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1. UvOD

Vecina zlo¢udnih tumora glave i vrata potice od plocCastog epitela sluznice gornjeg diSno-
probavnog sustava, a objedinjeni su pod nazivom ,.karcinom plocastih stanica glave i vrata“ (od
engl. HNSCC - head and neck squamous cell carcinoma) (1). Najcesc¢a lokalizacija karcinoma
plocastih stanica glave i vrata je usna supljina (engl. oral squamous cell carcinoma, OSCC),
usni dio zdrijela - orofarinks (engl. oropharyngeal squamous cell carcinoma, OPSCC) i grkljan
(engl. laryngeal squamous cell carcinoma, LSCC), a rjeda sijela su nazofarinks, hipofarinks,
nosna Supljina i sinusi te zlijezde slinovnice (2). U preko 90 % slucajeva patohistoloski se radi
o karcinomu plocastih stanica, planocelularnom karcinomu. Medu ostale rjede malignome
spadaju tumori zlijezda slinovnica, sarkomi, sluzni¢ni melanom i ostali rijetki tumori (3).
Karcinom glave 1 vrata Sesti je naj¢e$¢i maligni tumor u svijetu i godiSnje se dijagnosticira vise
od 830 000 novih slucajeva, a vise od 450 000 oboljelih umre (4). Ukupan broj novooboljelih
od tumora glave i vrata u SAD-u u 2021. godini iznosio je neSto manje od 70 000 (5). U Europi
su stope i incidencije i smrtnosti od karcinoma glave i vrata ve¢e nego u SAD-u. U 2022. godini
u Europskoj uniji dijagnosticirano je oko 105 000 novih slucajeva (6). U Hrvatskoj su 2022.
godine dijagnosticirana 914 karcinoma glave i vrata, a broj smrtnih ishoda bio je 476 te nije
primjetna znacajnija promjena incidencije zadnjih deset godina (6). Unato¢ agresivnhom i
multimodalnom lijeCenju, tehnoloSkom napretku i napretku dijagnostickih 1 terapijskih
postupaka petogodisnje dozivljenje i dalje se nije znacajno promijenilo desetlje¢ima i ono
iznosi za sve stadije ove bolesti oko 55 - 60 % (4). Iako je usna Supljina vrlo pristupa¢na
klini¢kom pregledu i dalje se gotovo polovica tumora otkrije u kasnom (III. 1 IV.) stadiju bolesti.
Sve ove ¢injenice ukazuju na potrebu istrazivanja molekularne podloge razvoja zlo¢udnih
tumora glave i vrata kako bi se poboljsalo lijeCenje i prognoza bolesnika s ovom skupinom

zlo¢udnih bolesti.

1.1. Planocelularni karcinom usne Supljine
Karcinom usne Supljine ili oralni karcinom (engl. oral squamous cell carcinoma, OSCC)

najéesci je zlocudni tumor glave i vrata i predstavlja oko 2 — 3 % svih zlo¢udnih tumora u
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Europi i SAD-u (4). Budu¢i da je u preko 90% slucajeva rije¢ o planocelularnom karcinomu,

naziv oralni ili intraoralni karcinom u klini¢koj se praksi odnosi na planocelularni karcinom.

1.1.1. Anatomija usne Supljine
Usna Supljina obuhvaca prostor izmedu usana, obraza i zubnih lukova, poznat kao usno
predvorje (lat. vestibulum oris) te prostor izmedu zubi i Zdrijela, poznat kao prava usna Supljina
(lat. cavum oris proprium). Usni otvor, poznat kao rima oris, nalazi se sprijeda i zatvaraju ga
gornja i donja usna (lat. labium oris). Usne se sastoje od mnogo miSic¢a prekrivenih koZom $to
th ¢ini iznimno pokretnima 1 omogucuje im sudjelovanje u raznim funkcijama, ukljuc¢ujuci

uzimanje hrane i oblikovanje glasova (7).

Prava usna Supljina prostire se od zubnih lukova te alveolarnih nastavaka gornje i donje Celjusti
do pocetka Zdrijela, gdje se nalazi zdrijelni tjesnac (lat. isthmus faucium) kojeg oblikuju meko
nepce, nepcani lukovi i korijen jezika (Slika 1.1.) (8). Kostanu osnovu usne Supljine ¢ine gornja
1 donja Celjust. Krov usne Supljine ¢ini nepce, koje je u prednjem dijelu koStano tvrdo nepce,
(lat. palatum durum) sastavljeno od palatinalnog nastavka gornje Celjusti i horizontalnog
nastavka palatinalne kosti, a straznji miSi¢ni dio meko nepce (lat. palatum molle). U dnu usne
Supljine nalazi se jezik. Jezik se sastoji od cetri ekstrinzi¢na (lat. m. genioglossus, m.
styloglossus, m. hyoglossus i m. palatoglossus) i Cetri intrinzicna miSica (gornji i donji
longitudinalni, transverzalni i vertikalni). Straznji dio usne Supljine ogranicen je sluznickim
naborima (lat. arcus palatoglossus i palatopharyngeus) koji pripadaju mekom nepcu, a ono je

anatomski dio orofarinksa (7).

Najcesca lokalizacija oralnog karcinoma je podrucje ventralne strane i lateralnih rubova jezika,
sublingvalno podru¢je i retromolarni trigonum, a naziva se tzv. rezervoar ili ,,bazen sline®, gdje
se na povrsini od svega jedne petine ukupne povrsine sluznice usne Supljine razvije gotovo 80

% karcinoma (9).

Usna Supljina predstavlja pocetni dio probavnog sustava i ima nekoliko klju¢nih funkcija.
Prvenstveno, sluzi za unos hrane koja se tamo obraduje putem Zvakanja i inicijalne razgradnje
ugljikohidrata uz pomo¢ enzima amilaza (ptijalin). Nakon toga, hrana se gura prema Zdrijelu u
procesu gutanja. Usna Supljina takoder ima vaznu ulogu u procesu disanja i formiranju glasova.

U usnoj Supljini nalaze se osjetila za bol, dodir, toplinu i okusi poput slatkog, kiselog, slanog 1
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gorkog. Takoder, zalogaj hrane u ustima potice slinovnice na izlu¢ivanje sline koja vlazi i

omeksava hranu, olakSavajuci proces gutanja (10).

labium

superius oris

frenulum labii superioris

palatum durum

arcus palatoglossos

) uvula
tonsila
palatina arcus
palatopharyngeus
lingua

gingiva mandibulae

oropharyngis

dens molaris

labium
inferius oris

Slika 1.1. Anatomija usne Supljine (preuzeto iz https://www.shutterstock.com/image-
illustration/anatomy-mouth-digital-illustration-636022079) (8)

1.1.2. Topografsko anatomske regije vrata
Planocelularni karcinom usne Supljine izrazito je agresivan zlo¢udni tumor ¢ije su karakteristike
lokalni rast kao te Sirenje, odnosno metastaziranje prvenstveno u regionalne limfne ¢vorove, ali
i u druge organske sustave (udaljene presadnice). Inicijalni oblik metastaziranja je, dakle, u
pravilu uvijek limfogen, a tek potom limfnim zilama hematogeno u udaljene organe. Za

razumijevanje puteva Sirenja tumorskih stanica potrebno je poznavati drenazni sustav limfatika
vrata (11).

U odraslom organizmu nalazi se oko 600 limfnih ¢vorova od kojih je oko 300 smjeSteno na

glavi i vratu (12). Tijekom povijesti koristile su se brojne klasifikacije limfnih ¢vorova vrata, a

3


https://www.shutterstock.com/image-illustration/anatomy-mouth-digital-illustration-636022079
https://www.shutterstock.com/image-illustration/anatomy-mouth-digital-illustration-636022079

1. UvOoD

prva se pripisuje Henriju Rouviéreu i njegovoj publikaciji iz 1932. godine pod nazivom
"Anatomie des Lymphatiques de I'Homme" (13). U svojoj studiji, Rouviére je opisao limfne
¢vorove vrata oblikovane poput ovratnika koji obgrljuje gornji aerodigestivni trakt, a ukljuc¢ivao
je submentalne, facijalne, submandibularne, parotidne, mastoidne, okcipitalne i
retrofaringealne ¢vorove. Takoder je identificirao dvije grupe limfnih ¢vorova koje se protezu
uzduz vrata, a to su ¢vorovi prednje cervikalne i posterolateralne grupe (14). Medutim, ovaj
sustav temeljio se na anatomskim obiljeZjima dobivenim disekcijom, Sto ga je ¢inilo nepotpuno
prikladnim za potrebe rada u klinickom okruzenju. Zato se tada razvija nova terminologija za
limfne ¢vorove koji se mogu palpirati. Najces¢e koriSten sustav klasifikacije limfnih ¢vorova
temelji se na numerickim skupinama 1 prvotno je osmisljen tijekom tridesetih godina proslog
stolje¢a u Memorial Sloan Kettering Cancer Centru u New Yorku, USA. Od tada se ovaj sustav
vise puta mijenjao (15). 1991. godine Ameri¢ka akademija otorinolaringologije objavila je
standardiziranu verziju ovog sustava (15) kako bi osigurala jedinstveni pristup disekciji vrata.
Ova standardizacija dodatno je azurirana 2002. godine kada su dodane i podskupine kao $to su
llaillb, Vai Vb (16), slika 1.2.

Razlicite regije vrata igraju kljuénu ulogu u drenazi limfnih ¢vorova 1 dijagnozi karcinoma

glave i vrata:

Regija | obuhvac¢a submentalne i submandibularne limfne ¢vorove. Submentalni limfni ¢vorovi
smjesteni su izmedu dva prednja trbuha digastricnog miSi¢a i jezicne kosti (regija la).
Submandibularni limfni ¢vorovi nalaze se izmedu mandibule, prednjeg i straznjeg trbuha
digastricnog misic¢a te stilohioidnog misi¢a (regija Ib). Karcinomi koji zahvac¢aju donju usnicu,

dno usta, jezik i gingivu mandibule ¢esto se dreniraju u ovu regiju.

Regija Il obuhvaca gornje jugularne ¢vorove koji se protezu uz v. jugularis internu od baze
lubanje do razine jezi¢ne kosti. Ova regija podijeljena je na lla (sprijeda i ispod akcesornog
zivca) 1 11b regiju (straga i iznad akcesornog zivca). Karcinomi cijele usne Supljine, kao i
karcinomi nazo-, oro- i hipofarinksa, larinksa, paranazalnih sinusa i parotidne Zlijezde Cesto se

dreniraju u ovu regiju.
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Regija 111 obuhvaca srednje jugularne ¢vorove uz v. jugularis internu od razine jezi¢ne kosti
do razine krikoidne hrskavice. Ovdje se takoder dreniraju karcinomi iz cijele usne Supljine,

nazo-, oro- i hipofarinksa, larinksa, paranazalnih sinusa i parotidne Zlijezde.

Regija IV obuhvaca donje jugularne ¢vorove uz v. jugularis internu od krikoidne hrskavice do
kljucne kosti. Najéesce se u ovu regiju dreniraju karcinomi hipofarinksa, larinksa, cervikalnog

dijela jednjaka i Stitnjace.

Regija V obuhvaca ¢vorove straznjeg vratnog trokuta koji su omedeni sprijeda straznjim rubom
sternokleidomastoidnog misSica, straga prednjim rubom trapezijusa, a donju plohu trokuta ¢ini
klavikula. Razina krikoidne hrskavice virtualno dijeli ¢vorove regije V na Va (gornji akcesorni
1.c.) 1 Vb (donji supraklavikularni ¢vorovi). U ovu regiju Cesto se dreniraju karcinomi
epifarinksa, orofarinksa, te kozni karcinomi straznjeg dijela vlasista i vrata. Takoder, u ovu
regiju moguce su i udaljene presadnice iz drugih organskih sustava, od kojih su tipi¢ne

Wirchovljeve metastaze podrijetla probavnog sustava.

Regija VI obuhvaca prednje vratne ¢vorove, ukljucujuéi pre- i paratrahealne, prekrikoidne i
peritiroidne ¢vorove. Anatomska ograni¢enja su jezi¢na kost gore, jugulum dolje, a lateralno
zajednicke su karotidne arterije. Karcinomi Stitnjace, larinksa i hipofarinksa ¢esto se dreniraju

U OVvu regiju.

Regija VIl obuhvac¢a gornje medijastinalne ¢vorove koji su smjesteni nize od juguluma.
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Slika 1.2 Prikaz regija limfnih ¢vorova vrata (dozvolom ©2016 Terese Winslow LLC, U.S.
Govwt.)

1.1.3. Epidemiologija i etiologija

Epidemioloska slika oralnog karcinoma varira geografskom Sirinom 1 vezana je uz specificne
etioloSke faktore. Najvisu stopu incidencije oralnog karcinoma prema podatcima Globocana iz
2020. godine imaju Papua Nova Gvineja (13,8), Sri Lanka (13,2) i Madarska (11,9) (17). U
Indiji 1 Tajvanu karcinom usne Supljine je najceS¢a maligna bolest muskaraca, a tre¢a maligna
bolest u Zena (18). U Europi stopa iznosi 8,7, a u Sjevernoj Americi je nesto niza te iznosi 7,4
(17). Epidemioloska slika Hrvatske prati svjetske i europske trendove te je ukupan broj
novooboljelih u jednoj godini izmedu 300 1 400.

Glavni rizi¢ni ¢imbenici u razvoju OSCC su konzumiranje alkoholnih pi¢a i pusSenje cigareta,

a njihov Stetni ucinak je sinergisticki (19-21).

PuSenje cigareta predstavlja neovisni rizicni faktor za razvoj karcinoma usne Supljine. Vise od
300 identificiranih karcinogena u cigaretnom dimu oStecuje DNK; a vecina tih karcinogena,
kao Sto su policikli¢ki benzopireni 1 nitrozoamini, topljivi su u vodi ili slini 1 djeluju lokalno na
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sluznicu gornjeg aerodigestivnog trakta. Ovi karcinogeni uzrokuju mutacije u genu TP53, koje
su ¢es¢e kod pusaca koji boluju od karcinoma usne Supljine, sugerirajuci da je to vjerojatni
molekularni mehanizam razvoja karcinoma (22). Rizik od razvoja karcinoma usne Supljine
znacajno je visi kod pusaca, ¢ak 6 — 8 puta veciu usporedbi s nepusa¢ima. Vazno je napomenuti
da su promjene na sluznici usne Supljine uzrokovane puSenjem reverzibilne. Prestankom
pusenja rizik se smanjuje, a ako je proslo vise od 10 godina, rizik se smanjuje za 50 %. Nakon
17 godina, rizik od razvoja karcinoma usne Supljine postaje gotovo jednak kao kod nepusaca
(23). Zvakanje duhana i drzanje duhana u ustima izmedu bukalne sluznice i zuba takoder moze
dovesti do razvoja karcinoma, posebno na bukalnoj sluznici. Ova praksa je raSirena u razli¢itim
dijelovima svijeta, ukljucuju¢i neke dijelove SAD-a 1 zapadne Europe gdje je pusSenje
zabranjeno na javnim mjestima, te u jugoistocnoj Aziji gdje se duhan zvace samostalno ili s

batel i areka oras¢icima (24).

Alkohol je poznat karcinogen, §to je potvrdeno i u mnogim istrazivanjima. Medutim, tocan
mehanizam karcinogeneze uzrokovan alkoholom nije u potpunosti poznat. Postoji nekoliko
teorija o tome kako alkohol moZe doprinijeti razvoju karcinoma usne Supljine. Jedna teorija
sugerira da alkohol djeluje lokalno na epitelne stanice usne Supljine, ¢ine¢i ih manje otpornima
smanjiti protok sline, $to rezultira duljim izlaganjem epitelnih stanica djelovanju alkohola, ali i
drugih potencijalnih karcinogena (26). Tre¢i potencijalni mehanizam ukljucuje metabolizam
alkohola nakon ingestije, gdje njegovi metaboliti ulaze u krvotok i izlucuju se u slinu. To moze
rezultirati produzenim kontaktom tih karcinogenih tvari s oralnom sluznicom, $to moze
uzrokovati oStecenja i doprinijeti karcinogenezi. Istodobna konzumacija duhanskih proizvoda
i alkoholnih pi¢a poveéava rizik za razvoj OSCC-a na 6 — 15 puta (27,28). Vazno je naglasiti
da koli¢ina konzumiranog alkohola ima veéi utjecaj na rizik od razvoja karcinoma u usporedbi
s brojem konzumiranih cigareta. To zna¢i da ako pusac koji pije alkohol udvostruci svoju
konzumaciju alkohola, ima veéi rizik od razvoja karcinoma u usporedbi s osobom koja

udvostruci broj dnevno popusenih cigareta (29).

Mehanizam HPV infekcije kao potencijalnog uzro¢nika karcinoma usne Supljine nije jo$ u

potpunosti razjasnjen i smatra se da on ¢ini manju podgrupu od svega 3 —5 % HPV pozitivnih
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intraoralnih karcinoma (30,31), a puno je jasniji etioloski faktor kod karcinoma orofarinksa,

gdje ¢e biti potanko objasnjen u poglavlju 1.2.2.

Uzivanje u zvakanju tzv. betel oras¢i¢a, odnosno plodova biljke areca, predstavlja glavni
etiologki faktor nastanka karcinoma usne $upljine u juZnoj i jugoistotnoj Aziji. Zvakanjem i
zadrzavanjem plodova na sluznici usne Supljine, a osobito na bukalnoj sluznici, alveolarnom
grebenu i jeziku, potiCe se stvaranje akreom induciranih lihenoidnih lezija, oralne leukoplakije
i oralne submukozne fibroze, kao prekursorskih lezija u nastanku in situ planocelularnog
karcinoma (31,32).

Kroni¢na dentalna trauma (engl. chronic dental trauma, CDT) kao rezultat loSe adaptirane
zubne proteze ili nesanirane denticije moze imati utjecaj na sluznicu gingivobukalnog podrugja.
Stoga neki autori sugeriraju potencijalnu uzro¢nu povezanost izmedu CDT-a i razvoja
gingivobukalnog karcinoma kod pacijenata bez klasi¢nih etioloskih faktora (engl. nonsmoker,
nondrinker, NSND) (33). Budu¢i da su do sada istrazivanja bila ograni¢ena na retrospektivne
studije, za bolje razumijevanje veze izmedu CDT-a i OSCC-a, neophodno je provesti
sveobuhvatno dokumentiranje povijesti traume stomatognatskog aparata kod pacijenata s
OSCC-om, kao i istrazivanje Zivotinjskih modela, kako bi se bolje razumjela potencijalna uloga
CDT-a kao uzro¢nog faktora (33).

U posljednjem desetljeu velika je pozornost posvefena i istrazivanjima na utjecaju
mikrobioma na razvoj tumora pa tako i mikrobiomu usne Supljine, odnosno patogenim i
komenzalnim bakterijama usne Supljine, koje svojim metabolickim nusproduktima mogu
izazvati trajne genetske promjene u epitelnim stanicama domacina u smislu podrzavanja
kroni¢ne upale, ali i razvoju karcinogeneze (34,35). Objavljeni rezultati sugeriraju da su
parodontni patogeni, kao $to su Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum i
Treponema denticola, povezani s oralnim karcinomom skvamoznih stanica (OSCC) (35) tako

Sto inhibicijom apoptoze i aktivacijom kroni¢ne upale stimuliraju tumorigenezu (35).

Opcenito, muskarci stariji od 50 godina obolijevaju od oralnog karcinoma ¢etiri puta ¢es¢e od
zena. Porast incidencije oboljelih u mladoj Zivotnoj dobi povezuje se s HPV infekcijom
(najzastupljeniji je HPV tip 16), koja se najcesée prenosi spolnim kontaktom, medutim za usnu
Supljinu i dalje je to manje znacajan postotak. Osobito se u toj podgrupi izdvaja skupina HPV

pl6 pozitivnih tumora medu nepusadima i osobama Zenskog spola koje ne konzumiraju
8
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alkoholna pica, a prognosticki imaju loSije prezivljenje. Vise od 80 % OSCC razvija se u
takozvanom ,,bazenu sline®, potkovastom podrucju usne Supljine koje ¢ini dno usne Supljine,
ventralna povrSina i lateralni rub jezika te retromolarno podrucje. Karcinomi sa sijelom na
jeziku i dnu usne Supljine ¢ine vise od 50 % OSCC. Vazno je napomenuti da bolesnici s OSCC-
om imaju povecani rizik za razvoj popratnih tumora, osobito u usnoj Supljini, zbog Siroke
genetski osjetljive sluznice na kancerogene ¢imbenike. Na temelju ispunjavanja specifi¢nih
Kriterija, ovi popratni tumori mogu se nazvati drugim primarnim tumorima (DPT) (19), koji se
dalje mogu kategorizirati u sinkrone i metakrone tumore. Sinkronim tumorima smatraju se
drugi primarni tumori koji se dokazu u trenutku postavljanja dijagnoze prvog, indeksnog
tumora ili unutar Sest mjeseci, a metakronim se nazivaju drugi primarni tumori koji se dokazu

barem Sest mjeseci nakon dijagnosticiranja indeksnog primarnog tumora.

1.1.4. Prekancerozne lezije

U onkogenezi plocastih karcinoma usne Supljine postoje prekancerozne lezije sluznice koje
imaju razli¢iti stupanj maligne alteracije, a koje Svjetska zdravstvena organizacija (engl. WHO
— World Health Organisation) od 2022. godine naziva ,,0ralni potencijalno maligni poremecaji
(engl. OPMD - oral potentially malignant disorders). U ove poremecéaju pripadaju
leukoplakija, leukoeritroplakija, eritroplakija, oralna submukozna fibroza, kroni¢na
kandidijaza, lichen ruber planus i jos neke rjede promjene (36). Leukoplakija i eritroplakija,
najces¢e prekancerozne promjene usne Supljine, privlace posebnu pozornost kliniCara i
znanstvenika zbog rizika od maligne transformacije. Procjenjuje se da je prevalencija
leukoplakije u svijetu 2 — 3 %, s moguénoscu maligne alteracije u 4 — 6 % sluc¢ajeva (37-39), a
prevalencija eritroplakije je 0,02 — 0,8 %, s moguéno$¢u maligne transformacije u vise od 50
% slucajeva (38).

Kod leukoplakije patohistoloski se radi o parakeratozi s ili bez odredenog stupnja displazije.
Leukoplakije se danas definiraju kao bijeli plakovi koji se ne mogu sastrugati, a do dijagnoze
se dolazi isklju¢ivanjem. Konkretno, ove lezije nisu povezane s bilo kakvim kemijskim,
fizickim ili infektivnim uzrocima osim duhana, alkohola ili betel quida (40). Leukoplakija je

ceS¢a kod muskaraca i obi¢no se pojavljuje u petom ili Sestom desetljecu zivota. Klinicki,

9
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leukoplakije se mogu klasificirati prema povrSinskim i morfolo§kim karakteristikama (41).
Homogene leukoplakije imaju glatku, bijelu, ravnu povrSinu s jasno definiranim granicama.
Nehomogene leukoplakije klasificirane su u tri klinicke kategorije: pjegava, nodularna i
verukozna leukoplakija (40,41).

Eritroplakija se definira kao potencijalno maligni poremecaj usne Supljine koji se o¢ituje kao
crvena mrlja na oralnoj sluznici, a ne moze se dijagnosticirati kao bilo koja druga definirana

lezija. Lezija ne moze imati traumatske, vaskularne ili upalne uzroke (42).

Eritroplakija se javlja u bolesnika srednje 1 starije Zivotne dobi, najcesée u Sestom 1 sedmom
desetljecu Zivota. Javlja se s jednakom ucestalo$¢u u oba spola sa srednjom prevalencijom od
0,11 % u opc¢oj populaciji (42). lako je eritroplakija rijetka, ona ima mnogo vec¢u stopu maligne
transformacije nego druga premaligna stanja, kao $to su leukoplakija i submukozna fibroza.
Prijavljene stope transformacije kre¢u se od 14 % do 50 %, 4 puta vise od stopa maligne
transformacije leukoplaki¢nih lezija (20). Sustavni pregledi pokazali su raspon od 1,3 % do 34

% maligne transformacije u eritroplaki¢ne lezije u globalnoj populaciji (20,42,43).

Patohistoloski se leukoplakija 1 eritroplakija mogu prezentirati kao blaga, umjerena i izrazena
displazija epitela sluznice, a ovisno o tome razliCit je i potencijal maligne alteracije; od 6 %, 18
% i 40 %. Pretpostavlja se da vecina invazivnih OSCC zapocinje svoj rast kao eritroplakija
(42).

Za oralni lihen planus je poznato da je $sansa za njegovu malignu alteraciju oko 0,5 — 1 % (44).

Preventivni pregledi visokorizi¢nih pacijenata, rano otkrivanje, redovno pracenje i efikasno
lijeGenje prekanceroznih lezija usne Supljine, klju¢ni su koraci u spreCavanju oralnog
karcinoma. Vise od 50 % karcinoma usne Supljine dijagnosticira se u uznapredovalom stadiju
bolesti, kada su ve¢ prisutne regionalne metastaze na vratu, sto dovodi do smanjenja stope

prezivljenja u svakom stadiju bolesti za 50%.
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1.1.5. Dijagnostika i TNM Kklasifikacija

Za postavljanje dijagnoze OSCC potrebni su anamneza i detaljan klinicki pregled glave i vrata.
Probatorna biopsija se koristi za potvrdu sumnje na planocelularni karcinom. Kod uzimanja
biopsije uvijek se sugerira uzorkovati rubni dio promjene u kome je potencijal rasta promjene
najveci s ili bez dijela zdrave sluznice. Viseslojna kompjutorizirana tomografija (MSCT) usne
Supljine, vrata i toraksa zlatni je standard za preoperativnu procjenu karcinoma usne Supljine —
radi utvrdivanja prosirenosti bolesti, prisutnosti regionalnih ili udaljenih metastaza ili drugih
sinkronih tumora, ¢esto u plu¢ima (45). Za odredena anatomska sijela preferira se koristenje
slikovnih pretraga magnetskom rezonancijom (MRI). Postoji nekoliko sustava za procjenu
stupnja proSirenosti bolesti, ali je danas svakako najproS$ireniji anatomski stupanj prosirenosti
bolesti TNM klasifikacija. Ona se temelji na utvrdivanju veli¢ine i proSirenosti primarnog
tumora (T), zahvacenosti regionalnih limfnih ¢vorova (N) te prosirenosti bolesti u drugi
organski sustav, odnosno na utvrdivanju postojanja ili nepostojanja udaljene metastaze (M).
Svakom slovu pridruZen je i broj na temelju kojega se kona¢no dobiva ukupni stadij proSirenosti
bolesti (Tablica 1.1.) (46).

11
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Tablica 1.1. Anatomski stupnjevi prosirenosti tumorske bolesti - TNM Kklasifikacija

karcinoma usne Supljine

PRIMARNI TUMOR (T)

X Tumor se ne moze procijeniti

TIS Tumor - carcinoma in situ

T1 Tumor <2 cm ili DOI < 5 mm

T2 Tumor 2-4 cm ili DOI 5 — 10mm

T3 Tumor >4 c¢m ili DOI > 10 mm

T4 T4a — umjereno uznapredovala lokalna bolest (tumor invadira okolne strukture poput kortikalisa donje ili
gornje Celjusti, invadira maksilarni sinus, kozu lica) ili DOI > 20 mm

T4b — vrlo uznapredovala lokalna bolest (tumor zahvaca Zva¢ne prostore, pterigoidnu plocu, bazu lubanje ili

infiltracija a. carotis interne)

Klini¢ki regionalni limfni ¢vorovi (cN)

CNX | Limfni ¢vorovi se ne mogu procijeniti

CNO Nema pozitivnih limfnih ¢vorova

CN1 Metastaza u jedan ipsilateralni limfni ¢vor < 3 cm bez ekstranodalne ekstenzije (ENE)
CN2 N2a — metastaza u jedan 1.¢. od 3-6 cm i bez ekstranodalne ekstenzije (ENE)

N2b — multiple metastaze u vise 1.¢. <6 cm bez ENE

N2c — metastaze u bilateralnim i kontralateralnim 1.¢. < 6 cm bez ENE

CN3 N3a — metastaze u 1.¢. > 6 cm bez ENE

N3b — metastaze u 1.&. s ekstranodalnom ekstenzijom (ENE)

Patoloski regionalni limfni ¢vorovi (pN)

PNX | Limfni ¢vorovi se ne mogu procijeniti

PNO Nema pozitivnih limfnih ¢vorova

PN1 Metastaza u jednom ipsilateralnom ¢voru < 3 cm, bez ektranodalne ekstenzije (ENE)

PN2 pN2a — metastaza u jednom ipsilateralnom ¢voru 3-6 cm; metastaza do 3 cm s pristunom ENE

pN2b — metastaza u 2 ili viSe ipsilateralna ¢vora do 6 cm

pN2c — metastaza u kontralateralni 1.¢. do 6 cm

PN3 pN3a — metastaza veca od 6 cm ali bez ENE

pN3b — metastaza s ENE veca od 3 cm i prisutnom ENE ili multiple ipsilateralne ili bilateralne metastaze s
ENE ili jedna kontralateralna s ENE

Udaljene metastaze (M)

MX Udaljena metastaza se ne moze procijeniti
MO Nema udaljene metastaze
M1 Prisutna metastaza u udaljenom organu
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1.1.6. Patohistoloske karakteristike tumora
Za razliku od vrednovanja anatomskog stupnja proSirenosti bolesti kroz TNM Kklasifikaciju,
koja predstavlja najsnazniji prognosticki alat, na sam ishod bolesti utjecu i ¢imbenici kao Sto su
komorbiditeti, izbor lijeCenja kao i osobine tumora (47). Tako se anatomskom stupnju
prosirenosti bolesti danas kao standard dodaju i patoloski parametri, kKoji su snazan prediktor
lijeCenja 1 ishoda lijeCenja tumora; poput stupnja diferenciranosti tumora, dubine invazije i
debljine tumora, perineuralne invazije, limfovaskularne invazije i ekstranodalne ekstenzije

regionalne metastaze.

Stupanj diferenciranosti tumora prema klasifikaciji WHO stupanj diferencijacije epitela
mozemo podijeliti na dobro (gradus 1), umjereno (gradus II) i slabo (gradus III) diferencirane
te nediferencirane ili dediferencirane tumore (gradus 1V) (48). Oni se procijenjuju na temelju
stupnja keratinizacije, jezgrinog i stani¢ng pleomorfizma i mitotske aktivnosti koje je prvi
opisao Broders (49). Zadnjih godina dosta je kontroverzije oko uéinkovitosti ovog sustava s
obzirom da su nerijetke slabe korelacije s odgovorom na lije¢enje i klinicke ishode (48). Mnoge
studije pokazuju malu ili nikakvu prognosticku vrijednost sustava ocjenjivanja ovakvim
na¢inom, ali je ona i dalje standard svakog patohistoloskog nalaza (48,50). Stoga su se zadnjeg
desetljeca razvili novi potencijalno objektivniji koncepti povoljnih odnosno kohezivnih i
nekohezivnih obrazaca invazije u doduse ne$to manjim ispitivanim skupinama Kraljevskog
koledza patologa iz Ujedinjenog Kraljevstva, (Royal College of Pathologists), kojima je
nedavno dodan i koncept tumorskog pupanja (engl. tumor budding, TB), veli¢ina stani¢ne
mreze, opsega keratinizacije, sadrzaja strome, veli¢ine i broja jezgara (51). Ipak, zadnjih godina
ipak sve je vise dokaza da bi pojmovi ,,tumorsko pupanje* (TB) i,,dubina invazije* (DOI) mogli

biti kljuéni prediktori pojave regionalnih metastaza, a time i loSijeg doZivljenja (51,52).

Dubina invazije i debljina tumora. Dubina invazije (engl. depth of invasion, DOI) najvazniji
je prognosticki ¢imbenik razvoja tumora regionalnih limfnih ¢vorova vrata (53). Od 2017,
godine sluZzbeno je uvrStena u TNM Kklasifikacijski sustav. Prema osmom izdanju Americkog
zajedni¢kog odbora za klasifikaciju raka (AJCC), dubina invazije (DOI) mjeri se od bazalne
membrane najblize susjedne normalne sluznice (Slika 1.3.) (46), do najdublje tocke invazije
tumora. Stoga je vazno napomenuti da dubina invazije nije isto §to i debljina tumora te da se

ove dvije mjere ne smiju zamijeniti. Debljina tumora moze biti veca od dubine invazije kod
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egzofiticnih tumora, a manja od dubine invazije kod endofiti¢nih ili ulceriranih tumora.
Istrazivanja su pokazala da je debljina tumora manje prediktivna za rizik od Sirenja limfnih
¢vorova 0d dubine invazije (53,54). Takoder, pokazalo se da DOI igra zna¢ajnu ulogu u
nastanku lokoregionalnog recidiva, Sirenju, prezivljavanju i metastazama u regionalnim
limfnim ¢vorovima (55,56) te je predlozeno da bude neovisni ¢imbenik rizika za neuspjeh

lijecenja 1 recidiv.
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Slika 1.3. Shematski prikaz dubine invazije (DOI) i debljine tumora

Perineuralna i limfovaskularna invazija. lako je perineuralnu invaziju (PNI) Cruveilhiera
opisao jo$ u 19. stoljecu, ona se i danas koristi kao dodatna opisna karakteristika intraoralnog
karcinoma. PNI, kao i prisutnost limfovaskularne invazije, sugerira losiju prognozu, a time i
potrebu za primjenom adjuvantne terapije (57). PNI se opcenito smatra pokazateljem
agresivnijih tumora s lo§ijim ishodom bolesti. Ranija misljenja su pokazivala da tumorske
stanice izravno infiltriraju perineuralni prostor, no nove studije pokazuju da je proces PNI
kompleksniji, uklju¢ujuci signalne interakcije tumorskih i Schwannovih stanica (58). Prisutnost
PNI je neovisni prognosticki ¢imbenik povezan s pove¢anim rizikom od regionalnih metastaza
i lokoregionalnog recidiva OSCC-a. Uz to, prisutnost limfovaskularne invazije u neposrednoj

blizini tumora kod ve¢ih karcinoma usne Supljine i orofarinksa povezana je s veCom ucestaloséu
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lokalnih recidiva, regionalnih i udaljenih metastaza, neovisno o klinickim i patohistoloskim

parametrima (57).

Ekstranodalna ekstenzija regionalne metastaze (ENE). Prisutnost regionalne metastaze
smanjuje petogodiSnje prezivljenje za 50 %, prisutnost proboja kapsule limfnog ¢vora takoder
smanjuje prezivljenje za dodatnih 50 %, a povecana je i stopa regionalnog recidiva, i pojava
udaljenih metastaza (59,60). Zbog ovoga se ENE svrstava u negativne prognosti¢ke ¢imbenike
te je od 2017. g. uvrSten u osmo izdanje TNM Kklasifikacije. Prisutnost ENE podize stupanj
prosirenosti bolesti te je preporuceno agresivnije lijeenje HNSCC, koje ukljucuje adjuvantnu

kemoradioterapiju (61).

1.1.7. LijeCenje
LijeCenje karcinoma usne Supljine kao vrlo agresivnog malignoma podrazumijeva
multimodalni pristup, odnosno koriStenje vise razli¢itih vrsta lijeCenja, ukljucujuci radikalnu
kirursku resekciju, lijeCenje radioterapijom (zracenjem) i upotrebu kemoterapeutika i
imunoterapeutika. 1zbor lije¢enja karcinoma usne Supljine ovisi 0 tumorskom TNM statusu,
dobi bolesnika, komorbiditetu, opéem zdravstvenom stanju, suradljivosti bolesnika i
preferencijama u terapiji. Za rane stadije u obzir dolazi jedna od ovih opcija, iako se prednost
kod inicijalnog lijeCenja tumora usne Supljine daje radikalnoj kirurskoj resekciji. Za
uznapredovale stadije, kao $to su stadiji Il i IV, primjenjuje se multimodalni oblik lijeCenja;
nakon radikalne resekcije se primjenjuje adjuvantna radioterapija ili kemoradioterapija.
Imunoterapija je za sada rezervirana za lijeCenje ponovnog povrata bolesti kod pacijenata koji

su ve¢ lijeceni standardnom kemoterapijom.

Primarno kirur$ko lije¢enje. Kod pacijenata s intraoralnim karcinomom koji se inicijalno
lijece kirurski potrebno je, prije svega, reci da njihovo prvo lijeCenje treba biti u pravilu i jedino
jer svi naknadni pokusaji lijeCenja imaju losu prognozu. Nadalje, kirursko lijeCenje metoda je
izbora u ranijem stadiju bolesti (stadiji I i IT) te ukljucuje resekciju tumora, a kod uznapredovale
bolesti (stadiji Il i 1V), uz resekciju tumora, potrebno je uéiniti i elektivnu ili kurativnu

disekciju vrata uz adjuvantnu radioterapiju ili kemoradioterapiju u ovisnosti o patohistoloskim
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obiljezjima tumora (perineuralna invazija, limfovaskularna invazija, pozitivan rub, prisutna
ekstranodalna ekstenzija ili prisutnost dvije ili viSe regionalnih metastaza i dr.). Zbog visokih
troskova, dugotrajnog lijeCenja i1 ozbiljnih nuspojava (poput kserostomije, disfagije,
osteoradionekroze), primarna radioterapija za rane stadije karcinoma usne Supljine obi¢no se
izbjegava. U slucaju operabilnih oralnih karcinoma stadija III. i IV., primarna radioterapija

primjenjuje se samo kod bolesnika koji zbog komorbiditeta nisu kandidati za kirurski zahvat.

Intraoralna ili transoralna resekcija za po¢etne tumore ¢T1 i ¢T2 ukljucuje radikalnu resekciju
primarnog tumora s dodatnim zdravim rubom. Pitanje elektivne disekcije kod pocetnih tumora
je pitanje debate zadnjih tridesetak godina. Kod klini¢ki uznapredovalih primarnih tumora
standard operacije je en block resekcija primarnog tumora s ili bez dijela donje Celjusti i

limfadenektomija ipsilateralne strane vrate tzv. commando operacija.

Primarna radioterapija kod tumora usne Supljine predstavlja jednakovrijedni oblik lije¢enja
kao i kirurSko lijecenje, ali je zbog brojnih komplikacija napustena kao prvi izbor lijeenja i
rezervirana je za (i.) neresektabilne tumore, (ii.) pacijente nedovoljno kondicionirane za
kirurS8ku terapiju i (iii.) pacijente koji odbijaju kirursko lije¢enje (62). 3D konformalna
radioterapija (3DCRT) predstavlja osnovni standard u terapiji tumora glave i vrata, koristeci
trodimenzionalne snimke za precizno oblikovanje polja zracenja prema ciljnom volumenu (63).
Ovaj pristup omogucuje oblikovanje snopa fotona putem viselistnog kolimatora kako bi se
uskladio s oblikom ciljnog volumena, Sto doprinosi efikasnosti i preciznosti tretmana. U
usporedbi s 3DCRT, IMRT (engl. intensity-modulated radiation therapy - intenzitetno
modulirana radioterapija) predstavlja napredniju formu koja se naziva i inverzna radioterapija
(64). Ovdje se prioritetno koriste sofisticirani kompjuterski algoritmi i uredaji za planiranje
zraCenja kako bi se precizno oblikovala i kontrolirala doza zracenja koja se isporucuje tumoru.
ZraCenje se dijeli na viSe malih zraka razli¢itih intenziteta koji se prilagodavaju obliku i veli¢ini
tumora. Intenzitet svakog zracenja se moze pojedinacno kontrolirati, omogucavajuéi visestruke
zrake razli¢itih snaga koje se medusobno preklapaju. Ovaj postupak omogucava vecu dozu
zraCenja unutar tumora pri ¢emu Se smanjuje izlaganje zdravom tkivu, a time se smanjuju i

stupanj nuspojava.

Adjuvantna radioterapija u ovisnosti je o patohistoloskim obiljezjima tumora pa je tako

prisutnost perineuralne invazije, limfovaskularne invazije, umjereni i visoki Brodersov gradus
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tumora te prisutnost dvije ili viSe regionalnih metastaza i dr., apsolutna indikacija za provedbu
adjuvantne radioterapije, a prisustvo pozitivnog ili bliskog ruba i prisutna ekstranodalna
ekstenzija u regionalnom limfnom ¢voru implicira primjeru kemoterapije tijekom provedbe

zracenja.

Kemoradioterapija. Kemoradioterapija se ¢esto koristi kao primarni ili adjuvantni tretman u
cilju ocuvanja organa ili kod bolesnika s visokim rizikom od recidiva, kao $to su slucajevi s
pozitivnim rubom resekcije ili ekstrakapsularnim Sirenjem (65). lako kombinacija kemoterapije
i zra¢enja Cesto poboljsava kontrolu nad lokalnim i regionalnim oblicima bolesti te ukupno
prezivljenje, nuspojave poput mukozitisa i kserostomije ceSce se javljaju nego kod pojedinacnih
terapija. Nakon objavljivanja istrazivanja EORTC 2004. godine, koje je usporedilo rezultate
adjuvantne radioterapije (54-66 Gy) s adjuvantnom kemoradioterapijom (radioterapija uz 3
ciklusa cisplatine u dozi od 100 mg/m?) na 334 bolesnika, postalo je standardna praksa koristiti
adjuvantnu kemoradioterapiju u visokorizi¢nih bolesnika (66). Pokazalo se da je period do
progresije bolesti bio znac¢ajno duzi kod bolesnika koji su primali adjuvantnu kemoradioterapiju
u usporedbi s onima koji su primali samo adjuvantnu radioterapiju, a ukupna stopa
prezivljavanja bila je visa u skupini s kombiniranom terapijom. Takoder je zabiljezena niza

kumulativna stopa lokalnih ili regionalnih recidiva (66).

Ciljana terapija. Od 2008. g. cetuksimab, odnosno 1gG1 monoklonsko protutijelo za receptor
epidermalnog ¢imbenika rasta, uvrsten je u prvu liniju lijeCenja metastatskog ili recidivirajuceg
karcinoma plocastih stanica glave i vrata i obi¢no se koristi u kombinaciji s kemoterapeuticima;
preparatima platine (cisplatine, karboplatine) i 5-FU (5- fluorouracil). Cetuksimab pojacava
radiosenzitivnost i inhibira rast stani¢nih linija karcinoma. Prema izvornoj EXTREME studiji
koju su objavilli Vermorken i suradnici 2008. godine, ukupna stopa odgovora (engl. ORR —
overall response rate) na ovaj nacin lijeCenja bila je 36 %, a medijan prezivljenja bez progresije

bolesti (engl. PFS — progression free survival) bio je 5,6 mjeseci (67).

Imunoterapija. Karcinom glave i vrata opéenito se smatra tumorom s niskim imunogenim
potencijalom. Nedovoljna aktivnost imunoloS§kog sustava igra vaznu ulogu u razvoju tumora
povezanih s virusima (humani papiloma virus - HPV, virus Epstein-Barr — EBV), kao i s
pusenjem 1 alkoholom. Iako postoji temelj za koriStenje imunoterapije u lijeCenju ovih

bolesnika, klinicki podatci sugeriraju da ve¢ina pacijenata trenutno ne pokazuje zadovoljavajuci
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odgovor na monoterapiju imunoterapijom. U terapiji karcinoma glave i vrata, istrazuju se
antitijela na inhibitor proteina 1 programirane stani¢ne smrti (PD-1) (poput nivolumaba i
pembrolizumaba), anti-PDL1 antitijela (poput durvalumaba, atezolizumaba i avelumaba) te
anti-CTLA4 antitijela (poput ipilimumaba i tremelimumaba). Dva inhibitora proteina 1 (PD-1)
programirane stani¢ne smrti, nivolumab i pembrolizumab, dobili su odobrenje za uporabu kod
bolesnika s rekurentnim ili metastatskim HNSCC-om. Pembrolizumab je, samostalno ili u
kombinaciji s platinom i fluorouracilom, od sijeénja 2024. u Republici Hrvatskoj postao
standardna terapija u prvoj liniji u odraslih bolesnika ¢iji tumori eksprimiraju PD-L1 s CPS-om
> 1 (68-70) (engl. CPS — combined positive score = kombinirana pozitivna vrijednost broja
PD-L1 pozitivnih stanica (tumorskih stanica, limfocita i makrofaga) u ukupnom broju

tumorskih stanica x 100)).

Medutim, u bolesnika s bole$¢u otpornom na preparate platine, stope odgovora na inhibiciju
PD-1 relativno su niske, izmedu 13 i 18 %, a neka istrazivanja ¢ak pokazuju ve¢u ranu smrtnost
za inhibitore kontrolnih tocaka u usporedbi s aktivnim kontrolnim skupinama. Prema studiji
KEYNOTE-048, stopa bez progresije bolesti (PFS) u ukupnoj populaciji bolesnika koji su
primili samo pembrolizumab ili u kombinaciji s kemoterapijom je nakon 12 mjeseci iznosila je

samo 17 % (71). To ukazuje na to da samo mali broj pacijenata ima koristi od imunoterapije.

1.2. Planocelularni karcinom orofarinksa

1.2.1. Anatomija zdrijela i orofarinksa
Zdrijelo je misi¢nomembranozna cijev koja se pruza od baze lubanje pa sve do uic¢a u jednjak.
U odraslih osoba, prosje¢no je dugacko oko 12 cm i moze se podijeliti na tri glavna dijela:

nazofarinks, orofarinks i hipofarinks.

Nazofarinks, takoder poznat i kao epifarinks, proteze se od baze lubanje do imaginarnog
vodoravnog polozaja koji prolazi kroz meko nepce tijekom gutanja kada se ono podiZe i osloni
na straznji zid zdrijela. Na krovu nazofarinksa nalazi se dno sfenoidnog sinusa, prednji dio
komunicira s nosom kroz nosne prolaze, a na bo¢nim stijenkama nalaze se torusi tubariusi s
otvorima Eustachijevih cijevi i tubarnim tonzilama. Zadnji dio nazofarinksa sadrzi zdrijelne

tonzile i adenoidne vegetacije (72).
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Orofarinks, poznat i kao mezofarinks, smjeSten je ispod nazofarinksa i proteze se od
horizontalne plohe koja prolazi kroz meko nepce do imaginarnog polozaja koji prolazi kroz
gornji rub epiglotisa. Sprijeda, orofarinks komunicira s usnom S$upljinom, a granicu
predstavljaju papile circumvalate, a lateralno prednji nepcani lukovi. Na bo¢nim stranama
nalaze se nepCani lukovi (arcus palatoglossus, arcus palatopharyngeus) s palatinskim
tonzilama koji se formiraju od misi¢a zdrijela (73). Prednji nepéani lukovi u gornjem dijelu
prelaze u meko nepce, a u sredini mekog nepca visi resica, uvula. MiSi¢i mekog nepca mogu
zategnuti resicu kako bi gotovo potpuno zatvorili Zdrijelo prema straznjem dijelu nosne
Supljine, Sto je klju¢no za proces gutanja. Straznji zid orofarinksa sastoji se od trupova drugog

i treCeg vratnog kraljeska (73).

Hipofarinks, koji se nalazi ispod orofarinksa, ima gornju granicu ozna¢enu kao polozaj koji
prolazi kroz epiglotis, dok se donja granica nalazi ispod hrskavice krikoida, gdje zapocinje
jednjak. Sprijeda, hipofarinks se susrece s grkljanom, odvojenim ariepiglotskim naborima.
Lateralno od tih nabora, na oba boka, nalaze se piriformni sinusi, uski dzepovi koji se otvaraju

tijekom gutanja.

Vazno je napomenuti da se tonzile razvijaju urastanjem epitela u vezivno tkivo na mjestima
gdje postoje Skrzni lukovi. Ovaj proces ukljucuje proliferaciju vezivnih stanica i krvnih Zila te
stvaranje kripti oko kojih se skupljaju limfociti i formiraju limfni ¢vorovi. Tonzile, ukljucujuci
nepcane, zdrijelne, jezi¢ne i tubarne tonzile, ¢ine Waldeyerov prsten, a mandule odnosno
krajnici (palatinalne tonzile) su najvece i najvaznije. Zdrave mandule obi¢no ne izlaze iz
nepc¢anih lukova, a povrsina njihove sluznice ima naboranu strukturu. U tim naborima nastaju
tonzilarne fosule, kojih moze biti izmedu 10 do 20 na svakoj manduli. U dnu fosula nalaze se
kripte, gdje je epitel najtanji i gdje postoji Cvrsta veza izmedu epitela i limfati¢nog tkiva tonzila.
Zdrijelne tonzile smjestene su na gornjoj i straznjoj stijenki nosnog Zdrijela, jezi¢na tonzila je
na korijenu jezika, dok se tubarne tonzile nalaze na bo¢nim stijenkama nosnog Zzdrijela oko

torusa tubariusa (72,73).

Upravo detaljnijim anatomskim razja$njenjem same grade orofarinksa, prikazuje se slozenost
pristupa u lijeCenju malignih bolesti ovog sijela uz maksimalnu prezervaciju funkcije. Nadalje,

onkoloska resekcija nikada ne bi smjela biti ogranicavajuéi faktor kasnije rekonstrukcije.
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1.2.2. Etiologija i epidemiologija
Danas je vise od 80 % orofaringealnih karcinoma u Sjedinjenim Drzavama uzrokovano HPV-
om, dok je samo priblizno 3 % karcinoma usne Supljine uzrokovano HPV-om. Duhan i alkohol
ostaju glavni etioloski ¢imbenici karcinoma usne Supljine, dok HPV u Zapadnom svijetu postaje
glavni etioloski faktor nastanka karcinoma orofarinksa, stavljaju¢i puSenje i konzumaciju
alkohola u drugi plan (30). Vazno je ne zanemariti u¢inke alternativnih duhanskih proizvoda
koji se svakodnevno pojavljuju, kao §to su bezdimni duhan/snus, nargile, vodene lule, e-
cigarete, aromatizirane cigare i cigarilosi te proizvodi koji se otapaju u ustima. Kancerogeni
ucinci ovih proizvoda i dalje su pod aktivnim intenzivnim istrazivanjima (30). Patofizioloski
mehanizmi klasi¢nih etioloskih faktora konzumacije alkoholnih pi¢a i duhanskih proizvoda

objasnjeni su ranije u poglavlju etiologija i epidemiologija karcinoma usne Supljine.

U razvijenim zemljama zapadnog Svijeta HPV-pozitivni karcinomi plocastog epitela glave i
vrata ¢ine 72 % svih tumora glave i vrata, dok je udio u zemaljama u razvoju tek 13% (74).
Postoji preko 20 podvrsta HPV-a koji se smatraju visokorizi¢nima, a naj¢es¢i su podtipovi 16,
18, 31, 33. HPV16 je odgovoran za 85 — 90 % slucajeva orofaringealnog HNSCC-a povezanih
s HPV-om u Sjevernoj Americi, dok je 50 — 75 % slucajeva raka vrata maternice pozitivno na
HPV16 i 18 (75). Prevalencija karcinoma orofarinksa povezanog s HPV-om povecala se u
zemljama u razvoju posljednjih godina (>220 % u SAD-u od 1984. do 2004.), osobito medu
mladim odraslim osobama. Prema americkim demografskim podacima, bijelci mladi od 45
godina biljeze najveci porast incidencije; godiS$nja stopa porasta od 2008. do 2012 iznosi 5,1 %.
S druge strane, incidencija HNSCC-a koji nije povezan s HPV-om je oko 50 % veéa medu
crnim Amerikancima (74). HPV-pozitivne HNSCC karakteriziraju veca infiltracija B-stanica u
mikrookruzenje tumora, manje genetskih mutacija i netaknut apoptotski odgovor te upravo ovi
faktori mogu objasniti puno bolju prognozu i bolji odgovor na radioterapiju i imunoterapiju, a
samim time i bolji medijan prezivljenja (130 naprema 20 mjeseci kod HPV-negativnih
karcinoma) (75,76). Sve to dovelo je do toga da se HPV pozitivni orofaringealni karcinom
izdvoji od planocelularnog karcinoma orofarinksa ,klasi¢nih“ etioloskih faktora te od 2017.

godine ima svoju zasebnu TNM Klasifikaciju.
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1.2.3. Dijagnostika, TNM Kklasifikacija i patohistoloske karakteristike
Za postavljanje dijagnoze potrebni su anamneza i detaljan klinicki pregled glave i vrata. Buduéi
da se radi o anatomski straznjim lokalizacijama, kao dio fizikalnog pregleda, u sklopu
fizikalnog pregleda sluzimo se direktonom faringoskopijom ili ¢esée fiberendoskopskim
pregledom zdrijela. Probatorna biopsija se koristi za potvrdu sumnje na planocelularni
karcinom. Za neka sijela straznje, lateralne i donje podlokalizacije, a uz nesuradljivost
pacijenta, potrebno je u€initi pregled zdrijela u uvjetima opce anestezije, prilikom cega se uzme

i dio tumora za histopatolosku analizu.

ViSeslojna kompjutorizirana tomografija (engl. multislice computed tomography, MSCT) usne
Supljine, vrata i toraksa standard je preoperativne procjene, odnosno obrade bolesnika s
karcinomom orofarinksa. Ona sluzi utvrdivanju prosirenost bolesti odnosno primarnog tumora
prema okolnim strukturama poput miSi¢a, krvnih Zzila i zivaca, prisutnosti regionalnih ili
udaljenih metastaza ili drugih sinkronih tumora, ¢esto u plu¢ima (45,77). Kod klini¢ki nejasne
regionalne bolesti takoder se sugerira uciniti ultrazvu¢ni pregled limfnih ¢vorova vrata, s ili bez
citoloSke punkcije suspektnog ¢vora s graniénom veli¢inom preko 5 mm. U Zapadnim
zemljama kao standard pretrage kod tumora orofarinska koristi se i MRI i PET/CT (77),
medutim u Republici Hrvatskoj za sada to nije standard. Nakon patohistoloske potvrde i
odredivanja stupnja proSirenosti, indicirano je svakom pacijentu odrediti klinicki TNM stadij

bolesti.

Sukladno preporukama AJCC je od 2017. godine HPV-pozitivni planocelularni karcinom

izdvojen od ostalih karcinoma orofarinksa kao entitet sa zasebnim TNM-om (Tablica 1.2.) (78).

TNM Kklasifikacija HPV negativnog plocastog karcinoma orofarinksa prikazana je u Tablici 1.3.
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Tablica 1.2. TNM klasifikacija HPV (+) orofaringealng karcinoma

HPV (+) PRIMARNI TUMOR
TO Nema dokaza primarnog tumora
Tl Tumor <2 cm
T2 Tumor 2-4 cm
T3 Tumor >4 cm ili ekstenzija tumora na lingvalnu povrsinu epiglotisa
T4 Tumor zahvaéa neku od struktura: larinks, ekstrinzi¢ne/duboke misi¢e jezika (genioglossus,
hyoglossus, palatoglossus, styloglossus), medijalni pterigoidni misi¢, tvrdo nepce ili mandibulu
CN — KLINICKI REGIONALNI LIMFNI CVOROVI

CNX Limfni ¢vorovi se ne mogu procijeniti
CNO Nema metastza u regionalnim limfhim ¢vorovima
CN1 Ipsilateralne metastaze promjera < 6 cm
CN2 Metastaze u bilateralnim i kontralteralnim 1.¢. promjera do 6 cm
CN3 Metastaze u limfnim ¢vorovima > 6 cm

PN — PATOLOSKI REGIONALNI L.C.
PNX Limfni ¢vorovi ne mogu se procijeniti
PNO Nema metastaza u regionalnim L¢.
PN1 Metastaze u <4 1.¢.
PN2 Metastaze u> 5 1.¢.
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Tablica 1.3. TNM klasifikacija HPV (-) orofaringealnog karcinoma

HPV (-) PRIMARNI TUMOR

X Tumor se ne moze procijeniti
TO Nema dokaza primarnog tumora
TIS Carcinoma in situ

T1 Tumor <2 cm

T2 Tumor 2-4 cm

T3 Tumor >4 cm ili ekstenzija tumora na lingvalnu povrsinu epiglotisa

T4 T4a — tumor zahvaca neku od struktura: larinks*, duboke/vanjske misice jezika (genioglossus,
hyoglossus, palatoglossus, styloglossus), medijalni pterigoidni misi¢, tvrdo nepce ili mandibulu

T4b — vrlo uznapredovala lokalna bolest (tumor zahvaca lateralni pterigodini misi¢, pterigoidnu plocu,
lateralni nazofarinks, bazu lubanje ili infiltracija a. carotis interne)

*- ekstenzija tumora prema lingvalnoj plohi epiglotisa ne smatra se invazijom larinksa

Klini¢ki - regionalni limfni ¢vorovi (cN)

CNX | Limfni ¢vorovi se ne mogu procijeniti

CNO Nema pozitivnih limfnih ¢vorova

CN1 Metastaza u jedan ipsilateralni limfni ¢vor <3 cm bez ekstranodalne ekstenzije (ENE)
CN2 N2a — metastaza u jedan 1.¢. od 3-6 cm i bez ekstranodalne ekstenzije (ENE)

N2b — multiple metastaze u viSe 1.¢. < 6 cm bez ENE

N2c — metastaze u bilateralnim i kontralateralnim 1.¢. < 6 cm bez ENE

CN3 N3a — metastaze u 1.¢. > 6 cm bez ENE

N3b — metastaze u 1.&. s ekstranodalnom ekstenzijom

Patoloski — regionalni limfni ¢vorovi (pN)

PNX | Limfni ¢vorovi se ne mogu procijeniti

PNO Nema pozitivnih limfnih ¢vorova

PN1 Metastaza u jednom ipsilateralnom ¢voru < 3 cm, bez ektranodalne ekstenzije (ENE)

PN2 pN2a — metastaza u jednom ipsilateralnom ¢voru 3-6 cm; metastaza do 3 cm s pristunom ENE;

pN2b — metastaza u 2 ili vise ipsilateralna ¢vora do 6 cm;

pN2c — metastaza u kontralateralni 1.¢. do 6 cm

PN3 pN3a — metastaza veca od 6 cm ali bez ENE

pN3b — metastaza s ENE veca od 3 cm i prisutnom ENE ili multiple ipsilateralne ili bilateralne metastaze

s ENE ili jedna kontralateralna s ENE

Udaljene metastaze (M)

MX Udaljena metastaza se ne moze procijeniti

MO Nema udaljene metastaze
M1 Prisutna metastaza u udaljenom organu
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1.2.4. Lijecenje
Orofaringealni karcinom predstavlja ozbiljan izazov u lijecenju te zahtijeva multidisciplinarni
pristup. To znaci da svaki pacijent kod kojega se dokaze maligni tumor u podrucju usne Supljine
1 orofarinksa, ali i1 bilo koji drugi malignom u podru¢ju glave i vrata, bude prezentiran na
multidisciplinarnom timu za lije¢enje bolesti glave i vrata s jasnom patohistoloskom potvrdom
bolesti 1 kompletnom dijagnostickom obradom, odnosno prikazivanjem stupnja proSirenosti
bolesti (staging) kroz TNM klasifikaciju. Odluka o optimalnom lijeCenju za svakog pacijenta
je individualna. Modaliteti lijeCenja obuhvacaju kirurske zahvate, radioterapiju, kemoterapiju i
imunoterapiju, ¢esto primijenjene samostalno ili u kombinaciji. Kirur§ko uklanjanje tumora
moze biti primarni pristup, posebice u ranoj fazi bolesti, a radioterapija i kemoterapija Cesto Su

neophodne za kontrolu lokalno uznapredovalih ili metastatskih tumora (79).

1.3. Prognosticki ¢cimbenici

Prognosticki ¢imbenici mogu se svrstati u tri glavne kategorije, ovisno ¢iji su sastavni dio, pa
tako postoje ¢imbenici ovisni o bolesniku, o samoj bolesti, odnosno tumoru i ¢imbenike ovisne
o lijecenju:

Prognosticki ¢imbenici ovisni o bolesniku. Opcenito govoreci, mnostvo je faktora ovisnih o
samom pacijentu, a koji mogu znacajno utjecati na tijek i dinamiku lijeenja; dob, spol,
komorbiditeti, rasa, genska predispozicija, socio-ekonomski status, konzumacija duhanskih
proizvoda i alkoholnih pi¢a, prehrana opcenito, indeks tjelesne mase, razina hemoglobina i
serumskog albumina i mnogi drugi. Tako prema nekim studijama muskarci pokazuju uspjesnije

stope lijeCenja od oralnog karcinoma, iako vec¢ina studija ne pokazuje razlike prema spolu.

Prognosticki ¢imbenici ovisni o tumoru usne Supljine i orofarinksa odnose se na
patohistoloske karakteristike primarnog tumora kao i regionalne limfne ¢vorove koji su veé
ranije podrobnije opisani, u koje spadaju TNM stadij, PNI, dubina invazije primarnog tumora,
gradus tumora, limfovaskularna invazija, prisutnost proboja kapsule limfnog ¢vora (ENE).
Najznacajniji negativni prognosticki ¢imbenik je prisutnost pozitivnog regionalnog limfnog

¢vora.
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Prognosti¢ki ¢imbenici ovisni o lije€enju podrazumijevaju jedini faktor koji jest u domeni
promjenjive varijable na koju mozemo utjecati biranjem najoptimalnijeg oblika lijeCenja. Oni
obuhvacaju izbor nacina lijeCenja, opseg i uspjeh kirurSkog lije¢enja, komplikacije, trajanje i

dozu radioterapije, izbor i primjena kemoterapije itd.

1.4. Prognosticki i prediktivni biomarkeri
Unato¢ napretku terapijskih modaliteta prilagodenih agresivnosti i1 riziku ponovne pojave
bolesti, stope petogodiSnjeg prezivljenja bolesnika nisu se znaCajno promijenile tijekom
proteklih desetljeca. Stoga je potrebno razviti nove strategije koje bi prilagodile dosadasnji
standardizirani pristup lijeCenju, uzimaju¢i u obzir individualne razlike u klinickim i

patohistoloSkim karakteristikama pacijenata.

Prognosticki biomarker bioloska je molekula koja se mjeri 1 evaluira kako bi se procijenilo
prisustvo i tezina bolesti, kao i prognoza bolesti, bez obzira na terapijski pristup. Biomarker
moze pruziti informacije o prirodnom tijeku bolesti, predvidajuéi vjerojatnost ishoda kao $to su

prezivljavanje, recidiv, odnosno ponovna pojava bolesti ili progresija bolesti.
Primjena prognostic¢kih biomarkera obuhvaca sljedece:

1) individualizacija lijeenja: razumijevanje prognoze moze pomoci klini¢arima da
prilagode terapijske strategije na osnovu rizika pacijenta. Pacijenti s lo§ijom prognozom
mogu zahtijevati agresivniji tretman.

2) planiranje prac¢enja: pacijenti s ve¢im rizikom od razvoja recidiva ili progresije bolesti
mogu imati koristi od CeS¢eg pracenja kako bi se potencijalni recidiv §to ranije
detektirao.

3) klini¢ka istrazivanja: prognosticki biomarkeri mogu biti korisni u dizajniranju klini¢kih

ispitivanja i u identifikaciji odgovarajucih populacija pacijenata za nove terapije (80).

U posljednjih nekoliko godina istrazivanja SU usmjerena na povezivanje odredenih
molekularnih biomarkera s neoplasticnom transformacijom i progresijom zlo¢udnih tumora
glave i vrata. Opcenito govoreci nastanak maligne bolesti je multifaktorijalan i sastoji se od ve¢
ranije spomutih vanjskih (ekstrinzi¢nih) ¢imbenika poput konzumacije duhana i alkoholnih

pica, izloZenosti Stetnim tvarima iz okolisa ili npr. nekim virusima te s druge strane intrinzi€énim
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faktorima domacina poput imunosupresije, pothranjenosti, aktivacije nekog protoonkogena
odnosno inaktivacija tumor supresorskog gena koja moze pobuditi zlo¢udnu preobrazbu i
potaknuti karcinogenezu. Zapravo, karcinogeneza tumora glave i vrata i malignih tumora
opcenito ukljucuje akumulaciju mutacija ili epigenetskih promjena u genima koje proizlaze iz
Stetnih ucinaka okolisnih ¢imbenika kod osjetljive osobe (81,82). Tako na primjer aktivacija
protoonkogena (RAS, MYC i EGFR) ili inhibicija tumor supresorskih gena (npr. TP53, RB1,
CDKNZ2A) okolisnim ¢imbenicima kao $to su puSenje, zraenje i virusna infekcija moze
povecati rizik od oralnog i orofaringealnog karcinoma plocastih stanica (83). Procesi
karcinogeneze u tumorima glave i vrata ukljucuju poremecaje regulacije razli¢itih signalnih
putova koji djeluju na popravak DNK, metabolizam karcinogena, stani¢ni ciklus, imunitet i
upalu (84). Polimorfizmi gena ukljuc¢enih u ove putove mogu takoder igrati vaznu ulogu u
razvoju tumora glave i vrata kroz promjene u aktivaciji i funkciji srodnih proteina. Razvoj
sporadi¢nih karcinoma (nenasljednih) moZe se objasniti jedino na temelju poligenskog
mehanizma u kojem se veliki broj alela niske penetracije (svaki s malim rizikom od razvoja

raka) kombinira zajedno kako bi uzrokovali i povecali osjetljivost na rak (81),(83-85).

Prediktivni biomarkeri danas imaju primjenu kod probira pacijenata kod kojih se ocekuje losiji

ishod (86).

U posljednje vrijeme, identifikacija i istrazivanje razli¢itih biomarkera znacajno su napredovali.
Slijedi nekoliko vaznih prognostickih i prediktivnih biomarkera kod karcinoma usne Supljine i

orofarinksa:

P53 je protein koji je kodiran tumor supresorskim genom TP53 a sudjeluje u regulaciji
stani¢nog ciklusa, apoptoze i1 prevenciji karcinogeneze. Mutacije u genu TP53 najcesce se
nalaze u DNA vezu¢oj domeni (engl. DNA-binding domain -DBD) proteina p53 (87) i ¢esto se
povezuju s razli¢itim vrstama karcinoma, ukljucujuéi oralni karcinom. Promjene u p53 mogu

ukazivati na agresivniji tumor 1 loSiju prognozu.

EGFR (engl. epidermal growth factor receptor) - receptor epidermalnog ¢imbenika rasta:
pripada HER obitelji (engl. human epidermal growth factor receptor); povecana ekspresija
EGFR-a Cesto je povezana s agresivnijim tumorima i loS§ijom prognozom i niZom stopom
prezivljavanja kod pacijenata s oralnim karcinomom i opc¢enito karcinomima glavi i vrata.

Takoder, visoka ekspresija EGFR-a moze ukazivati na veéu vjerojatnost recidiva tumora ili
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smanjeni odgovor na odredene terapije, Sto omogucuje prilagodbu tretmana prema

individualnim potrebama pacijenta.

Protein ciklin D1 prekomjerno je izrazen kod razli¢itih vrsta tumora, a povecana ekspresija
ovog proteina moze ukazivati na povecani rizik od metastaza i losiju prognozu i kod karcinoma
gusterace, karcinoma dojke, mokra¢nog mjeshura, plu¢a nemalih stanica, prostate, dok je kod

tumora glave i vrata zabiljezena ekspresija ¢ak i u do 80% slucajeva (88).

VEGF (engl. vascular endothelial growth factor), vaskularni endotelijalni faktor rasta. Visoke
razine VEGF-a Cesto se povezuju s poveéanim angiogenim potencijalom tumora, §to moze

dovesti do agresivnijeg rasta 1 Sirenja karcinoma.

MikroRNK (miRNA, miR) velika su skupina malih jednolan¢anih nekodiraju¢ih endogenih
RNK, duljine priblizno 18 — 25 nukleotida, koje igraju znacajnu ulogu u posttranskripcijskoj
regulaciji gena kroz interakciju s 3'UTR ciljne mRNK (89). Degradacija ili inhibicija njihove
translacije takoder igra vaznu ulogu u razvoju stanica u diferencijaciji, metabolizmu,
proliferaciji, migraciji, indukciji angiogeneze i apoptozi. Postoje brojni dokazi koji povezuju
promijenjeni profil miR-a s dobro definiranim stanjima koja utje¢u na pocetak, progresiju i

pojavu metastaza kod tumora glave i vrata (85).

Protein Ki-67 kodiran je genom MKI67 i nalazi se na 10. kromosomu. Ovaj marker
proliferacije i rasta tumorskih stanica rutinski se koristi u patohistoloskoj analizi za procjenu
brzine rasta velike vec¢ine tumora. Visoke razine izrazenosti Ki-67 Cesto su povezani s
agresivnijim tumorima, viSim stopama regionalnih metastaza, loSijom prognozom s losijim i
sveukupnim prezivljenjem kao 1 losijim prezivljenjem bez pojave bolesti kod ve¢ine tumorskih

sijela (90).

PD-L1 (programirana smrt liganda 1): ekspresija PD-L1 moze ukazivati na imunosupresivno
mikrookruzenje tumora i1 danas je standard imunoterapije za recidivirajuéi ili metastatski
karcinom plocastih stanica glave i vrata. Kao prediktivni biomarker u predvidanju u¢inkovitosti
monoterapije pembrolizumabom danas se koristi odredivanje ekspresije liganda programirane

smrti 1 (PD-L1) u tumorskim i imunoloskim stanicama (91).

HPV status: Infekcija humanim papiloma virusom visokog rizika (HPV 16 1 18) moZe uticati

na prognozu kod orofaringealnog karcinoma o ¢emu je ve¢ ranije bilo rijeci, pri ¢emu HPV-
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pozitivni tumori ¢esto imaju bolju prognozu u poredenju s HPV-negativnim tumorima. Kod

karcinoma usne Supljine HPV nema prognosticki znacaj, iako neki radovi sugeriraju cak

(92).

Zaklju¢no, molekularni biomarkeri predstavljaju snazan alat u dijagnostici, prognostickom
ocjenjivanju i terapijskom planiranju tumora glave 1 vrata. Ipak, danas se jo§ uvijek u klinickoj
praksi ne koriste specifi¢ni biomarkeri kojima bi se mogao pokusati predvidjeti tijek razvoja
bolesti, njegova agresivnost ili recimo utjecaj na smanjenje toksi¢nosti primijenjenog lijeka,

kao ni u izbjegavanju nepotrebnog lijecenja.

Klinicka praksa zasad koristi samo neke od ovih alata. Njihova potencijalna primjena
omogucavala bi preciznije predvidanje ishoda bolesti te personalizirani pristup lijeCenju s
ciljem poboljSanja kvalitete Zivota pacijenata. Buduca istrazivanja i razvoj novih molekularnih
biomarkera bit ¢e klju¢ni za daljnje napredovanje u borbi protiv ove agresivne i komplekse

bolesti.

1.5. Protein survivin
Survivin je najmanji protein u obitelji proteina inhibitora apoptoze IAP (engl. inhibitor
apoptosis protein) (86,87). Protein survivin kodiran je genom BIRC5 (engl. baculoviral
inhibitor of apoptosis repeat-containing 5). Osnovna uloga IAP je inhibicija aktivnosti kaspaza
direktnim ili indirektnim putem ¢ime se sprjecava apoptoza (88). Ovi unutarstani¢ni proteini
takoder su ukljuceni i u druge procese kao Sto su stani¢ni ciklus, migracija stanica, upalni
odgovor i urodeni imunoloski odgovor (90). Kod ljudi je nadeno desetak ¢lanova obitelji
proteina inhibitora apoptoze: BIRC1 (NAIP), BIRC2 (cAlIP1), BIRC3 (clAP2), BIRC4 (XIAP),
BIRCS (survivin), BIRC6 (BRUCE ili apollon), BIRC7 (livin) i BIRC8 (ILP-2), a zajedni¢ka
im je odlika postojanje najmanje jedne BIR domene koja sadrzi gotovo 80 aminokiselinskih
ostataka i nosi Zn?" u sredistu (91). Ta domena posreduje u interakcijama s drugim proteinima
i odgovorna je za njihovu antiapoptoti¢nu funkciju i tipi¢no se nalazi na N-terminalnom kraju

proteina.
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Survivin ima vaznu ulogu u regulaciji procesa apoptoze, slika 1.4. (92,93). Njegova ekspresija
je dinamicki regulirana tijekom razvoja organizma 1 prisutna je tijekom procesa diferencijacije
stanica kako kod ljudi tako i kod miSeva. Osim toga, survivin se uobiajeno nalazi u
embrionalnim tkivima, a homozigotna delecija tog gena rezultira ranom embrionalnom smréu,
naglaSavajuci njegovu vitalnu ulogu u procesima stani¢nog razvoja, diferencijacije i odrzavanja
homeostaze (94). Gen BIRCS5 se selektivno izrazava u tumorskim stanicama, dok ga normalna
tkiva obi¢no ne izrazavaju (95). Ekspresija survivina u tumorima ¢esto je povezana s njihovim

razvojem, losijim prognozama te otpornos¢u na kemoterapiju.
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Slika 1.4. Shematski prikaz funkcije gena BIRC5 (modificirano prema Deveraux i sur. 1997.)

1.5.1. Struktura, lokalizacija i alterantivno prekrajanje gena BIRC5
Gen BIRCS sastoji se od 14,7 kb na telomernom kraju kromosoma 17q25, a sastoji se od cetiri
eksona i tri introna (93). On kodira protein survivin, koji ima 142 aminokiseline i veli¢inu od
16,5 kDa (93,95,96). Sve dosad identificirane izoforme survivina sadrze samo jednu od
karakteristi¢nih N-terminalnih BIR (Baculovirus IAP Repeat) domena, dok se produljena
karboksi-terminalna a-uzvojnica zamjenjuje za IAP karakteristicnu "RING-finger" domenu.
BIR domena ima znafajnu ulogu u antiapoptotskoj funkciji survivina, dok amfipatska a-
uzvojnica utjeCe na tubulinske strukture (97). Bitno je naglasiti da se survivin u tekucini
kristalizira kao homodimer, gdje se dva monomera survivina medusobno povezuju preko
sredisnje "linker" regije, uz pomo¢ aminokiselinskih ostataka leucina (Leu6) i triptofana
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(Trp10) na N-terminalnom kraju proteina (98). Budu¢i da razli¢ite izoforme survivina pokazuju
razli¢it u¢inak na apoptozu, formiranje heterodimera survivina sa¢injenih od razli¢itih izoformi
moze imati klju¢nu ulogu u regulaciji njihove funkcije, sto bi moglo imati vazne posljedice u

kontekstu karcinogeneze.

IZOFORME PROTEINA SURVIVINA

RN e EE pre-mRNA
Swt mm 142 antigpoptotski
s2a  DEEN | 74 proapoptofski
$28 m:m 165 proapoptotski
i S3a m 78 antiapoptotski
S3B md}_ﬁi- 120 antiapoptotski

SAEX3 137 antiapoptotski
125 antiapoptotski

137 antiapoptotski

Slika 1.5. Struktura gena BIRC5 i njegovih izoformi - shematski prikaz alternativno

prekrojenih varijanti - izoformi gena BIRC5

Alternativno prekrajanje mRNK je proces tijekom ekspresije gena u kojem se prekursor mRNK
(pre-mRNK) molekula prekraja na razli¢ite na¢ine tijekom procesa sazrijevanja u zrelu MRNK.
Ovaj proces rezultira stvaranjem zrelih mMRNK molekula s razli¢itim eksonskim sastavom, a ta
raznolikost u eksonskom sastavu omogucuje stvaranje razlicitih proteinskih izoformi iz istog
gena. Osnovna ideja alternativnog prekrajanja je da se odredene sekvence unutar pre-mRNK
mogu ukloniti ili zadrzati, stvarajuéi razli¢ite kombinacije eksona u zrelim mRNK molekulama.
To rezultira stvaranjem proteina s razliitim funkcijama, lokalizacijama ili regulacijskim
svojstvima. Alternativno prekrajanje igra kljuénu ulogu u stvaranju bioloske raznolikosti i
kompleksnosti organizama, jer omogucuje jednom genu da kodira vise razli¢itih proteina s

razli¢itim funkcijama (99).

Gen BIRCS ima cetiri dominantna eksona (1, 2, 3, 4) i dva kripticka eksona (2B, 3B i 3y) tri

introna, a kodira desetak izoformi od kojih je osam s poznatom funkcijom (100).
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Ambrosini je 1997. g otkrio survivin divljeg tipa (engl. wild type, wt) koji se sastoji od eksona
1, 2, 3 i 4 koji tvore prijepis od 426 pb i kodira protein koji se sastoji od 142 aminokiseline, a
veli¢ine je 16,5 kDa. Nalazi se u citoplazmi, stvara heterodimere s drugim izoformama i ima

antiapoptotsku ulogu (95).

Survivin 2o (S 2a) otkriven je 2005.g., a sastoji se od eksona 1 i 2 kao i 3' 197 bp regije introna
2, velicine je 225 pb i kodira protein od 74 aminokiseline molekularne mase 8,5 kDa. Survivin

2a smanjuje antiapoptotsku aktivnost survivina, smjesten je 1 u jezgri i citoplazmi.

Survivin 2B (S 2B) ima izmedu eksona 2 i 3 umetnut dodatni ekson 2B, veli¢ine je 165
aminokiselina i ima molekulsku masu od 18,5 kDa. On ima skra¢enu BIR domenu i smatra se

da ima proapoptotsku funkciju. Nalazi se primarno u citoplazmi.

Survivin 3a (S 3a) sadrzi eksone 1 1 2 te zadrzava dodatnih 209 pb introna 2 §to znaci da se
sastoji od ukupno 386 pb. Kodira protein od 78 aminokiseline te se smatra da ima

antiapoptotsku funkciju (101).

Survivin 3B (S 3B) ima cetiri standardna eksona, kao i dodatni ekson 3B, koji se sastoji od
fragmenta 165 parova baza introna 3. Taj ekson 3B smjeSten je izmedu eksona 3 i 4. Odsutnost
a-uzvojnice na C-kraju survivina 3B, koja je prisutna u tipi¢nom, Wt survivinu, sugerira da ovaj
oblik vjerojatno nije povezan s G2-fazom i mitozom. Medutim, ima potpunu BIR domenu, $to
implicira njegovu antiapoptotsku ulogu, buduéi da se ¢ini da skra¢ivanje BIR-domene umanjuje
antiapoptotske ucinke survivina. Survivin 3B igra klju¢nu ulogu u otpornosti tumorskih stanica
na kemoterapijske lijekove, jer njegove antiapoptotske sposobnosti proizlaze iz njegove

sposobnosti vezanja i inhibicije prokaspaze 6 (102).

Survivin Aex3 (S Aex3) otkrili su Mahotka i njegovi suradnici 2002. g., a karakterizira ga
nedostatak eksona 3. Ova izoforma sastoji se od 329 baznih parova i kodira protein od 137
aminokiselina. Nedostatak eksona 3 rezultira translacijskim pomicanjem okvira ¢itanja, §to
stvara novu C-terminalnu sekvencu s potencijalnim mjestom za N-miristilaciju. lako posjeduje
promjenjenu BIR-domenu survivin Aex3 ima signal za nuklearnu lokalizaciju (NLS), te s nalazi
u jezgri. Izrazaj survivin AEx3 je dokazana u najmanje 13 razli¢itih vrsta karcinoma, ali, za

razliku od tipi¢nog, wt survivina, pokazuje dvojake funkcije u regulaciji apoptoze (103,104).

31



1. UvOoD

Survivin 3yM (S 3yM) (125 aminokiselina) i survivin 3yV (S 3yV) (137 aminokiselina)
razlikuju se po 4 baze §to rezultira proteinima s vrlo razli¢itim C-krajevima, a dodatni ekson 3y
umetnut je izmedu eksona 3 i 4. Prekomjerna ekspresija i jedne i druge izoforme povecava
otpornost na neke kemoterapeutike ¢ime se sugerira da navedene izoforme kao i S wt imaju

antiapoptotske uloge (103,105,106).

1.5.2. Polimorfizmi gena BIRC5
U proteklim godinama zapocela Su istraZzivanja koja se bave proucavanjem povezanosti
polimorfizama jednog nukleotida (SNP-ova, od engl. single nucleotide polymorphism) unutar
gena BIRCS s njegovom ekspresijom i potencijalnom ulogom u formiranju razli¢itih tumora.
Do sada su rezultati istrazivanja ukazali na to da odredeni polimorfizmi unutar regulatornih
regija gena BIRC5, poput promotora i 3° UTR regije, kao i uzvodno i nizvodno od kodirajuce
regije gena te u eksonu 4, mogu utjecati na stabilnost i razinu ekspresije pripadajuée MRNK
(107). Time se otvara mogucnost da ovi polimorfizmi imaju jednu od kljuénih uloga u procesu

razvoja tumora.

Jedan od najCe$¢e proucavanih polimorfizama je ¢.-31G>C koji se nalazi u 5'UTR regiji.
Prisutstvo ovog polimorfizma moze dosvesti do visih razina ekspresije survivina i koreliran je
s povecanim rizikom razvoja nekih karcinoma (npr. plu¢a (108)). Polimorfizmi c.-241C>T
(rs17878467) i c.-235G>A (rs17887126) nalaze se takoder u promotorskoj regiji i mogu utjecati
na ekspresiju survivina. Polimorfizam ¢.385G>A (rs2071214) nalazi se u eksonu 4, dok se
polimorfizam ¢.*571T>C (rs1042489) nalazi u 3'-UTR regiji. Smatra se da ovi polimorfizmi
utjecu na stabilnost mRNK survivina (107).

1.5.3. Survivin i tumori usne Supljine i orofarinksa
Survivin igra klju¢nu ulogu u regulaciji stani¢nog ciklusa i inhibiciji apoptoze, $to ga ¢ini
znacdajnim faktorom u razvoju i progresiji tumora. U tumorima glave i vrata, survivin je ¢esto
prekomjerno izrazen, §to je povezano s agresivnijim fenotipom tumora, otporno$¢u na terapiju
i loSijom prognozom za pacijente (109). Prekomjerna ekspresija survivina u tumorima glave i

vrata potice stani¢nu proliferaciju i $titi tumorske stanice od apoptoze, $to doprinosi njihovom
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opstanku irastu (110). Survivin je takoder ukljuc¢en u mitotsku regulaciju, §to dodatno povecava

maligni potencijal stanica raka.

Prema Liu i sur. 2017. povecana ekspresija BIRC5 mRNA otkrivena je u tumorskim uzorcim s
oralnim karcinomom u usporedbi s okolnim peritumoralnim ili normalnim tkivom (111).
Medutim, ovo poveéanje samo po sebi nije bilo dovoljno za poticaj progresije tumora u oralnom
karcinomu skvamoznih stanica. Ipak, uoceno je da je nuklearna ekspresija survivina povezana
sa stadijem tumora i stupnjem diferencijacije (111). U jednoj od najve¢ih meta analiza Zhoua i
sur. iz 2021. godine analizirana je baza od gotovo 5000 karcinoma, a koja pokazuje da je
survivin prediktor loSeg prezivljenja kod tumora glave i vrata za viSe anatomskih podsijela

(112).
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Povecana ekspresija izoformi gena BIRCS povezana je s loSijim prezivljenjem i loSijom
prognozom kod pacijenata oboljelih od planocelularnog karcinoma usne Supljine i orofarinksa.

Polimorfizmi gena BIRCS5 mogli bi imati utjecaj na ekspresiju izoformi.

Prisutnost genskog polimorfizama i odredivanje ekspresije izoformi gena BIRC5 mogli bi se
koristiti kao biomarker agresivnosti primarnog tumora ili prognosticki ¢imbenik ishoda

lijeCenja ili odgovora na terapiju u planocelularnim karcinomima usne Supljine i orofarinksa.
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3.  CILJ ISTRAZIVANJA

Ciljevi ovog istrazivanja:

1. ispitati ekspresiju razli¢itih izoformi gena BIRCS u tumorskom tkivu ispitanika.
2. ispitati ekspresiju razli¢itih izoformi gena BIRC5 u sluznici usne Supljine zdravih
ispitanika.

3. odrediti prisutnost polimorfizma gena BIRC5 kod ispitanika oboljelih od

planocelularnog karcinoma.

4. odrediti prisutnost polimorfizma gena BIRC5 kod zdravih ispitanika.
5. usporediti dobivene rezultate izmedu ispitivanih skupina
6. usporediti ekspresijske obrasce i polimorfizme BIRC5 s klinickim i

patohistoloSkim obiljezjima tumora te ishodima bolesti
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4.1. Ustroj studije
Ovo istrazivanje je ustrojeno kao retrospektivno. Provedeno je u Laboratoriju za nasljedni rak
Instituta Ruder Boskovi¢ u Zagrebu, u Zavodu za maksilofacijalnu i oralnu kirurgiju Klinickog
bolni¢kog centra (KBC) Osijek i na Katedri za medicinsku kemiju, biokemiju i klini¢ku kemiju

Medicinskog fakulteta Osijek Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku.

4.2. Ispitanici
U istrazivanje su ukljuceni oboljeli od patohistoloski verificiranog planocelularnog karcinoma
usne Supljine i orofarinksa, odnosno koristeni su arhivski uzorci tumora i periferne krvi
(koristeni u ranijim istrazivanjima), a koji su adekvatno pohranjeni na - 80 °C u Laboratoriju
za nasljedni rak Instituta Ruder Boskovic.
Ukljuéni kriteriji:

(1) oboljeli od patohistoloski verificiranog planocelularnog karcinoma usne Supljine i
orofarinksa, a koji su kirurski lije¢eni u Zavodu za maksilofacijalnu i oralnu Kirurgiju KBC
Osijek u periodu od 2007. do 2010. godine

(2) oboljeli od svih stadija bolesti prema aktualnoj osmoj reviziji TNM Kklasifikacije (prema

AJCC, od engl. American Joint of Cancer Commetee)

(3) oboljeli koji su inicijalno lije¢eni kirurski, radikalnom resekcijom primarnog tumora, s ili
bez disekcije vrata, uz adjuvantno prevedenu radioterapiji ili kemoradioterapiju, ovisno o

patohistoloSkim znacajkama tumora

(4) dobiven informirani pristanak.

Isklju¢ni kriteriji:
(1) bolesnici koji su bili prethodno lijeceni zbog zlo¢udnog tumora glave i vrata
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(2) bolesnici kod kojih koli¢ina patohistoloskog materijala nije bila dostatna za analizu
(3) bolesnici s neadekvatnim pra¢enjem ili nepotpunom medicinskom dokumentacijom.

Od patohistoloskih karakteristika evidentirana je veli¢ina primarnog tumora i nuklearni gradus
tumora. Takoder je evidentiran status i broj pozitivnih limfnih ¢vorova u disektatu vrata te su

bolesnici razvrstani prema stadijima bolesti koriste¢i aktualnu TNM klasifikaciju.
Svi ukljuceni ispitanici bili su praceni tijekom minimalno 60 mjeseci.

Za svaki uzorak koriSten u istrazivanju dobiven je informirani pristanak pacijenata. Ispunjen je
laboratorijski formular, potpisan od klini¢ara kao 1 suglasnost za sudjelovanje u istrazivanju
potpisana od strane pacijenata. Eticko povjerenstvo KBC Osijek i Medicinski fakultet Osijek
izdali su eticke dopusnice za provedbu ovog istrazivanja (broj 29-1:1688-12/2006, Klinicka
bolnica Osijek, Eti¢ko povjerenstvo, broj: R1-1510/2023).

Ovim istrazivanjem osiguralo se postivanje temeljnih etickih i bioetickih principa — osobni
integritet, pravednost, dobrocinstvo i1 neSkodljivost za ispitanika. U prikupljanju i prikazivanju
podataka Cuvala se privatnost ispitanika kao i njegov identitet. Pri znanstvenom istrazivanju
pridrzavali smo se preporuka Helsinske deklaracije i njezinih revizija, Kodeksa medicinske
etike 1 deontologije (NN 55/08), Pravilnika o klini¢kim ispitivanjima i dobroj klini¢koj praksi
(NN 121/2007, NN 175/2003), koji je u skladu sa Smjernicama Europske agencije i njenog
tijela Commitee for Proprietary Medicinal Products (CPMP/ITH/135/95). Prikupljeni podatci
prikupljeni su etickim i bioetickim principima te su pohranjeni, Sifrirani u sigurnoj
izvanmreZnoj pohrani, dostupni samo doktorandu i mentorima. Prikupljanje podataka i zastita

privatnosti ispitanika izvedena je prema Opcoj uredbi o zastiti podataka (GDPR 2016/679).

U ovom istrazivanju kod ispitanika s planocelularnim karcinomom usne Supljine i orofarinksa
analizirali smo ekspresiju izoformi gena BIRC5 i prisutnost polimorfizama gena BIRCS5, kao i
njihovu medusobno povezanost te anamnesticke podatke o spolu, trajanju bolesti, izloZenosti
¢imbenicima rizika poput konzumiranja duhanskih proizvoda, patohistoloske karakteristike
primarnog tumora i statusa regionalnih limfnih ¢vorova dobivenih nakon kirurske resekcije,
provedbe adjuvantnog lijecenja (radioterapija s ili bez kemoterapije) te podatke iz medicinske
dokumentacije o pracenju bolesnika koje obuhvaca period bez bolesti, ukupno dozivljenje,
ponovnu pojavu lokalne ili regionalne bolesti, odnosno udaljenih presadnica.
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U grupi zdravih kontrola Kkoristili smo se uzorcima tkiva zdrave sluznice usne Supljine i
uzorcima periferne krvi ispitanika koji su lijeeni u Zavodu za maksilofacijalnu i oralnu
Kirurgiju zbog neke druge nemaligne bolesti. Prikupljanje uzoraka ucinjeno je tijekom
operativnog zahvata koji je i ranije planiran, a pacijentu je detaljno objasnjen postupak biospije
zdrave sluznice uz prezentaciju kratkog informiranog pristanka kojeg je pacijent ranije procitao
i potpisao. Neposredno prije zahvata uzorkovana je i jedna epruveta periferne krvi (EDTA) koja
se odmah pohranila na - 20 °C do konacne analize. Tijekom prikupljanja zdravih kontrola
vodilo se rac¢una o spolnoj i dobnoj distribuciji zdravih kontrola prema skupini bolesnika te je
zabiljeZzen status puSenja. Za sam postupak ishodovana je dozvola Etickog povjerenstva
Klinickog bolni¢kog centra Osijek (R2-1457/2022).

4.3. Odredivanje ekspresije izoformi

4.3.1. Uzorkovanje tkiva
Uzorkovanje tumorskog tkiva kod bolesnika izvrSeno je tijekom samog operativnog zahvata
kada je uzorkovan fragment tumorskog tkiva veli¢ine oko 10 X 5 mm i pohranjeno u RNA later
(proizvodac) na - 20 °C, a potom na - 80 °C do konac¢ne analize. Uzorci zdrave sluznice
uzorkovani su kod kontrolnih ispitanika tijekom operativnog zahvata na nacin da se ekscidirao
uzorak zdrave bukalne sluznice veli¢ine oko 10 X 5 mm koji je pohranjen na isti nac¢in do

konacne analize.

4.3.2. lzolacija RNK iz tkiva
Svi koraci izolacije RNK iz stanica provode se na ledu radi ouvanja njenog integriteta.
Takoder, svi koraci centrifugiranja se izvode u ohladenoj centrifugi na + 4 °C. Tkivo (zdravo
ili tumorsko) se usitni prvo skaricama, a zatim u homogenizatoru u prisutnosti 500 pL TRIzol-
a (Invitrogen Life Technologies, SAD) i inkubira 5 minuta na sobnoj temperaturi. TRIzol
reagens je monofazna otopina fenola i gvanidin izotiocijanata koja odrzava integritet RNK
tijekom homogenizacije tkiva, istovremeno remete¢i integritet staniénih membrana 1

rastvarajui stanicne komponente. Nakon toga, dodaje se 100 pL kloroforma i sadrZaj
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mikroepruvete se dobro promijesa muckanjem. MjeSavina se potom inkubira 5 minuta na
sobnoj temperaturi. Sljedeci korak je centrifugiranje na + 4 °C, 15 minuta na 13200 o/min, ¢ime
se otopina razdvaja u gornju vodenu fazu, medufazu i donju organsku fazu. RNK ostaje u
gornjoj, vodenoj fazi koja se prebacuje u ¢istu mikroepruvetu. Za precipitaciju RNK, dodaje se
250 pL izopropanola, dobro promijesa i inkubira 10 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon toga,
centrifugira se 15 minuta u ohladenoj centrifugi na 13200 o/min. Supernatant se odlijeva,
vodeci racuna da se ostavi 15 — 20 % vodene faze iznad medufaze kako bi se izbjegla
kontaminacija proteinima, dok RNK ostaje u precipitatu. Precipitat RNK se ispere s 500 uL 75
% - tnog etanola i centrifugira u ohladenoj centrifugi 10 minuta pri 13200 o/min. Nakon toga,
supernatant se ponovno odlijeva, a mikroepruveta ostaje otvorena kako bi se osuS$io talog,
odnosno kako bi preostali etanol ispario. Za kona¢no otapanje RNK, koristio se 30 uL sterilne

vode, a zatim se uzorak pohranjuje u hladnjak na — 80 °C do daljnje upotrebe.

4.3.3. Odredivanje koncentracija RNK
Za odredivanje koncentracije RNK Koristio se spektrofotometar NanoPhotometer® N60/N50
(Implen, Njemacka). Uredaj mjeri apsorbanciju pri valnim duljinama od 230 nm, 260 nm i 280
nm. Postupak zapocinje nanoSenjem 1 pl vode kao pozadinske korekcije na mjesto
namijenjeno mjerenju mikropipetom. Uredaj prikazuje koncentraciju RNK, kao i omjere
A260/A280 1 A260/A230. Omjer A260/A280 odrazava ¢isto¢u RNA, te §to je blizi 2, to je RNK
¢iS¢a. Nizi omjer moze upucivati na kontaminaciju proteinima koji apsorbiraju na 280 nm.

Omjer A260/A230 takoder ukazuje na Cisto¢u uzorka, a za ¢isti uzorak je u rasponu 2 - 2,2.

4.3.4. Reverzna transkipcija
RNK se prije analize ekspresije gena kvantitativnim real-time PCR-om prevela reverznom
transkriptazom u cDNK (engl. complementary DNA, komplementarna DNK). Reakcija
reverzne transkripcije radila se s 500 ng RNK. Za ovu reakciju koristen je kit za reverznu
transkripciju (Applied Biosystems, SAD) koji sadrzi sve potrebne komponente. U ukupni
volumen od 25 pL ulazi 8,5 uL reakcijske smjese (10 x pufer (10% v/v)), 4 mM dNTP, 10 x
pocetnice (10 % v/v), 1 U/uL inhibitora RNaza i 2,5 U/uL reverzne transkriptaze), 500 ng RNK

te se nadopunjuje s H20 (oslobodena od nukleaza) do kona¢nog volumena.
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4.3.5. Kvantitativna lan¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (engl.
real time PCR, gRT-PCR)
Real-time PCR (RT-PCR), poznat i kao lan¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu, je
metoda zasnovana na standardnoj PCR metodi. Glavna razlika i vazno tehnolosko unapredenje
je mogucénost istovremene detekcije PCR produkata i pra¢enje eksponencijalne replikacije
novonastalih DNK molekula sa svakim ciklusom reakcije. U tijeku reakcije PCR-a, koli¢ina
DNK se udvostrucuje, sto rezultira eksponencijalnim povecanjem DNK koli¢ine u uzorku sa
svakim ciklusom. Ovo se prati pomoc¢u fluorescentne boje SYBR Green, koja se veze na
novonastale DNK odsjecke. Fluorescencija se poveéava s svakim ciklusom, a ciklus u kojem je
stvorena dovoljna koli¢ina DNK da bi fluorescencija presla prag detekcije naziva se Ct
vrijednost. gRT-PCR pretpostavlja da je koli¢ina novosintetizirane DNK tijekom
eksponencijalne faze reakcije PCR proporcionalna pocetnoj koli¢ini DNK. Na temelju toga se
odreduje prag fluorescencije u eksponencijalnoj fazi (engl. treshold). Kad razina fluorescencije
prijede taj prag, odreduje se ciklus prijelaza praga fluorescencije (engl. threshold cycle, Ct). Sto
je niza Ct-vrijednost, to je pocetna koli¢ina DNK bila veca, jer je prag fluorescencije ranije
postignut. S druge strane, uzorak s manje DNK ¢e imati visu Ct vrijednost. Eventualne razlike
u pocetnoj koncentraciji uzorka se ispravljaju istovremenom analizom referentnog gena koji
sluzi kao kontrola, jer je njegova ekspresija stabilna u svim tkivima i pod svim uvjetima. Sve
Ct vrijednosti se zatim normaliziraju u odnosu na Ct vrijednost referentnog gena. Za usporedbu
ekspresije gena izmedu dvije kategorije uzoraka, relativna ekspresija gena se izraCunava kao
promjena ekspresije u odnosu na referentni gen i izrazava se kao 22, gdje je ACt razlika u
ekspresiji (Ct [ispitivani gen] - Ct [referentni gen]). qRT-PCR je izvedena koriste¢i pojedina¢ne
mikrokapilare ili plo¢ice s 96 bunari¢a, koriste¢i Bio-Rad 96 CFX uredaj za kvantitativni real-

time PCR (Bio-Rad Laboratories, SAD).

Detektirana je ekspresija osam izoformi survivina: S wt, S 2a, S 2B, S 3a, S 3B, S Aex3, S 3yM
iS 3yV, kao ireferentnog gena TBP. Reakcijska smjesa se priprema zasebno za svaku izoformu.
U smjesu se dodaje SsoFast™ EvaGreen supermix (Bio-Rad Laboratories, SAD) 2x (50% v/v),
pocetnica F (0,3 mM), pocetnica R (0,3 mM) te voda do ukupnog volumena od 9 pL po uzorku.
Real-time PCR se izvodi najmanje u duplikatu za svaki uzorak, a za svaku reakcijsku smjesu

za svaki gen priprema se i jedna dodatna negativna kontrola u koju se ne dodaje cDNK uzorak
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(engl. no template control, NTC). Nukleotidne sekvence koriStenih pocetnica navedene su u
Tablici 4.1.

Tablica 4.1. Sekvence pocetnica koristene za odredivanje ekspresije izoformi gena za survivin

Pocetnica Slijed nukleotida

Swt | F- TGACGACCCCATAGAGGAAC
R - TCCTTTGCATTTTGTTCTTGG
S24 | F- AACTGGCCCTTCTTGGAG
R - ACTTACATGGGGTCGTCATC
So8 | F- GATGACGACCCCATTGG
R - TTATGTTCCTCTCTCGTGATCC
S3g | F- GAGGCTGGCTTCATCCACT
R - AGAGCTCTCTCATGGGGTCGT
S3g | F- GCCAAGAACAAAATTGAGAGAG
R - AACAGACCCTGGCAAACATC
S Aex3 | F - GACGACCCCATGCAAAG
R - GTGGCACCAGGGAATAAAC
S3yM | F - GATGACGACCCCATAGAGGA
R - GGGTGACAGAGTAAGACCAATTTT
Sayv | F - GATGACGACCCCATAGAGGA
R - TGACAGAGTAAGACCCTGTAATTTTG
TBP | F- CACGAACCACGGCACTGATT
R- TTTTCTTGCTGCCAGTCTGGAC

4.4. Analiza polimorfizama gena BIRC5
Od svakog bolesnog ispitanika prije operacije i od svakog ispitanika kontrolne skupine
uzorkovana je jedna epruveta krvi (s aditivom K3EDTA). Uzorci su ¢uvani na - 20 °C do

analize.

4.4.1. lzolacija genomske DNK
Metodom isoljavanja izolirana je genomska DNK iz uzorka pune krvi odnosno leukocita
(bijelih krvnih stanica). Eritrocite su uklonjeni osmotskom lizom, a zatim razgradeni kako bi
se oslobodila DNK iz njihove jezgre. Proteini si uklonjeni isoljavanjem pomoc¢u NaCl
(natrijevog klorida). Proces izolacije genomske DNK metodom isoljavanja iz pune krvi odvijao

se u dvije faze.
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U prvoj fazi su uzorci pune krvi ¢uvani su na — 20 °C u epruvetama. Prije upotrebe su prenijeti
u epruvete od 50 mL u kojima su otopljeni i zatim preneseni u nove hermeticki zatvorene
epruvete te isprani s RCLB puferom (engl. Red Cell Lysis Buffer, pufer za lizu eritrocita),
nadopunjavajuci svaku epruvetu istim puferom do ukupnog volumena od 40 mL. Njezno su
promijesani izvrtanjem i drzani na ledu 15 minuta, a zatim centrifugirani 10 minuta pri 5000
o/min i 4 °C (Universal 320R, Hettich, Njemacka). Uklonjen je supernatant i na taloge je
dodavano po 5 mL RCLB-a. Snazno su mijeSani na vibracijskoj mijesalici dok se nisu razbili.
Zatim je svaka epruveta nadopunjena RCLB-om do 25 mL volumena i centrifugirana jos 10
minuta pri 5000 o/min i 4 °C. Postupak ispiranja s RCLB-om ponavljan je dok su talozi
leukocita presli iz crvene u blijedoZzutu boju. Nakon toga su ponovo uklonjeni supernatanti i na
taloge je dodano po 2,5 mL SE pufera (NaCl i NaEDTA). Nakon $to su razbijeni treSnjom na
vibracijskoj mijeSalici u svaki uzorak dodano je 200 uL 10 % SDS pufera (engl. sodium dodecyl

sulfate, natrij dodecil sulfat) i 15 pL proteinaze K i ostavljeno u kupelji preko noc¢i na 37 °C.

U drugoj fazi je sadrzaj svake epruverte prenesen u nove plasti¢ne epruvete od 13 mL, dodano
je 750 uL 5 M NaCl-a i sadrzaj je treSen na vibracijskoj mjesalici dok nije postao mlije¢no
bijele boje. Zatim su uzorci centrifugirani 15 minuta pri 5000 o/min na sobnoj temperaturi.
Nakon toga su supernatanti preneseni u nove sterilne epruvete od 15 mL. U njih je dodano 3,5
mL izopropanola te su ru¢no mijesane dok DNK nije postala vidljiva. DNK je zahvacena
sterilnom staklenom Pasteurovom pipetom, isprana u apsolutnom etanolu te preneSena
Pasteurovom pipetom u mikroepruvete od 2 mL s odgovaraju¢im volumenom (100-500 uL) TE

pufera (tris acetat i EDTA), ostavljajuci je da se otapa preko no¢i pri4 °C na rotacijskom stalku.

4.4.2. Odredivanje koncentracije genomske DNK
U ovoj studiji, za spektrofotometrijsko mjerenje koncentracije DNK otopljenih u TE puferu,
koristen je NanoPhotometer® N60/N50 uredaj (Implen, Njemacka). 1 pL TE pufera Koristio se
za pozadinsku korekciju na otapalo. Odredena je koncentracija DNK i proteina za svaki uzorak.
Ugradeno racunalo u uredaju automatski je izraunavalo koncentraciju DNK iz apsorbancije
UV svjetla pri valnoj duljini od 260 nm, a istovremeno je mjerilo ¢istocu uzorka putem omjera

apsorbancija na dvije valne duljine: 260 i 280 nm. Otopina s omjerom A260/A280 od 1,8 do
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2,0 smatrala se ¢istom DNK. Manje vrijednosti upucivale su na kontaminaciju proteinima, dok

su vise vrijednosti ukazivale na kontaminaciju RNK

4.4.3. Lancana rekacija polimerazom (PCR)
Lancana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR) je laboratorijska
metoda kojom se eksponencijalno umnozavaju Zeljeni odsjecci dvolancane DNK pomocu
termostabilnog enzima DNK polimeraze i dvije oligonukleotidne pocetnice koje odreduju
odsjecak koji ¢e se umnoziti. U reakcijsku smjesu se jos dodaju optimalno pufer, ioni (K i Mg),
te smjesa nukleotida (dATP, dGTP, dCTP, dTTP). PCR ukljucuje termicki ciklus, koji se
strojno izvodi, a sastoji se od tri glavna koraka koji ¢ine jedan ciklus. Prvo je denaturacija, kada
se dvolancani "kalup" DNK zagrijava (na temperaturi od 92 do 96 °C) kako bi se razdvojio na
dva jednolan¢ana. Drugi korak je prijanjanje, kada se temperatura smanjuje (od 55 °C do 72°C)
kako bi se DNK pocetnice mogle pricvrstiti na "kalup". Tre¢i korak je sinteza, kada se
temperatura podize (68 °C — 72 °C) i novi DNK lanac sintetizira Taq polimerazom. Ova tri
koraka se ponavljaju 25 — 45 puta, $to udvostrucuje broj kopija DNK u svakom ciklusu reakcije.
Nakon zavrsetka PCR-a, elektroforezom se moze provjeriti koli¢ina i veli¢ina proizvedenih

fragmenata DNK.

Cjelokupno kodiraju¢e podruéje gena BIRC5 je genotipizirano, uklju¢ujuci najéesée SNP-ove
(engl. single nucleotide polymorphism - polimorfizam jednog nukleotida) u promotorskoj regiji
kao i u regiji 3'UTR koji su odabrani iz SNP baze podataka Nacionalnog centra za
biotehnologiju (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/snp/). Tijekom tog istrazivanja dizajnirano je
trinaest parova pocetnica za trinaest PCR produkata koji su navedeni u Tablica 4.2. Pocetnice
za odabrane fragmente dizajnirane su prema sekvenci gena BIRC5 (GenelD: 332) iz baze
GenBank pod brojem NG 029069.1 pomoéu mreznog programa  Primer3
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/).
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Tablica 4.2. Sekvence pocetnica za genotipizaciju i uvjeti reakcije PCR

UMNAZANI DULJINA Tm/°C SEKVENCA POCETNIH
FRAGMENT UMNAZANOG OLIGONUKLEOTIDA (F, R)*
FRAGMENTA (pb)

BIRC5S 228 66 F 5-GGAGGAGAGAAAGGGAGGAA-3'
c.-1547 R 3- GGCTGGTCTCAAACTCCTGA-3'
BIRC5S 175 60 F 5-CCCCTGACTCCAGAAGGTG-3'
c.-625 R 5-TCAGACAGGAGAGCTTTACAGG-3'
BIRC5S 159 62 F 5- GATTACAGGCGTGAGCCACT-3'
c.-241 R 5- GTGTGCCGGGAGTTGTAGTC-3'
BIRC5S 251 58 F 5-GACTACAACTCCCGGCACAC-3'
ekson 1 R 5-CCTCCAAGAAGGGCCAGT-3'
BIRC5S 264 58 F 5-AGCCCTTTCTCAAGGACCAC-3'
ekson 1a R 5-CTCGATGGGGACAAAGCAG-3'
BIRC5S 250 62 F 5-CACTCACGAGCTGTGCTGTC-3'
ekson 2.1 R 5-GAAGCAATGAGGGTGGAAAG-3'
BIRC5S 242 60 F 5>-CGATGGGCTTTGTTTTGAAC-3’
ekson 2.2 R 5-CAGGGTCTGCTGATGTATTCTG-3'
BIRC5S 147 64 F 5-CCCTTCTCTGCCCTTAATCC-3'
ekson 2B R 5-TAGTGGAGACGGGGTTTCAC-3'
BIRC5 342 62 F 5-AGAGGTGCCATATGGGAATG-3'
ekson 3 R 5-CATTGAACAGGGTTTGAGCA-3'
BIRC5 229 60 F 5-CCCTGGATTTGCTAATGTGA-3'
ekson 3B R 5-AGCTCTGCTCTTAACCACTGC-3'
BIRC5 310 62 F 5- CTGGGAAGCTCTGGTTTCAG-3'
ekson 4 R 5'- CTGGTGCCACTTTCAAGACA-3'
BIRC5 161 60 F 5- TGCATGACTTGTGTGTGATGA-3'
¢.9809 R 5- CCGTTTCCCCAATGACTTAG-3'
BIRC5 159 60 F 5-TGTATCATCCGGGCTCCTT-3'
c.10611 R 5-ACAGAGGCTGGAGTGCATTT-3'

*F — naprijed (engl. forward), R — unatrag (engl. rewerse)

Reakcijska smjesa (10 puL): 1 uL 10x boje LCGreen Plus+ (Idaho Technology, SAD), 1 uL
komercijalno dostupnog 10 x PCR pufera s 20 mM MgClz koji sadrzi govedi albumin iz seruma
(Idaho Technology, SAD), 0,2 uL. smjese nukleotida (dATP, dTTP, dCTP, dGTP, 50 mM svaki;
Roche, Svicarska), 0,5 pL svake pocetnice (500 nM svaki), 1 uL. DNK uzorka, 0,08 pL FastStart

Taq DNK polimeraze (Roche, Svicarska) i voda do ukupnog volumena od 10 pL.

Zbog visokog sadrzaja GC u DNK sekvenci promotorske regije, a za uspjesnije umnazanje, bilo

je potrebno u sve PCR fragmente smjestene u promotoru dodati GC-bogati pufer (Roche,

Svicarska) koji dolazi u kitu s FastStart Taq DNK polimerazom te odgovarajuée manje H20. U

reakcijsku smjesu PCR-a prvo je dodana voda, a zatim ostali reagensi i enzim. Prije stavljanja
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u PCR uredaj (2720 Thermal Cycler, Applied Biosystems, SAD) sve je kratko promijesano na

vibracijskoj mjesalici i centrifugirano na kratkom programu.

Pocetna denaturacija odvijala se 4 minute na 94°C, a denaturacija u svakom ciklusu na 94°C
trajala je 30 sekundi. Vezanje pocetnica u svakom ciklusu trajalo je 45 sekundi s time da je
koriStena odgovarajuc¢a temperatura vezanja za svaki par pocetnica (58 °C — 66 °C), ovisno o
fragmentu). Elongacija na 72 °C trajala je 7 minuta u svakom ciklusu. Slijedilo je stvaranje
heterodupleksa 1 minuta na 98 °C i zatim 5 minuta na 40 °C. Sve radene PCR reakcije imale

su 45 ciklusa.

4.4.4. Elektroforeza
Elektroforeza na agaroznom gelu koriStena je za provjeru uspjes$nosti, ucinkovitosti i
specifiénosti PCR reakcija. Za vizualizaciju razdvojenih fragmenata DNA Koristi se boja
MIDORI Green Advance (Nippon Genetics Europe, Njemacka). Za osvjetljavanje gela UV

svjetlom i odredivanje polozaja DNK u gelu koristi se UV transiluminator.

Produkti PCR reakcije analizirani su na 1% gelu agaroze pripremljenom s TAE puferom (40
mM Tris-acetat, 1 mM EDTA, pH 8,0) (Sigma, SAD) i MIDORI Green (1 pg/mL) (Nippon
Genetics Europe, Njemacka). U jazice polimeriziranog gela umetnutog u uredaj za
elektroforezu naneseni su uzorke u odgovarajuée jazice. U prvu jazicu smo nanijeli 5 pL DNK
standarda 1 kb Plus (Thermo Fisher Scientific, SAD) koji sluzi za usporedbu i procjenu veli¢ine
PCR produkta. U svaku od preostalih jazica smo dodali po 2,5 uL. PCR produkta pomijesanog
s 1 pL pufera za nanoSenje uzoraka (0,05 % bromfenol plavo, 0,05 % ksilen cijanol, 50 %
glicerol). Elektroforeza je provedena pod naponom od 100 V tijekom 20 minuta. Za detekciju
i fotografiranje gelova koriSten je Image Alliance 4.7 (UVItec Limited, Ujedinjeno
Kraljevstvo), slika 4.1.
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Slika 4.1. Elektroforeza na agaroznom gelu: PCR produkt eksona 4 (uredaj Image Alliance 4.7)

4.4.5. Analiza heterodupleksa
Analiza heterodupleksa (dvostruke uzvojnice DNK) neizravan je nacin otkrivanja mutacija i
polimorfizama temeljen na analizi produkata PCR reakcije metodom meksanja DNK visoke
rezolucije (od engl. High resolution melting). Nastanak heterodupleksa temelji se na ¢injenici
da kada se dvije razli¢ite molekule DNK denaturiraju na visokoj temperaturi, a zatim ostave da
se ohlade, dio molekula ¢e se medusobno "pogreSno" spariti, $to rezultira stvaranjem

heterodupleksa.

Krivulja mekSanja ili disocijacije je graficki prikaz ovisnosti fluorescencije produkta o

temperaturi.
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Samples
Surv ¢ 9809 1 C:AProgram Fileslidaho Technology\HR-1isurv ¢.9809 15.12.23

N, wt
100 TS
homozigot

heterozigot

-dF/dT

5%
o

79 80 31 82 83 84 85 86 87
Temperature

Slika 4.2. Krivulje meksanja — krivulja derivacije za polimorfizam ¢.9809T>C, odnosno
¢.*571T>C; jasna distribucija homozigota (CC), heterozigota (TC) i N (TT)

Osim krivulje disocijacije, postoji joS dva graficka prikaza za detekciju heterodupleksa -
derivacijska krivulja, koja prikazuje ovisnost negativne prve derivacije intenziteta
fluorescencije o temperaturi (-dI/dT) (slika 4.2.) i krivulja razlike, koja pokazuje razliku u
intenzitetu fluorescencije izmedu uzorka 1 referentnog "normalnog" uzorka za svaku tocku
mjerenja. Najvaznija aplikacija za mekSanje visoke rezolucije je skeniranje gena ili potraga za

nepoznatim varijacijama u PCR amplikonima, prije ili kao alternativa sekvenciranju.

4.4.6. Sekvenciranje
Sekvenciranje DNK je postupak za odredivanje slijeda nukleotidnih baza (A, T, C i G) u
odabranom fragmentu DNK. Koristena je metoda sekvenciranja po Sangeru (metoda
terminacije lanca) u kojem se generiraju fragmenti DNK razli¢itih duljina koji zavrSavaju
fluorescentno obiljezenim dideoksinukleotidima na 3' kraju. Nakon toga, fragmenti su

razdvajaju kapilarnom elektroforezom u staklenoj kapilari napunjenoj gel polimerom.
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Prije svakog sekvenciranja, PCR produkti su o¢is¢eni od pocetnica i viska nukleotida pomocu
ExXoSAP-IT kit (Thermo Fisher Scientific, SAD) tako da je na 10 uL PCR produkta dodano 0,5
uL enzima ExoSAP-IT. Uzorci su inkubirani 30 minuta na 37 °C, a zatim zagrijavani 15 minuta
na 85 °C.

Reakcija sekvenciranja izvodila se u volumenu od 10 uL, $to ukljuuje 1 pL seta za
sekvenciranje (BigDye Terminator v1.1, Applied Biosystems, SAD), 1 uL F ili R pocetnice, 3
uL PCR produkta i 5 uL H2O. Uvjeti reakcije sekvenciranja bili su sljedeci: 1 minuta na 96°C,
zatim 25 ciklusa od 10 sekundi na 96 °C, 5 sekundi na 50 °C i 4 minute na 60 °C. Uzorci su
zatim precitipitirani s 25 pL apsolutnog etanola, 1 uL 0,125 M EDTA i 1 uL 3 M Na-acetata,
te su inkubirani 30 minuta u mraku na sobnoj temperaturi. Nakon centrifugiranja od 20 minuta
na 13,200 o/min (Centrifuge 5415 D, Eppendorf, Njemacka), uklonjen je supernatant, a talog
je opran s 125 uL 70% etanola, ponovno centrifugiran 15 minuta na 13,200 o/min i osusen.
Nakon toga, uzorci su otopljeni u 20 pL Hi-Di formamida (Applied Biosystems, SAD),
denaturirani 2 — 5 minuta na 95 °C i ohladeni u ledu. Uzorci su analizirani kapilarnom
elektroforezom pomocu sekvencera (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer, Applied Biosystems,
SAD) te analizirani koriste¢i program Sequencing Analysis 5.1 (Applied Biosystems, SAD).

Rezultati su zatim usporedeni s referentnom sekvencijom koriste¢i program BioEdit 7.2.5.

4.5. Statisticke metode
Podatci su prikazani tabli¢no i grafi¢ki. Kategoricki podatci prikazani su apsolutnim i
relativnim frekvencijama, a kontinuirani (numeric¢ki) medijanom i interkvartilnim rasponom.
Razlike izmedu Kkategorickih varijabli testirane su Fischerovim egzaktnim testom.
Normalnost distribucije kontinuiranih varijabli testirana je pomocu D'Agostino-Pearsonovog
testa. Razlike kontinuiranih varijabli izmedu dvije nezavisne skupine testirane su Mann-
Whitney U testom, a za testiranje razlika vise od dvije skupine koristen je Kruskal-Wallis test.
Spearmanov koeficijent korelacije rangova koristili smo za utvrdivanje stupnja i smjera
povezanosti (korelacije) izmedu varijabli. Krivulje prezivljenja izradene su pomocéu Kaplan-
Meierove metode, arazlke medu njima testirane supomocéu log-rang testa.
Multivarijatni utjecaj istrazivanih varijabli na prezivljenje pacijenata ispitani su pomocu
Coxovog regresijskog modela proporcionalnog rizika. Dvosmjerne P-vrijednosti manje od 0,05
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smatraju se statistiCki znac¢ajnim. StatistiCka obrada rezultata analizirana je pomocéu programa

MedCalc for Windows verzija 20 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgija).
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5. REZULTATI

5.1. Osnovna obiljeZja bolesnika i zdravih kontrola
U istrazivanje je bio ukljucen 31 pacijent s karcinomom usne Supljine (64,6 %) i 17 pacijenata
s karcinomom orofarinksa (35,4 %), sto je ¢inilo ukupno 48 oboljelih ispitanika. Kontrolnu
skupinu €inilo je 45 ispitanika od kojih je uzeta intraoralna sluznica. Medijan dobi svih bolesnika
jest 59 godina (interkvartilnog raspona 39 do 78), a zdravih ispitanika 56 (interkvartilnog
raspona 34 do 88) godina, (Tablica 5.1.). Cetrdeset jedan uzorak dobiven je od muskih (85,4
%), a sedam od zenskih pacijenata (14,6 %). Kontrolni uzorci, intraoralne sluznice, uzeti su od
37 muskih (82,2 %) i od 8 zenskih (17,8 %) ispitanika. Usporedbom medijana dobi i spola
bolesnika i kontrolne skupine (P = 0,1769), nije nadena statisticki znacajna razlika, dok kod

statusa puSenja postoji statisticki znacajna razlika u bolesnika i zdravih kontrola (P < 0,0001).

Tablica 5.1. Osnovna obiljezja bolesnika i zdravih kontrola

Bolesnici Kontrolni ispitanici  p-vrijednost*
n=48 n=45
Spol (muskarci/Zzene) 41 (85,4) /7 (14,6) 37 (82,2) /8 (17,8) 0,6772
Dob 59 (39-78) 56 (34-88) 0,0736
Pusenje (da/ne) 42 (87,5) /6 (12,5) 12 (26,6) / 33 (73,3) <0,0001

* Usporedba ucestalosti za spol i puSenje ucinjena je hi-kvadrat testom, a dobi Mann-Whitney

testom

Samo 6 bolesnika nije konzumiralo duhanske proizvode tj. 12,5 % bolesnika, a 42 bolesnika,
odnosno njih 87.5 %, bili su pusaci. U kontrolnu skupinu bilo je uklju¢eno 12 (26,6 %) pusaca
133 (73,3 %) nepusaca, ¢ime je primjecen nesrazmjer pusackog statusa obje ispitivane skupine.
Razdioba pacijenata po stadijima primarnog tumora te stadijima klinickog i patoloskog TNM

statusa, kao i histoloskog gradusa prikazana je u Tablici 5.2.
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Tablica 5.2 Klinicko-patoloska obiljezja bolesnika

Broj bolesnika (n=48)

Sijelo (usna Supljina/orofarinks) 31 (64,6) / 17 (35,4)
T stadij 1 3 (6,2 %)
2 19 38,6%)
3 11 (22,9 %)
4 15 (31,2 %)
cNO 20 (41,7 %)
1 11 (22,9 %)
2 15 (31,2 %)
3 2 (4,2 %)
CTNM | 2 (4,2 %)

I 10 (20,8 %)
1 11 (22,9 %)

v 25 (52,1 %)
pN 0 16 (33,3 %)
1 5 (10,4 %)
2 25 (52,1 %)
3 2 (4,2 %)
PTNM I 3(6,2%)
1 7 (14,6 %)
i 7 (14,6 %)
v 31 (64,6 %)
Broders 1 19 (39,6 %)
2 22 (45,8 %)
3 5 (10,4 %)
4 2 (4,2 %)
Prezivljenje (petogodisnje)
Zivi 8 (16,7 %)
umrli 35 (72,9 %)
Nije primjenjivo 5 (10,4 %)

T — veli€ina primarnog tumora, cTNM — klini¢ki stadij bolesti, cN — klini¢ki stupanj regionalne
bolesti, pTNM — patoloski stupanj proSirenosti bolesti, pN — patoloski stadij regionalnih
¢vorova, Broders — patohistoloski gradus primarnog tumora
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5.2. Odredivanje ekspresije izoformi gena BIRC5

5.2.1. Odredivanje razina relativne ekspresije izoformi gena BIRC5 u tumorskom i
zdravom tkivu
Relativna razina ekspresije za osam najces¢ih izoformi gena BIRC5 (S wt, S 2a, S 2B, S 3a, S
3B, S Aex3, S 3yM i S 3yV ) odredena je metodom qRT-PCR u 48 uzoraka tumorskog tkiva
ispitanika oboljelih od planocelularnog karcinoma usne Supljine i orofarinksa, kao i u 45
uzoraka zdrave sluznice kontrolnih ispitanika. Za usporedbu razina ekspresije gena koristene
su vrijednosti ACt, odnosno Ct-vrijednosti su za svaki gen normalizirane prema Ct vrijednosti
referentnog gena, gena TBP. Razine ekspresije prikazane su kao 22¢. Analizom dobivenih
rezultata nadeno je da su 1 u bolesnicima 1 u zdravim kontrolama najjace eksprimirane izoforme

Swt, S2aiS 2B, dok su najslabije eksprimirane izoforme S 3yM i S 3yV (Tablica 5.3.).

Tablica 5.3. Usporedba razina ekspresije izoformi gena BIRC5 u tumorskom tkivu i zdravim

kontrolama
Izoforma Kontrolni uzorci (intraoralna sluznica) Tumorsko tkivo P-
(n=45) (n=48) vrijednost*
Medijan Raspon Medijan Raspon

S wt 1,954 0,0492-7,732 4,542 0,684-57,153 <0,0001

S 20 2,063 0,237-8,251 4,714 1,016-26,76 <0,0001

S 2B 0,172 0,000362-0,681 0,4 0,0936-5,319 <0,0001

S 3a 0,0137 0,000121-0,176 0,0365 0,00944-0,73 0,0018

S 3B 0,000305 0,0000327-0,0763 0,0239 0,00128-0,208 <0,0001

S Aex3 0,000475 0,0000401-0,178 0,364 0,0068-14,34 <0,0001

S 3yM 0,000 0-0,0164 0,00658 0,0000134- <0,0001
3,849

S 3yV 0,000 0 0,00124 0,0000164- <0,0001
0,208

*Mann-Whitneyev test

Usporedujuci razine relativnih ekspresija pojedinih izoformi uocena je statisti¢ki znacajna

ekspresija izoforme u tumorskom tkivu u odnosu na zdravu kontrolu (introralnu sluznicu) s P-
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vrijednos¢u < 0,0001 za Swt, S 2a, S 2B, S 3a, S3B, S Aex3,S3yMiS 3yViP =0,0018 za

izoformu S 3o (Tablica 5.3., Slika 5.1.)

Izoforma S wt bila je 2,32 puta i statisti¢ki znacajno jace eksprimirana u uzorcima tumora u
odnosu na kontrolne uzorke (P < 0,0001). Interkvartilni raspon za tumorsko tkivo bio je od
0,684 do 57,153 (medijan 4,542), dok je u zdravom tkivu interkvartilni raspon bio od 0,0492
do 7,732 (medijan 1,954) (Tablica 5.3.).

Izoforma S 2a bila je 2,28 puta i statisticki zna¢ajno jace eksprimirana u uzorcima tumorskog
tkiva u odnosnu na kontrolne uzorke (P < 0,0001). Interkvartilni raspon za tumorsko tkivo bio
je od 1,016 do 26,76 (medijan 4,714), dok je u zdravom tkivu interkvartilni raspon bio od 0,237
do 8,251 (medijan 2,063) (Tablica 5.3.).

Izoforma S 2B je bila 2,32 puta i statisti¢ki znacajno jace eksprimirana u uzorcima tumorskog
tkiva u odnosu na kontrolne uzorke (P < 0,0001). Interkvartilni raspon za tumorsko tkivo bio je
0d 0,0936 do 5,319 (medijan 0,4), dok je u zdravom tkivu interkvartilni raspon bio od 0,000362
do 0,681 (medijan 0,172) (Tablica 5.3.).

Izoforma S 3a bila je 2,66 puta i statisticki znacajno jac¢e eksprimirana u uzorcima tumorskog
tkiva u odnosu na kontrolne uzorke (P < 0,0018). Interkvartilni raspon za tumorsko tkivo bio je
od 0,00944 do 0,73 (medijan 0,0365), dok u zdravom tkivu interkvartilni raspon bio od
0,000121 do 0,176 (medijan 0,0137) (Tablica 5.3.).

Izoforma S 3B bila je 78,36 puta i statisticki zna¢ajno jace eksprimirana u uzorcima tumorskog
tkiva u odnosu na kontrolne uzorke (P < 0,0001). Interkvartilni raspon za tumorsko tkivo bio je
od 0,00128 do 0,208 (medijan 0,0239), dok u zdravom tkivu interkvartilni raspon bio od
0,0000327 do 0,0763 (medijan 0,000305) (Tablica 5.3.).

Izoforma S Aex3 bila je 766,31 puta i statistiCki znacajno jace eksprimirana u uzorcima
tumorskog tkiva u odnosu na kontrolne uzorke (P < 0,0001). Interkvartilni raspon za tumorsko
tkivo bio je od 0,0068 do 14,34 (medijan 0,364), dok je u zdravom tkivu interkvartilni raspon
bio od 0,0000401 do 0,178 (medijan 0,000475) (Tablica 5.3.).

Izoforma S 3yM bila je eksprimirana u 68,88 % tumorskih tkiva, a samo u 2,22 % uzoraka

zdrave sluznice. Interkvartilni raspon za tumorsko tkivo bio je od 0,0000134 do 3,849 (medijan
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0,00658), dok je u zdravom tkivu interkvartilni raspon bio od 0,000 — 0,0164 (medijan 0,000)

(p<0,0001) (Tablica 5.3.).

Izoforma S 3yV bila je eksprimirana u 46,66 % tumorskog tkiva dok niti u jednom uzorku
zdrave sluznice nije detektirana ekspresija izoforme S 3yV. Interkvartilni raspon te izoforme u
tumorskom tkivu bio je od 0,000164 do 0,208 (medijan 0,00124).
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Slika 5.1. Usporedba relativnih ekspresija osam izoformi gena BIRC5 u bolesnika i zdravih
kontrola (crveni kvadrati¢i oznacavaju medijan, zelene crte predstavljaju interkvartilni raspon)

— koristen je Mann-Whitneyev test

5.2.2. Korelacija izmedu ekspresija razli€itih izoformi gena BIRCS u tumorskom tkivu i
zdravim kontrolama
Povezanost odnosno korelacija izmedu ekspresijskih obrazaca pojedinih izoformi gena BIRC5

prikazali smo Spermanovim koeficijentom korelacije rangova (p), posebno za tumrsko tkivo, a
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5. REZULTATI
posebno za zdrave kontrole. Navedene vrijednosti prikazane su u tablicama (Tablica 5.4. —

S wt u tumorskim tkivima statisticki znacajno korelira sa svim ostalim izoformama (S 2a, S
2B, S 30, S 3B, S Aex3, S 3yM i S 3yV), izoforma S 2a.s S 2B, S 3a, S 3B, S Aex3 i S 3yM,
izoforma S 2B s S 3a, S 3B, S Aex3 i S 3yM, izoforma S 3a.s S Aex3 i S 3yV, potom izoforma
S3BsS Aex3iS3yM, izoforma S Aex3 s S3yMiS 3yM s S 3yV, (Tablica 5.4.).

Tablica 5.4. Korelacija izmedu ekspresije pojedinih izoformi gena BIRC5 u tumorskim

tkivima
S2a S2B S3a S3B S Aex3 S3yM S3yVv
0,83 0,74 0,61 0,51 0,70 0,46 0,30 rho  Swt
<0,0001 | <0,0001 | <0,0001 0,000 <0,0001 0,001 0,039 P
0,75 0,61 0,70 0,70 0,42 0,28 rho S 2a
<0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 0,003 0,052 P
0,60 0,43 0,63 0,31 0,26 rho 5B
<0,0001 0,002 <0,0001 0,034 0,073 P
0,28 0,43 0,25 0,44 rho S 3a
0,051 0,002 0,093 0,002 P
0,36 0,40 0,07 rho S3B
0,012 0,005 0,659 P
0,29 0,21 rho S Aex3
0,043 0,149 P
0,49 rho S 3yM
0,0004 P

Podebljano su oznadeni statisticki znacajni koeficijenti korelacije s pripadaju¢im P-vrijednostima; Rho-

Spearmanov koeficijent korelacije rangova.
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Spearmanovim koeficijentom Kkorelacije (Rho, p) izraZena je pozitivna i znacajna povezanost

relativnih ekspresija u zdravom tkivu izmedu izoforme S wt sa S 2a.1 S 2B, potom S 2a sa S
2B iS 3a, te S 3B sa S 3yM. Izoforma S 3yV nije eksprimirana u kontrolama, dok je izoforma

S 3yM pronadena u samo jednom uzorku (Tablica 5.5.).

Tablica 5.5. Korelacija izmedu ekspresije pojedinih izoformi gena BIRC5 u zdravim tkivima

S 2a S 2B S 3a S 3B S Aex3 S3yM
0,61 0,60 0,27 -0,05 -0,05 -0,18 rho Swt
<0.0001 <0.0001 0,101 0,777 0,756 0,281 P
0,50 0,45 0,00 0,25 -0,15 rho S2a
0,001 0,005 0,981 0,129 0,377 P
0,22 -0,15 0,07 -0,17 rho S2B
0,186 0,358 0,685 0,308 P
-0,13 0,15 0,01 rho S 3a
0,423 0,371 0,958 P
0,31 0,52 rho S3B
0,059 0,001 P
0,22 rho S Aex3
0,187 P

Podebljano su oznadeni statisticki znacajni koeficijenti korelacije s pripadaju¢im p-vrijednostima, Rho-

Spearmanov koeficijent korelacije rangova.

Usporedbom korelacija izoformi u tumorskom tkivu i zdravim kontrolama ustanovljeno je da
su u tumorskom tkivu korelacije u ekspresiji izoformi znatno brojnije nego u zdravom tkivu.
Pozitivna i znacajna povezanost relativnih ekspresija i u tumorskom i u zdravom tkivu bila je
prisutna izmedu izoforme S wt sa S 20,1 S 2B, potom S 2asa S 2B i S 3a, te S 3B sa S 3yM.
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5.3. Polimorfizmi gena BIRC5 u bolesnika i zdravih kontrola

Nadeno je sedamnaest polimorfizama gena BIRC5 u konstitucijskoj DNK 48 bolesnika u

uzorcima Krvi s plo¢astim karcinomom usne Supljine i orofarinksa i 45 uzoraka DNK zdravih

kontrola. Velika veéina pronadenih polimorfizama nalazi se u promotoru gena BIRC5 i regiji

3’UTR. Svi polimorfizmi bili su u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi. Polimorfizmi rs17878731
(c.-267G>A) 1 rs17882627 (¢.*104G>A) nadeni su samo u kontrolama, dok su rs2071214
(c.385G>A), rs7885521 (¢.*50G>C) i rs761692199 (c.*111G>C) pronadeni samo u uzorcima

bolesnika (Tablica 5.6..).

Tablica 5.6. Polimofizmi u BIRCS5 regiji pronadeni u uzorcima krvi bolesnika i zdravih

kontrola

Regija

gena

promotor
promotor
promotor
promotor
promotor
promotor
5'UTR
intron 2
intron 2

exon 4

3'UTR
3'UTR
3'UTR
3'UTR
3'UTR
3'UTR
3'UTR

Numeririanje pozicije nukleotida prema NM_001168.2.

* - varijante u 3'UTR; **- hi-kvadrat test

SNP ID broj

rs3764383
rs8073903
rs8073069
rs17878731
rs17878467
rs17887126
rs9904341
rs4789551
rs772161908
rs2071214

rs17885521
rs17882627
s761692199
1s2239680
rs178821139
rs1042489
1s2661694

Promjena na nukleotidu

o

o

C.

C.

C.

-1547C>T ***
-644T>C
.-625G>C
-267G>A
-241C>T
-235G>A
-31G>C

€.221+209T>C

€.211+1199G>A

C.385G>A****
(c.9194G>A)
¢.*50G>C (c.9288G>C)

C.*104G>A (c.9342G>A)

¢.*111 G>C (c.9348)

C.*148T>C (c.9386T>C)

€.*149_*150insAA

C.*571T>C (c.9809T>C)

¢.*1373C>A
(c.10611C>A)

Frekvencija
rjedeg alela
kontrole
37/80 (46,2)
39/80 (48,8)
33/80 (41,2)
2/76 (2,6)
7176 (9,2)
2176 (2,6)
23/84 (27,4)
5/76 (6,6)
29/58 (50,0)
0/84 (0,0)

0/84 (0,0)
1/84 (1,2)
0/84

30/84 (35,7)
2/84

32/82 (39,0)
26176 (34,2)

***- u hrvatskoj populaciji alel T je ucestaliji;
****- u hrvatskoj populaciji alel A je ucestaliji

Frekvencija
rjedeg alela
bolesnici
26/92 (28,3)
35/96 (36,5)
21/96 (21,9)
0/96 (0,0)
12/96 (12,5)
6/96 (6,3)
30/92 (32,6)
5/92 (5,4)
1/96 (1,0)
5/96 (5.2)

1/96 (1,0)
0/96 (0,0)
1/96 (0,0)
25/96 (26,0)
1/96 (1,0)
38/96 (39,6)
21/96 (21,9)

P vrijednost
frekvencija
genotipa**
0,062

0,142

0,013

0,109

0,468

0,254

0,484

0,379

0,437

0,032

0,349
0,285
0,186
0,155
0,482
0,941
0,059

P vrijednost
frekvencija
alela**
0,014

0,101

0,005

0,111

0,496

0,264

0,451

0,756

0,437

0,034

0,349
0,285
0,349
0,161
0,485
0,939
0,072
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Statisticki znacajne promjene nadene su u frekvencijama rjedeg alela kod polimorfizma c.-

1547C>T (P = 0,0149), a u frekvencijama i genotipa i alela kod polimorfizama c.-625G>C i
€.385G>A, a tek grani¢no znacajne na razini frekvencije genotipa kod polimorfizma
C.*1373C>A.

5.3.1. Polimorfizmi u promotorskoj regiji

U promotorskoj regiji ukupno je nadeno Sest polimorfizama: rs3764383 (c.-1547C>T),
rs8073903 (c.-644T>C), rs8073069 (c.-625G>C), rs17878731 (c.-267G>A), rs17878467 c.-
241C>T irs17887126 (c.-235G>A).

Kod polimorfizma rs3764383 (c.-1547C>T) u hrvatskoj populaciji alel T ¢esée je zastupljen
od alela C. Genotip divljeg tipa (CC) pronaden je u 22,5 % kontrolnih i u 8,7 % tumorskih
uzoraka. Heterozigotni genotip CT pronaden je u 47,5 % zdravih kontrola i 39,1 % bolesnika,
a homozigotni genotip TT pronaden je u 30,0 % kontrolnih uzoraka i u 52,2 % bolesnika
(Tablica 5.7.). Ucestalost alela C u polimorfizmu rs3764383 (c.-1547C>T*) kod zdravih
kontrola iznosi 46,25 %, a kod bolesnika 28,3 %. Ucestalost alela T u kontrolama iznosi 53,75
%, a kod bolesnika 71,7 %. Usporedba frekvencija alela pokazala je da je alel T statisticki

znacajno ¢e$¢i u bolesnika u odnosu na zdravku kontrolu (P = 0,0149).

Analizom polimorfizma rs8073903 (c.-644T>C) genotip divljeg tipa (TT) naden je u 40,0 %
kontrola i 39,6 % bolesnika. Heterozigotni genotip TC pronaden je u 22,5 % zdravih kontrola i
47,9 % bolesnika. Homozigotni genotip CC pronaden je u 37,5 % kontrolnih uzoraka iu 12,5
% bolesnika (Tablica 5.7.). Ucestalost alela T u polimorfizmu rs8073903 (c.-644T>C) kod
zdravih kontrola iznosi 51,3 %, a kod bolesnika 63,5 %. Ucestalost alela C u kontrolama iznosi
48,8 %, a kod bolesnika 36,5 %. Usporedba frekvencija genotipova i alela pokazala je da nema

statisti¢ki znacajne razlike (P > 0,05).
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Tablica 5.7. Distribucija genotipova i alela polimorfizma promotorske regije kod zdravih

Kontrole Bolesnici p
vrijednost*

POLIMORFIZAM n % %
c.-1547C>T cC 9 22,5 4 8,7

CT 19 47,5 18 39,1

TT 12 30,0 24 52,2 0,0621

C 37 46,25 26 28,3

T 43 53,75 66 71,7 0,0149
C.-644T>C TT 16 40,0 19 39,6

TC 9 22,5 23 47,9

cC 15 375 6 12,5 0,1418

T 41 51,3 61 63,5

C 39 48,8 35 36,5 0,1010
€.-625G>C GG 19 47,5 28 58,3

GC 9 22,5 19 39,6

cC 12 30,0 1 2,1 0,0131

G 47 58,8 75 78,1

C 33 41,3 21 21,9 0,0057
C.-267G>A GG 36 94,7 48 100,0

GA 2 53 0 0,0

AA 0 0,0 0 0,0 0,1098

G 74 97,4 96 100,0

2 2,6 0 0,0 0,1109

C.-241C>T cC 31 81,6 36 75,0

CT 7 18,4 12 25,0

TT 0 0,0 0 0,0 0,4678

C 69 90,8 84 87,5

T 7 9,2 12 12,5 0,4956
€.-235G>A GG 36 94,7 42 87,5

GA 2 53 6 12,5

AA 0 0,0 0 0,0 0,2540

G 74 97,4 90 93,8

A 2 2,6 6 6,3 0,2645

* - hi-kvadrat test; podebljano je istaknuta statisticki znacajna razlika;
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Kod polimorfizma rs8073069 (c.-625G>C) genotip divljeg tipa (GG) je pronaden u 47,5 %

kontrola i 58,3 % bolesnika. Heterozigotni genotip GC pronaden je u 22,5 % kontrola i 39,6 %
bolesnika. Homozigotni genotip CC naden je u 30,0 % kontrolnih uzoraka i u 2,1 % bolesnika
(Tablica5.7.). Ucestalost alela G u polimorfizmu rs8073069 (c.-625G>C) kod zdravih kontrola
iznosi 58,8 %, a kod bolesnika 78,1 %. Ucestalost alela C u kontrolama iznosi 41,3 %, a kod
bolesnika 21,9 %. Usporedba frekvencija genotipova i alela pokazala je statisti¢ki znac¢ajno
smanjenje u pojavnosti genotipa CC (P = 0,0131) i alela C ovog polimorfizma (P = 0,0057) u

bolesnika.

Kod polimorfizma rs17878731 (c.-267G>A) genotip divljeg tipa (GG) pronaden je u 94,7 %
kontrola i 100,0 % bolesnika. Heterozigotna promjena GA je pronadena u 5,3 % kontrola, dok
kod bolenika nije nadena (Tablica 5.7.). Ucestalost alela G u polimorfizmu rs17878731 (c.-
267G>A) kod zdravih kontrola iznosi 97,4 %, a kod bolesnika 100,0 %. Ucestalost alela A u
kontrolama iznosi 2,6 %. Usporedba frekvencija genotipova i alela pokazala je da nema

statisticki znacajne razlike (P > 0,05).

Kod polimorfizma rs17878467 (c.-241C>T) genotip divljeg tipa (CC) je pronaden u 81,6 %
kontrola i 75,0 % bolesnika. Heterozigotna promjena CT je pronadena u 18,4 % kontrola i 25,0
% karcinoma (Tablica 5.7.). Ucestalost alela C u polimorfizmu rs17878467 ¢.-241C>T kod
zdravih kontrola iznosi 90,8 %, a kod bolesnika 87,5 %. Ucestalost alela T u kontrolama iznosi
9,2 %, a kod bolesnika 12,5 %. Usporedba frekvencija genotipova i alela pokazala je da nema

statisti¢ki znacajne razlike (P > 0,05).

Kod polimorfizma rs17887126 (c.-235G>A) genotip divljeg tipa (GG) je pronaden u 94,7 %
kontrola i 87,5 % bolesnika. Heterozigotna promjena GA je pronadena u 5,3 % kontrola i 12,5
% bolesnika (Tablica 5.7.). Ucestalost alela G u polimorfizmu rs17887126 (c.-235G>A) kod
zdravih kontrola iznosi 97,4 %, a kod bolesnika 93,8 %. Ucestalost alela A u kontrolama iznosi
2,6 %, a kod bolesnika 6,3 %. Usporedba frekvencija genotipova i alela pokazala je da nema

statisticki znacajne razlike (P > 0,05).
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5.3.2. Polimorfizmi u regiji 5'UTR

Kod polimorfizma rs9904341 (c.-31G>C), genotip divljeg tipa (GG) pronaden je u 59,5 %
kontrola i u 45,7 % bolesnika. Heterozigotna promjena GC je pronadena u 26,2 % kontrola i
43,5 % bolesnika. Homozigotna nukleotidna promjena CC je pronadena u 14,3 % zdravih
kontrola i u 10,9 % bolesnika (Tablica 5.8.). Ucestalost alela G u polimorfizmu rs9904341 (c.-
31G>C) kod zdravih kontrola iznosi 72,6 %, a kod bolesnika 67,4 %. Ucestalost alela C u
kontrolama iznosi 27,4 %, a kod bolesnika 32,6 %. Usporedba frekvencija genotipova i alela

pokazala je da nema statisticki znacajne razlike (P > 0,05).

Tablica 5.8. Distribucija genotipova i alela polimorfizma c.-31G>C u 5'UTR regiji u zdravim

kontrolama i bolesnicima

kontrole bolesnici p vrijednost*
c-31G>C ' n % n %
GG 25 59,5 21 45,7
GC 11 26,2 20 43,5
CC 6 14,3 5 10,9 0,4838
G 61 72,6 62 67,4
C 23 27,4 30 32,6 0,4515

* - hi-kvadrat test

5.3.3. Polimorfizmi u regiji introna 2

U regiji introna 2 pronadena su dva polimorfizma rs4789551 (¢.221+209T>C) i rs772161908
(c.221+1199G>A).

Kod polimorfizma rs4789551 (¢.221+209T>C) genotip divljeg tipa (TT) pronaden u 86,8 %
kontrola i 89,1 % bolesnika. Heterozigotna promjena TC je pronadena u 13,2 % kontrola i 10,9
% bolesnika (Tablica 5.9.). Ucestalost alela T u polimorfizmu rs4789551 (¢.221+209T>C) kod

zdravih kontrola iznosi 93,4 %, a kod bolesnika 94,6 %. Ucestalost alela C u kontrolama iznosi
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6,6 %, a kod bolesnika 5,4 %. Usporedba frekvencija genotipova i alela pokazala je da nema

statisticki znacajne razlike (P > 0,05).

Tablica 5.9. Distribucija genotipova i alela polimorfizma u regiji introna 2: rs4789551
(c.221+209T>C) i1 rs4789551 (¢.221+209T>C) u zdravim kontrolama i bolesnicima

Kontrole Bolesnici p
vrijednost*

POLIMORFIZAM n % n %
€.221+209T>C TT 33 86,8 41 89,1

TC 5 13,2 5 10,9

cC 0 0,0 0 0,0 0,3789

T 71 93,4 87 94,6

C 5 6,6 5 5,4 0,7558
€.221+1199G>A GG 29 100,0 47 97,9

GA 0 0,0 1 2,1

AA 0 0,0 0 0,0 0,437

G 58 100,0 95 99,0

A 0 0,0 1 1,0 0,437

* - hi-kvadrat test

Kod polimorfizma rs772161908 (¢.221+1199G>A) genotip divljeg tipa (GG) je pronaden u
100 % kontrola i 97,9 % bolesnika. Heterozigotna promjena GA u bolenika iznosi 2,1 %
(Tablica 5.9.). Ucestalost alela G u polimorfizmu rs772161908 (¢.221+1199G>A) kod zdravih
kontrola iznosi 100 %, a kod pacijenata 99,0 %. Alel A prisutan je samo u 1,0 % bolesnika.

Usporedba frekvencija genotipova i alela pokazala je da nema statisti¢ki znacajne razlike (P >

0,05).

5.3.4. Polimorfizmi u eksonu 4

U eksonu 4 pronaden je polimorfizam rs2071214 (c.385G>A** (¢.9194G>A)). U hrvatskoj
populaciji alel A je ¢eSc¢e zastupljen nego alel G. Genotip divljeg tipa (GG) nije pronaden niti

u zdravih kontrola niti bolesnika. Heterozigotna promjena GA pronadena je samo u 10,4 %
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bolesnika. Homozigotna nukleotidna promjena AA pronadena je u 100,0 % kontrolnih uzoraka

I u 89,6 % karcinoma (Tablica 5.10.). Alel G polimorfizma rs2071214 (c.385G>A**
(c.9194G>A)) nalazi se samo kod 5,2 % bolesnika, a u zdravim kontrolama nije prisutan.
Ucestalost alela A u kontrolama iznosi 100,0 %, a kod bolesnika 94,8 %. Usporedba frekvencija
genotipova i alela pokazala je da postoji statisticki znacajna razlika u pojavnsti homozigotnog

AA polimorfizma ¢.9194G>A (P = 0,0323) i alela A (P = 0,0344).

Tablica 5.10. Distribucija genotipova i alela polimorfizma ¢.385G>A u zdravim kontrolama i

bolesnicima
kontrole bolesnici p vrijednost*

C.385G>A | n % n %

GG 0 0,0 0 0,0

GA 0 0,0 5 10,4

AA 42 100,0 43 89,6 0,0323

G 0 0,0 5 5,2

A 84 100,0 91 94,8 0,0344

* - hi-kvadrat test; podebljano je istaknuta statisti¢ki zna¢ajna razlika.

5.3.5. Polimorfizmi u regiji 3UTR
U 3' netranslatiranoj, 3'UTR regiji pronadeno je sedam polimorfizama: rs17885521 (c.*50G>C
(c.9288G>C)), rs17882627 (c.*104G>A (c.9342G>A)), 15761692199 (c.*111G>C
(c.9348G>C)), rs2239680 (c.*148T>C (c.9386T>C)), rs17882139 (c.*149 *150insAA,
(c.9387_9388insAA)), rs1042489 (c.*571T>C (c.9809T>C)), rs2661694 (c.*1373C>A
(c.10611C>A)).

Kod polimorfizma rs17885521 (c.*50G>C (c.9288G>C)) genotip divljeg tipa (GG) je
pronaden u 100,0 % kontrola i 97,9 % bolesnika. Heterozigotna promjena GC je pronadena
samo u 2,1 % bolesnika (Tablica 5.11.). Ucestalost alela G u polimorfizmu rs17885521
(c.*50G>C (c.9288G>C)) kod zdravih kontrola iznosi 100,0 %, a kod bolesnih pacijenata 99,0
%. UCcestalost alela C kod je bolesnika 1,1 %. Usporedba frekvencija genotipova i alela

pokazala je da nema statisticki znacajne razlike (P > 0,05).
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Tablica 5.11. Distribucija genotipova i alela polimorfizama u regiji 3'UTR u zdravim

Kontrole Bolesnici p vrijednost*

POLIMORFIZAM n % n %
¢.*50G>C GG 42 100,0 47 97,9

GC 0 0,0 1 2,1

cc 0 0,0 0 0,0 0,3496

G 84 100,0 95 99,0

c 0 0,0 1 1,0 0,3496
c*104G>A GG 41 97,6 48 100,0

GA 1 2,4 0 0,0

AA 0 0,0 0 0,0 0,2850

G 83 98,8 96 100,0

A 1 1.2 0 0,0 0,2850
c.*111G>C GG 84 100,0 47 97,9

GC 0 0,0 1 2,1

cc 0,0 0 0,0 0,186

G 84 100,0 95 98,9

C 0 0,0 1 11 0,349
c.*148T>C TT 17 40,5 26 54,2

TC 20 47,6 19 39,6

cc 5 11,9 3 6,3 0,1555

T 54 64,3 71 74,0

© 30 35,7 25 26,0 0,1610
¢.*149+150insAA - 40 95,2 47 97,9

-IAA 2 4.8 1 2,1

AAIAA 0 0,0 0 0,0 0,4825

- 82 97,6 95 99,0

AA 2 2,4 1 1,0 0,4850
c.*571T>C TT 16 39,0 18 37,5

TC 18 43,9 22 45,8

CE 7 17,1 8 16,7 0,9419

T 50 61,0 58 60,4

C 32 39,0 38 39,6 0,9395
Cc.*1373C>A CcC 16 42,1 28 58,3

CA 18 47,4 19 39,6

AA 4 10,5 1 2,1 0,0597

C 50 65,8 75 78,1

A 26 34,2 21 21,9 0,0722

* - hi-kvadrat test

Kod polimorfizma rs17882627 (c.*104G>A (c.9342G>A)) genotip divljeg tipa (GG) je

pronaden u 97,6 % kontrola i 100,0 % bolesnika. Heterozigotna promjena GA pronadena je
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samo u 2,4 % kontrola (Tablica 5.11.). Ucestalost alela G u polimorfizmu rs17882627

(c.104G>A (c.9342G>A)) kod zdravih kontrola iznosi 98,8 %, a kod bolesnih pacijenata 100,0
%. Ucestalost alela A u kontrolama iznosi 1,2 %. Usporedba frekvencija genotipova i alela

pokazala je da nema statisticki znacajne razlike (P > 0,05).

Kod polimorfizma rs761692199 (c.*111G>C (c.9348G>C)) genotip divljeg tipa (GG) je
pronaden u 100,0 % kontrola i 97,9 % bolesnika. Heterozigotna promjena GC je samo u 2,1 %
bolesnika, a homozigotni genotipovi nisu pronadeni (Tablica 5.11.). Ucestalost alela G u
polimorfizmu rs761692199 (c.*111G>C) kod zdravih kontrola iznosi 100,0 %, a kod bolesnika
98,9 %. Ucestalost alela C u bolesnika je 1,1 %. Usporedba frekvencija genotipova i alela

pokazala je da nema statisticki znacajne razlike (P > 0,05).

Kod polimorfizma rs2239680 (c.*148T>C (c.9386T>C)) genotip divljeg tipa (TT) pronaden
je u 40,5 % kontrola i 54,2 % bolesnika. Heterozigotna promjena TC je pronadena u 47,6 %
kontrola i 39,6 % bolesnika. Homozigotna nukleotidna promjena CC je pronadena u 11,9 %
kontrolnih uzoraka i u 6,3 % bolesnika (Tablica 5.11.). Ucestalost alela T u polimorfizmu
rs2239680 (c.*148T>C (c.9386T>C)) kod zdravih kontrola iznosi 64,3 %, a kod bolesnih
pacijenata 74,0 %. Ucestalost alela C u kontrolama iznosi 35,7 %, a kod bolesnika 26,0 %.

Usporedba frekvencija genotipova i alela pokazala je da nema statisticki znacajne razlike (P >

0,05).

Kod polimorfizma rs17882139 (c.*149 *150insAA, (c.9387_9388insAA)) genotip divljeg
tipa (-/-) pronaden je u 95,2 % kontrola i 97,9 % bolesnika. Heterozigotna promjena (-/AA) je
pronadena u 4,8 % kontrola i 2,1 % bolesnika (Tablica 5.11.). Ucestalost alela (-) u
polimorfizmu rs17882139 (c.*149 *150insAA, (c.9387_9388insAA)) kod zdravih kontrola
iznosi 97,6 %, a kod pacijenata 99,0 %. Ucestalost alela AA u kontrolama iznosi 2,4 %, a kod
bolesnika 1,0 %. Usporedba frekvencija genotipova i alela pokazala je da nema statisticki

znacajne razlike (P > 0,05).

Kod polimorfizma rs1042489 (c.*571T>C (c.9809T>C)) genotip divljeg tipa (TT) pronaden
je u 39,0 % kontrola i 37,5 % bolesnika. Heterozigotna promjena TC je pronadena u 43,9 %
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kontrola i 45,8 % bolesnika. Homozigotna nukleotidna promjena CC je pronadena u 17,1 %

kontrolnih uzoraka i u 16,7 % bolesnika (Tablica 5.11.). Ucestalost alela T u polimorfizmu
rs1042489 (c.*571T>C (c.9809T>C)) kod zdravih kontrola iznosi 61,0 %, a kod bolesnika 60,4
%. Ucestalost alela C u kontrolama iznosi 39,0 %, a kod bolesnika 39,6 %. Usporedba

frekvencija genotipova i alela pokazala je da nema statisticki znacajne razlike (P > 0,05).

Kod polimorfizma rs2661694 (c.*1373C>A (c.10611C>A)) genotip divljeg tipa (CC)
pronaden je u 42,1 % kontrola i 58,3 % bolesnika. Heterozigotna promjena CA pronadena je u
47,4 % kontrola i 39,6 % bolesnika. Homozigotna nukleotidna promjena AA je pronadena u
10,5 % kontrolnih uzoraka i u 2,1 % bolesnika (Tablica 5.11.). Ucestalost alela C u
polimorfizmu rs2661694 (c.*1373C>A (c.10611C>A)) kod zdravih kontrola iznosi 65,8 %, a
kod bolesnika 78,1 %. Ucestalost alela A u kontrolama iznosi 34,2 %, a kod bolesnika 21,9 %.
Usporedba frekvencija genotipova 1 alela pokazala je da postoji grani¢na statisticki znacajna
razlika pojavnosti genotipova i alela opisanog polimorfizma (za genotip: P = 0,059; za alel: P
=0,072).

Jedanaest SNP-ova s frekvencijom rjedeg alela (MAF) > 5% u uzorcima krvi bolesnika i
zdravih kontrola odabrano je za analizu neravnoteZe povezivanja. Analiza je pokazala da
postoje razlike u broju polimorfizama u neravnotezi povezivanja (LD) izmedu uzoraka Krvi
bolesnika i zdravih kontrola na vise lokusa (Slika 5.2.). Uzorci bolesnika pokazali su poveéanu
neslucajnu povezanost alela kod tri kombinacije alela: rs3764383 (c.-1547C>T) i rs2239680
(c.*148T>C) (s 0,4 na 0,79), potom rs3764383 (c.-1547C>T) i rs2661694 (c.*1373C>A) (s
0,43 na 0,7) irs8073903 (c.-644T>C) i rs1042489 (c.*571T>C) (s 0, 03 na 0,64) — taj najvise
raste. U bolesnika neslu¢ajna povezanost alela pada samo u slu¢aju polimorfizama rs8073903

(c.-644T>C) i rs8073069 (c.-625G>C) gdje R2 pada (s 0,73 na 0.48).

U zdravim kontrolama su rs2239680 (c.*148T>C) i rs2661694 (c.*1373C>A) u potpunoj

neravnoteZi povezivanja (R?= 1), dok nesto padaju u bolesnima (R*= 0,79).
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Slika 5.2. Neravnoteza povezivanja u paru (od engl. pairwise linkage disequilibrium LD)
jedanaest polimorfizama gena BIRC5 u zdravih kontrola (lijevo) i uzoraka bolesnika (desno).
Polozaj svake varijante sekvence duz gena BIRC5 naznacen je u odnosu na pravi polozaj
nukleotida. Broj u svakom dijamantu oznagava intenzitet LD (R?) izmedu odgovarajuéih parova

SNP-ova. Snaga LD takoder je predstavljena nijansama crvene ([0 bijelo] < R? < 1 [crveno]).

5.4. Povezanost polimorfizama gena BIRCS5 i ekspresije izoformi gena BIRC5
u bolesnika i zdravih kontrola

Usporedba povezanosti razine ekspresije osam izoformi gena BIRC5 s prisutno$¢u odredenog
polimorfizma ¢iji su pojedini aleli ili genotipovi u testiranim uzorcima nadeni najmanje dva
puta. Usporedivane su ekspresije pojedine izoforme s pojavnoscu odredenog polimorfizma i

prikazane korelacije koje su statisti¢ki znacajne s (P < 0,05). Rezultati su prikazani u Tablici
5.12.
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Tablica 5.12. Zbirni prikaz P - vrijednosti povezivanja ekspresije pojedinih izoformi s genotipovima i alelima pojedinih polimorfizama

promjena IZOFORMA | Swt S2a S2B S3a S3B Sa3 S3yM S3yv

Tip uzorka kont. | boles. | kont. | boles. | kont. boles. | kont. | boles. | kont. | boles. | kont. | boles. | kont. | boles. | kont. | boles.
c._1547C>T genotipovi 0,911 | 0,867 | 0,797 | 0,929 | 0,203 0,920 | 0,148 | 0,129 | 0,181 | 0,751 | 0,191 | 0,979 | 0,576 | 0,307 0,231 | 0,325
rs3764383 aleli 0,190 | 1,000 | 0,866 | 0,849 | 0,631 0,862 | 0,785 | 0,056 | 0,928 | 0,456 | 0,887 | 0,835 | 0,766 | 0,131 0,826 | 0,362
c._644T>C genotipovi 0,892 | 0,281 | 0,968 | 0,111 | 0,708 0,066 | 0,034 | 0,517 | 0,601 | 0,266 | 0,721 | 0,234 | 0,824 | 0,835 0,967 | 0,325
rs8073903 aleli 0,540 | 0,304 | 0,763 | 0,813 | 0,366 0,837 | 0,004 | 0,825 | 0,216 | 0,442 | 0,313 | 0,837 | 0,424 | 0,568 0,909 | 0,204
c._625G>C genotipovi 0,867 | 0,104 | 0,763 | 0,172 | 0,834 0,298 | 0,179 | 0,135 | 0,276 | 0,159 | 0,172 | 0,146 | 0,570 | 0,712 0,896 | 0,398
rs8073069 aleli 0,768 | 0,130 | 0,900 | 0,325 | 0,528 0,589 | 0,020 | 0,260 | 0,043 | 0,249 | 0,119 | 0,577 | 0,185 | 0,852 0,599 | 0,664
c._241C>T genotipovi 0,984 | 0,812 | 0,181 | 0,405 | 0,734 0,651 | 0,617 | 0,216 | 0,413 | 0,432 | 0,106 | 0,886 | 0,058 | 0,868 0,097 | 0,167
rs17878467 aleli 0,985 | 0,825 | 0,203 | 0,438 | 0,747 0,674 | 0,635 | 0,249 | 0,436 | 0,465 | 0,124 | 0,894 | 0,071 | 0,877 0,115 | 0,199
c._235G>A genotipovi 0,053 | 0,143 | 0,073 | 0,081 | 0,038 0,596 | 0,782 | 0,925 | 0,581 | 0,086 | 0,782 | 0,152 | 0,214 | 0,418 0,167 | 0,224
rs17887126 aleli 0,055 | 0,155 | 0,075 | 0,090 | 0,040 0,607 | 0,784 | 0,928 | 0,583 | 0,096 | 0,784 | 0,164 | 0,217 | 0,431 0,170 | 0,238
c._31G>C genotipovi 0,939 | 0,806 | 0,939 | 0,933 | 0,587 0,456 | 0,340 | 0,275 | 0,557 | 0,499 | 0,217 | 0,846 | 0,569 | 0,001 0,674 | 0,299
rs9904341 aleli 0,819 | 0,629 | 0,714 | 0,803 | 1,000 0,829 | 0,074 | 0,117 | 0,599 | 0,342 | 0,090 | 0,829 | 0,784 | 0,0004 | 0,360 | 0,185
€.221+209T>C | genotipovi 0,300 | 0,874 | 0,034 | 0,764 | 0,081 0,958 | 0,099 | 0,030 | 0,480 | 0,198 | 0,671 | 0,958 | 0,850 | 0,560 1,000 | 0,314
rs4789551 aleli 0,718 | 0,877 | 0,964 | 0,770 | 0,332 0,959 | 0,100 | 0,034 | 0,620 | 0,209 | 0,279 | 0,959 | 0,928 | 0,570 0,391 | 0,326
¢.385G>A genotipovi 1,000 | 0,303 | 1,000 | 0,408 | 1,000 0,933 | 1,000 | 0,649 | 1,000 | 0,879 | 1,000 | 0,109 | 1,000 | 0,057 1,000 | 0,018
rs2071214 aleli 1,000 | 0,314 | 1,000 | 0,419 | 1,000 0,934 | 1,000 | 0,656 | 1,000 | 0,882 | 1,000 | 0,117 | 1,000 | 0,062 1,000 | 0,021
c.*148T>C genotipovi 0,112 | 0,147 | 0,825 | 0,263 | 0,325 0,280 | 0,426 | 0,016 | 0,226 | 0,936 | 0,276 | 0,792 | 0,547 | 0,313 0,370 | 0,259
rs2239680 aleli 0,029 | 0,329 | 0,531 | 0,207 | 0,6111 | 0,184 | 0,679 | 0,005 | 0,696 | 0,796 | 0,934 | 0,783 | 0,859 | 0,131 0,732 | 0,308
c.*571T>C genotipovi 0,309 | 0,355 | 0,716 | 0,080 | 0,171 0,132 | 0,392 | 0,446 | 0,333 | 0,105 | 0,354 | 0,685 | 0,150 | 0,123 0,207 | 0,041
rs1042489 aleli 0,725 | 0,653 | 0,390 | 0,261 | 0,086 0,281 | 0,930 | 0,231 | 0,209 | 0,569 | 0,186 | 0,846 | 0,061 | 0,049 0,290 | 0,010
c.*1373C>A genotipovi 0,426 | 0,618 | 0,880 | 0,931 | 0,255 0,845 | 0,702 | 0,129 | 0,163 | 0,931 | 0,377 | 0,729 | 0,492 | 0,242 0,341 | 0,089
rs2261694 aleli 0,190 | 0,993 | 0,866 | 0,730 | 0,631 0,811 | 0,785 | 0,139 | 0,928 | 0,730 | 0,887 | 0,626 | 0,766 | 0,117 0,826 | 0,107

Mann-Whitneyev test koristen je za usporedbu dvije grupe (aleli i neki genotipovi) ili Kruskal-Wallisov test s Conoverovim post hoc testom za
usporedbu vise od dvije grupe (neki genotipovi).
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Povezanost ekspresija izoformi i polimorfizama u potpunosti se razlikuje kod bolesnika i kod

zdravih kontrola. Kod bolesnika statisticki znacajne razlike na razini genotipova i alela
polimorfizama te ekspresije izoformi pokazuju sljede¢i polimorfizmi: c.-31G>C,
€.221+209T>C, ¢.385G>A, ¢.*148T>C i c.*571T>C.

Kod polimorfizma c.-31G>C rjedi alel C povezan je s manjom ekspresijom izoforme S 3yM.

Homozigotni CC genotip u polimorfizmu c¢.-31G>C razlikuje se od GG i GC (koji se
medusobno ne razlikuju u ekspresiji) u S 3yM izoformi (slika 5.3.).
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Slika 5.3. Povezanost polimorfizma c.-31G>C i relativnih ekspresija izoforme S 3yM u

bolesnika na razini a) alela (Mann-Whitney U test) i b) genotipa (Kruskal-Wallisov test)

Nadalje, alel C u polimorfizmu ¢.221+209T>C ima statisticki znac¢ajno vecu ekspresiju od alela
T uizoformi S 3a. Wild type TT genotip polimorfizma ¢.221+209T>C ima statisticki znacajnije

manju ekspresiju od heterozigotnog oblika TC u izoformi S 3a (slika 5.4.).
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Slika 5.4. Povezanost polimorfizma ¢.221+209T>C i relativnih ekspresija izoforme S 3a u

bolesnika na razini a) alela i b) genotipova (Mann-Whitney U test)

U polimorfizmu c.385G>A alel A ima statisticki znacajno vecu ekspresiju od alela G u izoformi
S 3yV. Homozigotni genotip AA u polimorfizmu ¢.385G>A ima statisticki znacajno vecu
ekspresiju u izoformi S 3yV (slika 5.5.).
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Slika 5.5. Povezanost polimorfizma ¢.385G>A i relativnih ekspresija izoforme S 3yV u

bolesnika na razini a) alela i b) genotipova (Mann-Whitney U test)

U polimorfizmu ¢.*148T>C alel T je statisti¢ki znac¢ajno ¢e$¢i u izoformi S 3a. Genotipovi CC
i TC imaju razli¢itu pojavnost od TT u polimorfizmu ¢.*148T>C kod izoforme S 3a (Slika
5.6.).
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Slika 5.6. Povezanost polimorfizma c.*148T>C i relativnih ekspresija izoforme S 3o u

bolesnika na razini a) alela (Mann-Whitney U test) i b) genotipova (Kruskal-Wallis test)

U polimorfizmu ¢.*571T>C alel C je statisticki ¢e$¢i u izoformi S 3yV. Homozigotni genotip
CC je razliciti od TT kod polimorfizma ¢.*571T>C u izoformi S 3yV (slika 5.7.).
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Slika 5.7. Povezanost polimorfizma ¢.*571T>C i relativnih ekspresija izoforme S 3yV u

bolesnika na razini a) alela (Mann-Whitney U test) i b) genotipova (Kruskal-Wallis test)

U polimorfizmu ¢.*571T>C alel C je statisticki ¢e$¢i u izoformi S 3yM (slika 5.8.).
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Slika 5.8. Povezanost polimorfizma c.*571T>C i relativne ekspresije izoforme S 3yM u
bolesnika (Mann-Whitney U test)

Kod zdravih kontrola statisticki znacajne razlike na razini genotipova i alela polimorfizama

te eskpresije izoformi pokazuju polimorfizmi: ¢.-235G>A i ¢.-644T>C.
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U polimorfizmu c.-235G>A (rs17887126) alel G je statisticki ¢es¢i u izoformi S 2B. Na razini

genotipova za isti polimorfizam primijecena je statisticki znacajna razlika genotipa divljeg tipa
GG i izoforme S 2B (slika 5.9.).
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Slika 5.9. Povezanost polimorfizma c.-235G>A i relativne ekspresije izoforme S 2B u zdravih
kontrola na razini a) alela i b) genotipa (Mann-Whitney U test)

Na razini genotipova za polimorfizam ¢.221+209T>C (rs4789551) primijecena je statisticki

znacajna razlika genotipa divljeg tipa TT u izoformi S 2a (slika 5.10.).
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Slika 5.10. Povezanost genotipova polimorfizma ¢.221+209T>C i relativne ekspresije izoforme
S 2a u zdravih kontrola (Mann-Whitney U test)
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U polimorfizmu c.-644T>C (rs8073903) alel T znacajno je izrazeniji u izoformi S 3a. Na razini

genotipova za polimorfizam c.-644T>C (rs8073903) primijecena je statisticki znacajna razlika
genotipova TT i TC u izoformi S 3a (slika 5.11.).
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Slika 5.11. Povezanost polimorfizma c.-644T>C i relativne ekspresije izoforme S 3a u zdravih

kontrola na razini a) alela (Mann-Whitney U test) b) genotipova (Kruskal-Wallis test)

U polimorfizmu ¢.*148T>C (rs2239680) alel T je statisticki znacajno viSe eksprimiran U
izoformi divljega tipa (wt), (slika 5.12.).
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Slika 5.12. Povezanost polimorfizma c.*148T>C i relativne ekspresije izoforme S wt u zdravih
kontrola (Mann-Whitney U test)
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Najveca statistiCki znacajna povezanost na razini alela i pojedinih izoformi u zdravih kontrola

primijec¢ena je kod polimorfizma c.-625G>C (rs8073069) i izoforme S 3a 1 izoforme S 3B, slika
5.13.
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Slika 5.13. Povezanost polimorfizma c.-625G>C i relativne ekspresije izoforme a) S 3a i b) S
3B u zdravih kontrola (Mann-Whitney U test)

5.5. Povezanost ekspresijskih obrazaca s klinicko-patoloskim parametrima

Usporedeni su ekspresijski obrasci pojedinih izoformi s klini¢ko patoloskim parametrima:
spolom, dobi, statusom pusenja, veli¢inom primarnog tumora, pozitivnim regionalnim limfnim
¢vorovima, klinickim i patoloskim TNM i Brodersovim gradusom.

Analizom relativnih ekspresija izoformi u odnosu na spol nadena je statistiCki znacajno
povecana ekspresija izoforme S 3B (P = 0,037) kod muskaraca u odnosu na Zene, a kod zdravih

kontrola su izoforme S 20 (P = 0,044) i S 2B (P = 0,040) bile pojacano eksprimirane kod Zena.

Ekspresija izoformi S wt (P = 0,040), S 2a. (P = 0,014), S Aex3 (P = 0,009) statisti¢ki znacajno
je pojacano eksprimirana u bolesnika pusaca, dok kod pusaca u zdravim kontrolama nije

pronadena statisticki znacajna razlika.

Nadalje, nadena je statisticki znacajna povezanost izmedu relativne ekspresije izoforme S Aex3
i sijela primarnog tumora. 1zoforma S Aex3 bila je jace eksprimirana kod tumora orofarinksa u

odnosu na tumor usne Supljine (slika 5.14.).
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usna Supljina orofarinks

Slika 5.14. Povezanost ekspresije izoforme S Aex3 i tumorskog sijela (Mann-Whitney U test)

Takoder ista izoforma (S Aex3) pojacano je eksprimirana kod klini¢ki uznapredovalijih tumora

I11. i V. stadija, slika 5.15.
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Slika 5.15. Povezanost ekspresije izoforme S Aex3 i kliniCkog TNM stadija,1- rani stadij I i I,
2- kasni stadij 111 i IV, (Mann-Whitney U test)
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5.6. Povezanost polimorfizama s klini¢ko patoloSkim parametrima

Klinicko-patoloski nalazi (dob pri postavljanju dijagnoze, spol, pusacki status, mjesto tumora,
veli¢ina tumora, klinicki i patoloski status limfnih ¢vorova, klini¢ki i patoloski TNM status i
Brodersov status) usporedeni su s jedanaest SNP-ova s MAF > 5 %. Svi polimorfizmi shematski

su prikazani na Slici 5.16.

Slika 5.16. Shematski prikaz polimorfizama i povezanosti s klinicko patoloskim parametrima

prometor ‘l—i 2Hb 2 3;—%—
‘. S | rs17882627 || ‘ 1517882139
/ /| c-s2565¢ €-241C5T ey i 22141199 G>A oo | et | €#149_*150insAA
/ I . ~. 7 1 S <
153764383 rs8073903 | | rs17878731 rs17887126 || rs9904341 154789551 rs2071214 || rs17885521 rs761692199 | | rs2239680 rs1042489 || rs2661694
-1547C>T -644T>C €-267G>A -235G>A €-31G>C || c.2214209T>C €385 G>A €*506>C c*1116>C C*148T>C c*s7T>C || c*13730A
CT/CC GA GG TC GA €C CA
pusenje spol cTNM spol T cN cN
cN pTNM cN pN
GG SN E cTNM Alel A
Alel C pusenje alel G pusenje alel C cN
pusenje cN alel G pusenje pN
<y alel A cTNM alelC T N
PN spol pTNM spol cN pN
cTNM
alel 6 alel T

PuSenje pusenje

Nadeno je da polimorfizmi BIRC5 nisu bili povezani s dobi, a samo slabo su bili povezani s
mjestom primarnog tumora i Brodersovim statusom. Cetiri polimorfizma (c.-644T>C, c.-
625G>C, ¢.-241C>T, ¢.*571T>C) nisu bila povezana ili su bila slabo povezana s bilo kojim
klinicko-patoloSkim nalazima (P = 0,057).

Prema spolnoj razdiobi dva su polimorfizma bila znacajno ¢e$¢a u bolesnica i to rjedi A alel
(P =0,039), i heterozigotni GA genotip (P = 0,033) od rs17887126 (c.-235G>A) i rjedi C alel
(P = 0,024) i heterozigotni TC genotip (P = 0,020) od rs4789551 (c .221+209T>C) (tablica
5.13.).

Kod zdravih ispitanika nije nadena razlika u polimorfizmima medu spolovima.
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Tablica 5.13. Povezanost polimorfizama u odnosu na spol kod bolesnika (hi-kvadrat test)

polimorfizam  genotip spol p*
alel muski zenski
C.-235G>A GG 38 92,7% 4 57,1% 0,033

GA 3 73% 3 42,9%

AA 0 00% 0 0,0%

G 79 96,3% 11 78,6% 0,039

A 3 37% 3 21,4%
€.221+209T>C TT 37 949% 4 57,1% 0,020

TC 2 51% 3 429%

CcC 0 00% 0 0,00

T 76 97,4% 11 78,6% 0,024

C 2 26% 3 214%

*hi-kvadrat test

S puSenjem su znacajno povezana Cetiri polimorfizma, a jo§ su dva slabije povezana: rjedi C
alel (P = 0,017), te CT i CC genotipovi (P = 0,042) polimorfizma rs3764383 (c.-1547C>T);
¢es¢i G alel (P = 0,025) i glavni GG genotip (P = 0,020) polimorfizma rs17887126 (c.-
235G>A); glavni T alel (P = 0,015) i glavni TT genotip (P = 0,012) polimorfizma rs4789551
(€.221+209T>C); rjedi alel C (P = 0,032) polimorfizma rs2239680 (c.*148T>C). Sporedni
genotipovi TC i CC polimorfizma rs2239680 (c.*148T>C) bili su slabo povezani s pusenjem
(P = 0,055), kao i glavni G alel polimorfizma rs9904341 i sporedni alel A i genotipovi CA i
AA polimorfizma rs2661694 (c.*1373C>A) (tablica 5.14.).

Kod zdravih kontrola pronadena je statisticki znaCajna razlika povezanosti puSenja i samo

jednog polimorfizma c.-235G>A na razini genotipa (P = 0,016) i alela (P = 0,017).
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Tablica 5.14. Povezanost polimorfizama u skupini bolesnika s pusenjem

polimorfizam  genotip pusenje p*
alel ne da
C.-1547C>T 1T 6 100,0% 18 45,0% 0,042

CT 0 00% 18 45,0%
CC 0 00%n 4 10,0%
T 12 100,0% 54 67,5% 0,017
C 0 00% 26 32,5%
€.-235G>A GG 3 50,0% 39 92,9% 0,020
GA 3 500% 3 7,1%
AA 0 00%n 0 0,0%
G 9 750% 81 96,4% 0,025
A 3 250% 3 3,6%
€.221+209T>C 1T 3 50,0% 38 95,0% 0,012
TC 3 50,0 2 50%
0
9
3
6
0
0
1

CcC 00% 0 0,0%

T 750% 78 97,5% 0,015

C 250% 2 2,5%
c.*148T>C TT 100,0% 20 47,6% 0,055

TC 0,00 19 452%

CC 0,00 3 7,1%

T 2 100,0% 59 70,2% 0,032
C 0 00% 25 29,8%
*hi-kvadrat test
Polimorfizam (c.-235G>A) grani¢no je povezan s primarnim sijelom - usnom Supljinom i na

razini genotipa (P = 0,077) i na razini alela (P = 0,086).

S veli¢inom primarnog tumora (T) povezan je polimorfizam rs2071214 (c.385G>A). Rjedi
G alel (P = 0,018) i heterozigotni GA genotip (P = 0,015) pojavljuju se samo u tumorima

manjim od 4 cm, tablica 5.15.

Tablica 5.15. Povezanost polimorfizma ¢.385G>A s veli¢inom primarnog tumora (T)

polimorfizam genotip tumor (T) p*
alel 1i2 3i4
c.385G>A AA 17 77,3% 26 100,0% 0,015

GA 5 227% 0 0,0%
GG 0 00% O 0,0%
A 39 88,6% 52 100,0% 0,018
G 5 114% 0 0,0%
*hi-kvadrat test
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Pet polimorfizama (c.-1547C>T, ¢.-31G>C, ¢.*148T>C, ¢.385G>A, ¢.*1373C>A) statisticki je

znacajno povezano s klini¢kim i patoloskim stanjem limfnih ¢vorova (cN ipN, Tablica 5.16.) i
TNM statusom (CTNM i pTNM), a jedan je (rs17887126) slabo povezan sa statusom limfnih
¢vorova. Tri su bila povezana samo sa statusom limfnih ¢vorova, a dva i sa statusom limfnih

¢vorova i TNM statusom.

Tablica 5.16. Povezanost polimorfizama i statusa limfnih ¢vorova vrata, klinickih (cN) ili

patoloskih (pN)

polimorfizam = genotip ¢vor (cN) p* ¢vor (pN) p*
alel 0 1+2+3 0 1+2+3
c.-1547C>T TT 14  73,7% 10 37,0% 0,050 11 73,3% 13 419% 0,094
CT 4 211% 14 51,9% 4 26,7% 14 452%
cc 1 53% 3 11,1% 0 00% 4 12,9%
T 32 842% 34 630% 0,034 26 86,7% 40 645% 0,029
C 6 158% 20 37,0% 4 133% 22 355%
€.*148T>C TT 16 80,0% 10 357% 0,008 13 81,3% 13 40,6% 0,025
TC 4 20,0% 15 53,6% 3 188% 16 50,0%
cc 0 00% 3 10,7% 0 00% 3 94%
C 4 100% 21 375% 0002 3 94% 22 344% 0,012
T 36 90,0% 35 62,5% 29 90,6% 42 65,6%
€.*1373C>A cC 16 80,0% 12 429% 0,034 13 813% 15 469% 0,071
CA 4 20,0% 15 53,6% 3 188% 16 50,0%
AA 0 00% 1 3,6% 0 00% 1 31%
A 4 100% 17 304% 0,023 3 94% 18 28,1% 0,040
C 36 90,0% 39 69,6% 29 90,6% 46 71,9%

c.-31G>C GG 6 316% 15 556% 0,100
GC 9  474% 11  40,7%
ccC 4 211% 1 3,7%
C 17 447% 13  241% 0,045
G 21 553% 41  75,9%
.385G>A AA 15 750% 28 100,0% 0,009
GA 5 250% O 0,0%
GG 0 00% O 0,0%
A 35 875% 56 100,0% 0,011
G 5 125% O 0,0%
*hi-kvadrat test

Rs3764383 (c.-1547C>T), rs2239680 (c.*148T>C) i 152661694 (c.*1373C>A) statisticki su
povezani s klinickim (CN) i patoloskim statustom limfnih ¢vorova (pN). Rjedi alel C
polimorfizma c.-1547C>T bio je povezan s pozitivnim klini¢kim limfnim ¢vorovima (CN, P =
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0,034) i patoloskim limfnim ¢vorovima (pN, P = 0,029), dok su genotipovi CC i CT bili

povezani s cN (P = 0,050) i slabo povezani s pN (P = 0,094). Rjedi C alel polimorfizma
€.*148T>C povezan je s klinickim cN (P = 0,002) i patoloskim limfnim ¢vorovima, pN (P =
0,012) i homozigotni CC genotip (cN P = 0,008, pN P = 0,025) ¢.*148T>C bili su povezani s
pozitivnim limfnim ¢vorovima. Rjedi alel A polimorfizma ¢.*1373C>A bio je povezan s
pozitivnim limfnim ¢vorovima (CN P = 0,023, pN P = 0,040), dok su genotipovi AA i CA bili
povezani s cN (P = 0,034) i slabo povezani s pN (P = 0,071).

Rs9904341 (c.-31G>C) i rs2071214 (c.385G>A) su statisticki znacajno povezani sa statusom
limfnih ¢vorova i TNM statusom, Tablica 5.17. Ce3¢i G alel polimorfizma c.-31G>C bio je
povezan s pozitivnim cN (P = 0,045) i visim ¢cTMN (P = 0,004) i pTNM (P = 0,006), dok je
homozigotni genotip GG bio povezan s visSim cTNM (P = 0,010) i pTNM (P = 0,013). Rjedi G
alel polimorfizma ¢.385G>A bio je povezan s negativnim cN (P = 0,011) i nizim ¢TNM (P =
0,001) i slabo povezan s nizim pTNM (P = 0,059). Heterozigotni GA genotip bio je povezan s
negativnim cN (P = 0,009) i nizim cTNM (P = 0,0005) te slabo povezan s nizim pTNM (P =
0,054).

Tablica 5.17. Povezanost polimorfizama i klinickog (cTNM) i patoloskog (pTNM) stadija

bolesti
polimorfizam = genotip Klini¢ki (cTNM) p* patoloski (p TNM) p*
alel Lill iV Lill Hilv
c.-31G>C GG 1 91% 20 57,1% 0,010 10,0% 20 55,6% 0,013
GC 7 636% 13 37,1% 60,0% 14 38,9%
CcC 3 273% 2 5,7% 30,0% 2 5,6%
C 13 59,1% 17 24,3% 0,004 60,0% 18 25,0% 0,006
G 40,9% 53 757% 40,0% 54 75,0%
c.385G>A AA 58,3% 36 100,0% 0,0005 70,0% 36 94,7% 0,054

30,0% 2  5,3%
0,00 0 0,0%
85,0% 74 97,4% 0,059
150%0 2 2,6%

GG 0,00 O 0,0%
A 79,2% 72 100,0% 0,001
G 5 208% O 0,0%

9
7
GA 5 417% O 0,0%
0
1

©
= -
wHowNwolgwo

*hi-kvadrat test
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5.7. Povezanost ekspresijskih obrazaca i polimorfizama s preZivljenjem

U ovom ispitivanju osim klini¢ko patoloskih parametara ispitivane su i ovisnosti pojavnosti
odredenih polimorfizama i ekspresijskih obrazaca i vremenskih perioda pracenja i ishoda, tj.
sveukupno prezivljenje (engl. OS - overall survival) i prezivljenje povezano s bolesti (engl.
DSS - disease specific survival). Usporedbom vremena sveukupnog prezivljenja nije pronadena
statisticki znacajna razlika nakon usporedbe s nadenim polimorfizmima niti nakon usporedbe s

razinama relativnih ekspresija izoformi, slika 5.17.
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Slika 5.17. Prikaz sveukupnog prezivljenja (OS) za ispitivanu skupinu bolesnika (Kaplan-

Meierova krivulja prezivljenja)
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Usporedbom polimorfizama i ekspresijskih obrazaca izoformi s prezivljenjem specificnim za

bolest nadena je statisticki znacajna razlika samo kod izoforme S wt, pri ¢emu je niza razina

ekspresije izoforme S wt povezana s losijim prezivljenjem, slika 5.18.
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Slika 5.18. Povezanost ekspresije izoforme S wt i preZivljenja povezanog s bolesti
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Planocelularni karcinomi usne Supljine i orofarinska predstavljaju dva najc¢esca sijela tumora
glave i vrata (HNSCC), pri ¢emu se karcinom usne Supljine svrstava na ¢etrnaesto, a karcinom
orofarinksa na dvadeset i cetvrto mjesto na ljestvici ukupnih tumorskih sijela (2,4). Kirurska
resekcija tumora s ili bez disekcije vrata standard je lijeCenja karcinoma usne Supljine, dok se
kod lije¢enja karcinoma orofarinksa jednako vrijedno koriste radikalna kirurSka resekcija i
radioterapija, odnosno kemoiradijacija. Unato¢ napretku i dijagnostickih i terapijskih
algoritama zabrinjava podatak da se stopa petogodiSnjeg prezivljenja za sve stadije nije
znacajno promijenila zadnjih ¢etrdesetak godina i ona iznosi oko 60 %. Jedan od potencijalnih
uspjeha lijecenja mozda lezi u pronalazenju ciljanih molekularnih biomarkera kojim ¢emo moci
ne samo predvidjeti klinicki tijek i agresivnost tumora, nego i djelovati terapijski na sprecavanje
Sirenja i suzbijanje raka. Potencijalna primjena molekularnih biomarkera omogucavala bi stoga
preciznije predvidanje ishoda bolesti i personalizirani pristup lijeenju s ciljem poboljSanja

kvalitete zivota pacijenata i njegova produzenja.

Nedavna istrazivanja sugeriraju da karcinogeneza tumora glave i vrata ukljucuje nakupljanje
mutacija ili epigenetskih promjena u genima koje nastaju kao posljedica Stetnih ucinaka
okolisnih ¢imbenika poput pusSenja duhana i konzumacije alkohlnih pi¢a kod osjetljivih
pojedinaca (82,84). IzloZenost istim okolisnim ¢imbenicima kod razli¢itih osoba rezultira
razli¢itim klinickim prikazima i razli¢itom osjetljivos¢u na HNSCC, §to sugerira da genetske
varijacije mogu biti klju¢ni ¢imbenik rizika za razvoj HNSCC-a (113). Procesi karcinogeneze
U HNSCC-ima ukljucuju poremecaje i deregulacije razlicitih putova, ukljucujuci popravak
DNK, metabolizam karcinogena, stani¢ni ciklus, imunitet i upalu. Polimorfizmi gena
uklju¢enih u ove putove mogu igrati vaznu ulogu u razvoju HNSCC-a putem promjena u

aktivaciji i funkciji srodnih proteina (82,113).

Gen BIRCS5 i njegov proteinski produkt survivin predstavljaju potencijalno idealnu metu za
daljnja istraZivanja s obzirom da je njegova ekspresija prisutna samo u embrionalnom tkivu 1
tkivima koja se pojac¢ano dijele, kakvo je tumorsko (95). Prisutnost genskog polimorfizama i

odredivanje ekspresije izoformi gena BIRC5 mogli bi se koristiti kao biomarker agresivnosti
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primarnog tumora ili prognosticki ¢imbenik ishoda lijeCenja ili odgovora na terapiju u

planocelularnim karcinomima usne Supljine i orofarinksa.

Stoga ovo istrazivanje polazi od pretpostavke da je povecana ekspresija izoformi gena BIRC5
povezana s lo$ijim prezivljenjem i loSijom prognozom kod pacijenata oboljelih od
planocelularnog karcinoma usne Supljine i orofarinksa. Takoder smo istrazivali i pojavnost
polimorfizama gena BIRC5 kako u tumorskom tkivu, tako i u sluznici zdravih ispitanika te

njihov medusobni utjecaj na ekspresiju izoformi.

6.1. Ekspresija izoformi gena BIRC5 u tumorskom i zdravom tkivu

Relativna razina ekspresije osam najcesc¢ih izoformi gena BIRC5 (S wt, S 2a, S 2B, S 3a, S 3B,
S Aex3, S 3yM i S 3yV) odredena je metodom q-PCR u 48 uzoraka tkiva pacijenata oboljelih
od planocelularnog karcinoma usne Supljine 1 orofarinksa 1 39 uzoraka tkiva zdrave sluznice
kontrolnih ispitanika. Naj¢es¢e proucavane izoforme u tumorima glave i vrata su S wt, S 2a, S
2B i S 3a (105). Survivin wt i S 3a imaju dominantno antiapoptotsku funkciju (96), a za

izoforme S 2a i S 2B smatra se da imaju proapoptotsku funkciju.

Analiza dobivenih rezultata pokazala je da su i u tumorskim uzorcima i u zdravim kontrolama
najjace eksprimirane izoforme Swt, S2a i S2B, zatim S Aex3, S 3a, S 3B, dok su najslabije
eksprimirane izoforme S 3yM i S 3yV. U tumorskim uzorcima izoforme S wt, S 2a, S 2B, S 3a
bile su eksprimirane u 100 % uzoraka, dok je izoforma S 3B bila eksprimirana u 86,66 %
uzorka, S Aex3 u 95,55 % uzoraka, S 3yM 68,88 % uzoraka, a izoforma S 3yV u tek 46,66 %
uzoraka. Sli¢ne rezultate objavili su Koike i suradnici (2008.) koji su na karcinomima prostate
pokazali da je najjaca ekspresija izoformi Swt, S 2a.i S 2B, a nesto manja S Aex3 (114). Nadalje,
Trnski i suradnici (2019.) pronasli su da je u stani¢nim linijama (SKOV-3 OC) karcinoma
ovarija najjaca izrazenost izoformi S 2a i S wt, nesto slabija je ekspresija izoformi S Aex3 i S
3B, a najslabije izrazena je bila izoforma S 2B (115). S druge strane u istrazivanju Vinceti¢
(2020.) napravljenom na karcinomima dojke najjace su bile eksprimirane izoforme S 2a.i S wt,
zatim izoforme S Aex3, S 3B, S 2B i S 30, a najmanje izoforme S 3yM i S 3yV (116).

85



6. RASPRAVA
Iako je inicijalno vecina autora navodila da je ekspresija survivina rezervirana za embrionalna
tkiva i tkiva koja se pojacano dijele te da je u diferenciranim tkivima odraslih nema (94,117),
posljednjih godina otkriveno je da je i u zdravim tkivima takoder prisutna ekspresija nekih
izoformi s manjim relativnim omjerima u odnosu na tumorska tkiva pa tako Warrier i suradnici
i Lodi i suradnici biljeze ekspresiju izoformi survivina i u zdravim diferenciranim tkivima
odraslih osoba (105,118,119). Rezultati ovog istrazivanja pokazuju znacajno vecu ekspresiju
ovog gena u bolesnika nego zdravih kontrola sto je skladu s rezultatima nedavno objavljenih

studija.

Izoforme S wt i S 2a bile su eksprimirane u sluznici svih zdravih kontrola dok je izoforma S
2B bila eksprimirana u 95,55 % uzoraka. 1zoforma S 3a bila je eksprimirana u 68,88 % uzoraka,
izoforma S 3B u 22,22 % uzoraka, izoforma S Aex3 u 46,66 % uzoraka dok je izoforma S 3yM
bila eksprimirana u samo 2,22 % uzoraka. Jedino nije uocena ekspresija izoforme S 3yV u

sluzniciu zdravih kontrola.

Ekspresija izoformi S wt i S 2a nadena je usvim uzorcima tumorskih tkiva i zdravih kontrola.
Ekspresija izoformi S 2B i S 3a nadena je u svim uzorcima tumora i velikom broju zdravih
kontrola. Relativna ekspresija ovih izoformi je prosjec¢no 2,39 puta veca u tumorskom tkivu

nego u zdravim kontrolama.

Za izoforme S 3B i S Aex3, koje su eksprimirane u manjem broju uzoraka i na puno nizoj
relativnoj razini, uoc¢ena je znacajno veca razlika u njihovoj ekspresiji izmedu tumorskog tkiva
i zdravih kontrola (S 3B 78,36 puta, a S Aex3 ¢ak 766 puta vise). Za obje se smatra da imaju
antiapoptotsku funkciju u stanicama, a osim u oralnom karcinomu eksprimirane su i u

karcinomima $titnjace (120).

Dvije najmanje eksprimirane izoforme (S 3yM i S 3yV) nadene se u 68,88 % i 46,66 %
tumorskih uzoraka, dok je ekspresija S 3yM nadena u samo jednom uzorku zdrave kontrole.
Ekspresija S 3yV nije nadena u zdravim kontrolama, $to je u skladu s rezultatima dosad

objavljenih istrazivanja radenim u studij Sampath i suradnika i Vinceti¢ (103,116).
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6.2. Korelacije ekspresije razli¢itih izoformi gena BIRC5 izmedu tumorskog i zdravog
tkiva, kao i s klini¢ko patoloskim obiljeZjima

U tumorskim uzorcima ekspresije gotovo svih izoformi medusobno pozitivno koreliraju, Sto
zna¢i da rast izoforme jedne skupine prati rast u drugoj. Usporedbom Kkorelacija izoformi u
tumorskom tkivu i zdravim kontrolama ustanovljeno je da su u tumorskom tkivu korelacije u
ekspresiji izoformi znatno brojnije nego u zdravom tkivu. Pozitivna i znacajna povezanost
relativnih ekspresija i u tumorskom i u zdravom tkivu bila je prisutna izmedu izoforme S wt sa
S 201 S 2B, potom S 20 sa S2B i S 3, te S3B sa S 3yM. U istrazivanju Eckerle i suradnici
(2009.) na uzorcima neuroblastoma nadena je takoder pozitivna korelacija ekspresija S wt i
S2B, kao i u ovom istrazivanju (121). Nadalje, Trnski i suradnici takoder opisuju pozitivnu
korelaciju izrazaja izoformi kod karcinoma jajnika za izoforme S wt, S 20, S 2B, S 3B i S Aex3
(115), a Vinceti¢ opisuje pozitivnu korelaciju ve¢ine izoformi u tumorskom tkivu dojke (S wt,
S 20, S 2B, S 3a S 3B), dok izoforme u zdravim kontrolama nisu pozitivno korelirale (116).
Pavlidou i suradnici (2014.) takoder su na uzorcima karcinoma dojke ukazali na pozitivhu

medusobnu korelaciju izmedu tri izoforme gena BIRC5, S 2B, S wt i S Aex3 (122).

Analizom relativnih ekspresija izoformi u odnosu na spol nadena je statisticki znacajno
povecéana ekspresija izoforme S 3B (P = 0,037) kod muskaraca u odnosu na zene, dok su kod

zdravih kontrola izoforme S 2a. (P = 0,044) i S 2B (P = 0,040) bile pojac¢ano eksprimirane kod

zena.

Ekspresije izoformi S wt (P = 0,040), S 2o (P = 0,014), S Aex3 (P = 0,009) statisti¢ki znacajno
su pojacano eksprimirane u bolesnika pusaca, dok kod pusaca u zdravim kontrolama nije
pronadena statisti¢ki znacajna razlika, $to se moze tumaciti statisticki znacajnom razlikom u

distribuciji pusaca i nepusaca unutar ispitivane skupine zdravih kontrola.

Nadalje, nadena je statisticki je znacajna povezanost izmedu relativne ekspresije izoforme S
Aex3 i sijela primarnog tumora. lzoforma S Aex3 bila je jace eksprimirana kod tumora
orofarinksa u odnosu na tumore usne Supljine. Upravo je izoforma S Aex3 povezana s

agresivnijim varijantama tumora kod kojih je primije¢ena veca ekspresija (120,123).
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6.3. Polimorfizmi gena BIRC5 u bolesnika i zdravih kontrola

Ukupno je pronadeno sedamnaest polimorfizama gena BIRC5 u DNK 48 uzoraka Krvi
pacijenata oboljelih od planocelularnog karcinoma usne Supljine i orofarinksa i 45 uzoraka krvi
zdrave sluznice kontrolnih ispitanika. Dvanaest polimorfizama pronadeno je kod obje skupine
uzoraka, dok su tri polimorfizma pronadena samo u bolesnicima, a dva samo u zdravim

kontrolama.

Polimorfizmi rs17878731 (c.-267G>A) i rs17882627 (c.*104G>A) nadeni su samo u
kontrolama, dok su rs2071214 (c.385G>A), rs7885521 (c.*50G>C) i rs761692199

(c.*111G>C) pronadeni samo u uzorcima krvi bolesnika.

Statisticki znacajne promjene u pojavnosti polimorfizama kod pacijenata u odnosu na kontrole,
pronadene su u frekvencijama alela kod polimorfizma c.-1547C>T (p = 0,0149), u
frekvencijama i genotipa i alela kod polimorfizama c.-625G>C i ¢.*385G>A, te grani¢no na

razini frekvencije genotipa kod polimorfizma c.*1373C>A.

Dobiveni podatci sli¢ni su rezultatima prethodno obavljenih studija. Tako Mehdi i suradnici
(2019.) izdvajaju polimorfizam c.-31G>C kao genetski rizik za oralni karcinom (124), a Weng
i suradnici (2012.) povezuju pojavnost polimorfizama c.-31G>G, ¢.385G>A i ¢.*571T>C kod

tumora glave i vrata (125).

Nadalje, jedanaest SNP-ova s frekvencijom manjeg alela (MAF) > 5% u uzorcima bolesnika i
zdravih kontrola odabrano je za analizu neravnoteZe povezivanja. Analiza je pokazala da
postoje razlike u broju polimorfizama u neravnotezi povezivanja (LD) izmedu uzoraka
bolesnika i zdravih kontrola na viSe lokusa. Ovakva neravnoteZza povezivanja ¢esto se nalazi u
razli¢itim tipovima tumora (115). Uzorci bolesnika pokazali su poveéanu neslucajnu
povezanost alela kod tri kombinacije alela: rs3764383 (c.-1547C>T) i rs2239680 (c.*148T>C)
(s 0,4 na 0,79), potom rs3764383 (c.-1547C>T) i 52661694 (c.*1373C>A) (s 0,43 na 0,7) i
rs8073903 (c.-644T>C) irs1042489 (c.*571T>C) (s 0, 03 na 0,64) koji najvise raste. Prve dvije
kombinacije nadene su u studiji Shi i suradnika (126), dok su rs8073903 (c.-644T>C) i
rs1042489 (c.*571T>C) (s 0, 03 na 0,64) nadene u studijama autora Susac i suradnici (127) i
Shi i suradnici (126).
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U bolesnika neslu¢ajna povezanost alela pada samo u slu¢aju polimorfizama rs8073903 (c.-

644T>C) i rs8073069 (c.-625G>C) gdje R? pada (s 0,73 na 0.48).

U zdravim kontrolama su rs2239680 (c.*148T>C) i rs2661694 (c.*1373C>A) u potpunoj
neravnotezi povezivanja (R2=1), a nesto padaju u bolesnima (R2=0,79), za razliku od Trnski i
suradnika gdje su (c.*148T>C) i (c.*1373C>A) u karcinomima jajnika imali gotovo jednaku
neravnotezu povezivnaja i u zdravim i u bolesnim (0,86 i 0,89) (115). Ovakva neravnoteza

povezivanja cesto se nalazi u razli¢itim tipovima tumora (115).

6.4. Povezanost ekspresija izoformi i polimorfizama gena BIRC5

U ovom istrazivanju postoji statistiCki znacajna povezanost izmedu polimorfizama u genu
BIRCS i ekspresije njegovih pojedinih izoformi. Nadena je povezanost izmedu polimorfizma
c.-31G>C i izoforme S 3 yM, polimorfizma ¢.221+209T>C i izoforme S 3a, polimorfizma
c.385G>A i izoforme S 3yV, polimorfizma ¢.*148T>C i izoforme S 3a i polimorfizma
¢.*571T>C s izoformama S 3yV i S 3yM. Kod polimorfizma c.-31G>C rjedi alel C povezan je
s manjom ekspresijom izoforme 3yM. Homozigotni CC genotip u polimorfizmu c.-31G>C se
razlikuje od GG i GC, koji se medusobno ne razlikuju u ekspresiji, u 3 yM izoformi. Nadalje,
alel C u polimorfizmu ¢.221+209T>C ima statisticki vec¢u ekspresiju od alela T u izoformi S
3a. Genotip divljeg tipa TT polimorfizma ¢.221+209T>C ima statisti¢ki znacajnije manju
ekspresiju od heterozigotnog oblika TC u izoformi S 3a. U polimorfizmu c.385G>A alel A ima
statistiCki znacajno vecu ekspresiju od alela G u izoformi S 3yV. Homozigotni genotip AA u
polimorfizmu ¢.385G>A ima statisticki znacajno vecu ekspresiju u izoformi S3yV. U
polimorfizmu c¢.*148T>C alel T je statisticki znacajno ¢es¢i u izoformi S 3a. Genotipovi CC i
TC imaju razli¢itu pojavnost od TT u polimorfizmu c.*148T>C kod izoforme S 3a. U
polimorfizmu c.*571T>C alel C je statisticki ¢es¢i u izoformi S 3yV. Homozigotni genotip CC
je razli¢iti od TT kod polimorfizma ¢.*571T>C u izoformi S 3yV. U do sada objavljenoj
literaturi malo je podataka objavljeno o povezanosti pojedinih ekspresijskih obrazaca izoformi

0vog gena s pojavnoscéu polimorfizama.

Boidot i suradnici, 2009. i Li i suradnici, 2013. objavili su rezultate istrazivanja u kojima su
ispitivali utjecaj razli¢itih polimorfizama na ukupnu ekspresiju survivina, pri ¢emu je posebna
paznja posveéena polimorfizmu c¢.-31G>C (99,128). Takoder je proucavana povezanost
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polimorfizama c.-31G>C i ¢.*148T>C s ekspresijom izoformi gena BIRC5 u kolorektalnom
karcinomu, a utvrdeno je da genotip c.*148T>C korelira s ekspresijom izoforme S 2a
(128,129). Nadalje, nadena je i znacajna povezanost izmedu ¢e$¢ih homozigotnih genotipova
polimorfizama ¢.*148T>C (TT) i ¢.*1373C>A (CC) te povisene ekspresije izoformi S 2a 1 S
3B u karcinomu jajnika (115).

6.5. Povezanost polimorfizama i klini¢ko-patolo$kih parametara
Jedanaest polimorfizama s frekvencijom rjedeg alela (MAF) > 5 % usporedeno je s klinicko-

patoloSkim nalazima.

Cetiri polimorfizma (c.-644T>C, ¢.-625G>C, ¢.-241C>T i i ¢.*571T>C) nisu pokazala nikakvu
ili samo slabu povezanost s klinicko-patoloSkim nalazima. Sedam polimorfizama pokazalo je

znacajnu povezanost s jednim ili vise klini¢ko-patoloskih nalaza.

Za rs3764383 (c.-1547C>T), rjedi alel C i rjedi genotipovi CC i CT pokazali su zna¢ajnu
korelaciju s pozitivnim statusom limfnih ¢vorova, a takoder i s puSenjem. Rjedi alel T je bio
statisticki ucestaliji kod bolesnika. Unato¢ tome $to se polimorfizam obi¢no naziva C>T, u svim
populacijama navedenim u bazi podataka NCBI SNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp)
(pristupljeno 27. svibnja 2024.), C je sporedni alel. U nekim se radovima naziva c.-1547A/G i
nije povezan s pozitivnim limfnim ¢vorovima, ali je povezan s loSijim prezivljavanjem kod

karcinoma plu¢a nemalih stanica (108) i ranijom dobi pojave raka jajnika i dojke (127,130).

Za polimorfizam ¢.-625G>C (rs8073069) rjedi alel C i genotip CC znafajno SU manje
zastupljeni u bolesnicima. Nalazi se u promotorskoj regiji i smatra se da bi mogao mijenjati
mjesto vezanja transkripcijskih faktora (131). Wang i suradnici (2019) nasli su povezanost alela
C s boljim prezivljenjem u pacijentima s karcinomom jednjaka (132), kao i Szczyrek u raku
pluca (131) gdje je Nadeno znacajno manje alela C i homozigotnog genotipa CC u bolesnima.
Rezultati meta analize povezanosti polimorfizama gena BIRC5 sa sklonosti razvoju tumora
pokazuju znacajnu povezanost rs8073069 (c.-625G>C) s povecanim rizikom od tumora

gastrintestinalnog trakta i mjehura kod Azijata (133).

Rs17887126 (c.-235G>A) je relativno rijedak polimorfizam i nije zabiljeZen u nekim azijskim

populacijama. Smjesten je na veznom mjestu za nekoliko transkripcijskih faktora (127,134). U
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ovom je istrazivanju u bolesnika utvrdena nesto veca ucestalost rjedeg alela A i heterozigotnog
genotipa GA. Sli¢ni rezultati nadeni su istrazivanjem na uzorcima tumora janika dobivenih od
hrvatskih bolesnica (115). Sporedni alel A i heterozigotni genotip GA takoder su pokazali
grani¢no znacajnu korelaciju s lokacijom tumora (¢es¢e u usnoj Supljini) i vi§im Brodersovim
statusom, ali i negativnim limfnim ¢vorovima. Osim toga, ovi aleli su bili zna¢ajno ¢es¢iu zena,

dok su ¢eséi alel G i glavni genotip divljeg tipa GG bili su zna¢ajno povezani s pusenjem.

Kod polimorfizma rs9904341 (c.-31G>C), alel G i genotip GG bili su povezani s pozitivhim
limfnim ¢vorovima i visim TNM statusom u ovoj studiji. Ovaj polimorfizam je do sada najvise
prouc¢avan BIRC5 polimorfizam (108) i bio je predmet nekoliko meta analiza (135-137).
Povezan je s osjetljivos¢u za razvoj karcinoma usne Supljine (125), jednjaka (132),
kolorektalnog karcinoma (129,138), raka plu¢a (139) i mokra¢nog sustava (106,136,137),
prezivljenjem oboljelih kod kolorektalnog karcinoma (129) i raka pluca (124). Povezan je i s
dobi nastanka tumora kod oboljelih od raka jajnika (130) i prostate (114). Kao i u ovoj studiji,
pronadena je povezanost rs9904341 (c.-31G>C) sa stadijem i statusom limfnih ¢vorova kod
raka usne Supljine (140), mokra¢nog mjehura (106,136,137), plu¢énog (141) i kolorektalnog
raka (129). No, s druge strane, iako su Aynaci i sur. otkrili da nositelji heterozigotnog GC
genotipa imaju nizi rizik od razvoja raka pluca, nisu nasli nikakvu povezanost sa stadijem
tumora, statusom limfnih ¢vorova ili metastatskim statusom (142). Kawata i surardnici su nasli
povezanost izmedu ovog polimorfizma s gradusom ili stadijem tumora kod karcinoma
mokra¢nog mjehura (136,143). Podaci iz literature vrlo su kontradiktorni za ovaj polimorfizam,
jer neki radovi navode da je C alel povezan s patoloskim ¢imbenicima, dok drugi navode da je
nadena povezanost s G alelom. To se moze objasniti ¢injenicom da je u nekim populacijama
ucestalost oba alela gotovo jednaka (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp) (pristupljeno 27.
svibnja 2024.), a u drugim ne (139). Veéina se autora slaze da je ovaj polimorfizam bolji

prediktor prezivljenja u azijskoj populaciji (137).

Polimorfizam rs4789551 (c.221+209T>C) je relativno rijedak polimorfizam koji se nalazi u
intronu 2 gena BIRCS. U ovoj studiji, rjedi alel C i heterozigotni genotip TC bili su ¢e$¢i u Zena,
dok su alel T i glavni genotip TT bili znacajno povezani s puSenjem. U literaturi se ovaj
polimorfizam povezuje s losijim prezivljenjem kod oboljelih od karcinoma plu¢a nemalih

stanica (108).
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Za polimorfizam rs2071214 (c.385G>A, poznat i kao ¢.9194G>A), rjedi G alel i heterozigotni
AG genotip bili su znacajno povezani s manjom veli¢inom, negativnim limfnim ¢vorovima 1
nizim TNM statusom u ovoj studiji. S druge strane, rjedeg alela G uopce nije bilo u zdravima.
To je jedini polimorfizam u ovoj studiji koji bi se mogao povezati sa zastitnom ulogom. lako
se ovaj polimorfizam obi¢no naziva G>A u svim populacijama navedenim u bazi podataka
NCBI SNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp) (pristupljeno 27.svibnja 2024.), G je rjedi alel.
Ovaj polimorfizam se obi¢no oznacavao kao c.9194G>A. lako Kawata 1 sur. nisu pronasli
korelaciju ovog polimorfizma sa stupnjem ili stadijem tumora, otkrili su da su genotipovi AG i
GG povezani sa zna¢ajno manjim rizikom od razvoja raka mokra¢nog mjehura (143). S druge
strane, utvrdeno je da su genotipovi GG i GA povezani s povecanim rizikom od nastanka raka

dojke i prostate (144).

Za polimorfizam rs2239680 (c.*148T>C, poznat i kao ¢.9386T>C), sporedni C alel i CC
genotip bili su povezani s pozitivnim limfnim ¢vorovima u ovoj studiji. Rjedi alel C takoder je
bio povezan s pusenjem. U vecini prethodnih publikacija, ovaj polimorfizam ima oznaku
¢.9386T>C. U literaturi se C alel povezuje s pove¢anim rizikom od nastanka raka pluca (145) i
prostate (144), kao i visim stadijem raka pluca (145). S druge strane, glavni T alel je povezan s

ranijom dobi pocetka raka dojke (127).

Za polimorfizam rs2661694 (c.*1373C>A, poznat i kao ¢.10611C>A) sporedni alel A i
genotipovi AA i CA bili su povezani s pozitivnim limfnim ¢vorovima u ovoj studiji. AA alel je
grani¢no manje prisutan u bolesnima te je bio slabo povezan s puSenjem. Rezultazi obavljenih
studija pokazuju da ovaj polimorfizam nije dobar prognosticki biljeg za rak dojke (131), a nisu
pronadene ni statisti¢ki znacajne povezanosti s osjetljivos¢u na rak pluca (108), jajnika (115)

ili dojke (127).

Usporedbom vremena sveukupnog prezivljenja nije pronadena statisticki znacajna razlika
nakon usporedbe s nadenim polimorfizmima niti nakon usporedbe s razinama relativnih

ekspresija izoformi.

Usporedbom polimorfizama i ekspresijskih obrazaca izoformi s preZivljenjem specificnim za
bolest nadena je statisti¢ki znaCajna razlika samo kod izoforme S wt, pri ¢emu je niZa razina
ekspresije izoforme S wt povezana s losijim prezivljenjem. Usporedbom literature Faldt Beding
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i suradnici (2022.) dosli su do istog zakljucka pri ¢emu je sveukupno prezivljenje kod ispitivane
skupine oboljelih od plocastog karcinoma pluca i cistadenokarcinoma jajnika bilo bolje u

skupini pacijenata s ve¢om ekspresijom Swt (146).

Zakljuéno, ovo je istrazivanje identificiralo ukupno 17 polimorfizama u genu BIRCS5, od kojih
je 11 imalo frekvenciju rjedih alela (MAF) ve¢u od 5% u karcinomu skvamoznih stanica glave
i vrata (HNSCC). Nadeno je da je pet od ovih polimorfizama (c.-1547C>T, c.-31G>C,
€.385G>A, ¢.*148T>C, ¢.*1373C>A) povezano s uznapredovalim klinickim i patoloSkim
stanjem limfnih ¢vorova (cN i pN) kao i s visim TNM stadijima (i klinickim i patoloskim).
Dobiveni rezultati pokazuju da ovi BIRC5 polimorfizmi nemaju zna¢ajan utjecaj na prezivljenje
bolesnika te usmjeravaju paznju na daljnja istrazivanja povezana s ekspresijom pojedinih

izoformi ovog gena, kao $to je izoforma S Aex3, s progresijom HNSCC-a.
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Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1)

2)

3)

4)
5)

6)

7)

8)

Sve ispitivane izoforme gena BIRC5 nadene su u tumorskom tkivu s ve¢om ucestaloséu
I razinom ekspresije nego u zdravoj sluznici (kontrole), a najvise su eksprimirane
izoforme S wt, S 2001 S 2B.

Izoforma S Aex3 jace je eksprimirana u karcinomima orofarniksa u odnosu na karcinome
usne Supljine.

Izoforma S Aex3 pojacano je eksprimirana u uznapredovalijim stadijima tumora.
Izoforma S wt povezana s lo$ijim prezivljenjem.

Ukupno je pronadeno 17 polimorfizama od kojih 12 u obje skupine ispitanika, dva samo
u zdravim kontrolama (c.-267G>A i ¢.104G>A), a tri samo u skupini bolesnika
(c.385G>A, ¢.50G>C ic.111G>C).

Polimorfizmi ¢.-1547C>T, ¢.-31G>C, ¢.385G>A, ¢.*148T>C i ¢.*1373C>A povezani
Su s veli¢inom primarnog tumora, klinickim i patoloSkim stadijem limfnih ¢vorova, kao
i klini¢kim i patoloskim TNM stadijem. Ovi polimorfizmi nemaju zna¢ajan utjecaj na
prezivljenje bolesnika.

Polimorfizmi imaju utjecaj na ekspresiju samo nekoliko izoformi (polimorfizmi c.-
31G>C i ¢.*571T>C na izoformu S 3 yM, polimorfizmi ¢.221+209T>C i ¢.*148T>C na
izoformu S 3a, ¢.385G>A i ¢.*571T>C na izoformu S 3yV).

Ovo istrazivanje daje znacajan znanstveni doprinos razumijevanju molekularne osnove
nastanka karcinoma orofarinksa i karcinoma usne Supljine budu¢i da do sada nisu
objavljeni podaci o rezultatima odredivanja korelacije polimorfizama gena BIRCS i
ekspresije izoformi u ploCastim karcinomima usne Supljine i1 orofarinksa te je dobra

osnova za daljnja znanstvena istrazivanja ove problematike.
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Cilj istrazivanja: Odrediti ekspresiju razli¢itih izoformi gena BIRC5 u tumorskom tkivu
pacijenata s plocastim karcinomom usne Supljine i orofarinksa u usporedbi s tkivom zdravih
kontrola. Odrediti polimorfizme gena BIRCS iz uzoraka krvi bolesnika i zdravih kontrola, te

usporediti njihove korelacije kao i korelacije s klini¢ko patohistoloskim parametrima.

Nacrt studije: Istrazivanje je postavljeno kao retrospektivna studija.

Ispitanici i metode: U istrazivanje su ukljuceni bolesnici kod kojih je patohistoloski potvrden
plocasti karcinom usne Supljine i orofarinksa. Kao kontrolna skupina koriSteni su uzorci
bukalne sluznice 1 periferne krvi pacijenata koji su lije€eni na Zavodu za maksilofacijalnu 1
oralnu Kirurgiju, zbog neke druge nemaligne bolesti. 1z krvi je izolirana genomska DNK za
analizu polimorfizama metodama PCR, analizom heterodupleksa i sekvenciranjem, a ekspresije
izoformi odredivane su metodom PCR iz ukupne RNK tumorskih uzoraka i uzoraka zdrave

sluznice.

Rezultati: Ukupno je ispitivano osam izoformi gena BIRC5 ¢ije su relativne ekspresije
pronadene i u tumorskom tkivu kao i u uzorcima zdravih kontrola. Sve izoforme statisticki
znacCajnije su izrazenije u tumorskom tkivu, s tim da su najizrazenije izoforme S wt, S 2a.1 S
2B. U usporedbi s klinicko-patoloSkim parametrima statistiCki znaCajnom pokazala se je
relativna ekspresija izoforme S Aex3 u orofaringealnih sijela, kao i kod uznapredovalijih
klinickih stadija (III. 1 IV.) oba tumorska sijela. Nadalje, nadeno je ukupno 17 polimorfizama,
od kojih se 11 pojavilo u tumorima usne Supljine i orofarinksa s ucestaloS¢u rjedih alela (MAF)
vecom od 5%. Pet polimorfizama (c.-1547C>T, c.-31G>C, ¢.385G>A, ¢.*148T>C,
c.*1373C>A) znacajno je povezano s veli¢inom tumora, stadijem tumora i pozitivnim limfnim

¢évorovima.

Zakljuéak: Survivin, proteinski produkt gena BIRC5, potencijalni je biomarker agresivnosti ili
pokazatelja ishoda lije€enja kod oboljelih od plo€astog karcinoma usne Supljine i orofarinska.
Sve izoforme survivina jace su eksprimirane u tumorskim tkivima, a njihova se ekspresija
uglavnom ne moze povezati s klinicko patoloskim parametrima, osim izoforme S Aex3.

Rezultati pokazuju da ovi BIRC5 polimorfizmi nemaju znacajan utjecaj na prezivljenje
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bolesnika te usmjeravaju paznju na daljnja istrazivanja povezana s ekspresijom pojedinih

izoformi ovog gena, kao $to je izoforma S Aex3, s progresijom HNSCC-a.

Klu¢ne rijeci: plocasti karcinom glave i vrata, survivin, ekspresija gena, izoforme RNK,
polimorfizmi BIRC5 gena, izoforme, tumorski biomarkeri;
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Prognostic significance of gene BIRC5 polymorphisms and expressions of isoforms in

oral and oropharyngeal squamous cell carcinoma

Objectives: To determine the expression of different isoforms of the gene BIRC5 in the tumor
tissue of patients with oral and oropharyngeal squamous cell carcinoma compared to the tissue
of healthy controls. To determine gene BIRC5 polymorphisms from blood samples of patients
and healthy controls, and to compare their correlations as well as correlations with clinical

pathohistological parameters.
Study design: The research was designed as a retrospective study.

Participants and methods: The study included patients with pathohistologically confirmed
oral and oropharyngeal squamous cell carcinoma. As a control group, samples of buccal mucosa
and peripheral blood of patients who were treated at the Department of Maxillofacial and Oral
Surgery for some other non-malignant diseases were used. Genomic DNA was isolated from
blood for analysis of polymorphisms by PCR, heteroduplex analysis and sequencing, and
isoform expressions were determined by qPCR from total RNA of tumor samples and samples

of healthy mucosa.

Results: A total of eight isoforms of the BIRC5 gene were examined, whose relative
expressions were found both in tumor tissue and in healthy control samples. All isoforms are
statistically significantly more expressed in tumor tissue, with the most expressed isoforms
being S wt, S 2a and S 2B. In comparison with the clinical and pathological parameters, the
relative expression of the S Aex3 isoform in oropharyngeal lesions, as well as in advanced
clinical stages (I11 and V) of both tumor lesions, was statistically significant. Furthermore, a
total of 17 polymorphisms were found, of which 11 appeared in tumors of the oral cavity and

oropharynx with a minor allele frequency (MAF) greater than 5%.

Conclusion: Survivin, the protein product of the BIRC5 gene, is a potential biomarker of
aggressiveness or an indicator of the outcome of treatment in patients with oral and

oropharyngeal squamous cell carcinoma. All isoforms of survivin are more strongly expressed
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in tumor tissues, and their expression generally cannot be corelate with clinical-pathological
parameters, except isoform S Aex3. Five polymorphisms (c.-1547C>T, ¢.-31G>C, ¢.385G>A,
€.*148T>C, ¢.*1373C>A) were significantly associated with tumor size, tumor stage and
positive lymph nodes . The results show that these BIRC5 polymorphisms do not have a
significant impact on patient survival and suggest for further research related to the expression

of individual isoforms of this gene, such as the S Aex3 isoform, with the progression of HNSCC.

Key words: head and neck squamous cell carcinoma, survivin, gene expression, RNA isoforms,

BIRC5 gene polymorphisms, isoforms, tumor biomarkers;
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