju od 4,3%, ¢eS¢u u zena starije srednje Zivotne dobi pri ¢emu je retikularni

oblik ove bolesti bio naj¢esce dijagnosticiran (18).



1.1.2.Etiologija i patogeneza oralnog lihen planusa

Tocna etiopatogeneza OLP-a je nepoznata, no prevladava misljenje da se radi o posljedici
autoimunog poremecaja pri ¢emu se kao promotori navode virusi, lijekovi, zubni materijal,
lokalna trauma, hipersenzitivna reakcija nakon transplantacije, a ¢ini se kako psihogeni

¢imbenici imaju odredeni utjecaj na nastanak ove bolesti.

1.1.2.1.  Autoimunost

Kao i u mnogih drugih prekanceroza, etiologija i patogeneza OLP-a, i dalje su nepoznate
(10). U danasnje vrijeme najSire se prihvaca prethodno spomenuta etiopatogenetska hipoteza; da
je OLP stanicama posredovana autoimunoloSka bolest ¢iji je nastanak potaknut antigenskom
transformacijom povrSine stanica bazalnog sloja epitela (3, 20, 21). Hipoteza sugerira da se u
OLP-u radi o T-stanicama posredovanoj autoimunoj bolesti u kojoj su autocitotoksi¢ne CD8+T
stanice okidac (,,trigger*) koji zapocCinje apoptozu oralnih epitelnih stanica (20, 22). T stanice
(limfociti) 1 makrofazi ¢ine gusti subepitelni upalni infiltrat u OLP-u uz nalaz 1 pove¢anog broja
intraepitelnih T limfocita. Vecina intraepitelnih T limfocita u blizini oSte¢enih bazalnih
keratinocita su aktivirani CD8+T (citotoksi¢ni) limfociti koji u ranim fazama formiranja lezija
OLP-a mogu prepoznati antigen povezan s glavnim kompleksom histokompatibilnosti (MHC)
klase I na keratinocite (22). To zapravo znaci da se u ranoj fazi formiranja OLP lezija, CD8+T
limfociti mogu prepoznati antigenom povezanim s glavnim kompleksom histokompatibilnosti
klase I na keratinocite (22). Nakon antigenskog prepoznavanja i aktivacije, CD8+ citotoksi¢ni T
limfociti mogu izazvati apoptozu keratinocita. Aktivirane CD8+ T stanice (eventualno i
keratinociti) mogu osloboditi citokine koji privlaée dodatne limfocite unutar nastajuce lezije
(20). Cini se kako bolesnici s OLP-om imaju vise serumske koncentracije protutijela usmjerenih
prema dezmogleinu (porodica kadherina) u usporedbi sa zdravom populacijom S§to moze
objasniti utjecaj autoimune bolesti na patogenezu OLP-a (23).

Dosada$nja saznanja sugeriraju mnoge moguce ¢imbenike koji djeluju kao promotori
nastanka OLP-a mehanizmom indukcije strukturnih promjena povrSine keratinocita, a dijele se u
obiteljske 1 neobiteljske slucajeve (8, 24).

Bakterije, gljive, virusi, lijekovi i zubni materijali najceS¢e se spominju u neobiteljskih
slucajeva (8, 24-29). OLP se takoder moZe javiti i u nekim autoimunim bolestima kao §to su

alopecia areata, Myasthenia gravis, ulcerozni kolitis i vitiligo (20). U obiteljskih slucajeva vazni



su humani leukocitni antigeni (HLA) koji pokazuju da postoji odredena genska nasljedna veza u
pojavljivanju OLP-a u obiteljskih sluc¢ajeva (pogotovo antigeni HLA: A3, A8, B5, B7, B8).
Nadalje, lijekovi koji blagotvorno djeluju na OLP, takoder mogu sudjelovati u nastanku
istoimenih lezija, a pojedine komponente dentalnih materijala mogu biti moguc¢i etioloski faktor
koji izaziva alergijsku ili toksicnu reakciju koja uzrokuje lihenoidnu reakciju c&ije lezije

histoloski i klinicki nalikuju na OLP (26-29).

1.1.2.2.  Infekcije

Povezanost OLP-a i infekcije virusom hepatitisa C (HCV) predmet je mnogih kontroverzi
pocevsi od 1991. godine kada se prvi puta opisuje (30, 31). Lodi i suradnici ustanovili su da je u
20 od 25 provedenih studija broj pozitivnih HCV pojedinaca unutar grupe OLP bolesnika bio
veci nego u kontrolnoj grupi, naglaSavaju¢i da je proporcija HCV pozitivnih pojedinaca s OLP-

om vi$a nego u usporeduju¢im kontrolnim skupinama (32).

1.1.2.3. Psiholoski faktori

Danas je neprijeporna uloga stresa u nastanku brojnih bolesti, a kako je OM-a vrlo
kompleksna i1 osjetljiva regija, ne iznenaduje podatak o uocenom drugacijem psiholoskom
statusu oboljelih od ove bolesti u odnosu na zdrave (33, 34). Ivanovski i suradnici utvrdili su
odredeni nivo povezanosti stresa sa psihosomatizacijom i indukcijom bolesti (35). Lundqvist i
suradnici istraZili su povecanu depresivnost i anksioznost u OLP bolesnika pri ¢emu napominju
da uocene psiholoSke reakcije mogu biti rezultat straha od prognoze bolesti te je direktna
povezanost s indukcijom bolesti nesigurna (36).

Stoga psiholoske promjene povezane s OLP-om brojni autori smatraju faktorom od

sekundarnog znacaja, kako u nastanku, tako i u ispoljavanju bolesti.

1.1.3. Promjene oralne sluznice i klinicka slika oralnog lihen planusa

Klini¢ka slika OLP-a varira, a u mnogih bolesnika ne pravi nikakve subjektivne smetnje,
pa tako niti sami bolesnici nisu svjesni svoga stanja (17). OLP se moZe pojaviti na bilo kojem
dijelu sluznice usne Supljine, no po redoslijedu ucestalosti naj¢eS¢e se javlja obostrano na
obraznoj sluznici (u do 90% slucajeva), zatim postrani¢noj strani jezika i na sluznici desni (3,
19). Neuobicajeno mjesto na kojem je opisan OLP je sluznica nepca, a izuzetno rijetko se javlja
na dnu usne Supljine (3, 19). Dijagnoza OLP-a temelji se na klini€kom nalazu promjena sluznice

4



usne Supljine, anamnestickim podacima, laboratorijskim nalazima te biopsiji i patohistoloskoj
verifikaciji lezije (3, 19). NajceS¢e promjene sluznice koje klini¢ki pobuduju sumnju na OLP su
bjelkasta zadebljanja koja mogu imati mrezolik izgled koji se radijarno Siri od centra lezije i
nazivaju se Wickhamovim strijama. Na dijagnozu OLP-a upucuju i anamnesticki podaci o
simetri¢nosti lezije, recidivu pojavnosti promjena povezanih ponekad s periodima stresa i
anksioznosti, promjene na kozi trupa, te prisustvo nekih sistemskih bolesti.

Laboratorijske analize kao Sto su razina jetrenih transaminaza, probavnih fermenata
gusterace, lipidi i razina glukoze u krvi su od sekundarnog zna€aja ali mogu poduprijeti
dijagnozu (3, 19).

Biopsijom opisanih promjena usne Supljine i nalazom patohistoloS$kih promjena
karakteristi¢nih za OLP, dijagnoza se smatra definitivno potvrdenom.

Klini¢ki se opisuje 6 osnovnih formi OLP-a koje se makroskopski pojavljuju u obliku
bijelih promjena (retikularni, papularni 1 plak oblik) odnosno crvenih promjena
(erozivni/ulcerirani, atrofi¢ni/eritematozni i bulozni oblik) u usnoj Supljini (Slika 2) (17). U
novije vrijeme se sve viSe spominje OLP koji se naziva deskvamativni gingivitis koji ne
predstavlja novi oblik ve¢ samo definira smjestaj lezije (na sluznici desni), a koja nije povezana s

lokalnom traumom niti infekcijom, i moZze se pojaviti u ve¢ opisanih oblika (17).

Potrebno je napomenuti da su subjektivni simptomi bolesnika izravno povezani s klinickim
izgledom lezija kao S§to je prikazano u Tablici 1, a razliciti oblici mogu se istodobno na¢i u istog

pacijenta (3, 37-39).



Tablica 1. Oblici OLP-a, izgled, lokalizacija, simptomi i ucestalost

Klinicki tip Izgled Najcesca Simetricnost | Simptomi Ucestalost
lokalizacija
Retikularni Mreza bijelih Obrazna Obostrano Obicno bez 75-86%
oblik pruga sluznica, simptoma
jezik
Papularni oblik | Sitne konfluiraju¢e | Obrazna Obostrano Obi¢no bez Oko 5%
(anularni oblik) | papule promjera sluznica simptoma
0,5mm, formiraju
plak s erozivnom
bazom i
uzdignutim
rubovima
Plak oblik Plosnata lezija, Dorzalna Multifokalna | Obi¢no bez Oko 5%
nepravilnih oblika | strana lezija, Cesto | simptoma
(u razini oralne jezika, i solitaran
sluznice) obrazna
sluznica
Atrofi¢ni oblik/ Eritematozna Difuzno Dorzalna Osijetljivost, Do 10%
eritematozni atrofi¢na sluznica, strana bol, peckanje
nejasna granica jezika
prema periferiji
(u razini oralne
sluznice)
Ulcero/ erozivni | Pseudo- Multiple Obostrano Bol, 7-20%
oblik membrana lezije, peckanje,
(ispod razine obrazna metalni okus
oralne sluznice) sluznica, u ustima
desni
Bulozni oblik Bula od nekoliko Obrazna Obostrano Zatezanje 2%
milimetara do sluznica sluznice,
nekoliko bolovi nakon
centimetara koje pucanja bula
pucaju s
formiranjem
erozivnih lezija
(iznad razine
oralne sluznice)
Deskvamativni | Plosnata lezija u Multicen- Desni u Peckanje, 8,6%
gingivitis obliku eritema, tricne lezije | neposred- bolovi
erozija ili i ponekad nom
ulceracija solitarne kontaktu s
(u raziniiispod alveolar-
oralne sluznice) nom

sluznicom




1.2. MORFOLOSKE PROMJENE I HISTOPATOLOSKA OBILJEZJA ORALNOG
LIHEN PLANUSA

OLP je lezija za koju su definirani kompleksni klini¢ki i histopatoloski dijagnosticki
kriteriji (17, 40, 41). Biopsija promjena sluznice usne Supljine i detaljna obrada specijaliste
indicirana je u slucajevima kada se nadu izolirana podrucja jace naglasene bjeline, crvenila,
tockaste promjene (zariSta crvenila i bjeline) i izolirana ulceracija koja se ne moze povezati s
lokalnom traumom (25, 42).

Histoloska slika OLP-a u kojoj se nade hiperkeratoti¢ni i akantoti¢ni viSeslojni plocasti
epitel uz nazubljenost i likvefakcijsku degeneraciju bazalnih keratinocita te subepitelni trakasti
infiltrat mononukleara, gotovo je identi¢na histoloskoj slici koZnog lihen planusa kojeg je prvi
opisao Dubreuill 1906. godine, a Shklar i Pindborg su je detaljnije opisali proSirivanjem
histoloSko morfoloskih kriterija u koje su ukljucili i koloidna tjeleSca (17). Eisenberg potom
definira osnovne morfoloske kriterije koji moraju biti prisutni u patohistoloSkom nalazu za
potvrdu OLP-a, no za definitivnu potvrdu potrebno je ukljuciti i makroskopski izgled (klinicku
sliku) promjene u usnoj Supljini kako je opisano u Tablici 2 (Slika 3) (8, 38-42).
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Slika 3. Histoloski izgled OLP-a: subepitelni trakasti infiltrat limfocita (strelica 1),
hipergranuloza (strelica 2), nekroticni bazalni keratinociti (koloidna tjelesca) (strelica 3) i
hiperkeratoza (strelica 4) (40).

Iskljucujuéi kriteriji za OLP su odsustvo bazalne likvefakcijske degeneracije, heterogena
populacija u upalnom infiltratu (prisustvo neutrofila ili eozinofila), atipi¢na citomorfologija,
uvecanje jezgara, povecan broj mitoza, izravnati epidermalni produljci, odsustvo koloidnih

tjeleSaca i abnormalna keratinizacija (Tablica 2) (10, 25, 40, 43).



Tablica 2. Dijagnosticki kriteriji za OLP i OLL (17, 44).
Klinicki kriteriji*:
e Prisustvo obostranih simetri¢nih lezija.
e Prisustvo bijelo sivih trakastih retikularnih
papula (retikularni izgled).
e Erozivno-ulcerativni, atrofi¢ni, bulozni, u obliku
plaka lezije (prihvacaju se samo uz postojanje
retikularno papularnog izgleda na bilo kojoj lokaciji
sluznice).
Histopatoloski kriteriji':
e Prisustvo dobro formiranog upalnog infiltirata u
obliku tracaka, u povrSinskom dijelu lamine
proprije sastavljen ponajprije od limfocita.
o Znakovi ,likvefakcijske degeneracije®
epitelnog bazalnog sloja stanica.
o Odsutnost epitelne displazije.
Konaéna dijagnoza:
o Kilinicki i patohistoloski kriteriji moraju se
ukljuciti u konaénu dijagnozu.
e OLP dijagnoza mora ukljucivati oba kriterija,
klinicki i patohistoloSki
e OLL dijagnoza upotrebljava se kada:
1. Kilinicki kompatibilno s OLP, ali histoloski
nije kompatibilno s OLP.
2. Histoloski kompatibilno s OLP, ali klinicki
nije kompatibilno s OLP.
3. Kiinicki i histoloski nije kompatibilan s OLP.
*u lezijama koje su slicne OLP-u, ali ne ispunjavaju sve kriterije, treba
koristiti termin ,klinicki kompatibilno s*.
tkada su histolo$ki kriteriji manje ociti, potrebno je koristiti termin
y,histoloSki kompatibilno s*.
OLP-oralni lihen planus, OLL-oralna lihenoidna lezija

Potrebno je imati na umu da histopatoloske promjene vidljive u OLP-u, iako
karakteristicne, mogu se naci i u drugim promjenama kao $to su lihenoidna reakcija (najces¢e na
lijekove ili zubni materijal), u reakciji presatka na domacina (Graft versus Host Disease, GvHD)
i mnoge druge (ukljucuju¢i lupus i kandidijazu) ili pak oponasati ostale prekancerozne lezije i
stanja u usnoj Supljini (leukoplakiju, eritroplakiju, oralnu submukoznu fibrozu).

Od ostalih lezija koje se moraju ukljuciti u diferencijalnu dijagnozu su i lezije u usnoj

Supljini koje nalikuju OLP-u no pokazuju odredene citomorfoloSke atipije i mitoze te



predstavljaju dodatni dijagnosti¢ki problem, a zajednickim se imenom opisuju kao lihenoidna
displazija (OLP s displazijom) (17, 40-42). OLP s displazijom je termin koji su Krutchkoff i
Eisenberg uveli 1985. godine za lezije koje imaju izgled OLP-a ali su displasticne (citoloska
atipija, povecanje jezgara, abnormalna keratinizacija i mitotska aktivnost) (17).

Kako bi se izbjegla konfuzija, napustio se predloZeni termin OLP s displazijom, a
prihvaceno je da se displazija epitela s lihenoidnim upalnim infiltratom kategorizira kao druga
displasticna stanja epitela u usnoj Supljini prema WHO kriterijima za displaziju plo€astog epitela
(displazija niskog odnosno visokog gradusa) (17).

Varijabilan nalaz u OLP-u ukljucuje parakeratozu, akantozu uz izduljene i nazubljene
produljke bazalnih slojeva epitela nalik ,,zupcima pile” i nalazom rascjepa, takozvanih Max-
Josephovih prostora koji nastaju degeneracijom bazalnih keratinocita, poremecajem sidrenih
vlakanaca epitelne bazalne membrane i bazalnih keratinocita slabec¢i epitelno vezivni odnos
(sucelje, interface) ponekad stvaranjem i mjehuri¢a na OM-i (bulozni OLP) (20, 25, 43).

B limfociti, plazma stanice, imunoglobulini i depoziti komplementa nisu uobicajeni nalaz i
stalna promjena u OLP-u, no fibrinogen i fibrin su ponekad linearno rasporedeni u zoni bazalne
membrane (20).

Osnovne komponente koloidnih tjeleSaca su fibrin, imunoglobulini M, C3, C4 i keratin
(20). U zariStima s opseznim odlaganjem fibrinskih depozita i formiranja koloidnih tjelesaca,
imunohistokemijsko bojenje s lamininom i fibronektinom moZe biti odsutno, oznacavajuci
oStecenje bazalne membrane (20).

U dodatne metode detektiranja OLP-a ubraja se 1 elektronska mikroskopija koja se koristi
iskljuivo u istrazivaCke svrhe. Ultrastruktura kolodinih tjeleSaca utvrdena -elektronskim
mikroskopom sugerira da se radi o apoptotickim keratinocitima, a bazalna membrana djeluje
izlomljeno, razgranato ili duplicirano (20). U nedavnim istraZivanjima detektirano je i

fragmentiranje DNA u OLP-u (end labeling metodama) (20).

1.2.1.Diferencijalna dijagnoza

Detaljna dijagnosticka obrada bolesnika s dijagnozom OLP-a vrlo je bitna. Dijagnoza se
postavlja temeljem anamneze, klinicke slike i patohistoloske obrade, a sigurnije se moze
postaviti kada su prisutne i karakteristicne promjene na kozi. Osim retikularnog OLP-a kod
kojeg su pojave bijelih strija obostrano prisutne na obraznoj sluznici, u mnogim je slucajevima

patohistoloska pretraga tkiva lezije neophodna za postavljanje konacne dijagnoze.



OLP ima klinicke sli¢nosti s drugim bolestima u usnoj Supljini kao Sto su lupus
erythematosus (LE), oralna kandidijaza, lihenoidna displazija, lihenoidna reakcija (OLL) te
leukoplakija.

Zbog opseznosti diferencijalne dijagnoze, OLP dijagnoza ponekad je predmetom i metode
iskljucivanja ostalih bolesti. Na primjer, u diferencijalnoj dijagnozi erozivnog OLP-a potrebno je
iskljuciti i karcinom plocastog epitela, reakciju organa protiv primatelja (ako o tome postoje
podaci), diskoidni lupus erythematosus (DLE), kroni¢nu kandidijazu, benigni pemfigoid
mukozne membrane, pemphigus vulgaris, kroni¢nu iritaciju griZenja obraza, eritema multiforme
te lihenoidnu reakciju na dentalne amalgamske nadomjestke i lijekove (17). Za bulozni lihen
planus pak s druge strane diferencijalno dijagnosticki u obzir dolaze i druge vezikulobulozne
bolesti u usnoj Supljini poput pemfigusa vulgarisa i pemfigoida mukozne membrane (17, 44-53).

Najveca vaznost ipak pridaje se diferencijalnoj dijagnozi usmjerenoj prema drugim
prekanceroznim lezijama 1 stanjima koje je vaZzno prepoznati i lijeciti na vrijeme u svrhu
sprecavanja maligne transformacije.

Na Slikama 4-7. prikazana je slicnost OLP-a s drugim lezijama u usnoj Supljini bilo

klini¢ki ili histoloski (45-53).

LN I . - . 1N X
Slika 4. Histoloske promjene u “graft-versus-host-disease”’i oralnom
lihen planusu; A: GvHD; B: OLP (46).
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Sllka 5. sttoloske prom]ene ulupusu erythematosusu i oralnom lihen
planusu; A: LE, B: OLP (HEx100) (51).

Slika 6. Usporedba gljivicne infekcije u usnoj supljlm i oralnog lihen
planusa;A: kandidijaza; B: OLP (52).

Slika 7. Usporedba leukoplakije i oralnog lihen pianusa u usn0]supljzm
A: leukoplakija; B: OLP.

1.2.2.Prekancerozne lezije i stanja u usnoj Supljini

Prekanceroznim lezijama 1 stanjima smatraju se leukoplakija, eritroplakija, nepCana lezija
nastala puSenjem cigareta i cigara, oralni lihen planus, oralna submukozna fibroza, diskoidni

lupus eritematozus, nasljedni poremecaji kao Sto su nasljedna diskeratoza i1 bulozna epidermoliza

(7).
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Klini¢ki prepoznatljive prekancerozne lezije uobic¢ajene su u podru¢jima gdje je incidencija
oralnog karcinoma visoka, a upravo 70% oralnih karcinoma se i razvija iz prekanceroznih lezija
Sto je posebice vidljivo u zemljama visoke incidencije oralnog karcinoma (7).

Zbog velikog broja raznih lezija koje makroskopski i vizualno mogu izgledati potpuno
jednake, Medunarodna agencija za istrazivanje raka (International Agency on Cancer Research;
IARC), osmislila je brojne pomo¢ne orijentacijske tablice kako bi olakSala klinicku dijagnostiku

1 odluku o postupku biopsije lezija u usnoj Supljini te slanja materijala na patohistoloSku analizu

(Slika 8 A i B).
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Homog'e‘ha leukoplakija Homogéna leukoplakija Homogena leukoplakija
smjestena na desnom s centralnom fisurom  sluznica desnog obraza:

prednjem rubu jezika: sluznice lijevog obraza difuzni bijeli plak nalik
dobro formirani plak na otisak prsta

koji se ne moze

odljustiti

Y L&

Nehomogena leukoplakija Nehomogena leukoplakija Nehomogena leukoplakija
(ulcerozna leukoplakija)  (eritroplakija) sluznice (nodularna): desni rub
desne komisure: bijela desnog obraza s crveno jezika, bijeli noduli

lezija s ulceracijom prosijavajuc¢om bijelom  (tanke strelice)
lezijom na eritematoznoj bazi

2 - 1
- -

Nehomogenalleukoplakija Nehomogena leukoplakija Eritroplakija: sluznica
(verukozna): izdignuti (verukozna) tvrdo nepce: desnog obraza: crvena

debeli bijeli plak na difuzni bijeli plak koji barSunasta ovalna
desnoj strani dorzuma  zauzima lijevi i sredidnji  lezija
jezika dio tvrdog nepca s

bradavi€astim

projekcijama

Slika 8. A: Orijentacijska tablica za brzu vizualnu klinicku inspekciju usne
Supljine u detekciji prekanceroznih lezija i invazivnih karcinoma;
(preuzeto sa IARC http.//screening.iarc.fr/index.php).

13



Oralna submukozna Oralna submukozna Oralna submukozna
fibroza: bijeljenje sluznice fibroza: brojne tockaste fibroza koja zahvaca
donje usne petehije i generalizirana cijelu prednju stranu
depapilizacija jezika uz leukoplakiju
(debele strelice)

Lihen planus sluznice Invazivni karcinom lijeve Maligna transformacija

desnog obraza: prstenasti komisure s uzdignutim homogene leukoplakije
krugovi (tanka strelica)  roZnatim projekcijama naznacena ¢vrstim

s uzdignutim bijelim induriranim nodulima
Wickhamovim strijama (strelice)

(debela strelica

Fus
o5y

Egzofiticna proliferacija  Uznapredovali ulcero-  Melanom sluznice

lijevog ruba jezika: proliferativni oralni ljevog obraza:
uz prisutnu depapilizaciju karcinom desnog ruba hiperpigmentacija plaka
jezika jezika uz prisutnu s nodularnim podrucjima

submukoznu fibrozu
Slika 8. B: Orijentacijska tablica za brzu vizualnu klinicku inspekciju

usne supljine u detekciji prekanceroznih lezija i invazivnih karcinoma;

(preuzeto sa IARC http://screening.iarc.fr/index.php).
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Najcesce prekanceroze su leukoplakija, eritroplakija, oralna submukozna fibroza i OLP
(54).

WHO definira leukoplakiju kao ,,bjelkasto podrucje koje klini¢ki i patohistoloski nije
uzrokom niti jedne bolesti i nije nastalo pod utjecajem bilo fizickog ili kemijskog agensa, osim
uzivanja duhana®. Pretpostavlja se da globalna incidencija leukoplakije iznosi oko 2,6%, a da
godisnja incidencija na bazi leukoplakije iznosi 6,2 do 29,1 na 100 000 stanovnika (Slika 8 A)
(7, 54-58).

Eritroplakija je pak crveno promijenjena sluznica usne Supljine za koju ne postoje druge
definicije 1 karakterizira ju visoka frekvencija maligne transformacije u usnoj Supljini pri ¢emu
se najcesce nalazi u dnu usne Supljine u muskaraca, a u Zena se najcesc¢e nalazi na sluznici desni
(25, 43).

Oralna submukozna fibroza je ireverzibilno prekancerozno stanje koje je najceSce
povezano s navikom zvakanja areka oraS€i¢a, a manifestira se u obliku pekucih senzacija,
blijedom sluznicom s nalazom palpabilnih fibroznih tracaka obrazne sluznice, mekog nepca i
usnica. Rizik maligne transformacije iznosi do 15% unutar 7 godina od dijagnoze (25, 43, 59).

U ovu skupinu prekanceroza ubraja se 1 OLP u kojem maligna transformacija po nekim

istrazivanjima iznosi od 0% do 5,3% (Slika 7 B) (11).

1.3. ORALNA KARCINOGENEZA I ORALNI KARCINOM

Povezanost kroni¢ne upale i karcinoma poznata je jo§ od 1863. godine kada je Rudolf
Virchow pronasao leukocite unutar tumorskog tkiva (60). Kako kroni¢na upala moze pogodovati
rastu karcinoma joS§ do danas nije razjasnjeno, no postoje dokazi da kroni¢na upala daje poticaj
za nastanak nekih tipova karcinoma (60). Dugotrajna infekcija inducira nastanak kroni¢nog
upalnog infiltrata. Leukociti, fagociti i druge upalne stanice produciraju reaktivne oksigenirane i
nitrogenizirane radikale koji se normalno bore protiv upalnog infiltrata, ali takoder mogu
potaknuti oSte¢enje DNA u proliferiraju¢im stanicama (61). Ponovljena oSte¢enja i regeneracija
u vrlo reaktivnhom okoliSu prepunom radikala reagira s DNA u proliferiraju¢em epitelu Sto na
kraju moze rezultirati trajnim genomskim promjenama kao S$to su mutacije, delecije i

rearanziranje (61, 62).
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1.3.1.Oralna karcinogeneza-pregled istrazivanja

Prema medunarodnoj klasifikaciji bolesti i srodnih zdravstvenih problema, oralni karcinom
odnosi se na grupu malignih tumora glave i vrata koji nastaju na usnama, jeziku, u zlijezdama
slinovnicama, desnima, dnu usne Supljine, orofarinksu, obraznoj sluznici i drugim intraoralnim
lokacijama (63, 64).

Termin oralnog karcinoma vezan je za karcinom plocastih stanica nastalog u sluznici usne
Supljine 1 predstavlja vise od 90% maligniteta u usnoj Supljini te je osmi karcinom po ucestalosti
u svijetu iako njegova incidencija varira u nekim podrucjima svijeta, posebice Indija i azijske
zemlje gdje Cini gotovo polovinu svih malignih bolesti u usnoj Supljini (64). Oralni karcinom
najceS¢e nastaje iz prekanceroznog stadija koji moze biti klinicki prepoznatljiv, kao Sto je
leukoplakija, ili moze biti klinicki okultan; nastankom prerastanja klonalne populacije stanica
koje su akumulirale genske promjene i fenotipski se promijenile u oblik invazivnog tumora (64).
Ovaj oblik karcinogeneze je proces u kojem se nalazi nekoliko stupnjeva i stadija (tzv. multi-step
1 multi-stage process) (65).

ViSe stupanjska karcinogeneza (Multi-step Carcinogenesis)

Nastanak karcinoma je proces koji se odvija u nekoliko stupnjeva u kojima izloZenost
karcinogenima (npr. cigaretni dim) rezultira oSteenjem i popravkom sve dok se ne akumulira
dovoljna koli¢ina oStecenja koja ¢e biti okidac za transformaciju od normalnih do premalignih
stanica (npr. normalne stanice u displasticne stanice) i na kraju u karcinom (65). Normalne
stanice nisu neoplasticno transformirane samo jednim onkogenom ve¢ ¢eS¢e zahtijevaju dva ili
viSe onkogena koji medusobno reagiraju uz inaktivaciju brojnih tumor supresorskih gena koji
podupiru stupnjeviti nastanak karcinoma (model karcinogeneze s viSe udaraca) (tzv. multi-hit
model) (65).

Nedavna istrazivanja podupiru hipotezu da je u ljudi potrebno 3-10 somatskih mutacija
kako bi se normalne stanice transformirale u maligne stanice (66). Analiza viSe stupnjevite
karcinogeneze na molekularnoj razini, sugerira da je proces neoplasti¢ne evolucije znacajnije
kompliciraniji od relativno jednostavnog dvo-stupanjskog (inicijacija 1 promocija) ili ¢ak
kompliciranijeg tro-stupanjskog (inicijacija, promocija i progresija) modela karcinogeneze.

Primjer viSe stupanjskog modela karcinogeneze na molekularnoj razini opisali su 1990.
godine Fearon i Vogelstein na karcinomu kolona (66). Taj model pokazuje da se moraju dogoditi
viSe stupanjske genetske promjene nakon promocije klonalnog rasta iniciranih stanica. Zbog

toga, progresivna faza karcinogeneze predstavljena je brojnim stupnjevima u kojima kemijski
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agensi mogu utjecati na neoplasticni proces. Postoje tri osnovna mehanizma kojim odredene
tvari mogu utjecati na proces vise stupanjske karcinogeneze; i) inducirajuéi naslijedene mutacije
u kritiénim genima, ii) induciraju¢i naslijedene epigeneticke promjene u kritiénim genima, iii)
povecanjem klonalne populacije stanica s nasljednim promjenama u kriticnim genima,

povecavajuéi vjerojatnost drugih dogadaja (Slika 9) (66, 67).

= = = =

Normalna sluznica Hiperplazija Displazija Karcinom Karcinom
in situ
Slika 9: Model histoloske progresije oralnog karcinoma (karcinom plocastih stanica)(67).

Model histoloske progresije oralnog karcinoma plocastih stanica (OSCC) dobro je istraZen.
Opcenito, vjeruje se da se nastanak OSCC-a odvija tijekom nekoliko stadija od
premaligne/preinvazivne lezije: hiperplazija, blaga, umjerena, teSka displazija, karcinom in situ
(CIS), 1 konac¢no invazivni karcinom plocastog epitela (SCC).

Califano i1 sur. prvi su nacinili model molekularne progresije oralne karcinogeneze,
analiziraju¢i mikrosatelitnu nestabilnost arhivskog tkiva (67). Testirali su 87 invazivnih,
preinvazivnih i dobro¢udnih lezija glave i vrata, koje su bile izloZene karcinogenima, na gubitak
alela na 10 glavnih kromosomalnih lokusa -9p21, 3p21, 17q13, 11q13, 13g21, 14q31-32.1, 6p,
8q, 8p, 4926-28 koji su ranije identificirani. U svom modelu, gubitak alela koristili su kao
molekularni marker za inaktivaciju tumor supresorskog gena. Nejednakost alela takoder moze
nastati amplifikacijom onkogena (n.pr. cyclin D1 na 11q13).

U slucaju plocastog karcinoma glave i vrata, gubitak kromosoma i amplifikacija na 10
lokusa potvrdena je komplementarnim metodama.

Ovaj model podupire inicijalna opaZanja u modelu molekularne progresije karcinoma
kolona koji su predlozili Fearon i Vogelstein u tome S$to; a) oba; onkogeni i tumor supresorski
geni ukljuceni su u progresiju tumora; b) specifiéni dogadaji u nastanku karcinoma glave i vrata
opcenito se pojavljuju odredenim redoslijedom progresije; gubitkom na 9p21 ili 3p koji se
dogadaju kao najraniji detektabilni dogadaji i ¢) akumulacija genetskih promjena je, i ne nuzno
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redoslijed genetskih dogadaja, ona koja odreduje progresiju. Sugerira se da je akumulacija
genetskih promjena (broj promjena ili udaraca) ona koja je najcvrs¢e povezana s rizikom za

progresiju u karcinom, odredujuci viSe stupanjski proces karcinogeneze (Slika 10) (67).

Smoke Alcohol
= -

Nitrosamines
Aromatic Compounds
Oxygen free radicals

ps3N L ., Cyclin D Qo
. N % g}o&a\
200 EFRL  om z/ N (:nrr\ o_ O
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Blood
vessel NF-kB Fas
FasL
New blood i
vessel -]
Hyperplasia or \ vzcs/ MMP-9
Normal Epithelium mild dysplasia VEGFR l
Extracellular
Matrix degradation

Severe dysplasia or
SqCC in situ

Robust angiogenesis

Invasive SqCC

Slika 10. Teorijski model karcinogeneze u usnoj Supljini temeljen na tzv. ,, multiple hit*
hipotezi. Vec¢ina molekularnih/genetskih lezija koje obuhvacaju prijelaz od normalnog
do karcinomskog epitela traje i tijekom kasnijih stadija, no na slici su prikazani u stadiju
pojavljivanja (67).

Podruéna zlo¢udna transformacija (Field Cancerisation)

Bolesnici s karcinomima glave i1 vrata obi¢no se prezentiraju premalignim lezijama i
multiplim primarnim tumorima u gornjem aerodigestivnom traktu. To je i navelo Slaughtera i
sur. 1953. godine da postave koncept podru¢ne zloc¢udne transformacije (field cancerisation)
(65). Plocasti karcinom glave i vrata nastaje procesom viSe stupanjske karcinogeneze, koji se
pojavljuje na velikoj povrSini pokrovnog epitela gornjeg aerodigestivnog trakta izloZen
kancerogenima. Ova izloZena sluznica sadrzi brojne transformirane klonove koji se u 30 %
slucajeva mogu transformirati u primarne tumore unutar pet godina. Taj proces naziva se
podrucna kancerizacija (65, 67). Ona moZe biti rezultat ili neovisnih molekularnih dogadaja koji
pogadaju odvojeno brojne stanice ili kao molekularna promjena pojedinog progenitorskog klona
koji nastaje fenomenom mehanizama klonalne ekspanzije ili alternativnim putem koriste¢i se

lateralnim Sirenjem kroz sluznicu gornjeg aerodigestivnog trakta (Slika 11) (68).
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Slika 11: Genetsko objasnjenje Slaughterovog koncepta podrucne kancerizacije (68).

U pocetku se razvija ,.komadi¢* (,,patch®), klonalne jedinice mutiranih stanica (maticne
stanice i stanice kceri) koji se kasnije transformira u ,,podrucje® (,,field*) — epitelnu leziju koja se
sastoji od stanica koje sadrze karcinomu slicne promijenjene gene koji se §ire na racun
normalnog tkiva (Slika 11) (67, 68). Tijekom podrucne progresije, dogada se i odreden broj
genskih promjena. Tri mehanizma predlozena su za nastanak lateralnog Sirenja ,,patch-a* u
»filed“: a) lateralno Sirenje transformiranih stanica uzduZz bazalne membrane; b) implantiranje
transformiranih stanica na udaljena podrucja unutar oralne Supljine; c) nastanak novog klona na
udaljenom mjestu od primarnog mjesta transformacije. Temeljem tih mehanizama, klonovi
unutar podrucja mogu biti isti (koriste¢i mehanizme a) 1 b) ili drugaciji (koriste¢i mehanizam c)
(67, 68).

Za nastanak oralnog karcinoma karakteristicne su genetske promjene, gubitak
heterozigotnosti, onkogena aktivacija, inaktivacija tumor supresorskog gena, ukljucujuéi i druge
gene poput matriks metaloproteinaza te ne malo vaZzne egzogene Cimbenike od kojih su
najvazniji virusi (virus hepatitisa C, Epstein-Barr virus, i humani papiloma virus) i navike (kao
Sto je uzivanje duhana i alkohola) (68-87).

Genske promjene obuhvacaju amplifikaciju gena, prekomjernu ekspresiju onkogena kao
Sto su MYC, ERB-2, EGFR, RB, RASSF1A, FHIT, CCNDI i mutacije, delecije te
hipermetilaciju vodec¢i do inaktivacije p/6 i p53 tumor supresorskih gena (TSG) (64, 68). Pravi
vremenski slijed dogadaja genetskih promjena tijekom nastanka i progresije HNSCC-a jo§ uvijek
nije do kraja identificiran, a dijagnosti¢ka i prognostic¢ka vrijednost tih promjena je kontroverzna.

S druge pak strane, gubitak heterozigotnosti (LOH) u nekoliko kromosomskih regija (kao
na primjer 3p, 9p, 13q, 17p) koje se uobicajeno detektiraju, sugeriraju da drugi tumor supresorski

geni jo$ nisu niti identificirani, a mogli bi biti uklju€eni u proces tumorogeneze karcinoma glave
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i vrata (HNSCC) (64, 69, 70). Delecija specificnih kromosomskih regija jedna je od najces¢ih
genetskih dogadaja koji se mogu detektirati u solidnih tumora, i pretpostavlja se kako delecija u
promatranim regijama posjeduje potencijalne tumor supresorske gene. LOH se definira kao
gubitak genomskog materijala (od nekoliko tisu¢a parova baza do kompletnog kromosoma) u
jednom od parova kromosoma (69). On predstavlja pojedinacni nasljedni materijal jednog od
roditelja cjelokupnog stanicnog genoma.

LOH moZe nastati na dva nacina: i) delecija jedne regije kromosoma, rezultirajuci
ostatkom samo jedne kopije; ili kao ii) genska rekombinacija koja ostavlja u stanici dvije kopije
kromosomske regije, ali obje potjecu od jednog od roditelja. LOH se najceS¢e moZe naci na
krakovima kromosoma 3p, 9p, 17p, koji moze prethoditi nastanku nepoznatog 1 kloniranog
tumor supresorskog gena, kao Sto je VHL (3p), p16 (9p) i TP53 (17p) (69).

Pretpostavlja se da LOH na 9p predstavlja najraniji dogadaj koji je povezan s tranzicijom
normalnih stanica u benignu hiperplaziju; gdje se gubitak alela na 9p21 regiji povezuje 1 s
genima koji kodiraju p16 1 pl4 cyclin ovisni kinazni inhibitor, oboje prisutni u premalignim
lezijama i oralnom karcinomu (69). LOH na 3p i 17p najceS¢e se povezuju s displazijom dok su
karcinom in situ (CIS) i plocasti karcinom (SCC) obiljeZeni dodatnim delecijama na 4q, 6p, 8,
11q, 13q 1 14q (69, 70). Analizom progresivnih lezija zakljucilo se da 97% njih imaju LOH na
3p i/ili 9p, sugerirajuci da je gubitak na tim krakovima neophodan za daljnju progresiju, iako je
takav gubitak vjerojatno nedovoljan za malignu transformaciju. Dodatni gubici na drugim
krakovima kromosoma dodatno povecavaju rizik za nastanak karcinoma. Temeljem ovih
podataka, definirane su tri grupe rizika: niski rizik LOH obrasca (retencija 3p 1 9p);
intermedijarni rizik (LOH na 3p 1/ili 9p) 1 visoki rizik (LOH na 3p 1 9p uz gubitak 4q, 8p, 11q,
13q 1li 17p). Lezije sa visokim rizikom LOH-a imaju 33 puta veci rizik za nastanak karcinoma
ako se usporeduju s onim lezijama s niskim LOH-om (70, 71).

Onkogena aktivacija koja se odnosi na mutaciju H-ras onkogena nije uobiajena za
zapadne zemlje, no u Indiji je detektirana u 35% slucajeva oralnog karcinoma te se smatra da je
za tu aktivaciju zasluzno zvakanje areka oras¢ica i puSenje duhana (72-75).

S druge pak strane, amplifikacija 11q13 regije koja se obi¢no opisuje u tumora glave i
vrata odgovorna je za amplifikaciju nekih onkogena (76). Nekoliko jednostavnih onkogena
identificirano je na 11ql3, ukljucujuéi bcl-2, int-2, hst-1, EMS-1 i cyclin D1/PRAD-I.
Amplifikacija 1 ko-amplifikacija bcl-2, int-2 1 hst-1 nadena je u 30-52% tumora glave i vrata

(76). Za cyclin D1 otkriveno je da u 39-64% slucCajeva postoji prekomjerna ekspresija u
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primarnim karcinoma glave 1 vrata te izravno korelira s prisutnim metastazama u regionalne
limfne ¢vorove, odnosno kolerira s lo§ijom prognozom (75-79).

Amplifikacija i pretjerana ekspresija MYC, ERBB-2 i receptora za epidermalni faktor rasta
(EGFR) promatrana u karcinomima glave i vrata takoder su korelirale s loSom prognozom (80).

Prekomjerna ekspresija MYC-a dovodi nizvodno do povecanog broja mycmax
heterodimera i snizava maxmad heterodimere, mijenjajuci regulaciju brojnih gena doprinoseci
malignoj transformaciji. Frekvencija c-myc amplifikacije i njegova pretjerana ekspresija varira
od 9 do 48% (80). Porter i sur. objavili su kako je prognoza loSija u bolesnika s c-myc
amplifikacijom (81).

ERBB-2 gen (takoder nazivan i NEU ili HER-2) kodira 185-kDa protein s tirozin kinaznom
aktivno$¢u, homolognim EGFR (82). U karcinomima glave i vrata ucestalost ERBB-2
amplifikacije 1 pretjerana ekspresija varira od 0 do 41% (83).

Prognosticka vrijednost tih genskih poremecaja nadenih na ERBB-2 onkogenu i dalje je
normalnim stanicama na povrSini je vrlo niska. Pretjerana ekspresija EGFR-a nadena u
karcinomima glave i vrata povezuje se s agresivnijim klinickim tijekom bolesti, otpornos¢u na
terapiju i loSiju prognozu (82). Istrazivanja su pokazala da je pretjerana ekspresija EGFR-a
neovisan prognosticki marker prezivljenja u Zvakaca betela i komponenta je prognostickog
molekularnog profila (83). Signalna transdukcija od aktiviranih transmembranskih receptora kao
Sto su EGFR ovisi o brojnim nizvodnim medijatorima koji su ¢esto eksprimirani u razli¢itim

vrstama karcinoma.

1.3.2.Oralni karcinom

Epidemioloski, oralni karcinom ¢ini 3% svih karcinoma ¢ovjeka (4% u muskaraca i 2% u
Zena) i jedan je od deset najucestalijih uzroka smrti (8, 11). Od ukupnog broja smrtnih slucajeva
uzrokovanih karcinomom, u muskaraca 2% otpada na oralni karcinom, a u Zena ta brojka iznosi
1% (8, 11).

Oralni karcinom je bolest srednje i starije Zivotne dobi, u do 95% slu€ajeva javlja se nakon
40.-te godine Zivota pri cemu prosjecna dob u trenutku postavljanja dijagnoze iznosi 60 godina
(8). U posljednjih 20 godina primjecuje se porast incidencije oralnog karcinoma u osoba mladih
od 40 godina s 0,4% na 4%, a posebice se to odnosi na Zene, ¢ime se i promijenio omjer

muskaraca i Zena oboljelih od karcinoma s 10:1 na 3:1 u populaciji mladoj od 40 godina (88).
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U nekim zemljama Jugoistocne Azije (posebno Indija) oralni karcinom ¢ini gotovo 40%
svih zlo¢udnih bolesti (12). Najvazniji etioloski faktor za razvoj oralnog karcinoma je upotreba
duhana budu¢i da on sadrzi brojne kancerogene od kojih su najpoznatiji policiklicki aromatski
ugljikohidrati i nitrozamini (89). Poznato je da oko 80% oboljelih od oralnog karcinoma puse ili
na neki drugi nacin upotrebljavaju duhan.

Konzumacija alkohola takoder igra ulogu u nastanku oralnog karcinoma budu¢i da alkohol
djeluje sinergisticki s duhanom povecavajuci propusnost sluznice za kancerogene komponente
duhanskog dima, a propusnost sluznice se proporcionalno povecava s koncentracijom alkohola.

Uloga HPV-a kao uzro¢nika karcinoma, za razliku karcinoma vrata maternice, u nastanku
oralnog karcinoma jo§ uvijek nije do kraja razjaSnjena. Brojni istrazivaci smatraju kako je usna
Supljina rezervoar HPV-a i da infekcija HPV-om u malog broja pacijenata tek u kombinaciji sa
ostalim ¢imbenicima rizika moze dovesti do razvoja prekanceroznih stanja i oralnog karcinoma
(13).

Pocetni oralni karcinom uglavnom je asimptomatski, a simptomi po€inju biti izrazeni tek u
uznapredovalom stadiju. Simptomatologiju prati neugoda i peckanje u ustima, a rjede otezano
gutanje i govor, pomicnost zuba i krvarenje iz usne Supljine, te jo§ rjede pojava jednog ili vise
¢vorova na vratu. U oko 50% pacijenata prilikom postavljanja dijagnoze bolest je u
uznapredovalom stadiju (12).

Makroskopski se javlja se kao crvenkasto podrucje oStro ograni¢eno od okolne sluznice, a
u kasnijim stadijima razvija se ulkus s uzdignutim rubovima ili se moze manifestirati kao
egzofitiéna masa. Ovakve promjene najceS¢e se javljaju na rubovima jezika, dnu usne Supljine,
nep€anim lukovima, retromolarnom podrucju 1 desnima gornje 1 donje ¢eljusti (12, 89).

Metastaze se najceSce javljaju u vratnim limfnim ¢vorovima (submandibularni, digastri¢ni
1 gornji cervikalni limfni ¢vorovi s iste strane vrata kao i tumor) dok su udaljene metastaze
rijetke. Ako se tumor nalazi viSe straga ili blize medijalnoj liniji, vea je vjerojatnost
kontralateralnih i bilateralnih metastaza (12, 89).

Klasifikacija oralnog karcinoma izrazito je vazna za odabir terapije pri ¢emu se najvise
upotrebljava TNM Kklasifikacija koja za kriterije uzima veli¢inu tumora u centimetrima (T),
prisutnost regionalnih metastaza u limfnim ¢vorovima (N) i prisutnost udaljenih metastaza (M).
Temeljem navedenih kriterija vr$i se stupnjevanje oralnog karcinoma u stadije (stadij 1-4) koji je
jedan od najvaznijih prognostickih faktora u trenutku postavljanja dijagnoze. PetogodiSnje
prezivljenje za tumore u ranom stadiju (1 ili 2) iznosi oko 80%, za razliku od uznapredovalih

stadija (3 ili 4) gdje iznosi oko 30% (90).
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Oralni karcinom uglavnom se lije¢i kirurSki i/ili zraCenjem. Odabir terapije ovisi o prije
spomenutom stadiju bolesti. Rani stadiji lijeCe se uglavnom kirurskim putem dok se
uznapredovali stadiji lijeCe kombinacijom kirur§kog zahvata i zracenja. (12, 89). Kirurski zahvat
indiciran je kod infiltracije koStanih masa, u slucaju ocekivanih nuspojava zracenja, ili kod
tumora koji nisu radiosenzitivni i u slucaju recidiviraju¢ih tumora u podruc¢jima koja su primila
maksimalnu dozu zraCenja.

Glavni neuspjesi kirurSkih zahvata su recidivi tumora zbog nedovoljno Sirokih rubova
ekscizije, a sam kirurSki zahvat deformira usnu Supljinu $to dovodi do naruSene funkcije i
estetike rezultiraju¢i smanjenjem kvalitete bolesnikovog Zivota (12, 89). Kemoterapija je
indicirana samo u onih uznapredovalih slucajeva ili recidiviraju¢ih tumora za koje je malo
vjerojatno da ¢e se izlijeCiti kirurSkim zahvatom i/ili zracenjem. Najc¢eS¢e se ordiniraju
metotreksat, bleomicin, 5-fluorouracil i cisplatin, no iako mogu utjecati na smanjenje veli¢ine
tumora, nemaju veéeg ucinka na povecanje prezivljenja, kontrolu primarnog tumora i smanjenja

ucestalosti metastaza (89).

1.3.3.Maligna transformacija i problematika u definiranju oralnog lihen planusa kao

prekanceroze

Pretpostavlja se da OLP lezije imaju viSu razinu proliferacije bazalnih stanica nego
normalno tkivo (91). WHO Kklasificira OLP kao premaligno generalizirano stanje s povecanim
rizikom za nastanak karcinoma (8, 17). U prilog ove definicije WHO-a idu brojne prospektivne 1
retrospektivne studije u posljednjih nekoliko desetljeca u kojima je incidencija maligne
transformacije OLP-a bila od 0% do 5,3% pri ¢emu se maligna transformacija najviSe detektirala
u eritematoznim i erozivnim oblicima OLP-a (11, 17).

Osnovni problem u proucavanju malignog potencijala OLP-a je u tome Sto unatoC
definiranim kriterijima za OLP (koje prihvaca WHO), oni joS uvijek nisu opceprihvaceni. Neke
studije baziraju se na dijagnozi OLP-a samo temeljem klinickog izgleda lezije bez patohistoloske
potvrde, dok druge studije ukljucuju i klinicke i histopatoloske kriterije, a osnovni nedostatak
gotovo u svim studijama odnosi se na nedovoljno dobro dokumentiranu upotrebu duhanskih
proizvoda i koli¢inu konzumiranih alkoholnih pi¢a (17).

Mehanizam koji inicira pretvorbu OLP-a u plocasti karcinom jo$ uvijek nije razjasnjen,
iako je dobro poznato da postoji jasna povezanost izmedu kronicnog upalnog infiltrata i brojnih

karcinoma kako je spomenuto ranije (62, 91).
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U svakoj leziji s potencijalno malignim karakterom postoji velika potreba za
pronalazenjem objektivnih biljega koji bi mogli selekcionirati bolesnike s rizikom, no do sada
takav biljeg nije dostupan, pa tako niti za OLP. Potencijalni prognosticki biljezi za povecani rizik
za nastanak karcinoma mogle bi biti genetske i molekularne promjene koje se javljaju tijekom
karcinogeneze (89, 92-95).

Izazov u polju oralnih prekanceroza je predvidjeti koja lezija ¢e se razviti u karcinom,
odnosno izdvojiti grupu pacijenata koji ¢e imati koristi od ceS¢eg klinickog pracenja.
Konvencionalna klini¢ka i histopatoloska glediSta nisu optimalna u odlucivanju i pracenju
prekanceroznih lezija (17). Izvor dobrog upravljanja u postupanju s prekanceroznim lezijama
mogao bi se upotpuniti i poboljSati ako bi se na razuman nacin s dobrom vjerojatno§¢u mogao
predvidjeti nastanak karcinoma (7).

Uz to, terminologija i definicije u polju oralnih prekanceroza i1 dalje su predmetom
opseznih rasprava. Upotreba termina ,,oralna prekanceroza® i ,,oralni premalignitet stvaraju
probleme buduc¢i da oni sami po sebi oznacavaju nepromjenjivi put nastanka karcinoma. Nadalje,
uporaba termina ,,potencijalno maligni“ poblize niti ne oznacava §to to zapravo znaci (96).

Ono Sto je nepromjenljivo, bez obzira na stalne diskusije je da se termini ,,prekanceroza®,
»premaligno®, ,pretkarcinom® i ,prekursori zapravo viSe-manje koriste kao sinonimi za
oboljenja koja imaju maligni potencijal. U nekoliko navrata uloZeni su napori kojima bi se na
medunarodnoj razini stvorili termini i definicije (7). WHO je 1978. godine prihvatio zadnji
medunarodni pokusSaj stvaranja termina i definicija dijele¢i oralne prekanceroze u prekancerozne
lezije i prekancerozna stanja (7).

Opcenito se prihvatilo da je prekancerozna lezija ,,morfoloski promijenjeno tkivo u kojem
¢e vrlo vjerojatno nastati karcinom nego na nasuprotnim dijelovima tkiva normalnog izgleda“
(7).

S druge strane, ,,prekancerozno stanje* definirano je kao ,,generalizirano stanje povezano
sa znaCajno povecanim rizikom od nastanka karcinoma® (7). Posljednja definicija stoga
oznacava da karcinom mozZe nastati u bilo kojem dijelu usne Supljine i ne nuzno u ve¢ postojecoj
leziji. Primjeri za to su prekancerozna stanja kao Sto su oralna submukozna fibroza i oralni lihen
planus (7).

Nadalje, koncept podru¢ne kancerizacije (field cancerization) na neki nacin moze i
oslabjeti ove definicije buduc¢i da se terminom podrucne kancerizacije podrazumijeva nastanak i
sekundarnih primarnih tumora, no kriteriji u ovoj lokalizaciji su nejasni iako je sam koncept

podrucne kancerizacije u nekoliko navrata analiziran temeljem doprinosa novih otkri¢a na polju
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molekularnih tehnika, i naravno genske analize (7, 97, 98). Zbog toga je i predloZena nova
klasifikacija, ona koja obuhvaca i sekundarne primarne tumore, lokalne recidive i tumore nastale

na drugim lokalizacijama u usnoj Supljini (7).

1.4. KLINIKA, DIJAGNOSTIKA I LIJECENJE ORALNOG LIHEN PLANUSA

Dijagnoza OLP-a postavlja se na temelju makroskopskih klinickih i patohistoloSkih
parametara pri ¢emu izrazitu paznju treba posvetiti uzimanju anamnesti¢kih podataka (40-42).
Biopsija tkiva i patohistoloski nalaz, vazni su u dijagnostici OLP-a. U patohistoloskoj
dijagnostici koriste se Eisenbergovi kriteriji za OLP, a za displaziju kriteriji ~ Svjetske
zdravstvene organizacije (World Health Organization; WHO-a) (10, 40). Prilikom
dijagnosticiranja OLP-a posebna paznja usmjerena je histoloskim kriterijima, odnosno
elementima koji nedostaju (17).

Za OLP do danas nije pronaden niti jedan specifican lijek. LijeCenje se svodi na
ublazavanje simptoma, no to ne zaustavlja progresiju bolesti. U danasnje doba ne preporucuje se
lijeCenje lijekovima ako nema simptoma. Osobama s OLP-om preporucuje se prestanak pusenja i
konzumiranje alkohola u ve¢im koli¢inama. Osobito je vazno informirati pacijente s OLP-om o
stalnom dobrom odrZavanje oralne higijene (52).

U nedavnim Cochrane istrazivanjima terapije OLP-a zakljuCilo se da ne postoje Cvrsti
dokazi koji bi podupirali bilo koje lijecenje lijekovima. Oralne lezije mogu dobro reagirati na
potentne topicke kortikosteroide kao §to su clobetazol, beclomethasone ili budenoside (52). S
druge strane, ove lezije su gotovo u pravilu sekundarno inficirane kandidom pa je takoder
potrebna i terapija antimikoticima. U slufajevima u kojima nema poboljSanja na topicku
primjenu kortikosteroida, moze se primijeniti sistemska terapija kortikosteroidima. U topicku
promjenu lijekova takoder se ubrajaju i drugi imunosupresivi kao S§to su tacrolimus i
cyclosporine (52). Kao alternativna terapija koriste se vitamin A i retinoidi koji su bitni u
procesu epitelizacije patoloski promijenjene sluznice (17). Cesto se retinoidi daju zajedno sa
kortikosteroidima koji se ordiniraju topikalno kao dodatna terapija. Retinoidi se mogu davati
sistemski ili topikalno, a topikalno nanoSenje kreme ili gela pomaze kod velikog broja pacijenata
s retikularnim i plak oblikom OLP-a. Njihovo sistemsko davanje moze djelovati teratogeno i

uzrokovati disfunkciju jetre i cheilitis. Neke studije su pokazale da koriStenje odredenih
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antibakterijskih otopina za ispiranje usta prije uzimanja steroida mogu pomo¢i da ne dode do
nastanka gljivicne infekcije(52).

Oralni lihen planus kroni¢na je bolest koja ima svoje faze remisije i recidiva i zbog toga su
potrebne redovite kontrole osnovne sustavne bolesti. Uz to, potrebno je odrzavati stanje u usnoj
Supljini primjenom odgovarajucih sredstava koja potic¢u keratinizaciju i na taj nacin produzavaju
vrijeme remisije. Svrha postojece terapije je eliminirati mukozni eritem i ulceracije, olakSati
simptome 1 reducirati rizik od nastanka oralnog karcinoma u bolesnika sa OLP-om.

Ako postoje sistemski faktori u bolesnika sa lihenom kao §to su dijabetes, hipertenzija,
stres, gastrointestinalni i hepatobilijarni problemi, potrebno ih je staviti pod kontrolu (17).

Citokinska i anticitokinska terapija je pokazala dobre rezultate u lijeCenju kroni¢nih
autoimunih bolesti, a s obzirom da je OLP kroni¢na bolest s karakteristikama autoimunog
poremecaja i da TNF-a ima veoma bitnu ulogu u patogenezi same bolesti takva bi se terapija
mogla koristiti u buducénosti u tretiranju ove bolesti. Jedino pitanje na koje jo§ ne postoji
adekvatan odgovor je kada i koju terapiju primijeniti i hoce li terapija izlijeiti bolesnika, ili
samo djelomi¢no smanjiti simptome, odnosno produljiti vrijeme remisije.

Ono na S§to jo§ treba odgovoriti je gdje je toka s koje viSe nema povratka u kojoj OLP

nezaustavljivo napreduje prema displaziji, odnosno oralnom karcinomu.

1.5. FRAGILNA HISTIDINSKA TRIJADA

Slozeni obrazac kromosomskih aberacija karakteristican je u zlo¢udnih tumora. Gen FHIT
(od engl. Fragile Histidine Triad) zaposjeda najlomljivije mjesto u genomu covjeka (99-101).
Otkriven je 1996. godine 1 od tada je opisano mnostvo delecija u prekanceroznim lezijama i
malignim tumorima koje su se manifestirale u obliku izgubljene ili reducirane ekspresije (99-
101). Kromosomske abnormalnosti; ukljuuju¢i homozigotne delecije i gubitak heterozigotnosti,
naj¢e$¢e su uobicCajene karakteristike ljudskih tumora. Kratki krak ljudskog kromosoma 3,
odnosno njegova regija 3pl4.2 gdje se nalazi FHIT, glavno je mjesto takvih promjena. Regija
3p14.2 obuhvaca uobicajenu ranjivu regiju (od engl. The common fragile sites, CFSs) (101).
CFSs je regija duboke genomske nestabilnosti koja se nalazi u genomu covjeka. Do sada je
opisano 90 takvih nestabilnih regija u genomu covjeka, a one se razlikuju prema frekvenciji
ekspresije. Suprotno od rijetkih ranjivih regija koje nalazimo u oko 5% populacije, CFSs se

nalaze kod svih ljudi (101). Regija 3p14.2 obuhvaca najaktivnije uobicajeno ranjivo mjesto
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ljudskog genoma sadrzavajuci u sebi klju¢nu tocku povezanu s obiteljskim karcinomom bubrega
1 mjesto je integracije papiloma virusa (101, 102).

Maligna transformacija stanica je kompleksan proces koji ukljucuje gubitak funkcije
tumorskog supresorskog gena, aktivaciju onkogena i promjenu funkcije promijenjenih gena.
Genske promjene utjeCu na razna svojstva stanica; proliferaciju, geneticku stabilnost i
prezivljenje (103, 104). Prvobitne genetske analize pokazale su da je FHIT gen vrlo velik gen
koji obuhvaca oko 2 MB ljudskog genoma. Sastoji se od deset malih egzona odvojenim velikim
intronima (Slika 12) (102). Egzoni 5 do 9 kodiraju FHIT protein. Suprotno genu FHIT, mRNA je
samo 1.1 kB dugacka i kodira samo 146 aminokiselinskih lanaca koji formiraju protein od 16.8

kDa (101).
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Slika 12. FHIT gen, egzoni koji kodiraju protein prezentirani su crnim kvadrati¢ima (102).

Brojni znanstvenici potvrduju da je FHIT gen inaktiviran u znac¢ajnom udjelu karcinoma i
u znatnom broju prekanceroznih lezija (99,105). Do sada je u literaturi objavljeno nekoliko
studija koje su pokazale da je funkcija FHIT gena izgubljena u karcinomu pluc¢a (106). Preko
dvije tre¢ine karcinoma pluca velikih stanica nije pokazalo ekspresiju FHIT gena. Takoder, oko
85% slucajeva bronhalne displazije (prekancerozne lezije) nije pokazalo FHIT ekspresiju, §to bi
upucivalo na to da je gubitak FHIT funkcije zapravo rani dogadaj u plu¢noj karcinogenezi (107).
Promjene u FHIT ekspresiji u pluénom karcinomu bile su ucestalije i pojavljivale su se prije p53
mutacija 1 deregulacije EGFR-a. FHIT inaktivacija bila je skoro dvostruko ucestalija u tumorima

pusaca (75%) nego u tumorima nepusaca (39%) (108).
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FHIT je inaktiviran u velikom broju prekanceroznih lezija (bronhalnih, lezijama kolona,
cerviksa, jednjaka) (103, 104, 107, 109-111). Zbog ucestale inaktivacije FHIT gena u mnogim
ljudskim tumorima i u nekoliko prekanceroznih lezija, zatim zbog ¢injenice da u sebi sadrzi
klju¢nu tocku translokacije hereditarnog bubreznog karcinoma, razumno je zakljuciti da je FHIT
tumorski supresorski gen. Godine 1997. Siprashvili i suradnici otkrili su da reekspresija FHIT-a
u FHIT negativnim linijama stanica, smanjuje njihovu tumorogenost in vivo (105). Naime,
stanice kojima je predoen FHIT gen i kontrolne stanice bez FHIT-a inokulirane su u
imunosuprimiranog misa, u kojem su se za tri tjedna kontrolne stanice razvile u tumore, dok su
stanice s FHIT genom jedva pokazivale nekakav razvoj tumora. Nakon ove studije efekt FHIT
gena istrazivan je i na drugim linijama stanica. Takoder je uc¢injena i adenovirusna transdukcija
FHIT gena u promatrane stanice tumora, gdje je zapaZena znaCajna inhibicija rasta tumorskih
stanica i povecana apoptoza (112). U tijeku su intenzivna istrazivanja molekularne osnove
inhibicije rasta i apoptoze koju kontrolira FHIT gen. Ve¢ su objavljeni rezultati istrazivanja po
kojima FHIT preko sekvencijalne aktivacije na apoptoticki signalni put posredovan receptorima
smrti (DR) dovodi do apoptoze, a isto tako postoje istrazivanja koja su usmjerena na izrazenost
FHIT-a u upalnom infiltratu koji u pojedinim tumorima ima negativan ucinak (113, 114).
Objavljena su istrazivanja koja su proucavala aberacije dvaju gena, FHIT i p53, u ljudskim
tumorskim stanicama in vitro. Dodavanjem produkata oba gena istovremeno dobivena je
sinergisti¢ka inhibicija rasta tumora, $to se moZe objasniti utjecajem FHIT-a na stabilizaciju p53
preko inhibicije odredenih produkata u stanici tumora (115). Interesantno je da se sve linije
stanica ne mogu suprimirati FHIT-om. Godine 2001. objavljene su jo§ dvije velike studije. U
prvoj studiji Ishii i suradnici istrazivali su linije stanica karcinoma jednjaka te su dobili rezultate
u kojima je FHIT gen ubacen adenovirusnom transdukcijom bio tumorski supresor u oko 40%
linija stanica (116). Drugom se studijom testirao efekt reekspresije FHIT gena u FHIT negativnih
linjja stanica (karcinom pankreasa). Dobiveni rezultati ve¢ su poznati: FHIT inhibira rast i
pojacava apoptozu stanica (117, 118). Stvaranje animalnog modela vaZan je iskorak u
odredivanju funkcionalnih karakteristika genskog produkta. Grupa znanstvenika uspjela je 2000.
godine uzgojiti miSa kojem nedostaje FHIT ekspresija. Da bi se rasvijetlila uloga FHIT gena,
izvrSen je pokus u kojem su heterozigotni knockout miSevi (+/-) 1 oni divljeg tipa kroz deset
tjedana tretirani poznatim kancerogenom, N-nitrozometil-benzilaminom. U svih heterozigotnih
miSeva nastali su gastricni tumori dok je tek u 25% divljih miSeva naden tumor (119).
Zanimljiviji rezultati dobiveni su istraZivanjem nastanka spontanih tumora u homozigotnih

miSeva (-/-). Unutar dvije godine testiranja, u 53% homozigotnih i 53% heterozigotnih knockut
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miSeva nastali su tumori, a tek u 8% miseva divljeg soja (119). Interesantna je ¢injenica da su
udjeli miSeva homozigota i heterozigota u kojih je nastao tumor vrlo slicni. Ovi rezultati
upozoravaju na to da FHIT gen moZze biti takozvani “one-hit tumor supresor”, odnosno da
inaktivacija samo jednog alela dovodi do nastanka tumora (119). Za razliku od miSeva, u
ljudskim karcinomima inaktivirana su uglavnom oba alela. Medutim, moZe se pretpostaviti da bi
eventualna inaktivacija samo jednog alela dovela do razvoja dobrocudnih tumora, dok bi
inaktivacija 1 drugog alela dovodila do maligne transformacije i1 razvoja karcinoma (118).
Administracija egzogenog FHIT gena kao preventivnog agensa rezultirala je redukcijom

ucestalosti tumora za oko 50% u miSeva (119). FHIT protein ima Ap3A3 Ap4A hidrolaza

aktivnost (112). Zanimljiva je Cinjenica da sama ta aktivnost nije potrebna za tumorsku

supresorsku aktivnost. Naime, mutirani FHIT protein koji na sebe veze, ali ne hidrolizira Ap3A3

jednako je efikasan kao i divlji tip proteina (105, 120).

Pretklinicka istrazivanja pokazala su moguéu primjenu FHIT genske terapije u karcinoma,
a isto tako 1 u prevenciji nastanka karcinoma Sto zapravo sugerira racionalizaciju u daljnjem
istrazivanju (120). Imunohistokemijske studije primarnih tumora i premalignih lezija pokazuju
da je ekspresija Fhit proteina odsutna ili znacajno smanjena u usporedbi s normalnim zdravim
tkivom (121, 122). Ovi nalazi sugeriraju korist od detekcije gubitka Fhita kao ranog markera i
FHIT alteracije kao moguce rane genske terapije buduci da su studije potvrdile inhibiciju rasta
tumora in vitro nakon inokulacije FHIT-a (121). Virusni vektori pokazuju se kao dobri kandidati
za prijenos gena (121). Jedina zamjerka ovakvom prijenosu gena u covjeka je moguénost
imunog odgovora nakon ponovljene terapije no pretklini¢ka istraZzivanja na miSevima su
obecavajuca iako se pokazala potreba da su istrazivanja potrebna i na ve¢im zivotinjama kako bi
se gen mogao prenijeti na tocno odredeno mjesto, a nuspojave svele na najmanju moguéu mjeru
(121).
FHIT i oralna sluznica

Ekspresija FHIT-a u zdravoj oralnoj sluznici ne bi smjela biti manja od 10 % promatranih
stanica pokrovnog epitela, a gubitak ekspresije FHIT-a pogotovo u karcinomima u usnoj Supljini,
govori u prilog lose prognoze (121). Moze se zakljuciti kako se prekancerozne lezije u rasponu
pravilne ekspresije i gubitka ekspresije FHIT-a nalaze negdje izmedu ovih vrijednosti, a gubitak
FHIT-a moZe se smatrati potencijalnim dobrim markerom za ranu karcinogenezu, i u buduénosti

kao potencijalna ciljana terapija (122).
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1.6. RECEPTOR ZA EPIDERMALNI FAKTOR RASTA

Receptor je stanicna komponenta koja nadzire status ekstracelularnog okoliSa. Stupanjem u
interakciju s uobicajenim ekstracelularnim molekulama prenose stanicama biokemijski signal u
unutrasnjost stanice (123).

Receptor za epidermalni faktor rasta (EGFR) je uklju¢en u brojne esencijalne stani¢ne
funkcije ukljucujuéi diferencijaciju i1 proliferaciju (Slika 13). Ekspresija strukturalno
promijenjenog receptora, odnosno prekomjerna ekspresija normalnih receptora, ¢e doprinijeti
nekontroliranoj stani¢noj proliferaciji i diferencijaciji (124, 125). Raznoliki broj metaboli¢kih
procesa koji su koordinirani faktorima rasta (aktiviranim kinazama unutar stanice) sudjeluje u
rastu 1 dijeljenju stanice. U ciljnim stanicama faktor rasta i hormoni imaju moguc¢nost pokretanja
kompleksa ,,pleiotropskog odgovora na rast”. Pokazalo se da je EGFR ukljuen u normalnu i
abnormalnu proliferaciju epitelnog tkiva (126). Mitogenom aktivirane protein kinaze mogu se
ponasati kao konvergencijske tocke u mehanizmu stani¢nog rasta i diferencijacije (127, 128).
Determiniranje funkcijske uloge receptorom posredovanih kinaza u modulaciji funkcije
receptora u procesu mitogene transdukcijske signalizacije moglo bi imati veliki utjecaj na

molekularnu bazu tumorogeneze tumora glave i vrata (128, 129).

Slika 13. Ilustrixani dijagram receptora epidermalnog faktora rasta (134).

EGFR je od otkrica 1962. godine prepoznat kao kriticni protein u nastanku i odrzanju
epitelnog tkiva (130). Ekspresija EGFR-a nadena je u brojnim humanim epitelnim karcinomima
HNSCC karcinogenezi (131). Prekomjerna ekspresija povecava se paralelno s histoloSkom
abnormalnos¢u od hiperplazije do invazivnog karcinoma, preko displazije 1 in situ karcinoma
(132).
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Prekomjerna ekspresija EGFR-a korelira s progresijom bolesti, loSijim prezivljenjem,
slabijim odgovorom na terapju i rezistencijom na citotoksi¢ne agense (133). Receptor za
epidermalni faktor rasta (EGFR; ErbB-1; HER1 u ljudi) je povrSinsko stani¢ni receptor za
¢lanove obitelji epidermalnog faktora rasta (EGFR-obitelj) koji imaju ekstracelularne proteinske
ligande (Slika 14). EGFR c¢lan je ErbB obitelji receptora, podobitelj Cetiri vrlo bliska tirozin
kinazna receptora: EGFR (ErbB-1), HER2/c-neu (ErbB-2), Her 3 (ErbB-3) i Her 4 (ErbB-4)
(Slika 15) (134). EGFR se nalazi na povrSini stanice i aktiviran je vezanjem specifi¢nih liganada,
ukljucujuéi epidermalni faktor rasta i transformirajuéi faktor rasta (TGFa) (ima viSe liganada
koji mogu aktivirati EGFR) (Slika 15) (134). ErbB2 nema poznatog direktnog aktivatorskog
liganda, no moze biti aktiviran heterodimerizacijom s drugim ¢lanovima obitelji kao Sto je

EGFR.

CYSTEINE-RICH EXTRACELLULAR DOMAIN
(LIGAND BINDING SITE)
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Cell membrane
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CYTOPLASMIC DOMAIN
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A
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Slika 14. Membranska pozicija EGFR-a (134).
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Slika 15. ErbB receptori i njihovi ligandi (134).
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Dimerizacija stimulira unutarstani¢nu protein kinaznu aktivnost te rezultira
autofosforilacijom tirozinskih rezidua u katalitickoj domeni EGFR-a (134). Nizvodno,
autofosforilacija signalizira DNA sintezu, proliferaciju stanica, pojacanu migraciju i adheziju
(134, 135). Pretjerana ekspresija ili pretjerana aktivnost EGFR-a, nadena u do 30% epitelnih
tumora i 30-90% HNSCC, povezana s invazijom i metastazama, loSom prognozom i otporno$¢u
na terapiju, te se opcenito smatra lo§im prognostickim znakom (136-143). Blokiranje EGFR-a
tirozin kinaznim inhibitorima polucilo je uspjeha u 10-20% HNSCC (144, 145). Ovi nalazi
sugeriraju da EGFR mozZe doprinijeti progresiji karcinoma mehanizmom koji ne ovisi o tirozin
kinaznoj aktivnosti. Na primjer, EGFR u suradnji s Na/glukoznim kotransporteroml (SGLT1),
kojeg ujedno i stabilizira, ubrzava transport glukoze u stanice (146). Vjeruje se da interakcija
EGFR-a i SGLT1 koordinira stani¢ni rast i dijeljenje ovisno o unosu nutrijenata. Razdor tog
kompleksa moze utjecati na unutarstani¢nu razinu glukoze i moze utjecati na tumorske stanice da

postanu osjetljive na kemo- ili radioterapiju (Slika 16) (147).

Membrane

Nucleus

Cyclin D1 iNOS B-Myb Aurora A Cox2 Myc BCRP

Slika 16. Signalna mreza EGFR-a u jezgri. EGFR se kontinuirano moze detektirati u jezgri
tumorskih stanica i tkivima s visokom proliferacijom, a veze se za nekoliko transkripcijskih
faktora koji reguliraju transkripciju cyclina DI, INOS-a, B-Myb, Aurora Kinase A, COX2, Myc i
BCRP. Dodatno, dokazano je da EGFR unutar jezgre fosforilira i aktivira PCNA i DNA-PK
(148, 149).

Dokazano je da se EGFR translocira u jezgru nakon aktivacije receptora. U jezgri EGFR je
ukljucen u brojne stani¢ne procese, kao Sto su DNA sinteza, DNA popravak i transkripcija gena

ukljucenih u stani¢nu proliferaciju, rast tumora i metastaziranje (148, 149). Poznati induktori
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EGFR-a u jezgri su ionizirajue zracenje i cisplatina. Jezgreni EGFR povezan je s poveanom
aktivno$¢u DNA ovisne protein kinaze, enzima koji sudjeluje u DNA DSB popravku. Mutacija
signalne regije EGFR-a u nuklearnoj lokalizaciji ¢e prouzrokovati EGFR-om induciranu
rezistenciju na cisplatinu. Reintrodukcija EGFR signala u jezgrinoj lokalizaciji omogucéava
ponovni ulazak EGFR-a u jezgru i uspostavu rezistencije na cisplatinu, uslijed naknadne
aktivnosti DNA popravka (150). Aktivacija EGFR-a zapo€inje vezanjem liganda, nakon Cega
zapocinje kaskada stani¢nih dogadaja poticuéi citoplazmatsku tirozin kinaznu aktivnost nakon
¢ega se povecava razina citoplazmtskog kalcija (Slika 16) (134, 151-157). Sva cetiri ¢lana ErbB
receptora obitelji dijele visoku homologiju na ekstracelularnoj domeni i kinaznoj domeni iako,
ErbB3 nije kinazno aktivan (155-157). Vezivanje EGF-a, TGF-a i drugih liganda na EGFR,
aktivira tirozin-protein kinaznu aktivnost receptora rezultirajuci fosforilacijom receptora i drugih
supstrata koji se nalaze u blizini receptora (158-161). Aktivacijom kinaznog sustava opcenito se
internalizira EGFR (127, 162). To moZe biti jedan od mehanizama koji reguliraju EGFR-om
induciranu proliferaciju ciljnih tkiva (163, 164). Cini se da internalizacija i degradacija receptora
razgranava cCitav niz akcija te se ¢ini kako u odsutnosti kontrolnog priguSivackog mehanizma,
¢ak i male koli¢ine liganda, mogu rezultirati nekontroliranom proliferacijom (126, 154, 164,
165). Pretpostavlja se da je prekomjerna ekspresija receptora nastala temeljem amplifikacije
gena (c-erb-B-1; na kromosomu 7) kao S$to je vidljivo u istrazivanjima provedenim na A-431
karcinomskim stanicama ili Zivotinjskim modelima, te oralnim karcinomima in vivo (166-171).
Amplificirani onkogeni opcenito sadrze veci broj transkripata ili pokazuju prekomjernu
ekspresiju onkoproteina zajedno s ko-amplifikacijom drugih onkogena (172). Ko-ekspresija
drugih onkogena kao §to su c-myc i H-ras takoder moze rezultirati malignom transformacijom
(sinergijska akcija). Primarni razlog pretjerane ekspresije EGFR-a moze se mozda pripisati
pretjeranom produkcijom samog proteina ili pretjeranom ekspresijom glasnickih RNA (170, 173,
174).
EGFR i oralna sluznica

IzraZzenost EGFR-a provedena je brojnim istraZivanjima u normalnih, displasti¢nih i
neoplasticnih lezija oralne sluznice (karcinomu plocastih stanica). EGFR izrazenost u
normalnom epitelu oralne sluznice rezervirana je uglavnom za bazalni sloj stanica (175).
Prekomjerna izrazenost EGFR-a u karcinomu plocastih stanica detektirala se u vecini studija
(175). U serijskim istrazivanjima Kearsleya i sur. 1991.godine, u 24/42 (57%) slu¢ajeva oralnog
karcinoma dokazala se prekomjerna izrazenost proteinskog receptora (174). lako neka

istrazivanja nisu mogla dokazati prisutnost EGFR amplifikacije u tumorima glave i vrata,
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amplifikacija EGFR-a nadena je u 4-29% istrazivanih slucajeva (176-178). Amplifikacija
onkogena moze nastati i prilikom normalnih razina transkripata za onkoprotein ili pretjeranom
izrazeno§¢u proteina samoga za sebe (179). Prekomjerna izrazenost EGFR-a vjerojatno pokazuje
direktan odnos sa stupnjem diferencijacije i agresivnosti plocastog karcinoma (174, 177, 180-
182). U normalnom epitelu EGFR se moze detektirati uglavnom u stanicama bazalnog sloja kao
membranski pozitivitet koji se gubi u suprabazalnom sloju (183, 184). U podruc¢jima kao S$to su
lateralna strana jezika, svi slojevi epitela imaju tendenciju izraZenosti receptora (185).
Imunoreaktivnost EGFR-a takoder se moze detektirati u prva 2 do 3 sloja bazalnih odnosno
suprabazalnih epidermalnih keratinocita i u uvjetima kao S§to su psorijaza u kojoj je
proliferacijska aktivnost i izmjena stanica relativno velika (186, 187). Membranski pozitivitet
EGFR-a naden je i u premalignim lezijama (188). U oralnoj keratozi, gdje je akantoza naglasena,
spinozni sloj pokazuje umjerenu pozitivnost, no ne takvu kakva se nade u karcinomu plocastih
stanica koji ima tendenciju pozitivnosti u svim slojevima epitela (184, 189).
Klinicka primjena

Mutacije koje dovode do prekomjerne izraZzenosti EGFR-a (poznate kao “upregulation”) ili
pretjerana aktivnost, nalaze se u karcinomima, ukljucujuéi karcinom pluca, karcinom analnog
kanala 1 glioblastoma multiforme (190). Mutacije EGFR-a mogu dovesti do trajne aktivacije koja
dovodi do nekontrolirane diobe stanica — stanja koje prethodi karcinomu. Identifikacija EGFR-a
kao onkogena omogucila je razvoj lijekova koji direktno djeluju protiv EGFR-a, ukljucujuéi
gefitinib i erlotinib za karcinom pluca, i cetuximab za karcinom kolona (190). Mnogi terapijski
pristupi isticu se kod EGFR-a. Cetuximab (IgG1 tip) i panitumumab (IgG2 tip) su primjer
monoklonalnih inhbitorskih protutijela, pri ¢emu posljedica djelovanja protutijelom ovisne
citotoksi¢nosti moze u ovim slu€ajevima biti razli¢ita. Ostala monoklonalna protutijela u
klinickom razvoju su zalutumumab, nimotuzumab, i matuzumab. Gefitinib, erlotinib, i lapatinib
(mijeSani EGFR 1 ERBB2 inhibitor) primjeri su malih molekula kinaznih inhibitora (190).
Monoklonalna protutijela blokiraju ekstracelularnu ligand vezujuéu domenu. Blokiranjem
vezujuéeg mjesta, signalne molekule viSe se ne mogu vezati i poticati aktivnost tirozin kinaze.
Druga metoda je koriStenje malih molekula koje inhibiraju EGFR tirozin kinazu, koja se nalazi
na citoplazmatskoj strani receptora. Bez kinazne aktivnosti, EGFR se ne moze aktivirati, Sto je
zapravo prethodnica nizvodne adaptacije proteina. Na taj nain vezujuci se na kaskadni signalni
put u stanicama, djeluju na put koji kontrolira rast, proliferaciju tumora i migraciju stanica te ih
na taj nac¢in umanjuje (190). Postoji nekoliko kvantitativnih metoda u upotrebi kojima se

detektira fosforilacija proteina kojima se identificira obitel] EGFR inhibitora. Efikasnija
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konverzija dobije se apsorpcijom svijetla preko tzv.plazmonijskih zlatnih nanopartikla koje
akumuliraju energiju, a njihova lakSa konjugacija sugerira mogucnost upotrebe tih agenasa kao
selektivne fototermalne agense u ciljanoj terapiji karcinoma (190).

Nadene su dvije linije plocastog karcinoma usne Supljine (HSC 313 i HOC 3 Clone 8) i
jedna epitelna linija benigna (HaCaT) koje su nakon inkubacije s anti-EGFR konjugiranim sa
zlatnim nanopartiklima izloZzene kontinuiranom argonskom laseru na 514 nm. Dokazalo se da je
malignim stanicama trebalo manje od polovice vremena odumrijeti nego benignim stanicama
nakon istog postupka. Ako nije bilo nanopartikla, bilo je potrebno Cetiri puta dulje vrijeme
ekspozicije kako bi maligne stanice odumrle tretiranjem s anti-EGFR/Au. Zlatne nanopartikle u
ovom slucaju su novi nacin selekcije stanica kod upotrebe lasera niskih snaga. Najcesce se
koriste kod karcinoma dojke, kolona, pankreasa, GIST-a 1 karcinoma pluca (lijek kao Tarceva:
EGFR pozitivni karcinomi pluéa pokazuju do 60% bolji odgovor nego ordiniranjem
konvencionalne kemoterapije) (190).

Buduc¢nost ErbB receptor —ciljane terapije

Danasnji klinicki terapijski reagensi ErbB obitelji mogu se podijeliti u 2 kategorije: mAbs i
male molekule; koje su usmjereni prema ekstracelularnoj domeni te male molekule usmjerene
prema kinaznoj domeni u citoplazmatskoj regiji. Uglavnom se radi o ciljanoj terapiji prema
faktorima rasta ili njithovim nizvodnim signalnim faktorima. Cetuximab je monoklonalno
protutijelo usmjereno prema EGFR-u i prvi je molekularni ciljani terapeutik koji je pokazao
pozitivne pomake u prezivljenju u HNSCC tumora. Bonner i suradnici pokazali su da
radioterapija u kombinaciji s cetuximabom omogucava dulje prezivljenje (s 29 na 49 mjeseci) u
usporedbi s radioterapijom (191). Kada se veze za EGFR, cetuximab inhibira vezanje liganda,

nizvodno signaliziranje i ometa EGFR dimernu ekspresiju (Slika 17) (192, 193).
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Slika 17. Molekule u ErbB signalnom putu kao ciljevi za terapiju karcinoma (190).
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1.7. BCL-2

Bcl-2 otkriven je kod stanicnog B limfoma s t(14,18) translokacijom i po tome je i dobio
ime, a bio je prvi gen povezan s regulacijom apoptoze (194). Bcl-2 pripada velikoj obitelji gena
koji reguliraju apoptozu i do sada je poznato viSe od 25 ¢lanova obitelji Bcl-2 proteina (195).
Oni djeluju antiapoptoticki i time zaustavljaju apoptozu ili proapoptotickim djelovanjem poticu
apoptozu. Programirana stani¢na smrt naziva se apoptoza koju moze potaknuti oste¢ena stanica
koja se viSe ne moZe popraviti, virusna infekcija ili u stanjima stresa kao $to je gladovanje (196-
201). Inicijator apoptoze jo§ je uvijek nepoznat, no poznato je da T stanice koje napadaju bazalne
epitelne stanice zapocinju kompleksni molekularni mehanizam koji stavlja stanicu u mirovanje
zbog popravka DNA ili inducira mehanizam za apoptozu koji eliminira stanice s jako oSte¢enom
DNA (201). Genomom se nasljeduju i u genomu se nalaze geni odgovorni za programiranu
stani¢nu smrt. Svi ¢lanovi obitelji imanju najmanje jednu od c¢etiri homologne domene, odnosno
podrugja (BH1, BH2, BH3 ili BH4) (Slika 18). Clanovi obitelji Bcl-2 koji djeluju antiapoptoticki
sadrzavaju sve 4 domene (196, 197). Najpoznatiji geni u regulaciji apoptoze su Bcl-2, Bcl-xs,
Bax, Bag i Bad. Obitelj gena Bcl-2 odgovorna je za poticanje (npr. Bax. i Bcl-xs) ili
zaustavljanje apoptoze (npr. Bcl-2, Bel-w 1 Bel-x1) (198-201).

a Bcelx
+ Bad BH3

Slika 18. Trodimenzionalna struktura Bcl-2 proteina. a) Bcl-x s BH3 peptidom s Bad (plavo) koji
Jje vezan za povrsinu i koji tvori rezidue s BHI, Bh2 i BH3 domenama; b) Bax s C-terminalnim
zavrSetkom (plavo) umetnut u povrsinu, ali suprotne orijentacije od BH3; c) Bcl-w s C-
terminalnim zavrsetkom smjesten na povrsini (plavo), ali drugacijeg djelovanja od Bax-a (198).

Pra¢enjem izraZenosti pojedinih proteina obitelji Bcl-2 moze se nadzirati osjetljivost
stanica na apoptoticke poticaje (202). Pokretanje apoptoticke smrti pod negativnom je
regulacijom gena Bcl-2 smjeStenom na 18. kromosomu koji kodira najveéi (24 kDa) do sada
poznat antiapoptoticki protein. Bcl-2 protein smjeSten je u mitohondrijima, membranama

endoplazmatskog retikuluma i jezgri. Bcl-2 poznat je kao zaStitnik mitohondrija koji na
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molekularnoj razini spreCava otpusStanje citokroma c i zaustavlja apoptozu u samom zacetku
zaustavljaju¢i aktivaciju prokaspaza (199, 200, 203). Gen Bax djeluje u suprotnom smjeru od
Bcl-2 ubrzavajuéi stanicnu smrt, no ¢ini se da je apsolutna razina Bcl-2 manje bitna od
relativnog odnosa Bcl-2 1 Bax-a ¢ime se ravnoteza izmedu clanova obitelji Bcl-2 gena u
regulaciji apoptoze pokazuje klju¢nom (202).
Uloga Bcl-2 u onkogenezi i nastanku nekih bolesti

Karcinomi nastaju kao rezultat poremecaja ravnoteZze izmedu rasta i smrti stanica.
Prekomjerna ekspresija antiapoptotickih gena, i smanjena ekspresija proapoptotickih gena moze
rezultirati nepostojanjem stani¢ne smrti kako je karakteristicno u karcinoma (201). Ostecenje
Bcl-2 gena uzrokuje mnoge maligne tumore od kojih su najpoznatiji melanom, karcinom dojke,
prostate, kroni¢na limfocitna leukemija i karcinom pluca, a pretpostavlja se da sudjeluje u
nastanku shizofrenije i autoimunih bolesti te isto tako uzrokuje i nastanak rezistencije karcinoma
na terapiju budu¢i da produzuje prezivljenje stanice i time omogucava daljnju mutaciju gena
(201). Funkcionalna apoptoza ne reagira na vlastite antigene bilo centralnim ili perifernim putem
tolerancije. Defektna apoptoza moze etioloski doprinijeti nastanku autoimunih bolesti, a najéesce
se spominje dijabetes tipa 1. U tijeku su istrazivanja koja nastoje upotpuniti ulogu Bcl-2 i i
njihovu medusobnu interakciju koja promovira ili inhibira apoptozu. Razumijevanje ovog
mehanizma unaprijedit ¢e lije€enje pronalaZzenjem novih terapija u lijeCenju malignih bolesti,
autoimunih stanja 1 neuroloskih bolesti.
Bcl-2 i oralna sluznica

Istrazivanja su pokazala da je razina ekspresije Bcl-2 u oralnim displasti¢nim lezijama veca
u epitelu nego Sto se to moze naci u lezijama u kojima je prisutna hiperplazija oralnog epitela
(204). Dakle, kod povecane ekspresije Bcl-2 u oralnih lezija, postoji veca mogucénost
histopatoloSkog nalaza displazije ili invazije. Buduc¢i da je Bcl-2 ekspresija povezana s
promjenama na p53, smatra se kako pretjeranoj ekspresiji prethodi promjena ekspresija pS3 1
kako se ove promjene dogadaju u vrlo ranim fazama karcinogeneze rezultiraju¢i defektom
apoptoze i posljedi¢nom nastanku tumora (201, 204). Nedavna istrazivanja stani¢ne proliferacije
u OLP-u pokazala su da je proliferacija ve¢a nego u normalne oralne mukoze, no niza je nego je
to u epitelnih displazija 1 oralnom karcinomu (201). Povecana ekspresija Bcl-2 nije samo
esencijalna za oralnu karcinogenezu, ve¢ ima utjecaj i na progresiju bolesti putem produljenja
zivota neoplasti¢ne stanice, omogucavaju¢i nove genske mutacije koje u konacnici postaju
rezistentne na terapiju. Ta saznanja mozda i1 objaSnjavaju stav WHO-a da je maligna

transformacija u OLP-u niZza nego u leukoplakije (s displazijom) 1 eritroplakije (201).
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Pojednostavljeno; ova istrazivanja upucuju na to da niza razina proliferacije, smanjuje

mogucnost stanice da dozivi nove mutacije (201).

Terapija s inhibitorima Bcl-2

Mnogi ciljni agensi identificirani su za Bcl-2 obitelj na razini mRNA ili proteina (205).
Oni mogu djelovati na gen ili na ekspresiju proteina. Farmakoloski i stani¢ni aspekti ciljne
terapije Bcl-2 uzimaju se u obzir prilikom potencijalne aplikacije u obliku kemoterapije.
Identificirano je 6 antiapoptotickih Bcl-2 ¢lanova obitelji, a za neke se sumnja da su i odgovorni
za rezistenciju na terapiju sugerirajuc¢i da optimalni efekt terapije ovisi o inhibiciji vise ¢lanova
Bcl-2 obitelji (205). Do danas, jedan Bcl-2 antisense (Oblimersen sodium (G3139, Genasense)) i
3 male molekule inhibitora proteina Bcl-2 (koji su zapravo inhibitori histonske deacetilaze;
Sodium butyrate, depsipeptide) podvrgnuti su klinickim ispitivanjima budu¢i da su pretklinicka
ispitivanja bila obecavajuca, pogotovo u kombinaciji s dodatnim kemoterapeutskim agensima

(201, 203).
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2. HIPOTEZA

Izrazenost FHIT-a smanjena je, a EGFR-a i Bcl-2 povecana u stanicama pokrovnog epitela

bolesnika s oralnim lihen planusom te korelira s gusto¢om upalnog subepitelnog infiltrata.
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3. CILJEVIISTRAZIVANJA

3.1. Ciljevi rada

OPCI CILI:
Odrediti izrazenost FHIT-a, EGFR-a i Bcl-2 u oralnom lihen planusu, karcinomu plocastih

stanica usne Supljine 1 zdravoj oralnoj sluznici.

SPECIFICNI CILJEVI:

1. Usporediti izrazenost FHIT-a u pokrovnom epitelu izmedu bolesnika s oralnim lihen
planusom i karcinomom plocastih stanica usne Supljine i zdrave oralne sluznice.

2. Usporediti izrazenost EGFR-a u pokrovnom epitelu izmedu bolesnika s oralnim lihen
planusom i karcinomom plocastih stanica usne Supljine i zdrave oralne sluznice.

3. Usporediti izrazenost Bcl-2 u pokrovnom epitelu izmedu bolesnika s oralnim lihen planusom i
karcinomom plocastih stanica usne Supljine i zdrave oralne sluznice.

4. Usporediti izraZzenost Bcl-2 u subepitelnom upalnom infiltratu u bolesnika s oralnim lihen

planusom i karcinomom plocastih stanica usne Supljine i zdrave oralne sluznice.

3.2. Svrharada

Razlika izraZzenosti FHIT-a, EGFR-a i Bcl-2 unutar skupine bolesnika s oralnim lihen
planusom mogla bi izdvojiti podgrupu s veCom vjerojatnosti nastanka oralnog karcinoma koji bi
imali koristi od intenzivnijeg bolnickog pracenja i agresivnijeg terapijskog pristupa koja bi u
buduénosti mogla ukljucivati i sadaS$nja saznanja o djelovanju dostupnih lijekova ¢ija primjena

za sada je rezervirana samo za maligne tumore, no ne i za prekancerozne lezije i stanja.
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4. MATERIJALI I METODE

4.1. Materijali

Ovo istrazivanje je retrospektivnog karaktera.
Uzorci oralne sluznice s oralnim lihen planusom predstavljaju arhivski materijal Klinickog
zavoda za patologiju KBC Sestre milosrdnice, dobiven od bolesnika kojima je u periodu od
1999. do 2007. godine ucinjena biopsija zbog promjene oralne sluznice, a u anamnestickim
podacima bile su zabiljeZene navike puSenja cigareta ili nepuSenja. Uzorci oralne sluznice s
karcinomom plocastih stanica dobiveni su od pacijenata kojima je u tijekom 2008. godine
ucinjena biopsija ili opsezan kirurski zahvat zbog karcinoma plocastih stanica usne Supljine i
takoder ¢ine arhivski materijal Zavoda. Uzorci oralne sluznice bez patohistoloskih promjena
predstavljaju arhivski materijal kojima je u periodu od 2007. do 2009. godine u¢injena biopsija
zbog promjene oralne sluznice bez dijagnosticiranog oralnog lihen planusa i1 karcinoma.
Analizirano je: 50 uzoraka oralne sluznice s dijagnozom oralnog lihen planusa, 20 uzoraka
oralne sluznice s dijagnozom karcinoma plocastih stanica, 20 uzoraka oralne sluznice bez

patohistoloskih promjena.

4.2. Metode

Materijal je obraden standardnom histoloSkom metodom koja ukljucuje fiksaciju materijala
(tkiva) u 10% puferiranom formalinu koji se nakon procesuiranja tkiva uklapa u parafinske
blokove te reze na debljinu rezova 5 um, deparafinira se 1 boji standardnom metodom hemalaun
eozin (HE). Za imunohistokemijsku analizu koriSteni su rezovi iz prethodno opisanih parafinskih
blokova i primarna monoklonalna protutijela EGFR (code No. M723901, razrjedenje 1:50, Dako,
Danska), Bcl-2 (code No. M0887, razrjedenje 1:50, Dako, Danska) te FHIT (code No. 71-9000,
razrjedenje 1:200, Zymed Laboratories Inc, SAD).

Morfoloska analiza

Morfoloska analiza za OLP ukljucivala je histoloske kriterije opisane u odjeljku 1.2., za

karcinom morfoloske promjene koje odgovaraju karcinomu, a za zdravu oralnu sluznicu niti

jedan od kriterija nije smio biti zadovoljen.
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Imunohistokemijska analiza

Imunohistokemijska analiza za protutijela vodila se LSAB metodom kao vizualizacijskim
sistemom na Dako TechMate TM Horizon (Dako, Copenhagen, Danska) automatiziranom stroju
za imunohistokemijsko bojenje uz upotrebu streptavidin imunoperoksidaza MSIP protokola za
Bcl-2 1 FHIT te MSIPE za EGFR. Preparate je analizirala pristupnica uz kontrolu iskusnog
patologa. Pozitivan test za Bcl-2 bilo je tkivo tonzile, za EGFR tkivo posteljice, a za FHIT
duktalni karcinom dojke. U negativnoj kontroli je primarno protutijelo zamijenjeno izotipskim
imunoglobulinom.

Imunohistokemijska reakcija na Bcl-2 odredivana je semikvantitativno u Cetiri kategorije
prema metodi koju su opisali Ravi i sur. prema sljede¢em:

0- bez pozitivne reakcije te manje od 10% reakcije u pokrovnom epitelu; odnosno i u upalnom
infiltratu u podlijezecoj stromi;

1+ - slaba reakcija; jednako 1 viSe od 10% do 30% pozitivne reakcije u pokrovnom epitelu; 1 u
upalnom infiltratu u podlijezecoj stromi;

2+ - umjereno jaka reakcija; vise od 30% do 60% pozitivne reakcije u pokrovnom epitelu; i u
upalnom infiltratu u podlijeze¢oj stromi;

3+ - jaka reakcija; viSe od 60% pozitivna reakcija u pokrovnom epitelu;

1 u upalnom infiltratu u podlijezecoj stromi (203).

Imunohistokemijska reakcija na EGFR u pokrovnom epitelu odredivala se
semikvantitativno u pet kategorija prema metodi koju su opisali Sarkis i sur. prema sljede¢em:
0- bez pozitivne reakcije;
1+ - za manje od 10% pozitivnih stanica;
2+ - za pozitivne stanice jednako 1 vise od 10% do 50%;
3+ - za pozitivne stanice vise od 50% do 80%;
4+ - za viSe od 80% pozitivnih stanica (174).

Imunohistokemijska reakcija na FHIT u pokrovnhom epitelu odredivala se
semikvantitativno u dvije kategorije prema metodi koju su opisali Kujani i sur. prema sljedecem:
,hegativna“ ili ,,slaba ekspresija“ koja se nade u manje od 10% stanica plocastog epitela;
odnosno ,,pozitivna‘ reakcija koja se nade u jednako ili vise od 10% stanica (121).

Podru¢je pregledavanja odredilo se pregledavanjem cijelog uzorka na malom povecanju
(x40). Izrazenost biljega ocitavala se u reprezentativnom podruc¢ju pod velikim povecanjem

(x400).
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4.3. Statisticka analiza

Podaci su prikazani tabli¢no 1 graficki.

Kolmogorov-Smirnovljevim testom se provjerila raspodjela kontinuiranih podataka te su
se shodno dobivenim podacima koristili neparametrijski testovi u vecini prikaza (izuzev dobi
koja je bila normalno raspodijeljena).

Hi kvadrat testom analizirane su razlike u kategorijskim vrijednostima izmedu ispitivanih
skupina (oralni lihen planus, karcinom plocastih stanica i zdrava oralna sluznica).
Jednosmjernom analizom varijance (One-Way ANOVA) analizirane su razlike u dobi izmedu
ispitivanih skupina.

Kako bi se utvrdila znacajna medusobna povezanost pojedinih klinickih parametara s
razinom upale i dobi, odnosno pojedinim parametrima u upalnom infiltratu, izracunati su
Spearmanovi korelacijski koeficijenti. Sve P vrijednosti manje od 0,05 su smatrane statisti¢ki
znacajnima. U analizi se Kkoristila programska podrSska StatsDirect verzija 3.0.86

(www.statsdirect.com).

Dobiveni rezultati su prikazani koriste¢i tabele, dijagrame i slike karakteristicnih
patohistoloskih preparata, koji su od znaCaja za razumijevanje postupka, vodeci brigu o

anonimnosti bolesnika.
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S.  REZULTATI

5.1. OPIS I ANALIZA DEMOGRAFSKIH KARAKTERISTIKA ISPITANIKA 1
LOKALIZACIJA LEZ1JE

U istrazivanju je ukljuceno 90 ispitanika podijeljenih u 3 skupine:

Prvu skupinu ¢inilo je 50 bolesnika s OLP-om za koje su bili poznati podaci o navici pusenja
cigareta (29 Zena i 21 muskarac). Svi ispitanici u prvoj skupini imali su patohistoloski potvrdenu
dijagnozu OLP-a (kod svih retikularni oblik), u 94% slucajeva obostrane bukalne lokalizacije.

Jednosmjernom analizom varijance (One-way ANOVA) izraCunate su vrijednosti srednje
Zivotne dobi ispitanika za svaku pojedinu skupinu. Ispitanici s OLP-om su bili u dobi od 19 do
75 godina, srednje zivotne dobi 49,1 *+ 14,3 godina. 15 ispitanika (7 Zena 1 8 musSkaraca) su
aktivni pusaci u dobi od 26-70 godina, srednje Zivotne dobi 45,2 +12,1 godina. 35 ispitanika su
nepusaci (22 zene i 13 muskaraca), srednje zivotne dobi 50,7 £14,9 godina.

Drugu skupinu ispitanika ¢inilo je 20 bolesnika (6 zena i 14 muskaraca) s novo
dijagnosticiranim i histoloski potvrdenim karcinom plocastih stanica. U 55% slucajeva (11
bolesnika) lokalizacija je bila baza jezika. Dobna raspodjela ispitanika bila je u rasponu od 48 do
72 godine, srednje zivotne dobi 62,7 £+ 8,1 godina. Veli¢ina tumora odredivala se putem vazece
TNM Kklasifikacije, pri ¢emu je srednji promjer tumora iznosio 2,5+5,2 cm, a tri Cetvrtine tumora
pokazivalo je srednji stupanj diferencijacije (G2) i samo u 4 sluCaja opisani tumor je
metastazirao u regionalne limfne ¢vorove.

Tre¢a skupina sadrzavala je 20 ispitanika (9 Zzena i 11 musSkaraca) s urednim nalazom

sluznice usne Supljine u rasponu od 28 do 54 godine, srednje zivotne dobi 46,4 + 7,3 godina.

Al ».h& s B lc| s
Slika 19. A: OLP, B: zdrava oralna sluznica; C: karcinom plocastih stanica (HEx100).

Raspodjela po dobi i1 spolu za ispitne skupine prikazana je u Tablici 3, lokalizacija lezija
ispitnih skupina u Tablici 4, a navike puSenja za ispitnu skupinu OLP-a u Tablici 5. Medu

skupinama nije bilo znacajnih razlika §to se tice dobi, spola i lokalizacije lezija. U skupini OLP-a
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naviku uzivanja duhana (pusenje cigareta) potvrdio je manji broj ispitanika, a veéina ispitanika
(70%) bila su nepusaci. Ne nade se znacajna razlika u srednjoj zivotnoj dobi, u OLP pusaca i
nepusaca, iako je srednja zivotna dob u OLP pusaca u oba spola bila niza u odnosu na nepusace

u trenutku dijagnosticiranja OLP-a (Tablica 5).

Tablica 3. Raspodjela po dobi i spolu za ispitne skupine

Skupina OLP Karcinom Normalna
sluznica
Muskarci N (%) 21 (42) 14 (70) 11 (55)
Zene N (%) 29 (58) 6 (30) 9 (45)
Total N (m i z)* 50 20 20
Medijan godine (m i 2)* 48,5 63,5 48
Min.** dob godine (m i 2)* 19 48 28
Maks.*** dob godine (m i 2)* 75 72 54
*ukupno muskarci i Zene; ** minimalna; ***maksimalna.
Tablica 4. Raspodjela po lokalizaciji lezije za ispitne skupine
Lokalizacija OLP* Karcinom Normalna
N (%) N (%) sluznica N (%)
Obraz 47 (94) 1 (5) 8 (40)
Jezik baza 2 (4) 11 (55) 0
Podjezi¢no 1(2) 0 0
Jezik postranicno 0 2 (10) 5 (25)
Jezik ventralno 0 1 (5) 6 (30)
Meko nepce 0 2 (10) 1 (9)
Usnica 0 2 (10) 0

*OLP-oralni lihen planus.
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Tablica 5. Raspodjela navika pusenja u OLP skupini

OLP skupina | Pu$adi/m | Pusaci/z | Nepus$adi/m Nepusaci/z
N (%) 8 (16) 7 (14) 13 (26) 22 (44)
Total N (%) 15 (30) 35 (70)

Srednja 45,8 44.6 47,2 52,9
dob+SD+ +13,4 +11,5 16,1 +14,1
Medijan 45 46 44 52,5
Min.* dob 28 26 21 19
godine

Maks.**dob 70 62 71 75
godine

*minimalna; **maksimalna; pusaci/m- pusaci muski; pusaci/z- pusaci Zzene; nepusaci/m-
nepusaci muski; nepusaci/z- nepusaci zene; T Jednosmjerna analiza varijance
(One-way ANOVA)

Tablica 6. Razlike u ostalim promatranim klinickim parametrima (spol, dob, pusenje i upala)

Skupine
O_ralnl Karglno_m Zdrava Rezultati Rezultati Rezultati
i =l Bl testiranja* | testiranja** | testiranja***
planus stanica sluznica ! ! ]
N % N % %
| Muski | 21| 42,0% | 14 | 70,0% | 11 | 55,0% | X°=4,480 | X%-0,973 X?=0,960
Spol . : o o o df=1 df=1 df=1
Zenski | 29 | 58,0% | 6 | 30,0% | 9 | 45,0% P=0.034 P-0.324 P=0.327
. s Ne 35 | 70,0%
Pusac Da 15 | 30.0% NA NA NA NA NA
Blaga 3| 6,0%
Upala Umijerena | 15| 30,0% NA NA NA NA NA
Gusta 32 | 64,0%
Dob (godine):
aritmeticka 49,1 £143 | 62,7 £8,1 46,4 +7,3 P<0,001 P=0,391 P<0,001
sredina + SD

* Razlike izmedu oralnog lihen planusa i karcinoma plocastih stanica;**Razlike izmedu oralnog lihen
planusa i zdrave oralne sluznice; ***Razlike izmedu karcinoma plo€astih stanica i zdrave oralne
sluznice; ¥ Jednosmjerna analiza varijance (One-way ANOVA)

Lihen planus (u odnosu na karcinom ploc¢astih stanica) dijagnosticiran je ceS¢e u ispitanika
zenskog spola (P=0,034). Ispitanici s karcinomom bili su znacajnije stariji od ispitanika s lihen
planusom (P<0,001) i od ispitanika s zdravom oralnom sluznicom (P<0,001) i naj¢esc¢e su bili

muskog spola (Tablica 6).
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5.2. OPIS I ANALIZA REZULTATA IMUNOHISTOKEMIJSKIH METODA

Razlike u kategorijskim vrijednostima imunohistokemijske izraZenosti FHIT-a, EGFR-a 1
Bcl-2 u pokrovnom epitelu zdrave oralne sluznice, OLP-a i karcinoma plocastih stanica, i
izrazenosti Bcl-2 1 FHIT-a u subepitelnom upalnom infiltratu su analizirane hi kvadrat testom.
Spearmanovim korelacijskim koeficijentom izrazena je medusobna korelacija FHIT-a, EGFR-a i

Bcl-2 u epitelu i u upalnom infiltratu s dobi 1 upalom.

5.2.1.Karakteristike izraZenosti FHIT-a, EGFR-a i Bcl-2 u pokrovnom epitelu u odnosu na

gustocu subepitelnog upalnog infiltrata

Hi kvadrat testom ne nade se znaCajna razlika u stupnju izrazenosti pojedinih biljega u
oralnom lihen planusu u odnosu na gustocu subepitelnog upalnog infiltrata niti se nade znacajna
razlika u stupnju izraZenosti pojedinih biljega u odnosu na navike (pusSenje) u bolesnika s OLP-

om (Tablica 7 i 8).
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Tablica 7. Razlike u stupnju izraZenosti pojedinih biljega u odnosu na stupanj

upale u bolesnika s oralnim lihen planusom: hi kvadrat test

Upala

Blaga

Umjerena

Gusta

N

%

N %

%

Rezultati
testiranja

EGFR

Negativno

Manje od
10%
Jednako 1
vise od
10% do
50%
Vise od
50% do
80%
Vise od
80%

33,3%

0,0%

66,7%

0,0%

0,0%

0 ,0%

2 13,3%

6 40,0%

4 26,7%

3 20,0%

10

3,1%

28,1%

31,3%

18,8%

18,8%

X3=11,425
df=8
P=0,179

Bcl-2 epitel

Bez
pozitivne
reakcije i
manje od

10%
Jednako i

vise od
10% do
30%
Vise od
30% do
60%
Vise od
60%

0,0%

100,0%

0,0%

0,0%

2 13,3%

10 66,7%

3 20,0%

0 0,0%

17

10

6,3%

53,1%

31,3%

9,4%

X?=5,073
df=6
P=0,534

Bcl-2 upala

Bez
pozitivne
reakcije i
manje od

10%
Jednako i

vise od
10% do
30%
Vise od
30% do
60%
Vise od
60%

0,0%

100,0%

0,0%

0,0%

4 26,7%

8 53,3%

3 20,0%

0 0,0%

9,4%

50,0%

37,5%

3,1%

X%=6,462
df=6
P=0,373

FHIT epitel

Manje od
10%
Jednako i
vise od
10%

33,3%

66,7%

10 66,7%

5 33,3%

59,4%

40,6%

X2=1,172
df=2
P=0,557

FHIT upala

Manje od
10%
Jednako i
viSe od
10%

33,3%

66,7%

7 46,7%

8 53,3%

23

28,1%

71,9%

X2=1,565
df=2
P=0,457

48



Tablica 8. Razlike u izrazenosti pojedinih biljega u bolesnika s oralnim lihen

planusom koji puse i koji ne puse: hi kvadrat test

Pusaé
Ne Da Rezultati
N=35 N=15 testiranja
N ) N %
Negativno 2 5,7% 0 ,0%
Manje od 10% 5 14,3% 6 40,0% 5
Jednako i vide od 10% X'=5,055
EGFR e ¢ 14 40,0% 4 26,7% df=4
do 50% _
. P=0,282
Vise od 50% do 80% 8 22.9% 2 13,3%
Vise od 80% 6 17,1% 3 20,0%
Bez pomtlvne reakcije i 3 8.6% 1 6.7%
manje od 10% o0 314
Jednako i vise od 10% =4
Bel-2epitel 4o 30% ’ 23 65.7% 7 46,7% df=3
Vise od 30% do 60% 7 20,0% 6 40,0% | P=0-310
Vise od 60% 2 5,7% 1 6,7%
Bez _pomtwne reakcije i 5 14.3% ) 13.3%
manje od 10% X223.197
Jednako i vise od 10% =9
Bel-2 upala o 30% ¢ 21 60,0% 6 40,0% df=3
Vise od 30% do 60% 8 22.9% 7 46,7% | F=0-362
Vise od 60% 1 2,9% 0 ,0%
Manje od 10% 19 54,3% 11 733% | X’=1,587
FHIT epitel o df=1
Jednako i viSe od 10% 16 45,7% 4 26,7% P=0.208
Manije od 10% 14 40,0% 3 200% | X’=1,872
FHIT upala o df=1
Jednako i viSe od 10% 21 60,0% 12 80,0% P=0.171
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5.2.2.Karakteristike izrazenosti FHIT-a u epitelu u oralnom lihen planusu, karcinomu

plocastih stanica i zdravoj oralnoj sluznici

Rezultati analize pokazali su da je izrazenost FHIT-a jednaka ili veéa od 10% u

pokrovnom epitelu znacajno prisutna u epitelu zdrave sluznice u odnosu na OLP (P=0,023) i

karcinom plocastih stanica (P=0,004) dok razlika izrazenosti FHIT-a u epitelu OLP-a i

karcinomu nije bila znacajna (P=0,237) kao $to je vidljivo u Tablici 9 1 Slici 201 21.

Tablica 9. Razlike izrazenosti FHIT-a u pokrovnom epitelu izmedu bolesnika s oralnim lihen
planusom, karcinomom plocastih stanica usne Supljine 1 zdrave oralne sluznice: hi kvadrat test

Skupine
Oralni lihen Karcv:lno_m Zdrava Rezultati Rezultati Rezultati
plocastih oralna I . T ew
planus stanica sluznica testiranja* | testiranja** | testiranja
N % N % N %
o'\ﬁrg; 30 | 60,0% 15 | 75,0% | 6 | 30,0%
o X?=1,400 | X%=5,147 X?=8,120
FHIT
epitel ~ Jednako Pd(;=2137 Pd(;=0123 F>df=1 4
ilivise | 20 | 40,0% | 5 | 25,0% | 14 | 70,0% - - =0,00
od 10%
FHIT epitel
100,0% L1<10%
’ 7 >10%
6 0,
80.0%- 30,00%
30
60,00%
—_ 15
£ 60,0% 75,00%
2
2
40,0% ///
20,0% 40 00% //////
/// / 25 0
QOralni lihen Karcinom Zdrava oralna
planus ploZastih stanica sluznica
Skupine

Slika 20. Razlike izrazenosti FHIT-a u pokrovnom epitelu izmedu
bolesnika s oralnim lihen planusom, karcinomom plocastih stanica i
zdrave oralne sluznice.
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rram A' .' Y ..\.
Slika 21: Izrazenost FHIT-a; A: OLP; B: zdrava oralna sluznica;
C: karcinom plocastih stanica (1 manje od 10%; 2 jednako ili vise od 10%) (FHITx200).
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5.2.3.Karakteristike izraZzenosti EGFR-a u epitelu u oralnom lihen planusu, karcinomu

plocastih stanica i zdravoj oralnoj sluznici

Razlike izrazenosti EGFR-a i pokrovom epitelu izmedu bolesnika s OLP-om, karcinoma
plocastih stanica i zdrave oralne sluznice prikazane su u Tablici 10 te Slikama 22 i 23 u kojima
se vidi da je izrazenost EGFR-a u OLP-u i karcinomu plocastih stanica zna¢ajno veéa u odnosu
na zdravu oralnu sluznicu.

Usporedbom medusobnih odnosa karcinoma plocastih stanica i OLP-a nadu se znacajno

vece vrijednosti izraZzenosti EGFR-a u OLP-u (P<0,001).

Tablica 10. Razlike izrazenosti EGFR-a u pokrovnom epitelu izmedu bolesnika s oralnim lihen
planusom, karcinomom plocastih stanica i zdrave oralne sluznice: hi kvadrat test

Skupine
Oralni Karcinom Zdrava \ . Rezultati
. . .. Rezultati Rezultati AR
lihen ploca_stlh oralqa testiranja* | testiranja** test:i'fnja
planus stanica sluznica
N % N % N %
EGFR Negativno 2 4,0% | 12 | 60,0% | 20 | 100,0%
Mamleod |41 | 220% | 6 | 300% 0| 0%
Jednako ili
vise od 18 | 36,0% | 2 | 10,0% | O 0% X?=33,756 | X°=61,091 | X®=10,00
10% do df=4 df=4 df=4
50% P<0,001 P<0,001 P=0,007
Vise od o o o
50% do 10 | 20,0% | O ,0% 0 ,0%
80%
Viseod 80% | 9 | 18,0% | O ,0% 0 ,0%

* Razlike izmedu oralnog lihen planusa i karcinoma plo€astih stanica; ** Razlike izmedu oralnog lihen
planusa i zdrave oralne sluznice; *** Razlike izmedu karcinoma ploc€astih stanica i zdrave oralne
sluznice.
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Slika 22. Razlike izrazenosti EGFR-a u pokrovnom epitelu izmedu bolesnika s oralnim lihen

Skupine

EGFR

[INegativno
<10%
10-50%
E51-80%
[M>80%

planusom, karcinomom plocastih stanica i zdrave oralne sluznice: hi kvadrat test.
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Slika 23. Izrazenost EGFR-a:
A: OLP; B: karcinom plocastih stanica;

(I1-negativno, 2-manje od 10%,
3-jednako ili vise od 10% do 50%,

4- vise od 50% do 80%, 5-vise od 80%)

54



5.2.4.Karakteristike izrazenosti Bcl-2 u epitelu u oralnom lihen planusu, karcinomu

plocastih stanica i zdravoj oralnoj sluznici

U Tablici 11 i na Slikama 24 i 25 prikazana je izrazenost Bcl-2 u pokrovnom epitelu

bolesnika s oralnim lihen planusom, karcinomom plocastih stanica i zdrave oralne sluznice.

Izrazenost Bcl-2 bila je znacajno veca u epitelu bolesnika s OLP-om (P<0,001) i karcinomu

plocastih stanica (P=0,009) u odnosu na zdravu oralnu sluznicu.

Tablica 11. Razlike izraZzenosti Bcl-2 u pokrovnom epitelu izmedu bolesnika s oralnim lihen
lanusom, karcinomom plocastih stanica i1 zdrave oralne sluznice: hi kvadrat test

Skupine

Oralni Karcinom Zdrava . \ Rezultati
lihen plocastih oralna teRsetzi::laIng* t;‘:ﬁ";:?;i* testiranja
planus stanica sluznica J J ol
N % N % N %

Bez

pozitivne

reakciie | 4 | g09% | 11 | 550% | 20 | 100,0%

i manje

10 %

Jednako

Bolo i vise od X?=22,489 | X°=53,667 | X°=11,613

10% do o o o df=3 df=3 df=3

do30% | 30 | 60.0% | 4 1200% | 0 0% P<0,001 P<0,001 P=0,009

Vise od

30% do

60% 13 | 26,0% 2 10,0% 0 ,0%

Vise od

60% 3 6,0% 3 | 150% | O ,0%

* Razlike izmedu oralnog lihen planusa i karcinoma plo€astih stanica; ** Razlike izmedu oralnog lihen
planusa i zdrave oralne sluznice; ***Razlike izmedu karcinoma plo€astih stanica i zdrave oralne sluznice.
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o
Slika 24. Izrazenost Bcl-2; A-OLP; B-karcinom plOéa.S:tl:h stanica;

(1-manje od 10%, 2-jednako ili vise od 10% do 30%, 3-vise od 30% do 60%,
4-vise od 60%) (Bcl-2x100).
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Meduodnosi karcinoma plocastih stanica i OLP-a pokazuju znacajno vece vrijednosti

izraZzenosti Bcl-2 u epitelu u oralnom lihen planusu (P<0,001), a posebno je vidljivo u kategoriji

izrazenosti Bcl-2 u OLP-u jednakom ili vie od 10% do 30%.

100,0% 4
8,00%
80,0%
1
55,00%
— 30
& 60,0% 60,00%
o
bl 20
o 100,00%
40,0%
| SN
20,0% :1110,00%|
i ey - I -
5.00% o 15,00% "::
0,0% T B T
Oralni lihen Karcinom Zdrava oralna
planus plocastih stanica sluznica

Slika 25. Razlike izrazenosti Bcl-2 u pokrovnom epitelu izmedu bolesnika s oralnim
lihen planusom, karcinomom plocastih stanica i zdrave oralne sluznice:hi kvadrat test.

Skupine

Bcl-2 epitel
[)Bez pozitivne
reakcije i <10%
10-30%
[(131-60%
E>60%
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5.2.5.Karakteristike izrazenosti Bcl-2 u subepitelnom upalnom infiltratu u oralnom lihen

planusu, karcinomu plocastog epitela i zdravoj oralnoj sluznici

Hi kvadrat testom prikazane su razlike izrazenosti Bcl-2 u subepitelnom upalnom infiltratu

izmedu bolesnika s OLP-om, karcinomom plocastih stanica i zdrave oralne sluznice. Tablica 12 i

Slika 26 prikazuju razlike izraZenosti u kojima je vidljivo da je izraZzenost Bcl-2 znacajno vecéa u

upalnom infiltratu bolesnika s oralnim lihen planusom (P<0,001) i karcinomom plocastih stanica

(P<0,001) u odnosu na zdravu oralnu sluznicu.

Tablica 12. Razlike izrazenosti Bcl-2 u subepitelnom upalnom infiltratu izmedu bolesnika s
oralnim lihen planusom, karcinomom plocasti stanica i zdrave oralne sluznice: hi kvadrat test

Skupine
O_ralnl Kars:mo.m el Rezultati Rezultati Rezultati
IHen Plesasit Dl testiranja* | testiranja** | testiranja***
planus stanica sluznica J J |
N % N % N %
Bez
pozitivne
reakcijei| 7 | 14,0% | 2 | 10,0% | 17 | 85,0%
manje
od 10%
Bol.2 Jiﬁdv?ggo X2-8,631 | X°=32,474 | X?=25342
upala  od 10% 27 | 54,0% | 5 | 25,0% | 3 | 15,0% df=3 df=3 df=3
do 30% P=0,035 P<0,001 P<0,001
Vise od
3%do | 15 | 30,0% | 10 | 50,0% | O ,0%
60%
Vise od o o o
60% 1 2,0% | 3 | 150% | O ,0%

* Razlike izmedu oralnog lihen planusa i karcinoma plo¢astih stanica;**Razlike izmedu oralnog lihen
planusa i zdrave oralne sluznice; ***Razlike izmedu karcinoma ploCastih stanica i zdrave oralne

sluznice.
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sluznica

Bel-2 upala
[Bez pozitivne

reakcije i <10%
10-30%
(31-60%
&>60%

Slika 26. Razlike izrazenosti Bcl-2 u subepitelnom upalnom infiltratu izmedu
bolesnika s oralnim lihen planusom, karcinomom plocastih stanica i zdrave

oralne sluznice:hi kvadrat test.

Gledaju¢i meduodnose karcinoma plocastih stanica i oralnog lihen planusa (Tablica 12,

Slika 26), znacajno vece izraZzenosti Bcl-2 u subepitelnom upalnom infiltratu nadene su u

karcinomu plocastih stanica (P=0,035).
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5.2.6.Karakteristike izrazenosti FHIT-a u subepitelnom upalnom infiltratu u oralnom

lihen planusu, karcinomu plo¢astih stanica i zdravoj oralnoj sluznici

Dodatno je hi kvadrat testom analizirana izrazenost FHIT-a u upalnom infiltratu (Tablica

13, Slika 27).

Tablica 13. Razlike izrazenosti FHIT-a u upalnom infiltratu izmedu bolesnika s oralnim
lihenom planusom, karcinomom plocastih stanica i zdrave oralne sluznice: hi kvadrat test

Skupine
Oralni Karcinom Zdrava . . .
ihon | plocasin  omna | Senel | el | metal,
planus stanica sluznica J ] ]
N % | N % N %
Manje
OS' 1713419 45 120 100 X?=0,740 | X%=24,973 | X?=15,172
FHIT — 10% df=1 df=1 df=1
upala Vise Yy § §
od 33 66 | 11 55 0 0 P=0,390 P<0,001 P<0,001
10%

* Razlike izmedu oralnog lihen planusa i karcinoma plocastih stanica; **Razlike izmedu oralnog
lihen planusa i zdrave oralne sluznice; ***Razlike izmedu karcinoma plo€astih stanica i zdrave

oralne sluznice.

Tablica 13 prikazuje da je izraZenost FHIT-a manja od 10% znacajnije bila prisutna u
upalnom infiltratu zdrave oralne sluznice u odnosu na oralni lihen planus (P<0,001) 1
karcinom plocastih stanica (P<0,001) dok razlika izrazenosti FHIT-a izmedu upalnog
infiltrata oralnog lihen planusa i karcinoma plocastih stanica nije bila znac¢ajna (P=0,390)

Sto je graficki prikazano 1 na Slici 27.

FHIT upalni
100 0% infiltrat
! C<10%
>10%
80,0%
8 60,0%
o
3 20
= 100,00%
40,0%
20,0%
0,0%~ T
Oralni lihen Karcinom Zdrava oralna
planus plo¢astih stanica sluznica
Skupine

Slika 27. Razlike izrazenosti FHIT-a u upalnom infiltratu izmedu bolesnika s oralnim
lihen planusom i karcinomom plocastih stanica usne Supljine i zdrave oralne sluznice.
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5.2.7.Korelacije izrazenosti FHIT-a, EGFR-a, Bcl-2 u epitelu i FHIT-a i Bcl-2 u
subepitelnom upalnom infiltratu u odnosu na dob i gustoéu upalnog infiltrata u

skupinama bolesnika s OLP-om i karcinomom plocastih stanica

Spearmanovim korelacijskim koeficijentom izraZena je korelacija FHIT-a, EGFR-a i Bcl-2
u epitelu i upalnom infiltratu u odnosu na dob i1 gustocu upalnog infiltrata u skupinama bolesnika

s OLP-om u odnosu na skupinu bolesnika s karcinomom plocastih stanica (Tablica 14, Slika 28).

Tablica 14. Korelacija EGFR, Bcl-2 i FHIT-a u epitelu i u upalnom infiltratu s
dobi 1 upalom: Spearmanov korelacijski koeficijent

Lihen planus Ca plocastih stanica
(g:))(;)ilr)le) Ul (g(lx)(;)i?le) Ll

Korelacijski koeficijent 0,108 -0,031 -0,099

EGFR P 0,457 0,833 0,677 NA
N 50 50 20
Korelacijski koeficijent 0,288 0,258 0,114

Bcl-2 epitel P 0,042 0,070 0,632 NA
N 50 50 20
Korelacijski koeficijent 0,234 0,271 0,046

Bcl-2 upala P 0,101 0,057 0,848 NA
N 50 50 20
Korelacijski koeficijent -0,133 -0,008 0,311

FHIT epitel P 0,357 0,954 0,182 NA
N 50 50 20
Korelacijski koeficijent 0,019 0,153 -0,236

FHIT upala P 0,896 0,290 0,317 NA
N 50 50 20

NA: nema podataka

Jedina znacajna korelacija je pozitivna korelacija dobi s izraZzenoS¢u Bcl-2 u epitelu
(rho=0,288, P=0,042), §to znaci da stariji ispitanici s oralnim lihen planusom imaju vecu

izrazenost Bcl-2 u epitelu (Slika 28).
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Slika 28. Graficki prikaz pozitivne korelacije Bcl-2 u epitelu s dobi kod bolesnika s
oralnim lihen planusom.
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5.2.8.Korelacije izrazenosti FHIT-a, EGFR-a i Bcl-2 u epitelu i Bcl-2 i FHIT-a u
subepitelnom upalnom infiltratu u skupinama bolesnika s OLP-om i karcinomom

plocastih stanica

Spearmanovim korelacijskim koeficijentom prikaze se izrazito jaka i znacajna pozitivna
korelacija izrazenosti Bcl-2 u epitelu s izrazenoS¢u Bcl-2 u upalnom infiltratu u bolesnika s
oralnim lihen planusom (rho=0,946, P<0,001) pri ¢emu ti odnosi nisu bili zna¢ajni u bolesnika s

karcinomom plocastih stanica (Tablica 15, Slika 29).

Tablica 15. Korelacije Bcl-2 i FHIT-a u upalnom infiltratu s izrazeno§¢u EGFR-a,
Bcl-2 i FHIT-a u epitelu: Spearmanov korelacijski koeficijent

Lihen planus Ca plocastih stanica
Bcl-2 FHIT Bcl-2 FHIT
upalni upalni upalni upalni
infiltrat infiltrat infiltrat infiltrat
Korelacijski koeficijent 0,063 0,024 -0,205 -0,080
EGFR P 0,664 0,867 0,385 0,737
N 50 50 20 20
Korelacijski koeficijent 0,946 0,440 -0,256 0,038
Bcl-2 epitel P <0,001 0,001 0,277 0,872
N 50 50 20 20
Korelacijski koeficijent -0,245 0,327 0,097 0,058
FHIT epitel P 0,087 0,020 0,683 0,808
N 50 50 20 20

ZnacCajne pozitivne korelacije, kao §to je vidljivo u Tablici 15, ali neSto slabijeg
koeficijenta pronadene su izmedu izraZzenosti Bcl-2 u epitelu te FHIT-a u upalnom infiltratu
(rho=0,440, P=0,001), kao i izmedu FHIT-a u epitelu i FHIT-a u upalnom infiltratu (rho=0,327,

P=0,020). U skupini ispitanika s karcinomom plocastih stanica nije bilo znacajnih korelacija.
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Slika 29. Pozitivna korelacija Bcl-2 u epitelu s Bcl-2 u upalnom infiltratu u ispitanika

s oralnim lihen planusom.
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6. RASPRAVA

Epidemioloski podaci koji upozoravaju da je oralni karcinom jedan od deset najce$cih
uzroka smrti naglaSavaju potrebu poznavanja svih faza razvoja oralnog karcinoma ukljucujuéi i
razvojne faze prekanceroznih lezija usne Supljine. Oralni lihen planus se prema WHO-u od 1978.
godine ubraja u prekancerozne lezije usne Supljine i definira kao premaligno generalizirano
stanje s povecanim rizikom za nastanak karcinoma, no koliki je taj rizik za sada nije dovoljno
poznato (7-9, 11, 13-15, 17). U prilog tome idu i brojne prospektivne i retrospektivne studije u
posljednjih nekoliko desetlje¢a u kojima je incidencija maligne transformacije bila od 0% do
5,3%, pri ¢emu se ukupna incidencija maligne transformacije prema nedavnim analizama
procjenjuje od 0,5% do 1,2% (7, 17, 205-207).

Pretpostavlja se da OLP lezije imaju viSu razinu proliferacije bazalnih stanica nego zdrava
oralna sluznica pa prema tome i1 sposobnost nagomilavanja nepopravljivih oStecenja DNA koja
doprinose malignoj transformaciji (8, 10, 11, 17, 205). Osnovni problemi u proucavanju
malignog potencijala OLP-a nalaze se u ¢injenici da i unato¢ dobro definiranim kriterijima za
OLP, oni jos uvijek nisu opéeprihvaceni (17, 19, 206, 207). Nadalje, makroskopska i histoloska
slika moZe oponaSati druge bolesti, a faze remisije i recidiva, te nedovoljno dugo 1 neredovito
prac¢enje bolesnika ne doprinose rasvjetljavanju problematike malignog potencijala OLP-a (17,
19, 37, 40-44).

Kao 1 za sve prekanceroze, osnovno pitanje prilikom dijagnosticiranja OLP-a bolesniku je
hoce li se i moZze li se ova lezija transformirati u karcinom, odnosno postoji li odredena promjena
u samoj leziji koja bi upucivala na to da su se unutar lezije dogodile promjene koje ce
neizostavno dovesti do nastanka malignog tumora (u ovom slucaju karcinoma plocastih stanica)
(7, 11, 25, 54, 207). Najve¢i naglasak pri postavljanju dijagnoze OLP-a je u individualnom
pristupu, odnosno stvaranjem plana kako i koliko ¢e se bolesnik pratiti odnosno kojim metodama
(biljezima) detektirati da OLP lezija viSe nije reverzibilna te se mora tretirati poput maligne
lezije (11, 60-62, 64-67).

Svrha ovog istrazivanja bila je imunohistokemijski analizirati izraZzenost FHIT-a, EGFR-a i
Bcl-2 u zdravoj oralnoj sluznici, OLP-u i karcinomu plocastih stanica usne Supljine pri ¢emu bi
razlike izraZenosti u epitelu u odnosu na gustocu upalnog infiltrata mogle upucivati na odgovor
mogu li se oni koristiti kao biljezi koji bi pomogli u izdvajanju podgrupe bolesnika s OLP-om u
vecem riziku za malignu transformaciju (69, 70, 76, 80, 82, 89, 92-95, 207, 208). Intenzivnijim

prac¢enjem tih bolesnika na vrijeme bi se otkrila maligna transformacija 1 terapijski pristup bio bi
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uspjesniji (91, 208). Rezultati ovog istrazivanja u buduénosti mogli bi se koristiti sa sadasnjim
saznanjima o djelovanju dostupnih lijekova ¢ija primjena za sada je rezervirana samo za maligne
tumore, no ne i za prekancerozne lezije i stanja (91, 105, 116, 118, 120, 190, 193, 208, 209).

Cini se kako u procesu maligne transformacije OLP-a sudjeluje vie faktora u koje su osim
histoloske potvrde OLP-a u usnoj Supljini uklju¢ene i demografske karakteristike samog OLP
bolesnika. Ove tvrdnje potkrepljuju demografske studije o OLP bolesnicima u kojima se
pokusala utvrditi patogeneza OLP-a, odnosno rizik maligne transformacije te definirati
pokazatelje kojima bi se izdvojila podgrupa bolesnika s OLP-om koji su u vecem riziku od
maligne transformacije nego drugi oboljeli od OLP-a (7, 14, 205, 207-211). Rezultati ovog
istrazivanja u skladu su s brojnim istrazivanjima demografskih karakteristika OLP bolesnika u
kojima je dominantan udio bolesnika bio zenskog spola obostrane lokalizacije na obraznoj
sluznici 1 vecina su bili nepusaci (7, 14, 98, 205, 207).

Nadalje, najve¢i udio svih OLP lezija, pa tako i u nasSem istrazivanju, odnosio se na
retikularni oblik OLP-a, no potrebno je napomenuti da neki manje ucestali oblici poput
eritematoznog i erozivnog oblika, kao $to je objavljeno u nekim studijama, ¢ini se imaju i veci
maligni potencijal (2, 3, 6, 17, 19, 208). Ovim istrazivanjem ova ¢injenica nije mogla biti
analizirana zbog toga Sto su svi bolesnici imali histoloski potvrdeni retikularni oblik OLP-a.

U ovom istrazivanju usporedbom analize dobi i lokalizacije lezija u skupinama bolesnika s
OLP-om, karcinomom plocastih stanica i skupini sa zdravom oralnom sluznicom primijeceno je
da su OLP bolesnici bili statisticki znacajno nize srednje Zivotne dobi u odnosu na bolesnike s
novodijagnosticiranim karcinomom plocastih stanica. Naj¢eS¢a lokalizacija OLP-a bila je
obrazna sluznica, dok je najceS¢a lokalizacija malignog tumora bilo podrucje jezika (baza,
postrani¢na strana jezika). Dob i lokalizacija promjena u skupini sa zdravom oralnom sluznicom
nije se bitno razlikovala od OLP skupine. Usporedbom dobi u OLP skupini u pusaca i nepusaca
nije nadena znacCajna razlika iako je u puSaca srednja zivotna dob bila neSto niZa nego u
nepusaca. Ova Cinjenica bila je posebno vidljiva u skupini puSafa Zenskog spola, no zbog
nepostojanja informacija o duljini i koli¢ini puSenja, te eventualnoj konzumaciji alkoholnih pica
rezultate ove analize potrebno je oprezno interpretirati. Pojedina istrazivanja, ukljucujuci i
izvjes¢e WHO-a, o uzivanju duhana zapravo ne mogu uspostaviti vezu izmedu uzivanja duhana i
nastanka karcinoma plocCastih stanica koji je nastao iz OLP-a budu¢i da se takav oblik tumora
ceS¢e dijagnosticirao u nepuSaca te se ¢ini kako su u malignoj transformaciji OLP-a ipak
zasluZzni drugi etioloski ¢imbenici i drugacija patogeneza, a da puSenje nije najvazniji rizicni

¢imbenik u malignoj transformaciji OLP-a (9, 205-207).
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Reibel u svom istrazivanju primjecuje da bijele lezije dna usne Supljine i jezika imaju veci
maligni potencijal nego bijele lezije drugih lokalizacija u usnoj Supljini (7). Fitzpatrick i sur. su
istrazuju¢i demografske karakteristike i maligni potencijal OLP lezija, dodatno potkrijepili
Reibelovo istrazivanje (205). Utvrdili su da je maligna transformacija u OLP-u iznosila 1,09% s
blagom prevalencijom u Zenskog spola, pri ¢emu je naj¢esca lokalizacija bila jezik (205). Istim
istrazivanjem pokazalo se da je zivotna dob u promatrane OLP populacije bila je gotovo ista
srednjoj zivotnoj dobi dijagnosticiranja karcinoma plocastih stanica u usnoj Supljini koji nije
nastao iz OLP-a (205).

Temeljem dostupnih studija demografskih karakteristika bolesnika s OLP-om, uz dobivene
rezultate ovog istrazivanja, moze se zakljuciti da se u podgrupu bolesnika s OLP-om koji su u
poviSenom riziku za malignu transformaciju mogu uvrstiti bolesnici starije Zivotne dobi, posebno
zenskog spola i uobiCajene lokalizacije OLP lezije (205, 207, 209). Takvi OLP bolesnici
sukladno i ovom istrazivanju zahtijevaju intenzivnije klinicko pra¢enje OLP-a, a ¢ini se kako
lokalizacija u podrucju jezika ima i nesto veéi rizik. S oprezom bi se trebao uzeti u obzir podatak
pojedinih studija i ovog istrazivanja u kojima nije nadena znacajna povezanost izmedu OLP-a i
uzivanja duhana (9, 205-207). Dodatno bi se uz obaveznu histoloSku potvrdu OLP-a, sukladno i
ovom istrazivanju, bolesnice nepusSaci viSe zivotne dobi i neuobiCajene lokalizacije OLP-a
trebale uvrstiti u podgrupu bolesnika s ve¢im rizikom za nastanak maligne transformacije.

Temeljem objavljenog istrazivanja u kojem su Fitzpatrick i sur. utvrdili su da je prosje¢no
vrijeme nastanka karcinoma u novodijagnosticiranih OLP bolesnika 51,4 mjesec uz nalaz nize
srednje zivotne dobi OLP puSaca, moglo bi se zakljuCiti da je ta podgrupa bolesnika u
poviSenom riziku za nastanak karcinoma iz OLP lezija. Nastanak tumora bi se prema tome u toj
skupini mogao oc¢ekivati u niZoj zivotnoj dobi nego je to u karcinoma plocastih stanica koji nije
nastao iz OLP-a (205). Analiza srednje zivotne dobi OLP bolesnika i skupine sa zdravom
oralnom sluznicom nije pokazala znacajnu razliku. Moguce je za pretpostaviti da se 1 u toj grupi
ispitanika sa zdravom oralnom sluznicom takoder nalaze neotkriveni OLP bolesnici koji su u
povecanom riziku za malignu transformaciju, ponajprije S§to se OLP uglavnom ne manifestira
subjektivnim simptomima (208, 209).

U svakoj leziji s potencijalno malignim karakterom postoji velika potreba za
pronalaZzenjem objektivnih biljega koji bi izdvojili bolesnike s rizikom maligne transformacije,
no do sada takav biljeg nije dostupan, pa tako niti za OLP (208). Potencijalni prognosticki biljezi
za povecani rizik za nastanak karcinoma mogle bi biti genetske i molekularne promjene koje se

Javljaju tijekom karcinogeneze (89, 90, 92-95, 207, 208). Izazov u polju oralnih prekanceroza je
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predvidjeti koja lezija ¢e se razviti u karcinom. Tim postupkom izdvojila bi se podgrupa
bolesnika kojima ¢e se ceS¢im klinickim pradenjem, odnosno agresivnijim terapijskim
pristupom, sprijeciti, odgoditi i na vrijeme prepoznati maligna transformacija.

Osnovni problem u izdvajanju podgrupe bolesnika s oralnim lezijama koji imaju poviSeni
rizik od maligne transformacije je u tome $to ne postoje opceprihvacena klinic¢ka i histopatoloska
glediSta u postupcima i na¢inima pracenja prekanceroznih oralnih lezija (17, 120, 121, 207, 208).
Brojnim imunohistokemijskim studijama pokuSala se pronaéi veza izmedu izrazenosti
proucavanih biljega i maligne transformacije OLP-a (201, 204).

U ovom istrazivanju se semikvantitativno odredivala izrazenost FHIT-a, EGFR-a i Bcl-2 u
epitelu OLP-a, karcinoma plocastih stanica te epitelu zdrave oralne sluznice, uz analizu
izrazenosti FHIT-a i Bcl-2 u subepitelnom upalnom infiltratu. Analizom se ne nade znacajna
razlika izraZenosti pojedinih biljega u epitelu i upalnom infiltratu u odnosu na gustocu
subepitelnog upalnog infiltrata, iako je za ocekivati sukladno i drugim istrazivanjima da je upalni
infiltrat neophodan u mogucoj malignoj transformaciji (205-211). Odnos izrazenosti istrazivanih
biljega i gustoce subepitelnog upalnog infiltrata u OLP skupini upucuje na zakljucak da su i u
upalnom infiltratu i u epitelu osim razine izrazenosti biljega, potrebni i drugi ¢imbenici koji bi
potaknuli malignu transformaciju epitela (7, 65-67, 124, 125, 205-211).

Poznato je da se tijekom kroni¢ne upalne reakcije luce brojne bioloSki aktivne tvari koje
izlu€uju prvenstveno aktivirani makrofagi, trombociti, limfociti, fibroblasti te glatkomiSi¢ne
stanice i endotelne stanice (114). Bioloski aktivne tvari na mnogo nacina sudjeluju u mehanizmu
upale od kojih neki djeluju kemotakticno na neutrofile, makrofage, fibroblaste i glatkomiSi¢ne
stanice, stimuliraju¢i i angiogenezu (114, 210). Veza izmedu kroni¢ne upale i karcinoma poznata
je jos od 1863. godine kada je Rudolf Virchow pronaSao leukocite unutar tumorskog tkiva no do
danas nije objaSnjeno kako kroni¢ni upalni infiltrat pogoduje nastanku karcinoma iako postoje
dokazi da kroni¢na upala daje poticaj za nastanak nekih tipova karcinoma (60). Dugotrajna
infekcija inducira nastanak kroni¢nog upalnog infiltrata. Leukociti, fagociti i druge upalne
stanice produciraju reaktivne oksigenirane 1 nitrogenizirane radikale koji se normalno bore protiv
upalnog infiltrata, ali takoder mogu potaknuti oSte¢enje DNA u proliferiraju¢im stanicama (61,
210, 211). Ponovljena oStecenja tkiva i regeneracija u vrlo reaktivnom okoliSu prepunom
nestabilnih radikala reagira s DNA u proliferiraju¢em epitelu Sto moze na kraju rezultirati
trajnim genomskim promjenama kao §to su mutacije, delecije i rearanZiranje (61, 62, 210, 211).

Pokretanjem procesa apoptoze moZze se zaustaviti nagomilavanje DNA oStecenja u

stani¢noj populaciji. Smatra se da epitelne stanice u OLP bolesnika ne preferiraju apoptozu veé
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radije stani¢no mirovanje (od engl. cycle arrest) ili krecu u poviSenu fazu proliferacije koja na
kraju moze biti pogodna za malignu transformaciju (207, 208). Klju¢nu ulogu u nagomilavanju
oSte¢enja DNA ima Bcl-2 obitelj (207, 208, 211). Obitelj Bcl-2 proteina ima vaznu ulogu u
regulaciji apoptoze koju mogu zaustavljati ili poticati. Anti-apoptoticki ¢lanovi obitelji su
sastavni dio membrane mitohondrija dok se proapoptotic¢ki clanovi obitelji nalaze se u citosolu ili
citoskeletonu (208, 211). Ravnoteza te dvije populacije determinira podloZnost stanice za
apoptozu. Bcl-2 normalno blokira aktivaciju caspase 3 i ne pokreée se apoptoti¢ki put. Ako je
Bcl-2 blokiran, stanica neizostavno putem Bax aktivacije caspase 3 kre¢e prema apoptotickom
procesu (208). Ocekivalo bi se da se OLP prema tome, ako je utiSana apoptoza, i u nekim
slucajevima poviSena faza proliferacije, uvijek ponaSa kao prekanceroza, §to brojnim studijama i
ovim istrazivanjem nije moglo biti dokazano za svaki pojedini OLP (206, 208, 210, 211).

Znacajna razlika izrazenosti FHIT-a u epitelu OLP-a u odnosu na epitel zdrave oralne
sluznice, i nepostojanje znacajne razlike u odnosu na karcinom plocastih stanica dovode do
zakljucka da se OLP samo u nekim situacijama ponaSa kao prava prekanceroza (205-211).
Analizirani rezultati u skladu su s nedavno objavljenim rezultatima studija u kojima se detektirao
LOH pri ¢emu se u nekim slucajevima nije naslo razlike u odnosu na obi¢nu iritaciju oralne
sluznice (benignu upalu) (208). Autori medutim nisu mogli isklju¢iti mogu¢i maligni potencijal
OLP-a putem nekog drugog genskog puta (208, 209). Isti autori su dodatnim analizama pokazali
da u nekim OLP lezijama cCak 1 s blagom displazijom postoji gubitak LOH-a te autori
naglaSavaju nuznost pazljive histoloSke procjene uzoraka (120, 121, 208). Temeljem rezultata
dijagnostika OLP-a izrazito kompleksna, a detekcija maligne transformacije u OLP-u iziskuje
dodatne napore (209, 210). Dodatne probleme u patohistolo§koj procjeni moguce maligne
transformacije OLP-a stvaraju samo djelomi¢ne studije LOH analiza kojima su obuhvaceni samo
kromosomi 3,91 17 (208).

Dakle, bez Siroke kohortne genomske analize, pojedinacne analize LOH-a samo su od
informativnog karaktera (208, 209). Ipak, temeljem ovog istrazivanja, znacajna razlika
izrazenosti FHIT-a u OLP-u u odnosu na zdravu sluznicu navodi nas na zakljucak da su se u
bolesnika s OLP-om u epitelu ve¢ dogodile odredene promjene, te da se u odnosu na karcinom
plocastih stanica OLP u nekim slu¢ajevima zaista ponaSa kao prekanceroza. Rezultati ovog
istrazivanja uz nedavne analize maligne transformacije u OLP-u u kojima je opisan nizak rizik
maligne transformacije (do 0,7%) upucuju na to da i unato¢ niskom riziku maligne

transformacije u OLP-u, redovito pracenje OLP bolesnika je neophodno (210).

69



Temeljem analize rezultata ovog istrazivanja, moze se zakljuciti da razina izrazenosti
FHIT-a u epitelu bolesnika s OLP-om nije dovoljan biljeg ¢ijom analizom bi se mogla izdvojiti
skupina bolesnika s povecanim rizikom od maligne transformacije, a da izraZenost Bcl-2 u
epitelu i upalnom infiltratu, kako je prikazano najnovijim istrazivanjima, moze imati dvostruku
ulogu; u malignoj transformaciji i progresiji (208). Usporedba izraZzenosti EGFR-a u sve tri
skupine pokazala je znacajno veéu izraZzenost u skupinama s OLP-om i karcinomom plocastih
stanica u odnosu na zdravu oralnu sluznicu uz znacajno vecu izraZzenost EGFR-a u OLP
bolesnika u odnosu na karcinom plocastih stanica. Ovi pokazatelji navode na zakljuc¢ak da je
OLP, s obzirom na razlike izraZzenosti EGFR-a, moguca potencijalna bioloSka meta anti-EGFR
terapije. OLP bolesnici kojima je analizom nadena znacajno veca izrazenost Bcl-2 u epitelu u
odnosu na karcinom plocastih stanica predstavljaju skupinu OLP bolesnika koji bi se mogli
uvrstiti u podgrupu s poviSenim rizikom od maligne transformacije 1 koji zahtijevaju ceSce
klinicko prac¢enje. Budu¢i da se najveci broj OLP bolesnika grupirao u kategoriji izraZzenosti Bcl-
2 jednakoj ili ve¢oj od 10% do 30% moglo bi se pretpostaviti da je upravo ta skupina bolesnika
najugrozenija, i kako bi oni imali najvecu prakti¢nu korist od intenzivnijeg pra¢enja i moguceg
agresivnijeg terapijskog pristupa Sto bi u konacnici utjecalo i na prognozu bolesti te mogucu ranu
detekciju maligne transformacije (208, 210, 211).

Nasim istrazivanjem ova pretpostavka nije mogla biti izravno dokazana buduéi da je ovo
istrazivanje retrospektivnog karaktera. Vece prospektivne studije s to¢no definiranim
parametrima mogle bi pravilno odgovoriti na ova pitanja. Ako se dobivenim rezultatima pridoda
i znaCajna razlika izrazenosti Bcl-2, uz nepostojanje znacajne razlike FHIT-a u subepitelnom
upalnom infiltratu u OLP bolesnika u odnosu na karcinom plocastih stanica moze se zakljuciti da
su 1 drugi mehanizmi, osim promjena u samom epitelu potrebni pri malignoj transformaciji OLP-
a u karcinom. OLP se prema tome mora proucavati kao steCena prekanceroza u kojem veliki
utjecaj na malignu transformaciju ima upalno promijenjeni okoli§ (208, 210).

OLP prema tome predstavlja idealan model u kojem se moZe istrazivati utjecaj upale na
nastanak karcinoma, pri ¢emu, temeljem prethodnih rezultata i rezultata ovog istrazivanja, ¢ini se
kako pojedinacna izrazenost istraZivanih biljega nije sama po sebi presudna vec njihova
medusobna interakcija (11, 60, 208-210). Za pretpostaviti je, da se osim upalnog infiltrata, koji je
neophodan za pokretanje cjelokupnog procesa nastanka OLP-a, odnosno i maligne
transformacije u OLP-u, potrebni i drugi faktori koji nisu samo vezani za epitel ve¢ se odredene
promjene moraju dogoditi i u upalnom infiltratu, odnosno stromi (208-211). Temeljem analize

rezultata izrazenosti FHIT-a, EGFR-a i Bcl-2 u ovom istraZivanju, prethodno spomenute
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promjene, ¢ini se, ne ovise direktno o gustoci upalnog infiltrata, nego ponajprije o njegovim
svojstvima, reaktivnosti i sposobnosti lu¢enja odredenih medijatora upale. Medijatori upale u
vrlo reaktivnom okoliSu nepovoljno djeluju na epitel uzrokujuéi nepopravljiva oste¢enja DNA
koja se u vremenskom periodu recidiva i remisija nagomilavaju i konacno utje€u na malignu
transformaciju stanice. Daljnja prospektivna istrazivanja vece skupine OLP bolesnika mogla bi
potvrditi analizom dobivene rezultate da u skupinu OLP bolesnika koji imaju povecan rizik
maligne transformacije pripadaju Zene srednje zivotne dobi, nepuSaci kojima je
imunohistokemijski utvrdena izraZzenost FHIT-a manja od 10% u epitelu uz izraZenost Bcl-2 u
epitelu 1 upalnom infiltratu jednakom ili ve¢em od 10%, a da izravna korelacija viSe Zivotne dobi
s izrazeno$S¢u Bcl-2 u epitelu indirektno potvrduje da je Bcl-2 osim u nastanku tumora nuzan i u

daljnjoj progresiji.

71



7. ZAKLJUCAK

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:
1. Izrazenost FHIT-a u epitelu oralnog lihen planusa i karcinoma plo€astih stanica znacajno je
snizena u odnosu na epitel zdrave oralne sluznice (P=0,023), no ne nade se znacajne razlike
izrazenosti FHIT-a u OLP-u i karcinomu plocastog epitela (P=0,237).
2. Utvrdeno je da je izrazenost EGFR-a u ispitanika s OLP-om i karcinomom plocastih
stanica znacajno vec¢a u odnosu na ispitanike sa zdravom oralnom sluznicom (P<0,007), pri cemu
je znaCajno veca vrijednost izraZenosti EGFR-a u OLP ispitanika u odnosu na ispitanike s
karcinomom plocastih stanica (P<0,001).
3. OLP ispitanici (P<0,001) i ispitanici s karcinomom plocastog epitela (P=0,009) imaju
znacajno vece vrijednosti izrazenosti Bcl-2 u epitelu u odnosu na epitel ispitanika zdrave oralne
sluznice, a izrazenost Bcl-2 u epitelu OLP ispitanika znacajno je veca u odnosu na ispitanike s
karcinom plocastog epitela (P<0,001). Moglo bi se pretpostaviti da nagomilana oSte¢enja u
karcinomu plocastih stanica za svoje daljnje Sirenje vise ne trebaju mehanizam koji ovisi o Bcl-2,
vjerojatno koriste¢i i druge mehanizme, dok se u OLP-u zbog nedovoljno nagomilanih oste¢enja
mora prolongirati prezivljenje stanice i zaustaviti moguca apoptoza.
4.  Subepitelni upalni infiltrat u OLP ispitanika (P<0,001) i ispitanika s karcinomom plocastog
epitela (P<0,001) pokazuje znacajno vece vrijednosti izrazenosti Bcl-2 nego u upalnom infiltratu
ispitanika sa zdravom oralnom sluznicom, a pri ¢emu izraZzenost Bcl-2 u upalnom infiltratu
znacajno je veca u ispitanika s karcinomom nego u OLP ispitanika (P=0,035).
5. lzrazenost Bcl-2 u epitelu OLP ispitanika pozitivno korelira s dobi bolesnika (rho=0,288,
P=0,042).
6.  Spearmanov korelacijski faktor pokazuje izrazito jaku i1 znaCajnu pozitivhu izrazenosti
Bcl-2 u epitelu i subepitelnom upalnom infiltratu u OLP ispitanika (tho= 0,946, P<0,001). Ovo
je direktan pokazatelj da se promjene u epitelu ne dogadaju neovisno o upalnom infiltratu, ali
vrlo vjerojatno ne ovise o gusto¢i ve¢ ponajprije svojstvima upalnog infiltrata.
7. Pozitivan Spearmanov korelacijski faktor nesSto slabijeg koeficijenta Bcl-2 u epitelu 1
FHIT-a u upalnom infiltratu (rho=0,440, P=0,001), te FHIT-a u epitelu i upalnom infiltratu
(rho=0,327, P=0,020) u OLP ispitanika, potvrduje Cinjenicu da se OLP u odredenih OLP
bolesnika ponasa kao prekanceroza, odnosno da je gubitak izrazenosti FHIT-a u epitelu nuzan no
ne dovoljan za malignu transformaciju, a da se za daljnju progresiju u karcinom trebaju dogoditi

1 druge molekularne promjene u epitelu.
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8. OLP ispitanici su znacajno niZe srednje Zivotne dobi (49,1 + 14,3) u odnosu na dob
ispitanika s karcinomom plocastih stanica (62,7 + 8,1) (P<0,001). Indirektno se moze zakljuciti
da bi se karcinom u OLP ispitanika mogao detektirati u nizoj Zivotnoj dobi od uobicajene.
Obzirom da ne postoji znacajno niza zivotna dob OLP ispitanika puSaca muskaraca (45,8 £13,4)
i Zena (44,6 £11,5) u odnosu na zivotnu dob OLP ispitanika nepusa¢a muSkaraca (47,2+16,1) i
zena (52,9+14,1), moze se zakljuciti da uzivanje duhana ne igra direktnu ulogu u nastanku OLP-
a i moguce maligne transformacije kao Sto je karakteristicno za leukoplakiju, eritroplakiju i
oralnu submukoznu fibrozu te da je autoimuna geneza OLP zaista najvjerojatnija, no uzivanje

duhana svakako ima odredenu ulogu u prolongiranju lezija u OLP-u.

Iako rezultati istrazivanja nisu pokazali da smanjena izrazenost FHIT-a, odnosno povecana
izrazenost EGFR-a i Bcl-2 u epitelu OLP ispitanika ovisi o gusto¢i subepitelnog upalnog
infiltrata, moZze se zakljuciti da testirani biljezi temeljem opsezne analize mogu imati prakti¢nu
klinicku vrijednost u selekciji OLP bolesnika koji su u riziku od maligne transformacije.
Sveobuhvatna analiza podataka sugerira da se u podgrupu OLP bolesnika s ve¢im rizikom od
maligne transformacije mogu uvrstiti bolesnici viSe Zivotne dobi, posebice zZenskog spola, kojima
se imunohistokemijski potvrdi poviSena izrazenost Bcl-2 u epitelu 1 subepitelnom upalnom
infiltratu uz znacajno sniZzenu izrazenost FHIT-a u epitelu. Intenzivnije klini¢ko pracenje ove
podgrupe bolesnika te obavezna patohistoloSka 1 imunohistokemijska verifikacija nastalih
promjena, omogucila bi otkrivanje maligne transformacije u ranom stadiju, a time bi se povecala
uspjesnost lijecenja odnosno kvaliteta bolesnikovog Zivota. lako se rezultati ovog istraZivanja ne
mogu interpretirati kao definitivni dokaz da povecana izrazenost FHITa, EGFR-a 1 Bcl-2
direktno sudjeluje u malignoj transformaciji OLP-a u karcinom plocastih stanica, znacajne
razlike izrazenosti testiranih biljega u OLP-u u odnosu na karcinom plocastih stanica trebale bi
se interpretirati kao nuzne rane promjene koje se moraju dogoditi u OLP-u 1 koje sudjeluju
malignoj transformaciji OLP-a.

Nadalje, pojedinacne znacajne izraZenosti analiziranih biljega, posebno EGFR-a u OLP-u,
u buduénosti bi intenzivnijim pracenjem mogle poduprijeti pronalazak novih lijekova koji bi
odgodili ili ¢ak prevenirali malignu transformaciju u OLP-u, a time bi se i omogucila

racionalizacija u daljnjim istrazivanjima.
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8. SAZETAK

Oralni lihen planus je kroni¢na upalna bolest nepoznatog uzroka u kojem autoimuni
mehanizam najvjerojatnije ima glavnu ulogu. Maligna transformacija u OLP lezijama mozZze biti
potaknuta ekspresijom proteina koji reguliraju stani¢nu proliferaciju i apoptozu. Izazov u polju
oralnih prekanceroza je predvidjeti koja lezija se moze transformirati u karcinom.
Konvencionalne klinicke i histopatoloske smjernice su nedostatne i neprecizne u analiziranju
OLP lezija.

Hipoteza je istrazivanja da sniZena izraZzenost FHIT-a 1 poviSena izrazenost EGFR i Bcl-2
u epitelu ovise o gusto¢i subepitelnog upalnog infiltrata. Cilj je bio odrediti podgrupu OLP
bolesnika koji su u vecem riziku od maligne transformacije. U istrazivanje je retrospektivno
uklju¢eno 90 ispitanika; OLP bolesnici (n=50), bolesnici s karcinomom plocastih stanica usne
Supljine (n=20) i ispitanici sa zdravom oralnom sluznicom usne Supljine (n=20).

Imunohistokemijska analiza pokazala je da pojedinacna izrazenost istrazivanih biljega u
epitelu u OLP-u ne ovisi o razini gusto¢e subepitelnog upalnog infiltrata (P>0,05). Utvrdena je
izrazito znacajna pozitivna korelacija izrazenosti Bcl-2 u epitelu 1 upalnom infiltratu (rho=0,946,
P<0,001), poglavito u starijih OLP bolesnika iako je njihova srednja zivotna dob (49,1 + 14,3)
znacajnije niza u odnosu na bolesnike s oralnim karcinomom (62,7 £ 8,1) (P<0,001) izdvajajuci
ih tako u potencijalnu podgrupu OLP bolesnika s poviSenim rizikom maligne transformacije.
Pozitivne korelacije neSto slabijeg intenziteta izmedu Bcl-2 u epitelu i FHIT-a u upalnom
infiltratu (rho=0,440, P=0,001) te FHIT-a u epitelu i upalnom infiltratu (rho=0,327, P=0,020)
izdvajaju ih kao potencijalne biljege za koje bi se ve¢im prospektivnim studijama mogle odrediti
grani¢ne vrijednosti (“cut off*) s kojima bi se s jo§ ve¢om vjerojatno$¢u mogao izdvojiti pojedini
OLP bolesnik u riziku od maligne transformacije. Ce$¢im klini¢kim praéenjem uz redovitu
analizu patohistoloSkog materijala te uo¢avanjem nepopravljivih oSte¢enja sluznice usne Supljine
u obliku displazije ili ranog karcinoma, doprinijelo bi se uspjesSnijem lijecenju, ukljucujuci i
kirurSke zahvate. Znacajno veca izrazenost EGFR-a u OLP-u u odnosu na karcinom plocastih
stanica (P<0,001) mogla bi u ve¢im prospektivnim studijama dati odgovor na pitanje; predstavlja
li EGFR u OLP bolesnika potencijalnu bioloSku metu u istrazivanju novih terapijskih postupaka
Sto bi doprinijelo 1 racionalizaciji daljnjih istraZivanja.

Rezultati ovog istrazivanja upucuju na to da histoloska analiza oralnog lihen planusa nije
dostatna u procjeni malignog potencijala. Moze se zakljuciti da stariji OLP bolesnici nepusaci,

poglavito zenskog spola, s dugotrajnim i sporo regrediraju¢im OLP lezijama mogu imati Koristi
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od pomnijeg prac¢enja u svrhu ranog otkrivanja maligne transformacije. U procjeni i odlu¢ivanju
pri prepoznavanju malignog potencijala OLP lezija, imunohistokemijska analiza navedenim
biljezima u pojedina¢nim slucajevima mogla bi biti od velike koristi, a OLP bolesnicima bi se
omogucilo ¢es¢e pracenje, rano otkrivanje i promptno reagiranje u smislu kirurSkog zahvata koji
bi s obzirom na rano otkriveni karcinom usne Supljine bio postedniji, a prezivljenje ukoliko se

otkrije u ranim stadijima, dulje.
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9. SUMMARY

The significance of immunohistochemical expression of FHIT, EGFR and Bcl-2 in patients
with oral lichen planus

Oral lichen planus is a chronic inflammatory disease of unknown cause in which
autoimmune mechanisms are most likely involved. Malignant transformation in OLP lesions
may be favoured by changes in the expression of proteins that regulate cell proliferation and
apoptosis. Conventional clinic and histopathologic guidelines are not sufficient enough.

This study aimed to investigate these issues by immunohistochemical staining for FHIT,
EGFR and Bcl-2 and by correlating histopathological finding in samples from lesions of OLP,
oral carcinoma and health oral mucosa. The study samples represented 90 subjects with OLP
(n=50), oral carcinoma (n=20), and normal buccal mucosa (controls, n=20). New sections were
subjected to histological examination and immunohistochemistry for FHIT, EGFR and Bcl-2 in
the whole epithelial thickness layer and FHIT and Bcl-2 in inflammatory infiltrate, respectively.

The analysis showed that individual expression of FHIT, EGFR and Bcl-2 did not correlate
to the density of inflammatory infiltrate (P>0.05). Bcl-2 significant positive correlation
(rho=0.946, P<0.001) between epithelial layer and inflammatory infiltrate especially in older
OLP subjects select them in potential subgroup of OLP subjects that are in increased risk of
malignant potential, more over if we include their average age (49.1 + 14.3) that is significantly
lower than subjects with oral carcinoma (62.7 + 8.1) (P<0.001).

Positive correlation somewhat lower intensity of Bcl-2 in epithelium and FHIT in
inflammatory infiltrate (rho=0.440, P=0.001) and FHIT in epithelium and inflammatory infiltrate
(rho=0.327, P=0.020) sort out these markers as potential markers for larger and prospective
studies in which their dual role in tumor development and progression could be tested. These
findings could determinate cut off for every single marker that could help in early detection and
potential malignant transformation in OLP.

Long term follow up of these OLP patient could extract OLP individual at risk of
malignant transformation who will have the most benefit of often clinical screening contributed
in successful treatment. Significant higher expression of EGFR in OLP subjects (P<0.001) in
comparison to subjects with oral cancer could in further prospective studies answer does EGFR
represents as potential biological target for novel therapeutic investigation of OLP treatment.

This study underline that histological evaluation in OLP lesion is not sufficient for
malignant transformation estimation.

In conclusion, OLP subjects, non smokers, especially female, with long standing disease
that is not responding to any therapy could have benefit of regular and frequent monitoring.
Immunohistochemical analysis in OLP could be helpful in the estimation of malignant potential
and in individual cases obtain the most benefit. The prognostic value of FHIT, EGFR and Bcl-2
under these results in the evaluation of precancerous oral lesions requires further investigation.

Ivana Pavié, dr. med.
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