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NASLOV: Ispitivanje polimorfizama gena za metilentetrahidrofolat reduktazu,
glutation transferazu, faktor nekroze tumora o i njegove receptore u epitelnim
tumorima usne duplje.

REZIME:
Uvod:

Odontogeni keratocistiéni tumor (OKT) i oralni planocelularni karcinom (OPK)
pripadaju grupi oralnih epitelnih tumora. lako je prvi benignog, a drugi malignog
karaktera, odlikuje ih agresivan rast, slozena patogeneza i relativno ViSOk stepen
recidiva nakon hirurSke intervencije. Nasledne (germinativne) promene koje su deo
geneticke konstitucije svakog pojedinca, a koje ukljucuju i polimorfizme gena, imaju
znacajnu ulogu u etiologiji ovih tumora.

Cilj:

Utvrditi da li polimorfizmi gena odgovornog za sintezu i metilaciju DNK (MTHFR -
677C>T), gena odgovornog za detoksifikaciju (GSTM1/T1) i gena odgovornog za
imunomodulaciju (TNF-a -308G>A; TNF-o R1 -36A>G; TNF-a R2 -676T>G)
predstavljaju faktore rizika za nastanak epitelnih tumora usne duplje.

Materijal i metode:

Ispitivanja su radena na uzorku od 71 pacijenta leCenog zbog OKT i 78 pacijenata
lecenih zbog OPK. Kontrolnu grupu sacinjavalo je 182 zdravih osoba kod kojih je DNK
dobijena brisom bukalne sluzokoze. Genotipizacija je vrSena pomocu lancCane reakcije
polimeraze (PCR) i analize restrikcionih fragmenata (RFLP). Chi kvadrat i FiSerov test
su koris¢eni kako bi se utvrdile eventualne razlike u genotipovima 1 alelnim
ucestalostima. Povezanost razli¢itih genetskih oblika sa rizikom za nastanak ova dva
epitelna tumora vrSena je upotrebom logistiCke regresione analize izraCunavanjem
odnos Sansi (odds ratios) 1 95% intervala pouzdanosti (confidence intervals). P vrednosti
manje od 0.05 smatrane su za statisticki znacajne.

Rezultati:

U okviru grupe ispitanika obolelih od OKT, postojala je visoka statisticka znacajnost
izmedu genotipova i alelnih ucestalosti (kod obolelih i zdravih ispitanika), za analizirani
TNF alfa (p=0.00) i TNF alfa receptor 1 polimorfizam (p=0.00). Nosioci alela A za
TNF alfa, imali su izrazito visok rizik za nastanak OKT (OR 4.41, Cl 2.66-7.27,
p=0.00). Ostali ispitivani polimorfizmi nisu pokazali statisticki zna¢ajnu razliku izmedu
ispitivanih grupa. U okviru grupe ispitanika obolelih od OPK, postojala je visoka
statisticka znacCajnost izmedu genotipova 1 alelnih ucestalosti (kod obolelih 1 zdravih
ispitanika), za analizirani GST1 polimorfizam (p=0.00). Ispitanici kod kojih je bila
ispoljena delecija gena, imali su izrazito visok rizik za nastanak OKT (OR 3.56, CI
1.94-6.50, p=0.00). Ostali ispitivani polimorfizmi nisu pokazali statisti¢ki znacajnu
razliku izmedu ispitivanih grupa.



Zakljucak:

Polimorfizam jednog nukleotida u promotornoj regiji TNF alfa i TNF alfa receptor 1
gena predstavlja rizik za nastanak odontogenog keratocisticnog tumira. Polimorfizam
jednog nukleotida u promotornoj regiji GSTT1 gena predstavlja rizik za nastanak
oralnog planocelularnog karcinoma.

KLJUCNE RECTI: epitelni tumori usne duplje, OKT, OPK,
polimorfizam, MTHFR, GST, TNF a, TNF a RI,
TNF a R2

NAUCNA OBLAST: oralna hirurgija

UZA NAUCNA OBLAST: onkogenetika

UDK: 575.22:616.31-006(043.3)



PhD THESIS: Polymorphisms  in  methylenetetrahydrofolate  reductase,
glutathione transferase, tumor necrosis factor a and its receptors in oral epithelial
tumors

ABSTRACT:
Background:

Keratocystic Odontogenic Tumour (KCOT) and Oral Squamous Cell Carcinoma
(OSCC) are classified as oral epithelial tumours. Although, the first one has benign and
the second one malignant characteristics, they both have aggressive growth,
sophisticated pathology and high tendency for recurrence following surgical treatment.
Genetic factors including the polymorphism of the genes are thought to play an
important role in their ethology.

Aims:

Polymorphisms in several gene classes, involved in DNA methylation and synthesis
(MTHFR-677C>T), detoxification (GSTM1/T1) and immunomodulation (TNF-a -
308G>A; TNF-a R1 -36A>G; TNF-a R2 -676T>G) were studied with the aim of
identifying potential risk factors for oral epithelial tumour development.

Materials and Methods:

Genotyping was performed on DNA obtained from 71 biopsy specimens of KCOTs, 78
of OSCCs and from 182 buccal swabs of healthy individuals, using PCR and restriction
fragment length polymorphism analysis. Chi square test and Fisher exact test were used
to determine possible differences in the genotype and allele frequencies. The association
of gene variants with risk of disease was examined by use of unconditional logistic
regression analysis to calculate odds ratios (OR) and their 95% confidence intervals
(CI). P values of <0.05 were considered statistically significant.

Results:

Among the KCOT group, there was a highly significant difference in genotype and
allele frequencies between the patients and controls for the TNF-alpha and TNF-alpha
receptor one polymorphism (p=0.00). Carriers of the allele A had a remarkably
increased risk of developing KCOT (OR 4.41, Cl 2.66-7.27, p=0.00). The other
analysed polymorphisms did not show statistically significant association with KCOT.
Among the OSCC group, there was a highly significant difference in genotype and
allele frequencies between the patients and controls for the GSTT1 polymorphism
(p=0.00). The subjects with the deletion of gene had a remarkably increased risk of
developing OSCC (OR 3.56, CI 1.94-6.50, p=0.00). The other analysed polymorphisms
did not show statistically significant association with OSCC.



Conclusion:

The single nucleotide polymorphism in the promoter region of TNF-alpha and TNF-
alpha receptor one gene appeared as an important modulator of the risk for the
development of keratocystic odontogenic tumours. The single nucleotide polymorphism
in the promoter region of GSTT1 gene appeared as an important modulator of the risk
for the development of oral squamous cell carcinoma.

KEY WORDS: oral epithelial tumors, KCOT, OSCC,
gene polymorphisms, MTHFR, GST, TNF
o, TNF o R1, TNF o R2

SCIENTIFIC FIELD: oral surgery

NARROWER SCIENTIFIC FIELD: oncogenetic
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1. UVOD



Usna duplja se cesto naziva ogledalom zdravlja. Prekrivena je mukoznim
pokriva¢em koji se sastoji iz oralnog epitela i vezivnog tkiva (lamina propria). Promene
koje se mogu videti u usnoj duplji ¢esto su indikativne za neka sistemska oboljenja
(hipovitaminoze, dermatoze, metabolicki poremecaji 1 dr.) ili su rezultat lokalnih,
hroni¢nih iritacija (duvan, alkohol, o$tre ivice zuba i dr.). Oralni epitel se sastoji od
plocasto slojevitih ¢elija i moze biti sa orozavanjem ili bez orozavanja. Ima viSestruku
ulogu (protektivnu, senzornu, sekretornu, gustativnu), a delovanjem Stetnih noksi
moguce su alteracije epitelne strukture. S obzirom na izrazitu izlozenost usne duplje
dejstvu razli¢itih Stetnih faktora, ona je mesto nastanka brojnih benignih i malignih
tumora. Benigne tumore karakteriSe sporiji rast kojim se potiskuju okolna tkiva ali ne
daju metastaze. Maligni tumori imaju agresivniji rast, infiltriSu susedna tkiva i ¢esto
daju metastaze.

Tumori usne duplje predstavljaju podgrupu neoplazmi glave i vrata koji mogu
biti lokalizovani na usnama, jeziku, pljuva¢nim Zlezdama, desnima, podu usne duplje,
orofarinksu, obraznim povrSinama sluzokoze, kostima gornje, kostima donje vilice i
drugim mestima unutar usne duplje.

U grupu benignih epitelnih tumora usne duplje svrstava se keratocisti¢ni
odontogeni tumor (engl. keratocystic odontogenic tumor), ranije klasifikovan kao
odontogena keratocista.

Od malignih tumora usne duplje najzastupljeniji su planocelularni karcinomi
(oko 90%). Sinonim ovog termina je skvamocelularni karcinom (engl. squamous cell
carcinoma), zbog toga Sto tumor vodi poreklo od skvamocelularnog (plo¢astoslojevitog)
epitela.

Neoplasti¢na transformacija je viSefazni proces u okviru kojeg se postepeno
akumuliraju promene u strukturi i funkciji ¢elija sve do njenog potpunog poprimanja
transformisanog fenotipa. Ovo se dogada kao posledica genetickih 1 epigenetickih
promena u somatskim ¢elija, pre svega na nivou gena odgovornih za kontrolu ¢elijske
proliferacije, diferencijacije i apoptoze. Grupa abnormalnih ¢elija (poreklom od jedne
¢elije) evoluira kroz sukcesivne cikluse mutacija i selekcije. Posle svake deobe, u ovoj
pocetnoj grupi celija, jedna Celija se karakteriSe veéim potencijalom rasta u

nepristupacnoj sredini unutar tumora (mala koli¢ina kiseonika 1 hranljivih materija). Ta



¢elija postaje dominantna u tumoru, a za nastanak visoko malignih ¢elija nizom ovakvih
ciklusa, uglavnom je potreban duzi vremenski interval.

Najnovija istrazivanja pokazala su da osim klju¢nih ,,kancerskih gena” kao $to su
onkogeni i tumorsupresorski geni, bitnu ulogu igraju i druge klase gena, koje, iako nisu
neposredno ukljuene u tumorigenezu mogu u znatnoj meri da modifikuju rizik od
nastanka neoplazije. Shodno tome u poslednje vreme se ulazu veliki napori kako bi se
pored molekularno-genetickih markera progresije, bioloskog ponaSanja tumora |
odgovora na terapiju, pronasli i markeri predispozicije za nastanak razli¢itih tipova
tumora.

Razvijene su brojne eksperimentalne tehnike koje omogucavaju bolje
razumevanje etiologije neoplasti¢nih oboljenja i pouzdaniju dijagnostiku. One ¢e u

buduénosti voditi ka uspesnijoj prevenciji i efikasnijoj, individualizovanoj terapiji.

1.1. ODONTOGENI KERATOCISTICNI TUMOR (OKT)

Naziv i istorijat

U literaturi su se upotrebljavali razli¢iti termini kojima je nazivan odontogeni
keratocisti¢ni tumor. Prvobitno, ovaj epitelni tumor opisivan je kao holesteatom
(Hauer, 1926, Kostecka, 1929). Kasnije je koris¢en termin primordijalna cista (Soskolne
and Shear, 1967), dok je naziv odontogena keratocista poceo da se upotrebljava od
1956.godine (Philipsen, 1956). Pindburg i Hansen su definisali keratocistu kao vili¢nu
cistu kod koje dolazi do obimnog stvaranja keratinskog sadrzaja unutar cisti¢énog
lumena (PINDBORG and HANSEN, 1963). Tek 2005.godine, na kongresu Svestske
zdravstvene organizacije odrzanom u Lionu, Asocijacija oralnih patologa izvrsila je
reklasifikaciju ove ciste i dodelila joj naziv odontogeni keratocisti¢ni tumor (Barnes, et
al., 2005). Strucna javnost se slozila da ovaj benigni, uni/multicisti¢ni tumor epitelnog
porekla ima histopatoloSku sliku koja pokazuje regularni, keratinizovani, plocasto-
slojeviti sloj epitela. Celije su palisadno rasporedene u 5 do 8 redova, kuboidnog oblika
I retko metaplaziraju. U 85% slucajeva epitel pokazuje znakove parakeratizacije, mada

moze biti i ortokereatoticne grade. Novije molekularne studije i ispitivanja govore u



prilog novoj klasifikaciji i upotrebi termina odontogeni keratocisti¢ni tumor (Andric, et

al., 2012, Neville, 2007).

OKT pobuduje posebno interesovanje zbog svojih klini¢kih i patohistoloskih
osobenosti. Moze da dostigne velike dimenzije pre nego Sto se klinicki manifestuje,
moze da formira satelitske tumore i za razliku od ostalih vili¢nih cisti, ima relativno

visok procenat recidiva.

Ucestalost, lokalizacija i patogeneza

Odontogeni keratocisti¢ni tumor je relativno ¢est tumor. U okviru vili¢nih cisti,
njegova ucestalost se krece od 1.5% do 11.1% (Hoffmeister and Harle, 1985, Stoelinga,
1971), dok u okviru odontogenih cista iznosi od 2.8% do 21.8% (Reff-Eberwein, et al.,
1985).

OKT se cesce razvija kod muskaraca nego kod zena (60:40), dok kod obolelih u
okviru Sindroma karcinom nevoid bazalnih ¢elija (engl.Naevoid basal cell carcinoma
syndrome — NBCCS), taj odnos je priblizno isti (Woolgar, et al., 1987). Nije zabelezena
razlika u distribuciji tumora izmedu bele i crne populacione rase.

Od OKT najéesc¢e oboljevaju osobe starosne dobi od 15 do 30 godina. Gotovo
60% obolelih pripada ovoj starosnoj grupaciji (Meara, et al., 1996), dok je drugi ,,pik*
pojave tumora od 50 do 60 godina (Jones, et al., 2006). Interesantno je to, da pacijenti
koji oboljevaju od ovog tumora ali u okviru NBCCS, pripadaju mladoj starosnoj dobi
(Woolgar, et al., 1987).

Odontogeni keratocisti¢ni tumor je najée$ce lokalizovan u donjoj vilici (73% -
(Morgan, et al., 2005), 71% - (Jones, et al., 2006)), dok se u gornjoj vilici srece
uglavnom kod starijih osoba. Najcesc¢a lokalizacija (preko 60% slucajeva) je predeo
ugla donje vilice, odakle se ,,$iri* ka ramusu ili telu mandibule.

Postoje dve teorije koje objasnjavaju patogenezu OKT. Po prvoj teoriji, on vodi
poreklo od odontogenog epitela dentalne lamine ili njenih ostataka. Po drugoj, nastaje

ekstenzijom bazalnih ¢elija oralnog epitela.



Klinicka slika

U najvecem broju slucajeva, OKT se dijagnostikuje slu¢ajno, tokom redovnog
radiografskog/stomatoloskog pregleda. Ipak, u ne tako malom broju slucajeva, tumor se
dijagnostikuje tek nakon pacijentovih zalbi na bol, otok, sekreciju ili utrnutost koze u
predelu donje usne. Razlog za kasnu dijagnostiku tumora lezi u brzom i ekspanzivnom
Sirenju tumora kroz spongiozni deo kosti. U donjoj vilici u oko 50% slu¢ajeva dolazi do
ekspanzije bukalnog korteksa, odnosno deformacije kompaktne kosti. U gornjoj vilici,
OKT znatno rede dovodi do narusavanja spoljasnjih kosStanih lamela (u problizno 30%
slucajeva). OKT gornje vilice se najées¢e rano dijagnostikuje zbog toga sto tumor
prolazi kroz brojne inflamatorne faze koje su klinicki manifestne. Dokumentovani su i
brojni slucajevi ekstremno velikih tumora kada on svojim rastom moze izazvati
patoloske frakture kostiju, infiltraciju mekih tkiva infratemporalne regije, maksilarnog

sinusa ili orbite (Slika 1).

Slika 1 - OKT lokalizovan u gornjoj vilici



Rendgen dijagnostika

Odontogeni keratocisti¢ni tumor se dijagnostikuje na ortopantomografskom
radigramu kao jasno ograni¢eno, ovalno rasvetljenje. Kada dostigne ve¢e dimenzije,
moze se videti skleroti¢na zona kosti na periferiji tumora. Najces¢se je to unilokularno
rasvetljenje, mada moze imati ,,valovitu“ granicu koja se pogre$no tumaci kao
multilokularna cista. Razlog za valovitu periferiju tumora lezi u razli¢itom i nejednakom
potencijalu rasta i aktivnosti tumora, kao i razli¢itoj ,,otpornosti zahvacenih tkiva.
Ovakva multilokularna cisticna rasvetljenja Cesto Se pogresno dijagnostikuju kao

ameloblastom (Slika 2).

Slika 2 - OKT lokalizovan u predelu tela i ugla donje vilice sa leve strane

OKT moze da potisne mandibularni kanal ili da dovede do perforacije kostanog
korteksa. Ponekad, moze da obuhavata zub ili da ga potiskuje, §to se pogresno tumaci
kao radikularna ili folikularna cista. Primena kompjuterizovane tomografije (CT —
computerized tomography) ili kompjuterizovane tomografije konusnih zraka (CBCT —
cone beam computerized tomography) veoma je vazna zbog preciznije procene odnosa
sa susednim anatomskim strukturama, evaluacije transverzalnog promera ciste,

destrukcije spoljasnjih korteksa i planiranja operativnog zahvata.



Rast tumora

Odontogeni Kkeratocisti¢ni tumor ne pokazuje razlike u brzini i ekspanziji rasta u
zavisnosti od starosti i pola obolelih osoba. Studije su pokazale da je brzina rasta ovog
tumora ista kao i1 brzina rasta drugih odontogenih cista. U proseku, brzina rasta OKT
iznosi oko 7 mm godisnje (Forssell, 1980). Postoje brojne teorije koje objasnjavaju rast
i uvecavanje OKT i zasnivaju se na specificnom osmolalitetu cisti¢ne te¢nosti (Toller,
1970), uvecanju i proliferaciji cisticnog epitela (Main, 1970), ulozi glikozaminoglikana
i proteoglikana cisticne te¢nosti (Slabbert, et al., 1995), delovanju inflamatornog,
albuminskog, cisticnog eksudata (Hayashi, et al., 2008) i dr.

Resorpcija okolne kosti posledica je delovanja i aktivnosti kolagenaza unutar
ciste. Interleukin-1 (IL-1) i tumor nekrozis faktor (TNF) su citokini koji se najéesce
dovode u vezu sa hroni¢nim infiltrativnim lezijama. Oni su produkti mononuklearnih
leukocita 1 jedni od kljuénih faktora koji aktiviraju osteoklaste. U ovim procesima
aktivne su i matriks metaloproteinaze (MMP) i prostaglandini. Nivo IL-1 alfa u cisti¢noj
te¢nosti je veoma povisen, dok je nivo IL-6 i TNF u cisti¢noj te¢nosti nizak (Ninomiya,
et al., 2002). Rast i ekspanzija ciste posledica su udruzenih faktora kao S§to su
intracisti¢ni pritisak, elasti¢nost cisticnog zida, permeabilnost i kapilarni krvni pritisak

cistiénog zida, limfna 1 venska drenaZa.

Nevoid basal cell carcinoma syndrome (NBCCS)

Ovaj sindrom prvi put je dokumentovan 1951 godine (BINKLEY and
JOHNSON, 1951). Tek kasnije su Gorlin i Goltz (GORLIN and GOLTZ, 1960)
objasnili povezanost multiplih bazalnih epitelioma, vili¢énih cista (keratocista) i
skeletnih defekata (bifidna rebra, ektopi¢ne kalcifikacije, okularni hipertelorizam).
Osobe obolele od ovog sindroma u 70% slucajeva oboljevaju i od odontogenog
keratocisticnog tumora. S obzirom na autozomno-dominantno nasledivanje, za
dijagnostiku NBCCS potrebna je pozitivna porodi¢na anamneza, oralne/kozne promene,
rendgen dijagnostika (OPT, Ro grudi i glave), magnetna rezonanca i ultrazvuk. Gen
odgovoran za nastanak ovog sindroma lokalizovan je na 9922.3 hromozomskom lokusu,

a bolest je najcesce uzrokovana delecijom celog genskog segmenta (Slika 3).



Slika 3 - Klini¢ka i radiografska slika NBCCS
(preuzeto od L.Bomfin, M. Vivas et al. Keratocystic odontogenic tumor related to nevoid basal cell
carcinoma syndrome: clinicopathological study. Braz. J. Oral. Sci. Vol.12, No.1, 2013)

Terapija

Terapija odontogenog keratocisticnog tumora mora biti dobro isplanirana i
hirurski precizno sprovedena. Autori Ghali i Connor (Ghali and Connor, 2003) savetuju
individualnu procenu i planiranje terapijskog postupka u skladu sa veli¢inom i
lokalizacijom tumora, perforacijom kostanog korteksa, infiltracijom mekih tkiva,
staros¢u pacijenta, udruzenos¢u sa NBCCS, kao i ¢injenicom da li je u pitanju primarna
lezija ili recidiv.

Marsupijalizacija je zbog cestih recidiva neadekvatna terapijska procedura i
predlaze se samo kao ,priprema“ pred hirurSku enukleaciju. Dekompresija je
prihvacena i sa hiruskog i sa histoloskog aspekta. Ima za cilj pre svega redukciju

volumena ciste. Takode dovodi do promene u histoloSkoj strukturi cisticnog omotaca



koji zadebljava, poprima oblike oralnog epitela Sto kasnije olakSava hirurSku
ekstirpaciju. Problem uklanjanja ,,Cerki cisti i mikrosatelita ipak ostaje prisutan, pa
neki autori savetuju dodatnu perifernu ostektomiju (rotiraju¢im instrumentom u zdravu
kost), ,.en bloc* resekciju, marginalnu ili segmentalnu resekciju kosti. Tretiranje
postekstirpacionog defekta Carnoy rastvorom je i dalje kontroverzno pitanje s obzirom
na to da je jedan od njegovih sastojaka (hloroform) zabranjen za humanu upotrebu zbog
kancerogenog dejstva. Schmidt i Pogrel (Schmidt and Pogrel, 2001) predlazu upotrebu
te¢nog azota u cilju smanjivanja stope recidiva i tretiranja rezidualnih delova cisti¢nog
omotaca. Nedostatak ove metode je sve teza dostupnost/pristupacnost tecnog azota, kao
i moguée komplikacije u vidu osteéenja susednih mekotkivnih struktura prilikom
manipulacije azotom ($to moze dovesti do dehiscencije i produzenog zarastanja rane).
Stoelinga (Stoelinga, 2003) predlaze da se sve unicisticne promene u gornjoj i donjoj
vilici (osim u regiji ugla mandibule) tretiraju hirurskom ekstirpacijom tumora i
upotrebom Carnoy rastvora. Kod vecih tumora lokalizovanih u predelu tubera maksile,
ovaj autor predlaze i eksciziju mekih tkiva nad OKT. Medutim, delotvornost Carnoy
rastvora u izmenjenoj formuli (ferohlorid rastvoren u apsolutnom alkoholu i trihlor-
sirCetna kiselina bez hloroforma) dovodi se u pitanje i bi¢e potrebno vreme kako bi se
utvrdila njegova efikasnost u spre¢avanju pojave recidiva. Zbog toga Pogrel savetuje
upotrebu metilen plavog za tretiranje postekstirpacionog defekta. Ono ima sposobnost
da prolazi kroz 0,5 mm debljine kostane kompakte i prodire od 1 do 1,5mm u spongiozu
prebojavajuéi i markiraju¢i rezidualne cisti¢ne celije. Nakon ispiranja metilen plavog
fizioloSkim rastvorom, autor savetuje tretiranje obojenih mesta hirurSkom frezom -
periferna ostektomija. PredloZeni terapijski postupak: dekompresija, enukleacija,
periferna ostektomija, autor je primenio tretiraju¢i 29 OKT 1 do sada, u petogodiSnjem

periodu pracenja, nije zabelezio prisustvo recidiva (Pogrel, 2015).

Recidivi

Autori su jo§ 1963. godine primetili visoku stopu recidiva odontogenog
keratocisticnog tumora (PINDBORG and HANSEN, 1963). Novije studije i dalje
upozoravaju na visoku ucestalost recidiva koja u velikoj meri zavisi od samog

terapijskog postupka. Kod pacijenata le¢enih enukleacijom tumora, uéestolst recidiva



ide do 18%, dok kod onih kod kojih je uz enukleaciju vrsena i ekscizija mukoze nad
tumorom, a postekstirpacioni defekt tretiran Carnoy rastvorom, ucestalost recidiva
iznosi oko 6% (Stoelinga, 2001). Nije prime¢ena povezanost lokalizacije i veli¢ine
tumora sa pojavom recidiva. Oboleli od NBCCS c¢es¢e imaju recidive OKT, dok je
ucestalost recidiva manja kod ortokeratoti¢nih tumora (Woolgar, et al., 1987).

Objasnjenje za visoku ucestalost recidiva OKT lezi u vise razloga. Prvi i osnovni
razlog nastanka recidiva je nedovoljno i nepotpuno uklanjanje cisticnog omotaca. Ovo
se naj¢esS¢e deSava kod vecih lezija, kod kojih se tokom hirurSke intervencije nastoji
oCuvati vitalitet susednih zuba i mekotkivnih struktura (krvnih sudova i nerava).
Takode, OKT ima tanak i vulnerabilan zid koji nije jednostavno ukloniti u komadu, a
kod promena kod kojih je prethodno dolazilo do egzacerbacija infekcije, fibrozno
srastanje cisticnog zida otezava potpunu enukleaciju.

Drugi razlog za ucestale recidive nalazi se u tome Sto se tokom hirurske
procedure ne uklone ,,¢erke ciste* (mikrociste), odnosno epitelna ostrvca koja vode
poreklo od zida tumora, a koja urastaju u okolno zdravo tkivo. Zbog ovog razloga,
brojni autori predlazu da se uz potpunu ekstirpaciju ciste, nacini i ekscizija mekih tkiva
nad cistom, kako bi se uklonila mogu¢nost zaostajanja izmenjenih ¢elija.

Tre¢i razlog Cestih recidiva je pojava ,,de novo* odontogenog keratocisti¢nog
tumora koji vodi poreklo od epitelnih ¢elija bazalnog sloja oralnog epitela.
moguca i pojava kasnih recidiva koji se razvijaju i nekoliko desetina godina nakon
prvobitne operacije. Kontinuirana edukacija oralnih hirurga, ukazivanje na visoku
recidivantnost 1 promenjeni hirurSki protokoli doveli su do toga da je poslednjih

decenija ucestalost recidiva u padu.

1.2. ORALNI PLANOCELULARNI KARCINOM (OPK)

Na skali incidencije malignih tumora ¢oveka, tumori glave i vrata nalaze se na
Sestoj poziciji. Oni predstavljaju veliki sociomedicinski problem i poslednjih decenija
su predmet brojnih klini€¢kih, histopatoloskih i molekularno-genetickih istrazivanja.
Smatraju se pogodnim, "in vivo" modelom za utvrdivanje uloge razli¢itih kancerogenih

agenasa u procesu nastanka i evolucije tumora.
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Osim domacin zavisnih faktora koji povecavaju rizik za nastanak i razvoj
tumora, postoje i1 spoljasnji faktori rizika. Veéina studija koje su se bavile ovim
problemom beleze povezanost konzumiranja zestokih alkoholnih pi¢a i duvana, kao
spoljasnjih faktora rizika, sa nastankom tumora usne duplje.

Planocelularni karcinomi nastaju malignom transformacijom i proliferacijom
epidermalnih Kkeratinocita. Histoloski, sastoje se od gnezda i ¢vorova atipi¢nih
skvamoznih ¢elija koje iz epiderma prodiru u derm.

Dijagnoza se postavlja na osnovu anamneze, klinickog pregleda, dopunskih
dijagnostickih metoda (ultrazvucni pregled, kompjuterizovana tomografija, magnetna

rezonanca) i definitivno histopatoloskom verifikacijom tumora (Chhabra, et al., 2015).

Klinicka slika i dijagnostika tumora

Anamnesti¢ka procedura zapocinje utvrdivanjem vremena kada je oboleli prvi
put primetio promenu, a zatim daljim pracenjem lokalizacije i evolucije iste. Podatak o
postojanju dugotrajnih rana u ustima koje nikako ne zarastaju treba da pobudi sumnju
na oralni karcinom. Pacijenti se Cesto zale na neprijatan zadah, krvarenje prilikom
konzumiranja hrane, Zuljanje proteze, nemogucnost postavljanja proteze na svoje
leziste, na labavljenje i ispadanje zuba (Perry, et al., 2015). U odmaklom stadijumu
razvoja karcinoma pacijenti primecuju utrnulost odredenih regija lica, ograni¢enost u
otvaranju usta, kao i prisustvo izraslina na kozi glave i vrata. Navode gubitak apetita i
telesne teZine. Pozitivna porodi¢na anamneza moze da ukaze na postojanje geneticke
predispozicije za nastanak oralnog karcinoma.

Klini¢ki pregled obuhvata detaljan ekstraoralni 1 intraoralni pregled.
Ekstraoralno se mogu uociti asimetrije i tumorozni otoci u donjoj treéini lica, poremecaj
motorike ili senzibiliteta. Planocelularni karcinom usne duplje manifestuje se kao
bezbolna, nejasno ograni¢ena, eritematozna, nodularna promena, izdignutih ivica
(egzofiticna forma). Moze biti prisutan 1 u obliku ulceracije, nepravilnog oblika,
nejasnih granica, bedemastih ivica, belicaste ili crvenkaste prebojenosti (endofiticna
forma). Karcinom jezika ima karakteristiku da klinicka slika nije proporcionalna
stepenu razvoja tumora. Makroskopski izgleda kao otvrdnuée, ovalnog oblika,

nepromenjene sluzokoze jezika nad promenom, iako ne tako retko stepen destrukcije
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tkiva u dubljim strukturama moze biti mnogo veéi nego Sto to klinicki izgleda (fenomen
,,Jledenog brega®). Palpatorno planocelularni karcinom usne duplje je umereno bolan,
tvrdo-elasticne konzistencije, slabo pokretan, odaje utisak fiksiranosti za dublje
strukture i lako krvari na dodir. PoSto prolazi barijeru bazalne membrane, svojim
infiltrativno-destruktivnim rastom moze zahvatati dublje strukture tkiva (derma,
hipoderma, miSi¢a, pa i kosti). Limfogeno brzo metastazira u regionalne limfne
¢vorove, a zatim i u duboke limfne ¢vorove vrata. Kada je tumor metastazirao, stopa
petogodisnje prezivljavanja znacajno opada i iznosi oko 35%. Da li ¢e karcinom
metastazirati ili ne, zavisi i od same lokalizacije tumora. Vecu sklonost ka
metastaziranju imaju oni lokalizovani na wusnama, jeziku i podu usta
(Jarungroongruangchai, et al., 2014). Planocelularni karcinomi prednjih partija usne
duplje imaju tendenciju metastaziranja u submentalne i submandibularne limfne
¢vorove, dok oni posteriorno lokalizovani metastaziraju u limfne ¢vorove jugulo-

digastricnog lanca (Bernstein, et al., 1996) (Slika 4).

Slika 4 - Planocelularni karcinom sluzokoze gornje vilice i tvrdog nepca

U okviru dodatnih dijagnosti¢kih procedura, koristi se ultrazvucni pregled vrata
(procena metastatskog Sirenja u limfne ¢vorove), ortopantomografski i CBCT snimak
vilica (procena infiltracije koStanog tkiva), kompjuterizovana tomografija i magnetna
rezonanca (precizna lokalizacija tumora) i druge radiografske metode (pozitron
emisiona tomografija, scintigrafija...) (Trotta, et al., 2011).
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Osobe obolele od planocelularnog karcinoma usne duplje su u vecini slucajeva
nizeg socijalnog statusa koje dugo godina, svakodnevno, konzumiraju zestoka
alkoholna pic¢a. Uz to, uglavnom su pusaci koji ne vode ra¢una o oralnom zdravlju i
licnoj higijeni (Perry, et al., 2015). Stanje usne duplje je takvo da se u ustima mogu
videti gangrenozni korenovi, odlomljeni delovi nesaniranih parodontopati¢nih zuba sa
ostrim ivicama i naslagama kamenca koji iritiraju oralnu mukozu.

Definitivna potvrda planocelularnog karcinoma usne duplje je iskljucivo
histopatoloSka. Empirijski, promene ,,manjih dimenzija“ uklanjaju se u potpunosti, a
potom $alju na histopatolosku verifikaciju. Kod promena ,,ve¢ih dimenzija“, koje imaju
maligni karakter, vec¢u povrsinu i dubinu infiltracije, kod kojih su prisutni regionalno
uvecani limfni ¢vorovi, znakovi infiltracije okolnog nervnog ili koStanog tkiva, prvo se
nacini biopsija, a nakon toga kompletna hiruska procedura po unapred determinisanom
protokolu.

Hiruski pristup karcinomu, kao i margine ekscizije odredene su histoloskim
gradusom, stepenom diferencijacije, dubinom prodora, lokalizacijom, perineuralnom
infiltracijom, kao i veli¢inom same promene (Omura, 2014). Tumori dublje infiltracije i
vecéih razmera imaju loSiju prognozu i veci rizik metastatskog Sirenja. Karcinomi koji se
razvijaju iz oziljaka 1 hroni¢nih povreda takode imaju agresivniji rast 1 ucestalije

metastaziraju (18% do 38%) (Novick, et al., 1977).

Epidemiologija

Od svih neoplazmi usne duplje, oralni planocelularni karcinomi su najucestaliji
(od 85% do 95%). Mnogo rede se javljaju sarkomi, tumori malih pljuvacnih zlezda,
mukozni melanomi, limfomi ili metastatske neoplazme poreklom iz udaljenih organa
(Moulin, et al., 1985).

OPK je zastupljeniji kod muskaraca §to se objasnjava ucestalijim
konzumiranjem duvana i alkoholnih pi¢a. Odnos ucestalosti javljanja karcinoma u
odnosu na pol je takode ,,u korist* muskog pola 3:1, iako je poslednjih decenija ova
tendencija u opadanju. Prema podacima Svetske Zdravstvene Organizacije, kod
muskaraca planocelularni karcinom je (posle karcinoma pluca, prostate, kolorektalnog

karcinoma, karcinoma slezine i jetre) na Sestom mestu po ucestalosti, dok je kod Zena na
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desetom mestu (posle karcinoma dojke, kolorektalnog karcinoma, karcinoma pluca,
Zeluca, materice, grlica materice, jajnika, slezine i jetre) (Pires, et al., 2013).

Zemlje u kojima je zastupljenost planocelularnih karcinoma usne duplje na
visokom nivou su Indija (zbog Zvakanja duvana), Francuska, SAD, Singapur, Madarska,
kao 1 zemlje jugoistocne Azije. Globalna ucestalost karcinoma usne duplje, farinksa i
larinksa je oko 500.000 obolelih godis$nje, sa smrtnos¢u od oko 270.000 pacijenata
godisnje. U SAD-u se svake godine dijagnostikuje 21.500 oralnih karcinoma, dok
godisnje, zbog te bolesti, umre priblizno 6.000 ljudi. Incidenca oralnog planocelularnog
karcinoma pokazuje izrazitu tendenciju rasta u zemljama u razvoju (Blot, et al., 1994,
Franceschi, et al., 2000). Takode, zabrinjava podatak sve ucestalije pojave OPK kod

osoba mladih od trideset godina.

Etiologija

Etiologija planocelularnog karcinoma usne duplje je multifaktorska i moze biti
vezana za domacin-zavisne faktore i/ili za faktore spoljasnje sredine (Bagan and Scully,
2009).

Domacin-zavisni faktori su imunoloski deficiti, prisustvo sindroma i nasledna
predispozicija koja pociva u genskim polimorfizmima 1 koja ¢ini da svako poseduje svoj
individualni genotip. Spoljasnji faktori podrazumevaju izloZenost Stetnim agensima koji
hemijskim i/ili fizickim dejstvom uti¢u na nastanak i razvoj karcinoma.

Osim dobro poznatih spoljasnjih faktora (konzumiranje duvana 1 Zestokih
alkoholnih pi¢a), dugo se tragalo za endogenim faktorima koji ,,olakSavaju’’ nastanak i
razvoj tumora. Odgovor je delimi¢no naden u genetskoj predispoziciji, odnosno brojnim
polimorfizmima (varijantama) gena koji ¢ine da je neko manje ili viSe podlozan
nastanku tumora (Ribeiro, et al., 2014). Poznate su brojne familije enzima koje
ucestvuju u bitnim celijskim procesima, kao Sto su procesi sinteze DNK 1 njene
metilacije, zatim enzimi ukljuceni u detoksikaciju, u degradaciju ekstracelijskog
matriksa i dr. To su enzimi iz grupa citohrom peroksidaza (CYP),
metilentetrahidrofolat-reduktaza (MTHFR), glutation-s-transferaza (GST), matriks-

metaloproteinaza (MMP) i drugih. Osim mutacija na genima odgovornim za sintezu
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ovih enzima, mogu¢e su 1 mutacije na genima koji kodiraju medijatore Koji
omogucavaju dejstvo pomenutih enzima (interleukini, tumor nekrozis faktor i drugi).

U evoluciji planocelularnog karcinoma posebna paZznja se posvecuje
prekancerozama (leukoplakija i eritroplakija). Leukoplakija se manifestuje kao
asimptomatska, beliasta, plakozna lezija, glatke ili nabrane povrsine, blago izdignuta u
odnosu na okolnu sluzokozu. Etiologija nije u potpunosti razjasnjena i najcesce se
dovodi u vezu sa konzumiranjem duvana, lokalno-iritativnim i traumatskim faktorima.
Eritroplakija je prekancerozna lezija slicna leukoplakiji, crvenkaste prebojenosti. Ove
prekanceroze se moraju ozbiljno shvatiti i adekvatno tretirati. S ozirom na to da im je
etiologija jo$ uvek nejasna, pacijentu se savetuje sanacija usne duplje (zamena starih
amalgamskih ispuna, uklanjanje kamenca i mekih naslaga), eliminacija iritativnih,
Stetnih faktora (pusenje, alkohol), kao i redovni kontrolni pregledi. U slucajevima da su
lezije poprimile ,,nekarakteristican” izgled i imaju tendenciju Sirenja, preporuka je da se

uradi eksciziona biopsija (Reichart, 2001) (Slika 5).

Slika 5 - Leukoplakija sluzokoze levog obraza

Hemijski i fizicki agensi, kao i razli¢ita oSteCenja sluzokoze usne duplje mogu
takode uticati na nastanak oralnog karcinoma.

Upotreba duvana je glavni i najvazniji spoljasnji faktor u etiologiji
planocelularnog karcinoma (Morse, et al., 1996). Do sada je u sastojcima cigareta

potvrdeno prisustvo 32 kancerogena. Rizik za nastanak karcinoma usne duplje kod
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pusaca je 7 puta veci nego kod nepusaca. Kod obolelih muskaraca pusenje se kao faktor
rizika u nastanku karcinoma pripisuje u skoro 90% obolelih, dok je kod Zena taj
procenat znatno manji (oko 54%) (Castellsague, et al., 2004). Konzumiranje alkohola
doprinosi i povecava rizik za nastanak OPK (6 puta veci rizik nego kod osoba koje ne
konzumiraju alkohol), ali u kombinaciji sa upotrebom duvana taj rizik se uvecava za
oko 40 puta. Ovo se objasnjava time S$to alkohol Stetne produkte duvana cCini
solubilnijim i time omogucava prodor Stetnih agenasa u dublje strukture usne duplje.
Duvanski dim je narocito potentan kancerogen jer benzopiren i brojni nitrozoamini u
njegovom sastavu mogu uzrokovati pogre$nu ugradnju nukleotida. Smatra se takode da
i na¢in konzumiranja duvana moZe uticati na nastanak tumora. Zvakanje duvana koje je
narocito rasprostranjeno na Azijskom kontinentu potencira Stetan efekat duvana. Sa
druge strane, puSenje cigareta sa filterom ima delimi¢no protektivnu ulogu jer eliminiSe
1 spre¢ava unos nekih Stetnih materija. Hroni¢na izloZenost ovim kancerogenima vodi
nastanku niza genetickih abnormalnosti (Maier and Weidauer, 1995).

U faktore sredine koji povecavaju rizik za nastanak oralnog planocelularnog
karcinoma spadaju i lokalni iritativni faktori. To su ostre ivice zuba, velike nesanirane
karijesne lezije, zaostali korenovi zuba, kamenac, konkrementi, neadekvatni rubovi
ispuna, neadekvatni protetski radovi i slicno. Oni kontinuiranim iritativno-mehanickim
dejstvom oste¢uju oralnu sluzokozu, neprekidno izazivajuéi nove mitoze i stalnu

reparaciju tkiva (Perry, et al., 2015) (Slika 6).

Slika 6 - ,,Nesanirana“ usta i oStre ivice zuba kao lokalno-iritativni faktori
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Dokazano je i da prisustvo nekih virusa moze uticati na nastanak OPK. Humani
papiloma virus (HPV) povecava rizik za nastanak planocelularnog karcinoma usne
duplje. Narocito veliki onkogeni potencijal imaju HPV 16 i HPV 18, koji su odgovorni
za nastanak karcinoma grlica materice, karcinoma koze i karcinoma sluzokoze usne
duplje. Od ostalih virusa, u vezu sa nastankom OKT dovode se humani virus
imunodeficijencije (HIV), Herpes Simplex virusi (HSV), kao i1 Epstajn-Bar virus (EBV)
(Sand and Jalouli, 2014).

Prevencija

U prevenciji oralnog karcinoma klju¢nu ulogu ima sistem primarne stomatoloske
zaStite. Neophodna je kontinuirana edukacija pacijenata od strane stomatologa. Ona
obuhvata motivaciju pacijenata i njihovo obucavanja kako da pravilno odrzavaju oralnu
higijenu, kao i rad na povecanju svesti pacijenata o znacaju oralnog zdravlja za opste
zdravlje. Redovni kontrolni pregledi, skrining, prosvec¢enost i informisanost populacije
su kljuéni elementi u borbi protiv oralnog karcinoma. Osobe visokog rizika treba
identifikovati i redovno kontrolisati kako bi se u slu¢aju nastanka tumora pravovremeno
intervenisalo.

Edukacija pacijenata o Stetnosti duvanskog dima 1 alkohola je klju¢na. U
razgovoru sa pacijentima neophodno je ista¢i neophodnost sanacije usne duplje,
eliminisanja lokalno-iritativnih Stetnih faktora (oStre ivice zuba, neadekvatni proteti¢ki
radovi, pearcing jezika), kao i loSih navika pacijenata (grickanje usne i sluzokoze
obraza). Posebnu paznju trebalo bi da obrate na svaku leziju u ustima koja traje duze od
14 dana.

Terapija

Doktrina struke je da se bez obzira na klini¢ku sliku 1 prisustvo karcinoma, u
cilju plana terapije, a pre radikalnog hiruskog zahvata, uvek izvrsi histopatoloska
verifikacija promene. Od histoloske karakteristike zavisi sklonost maligniteta ka

recidivima i metastatski potencijal. Plan terapije se sprovodi zavisno od starosti (opste
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stanje, komorbiditet), anamnestickih podataka, socijalnog habitusa, zelje za
ozdravljenjem i o¢ekivanjima pacijenata.

Nakon uspes$nog hiruSkog tretmana pacijenta (Slika 7), neophodni su redovni
kontrolni pregledi. Pacijent se konzilijarno upucuje i na zranu terapiju u cilju
poveéanja verovatnoce za izleCenje. Kontrolni pregledi se u prvoj postoperativnoj
godini obavljaju jednom mese¢no. Tokom druge godine, kontrole se vrSe na dva, a
tokom trece na tri meseca. Nakon toga, kontrole se obavljaju na 6 meseci, odnosno
jednom godiS$nje pet godina nakon hirurske intervnecije. Na kontrolnim pregledima se
osim lokalnog nalaza proverava i status regionalnih limfnih ¢vorova u cilju rane

detekcije eventualnih metastatskih promena (Amit, et al., 2013).

Slika 7 - Hiruska ekscizija tumora

PreZivljavanje i rehabilitacija

Stopa petogodisnjeg prezivljavanja osoba lecenih od oralnog planocelularnog
karcinoma se razlikuje i zavisi od stadijuma bolesti, odnosno zahvacéenosti okolnog

tkiva.
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Kod pacijenata kod kojih je tumor tretiran u ranom stadijumu (bez metastatskih
promena), stopa petogodisnjeg prezivljavanja se krece od 85% do 90%. Kod pacijenata
kod kojih je tumor metastazirao u regionalne limfne ¢vorove vrata, stopa petogodiSnjeg
prezivljavanja je znatno niza (od 30% do 58%) (Zhang, et al., 2013).

Rehabilitacija orofacijalnih funkcija je izuzetno vazan element u efikasnoj
hirur§koj terapiji OPK. Njen cilj je obavljanje svakodnevnih zivotnih aktivnosti i
integracija pacijenta u druStvo. Zahteva slozeni i koordiniran pristup razli¢itih
stomatoloSkih disciplina, odnosno efikasan tim koji se sastoji od maksilofacijalnog
hirurga, maksilofacijalnog proteti¢ara, stomatologa, zubnog tehnicara i medicinske

sestre.

1.3. GENETSKA OSNOVA NEOPLAZMI

Somatske promene u epitelnim tumorima usne duplje

Nastanak neoplasti¢ne ¢elije je viSefazni proces. Izmenjena celija prolazi kroz
morfoloske promene, promene metabolizma, dobija sposobnost autonomne proliferacije,
neogranicen zivotni vek (besmrtnost), poremecaj diferencijacije i kontrole celijskog
ciklusa.

U najvecem broju slucajeva sve Celije tumora poticu od jedne jedine celije. U
osnovi tumora leze geneticke i1 epigenetiCke promene u regulatornim genima
odgovornim za kontrolu ¢elijske proliferacije, diferencijacije i apoptoze. Kljuéni
,,kancerski geni” su protoonkogeni i tumor supresorski geni.

Razvoj odontogenog keratocisticnog tumora povezuje se sa aktivacijom
nekolicine protoonkogena kao i sa inaktivacijom viSe tumor supresorskih gena. Na
primer, ustanovljeno je da PTCH1 gen koji se nalazi na 9922.3-g31 hromozomu i ima
ulogu tumor supresora, zauzima znacajno mesto u patogenezi OKT. Njegov proteinski
produkt je klju¢an molekul u tzv. jez signalnom putu (*’Hedgehog™) (Li, 2011). On
obrazuje receptorski kompleks sa onkogenom SMO (*’smoothened) ¢ine¢i ga SHH
ligandom (*’sonic hedgehog™) (Madras and Lapointe, 2008). Brojne studije ukazuju na
povezanost mutacija PTCH gena i OKT, odnosno NBCCS (Barreto, et al., 2000, Diniz,
etal., 2011, Gu, et al., 2006, Honma, et al., 2008, Lindstrom, et al., 2006).
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Kod OKT povecana je takode i ekspresija PCNA (proliferating cell nuclear
antigen), Ki-67 i IPO-38 antigena. Geni koji se jo§ mogu dovesti u vezu sa nastankom
ovog tumora su i PTCH2, SUFU, p16, MCC, TSLC1, LTAS2 i drugi (Li, 2011). Usled
opisanih slozenih molekularno-genetickih promena koje se ¢esto sre¢u u malignitetima,
sa pravom se moze re¢i da odontogeni keratocisti¢ni tumor pripada grupi cisti¢nih,
epitelnih neoplazmi.

U molekularnoj biologiji tumora Siroko je prihvacen tzv. viSestepeni model
tumorigeneze. Razli¢ite genske alteracije se akumuliraju i vode ka viSem stepenu
malignosti (Hanahan and Weinberg, 2000). Takva progresija je pokazana i kod oralnog
karcinoma (Califano, et al., 1996). Transformacija benigne hiperplazije, preko displazije
do karcinoma in situ i uznapredovalog karcinoma javlja se kao rezultat sve brojnijih
genomskih alteracija. Nakupljanje genomskih alteracija u toku fenotipske progresije
karcinoma odigrava se u Sirokoj populaciji ¢elija koje su obuhvaéene terminom ,,polje
genetski izmenjenih celija®. Ova teorija je predloZena jo§ sredinom proslog veka od
strane Slaughter-a (Slaughter, et al., 1953) i pokusava da objasni ¢estu pojavu recidiva
nakon hirurS§kog uklanjanja tumora u potpunosti. Prema skoras$njoj adaptaciji ovog
koncepta (Braakhuis, et al., 2003), genetski izmenjene ¢elije ¢e postepeno proliferisati i
prosiriti se u jedno neinvazivno polje koje je podlozno daljim genomskim ostec¢enjima.
Ovo polje ¢elija, iako nije makroskopski vidljivo, predstavlja pogodan teren za
evoluciju premalignih lezija i razvoj invazivnog karcinoma. lako se karcinom moze
kompletno ukloniti ekscizijom, polje izmenjenih Celija ¢e ostati, zbog Cega je pacijent
izlozen riziku nastanka sekundarnih tumora. Precizne molekularne karakteristike
genetski izmenjenog polja Celija nisu jasno definisane, ali se smatra da su ve¢ u ranim
stadijumima kompromitovani kljuéni tumorsupresori (p53, CDKN2, pRb) (Tabor, et al.,
2002).

U upros¢enom modelu nastanka planocelularnog karcinoma usne duplje, pocetne
promene se deSavaju u bazalnom c¢elijskom sloju pod uticajem duvanskog dima,
alkohola ili drugih kancerogena. One mogu podrazumevati inaktivaciju proteina p53,
pRb, pl6 i drugih tumor supresora. Prelaz od normalnog epitela ka invazivnom
karcinomu je najcesée progresivan i pracen ,,multiplim koracima® koji promovisu
razli¢ite procese preko razli¢itih gena. Pored inaktivacije tumor supresorskih gena,

podjednako vaznu ulogu u nastanku OPK ima aktivacija i izmenjena ekspresija
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razli¢itih protoonkogena, kao $to su H-ras, c-Myc, c-Erb, Notch i dr. (Krishna, et al.,
2015, Murugan, et al., 2012, Pérez-Sayans, et al., 2014, Vora, et al., 2003) (Slika 8 i 9).
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Slika 8 - Teoretski model karcinogeneze u usnoj duplji
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Odavno je jasno da se kod ne tako malog broja osoba koje su dugi niz godina
izlozene spoljaSnjim faktorima rizika, pre svega razli¢itim mutagenima i
kancerogenima, ne razvije tumor usne duplje. Isto tako je uoceno da tumor moze da se

razvije i kod osoba koje nisu nikada bile izlozene delovanju kancerogena i drugih
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sredinskih faktora rizika. LoSe zivotne navike ocigledno nisu jedini i bezuslovan uzrok
nastanka ovih neoplazija. Ovo ukazuje na to da su i drugi faktori rizika, pre svega
genetski, uklju¢eni u patogenezu tumora.

Pored somatskih mutacija koje pogadaju ,,kancerske* gene ciljnog tkiva (oralni
epitel) i koje su neposredno odgovorne za proces neoplasti¢ne transformacije ¢elije,
paznju istrazivaca sve viSe zaokupljuju i nasledne (germinativne) promene koje su deo
geneticke konstitucije svakog pojedinca 1 predstavljaju manje ili viSe pogodno tlo za
delovanje sredinskih faktora. U pitanju su DNK polimorfizmi koji se sre¢u u svim
genima ljudskog genoma, a ¢ije prisustvo u genotipu moze da determiniSe vecu ili

manju sklonost ka razvijanju neoplasti¢nih oboljenja.

Geneticki polimorfizam

DNK polimorfizmi su varijacije nasledne osnove koje postoje u populaciji
zdravih ljudi, a njihov uticaj na krajnji proteinski produkt pa time i fenotip jedinke jos$
uvek nije u potpunosti rasvetljen. Danas se $iroko proucava uloga DNK polimorfizama
kao markera eventualne geneticke predispozicije za razvoj razlicitih oboljenja.

Nasledna osnova coveka - genom se sastoji od oko 3 milijarde baznih parova po
haploidnom setu i sadrzi priblizno 20.000 do 25.000 gena smestenih na 23
hromozomska para. Geni ¢ine svega oko 10 do 15% genoma i u 90% slucajeva imaju
ulogu u kodiranju proteina i RNK. Ostatak ¢ine sekvence ¢ija funkcija nije u potpunosti
razjaSnjena.

Varijabilnost nasledne osnove se oznacava i kao nukleotidna raznolikost.
DefiniSe se kao odnos broja razli¢itih baza prema ukupnom broju baznih parova genoma
koji se porede. Parametrom heterozigotnosti © moze se odrediti verovatnoc¢a kojom ¢e
se nukleotidi na odredenoj poziciji na¢i u heterozigotnoj formi (poredjenjem dva
hromozoma odabrana po principu slu¢ajnosti u ciljanoj populacionoj grupi). Procenjeno
je da je heterozigotnost u humanom genomu oko 7.51x10%, §to odgovara pojavi 7.51
razli¢itosti na 10.000 baza. Varijabilnost za autozome se krece od 5.19-8.79 razli¢itosti
na 10.000 baza. Heterozigotnost za polne hromozome je znatno niZeg stepena. Za X

hromozom iznosi oko 4.69, dok za Y hromozom iznosi 1.51 razli¢itosti na 10.000 baza.
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Kao $to je ve¢ napomenuto, varijacije u naslednoj osnovi koje se normalno sre¢u
u humanoj populaciji nazivaju se polimorfizmi. Da bi se odredena varijacija proglasila
polimorfizmom neophodno je da se alelna forma javlja sa frekvencijom ve¢om od 1%,
odnosno da je ucestalost heterozigota veca od 2%. Alelne forme sa ucestalos¢u manjom
od 1% predstavljaju retke varijante (Soni, et al., 2005), dok one sa ucestalos¢u preko
10% c¢ine uobicajene varijante.

Prisustvo polimorfizma moze ostati bez efekta (polimorfizam pritajenog tipa) ili
moze imati funkcionalne posledice. One se manifestuju u vidu izmenjene Kataliticke
funkcije, stabilnosti ili nivoa ekspresije kodiranog proteina. Polimorfizmi se mogu javiti
u kodiraju¢im sekvencama ali i u regulatornim regionima gena gde, po pravilu uticu na
koli¢inu eksprimiranog proteina. Polimorfizmi u nekodirajuéim regionima mogu uticati
na stabilnost ili iskrajanje IRNK. Glavni tipovi polimorfizama su:

1. SNP- polimorfizmi pojedinacnih nukleotida (engl. single nucleotide

polymorphism);

2. Dellins - delecije ili insercije celih gena ili delova gena;

3. VNTR - varijabilni broj tandemskih ponovaka (eng. variable number of

tandem repeats);

Polimorfizam pojedina¢nog nukleotida (SNP) je najceS¢i oblik varijacije u
naslednoj osnovi. Ovakve varijacije ¢ine 90% svih polimorfizama (Braakhuis, et al.,
2004) i do sada ih je otkriveno nekoliko miliona. Najvise paznje pobuduju SNP-ovi koji
menjaju funkciju ili ekspresiju gena. .

Polimorfizmi se naj¢esce ispituju pomocu asocijacionih studija ¢iji je zadatak da
utvrde vezu izmedu polimorfizma i podloZnosti za nastanak ili progresiju bolesti. Da bi
se identifikovao genski lokus koji uti¢e na podloznost za nastanak bolesti, asocijacione
studije ispituju polimorfizme izmedu pacijenata u grupi nesrodnih zdravih, kontrolnih
individua koje pripadaju istom etni¢kom uzorku. Ispitivani polimorfizam se dovodi u
vezu sa pojavom bolesti ukoliko se odredeni alel i genotip javljaju sa znacajno vecom
ucestalos¢u medu obolelim slucajevima nego u uzorku zdrave populacije. Ukoliko se
ispituje veza izmedu polimorfizma i progresije bolesti, umesto uporedivanja obolelih
individua sa zdravim kontrolama, istrazivaci porede individue ekstremnih fenotipova.

Broj polimorfizama koji imaju ulogu u razvoju bolesti eksponencijalno raste iz

dana u dan. Njihovo poznavanje je izuzetno vazno a glavni cilj ovih ispitivanja je da se
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bolje definisu patofizioloski mehanizmi u osnovi multifaktorskih oboljenja (ukljucujuci
I neoplazme). Polimorfizmi takode mogu da ukazu i na nove pravce u farmakoterapiji,

odnosno le¢enju u Sirem smislu.

Polimorfizmi razli¢itih klasa gena mogu znacajno da doprinesu povecanju (ili
smanjenju) rizika za nastanak tumora usne duplje. Do sada je posebna paznja bila
posvecena polimorfizmima u genima koji kontrolisu sintezu enzima ukljucenih u procese
detoksikacije odnosno eliminacije ksenobiotika, zatim enzima uklju¢enih u procese
sinteze i metilacije DNK, degradacije ekstracelularnog matriksa i dr. Ispitivani su i
polimorfizmi u genima koji kontrolisu sintezu medijatora i regulatora inflamacije,
invazivnosti 1 drugih procesa bitnih sa stanovista neoplasti¢ne transformacije. Medutim,
u naucnoj literaturi prisutne su brojne kontroverze u pogledu znacaja i uloge koji
odredeni polimorfizmi mogu da imaju u razvoju tumora glave i vrata, a posebno
epitelnih tumora usne duplje. Zbog toga se namece potreba za daljim istrazivanjima ovih

polimorfizama.

1.4, GEN ZA MTHFR - POLIMORFIZAM C677T (rs1801133)

Metilentetrahidrofolat-reduktaza je enzim iz grupe flavoproteina koji se sastoji iz
dve identi¢ne subjedinice. N-terminalni domen ima kataliticku ulogu i u okviru njega se
nalazi mesto za vezivanje supstrata. C-terminalni domen je regulatorni region enzima za
koji se vezuje inhibitor, a oba domena su premo$éena jednim hidrofobnim delom
(Goyette, et al., 1998).

U naslednoj osnovi ¢oveka, gen za MTHFR je lokalizovan na kratkom kraku
prvog hromozoma, u regionu 1p36.3. Interesantno je da humani i mi$ji gen za ovaj
enzim imaju ¢ak 90% homologije. Ova konstantnost strukture gena kod nesrodnih vrsta
svedoCi o konzerviranosti MTHFR enzima, kao i o znacaju njegove funkcije. Ukupna
duzina kodiraju¢eg regiona je 1980 baznih parova (bp). Sastoji se iz 11 egzona cije se
duzine kre¢u od 102 bp do 432 bp. U tkivima su identifikovane tri razli¢ite iRNK duzine
2.8, 7.2'1 9.8 hiljada baznih parova. . U strukturi gena za MTHFR otkriveno je i vise
polimorfnih mesta, pri ¢emu su najispitanije bazne supstitucije na 677. i 1298.

nukleotidnoj poziciji.
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Zamena citozina timinom na poziciji 677 nukleotida prevodi kodon GCT u
kodon GTT, pa se u polipeptidnom lancu na 222. poziciji proteina, umesto alanina
ugraduje valin. Ova supstitucija je lokalizovana u egzonu 4 i uslovljava nastanak
funkcionalne ali i termolabilne forme enzima ¢ija je efikasnost umanjena. Kod osoba sa
MTHFR 677 TT genotipom, tj. kod homozigota za ovu mutaciju, enzimska aktivnost je
smanjena na 30% normalne. Kod osoba sa heterozigotnim CT genotipom enzimska
aktivnost iznosi 60% normalne enzimske aktivnosti. Pokazano je i da postoji zajednicki,
interaktivni efekat polimorfizama 677 i1 polimorfizma 1298 na enzimsku aktivnost
(Morelli, et al., 2002, van der Put, et al., 1997).

Ucestalost C667T polimorfizma pokazuje heterogenu distribuciju medu
razli¢itim etnickim grupama. U Evropi frekvencija MTHFR 677 TT genotipa iznosi od
24% do 40%; u Japanskoj populaciji od 26% do 37%; oko 11% u Africkoj i Americ¢koj
populaciji (9% kod Afro-Amerikanaca i 2% kod crnaca van Afrike) (Arruda, et al.,
1998, Li, et al., 2002, Lin, et al., 2004, Lu, et al., 2002, Schwartz, et al., 1997, Sohda, et
al., 1997, Stevenson, et al., 1997).

Folati su glavni izvor metil grupa. Oni vode poreklo iz ingestirane hrane i imaju
znacaj za procese bioloSke metilacije (metilacije DNK, RNK, proteina). Depoi folne
kiseline se neprestano obnavljaju i nalaze se u jetri, bubrezima i intestinalnoj mukozi. U
okviru ciklusa folata, MTHFR ucestvuje u formiranju metil-tetrahidrofolata, koji je
predominantna cirkulatorna forma folata. On je glavni donor metil grupe u procesu
remetilacije homocisteina u metionin. Na taj na¢in MTHFR je aktivan u najvaznijoj
tacki ciklusa folata, esencijalnoj za obnavljanje folatnog nivoa na raéun DNK i RNK
biosinteze. On je klju¢an u raspodeli folata izmedu dva glavna puta: bioloske metilacije
i nukleotidne sinteze (Backlund and Smith, 1981, Giovannetti, et al., 2008) (Slika 10).

25



Reduced Folates Folic Acid

(Uncooked Leafy GreenS)\ { \f

FOLR1 FOLR2 SLC19a1

l N\A_[fH\‘ Unmetabolized Folic Acid
DHFR
T ;
Folic acid, ECGC, GSE
v DU 0P
N \ / % 2 Serlne
_~/TYMS DHFR
— Folic aci, ECGC, 63F A /—\SHMTI \)

t NADP 6 Glycme MTR

<Pur|nes > MTHFDI\) 1]
Adenine ‘\ NO
Guanine
10- FormyITHF
4 NADP

// SHMTI \ MTHFDI

5-Formyl 5-10 Methenyl THF

THF 5-MTHF
\ /‘ MTHFDI
MTHFS
5-10 Methenylene THF
ATP B2 83

MTHFR

Slika 10 - Ciklus folata i MTHFR
(Preuzeto sa www.seekinghealth.org)

Rastu¢i je broj dokaza u prilog ¢injenici da je nizak folatni status, bilo kao
rezultat nedovoljnog unosenja putem hrane ili kao rezultat izmenjenog folatnog
metabolizma, jedan od bitnih faktora kancerogeneze.

Postoje dva mehanizma kojima folatni deficit moze povecati rizik za nastanak
maligniteta:

1. uzrokuju¢i DNK hipometilaciju i time aktivaciju protoonkogena;

2. pogresno indukujuéi ugradnju uracila tokom DNK sinteze §to dalje vodi

prekidu DNK lanaca i velikim hromozomskim oSte¢enjima (Duthie, 1999).

Alteracija DNK metilacionog ciklusa je kju¢na komponenta u nastanku i razvoju
ne samo razli¢itih bolesti ve¢ i u procesima starenja (Teng, et al., 2013). DNK
hipometilacija je povezana sa nastankom tumora i bila je fokus brojnih istrazivanja iz
oblasti onkogenetike (Friso, et al., 2002). Globalna hipometilacija i gen-specifi¢na
demetilacija mogu voditi aberantnoj ekspresiji i aktivaciji gena §to moze dovesti do

nastanka tumora (Worm and Guldberg, 2002).
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Koris¢enjem razli¢itih direktnih i indirektnih metoda za odredivanje nivoa DNK
metilacije, doslo se do sledecih opazanja :
1. Ukupni nivo metilacije varira izmedu razli¢itih tipova karcinoma, sa
znacajnim nivoom globalne hipometilacije u poredenju sa zdravim tkivom. U
nekim karcinomima uloga hipometilacije znaCajna je za pocetne stadijume
kancerogeneze, dok je u drugim, poremecaj metilacije znacajniji za
napredovanje bolesti (Kondo and Issa, 2004, Lin, et al., 2001, Suter, et al.,
2004).
2. Uobicajeno je da se globalni gubitak metilacije povezuje sa razvojem
malignih oboljenja ili progresijom karcinoma. Ono S§to je znacajno za razvoj
odredene bolesti je mesto u genomu u kome dolazi do hipometilacije kao i geni
koji su zahvaceni ovim procesom. Veliki broj gena cCija je aberantna ekspresija
usled hipometilacije vezana za pojavu ili progresiju kancera ukljuuje gene
regulatore rasta, gene karakteristi¢ne za odredene faze razvica, tkivno specificne
gene i onkogene (Nishigaki, et al., 2005).
3. Efekat globalne hipometilacije se velikim delom ostvaruje kroz aktivaciju
normalno ,,utiSanih’’ repetitivnih sekvenci, transpozona i endogenih retrovirusa
prisutnih u genomu. Reaktivacija jakih promotora vezanih za ove elemente moze
dovesti do promene nivoa transkripcionih faktora i promene ekspresije gena
kljuénih za regulaciju rasta (Whitelaw and Martin, 2001).

Rezultati merenja koli¢ine metilovanog citozina u genomskoj DNK pokazali su
da osobe koje su homozigotni nosioci 677T alela imaju duplo manje metilovane DNK
nego nosioci 677CC alela. Do sada je izvrSen veliki broj studija asocijacije i analiza
potencijalne uloge MTHFR C677T polimorfizma u etiologiji razli¢itih vrsta tumora
(kolorektalni kancer, kancer dojke, akutne i hroni¢ne leukemije, cervikalna neoplazma,
endometrijalni, ezofagealni i gastri¢ni kancer), ukljucujuéi i tumore orofacijalne regije
(Banescu, et al., 2015, Jeon, et al., 2015, Lin, et al., 2014, Niu, et al., 2015, Tang, et al.,
2014, Zhuo, et al., 2012, Zhuo, et al., 2015).

27



1.5. GEN ZA GST - DELECIONI POLIMORFIZAM

Transferaze su enzimi koji katalizuju transfer funkcionalne grupe sa jednog
molekula (donora) na drugi (akceptor). Glutation-S-transferaze pripadaju kompleksnoj
grupi enzima koji katalizuju konjugaciju elektrofilnih supstrata sa molekulom
glutationa. Identifikovani su 60-ih godina proslog veka kada je pokazano da citosolni
ekstrakti jetre pacova imaju svojstvo da katalizuju konjugaciju glutationa za
arilhalogenidom (Booth, et al., 1961, Combes and Stakelum, 1961).

Konjugacija sa molekulom glutationa smatra se prirodnim, zaStitnim
mehanizmom koji je zaduzen da stiti Celijske komponente od reaktivnih i1 potencijalno
Stetnih elektrofilnih jedinjenja (ksenobiotika). Ova jedinjenja mogu biti endogena ili
nastala kao rezultat metaboliCkih reakcija faze I metabolizma ksenobiotika. Konjugacija
odnosno vezivanje glutationa za ksenobiotike je samo jedna od funkcija GST-aza. One
imaju 1 druge esencijalne uloge kao §to su redukovanje elektrofilnih kiseoni¢nih, azotnih
i sumpornih radikala nastalih u oksidativnom stresu, u intracelularnom transportu
endogenih lipofilnih molekula. GST-aze su takode ukljucene i u biosintezu leukotriena,
prostaglandina, testosterona i u degradaciji tirozina.

Sa hemijske tacke gledista supstrat za GST enzim je bilo koje jedinjenje koje
moze reagovati sa tiolnim ostatkom glutationa. To su elektrofilna jedinjenja koja sadrze
hemijske grupe kao npr. epoksidi, alfa-beta nezasi¢eni ketoni, halogeni ugljovodonici,
sulfoksidi, estri, peroksidi, ozonidi i drugi (Hayes and McLellan, 1999).

GST-aze se nalaze u gotovo svim vrstama organizama (bakterije, gljive, biljke,
insekti, parazitski crvi, sisari). Sa izuzetkom male grupe mikrozomalnih GST-aza, ovi
enzimi su solubilni, kod ljudi ubikvitarni i ¢ine do 10% solubilnih proteina jetre.

Ljudski organizam je konstantno izloZen dejstvu spoljasnjih, Stetnih, hemijskih
jedinjenja poznatih kao ksenobiotici. Ova jedinjenja mogu da deluju pogubno na
organizam, uzrokujucéi toksi¢ne a ponekad i kancerogene efekte. lako je pretnja koju ova
jedinjenja predstavljaju znacajno porasla u XX i XXI veku usled niza novih hemikalija
koje je ¢ovek uneo u svoje zivotno okruzenje, ksenobiotici postoje od kada 1 sam zivot.
U prirodi sre¢emo mnoga toksi¢na jedinjenja kao §to su biljni i gljivicni toksini ili

reaktivne forme kiseonika koji se konstantno endogeno proizvode u ¢elijama.
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Epidemioloske studije pokazuju da je 80 do 90% svih karcinoma povezano sa
spolja$njim faktorima kao $to su pusenje, ishrana i dejstvo razlic¢itih hemijskih agenasa
(Doll and Peto, 1981). Zbog ovoga je biotransformacija toksi¢nih u netoksi¢ne
ksenobiotike, prva linije odbrane od oStecenja izazvanih ovim supstancama. Sposobnost
¢elije da se odupre pretnji koju predstavljaju toksi¢na endogeno proizvedena i
ksenobiotska jedinjenja verovatno je nastala kao rezultat bioloske adaptacije i od
fundamentalnog je znaCaja za opstanak organizma (Hayes and McLellan, 1999,
Sheehan, et al., 2001).

Celija poseduje impresivan skup enzima koji mogu da izvre biotransformaciju
ksenobiotika i eliminaciju iz organizma (Lewis, et al., 1998). Proces enzimske
detoksifikacije podeljen je u tri zasebne faze koje funkcioniSu prema precizno
koordinisanom mehanizmu i redosledu. Odvija se u veéini tkiva i organa, a najveci deo u
jetri s obzirom na to da ona ima 500 puta veci kapacitet u odnosu na druga tkiva.

Faze | i Il detoksifikacije podrazumevaju konverziju lipofilnog, nepolarnog
ksenobiotika u metabolit rastvorljiv u vodi, koji je manje toksi¢an i moze se eliminisati
iz ¢elije (kroz fazu Il detoksifikacije). Enzimi faze | uvode, odnosno modifikuju
postoje¢e funkcionalne grupe ksenobiotika katalizom zasnovanom na dejstvu
citonroma P450 enzima, oksidaza, reduktaza i dehidrogenaza. Prvobitno najcesce
nereaktivni ksenobiotici sada postaju reaktivni i potencijalno kancerogeni intermedijeri,
sposobni da reaguju sa mnogim ¢elijskim komponentama (ukljucujuci i DNK molekul).
U toku faze Il detoksifikacije, reaktivni intermedijeri se prevode u manje reaktivna
hidrofilna jedinjenja, konjugacijom sa raznim endogenim ligandima, glutationom
(GSH), UDP-glukuronskom kiselinom ili glicinom. Enzimi koji katalizuju reakcije u
fazi Il su glutation-S-transferaze (GST), N-acetiltransferaze (NAT), UDP-
glukuroniltransferaze i dr. Enzimi koji katalizuju reakcije | i Il faze poznati su kao
enzimi metabolizma ksenobiotika i najvise se nalaze u jetri (Kelada, et al., 2003). Da bi
se celije zastitile od oSte¢enja i obezbedile efikasnu detoksifikaciju mora postojati
ravnoteza izmedu enzima | i Il faze. U fazi 11l detoksifikacije, ksenobiotici se iz ¢elija
ekskretuju u zuc ili u krv posredstvom razlicitih transportera, odnosno ATP zavisnih
pumpi.

Faza I se odigrava u endoplazmati¢nom retikulumu ¢elija, dok se faza Il odvija u

citoplazmi (Gonzalez and Yu, 2006) (Slika 11).
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Slika 11 - Metabolizam ksenobiotika (preuzeto od Murray & Pizzorno, 2012)

Dosadasnja istrazivanja ukazuju na prisustvo polimorfizama u velikom broju
enzima (CYPAL, CYP2D6, CYP2E1, GST, NAT), koji su u osnovi individualno
razli¢itih odgovora na iste ksenobiotike i koji su asocirani sa manjom ili vecom
sklono$¢u ka razvoju tumora (Pasanen, et al., 1995).

Funkcionalni polimorfizmi enzima za detoksifikaciju ksenobiotika mogu uticati
na balans metaboli¢kih intermedijera produkovanih u toku biotransformacije. Neki od
ovih intermedijera mogu se vezati za DNK i indukovati strukturne promene ovog
molekula ili drugih kriti¢énih makromolekula.

U najvecem broju slucajeva, polimorfizmi gena za detoksifikaciju ksenobiotika
imaju malu penetrabilnost tj. ne uzrokuju direktno nastanak bolesti. Razlog lezi u tome
Sto su ovi enzimi kodirani od strane multigenskih familija koje sadrze brojne ¢lanove i
koji se po mehanizmu delovanja medusobno preklapaju.

Hipoteza vecine istrazivaca je da kod polimorfizama koji menjaju odgovor celije
na dejstvo ksenobiotika, genetske promene ne dovode do kvalitativno drugacijeg
odgovora, ve¢ do promene u dozno-zavisnom odgovoru. Tako na primer, polimorfizam
enzima za detoksifikaciju ksenobiotika koji smanjuje kataliticku efikasnost u

detoksifikaciji odredenog leka, moze dovesti do toga da standardna doza ovog leka bude
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toksi¢na. Ovaj koncept je prosSiren ne samo na akutne efekte lekova, ve¢ potencijalno i na
hroni¢no izlaganje hemikalijama u radnom ili zivotnom okruzenju.

Do danas je kod sisara otkriveno osam klasa GST-aza i one se oznacavaju
grckim slovima: alfa, mi, pi, kapa, teta, omega, zeta i sigma. Subjedinice unutar klasa
oznacavaju Se arapskim ciframa po redosledu njihovog otkrica.

Regulacija ekspresije GST-aza u tkivima je razli¢ita i zavisi od tipa celije.
GSTML1 je uglavnom eksprimiran u jetri, mozgu, testisima, bubrezima i plu¢ima.

Aktivnost GST-aza indukovana je Sirokim spektrom strukturno raznovrsnih
ksenobiotika (prirodnih ili sintetickih). Do danas je identifikovano vise stotina
hemikalija koje mogu indukovati GST-aze a neke od ovih materija su barbiturati,
policikli¢ni ugljovodonici, antioksidanti ili prirodni proizvodi. Indukcija ovih agenasa
odvija se u jetri, jednjaku, zelucu i crevima. Ekstrakti iz zrna kafe i liS¢a ¢aja takode
mogu izazvati indukciju pa je zbog toga povecéan interes za ova pica u cilju oCuvanja
zdravlja ili u smislu njihove upotrebe kao antikancerogenih sredstava. Mnoga jedinjenja
koja indukuju GST-aze su istovremeno i supstrati za ove enzime ili se metaboliSu u
supstrate GST-aza §to ukazuje na to da indukcija GST-aza predstavlja deo adaptivnog
odgovora na hemijski stres izazvan elektrofilnim jedinjenjima.

Opisano je nekoliko genskih polimorfizama humanih GST-aza: homozigotne
delecije za gene GSTML1 i GSTTI, specificne mutacije u egzonima gena za GSTMI1,
GSTP1, GSTT2 1 GSTAI, a u sluéaju GSTM3, wt alel GSTM3*A 1 mutirani
GSTM3*B alel. Poslednja mutacija rezultuje stvaranjem sekvence koju prepoznaje
transkripcioni faktor YY1, ¢ime je izmenjena ne samo regulacija GSTM3 gena nego i
GSTM1 gena (Rowe, et al., 1997). U slucaju tackaste mutacije u egzonu 7 GSTM1
gena, utvrdeno je da je u pitanju pojedina¢na nukleotidna promena *’missens’’ tipa (534
G—C, odnosno 173 Lys—Asn), koja odgovara alelnim formama GSTM1*A i
GSTM1*B i koja ne uti¢e na funkciju enzima (Widersten, et al., 1991).

GSTM1 gen je deo GST genske grupe klase M na poziciji 1p13.3. Sastoji se od
8 egzona, veli¢ine od 36 do 112 baznih parova. GSTM1 se nalazi u regionu koji sadrzi
visoko homologne sekvence i ogranicen je sa dva skoro identi¢na regiona od po 4.200
baznih parova. Nulti alel nastaje homologom rekombinacijom levih i desnih ponovaka

Sto rezultuje delecijom 16.000 baznih parova koja sadrzi ¢itav GSTM1 gen (Slika 12).
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Slika 12 - Strukturna lokalizacija GSTM suprefamilije
(preuzeto od Parl FF. Glutathione S-transferase and cancer risk. Cancer Letters. 221 123-129; 2005.)

GSTM1 gen biva precizno isecen ostavljajuci susedne GSTM2 i GSTMS gene
intaktnim. Ovaj genotip se analizira upotrebom razli¢itih PCR eseja dizajniranih za
identifikaciju GSTML1 alela (Hamed, et al., 1992). GSTML1 -/- genotip se utvrduje na
osnovu odsustva PCR produkta (od 215 baznih parova). Takvi ispitanici se oznacavaju
kao individue sa nultim genotipom (*’null type’’), dok oni sa GSTMI1 +/+ genotipom
kao divljim tipom (’wild type’’). Nedostatak ovakvog pristupa u analizi GSTM1
genotipa jeste u tome S$to nije moguce razlikovati homozigotne GSTM1 +/+ od
heterozigotnih GSTML1 +/- individua.

GSTT1 pripada teta klasi GST-aza, ima pet egzona i zajedno sa GSTM1 ima
znacajnu ulogu u humanoj karcinogenezi. Zavisno od etni¢ke pripadnosti individua,
delecioni polimorfizam GSTTI subtipa ima populacionu ucestalost od 10 do 52%. Ipak
kod pripadnika bele populacije, uéestalost polimorfizma je reda u odnosu na azijsku

populaciju i iznosi od 13 do 26% (Garte, et al., 2001).

1.6. GEN ZA TNF-a — POLIMORFIZAM G308A (rs1800629)

Faktor nekroze tumora (eng.Tumor Necrosis Factor, TNF-alpha) ili kahektin je
solubilni, multifunkcionalni protein koga izluéuju makrofagi, aktivirani T-limfociti,
keratinociti i Langerhansove ¢elije. Zbog mnogobrojnih bioloSkih uloga smatra se
jednim od najvaznijih lokalnih humoralnih faktora u posredovanju 1 regulaciji
imunoloskih i upalnih reakcija (Jacob, 1992). Gen koji kodira TNF-alpha nalazi se na
hromozomu 6p21.3. Sadrzi oko 3.000 baznih parova i ima 4 egzona (Mdller, et al.,

1987). U ovom delu hromozoma nalazi se region glavnog kompleksa
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histokompatibilnosti (eng. Major Histocompatibility Complex, MHC) koji odlikuje
najveca gustina lokusa odgovornih za individualni imuni odgovor. Istovremeno, to je i
region sa najve¢im brojem polimorfizama u genomu (Hajeer and Hutchinson, 2000).

TNF se sintetiSe u formi propeptida (pro-TNF), veli¢ine 26 kilodaltona, a
oslobada se delovanjem TNF-konvertujuéeg enzima (eng. TNF-Converting Enzyme,
TACE). TACE takode moze da uklanja receptore za TNF sa povrsine celije. Na taj
nacin, regulacijom broja membranskih receptornih proteina, vrSi se kontrola bioloske
aktivnosti faktora nekroze tumora (po principu negativne povratne sprege). Po strukturi,
faktor nekroze tumora je heterotrimerni protein molekulske mase od 17 kilodaltona, a
ekspresija TNF-alpha podrazumeva regulaciju na nivou transkripcije, translacije i
posttranslacione produkcije proteina (Kriegler, et al., 1988).

TNF igra vaznu ulogu u regulaciji rasta i Celijske diferencijacije, kao i u
odgovoru na virusne, bakterijske, gljivi¢ne ili parazitske infekcije. Povecana ekspresija
TNF gena ima ulogu u patogenezi mnogih poremecaja: autoimunih (multipla skleroza,
reumatoidni artritis), alergijskih, rezistencije na insulin i drugih (Oppenheim, 2001).
Iako je dokazan njegov antineoplasticni efekat, TNF takode moZe indukovati malignu
transformaciju. Njega mogu produkovati tumor - infiltrirani makrofagi ili neki tipovi
tumora (ovarijuma, kolorektalni, ezofagalni, karcinom prostate, mokraéne beSike 1

bubrega, melanoma, hematoloski maligniteti) (Slika 13).
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U in vitro modelima, niska doza TNF-alpha moze dovesti do proliferacije
maligno transformisanih ¢elijskih linija. TNF-alpha takode moze da deluje kao autokrini
faktor rasta tumora indukujuéi celijsko prezivljavanje aktivacijom NF-kB, PI3K-
PKB/Atk- i MAPK-zavisnih anti-apoptotskih, proliferativnih, odnosno puteva koji vode
prezivljavanju ¢elije (Mocellin, et al., 2005).

U eksperimentima sa zivotinjama kojima je inaktiviran odredeni gen (tzv. nokaut
zivotinje), utvrdena je povecana incidenca razvoja karcinoma kod TNF+/+ Zivotinja u
odnosu na one koje su imale TNF-/- genotip (Korner, et al., 2000). Ova rezistencija
TNF-/- zivotinja na hemijski indukovanu kancerogenezu moze se povezati sa
privremenim kasnjenjem aktivacije protein kinaze C (PKC) i transkripcionog faktora
AP-1. Ovo kaSnjenje utice na ekspresiju gena za koje se zna da su ukljuceni u procese
tumorigeneze.

Postoji i model po kome TNF moze da dovede do oSte¢enja DNK i inhibicije
DNK reparacije pove¢anom produkcijom genotoksi¢nih agenasa od strane celija
kancera ili okolnih makrofaga. Studije na pacijentima obolelim od solidnih tumora ili
hematoloskih maligniteta pokazale su postojanje asocijacije izmedu poviSenog nivoa
TNF-alfa u plazmi i loSeg klinickog ishoda bolesti (Ferrajoli, et al., 2002, Michalaki, et
al., 2004, Warzocha, et al., 1998).

Polimorfizmi u genu za TNF-alfa imaju veliki uticaj na produkciju ovog citokina
(Hajeer i Hutchinson, 2000). U TNF genskom lokusu, pronaden je veliki broj SNP-ova i
polimorfizama sa manjim brojem ponovaka. Njih ima kako u 5’ regulatornim
sekvencama, tako 1 u 3’ nekodiraju¢im/kodiraju¢im sekvencama. Veliki broj studija
pokazao je asocijaciju izmedu polimorfizma jednog nukleotida u TNF-alfa genu i
poviSenom riziku za nastanak i razvoj razli¢itih vrsta oboljenja. Jedan od ce$c¢ih
polimorfizama lokalizovan je na poziciji -308 G/A (u okviru promotorskog regiona) i
dovodi se u vezu sa povecanim nivoom TNF-alfa kao i sa povecanim rizikom za
oboljevanje od razli¢itih karcinoma. .

Medutim, postoje i suprotni naucni stavovi koji ne nalaze vezu izmedu -308
TNF-alfa polimorfizmom i rizikom od kancerogeneze i $to objasnjavaju protektivnom

ulogom druga dva polimorfizma (-238A i +857T).
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1.7 GEN ZA TNF-a RECEPTORE — POLIMORFIZAM
TNFa-R1 A36G (rs767455) | TNFa-R2 T676G (rs1061622)

TNF-alfa ostvaruje bioloSke efekte u celijama preko molekula svrstanih u
porodicu receptora za TNF. Najznacajniji receptori za TNF-alfa su:

1. TNF-R1 - CD120a ili p55/60 (veli¢ine 55 kiloDaltona);

2. TNF-R2 - CD120b ili p75/80 (veli¢ine 75 kiloDaltona).

Oni su deo grupe od preko 20 ¢lanova tzv.superfamilije TNF receptornih
proteina. Imaju ulogu da prenose signale u ¢eliju i mogu se svrstati u tri grupe. Jedna
grupa receptora na svom citoplazmatskom repu sadrzi takozvane domene smrti (engl.
death domain-DD). Ovoj grupi receptora pripada TNF-R1 receptor.

TNF-R1 receptor prisutan je u vecini tkiva (osim u eritrocitima i nestimulisanim
limfocitima). MozZe biti aktiviran sa obe forme TNF-alfa (sa membranski vezanom ili sa
solubilnom formom). TNF-R2 receptor se nalazi samo u ¢elijama imunog sistema i
aktivira ga membranski vezana forma TNF-alfa. Ova dva receptora ne poseduju
enzimsku aktivnost, ve¢ signal prenose ,,regrutovanjem” drugih signalnih proteina. Na
taj nacin iniciraju signalizacione kaskade koje za cilj imaju zapocinjanje inflamatornog,
proliferativnog ili antiapoptotskog odgovora celije.

TNF-alfa u najve¢em broju slucajeva prenosi signal u ¢eliju preko TNF-R1. U
heterotrimernoj (aktivnoj) formi vezuje se za ekstracelularni domen receptora,
inicirajuci njegovu trimerizaciju. Na taj nacin, sa intracelularnog DD receptora oslobada
se inhibitorni protein SODD (eng. Silencer Of Death Domains). Kada je osloboden
inhibitornog uticaja, dolazi do,,regrutovanja” intracelularnih adaptornih proteina kao $to
su FADD (eng. Fas-Associated DD) i TRADD (eng. TNF-R Associated DD). Nakon
TRADD vezivanja, tri signalna puta mogu biti inicirana (Gaur and Aggarwal, 2003):

1. Aktivacija NF-kB: NF-kB je heterodimerni transkripcioni faktor koji se
translocira u nukleus i posreduje u sintezi velikog broja proteina koji imaju udela u
¢elijskom prezivljavanju, proliferaciji, inflamatornom odgovoru i stvaranju anti-
apoptoznih faktora.

2. Indukcija signala smrti: TRADD vezuje FADD, koji onda regrutuje cistein
proteazu kaspazu-8. Visoka koncentracija kapsaze-8 indukuje njegovu autoproteoliticku

aktivaciju i naknadno cepanje efektorskih kaspaza, §to vodi ¢elijskoj apoptozi.
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3. Aktivacija MAPK puta: Od tri glavne MAPK (eng. Mitogen Activated Protein
Kinase) kaskade, TNF indukuje jaku aktivaciju stres-vezane JNK grupe. JNK se
translocira u nukleus i aktivira transkripcione faktore kao Sto su c-Jun i ATF2. Ovaj
signalni put ucestvuje u celijskoj diferencijaciji, proliferaciji, i generalno ima
proapoptotsko delovanje.

TNF-R1 dovodi do programirane ¢elijske smrti samo pod odredenim uslovima
(npr. kada je blokirana sinteza proteina). Kod ve¢ razvijenih organizama, TNF-R1
mnogo ¢eS¢e dovodi do indukcije transkripcije i samim tim aktivacije inflamatornih
gena (Locksley, et al., 2001). Geneti¢ki izmenjeni misevi, bez gena za TNF-R1,
ispoljavaju vec¢i poremecaj u proinflamatornom odgovoru u odnosu na one bez gena za
TNF-R2. Time je pokazano da receptor TNF-R1 ima veci znacaj za funkcionisanje
TNF-alfa.

Kod zdravih osoba nivo serumskih receptora je stabilan i geneticki regulisan.
Porast nivoa cirkuliSu¢ih receptora zapazen je kod starijih osoba, §to je povezano sa
smanjenim antitumorskim i antiinfektivnim efektima TNF-alfa. Sli¢cna pojava uocena je
i kod pacijenata sa autoimunim, infektivnim i malignim oboljenjima (Krajcik, et al.,
2003).

Gen koji kodira sintezu TNF-R1 nalazi se na kratkom kraku hromozoma 12
(12p13.2), a gen za TNF-R2 na hromozomu 1, poziciji 1p36.2 (Baker, et al., 1991). U
ovim genima identifikovani su brojni polimorfizmi koji su dovedeni u vezu sa pojavom
razli¢itih oboljenja. U promotoru gena za TNF-R1 identifikovano je nekoliko
polimorfizama pojedina¢nog nukleotida; kako u egzonu 1 (tiha supstitucija), tako i u
intronima 2, 4, 6, 7 i 8 (Aksentijevich, et al., 2001). Gen za TNF-R2 u svom sastavu ima
10 egzona i 9 introna, a polimorfizmi su nadeni u egzonima 4, 6, 9 i 10 (Pantelidis, et
al., 1999). Posebno su istrazeni polimorfizmi na +36 A/G egzonu 1 za TNF-R1 i na
+676 T/G egzonu 6 za TNF-R2. Ovi polimorfizmi se dovode u vezu sa razlicitim
oboljenjima kao $to su reumatoidni artritis, autoimune i infektivne bolesti (Buchs, et al.,
2001, Dieudé, et al., 2004, Fabris, et al., 2002, Sashio, et al., 2002). Nadena je veza
izmedu specifi¢nih varijanti u TNF-R1 i R2 genima i prevremenih porodaja u crnackoj
populaciji SAD-a (Menon, et al., 2006), a povecana koncentracija TNF-R1 i R2 u
makrofagima ustanovljena je kod obolelih od kancera jajnika i nekih hematopoetskih
tumora (Warzocha, et al., 2000).
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2.CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Utvrditi da li polimorfizmi u genima MTHFR, GSTM1, TNF alfa, TNF alfa
receptor 1 i TNF alfa receptor 2 predstavljaju faktore rizika za nastanak epitelnih

tumora usne duplje.

Da bi se ostvario postavljeni cilj, formulisani su slede¢i zadaci:

o Odrediti  klini¢cko-epidemioloske parametre pacijenata obolelih od

epitelnih tumora usne duplje;

o Odrediti ucestalosti alela i genotipova za polimorfizme pojedinac¢nog
nukleotida (SNP) u slede¢im genima: MTHFR (C677T), TNF a (G308A), TNF a - R1
(A36G), TNF o - R2 (T676G) u uzorku obolelih od odontogenog keratocisticnog
tumora i u zdravoj populaciji. Na osnovu logisti¢ke regresione analize utvrditi da li neki

od pomenutih polimorfizama predstavlja faktor rizika za nastanak OKT.

o Odrediti ucestalost GSTM1 i GSTMO genotipa kod delecionog
polimorfizma u GSTM genu u grupi obolelih od OKT 1 kontrolnoj grupi. Logistickom
regresionom analizom utvrditi da li ovaj polimorfizam predstavlja faktor rizika za
nastanak OKT.

o Odrediti ucestalosti alela i genotipova za polimorfizme pojedinac¢nog
nukleotida (SNP) u slede¢im genima: MTHFR (C677T), TNF alfa (G308A), TNFa-
R1(A36G), TNFa-R2 (T676G) u uzorku obolelih od planocelularnog karcinoma i u
zdravoj populaciji. Na osnovu logisticke regresione analize utvrditi da li neki od

pomenutih polimorfizama predstavlja faktor rizika za nastanak OPK.

o Odrediti ucestalost GSTM1/ GSTMO i GSTT1/GSTTO genotipa za
delecioni polimorfizam u GSTM i GSTT genu u grupi obolelih od OPK i kontrolnoj
grupi. LogistiCkom regresionom analizom utvrditi da li ovi polimorfizmi predstavljaju

faktor rizika za nastanak OPK.
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3.MATERIJAL | METODE
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3.1. PACIJENTI I BIOLOSKI MATERIJAL

Klini¢ki deo istrazivanja obavljen je na Klinici za oralnu hirurgiju
Stomatoloskog fakulteta u Beogradu u periodu od 2010. do 2014.godine.
Prospektivnom studijom obuhvacena je 71 osoba sa histopatoloski verifikovanim
odontogenim keratocisticnim tumorom. Osoba muskog pola bilo je 43%, a zenskog pola

57% (Slika 14).

m Muiko ®Zensko

Slika 14 - Distribucija ispitanika po polu (OKT)

Drugi deo klinickog istrazivanja obavljen je na Klinici za maksilofacijalnu
hirurgiju Stomatoloskog fakulteta u Beogradu u periodu od 2007. do 2012.godine.
Prospektivnom studijom obuhvaceno je 78 ispitanika. Osoba muskog pola bilo je 60
(77%), a Zenskog pola 18 (23%) (Slika 15).

® Muiko M Zensko

Slika 15 - Distribucija ispitanika po polu (planocelularni karcinomi)
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Studijom su obuhvadeni samo pacijenti kod kojih je tumor bio primarno
lokalizovan u usnoj duplji. Pacijenti kod kojih je tumor bio recidivantan, nisu
ukljucivani u studiju. Kontrolnu grupu sacinjavao je uzorak od 182 zdrava ispitanika.
Kriterijum za ukljucivanje u istrazivanje bio je histopatoloski verifikovan planocelularni
karcinom usne duplje i histopatoloska potvrda odsustva malignih ¢elija u grani¢cnom
tkivu.

Tokom hiruskog zahvata ekscizije tumora, obaveza je da se, osim tumorskog
tkiva, na histopatoloS§ku analizu 8alje i grani¢no tkivo sa ciljem procene radikalnosti
zahvata.

Ovo makroskopski zdravo tkivo, nalazi se perifernije od linije resekcije tumora i
obaveza je da se na uputnici za analizu ta¢no naznaci lokalizacija uzetog tkiva. Kod
vecih neoplasticnih promena (T3 i T4), uobicajeno je da se grani¢no tkivno uzima sa
dve ili vise lokalizacije. Dobra prognoza bolesti podrazumeva da je tumor uklonjen u
celosti, a grani¢na tkiva koju su poslata na histopatolosku analizu zdrava. Za potrebe
molekularno-geneti¢kog istrazivanja ovog doktorata, isecan je deo makroskopski
zdravog grani¢nog tkiva lokalizovan perifernije u odnosu na liniju resekcije.

Na pocetku studije, pacijentima - ispitanicima detaljno je objasnjen istrazivacki
protokol, odobren od strane Etickog komiteta StomatoloSkog fakulteta u Beogradu
(prilog 1). Po dobijanju pisane saglasnosti pacijenata (prilog 2), u istrazivacki karton
ispitanika (prilog 3) unoSeni su anamnesti¢ki podaci pacijenata. Podaci od znacaja
vezani za Stetne navike pacijenta bili su konzumiranje duvana i zestokih alkoholnih
pi¢a. Od podataka koji su se odnosili na klinicke parametre posmatrana je lokalizacija
tumora, zahvacenost limfnih ¢vorova i stadijum bolesti. Nakon laboratorijskog
istrazivanja, u isti istrazivacki karton pacijenata unoSeni su podaci vezani za dobijene
rezultate genetickog ispitivanja.

Obolelim ali i zdravim (kontrolnim) ispitanicima uziman je bris bukalne
sluzokoze pomocu koga je izolovana DNK. Molekularno-geneticko istrazivanje
sprovedeno je u Laboratoriji za humanu genetiku Stomatoloskog fakulteta. Osim
izolacije totalne genomske DNK, vrSena je i analiza polimorfizama gena za GSTM,
MTHFR, TNF alfa i njegove receptore (TNF alfa R1 i TNF alfa R2) primenom PCR i
RFLPs tehnika (engl.polymerase chain reaction; engl.restriction fragment length

polymorphisms).
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Statistitka obrada podataka je uradena uz pomo¢ Hi (yx 2) kvadrat testa i
FiSerovog testa za utvrdivanje razlika u distribuciji razli¢itih alela i genotipova u grupi
obolelih od odontogenog keratocisticnog tumora/planocelularnog karcinoma usne
duplje i zdravoj kontroli. Logistickom regresionom analizom utvrdena je povezanost
genskih varijacija sa rizikom za nastanak epitelnih tumora usne duplje. Koris¢en je

statisti¢ki program SPSS 18.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA).

3.2. 1ZOLACIJA GENOMSKE DNK

Izolacija DNK iz tumorskog tkiva pacijenata sa OKT i planocelularnim
karcinomima vr$ena je metodom isoljavanja (engl.salting out). Osnovne karakteristike
ove metode su hemijska liza ¢elija, prevodenje DNK u vodenu fazu, kao i hemijsko
uklanjanje proteina i RNK molekula iz izolata.

Uzorci tkiva su postoperativno ¢uvani u zamrzivacu na -20°C. Nakon
odmrzavanja, 0,2 do 1,0g tumorskog tkiva seckano je i drobljeno na ledu u avanu kako
bi se tkivo prevelo u stanje finog pudera. Puferizovanoj smesi dodavana je odgovarajuc¢a
koli¢ina (na 100mg tkiva se doda 1,2 ml) digestivnog pufera (100mM NaCl, 100Mm
Tris-Cl pH=8.0, 25mM EDTA pH=8.0), 10% SDS (Na-dodecisulfat) do koncentracije
0,5% i proteinaza K (1 mg/ml) do kona¢ne koncentracije od 0,1mg/ml. Ovaj postupak
ima za cilj oslobadanje DNK materijala iz nukleoproteinskog kompleksa, denaturaciju
proteina, kao i inaktivaciju DNK-aza.

Ovako pripremljen uzorak je u dobro zatvorenoj plasti¢noj epruveti inkubiran 12
Casova, U vodenom kupatilu, na temperaturi od 50°C. Nakon 24 casa, uzorku je
dodavana ista koli¢ina proteinaze K, a uzorak ponovo uvoden u vodeno kupatilo, na
temperaturu od 50°C, u trajanju od 60 minuta.

Posle obavljene digestije, DNK je ekstrahovana dodavanjem iste zapremine,
ranije pripremljene mesavine, ekvilibrisanog fenola/hloroforma/izoamilalkohola (25:24:
1) i centrifugiranjem 10 minuta na 10.000 obrtaja u minuti. Ekstrahovanje DNK sa
meSavinom fenol/hloroform/izomilalkohol ponavljano je nekoliko puta sve do
iS¢ezavanja belog proteinskog precipitata u interfazi. Uklanjanje suvisnog fenola
postizano je dodavanjem meSavine hloroforma i izoamilalkohola (24:1; u istoj

zapremini) i centrifugiranjem na 10.000 obrtaja u minuti (10 minuta). 1z dobijenog
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vodenog rastvora DNK je precipitirana dodavanjem 1/10V 7.5M amonijum acetata i
2.5-3.0 zapremine hladnog 96% etanola. Natalozena DNK namotavana je na zatopljenu
pipetu, dobro isprana u hladnom 70% etanolu 1 rastvarana u odgovarajucoj zapremini
TE pufera pH vrednosti 8.0 (0.1M Tris—Cl pH =8.01 0,01 M EDTA pH =8.0).
Izolacija DNK zdravih ispitanika kontrolne grupe vrsena je ekstrakcijom iz brisa
bukalne sluzokoze. U tu svrhu koris¢en je QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden,

Germany) set po uputstvu 1 preporuci proizvodaca.

3.3. AMPLIFIKACIJA DNK FRAGMENATA
(PCR - LANCANA REAKCIJA POLIMERAZE)

Osnovni princip lanc¢ane reakcije polimeraze (engl.Polymerase chain reaction —
PCR) je amplifikacija (umnozavanje) segmenata DNK molekula. Sustinski ovaj proces
predstavlja imitaciju replikacije koji se normalno odigrava u zivim organizmima. Da bi
se ostvarila selektivna amplifikacija neophodno je prethodno poznavati ciljanu DNK
sekvencu, jer je neophodno konstruisati dva oligonukleotidna fragmenta (duzine oko
15-20 nukleotida) koji ¢e ograniéiti region ciljane DNK. Ovi nukleotidi nazivaju se
prajmeri i dodaju se denaturisanoj DNK. Nakon ostvarivanja uslova za specificnu
hibridizaciju, vezuju se za komplementarne sekvence. Prajmeri su konstruisani tako da
u uslovima neophodnim za sintezu DNK i u prisustvu termostabilne DNK polimeraze,
iniciraju sintezu novih DNK lanaca. Krajevi amplifikovanog fragmenta su definisani 5'
krajevima prajmera, a njihova veliina je odredena rastojanjem izmedu sekvenci koje
prajmeri ,,prepoznaju”. Nesumljivo je da je otkri¢e termostabilnih DNK polimeraza bilo
presudno za rutinsku upotrebu PCR metode koja je danas nezamenljiva u molekularnoj
biologiji.

PCR se odvija u mikrotubama (0,2 — 0,5ml) kroz precizne, kontrolisane cikli¢ne
promene temperature. Ovo za posledicu ima umnozavanje tacno odredenog segmenta
DNK (gena ili dela gena), milion ili milijardu puta, nakon 30-45 odigranih ciklusa.

Svaki ciklus u PCR proceduri se sastoji od tri koraka:

1. denaturacija DNK matrice — raskidanje vodoni¢nih veza izmedu dva

komplementarna lanca DNK (obi¢no na 93-95°C za humanu genomsku DNK).
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2. hibridizacija — uspostavljanje vodoni¢nih veza izmedu prajmera i matrice (na
temperaturama oko 50-70°C), pod uslovima visoke selektivnosti.

3. elongacija prajmera (sinteza DNK) — ugradnja nukleotida na 3’ krajevima
prajmera, katalizovana termostabilnom DNK polimerazom.

Odgovarajucée termostabilne DNK polimeraze izolovane su iz mikroorganizama
koji su prilagodeni visokim temperaturama svog prirodnog okruzenja. Najéesce
koris¢ena termostabilna DNK polimeraza je Taq polimeraza poreklom iz bakterije
Termus aquaticus. Odlikuje se enzimskom stabilnos¢u na 94 °C, a optimalna radna
temperatura joj je 80°C.

PCR je lancana reakcija zato Sto svaki novosintetisani lanac DNK postaje
matrica za sintezu novih DNK lanaca u narednom ciklusu. Zahvaljujué¢i ovome, za
priblizno 2 sata dobija se 10® — 10° kopija odredenog DNK fragmenta. Ovako velika
koli¢ina umnozenog amplifikata moze se vizuelizovati nakon elektroforeze kao traka

definisane duzine (Slika 16).

Slika 16 - Aparat za PCR (marke: peqgSTAR 2X Thermocycler; peqLab)
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3.4. ANALIZA RESTRIKCIONIH FRAGMENATA PCR
PRODUKTA

Mnogobrojna svojstva enzima restrikcionih endonukleaza doprinela su njihovoj
univerzalnoj upotrebi u geneti¢kim istrazivanjima. Tu primarno spada Sposobnost
enzima da prepoznaju DNK sekvencu i da sa visokom specificnos¢u u tacno
definisanim tackama unutar ili blizu date sekvence iseku molekul DNK. Navedene
osobine, kao i njihova stabilnost i visoka aktivnost u *’in vitro’’ uslovima, uticali su da
se uloze veliki napori u otkrivanju novih enzima. Restrikciona analiza, jedna od brojnih
tehnika zasnovanih na koris¢enju ovih enzima, ima primenu u detekciji polimorfizama
restrikcionih mesta (engl. Restriction Fragment Length Polymorphisms - RFLP), kao
genetiCkih markera u istrazivanjima. Savremeni pristup u restrikcionoj analizi
podrazumeva amplifikaciju specificne sekvence (PCR) u kojoj se ocekuje prisustvo
mutacije, a potom digestiju PCR amplifikovanih DNK fragmenata (RFLP). Nakon
obavljene restrikcije vrsi se provera veli¢ine produkata digestije na agaroznom ili

poliakrilamidnom gelu.

3.5. GEL ELEKTROFOREZA

Za analizu PCR produkata koristi se gel elektroforeza. Biomolekuli (proteini,
DNK, RNK) medusobno se razlikuju po svojoj specificnoj konformaciji, veli¢ini,
koli¢ini 1 tipu naelektrisanja. Ove karakteristike su uzrok razliCite pokretljivosti
polunukleotidnih fragmenata pod dejstvom elektri¢ne struje. Zahvaljujuéi razlicitoj
pokretljivosti moguée je njihovo razdvajanje na gelu. Fosfatne grupe sa spoljasnje
okosnice DNK nosioci su negativnog naelektrisanja pa se zato, u elektri¢cnom polju,
DNK fragmenti krecu od katode ka anodi.

Uspesnost PCR reakcije proverava se primenom kontinualne elektroforeze na

malom 8% poliakrilamidnom gelu. Elektroforeza se izvodi u 1x TBE puferu, pri naponu
od 220V u trajanju od 90 minuta.
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Osmopostotni poliakrilamidni gel se sastoji od 36ml vode; 1,2ul TBE; 1,2 pul
AA; 42 ul APS i 7,8 ul TEMED. Nastaje polimerizacijom akrilamida i bis-akrilamida.
Inicijaciju polimerizacije vr§i TEMED (tetrametiletilendiamin), ulogu katalizatora ima

APS (amonijum-persulfat), dok TBE ( Tris, borna kiselina i EDTA) deluje kao pufer.

Prisustvo specificnih traka, koje odgovaraju PCR produktima, utvrdeno je

bojenjem etidijum-bromidom i posmatranjem na transluminatoru.

Laboratorijski postupci u izvodenju akrilamidne elektroforeze imaju sledeci
redosled:

1. Priprema gela odredene koncentracije (zavisno od duzine fragmenata koje je
potrebno razdvojiti/vizuelizovati);

2. Priprema ploca i nalivanje gela;

3. Nakon vezivanja gela, ploce se postavljaju u aparaturu za elektroforezu (Slika 17);

4. Nalivanje uzoraka u bunare u gelu;

5. Aktivacija aparata za elektroforezu;

6. Bojenje gela etidijum-bromidom nakon zavrsene elektroforeze;

7. Vizuelizacija razdvojenih fragmenata u transiluminatoru (Slika 18).

: B
B W

Slika 17 - Oprema za gel elektroforezu Slika 18 - Transiluminator
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3.6. PCR AMPLIFIKACIJA MTHFR GENA OKO POZICIJE +677

U PCR reakciji kori$éeni su prajmeri koji ograni¢avaju region od 198 baznih
parova zajedno sa 677 C>T polimorfnim mestom MTHFR gena. Reakcionu smesu od
25 pul Cinili su:

e Voda-—17ul;

e 10xPCR pufer—2.5 ul;

e  MgCl; katalizator (25 mM) — 2 ul;

e dNTP (10mM) -1 pul

e  Prajmerl: 5’-TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA-3” —0.5 ul;
e Prajmer2:5-AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG-3" —0.5 ul;

e Taq polimeraza—0.2 pl;

e DNKuzorak — 3 pl.

Uslovi PCR reakcije bili su slede¢i:

e Pocetna denaturacija DNK na 94 °C, 5 min ;

e 40 ciklusa od tri koraka: 1.denaturacija DNK na 94 °C, 1min;
2.vezivanje prajmera na 60 °C, 1min;
3.elongacija prajmera na 72 °C, 1min;

o Zavrs$na ekstenzija na 72 °C, 5 min.

Uspesnost amplifikacije proveravana je na slede¢i na¢in: Nakon nalivanja po 8
ul  od svakog ispitivanog uzorka u bunari¢ce 8% poliakrilamidnog gela, uradena je
elektroforeza pri naponu od 220V. Po zavrSenoj elektroforezi, gelovi su bojeni
rastvorom etidijum-bromida u trajanju od 5 minuta, a zatim posmatrani na
transiluminatoru. Amplifikati duzine 198 bp vizuelizovani su kao specificne trake na

gelu.
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3.7. RESTRIKCIONI POSTUPAK U ANALIZI POLIMORFIZMA
MTHFR GENA NA POZICIJI +677

Restrikcija PCR produkata vrSena je enzimom Hinf 1. On prepoznaje niz
nukleotida C T n A G 1 vrs$i zasecanje DNK lanca na mestu T. U slu¢aju postojanja
mutacije, dobijaju se dva nukleotidna fragmenta duzine 175 bp i 23 bp. Restrikcija

enzimom Hinf | odvija se u restrikcionoj smesi koja sadrzi:

e PCRprodukt—4-7ul;

e EnzimHinfl(15U)-1.5ul;
e 10 xpufer R+=1.5pl;

e Voda—dol15pul.

Inkubacija restrikcione smese trajala je 12 sati na 37 °C. Analiza produkata

digestije usledila je nakon elektroforeze u 8% poliakrilamidnom gelu imajuci u vidu da:

e Homozigoti genotipa MTHFR 677 CC (bez mutacije, odnosno divlji tipovi
gena) poseduju fragment duzine 198 bp;

e Heterozigoti genotipa MTHFR 677 CT poseduju tri fragmenta — 198 bp, 175 bp
i 23 bp. Najkraéi fragment duzine 23 bp tokom elektroforeze ,,izade* sa gela,

tako da se ne uocava na transiluminatoru;
e Homozigoti genotipa MTHFR 677 TT (mutirani homozigoti) poseduju
fragmente duzine 175 bp i 23 bp, ali se kao i kod heterozigota krac¢i fragmenti ne

uocavaju na gelu.

Na osnovu ovih determinanti, posmatranjem na transiluminatoru, lako su se

definisali genotipovi za MTHFR C677T polimorfizam.
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3.8. PCR AMPLIFIKACIJA GSTM1 GENA

Amplifikacija zeljenog GSTM1 gena je radena u 25ul reakcione smese

upotrebom PCR aparata. Reakcionu smesu ¢inili su:

Voda — 13 pl;

10 x PCR pufer — 2.5 ul;

MgCl; katalizator (25 mM) — 2 ul;

dNTP (10mM) — 0.5 pl;

Prajmer 1 (GSTM1):5" GAA CTC CCT GAA AAG CTA AAG C 3-0.5pl;
Prajmer 2 (GSTM1):5 GTT GGC CTC AAA TAT ACG GTG G 3'-0.5pl;
Prajmer 3 (GSTT1) — 0.5 pl;

Prajmer 4 (GSTT1) — 0.5 pl;

Taq polimeraza — 0.2 pl;

DNK uzorak —5 pl.

Uslovi PCR reakcije bili su sledeéi:

Pocetna denaturacija DNK na 94 °C, 5 min ;

35 ciklusa od tri koraka: 1.denaturacija DNK na 94 °C, 2 min;
2.vezivanje prajmera na 59 °C, 1min;
3.elongacija prajmera na 72 °C, 1min;

Zavrs$na ekstenzija na 72 °C, 3 min.

Uspesnost amplifikacije proveravana je na slede¢i na¢in: Nakon nalivanja

ispitivanih uzoraka u bunari¢e 8% poliakrilamidnog gela, uradena je elektroforeza pri

naponu od 220V. Po zavrSenoj elektroforezi, gelovi su bojeni rastvorom etidijum-

bromida u trajanju od 5 minuta, a zatim posmatrani na transiluminatoru.

Analizom dobijenih produkata bilo je moguce konstatovati prisustvo ili odsustvo

delecije GSTML1 gena. Prisustvo GSTML1 trake od 215 bp ukazivalo je na postojanje

divljeg tipa gena (nemutiranog tipa, GSTM +/+, ili +/-), dok je odsustvo ukazivalo na

deleciju (GSTM -/-, odnosno nulti genotip GSTMO0). U cilju diferencijacije delecije

GSTMI gena od neuspeha PCR reakcije, simultano je vrSena i analiza kontrolnog gena.
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3.9. PCR AMPLIFIKACIJA TNF ALFA GENA NA POZICIJI +308

U PCR reakeciji koriS¢eni su prajmeri koji ogranicavaju region od 117 baznih
parova zajedno sa +308 G>A polimorfnim mestom TNF alfa gena. Reakcionu smesu od

25 ul &inili su:

e Voda-18ul;

e 10xPCR pufer—2.5 ul;

e  MgCl; katalizator (25 mM) — 2 ul;

e dNTP (10mM) — 1 pl;

e  Prajmerl: 5’- AGG CAATAG GTT TTG AGG GCC AT -3’ —0.25 ul;
e Prajmer2:5’- ACA CTC CCC ATC CTCCCT GCT -3" - 0.25 ul;

e Taq polimeraza—0.2 pl;

e DNKuzorak — 3 pl.

Uslovi PCR reakcije bili su slede¢i:

) Pocetna denaturacija DNK na 94 °C, 3 min ;

. 40 ciklusa od tri koraka: 1.denaturacija DNK na 94 °C, 1min;
2.vezivanje prajmera na 59 °C, 1min;
3.elongacija prajmera na 72 °C, 1min;

o Zavrs$na ekstenzija na 72 °C, 7 min.

Uspesnost amplifikacije proveravana je na slede¢i nacin: Nakon nalivanja po 8
pul od svakog ispitivanog uzorka u bunari¢e 8% poliakrilamidnog gela, izvrSena je
elektroforeza pri naponu od 220V. Po zavrSenoj elektroforezi, gelovi su bojeni
rastvorom etidijum-bromida u trajanju od 5 minuta, a zatim postmatrani na
transiluminatoru. Amplifikati duzine 117 bp vizuelizovani su kao specificne trake na

gelu.
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3.10. RESTRIKCIONI POSTUPAK U ANALIZI POLIMORFIZMA
TNF ALFA GENA NA POZICIJI +308

Restrikcija PCR produkata vrSena je enzimom Nco | (Fermentas®). On
prepoznaje niz nukleotida 5°...C | CATG G...3’ i u slu¢aju ne postojanja mutacije vrsi
zasecanje DNK lanca ¢ime se dobijaju dva fragmenta duzine 97 bp i 20 bp. Restrikcija

enzimom Nco | odvija se u restrikcionoj smesi koja sadrzi:

e PCR produkt—13 pul;
e EnzimNcol-0.2upl;
e Pufer—2ul;
e Voda-5ul.

Inkubacija restrikcione smese trajala je 12 sati na 37 °C. Analiza produkata

digestije usledila je nakon elektroforeze u 8% poliakrilamidnom gelu imaju¢i u vidu da:

e Homozigoti genotipa TNF ALFA 308 GG (bez mutacije, odnosno divlji tipovi
gena) poseduju fragment duzine 99 bp i fragment duzine 20 bp. Kraéi fragmenti
duzine 20 bp tokom elektroforeze ,,izlaze* iz gela, tako da se ne uocavaju na

transiluminatoru;
e Heterozigoti genotipa TNF ALFA 308 GA (heterozigoti) poseduju tri fragmenta
— 117 bp, 97 bp i 20 bp. Najkraéi fragment duzine 20 bp tokom elektroforeze

,izade* iz gela, tako da se ne uocava na transiluminatoru;

e Homozigoti genotipa TNF ALFA 308 AA (mutirani homozigoti) poseduju
fragment duzine 117 bp.

Na osnovu ovih determinanti, posmatranjem na transiluminatoru, lako su se

definisali genotipovi za +308 TNF alfa polimorfizam.
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3.11. PCR AMPLIFIKACIJA TNFa RECEPTORA 1
NA POZICIJI +36

U PCR reakciji kori$éeni su prajmeri koji ograni¢avaju region od 183 baznih
parova zajedno sa 36 A>G polimorfnim mestom TNF receptor 1 gena. Reakcionu

smesu od 25 pl ¢inili su:

e Voda-20 ul;

e 10xPCR pufer—2.5 ul;

e  MgCl; katalizator (25 mM) — 2 ul;

e dNTP (10mM) - 0.5 pl;

e Prajmerl: 5’-GAC CCC AAA TGG GGG AGT GAG AGG -3’ - 0.15 pl,
e Prajmer2:5’- ACC AGG CCC GGG CAG GAG AG -3"—-0.15 ul;

e Taq polimeraza—0.1 pl;

e DNKuzorak — 3 pl.

Uslovi PCR reakcije bili su sledeci:

° Pocetna denaturacija DNK na 95 °C, 3 min ;

. 35 ciklusa od tri koraka: 1.denaturacija DNK na 94 °C, 1min;
2.vezivanje prajmera na 65 °C, 1min;
3.elongacija prajmera na 72 °C, 1min;

o Zavrs$na ekstenzija na 72 °C, 7 min.

Uspesnost amplifikacije proveravana je na slede¢i na¢in: Nakon nalivanja po 8
pl od svakog ispitivanog uzorka u bunari¢e 8% poliakrilamidnog gela, aktiviran je
aparat za elektroforezu pri naponu od 220V. Po zavrsenoj elektroforezi, gelovi su bojeni
rastvorom etidijum-bromida u trajanju od 5 minuta, a zatim postmatrani u
transiluminatoru. Amplifikati duzine 183 bp vizuelizovani su kao specificne trake na

gelu.
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3.12. RESTRIKCIONI POSTUPAK U ANALIZI POLIMORFIZMA
TNF RECEPTOR 1 GENA NA POZICIJI +36

Restrikcija PCR produkata vrSena je enzimom MspA 1l. On prepoznaje niz
nukleotida 5°...CACG| CGTG...3’ i u slucaju postojanja mutacije vrsi zasecanje DNK
lanca ¢ime se dobijaju dva fragmenta duzine 97 bp i 20 bp. Restrikcija enzimom MspA

11 odvija se u restrikcionoj smesi koja sadrzi:

e PCR produkt—13 ul;

e  Enzim MspA 11-0.2 ul;
e  Pufer (multicor) — 2 ul ;
e BSA-02pl;

e Voda-—5ul.

Inkubacija restrikcione smeSe trajala je 3 sata na 37 °C. Analiza produkata

digestije usledila je nakon elektroforeze u 8% poliakrilamidnom gelu imaju¢i u vidu da:

e Homozigoti genotipa TNFa-R1 36 AA (bez mutacije, odnosno divlji tipovi

gena) poseduju fragment duzine 183 bp;

e Heterozigoti genotipa TNFa-R1 36 AG (heterozigoti) poseduju tri fragmenta —
183 bp, 108 bp i 75 bp;

e Homozigoti genotipa TNFa-R1 36 GG (mutirani homozigoti) poseduju
fragmente duzine 108 bp i 75 bp.

Na osnovu ovih determinanti, posmatranjem na transiluminatoru, lako su se

definisali genotipovi za +36 TNFa-R1 polimorfizam.
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3.13. PCR AMPLIFIKACIJA TNF a RECEPTORA 2
NA POZICIJI +676

U PCR reakciji kori$éeni su prajmeri koji ograni¢avaju region od 242 baznih
parova zajedno sa 676 T>G polimorfnim mestom TNF receptor 2 gena. Reakcionu

smesu od 25 pl ¢inili su:

e Voda-16 pl;

e 10xPCR pufer—2.5 ul;

e  MgCl; katalizator (25 mM) — 3.5 pl;

e dNTP (10mM) — 1 pl;

e Prajmerl: 5’- TTC TGG AGT TGG CTG CGT GT - 3°—0.25 ul;
e Prajmer2:5-ACTCTCCTATCCTGC CTGCT -3"-0.25 ul;
e Taq polimeraza—0.15 pl;

e DNKuzorak — 3 pl.

Uslovi PCR reakcije bili su sledeci:

° Pocetna denaturacija DNK na 95 °C, 3 min ;

. 35 ciklusa od tri koraka: 1.denaturacija DNK na 94 °C, 1min;
2.vezivanje prajmera na 58 °C, 1min;
3.elongacija prajmera na 72 °C, 1min;

o Zavr$na ekstenzija na 72 °C, 7 min.

Uspesnost amplifikacije proveravana je na slede¢i na¢in: Nakon nalivanja po 8
pul  od svakog ispitivanog uzorka u bunarice 8% poliakrilamidnog gela, uradena je
elektroforeza pri naponu od 220V. Po zavrsenoj elektroforezi, gelovi su bojeni
rastvorom etidijum-bromida u trajanju od 5 minuta, a zatim postmatrani na
transiluminatoru. Amplifikati duzine 242 bp vizuelizovani su kao specificne trake na

gelu.
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3.14. RESTRIKCIONI POSTUPAK U ANALIZI POLIMORFIZMA
TNF RECEPTOR 2 GENA NA POZICIJI +676

Restrikcija PCR produkata vrSena je enzimom Hin 1Il. On prepoznaje niz
nukleotida 5°...CATG]...3” i u sluCaju ne postojanja mutacije vrsi zasecanje DNK
lanca ¢ime se dobijaju dva fragmenta duzine 134 bp i 108 bp. Restrikcija enzimom Hin

111 odvija se u restrikcionoj smesi koja sadrzi:

e PCR produkt— 15 pl;

e EnzimHin1ll1-0.3 ul;
e  Pufer (multicor) — 2 ul ;
e Voda-3ul.

Inkubacija restrikcione smeSe trajala je 12 sati na 37 °C. Analiza produkata

digestije usledila je nakon elektroforeze u 8% poliakrilamidnom gelu imajuci u vidu da:

e Homozigoti genotipa TNFa-R2 676 TT (bez mutacije, odnosno divlji tipovi
gena) poseduju fragmente duzine 134 bp i 108 bp;

e Heterozigoti genotipa TNFa-R2 676 TG (heterozigoti) poseduju tri fragmenta —
242 bp, 134 bp i 108 bp;

e Homozigoti genotipa TNFo-R2 676 GG (mutirani homozigoti) poseduju
fragment duzine 242 bp.

Na osnovu ovih determinanti, posmatranjem u transiluminatoru, lako su se definisali

genotipovi za +676 TNFa-R2 polimorfizam.
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4. REZULTATI
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4.1. ODONTOGENI KERATOCISTICKI TUMOR —
GENOTIPIZACIJA

Rezultati genotipizacije pacijenata obolelih od OKT usne duplje za MTHFR
poziciju 677 prikazani su na slici broj 19.
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Slika 19 — Ucestalost MTHFR genotipova u grupama

Divlji, nemutirani, tip gena (CC) bio je prisutan kod samo 5% obolelih
ispitanika, dok je mutaciju gena u homozigotnom ili heterozigotnom obliku imalo oko
95% obolelih. Sli¢na distribucija mutiranih alela primeéena je i u grupi zdravih
ispitanika. Hi-kvadrat testom je utvrdeno da ne postoji statisticki znacajna razlika u

zastupljenosti genotipova medu grupama (Tabela 1).

Tabela 1 - Ucestalost genotipova za MTHFR 677 gen u okviru grupa

MTHFR 677 Oboleli N (%) Kontrole N (%) p
CC 11 (29.7%) 163 (39.6%)
CT 24 (64.9%) 190 (46.1%) 0.693
TT 2 (5.4%) 59 (14.3%)

*Statisti¢ki znadajna razlika; p - Hi kvadrat test
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Rezultati logisticke regresione analize pokazuju da razlicite varijante MTHFR gena

ne uti¢u na predispoziciju za nastanak OKT (Tabela 2).

Tabela 2 - Polimorfizam gena za MTHFR 677 i rizik za nastanak OKT, logisti¢ka

regresiona analiza

Genotipovi Oboleli N Kontrole N OR 95% CI p
(%) (%)

C 46 (62.2%) | 516 (62.6%) 1.00 Reference -
T 28 (37.8%) | 308 (37.4%) 1.02 0.62-1.67 0.515

CcC 11 (29.7%) | 163 (39.6%) 1.00 Reference -
CT 24 (64.9%) | 190 (46.1%) 1.87 0.89-3.94 0.07
TT 2 (5.4%) | 59 (14.3%) 0.50 0.108-2.33 0.297
CT+TT 26 (74.3%) | 249 (60.4%) 1.50 0.74-3.21 0.158

*Statisti¢ki znacajna razlika; OR-koli¢nik verovatnoce; 95% CI - 95% interval poverenja; p-verovatnoca grupe

Rezultati genotipizacije pacijenata obolelih od OKT usne duplje za GSTM1 gen

prikazani su na slici broj 20.
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Slika 20 - Ucestalost GSTM1 genotipova u grupama

Divlji, nemutirani, tip gena bio je prisutan kod 81% obolelih ispitanika, dok je

mutaciju gena ispoljenu u vidu delecije imalo 19% obolelih. U grupi zdravih ispitanika,
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34% individua imalo je mutaciju genu. Hi-kvadrat testom utvrdeno je da postoji

statisticki znacajna razlika u zastupljenosti genotipova medu grupama (Tabela 3).

Tabela 3 - Ucestalost genotipova za GSTM1 gen u okviru grupa

Genotipovi Oboleli N (%) Kontrole N (%) p
M1 30 (81.1%) 120 (65.9%)
MO 7 (18.9%) 62 (34.1%) *0.049

*Statisti¢ki znadajna razlika; p - Hi kvadrat test

Rezultati logisticke regresione analize pokazuju da razlicite varijante GSTM1 gena

utiCu na predispoziciju za nastanak OKT. GSTMO genotip ima protektivni efekat za

nastanak ovog epitelnog tumora. (Tabela 4).

Tabela 4 - GSTM1 distribucija genotipova u oboleloj i kontrolnoj grupi

Genotipovi Oboleli N | Kontrole N OR 95% ClI p
(%) (%)
M1 (+/+, +/-) | 30(81.1%) | 120 (65.9%) 1.00 Reference
MO (-/-) 7 (18.9%) 62 (34.1%) 0.45 0.18-1.08 *0.049

*Statisti¢ki znacajna razlika; OR-koli¢nik verovatnoce; 95% CI - 95% interval poverenja; p-verovatnoca grupe

Rezultati genotipizacije pacijenata obolelih od OKT usne duplje za TNF alfa gen

prikazani su na slici broj 21.
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Slika 21 - Ucestalost TNF alfa genotipova u grupama
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Divlji, nemutirani, tip gena (GG) bio je prisutan kod samo 23% ispitanika, dok

je mutaciju gena u homo ili heterozigotnom obliku imalo 77% obolelih. U kontrolnoj

grupi, mutiran alel bio je prisutan kod 29% ispitanika. Hi-kvadrat testom utvrdeno je

postojanje statisticki znacajne razlike u zastupljenosti genotipova medu grupama (tabela

5).
Tabela 5 - Ucestalost genotipova za TNF alfa gen u okviru grupa

TNF alfa Oboleli N (%0) Kontrole N (%) p
GG 14 (23.3%) 89 (71.2%)
GA 40 (66.7%) 35 (28%)

<0.001*

AA 6 (10%) 1 (0.8%)

GA+AA 46 (76.7%) 36 (28.8%) <0.001*

*Statisti¢ki znacajna razlika; p - Hi kvadrat test

Rezultati logisti¢ke regresione analize pokazuju da razlicite varijante TNF alfa gena

znacajno uti¢u na predispoziciju za nastanak OKT (Tabela 6). Nosioci mutiranog A

alela imaju 4,4 puta veci rizik za oboljevanje od OKT. Kod mutiranih homozigota

(AA), rizik za oboljevanje od ove oralne neoplazme je 38 puta veéi $to se pokazalo kao

statisticki znacajno.

Tabela 6 - Polimorfizam gena za TNF alfa i rizik za nastanak OKT, logisti¢ka

regresiona analiza

Genotipovi Oboleli N | Kontrole N OR 95% ClI p
(%) (%)

G 68 (57%) 213 (85%) 1.00 Reference -
A 52 (43%) 37 (15%) 4.40 2.66-7.27 <0.001*

GG 14 (23.3%) | 89 (71.2%) 1.00 Reference -
GA 40 (66.7%) 35 (28%) 7.27 3.52-14.98 <0.001*
AA 6 (10%) 1 (0.8%) 38.14 4.27-341.0 0.001*
GA+AA 46 (76.7%) | 36 (28.8%) 4.70 0.54-40.78 <0.001*

*Statisti¢ki znacajna razlika; OR-koli¢nik verovatnoce; 95% CI - 95% interval poverenja; p-verovatnoca grupe
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Rezultati genotipizacije pacijenata obolelih od OKT usne duplje za TNF alfa R1

gen prikazani su na slici broj 22.
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Slika 22 - Ucestalost TNF alfa R1 genotipova u grupama

Divlji, nemutirani, tip gena (AA) bio je prisutan kod 13% obolelih ispitanika,

dok je mutaciju gena u homo ili heterozigotnom obliku imalo 87% obolelih. U

kontrolnoj grupi, mutirani alel bio je prisutan kod 65% ispitanika. Hi-kvadrat testom

utvrdeno je postojanje visoke statisticki znacajne razlike u zastupljenosti genotipova

medu grupama ispitanika (tabela 7).

Tabela 7 - Ucestalost genotipova za TNF alfa R1 gen u okviru grupa

TNF alfa R1 Oboleli N (%) Kontrole N (%) p
AA 8 (13.3%) 45 (36%)
AG 33 (55%) 61 (48.8%)
0.001*
GG 19 (31.7%) 19 (15.2%)
AG+GG 52 (86.7%) 80 (64.0%) 0.001*

*Statisticki znacajna razlika; p - Hi kvadrat test
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Rezultati logisticke regresione analize pokazuju da razlicite varijante TNF alfa R1

gena izrazito uticu na predispoziciju za nastanak OKT (Tabela 8). Nosioci mutiranog G

alela imaju duplo ve¢i rizik za oboljevanje. U homozigotnoj mutiranoj alelnoj formi,

rizik je 5,6 puta veci Sto se pokazalo kao statisticki znacajno (p=0.002).

Tabela 8 - Polimorfizam gena za TNF alfa R1 i rizik za nastanak OKT, logisti¢ka

regresiona analiza

Genotipovi Oboleli N | Kontrole N OR 95% ClI p
(%) (%)

A 49 (41%) 150 (60%) 1.00 Reference -
G 71 (59%) 100 (40%) 2.17 1.40-3.39 <0.001*

AA 8 (13.3%) 45 (36%) 1.00 Reference -
AG 33 (55%) 61 (48.8%) 3.04 1.28-7.20 0.011*
GG 19 (31.7%) | 19 (15.2%) 5.62 2.10-15.15 0.002*
AG+GG 52 (86.7%) | 80 (64.0%) 3.65 1.60-8.40 0.001*

*Statisticki znacajna razlika; OR-koli¢nik verovatnoce; 95% CI - 95% interval poverenja; p-verovatnoca grupe

Rezultati genotipizacije pacijenata obolelih od OKT usne duplje za TNF alfa R2

gen prikazani su na slici broj 23.
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Slika 23 - Ucestalost TNF alfa R2 genotipova u grupama
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Mutacija gena za TNF-alfa receptor 2 bila je gotovo podjednako zastupljena kod

obolelih kao i kod zdravih ispitanika. Hi-kvadrat testom nije utvrdeno postojanje

statisti¢ki znacajne razlike u zastupljenosti genotipova medu grupama (tabela 9).

Tabela 9 - Ucestalost genotipova za TNF alfa R2 gen u okviru grupa

TNF alfa R2 Oboleli N (%) Kontrole N (%) p
TT 9 (40.9%) 29 (52.7%)
TG 12 (54.5%) 23 (41.8%) 0.596
GG 1 (4.6%) 3 (5.5%)

*StatistiCki znacajna razlika; p - Hi kvadrat test

Rezultati logisticke regresione analize pokazuju da razliCite varijante TNF alfa R2

gena ne uticu na predispoziciju za nastanak OKT (Tabela 10).

Tabela 10 - Polimorfizam gena za TNF alfa R2 i rizik za nastanak OKT, logisticka

regresiona analiza

Genotipovi Oboleli N Kontrole N OR 95% ClI p
(%) (%)
T 30 (68.2%) | 81 (73.6%) 1.00 Reference

G 14 (31.8%) | 29 (26.4%) 1.30 0.61-2.80 0.311

TT 9 (40.9%) 29 (52.7%) 1.00 Reference -
TG 12 (54.5%) | 23 (41.8%) 1.68 0.62-4.52 0.229
GG 1 (4.6%) 3 (5.5%) 0.83 0.08-8.39 0.871
TG+GG 13 (59.1%) | 26 (47.3%) 0.62 0.23-1.69 0.351

*Statisticki znacajna razlika; OR-koli¢nik verovatnoée; 95% CI - 95% interval poverenja; p-verovatnoca grupe
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4.2. PLANOCELULARNI KARCINOM — ANAMNESTICKI
PODACI , STADIJUM BOLESTI I PETOGODISNJE
PREZIVALJAVANJE

Starost ispitanika obolelih od planocelularnog karcinoma kretala se od 46 do 83
godina. Najvise je bilo ispitnika starosne dobi izmedu 50 i 60 godina (33%) i starosne
dobi preko 70 godina (33%) (Slika 24).
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Slika 24 - Starosna struktura pacijenata obolelih od planocelularnog karcinoma

Pozitivnu porodi¢nu anamnezu (sa istorijom onkoloskih oboljenja u porodici)

prijavilo je 7 obolelih, odnosno 9% ispitanika (Slika 25).
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Slika 25 - Porodi¢na anamneza
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Najveci broj ispitanika je negirao ranija oboljenja od karcinoma i drugih

malignoma (75 ispitanika, odnosno 96%) (Slika 26).
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Slika 26 - Li¢na anamneza

Najucestalija lokalizacija karcinoma usne duplje je donja usna (33.3%), jezik i
pod usta (17.9%), jezik (16.7%) i pod usta (9%). Ostale lokalizacije su bile rede
zastupljene (Slika 27).
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Slika 27 - Distribucija lokalizacije planocelularnog karcinoma
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Najvedi broj pacijenata zatrazio je lekarsku pomo¢ tokom prvih 6 meseci u
odnosu na pojavu tegoba (46.2%). Ipak ne tako mali broj pacijenata (13 pacijenata,
16.7%) se obratio lekaru tek 2 godine nakon pojave simptoma maligniteta (Slika 28).
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Slika 28 - VVreme od pojave prvih tegoba do operacije

U ispitivanom uzorku bio je priblizno jednak broj pusaca i nepusaca (Slika 29).
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Slika 29 - Lose navike (pusenje)
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Najveci broj pusaca, dnevno je konzumirao 30 do 40 cigareta (Slika 30).
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Slika 30 - Pusaci (broj dnevno popusenih cigareta)

Najveci broj pusaca bili su ,,dugogodisnji pusaci” (Slika 31).
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Slika 31 - Pusaci (duzina ,,pusackog staza”)
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Najveci broj ispitanika izjasnio se kao ,,anti-alkoholic¢ari®. Skoro 80% ispitanika
obolelih od planocelularnog tumora usne duplje izjavilo je da uopste ne konzumira
alkohol (Slika 32).
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Slika 32 - Lose navike (upotreba alkohola)

Od ispitanika koji su naveli da svakodnevno uzivaju u alkoholu, ¢ak 68.8% je

izjavilo da piju alkohol duze od 20 godina (Slika 33).
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Slika 33 - Alkoholi¢ari (duzina upotrebe)
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Analiziraju¢i TNM klasifikaciju, dobijeni su sledeéi rezultati:

Najvise obolelih pacijenata pripadalo je T1 1 T3 grupi (Slika 34).

25

21 21
20 - 18
15
15 +
10
5 -
0 -
T1 T2 T3 T4

Slika 34 - T klasifikacija (TNM sistema klasifikacije)

Kod vise od pola obolelih ispitanika nisu detektovane metastaze tumora u

regionalnim limfnim ¢vorovima (41 ispitanik, 52.6%) (Slika 35).
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Slika 35 - N klasifikacija (TNM sistema Klasifikacije)
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Udaljene metastaze tumora primecene su kod samo 2 obolela pacijenta (Slika
36).

80

70 ~

60 -

50 A

40

30 ~

20

10

N

MO M1

Slika 36 - M Klasifikacija (TNM sistema Kklasifikacije)

Unutar STAGE sistema klasifikacije, najveci broj ispitanika bio je klasifikovan

u STAGE 1 kategoriju (25 obolelih, 32.1%) (Slika 37).
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Slika 37 - STAGE sistem klasifikacije
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Pet godina nakon hirursSke terapije 44 operisanih pacijenata bilo je zivo, dok je 32

pacijenata u meduvremenu egitiralo (Slika 38).
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4.3. PLANOCELULARNI KARCINOMI -GENOTIPIZACIJA

Slika 38 - Petogodisnje prezivljavanje

Rezultati genotipizacije pacijenata obolelih od planocelularnog karcinoma usne

duplje za MTHFR poziciju 677 prikazani su na slici broj 39.
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Slika 39 — Ucestalost MTHFR genotipova u grupama
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Divlji, nemutirani, tip gena (CC) bio je prisutan kod 45% obolelih ispitanika,

dok je mutaciju gena u homozigotnom ili heterozigotnom obliku imalo 55% obolelih.

Priblizno sli¢na distribucija alela primeéena je i u grupi zdravih ispitanika. Hi-kvadrat

testom je utvrdeno da ne postoji statisticki znacajna razlika u zastupljenosti genotipova

medu grupama (Tabela 11).

Tabela 11 - Ucestalost genotipova za MTHFR 677 gen u okviru grupa

MTHFR 677 Oboleli N (%) Kontrole N (%) p
cC 35 (44.9%) 163 (39.6%)
CT 36 (46.2%) 190 (46.1%) 0.397
TT 7 (9.1%) 59 (14.3%)

*Statisti¢ki znacajna razlika; p - Hi kvadrat test

Rezultati logisticke regresione analize pokazuju da razli¢ite varijante MTHFR gena

ne uti¢u na predispoziciju za nastanak oralnog planocelularnog karcinoma (Tabela 12).

Tabela 12 - Polimorfizam gena za MTHFR 677 i rizik za nastanak oralnog

planocelularnog karcinoma, logisti¢ka regresiona analiza

Genotipovi Oboleli N Kontrole N OR 95% CI p
(%) (%)
C 106 (68%) | 516 (62.6%) 1.00 Reference
T 50 (32%) | 308 (37.4%) | 0.79 055114 | 0119
CC 35 (44.9%) | 163 (39.6%) 1.00 Reference -
CT 36 (46.2%) | 190 (46.1%) 1.24 0.76-2.03 0.382
TT 7(9.1%) | 59 (14.3%) 1.69 0.74-3.86 0.209
CT+TT 43 (55.3%) | 249 (60.4%) 0.80 0.49-1.31 0.226

*Statisticki znacajna razlika; OR-koli¢nik verovatnoée; 95% CI - 95% interval poverenja; p-verovatnoca grupe
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Rezultati genotipizacije pacijenata obolelih od planocelularnog karcinoma usne

duplje za GSTML1 gen prikazani su na slici broj 40.
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Slika 40 - Ucestalost GSTM1 genotipova u grupama

Divlji, nemutirani, tip gena bio je prisutan kod 65% obolelih ispitanika, dok je

mutaciju gena ispoljenu u vidu delecije imalo 35% obolelih.Priblizno sli¢na distribucija

alela primecena je i u grupi zdravih ispitanika. Hi-kvadrat testom je utvrdeno da ne

postoji statisti¢ki znacajna razlika u zastupljenosti genotipova medu grupama (Tabela

13).
Tabela 13 - Ucestalost genotipova za GSTM1 gen u okviru grupa
Genotipovi Oboleli N (%) Kontrole N (%) p
M1 51 (65.4%) 120 (65.9%)
MO 27 (34.6%) 62 (34.1%) 0.932

*Statisticki znacajna razlika; p - Hi kvadrat test

Rezultati logisticke regresione analize pokazuju da razliite varijante GSTM1 gena

ne uti¢u na predispoziciju za nastanak oralnog planocelularnog karcinoma (Tabela 14).
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Tabela 14 - GSTM1 distribucija genotipova u oboleloj i kontrolnoj grupi

Genotipovi Oboleli N | Kontrole N OR 95% CI p
(%) (%)
M1 (+/+, +/-) | 51 (65.4%) | 120 (65.9%) 1.00 reference
MO (-/-) 27 (34.6%) | 62 (34.1%) 1.025 0.59-1.79 0.52

*Statisticki znacajna razlika; OR-koli¢nik verovatnoée; 95% CI - 95% interval poverenja; p-verovatnoca grupe

Rezultati genotipizacije pacijenata obolelih od planocelularnog karcinoma usne

duplje za GSTT1 gen prikazani su na slici broj 41.
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Slika 41 - Ucestalost GSTT1 genotipova u grupama

Divlji, nemutirani, tip gena bio je prisutan kod 60% obolelih ispitanika, dok je

mutaciju gena ispoljenu u vidu delecije imalo 40% obolelih. U kontrolnoj grupi, delecije

su bile prisutne kod samo 16% ispitanika. Hi-kvadrat testom je utvrdeno postojanje

visoke statisticki znacajne razlike u zastupljenosti genotipova medu grupama (Tabela

15).
Tabela 15 - Ucestalost genotipova za GSTT1 gen u okviru grupa
Genotipovi Oboleli N (%) Kontrole N (%) p
T1 46 (59.7%) 153 (84.1%)
TO 31 (40.3%) 29 (15.9%) <0.001*

*Statisti¢ki znacajna razlika; p - Hi kvadrat test
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Rezultati logisti¢ke regresione analize pokazuju da razli¢ite varijante GSTT1 gena

uti¢u na predispoziciju za nastanak oralnog planocelularnog karcinoma (Tabela 16).

Delecioni polimorfizam GSTT1 gena 3,6 puta povecava rizik za oboljevanje od ovog

epitelnog tumora.

Tabela 16 - GSTT1 distribucija genotipova u oboleloj i kontrolnoj grupi

Genotipovi Oboleli N | Kontrole N OR 95% ClI p
(%) (%)
T1 (+/+, +/-) | 46 (59.7%) | 153 (84.1%) 1 Reference
TO (-/-) 31 (40.3%) | 29 (15.9%) 3.56 1.94-6.51 <0.001*

*Statisti¢ki znacajna razlika; OR-koli¢nik verovatnoce; 95% CI - 95% interval poverenja; p-verovatnoca grupe

Rezultati genotipizacije pacijenata obolelih od planocelularnog karcinoma usne

duplje za TNF alfa gen prikazani su na slici broj 42.
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Slika 42 - Ucestalost TNF alfa genotipova u grupama

Divlji, nemutirani, tip gena (GG) bio je prisutan kod 69% ispitanika, dok je

mutaciju gena u heterozigotnom obliku imalo 29% obolelih. Homozigotni alelni oblik

mutiranog gena naden je kod po samo jednog ispitanika u obe ispitivane grupe. Hi-
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kvadrat testom nije utvrdeno postojanje statisticki znacajne razlike u zastupljenosti

genotipova medu grupama (tabela 17).

Tabela 17 - Ucestalost genotipova za TNF alfa gen u okviru grupa

TNF alfa Oboleli N (%) Kontrole N (%) p
GG 35 (69%) 89 (71.2%)
GA 14 (29%) 35 (28%)
0.796
AA 1 (2%) 1 (0.8%)

*Statisti¢ki znacajna razlika; p - Hi kvadrat test

Rezultati logisti¢ke regresione analize pokazuju da razlicite varijante TNF alfa gena

ne uti¢u na predispoziciju za nastanak oralnog planocelularnog karcinoma (Tabela 18).

Tabela 18 - Polimorfizam gena za TNF alfa i rizik za nastanak oralnog planocelularnog

karcinoma, logisti¢ka regresiona analiza

Genotipovi Oboleli N | Kontrole N OR 95% ClI p
(%) (%)
G 84 (84%) 213 (85%) 1.00 Reference

A 16 (16%) 37 (15%) 1.09 0.58-2.08 0.447

GG 35 (69%) 89 (71.2%) 1.00 Reference -
GA 14 (29%) 35 (28%) 1.02 0.49-2.12 0.552
AA 1 (2%) 1 (0.8%) 2.5 0.15-41.8 0.491
GA+AA 15 (31%) 36 (29.0%) 1.06 0.52-2.17 0.506

*Statisticki znacajna razlika; OR-koli¢nik verovatnocée; 95% CI - 95% interval poverenja; p-verovatnoca grupe

Rezultati genotipizacije pacijenata obolelih od planocelularnog karcinoma usne

duplje za TNF alfa R1 gen prikazani su na slici broj 43.
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Slika 43 - Ucestalost TNF alfa R1 genotipova u grupama

Divlji, nemutirani, tip gena (AA) bio je prisutan kod 29% obolelih ispitanika,
dok je mutaciju gena u heterozigotnom obliku imalo 69% obolelih. Homozigotni alelni
oblici mutiranog gena bili su najrede zastupljeni unutar obe ispitivane grupe. Hi-kvadrat
testom utvrdeno je postojanje grani¢ne statisticki znacajne razlike u zastupljenosti

genotipova medu grupama (tabela 19).

Tabela 19 - Ucestalost genotipova za TNF alfa R1 gen u okviru grupa

TNF alfa R1 Oboleli N (%) Kontrole N (%) P
AA 14 (29%) 26 (34.7%)
AG 35 (69%) 39 (52.0%) *0.04
GG 1 (2%) 10 (13.3%)

*Statisticki znacajna razlika; p - Hi kvadrat test

Rezultati logisticke regresione analize pokazuju da razli¢ite varijante TNF alfa R1
gena ne uti¢u na predispoziciju za nastanak oralnog planocelularnog karcinoma (Tabela
20).
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Tabela 20 - Polimorfizam gena za TNF alfa R1 i rizik za nastanak oralnog

planocelularnog karcinoma, logisticka regresiona analiza

Genotipovi OboleliN | Kontrole N OR 95% ClI p
(%) (%)
63 (63%) 91 (68.9%) 1.00 Reference

G 37 (37%) | 41 (31.1%) 1.30 0.75-2.26 0.209

AA 14 (29%) 26 (34.7%) 1.00 Reference -
AG 35 (69%) 39 (52.0%) 1.67 0.75-3.69 0.143
GG 1 (2%) 10 (13.3%) 0.19 0.02-1.60 0.093
AG+GG 36 (71%) 49 (65.3%) 1.36 0.63-2.97 0.280

*Statisti¢ki znacajna razlika; OR-koli¢nik verovatnoce; 95% CI - 95% interval poverenja; p-verovatnoca grupe

Rezultati genotipizacije pacijenata obolelih od planocelularnog karcinoma usne

duplje za TNF alfa R2 gen prikazani su na slici broj 44.
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Slika 44 - Ucestalost TNF alfa R2 genotipova u grupama

Divlji, nemutirani, tip gena (TT) bio je prisutan kod 32% ispitanika, dok je
mutaciju gena u heterozigotnom ili homozigotnom obliku imalo 65% obolelih. Hi-
kvadrat testom utvrdeno je postojanje statistiCki znaCajne razlike u zastupljenosti

genotipova medu grupama (tabela 21).

78



Tabela 21 - Ucestalost genotipova za TNF alfa R2 gen u okviru grupa

TNF alfa R2 Oboleli N (%) Kontrole N (%) p
TT 16 (32%) 29 (52.7%)
TG 33 (65%) 23 (41.8%) *0.042
GG 1 (3%) 3 (5.5%)

*Statisti¢ki znadajna razlika; p - Hi kvadrat test

Rezultati logisticne regresione analize pokazuju da razlicite varijante TNF alfa R2

gena mogu da uti¢u na predispoziciju za nastanak oralnog planocelularnog karcinoma.

Heterozigotni oblik ovog polimorfizma povecava rizik za obljevanje (Tabela 22).

Tabela 22 - Polimorfizam gena za TNF alfa R2 i rizik za nastanak oralnog

planocelularnog karcinoma, logisticka regresiona analiza

Genotipovi | OboleliN | Kontrole N OR 95% CI p
(%) (%)
T 65 (65%) 74 (74%) 1.0 Reference

G 35(35%) | 26 (26%) 1.53 0.84-2.81 0.110

TT 16 (32%) 32 (53%) 1.00 Reference -
TG 33 (65%) | 25 (42%) 2.64 1.19-5.84 *0.013
GG 1 (3%) 3 (5%) 0.67 0.06-6.93 0.604
TG+GG 34 (68%) | 28 (47%) 2.43 1.11-5.30 *0.020

*Statisticki znacajna razlika; OR-koli¢nik verovatnoce; 95% CI - 95% interval poverenja; p-verovatnoca grupe
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Odontogeni keratocisti¢ni tumor

Tokom protekle dve decenije molekularno-geneticka istrazivanja su zauzela
znacajno mesto u medicini i stomatologiji. Ova istrazivanja dala su veliki doprinos
sagledavanju mehanizama patogeneze brojnih oboljenja. Nakon duge dominacije
ispitivanja somatskih promena u obolelom tkivu/organu, u novije vreme se paznja
naucnika okreée i ispitivanjima germinativnih mutacija. U njih spadaju i genski
polimorfizmi koje svaki pojedinac nosi u naslednoj konstituciji, a koji nekada mogu da
stvore manje ili viS§e pogodno tlo za nastanak bolesti. Iako je u nauc¢noj literaturi
zabeleZen eksponencijalni rast broja studija asocijacije, odnosno studija koje se bave
ispitivanjem povezanosti prisustva razli¢itih alelnih varijanti u ljudskom genomu i rizika
za pojavu specificne patologije, mali je broj radova koji su se bavili faktorima
predispozicije za nastanak OKT. Medu malobrojne studije na ovu temu spada i
istrazivanje Andric¢a i1 saradnika, na srpskoj populaciji, u kojoj je pronadena veza
izmedu promotorskog polimorfizama u genu za survivin i povecanog rizika za razvoj
OKT (Andric, et al., 2012). Ispitivanje na tajlandskoj populaciji ustanovilo je da je
polimorfizam na 72. kodonu TP53 gena takode faktor rizika za OKT (Yanatatsaneejit, et
al., 2015), dok recimo u studiji polimorfizama gena za interleukin-1 alfa i interleukin
beta nije pronadena asocijacija sa ovim epitelnim tumorom (Eshghyar, et al., 2012,
Sengliven and Oygr, 2011) . U dostupnoj literaturi nisu nadeni radovi koji su se bavili
ispitivanjem povezanosti polimorfizama u genima za MTFHR, GST i TNF alfa sa

rizikom za oboljevanje od odontogenog keratocisticnog tumora.

Analizirajuéi dobijene rezultate ovog istrazivanja, dosli smo do interesantnih
saznanja. Polimorfizam gena za tumor nekrozis faktor alfa predstavlja znacajan faktor
rizika za nastanak i razvoj odontogenog keratocisticnog tumora. Osobe koje su nosioci
genske varijante u heterozigotnom stanju (GA) imaju sedam puta veci rizik da obole od
OKT u odnosu na osobe sa genotipom GG (homozigoti za divlji tip alela). Mutirana
homozigotna forma tumor nekrozis faktora alfa (AA) uvecava rizik ¢ak 38 puta.
Zanimljivo je da je ovaj polimorfizam povezan sa non-Hoc¢kinovim limfomom, u nasoj
populaciji (Jevtovic-Stoimenov, et al., 2008) i non-Hoc¢kinovim limfomom i akutnom

limfoblastnom leukemijom u iranskoj populaciji (Nasiri, et al., 2013).
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Polimorfizam u receptoru 1 za TNF alfa takode znacajno povecava rizik za
oboljevanje od OKT (tri puta je povecan kod heterozigota, a skoro Sest puta kod
mutantnih homozigota). Polimorfizam u TNF alfa R1 receptoru (rs767455) prethodno je
doveden u vezu sa povecanim rizikom za razvoj sporadi¢nog tumora dojke (Madeleine,
et al., 2011) i inflamatornih demijelinirajuéih bolesti (Park, et al., 2013). Medutim, kao i
u slu¢aju TNF alfa polimorfizma, nase rezultate nismo mogli da uporedimo sa
literaturno dostupnim podacima jer se do sada niko nije bavio asocijacijom ovog SNP sa

rizikom za nastanak OKT.

Oralni planocelularni karcinom - epidemiolosko-klini¢ki rezultati

U ispitivanom uzorku pacijenata obolelih od planocelularnog karcinoma usne
duplje, osoba muskog pola bilo je izrazito viSe nego osoba zenskog pola. Veéi broj
obolelih muskaraca (77%) objasnjava se time §to osobe muskog pola u veéem broju
slu¢ajeva upraznjavaju Stetne navike koje doprinose nastanku oralnog karcinoma.
Literaturni podaci potvrduju ove tvrdnje i ukazuju na porast incidence oralnog
karcinoma kod osoba muskog pola u zemljama ,,u razvoju“, odnosno zemljama u
kojima je upotreba duvana u porastu. NaroCito se istice porast incidence oralnog
karcinoma u zemljama jugoisto¢ne Evrope i1 juzne Amerike. (Rettig and D'Souza, 2015,
Simard, et al., 2014, Weatherspoon, et al., 2015).

Oboleli ispitanici su uglavnom bili starije Zivotne dobi. Najmladi ispitanik imao
je 46 godina, a najstariji 83 godine. Najmanje ispitanika bilo je u grupi mladih od 50
godina (8.9%). Ipak ohrabruje podatak da u ispitivanom periodu, unutar uzorka, na
Klinici nije bilo obolelih osoba mladih od 40 godina. Medutim treba podsetiti da
odredeni maligniteti od kojih su u proslosti bolovali ljudi iskljucivo starije Zivotne dobi
(stariji od 60 godina), danas se javljaju i kod osoba mladih od 30 godina (Bodner, et al.,
2014). Ovo se objasnjava Cinjenicom da su se uslovi zivota pocetkom XXI veka
drastiéno promenili. ,,Zivotni tempo“ i svakodnevno izlaganje sve veéem broju
kancerogena i ksenobiotika uti¢e na povecanje broja maligniteta Sirom sveta. U nasoj
grupi ispitanika najvise obolelih osoba bilo je starosne dobi izmedu 50 i 60 godina, kao

I onih starijih od 70 godina (po 26 pacijenata, odnosno 33.3%). Ovakva distribucija
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ucestalosti oralnog planocelularnog karcinoma po starosnoj strukturi pacijenata
odgovara rezultatima brojnih medunarodnih studija (Landis, et al., 1999, Troeltzsch, et
al., 2014). Usled dugoro¢nog konzumiranja duvana i Zestokih alkoholnih pic¢a, kao i
kumulativnog dejstva ovih Stetnih agenasa, posledice se najces¢e manifestuju u kasnijoj

zivotnoj dobi (posle 50.godine).

Bez obzira na navedeno, ostaje problem etiologije karcinoma kod mladih osoba
koje ,,zive zdravo* i koje imaju saniranu usnu duplju (bez karijesnih zuba, neadekvatnih

proteti¢kih radova, ostrih ivica zuba i drugih lokalno iritativnih faktora).

Najcesc¢a lokalizacija planocelularnog karcinoma u podruc¢ju donje usne, jezika 1
poda usta u nasoj studiji objasnjava se time $to je sluzokoza poda usna najgracilnija i
najpropustljivija za kancerogene u odnosu na druge regije. Ispitivani uzorak domace
populacije u visokom procentu konzumira duvan i alkoholna pica, $to ¢ini da
ksenobiotici ,kupaju“ sublingvalni predeo i retromolarnu regiju, (tzv.,,drenazno
podru¢je* u kome se hrana i te€nost najviSe zadrzavaju 1 ostvaruju najduzi kontakt sa
sluzokozom). Donja usna je sa druge strane dodatno izloZena Stetnom delovanju
sunCevih zraka, kao i hemijsko-termi¢kim oSteCenjima cigareta. Ovakva distribucija
lokalizacije karakteristi¢na je i za druge evropske zemlje, dok je u Indiji npr. zbog
navike Zzvakanja duvana, najceS¢a lokalizacija tumora usne duplje na obraznoj

sluzokozi.

Posmatraju¢i vreme proteklo od pojave prvih tegoba pa do dana operacije,
konstatovali smo da se vecina pacijenata javila lekaru tokom prvih 6 meseci (46%).
Ipak, ne tako mali broj pacijenata se obratio lekaru tek u poodmaklom stadijumu bolesti
(13 ispitanika se obratilo lekaru za pomo¢ tek dve godine nakon Sto su primetili
promenu u usnoj duplji). S obzirom na zlocudnost i tok malignog procesa, neophodno je
da se pacijenti obrate lekaru u §to ranijem periodu bolesti. Svaka promena u usnoj duplji
koja perzistira duze od dve nedelje trebalo bi da bude alarm kako za pacijente, tako i za
doktore. Ranom identifikacijom potencijalne onkogene pretnje omogucava se bolja

prognoza bolesti, smanjuje period lecenja, oporavka 1 ukupnih troskova.
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U ispitivanom uzorku bio je priblizno jednak broj puSaca i nepusaca. Grupa
ispitanika koja se deklarisala kao pusaci, konzumirala je najéescée jednu do dve paklice
cigareta dnevno, unazad viSe od 20 godina. Procentualni odnosi ,,teskih* puSaca su u
skladu sa brojem obolelih osoba koji su bili predmet istrazivanja sli¢nih studija (Kao, et
al., 2015, Macek and Yellowitz, 2013).

Iako se alkohol ne svrstava u kancerogene, on moze biti rastvara¢ koji
omogucava povecanu ¢elijsku propustljivost drugih kancerogena. Isto tako i neki ne-
alkoholni sastojci alkoholnih pi¢a mogu imati kancerogene efekte. Interesantno je to da
je 80% obolelih navelo da uopste ne konzumira zestoka alkoholna pi¢a. Ovaj podatak se
mora prihvatiti sa dozom sumnje, s obzirom na to da je tokom anketiranja pacijenata
Cesto primecen iskaz ispitanika koji nije bio podudaran sa psiho-fizickim habitusom.
Ovo moze da znaci da se obolele osobe ne zele da priznaju konzumaciju Zestokih
alkoholnih pica ili pak da svakodnevno ispijanje alkohola potcenjuju i smatraju da ta
navika nije zabrinjavaju¢a i opasna po zdravlje. Mozda je kod nekih prisutan i strah od
toga da bi se kao deklarisani alkoholicari, odnos doktora prema pacijentu mogao
promeniti.

Pacijenti leceni na Klinici bili su razli¢itog TNM statusa. Skoro 48% obolelih
imalo je ve¢ razvijene metastatske promene u regionalnim limfnim ¢vorovima, dok su

udaljene metastaze primeéene kod dva obolela pacijenta.

Na petogodisnjem preseku, 42% obolelih nije bilo Zivo, odnosno 32 pacijenata
je umrlo u prvih 5 godina od operacije. Nazalost, dostupni podaci nisu govorili 0
primarnom uzroku smrti, tako da nismo mogli da utvrdimo da li su operisani pacijenti

preminuli zbog posledica Sirenja tumora ili usled nekog drugog uzroka (komorbiditeta).

Oralni planocelularni karcinom — molekularno-geneticki rezultati

Polimorfizmi u genu za MTHFR spadaju u red najispitivanijih polimorfizama u
ljudskom genomu, a SNP C677T u MTHFR genu se dovodi u vezu sa rizikom za

nastanak velikog broja oboljenja. Medutim, ne postoji veliki broj nau¢nih radova koji su
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pokusali da utvrde povezanost C677T polimorfizma i poviSenog rizika za oboljevanje

od oralnog planocelularnog karcinoma.

U naSoj studiji nije ustanovljena asocijacija izmedu polimorfizma pojedinacnog
nukleotida na poziciji 677 MTHFR gena i pojave OPK. Ovaj rezultat je u saglasnosti sa
nekoliko ranijih studija. Npr., Weinstein i saradnici (Weinstein, et al., 2002) su dosli do
zakljuc¢ka da polimorfizam C677T polimorfizam ne predstavlja faktor rizika za
oboljevanje od oralnog planocelularnog karcinoma. Sli¢no tome, u studiji Solomona i
sar. (Solomon, et al., 2008) sprovedenoj na uzorku od 126 obolelih osoba Indijskog
porekla doslo se do zaklju¢ka da C677T polimorfizam nije faktor rizika za nastanak
oralnog planocelularnog karcinoma. Vairaktaris i sar. (Vairaktaris, et al., 2006),
pozivajuci se na literaturne podatke da 35% Evropljana ima T mutirani alel (u homo ili
heterozigotnom obliku), zakljucili su da MTHFR 677T forma predstavlja ,,minoran

rizik za nastanak oralnog planocelularnog karcinoma*.

Zanimljivo je da je studija Galbiatija i saradnika (Galbiatti, et al., 2012)
sprovedena na 256 pacijenata obolelih od karcinoma glave i vrata nasla povezanost
izmedu ovog SNP i tumora glave 1 vrata. U ispitivanom uzorku obradivani su podaci
vezani za pol i starost ispitanika, TNM status, upotrebu duvana i alkohola, stopu
prezivljavanja. Autori su na osnovu rezultata zakljucili da C677T polimorfizam ima
uticaja na poviseni rizik za oboljevanje od karcinoma glave i vrata kod osoba muskog
pola, starije starosne dobi i onih koji konzumiraju duvan i alkohol. Takode su zakljuéili
da isti polimorfizam ¢esto prati losiji TNM status, kao i goru prognozu bolesti. Do
slicnih zakljuaka dosli su Rodrigues i sar. (Rodrigues, et al., 2010) analiziraju¢i 100

obolelih osoba latino-ameri¢kog porekla.

Sli¢no prethodnoj, i studija Kalkana i saradnika (Kalkan, et al., 2014) ukazuje na
znacaj C677T polimorfizma kao faktora rizika za pojavu rekurentih oralnih ulceracija.
Autori su takode predlozili povecanje unosa folata putem hrane kod osoba koji boluju
od ovih lezija. S druge strane, Kawakita i saradnici (Kawakita, et al., 2012) koji su
radili sliénu studiju kod obolelih od karcinoma glave i vrata smatraju da povecanje

unosa folata nema uticaja na ishod i prognozu bolesti kod ovih pacijenata.
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Studija Sailasrea (Sailasree, et al., 2011) koja je obuhvatila 101 osobu obolelu od
oralnog planocelularnog karcinoma, prosecne starosti od oko 58 godina pokazala je
znatno CeS¢u zastupljenost T alelne forme unutar grupe ispitanika obolelih od ovog
tumora. Na osnovu toga autori su zaklju¢ili da C677T polimorfizam moze da

predstavlja faktor rizika za oboljevanje.

Studija Supi¢ i saradnika (Supic, et al., 2011) je posebno interesantna, s obzirom
na to da je sprovedena na uzorku srpske populacije. Ispitivano je 96 osoba obolelih od
oralnog planocelularnog karcinoma, dok su kontrolnu grupu sacinjavale 162 zdrave
osobe. Ispitanika muskog pola bilo je priblizno tri puta viSe, Sto je sliéno naSim
rezultatima (72 muskaraca i 24 Zene). Treéina obolelih ispitanika se deklarisala kao
alkoholicari, dok je oko 70% ispitanika navelo da su viSegodiS$nji puSaci. Analizirajuci
genotipove obolelih i osoba kontrolne grupe, utvrdena je sli¢na zastupljenost
genotipova. Ipak, kada su autori posmatrali distribuciju genotipova unutar grupa
ispitanika u zavisnosti da li konzumiraju Zestoka alkoholna pica ili ne, autori su
zakljucili da ,,MTHFR 677T alel predstavlja faktor rizika za oboljevanje od oralnog

karcinoma kod osoba koje svakodnevno upotrebljavaju alkoholna pica‘.

Najnovija studija iz 2015. godine, obradila je uzorak Iranske populacije,
odnosno 57 osoba obolelih od oralnog planocelularnog karcinoma (Miri-Moghaddam, et
al., 2015). Zanimljivo je da su u ispitivanom uzorku imali 60% osoba zenskog i 40%
osoba muskog pola, pri ¢emu je blizu 60% obolelih bilo mlade od 60 godina. Na osnovu
rezultata genotipizacije, autori su istakli znacaj C677T polimorfizma na povecani rizik
za oboljevanje od ovog tumora (OR=2.2, 95% CI:1-5, P = 0.04).

Meta-analiza Zhuoa i saradnika (Zhuo, et al., 2012), koja je obuhvatila pregled 6
publikovanih radova (od 2002. do 2012.godine), zakljucila je da C677T polimorfizam
,nije znacajan faktor rizika za oboljevanje od oralnog Kkarcinoma”, ali da MTHFR
677TT alelna forma moze imati ,,diskretan znacaj u riziku za oboljevanje kod soba koje

zloupotrebljavaju alkoholna pica”.

Meta-analiza Jia i saradnika (Jia, et al., 2014), koja je obuhvatila pregled 7

publikovanih radova (od 2002. do 2013.godine), zakljucila je da postoji ,,marginalan
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uticaj C677T polimorfizma na rizik za oboljevanje od oralnog karcinoma”. Ipak, kada
su analizirali polimorfizam ovog gena samo kod pacijenata Azijskog kontinenta i onih
koji svakodnevno konzumiraju velike koli¢ine alkoholnih pic¢a, zakljucili su da postoji
povecani rizik za oboljevanje. Na osnovu sagledanog, uoCavamo da rezultati
genotipizacije naSeg uzorka i polimorfizam MTHFR gena kao faktora rizika za
oboljevanje od oralnog karcinoma, odgovaraju literaturnim podacima i istrazivanjima

sprovedenim na ostalim Evropskim populacijama.

U tabeli 23 dat je uporedni prikaz ucestalosti genotipova za MTHFR 677
polimorfizam za neke od svetskih populacija i1 jasno se moze uociti velika Sarolikost

rezultata (Tabela 23).

Tabela 23 — Uporedna analiza genotipova za MTHFR 677 polimorfizam

Srpska Iranska Indijska Srpska Indijska Evropska Latino-
populacija populacija populacija populacija populacija populacija ameri¢ka
(Ii¢) (Miri- (Sailasree, et | (Supic, etal., (Solomon, et | (Vairaktaris, populacija
Moghaddam, | al., 2011) 2011) al., 2008) et al., 2006) (Weinstein, et
etal., 2015) al., 2002)
< = = © =) o
— L~ E [<1] S L~ % L~ < L~ o L~ g L~
s ey|le |eq| L 8 & sT|L |s8|L |s8|L S
2ul€1|s |£%=s |E%3 |E9|= |E0|l= |Ev|=z |Ev
O —=| x <& El ¥ = 2 v £ ] ¥ &2 ¥ E| 2 & |2 ¥ £
o Qo Qo Qo
© o o o o o
CC | 3 | 163 | 34 47 92 |108 | 50 80 48 48 28 45 67 69
(50%) | o) | (60%) | (76%) | (91%) | (78%) | (52%) 49%) | @8w) | @8%) | (25%) | (38%) (50%) (47%)
CT | 36 |19 | 21 14 8 29 32 66 55 42 76 65 53 62
@3%) | 46%) | G1%) | (22%) ©%) | @) | (33%) @0%) | (@4%) | (42%) | (69%) | (54%) (39%) (42%)
TT 7 59 2 1 1 1 14 16 23 10 6 10 15 15
%) | (4%) (3%) (2%) (1%) (1%) (15%) 1%) | @sw) | (to%) (6%) ®%) (11%) (11%)

U naSoj studiji nije nadena veza izmedu GSTMI polimorfizma i OPK, dok je
ustanovljeno da je GSTT1 polimorfizam faktor rizika za pojavu oralnog kancera.
Naime, osobe sa delecijom GSTT gena imaju 3 puta veéi rizik da obole od OPK, u

odnosu na one koje poseduju gen. GSTM1 i GSTT1 polimorfizmi se dovode u vezu sa
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rizikom za nastanak velikog broja oboljenja. U literaturi se moze na¢i znacajan broj
naucnih radova koji su ispitivali uticaj delecije ovih genskih lokusa na povisen rizik za
nastanak i oboljevanje od orofaringealnih karcinoma (Amador, et al., 2002, Sreelekha,
etal., 2001).

Zanimljivo je da veéina studija smatra da je delecija GSTM faktor rizika za
pojavu tumora glave i vrata. Istrazivanje Varcla-Lema i sar. je posebno znacajno s
obzirom da je njihova meta-analiza obuhvatila 3177 obolelih osoba i 4606 zdravih
individua (Varela-Lema, et al., 2008). Njihov zaklju¢ak da upotreba duvana i geneticki
polimorfizmi imaju znacajnu ulogu u nastanku orofaringealnog karcinoma u saglasnosti
je i sa studijom Masooda i saradnika (Masood, et al., 2011), koji su potvrdili znacaj
delecionog GSTML1 polimorfizma u kancerogenezi tumora glave i vrata kao i nekih
drugih udruzenih polimorfizama (CYP1Al, GSTT1,GSTP1). Do sli¢nih rezultata o
znac¢aju GSTM1 i CYP1A1 polimorfizama u riziku za nastanak karcinoma glave i vrata
doslo se i u studiji Gattasa i saradnika (Gattas, et al., 2006).

Istrazivanje Singha i saradnika uradeno na uzorku od 175 osoba obolelih od
karcinoma glave i vrata pokazalo je visok rizik oboljevanja kod osoba sa GSTML1 i
GSTT1 delecijom (OR: 2.49 i OR: 2.75) (Singh, et al., 2008). Autori su takode ukazali
na Stetan uticaj Zvakanja duvana koji kod osoba sa ovim delecijama dodatno povecavaju
rizik za oboljevanje (GSTM1 - OR: 3.5 i GSTT1 - OR: 2.2). Kod osoba koje
svakodnevno koriste alkoholna pic¢a, rizik za oboljevanje se kod GSTM1 delecije
uvecava 4, a GSTT1 delecije 3 puta. Iste zaklju¢ke su izneli Tanwar i saradnici
(Tanwar, et al., 2015). Oni su objasnili da nedostatak GSTM1 aktivnosti povecava
vulnerabilnost oralne mukoze, potenciraju¢i Stetno dejstvo duvanskih karcinogena Sto

dalje vodi diplaziji tkiva, nastanku leukoplakija i oralnih karcinoma.

Jedini literaturno dostupan rad koji nije uocio povezanost GSTMI/GSTTI1
polimorfizama i rizika za nastanak karcinoma glave i vrata kod pusaca je studija
Bisellija i saradnika (Biselli, et al., 2006). Ovo istrazivanje je sprovedeno na uzorku

Brazilske populacije, a obuhvatilo je 45 obolelih i 45 zdravih individua.
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Ispitivanja Kocha i saradnika, pokazala su da delecija GSTM1, ne samo da nosi
povecani rizik za oboljevanje od oralnog karcinoma, ve¢ i da ima diretan uticaj na
veli¢inu tumora i pojavu ranih metastaza (Koch, et al., 2010). Studija Shukla je takode
ukazala na prognosticki znacaj GST polimorfizama, zakljuc¢ivsi da delecija GSTM1 nosi

krace prezivljavanje u odnosu na GSTT1 deleciju (Shukla, et al., 2013).

Meta-analiza Penga i saradnika (Peng, et al., 2014) nije uocila povezanost
GSTM1 (OR=1.35, 95%CI=0.68-2.68, P=0.39) i GSTT1l delecije (OR=1.41,
95%CI1=0.72-2.77, P=0.31) i rizika za oboljevanje od oralnog planocelularnog
karcinoma na uzorku kineske populacije, dok je meta-analiza Liu-a i saradnika, na istoj
populaciji nasla povezanost GSTML1 delecije i rizika za oboljevanje od oralnog
planocelularnog karcinoma (OR 1.23, 95% CI 1.12-1.34). Na uzorku Indijske
populacije takode je utvrdena povezanost izmedu poviSenog rizika za OPK i GSTM1
delecije (OR=1.59, 95%CI=1.20-2.11, P=0.001). Studija Zhanga i saradnika (Zhang, et
al., 2011) obuhvatila je uzorak Evropske i Azijske populacije. Zakljucili su da GSTM1
nulti genotip moze biti u vezi sa povisenim rizikom za oboljevanje kod Azijske ali ne i
kod Evropske populacije. Ipak ovaj uticaj nije striktan i moze biti u vezi sa ,,pusackim”
navikama Evropskih ispitanika. Takode, zakljuéili su da GSTTL1 nulti genotip ,,ne
mora” biti u vezi sa rizikom za oboljevanje od oralnog karcinoma. Slicno misljenje
iznela je i grupa autora predvodena Zhaom (Zhao, et al., 2014) zaklju¢ivsi da GSTM1
delecija nosi rizik za oboljevanje kod Azijske (OR =1.39, 95% CI=1.27-1.53; P=0.000)
ali ne i kod Evropske populacije (OR=0.99, 95% CI=0.83-1.18; P=0.677).

Analizirajuci distribuciju GST genotipova kod razli¢itih etnickih grupa primetne
su velike varijacije u ugestalosti. Sto se ti¢e GSTM1/GSTT! polimorfizama i rizika za
nastanak i oboljevanje od oralnog planocelularnog karcinoma, veliki broj radova govori

u prilog njihovoj povezanosti (Buch, et al., 2002, Kriger, et al., 2015) (tabela 24 i 25).
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Tabela 24 — Komparativna distribucija GSTM1 alela razli¢itih etnickih pripadnosti

Srpska populacija Indijska populacija | Nemacka populacija
11i¢) (Buch, et al., 2002) (Krager, et al., 2015)
Oboleli Kontrole Oboleli Kontrole | Oboleli | Kontrole
(n=78) (n=182) (n=29) (n=450) | (n=100) (n=93)
GSTM1+ | 51 (65%) | 120 (66%) | 151 (51%) | 339 (76%) | 43 (43%) | 40 (43%)
GSTM1- | 27 (35%) | 62 (34%) | 146 (49%) | 111 (24%) | 57 (57%) | 53 (57%)

Tabela 25 — Komparativna distribucija GSTT1 alela razli¢itih etni¢kih pripadnosti

Srpska populacija Indijska populacija | Nemacka populacija
(Ii¢) (Buch, et al., 2002) (Kriger, et al., 2015)
Oboleli Kontrole Oboleli Kontrole Oboleli | Kontrole
(n=77) (n=182) (n=297) (n=450) (n=100) | (n=93)
GSTTL1+ | 46 (60%) | 153 (84%) | 243 (82%) | 395 (88%) | 78 (78%) | 76 (82%)
GSTT1- | 31(40%) | 29 (16%) | 54 (18%) | 55 (12%) | 22 (22%) | 17 (18%)

Polimorfizmi unutar TNF gena su poslednjih godina predmet interesovanja
brojnih nau¢nih studija. Samo u poslednje 3 godine publikovan je veéi broj meta-analiza
koje su pokazale povezanost TNF-alfa G308A polimorfizma (rs 1800628) sa poviSenim
rizikom za pojavu razli¢itih bolesti. Osim oboljenja kao §to su dermatomiozitis (Chen,
et al., 2014), acne vulgaris (Yang, et al., 2014), ishemi¢na bolest srca (Wang, et al.,
2015), Alchajmerova bolest (Lee, et al., 2015, Wang, 2015), reumatoidni artritis (Song,
et al., 2014) i dijabetes (Meng, et al., 2014, Sefri, et al., 2014), postoje i studije u kojima
je utvrdena povezanost TNF-alfa polimorfizma sa razvojem onkogenih oboljenja kao
Sto su tumori digestivnog sistema (Chen, et al., 2013, Guo, et al., 2013, Yang, et al.,
2014), kostne srzi (Chen, et al., 2015) i pluca (Xie, et al., 2014). Analizirajuci uzorak
od 176 osoba obolelih od bazocelularnog karcinoma koze poljske etni¢ke pripadnosti,

autori su zakljucili da TNF-alfa G>A polimorfizam ne uti¢e na nastanak i razvoj
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bazocelularnog karcinoma koze. Medutim, daljim ispitivanjem, utvrdili su da ova alelna
varijanta (bilo u homozigotnom, bilo u heterozigotnom stanju) znacajno povecava rizik
od ponovne pojave tumora (OR = 4.8, 95% CI: 1.6-13.9, p = 0.004) (Sobjanek, et al.,
2015).

U nasoj studiji nije ustanovljena povezanost izmedu promotorskog polimorfizma
na poziciji -308 u TNF alfa genu i pojave OPK, §to je u suprotnosti sa rezultatima
studije Gupta i sar. koji su nasli znacajnu asocijaciju izmedu alela A i1 povecanog rizika

od OPK u indijskoj populaciji (Gupta, et al., 2008).

U radu Liu i i saradnika (Liu, et al., 2005) genotipizirana su 192 pacijenta
obolela od oralnog karcinoma, dok je kontrolnu grupu ¢inio uzorak od 146 zdravih
individua. Rezultati ispitivanja pokazali su vecu ucestalost GG genotipa kod obolelih u
odnosu na zdrave individue (91.2% - oboleli prema 82.2% - zdravi; p=0.02), sto je
upucivalo na protektivni efekat alela A u tajvanskoj populaciji. Medutim, autori u svom
radu nisu prikazali logisti¢nu regresionu analizu i izraCunavanje rizika. Ucestalosti alela
I genotipova na uzorku tajvanske populacije poredili su sa rezultatima drugih studija
koje su ispitivale osobe obolele od razlic¢itih oboljenja (pankreatis, kolorektalni
karcinom i dr.) i ustanovili da je procentualna distribucija genotipova sli¢na. Kada te
podatke uporedimo sa rezultatima dobijenim u ovoj studiji vidimo da su nasi rezultati
generalno podudarni sa literaturnom statistikom. Ipak, u nasoj populaciji primetna je
diskretno veca ucestalost mutacija na -308. genskom lokusu, u heterozigotnom stanju,
kako kod zdravih tako i kod obolelih osoba (Tabele 26, 27).

Tabela 26 — Distribucija genotipova obolelih osoba Srpske i Tajvanske populacije

Oralni planocelularni karcinom
Genotipovi Srpska populacija Tajvanska populacija (n=192)
(n=50) (Ili¢) (Liu, et al., 2005)
GG 35 (69%) 175 (91.2%)
GA 14 (29%) 16 ( 8.3%)
AA 1 (2%) 1 ( 0.5%)
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Tabela 27 — Distribucija genotipova zdravih osoba razli¢itih etnickih pripadnosti

Zdrave osobe
Genotipovi Srpska Tajvanska Kineska Korejska Spanska Nemacka
populacija populacija populacija populacija populacija populacija
(n=125) (n=146) (n=220) (n=92) (n=102) (n=200)
(11i¢) (Liu, etal.,, | (Wu,etal., | (Jang, etal., | (Corbalan, | (Beranek, et
2005) 2003) 2001) etal.,, 2004) | al., 2003)
GG 89 120 180 85 84 142
(71%) (82.2%) (81.8%) (92.4%) (82.2%) (71%)
GA 35 24 27 7 16 57
(29%) (16.4%) (12.3%) (7.6%) (15.7%) (28%)
AA 1 2 13 0 2 1
(0.8%) (1.4%) (5.8%) (1.9%) (0.5%)

Ispitivanja polimorfizama u genima za TNF alfa receptore su nesto manje radena
nego u samom TNF alfa genu. Postoje studije koje su pokusale da povezu polimorfizme
TNF-alfa receptora sa koncentracijom i pokretljivoséu spermatozoida (Lazaros, et al.,
2012), endometriozom (Chae, et al., 2008), reumatoidnim artitisom (Li, et al., 2014,
Morales-Lara, et al., 2012, Swierkot, et al., 2015), spondilitisom (Chatzikyriakidou, et
al., 2009), alkoholnim hepatitisom (Nguyen-Khac, et al., 2010) i drugim oboljenjima.
Samo nekolicina studija se bavila ispitivanjem ovih SNP-ova u malignitetima. Tako su
Lee 1 sar. povezali +676 SNP sa lo§ijim preZivljavanjem pacijenata sa ne-sitnocelijskim
kancerom pluc¢a, dok su Xu i saradnici, sasvim suprotno, utvrdili da mutirani alel G 1
genotip GT smanjuju moguénost za nastanak kancera dojke (Lee, et al., 2013, Xu, et al.,
2014). Yu i sar. su ustanovili da prisustvo drugog polimorfizma u TNF alfa R2
(rs1061624) uti¢e na nastanak kolorektalnog karcinoma (Yu, et al., 2014). U nasoj
studiji prisustvo alelnih formi gena u sluéaju TNF alfa R1 nije pokazalo asocijaciju sa
pojavom OPK, dok je SNP u genu za TNF alfa R2 faktor rizika za pojavu OPK (OR:
2.4) (Kostic, et al., 2013). Gupta i sar. su, sem ranije pomenute veze izmedu TNF alfa i
OPK, nasli asocijaciju i izmedu nekoliko polimorfizama u genima za TNF alfa
receptore i OPK. Medutim, u tim ispitivanjima analizirani su razli¢iti polimorfizmi TNF

alfa receptora u odnosu na one ispitivane u ovoj studiji (Gupta, et al., 2008).
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| polimorfizmi u genima za TNF alfa receptore pokazuju izrazitu varijabilnost u
odnosu na geografsko poreklo i etnicku pripadnost ispitanika razli¢itih studija
asocijacije. Ova ¢injenica jasno ukazuje na potrebu da svaka populacija mora da formira
sopstvene baze podataka sa distribucijama alela i genotipova za najcesc¢e funkcionalne

polimorfizme u klju¢nim klasama gena.

Da bi se bolje sagledali uloga i zna¢aj polimorfizama kao predisponiraju¢ih
naslednih faktora za nastanak epitelnih tumora usne duplje, neophodno je nastaviti sa
ovom vrstom istrazivanja na novim genima i na ve¢em uzorku. Znacaj ove studije
ogleda se u Cinjenici da je u velikoj meri pionirska, kako iz ugla odabranih tumora, tako

i iz ugla odabranih gena.
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6. ZAKLJUCAK
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U skladu sa postavljenim ciljevima istrazivanja, na osnovu dobijenih rezultata

moze se zakljuciti da:

Polimorfizmi u genu za TNFa i TNFa-R1 predstavljaju izrazit faktor

rizika za pojavu odontogenog keratocisti¢nog tumora.
Polimorfizmi u genu za MTHFR, GSTMI1, TNFa-R2 ne predstavljaju

faktor rizika za nastanak odontogenog keratocisti¢nog tumora.

Od planocelularnog karcinoma usne duplje najcesce oboljevaju osobe
muskog pola, starije zivotne dobi (preko 50 godina). Najcesca

lokalizacija tumora je na donjoj usni, jeziku ili podu usta.

Delecioni polimorfizam u genu za GSTT1 predstavlja znacajan faktor

rizika za razvoj oralnog planocelularnog karcinoma.

Polimorfizam u genu za TNF o R2 je znacajan faktor rizika za

oboljevanje od oralnog planocelularnog karcinoma.

Polimorfizmi u genima za MTHFR, GSTM1, TNF a, TNF o R1 nisu

modulatori rizika za nastanak oralnog planocelularnog karcinoma.
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Prilog br.1 — informator za pacijente

Klinika za maksilofacijalnu hirurgiju
Stomatoloski fakultet

Univerzitet u Beogradu

ul. Dr Subotica br. 4

tel: 011/2685-064

INFORMATOR ZA PACIJENTE

Naslov istraZivanja

» ISPITIVANJE POLIMORFIZAMA GENA ZA GLUTATION
TRANSFERAZU, METILEN TETRAHIDROFOLAT REDUKTAZU,
FAKTOR NEKROZE TUMORA I NJEGOVE RECEPTORE U
EPITELNIM TUMORIMA USNE DUPLJE “

Predlog i svrha istrazivanja

Ovo je klini¢ko istrazivanje Klinike za Oralnu hirurgiju i Klinike za Maksilofacijalnu
hirurgiju Stomatologkog fakulteta u Beogradu. Njen cilj je uporedna analiza klinigkih i
molekularno-geneti¢kih markera kod histopatoloski verifikovanih epitelnih tumora usne
duplje, kao i traZenje eventualne povezanosti izmedu pomenutih parametara.

Procedura ispitivanja

Studijom ¢e biti obuhvaceni pacijenti koji boluju od epitelnih tumora usne duplje.
Indikaciju za operativni zahvat postavljaju ordinirajuéi lekari sa visegodisnjim klini¢kim
iskustvom, iskusni hirurzi Klinika za oralnu i maksilofacijalnu hirurgiju. Tokom operativnog
zahvata uzimade se deo grani¢nog (zdravog) tkiva, perifernije od tumora, koje se 3alje na
histopatolosku analizu zbog provere radikalnosti operativnog zahvata. U sludaju kada
histopatoloska verifikacija potvrdi da u graniénom tkivu nema prodora malignih Eelija,
pristupiée se daljoj molekularno-geneti¢koj analizi. Kod pacijenata obolelih od odontogenog
keratocisti¢nog tumora, u cilju DNK analize, uzimace se bris bukalne sluzokoze.

Rizici po pacijenta i ograni¢enje istraZivanja

Ucestvovanje u studiji ne nosi nikakav rizik po pacijente. Rizik se odnosi isklju¢ivo na
operativni zahvat i anesteziolosku proceduru i prisutan je bez obzira na studiju.
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Oc¢ekivana korist od istraZivanja

Epitelni tumori usne duplje predstavljaju veliki sociomedicinski problem. Njihov
nastanak jo$ uvek nije u potpunosti razja3njen. Studija ¢e molekularno-geneti¢kom analizom
tkiva nastojati da otkrije prisustvo genetitkih markera koji bi mogli da budu pokazatelji manje
ili veée sklonosti osobe ka nastanku ovih tumora.

Ucestvovanje u studiji je dobrovoljno

Utestvovanje u studiji je dobrovoljno i ne podrazumeva materijalnu nadoknadu i
materijalne tro§kove pacijenta. Pacijent u svakom trenutku moZe da ne prihvati ili da odustane
od studije.

Dokumentacija o pacijentu

Dokumentacija o pacijentu je poverljiva. Uvid u medicinsku dokumentaciju, osim
ordinirajuéeg lekara, mogu imati samo &lanovi istrazivatkog tima. Ako nove informacije u
nauci i praksi postanu dostupne, pacijent ée na vreme biti obavesten. Istraziva&i su duzni da
ispitanicima (na njihov zahtev) daju sve informacije vezane za studiju.

Okolnosti i uslovi pod kojima ée istraZivanje biti izvedeno

Okolnosti i uslovi se nece razlikovati od uobi¢ajenih uslova pod kojim se izvodi
hirur§ka intervencija uklanjanja tumora usne duplje u uslovima lokalne ili opste endotrahealne
anestezije.

Priblizan broj uéesnika u studiji

Priblizan broj u¢esnika u studiji ¢e biti oko 100 pacijenata.
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Prilog br.2 — pisana saglasnost pacijenta

Formular koji se odnosi na saglasnost pacijenta

Naslov studije:

4 ISPITIVANJE POLIMORFIZAMA GENA ZA GLUTATION
TRANSFERAZU, METILEN TETRAHIDROFOLAT REDUKTAZU,
FAKTOR NEKROZE TUMORA I NJEGOVE RECEPTORE U
EPITELNIM TUMORIMA USNE DUPLJE“

Broj pacijenta:

Ja, , informisan sam o prirodi i ciljevima ove
studije za koju sam pitan da uestvujem, ukljudujuéi detalje i procedure koje su potrebne da se
ista sprovede.

Svestan sam i slazem se da ¢e li¢ne informacije vezane za medicinske izvestaje biti
pregledane od strane kompetentnih institucija. Svaka informacija vezana za mene bice
poverljiva. Samo ¢e anonimni studijski podaci biti koridéeni za objavljivanje.

Razumeo sam da nisam obavezan da u¢estvujem u studiji i da mogu da se povudem u bilo
koje vreme bez predrasuda prema mom daljem tretmanu.

Ja dobrovoljno prihvatam da uéestvujem u studiji i da sakupljene i procesuirane li¢ne i
informacije koje se tiéu moga zdravlja, neée biti ogranienje za moj eventualni izlazak iz studije.

Slazem se da informacije vezane za mene mogu biti poslate u druge evropske zemlje.
Pristajem da se informacije mogu preneti u druge zemlje unutar i izvan Evropske unije.

Ime pacijenta Potpis Datum (dan, mesec, godina)

Ime istrazivaca Potpis Datum (dan, mesec, godina)
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Prilog br.3 — istrazivacki karton

ISTRAZIVACKI KARTON

Evidencioni broj ispitanika:

Broj protokola:

Ime i prezime pacijenta:

Pol:

Godina rodenja:

Porodi¢na anamneza:

Li¢na anamneza:

Klini¢ka dijagnoza bolesti:

Histopatologka dijagnoza bolesti:

TNM Kklasifikacija:

Socio-epidemioloski status:

e Pusenje 1. ne pusi

3. 20-40 cigareta dnevno

1. unazad 5 godina
3. unazad 10 do 20 godina

e Konzumiranje Zestokih
alkoholnih pi¢a

1. ne pije
3. esto

1. unazad 5 godina
3. unazad 10 do 20 godina

PRISTANAK PACIJENTA:

U Beogradu,

2. do 20 cigareta dnevno
4. viSe od 40 cigareta dnevno

2. unazad 5 do 10 godina
4. unazad vise od 20 godina

2. povremeno
4. redovno
2. unazad 5 do 10 godina

4. unazad vise od 20 godina

Potpis ispitanika

Potpis istrazivaca
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9. BIOGRAFIJA AUTORA
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Doktor stomatologije Branislav Ili¢ roden je 25.10.1981. godine u Beogradu.
Osnovnu Skolu i X gimnaziju u Beogradu zavrsio je sa odlicnim uspehom kao nosilac
Diplome Vuk Karadzi¢. Stomatoloski fakultet Univerziteta u Beogradu upisao je 2000.
godine, a diplomirao 2005. godine sa prosecnom ocenom 9,45. Drzavni ispit polozio je

2006. godine.

Magistarsku tezu iz oblasti maksilofacijalne hirurgije pod nazivom ,,Ispitivanje
polimorfizama gena za MTHFR i GST kao faktora rizika za nastanak planocelularnih
karcinoma usne duplje uspesno je odbranio 2009. godine. 2011. godine polozio je

specijalisticki ispit i stekao zvanje specijaliste oralne hirurgije.

Tokom Skolovanja bio je stipendista Ministarstva prosvete Republike Srbije,
Fondacije za razvoj nau¢nog i umetni¢kog podmlatka, Ambasade kraljevine Norveske,

Vlade grada Beograda, Ministarstva za nauku Vlade Republike Srbije.

Kao nau¢ni israziva¢ — saradnik, bio je angazovan na tri projekta Ministarstva
nauke Republike Srbije (evid.broj 145042, 156039, 175075). Doktor Branislav Ili¢ je
autor i koautor 31 rada, u nau¢nim i struénim ¢asopisima i skupovima, od kojih su ¢etiri

objavljena u nau¢nim ¢asopisima indeksiranim u bazi SCIL.

0Od 2012. godine, dr Branislav Ili¢ je kao asistent zaposlen na Klinici za oralnu
hirurgiju StomatoloSkog fakulteta u Beogradu. Kontinuirano se stru¢no usavrsava u
oblasti nau¢nih disciplina kojima se bavi, neprestano unapredujuci svoja znanja i

vestine.

Doktor Branislav Ili¢ je oZenjen, otac Milice i Marka.
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UsjaBa o ayTopcTBY

ITornucanu HNauh bpanuciaas

Opoj uHIeKCa

H3sjaBibyjem
Jla je TOKTOpPCKa JqrcepTalja moj| HacCJIOBOM

HcnuTuBame noruMopdusMa rema 3a MeTWIeHTeTpaxuapodoaar peaykrasy,
rJIyTaTHOH TpaHcdepasy, GaKkTop HeKpPo3e TYMOPA O. U leroBe penenrope y
eNUTEJTHUM TYMOPHMA yCHE yIlbe.

® PE3yJTaT COIICTBCHOI' UCTPAXKUBAYKOI pajia,

e Jla MpeUIOKeHa JUcepTalyja y LeJIMHN HHU y JISIOBUMA HUje Onila mpeyiosKeHa
3a goOujame OWJIO KOje OUIUIOME MpeMa CTYAHJCKUM MporpaMuMa JIpYyrux
BHCOKOMIKOJICKMX yYCTaHOBA,

® Jla Cy pe3yaTaTH KOPEKTHO HaBEJIEHU U

e Jla HHMCAM KpIIMO/Ja ayTOpcka IpaBa U KOPUCTHO HHTENEKTYalHY CBOjJUHY
JPYTUX JIHIA.

[MoTrnuc 1oKkTopanga

VY beorpany,
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U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LUTaMMaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3nje AOKTOPCKOr paaa

Nme u npe3ume aytopa Nanh bpanuciaas

bpoj unnekca

Cryaujcku nporpam OpaJlHa XUpypruja

Hacnos pana HcenuruBame noauMopgusma

reHa 3a MeTuJieHTeTpaxuapogoaT peaykrasy, riiyraTuoH Tpancdepasy, paxkrop

HEKpo3e TYMOpa O U HeroBe pelentope y enuTeJJHUM TYMOPHMA yCHe AyIlJbe

MenTop npod.ap Jenena Munammmx
npod.ap Anexca Mapkosuh

IMornucanu/a

W3jaBipyjeM na je mrTaMiiaHa Bep3Hja MOT JOKTOPCKOT paja MCTOBETHA EJIEKTPOHCKO]
BEep3WjU KOJy caM TMpefao/ma 3a oOjaBbHBambe Ha HopTany JMruraaHor
peno3utopujyma YuuBep3urtera y beorpany.

Jlo3BosbaBaMm j1a ce 00jaBe MOjU JIMYHHU MMOJAIM BE3aHU 32 I0OMjamhe aKaJeMCKOT 3Bamba
JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UME M MPe3uMe, FOJIMHA U MECTO pol)era U 1aTyM oabpaHe
pana.

OBM JMYHM TOJAM MOTy ce€ O00jaBUTH Ha MpPEKHMM CTpaHMIIAMa JUTHUTAIHE
O6ubnuoTeke, y €NEeKTPOHCKOM Karalory M y myOiukanujama YHHUBEp3UTeTa Yy
beorpany.

IMoTnue noxkTopanaa

VY beorpany,
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UsjaBa o kopuwhemwy

Osnamhyjem YHuBep3utercky Ombmmoreky ,,CBerozap Mapkosuh™ na y JururamHu
perno3uToprjyM YHUBep3uTeTa y beorpanay yHece MoOjy JOKTOPCKY TUCEPTAIH]y IO
HaCJIOBOM:

HcenuruBame noauMop(pusMa resa 3a MeTuiIeHTeTpaxuapogoaar peaykrasy,
IJIYyTaTHOH TpaHcdepa3sy, paKkTop HeKpo3e TYMOpa O M H-eroBe peuenrope y
eNUTEeJHUM TYMOPHUMA yCHE AyIl/be

KOja je MOje ayTOpPCKO JeIO.

JlucepTanujy ca CBUM MPHIO3UMa TPeao/a caM y eJIeKTPOHCKOM (hopMary morogHom
3a TpajHO apXUBUPAHE.

Mojy TOKTOPCKY AMCEpTaHjy NOXpamkeHy y Jururanau perno3uTopujym Y HUBEp3UTETa
y Beorpany mMory na kopucTte CBH KOjH IOIITY]Y OApende caapikaHe y 01a0paHOM THITY
munenne Kpearusne 3ajeanuiie (Creative Commons) 3a kojy cam ce o1ydno/Ja.

1. AyropctBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPIIH]aTHO

3. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIHjaTHO — O€3 mpepajie

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIM]AJTHO — JIETUTH MOl HICTUM YCIIOBHUMA
5. AytopcTBO — 0€3 npepaje

6. AyTOpCTBO — JI€IUTH MO/ UCTUM YCIOBHMA

(Monumo 512 3a0KpYyXHTE CaMO jeIHY OJ IIeCT MOHYyheHHX JHUIeHLH, KpaTak OIHC
JIMIICHIIM JIaT je Ha MoJiehuHu JIucTa).

IMoTnuc 1okTOpaHga

VY beorpany,
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1. AyropctBo - J[03BOJbaBaTe YMHOXKABaHE, TUCTPHOYIH]Y U jJaBHO CAOIIITABAE Jeia,
U Tpepaje, ako ce HaBele MME ayTropa Ha HaduH ojpel)eH om crTpaHe aytopa HIIH
JaBaola JIUIEHIE, Yak W Yy KomepuujamHe cBpxe. OBO je HAjCiIO00THH]a O CBUX
JIMTICHIIH.

2. AyTopcTBO — HeKOMepIMjanHo. J{03BoJbaBaTe YMHOXKABAWbE, JUCTPUOYIIN]Y U JaBHO
caomIuTaBame Jeia, U mpepaje, ako ce HaBele MMe ayropa Ha HauuH onpehen of
CTpaHe ayTopa WM JaBaona JjuieHie. OBa JUICHIIA HE J03BOJbaBa KOMEPIUjaIHY
yrotpeOy nena.

3. AyropcTBO - HeKoMepuujanmHO — 0Oe3 mpepane. Jlo3BoseaBaTe yMHOKaBam-E,
TUCTpUOYLIMjy M jJaBHO CaoMIlTaBame Jena, 0e3 MpoMeHa, MpeoOIHMKOBama WU
yrnorpebe fena y CBOM Jelly, akO Ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauuH ozapeleH of cTpane
ayTopa win JaBaoua juueHine. OBa JUIEHIa He J03BOJbaBa KOMEpLHjalHy ynoTpedy
nena. Y OJHOCY Ha CBE OCTaje JMIEHIIE, OBOM JIMIIEHIIOM ce OrpaHu4aBa Hajsehu oOum
npaBa Kopumihema Jiena.

4. AyTOpCcTBO - HEKOMEpPUHUjIIHO — JAEIUTHU TOJ HCTUM YycioBuma. Jlo3BosbaBare
YMHO)KaBame, AUCTPUOYIMjy ¥ jaBHO CAONINTaBamke Jeia, U Mpepane, ako ce HaBeje
UMe ayTopa Ha HauuH ojapeheH on cTpaHe ayTopa WIM JaBaolia JIMLEHIE U aKo Ce
npepaga JAUCTpUOYUpa IMOJ HWCTOM WM CIMYHOM JwuneHioM. OBa JHIEHIa He
JI03BOJbaBa KOMEPIIMjATHY yIOoTpeOy Jieia u nmpepasa.

5. AyropctBo — 0e3 mpepaze. Jlo3BosbaBaTe yMHOXaBame, JAUCTPUOYLHU]Y U JaBHO
caoIIITaBame Jeia, 0e3 MpoMeHa, MPeodIMKOBakba WIK YIOTpede Jiena y CBOM Jielny,
aKo ce HaBe/le MMe ayTopa Ha Ha4MH oJpeleH o/ cTpaHe ayTopa WX AaBaolia JIUICHIIE.
OBa nuIieHIIa 103B0JbaBa KOMEPLHUjaJIHy yIIOTpeOy Jena.

6. AyTropcTBO - JA€IMTH TOJ UCTUM YycjaoBHMa. Jl03BoJbaBaTe YMHOXKaBame,
JUCTpUOYLIM]y U JaBHO CaOMILTaBame Jella, U Ipepaje, ako ce HaBeJe MUME ayTopa Ha
HauuH ojpeheH ox cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JHUIEHIIE W akKo ce Ipepaja
qucTpuOynpa IOJ HCTOM WIM CIMYHOM JnneHnoM. OBa JuIleHnIa J03BOJbaBa
KOMepLHjanHy ynoTpeOy nena u npepajga. CiauuHa je coTBEpPCKMM JIMIEHLIAMa,
OJIHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJa.
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