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1. UVOD



1.1. Grada i razvoj orofarinksa

Orofarinks - usni dio zdrijela, seze od straznjeg ruba mekog nepca do mjesta gdje zdrijelna
sluznica pristupa na epiglotis. Sprijeda se nalazi zdrijelni tjesnac. Nepc€ani krajnici smjesteni su u
tonzilarnoj jami izmedu palatoglosalnih i palatofaringealnih lukova (1). U medijalnoj liniji, izmedu
baze jezika i epiglotisa, vide se parne valekule nastale od nabora sluznice koji povezuju jezik s

epiglotisom (2) (Slika 1).

Nazofarinks

. Orofarinks

- Hipofarinks

Slika 1. Anatomski presjek glave covjeka i prikaz podjele zdrijela.

Vazno obiljezje u razvoju glave i vrata su zdrijelni lukovi koji se pojavljuju u 4. 1 5. tjednu
razvoja 1 doprinose karakteristitnom vanjskom izgledu zametka. Na pocetku izgledaju kao
mezenhimske pregrade razdvojene dubokim Zdrijelnim rascjepima. Istodobno se duZz lateralnih

zidova zdrijela pojavljuju Cetiri Zdrijelne vrece (3).

Za razvoj nepcanih tonzila vazna je druga zdrijelna vreca ¢iji epitel proliferira 1 stvara

pupoljke koji penetriraju u okolni mezenhim. Pupoljci se sekundarno ispune mezenhimom i ¢ine
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primordijalne nepcane tonzile koje tijekom 3. 1 4. mjeseca embriogeneze nasele limfociti. Ostatak
zdrijelne vrece ostaje kao tonzilarna jama (4). Jezik se razvija u 4. tjednu embriogeneze iz dva
lingvalna 1 jednog medijalnog uzdignuéa koji nastaju od prvog Zdrijelnog luka. Sekundarno
uzdignuce nastaje iz mezoderma drugog, tre€eg 1 dijela Cetvrtog zdrijelnog luka, a tre¢e uzdignuce
od straznjeg dijela Cetvrtog zdrijelnog luka. Dva lateralna lingvalna uzdignuca prerastu medijalno
uzdignuce 1 spoje se u tijelo jezika. Sluznica potjece od prvog zdrijelnog luka, ¢ime se objaSnjava
osjetna inervacija prednjeg dijela jezika mandibularnom granom trigeminusnog zivca. Tijelo
jezika odvojeno je od straznje tre¢ine terminalnim Zlijebom. StraZnja trecina jezika nastaje od
drugog, tre¢eg 1 dijelom cetvrtog zZdrijelnog luka. Osjetna inervacija tog dijela jezika pripada
glosofaringealnom zivcu (5). Razvoj primarnog i sekundarnoga nepca je razli¢it. Granica medu
njima je foramen incisivum - trokutasto podrucje ispred kojeg je primarno nepce, a iza sekundarno
nepce. Primarno nepce se razvija iz intermaksilarnog segmenta, a sekundarno iz dvije nepCane
Skoljke koje se pojavljuju u 6. tjednu 1 spajaju u 7. tjednu embriogeneze (6). Tocan mehanizam

spajanja mekoga nepca joS$ nije poznat (7).



1.2. Humani papilomavirus

Humani papilomavirus (HPV) je Clan obitelji Papillomaviride, bez ovojnice i1 graden od
dvostruke DNA s 8 kilobaza. Virus pokazuje epidermotropizam za epitel koze i sluznice (8).
Virusni genom kodira Sest E proteina vaznih za umnaZanje virusa (E od engl. early expression) i
dva L strukturna proteina (L1 1 L2 od engl. late expression) (9). Poznato je 170 genotipova HPV,
od kojih je bar 13 karcinogeno. HPV je povezan s nastankom 99% karcinoma grli¢a maternice 1
preko 80% analnih karcinoma. Najc¢es¢i genotipovi visokog rizika su 16 1 18, a niskog rizika 6 1
11 (10). HPV se lako prenosi kontaktom s osobe na osobu, osobito nakon seksualnog odnosa pa je

HPYV infekcija danas naj¢esca spolno prenosiva bolest (11,12).

Oko 25% karcinoma usne Supljine 1 35% karcinoma grla uzrokovani su HPV-om. Za
razliku od analnog karcinoma, HIV status nije ¢imbenik rizika za orofaringealni karcinom
uzrokovan HPV-om. HPV uzrokuje laringealnu papilomatozu. U 90% slucajeva infekcija HPV-
om prode asimptomatski u tijeku dvije godine. Medutim, u organizmu s oslabljenom imunitetom
infekcija opstaje 1 mogu nastati bradavice ili prekarcinozne lezije. Tipovi HPV-a visokog rizika
(16, 18, 31 1 45) integriraju se u genom domacina ili opstaju kao episomi. Rani virusni geni E6 1
E7 djeluju kao onkogeni jer promoviraju stani¢ni rast 1 zloCudnu pretvorbu (13). HPV se moze
prenijeti perinatalno, spolnim kontaktom, kirurski, preko ruku i krvi. Genitalni prijenos je najéesce
tijekom spolnog odnosa (14). Perinatalna infekcija HPV-om tipa 6 1 11 iz materinih genitalnih
bradavica moZe uzrokovati juvenilnu rekurentnu respiratornu papilomatozu novorodenceta
(JORRP). Bolest je vrlo rijetka pa je tako incidencija u SAD-u 2 na 100000 1 rizik manji od 1%
(15). Prijenos HPV preko ruku mogu¢ je u osoba koje prakticiraju nepenetrativni seks (16).
Nejasno je moze li se HPV prenijeti krvlju, ali je u jednoj australskoj studiji od 180 dobrovoljnih

davatelja krvi, petero (8,3%) imalo u krvi DNA HPV-a (17).

HPYV se replicira u bazalnim stanicama viseslojnog plocastog epitela, kamo dopire zbog
mikrotraume. Transkripcija virusa pocinje 12-24 sati nakon infekcije (18). HPV lezije nastaju
umnazanjem inficiranih bazalnih keratinocita (19). Zivotni ciklus HPV-a slijedi diferencijaciju
domacinovih keratinocita. Zbog mikrotraume virus dospijeva do bazalne membrane i1 veZe se na

receptore - alfa integrine, laminine 1 annexin A2. Vezanje na njih omoguc¢ava endocitozu virusa u



bazalne keratinocite, koja je HPV-u tipa 16 posredovana klatrinom ili kaveolinom. Virusni genom

se transportira u jezgru. U jednoj stanici nakon sinteze virusne DNA, nastane 10-200 virusnih

genoma. Istovremeno s dijeljenjem 1 diferenciranjem keratinocita, aktivira se transkripcijska

kaskada HPV-a za formiranje viriona (20).

1.3. Kilasifikacija tumora orofarinksa prema SZO

Tumori orofarinksa dijele se na karcinom plocastih stanica (planocelularni karcinom),

tumore slinovnica 1 hematolimfoidne tumore (Tablica 1). Prema klasifikaciji SZO iz 2017.

orofaringealni karcinom plocastih stanica (kratica OPSCC od engl. OroPharyngeal Squamous

Cell Carcinoma) dijeli se na HPV pozitivni OPSCC 1 HPV negativni OPSCC (21).

Tablica 1. Klasifikacija tumora orofarinksa (prilagodeno od SZO, 2017) (21)

Karcinom ploc¢astih stanica

HPV pozitivni karcinom plocastih stanica

HPYV negativni karcinom plocastih stanica

Tumori Zlijezda slinovnica

Pleomorfni adenom
Adenonidni cisti¢ni karcinom
Mukoepidermoidni karcinom

Polimorfni adenokarcinom

Hematolimfoidni tumori

Nodularna limfocitna predominacija Hodgkinovog
limfoma

Klasi¢ni Hodgkinov limfom

Burkittov limfom

Folikularni limfom

Limfom plaStene zone

T-limfoblasti¢na leukemija/limfom

Sarkom folikularnih dendriti¢kih stanica




1.4. Plocasti karcinom orofarinksa

Karcinom usne Supljine 1 zdrijela zauzima Sesto mjesto po ucestalosti, s incidencijom od
600 tisu¢a novih slucajeva na svijetu godisnje (22). Iako je dostupan klinickom pregledu, na zalost
se Cesto kasno dijagnosticira. U uznapredovalom stadiju lijeCenje ukljucuje kirurski zahvat s
rekonstrukcijom 1/ili primarnu kemoradioterapiju. Glavni ¢imbenici rizika za nastanak karcinoma
su duhanski proizvodi, alkoholna pica 1 infekcija HPV-om. Jezik, desni 1 dno usne Supljine su
tipicne lokalizacije plocastog karcinoma s negativnim HPV statusom, a baza jezika i nep€ana
tonzila ploCastog karcinoma s HPV pozitivnim statusom. Tumor makroskopski izgleda kao

eritematozna, nodularna ili ulcerirana tvorba bjelkastih infiltrativnih rubova (23).

1.4.1. Epidemiologija

Udio tumora glave i vrata medu svim zlo¢udnim tumorima u SAD je 3%, a u Europi 14%
(24, 25). Najcesce obolijevaju ljudi u dobi od 50. do 70. godina, muskarci 3-4 puta ¢esce od Zena.
U Hrvatskoj je 2014. godine u muskaraca dijagnosticirano 746 tumora usne Supljine, zdrijela 1
grkljana, Sto predstavlja 7% novootkrivenih tumora u muskog spola (26). Od svih tumora glave 1
vrata, na zlo¢udne tumore orofarinksa otpada 23% (27). Naj¢es¢i je karcinom plocastih stanica
(OPSCC), u95% slucajeva (28). U Zapadnoj Europi i SAD-u uocen je dramatic¢ni obrat u etiologiji
OPSCC-a. Naime, radi ve¢eg broja infekcija HPV-om, a smanjenja broja puSaca i konzumacije
alkohola, HPV je postao glavni uzro¢ni ¢imbenik u nastanku OPSCC (29,30). Prevalencija HPV
pozitivnog OPSCC-a u Europi iznosi 28%, a Aziji 1 Sjevernoj Americi 46% (29). Uz to postoji
porast ucestalosti pa je tako u SAD-u 1987.-1990. utvrdeno 16,3%, a 2000.-2004. ¢ak 72,7% HPV
pozitivnih OPSCC (31). HPV pozitivni OPSCC je ¢es¢i u bijelaca nego u drugih rasa te u Sjevernoj
Americi 1 Europi nego u ostatku svijeta (32,33,34). Zbog rizi¢nih seksualnih navika, niske
procijepljenosti 1 duge latencije u nastanku raka ocekuje se daljnji porast prevalencije HPV
pozitivnog OPSCC-a. Naime, u novoinficiranih se klinicki manifestan HPV pozitivni OPSCC
ocekuje za 20-30 godina (35,36). Bolesnici s HPV pozitivnim OPSCC-om su mlade dobi od osoba
s HPV negativnim OPSCC-om. Srednja dob bolesnika s HPV pozitivnim OPSCC-om je 56,9
godina, a u HPV negativnih 58,4 godine (32).



U HPV pozitivhim OPSCC je najces¢i HPV tip 16, a drugi po redu HPV tip 18 koji ima
tropizam za cilindricni mucinozni epitel (33). Pretpostavlja se da ¢e u Sjevernoj Americi jos dugo
potrajati visoki plato HPV pozitivnog OPSCC-a (36). Dodatni rizicni ¢imbenik nastanka HPV
pozitivnog OPSCC je konzumiranje marihuane, a nastanka HPV negativnog OPSCC slaba oralna
higijena (37,38). Udio HPV u OPSCC-u je analiziran u viSe zemalja, a rezultati razliciti (Tablica
2).

Tablica 2. Udio HPV pozitivnog OPSCC u raznim zemljama

Zemlja Autori Referenca ~ HPV pozitivan (%) N Metoda
Hrvatska Bozinovi¢ K i sur. (39) 29,3% 99 PCR, IHK
Slovenija Strojan P i sur. (40) 20,2% 99 IHC, PCR, ISH
Srbija Milovanovié¢ J i sur. (41) 55,2% 87 THK
Madarska Fejer R i sur. (42) 94,1% 63 PCR
Italija Baboci L i sur. (43) 27% 63 PCR, IHK
Francuska St Guily J i sur. (44) 46,5% 314 PCR
Svedska Faust H i sur. (45) 65% 141 PCR
UK Schache A i sur. (46) 51,8% 1529 IHK, ISH, TMA
SAD Chaturvedi AK (29) 44.1% 271  PCR,ISH, IHK
Kanada Habbous S i sur. 47) 74% 1282 IHK
Brazil Hauck F i sur. (48) 15,5% 71 PCR, ISH
Izrael Amit M i sur. (49) 33,7% 74 IHK, ISH
Egipat Tealab SH i sur. (50) 28% 32 IHK, ISH
Malavi Faggons CE i sur. (628! 22% 23 PCR, [HK
Indija Ankur B i sur. (52) 22,8% 95 PCR
Kina Lam EWH i sur. (53) 20,8% 207 PCR
Japan Hama T i sur. (54) 50,3% 157 PCR
Banglades Shaikh MH i sur. (55) 36,1% 35 PCR, IHK
Australija Hong A i sur, (56) 42, 7% 515 PCR, IHK
Novi Zeland Lucas-Roxburgh R i (57) 77,9% 267 PCR,IHK

sur.

PCR - lan¢ana reakcija polimeraze; IHK - imunohistokemija; ISH -. in situ hibridizacija; TMA - amplifikacija posredovana

transkripcijom



1.4.2. Etiopatogeneza

Konzumiranje alkoholnih pi¢a 1 duhana je odavno poznat uzrok OPSCC-a. Unatoc
znaCajnom smanjenju broja uzivatelja duhanskih proizvoda i alkoholnih pi¢a u zemljama Zapadne
Europe i SAD-u, nije doslo do o¢ekivanog pada incidencije karcinoma. Razlog za globalno rastuci
trend HPV pozitivnhog OPSCC-a su oralni seks i sve ¢es¢e infekcije HPV-om, najc¢esce tipom
HPV-16. Jukstapozicija ploCastog epitela 1 limfaticnog tkiva u tonzilama asocira na zonu
transformacije plocastog i cilindri¢nog epitela u grlicu maternice, koje je mjesto nastanka HPV
pozitivnog karcinoma cerviksa (33). Tumori glave i vrata nastaju u tzv. polju kancerizacije iz
geneticki promijenjenog klona koji stvara pocetno Zariste (58). Polje kancerizacije proteZe se izvan
ruba kirurSke ekscizije 1 dovodi do lokalnog recidiva tumora ili drugog primarnog tumora. Klinicki
se obi¢no vidi kao leukoplakija, a histoloski kao displazija epitela. Ako zaostane polje
kancerizacije nakon kirurske ekscizije, moguc je povrat tumora u zoni <2cm, ili sekundarni novi
tumor u zoni >2cm od ruba prethodne resekcije. Za nastanak invazivnog karcinoma iz
leukoplakije, potrebne su dodatne geneticke promjene, a osim njih epigeneticke promjene poput
promjena na histonima, metiliranje DNA 1 izraZzaj mikro RNA. Invazivni tumor ima identi¢an
geneticki 1 epigeneticki profil kao polje kancerizacije iz kojeg je nastao (59). Karcinomi glave 1
vrata obi¢no imaju mutirane gene za regulaciju stani¢noga ciklusa, u prvom redu 7P53 i1 RB.
Poznato je da TP53 aktivira transkripciju gena koji reguliraju popravak DNA 1 blokiranje stanicnog
ciklusa (60). TP53 je mutiran u 60-84% tumora glave 1 vrata, §to dovodi do besmrtnosti,
transformacije 1 invazije tumorskih stanica. Virusni onkogeni E6 1 E7 poticu virusnu
kancerogenezu jer blokiraju tumorske supresore 7P53 1 RB. E6 onkogen se veZe za p53, a E7 za
RB. Aktiviraju¢i E2F1, vode stanicu u kontinuiranu diobu bez moguénosti popravka geneti¢kih
greSaka i apopotoze. Povecano prepisivanje PIK3CA izrazava protein ukljuCen u signalni put
receptora tirozin-kinaze RTK/RAS/PI3K. Za HPV pozivne karcinome glave i vrata karakteristican
je gubitak izrazaja TRAF3 koji kodira protein uklju¢en u imunoloski odgovor (61). Za razliku od
HPV negativnog OPSCC-a, HPV pozitivni OPSCC su manyji, slabije diferencirani plocasti ili

bazaloidni i ¢eS¢e metastaziraju u limfne ¢vorove (29).

Orofaringealni  karcinom  plo€astih  stanica moze biti  nekeratinizirajuéeg,

nekeratinizirajueg sa sazrijevanjem (intermedijarni) 1 keratinizirajuéeg tipa (Slika 2). U



nekeratinizirajuéem tipu su nakupine atipi€nih plocastih epitelnih stanica u sincicijalnom
rasporedu, s hiperkromatskom jezgrom bez vidljive jezgrice, izraZenom mitotskom aktivnos§cu,
komedonekrozom i ograni¢enim stromalnim odgovorom (Slika 3). U keratiniziraju¢em tipu se u
nakupinama atipi¢nih plocastih epitelnih stanica stvara roZevina 1 izrazena je dezmoplazija strome.
Nekeratiniziraju¢i tip s maturacijom je kombinacija ta dva tipa. S obzirom na prisutnost HPV u
tumorskim stanicama, izraZaj pl6 u jezgri 1 citoplazmi >75% tumorskih stanica smatra se
surogatnim biljegom integrirane, bioloSki aktivne HPV infekcije (62). Mutacija TP53 1 izrazaj
EGFR-a negativno koreliraju sa HPV statusom, S§to zahtjeva daljnja istrazivanja (63). HPV
pozitivan OPSCC rijetko moze imati sliku papilarnog, adenoskvamoznog, limfoepitelijalnog,
sarkomatoidnog 1 sitnostani¢nog karcinoma. Isto tako, HPV negativan OPSCC moZe imati razlicite

histoloske slike (23).



Slika 2. Histoloski prikaz planocelularnog karcinoma orofarinksa (a) nekeratinizirajuci tip (40x)
(b) keratinizirajudi tip (40x) (c) intermedijarni tip (40x). (izvor: Klinicki zavod za patologiju,
sudsku medicinu i citologiju, Odjel za patologiju, KBC Split)
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Slika 3. Histoloski prikaz HPV pozitivnog OPSCC. Sincicijalne nakupine atipicnih slabo
diferenciranih plocastih epitelnih stanica okruzene su gustom mononuklearnom infiltracijom
(HE, 400x). izvor: Klinicki zavod za patologiju, sudsku medicinu i citologiju, Odjel za patologiju,

KBC Split)

1.4.2.1. HPV negativni OPSCC

Najcesca rana genetska promjena utvrdena u HPV negativnih OPSCC je mutacija 7P53, u
60-84% slucajeva, a rjede mutacija CDKN24, aktivacija CCNDI i mutacija CASPS i H-RAS. Cesto
je pojacan izrazaj EGFR/ERBB?2 ili FGFRI/3. Signalni putevi koji se aktiviraju preko EGFR su
P13-AKT-mTOR, Ras-MAPK, PLCy-PKC i JAK-STAT, imaju klju¢nu ulogu u stani¢noj diobi,
diferencijaciji, progresiji, angiogenezi, metastaziranju, izbjegavanju imunoloskog odgovora i

otpornosti na radioterapiju. U signalnom putu RTK/RAS/PI3K najéesée je mutiran PIK3CA, a koji
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put PTEN 1 H-RAS. U HPV negativnim plo€astim karcinomima glave 1 vrata mutirani su geni
TP53, CDKN2A, onkogeni CCNDI i MYC te miR let-7c. Cesto su mutirani geni za apoptozu i geni
odgovorni za signalni put NF- «B koji je kljucan za prezivljavanje, migraciju, upalne procese 1
angiogenezu (61). Obicno su bolesnici s HPV negativnim OPSCC-om stariji od bolesnika s HPV
pozitivnim OPSCC-om. Bolesnici se javljaju zbog grlobolje, teSkoc¢a pri gutanju ili mase na vratu
(64). Klinicki tumor izgleda kao eritematozna, nodularna ili ulcerirana tvorba (61). Histoloski se

najcesce nalazi slika keratinizirajuéeg planocelularnog karcinoma (64).

1.4.2.2. HPYV pozitivni OPSCC

Infekcija HPV-om remeti stani¢ni ciklus koji kontroliraju protoonkogeni 7P53 1 RB. U
zdravoj stanici ¢e oStecenje DNA aktivirati pS3 koji pokrene kaskadu signalnih puteva $to vode u
zaustavljanje stani¢nog ciklusa 1 popravak DNA ili u apoptozu. pRB je odgovaran za pravilnu
transkripciju gena jer aktivira transkripcijski ¢imbenik E2F. Virusni onkogen E6 pomocu
ubikvitin-proteinske ligaze E6AP veze i razgraduje p53 1 p21, a E7 veze 1 razgraduje pRB. Virusni
onkogen ES5 pridonosi djelovanju E6 1 E7 (23). Tipi¢no se HPV pozitivni OPSCC prezentiraju
visim klinickim stadijem, vefinom sa zahvacanjem cervikalnih limfnih ¢vorova. Najcesce
lokalizacije su baza jezika 1 nep€ana tonzila, ali na kliniCkom pregledu tumor moze biti malen 1
slabo uocljiv. Histoloski se uglavnom nalazi nekeratinizirani plocasti tip, rijetko s displazijo
okolnog epitela. Ne primjenjuje se stupnjevanje diferencijacije (61,64). Tumor se Siri po tipu
ekspanzivnih lobula koji su ¢esto prozeti limfocitima. Tumorske stanice imaju visok omjer jezgre
1 citoplazme, Sto im daje bazaloidan izgled i izgledaju slabo diferencirane. Histoloski se takva slika
ne moze razlikovati od HPV negativnog bazaloidnog planocelularnog OPSCC-a (85). U pojedinim
HPV pozitivnim OPSSC-ima, histoloSka slika ima limfoepitelialne znacajke poput sincicijskih
nakupina, velikih vezikularnih jezgara i tumorskih stanica rasprSenih u obilnoj pozadinskoj upali,

zbog ¢ega ovi tumori mogu nalikovati na Epstein-Barr pozitivni nazofaringealni karcinom (86,87).
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1.5. TNM Klasifikacija karcinoma orofarinksa

Prema najnovijoj klasifikaciju karcinoma orofarinksa koju je 2017. godine objavio
Americki zajedni¢ki odbor za rak (American Joint Committee on Cancer, AJCC) jasno su
odijeljeni HPV pozitivni OPSCC od HPV negativhog OPSCC-a. T stadij (veli¢ina primarnog
tumora) i M stadij (prisutnost udaljenih metastaza) jednaki su u oba, ali se N stadiji razlikuju s
obzirom na metastaze u vratne limfne ¢vorove. Broj i mjesto zahvacenih limfnih ¢vorova su
neovisni prognosti¢ki ¢imbenici u bolesnika HPV pozitivnim OPSCC kojima je uradena kirursSka
resekcija 1 disekcija vrata. Nasuprot tome, u bolesnika s HPV negativnim OPSCC-om glavni
prognosti¢ki ¢imbenik je ekstrakapsularno Sirenje karcinoma 1 veli¢ina metastatskog limfnog
¢vora. Na Tablici 3 prikazana je klasifikacija HPV pozitivnih OPSCC-ova po T, N 1 M stadijima 1
klini¢kim stadijima (83).
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Tablica 3. TNM klasifikacija HPV pozitivnog karcinoma orofarinksa

T — primarni tumor

Tx
TO

Tl

T2

T3

T4

Primarni tumor nije moguce procijeniti
Nema dokaza o postojanju primarnog
tumora

Tumor veli¢ine do 2 cm u najveéem
promjeru

Tumor veli¢ine od 2 do 4 cm u najve¢em
promjeru

Tumor veli¢ine veci od 4 cm u najve¢em
promjer ili Sirenje na jezi€nu povrSinu
epiglotisa

Umyjereno Sirenje tumora

Tumor zahvaca bilo koju od navedenih
struktura — grkljan, duboke misSice jezika,
medijalni pterigoidni misi¢, tvrdo nepce

ili mandibulu

N — Regionalni limfni ¢vorovi

Nx

NO

N1

N2

N3

Limfne ¢vorove nije moguce procijeniti
Nema metastaze u regionalnim limfnim
¢vorovima

Metastaze u ipsilateralnim limfnim
¢vorovima ne vece od 6 cm u najvecem
promjeru

Metastaze u bilateralne ili kontralateralne
limfne ¢vorove ne veée od 6 cm u
najveéem promjeru

Metastaze su u limfnom ¢voru vecem od

6cm u najve¢em promjeru

M - udaljene metastaze

MO Bez udaljenih metastaza

M1 Udaljene metastaze

Klinicki stadiji
Stadij 0 Tis
Stadij I TO-2
Stadij II TO-2
Stadij II T3
Stadij II1 T0-4
Stadij II1 T4
Stadij IV

NO

NO-1

N2
NO-2
NO03

NO-3

Bilo koji T = Bilo koji N

MO

MO

MO

MO

MO

MO

M1
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1.6. Klini¢ka slika karcinoma orofarinksa

Medu najcesé¢im simptomima su perzistentna grlobolja, odinofagija, disfagija, gubitak
tjelesne mase, promjene glasa, uhobolja, masa na vratu, ustima ili u grlu (65,66). U bolesnika s
HPV pozitivhim OPSCC-om prvi simptom cesto je asimptomatska masa na vratu, a u HPV
negativnih OPSCC bol u grlu, disfagija 1 odinofagija. HPV pozitivni OPSCC karakteristi¢no se
prezentira manjim lezijama 1 metastazama u limfne ¢vorove, zbog ¢ega ne uzrokuje bol (66).

Razlog takvoj prezentaciji je Sto tumor Cesto nastaje duboko u tonzilarnim kriptama (84).

1.7. Dijagnostika karcinoma orofarinksa

Uz klasi¢ni otorinolaringoloski pregled, potrebno je uraditi fleksibilnu fiberendoskopiju
gornjeg dijela diSnog 1 probavnog sustava radi utvrdivanja proSirenosti bolesti. Mladi bolesnici
mogu imati vrlo maleni tumor nepcane tonzile koji je ve¢ stvorio metastaze, a nepristupacan je za
inspekciju 1 biopsiju. U zemljama Zapadne Europe se stoga u dijagnostici rutinski koristi
magnetska rezonanca (MR), slikovna pretraga koja je u slu¢aju malih 1 klini¢ki nevidljivih tumora
nepcane tonzile 1 korijena jezika bolja od viSeslojnog CT (67). Za patohistoloSku analizu treba
uzeti uzorak tumorskog tkiva. U slucaju pozitivnog nalaza se rutinski testira imunohistokemijski
izrazaj pl6 koji je surogatni biljeg HPV infekcije 1 tako odrediti HPV status karcinoma (68).

Najvecu osjetljivost i specificnost pokazala je kombinacija imunohistokemije i PCR metode (69).

1.8. Lijecenje karcinoma orofarinksa

Odluka o lijecenju temelji se na TNM stadiju, suradljivosti bolesnika, komorbiditetu 1
iskustvu lije¢nika (70). Standardni terapijski pristup je operacija 1 adjuvantna radiokemoterapija.
Konkomitantna kemoradioterapija se ceS¢e primjenjuje zbog oCuvanja govora 1 funkcije gutanja,
osobito u karcinoma baze jezika 1 tonzila (71). Kirursko lijjecenje u klini€¢kom stadiju I 1 II izvodi
se transoralnim pristupom pomocu lasera i ultrazvucnog noza, ili transoralnom robotskom
kirurgijom (TORS). Klasi¢ni vanjski pristup je napuSten zbog brojnih komplikacija (72). U
neoadjuvantnoj radioterapiji primjenjuje se hipofrakcionirani raspored s dozom od 65 Gy u 30
frakcija (73). U bolesnika u stadiju III 1 IV primjenjuje se neoadjuvantna kemoterapija (74).

Konkomitantna kemoradioterapija ukljucuje zraenje bolesnika u ukupnoj tumorskoj dozi od 70
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Gy u dnevnim frakcijama od 2 Gy uz primjenu cisplatine u razdoblju zracenja (75). Tehnoloski
napredak omogucio je primjenu minimalno invazivnih zahvata. Bolesnici s HPV pozitivnim
OPSCC-om su mladi 1 u boljoj kondiciji te je veca vjerojatnost da ¢e biti izlijeCeni. Stoga imaju
povecan rizik od nuspojava 1 toksicnosti lijeenja, Sto treba umanjiti optimalnim izborom terapije
(76). Uz kemoradioterapiju su vezani bol, stvaranje oziljaka, fibroza, disfagija, kserostomija,
osteradionekroza, hipotireoza, stenoza karotidnih arterija, mozdani udar, ovisnost o gastri¢noj
sondi 1 propadanje zubi (77). Nove kirurSke mogucénosti dovest ¢e do smanjene potrebe za

adjuvantnom kemoterapijom i smanjenja doze zracenja (76,78).

1.9. Prognoza

Dva najznacajnija prognosticka ¢imbenika za OPSCC su klinicki stadij 1 HPV status
tumora (79). Bolesnici s HPV pozitivnim OPSCC-om imaju 58% manji rizik od smrtnog ishoda
od bolesnika s HPV negativnim OPSCC-om. Ukupno je trogodiSnje prezivljavanje bolesnika s
HPV pozitivnim OPSCC-om 82,4%, a bolesnika s HPV negativnim OPSCC-om 57,1% (80).
Pusenje 1 metastaze na vratu su nepovoljni prognosticki ¢imbenici (81). Nije utvrdena razlika u
preZivljenju bolesnika lijecenih operativno uz adjuvantnu kemoterapiju u odnosu na bolesnike

lijecene samo kemoradioterapijom (82).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA



Cilj istrazivanja jest na uzorku probatornih biopsija orofaringealnog planocelularnog

karcinoma u 70 ispitanika dijagnosticiranih u KBC-u Split od 2013. do 2017. godine

1. analizirati raspodjelu ispitanika po dobi, spolu, lokalizaciji tumora, stupnju diferencijacije
karcinoma plocastih stanica, veli¢ini 1 polimorfiji jezgara, mitotskoj aktivnosti, upalnoj
infiltraciji 1 HPV statusu.

2. utvrditi ima li statisticki znacajne razlike u svim pra¢enim pokazateljima s obzirom na HPV

status tumora i rezultate usporediti s podatcima iz literature

Hipoteza:
Pretpostavljamo da ¢e udio HPV pozitivnih planocelularnih karcinoma biti kao u prethodnoj studiji

iz RH, a manji nego u podatcima iz svijeta.
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3. ISPITANICI I METODE



3.1. Ispitanici

U uzorku je 70 ispitanika s OPSCC-om, susljedno dijagnosticiranih na Odjelu za patologiju
Klini¢kog zavoda za patologiju, sudsku medicinu 1 citologiju KBC-a Split od 1. sije¢nja 2013.
godine do 31. prosinca 2017. godine. Epidemioloski podatci prikupljeni su iz racunalne baze
Odjela za patologiju, uza lokalizacija tumora iz povijesti bolesti na Klinici za bolesti uha, nosa 1
grla s kirurgijom glave 1 vrata, a parafinski blokovi tumorskog tkiva iz arhive Odjela za patologiju.
Kiriterij ukljucenja bio je dovoljno materijala u parafinskom bloku male probatorne biopsije za
PCR analizu 1 kontrolni histoloski HE preparat. 1z studije su iskljuceni ispitanici koji nisu imali

dovoljno tkiva u parafinskom bloku za PCR analizu.

3.2. Metode

Iz arhive Odjela za patologiju prikupljeno je 70 parafinskih blokova tumorskoga tkiva.
Svaki parafinski blok izrezan je na debljinu 5 mikrometara za histolosku analizu 1 na debljinu od

10 mikrometara za molekularnu analizu.

Histolos8ki preparat je nakon fiksacije deparafiniran u ksilolu (3x5 minuta) 1 rehidriran u
gradijentu etanola (100% 1x5 minuta i 96% 1x5 min) do vode. Preparati su uronjeni u otopinu
hemalauna 5 minuta i bojenje diferencirano ispiranjem u teku¢oj vodi. Potom su preparati uronjeni
u otopinu eozina 3 minute, isprani i dehidrirani u gradijentu alkohola (75% 1x5 min 1 100% 1x5
min), izbistreni kratkim uranjanjem u kslilol, poklopljeni medijem i1 pokrovnicom. Preparati su
analizirani svjetlosnim mikroskopom Olympus BXS51. Analiziran je stupanj diferencijacije

karcinoma, upalna reakcija u stromi, keratinizacija, dezmoplazija i naCin rasta.

Izolacija DNA wucinjena je metodom afinitetne kromatografije prema Sigma-
Aldrichovom® protokolu s kitom GenElute™ FFPE DNA Purification Kit. Metoda zapocinje
procesom deparafinizacije parafinskog uzorka u seriji ispiranja ksilenom i1 96% etanolom. Uzorak
se zatim otapa proteinazom K, RNazom i puferom za otapanje A, nakon ¢ega se uzorci inkubiraju
sat vremena na 55°C 1 sat vremena na 90°C. Dobivenom lizatu dodaju se pufer RL 1 96% etanol 1
otopina postavlja u spin kolone. Nukleinske kiseline vezu se na spin kolonu ionskim gradijentom,

a kontaminat nesmetano prolazi kroz kolonu ili bude zadrZan na vrhu kolumne. Kako bi se dodatno
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uklonile necistoce, vezana DNA ispire se otopinom za ispiranje A. DNA je zatim eluirana
elucijskim puferom B. Nakon izolacije DNA, uradena je reakcija lanane polimeraze s izabranim
pocetnicama specifi¢nima za proteine GP5 1 GP6 HPV-a, a koristeno je SYBR Green obojenje.
Pomijesana je ve¢ gotova mjesavina SYBR Green Master Mix (koja sadrzava pufere, ANTP-ove i
SYBR Green boju), navedene pocetnice, voda bez DNA/RNaza i uzorak izolirane DNA. Za
oCitavanje uzoraka koriSten je uredaj Applied Biosystems™ 7500 Real-Time PCR Systems.
Izvadeni su podatci fluorescencije svih 70 uzoraka u 40 ciklusa PCR-a 1 modelirani logisticki 1
eksponencijalnim modelom zbog biokemijskog tijeka reakcije. S obzirom na to da se tijekom PCR-
a DNA umnozava 2" puta (n=broj ciklusa), u pozitivnu DNA integrira se pocetnica u novonastale
lance 1 odasilje fluorescenciju koja se spektrofotometrijski moze izmjeriti u svakom ciklusu. Kako
je koli¢ina primera i dNTP-ova ograniena, oCekuje se logisticki ili eksponencijalni rast u
uzorcima. Pozitivnim uzorcima smatrali su se oni za koja su ova dva modela bila vjerojatnija nego
linearni model u oba primera, tj. onaj koji je najbolje opisivao negativnu kontrolu (Slika 4).

Vjerojatnost modela izraunata je na temelju Akaiakeovog informacijskog kriterija.

0.10 0.02
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Q 0.05 e 0.01
@ @
Q Q
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2 2
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Slika (4). Prikaz krivulja pozitivnih uzoraka s (a) eksponencijalnim modelom i (b) logistickim

modelom.
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3.3. Statisticka analiza

Podatci su uneseni u Microsoft Excel 1 analizirani statistiCkim programom GraphPad Prism
8.1 (GraphPad software, La Jolla, CA SAD). Razlike izmedu kategorijskih varijabli testirane su
testom, Fisherovim egzaktnim testom ili x*> testom za trend ukoliko se testirane skupine moglo
posloziti u logi¢an slijed. Razlike izmedu kontinuiranih varijabli testirane su uz t-test za neuparene
uzorke. Za provjeru normalnosti distribucije koristen je Shapiro-Wilk test. Razina statistiCke

znacCajnosti postavljena je na p<0,05.
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4. REZULTATI



4.1. Analiza svih ispitanika s OPSCC-om

Od ukupnih 70 ispitanika, 57 (81,43%) ih je muSkog spola, a 13 (18,57%) Zenskog
spola, omjer 4,38:1 (Slika 5).

81,43%

W Ukupan broj muskaraca  m Ukupan broj Zena

Slika 5. Raspodjela ispitanika s orofaringealnim karcinomom po spolu

Raspon dobi je od 40 do 87 godina, medijan 62 godine, a srednja dob 63,27+10,36.
godina. Bilo je pet (7,14%) Ispitanika do 50 godina, 49 (70%), izmedu 50 i1 70 godina 1 16
(22,86%) starijih od 70 godina. Distribucija po dobi je unimodalna 1 simetricna (P=0,0665,
Shapiro-Wilk test) (Slika 6).
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Slika 6. Raspodjela 70 ispitanika s orofaringealnim karcinomom po dobi

Po lokalizaciji unutar orofarinksa, 29 (41,43%) karcinoma bilo je na korijenu jezika,
23 (32,86%) na tonzili, 11 (15,71%) na mekome nepcu, tri (4,29%) na nepcanim lukovima, a
za cetiri (5,71%) nije bila poznata uza lokalizacija (Slika 7). Korijen jezika bio je najcesca

lokalizacija (P<0,0001, ? test).
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M Tonzila
15,71% M Baza jezika
m Meko nepce
m Nepcani luk

m Nepoznata lokalizacija

Slika 7. Raspodjela ispitanika s orofaringealnim karcinomom po lokalizaciji karcinoma

U 64 (91,43%) ispitanika nadena je displazija epitela oko karcinoma (Slika 8).

m Displazija prisutna
m Displazija nije prisutna

m Displazija se ne moZe odrediti

Slika 8. Raspodjela ispitanika s orofaringealnim karcinomom s obzirom na prisutnost

displazije okolnog epitela

Po nacinu rasta (tumorskoj arhitekturi) u 40 (57,14%) ispitanika karcinom stvara Siroke
lobule, u 28 (40%) ispitanika nepravilne infiltrativne tracka, dok se u dva (2,86%) slucaja nije

mogla sa sigurnoSc¢u odrediti arhitektura tumora (Slika 9).
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m Nepravilni tracci

57,14%

M Prosireni lobuli

m Arhitektura se ne moze
odrediti

Slika 9. Raspodjela ispitanika s orofaringealnim karcinomom po arhitekturi tumora

Dezmoplasti¢na reakcija tumorske strome nadena je u 25 (35,71%) ispitanika, nije

nadena u 42 (60%) ispitanika, dok se u tri (4,29%) slucaja nije mogla odrediti (Slika 10).

m Dezmoplasti¢na reakcija
prisutna

m Dezmoplasti¢na reakcija
odsutna

m Dezmoplasti¢na reakcija ne
moZze se odrediti

60,00%

Slika 10. Raspodjela ispitanika s orofaringealnim karcinomom po dezmoplasticnoj

reakciji tumorske strome

46 (65,71%) ispitanika imali su dobro/umjereno diferencirani, a 24 (34,29%) slabo

diferencirani plocasti karcinom (Slika 11).
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m Dobra/umjerena diferencijacija

m Slaba diferencijacija
65,71%

Slika 11. Raspodjela ispitanika s orofaringealnim karcinomom po stupnju diferencijacije

37 (52,86%) ispitanika imali su slabo izraZzenu limfocitnu reakciju u stromi, 7 (10%)

umjerenu i 24 (32,86%) jaku (P<0,0001, o2 test) (Slika 12).

m Slaba upala
m Umjerena upala
m Jaka upala

m Upalna reakcija ne moze se
odrediti

Slika 12. Raspodjela ispitanika s orofaringealnim karcinomom po izrazaju limfocitne

infiltracije

4.2. Analiza ispitanika s HPV pozitivnim OPSCC-om

Od ukupno 70 analiziranih, GP5 bio je pozitivan u tumoru 20 (28,57%) ispitanika, a
GP6 u 44 (62,86%) ispitanika. GP5 1 GP6 su bili pozitivni u tumoru 7 (10%) ispitanika koji
prema tome imaju pozitivan HPV status OPSCC. Pet (71,43%) je muskog spola 1 dva (28,57%)

28



zenskog spola (Slika 13), omjer 2,5:1. HPV negativan status utvrden je u vecine, 63 (90%)

ispitanika.

m HPV pozitivni muskarci

m HPV pozitivne Zene

Slika 13. Raspodjela ispitanika s HPV pozitivnim orofaringealnim karcinomom po spolu

Raspon dobi ispitanika s HPV pozitivnim OPSCC u ¢asu dijagnoze je od 55 do 74
godine, medijan 64 godine, srednje dob 65,14+6,62 godine. Jedan je ispitanik mladi od 60
godina, Cetvero (57,14%) u dobi izmedu 60 1 69 godina, a dvoje (28,57%) starijih od 69 godina;
dobna distribucija unimodalna i simetri¢na (P=0,9393, Shapiro-Wilk test) (Slika 14).
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Slika 14. Raspodjela ispitanika s HPV pozitivnim orofaringealnim karcinomom po dobi
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Karcinom je bio lokaliziran u tonzili u pet (71,43%) ispitanika, u jednog (14,29%) na

korijenu jeziku, a u jednom (14,29%) slucaju lokalizacija nije bila poznata (Slika 15).

m Tonzila
M Baza jezika

m Nepoznata lokalizacija

Slika 15. Raspodjela ispitanika s HPV pozitivnim orofaringealnim karcinomom po

lokalizaciji tumora

U svih sedam ispitanika nadene su displasticne promjene epitela oko tumora. U pet
(71,43%) ispitanika rast tumora bio je u obliku proSirenih lobula, a dva (28,57%) po tipu
nepravilnih tracaka (Slika 16).

m Nepravilni tracci

m Prosireni lobuli

Slika 16. Raspodjela ispitanika s HPV pozitivnim orofaringealnim karcinomom po

arhitekturi tumora
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Samo dva (28,57%) ispitanika imali su dezmoplasti¢nu reakciju u tumoru. U Cetiri

(57,14%) bila je prominentna keratinizacija tumora (Slika 17).

W Prominentna keratinizacija

57,14% m Odsutna keratinizacija

Slika 17. Raspodjela HPV pozitivnih orofaringealnih karcinoma po stupnju

keratinizacije

Samo jedan (14,29%) ispitanika imao je slabo diferencirani ploc€asti karcinom (Slika

18).

m Dobra/umjeren
diferencijacije

m Slaba diferencijacija

Slika 18. Raspodjela ispitanika s HPV pozitvnim orofaringealnim karcinomom po

stupnju diferencijacije
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U tr1 (42,86%) ispitanika nadena je jaka mononuklearna upala u stromi oko tumora, u

dva (28,57%) srednje izraZena, a u dva (28,57%) slabo izraZzena upalna reakcija (Slika 19).

m Slaba upala
m Umjerena upala

m Jaka upala

Slika 19. Raspodjela ispitanika s HPV pozitivnim orofaringealnim karcinomom po

stupnju upalne reakcije

4.3. Usporedba ispitanika s HPV pozitivnim i HPV negativnim OPSCC-om

Nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u dobnoj raspodjeli izmedu ispitanika s HPV

pozitivnim 1 HPV negativnim OPSCC-om (P=0,6179, t-test za neuparene uzorke) (Slika 20).
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Slika 20. Dobna distribucija ispitanika s OPSCC-om s obzirom na HPV status tumora
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U ispitanika s HPV pozitivhim OPSCC-om je znacajno ¢esca lokalizacija na tonzilama

nego u ispitanika s HPV negativnim OPSCC-om (P=0,0345, Fisherov egzaktni test) (Tablica

4).

Tablica 4. Raspodjela HPV pozitivnih (HPV+) i HPV negativnih (HPV-) OPSCC po

lokalizaciji
LOKALIZACIJA HPV+  HPV- P*
TUMORA (%) (%)
Tonzila 71,14 28,57
Baza jezika 14,29 44,45
Meko nepce 0 17,46 0,0345
Nepcani lukovi 0 4,76
Nepoznata lokalizacija 14,29 4,76

*Fisherov egzaktni test

Sve analizirane varijable usporedene su s obzirom na HPV status OPSCC-a (Tablica

5). Nije nadena znacajna razlika po spolu. Nije dokazana povezanost neke od histoloSkih

varijabli sa HPV statusom OPSCC-a.
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Tablica 5. Raspodjela ispitanika po spolu i patohistoloskim i morfoloskim obiljezjima

prema HPV statusu.

Podjela HPV+ HPV - P*

N (%) N (%)
Spol
Muski 5(71,43) 52 (82,54) 0,6065
Zenski 2 (28,57) 11 (17,46)
Nacin rasta
Nepravilni tracci 2 (28,57) 26 (41,27)
Prosireni lobuli 5(71,43) 35 (55.56) 0,6912
Ne moze se odrediti 0 2 (3,17)
Displazija okolnog epitela
Prisutna 7 (100) 57 (90,48)
Odsutna 0 4 (6,35) >0,9999
Ne moze se odrediti 0 2 (3,17)
Dezmoplazija strome
Prisutna 2 (28,57) 23 (36,51)
Odsutna 5(71,43) 37 (58,73) >0,9999
Ne moze se odrediti 0 3(4,76)
Stupanj keratinizacije
Prominentna 4 (57,14) 20 (31,75) 0,2451
Odsutna 3 (42,86) 43 (68,25)
Diferencijacija tumora
Dobra/umjerena 6 (85,71) 40 (63,49) 0,4089
Slaba 1(14,29) 23 (36,25)
Limfocitna infiltracija
Slaba 2 (28,57) 35 (55,56)
Umjerena 2 (28,57) 5(7,94) 0,6908
Jaka 3 (42,86) 21 (33,33)
Ne moze se odrediti 0 2 (3,17)

* Fisherov egzaktni test
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5. RASPRAVA



Zlo¢udni potencijal HPV-a relativno je novo podrucje interesa u medicini. Opazanja iz
druge polovine 19. stolje¢a o povezanosti genitalnih bradavica s rakom grli¢a maternice dala su
temelje hipotezi da rak nastaje nakon infekcije virusom koji uzrokuje genitalne bradavice (88).
Daljnji napredak u istraZzivanju HPV-a i cervikalnih tumora doveo je otkri¢a kulture stanica, medu
kojima su HeLa stanice najstarije i naj¢eSc¢e koriStene humane stani¢ne kulture (89). Uloga HPV-
a u nastanku orofaringealnog karcinoma plocastih stanica pocela se ispitivati 40-ih 1 50-ih godina
proslog stojeca, a dokazana je 1985. godine (88). Mehanizam interakcije virusnog onkogena E6 s
p53 opisan je 1990. godine (90), a blokada funkcije pRb djelovanjem virusnog onkogena E7 1992.
godine (91).

U zapadnim zemljama HPV je postao vodeci uzrok orofaringealnog karcinoma. Udio HPV
pozitivnog OPSCC ima stalni godi$nji porast u ukupnom broju dijagnosticiranih OPSCC, kako u
zemljama zapadnoga svijeta, tako 1 zemljama u tranziciji. U radu Rodriga 1 suradnika, na uzorku
OPSCC dijagnosticiranom u ispitanika iz sjeverne Spanjolske od 2000. do 2009. godine, udio HPV
OPSCC je 6,1%. S druge strane, najvec¢i udio HPV pozitivnog OPSCC, ¢ak 94,1% utvrden je u
uzorku bolesnika iz Madarske (42,92). Prema rezultatima studija iz susjednih zemalja, u Sloveniji
je udio HPV pozitivnog OPSCC 20,2% 1 u Srbiji 55,2%. (40,41). U hrvatskoj studiji Bozinovi¢ 1
suradnika, od 99 ispitanika dijagnosticiranih od 2002. do 2015. godine, njih 29,3% su imali HPV
pozitivni OPSCC. Udio HPV pozitivnog OPSCC u nasoj studiji je trostruko manji i iznosi 10%.
Pretpostavljamo da je razlog manjeg postotka taj Sto smo koristili samo qPCR metodu, a
Bozinovi€ 1 suradnici tri komplementarne metode — qPCR, imunohistokemiju s p16 1 molekularnu
metodu dokazivanja virusne mRNA. U studiji BoZinovi¢ 1 suradnika, kao 1 u naSoj, nije nadena
povezanost HPV pozitivnog OPSCC-a sa Zivotnom dobi, iako viSe stranih studija ukazuju da je

mlada dob povezana s HPV pozitivhim OPSCC (32,39).

Prema literaturi, najceSca lokalizacija karcinoma orofarinksa je nep€ana tonzila ili baza
jezika (93). Nasi rezultati to potvrduju jer je najviSe ispitanika imalo tumor lokaliziran na bazi
jezika (41,43%) odnosno na tonzili (32,86%). U ispitanika s HPV pozitivnim karcinomom je

statistiCki znaCajno najcesc¢a lokalizacija bila tonzila.
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U Europi 1 SAD-u na OPSCC otpada 3-4% svih tumora. U svijetu medu tumorima glave 1
vrata, OPSCC je zastupljen s 23% (24,25). Prema originalnim radovima i sustavnim pregledima,
OPSCC se ¢esce javlja u muskog spola nego zenskog spola, u omjeru 3-4,5:1, bez obzira na HPV
status OPSCC (29,36,40). U naSoj studiji je omjer ispitanika s OPSCC muskog 1 Zenskog spola
4,38:1. U skupini ispitanika s HPV pozitivnim OPSCC je omjer 2,5:1. Navedeni rezultati upucuju

na postojanje ¢imbenika specifi¢nih za spol koji poticu interakciju virusa i epitela.

U nasem uzorku srednja dob svih ispitanika s OPSCC bila je 65,14 godina, a ispitanika s
HPV pozitivnim OPSCC 63,06 godina. Zivotna dob nagih ispitanika je starija nego u radu
Kempena i suradnika u kojem su ispitanici s HPV pozitivnim OPSCC imali prosjecno 56,9 godina,
a ispitanici s HPV negativnim OPSCC 58,4 godine (32). Kao i u radu od Bozinovi¢ i suradnici iz
2019. godine, nije pronadena statisticki znacajna razlika u dobi, §to upucuje na znacaj pusSenja i

alkohola u karcinogenezi OPSCC-a u Hrvatskoj.

U Hrvatskoj je puSenje bitan ¢imbenik karcinogeneze jer viSe od 25% odraslih osoba
svakodnevno pusi duhanske proizvode (94). Bergman Markovi¢ 1 suradnici su 2017. objavili da je
veca proporcija puSata u priobalnim gradovima nego u kontinentalnoj Hrvatskoj (95).
Konzumiranje alkohola drugi je vaZan ¢imbenik karcinogeneze. Bencevi¢-Striehl 1 suradnici su
2009. godine izvijestili da je priobalna Hrvatska druga po prevalenciji konzumiranja alkohola u
oba spola, odmah nakon Slavonije u muSkaraca i Medimurja i Zagorja u zena (96). Moguce je
stoga da je nizi postotak HPV pozitivnih OPSCC u uzorku nasih ispitanika u obrnutoj vezi s veCom
stopom pusaca i osoba koje konzumiraju alkohol u juznoj Hrvatskoj, a koji doprinose nastanku

HPYV negativnog OPSCC.

U literaturi se opisuje da je HPV pozitivni OPSSC-a histoloski graden od slabo
diferenciranih plocastih epitelnih stanica koje ne keratiniziraju, bez dezmoplasti¢ne strome 1
displazije okolnog epitela (85). U ovoj studiji nismo pronasli statisticki znacajnu povezanost
navedenih elemenata tipi¢ne histoloSke slike s HPV statusom tumora. Strojan i suradnici 2014.
nisu nasli statisticki znacajnu razliku s obzirom na histoloski gradus u HPV pozitivnih 1 HPV
negativnih OPSCC (40). Liu 1 suradnici su 2018. godine zaklju¢ili da grada HPV pozitivnih
OPSCC u ispitanika koji su pusaci histoloski vise nalikuje HPV negativnim OPSCC (97). House
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1 suradnici 2018. godine su u skupini ispitanika s HPV pozitivnim OPSCC analizirali postoji li
razlika u posttranslacijskoj genskoj regulaciji s obzirom na to jesu li pusaci ili nepusaci. Utvrdili
su da je izrazaj miR-133a-3p, regulatora za izrazaj EGFR i1 HuR receptora, znacajno manja u
pusaca s HPV pozitivnim OPSCC-om kao 1 u osoba s HPV negativnim OPSCC-om (98). Ove
spoznaje potvrduju vaznost zivotnih navika poput pusenja i konzumiranja alkohola u morfoloskim

karakteristikama HPV pozitivnih orofaringealnih karcinoma u Dalmaciji.

Uz histolosku sliku tumorskog tkiva, u literaturi se opisuje razlika u reaktivnom infiltratu
u HPV pozitivnim 1 HPV negativnim OPSCC-ovima. U HPV pozitivnim OPSCC nalazi se jaca
limfocitna reakcija nego u HPV negativnom OPSCC-a (99,100). U naSem uzorku limfocitna
infiltracija je bila jace izrazena u HPV pozitivnim OPSCC nego u HPV negativnim OPSCC, ali
bez statisticki znaCajne razlike (P=0,6908).

Jezi¢na i nepCane tonzile su oblozene viseslojnim plocastim epitelom koji je Cvrsto povezan
s podleze¢im limfati¢nim tkivom Waldeyereva prstena. Duboke tonzilarne kripte olakSavaju
prijenos vanjskih antigena u limfoidno tkivo i1 prezentaciju antigen prezentiraju¢im stanicama, §to
potic¢e limfocitnu infiltraciju (101,102). Jaca limfocitna infiltracija u HPV pozitivnhom OPSCC,
koji najceSc¢e nastaje upravo u tonzili, moze se dijelom objasniti rekacijom limfati¢nih stanica na

virusne antigene.

Ova studija ima nekoliko ogranienja. S obzirom da je analizirano tumorsko tkivo iz
parafinskih blokova, koji put je u izolatima bila suboptimalna kvaliteta nukleinskih kiselina. Osim
toga, za dokazivanje HPV statusa OPSCC koristena je samo RT-PCR metoda i to bez vanjske
pozitivne kontrole. U mnogim radovima se paralelno za dokazivanje HPV u tumoru rabe
imunohistokemijsko dokazivanje p16 1 in situ hibridizacija HPV probe. Za Cetiri ispitanika, unato¢

pomnom pretraZivanju podataka, nismo pronasli podatak o anatomskoj lokalizaciji tumora.

U hipotezi ovog rada pretpostavili smo da ¢e udio HPV pozitivnih ispitanika biti jednak
prethodnoj hrvatskoj studiji Bozinovi¢ i suradnika, a manji nego u svjetskoj literaturi. Potvrdili
smo da je udio HPV pozitivnih ispitanika manji nego u svjetskoj literaturi, no udio HPV pozitivnih

ispitanika nam je gotovo triput manji nego u studiji Bozinovi¢ i suradnika. Nasa studija bila je
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ograni¢ena na PCR analizu primerima GP5 1 GP6 pa pretpostavljamo da bi se udio ispitanika s
HPV pozitivnim OPSCC povecao da smo PCR analizu prosirili na primer SPF-10, analizu E6

mRNA 1 imunohistokemijsko bojenje p16, pretrage koristene u studiji BoZinovi¢ i suradnika.

U zakljuc¢ku, HPV pozitivan OPSCC utvrden je u probatornoj biopsiji 10% ispitanika s
orofaringealnim karcinomom dijagnosticiranim u KBC Split izmedu 2013. - 2017. godine.
Najcesca lokalizacija bila je tonzila, u 71,43% slucajeva, a omjer ispitanika muskog spola prema
zenskom spolu 2,5:1. Prosjecna dob bila je 65,14 godina, min-max 55 - 74 godine. U svim HPV
pozitivnim OPSCC nadena je jaka limfocitna reakcija. Nije nadena statistiCki znacajna razlika ni
u jednoj od analiziranih varijabli koja bi histoloski sigurno razlikovala HPV pozitivni OPSCC od

HPYV negativnog OPSCC.
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6. ZAKLJUCCI



A

10.

. Omjer muskog i zenskog spola u ispitanika s OPSCC-om je 4,38:1.

U casu dijagnoze je 70% ispitanika s OPSCC-om u dobi od 50 do 69 godina, a 22,86%
starijih od 69 godina.

Najcesca lokalizacija OPSCC-a je korijen jezika.

U OPSCC-u je najcesca slaba limfocitna reakcija.

Udio ispitanika s pozitivnim HPV statusom je 10%.

U casu dijagnoze je 57,14% ispitanika s HPV pozitivnim OPSCC-u dobi od 60 do 69
godina, a 28,57% starije od 69 godina.

Omjer muskog 1 Zenskog spola u ispitanika s HPV pozitivnim OPSCC-om je 2,5:1.
Najcesca lokalizacija HPV pozitivnog OPSCC-a je tonzila.

Pracene histoloske varijable se znacajno ne razlikuju izmedu HPV pozitivnih OPSCC 1
HPYV negativnih OPSCC.

Izmedu ispitanika s HPV pozitivnim OPSCC 1 HPV negativnim OPSCC nije nadena

znacajna razlika u zivotnoj dobi u Casu dijagnoze.
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8. SAZETAK



Cilj istrazivanja: HPV status orofaringealnog karcinoma do sada nije istrazivan u Dalmaciji.
Zelimo ispitati epidemioloske i histologke pokazatelje na uzorku ispitanika s OPSCC-om i
utvrditi ima li razlike u dobi, spolu 1 histoloSkim varijablama s obzirom na HPV status OPSCC-

a.

Ispitanici i metode: U studiju je uklju¢eno 70 ispitanika kojima je dijagnosticiran OPSCC od
1. sijecnja 2013. godine do 31. prosinca 2017. godine. Podatci o dobi, spolu i lokalizaciji
tumora prikupljeni su iz Klinickog zavoda za patologiju, sudsku medicinu 1 citologiju KBC-a
Split. 1z parafinskog bloka tumorskog tkiva izrezan je histoloski preparat i obojen HE metodom
te mikroskopski analizirani histoloski pokazatelji (naCin rasta, stupanj diferencijacije,
dezmoplastina reakcije strome, displazija okolnog epitela). DNA tumora izolirana je iz
tumorskog tkiva u parafinskom bloku, izolirana standardnom metodom i uporabom GP5 1 GP6
primera za HPV te analizirana RT-PCR-om. Razina statisticke znacajnosti postavljena je na

p<0,05.

Rezultati: 57 (81,43%) je muskog spola i 13 (18,57%) zenskog spola. Srednja dob ispitanika
je 63,27+10,36 godina, raspon od 40 do 87 godina, medijan 62 godine. NajceSc¢a lokalizacija
OPSCC je baza jezika (41,43%). Nacin tumorskog rasta je lobularni u 40 (57,14%) slucajeva,
a infiltrativni u 28 (40%). U 46 (65,71%) ispitanika tumor je bio dobro/srednje diferenciran.
U 42 (60%) slucajeva nije nadena dezmoplasti¢na reakcija strome. Displazija okolnog epitela
nadena je u 44 (91,43%) slucajeva. U 37 (52,86%) slucajeva nadena je slaba limfocitna
reakcija. HPV pozitivan OPSCC imalo je 7/70 (10%) ispitanika i to 5 (71,43%) muskog 1 2
(28,57%) zenskog spola. Raspon dobi bio je od 55 do 74 godine, medijan 64 godine i srednja
dob 65,1446,62 godine. Najcesce sijelo tumora bila je tonzila (71,43%). U pet ispitanika nacin
tumorskog rasta bio je lobularan, a u dvoje infiltrativan. U vecine ispitanika, 85,71% tumor je
bio dobro/umjereno diferenciran. U 71,43% ispitanika nije nadena dezmoplasticna reakcija
strome, a u 42,86% nadena je jaka limfocitna infiltracija. Distribucija po dobi ispitanika s HPV
pozitivnim i HPV negativnim OPSCC je normalna (P=0,6179). HPV pozitivni OPSCC je ¢esce
smjeSten u tonzili (P=0,0345). Nije utvrdena razlika po spolu niti po pra¢enim histoloSkim

varijablama.
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Zakljuéci: Udio HPV pozitivnih OPSCC u naSem uzorku niZi je nego u prethodnoj hrvatskoj
studiji. Nismo dokazali statisticki znacajnu razliku u histoloskim varijablama ni po spolu s

obzirom na a HPV status OPSCC-a.
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9. SUMMARY



Diploma thesis title: HPV related oropharyngeal squamous cell carcinoma in University

Hospital Split

Objectives: The HPV status of patients with oropharyngeal cancer has not been investigated
in Dalmatia so far. The aim of this study was to examine epidemiological and histological
variables in a sample of patients with OPSCC and to determine whether there were differences

in age, sex, morphology and HPV status.

Patients and methods: The study included 70 patients diagnosed with OPSCC from 1 January
2013 to 31 December 2017. Data on age, sex and tumor localization were collected from the
Clinical Institute of Pathology, Forensic Medicine and Cytology of the Clinical Hospital Center
Split. Histological specimens were cut from paraffin blocks of tumor tissue and stained with
HE after which they were microscopically analyzed for certain histological variables
(infiltration type, degree of differentiation, desmoplastic stroma reactions, dysplasia of surface
epithelium). Tumor DNA was isolated from paraffin embedded tumor tissue using a standard
method with HPV specific GP5 and GP6 primers, and analyzed by RT-PCR. The level of

statistical significance was set at p<0.05.

Results: 57 (81.43%) are male and 13 (18.57%) are female. The mean age of the subjects was
63.27+10.36 years, range 40 to 87 years, median 62 years. The most common localization of
OPSCC is the base of the tongue (41.43%). The type of tumor infiltration is lobular in 40
(57.14%) cases, and infiltrative in 28 (40%). In 46 (65.71%) subjects the tumor was
well/moderately well differentiated. In 42 (60%) cases, no desmoplastic stroma reaction was
found. Surface epithelial dysplasia was found in 44 (91.43%) cases. A weak lymphocyte
reaction was found in 37 (52.86%) cases. HPV positive OPSCC was present in 7/70 (10%)
subjects, 5 (71.43%) male and 2 (28.57%) female. The age range was 55 to 74 years, the
median was 64 years, and the mean age was 65.14+6.62 years. The tonsil (71.43%) was the
most common tumor site. In five patients, the type of tumor infiltration was lobular, and in two
it was infiltrative. In most patients, 85.71% the tumor was well/moderately well differentiated.
No desmoplastic stroma reaction was found in 71.43% of patients, and strong lymphocyte

infiltration was found in 42.86%. The age distribution of patients with HPV positive and HPV
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negative OPSCC was normal (P=0.6179). HPV positive OPSCC is more commonly located in
the tonsils (P=0.0345). No difference was found by sex or by histological variables.

Conclusions: The proportion of HPV-positive OPSCCs in our sample is lower than in the

previous Croatian study. We did not prove any statistically significant difference in neither

histological variables nor in sex distribution with respect to the HPV status of OPSCC.
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