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ANALIZA STATUSA H-RAS GENA | EKSPRESIJE SURVIVINA | P21RAS U
KERATOCISTICNIM ODONTOGENIM TUMORIMA PRE I NAKON DEKOMPRESIJE

KRATAK SADRZAJ

UVOD. Keratocisti¢ni odontogeni tumori (KCOT) su benigne intrakostane lezije, lokalizovane u
donjoj i gornjoj vilici. Ovi tumori su ranije definisani kao ciste vilica zbog svog makroskopskog
izgleda. Medutim, njihova agresivna priroda i sklonost ka recidivima, kao i uloga genskih
mehanizama u njihovom nastanku, doveli su do toga da se ove lezije svrstaju u tumore glave i
vrata. Danas se smatra da su za njihov nastanak klju¢ne mutacije PTCH gena, koje su odgovorne
i za nastanak drugih tipova tumora, a detektovane su i u ovim lezijama, bez obzira da li su u pitanju

sporadi¢ni ili KCOT udruzeni sa Nevoid Basal Cell Carcinoma (NBCC) sindromom.

Jedan od protoonkogena koji ima uticaj na razvoj brojnih tumora ¢oveka, a izmedu ostalog
i oralnih karcinoma, je H-RAS gen. Ovaj gen ima ulogu u ¢elijskoj proliferaciji i diferencijaciji.
Mutacije H-RAS gena najces$ce su detektovane na poziciji 12. i 13. kodona. Pored mutacija i
polimorfizam ovog gena na 81. kodonu (81T/C) se smatra faktorom rizika za nastanak brojnih

tumora. Do sada prisustvo mutacija i polimorfizama H-RAS gena nije ispitivano u KCOT.

Takode, predmet dosadasnjih istrazivanja nije bilo ni prisustvo i lokalizacija p21lhras
proteina u ovim lezijama. Uloga ovog proteina, produkta H-RAS gena, ogleda se u prenosu
¢elijskog signala od membrane do unutrasnjosti ¢elije u cilju kontrole proliferacije i diferencijacije
¢elija. Prekomerna ekspresija ovog proteina je konstatovana u razli¢itim humanim tumorima, ali i
u normalnim tkivima kao §to su i zubni zameci. Vaznost poveéanog prisustva ovog proteina lezi u
¢injenici da se time moze delimi¢no objasniti povecana proliferacija epitela, a tako i1 agresivno

ponaSanje KCOT.

Lecenje KCOT najcesce podrazumeva dvofaznu proceduru koja obuhvata dekompresiju i,
u drugom hirurSkom aktu, enukleaciju preostale lezije kombinovanu sa primenom Karnojevog
rastvora. S obzirom da dekompresija dovodi do promena u veli€ini lezije, zadebljanja njenog zida,
kao i hiperplazije epitela, interesantno je povezati ove efekte sa promenama na molekularnom
nivou. U tom smislu, interesantno je analizirati uticaj dekompresije KCOT na ekspresiju proteina
koji su odgovorni za regulaciju ¢elijskog ciklusa i apoptoze, kao §to su survivin, ciklin D1 i

p21lhras, Sto do sada nije ispitivano.



CILJ. Ova studija je imala za cilj da ispita prisustvo mutacija na 12. i 13. kodonu H-RAS gena,
frekvenciju pojedinih genotipova i alela 81T/C polimorfizma istog gena u uzorcima KCOT i kod
zdravih osoba, kao i da uporedi rezultate ove dve grupe. Zatim, ciljevi ovog istrazivanja su bili i
detekcija ekspresije survivina, ciklin D1 i p21hras proteina u KCOT i perikoronarnim folikulima
neizniklih zuba (PF) 1 poredenje njihovih ekspresija izmedu ove dve grupe. Takode, studija se
bavila i analizom ekspresije survivina, ciklina D1 i p21hras proteina u tkivima KCOT pre i nakon
dekompresije. Pri tome, bilo je znacajno istraziti i eventualno postojanje korelacije izmedu
ekspresije ovih proteina, ali i sa duzinom trajanja dekompresije, starosnom dobi i polom pacijenata

i lokalizacijom tumora.

MATERIJAL | METODE. Ispitivanje mutacija H-RAS gena obavljeno je na uzorcima KCOT
52 pacijenta u ¢iju svrhu je primenjena PCR-SSCP (polymerase chain reaction — single strand
conformation polymorphism) metoda i sekvenciranje. Detekcija genotipova 81T/C polimorfizma
H-RAS gena vrSena na parafinskim uzorcima 50 pacijenata sa KCOT i na uzorcima periferne krvi
81 zdravih pojedinaca uz pomo¢ PCR-RFLP (polymerase chain reaction — restriction fragment
lenght polymorphism) tehnike. U drugi deo studije, koji predstavlja ispitavanje ekspresije proteina
imunohistohemijskom metodom, ukljuceno je 18 pacijenata sa sporadi¢nim KCOT, kao i uzorci 7
PF. Uzorci tumora uzeti pre i nakon dekompresije su izloZeni ze¢ijim poliklonalnim antitelima za
survivin (Termolab vision, Rockford, IL, USA) i p21hras (1:500, Termo lab vision, Rockford, IL,
USA) i ze¢ijim monoklonalnim antitelima za ciklin D1 (clone SP4, Termo lab Vision, Rockford,
IL, USA). Ekspresija survivina i ciklina D1 je analizirana kvantitativno, tako §to je odredivan
procenat pozitivnih ¢elija medu 1000 nasumi¢no odabranih epitelnih ¢elija u 10 vidnih polja
svakog uzorka KCOT. Ekspresija p21hras je analizirana semikvantitativno, tako §to je izratunavan
indeks bojenja, kao zbir ocene intenziteta bojenja i ocene procentualne zastupljenosti

imunoreaktivnih epitelnih ¢elija u svakom uzorku KCOT.

REZULTATI. Mutacije H-RAS gena na 12. i 13. kodonu nisu detektovane u KCOT. S druge
strane, 81T/C polimorfizam ovog gena se pokazao kao faktor rizika za nastanak ovih tumora, s
obzirom da postoji statisticki znacajna razlika u zastupljenosti pojedinih genotipova izmedu
obolelih i zdravih osoba () test, p=0,037). Genotip TT i alel T su znatno zastupljeniji kod osoba
sa KCOT u odnosu na kontrole. Takode, kod obolelih osoba genotipovi TT+TC u odnosu na
genotip CC su bili statisti¢ki znadajno es¢i (y? test, p=0,044). Genotip CC nije detektovan kod

obolelih osoba, a logisti¢kom regresionom analizom pokazano je da C alel ima protektivan efekat,



odnosno nosioci C alela imaju dva puta manji rizik za nastanak KCOT, u odnosu na osobe bez
njega (OR=0,49, p=0,027).

Svi uzorci KCOT su bili pozitivni za survivin, ciklin D1 i p21hras protein. Dok su antitela
za survivin i ciklin D1 obojila jedra éelija, p21hras je detektovan u citoplazmi ¢elija. Sto se tice
PF, sviuzorci su bili negativni za ciklin D1, dok su survivin 1 p2 1 hras nadeni u citoplazmi njihovih
epitelnih ¢elija. Poredeci ekspresiju p21hras proteina u epitelu KCOT i PF, nije nadena znacajna
razlika izmedu ove dve grupe lezija (t test za nezavisne uzorke, p =0.95). Konstatovana je znacajno
veca ekspresija survivina u uzorcima nakon dekompresije u odnosu na uzorke pre ove intervencije
(Wilcoxon test, p=0,039). Nasuprot survivinu, ciklin D1 i p21hras nisu promenili svoju ekspresiju
nakon ove terapijske procedure (Wilcoxon test, p=0,255, p=0,913). Na njihovu ekspresiju nije
imala uticaja duzina trajanja dekompresije, starost i pol pacijenata, kao ni lokalizacija tumora. U
ovoj studiji nije nadena statisti¢ki znaCajna povezanost ekspresije survivina sa hiperplazijom

epitela i inflamacijom vezivnog tkiva.

Histoloski rezultati pokazuju da je epitel i nakon dekompresije zadrzao karakteristike
tipicnog epitela KCOT. Broj uzoraka sa inflamacijom i ¢erkama cistama se povecao nakon
dekompresije. U uzorcima su nadena i Rastonova tela, koilocitoza, dzinovske ¢elije, Ciste Celije,

holesterolski kristali i distrofi¢ne kalcifikacije.

ZAKLJUCCI. Izostanak mutacija H-RAS gena u uzorcima KCOT ukazuje da ovakve izmene gena
mozda nemaju uticaja na nastanak KCOT. S druge strane, 81T/C polimorfizam ovog gena bi
mogao predstavljati faktor rizika za nastanak KCOT, pri ¢emu se genotip TT i alel T povezuju sa
razvojem ovih tumora. Genotip CC i alel C, na osnovu rezultata nase studije, imaju protektivnu
ulogu. Povecana ekspresija survivina u uzorcima KCOT uzetim nakon dekompresije bi se mogla
dovesti u vezu sa hiperplazijom i proliferacijom epitela. Prisustvo survivina, ciklin D1 i p21lhras
proteina nakon dekompresije sugeriSe da dekompresija mozda nema veliki uticaj na biolosko
ponasanje KCOT, $to ukazuje da bi i nakon dekompresije, tokom enukleacije preostalog

tumorskog tkiva trebalo razmotriti primenu dopunskih metoda za smanjenje rizika od recidiva.

Kljuéne reéi: keratocisti¢ni odontogeni tumori, dekompresija, H-RAS gen, 81T/C polimorfizam,

survivin, ciklin D1, p21hras.

Naucna oblast: Medicinske nauke-Stomatologija; UDK broj: 577.21:616.31-006(043.3)



ANALYSIS OF STATUS OF H-RAS GENE AND EXPRESSION OF SURVIVIN AND
P21RAS IN KERATOCYSTIC ODONTOGENIC TUMORS BEFORE AND AFTER
DECOMPRESSION

SUMMARY

INTRODUCTION. Keratocystic odontogenic tumors (KCOT) are benign osseous lesions
localized in the lower and upper jaw. These tumors used to be defined as cysts of jaws because of
their macroscopic appearance. However, their aggressive nature and tendency toward recurrence,
as well as involvement of genetic mechanisms in development, these lesions are better classified
as tumors of the head and neck. Nowadays, it is known that mutations of the PTCH gene are crucial
for development of KCOT as well as other tumors, whether or not KCOT are sporadic or associated

with Nevoid Basal Cell Carcinoma (NBCC) syndrome.

One of the protooncogenes which has an influence on the development and occurrence of
many tumors of the body including oral cancers is the H-RAS gene. This gene has a significant
role in cellular proliferation and differentiation. Mutations of the H-RAS gene are usually detected
in codons 12 and 13. In addition to mutations, there is a polymorphism in the codon 81 of the H-
RAS gene, considered as a risk factor for development of many tumors. To our knowledge presence

of mutations and polymorphisms of the H-RAS gene have not been investigated in KCOT so far.

To our knowledge, the presence and location of the p2lhras protein in these lesions have
not been the subject of research heretofore, so far. The role of this protein is based on the
transmission of signals through the cell from the membrane to the cellular interior in order to
control proliferation and differentiation of the cell. Overexpression of this gene is detected in many
tumors as well as normal tissue such as teeth germs. The importance of detecting this protein

indicates the aggressive behavior of KCOT and partially explains increased epithelial proliferation.

The treatment of KCOT involves a two-step procedure which include decompression and
enucleation of the rest of the lesion combined with the usage of Carnoy’s solution. Since
decompression leads to changes in lesion size, the thickness of the cyst wall, as well as epithelial
hyperplasia, it is important to analyze the influence of decompression of KCOT on expression of
proteins which are responsible for regulation of cell cycle and apoptosis, like survivin and cyclin

D1 and p21lhras, which have not been investigated thus far.



AIM OF THE STUDY. The study aims to investigate the presence of mutations in codons 12 and
13 and the frequency of genotypes and alleles of 81 T/C polymorphism of the H-RAS gene in KCOT
patients and healthy control. The results between these groups were compared. The detection of
expression of survivin, cyclin D1 and p2lhras proteins in KCOT and pericoronal follicles of
impacted teeth (PF) and comparisons of their expression between these two groups was also
studied. Further analysis of the expression of survivin, cyclin D1 and p21hras proteins in KCOT
tissues before and after decompression was conducted. Thereafter, we have investigated the
correlation of the expression of these genes mutually, as well as the correlation of the expression
of these genes with the duration of decompression, age and gender of patients, and the location of

tumors.

MATERIALS AND METHODS. Investigation of the H-RAS gene mutations was conducted on
KCOT samples of 52 patients using the PCR-SSCP (polymerase chain reaction — single strand
conformation polymorphism) method. Detection of 81T/C polymorphism genotypes of the H-RAS
gene was conducted on paraffin samples of 50 patients with KCOT and on samples of peripheral
blood of 81 healthy individuals using the PCR-RFLP (polymerase chain reaction — restriction
fragment length polymorphism) technique. In another study, 18 sporadic KCOT and 7 PF samples
were involved in the investigation of protein expression using the immunohistochemical method.
The tumor samples taken before and after decompression, were exposed to rabbit polyclonal
antibodies for survivin (Termolab vision, Rockford, IL, USA) and p21hras (1:500, Termo lab
vision, Rockford, IL, USA) and rabbit monoclonal antibodies for cyclin D1 (clone SP4, Termo lab
Vision, Rockford, IL, USA). Expression of survivin and cyclin D1 were analyzed quantitatively
by determining the percentage of positive cells among 1000 randomly chosen epithelial cells in 10
areas of each of the KCOT samples. Expression of p21hras was analyzed semi quantitatively by
counting the index of dying as a sum of the score of intensity of dying and the score of percentage

of immunoreactive epithelial cells in each of the KCOT samples.

RESULTS. Mutations in the codons 12 and 13 of the H-RAS gene were not observed in KCOT.
In contrast, according to our study, 81T/C polymorphism of this gene represents a factor of risk
for KCOT occurrence. Genotype TT and allele T are detected more often in people with KCOT
then in controls (chi-square test, p=0,037). Additionaly, the genotype TT compared with genotypes
TC+CC, was detected more often in patients with KCOT (chi-square test, p=0,046), as well as
genotypes TT+TC in regards to genotype CC (chi-square test, p=0,044). Genotype CC was not



registered in people with KCOT and logistic regression analysis showed that allele C had a
protective effect in regards to KCOT development since the carriers of this allele had a twofold
decrease in risk for KCOT development than individuals without it (OR=0,49, p=0,027).

All the samples of KCOT were positive for survivin, cyclin D1, and p2lhras protein. Like
in PF, all the samples were negative for cyclin D1 while survivin and p21hras proteins were found
in cytoplasm of their epithelial cells. Comparing the expression of p21hras in epithelium of KCOT
and PF, a significant difference was not found between these two types of lesions (t test for
independent samples, p =0.95). A higher expression of survivin in samples after decompression
rather than before was found to be significant (Wilcoxon test, p=0,039). Compared to survivin,
cyclin D1 and p21lhras did not change their expression after this procedure (Wilcoxon test,
p=0,255, p=0,913). While antibodies for survivin and cyclin D1 died in nuclei of cells, p21hras
was also detected in the cellular cytoplasm. The duration of decompression, age and gender of
patients, and localization of tumors had no effect on their expression. In this study, a statistically
significant correlation between survivin expression and epithelial hyperplasia and inflammation of

connective tissues was not found.

Histological results showed that the epithelium kept it’s characteristics of KCOT, even
after decompression. A number of samples with inflammation and daughter cysts increased after
decompression. Rushton’s bodies, koilocytosis, giant cells, clear cells, cholesterol crystals and

dystrophic calcifications were also found in a number of samples.

CONCLUSION. The absence of H-RAS gene mutations in KCOT samples shows that these
gene’s alterations may not have an influence on the development of KCOT. In contrast, 81T/C
polymorphism of this gene may be considered a risk factor for the occurrence of KCOT, with
genotype TT and allele T related with the development of these tumors. Genotype CC and allele
C have a protective role in this case. Increased expression of survivin in KCOT samples taken after
decompression is related to epithelial hyperplasia and proliferation. The detection of survivin,
cyclin D1 and p21hras proteins after decompression suggest that decompression may not have an
influence on biological behavior of KCOT. This implies that after decompression, during
enucleation of residual tumorous tissue, additional methods for decreasing the risk of the

recurrence should be taken in to the consideration.
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Uvod

1. Definicija keratocisti¢cnih odontogenih tumora

Etiologija keratocisticnih odontogenih tumora (KCOT), kao i ve¢ine drugih tumora glave
i vrata, bez obzira na znacajan broj studija usmerenih na otkrivanje uzroka njihovog nastanka, i
dalje je nerazjaSnjena. Zanimljiva je i ¢injenica da su KCOT ranije bili definisani kao razvojne
232

lezije =<, ali je vremenom, na osnovu specifi¢nog klinickog i bioloSkog ponasanja, izvrsena

njihova preklasifikacija u tumore.

Razvoj oblasti patologije vilica tekao je dosta sporo. Ciste su prvobitno bile definisane kao
“tecni tumori” (1671. godina). 1774. godine je prvi put predstavljen slucaj sa prisutnom
odontogenom cistom, dok su keratociste prvi put opisane u literaturi 1884. godine. Termin
primordijalne ciste je uveden 1945. i odnosio se na ciste nastale od zubne gredice i zubnog folikula.
Ciste su podeljene na odontogene, gde su svrstane i primordijalne ciste, neodontogene ciste i

ameloblastome %21,

Ciste predstavljaju lezije u kosti ili mekom tkivu ¢iji spoljasnji zid ¢ini vezivno tkivo, a
unutra$njost je obloZena epitelom. SadrZaj ciste moZe biti razli¢it 1 varirati od te¢nog, preko
poluévrstog do koloidnog **. Ba$ zbog izgleda sli¢nog cistama, KCOT su davno (1926.) nazivani

holesteatomima 1%,

Philipsen je 1956. godine definisao odontogene keratociste kao ciste koje produkuju
keratin, a 1971. je taj termin izjedna¢en sa terminom primordijalne ciste 2. Ovakva klasifikacija
lezija je bila logi¢na s obzirom da se radi o Supljinama u kosti koje su obloZene epitelom i ispunjene
te¢nim sadrZzajem. Ranije se smatralo da ove lezije pored parakeratotickog mogu da budu u
potpunosti obloZene i1 ortokeratiniziraju¢im epitelom, Sto se kasnije pokazalo kao neta¢no. Naime,
uoCeno je da lezije sa parakeratotickim epitelom pokazuju dosta agresivnije ponaSanje i
rekurentnost u odnosu na lezije obloZene ortokeratinizirajuéim epitelom 25225, Razlika izmedu
ove dve vrste lezija potvrdena je 1 na molekularnom 1 genskom nivou, §to je doprinelo izdvajanju

ortokeratinizirajucih cista kao posebnog entiteta.

Uoceno je da se, u odnosu na druge cisti¢ne lezije vilica, keratociste izdvajaju agresivnim
rastom i visokom stopom recidiva 2°2%°324 Takvo klini¢ko ponaSanje, kao i genske promene
detektovane u tkivu ovih lezija navele su Svetsku zdravstvenu organizaciju da ih svrsta medu

tumore glave i vrata 2005. godine ?8. Klasifikaciji KCOT u tumore glave i vrata su doprineli

2
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njegovo agresivno ponasanje, rekurentnost, pojava epitelnih produzetaka u vezivu ispod epitela,
mitoza u suprabazalnom sloju i kona¢no detekcija PTCH mutacija 3. U literaturi se navodi da se
jos§ 1967. godine javila sumnja da se radilo o tumorima i tada je Toler predlozio da se KCOT
definidu kao benigni tumori umesto cisti¢ne lezije bas§ zbog tendencije ka recidiviranju 2%, a 1984.

godine je Ahlfors predlozio njihovu klasifikaciju kao prave benigne cisti¢ne epitelne neoplazme *.

2. Etiologija i osnovni podaci o KCOT

U literaturi se spekulise kako KCOT mogu da budu primordijalnog ili dentogenog porekla.
Tumori, u sluéaju primordijalnog porekla, nastaju od ostataka zubne lamine !/ ili bazalnog sloja
oralnog epitela 1°72%, Cak se smatra da i intramuskularno lokalizovani KCOT vode poreklo od
zubne gredice zbog ¢injenice da su misici u kontaktu sa komponentama zubne klice tokom razvoja
2, Medutim, u literaturi se navodi da KCOT mogu da vode poreklo i od redukovanog epitela zubnog

folikula 104,

Veoma slaba ekspresija alkalne fosfataze govori u prilog tome da KCOT nemaju fibrozno
poreklo, niti prisustvo mineralne komponente, dok detekcija CK14 i pan-citokeratina u tkivima
upuéuje na njegovo epitelno poreklo 2®. Takode, jaka ekspresija amelogenina (AMELX) i
enamelina (ENAM) i umerena prebojenost tkiva na ameloblastin (AMBN) ukazuje da KCOT vodi
poreklo od dentalnog epitela, ta¢nije unutrasnjeg glednog epitela 23,

U vreme dok su jos tretirani kao ciste, smatralo se da ¢ine oko 11% svih vili¢nih cista 163

mada je taj opseg varirao od 5 do 15% 232, KCOT su najéesé¢e lokalizovani u mandibuli (65%),
dok je u maksili njihovo prisustvo nesto rede (35%) 3. Veéina radova je potvrdila njihovu &eséu
mandibularnu lokalizaciju % i to pretezno u zadnjem delu tela i ramusu 816318630 Qyakav nalaz
uocen je u razli¢itim populacijama Sirom sveta. MacDonald-Jankowski je u svom preglednom radu
predstavio dvostruko vecu zastupljenost KCOT u mandibuli u odnosu na maksilu pri ¢emu je ta
zastupljenost bila znatno visa kod stanovnika Istoc¢ne Azije (77%), Latinske Amerike (73%) u
poredenju sa stanovnicima Severne Amerike i Evrope (63%) 1. KCOT mogu biti lokalizovani i
bilateralno u donjoj vilici. Ova pojava je jako retka i uglavnom je udruZena sa NBCC, mada je

jedan ovakav slu¢aj opisan bez dijagnostikovanja sindroma 2%,
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Kada se javljaju u maksili, ovi tumori mogu biti lokalizovani u prednjem i zadnjem delu
vilice 1°. Ove lezije su sposobne da izazivaju bukalnu ekspanziju prilikom rasta koja se javlja kod

30% lezija u gornjoj i 50% njih u donjoj vilici 1%.

Pored lokalizacije u kostanom tkivu vilica, postoje i takozvane periferne KCOT. Oko 81%
svih perifernin KCOT, lokalizovano je u gingivi. Ostale lezije (21%) su evidentirane u bukalnoj

0 i u maseteri¢nom

sluzokozi 2. Navedeni su slu¢ajevi detekcije ovih tumora u bukalnom prostoru °
misiéu 1%, U 4,5% slucajeva se periferni KCOT dovode u vezu sa Gorlin-Golcovim sindromom.
Intramuskularni KCOT pokazuju iste histoloske i imunohistohemijske karakteristike kao i koStane
lezije, ¢ime se potvrduje da oni mogu biti lokalizovani i1 van kosti. S obzirom da pokazuju
rekurentnost (13,6% ) u istoj meri kao 1 viline KCOT, KCOT mekog tkiva poseduju isti
proliferativni potencijal kao i neoplazme 2. Osim prodora u meka tkiva, ovaj tumor moze da
zahvati bazu lobanje ako je u pitanju KCOT lokalizovan u donjoj vilici, odnosno orbitu i

infratemporalnu jamu ako se $iri iz maksile %,

Pregledom literature, uvida se velika varijabilnost u podacima vezanim za starost
pacijenata sa KCOT. Mada se vecina studija slaze da se ovi tumori dijagnostikuju najc¢esce oko

3881.175184187.195  mogu se pojaviti i u Getvrtoj %, Sestoj i sedmoj

druge i tre¢e decenije zivota
deceniji 2°°. Neki autori navode da se KCOT mogu javiti u bilo kom Zivotnom dobu, od prve do
devete decenije, iako sa veéim grupisanjem u drugoj, tre¢oj i éetvrtoj deceniji **’. Pojava KCOT u

mladoj populaciji se ¢esée povezuje sa NBCC sindromom 763%,

Na osnovu raznih studija koje su proucavale pojavu KCOT medu zenama i muskarcima,

postoji generalni stav da se ovi tumori esée javljaju kod muskaraca '3132151.177.183,187.195,197,220

Samo u manjem broju studija je nadena veca zastupljenost ovih tumora u zenskoj populaciji 2%,
Neki autori su nasli da je prisustvo KCOT kod Zena ¢eS¢e ako su tumori udruzeni sa NBCC

sindromom i to 1,75:1 u odnosu na muskarce &'.
3. Dijagnostika KCOT

Iako je za dijagnostiku ovog tumora bitna dobro uzeta anamneza, klinicki pregled i
pomoc¢na dijagnosticka sredstva poput ortopantomograma i CT, definitivna dijagnoza se uvek, kao

1 u slucaju ostalih tumorskih lezija, postavlja na osnovu histopatoloskog pregleda.
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Klini¢ka slika

Cesto su ovi tumori asimptomatski, pa anamneza ne daje veliki doprinos dijagnostici.
Uzrok za izostanak simptoma lezi u Cinjenici da se ovi tumori javljaju u posteriornom delu
mandibule i $ire u antero-posteriornom pravcu, pri ¢emu ¢e$ce zahvataju ugao mandibule i ramus.
U tom predelu nema vecih anatomskih struktura, osim donjevili¢nog nerva koji je smesten vise
kaudalno. Primeéeno je da usled rasta KCOT one mogu da dovedu do pomeranja donjevili¢nog
nerva na dole u odnosu na normalnu anatomsku lokalizaciju 8. Otuda ove lezije mogu da dosegnu
velike dimenzije pre nego §to budu dijagnostikovane 2°2. Velike dimenzije lezija su posledica
njihovog brzog rasta i sposobnosti ekspanzije u okolna tkiva *. Medutim, KCOT mogu biti praéeni
i bolom, otokom i sekrecijom cisti¢nog sadrzaja 81%322° Retko su prisutne parestezije, resorpcija

korenova okolnih zuba i opstrukcija nosa &.

U nekim studijama je simptomatska klinicka slika zastupljenija u odnosu na
asimptomatsku 1%, Tako je Morgan nasao da su u veéem broju slucajeva KCOT pracene
simptomima (57,5%), dok je manji broj lezija detektovan pri rutinskom snimku (42,5%) 8. Cak
je nadeno da je 43,7% KCOT praceno otokom, 11,5% gnojnom sekrecijom, 9,2% bolom, 1,2%
parestezijom, 1,2% trizmusom, a 47,2% slucajeva je bilo asimptomatsko 1 slu¢ajno detektovano
na rendgenskim snimcima uradenim iz ortodontskih razloga, zbog ekstrakcije tre¢ih molara ili
praéenja pacijenata sa NBBCCS *°. Maksilarni KCOT su simptomatski, posto su skloni
infekcijama i kao takvi se dijagnostikuju rano 1’8 Takode, u odnosu na ameloblastome, KCOT

rede pokazuju ekspanziju kortikalnih lamela 18,

Makroskopske karakteristike KCOT

KCOT mogu biti unilokularni ili multilokularni. Multilokularni tumori predstavljaju jedno
od obelezja NBCC sindroma 28, Smatra se da multilokularne lezije nastaju proliferacijom epitela i
njegovim grananjem, gde se na kraju svake grane obrazuju unilokularne ciste. Potom se one
uvecavaju, a intercisticni prostor se smanjuje, sve dok se ne stvori jedna cista sa parcijalnim
septama i multiplim lobulusima 2%, 1z svega se izvodi zaklju¢ak da su ovakve lezije dosta

agresivnije nego unilokularne 23,
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Makroskopski, KCOT su cisti¢ne lezije obavijene fibroznim tkivom, a ispunjene Zuc¢kastim
ili beli¢astim sadrzajem 2. Unutra$nost moze da bude ispunjena sadrzajem koji se u literaturi
opisuje kao te¢nost boje jagoda, gnoj ili kremasta, mle¢no bela masa %, Kod perifernih lezija,
lokalizovanih u bukalnom prostoru, unutra$njost je ispunjena gustom, kremastom, sivo-bez

materijom .

Histopatoloske karakteristike KCOT

KCOT su opisani kao benigni unilokularni ili multilokularni tumori obloZeni
plocastoslojevitim epitelom sa parakeratinizacijom i agresivnim, infiltrativnim ponasanjem 28,
Njihov epitel se sastoji od 5-8 slojeva epitelnih ¢elija, pri ¢emu su Celije bazalnog sloja kockaste
ili kolumnalne sa polarizovanim 28 i hiperhromatizovanim jedrom 2®. Na povr$ini epitela se
uodava valovit i tanak sloj keratina sa ponekom ¢elijom 2%. Epitel ovih tumora je

parakeratinizovan, mada nekada moZe biti prisutna fokalna ortokeratoza %4216,

Prisustvo ¢erki cisti u vezivu ovih tumora predstavlja patognomonican histopatoloski znak,
mada ne mora biti uvek prisutan. Osim ovih, u njima se mogu detektovati i druge
nepatognomonic¢ne histopatoloske karakteristike kao Sto su epitelni produZeci, epitelna ostrvca,
Siste celije, dzinovske éelije, holesterolski kristali, metaplazija epitela 2. Nekada se u ovim

lezijama moze uo¢iti ameloblasti¢na proliferacija sa ¢istim éelijama 24,

Ranije su keratociste na osnovu Forselove klasifikacije bile podeljene u pet grupa prema
tipu epitela pri Cemu je prva grupa sadrzala tanak parakeratoticki epitel sa palisadno rasporedenim
kuboidalnim i kockastim bazalnim ¢elijama; druga grupa ortokeratinizirajuci epitel; trea grupa
epitel sa poljima ortokeratinizacije 1 odsustvom keratinizacije; Cetvrta grupa parakeratinizirajuci
éelija 171,

Ortokeratiniziraju¢i epitel je tanak, uniforman sa jako razvijenim granularnim slojem i ne
tako izrazenim bazalnim slojem koji je predstavljen skvamoznim, kuboidalnim ¢elijama bez
polarizacije 283, Ortokeratinizirajuée ciste produkuju keratin sli¢an keratinu koze bez prisustva

éelijskih jedara 2%,
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Iako su nekada posmatrane kao varijanta keratocisti, sada su ortokeratinizirajuce lezije
odvojene od parakeratiniziraju¢ih zbog sasvim drugagijih klini¢kih i histologkih karakteristika &7,
Takode, ove lezije poseduju dobro razvijen granularni sloj #7. Nasuprot ortokeratiniziranim
cistama, za KCOT je tipi¢na visoka stopa mitoticke aktivnosti u epitelu, rekurentnost i povezanost
sa Gorlin-Gorlcovim sindromom 2%, Pored ovih navedenih karakteristika parakeratoti¢na lezija se
razlikuje od ortokeratinizirajuce 1 po pojavi epitelnih produzetaka nastalih pupljenjem bazalnih

éelija epitela kao i prisustvom ¢erki cista &.

Znatno veca ekspresija IPO-38 283, bcl-2 230293 p53 61 | Kj-67 4968114 ali i drugih markera

u KCOT u odnosu na ortokertinizirane ciste pruza objaSnjenje za agresivnu prirodu ovih tumora i

njihovu sklonost ka ponovnom javljanju.

Molekularno-biolo§ka osnova agresivnosti KCOT

KCOT pokazuju agresivno ponasanje, pri ¢emu mogu da zahvate 1 bazu lobanje, orbitu,
infratemporalnu fosu i maksilarni sinus 21922 Moguéa je bukalna ili kombinovana bukalna i
lingvalna/palatinalna ekspanzija korteksa 1° dok se u svega 5,83% slu¢ajeva uocava rast u anterio-

posteriornom pravcu, bez odizanja korteksa 22°.

Prema starijoj teoriji, rast KCOT je podreden rastu osmolalnosti, dok je kasnije naglasak
stavljen na proliferaciju epitela kao uzroka uveéanja ovih lezija %2. Razvoj KCOT je, osim
faktorima epitelne proliferacije 1 pove¢anom intracisticnom pritisku, podreden 1 resorpciji kosti
298 Rast intracisti¢nog pritiska zavisi od osmotskog pritiska te¢nosti unutar lezije, elasti¢nosti zida
ciste, permeabilnosti i krvnog pritiska unutar kapilara cisticnog zida, limfne drenaze i venskog

povraéaja 40,

IL-1 je glavni interleukin koga sekretuju KCOT i odgovoran je za resorpciju kosti. Takode,
za ove lezije karakteristiCna je sekrecija proMMP-9 i aktivacija ovog MMP preko indukcije
sekrecije proMMP-3 2°2 §to dovodi do dalje resorpcije kosti. Veca ekspresija MMP-2 i kaspaze 3
u KCOT u odnosu na radikularne ciste (RC) ukazuje na veéi stepen agresivnosti ovih lezija i
mogucénost recidiva '?’. Takode, prisustvo kisele fosfataze, a naro¢ito leucin aminopeptidaze, koja
se pored KCOT nalazi i u malignim tumorima i ima ulogu razgradnje kolagena, doprinosi

agresivnoj i invazivnoj prirodi KCOT 2%,
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KCOT pokazuju rast slican ameloblastomima, ali znacajno ve¢i u odnosu na neodontogene
lezije i RC 2°2. lako se smatra da sindromski i rekurentni KCOT pokazuju agresivniju prirodu u
odnosu na sporadi¢ne lezije, poredeci ekspresiju Ki-67 i p53 u solitarnim, rekurentnim i
sindromskim KCOT, zna¢ajna razlika u njihovoj ekspresiji nije nadena . Ki-67 se ne dovodi u
vezu sa agresivnos$céu, niti rekurentnoséu KCOT 76119173 Agresivno ponasanje KCOT udruzenih
sa sindromom moze se pripisati povecanoj stopi proliferacije zbog statisticki vece ekspresije

PCNA u odnosu na KCOT bez sindroma 8,

Primeceno je odavno da KCOT pokazuju znatno veéi stepen agresivnosti u odnosu na RC,
folikularne ciste (FC) i normalna tkiva. Nakon brojnih studija, zakljuéeno je da epitel ovih tumora
u mnogome doprinosi ovakvom invazivnom ponasanju. Ti zakljuéci su doneti na osnovu
histoloskih karakteristika epitela, makroskopske slike tumora, kao i ekspresije brojnih markera

proliferacije i inhibitora apoptoze.

Najveci broj studija je pokazao da je PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) protein,
najéesée suprabazalno lokalizovan, vise eksprimiran u KCOT nego u RC 6313621851287 cCQOT 251
i FC 136218.251268.287 &t oslikava proliferativnu moé KCOT. Medutim, u nekim studijama ove

razlike u ekspresiji nisu bile povrdene izmedu KCOT i RC 2°62%1 tg FC 63:206.251

Velika proliferativnost epitela 1 agresivnije ponaSanje KCOT u odnosu na druge lezije
potvrdena je vecom ekspresijom Ki-67 u odnosu na RC 2179.93114.154,183264.271,286294 j EC
79.80,93,114,131,173,183.207,271,286.294 ' Takode, i ekspresija Bcl-2 proteina je znatno izrazenija u KCOT
nego u RC 136:154219.264.293 § pC 219.268293 Dyrygqgije ponasanje KCOT u odnosu na perikoronarne

folikule (normalna tkiva) je potvrdeno i veéom ekspresijom Ki-67 93207208 j pc|-2 64,

Rezultati studija pokazuju sli¢nu ekspresiju p53 kod KCOT i ameloblastoma (AM) 42294,
Kod KCOT Ki-67 je naden znatno ispoljeniji u odnosu na AM 817926429 ‘qok je ekspresija bcl-2

95264297 "4 drugim istazivanjima je

u nekim studijama bila znatno izrazenija kod ameloblastoma
bila sli¢na izmedu ove dve lezije 212%, Ekspresija PCNA je bila veéa u KCOT u jednoj studiji 27/,

dok je u drugoj AM ispoljio veéu znacajnost 28,
Sa prisutnom inflamacijom epitel postaje hiperplasti¢an, nekeratinizovan bez palisadno
rasporedenih bazalnih éelija i sa inflamatornim infiltratom u ¢elijskom zidu 2'°. Ova hiperplazija

se objasnjava poveéanom ekspresijom PCNA 21288 odnosno Ki-67 2%° u inflamiranim lezijama u

odnosu na neinflamirane. Medutim, nisu rezultati svih studija bili u skladu sa ovakvim

8
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istrazivanjima. Tako Kaplan nije potvrdio razliku u ekspresiji Ki-67 i PCNA u inflamiranim u
odnosu na neinflamirane lezije 2. Takode, ni Clark nije nasao korelaciju izmedu inflamacije i
ekspresije p53, Ki-67 i EGFR *°. Sli¢no je i sa bcl-2, gde je u nekim studijama nadena povec¢ana
ekspresija kod inflamiranih lezija 28 u drugim je ta ekspresija znadajno smanjena u prisustvu
inflamacije 2%°. Razlika u rezultatima mozZe biti posledica razli¢ite metodologije primenjene u

navedenim studijama.

Osim epitela, i fibroblasti doprinose agresivnosti lezija. Smatra se da se to deSava usled
indukcije epitelnog tkiva 2. Sindromske u odnosu na sporadiéne KCOT pokazuju veéi stepen
agresivnosti §to je pokazano u studiji na fibroblastima. Naime, fibroblasti u zidu sindromskih
KCOT pokazuju vec¢i stepen proliferacije i formiranja kolonija u odnosu na sporadicne KCOT.
Oni poseduju i indukciju osteklastne diferencijacije $to pokazuje visok nivo cyclooxygenase
(COX?>) i nizak mMRNK za osteoprotegerin (OPG). Nasuprot njima, fibroblasti u spora¢nim KCOT
pokazuju osteogeni potencijal $to je potvrdeno visokim nivoom runt-related transcription factor
(Runx2), osteocalcin (OCN), osteopontin (OPN) i collagen type I ol (COL1AL) u njima 1%,

Osteoklastogeno ponasanje fibroblasta KCOT je potvrdeno zasejavanjem fibroblasta sa
misjom osteoklastnom progenitorskom ¢elijskom linijjom Raw 264,7 pri ¢emu se ispoljava znatno
veéi nivo osteoklastima slicnih ¢elija TRAP+ MNC (tartrate-resistant acid phosphatase
mononucleated cell) kao i markera osteoklastne diferencijacije nfatcl u odnosu na fibroblaste
gingivalne mukoze. Takode, nakon udruZzivanja sa ko-kulturom Raw 264,7, mRNK IL-6, COX-2
1 vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF) su bili znatno ve¢i u fibroblastima porekla KCOT u

odnosu na fibroblaste iz gingive, $to doprinosi njihovom osteoklastogenom efektu 2%,

Epitelno-mezenhimalna tranzicija (EMT) se, takode, dovodi u vezu sa lokalnom
invazivnoS¢u KCOT. Ona predstavlja proces pri kom epitelne celije gube polarizovanost 1
kohezivnost, ali im se povecava migracija 1 dobijaju mezenhimalnu morfologiju. Ovaj proces je
karakteristi¢an kako za embriogenezu, tako 1 za tumorigenezu. KCOT se, u odnosu na RC 1 oralnu
mukozu (OM), karakteriSu smanjenom ekspresijom primarnog strukturnog proteina u epitelnim
¢elijama pan-citokeratina 1 specifi¢nog markera epitelnih ¢elija E-kadherina $to je odlika EMT
procesa. Takode, detektovana je i povecana ekspresija mezenhimalnog markera N-kadherina,
inicijatora EMT procesa TGF-B, kao i intracelijskog transkripcionog faktora Slug §to upucuje na

mezenhimalnu izmenu epitelnih ¢elija. Korelacija izmedu ovih proteina, kao i izmedu Slug 1
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MMP-9, za koga se zna da ima udeo u angiogenezi, tumorskoj invaziji odnosno kostanoj resorpciji,

ukazuje da EMT proces ima udela u lokalnoj agresivnosti KCOT 310,

Mutacija tumor supresor gena Patched homolog 1 (PTCH1) se povezuje sa agresivnoscu i
visokom stopom rekurentnosti KCOT udruzenih sa sindromom. U lezijama udruzenim sa Nevoid
Basal Cell Carcinoma (NBCC) sindroma detektovane su germinativne mutacije u jednom alelu
PTCH1 gena, jaka horionska inflamacija, kao i zastupljenost ¢erki cisti u oko 80% slucajeva 1%°.
Kod sporadi¢nih KCOT, nasuprot tome, nisu detektovane mutacije, kao ni ¢erke ciste, a horionska
inflamacija je bila niskog stepena °. Agresivnost KCOT se dovodi u vezu sa prisustvom ¢erki
cisti u njima, kao i visokim stepenom inflamacije horionskih formacija koje predstavljaju
sekundarne germinativne centre unutar KCOT !%°, Druge studije su nasle da je i nastanak

sporadi¢nih tumora povezan sa mutacijom PTCH gena 2°.

Maligna alteracija

Primarni intrakos$tani karcinomi (PIOK) predstavljaju skvamocelularne karcinome koji se
javljaju u kostima vilica i nastaju od ostataka odontogenog epitela #’. Odontogeni epitel moze da
podleze cistiénoj ekspanziji, keratinizaciji, mukoznoj prozoplaziji i displaziji **’. Samo 1% svih

odontogenih cisti moze maligno da alterise 17°.

Mada od epitela odontogenih lezija mogu nastati razni benigni tumori kao §to je odontom,
ameloblasti¢ni fibrom, kalcificiraju¢i epitelni odontogeni tumor i adenomatoidni odontogeni
tumor, mogu se javiti jos i skvamocelularni karcinom i mukoepidermoidni karcinom *¢717°, Prema
poslednjoj prihvacenoj klasifikaciji odontogenih tumora, tip 1 predstavlja PIOK nastao od
odontogenih cisti, tip 2 Cine ameloblastomi, tip 3 PIOK nastali de novo i tip 4 intrakoStani

mukoepidermoidni karcinomi #’.

Smatra se da ovoj malignoj transformaciji KCOT pogoduje inflamacija, kao i postojanje
keratina 12, mada je etiologija nepoznata ’°. Na mestu gde nastaje SCC iz KCOT primeéen je

displasti¢an, skvamozni, plo¢astoslojevit epitel *®”. Dva puta ¢esée se javlja kod muskaraca u estoj
..... 57
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Iako su najcesce lokalizovani u predelu tre¢eg molara u mandibuli, registrovani su slucajevi i u

maksili 167170,

Pri postavljanju dijagnoze ovog tumora moraju se ispostovati slede¢i kriterijumi:
mikroskopska tranzicija iz epitela benigne lezije u invazivni SCC, odsustvo kanceroznih promena
u epitelu iznad lezije, odsustvo karcinoma u susednom tkivu, kao i metastaza 1. Radioloski se
uodava kao rasvetljenje sa nejasno ograni¢enim ivicama 2. Ledenje podrazumeva najéesée
dvofazni tretman gde se u prvoj fazi uzima biosija ili vrsi enukleacija lezije, a u drugoj fazi se, po
dijagnostikovanju maligniteta, izvodi resekcija kosti, disekcija vrata, radioterapija i u treéini

167,170

slu¢aja hemioterapija Ovaj tumor ima loSu prognozu, pri ¢emu je dvogodi$nje

prezivljavanje od 53% do 63% i retko metastazira 17°.

Pomoc¢na dijagnosticka sredstva

Eksfolijativna citologija moZe da predstavlja dobro dijagnosticko sredstvo, jer se u KCOT
detektuje citokeratin koga nema u drugim cistama vilica. U KCOT je nadeno prisustvo CK14,
CK19 i pan-citokeratina ®°, Medutim, ova metoda moze da pokaze i nedostatke. Detekcija keratina
u ovim tumorima nekada moze biti onemoguéena ako je lezija obuhvacena inflamacijom koja

uzrokuje transformaciju epitela i gubitak parakeratinizacije 2%°.

Takode, detekcija manje od 4g/100ml proteina u aspiratu moze biti dobar pokazatelj da se
radi o KCOT. Medutim, koncentracija proteina se povecava u sluc¢aju inflamacije, $to daje lazno
negativan rezultat 2%°. Smatra se da se proteinska analiza, kvalitativna proteinska elektoforeza i

razmaz koristeéi 100ul lezijske cistiéne te¢nosti mogu koristiti u svakom sluéaju 2°,

Aspiraciona biosija ima jo$ jednu pozitivhu stranu. Njom se izbegava kontaminacija i
moguca sekundarna infekcija koja se moze desiti tokom incizione biopsije. Naime, inciziona
biopsija moze da dovede do inflamacije koja menja histopatoloske karakteristike lezije, pa onda
kada je potrebno uraditi ponovnu inciziju, rezultati te biopsije nece biti verodostojni s obzirom na

izmenjene karakteristike 2%° .

Detekcija keratocisticnog antitela (KCA) kao produkta proteolize keratina u cisti¢noj

te¢nosti takode doprinosi razlikovanju KCOT od drugih lezija 1% jer se KCA ne detektuje ni u
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jednoj drugoj leziji, kao ni u salivi i plazmi **. Pri njegovoj detekciji se koristi imunoblotting uz

upotrebu anti-keratina 46,

Radiografske karakteristike KCOT

Radioloski nalaz predstavlja pomo¢no dijagnosticko sredstvo koje moze da doprinese
dijagnostici lezije, ali ne 1 da se na osnovu njega donese definitivni zakljucak. Razlog za ovo je
slicnost u prikazu KCOT, ameloblastoma, folikularnih cisti i drugih lezija na rendgenskim

snimcima. Stoga se definitivna dijagnoza uvek postavlja nakon histopatoloske analize.

KCOT se radiografski prikazuju kao dobro definisana unilokularna, multilokularna ili
multipla rasvetljenja, ograni¢ena zonom tankog zasenc¢enja sa glatkom ili lokularnom periferijom
(Singh, 2013). Ova lezija moze da bude udruzena sa zubima (20%) ili da bude u bliskom kontaktu
sa njima i vrsi resorpciju korenova 2%, U literaturi se mogu naéi razni opisi ovog tumora na
rendgenskim snimcima. Neki autori ga opisuju izgledom sapunice 8 ili saéa 2%°, dok su drugi

njihovu pojavu okarakterisali kao kost izjedenu moljcima 124,

Razlikuju se cCetiri tipa KCOT na osnovu radioloske slike, a to su: unilokularni,
multilokularni, multipli i udruZeni sa sindromom 2*. Unilokularni su najée$ée rasprostranjeni
(64,79%), dok multilokularni iznose 21,90% 2. Taj odnos moze da bude 5,6:1 u Kkorist
unilokularnih, posto procentualna zastupljenost unilokularnih moze da dosegne i 83,2% u odnosu
na 16,8% multilokularnih 3. Anavi je ¢ak nasao i ekstremniju razliku u zastupljenosti ova dva
tipa (95,39% unilokularni/4,1% multilokularni) °. S druge strane, druga dva tipa su znatno manje

zastupljenija, tako da multipli ¢ine 9,79% KCOT, a tumori udruZeni sa sindromom samo 3,52%
24

Unilokularni KCOT predstavljaju rasvetljenja jasno ogranicena ili glatkim ili krivudavim
zasenéenjem. Multilokularni tumori se sastoje od najmanje dva rasvetljenja koja se preklapaju i
¢ija je unutraSnjost podeljena delimi¢no pregradama. Septe mogu da budu koStane u slu¢aju da su
jasno definisane i visokog intenziteta, odnosno fibrozne ako su diskontinuirane i niZeg stepena
intenziteta. Multiple lezije se mogu na¢i nevezano od NBCC sindroma, mada predstavljaju

patognomonican znak za ovaj sindrom. Naime kod multiplih lezija neudruzenih sa anomalijama 1
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tumorima, nalazi se viSe rasvetljenja na raznim lokacijama donje vilice 1 one nisu medusobno

povezane .

Nekada je na rendgenskom snimku jako tesko razlikovati KCOT u odnosu na druge cisti¢ne
promene u vilicama. | folikularne ciste i KCOT mogu da budu u vezi sa zubima. Kada se
posmatraju na CT-u, i jedna i druga lezija rastu paralelno sa longitudinalnom osom vilice, pre nego
perpendikularno na nju 2°. Medutim, folikularne ciste su uvek unilokularne i mogu uzrokovati
lokalizovano odizanje korteksa u odnosu na KCOT koji pokazuju i multilokularan izgled.
Radikularne ciste su viSe okrugla, unilokularna rasvetljenja ograni¢ena zonom skleroze i ne
prekidaju kontinuitet lingvalnog korteksa 2>°. U odnosu na njih, KCOT mogu da dovedu do

diskontinuiteta u lingvalnom korteksu 2%,

S obzirom da konvencionalne radiorafske tehnike pokazuju nedostatke u smislu uveli¢anja
i iskrivljenja slike, kao i da ne prikazuju volumen lezije, kao ni njen odnos sa susednim
anatomskim strukturama, primena trodimenzionalnih tomografija prevazilazi ove nedostatke i
pomaze boljoj prostornoj orijentaciji lezije 8. Ovo je jako bitno u cilju definisanja terapijske
procedure jer se u zavisnosti od veli¢ine lezije i donosi odluka o enukleaciji ili njenoj kombinaciji

sa dekompresijom 1072117,

Merenje volumena na osnovu 3D CT metode je najpreciznije, jer daje tacnost i
ponovljivost. Nasuprot njemu, merenje volumena ubrizgavanjem te¢nosti u lumen ne daje taéne
rezultate, jer rastvor moze da izlazi iz lezije 1 pre nego Sto se ona napuni, a i lokalno krvarenje, kao
i prisustvo tkiva unutar nje daju lazne rezultate 2%°. S obzirom da se lezija smanjuje
trodimenzionalno, to se konvencionalnim radiografijama ne moze prikazati adekvatno, te se

dobijaju nepozdani rezultati 2%,

Diferencijalna dijagnoza KCOT

Prilikom postavljanja dijagnoze keratocisticnih odontogenih tumora moraju se u obzir uzeti
druga oboljenja sa kojima KCOT pokazuje sli¢nosti po pitanju makroskopskog izgleda,
lokalizacije 1 veze sa susednim izniklim ili impaktiranim zubima. Diferencijalno dijagnosticki,
lezije koje se razmatraju prilikom dijagnostikovanja KCOT su: ameloblastomi 8178, folikularne

ciste, lateralne periodontalne ciste, ameloblasti¢ni fibromi, adenomatoidni odontogeni tumori i
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centralni gigantocelularni granulomi 2*°. Jo§ neke od lezija koje su ukljuéene u diferencijalnu
dijagnostiku su 1 radikularna cista, jednostavna koStana cista, razne fibrozno-koStane lezije i

arteriovenska malformacija 8.

KCOT su jako slicni ameloblastomima po klinickom ponasanju i radioloSkom izgledu, ali
se definitivna dijagnoza donosi na osnovu histopatoloskog pregleda. Folikularne ciste mogu biti
slicne radioloski unilokularnim keratocisti¢nim odontogenim tumorima, mada su one uvek
udruzene sa neizniklim zubima ?®. Udruzenost sa neizniklim zubom nadena i kod KCOT u
35,38% 3°, mada taj opseg moze da bude od 25 do 40% *. Cak se mogu uoditi i obostrane lezije

udruZene sa impaktiranim tre¢im molarima u mandibuli ?%°.

Ako je KCOT u vezi sa neizniklim zubom u premolarnom regionu, onda on moze biti
zamenjen sa lateralnom periodontalnom cistom koja predstavlja malu unilokularnu leziju 2.
Ameloblasti¢ni fibrom se radioloski uocava kao mesavina zasencenja i rasvetljenja i poseduje
drugaciju fibroznu kapsulu u odnosu na KCOT 23, Adenomatoidni odontogeni tumori su najéesée
lokalizovani u prednjem delu mandibule i u maksili i u vezi su sa impaktiranim zubima. Centralni
gigantocelularni granulom je sli¢an klinicki, ali razli¢it histoloski u odnosu na KCOT. Karakterise
se prisustvom multijedarnih dzinovskih celija, proliferacijom fibroblasta, ekspanzijom ili

perforacijom korteksa uz ulceraciju 2%,

U diferencijalnoj dijagnostici, pomo¢ moze pruziti i imunohistohemija. Tako se u uzorcima
KCOT detektuje citokeratin 10 niske molekularne tezine, dok je u bazalnom sloju epitela
folikularnih cisti ispoljen citokeratin srednje molekularne tezine %°. U odnosu na KCOT gde se
keratin 10 (K10) ispoljava u superficijalnom sloju, u ortokeratiniziraju¢im (OOC) i epidermoidnim
cistama (EC) ovaj keratin se detektuje u skoro celom epitelu izuzev bazalnog sloja 2. Sliéno tome,
keratin 17 (K17) je naden u celom epitelu kako vilicnih KCOT, tako 1 KCOT mekih tkiva 1 OOC,
a nije naden ni u jednom sloju epitela epidermoidnih cisti 2. Perlecan je potvrden u srednjem sloju
epitela kod KCOT i u bazalnom i parabazalnom sloju EC, dok su melaninske pigmentacije samo

detektovane u EC 2.
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4. Terapijske procedure u leCenju KCOT

Kroz istoriju, KCOT su leCene razlic¢itim tehnikama pri ¢emu su pacijenti prvobitno
tretirani veoma agresivnim metodama kao Sto je resekcija zahvacene vilice. Ove metode su
uzrokovale velike deformitete lica i visok stepen invaliditeta. Kasnije se u cilju prevazilazenja ovih
nezeljenih efekata pribegavalo primeni manje agresivnih tehnika, takozvanih konzervativnih
metoda. Medutim, problem nakon primene konzervativnih metoda lecenja KCOT je bio visok
stepen rekurentnosti, prvenstveno zbog nepotpunog uklanjanja epitela. Zbog toga su vremenom
ove tehnike le¢enja kombinovane sa dodatnim sredstvima ¢ime se smanjuje rekurentnost tumora,

a ne dolazi do defekta lica.

U konzervativne tehnike su svrstane dekompresija, marsupijalizacija, enukleacija,
kombinacija dekompresije i enukleacije i enukleacija sa kiretazom. Agresivne metode

predstavljaju periferna ostektomija, hemijska kiretaza sa Karnojevim rastvorom i en-bloc resekcija
163

Partch je 1892. godine opisao cistotomiju (Partsch | procedura), a 1910. godine
cistektomiju (Partsch II procedura) kao terapijske procedure u le¢enju odontogenih cista . S
obzirom da je cistektomija u odnosu na cistostomiju bila pracena infekcijom rana i neuspechom
leCenja, jer antibiotici u to vreme nisu bili dostupni, cistostomija je preuzela primat u terapiji cista
zbog ocuvanja kosti i okolnih anatomskih struktura **. Medutim, kasnije sa razvojem antibiotika i
uvodenjem termina keratocista, kao i saznanja da keratociste pokazuju tendenciju ka malignoj

alteraciji '8, stav prema enukleaciji se promenio 4.

Dekompresija je jo§ 1958. godine opisana od strane Tome 2*’. U literaturi je 1976. godine
prvi put opisana kombinacija dekompresije sa enukleacijom 2, Kasnije, 1985. godine su navedeni
tretmani za le€enje KCOT kao $to su sama marsupializacija ili udruZena sa enukleacijom, resekcija
i enukleacija sa raznim varijacijama u pogledu primarnog zatvaranja, pakovanja, hemijske
fiksacije i krioterapije "*. Medutim, tek tokom devedesetih godina proslog veka, a pogotovo od
2000. godine, marsupializacija i dekompresija se vracaju na velika vrata kao vazne tehnike u
lecenju KCOT i to zahvaljujuéi raznim istrazivanjima koja su dovela do saznanja da one izazivaju

promene u zidu tumora, njegovom epitelu i uti¢u na stvaranje kosti 4.
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Dekompresija se kao samostalna tehnika retko primenjuje, osim u slu¢ajevima kada se radi
0 jako starim pacijentima i kompromitovanom opstem zdravstvenom stanju 8. Medutim, moze da
se primenjuje i kod mladih pacijenata gde postoji otezano nicanje stalnih zuba usled prisustva
KCOT %

Koji tip procedure ¢e se primeniti tokom le¢enja KCOT, zavisi od pacijenta i karakteristika
lezije u koje spadaju veli¢ina, lokalizacija, prisustvo perforacije kosti, kao i zahvatanje susednih
anatomskih struktura i mekog tkiva iznad lezije ®. Cilj le¢enja KCOT jeste maksimalno uklanjanje
tumorskog tkiva uz minimalnu moguénost izazivanja nezeljenih efekata. Marsupializacija odnosno
dekompresija je dosta efikasnija kod mladih pacijenata u odnosu na starije 1'%, iako neki autori
nisu nasli korelaciju izmedu starosti i dekompresije **’. Lezije manje od 2cm 8, odnosno 3cm se
mogu enukleirati, dok vece moraju biti podvrgnute drugoj terapijskoj proceduri kao Sto je

dekompresija sa enukleacijom 072447,

Ranije (1971. godine) je predlozen terapijski plan prema kom su unilokularne lezije
tretirane resekcijom, velike multilokularne lezije uklanjane resekcijom sa primarnim koStanim
graftom, dok su lezije lokalizovane u teSsko dostupnim mestima leCene kombinacijom
dekompresije i enukleacije . U literature se pominje i da je za manje lezije u blizini alveolarnog
nastavka preporucena ekcizija, dok su vece lezije blize bazi lobanje sa invazijom u meko tkivo
tretirane radikalnijim metodama %8. U sadasnje vreme, resekcija se vrsi retko i nikada kao primarna
mera, osim u slu¢ajevima multiplih rekurentnih tumora **’. Ukoliko je tumor vezan meko tkivo,
preporucuje se ekcizija mekog tkiva iznad te lezije u cilju spreavanja rekurentnosti ili formiranja
nove lezije iz mukoznih epitelnih ostrvaca 27°.

Dekompresijom se oslobada pritisak unutar lezije stvaranjem malog otvora na njoj 2,

Marsupializacija podrazumeva pretvaranje lezije u formu dZepa, pri ¢emu se okolna oralna mukoza
usiva za ivice lezije i tako lezija u potpunosti komunicira sa usnom dupljom &. U odnosu na
marsupializaciju kao jednovremensku metodu, dekompresija je dvofazna tehnika jer je uvek
pracena enukleacijom u drugom aktu. Dok se za marsupializaciju moZze koristiti opturator koji
odrzava komunikaciju lezije sa usnom dupljom ?°, dekompresija zahteva plasiranje polietilenske
cevCice 1ili drena radi odrzavanja kontinuiteta otvora potrebnog za drenazu lezije

1081,137.139.171.175.186 17 Jiteraturi se pominje ¢ak i primena Luerovog $prica u istu svrhu “.
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U leziju se pakuje jodoform gaza koja se menja jednom nedeljno nakon ispiranja lezije
rastvorom, pri ¢emu je svaki put duzina gaze skraéuje 1°. Tokom dvonedeljnog drzanja drena ili
cevcice, a i tokom daljeg perioda dekompresije preporucuje se ispiranje lezije. Irigacija je jako
bitna, jer se ispiranjem lezije fizioloSkim rastvorom spreCava zadrzavanje hrane i sledstvene

sekundarne infekcije. Primena antibiotika je poZeljna u slu¢aju sekundarne infekcije °.

Smatra se da dekompresija doprinosi niskoj stopi morbiditeta, manjoj invazivnosti i
smanjenju velic¢ine lezije i komplikacija nakon hirur§ke procedure, $to se ogleda u prevenciji
infekcije, frakture mandibule, kao i nastanka recidiva 2. Naime, dekompresija dovodi do
smanjenja lezije, ali i do zadebljanja zida KCOT, ¢ime se stvaraju uslovi za jednostavno
otklanjanje tumora enukleacijom. Nedostaci ove metode su $to se uzima samo mali ise€ak tokom
procedure, pa se histoloska dijagnostika donosi na osnovu toga. Takode, ona zahteva dobru

saradnju pacijenata, s obzirom da procedura moze dugo da traje "%

U cilju smanjenja rekurentnosti primenjuje se Karnojev rastvor koji predstavlja mesavinu
6ml apsolutnog alkohola, 3ml hloroforma, 1ml glacijalne sir¢etne kiseline i 1ml gvozde(III)
hlorida 2%°. U nekim radovima se napominje izbacivanje hloroforma iz rastvora zbog svog
kancerogenog efekta 22°, Prodor ovog rastvora u kost zavisi od vremena tretiranja. U trajanju od 5
minuta Karnojev rastvor prodire do 1,54 mm dubine kosti, 0,15 mm dubine nerva i 0,51 mm dubine
mukoze 82%*°, Smatra se da je najbolje da rastvor prodre do 2-3 mm u dubinu kosti oko lezije radi
fiksiranja ¢erki cisti i zaostalih epitelnih éelija koje su odgovorne za rekurentnost 8. Zbog ovih
dobrih karakteristika, dekompresija pra¢ena enukleacijom i1 Karnojevim rastvorom predstavlja

prihvatljivu metodu za le¢enje KCOT 86210,

Terapijska procedura KCOT udruZenih sa NBCC sindromom podrazumeva hirur§ko
uklanjanje tumora. Ovi tumori pokazuju znatno vecu stopu rekurentnosti u odnosu na sporadi¢ne
lezije 2%, te se mora voditi ra¢una o na¢inu uklanjanja tkiva i o izboru hirurske tehnike. Najéesce

primenjivan tretman za leCenje KCOT vezanih za NBCC sindrom su enukleacija i marsipializacija
15
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Efekat dekompresije na promene u epitelu

Nakon dekompresije, tumor je izlozen dejstvu hrane, koja izaziva mikrotraume u
tumorskom tkivu i posledi¢no zadebljanje kapsule tumora, proliferaciju epitela, kao i inflamatornu
infiltraciju veziva tumora 2*°, §to omogudéava da se slede¢i hirurski zahvat, enukleacija, obavi u
jednom aktu, bez povrede okolnih anatomskih struktura i zaostatka epitelnog tkiva koji se i

okrivljuje za ponovnu pojavu tumora.

Na osnovu rezultata istrazivanja, doslo se do zakljucka da vreme dekompresije ne treba da
bude krace od 9 meseci, jer se tek tada ispoljava negativnost epitela za citokeratin i gubitak tipi¢nih
histoloskih karakteristika KCOT uz hiperplaziju epitela 2. Ovi rezultati su potvrdeni studijama
Mela u kojima KCOT nakon 6 meseci od dekompresije i dalje pokazuje histoloske karakteristike
KCOT ¥ i Giuliana gde je epitel preSao u nekeratoti¢ni slojeviti nakon enukleacije kojoj je
prethodila dekompresija od 10 meseci %. Medutim, u nekim studijama je KCOT epitel zadrzao

karakteristike ¢ak i kada je dekompresija trajala godinu dana 18,

Medutim, rezultati imunohistohemijskih istrazivanja koji su poredili ekspresiju markera
proliferacije 1 apoptoze pre i nakon dekompresije, nisu bili usaglaseni. Tako je Nanomiya
detektovao znadajno smanjenje u ekspresiji Ki-67 nakon dekompresije KCOT 2%, dok drugi

istrazivaci nisu mogli da dokazu promenu ekspresije ovog °01%

, a ni drugih proteina kao Sto su
protein p53 i EGFR *°. Pogrel je pokazao znagajno smanjenje ekspresije bcl-2 u KCOT nakon
dekompresije 13, §to druga istrazivanja takode nisu mogla da potvrde ®*. Razli¢itosti u rezultatima

se mogu objasniti drugacijom metodologijom, veli¢inom uzorka, pa i vrstom primenjenih antitela.

Uticaj dekompresije na smanjenje lezije

Dekompresijom se smanjuje vrednost intracisticnog pritiska koji se smatra odgovornim u

140

pocetnoj fazi rasta odontogenih cisti **. S obzirom da povecan intracisti¢ni pritisak dovodi do

produkcije IL-1a i posledi¢ne sekrecije MMP, smanjenjem pritiska smanjuje se i sekrecija ovih

molekula i posledi¢na resorpcija kosti 2%

Prema skali koju je formirala Nakamura, ekstremna efikasnost podrazumeva smanjenje

veli¢ine lezije za vise od 80%, umerena efikasnost smanjenje lezije od 50-80%, dok slaba
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efikasnost predstavlja smanjenje manje od 50% u odnosu na poéetnu veli¢inu lezije %7, Smatra se

da su promene u veli¢ini lezije na OPT-u uo¢ljive tek nakon 6 meseci od dekompresije &

Duzim trajanjem dekompresije dolazi do ve¢eg smanjenja veli¢ine lezije *. Dekompresija
od oko 6 meseci dovodi do smanjenja veli¢ine lezije za 50% °. Rezultate ove studije su potvrdili
i drugi autori 183%°_ U skladu sa ovim istrazivanjima je i redukcija lezija od oko 80% nakon 9 °,

odnosno 24 meseca ¢ trajanja dekompresije.

Rezultati istrazivanja su pokazali da nema razlike u redukciji volumena izmedu KCOT,
RC i folikularnih cista 18 kao ni u brzini smanjenja volumena izmedu KCOT, unilokularnih
ameloblastoma i folikularnih cista 2%°. Ovo samo svedodi o efikasnosti dekompresije i moguénosti
primene i na druge lezije. Takode, nema razlike ni u redukciji volumena mandibularnih 1
maksilarnin KCOT . Tako su rezultati jedne studije pokazali da je kod manjih lezija duZzina
trajanja dekompresije kraéa 1°, to nije u skladu sa drugim istrazivanjem prema kome vece lezije

pokazuju snazniji odgovor na marsupijalizaciju 2.

Recidivi

Jedna od karakteristika KCOT je i njihovo ponovno pojavljivanje nakon hirur§kog lecenja.
To je bio jedan od razloga zaSto su ove lezije 1 svrstane u tumore glave i vrata. Najve¢i broj KCOT
se ponovo pojavljuje u prvih 5 godina od operacije *. Morgan tvrdi da se one mogu javiti u ¢ak
25% nakon 9 i vise godina od uklanjanja 87, Neki autori pominju moguénost recidiviranja nakon
1 do 23 godine ¥, pa ¢ak i 41 godinu nakon operacije KCOT 8. Rekurentnost ovih tumora moze
da varira od 0 do 62,5% .

Smatra se da najceS¢e recidiviraju one lezije koje su smeStene u posteriornom delu
mandibule 10418619 ‘jako neke studije to nisu potvrdile L. Takode, ponovno javljanje tumora je
prisutnije u mladoj populaciji §to se objaSnjava ¢injenicom da je konzervativniji pristup leCenja
dosta zastupljeniji kod ove populacije ?*°. Neki autori su nasli da su rekurentne lezije zastupljenije

kod Zena &,

Smatra se da su tri mehanizma odgovorna za ponovno javljanje KCOT, a to su: (1)
nepotpuno uklanjanje tkiva KCOT, tacnije ¢erki cisti 1 epitelnih ostrvaca iz koStanog 1 mekog tkiva

koje okruzuje KCOT, (2) nastanak novog KCOT iz bazalnog sloja oralnog epitela i (3)
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kontinuirano stvaranje tumora u slu¢aju NBCC sindroma 8. Stopa rekurentnosti zavisi od vrste
terapijske procedure, prisustva ¢erki cista, ali i od veli¢ine lezije, broja slu¢ajeva koji su ukljuéeni,
kao i vremena pracenja 1%, Takode, pored prisustva éerki cista, i epitelni produZzeci i odontogena

ostrvca pokazuju povezanost sa rekurentno$éu 3L,

Neka istrazivanja su pokazala da su KCOT udruzeni sa NBCC sindromom podloZniji
vecem stepenu recidiva u odnosu na solitarne tumore. Kod KCOT udruzenih sa NBCC sindromom
rekurentnost je oko 82% 13, Ortokeratinizirajuée ciste imaju manju stopu rekurentnosti u odnosu
na KCOT 22 pa tako KCOT pokazuju rekurentnost od 42,6% u odnosu na 2,2% kod

ortokeratinizirajuéih cista 2%,

Vrsta terapijske procedure moze da utice na rekurentnost tumora. Nakon primene resekcije
nije detektovano ponovno javljanje lezija, dok je nakon primene enukleacije rekurentnost iznosila
17% do 56% 2. Cak i kada je enukleacija pracena kiretazom, stopa recidiva iznosila je 13,6% 2.
Ako se pre enukleacije primeni dekompresija ili kombinuje sa Karnojevim rastvorom, rekurentnost
se smanjuje na 1-8,7% 2. Primenom Karnojevog rastvora od 3 minuta nakon enukleacije,
rekurentnost se svodi na sli¢an nivo kao kada se primenjuje resekcija 2. Tako primena ovog
rastvora zajedno sa perifernom ostektomijom nije bila pracena recidivima, dok primena same
periferne ostektomije rezultira stopom rekurentnosti od 18,2% ¥, Ovi podaci su potvrdeni i
drugim studijama u kojima je rekurentnost nakon enukleacije iznosila 17,79%, nakon enukleacije
kombinovane sa Karnojevim rastvorom 6,7%, dok marsupializacija sa enukleacijom 3%, kao i
resekcija nisu bile pra¢ene pojavom recidiva 1241873% U svojoj meta-analizi Antonoglou je ukazao
da sama enukleacija dovodi do rekurentnosti od 17,8%, dok je kombinaciji sa adjuvantnim

sredstvom taj procenat manji 10,8% *°.

Potpuno odsustvo detekcije novih slu¢ajeva KCOT verifikovano je tokom 33,6 meseci
praéenja nakon enukleacije kojoj je prethodila 8,4 meseca duga dekompresija 2°, kao ni 3 godine

nakon zavr$etka terapije kada je dekompresija trajala 6 meseci 8¢

Nasuprot njima, u drugim studijama je tretman dekompresijom dovodio do rekurentnosti
bez obzira na duzinu trajanja tog tretmana. Tako Kolokythas u grupi KCOT tretiranih resekcijom
1 enukleacijom kombinovanom sa perifernom ostektomijom nije nasao rekurentnost, dok su
prijavljena dva od 11 slucaja ponovnih lezija nakon same dekompresije i dekompresije
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kombinovane sa enukleacijom, pri cemu je dekompresija trajala 7,2 meseca *°’. Medutim, ¢ak je i
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dekompresija u trajanju od oko 9 meseci, bilo sama ili u kombinaciji sa enukleacijom, dovodila do
rekurentnosti od 14,3% !”. Takode, nadeno je da su se u periodu od 1 do 6 godina nakon
marsupializacije u trajanju od 23,5 meseca i enukleacije javilo 6 rekurentnih KCOT od kojih je

jedan udruzen sa NBCC 1%/,

Ponovni tumori se mogu detektovati i nakon resekcije. Tako je zabelezen slucaj
rekurentnog KCOT u maseteri¢énom prostoru, pri ¢emu je tumor ve¢ prethodno recidivirao i oba
puta bio lokalizovan u telu mandibule. Prvi put je eliminisan enukleacijom, a zatim, drugi put,
nakon 20 godina od te terapije, i resekcijom °°. Ovo samo govori o jako agresivnoj i nepredvidivoj
prirodi ovih tumora, te se stoga savetuje potpuno uklanjanje svih delova tumora. Prilikom resekcije
se zahteva zahvatanje 5Smm koStanih ivica da bi se tako obuhvatile i satelitske ciste i izbegla pojava

rekurentnosti 1,

I sam nacin sprovodenja neke metode leCenja ima uticaja na rekurentnost. Veci stepen
rekurentnosti je naden nakon enukleacije tumora iz vise delova, nego kada se enukleacija obavi u
jednom komadu %2, To je tesko moguée ako je lezija lokalizovana u nepristupaénom predelu
vilica. Vecéa rekurentnost je nadena u mandibuli (16,56%) nego u maksili (11,54%) nakon

enukleacije iako to nije bilo statisti¢ki potvrdeno °° .

Medutim, iako bi se oc¢ekivalo da je rekurentnost ¢es¢a kod vecih lezija, neka istraZivanja
su pokazala da manje lezije imaju veéi stepen rekurentnosti 13, Takode, multilokularni tumori i
tumori udruZeni sa infekcijom, fistulom 1 perforacijom koStanog zida pokazuju vecu tendenciju ka
ponovnom pojavljivanju u odnosu na tumore bez ovih karakteristika 22°. Takode, kod rekurentnih
tumora je nadeno isklju¢ivo prisustvo parakeratoti¢nog epitela 8 $to je u skladu sa razli¢itim

karakteristikama parakeratoti¢nog 1 ortokeratoticnog epitela.

Razli¢ito ponasanje rekurentnih u odnosu na primarne lezije autori su pokusali da objasne
razli¢itom ekspresijom markera proliferacije 1 apoptoze. Medutim, rezultati istrazivanja nisu bili
konzistentni. Tako su pojedine studije pokazale da je protein p53 znatno izraZeniji u rekurentnim
u odnosu na primarne KCOT %! dok drugi istraziva¢i nisu nasli veéu ispoljenost p53 u
rekurentnim naspram primarnih tumora "1417®_Sli¢no je i sa Ki-67. Ovaj marker proliferacije je
naden vise eksprimiran u rekurentnim KCOT u nekim ranijim studijama 1#4?4%, dok neke kasnije
studije nisu potvrdile takav nalaz "1'®. Iako bi se o¢ekivalo da inflamacija uti¢e na rekurentnost,

takva veza nije potvrdena od strane Kuroyanagi i autora 44,
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5. Uticaj gena, regulacije celijskog ciklusa i apoptoze na nastanak
KCOT

KCOT udruzene sa NBCC sindromom

Iako je jos 1951. primeceno postojanje multiplih cista u vilici, bazocelularnih karcinoma 1
racvastog rebra kod jednog pacijenta, tek je 1960. godine Gorlin Golc ove pojave povezao u jedan
klini¢ki sindrom danas poznat kao Gorlin Golcov ili Nevoid Basal Cell Carcinoma sindrom
(NBCCS) 826 pored solitarnih, KCOT se javljaju i u sklopu NBCCS %2, KCOT najéescée
predstavljaju prvi znak prisustva NBCCS kod pacijenata 22, pri ¢emu se oni javljaju u 65-75% 3L,

pa ¢ak i u 92% pacijenata sa sindromom %2,

U odnosu na sporadicne KCOT, ovi tumori udruZeni sa sindromom se dosta rede javljaju
u populaciji i to u oko 1,4%- 8,1% pacijenata u odnosu na ukupan broj osoba sa razli¢itim tipovima
KCOT 8797103149 1J okviru ovog sindroma se najéesce javljaju multiple lezije 8% sa oko 5 lezija
kod jednog pacijenta, mada taj broj moze da varira od 1 do 30 22°. Broj novih i rekurentnin KCOT
u okviru sindroma ima tendenciju povecanja do 30. godine, nakon ¢ega taj broj opada. KCOT
udruzeni sa sindromom imaju tendenciju da recidiviraju u znatno veéem stepenu nego sporadi¢ni

KCOT 2%,

Lezije udruzene sa sindromom se javljaju u mladem zivotnom dobu u odnosu na sporadi¢ne
KCOT i to u 16. godini ili ranije °! i Gesée kod Zena 1%2. Ovi tumori mogu da se transformisu u

skvamocelularne karcinome 22%. Epitel ovih tumora pokazuje parakeratinizaciju 47,

Ovaj sindrom je poznat jo§ kao 1 sindrom nevusa bazalnih c¢elija, sindrom multiplih
karcinoma bazalnih ¢elija, Gorlinov sindrom, hereditarna kutaneomandibularna polionokoza i
sindrom bifidnih rebara 2. Prevalenca za ovaj sindrom je jedan sluc¢aj na 56,000 do 164,000
novorodencadi ’®. On predstavlja autozomalno dominantni nasledni sindrom koji obuhvata defekte
koZe, nervnog sistema, o¢iju, endokrinog sistema i kostiju 1'2. Smatra se da je za njegov nastanak
odgovorna mutacija u PTCH1 supresornom genu, kao i poremecaj regulacije Sonic Hedgehog

signalnog puta 22°.
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U stomatognatom sistemu, pored prisustva KCOT, postoji i umeren mandibularni
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prognatizam **4, maksilarna hiperplazija, visoko nepce ili izrazeni nep¢ani lukovi (40%), rascep

usne i/ili nepca (4%), ektopi¢na pozicija zuba i impaktirani zubi ili hipodoncija (3%) 2°

Dijagnoza NBBC sindroma se postavlja kada osoba ima bar dva glavna ili jedan glavni i
dva pomoéna znaka sindroma 228, Postoje pet glavnih karakteristika Gorlin- Golcovog sindroma,
a to su: multipli bazocelularni karcinomi ili jedan BCC pre tridesete godine Zivota i 10 i vise
bazocelularnih nevusa, kostane ciste (KCOT), ektopicne kalcifikacije kao Sto je falx cerebri,
jamice na dlanovima i tabanima i familijarna istorija Gorlin-Golc sindroma ??°. U pomo¢ne znake
ovog sindroma spadaju: kongenitalne malformacije u smislu rascepa usne i nepca, potom skeletne
anomalije (spojena rebra i pr§ljenovi, skolioza, sindaktilija), meduloblastomi kod mlade dece, kao

i fibromi srca i jajnika 2262°. Postoji vise od 100 manjih znakova NBCC sindroma 2,

Iako je poznato da KCOT u okviru sindroma ispoljavaju drugacije, agresivnije ponasanje i
pokazuju sklonost ka recidivima, ne postoji konzistentnost u rezultatima ekspresije markera
proliferacije i apoptoze u ovim lezijama u odnosu na primarne. Ovo moze da ukaze na slozenu
prirodu KCOT, moguénost uticaja drugih molekula, ali i postojanja greSaka u metodologiji
istrazivanja, kao i razlikama medu pojedinim populacijama s obzirom da se radi o oboljenju sa
hereditarnom osnovom.

Tako su Lo Muzio i autori nasli ve¢u ekspresiju p53 u NBCC-KCOT nego u sporadi¢nim
194 $to drugi nisu potvrdili 1. Takode, ni razlika u ekspresiji PCNA nije nadena medu razli¢itim
tipovima KCOT u nekim studijama %, dok je u drugim studijama akcentovana znatno veéa
ekspresija u sindromskim KCOT 188263 Samo su Pan i autori prikazali ve¢u zastupljenost Ki-67 u
sindromskim naspram sporadi¢nih lezija 2. Veéina drugih autora nije nasla razliku u ekspresiji

173,176,208

Ki-67 medu ova dva tipa tumora ili je ta ekspresija bila manja nego u sporadi¢nim

tumorima . Sli¢no je i sa bcl-2 proteinom gde je Kolar jedino nasao veéu ekspresiju ovog

proteina u sindromskim KCOT %, dok u drugim studijama to nije bio slucaj 841%42%,

PTCH

PTCH (Patched homolog 1) predstavlja humani homolog Drozofila segment

polarizovanog gena koji je lokalizovan na 9922.3-31 i sastoji se od 23 egzona koji kodiraju protein
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od 1447 aminokiseline ®8. PTCH je receptor za Hedgehog (HH) protein pri ¢emu se aktivira SHH
signalni put 2%°. SHH put je jako bitan za normalan razvoj tkiva i to nerava, gastrointestinalnog

sistema, pluca i zuba tako $to aktivira gene odgovorne za proliferaciju, apoptozu i samoobnovu %.

Do inaktivacije PTCH najces¢e dolazi tako $to jedan alel gena mutira, a zatim dode do
gubitka drugog alela %3, Sindromske KCOT nastaju iz prekursorskih éelija kod kojih postoji
nasledena promena na jednom i gubitak normalnog alela na drugom, dok sporadi¢ne KCOT

nastaju usled dve somatske promene od kojih jedna predstavlja gubitak alela %.

Vezivanje SHH za PTCH transmembranski protein dovodi do poni$tavanja inhibitornog
efekta na transmembranski protein SMO, pri ¢emu se aktivira transkripcioni faktori Gli-1, FUSED,
COST AL2 i oni posledi¢no aktiviraju gene odgovorne za kontrolu celijskog ciklusa i ¢elijsku
preliferaciju 3°". U pojedinim studijama pokazano je da su PTCH, SMO, SHH-indukovan bcl-2
bili eksprimirani u primarnim, rekurentnim i sindromskim KCOT sli¢no kao i kod ameloblastoma,
a znatno vise nego u OOC, RC i FC §to ukazuje na neoplasti¢nu prirodu KCOT 22, Takode, SMO

i PTCH su vise izraZeni u rekurentnim nego u primarnim tumorima %,

Mutacije PTCH gena se detektuju u 85% kod sindromskih i oko 28,6% kod sporadi¢nih
KCOT %2, Jedna grupa autora je pronasla prisustvo PTCH1 mutacija u 84% sporadiénih KCOT
kada je lezija bila liSena fibroznog omota¢a ??°. Znatno veéa ekspresija Ki-67 u lezijama sa
prisutnim PTCH1 mutacijama, nego u onima koje nisu pokazale njihovo prisustvo ukazuje na
asocijaciju ovih mutacija sa proliferacijom 12, Sindromski KCOT pokazuju bazalnu ekspresiju
PTCH i GLI-1 koja je pokazatelj povecane proliferacije, dok su ovi markeri u sporadi¢nim

tumorima ispoljeni u suprabazalnom, diferentovanom sloju 3%7.

U KCOT je detektovan gubitak alela L-MYC, VHL, HOGG1, APC, MCC, PTCH,
MTS1/p16, Pten i TP53 gena, pri ¢emu frekvenca gubitka alela ovih gena ide od 11% do 80% °.
Medu pomenutim genima, u ovim tumorima je najvise detektovan gubitak alela p16 (75%), TP53
(66%), PTCH (60%) i MCC (60%) gena 3. Nadeno je da prisustvo ¢erki cisti u KCOT korelira sa
gubitom alela u ovim tumorima; tac¢nije, u svim slu¢ajevima KCOT gde su prisutne ¢erke ciste,
detektovana je najmanja jedna mutacija, dok je u KCOT bez prisutnih ¢erki cisti detektovan
gubitak alela u 2 od 5 slu¢ajeva 3. U njima je nadena i prekomerna ekspresija gena za citokeratin

6B (KRT6B), DNK-oste¢en-inducibilni transkript 3 (DDIT3), epidermalni faktor rasta receptor 3
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(ERBB3), lokalizovanih na 12913, kao i glioma-vezan onkogen homolog 1 (GLI1), lokalizovan u

blizini ovog mesta 1%,

TP53 gen

Produkt TP53 gena ima ulogu da zaustavlja ¢elijski ciklus u G1 fazi, a u mutantnoj formi
da dovodi do poveéane proliferacije ili maligne transformacije éelija 1*°. S obzirom da su mutacije
TP53 gena retke u KCOT, povecana ekspresija je izazvana prekomernom produkcijom ili

stabilizacijom normalnog p53 proteina 1%

Postoje razlicita stanovista u pogledu uticaja pS3 proteina na patogenezu KCOT. Studija
Kuroyanagija potvrdila je prisustvo mutacija TP53 gena u 31,3% analiziranih KCOT, pri ¢emu je
takav nalaz uocen kod 50% rekurentnih i 28,5% nerekurentnih lezija 1*3. Mutacije su detektovane
u egzonu 5, 7 i 8 i bile su missense i silent. U brojnim studijama je detektovana veca ekspresija
p53 proteina u KCOT nego u FC 9204211223251 ' ;ada u nekim istrazivanjima nije nadena razlika

u njegovoj ekspresiji izmedu ova dva tipa lezija 168206294,

Slicno je i sa istrazivanjem p53 proteina u RC i KCOT. Neke studije su nasle vecu
ekspresiju p53 proteina u RC u odnosu na KCOT S§to se objasnjava prisustvom inflamacije u RC
uzrokovane bakterijskom infekcijom koja je odsutna kod KCOT 2%62%1 S druge strane, u brojnijim
studijama detektovana je veéa /9204211223

na RC 42,168,294

ili Cak sli¢na ekspresija ovog proteina u KCOT u odnosu

Takode, kada je uporedivana ekspresija ovog proteina u suprabazalnim slojevima epitela,
pokazalo se da je ona veéa u KCOT u odnosu na OOC 2. | rekurentni KCOT pokazuju veéu
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izrazenost p53 nego primarne lezije ~>* §to govori o vecem stepenu proliferacije i agresivnosti

rekurentnih tumora.

RAS geni

RAS geni predstavljaju protoonkogene koji se aktivacijom prevode u onkogene. Otkriveni
su 1960. godine kao transformisuéi elementi u Harvi i Kirsten sarkom virusima kod pacova 2’.

Kasnije (1980) je njihovo prisustvo dokazano kod ¢oveka s tim da su H-RAS i K-RAS predstavljali
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¢elijske kopije Harli 1 Kirsen virusnih gena, a N je izolovan iz ¢elijske linije neuroblastoma kod
ljudi 2. Ovi geni su lokalizovani na razli¢itim hromozomima, pa je tako N-RAS lokalizovan na 1.,

H-RAS na 11., a K- RAS na 12. hromozomu 3*.

H-RAS se nalazi na poziciji 5 kratkog kraka hromozoma 11. Ovaj gen poseduje 6,5kb i
sastoji se od 6 egzona koji mogu biti kombinovani tako da nastaju dve vrste proteina 22, Prisustvo,
odnosno odsustvo egzona unutar introna D (IDX), lokalizovanog izmedu 3. i 4. egzona, odreduje
koji produkt ¢e se dobiti na kraju. Ukoliko se u H-RAS transkriptu nalazi IDX, translacija se
prekida ranije $to rezultuje nastankom manjeg proteina, p19, molekulske tezine od 18 912 daltona
51, H-RAS poseduje repetitivne sekvence (variable tandem repeating sequences -VTR) koje
pokazuju pojacivacku aktivnost i za koje se vezuju transkripcioni faktori NF-kB familije (p45,

p50, p72, p85) 3*. Kod misa je prisustvo H-RAS transkripta nadeno u mozgu, misi¢ima i kozi *>°.

K-RAS gen je smesten na 12,1 poziciji kratkog kraka 12. hromozoma. Kao i H-RAS i on
ima 6 egzona i dve varijante (K-RAS4A i K-RAS4B), s tim §to K-RAS4B ne ukljucuje egzon 6 2%,
N-RAS je smesten na 13,2 poziciji 1. hromozoma 2?6, K-RAS je ispoljen u crevima, plué¢ima i

timusu, a N-RAS u testisima i timusu **°,

Postoje razne klasifikacije ras proteina. Dok se prema jednoj od njih ras superfamilija moze
podeliti na pet subfamilija (RAS, RHO, RAB, ARF, Ga subjedinica G proteina) %2, druga se zalaze

za jednostavnu podelu na prave ras proteine (h, k, n-ras) i na ras sliéne proteine ',

Vecina ras proteina (h-ras, n-ras, k-ras A) se sastoje od 189 amino kiselina, osim k-ras B
koji ima 188. P21ras proteini imaju molekularnu tezinu od 21 kDa po ¢emu su i dobili naziv. Ovi
proteini se sastoje od 86 identicnih N-terminalnih aminokiselinskih ostataka; slede¢ih 80
aminokiselinskih ostataka su homologe u 85%, dok je ostali deo proteinskog lanca razli¢it 0sim
segmenta od 4 aminokiseline CAAX-COOH (C-cistein, A-alifaticna aminokiselina-izoleucin,

leucin, valin; X-metionin, serin) 3¢,

Sinteza p21ras proteina se obavlja u citoplazmi, na slobodnim ribozomima i pri tome
nastaje pro-21ras koji se nakon posttranslacione modifikacije C terminusa prevodi u hidrofobni
oblik p21ras proteina sposoban da se veze za unutra$njost membrane 3%, Prva modifikacija
podrazumeva farnesilaciju citozina *3, nakon ¢ega se AAX deo preteoliti¢ki odvaja, pa citozin dalje

podleze karboksilnoj metilaciji * u endoplazmatskom retikulumu 22, Dalje h-ras, n-ras i k-ras4A
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podlezu palmitoilaciji u GoldZijevom aparatu 27, dok kod k-ras4B ovo nije potrebno s obzirom da
sadrzi polibazi¢ni domen potreban za vezivanje za plazma membranu 2%,

21 Domen

H-ras protein je smeSten u holesterolskim mikrodomenima membrane
odgovoran za vezivanje za membanu je 180-186 kod h-ras, n-ras, k-ras A, dok je kod k-ras B za
to angazovan domen 175-186 2’. Zbog vezivanja za membranu, ras proteini su pretezno
lokalizovani uz nju u citosolu. Detekcija ras proteina u jedru je moguca i pripisuje se procesu

farnesilizacije i interakciji ras-a sa GTPazom RAN, nuklearnim nosa¢em NTF.

RAS geni imaju ulogu u éelijskoj diferencijaciji, proliferaciji i i ¢elijskom razvoju °. Stoga,
p21ras protein prenosi signal od membrane do unutrasnjosti ¢elije u cilju kontrole ¢elijskog rasta,
migracije, adhezije, diferencijacije, integracije citoskeleta i prezivljavanja 2?’. RAS proteini
pokazuju GTP-aznu aktivnost. Kada je p21 vezan za GTP, on je aktiviran i uestvuje u kaskadnom
prenosu signala od membranskog receptora ka unutrasnjosti ¢elije. Ova aktivnost je kratkog daha
i signal brzo pocinje da opada 2*8. Prelazak iz aktivnog u neaktivan oblik je kontrolisan uz pomoé
aktivirajuceg proteina GAP (GTPazni aktivirajuci protein) koji podstice GTP-aznu aktivnost ras
proteina. Tako se ras protein inaktivira, posto je za njega vezan GDP i za njegovo vradanje u

aktivno stanje potrebno je prisustvo GEF (guanine nucleotide exchange factor) 227

Ekspresija p21ras proteina je povezana sa visokim stepenom diferencijacije tkiva, a ne sa
proliferacijom. Stoga je visoko eksprimiran u neuronima, misi¢nim i endokrinim ¢elijama, kao i u
parijetalnim c¢elijama 1 dobro diferentovanim ¢elijama koze, ezofagusa, testisa, materice 1 grlica
materice, dok je slabo eksprimiran u njihovim stem déelijama “8. Prisustvo ovog proteina je
detektovano u glandularnom epitelu 1 glatkim miSi¢ima Zeluca, epitelu 1 glatkim miSi¢ima creva,
hepatocitima, lajdigovim celijama testisa, tubularnom epitelu bubrega, limfocitima u slezini i
limfnim ¢vorovima, urotelu 1 glatkim miSi¢ima mokraéne besSike, epitelu prostate, epitelu mlecnih
zlezda, endokrinim Celijama Stitne zlezde, epitelu pankreasa i njegovim endokrinim ¢elijama,
epidermisu koZe i znojnim Zlezdama 8. Aktivnost RAS/MAPK puta u epitelu zubnih zametaka u
inicijalnoj fazi mineralizacije krune ukazuje na njegovu ulogu u ¢elijskoj proliferaciji i

diferencijaciji zubnih zametaka 142,

Kras4a pokazuje proapoptotsku ulogu, dok B varijanta ima antiapoptotsku ulogu i

udestvuje u tumorskoj invaziji, metastaziranju kao i u kardiovaskularnoj homeostazi 22, Onkogeni
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H-RAS gen moze da ispolji i pro-apoptotski efekat putem aktivacije kaspaze-3 2?6, Mutirani H-RAS

gen takode moze da inhibira Fas indukovanu apoptozu putem DNK metilacije 2?8

Ekspresija H-RAS gena zavisi od promotora, intronskih sekvenci, variable tandem repeat
sequence (VTR), metilacije i alternativne obrade primarnog transkripta. Promotorski region H-

RAS gena je nemetiliran, tako da metilacija ovog regiona dovodi do promena u transkripciji 3.

Ekspresija RAS gena je povezana sa 90% tumora 2%, RAS geni mogu dovesti do nastanka
tumora na Cetiri na¢ina: mutacijom ovih gena, genskom amplifikacijom, ugradnjom retrovirusnih
sekvenci i izmenama u regulaciji transkripcije 3. Cak je gubitak heterozigotnosti na H-RAS

lokusu naden u skvamocelularnom karcinomu (SCC) *?°,

Za aktivaciju RAS gena smatraju se odgovornim tackaste mutacije na kodonima 12, 13, 59
i 61 °°. Mutiran protein ne vrsi hidrolizu GTP da bi inaktivirao, veé ostaje konstantno vezan za
GTP i samim tim aktivan 2. Mutiran RAS gen zauzima druga¢iju strukturnu konformaciju u
odnosu na wild-type. U slu¢aju mutacije gena, na 12. poziciji dolazi do zamene glicina drugom
amino kiselinom. Taj lanac ometa GAP u hidrolizi GTP-a. Na 61. poziciji wt RAS gena, glutamin
je u kontaktu sa argininom u okviru GAP-a, pri ¢emu se dozvoljava kontakt molekula vode da
izazove hidrolizu GTP i deaktivira RAS. Mutacijama se menja ovakva konfiguracija i tako
narusava njegova GTP-azna aktivnost 6°,

Mutirani H-RAS je karakteristi¢an za karcinom mokraéne besike 190, bubrega, Stitne Zlezde
160 neuroblastoma, karcinom glave i vrata, jednjaka i dusnika 3°°; mutirani K-RAS je naden u
adenokarcinomima pankreasa, kolorektalnim karcinomima 1 mikrocelularnim karcinomima pluca
21228 dok je N-RAS vezan za mijeloidnu leukemiju, Nunanov sindrom, melanom 2?8,
hepatocelularni karcinom i hematoloske tumore %°. Naden je najvise u karcinomima, sarkomima,

limfomima, endokrinim i neuroendokrinim tumorima “®. Pominje se ¢ak da maligni tumori

eksprimiraju p21ras, nasuprot benignim i premalignim lezijama %*°.

Aktivirani ras moze da stimulise nekoliko ¢elijskih puteva od kojih su najznacajniji MAPK
(mitogen aktivirajuée protein kinaze) i PI3K (fosfatidilinositol-3-kinaza)/Akt '*°. Vezivanje
faktora rasta za tirozin kinazni receptor dovodi do fosforilacije njegovih tirozinskih citosolnih
ostataka usled cega se SOS (son of sevenless) vezuju za fosfotirozin preko GRB2, ali i za
membranu. GTP aktivnost ras je regulisana uz pomo¢ GAP i GEF. Nakon aktiviranog ras proteina,
RAF kinaza fosforilise RAF1 (MAP3K), a on dalje do fosforilacije treonina/tirozinskih rezidua
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MEK (MAP2K) koji fosforiliSe ERK1 1 ERK2 (MAPKs). ERK1,2 odlaze u jedro i tu fosforilisu
transformi$uéi faktor ELK1 koji dovodi do transkripcije rano reaguju¢ih gena 2% Takode, u
literaturi se pored RAF pominju jo§ neki od efektora RAS gena kao §to su inozitol-tri fosfat, PLC,
AF6, PKC, TIAM, RIN1, GAP, RAL-GDS %,

Drugi put podrazumeva vezivanje ras za p110a, deo PI3K, $to dovodi do aktiviranja PI3K
i prevodenja PIP2 (fosfatidilinozitol-4,5-difosfata) u PIP3 (fosfatidilinozitol-3,4,5-trifosfata) 1%.
Nagomilani PIP3 dovodi fosfatidilinozitol zavisnu kinazu 1 (PDK1) i AKT u blizinu, pri ¢emu
kinaza fosforilise i aktivira Akt koji se pri tome aktivira i dovodi do fosforilacije efektornih

proteina zaduZenih za proliferaciju, éelijsku smrt i prezivljavanje 1%,

U odnosu na druge gene RAS familije, H-RAS gen pokazuje znacajniju zastupljenost u
karcinomima glave i vrata. Medutim, ne postoji jasno stanoviste oko ekspresije H-RAS gena u ovoj
grupi tumora. Naime, ovaj gen je jako eksprimiran u karcinomima glave i vrata kod stanovnistva
Indije (35%), dok su drugi istrazivaci nasli da je u karcinomima glave i vrata Evropljana i
Amerikanaca slabo detektovan (manje od 5%) "°. Ovakve varijacije u zastupljenosti H-RAS gena

se objasnjavaju losim navikama stanovnika Indije kao $to su Zvakanje duvana i pusenje.

Murugan je nasao da je u slucaju oralnog skvamocelularnog karcinoma (OSCC) H-RAS
najéesée izmenjen 10, Stopa mutacije kod H-RAS je 11,2%, sa rasponom od 0-55%; kod K-RAS je
4,5%, sa opsegom od 0-33%; N-RAS 0,3%, sa opsegom od 0-2,5% %. Mutacije H-RAS gena su
¢esce ispoljene u Aziji u odnosu na zapadnu populaciju zbog lose navike Zvakanja duvana. S druge
strane, prekomerna ekspresija H-RAS gena usled amplifikacije je izraZenija u zapadnom svetu,

nego u Aziji. 1.

Ranija istraZivanja su pokazala suprotstavljene rezultate, pri ¢emu amplifikacije gena nisu
detektovane u zapadnom svetu, ali amplifikacije K-RAS i N-RAS su nadene u oralnim karcinomima
Indije . Proucavajuéi OSCC u populaciji Vijetnama, medu 18% slu¢ajeva nadena je, pored 9
tackastih mutacija H-RAS gena i jedna inserciona (10Gly11) mutacija. Od tih devet, tri su bile

lokalizovanje na kodonu 12, jedna na 13, a ostalih pet na kodonu 62 .

Medutim, bilo je ranijih istrazivanja koja nisu detektovala mutacije ovog gena u SCC. Tako
Clark nije naSao prisustvo mutacija H-RAS gena ni u jednom od 6 benignih papiloma i 5
premalignih eritroplakija, kao ni u 20 malignih SCC ranog stadijuma *°. To je potvrdeno i u studiji
gde medu 120 SCC nisu nadene mutacije na 12. kodonu H-RAS, 61. kodonu N-RAS i 13. kodonu
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K-RAS, ali je bilo dva tumora sa mutacijom na 12. kodonu K-RAS. Prekomerna ekspresija H-RAS
je nadena kod 54% SCC, ali nije udruzena sa stadijumom tumora, nodularnom ekspresijom 1i
histologijom, $to ukazuje na ukljuc¢enost drugih gena u progresiju tumora. Prekomerna ekspresija

je povezana sa ranim stadijumom tumora 12°,

Ekspresija p21ras proteina je detektovana u 76,9% ameloblastoma, pri ¢emu je ovaj protein
lokalizovan u citoplazmi ¢elija pomenutih tumora, mada je u par slucajeva bio prisutan u maloj
koli¢ini i u jedru 2*. Druga studija je nasla 100% ekspresiju p21 ras u ameloblastomima,
ameloblasti¢nim fibromima i odontogenim miksomima, ali i u svim uzorcima zubnih folikula gde
unutra$nji epitel, spoljasnji epitel i reticulum stellatum pokazuju slabiju ekspresiju, dok je zubna

papila negativna za ovaj protein 2. Pri tome je antitelo prepoznavalo i h-ras i k-ras p21 proteine.

Ekspresija RAS/MAPK signalnih molekula u ameloblastomima se nije jasno razlikovala
od iste u zubnim zamecima i malignim ameloblastomima #2. Nije nadena ni znacajna razlika u
ekspresiji Rafl, MEK1 i ERK1/2 proteina izmedu malignih ameloblastoma i zubnih zametaka,
dok je K-RAS bio manje izrazen kod malignih ameloblastoma 42, Ovakvi rezultati nisu ukazali na
ulogu K-RAS gena ili MAPK puta u patogenezi ovih tumora. S obzirom da je RAS/MAPK put
zastupljeniji u pleksiformnim nego u folikularnim ameloblastomima, iz ovoga proizilazi da je ovaj

put udestvovao u strukturi i citodiferencijaciji ameloblastoma 42,

Polimorfizmi gena

Iako se polimorfizmi, kao razli¢iti oblici jednog istog gena, smatraju normalnom pojavom
u populaciji i javljaju se sa uc¢estaloséu vec¢om od 1% slucajeva, oni mogu da predstavljaju faktore
rizika za nastanak raznih tumora. Polimorfizmi mogu sami da doprinesu nastanku tumora ili da taj

efekat ispolje kada su u kombinaciji sa drugim polimorfizmima u istom ili drugom genu.

Javljaju se u obliku polimorfizama pojedina¢nih nukleotida (SNP) i polimorfizama duZine
sekvence. Polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida podrazumevaju izmenu, inserciju ili deleciju

jednog nukleotida u odredenoj sekvenci.

S obzirom da je jasno da genski faktori imaju uticaj na razvoj KCOT, u ovim tumorima su
proucavani 1 polimorfizmi raznih gena. Jedan od polimorfizama koji je povezan sa rizikom za

nastanak karcinoma dojke, grli¢a materice, pluca, kolona i beSike jeste Arg72Pro polimorfizam
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TP53 gena. Njegovo prisustvo je potvrdeno i u KCOT. Kod ovog polimorfizma je arginin
zamenjen prolinom u proteinskom lancu na 72. kodonu TP53 gena. Homozigot za Pro alel je
pokazao dvostruko veéi stepen rizika za nastanak KCOT u odnosu na zdrave kontrole %2, dok je

alel Arg povezan sa razvojem ameloblastoma .

Takode, genotip GG u okviru -31G/C polimorfizma gena za survivin pokazao se kao faktor
rizika za nastanak KCOT *2, kao i drugih tumora %', Kod ovog polimorfizma citozin je zamenjen
guaninom na 31. poziciji u promotoru, ¢ija je uloga u regulaciji transkripcije gena za survivin. Dok
je u jednoj studiji alel T i genotip TT u okviru polimorfizma IL-10889 povezan sa nastankom

KCOT 3, druga studija nije nasla vezu izmedu njih 2*°.

Medu polimorfizmima koji su prouc¢avani u KCOT, a nisu povezani sa nastankom ovih
tumora je i Pro47Ser polimorfizam TP53 gena, gde je citozin zamenjen timinom na prvom mestu
47. kodona u TP53 genu. lako je alel koji kodira serin na poziciji 47 bio zna¢ajno vise zastupljen
u ovim tumorima nego u kontrolnim uzorcima, ovaj polimorfizam nije doveden u vezu sa sa
nastankom KCOT 12,

Ni insercioni polimorfizam PIN3 ins 16bp, koji se karakteriSe insercijom nukleotidne
sekvence od 16 bp u intronu 3 TP53 gena, nije detektovan u KCOT iako je alel A bio zastupljeniji
kod obolelih od KCOT 2. Moze se zaklju¢iti da mutacije gena TP53 nisu odgovorne za nastanak

ovih tumora.

T81C H-RAS polimorfizam

Ovaj polimorfizam na H-RAS genu predstavlja SNP koji se javlja na kodonu 27, egzona 1.
S obzirom da je u pitanju tzv. silent mutacija, ovaj polimorfizam ne dovodi do promene strukture
p21 proteina jer zamenom citozina za timin 1 dalje se zadrZzava aminokiselina histidin na istom
mestu u proteinskom lancu 2%, Medutim, T81C polimorfizam deluje na proces nastajanja p21,
glavnog produkta i pl19, alternativnog produkta H- RAS gena, pri ¢emu dolazi do povecanja
produkcije proteina p21 na radun p19 proteina *°.

Smatra se da ovaj polimorfizam doprinosi nastanaku karcinoma mokraé¢ne besike 11°213,

zeluca %8 tiroidne zlezde 28, usne duplje 89244 i mijeloidne leukemije 2. Naden je u oko 22%

oralnih karcinoma stanovnika Vijetnama, mada je nepoznato koji je genotip povezan sa njihovim

31



Uvod

nastankom 8. U drugoj studiji koja je proucavala asocijaciju ovog polimorfizma i oralnog
karcinoma nadeno je da je genotip TC pokazao 1,6 puta vec¢i rizik za nastanak karcinoma u odnosu
na TT, a TC+CC 1,59 veci rizik nego TT. Zakljuceno je da je alel C povezan sa nastankom ovog

karcinoma 2. Ovaj alel je naden i kao faktor rizika za nastanak karcinoma Zeluca 3%,

Medutim, u nekim studijama je nadeno da su alel C i1 genotip CC zastupljeniji u zdravim
kontrolama nego kod pacijenata sa kolorektalnim karcinomom 110236241 7astupljenost genotipa
CC kod zdravih pojedinaca je bila od 5% 24! do 15% *1°, a alela C od 30% 24! do 40% 2. S tim u
vezi, ovaj alel je pokazao protektivnu ulogu u kolorektalnim tumorima 1% adenokarcinomima

2% i karcinomima mokraéne besike 2*!. Ovakve razlike u distribuciji genotipova i

zeluca
povezanosti ovog polimorfizma sa tumorima mogu se objasniti razli¢itos¢u medu populacijama,

kao i razlikama u vrsti tumora i njihovom mehanizmu nastanka %°,

Ciklin D1

Gen za cilkin D1 je lokalizovan na hromozomu 11q13 2%, Ciklin D1 je bitan za progresiju
G1 faze éelijskog ciklusa, ali moze da dovede i do njenog skraéenja ®. Uopsteno gledano, ciklini
zajedno sa ciklin zavisnim kinazama (cdk) pomazu progresiju ¢elijskog ciklusa. Medu ciklinima
su poznati A, B1, B2, C, D1, D2, D3, E, F, G i H i oni ispoljavaju aktivnost u razli¢itim fazama
¢elijskog ciklusa. Dok su ciklin E i A vezani sa cdk2 i deluju pre i tokom S faze, ciklin B sa cdk1
pokazuje aktivnost na prelasku G2/M, a ciklin D1 zajedno sa cdk4 je aktivan u G1 fazi °*. Inhibitori
ciklin zavisnih kinaza mogu biti Kip/Cip familija i INK ©7,

U tumorima se povecava aktivnost ciklina, dok su ciklin zavisne kinase inaktivne.
Povecana ekspresija ciklin D1 proteina nije samo posledica amplifikacije CCND1 gena, ve¢ moze
biti izazvana uticajem drugih gena kao npr. RB °’. Hipofosforilisani pRB deluje na povecéanje
eskpresije ciklin D1. S druge strane, postoji i negativna povratna sprega u kojoj sinteza i aktivacija
ciklin D1 vodi ka fosforilaciji pRB (nuklearni protein retinoblastom) sto dalje izaziva smanjenje
ekspresije ciklin D1 ¢7. Ciklin D1 kao deo holoenzima (sa cdk4, cdk6) fosforilise i zajedno sa ciklin

E-cdk2 kompleksom inaktivise inhibirajuéi efekat RB-a na éelijski ciklus 7?81,

U literaturi se pominju razli¢iti transdukcioni putevi koji deluju na aktivnost ciklin D

promotora, pa se pored p42mark, c-Jun, c-Ets-2 i EGF pominje i mutirani p21ras ©. Ciklin D1 je
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regulisan od strane RAS gena i pri tome se posebno naglasava uticaj RAF-MEK-ERK puta.
Medutim, ciklin D1 podleZe i uticaju PI3K i PI3K/Akt puta . S obzirom da ciklin D1 regulise

brzinu kojom te¢e G1 faza, njegova indukcija od strane p21ras vodi ka progresiji te faze °

Mitogena stimulacija ¢elija u stanju mirovanja izaziva dva maksimuma aktivacije RAS-a,
pri ¢emu se prva aktivacija RASa javlja na ulasku u G1 fazu i udruzena sa Raf protein kinaznim
putem, dok je druga karakteristi¢na za sredinu G1 faze i povezana sa aktivnos¢u PI3K/Akt puta
160, Veza RAS gena sa ¢elijskim ciklusom se ogleda i u povezanosti ovog gena sa p21cipl, p27kipl
i RB. Inhibicija RAS gena dovodi do aktivacije RB i prestanka G1 faze 1°°. RAS inhibise ekspresiju
p27kipl. Ako je inhibirana funkcija RAS gena, smanjena je i ekspresija ciklina D1, §to dovodi do
vece povezanosti p27kip1 sa Cd2-Ciklin E kompleksom. Medutim, normalna aktivnost RAS gena
dovodi do velike ekspresije ciklina D1 koja izaziva povezanost p27kipl sa Cdk4-Ciklin D1, pre
nego sa Cdk2-Ciklin E kompleksom, pri ¢emu je tako oslobodena Cdk?2 aktivirana. RAS je bitan

za regulaciju ciklina D1 i inhibiciju Rb, ¢ime se regulise proliferacija ¢elije >.

Sam ciklin D1, iako dovodi do progresije G1 faze ¢elijskog ciklusa, ne moze da dovede do
transformacije primarnih ili zrelih fibroblasta. Za tu funkciju potrebna mu je korelacija sa drugim
protoonkogenima. Tako ciklin D1 korelira sa RAS-om u transformaciji ¢elija bubrega mladih
pacova 2! i njihovih embrionalnih fibroblasta 18 kao i kod epitelnih éelija mle¢nih Zlezda 3%. Sa
c-Mycom indukuje nastanak B-éelijskih limfoma 28, Takode, ciklin D1 poveéava i ekspresiju
FGFR 11 2 (receptor za fibroblastni faktor rasta) 1 tako senzitivise ¢elije na bFGF (bazi¢ni faktor

rasta fibroblasta) $to vodi ka progresiji tumora 28,

Njegova povecana ekspresija je detektovana u raznim tumorima, pre svega u limfomu
mantle ¢elija 3, tumorima glave i vrata '8!, kolorektalnom adenokarcinomu 8, karcinomu dojke
8 pluca ¥, jednjaka 13, jetre 21, mokraéne besike 224, materice 1%, koze 1% i sarkomima 1%,
Prekomerna ekspresija ciklina D1 i/ili CCND1 amplifikacija se detektuje u 35 do 64% oralnih
karcinoma glave 1 vrata 1 povezana je sa razvojem bolesti, kra¢im vremenom preZivljavanja,
rekurentno$¢u i lokalnim metastazama u limfnim zlezdama . U normalnim tkivima ovaj protein
je slabije izrazen 132, Njegova uloga se ogleda i u uticaju na adhezivnost i mobilnost éelija ’’. Svoj

onkogeni potencijal ispoljava kroz abnormalan rast ¢elija, angiogenezu i rezistentnost na apoptozu
281
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Ciklin DI je eksprimiran 1 u KCOT (87%) viSe nego u FC (25%) 1 RC (30%), ali ne
znacajno manje nego u glandular odontogenic cyst (GOC) (60%) 2’®. Detektovan je u
parabazalnom sloju epitela KCOT (Taghavi et al., 2013). U ovim lezijama pokazuje izrazeniju
jedarnu ekspresiju, mada se moze detektivati i u citoplazmi ®%%, Ciklin D1 je ispoljen vise u
sindromskim KCOT (83,3%) nego u nesindromskim KCOT (82,5%) i OOC (75%) kada se
posmatra i suprabazalni i bazalni sloj 2°*. Rekurentne KCOT ne pokazuju veéu zastupljenost ciklin
D1 u odnosu na nerekurentne lezije *22°!, S druge strane, Lo Muzio je nasao ispoljen ciklin D1 u
svim sindromskim, za razliku od sporadi¢nih KCOT % §to je pripisano primeni razli¢itih
laboratorijskih metoda i drugacijih antitela. Suprotno njemu, Kimi je u svojoj studiji detektovao
jedarnu ekspresiju ciklina D1 u svim tipovima KCOT i u bazalnom i u parabazalnom sloju, pri
¢emu je ovaj protein bio eksprimiran u 79,2% primarnih, 70% rekurentnih i u 100% sindromskih
KCOT %32, Jedina znacajna razlika je nadena izmedu primarnih KCOT i normalne gingive (57,1%)
132 Suprotno njima, Ibrahim je nasao manju suprabazalnu, nuklearnu ekspresiju ovog proteina u
sindromskim (20%) u odnosu na nesindromske tumore (37,5%) 1%. De Vicente je uo¢io ekspresiju
ciklin D1 proteina u 91% KCOT, 50% FC, 40% ameloblastoma i 30% RC. Dok je u KCOT ta
ekspresija bila zastupljena fokalno u parabazalnom sloju, u FC i RC ekspresija ciklin D1 proteina
je bila podjednako zastupljena i fokalno i difuzno 2°. Al-amiri je potvrdio svojom studijom
rezultate de Vicentea, gde je najjaca ekspresija ciklina D1 bila u KCOT ( 85,7% ) u odnosu na FC

(75%) i RC (62,5%), mada je statisti¢ki znacajna razlika u ekspresiji vidljiva samo u epitelu °.

Survivin

Survivin pripada familiji proteina inhibitora apoptoze koju sem njega ¢ine i NAIP, cIAP1,
clAP2, XIAP, Ts-XIAP, ML-IAP ¢ Veg¢ina ovih proteina poseduje BIR domen (baculovirus IAP
repeat), a neki sadrze i prstenasti domen koga ¢ine 7 cisteina i 1 histidin sposobni da vezu 2 atoma
cinka . Survivin ima jedan BIR domen na N-kraju, alfa-heliks domen na C kraju i funkcionise
kao dimer 2°2, U odnosu na druge IAP, on nema COOH prstenasti kraj, kao ni domen za vezivanje

kaspaza . Survivin protein se sastoji od 142 aminokiseline i molekularne je mase 16,5kDa °°.

Gen za survivin je smesten na 17. hromozomu i duzine je 14,7kb °. Postoji 5 izoformi
survivina i to survivin, survivin-2B, survivin-delta Ex-3, survivin- 3B i survivin-2a . Survivin se

sastoji od 3 introna %6 i 4 dominantna, kao i dva skrivena (2B i 3B) egzona *°2. Medutim, survivin
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2-B ima umetnut egzon 2B koji kodira ubacivanje 23 dodatne aminokiseline u BIR domen i
pokazuje gubitak antiapoptotske funkcije, dok se kod survivin-3 gubitkom egzona 3 prekida BIR
domen, ali je antiapototska funkcija u velikoj meri o¢uvana ®°. Survivin 2-B je pretezno
citoplazmatski lokalizovan, dok survivin 3 varijanta pokazuje i nuklearnu lokalizaciju °°
Survivin-3B se sastoji od 5 egzona ukljuéujuéi 3B egzon izdvojen iz introna 3 %°. Survivin-2a ¢ine
egzon 1 i egzon 2 sa intronom 2 #!. Razli¢ite varijante survivina se razlikuju po lokalizaciji i

funkciji %3,

Uloga survivina se ogleda u inhibiciji apoptoze, ali i u regulaciji ¢elijskog ciklusa, kao i u
apoptozi . BIR domen doprinosi antiapoptotskoj ulozi ovog proteina 6. lako on ne poseduje
sposobnost direktne inhibicije aktivnosti kaspaze 3, kaspaze 7 i kaspaze 9, prisustvo hepatitis B
X-intereagujuéeg proteina mu omogucava da ispolji antiapoptotsku funkciju tako Sto se taj
kompleks vezuje za prokaspazu 9 i time se spre¢ava apoptoza 1’2, Takode, asocijacija sa XIAP
doprinosi stabilizaciji ovog proteina i njegovoj inhibiciji kaspaze 9 %. Njegovim vezivanjem za
Smac sprecava se uticaj ovog proapoptotskog proteina koji ima za ulogu da veze IAP za sebe i

68

tako omoguéi da kaspaze deluju apoptotski Survivin reguliSe celijsku proliferaciju

stabilizacijom mikrotubula tokom kasne mitoze i regulacijom ta¢ne podele sestrinskih hromatida

303, $to se obezbeduje asocijacijom survivina i hromozomskih putni¢kih proteina, aurore B,

INCENP i borealina 2°,

Smatra se da je njegova uloga vezana za lokalizaciju unutar celije, pa tako nuklearno
lokalizovan survivin doprinosi ¢elijskoj proliferaciji, dok citoplazmatski ima ulogu u ¢elijskom
prezivljavanju i éelijskoj deobi *3. Survivin je takode lokalizovan i u mitohondrijama, odakle se

oslobada u citoplazmu, te stoga survivin ispoljava ulogu u inhibiciji apoptoze i progresiji tumora
69

Uloga u inhibiciji apoptoze zavisi od fosforilacije treonina na 34. poziciji koju regulise
p34cdc2-ciklin B1 kinaza . Svako povecanje aktivnosti ove kinaze dovodi do poveéane
ekspresije survivina. Medutim, mutacija treonina i prevodenje u alanin onemogucava fosforilaciju
survivina ¢ime se naruSava njegova stabilnost i dolazi do degradacije. Mutacijom survivina
naruSava se 1 stabilnost survivin-kaspaza 9 kompeksa, pri ¢emu odvojena kaspaza 9 ispoljava

apoptotsku funkciju 2%,

35



Uvod

Njegova regulacija je i pod uticajem p53, STAT-3 (signalni transduser i aktivator
transkripcije) i c-H-RAS. Protein p53 vrsi supresiju ekspresije survivina 118, Aktivacija STAT-3 u
tumorima dovodi do povecane ekspresije survivina. Indukcija ekspresije H-RAS gena dovodi do
povecanja survivina 2%°, Inhibicija hemikalijama RAS-stimulisane aktivnosti PI3K i MEK1 dovodi

do smanjenja ekspresije survivina i posledi¢ne apoptoze 2%,

Survivin je ispoljen tokom embriogeneze i to u ranijim fazama vise, dok je kasnije njegova
ekspresija smanjena. Ima ulogu u razvoju i diferencijaciji tkiva. Kod odraslih je njegova ekspresija
ograni¢ena na neka tkiva kao §to su timus, CD34+ stem ¢elije koStane srzi, bazalni epitel kolona i
mukozi zeluca. Ima ulogu u razvoju T celija 1 najviSe je ispoljen u duplo pozitivnim ¢elijama
(CD4+/CD8+), dok je manja ekspresija zastupljena u CD4+ i CD8+, a negativna u perifernim T
éelijama *°. U endogenim ¢elijama je regulisan od strane VEGF 2% bazi¢nog fibroblastnog

faktora rasta 2°% i angiopoetina-1 preko PI3K/Akt puta 2%,

Povecana ekspresija survivina uocena je u karcinomima, sarkomima i hematoloskim
tumorima. Ispoljen je u karcinomima pluéa %, dojke 2, jednjaka %, zeluca **°, kolona 1%, jetre
109 pankreasa 2*°, mokraéne besike 2’4, materice 2, jajnika *°* i koze %. Poveéana ekspresija je
nadena i u leukemijama 1%, neuroblastomima 1%, melanomima !, Non-Hoc¢kinovim limfomima

visokog stepena ° i sarkomima mekog tkiva %2,

Sto se ti¢e povezanosti ekspresije survivina i polimorfizama gena za survivin, publikovani
su razli¢iti rezultati. Prema Andri¢u i autorima ekspresija survivina je znatno manja kod KCOT
pacijenata sa GG genotipom, iako je taj genotip doveden u vezu sa nastankom KCOT 2. Nasuprot
njima, drugi autori su nasli da je alel G odgovoran za poveéanu ekspresiju survivina®?. S druge
strane, neke studije su povezale genotip CC sa poveéanom ekspresijom survivina 83111126 Takode,
bilo je i istrazivanja gde nije nadena nikakva veza izmedu genotipova i ekspresije survivina .
Ovakvi kontradiktorni rezultati se objasnjavaju ¢injenicom da su u regulisanje ekspresije survivina
ukljuceni i drugi mehanizmi osim transkripcione kontrole gena. PoSto postoje razliCite forme
survivina, pitanje je koju formu survivina antitelo prepoznaje tokom imunohistohemijske analize,

s obzirom da antitela nisu specifi¢na za pojedine forme survivina.

Prognosticki znacaj ekspresije survivina zavisi od metode dijagnostike, njegove
lokalizacije unutar éelije, kao i detekcije razli¢itih izoformi 8. U tumorima jednjaka, jetre, jajnika,

mikrocelularnim karcinomima pluca, limfomima mantle C¢elija, holangiokarcinomima i
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karcinomima endometrijuma nuklearna ekspresija survivina daje povoljnu prognozu, dok je u
karcinomima Zeluca, dojke, ependimomu i osteosarkomu detekcija survivina u jedru tumorskih
éelija vezana za losu prognozu 8. Bez obzira na ¢injenicu da razli¢ita antitela detektuju razlicite
izoforme i lokalizacije survivina, pokazalo se da cak i ista antitela primenjena na razlic¢itim

tumorskim tkivima detektuju survivin razli¢itih lokalizacija 2.

Nuklearna lokalizacija survivina se povezuje sa povoljnom prognozom u slu¢aju OSCC "%,
Smatra se da je lokalizacija survivina regulisana interakcijom nuklearnog eksportujuceg signala,
NES sa nuklearnim eksportnim receptorom, Crm1. NES se nalazi na C kraju survivina ’*. Neke
studije nisu detektovale prisustvo survivina u normalnoj mukozi 1328, a njegovu slabiju ekspresiju
u OSCC su povezivali sa povoljnijom prognozom, dok su srednja i jaka vezane za nepovoljan
ishod bolesti 1%, Tako je i Bowen nasao odsustvo ekspresije survivina u kozi, dok je ovaj protein
bio eksprimiran i u benignim i malignim lezijama koze *. Prisustvo survivina je moguce i u slu¢aju

premalignih lezija, leukoplakija 8.

Sto se ti¢e usne duplje i oralnih lezija, survivin je detektovan u ameloblastomima 4%, ali i
u KCOT 151207 Kymamoto je u svojoj studiji ukazao i da citoplazma unutra$njeg epitela
perikoronarnih folikula (PF) u odnosu na spoljasnji epitel i zubnu laminu ispoljava pozitivnost za
surivin **1. To je potvrdio de Oliveira koji je naSao survivin ispoljen i u citoplazmi i u jedru
epitelnih ¢elija PF. U istoj studiji je survivin lokalizovan i u jedru i u citoplazmi KCOT 1 FC s tim
Sto se u tumorima najjaca ekspresija pokazala u suprabazalnom sloju, a u FC je bila i u bazalnom
i suprabazalnom 2%, Kada se posmatraju razli¢ite vrste KCOT primeéeno je da je survivin u
primarnim KCOT slabo eksprimiran u citoplazmi bazalnog i parabazalnog sloja, dok je u
rekurentnim i sindromskim KCOT ispoljen jako u svim slojevima epitela. U sindromskim je
ispoljen u jedru 1 to najjace izrazen nego u drugim tipovima KCOT ¢ime se moZe objasniti
rekurentnost ovih tumora **. Nasuprot njima, Andrié¢ je opisao jaku difuznu ekspresiju survivina
u citoplazmi KCOT, dok su RC bile negativne za njegovo prisustvo !, Isti autor nije nasao

asocijaciju CMV i ekspresije survivina.
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Danas je jasno da u etiologiji KCOT vaznu ulogu imaju nasledni faktori. Brojna
istrazivanja su pokazala da su mutacije PTCH gena vazne za nastanak kako sindromskih 2°72%,
tako i sporadiénih KCOT ®4%?12, Smatra se da je PTCH gen odgovoran za agresivno ponasanje
KCOT, kao i visok stepen rekurentnosti 1°. Osim toga, promene na nivou jo§ jednog od &esto

ispitivanih tumor supresorskih gena, TP53, takode se dovode u vezu sa ovim tumorima 38,

Uopsteno govorec¢i, mutacije pojedinih tumorsupresorskih ili protoonkogena predstavljaju
jedan od najznacajnijih faktora koji doprinose nastanku tumora. Greske na genu TP53 zajedno sa
mutacijama na nekom od gena iz familije RAS gena su najc¢esée genske lezije koje se mogu
detektovati u humanim tumorima. Medutim, iako je danas Siroko prihvaceno da KCOT treba
posmatrati kao tumorske lezije, u dostupnoj literaturi nema podataka o tome da li mutacije i

polimorfizmi RAS gena doprinose nastanku ovih tumora.

RAS onkogeni su aktivirani oblici normalnih gena, protoonkogena. Jedan od ¢lanova te
familije je i H-RAS. Mutacije H-RAS gena su detektovane u razli¢itim tumorima Coveka:
neuroblastomu, skvamocelularnom karcinomu glave 1 vrata, karcinomu jednjaka, larinksa, zeluca,
kolona mokraéne besike i leukemiji 3. Za nastanak tumora najéesée su odgovorne promene u
RAS-MAPK (mitogen-activated protein kinase) putu 228, mada je jedna studija pokazala da RAS

predstavlja vaznog ¢lana PI3P-Akt puta i moZe da ima ulogu u nastanku oralnog karcinoma &°.

Aktivacija ovog gena je uzrokovana najcesce tackastim mutacijama na nekom od klju¢nih
kodona, 12, 13 i 61. Usled ovoga, dolazi do zamene aminokiselina i izmene primarne strukture, a
tako i funkcije onkoproteina p21ras. Smatra se da ovaj protein u¢estvuje u regulaciji proliferacije
1 diferencijacije ¢elija. Zbog homologije aminokiselinske sekvence sa G proteinima, smatra se da
ima ulogu u transdukciji mitogenog signala tj. stimulaciji ¢elijskog rasta stvaranjem sekundarnih
glasnika. Vezan je za unutra$nju stranu membrane i hidrolizom GTP-a do GDP-a uz pomo¢ GAP-
a (GTP activating protein) prelazi u neaktivno stanje. Zato izmena p21 vodi do gubitka sposobnosti
hidrolize GTP-a i tako do prekomerne aktivnosti ovog proteina i posledi¢nog rasta i proliferacije
¢elija. Ipak, za sada nije poznato da li ovakav mehanizam ima znacaja za nastanak i rast KCOT,
niti da li postoje podaci o tome kakav je nivo ekspresije p21ras u ovim lezijama i da li on zavisi

od statusa H-RAS gena.

Postoje opre¢na misljenja o povezanosti mutacije H-RAS gena i tumora glave i vrata. lako

su pojedini istrazivaci nasli da je zastupljenost mutacija u tumorima glave i vrata stanovnika Indije
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velika %9243 veéina studija ukazuje da su mutacije H-RAS gena u malom procentu odgovorne za

129 {li da ih Gak i nema **°®. U ameloblastomima su potvrdene

nastanak ovih tumora kod Evropljana
mutacije H-RAS gena u 6% slu¢ajeva u 12. (G12S) i 61. (Q61R, Q61K) kodonu 3. Imaju¢i u vidu
da i KCOT i ameloblastomi poticu od ¢elija odontogenog epitela, kao i da dele brojne klinicke
osobine, jedan od ciljeva ove studije je bio da se ispita da li se mutacije H-RAS gena mogu

detektovati i u KCOT.

Rezultati brojnih istrazivanja pokazali su da i polimorfizmi pojedinih gena mogu
predstavljati faktore rizika za nastanak KCOT. U ovim tumorima je detektovan Arg72Pro
polimorfizam TP53 gena, gde su homozigoti za Pro alel imali dvostruko veci stepen rizika od
nastanka KCOT u odnosu na zdrave kontrole *°2. Nasuprot tome, u ameloblastomima je pokazano
da faktor rizika predstavlja prisustvo alela koji kodira arginin ovog polimorfizma %, Sto se tice
IL-10889 polimorfizma, rezultati su nekonzistentni. Dok jedna grupa naucnika nije nasla da
genotip TT doprinosi nastanku KCOT 2%°, drugi ga smatraju faktorom rizika za njegov nastank 3.
Jos$ jedan od polimorfizama koji je potvrden u KCOT je -31G/C polimorfizam gena za survivin
gde je GG genotip pokazao trostruko veéi rizik za nastanak KCOT 2. Drugi ispitivani
polimorfizmi u KCOT, kao Pro47Ser polimorfizam TP53 gena i insercioni polimorfizam PIN3
ins16bp istog gena nisu dovedeni u vezu sa njihovim nastankom, iako su Ser alel i alel A2 (sa

insercijom) bili zastupljeniji u KCOT nego u zdravim kontrolama *2.

Kada je u pitanju H-RAS gen, polimorfizam 81T/C dovodi se u vezu sa nastankom
razli¢itih humanih tumora, kao $to su karcinom mokraéne besike, tiroidne zlezde, Zeluca i oralni
karcinom 115128213.244.308 ' Naime, na kodonu 27, u prvom egzonu H-RAS gena moze do¢i do
izmene 81. nukleotida (T>C). Medutim, ovo ne dovodi do zamene aminokiselina, te s toga nema
poremecaja funkcije produkta ovog gena, proteina p2lras. Ovakva izmena je u stvari tzv.
,,silent“ mutacija, ne menja strukturu p2lras, ali dovodi do njegove povecane sinteze *°. Ovaj
polimorfizam je naden u 22% slu¢ajeva oralnog karcinoma kod stanovnika Vijetnama %, a
genotip TC sam ili u kombinaciji sa genotipom CC, odnosno alel C ?** okarakterisani su kao faktor
rizika za nastanak ovih tumora. Medutim, u dostupnoj naucnoj literaturi nema podataka o

distribuciji genotipova ovog polimorfizma kod pacijenta sa KCOT. Imajuéi sve navedeno u vidu,

bilo bi znac¢ajno ispitati da li odredeni genotipovi ovog polimorfizma doprinose nastanku KCOT.
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S obzirom na teskoc¢e u hirurSkom lec¢enju KCOT, dvofazni hirurski postupak koji se sastoji
od tzv. dekompresije u prvom hirurSkom aktu, nakon cega sledi potpuna enukleacija tumora,
predstavlja Cesto koris¢enu opciju za leCenje pacijenata sa ovim lezijama. Stvaraju¢i komunikaciju
lezije sa usnom dupljom, dekompresijom se smanjuje veli¢ina KCOT, ali dolazi i do zadebljanja
zida™), te se tako tumor slede¢om hirur§kom metodom, enukleacijom, moZze odstraniti u
potpunosti. Razna istrazivanja su se bavila, a i dalje se ispituje, da li se pored evidentnog smanjenja

KCOT nakon dekompresije deSavaju i promene u njihovom biolo§kom ponasanju.

Znacajno je $to je uoceno da nakon dekompresije dolazi do promena u ekspresiji markera
éelijske proliferacije u uzorcima KCOT 1320:50.200272.2732%8 Tako nakon prve faze le¢enja KCOT
uoden je gubitak citokeratina 10 2°, bcl-2 3, smanjenje ekspresije COX-2 2% IL-1omRNA i
njegovog proteina 29?2 kao i receptora za ovaj interleukin (IL-1RI) 22, KGF 273, Ki-67 2%,
Medutim, rezultati Clarka i saradnika pokazali su nepromenjenu ekspresiju Ki-67, EGFR i p53

nakon dekompresije °.

Dekompresija rezultira smanjenjem vrednosti intracistiénog pritiska 14°, a time i ekspresije 1L-

200272 § produkcije metaloproteinaza, prostaglandina i osteoklastima sliénih éelija, odgovornih

la
za resorpciji kosti 2®. Ovim se delimiéno moze objasniti smanjenje veli¢ine lezije i njene
agresivnosti nakon dekompresije. | dok se ovakvi mehanizmi relativno jednostavno mogu
sagledati u patogenezi vili¢nih cista, ¢injenica da KCOT predstavljaju tumorske lezije, u ¢ijem
rastu znacajnu ulogu igraju poremecaji u regulaciji Celijskog ciklusa i apoptoze, budi posebno
interesovanje za efekte dekompresije na ove tumore.

Primeceno je da epitel KCOT nakon dekompresije podleZe histoloskim promenama, §to se
ispoljava kao njegova hiperplazija, te gubitak keratinizacije, u ¢ak 83% slucajeva 1320171 S
obzirom da se smatra da je upravo epitel KCOT odgovoran za rekurentnost tumora i da se u njemu
detektuje povecana ekspresija raznih markera proliferacije 1 regulacije ¢elijskog ciklusa, onda i ne
¢udi ¢injenica $to se vecina istrazivanja fokusira na detekciju eventualnih promena u ekspresiji

regulatornih proteina nakon dekompresije, koje bi pratile navedene histoloske promene u epitelu

KCOT.

U keratocistiénim odontogenim tumorima detektovana je povecana ekspresija raznih markera
proliferacije kao $to su Ki-67 79,93,114,130,183,196,207,208,242,294, PCNA 82,136,206,218,238,251 i survivin

1112151207 kao i proteina odgovornih za regulaciju ¢elijskog ciklusa, kao §to je ciklin DI
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99,132,194,276,291.294 Ekspresija ovih proteina je bila znatno veéa u epitelu KCOT u odnosu na druge
odontogene lezije, §to se smatra jednim od pokazatelja agresivne prirode ovih lezija i njihovog

potencijala za konstantni rast.

Brojna istrazivanja su se fokusirala na ispitivanje nekih od ovih proteina u uzorcima KCOT
nakon dekompresije. Bez obzira na to, efekat dekompresije na njihovu ekspresiju i dalje ostaje
nepotpuno razjaSnjen, pre svega zbog toga Sto su rezultati sprovednih istraZzivanja dosta
kontradiktorni. Dok u nekim studijama Ki-67 pokazuje znacajno smanjenje u ekspresiji nakon
dekompresije 2%, druga istrazivanja nisu mogla da dokazu razliku u promeni ekspresije ovog %1%,
a ni drugih proteina kao §to su protein p53 i EGFR *°. Sli¢no je i sa bcl-2, gde su pojedine studije
pokazale njegovo znacajno smanjenje nakon dekompresije 13, dok druga istrazivanja naprotiv nisu
potvrdila promene u ekspresiji bcl-2 nakon ovakve intervencije . 1z ovih razloga, proizilazi
potreba za daljim prouCavanjem mehanizama delovanja dekompresije KCOT na ekspresiju

navedenih regulatornih proteina.

Survivin pripada grupi proteina inhibitora apoptoze, pri ¢emu ispoljava ulogu i u proliferaciji
éelija i angiogenezi. Najvazniju antiapoptotsku ulogu ostvaruje vezivanjem za SMAC .
Ekspresija survivina je dovedena u vezu sa mnogim tumorima 2337:193.267.274.282 5 j7medu ostalog i
ameloblastomima *! i KCOT 1112151207 Dg je jedan od faktora koji doprinosi nastanku KCOT,
govore i rezultati studije gde je ovaj protein bio eksprimiran u svim uzorcima KCOT, dok su uzorci
radikularnih cista bili negativni !. Takode, survivin je detektovan u znatno veéem stepenu u
KCOT nego u radikularnim i folikulanim cistama °! ili perikoronarnim folikulima zuba 2%’
Razlike u njegovoj ekspresiji postoje i u okviru razli¢itih tipova KCOT, gde KCOT udruzZene sa
sindromom ispoljavaju vecu ekspresiju survivina nego recidivirajuce ili sporadi¢ne KCOT, §to
govori u prilog veéem stepenu agresivnosti i proliferacije °. S obzirom na histoloske promene
epitela nakon dekompresije i antiapoptotsku i proliferativnu ulogu survivina, javlja se i potreba za

ispitivanjem njegove eventualne ekspresije nakon dekompresije.

Ciklin D1 u fosforilisanom stanju deaktivise inhibirajuci efekat retinoblasti¢nog proteina koji
kontrolise G1 fazu éelijskog ciklusa /". Kod mnogobrojnih tumora pronadena je prekomerna
ekspresija gena za ciklin D1 (CCND1 gen) 275, Detektovan je u raznim tumorima "%, ukljucujuéi
i skvamocelularne karcinome glave i vrata & i KCOT %276, Smatra se da doprinosi agresivnosti

lezije, sto je pokazano znacajno vecom ekspresijom u sindromskim u odnosu na sporadi¢cne KCOT
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i ortokeratinizirane odontogene ciste 2°. Takode, KCOT pokazuju povec¢anu ekspresiju ciklina D1

u odnosu na normalna tkiva 132,

S obzirom da odredene studije upuéuju na aktivaciju ciklina D1 od strane mutiranog H-RAS
gena ©, bilo bi interesantno ispitati i ekspresiju p21ras proteina, produkta H-RAS gena, u KCOT,
kao i utvrditi da li eventualno postoji korelacija izmedu njegove i ekspresije ciklina D1. Kako u
postoje¢oj naucnoj literaturi nema dovoljno podataka o statusu survivina i ciklina D1 u epitelu
KCOT nakon dekompresije, bilo bi interesantno ispitati i da li ova intervencija uti¢e na njihovu

ekspresiju i kakav je taj uticaj.

Na ovaj nacin, otvara se moguénost boljeg razumevanja efekata dekompresije na KCOT. Bilo
bi posebno znacajno prikupiti podatke koji bi, bar demili¢no, ukazali na to u kojoj meri
dekompresija, osim §to dovodi do smanjenja KOCT, uti¢e i na njihove bioloSke osobine. Sa
klinickog aspekta to bi pomoglo u izboru najoptimalnije metode uklanjanja rezidualne lezije nakon
dekompresije, buduci da bi bilo nesto jasnije da li te lezije i1 dalje zadrzavaju agresivno bioloSko
ponasanje KCOT ili sa smanjenjem njihove veli¢ine dolazi i do promene na nivou regulacije

apoptoze i ¢elijskog ciklusa.

Imajuéi u vidu sve gore navedene Cinjenice, postavljena je radna hipoteza da ¢e KCOT
pokazati prekomernu ekspresiju proteina p21lras, kao i survivina i ciklina D1, te da ¢e nakon
dekompresije do¢i do promene u nivou ekspresije ovih proteina. U pogledu statusa H-RAS gena,
o¢ekuje se da Ce distribucija genotipova 81T/C polimorfizma H-RAS gena biti razli¢ita kod
pacijenata sa KCOT u odnosu na zdrave pojedince, kao i1 da ¢e biti detektovane mutacije H-RAS
gena u ovim lezijama. Najzad, o¢ekuje se i da ¢e postojati korelacija izmedu ekspresije survivina,

ciklina D1 i proteina p21ras.
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Ciljevi

1. Utvrditi prisustvo mutacija na 12. i 13. kodonu H-RAS gena u uzorcima KCOT

2. Analizirati ucestalosti alela i genotipova T81C polimorfizma H-RAS gena u uzorcima KCOT i

kod zdravih pojedinaca i uporediti dobijene rezultate

3. Ispitati ekspresiju survivina, ciklina D1 i p21hras u tkivu KCOT i perikoronarnih folikula i
uporediti dobijene rezultate

4. Uporediti ekspresiju ovih proteina u uzorcima KCOT pre i nakon dekompresije

5. Ispitati da li postoji korelacija izmedu navedenih proteina

6. Ispitati da li postoji korelacija izmedu ekspresije ovih proteina i starosne dobi pacijenata, pola i

trajanja dekompresije
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U ovom klinicko-laboratorijskom istrazivanju su koris¢eni uzorci tumorskog tkiva pribavljeni
od pacijenata obolelih od keratocisticnih odontogenih tumora, kao i periferne krvi zdravih
individua koji su predstavljali kontrolu. 1zolovana DNK iz KCOT i periferne krvi koris¢ena je za
geneticke analize, dok su za imunohistohemijsku analizu kori§¢eni uzorci KCOT c¢uvani u vidu
parafinskih blokova , kao i tkivo perikoronarnih folikula pribavljeno tokom hirur§kog vadenja

zametaka donjih tre¢ih molara u okviru ortodontskog le¢enja.

Klini¢ki deo studije je obavljen na Klinici za oralnu hirurgiju Stomatoloskog fakulteta u
Beogradu, dok su laboratorijska istrazivanja sprovedena u Laboratoriji za humanu genetiku
Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, u Laboratoriji odeljenja patologije, Klinicko-
bolnickog centra, Zemun, u Laboratoriji patologije Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu
i Laboratoriji oralne patologije Stomatoloskog fakulteta u Beogradu. Celokupna studija je

obavljena u periodu od februara 2013. do januara 2015.

Istrazivanja su obavljena u skladu sa etickim principima i Dobrom klini¢kom praksom. Studija
je odobrena od strane Eti¢kog odbora Stomatoloskog fakulteta u Beogradu (36/19). Od svakog
ispitanika je pre pocetka studije dobijen potpisan pristanak uz prethodno usmeno i pismeno
informisanje pacijenta o ciljevima istrazivanjima, dobrobitima studije i moguéim rizicima
procedure. Pacijentima je ostavljena moguénost odustajanja od uéestvovanja u studiji u bilo kom

trenutku.
1. Geneti¢ka istrazivanja

Za detekciju mutacija H-RAS gena na kodonima 12 i 13 (koji predstavljaju najcescu
lokalizaciju mutacija ovog gena) koris¢ena je SSCP (single strand conformation polymorphism)
metoda i analizirano je ukupno 52 uzorka KCOT. Takode, u okviru geneti¢kih istrazivanja
analizirana je i distribucija genotipova polimorfizma T81C H-RAS gena u uzorcima KCOT i
perifernoj krvi zdravih osoba. Za detekciju ovog polimorfizma koris¢ena je PCR-RFLP
(polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism) metoda i analizirano je 50

uzoraka KCOT i 81 uzorak periferne krvi u okviru kontrolne grupe.
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Pre bilo koje od navedenih genetickih analiza, DNK je izolovana iz KCOT cuvanih u
parafinskim blokovima i periferne krvi zdravih osoba, a zatim je odredeni segment DNK, definisan

prajmerima, amplifikovan metodom PCR-a.

1.1 lzolacija DNK

1.1.1 lzolacija DNK iz parafinskih uzoraka

U prvom koraku, uzorak se usitnjava i dodaje mu se 1-1,5ml ksilola, uz vorteksovanje 30 minuta
i centrifugiranje na 13000 obrtaja u minutu. Nakon toga, odbacuje se supernatant. Ukoliko postoji
zamucenje i nejasna granica izmedu taloga i supernatanta, ovaj korak se ponavlja. Talogu se potom
dodaje 1-1,5 ml apsolutnog etanola uz muckanje od nekoliko minuta i centrifugiranje na 13000
obr/min. Zatim se ponovo odvaja supernatant, a uzorak stavlja u termostat u cilju eliminacije
etanola. U slede¢em koraku se naliva digestivni pufer TNE (3M NaCl, TE 10X, H20) pH 7,
proteinaza K i SDS, pri ¢emu se na 100ul TNE, dodaje 2 pl proteinaze K (10mg/ml) i 10 ul SDS

(10%). Ovakva smesa se ostavlja u vodenom kupatilu (termostatu) na 37°C preko noci.

Drugog dana se dodaje proteinaza K i smesa se drzi 1sat na 56°C. Potom se dodaje isti
volumen smese fenol: hloroform (1:1). Rastvor se blago mucka do postizanja homogenosti, a zatim
centrifugira na 3000 obr/min 5 minuta pri ¢emu nastaju dve odvojene faze. Vodena faza se odvaja
u novu ependorf posudu i njoj se dodaje isti volumen smese hloroform: izoamilalkohol (24:1). 1
ova smesa Se blago mucka do postizanja homogenosti i centrifugira na 3000 obr/min 5 minuta, sa
finalnim produktom od dve odvojene faze. Vodena faza se ponovo odvaja u novu ependorf posudu,
a zatim joj se dodaje 2-3 volumena apsolutnog alkohola (sa-20°C) i 1/10 volumena 3M Na-acetata.
Ova smesa se blago mucka sve do trenutka pojave koncica DNK, a potom centifugira nekoliko
sekundi. Nakon toga se odbacuje sve osim konc¢i¢a DNK koji ostaje na dnu ependorf posude. Sledi
ispiranje DNK 70% etanolom (sa — 20°). Nakon susenja taloga, dodaje mu se voda.

1.1.2 lzolacija DNK iz krvi

U 5ml krvi se dodaje 5ml pufera za lizu, pa se takva smesa ostavlja na ledu 10-15 minuta,

a zatim centrifugira na 3000 obr/min tokom 10 do 15 minuta. Supernatant se odbacuje, a talog
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ispira fizioloskim rastvorom uz dodatak 5ml pufera. Sve se zatim resuspenduje i centrifugira na
3000 obr/min 10-15 minuta. Postupak se ponavlja dok talog na pobeli. Nakon odbacivanja
supernatanta, talogu se dodaju supstance za njegovo rastvaranje: prvo 3ml pufera A, a potom i
200ul 10% SDS i 10ul proteinaze K (20 mg/1ml $toka). Sve se to izvorteksuje i inkubira na 37°C

preko no¢i.

Drugog dana, nakon $to se ependorf posuda izvadi iz vodenog kupatila, u meSavinu
rastvora se dodaje 1ml saturisanog NaCl (6M). Sve se to snazno promucka nekih 15 sekundi, dok
rastvor ne dobije belu boju. Sledi centrifugiranje na 3000 obr/min 15 minuta. Nakon talozenja
proteina na dno ependorf posude, izdvaja se supernatant, koji se potom prenosi u ¢iste epruvete. U
njega se dodaje 1 volumen izopropanola. Pazljivim mesanjem smese, izdvaja se DNK kon¢i¢, koji
se potom, pomocu Pasterove pipete, prenosi i potapa u 1ml 70% etanola (-20°C) 30 sekundi. Na
kraju procedure, ostavlja se da etanol ispari na sobnoj temperaturi, a onda se izolovana DNK

prebacuje u ependorf sa 100ul vode.
PCR

PCR predstavlja najefikasniju metodu za amplifikaciju DNK fragmenata uz koriSéenje
enzima Taq polimeraze. Ovaj enzim je DNK polimeraza izolovana iz bakterije Thermus aquaticus
koja Zivi u termalnim izvorima i adaptirana je na esktremno visoke temperature. S tim u vezi, Taq

polimeraza omogucava sintetisanje DNK na temperaturi od 72°C.

Ova metoda Kkoristi i prajmere koji predstavljaju oligonukleotide sposobne da se
komplementarno vezu za DNK lanac. Prednji (forward, F) se vezuje za pocetak, a reverzni
(reverse, R) za kraj regiona DNK koji se umnozava. Vezivanjem prajmera za DNK na ta¢no
odredenim, komplementarnim mestima formira se dvolancana struktura koja predstavlja signal

Taq polimerazi da odatle ugraduje nukleotide komplementarne matrici.

Amplifikacija se odvija kroz 25-40 PCR ciklusa, pri ¢emu se svaki ciklus sastoji od
denaturacije DNK (raskidanje vodoni¢nih veza izmedu dva lanca DNK) na temperaturi izmedu
92°C 1 95°C, hibridizacije prajmera (aniling, komplementarno vezivanje prajmera za mati¢nu
DNK) na temperaturi izmedu 50°C 1 70°C 1 elongacije lanaca (sinteza DNK nadovezivanjem
nukleotida na prajmere komplementarno matrici) na temperaturi od 72°C. Nakon nekoliko sati

amplifikacije, dobija se milijardu kopija DNK sekvence ograni¢ene F i R prajmerima.
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1.2 Detekcija mutacija H-RAS gena u uzorcima KCOT

1.2.1 PCR-SSCP

SSCP podrazumeva metodu za detekciju tackastih mutacija koja je bazirana na analizi
kretanja jednolanc¢anih segmenata DNK kroz gel tokom elektroforeze. Mutirana DNK ili DNK
izmenjena polimorfizmom zauzima drugaciju konformaciju u prostoru u odnosu na normalnu
DNK zbog specifi¢nog intramolekularnog sparivanja baza, sto se vidi kao drugaciji polozaj trake
na poliakrilamidnom gelu. Na ovaj na¢in moze se uociti da li se DNK iz ispitivanih uzoraka ponasa

na isti na¢in kao i DNK iz kontrolnih uzoraka ili zauzima drugaciju poziciju.

Prethodno izolovana DNK iz KCOT i periferne krvi se amplifikuje i Potvrda rezultata
SSCP wvrSena je podvrgavanjem slucajno izabranih uzoraka sekvenciranju. Analizom je
obuhvaceno 52 uzorka KCOT. Za kontrolne uzorke koris¢ena je izolovana DNK iz periferne krvi

zdravih osoba.

Za amplifikaciju DNK kori$¢eni su prajmeri F 5>’ ATGACGGAATATAAGCTGGT 3’ iR
5> CGCCAGGCTCACCTCTATA 3’, ¢ime se umnozava segment duzine 123 bp (baznih parova).
Ostatak amplifikacione smese (25ul) ¢inili su: 14,5 pl vode, 2,5 ul pufera, 1 ul dNTP, 0,2 pl Taq
polimeraze i 5 ul DNK. U eksperimentu je kori$¢ena koncentracija DNK od 100 ng/mikrolitru.
Uslovi PCR metode podrazumevaju inicijalnu denaturaciju na 95°C 3 minuta, a zatim
amplifikaciju kroz 35 ciklusa, koja se sastoji od denaturacije na 95°C 30sec, aniling na 50°C 30sec

i ekstenzija na 72°C 30sec. Krajna ekstenzija se odvijala na 72°C 7 minuta.

U cilju potvrde uspesne amplifikacije, uzorci su analizirani na 8% poliakrilamidnom
(PAA) gelu postupkom elektroforeze. Po 8 ul svakog od 50 amplifikovanih uzoraka, naliveno je
u pojedina¢ne bunari¢e PAA gela, pripremljenog prema recepturi Laboratorije za humanu genetiku
Stomatoloskog fakulteta (Tabela I1V-1).

Elektroforetsko kretanje amplifikovane DNK kroz gel odvijalo se na 230V u trajanju od

oko 30 minuta. Potom je gel obojen etidijum bromidom i izlozen UV svetlu.
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Tabela IV-1 Receptura 8% PAA gela

Nakon potvrde uspesne amplifikacije, uzorak je pripreman za SSCP analizu. U 5 pl
amplifikata dodavano je po 10 pl 95% formamida i 5 pl vode, pa je zatim vrSena denaturacija
DNK na 96°C 5 minuta. Po zavr$etku denaturacije, uzorak se stavljao na led i nanosio na 10% gel.
10% PAA gel se razlikovao od 8% PAA gela u zapremini sastojaka, kao i u dodatku glicerina radi
lakseg kretanja uzoraka kroz gel. Receptura 10% PAA gela je predstavljena u Tabela 1\VV-2. U prvi
bunari¢ je naliven DNK marker, a u jedan od ostalih i amplifikovan pripremljen uzorak DNK

zdrave osobe koja sluzi kao kontrola u odnosu na koju se poredi kretanje DNK poreklom iz tumora.

Elektroforeza je otpocinjala sa 160 V 15 minuta, nakon ¢ega je napon podignut na 200V i
pri tome je trajala 45 minuta. Tokom ostalog dela vremena, do isticanja boje, elektroforeza se
odvija na 230V.
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Tabela IV-2 Receptura 10% PAA gela

Bojenje gela, nakon elektroforeze, vrsi je po sledecoj proceduri: gel se potapa u rastvor |
5-10 minuta (Tabela 1V-3), a zatim ispira vodom u trajanju od 3 minuta. Potom se potapa u rastvor
Il (Tabela IV-4). Nakon pojave traka na gelu, otklanja se rastvor Il iz posude, a naliva sveze
pripremljena 10% siréetna kiselina (10ml sir¢etne kiseline i 90ml H20) i ostavlja da deluje 5

minuta. Detekcija traka je vrSena u odnosu na lokalizaciju normalne, kontrolne DNK (Slika 1V-1).

Tabela 1V-3 Rastvor | za bojenje 10% PAA gela

0,49

do 200ml
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Tabela IV-4 Rastvor Il za bojenje 10% PAAG

do 200ml

Slika 1V-1 10% PAA gel nakon bojenja srebrom u okviru SSCP metode. K predstavlja kontrolnu
DNK bez prisustva mutacija, dok su tumorske DNK obelezene oznakom T. Razlicito kretanje od
normalne DNK detektuje se razlicitim nivoom traka, koje su na slici oznacene strelicama

Sekvenciranje

Nekoliko uzoraka koji su na osnovu SSCP analize bili suspektni na prisustvo mutacije,
dodatno su podvrgnuti sekvenciranju radi potvrde nalaza. Za ovo je koris¢en uredaj ,,ABI Prism
310 Genetic Analyzer®. Pre sekvenciranja, PCR amplifikat je pre¢is¢en pomocu Qiagen-ovog Kita.

Reakcionu smesu ¢inili su:
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,BigDye terminator 3.1 8ul
Ciljni fragment 10ng
Prajmer 3,2 pmol
H20 do 20 pul

Program PCR reakcije za sekvenciranje bio je 1 min na 96°C, zatim 25 ciklusa slede¢a tri
koraka: 10 sec na 96°C, 5 sec na 50°C i 4 min na 60°C.

Nakon PCR reakcije, dobijeni produkti su pre¢is¢eni izopropanolom da bi se neinkorporisani,
obelezeni nukleotidi odstranili, a zatim je dodat formamid i uzorci su denaturisani tokom 2 minuta
na 96°C. Posle denaturacije dvostrukog lanca, uzorci su postavljeni u kapilarni sistem za

sekvenciranje, a dobijene sekvence su uporedene sa bazom podataka NCBI GeneBank.

1.3 Detekcija T81C polimorfizma H-RAS gena

U cilju detekcije polimorfizma H-RAS gena na nivou kodona 27 (polimorfizam 81 T—C),
uzorci KCOT analizirani su PCR-RFLP metodom. Analiza polimorfizama duzine restrikcionih
fragmenata (RFLP) se zasniva na digestiji umnoZenih fragmenata DNK restrikcionim
endonukleazama. Restrikcione endonukleaze su enzimi koje prepoznaju specifi¢no restrikciono
mesto, tj. sekvencu nukleotida u okviru kojeg seku DNK. Svaki enzim prepoznaje sebi svojstvenu

sekvencu nukleotida. Restrikciono mesto se najéesée sastoji od 4 do 6 bp nukleotida.

Ovom analizom obuhvaceno je 50 KCOT i 81 kontrolni uzorak periferne krvi zdravih
individua. Kao i pre SSCP, tako je i ovde prvo bilo potrebno amplifikovati deo DNK, ta¢nije deo
H-RAS gena oko kodona 27.

131 PCR
Priprema uzoraka za amplifikaciju je vrSena po sledecoj recepturi: 16,5 ul vode, 2,5 ul

pufera, 0,5 ul Mg, 0,5 pl dNTP, 1 pul prajmera 1, 1 ul prajmera 2, 0,2 ul Taq polimeraze i 3 ul

DNK odredenog uzorka u posebnu ependorf posudu, tako da se dobije 25ul amplifikacione smese.
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Pri tome, morali su biti ispoStovani i posebni uslovi PCR-a, pri ¢emu se inicijalna denaturacija
odvijala na 95°C u trajanju od 3 minuta. Proces amplifikacije je tekao kroz 35 ciklusa koje su ¢inili
denaturacija na 95°C 45 sekundi, aniling na 50°C 45 sekundi i ekstenzija od 1 minut na 72°C.

Krajnja ekstenzija na istoj temperaturi je trajala 7 minuta.

Detekcija amplifikovanog fragmenta je vrSena pomocu gel elektroforeze. Po 8 ul PCR
smese nalivano je u svaki bunari¢ 8% PAA gela. Elektroforeza se odvijala na 230V 30 minuta.
Nakon zavrSene elektroforeze, gel je bojen etidijum bromidom i izlozen UV svetlu. Tacna
lokalizacija obojene trake je ustanovljena poredenjem sa DNK markerom obi¢no nanetim u prvi
bunari¢ gela. Amplifikovan H-RAS gen je predstavljen trakom od 200 bp koris¢enjem prajmera
F:5-CTTGGCAGGTGGGGCAGGAGA-3i R:5-GGCACCTGGACGGCGGCGCTAG-3’
(Slika IV-2).

300bp

200bp

100bp

Slika 1V-2 Amplifikovan segment H- RAS gena od 200bp na PAA gelu.

1.3.2 Priprema uzoraka za RFLP

Gelom potvrden amplifikovani fragment H-RAS gena, dalje je podvrgnut RFLP metodi. U
svakih 17 ul amplifikata, dodato je 2 ul Tango puferai0,3 ul enzima Dralll (Adel, New England
Biolabs, Schwalbach, Germany). Potom je smeSa ostavljana u termostatu 1h na 37°C. Pre
nalivanja na 8% gel, uzorci su pomesani sa bojom. Lokalizacija traka je ustanovljena na osnovu
DNK markera.

U zavisnosti od sekvence DNK na poziciji 27 kodona, razlikuju se tri varijante genotipova.
Kod homozigota CC, Dralll enzim sece amplifikat na fragmente od 145 bp i 55 bp. Homozigot
TT predstavljen je trakom od 200 bp. Heterozigot CT se karakterise trakama veli¢ine 55 bp, 145
bp i 200 bp (Slika IV-3).
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Slika IV-3 Prikaz TT, TC i CC genotipova na PAA gelu. Prikazane linije odgovaraju velicini od
200bp i 145bp. Najniza linija velicine 55bp nije obuhvacena gelom usled potrebe za duzim

trajanjem elektroforeze radi razdvajanja gornjih linija.
2. Imunohistohemijska istrazivanja

Imunohistohemijske analize kori$¢ene su radi detekcije ekspresije survivina, ciklina D1 i
p21ras proteina u tkivu KCOT i perikonarnim folikulima. Tehnicki deo je obavljen na Odeljenju

patologije Klini¢ko-bolni¢kog centra Zemun.
2.1 Uzimanje uzoraka

U studiju je ukljuceno 18 pacijenata sa KCOT koji su leCeni dvofaznim hirurskim
postupkom, dekompresijom u prvom aktu i naknadnom enukleacijom preostale lezije. Prema tome,
ukupno 36 uzorka KCOT (18 parova), uzetih za vreme dekompresije, kao i tokom enukleacije,
podvrgnuto je histoloSkoj analizi i imunohistohemijskom bojenju. Od 18 pacijenata, 10 su bile
zene i1 8 muskarci, pri ¢emu je srednja vrednost godina zivota ovih pacijenata bila 37,7 (standardna
devijacija 20,423; medijana 30,5). Parafinski blokovi su ¢uvani na Odeljenju opste i oralne
patologije Stomatoloskog fakulteta u Beogradu od 2005. godine. Kontrolnu grupu su cinili
perikoronarni folikuli impaktiranih tre¢ih molara uzetih od sedam pacijenata (3 muskarca i 4 zene)

Cija je srednja vrednost godina Zivota bila 18,17 (standardna devijacija 2.32; medijana 18,5).

Faktori uklju¢enja u studiju su bili: histoloSki potvrdeni sporadi¢ni KCOT koji su

podvrgnuti dekompresiji pracenoj enukleacijom, kao i o0sobe bez ijednog drugog
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dijagnostikovanog tumora. Iz studije su bili isklju¢eni KCOT u sklopu Gorlin-Golcovog sindroma.
Istrazivanje je odobreno od strane Etickog komiteta Stomatoloskog fakulteta u Beogradu
(Odobrenje broj 36/19) i obavljeno na Klinici za oralnu hirurgiju Stomatoloskog fakulteta,
Univerziteta u Beogradu od januara 2014. do januara 2015.

Uzorci su uzeti od svakog pacijenta u dva navrata, tokom hirurskog lecenja, prvi put
prilikom dekompresije, a kasnije i prilikom enukleacije KCOT. U prvom hirurSkom aktu, nakon
eksponiranja lezije uziman je deo zida KCOT, stavljan u formalin, a zatim slat na histolosku
analizu i imunohistohemijsko bojenje. Potom je oralna sluzokoza zasivena za preostalo tumorsko
tkivo, tako da se formira komunikacija tumorske Supljine sa usnom dupljom. U postoperativhom
periodu vrSeno je ispiranje Supljine fizioloskim rastvorom. Nakon radiografski konstatovanog
smanjenja lezije pristupano je drugom hirurS§kom katu, enukleaciji preostalog tumora. Tokom
enuklecije, tumorsko tkivo je uklanjano u potpunosti i pribavljeni uzorci su slati na histolosku i

immunohistohemijsku analizu.

2.2 Histoloska analiza

Pre same imunohistohemije, bilo je neophodno potvrditi da se radi o keratocistiénim
odontogenim tumorima. Dijagnoza KCOT je potvrdena na osnovu prisustva parakeratoti¢nog
plocastoslojevitog epitela sa palisadno rasporedenim bazalnim slojem sa¢injenim od kuboidalnih
ili kockastih ¢elija. Na hematoksilin-eozin obojenim preparatima posmatrane su i druge
karakteristike epitela: prisustvo inflamacije, ortokeratoze, atipije epitela, hiperplazije, epitelnog
urastanja, epitelnih ostrvaca i cerki cista. Takode, obracena je paznja na prisustvo i na ostale

karakteristike odontogenih lezija (cisti) kao §to su Rastonova tela i holesterolski kristali.

2.3 Imunohistohemijsko bojenje

Deparafinizacija je vrSena na iseccima KCOT tkiva debljine 5 pm uz pomo¢ ksilena dva
puta po 5 minuta. Potom su tkiva dehidratisana pomocu etanola razlicitih koncentracija (100%,
96%, 80%, 70%, 50%) dva puta po 5 minuta. Tokom pretretmana, tkiva su izlagana 0.1ml citratnog
bufera (pH 6.0) 20 minuta na temperaturi od 98°C. Nakon toga, sledila je inkubacija uzoraka u

3% H202 5 minuta, ispiranje Tris buferom, kao i izlaganje UV zrafenju 5 minuta. Uzorci su
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inkubirani sa ze€ijim poliklonalnim antitelima za survivin (Termolab vision, Rockford, IL, USA)
spremnim za upotrebu i1 p2lhras (1:500, Termo lab vision, Rockford, IL, USA) i zeCijim
monoklonalnim antitelima za ciklin D1 (clone SP4, Termo lab Vision, Rockford, IL, USA)
spremnim za upotrebu 20 minuta u Imunosteineru. Nakon ispiranja od 5 minuta, uzorci su izloZeni
uticaju Quatro amplifiera 10 minuta, Quatro polimera 10 minuta, DAB quatro 5 minuta i
hematoksilina 2 minuta. Izmedu svih ovih faza, uzorci su ispirani u trajanju od 5 minuta. Kao
pozitivna kontrola za p21hras koris¢eno je normalno tkivo bubrega, mantle cell limfom za ciklin
D1 i normalno tkivo pankreasa za survivin. Negativnu kontrolu su predstavljala tkiva bez prisustva

anititela.

U zavisnosti da li je ekspresija nekog proteina izrazena u nukleusu ili u citoplazmi, koriste
se drugacije metode analize. S obzirom da su ciklin i survivin eksprimirani u nukleusu, rac¢unat je
broj pozitivnih ¢elija medu 1000 nasumic¢no odabranih ¢elija u 10 vidnih polja. Procenat obojenih
¢elija je dobijen deljenjem ukupnog broja pozitivnih ¢elija sa ukupnim brojem nasumicno
odabranih ¢elija (1000) i pomozenim sa 100 (broj pozitivnih ¢éelija / ukupan broj ¢elija x 100). Za
analizu p2lhras koris¢ena je semikvantitativna metoda. Ona podrazumeva subjektivnu procenu
procenta pozitivnih ¢elija u uzorku. Procenat pozitivnih ¢elija je ocenjen kao: 0 (0-5%), 1 (6-25%),
2 (26-50%), 3 (51-75%), 4 (>75%). Intenzitet bojenja je ocenjen kao: odsustvo=0, slab=1,
umeren=2, jak=3. Ukupna ocena obojenosti tkiva predstavlja kombinaciju obe ocene; minimalna

ocena je 0, a maksimalna 7.
3. Statisticka obrada podataka

U obradi podataka koriS¢ene su deskriptivne statisticke metode 1 to apsolutni 1 relativni
brojevi (n, %) kod opisivanja atributivnih oblelezja posmatranja, i mere centralne tendencije
(aritmeticka sredina, medijana) i mere disperzije (strandardna devijacija) kod obrade numerickih

obelezja.

Za poredenje ucestalosti pojavljivanja atributivnih obelezja posmatranja izmedu
posmatranih grupa primenjen je Pirsonov Hi-kvadrat test (Pearson Chi-square, x> test).
Logistickom regresionom analizom je odredena povezanost pojedinih atributivnih obelezja sa

mogucim rizikom od nastanka tumora.

58



Materijal i metode

Kod obrade numeric¢kih obelezja posmatranja, Kolmogorov-Smirnov test (Kolmoglorov-
Smirnov Test) je primenjen za definisanje normalnosti raspodele. U slucaju da se radilo o
normalnoj raspodeli, koris¢en je T test za zavisne uzorke (Paired t-test). Suprotno, za utvrdivanje
razlike u ponovljenim merenjima kada je raspodela bila razli¢ita od normalne, primenjen je
Vilkoksonov test rangova (Wilcoxon Signed Ranks test). Prilikom poredenja numerickih obelezja
posmatranja izmedu dve nezavisne grupe, a kada je raspodela bila normalna, primenjen je t test za
nezavisne uzorke (Independent t-test), dok je u slucaju raspodele razli¢ite od normalne koris¢en
Man-Vitni test (Mann-Whitney test). Mek Nemarov test (Mc Nemar’s test) je primenjen pri
poredenju dva atributativna obelezja posmatranja sa nominalnom skalom. U analizi korelacija
medu varijablama kori$¢en je Spirmanov koeficijent korelacije (Spearman’s rank correlation
coefficient). Sve vrednosti p manje od 0,05 su smatrane statisti¢ki znacajnim. Za statisticku analizu

podataka korisc¢en je program SPSS 20.0 (IBM corp, Armonk, NY, USA).
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Rezultati

1. Geneti¢ke analize

Opsti podaci o pacijentima

Istrazivanjem u okviru RFLP metode je obuhvaéeno 50 pacijenata sa KCOT. Vecinu obolelih
su ¢inili muskarci, mada ova razlika nije bila statisticki znac¢ajna (hi-kvadrat test, p=0.572) (Tabela
V-1). KCOT su najcesce bili lokalizovani u donjoj vilici (hi-kvadrat test, p=0.002) (Tabela V-2) i
kod muskih i kod zenskih pacijenata (hi-kvadrat test, p=0,324) (Tabela V-3).

Tabela V-1 Raspodela pola kod osoba sa KCOT

54%

46%

100%

Tabela V-2 Lokalizacija KCOT u vilicama

2%

28%

100%
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Tabela V-3 Raspodela KCOT u vilicama u odnosu na pol pacijenata

. Donjavilica Gornjavilica Ukupno
Muski 21 6 27

. Zenski 15 8 23

. Ukupno 36 14 50

Srednja vrednost zivotnog doba pacijenata iznosila je 43,02 godina sa minimalnom
vrednosti od 9 i maksimalnom od 82 godine (Tabela V-4). Muski pacijenti su bili nesto stariji od
zenskih, mada ta razlika nije statisticki potvrdena (t-test za nezavisne uzorke, p= 0,422) (Tabela
V-5).

Tabela V-4 Starost pacijenata sa KCOT

18 43,02

Tabela V-5 Odnos starosti i polova pacijenata sa KCOT

muski 27 45,07 19,694

19,353 44 9 82

0.422
Zenski 23 40,61 19,095

Pacijenti sa KCOT lokalizovanim u gornjoj vilici su bili stariji u odnosu na pacijente sa
istim tumorima u donjoj vilici, mada statisticki znacajna razlika izmedu njih nije nadena (t-test za

nezavisne uzorke, p=0,340) (Tabela V-6).
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Tabela V-6 Odnos starosti pacijenta i lokalizacije KCOT u vilicama

donja 36 44,67 18,933

0.340
gornja 14 38,79 20,491

Analiza mutacija H-RAS gena u uzorcima KCOT

Za detekciju eventualnog prisustva mutacija H-RAS gena SSCP metodom analizirano je
ukupno 52 uzorka KCOT. Analiza dobijenih rezultata pokazuje da kod 30 uzoraka kretanje
amplifikovanog segmenta DNK odgovara tzv. wild type H-RAS genu, dok su promene u kretanju

DNK konstatovane u 22 uzorka. Ovi uzorci su dodatno analizirani sekvenciranjem.

Sekvenciranje

Rezultati sekvenciranja su pokazali odsustvo mutacija na 12. i 13. kodonu H-RAS gena.
Kako je amplifikovani segment DNK obuhvatao i egzon 1 H-RAS gena, zakljuc¢ili smo da su
promene u kretanju DNK u odnosu na kontrolu uslovljene prisustvom razli¢itih genotipova

polimorfizma T81C H-RAS gena. Slika V-1 je prikazan deo sekvence H-Ras gena.

e mm @l o=
GGCGCCGGCGGTGTGGGCAAGAGTGCGC TG

T :M Wl

Slika V-1 Hromatografski zapis DNK sekvence ciljanog segmenta H-RAS gena
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Rezultati

Analiza polimorfizma 81T/C H-RAS gena

Raspodela genotipova ovog polimorfizma u osoba sa KCOT i zdravih individua prikazana je
u Tabela V-7. Uocena je veca zastupljenost TT genotipa nego CC i TC genotipova i kod obolelih
osoba 1 kod zdravih individua, pri ¢emu su ¢ak dve tre¢ine pacijenata sa KCOT bili nosioci TT
genotipa. Genotip CC je detektovan kod sedam ispitanika kontrolne grupe, dok nijedan slucaj nije
konstatovan kod obolelih od KCOT. Na osnovu analize frekvencije genotipova, uoCena je
statisti¢ki znacajna razlika u raspodeli genotipova izmedu pacijenata i zdravih osoba (Pearson y’

test, p=0,037 (Tabela V-7).

Tabela V-7. Raspodela genotipova polimorfizma 81T/C H-RAS gena kod pacijenata sa KCOT i
zdravih pojedinaca

33(66%) 40 (49,38 %)
17 (34 %) 34 (41,98 %)
0 (0%) 7 (8,64%)

50 (100%)  81(100%)

0,037

Kada je analizirana zastupljenost TT genotipa ovog polimorfizma u odnosu na nosioce TC
i CC genotipa, pokazalo se da je TT genotip statisticki znacajno ¢eSée detektovan kod pacijenata
sa KCOT u odnosu na kontrolnu grupu. Logisticka regresiona analiza je pokazala da nosioci TT
genotipa ovog polimorfizma imaju dva puta veéi rizik od nastanka KCOT u poredenju sa

nosiocima TC i CC genotipova. (Tabela V-8).
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Rezultati

Tabela V-8 Raspodela TT i kombinovanog TT+TC genotipa polimorfizma 81T/C H-RAS gena kod

osoba sa KCOT i zdravih pojedinaca

33(66%) 40 (49,38 %)

0,503 0,24-1,04 0,046
17 (34%) 41 (50,62 %)

50 (100 %) 81 (100 %)
Takode, CC homozigoti bili su statisticki znacajno CeS¢e zastupljeni medu zdravim

pojedincima, nasuprot pacijentima sa KCOT, kod kojih ovaj genotip nije detektovan (Pearson y2

test, p=0,044, sto je prikazano u Tabela V-9.

Tabela V-9 Raspodela kombinovanog TT+TC i CC genotipa polimorfizma 81T/C H-RAS gena

kod osoba sa KCOT i zdravih pojedinaca

50 (100%) 74 (91,36 %)
0 (0 %) 7(864%) 0044

50 (100 %) 81 (100 %)

Takode, kada je analizirana frekvencija T 1 C alela kod pacijenata sa KCOT i kontrola,
pokazalo se da je C alel statisti¢ki znacajno zastupljeniji kod zdravih pojedinaca u odnosu na
pacijente sa KCOT. Rezultati logisticke regresione analize, ukazuju da nosioci C alela ovog
polimorfizma imaju dvostruko manji rizik za nastanak tumora, u odnosu na nosioce T alela (Tabela

V-10), odnosno da C alel pokazuje protektivni efekat.
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Tabela V-10 Raspodela frekvencija alela polimorfizma 81T/C H-RAS gena kod osoba sa KCOT i

zdravih individua

I 83 (83%) 114 (70,37%)
049 0,26-0,91 0,027

I 17 (17%) 48 (29,63%)

2. Analiza ekspresije survivina, ciklina D1 i p2lras u KCOT i

perikoronarnim folikulama

2.1.0pSsti podaci o pacijentima

U ovom delu istraZivanja analizirane su histoloSke 1 imunohistohemijske karakteristike 18
parova KCOT pre i nakon dekompresije, pribavljenih od istog broja pacijenata Klinike za oralnu
hirurgiju Stomatoloskog fakulteta u Beogradu, dok su uzorci perikoronarnih folikula 7
impaktiranih donjih umnjaka, izvadenih u okviru ortodontsko-hirurskog lecenja, koris¢eni kao

kontrolna grupa.

Od ukupno 18 pacijenata ukljuenih u imunohistohemijska istraZivanja veéinu su Cinili

muskarci, mada to nije statisti¢ki potvrdeno (hi-kvadrat test, p=0.637) (Tabela V-11).

Tabela V-11 Raspodela pacijenata sa KCOT po polovima.

55,6%

44,4%

100%
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Rezultati

Srednja vrednost godina Zivota ovih pacijenata iznosila je oko 37 godina. Najmladi pacijent
imao je 15, a najstariji 68 godina (Tabela V-12). Starost pacijenata nije se znacajno razlikovala

izmedu pacijenata muskog 1 Zenskog pola (t test za nezavisne uzorke, p=0,619) (

Tabela V-13).

Tabela V-12 Starost pacijenata sa KCOT

. , 20423 30,50 15 68

Tabela V-13 Odnos pola i starosti kod pacijenata sa KCOT

muski 39,40 22,122

0.619
Zenski 8 34,38 19,175

Kao $to je i o¢ekivano, najveci broj tumora bio je lokalizovan u donjoj vilici (hi-kvadrat
test, p=0.001) (Slika V-2Slika V-2).

“

= Gornja vilica = Donja vilica

Slika V-2 Lokalizacija KCOT u vilicama
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U Tabela V-14 prikazan je odnos pola pacijenata i lokalizacije tumora, pri ¢emu nije
detektovana statisticka znacajna razlika (i’ test, p=0,094). Kod muskih pacijenata svi KCOT su

bili lokalizovani u donjoj vilici, dok je kod Zena primeceno prisustvo tumora i u gornjoj vilici.

Tabela V-14 Odnos pola obolelih pacijenata i lokalizacije KCOT u vilicama

Donja vilica Gornjavilica Ukupno
Muski 10 0 10
Zenski 6 2 8
Ukupno 16 2 18

Pokazalo se da su pacijenti sa KCOT maksile bili mladi u odnosu na one koji su imali

tumore donje vilice. Ipak ova razlika nije bila statisticki znacajna (t-test za nezavisne uzorke, p=
0,190) (Tabela V-15).

Tabela V-15 Odnos godina zZivota obolelih pacijenata i lokalizacije tumora u vilicama

donja 16 39,44 20,568

0.190
gornja 2 19,00 1,414

Dekompresija je trajala od 1 do 20 meseci u zavisnosti od velicine lezije (Tabela V-16). U najvecem broju slucajeva taj period

je iznosio 6 meseci sio se vidi i iz Slika V-3.Slika V-3 Trajanje dekompresije (u mesecima) kod pacijenata
sa KCOT

Dekompresija je dovela do smanjenja svih tumora uklju¢enih u studiju, $§to je potvrdeno

smanjenjem lezije na odgovarajuc¢im radiografijama.

Tabela V-16 Trajanje dekompresije prikazano u mesecima

_ 6,94 5104 6,00 1 20
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Trajanje dekompresije

Slika V-3 Trajanje dekompresije (u mesecima) kod pacijenata sa KCOT

DuzZina trajanja dekompresije se nije statisticki razlikovala kod Zenskih 1 muskih pacijenata

(t test za nezavisne uzorke, p=0,499) (Tabela V-17

Tabela V-17), kao ni kod tumora lokalizovanih u donjoj i gornjoj vilici (t test za

nezavisne uzorke, p=0,326) (Tabela \VV-18

Tabela V-18).

Tabela V-17 Uticaj pola pacijenata na trajanje dekompresije KCOT
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10 7,70 4,398

0.499
8 6,00 6,047

Tabela V-18 Odnos lokalizacije tumora u vilicama i duzine trajanja dekompresije tih tumora

donja 16 7,38 5,239

0.326
gornja 2 3,50 2,121

2.2. Histoloska analiza

Histoloskom analizom uzoraka obojenih hematoksilin-eozinom potvrdena je dijagnoza
keratocisticnog odontogenog tumora za sve analizirane uzorke. Definitivna histoloSka dijagnoza
KCOT potvrdena je i u svim uzorcima nakon dekompresije, iako je postajao parcijalni gubitak
tipicnih histoloskih karakteristika. U dva uzorka pre i u jednom nakon dekompresije uocena je
fokalna ortokeratoza (Slika V-4). Satelitske mikrociste su bile prisutne u Cetiri tumora pre i u

sedam nakon dekompresije (Slika V-5).

Slika V-4 KCOT sa delimicno ortokeratiniziranim epitelom
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Slika V-5 a) Solitarna i b) multiple cerke ciste u vezivu KCOT

Od 18 uzorka uzetih tokom dekompresije u njih osam uocena je hiperplazija epitela.
Hiperplasti¢ni epitel je konstantovan i u uzorcima deset tumora prikupljenih tokom definitivne
enukleacije rezidualnih lezija (Slika V-6Slika V-6). Iako je hiperplazija detektovana u ve¢em broju
uzoraka KCOT nakon dekompresije, ta promena nije bila statisticki znacajna (Mek Nemarov test,
p=0,687) (Tabela VV-19).

Slika V-6 Hiperplasticni epitel KCOT a) sa epitelnim ostrvcima, b) sa karakteristicnim
izgledom nakon dekompresije

Tabela V-19 Hiperplazija u KCOT pre i nakon dekompresije

Ne Da Ukupno
6 4 10

2 6 8

8 10 18
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Epitelni produzeci su videni u tri uzorka pre i u pet uzoraka KCOT nakon dekompresije
(Slika V-7Slika V-7). Samo kod jednog tumora su bili uocljivi epitelni produzeci u uzorcima i pre

i nakon dekompresije.

Slika V-7 Epitelni produzeci sa ostrvcima u vezivu KCOT

Znaci inflamacije detektovani su u osam tumora (5 fokalno, 3 difuzno) prilikom
dekompresije. Nakon enukleacije, inflamacija je bila prisutna u 12 tumora (4 fokalno, 8 difuzno)
(Slika V-8Slika V-8). Dva tumora su pokazala difuzno zapaljenje u uzorcima i pre i nakon
dekompresije, dok je u druga dva tumora fokalno zapaljenje pre dekompresije preslo u difuzno
nakon ove procedure. Medutim, ova promena u inflamaciji nakon dekompresije nije bila statisticki

znacajna (Mek Nemarov test, p=0,344) (Tabela V-20).

U KCOT uzorcima je bila prisutna i nekroza i to u dva uzorka pre i Cetiri nakon
dekompresije, pri ¢emu pri ¢emu je u jednom tumoru detektovana nekroza i u uzorku pre i nekon

te procedure. Nekroza je bila prac¢ena difuznim zapaljenjem tumora (Slika V-8).
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Slika V-8 Prisustvo inflamacije sa znacima a) nekroze i b) koilocitoze u KCOT; c¢) Inflamatorne
Celije u zidu KCOT

Tabela V-20 Prisustvo inflamacije u tkivima KCOT uzetim pre i nakon dekompresije

Ne Da Ukupno
3 7 10
3 5 8
6 12 18

Epitel KCOT pokazao je znake atipije i to u dva uzorka uzeta nakon dekompresije. Takode,

primecena je i pojava koilocitoze, kao jednog od pokazatelja atipije epitelnih ¢elija tumora, uocene
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Rezultati

u Cetiri uzorka KCOT uzetih nakon dekompresije. Analizom uzoraka tumorskih tkiva, mogle su
se uociti i ,,¢iste” ¢elije, dzinovske ¢elije i holesterolski kristali u vezivu KCOT (Slika V-9Slika
V-9). “Ciste” i dzinovske ¢elije nadene su u po dva uzorka nakon dekompresije. Holesterolski
kristali su bili prisutni u vezivu jednog KCOT i pre i nakon procedure. Distrofi¢ne kalcifikacije su
detektovane u dva uzorka pre 1 tri uzorka nakon dekompresije, pri ¢emu je kod jednog tumora
nadeno njihovo prisustvo i pre i nakon ove procedure. Ostaci odontogenog epitela su nadeni u

jednom uzorku pre dekompresije i u tri nakon te procedure.
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Slika V-9 Specificnosti epitela KCOT a) atipija epitela, b) koilocitoza, c) ‘clear’ i dzinovske

celije, d) ‘clear’ celije, e) holesterolski kristali, f) Rastonova tela

2.3.  Imunohistohemijska analiza

Ekspresija survivina, ciklina D1 i p2lhras u KCOT i perikoronarnim folikulima

detektovana je u razli¢itim slojevima epitela (Slika V-10Slika V-10).
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Slika V-10 Citoplazmatska ekspresija survivina u perikoronarnim folikulima (a) i jedarna
ekspresija u KCOT pre (b) i nakon dekompresije (c). Odsustvo ekspresije ciklina D u
perikoronarnim folikulima (d)i jedarna ekspresija u KCOT pre (e) i nakon dekompresije (f).
Citoplazmatska ekspresija p2lhras proteina u perikoronarnim folikulima (g), KCOT pre (h) i
nakon dekompresije (j)(40x).

Survivin je detektovan u jedrima epitelnih ¢elija bazalnog, suprabazalnog i niZih slojeva
superficijalnog sloja KCOT. S druge strane, epitelne ¢elije perikoronarnih folikula pokazale su
citoplazmatsko prisustvo pomenutog proteina. Takode, ove epitelne celije bile su negativne za
prisustvo ciklina D1, dok su suprabazalne epitelne ¢elije KCOT pokazale nuklearnu ekspresiju
ciklina D1. P2lhras je bio eksprimiran u citoplazmi epitelnih celija kako KCOT, tako i
perikoronarnih folikula (Tabela VV-21). Nije bilo statitisti¢ki znacajnih razlika u ekspresiji p21hras

izmedu KCOT 1 PF (t test za nezavisne uzorke, p =0.95).
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Tabela V-21 Lokalizacija ekspresije ispitivanih proteina

jedro citoplazma
jedro negativno
citoplazma  citoplazma

Ocena obojenosti p21*  4.22+1.73**  4.17+1.72**

1

Survivin 1 Survivin 2

Srednia vrednost broia pozitivnih éeliia
1 1 1 1

Slika V-11 Ekspresija survivina u KCOT pre i nakon dekompresije

Svi uzorci, uzeti i pre i nakon dekompresije, bili su pozitivni za ispitivane proteine (

Tabela V-22Tabela V-22). Survivin je pokazao najveéu imunoreaktivnost medu
ispitivanim markerima. Njegova ekspresija je bila statisticki znac¢ajno veéa u uzorcima nakon
dekompresije u odnosu na uzorke uzete pre te procedure (Vilkoksonov test oznacenih rangova,
p=0,039) (Slika V-11). Nasuprot njemu, ciklin D1 i p2lhras nisu pokazali znacajnu razliku u
ekspresiji kada su poredeni uzorci pre i nakon dekompresije (Vilkoksonov test oznacenih rangova,

p=0,255, p=0,913) (Slika V-12, Slika V-13Slika V-13).
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Tabela V-22 Ekspresija survivina, p2lhras i ciklina D1 u KCOT pre i nakon dekompresije

Biopsija Enukleacija Biopsija Enukleacija Biopsija Enukleacija

76.1 65.2 4 5 48.6 48.4
36.9 79.7 1 7 255 19.4
35.6 72.7 3 5 57.8 459
57.7 91.5 4 4 425 438

64 56.5 3 7 28.7 53.1
718 60.2 6 5 86 255
84.8 80 5 5 21.2 16.4
84.2 85.2 4 5 413 57.9
57.9 96.3 2 6 175 3338
70.2 95 6 6 408 35.6
455 78.2 2 4 406 285
357 90.8 5 5 33.1 60.1
91.4 60.5 7 4 493 421
82.7 76.7 6 7 372 237
414 82.6 5 1 36 38.9
80.9 67.4 2 2 318 38.9
783 85.6 6 5 30.9 477
51.7 615 5 5 44 19.1

63714 76.98+ 422+ 4.89+ 39.6+ 3771+
18.94 12.72 173 157 15.4 13.44

p = 0.039 p = 0.255 p=0913
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Slika V-12 Ekspresija ciklin D1 u KCOT pre i nakon dekompresije

Srednja vrednost ocene ekspresije

P2Il 1 P2I1 2
Slika V-13 Ekspresija p21hras proteina u KCOT pre i nakon dekompresije

Spirmanova korelaciona analiza nije pokazala korelaciju izmedu ekspresije survivina,

ciklin D1 i p21hras u uzorcima pre, a ni nakon dekompresije (Tabela V-23).

Tabela V-23). Takode, nije postojala korelacija izmedu trajanja dekompresije i ispitivanih
proteina nakon dekompresije (Tabela V-24), kao ni dekompresije sa promenama u ekspresiji tih
proteina (Spirmanova korelaciona analiza) (Tabela V-25).
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Rezultati

Tabela V-23 Korelaciona matrica ispitivanih proteina pre i nakon dekompresije kod osoba sa
KCOT

Rho 1.000 -.183 443 -.025 .005 -.053

P : 468 .065 922 .984 .836
Rho -.183 1.000 -.057 .036 -.406 .098
P 468 . 824 .888 .095 .699
Rho .005 -.406 .369 -.320 1.000 .146
P .984 .095 132 195 : .564
Rho -.053 .098 -.028 =28 .146 1.000
P .836 699 913 .582 .564 :
Rho 443 -.057 1.000 -.049 .369 -.028
P .065 824 847 132 913

-.025 .036 -.049 1.000 -.320 -.139
922 .888 847 : 195 .582

Tabela V-24 Korelacija trajanja dekompresije sa ekspresijom survivina, ciklin D1 i p2lhras

proteina nakon dekompresije

Rho
P vrednost

.060
814

Tabela V-25 Korelacija trajanja dekompresije sa promenom u ekspresiji survivina, ciklina D1 i
p2lhras kod osoba sa KCOT

8
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Rezultati

.094 -.229 -.022
P vrednost .709

Pokazalo se da nije postojala korelacija izmedu starosti pacijenata i duzine trajanja
dekompresije (Spirmanova korelaciona analiza) (Tabela V-26). Takode, starost nije imala uticaj
ni na ekspresiju proteina pre dekompresije (Spirmanova korelaciona analiza) (Tabela V-27).

Tabela V-26 Koreliranje starosti pacijenta sa duzinom trajanja dekompresije

Rho

P vrednost .199

Tabela V-27 Korelacija starosti pacijenata i ispitivanih proteina u uzorcima pre dekompresije

Ekspresija survivina, ciklin D1 i p21hras proteina se nije razlikovala u tumorima donje i

gornje vilice kako u uzorcima uzetim pre, tako i nakon dekompresije (Man-Vitni test) (Tabela
V-28, Tabela V-29).

Tabela V-28 Ekspresija ispitivanih proteina u uzorcima KCOT pre dekompresije, u tumorima

gornje i donje vilice.
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Rezultati

donjavilica 16 64.394 18.2671

- 0.641
gornjavilica 2 58.250 32.0319
donjavilica 16 4.44 1.711
- 0.157
gornjavilica 2 2.50 707
donjavilica 16 38.950 15.5684
0.641

gornjavilica 2 44.800 18.3848

Tabela V-29 Ekspresija ispitivanih proteina u uzorcima KCOT nakon dekompresije, u tumorima

gornje i donje vilice.

donjavilica 16 77.844 13.2424 s
gornjavilica 2 70.050 3.7477
donjavilica 16 5.06 1.482 o
gornjavilica 2 3.50 2121
donjavilica 16 37.125 14.1370 o
gornjavilica 2 42.400 4.9497

Nije nadena razlika u ekspresiji ispitivanih proteina u uzorcima uzetim pre dekompresije
izmedu pacijenata muskog i Zenskog pola (Tabela V-30), a isto je vazilo i za uzorke nakon

dekompresije (Man-Vitni test) (Tabela V-31).

Tabela V-30 Odnos pola obolelih osoba i ekspresije ispitivanih proteina u uzorcima KCOT uzetim

pre dekompresije

Muski 10 62.420 18.2986 262
Zenski 8 65.325 20.8650 '
Muski 10 4.40 1.713

5 696
Zenski 8 4.00 1.852



Rezultati

Muski 10 41.950 18.1059 633
Zenski 8 36.663 11.7096 '

Tabela V-31 Eskpresija ispitivanih proteina u uzorcima KCOT uzetim nakon dekompresije u

odnosu na pol pacijenta

75.850 14.5557
.633
78.388 10.8034
4.80 1.751
.696
5.00 1.414
39.790 12.0758
460
35.113 15.4092

U uzorcima KCOT kako pre, tako i u uzorcima nakon dekompresije, nije nadena korelacija
izmedu ekspresije survivina i hiperplazije epitela (Man-Vitni test, p=0,829, p=0,650) (Tabela
V-32, Tabela V-33).

Tabela V-32 Odnos ekspresije survivina i hiperplazije epitela u uzorcima KCOT uzetim pre

dekompresije
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Rezultati

Ne 10 65,490 18,9409 73,950
Da 8 61,488 19,9945 60,850 0,829
Ukupno 18 63,711 18,9403 67,100

Tabela V-33 Odnos ekspresije survivina i hiperplazije epitela u uzorcima KCOT uzetim nakon

dekompresije

Ne 8 76,500 13,1918 74,700
Da 10 78,080 12,1588 81,300 0,650
Ukupno 18 77,378 12,2709 78,950

Takode, nije bilo statisti¢ki znacajnih razlika u ekspresiji survivina izmedu inflamiranih i
neinflamiranih KCOT, ni u uzorcima prikupljenim pre, niti u uzorcima nakon dekompresije. (Man-
Vitni test, Tabela V-34, Tabela V-35).

Tabela V-34 Ekspresija survivina u inflamiranim i neinflamiranim uzorcima KCOT pre

dekompresije

Ne 10 63,770 18,4911 64,850
Da 8 63,638 20,7746 67,100 0,965
Ukupno 18 63,711 18,9403 67,100



Rezultati

Tabela V-35 Ekspresija survivina u inflamiranim i neinflamiranim uzorcima KCOT nakon

dekompresije

Ne 6 75,183 12,5702 74,700

Da 12 78,475 12,5278 81,300 0,480

- Ukupno 18 77,378 12,2709 78,950
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Diskusija

1. Analiza opStih podataka pacijenata

U ovoj studiji RFLP metodom su analizirani uzorci 50 pacijenata sa KCOT. Kada su
analizirani podaci o ovim lezijama, pokazalo se da je vecina tumora bila lokalizovana u
donjoj vilici, kako kod Zenskih tako i kod muskih pacijenata. Rezultati ovog istrazivanja su
pokazali lokalizovanost KCOT u donjoj vilici u 72% slucajeva. Sli¢no tome, Kuroyanagi 1
autori su prikazali zastupljenost KCOT u 87,5% slu¢ajeva 44, Ostali autori su, takode,
potvrdili dominantnost donje u odnosu na gornju vilicu. Tako je u jednom preglednom radu
navedeno da je zastupljenost tumora u donjoj vilici bila dva puta veca nego u gornjojito u
77% stanovnika Isto¢ne Azije, 73% stanovnika Latinske Amerike 1 63% stanovnika Severne
Amerike i Evrope ®1. Jo$ u nekim studijama je nadena dominacija donje vilice gde je 70,5%

87 72,5% 87 ili 76,31% tumora lokalizovano u donjoj vilici ”.

Razlika u zastupljenosti polova pacijenata nije bila velika, te stoga nije ni statisticki
potvrdena, mada je musSkih pacijenata bilo nesto vise (1,17:1). I u drugim istrazivanjama
prikazana je podjednaka zastupljenost oba pola kod pacijenata sa KCOT 87137144 Tako je u
studiji Gonzalez-Alve i saradnika odnos muskih naspram zZenskih pacijenata sa KCOT bio
1,05:1, dok je kod Kuroyanagija taj odnos bio 1:1. Nasuprot njima, rezultati mnogobrojnih
dosadasnjih istraZivanja su pokazali vecu =zastupljenost KCOT kod muSkaraca
73,132,138,151,176,177,183,184,187,197,220.260 Oy akav rezultat uoden je u populacijama Azije, Latinske

Amerike, Severne Amerike i Evrope 61,

S druge strane, veéa zastupljenost sporadi¢nih 12229 j sindromskih KCOT 2% kod
Zena nego kod muskaraca nadena je u manjem broju studija. lako rezultati veceg broja radova
govore u prilog ¢injenici da je muski pol predisponiran za ovu vrstu tumora, i dalje ne postoji

objasnjenje za ovakve nalaze, kao §to se jo§ ne zna ni tacna etiologija KCOT.

U odnosu na zenske pacijente, muskarci su bili starijeg Zivotnog doba u ovoj studiji,
mada to nije statisticki potvrdeno. Sli¢no je sa istraZivanjem Azeveda i autora koji su, takode,
nasli da je kod muskaraca ta vrednost neznatno visa u odnosu na zene 22. Nasuprot toj studiji
gde je srednja vrednost starosti niza (32,8 godina za muskarce i 31 godina za zene), ovde je

srednja vrednost zivotnog doba pacijenata 43,02 godine (standardna devijacija 19,35,
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medijana 44). I druge studije su nasle priblizne vrednosti ovim rezultatima (40 godina), gde
su, takode, KCOT lokalizovane vise kod muskaraca i u donjoj vilici 18":22°, U donjoj vilici su
lokalizovani tumori starijih pacijenata, mada ni razlika u Zivotnom dobu pacijenata u odnosu

na lokalizaciju lezije nije bila statisticki znacajna u ovoj studiji.

Rezultati dosadasnjih studija nisu usaglaseni u pogledu starosti pacijenata. Tako na
primer, KCOT mogu biti prisutne i oko 30. 3, odnosno oko 35. godine 73290260273 ‘mada

184

pregled literature upucuje da se KCOT javljaju najc¢esce tokom tre¢e decenije %, bez obzira

da li je analizirana populacija Azije, Latinske Amerike, Severne Amerike i Evrope 6%,

S druge strane, neke studije navode dva perioda najveceg ispoljavanja KCOT. Tako
jedni autori navode da se KCOT javljaju oko 30. i 60. godine 8, dok su drugi autori nasli
najveéu zastupljenost KCOT u drugoj i tre¢oj deceniji 21°. Mendes u svom radu istice da se

..... ta 176
Suprotno tome, Leite navodi da je najveéi broj KCOT (medu njima i 6 sindromskih tumora)
bio prisutan u 2. i 4. deceniji **°. Razli¢iti nalazi u vezi sa staro§¢u pacijenta govore o
nepredvidljivosti ovakve lezije, moguéem uticaju razli¢itih etioloSkih faktora na njen

nastanak, razlike medu populacijama, kao i razlikama u veli¢ini uzoraka uklju¢enih u studiju.

Dekompresija

Jedna od karakteristika bitnih za ispitivanje efekata dekompresije na ponaSanje
KCOT i njihove mikroskopske i makroskopske karakteristike, jeste i trajanje dekompresije.
Rezultati analize KCOT koji su podvrgnuti IHH metodi u ovoj studiji, pokazali su da je
srednja vrednost trajanja dekompresije iznosila 6,94 meseci. U ovom istraZivanju nije
evidentirana tacna vrednost redukcije volumena lezija, ve¢ je procena efekata dekompresije

vr$ena na osnovu analize ortopantomograma.

I druge studije su prijavile slicne vrednosti trajanja dekompresije od oko 6 meseci i
pri tome zabelezile znatno smanjenje veli¢ine lezije 1% za 46,72+10,21 % pocetne veli¢ine

18 Sli¢ne rezultate je prikazao i Clark koji je naveo da su dve lezije, kod kojih je dekompresija
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trajala 5 meseci, 1 jedna lezija, sa viemenom dekompresije od nesto malo duze od 6 meseci,

pokazale potpunu izmenu epitela >°.

Uzimajuéi u obzir podatke o ostalim ispitivanim lezijama u toj studiji, srednja
vrednost trajanja dekompresije je bila 9,87 meseci i pri tome je postignuta potpuna (100%)
promena histoloskih karakteristika epitela u 43,8% lezija, delimi¢na promena (25-90%
epitela lezije) u 18,8% lezija, dok 37,5% lezija nije pokazalo ovakav efekat. Treba ipak
naglasiti da su u ovo istrazivanje bile ukljucene lezije sa parakeratoticnim, ali 1 sa
ortokeratoti¢nim epitelom i epitelom koji je kombinacija ova dva tipa *°. I Lizio i autori su
dosli do sli¢nog nalaza gde trajanje dekompresije od 5,7 meseci izaziva redukciju od 49,86%
pocetne veliGine lezije *'. Nesto duZe trajanje dekompresije od 8 meseci, dovodilo je i do
vece redukcije (53,85+£11,19%), pri ¢emu nakon prva dva meseca od pocetka dekompresije
nije nadena nikakva promena, a tek nakon $estog meseca je ta promena bila znacajna 8. Duze

trajanje dekompresije (8,4 meseca) i vecu redukciju (65%) nasli su i drugi autori .

Anavi je pokazao redukciju od 78,85% pocetne vrednosti kod KCOT nakon
proseénog trajanja dekompresije od 9,2 meseca °. U drugoj studiji je trajanje dekompresije
bilo 250 (+180) dana i dovelo do smanjenja lezija kod 56,9 (£20,4)% pacijenata 25,

U pojedinim studijama, prikazano je i znatno duze trajanje dekompresije. Tako je u
jednoj studiji dekompresija trajala 17,69 meseci 2. Prema tvrdnjama nekih autora ovo
dovodi do znac¢ajnijeg smanjenja veli¢ine lezija °’. Duze trajanje dekompresije u kombinaciji
sa definitivnom enukleacijom se predlaze u slu¢ajevima agresivnih tumora. Tako je Anavi
pokazao da dekompresija moze da traje i do 33 meseca kod tumora gornje i 22 meseca kod
KCOT donje vilice *°.

DuZina trajanja dekompresije zavisi od veli¢ine lezije, njene lokalizacije 1 kontakta
sa susednim anatomskim strukturama. Medutim, duzina trajanja dekompresije ne korelira sa
starosti pacijenta, kao ni sa ekspresijom proteina u ¢elijama KCOT §to je i razumljivo jer su
u pitanju neoplazme u koje su ukljuceni jo§ uvek nerazjaSnjeni genski mehanizmi. Ni Clark

i autori nisu nasli da vreme dekompresije korelira sa stopom proliferacije epitela °C.
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Iako se smatra da smanjenje veli¢ine KCOT tokom dekompresije moze da zavisi i od
njene velic¢ine pre ove procedure, objavljeni su razli€iti rezultati istrazivanja koji su se bavili
ovom temom. Tako su pojedini autori zabelezili da je smanjenje lezije nakon marsupializacije
brze ukoliko su u pitanju lezije ve¢ih dimenzija 2°, dok su autori druge studije nasli da manje
lezije pokazuju brzu redukciju veli¢ine nakon dekompresije °. Nakamura je nakon 23,5
meseci marsupijalizacije detektovao smanjenje u 81,4% tumora, pri ¢emu su dva tumora bila
udruzena sa NBCC sindromom ', Sli¢no je i sa studijom Enislidisa i saradnika koji su pored
KCOT u analizu ukljucili i radikularne, folikularne i epitelne ciste, pa je tako predstavljena
zajedni¢ka vrednost redukcije lezija nakon dekompresije od 81% nakon 446 dana "2. Slucaj
sa najduzim prikazanim trajanjem dekompresije od 62 meseca odnosio se na KCOT koji se
protezao od drugog levog premolara do drugog desnog molara u donjoj vilici . Medutim,

¢ak 1 nakon tako dugotrajne dekompresije, lezija je pokazala lokalizovanu parakeratinizaciju
184

Trajanje dekompresije je analizirano i sa aspekta izmene epitela KCOT i njihove
rekurentnosti. Predlozeno vreme trajanja dekompresije, koje ¢e dovesti u najvecem broju
slu¢ajeva do potpune transformacije epitela, je najmanje 9 meseci'®. Tako je u nekim
studijama, u kojima je dekompresija trajala 7 meseci, naden epitel sa 1 dalje prisutnim
histoloskim karakteristikama KCOT 22, Prema Pogrelu, marsipializacija u trajanju od 7-19
meseci je u potpunosti dovela do transformacije epitela KCOT, pa je nakon ove procedure
nadena oralna mukoza **. Marker i autori su nakon dekompresije od 12 meseci u jednoj grupi

i 9,5 meseci u drugoj grupi evidentirali redukciju od 50-60% uz tranformaciju epitela 1.

S druge strane, Jung je u prikazu dva slu¢aja KCOT nasao da je epitel jednog tumora
delimi¢no promenjen u skvamozni, dok je epitel drugog tumora zadrzao tipi¢ne karakteristike
i to nakon izlaganja obe lezije dekompresiji od godinu dana 8, tako da prema ovome nije
duZina trajanja dekompresije jedini faktor koji determiniSe izmenu epitela. U prilog tome ide
1 slu¢aj kada je tumor, nakon trajanja dekompresije od ¢ak 9 meseci, zadrzao karakteristi¢an

epitel, a potom 15 meseci nakon enukleacije recidivirao 1.
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2. Rezultati genetickih istrazivanja

1.2.1 SSCP-sekvenciranje

Rezultati SSCP metode i sekvenciranja u okviru ovog istrazivanja su pokazali da
mutacije H-RAS gena nisu prisutne u KCOT. Ovi rezultati su u skladu sa studijama vr§enim
na uzorcima oralnih skvamocelularnih karcinoma gde H-RAS mutacije nisu ili su u malom
procentu povezane sa nastankom ovih tumora kod Evropljana i Amerikanaca, izuzev kod

stanovnika Indije gde predstavljaju faktor rizika ”.

Sli¢no ovome, Clark i autori u svojoj studiji nisu nasli prisustvo mutacija H-RAS gena
ni u jednom od 6 benignih papiloma i 5 premalignih eritroplakija usne duplje, kao ni u 20
malignih SCC ranog stadijuma *. Sli¢no je i sa istrazivanjem Kiarisa i autora koji su medu
120 SCC detektovali mutacije na 12. kodonu K-RAS u samo dva tumora, dok mutacije na
12. kodonu H-RAS, 61. kodonu N-RAS i 13. kodonu K-RAS nisu nadene '?°. Prekomerna

ekspresija H-RAS je nadena kod 54% SCC i povezana je sa ranim stadijumom tumora 2°,

Murugan je potvrdio ovakve nalaze na oralnim karcinomima populacije Vijetnama i
doveo ih u vezu sa Zvakanjem duvana s obzirom da je potvrdeno da azotne supstance
poreklom iz duvana dovode do mutacija H-RAS gena u karcinomima koze i dojke 8. On je
nasao prisutne H-RAS mutacije u 18% uzoraka oralnih karcinoma, pri ¢emu je jedna mutacija
bila inserciona, a ostalih 9 tackastih, lokalizovanih na 12., 13., i 62. kodonu . U odnosu na
stopu mutacija od 4,5% za K-RAS i 0,3% za N-RAS gene, promene na nivou H-RAS gena bile
su znatno zastupljenije u oralnim skvamocelularnim karcinomima (11,2%) '*°. S obzirom da
se u nasoj populaciji ne upraznjava ovakva loSa navika, a 1 oralni karcinomi, kao maligni
tumori, imaju drugacije mehanizme nastanka 1 biolosko ponaSanje u odnosu na benigne

KCOT, nije iznenadujuce Sto mutacije H-RAS gena nisu detektovane u KCOT.

Sa druge strane, mutacije H-RAS gena se mogu detektovati u ameloblastomima,
lezijama koje sa KCOT dele embrionalno poreklo 1 mnoge klini¢ke karakteristike. Tako je
jedna studija naSla mutacije H-RAS gena prisutne u 6% slucajeva ameloblastoma na 12.
(G12S) i 61. (Q61R, Q61K) kodonu . Bez obzira $to su ameloblastomi i KCOT sli¢ni
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etioloski 1 makroskopski, ameloblastomi imaju razli¢itu histolosku sliku i dosta agresivniju

prirodu u odnosu na KCOT, pa onda i ne ¢udi $to su ove mutacije detektovane bas u njima.

1.2.2 T81C H-RAS polimorfizam

Polimorfizam T81C, kod koga je timin zamenjen citozinom na poziciji 81. nukleotida
H-RAS gena, predstavlja faktor rizika za nastanak brojnih tumora. Medutum, njegova uloga
u nastanku odontogenih tumora do sada nije ispitivana. Rezultati ove studije, dobijeni na
osnovu RFLP metode, pokazali su da odredeni genotipovi ovog polimorfizma, takode

predstavljaju faktor rizika za nastanak KCOT.

U ovoj studiji su genotipovi TT, TC i CC bili zastupljeni sa 66%, 34% i 0% kod
pacijenata sa KCOT, a sa 49,38%, 41,98% 1 8,64% kod zdravih osoba. Utvrdena je znatno
veca zastupljenost genotipa TT u odnosu na genotipove CC 1 TC kod obolelih, dok su kod
zdravih osoba genotipovi TC+CC i genotip TT skoro podjednako zastupljeni. Znatno veca
zastupljenost TT+TC genotipova u odnosu na CC genotip se moze uociti i kod obolelih i kod
zdravih individua. Razlika u zastupljenosti genotipova izmedu obolelih i zdravih osoba je
bila statisticki znacajna (p=0,037). Genotip TT je bio viSe zastupljen kod obolelih u odnosu

na zdrave individue, dok je u veéini istraZivanja prikazan suprotan rezultat 128.182:213,285308

U odnosu na razli¢ite tipove karcinoma, gde je CC genotip sam ili udruzen sa TC
genotipom, odnosno alel C predstavljao faktor rizika za nastanak tih tumora i u njima bio
zastupljeniji u odnosu na kontrolnu grupu 115128.182213.244,285308 ', gy0j studiji CC genotip je
bio izrazen samo u kontrolama (8,64%), dok u KCOT nije detektovan. Genotip TC je bio,
takode, zastupljeniji u kontrolnim uzorcima u odnosu na tumorske, ali to nije statisticki
potvrdeno. Do sada su samo tri studije naSle vecu zastupljenost genotipa CC u kontrolama u

odnosu na zdrave osobe 110:236.241

U studiji na karcinomima mokraéne besike, genotip CC je detektovan u 1% tumorskih
1 u 5% kontrolnih uzoraka, pri ¢emu je razlika u zastupljenosti izmedu ove dve grupe
statisti¢ki potvrdena 24!, U tumorskim uzorcima ¢ak ni genotip TC (49%) nije bio izrazeniji

u odnosu na kontrolne uzorke (50%).
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I u slucaju kolorektalnih karcinoma, prisustvo genotipa CC je verifikovano u 15%
kontrola i u 3% obolelih osoba 1°. T ovde je TC kod obolelih (36,5%) bio manje izrazen nego
kod zdravih osoba (42,5%). | Rostami i autori su nasli slican nalaz, ali veca zastupljenost
genotipa CC (7%) u kontrolama u odnosu na (2%) obolele sa adenokarcinomom Zeluca nije

statisticki potvrdena (Rostami, 2013).

Takode, gore navedene studije su detektovale da je alel C ceSée prisutan u
kontrolama, nego u ispitivanim tumorima §to je nadeno i u nasoj studiji. U odnosu na 29,63%
koliko iznosi zastupljenost alela C u kontrolama u ovoj studiji sa KCOT, u navedenim

studijama prisustvo alela C potvrdeno u 30% 24, 36,2% 1% i 40% kontrola Z°.

Bez obzira §to je alel C redi alel i kao takav znatno vise zastupljen kod raznih tumora
1 smatran faktorom rizika za njihov nastanak, on se moze javiti u veéem procentu kod
kontrola u odnosu na pacijente sa tumorima, Sto su Ivkovi¢ i autori objasnili etnickom
razli¢ito$éu izmedu populacija, kao i razlikama u vrsti tumora 1'°, S obzirom da je studijom
Ivkoviéeve i autora obuhvacéena hrvatska populacija, sli¢an rezultat se moze ocekivati i U
populaciji pacijenata analiziranoj u naSem istrazivanju. Tako posmatrano, alel C se moze
smatrati protektivnim alelom, odnosno njegovo prisustvo u genotipu smanjuje rizik za
nastanak KCOT.

Nasuprot istrazivanjima ovih autora, mnogobrojne studije su nasle da su genotip CC
sam ili udruzen sa TC, kao 1 alel C zna¢ajno manje zastupljeni u kontrolama nego u tumorima

213,285

zeluca 3%, besike i karcinomima stitne Zlezde 1?8, Takode, pokazano je da je ovaj

polimorfizam povezan i sa rizikom od nastanka hroni¢ne mijeloidne leukemije gde je genotip

TC bio vise zastupljen kod obolelih u odnosu na kontrole 182,

Do sada se nijedna studija nije bavila istrazivanjem ovog polimorfizma u oralnim,
benignim tumorima kao $to su KCOT i ameloblastomi, ali jeste u oralnim karcinomima.
Jedna od studija, koja je proucavala T81C polimorfizam u oralnom karcinomu, je nasla da je
genotip TC statisticki znacajno ¢eS¢e prisutan u oralnim karcinomima nego kontrolama.
Genotip CC nije pokazao znacajnu razliku u zastupljenosti izmedu obolelih i kontrola, ali
udruzen sa TC predstavljao je za nosioce rizik za nastanak oralnog karcinoma 244, Murugan

je nasao da je T81C polimorfizam prisutan u 22% slucajeva oralnog karcinoma kod
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stanovnika Vijetnama 8, ali nije objavio ta¢no koji genotip doprinosi riziku za nastanak
ovog karcinoma. U KCOT je nadena manja zastupljenost TC+CC genotipa u odnosu na TT,

iako nije statisti¢ki potvrdena.
3. Ekspresija survivina, ciklina D1 i P21 H-RAS

1.3.1 Analiza rezultata histopatoloskih karakteristika tumora

Analiza epitela KCOT u uzorcima uzetim pre dekompresije je potvrdila da se radi o
tipiénom izgledu epitela KCOT koji karakteriSe 5-6 slojeva epitelnih ¢elija sa prisutnom

parakeratinizacijom i polarizovano$c¢u izrazenog bazalnog sloja §to je opisano u prethodnim

radovima 17,19,151,156,229.

Nijedna od dosadasnjih studija nije se bavila opseznom histoloskom analizom tkiva
KCOT pre 1 nakon dekompresije. Ve¢inom su se studije, objaSnjavajuci efekte dekompresije,
fokusirale na uocavanje hiperplazije epitela nakon dekompresije ili marsupijalizacije,
promene u njegovoj keratinizaciji, kao i zadebljanju zida 2%1"1273, August i autori su pokazali
da se dediferencijacija, ukljucujuc¢i epitelnu hiperplaziju 1 gubitak tipi¢nih histoloSkih
karakteristika, najéesc¢e javlja u KCOT nakon dekompresije 2°. Sli¢an nalaz je potvrden i
nasom studijom, gde su deset od osamnaest (55,56%) uzoraka uzetih nakon dekompresije

pokazali epitelnu hiperplaziju.

Medutim, u odnosu na studiju Augusta i autora, gde je 64,29% KCOT nakon
dekompresije imalo hiperplasti¢ni epitel bez sli¢nosti sa karakteristicnim KCOT epitelom,
ova studija je pokazala da je parakeratinizacija ostala prisutna u najve¢em broju slucajeva,
dok je samo u jednom uzorku nakon dekompresije bila prisutna delimi¢na ortokeratoza. Ako
se uzme u obzir stav da karakteristike epitela nakon dekompresije zavise od duzine trajanja
ove procedure 2°, onda i ne ¢udi §to u ovoj studiji ne postoji potpuna tranformacija epitela, s
obzirom da je vecina lezija ukljuc¢enih u ovo istraZivanje tretirana dekompresijom u proseku

6,94 meseci.
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Medutim, i kod lezija kod kojih je dekompresija trajala duze od 9 meseci, pa ¢ak i do
20 meseci, nisu primeéene promene u keratinizaciji. U jednoj studiji je i pored trajanja
dekompresije duze od 9 meseci i zadebljanja zida tumora nakon ove procedure, 91% KCOT
zadrzalo karakteristi¢an epitel za te tumore 24, Jung i autori su u pregledu dva slucaja opisali
da, nakon delovanja dekompresije od preko godinu dana, u prvom slucaju i dalje bile
zastupljene iste karakteristike KCOT kao u uzorku pre, dok je u drugom slucaju postojala

parcijalna transformacija u normalni skvamozni epitel 18,

I Clark i autori su prethodno pokazali, na osnovu svojih rezultata, da dediferencijacija
ne zavisi u potpunosti od trajanja dekompresije lezija. U ovoj studiji su pored KCOT bile
uklju¢ene i OOC. Autori su nasli da je u 37,5% slucajeva epitel lezija ostao isti nakon
dekompresije, u 18,8% slucajeva je delimi¢no metaplazirao, dok je u 43,8% slucajeva ta
metaplazija bila potpuna. Srednja vrednost trajanja dekompresije u ovom sluc¢aju uznosila je

9,875 meseci (standardna devijacija 3,46, medijana 10) *°.

Pogrel je naveo da u 10 KCOT, tretiranih marsupijalizacijom u trajanju od 7 do 19
meseci, nije detektovan epitel karakteristican za te lezije, ve¢ je bio slican normalnoj oralnoj
mukozi. Ovo je objaSnjeno moguénoScu da oralna mukoza proliferiSe sa ivica kaviteta u
njegovu unutrasnjost i zameni epitel KCOT ili da epitel tumora metaplazira u normalni epitel
13, U ovoj studiji, uzorci pre dekompresije su pokazali znake hiperplazije epitela u 55,56%
slu¢ajeva, Sto je u skladu sa studijom Azeveda 1 autora, gde je hiperplasti¢ni epitel detektovan

u 48,6% uzoraka KCOT 22,

Ortokeratoza je u ovoj studiji bila prisutna u 2 od 18 slucajeva (5,56%) pre
dekompresije u odnosu neke studije gde je to iznosilo 2,8% 22. | Leite i autori su u svojoj
studiji, u kojoj je ukljuc¢eno 1 6 sindromskih KCOT, pored 89,8% lezija sa karakteristicnim
parakeratoticnim epitelom, detektovali prisustvo kombinovanog parakeratotinog i
ortokeratotiénog epitela u 8,7% slucajeva *°. Medutim, s obzirom da su u tu studiju bili
ukljuceni 1 sindromski KCOT, pitanje je koliko su oni uticali na rezultate te studije, s obzirom
da oni imaju potpuno drugacije biolosko i klinicko ponasanje u odnosu na sporadi¢ne KCOT.

Nakon dekompresije u ovoj studiji je u jednom uzorku nadena lokalizovana ortokeratoza.
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Ranije studije, radene pre nego Sto su OKC svrstane u grupu odontogenih tumora,
nisu odvajale KCOT od ortokeratiniziranih odontogenih cista (OOC) 7, §to se mora uzeti u
obzir kada se tumace prikazani rezultati. Jedan od takvih primera je studija Markera i
saradnika, Kkoji su u svoju studiju ukljucili 23 lezije razli¢itih tipova keratinizacije ’*. lako
je 83% lezija pretrpelo transformaciju epitela nakon dekompresije kao i zadebljanje zida
tumora i poprimanje izgleda sli¢nog folikularnim i radikularnim cistama, u studiji nije jasno
definisan ishod 18 lezija nakon dekompresije za koje se prepostavlja da se danas mogu
klasifikovati kao KCOT 72,

Nakamura i autori su, takode, primetili zadebljanje zida lezije sa hiperplasti¢nim,
nekeratinizirajuéim epitelom u veéini lezija nakon marsupijalizacije %’. Medutim, rezultati
te studije su predstavljali kombinaciju podataka dobijenih analizom sporadi¢nih KCOT,
ortokeratiniziraju¢ih cista i KCOT udruZenih sa sindromom. Navode¢i da je 5 lezija nestalo
nakon marsupijalizacije, 10 od ostalih 23 lezija nije pokazalo karakteristike KCOT epitela, 9
lezija je imalo parakeratoti¢ni epitel, a u dve lezije epitel je bio kombinacija parakeratoticnog

i ortokeratotiénog, autor nije jasno naveo tip lezije u kome su se desile promene %',

Gonzales-Alva i autori su nasli u sporadiénim i sindromskim KCOT pojavu
kombinovanog epitela u 6,6% 8. Takav slu¢aj je i sa autorima Lam i Chan koji su u svoju
studiju uklju¢ili  82,6% lezija sa parakeratiniziraju¢im epitelom, 5,8% sa
ortokeratinizirajuéim i 11,6% sa meSovitim epitelom'*’. Rezultati studije su pokazali
prisustvo 38% cerki cista, 42% epitelnih ostrvaca, 81% subepitelnih naprslina, 25%
suprabazalnih rascepa i 32% slucajeva inflamacije. Takode, u ovoj studiji je detektovano i
prisustvo 7% hijalinih tela 1 kalcifikacija u 10% slu€ajeva bez prisustva epitelne displazije
147 Bez obzira na ovako iscrpnu analizu lezija, studija ne govori o udelu ovih histopatologkih

karakteristika u sporadi¢nim KCOT.

Razli¢ite studije su opisale prisustvo epitelnih produzetaka 14151240 j ostrvca epitela
149 pri histopatoloskoj analizi KCOT. U nasoj studiji su epitelni produzeci bili prisutni u
16,67% pre 127,78% uzoraka nakon dekompresije, pri ¢emu je jedan tumor bio pozitivan za
ovu karakteristiku i pre i nakon ove intervencije. Nijedna studija do sada nije opisala epitelne

produzetke nakon dekompresije. Varijacije u ispoljavanju ovih histoloskih karakteristika su
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isle od 12,4% 22, preko 31,3% 43, do 60% 2%°. Rekurentne KCOT (75%) pokazuju veéu

zastupljenost epitelnih produzetaka u odnosu na nerekurentne (25%) 144,

U naSem istrazivanju uocena je atipija epitela u 11,11% analiziranih lezija, Sto je
sli¢no rezultatima drugih autora, koji su naveli postojanje citoloskih promena, odnosno ¢elija
abnormalne veli¢ine sa hiperhromatskim jedrom i jednim ili vise izrazenih nukleolusa u
11,3% slu¢ajeva 2. Koilocitoza, u studiji gde su bili ukljudeni i sporadi¢ni i sindromski
KCOT, uodena je u 17,6% uzoraka &, dok je u nasoj studiji ovakav nalaz bio prisutan u
22,22% sporadicnih KCOT. Neke studije nisu nasle nikakve oblike displazije epitela KCOT
16 dok je u pojedinim istrazivanjima opisano prisustvo atrofije epitela u 0,6% sluajeva,

kao i ameloblasti¢nog epitela u 1,7% pacijenata 22,

U ovoj studiji je konstatovano prisustvo ostataka odontogenog epitela u 5,56% KCOT
pre 1 16,67% KCOT nakon dekompresije. Sli¢an rezultat prikazan je u samo jo§ jednom

istrazivanju, gde je ovakav epitel naden u 4,5% KCOT 22,

Sto se ti¢e ¢erki cista, u nasoj studiji se broj KCOT sa éerkama cistama povecao sa
22,22% tumora pre dekompresije na 38,89% tumora nakon ove procedure, pri ¢emu je jedan
slu¢aj bio pozitivan 1 pre i nakon ove procedure. Ovakvi rezultati se mogu tumaciti i
mogucnoscu da se prilikom biopsije ne obuhvati deo tumora koji sadrzi ¢erke ciste, pa se

samim tim one ne detektuju u uzorcima pre dekompresije.

Medutim, rezultati variraju 1 medu drugim studijama. Dok su jedni nasli prisustvo
éerki cista u 7,9% 22 ili 15,6% slu¢ajeva 13, drugi su njihovo prisustvo detektivali u dak 50%

slu¢ajeva sporadi¢nih KCOT netretiranih dekompresijom 240,

Marker je primetio da i epitel ¢erki cista prolazi kroz istu, ali zakasnelu transformaciju
u odnosu na epitel KCOT ™. To objasnjava &injenicom da i vezivo podleZe promeni nakon
dekompresije, pa kao takvo uti¢e na cerke ciste ili cak da prisutna inflamacija doprinosi
promeni epitela cerki cista. Nasuprot nalazima sadasnje studije, gde je karakteristican
plocCastoslojevit epitel sa parakeratinizacijom bio prisutan i nakon dekompresije, kao i
prisustvo Cerki cisti 1 epitelnih produzetaka, Pogrel 1 autori nisu nasli prisustvo ovog epitela

nakon marsupijalizacije, kao ni prisutne éerke ciste i epitelne produzetke *=.
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U studiji Nakamure i autora, cerke ciste su ispoljene u 21,4% lezija pre
marsupijalizacije i 43,5% lezija nakon te procedure, mada nije jasno definisano koliko je njih
bilo prisutno u sporadi¢nim KCOT i da li su podaci o KCOT udruzenim sa NBCC sindromom
doprineli ovakvim rezultatima **’. Neke od studija su detektovale prisustvo éerki cisti, ali
nisu analizirale njihovu procentualnu zastupljenost u primarnim ili sindromskim lezijama,
iako su u tim istrazivanjima bila uklju¢ena oba tipa tumora 495! U rekurentnim KCOT

(50%) je prisustvo éerki cisti veée nego kod nerekurentnih (10,7% ) 144,

Rezultati ove studije su pokazali da je dekompresija rezultirala ve¢im stepenom
inflamacije budu¢i da su zapaljenske promene detektovane u 12 (66,67%) uzoraka nakon
dekompresije u odnosu na 8 (44,044%) uzoraka pre ove procedure. U vecini uzoraka uzetih
nakon dekompresije bila je prisutna difuzna inflamacija. Takode, konstatovana je i nekroza
u nekim slucajevima difuznog zapaljenja. Sli¢ni rezultati, prisustvo nekroze i inflamacije,

potvrdeni sui u drugim istrazivanjima .

Marker i autori nisu nasli inflamaciju ni u jednom uzorku pre dekompresije, ali su
zato uzorci uzeti nakon ove intervencije pokazali znake subepitelnog zapaljenja 1. lako su
neke studije naSle da je metaplazija epitela u nekeratoticni i hiperplasti¢ni uslovljena
inflamacijom, Ninomiya 1 autori su uocili metaplasti¢ni epitel u svim uzorcima KCOT nakon

dekompresije, iako je inflamacija bila prisutna u samo jednom od devet slucajeva (11,1% )
200

Fokalno zapaljenje je nadeno u 27,77% uzoraka pre dekompresije, dok je difuzno
zapaljenje bilo prisutno u 16,67% uzoraka. U drugim studijama vrednosti su bile ¢ak i vece
u uzorcima KCOT netretiranih dekompresijom 1 ile do 30,5% sluc¢ajeva KCOT za blagu 1

45% slucajeva KCOT za umerenu inflamaciju 2%, 1

studija Dos Santosa je nasla sli¢ne
rezultate i to znacajnu inflamaciju u 5 od 20 sporadi¢nih KCOT (25% ) i blagu inflamaciju u
6 od 20 slucajeva (30%) 2*°. U jednoj studiji je blaga inflacija bila prisutna u ¢ak 62,5%

uzoraka KCOT 44,

Primeceni su 1 znaci metaplazije u nekeratinizovanom epitelu (64%), gde je 90%
slu¢ajeva sa jakom inflamacijom i samo 44% slu€ajeva sa umerenom i blagom inflamacijom

bilo pozitivno za metaplaziju, $to ukazuje na ¢injenicu da inflamacija utice na morfologiju
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epitela 121, | Kuroyanagi je detektovao lokalizovanu metaplaziju u nekeratinizovani epitel u
75% slucajeva, pri ¢emu su ti uzorci pokazali i znake inflamacije **4. Suprotno toj studiji,
Rivero 1 autori su nasli da epitelne ¢elije KCOT 1 pored jake inflamacije, pokazuju znake
parakeratinizacije, a da u nekim sluCajevima inflamacija moze da dovede do gubitka
karakteristinog izgleda epitela 2%, Inflamacija moZe da doprinese i vedem stepenu
proliferacije 22, Rekurentne KCOT pokazuju manje prisustvo inflamacije (50%) u odnosu

na nerekurentne (64,3%) 144,

U ovoj studiji 11,11% slucajeva pre i 16,67% slu¢ajeva nakon dekompresije je bilo
pozitivno za distrofi¢nu kalcifikaciju, pri ¢emu je jedan tumor imao kalcifikacije i pre i nakon
dekompresije. U drugim studijama je prisustvo kalcifikacija u KCOT islo od 7,9% %2 do
14,29% slucajeva %. Jog neke studije su detektovale prisustvo kalcifikacija u KCOT °, ali

ni u jednoj studiji nije opisano prisustvo kalcifikacija nakon dekompresije.

Holesterolski kristali su ispoljeni u 5,56% uzoraka pre dekompresije i isto toliko
nakon dekompresije. Slicne rezultate je pokazala i studija Azeveda, gde je u 5,6% KCOT
nadeno njihovo prisustvo 2. Isti autor je u svojoj studiji naveo da je 2,8% KCOT posedovalo
hijalin ili RaStonova tela, 2,3% KCOT Raselova tela, a 0,6% tumora ,,Ciste* Celije 22U ovoj
studiji je nadeno prisustvo RaStonovih tela u 5,56% KCOT, dok je 11,11% tumora imalo

,»ciste® Celije.

1.3.2 Analiza imunohistohemijskih podataka

3.2.3 Survivin

Survivin, antiapoptotski protein, detektovan je u mnogim tumorima, kao §to su
karcinomi pluc¢a, dojke, creva, Zeluca, jednjaka, pankreasa, jetre, mokra¢ne beSike, jajnika,
materice i koze ®. Pored inhibicije apoptoze, pokazuje i proliferativnu i angiogenetsku
ulogu. Njegovo prisustvo je dokazano i u KCOT 1112151207 &5 sy rezultati ove studije i

potvrdili, pri ¢emu su svi uzorci ovih lezija bili pozitivni na survivin.
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Ekspresija ovog markera je detektovana u bazalnom i parabazalnom epitelnom sloju
KCOT. Ovo je u skladu sa istrazivanjem Oliveire i saradnika, pri ¢emu je procentualna
zastupljenost pozitivnih ¢elija za survivin bila izrazenija u suprabazalnom u odnosu na
bazalni sloj 2°7. Leonardi i autori su u svoju studiju pored sporadi¢nih, ukljuéili i rekurentne
I sindromske KCOT. U odnosu na poslednja dva tipa KCOT, u kojima je ekspresija survivina
ispoljena kroz ¢itavu debljinu epitela i opisana kao jaka i umerena, kod sporadi¢nih lezija je
ova ekspresija bila slabo izrazena i lokalizovana u bazalnom i parabazalnom sloju ***. Andri¢
i autori su, u prvom istrazivanju survivina u KCOT, nasli njegovu ekspresiju dominantno u
bazalnom sloju . Ovo je samo pokazatelj poveéane proliferacije u KCOT, s obzirom da su

bazalne ¢elije kao nediferentovane ¢elije sklone stalnom deljenju.

Ekspresija survivina u KCOT u znatno vecem stepenu nego u DC, RC i PF samo
potvrduje cinjenicu da se radi o agresivnim lezijama sa tendencijom ka recidiviranju.
Ekspresija ovog proteina u KCOT uzorcima ove studije je konstatovana u jedrima epitelnih
¢elija. Medutim, pregledom literature uoceno je da ne postoji uniformnost Sto se tice
lokalizacije survivina unutar epitelnih ¢elija KCOT. Dok neki autori nalaze da survivin moZze
biti eksprimiran i u citoplazmi i u jedru 27, drugi navode da je citoplazmatsko bojenje vezano

za sporadiéne KCOT, a jedarna ekspresija zastupljena kod KCOT u okviru NBCCS 2,

U literaturi se pominje povezanost jedarne ekspresije survivina sa njegovom ulogom
u celijskoj proliferaciji, dok je -citoplazmatska lokalizacija u vezi sa celijskim
prezivljavanjem, ali ne i sa proliferacijom 3, Jedarna ekpresija u epitelnim ¢elijama KCOT
se moZze povezati sa njithovom povecanom proliferacijom, s obzirom da su Ki-67

50,79,93,114,130,183,196,207,208,242,294 i PCNA 82,136,206,218,238,251 kao markeri prOliferaCije

konstatovani u ovim ¢elijama.

Ono $to je zanimljivo u rezultatima ove studije je to da se ekspresija survivina ne
menja u hiperplastiénom u odnosu na nehiperplasti¢ni epitel KCOT, iako se povec¢ava nakon
dekompresije. Takode, ne postoji razlika u ekspresiji survivina izmedu inflamiranih i
neinflamiranih uzoraka, kako pre, tako i posle dekompresije. Ovo je u skladu sa prethodnim
istrazivanjem u kome nije nadena korelacija inflamacije i ekspresije p53, Ki-67 i

epidermalnog faktora rasta *°.
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Ova studija je pokazala razliku u lokalizaciji ekspresije survivina u ¢elijama KCOT i
PF. Ovaj protein je pokazao jedarnu ekspresiju u KCOT, a citoplazmatsku u PF. Neki od
autora koji su ispitivali ekspresiju survivina u KCOT i PF, nisu opisali njihovu celijsku
lokalizaciju 2. Ekspresija survivina u perikoronarnim folikulima je detektovana u

unutra$njem glednom epitelu, pre nego u spolja$njem epitelu i dentalnoj lamini 14,

Pozitivnost ¢elija perikoronalnih folikula za survivin ne treba da ¢udi s obzirom da se
survivin moze detektovati u raznim normalnim tkivima organizma, kao $to su timus, CD+34
éelije kostane srzi, mukoza Zeluca, bazalne éelije epitela kolona 88, Ovaj protein je
lokalizovan kako u fetalnim tkivima, tako i u tkivima odraslih, pre svega onim slabo

diferentovanim.

Lokalizacija survivina u citoplazmi perikoronarnih folikula ove studije potvrduje
tvrdnje Kumamota i autora da je survivin odgovoran za celijsko prezivljavanju i njihovu
diferencijaciju u toku razvoja zuba **. Takode, ova citoplazmatska ekspresija survivina u PF
u odnosu na jedarnu lokalizaciju u KCOT ukazuje na veéi stepen proliferacije ovih tumora
koja doprinosi njihovom agresivnom ponasanju i visokom stepenu rekurentnosti. Manji
stepen proliferacije PF je potvrden manjom ekspresijom Ki-67 nego u KCOT %. Takode, u

PF je nadena manja ekspresija bcl-2 i Ki-67 nego u drugim lezijama °.

Medutim, Matsumoto i saradnici su u PF detektovali jako slabu ili negativnu
ekspresiju pS3 1 izrazenu ekspresiju PCNA, pri ¢emu se ovi proteini nisu statisticki
razlikovali od istih u plo€astoslojevitom epitelu, mada se na osnovu grafikona moze uociti

veci stepen ispoljavanja ovih proteina u ploc¢astoslojevitom epitelu *',

Smatra se da ekspresija survivina u citoplazmi ili jedru u nekom tkivu ne zavisi od
tipa antitela koje je primenjeno, jer je potvrdeno da isto antitelo moze da pokaze i1 jednu i

drugu lokalizaciju survivina u zavisnosti od tipa tkiva koje se posmatra ’®.
3.2.3 CiklinD1

Prema rezultatima ove studije, ciklin D1 je eksprimiran u jedru suprabazalnih

epitelnih ¢elija KCOT. Ovo je u skladu sa prethodnim studijama koje su proucavale
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ekspresiju ciklina D1 u ¢elijama KCOT 132194276:291.29 "4 da su neke od njih nasle prisustvo

T 132,291

ovog proteina i u bazalnim ¢elijama epitela KCO . Sta vise, druge studije su

detektovale ciklin D1 i u citoplazmi epitelnih éelija KCOT 921

U ovoj studiji u istrazivanje nisu ukljuceni sindromski KCOT zbog drugacijeg
klini¢kog i bioloskog ponasanja u odnosu na sporadi¢ne KCOT. Zanimljivo je da Lo Muzio
1 autori u svojoj studiji nisu detektovali prisustvo ciklina D1 u epitelnim ¢elijama sporadi¢nih
KCOT, dok su ¢elije sindromskih KCOT bile pozitivne za ovaj protein %, Prema drugim
autorima, ekspresija ciklina D1 predstavlja karakteristiku ovih tumora, bez obzira da li su
primarni, rekurentni ili sindromski 132291294 1J jednoj studiji su ¢ak sindromski KCOT
pokazali manje eksprimiran suprabazalni, jedarni ciklin D1(20%) nego sporadi¢ni tumori
(37,5%) 1°.

Iako je nadeno da ciklin D1 moZe biti detektovan u normalnoj oralnoj mukozi %%,

u ovoj studiji perikoronarni folikuli, kao primer netumorskog tkiva, nisu eksprimirali ciklin
D1 protein. Iz ovoga se moze zakljuciti da ciklin D1 igra vaznu ulogu u patogenezi
odontogenih tumora. Studija de Vicentea i saradnika je pokazala da ameloblastomi
ispoljavaju ekspresiju ovog proteina u samo 40% slu€ajeva, §to je znacajno manje nego u
KCOT (91%) 2°. U skvamocelularnim karcinomima glave i vrata eksprimiran ciklin D1
povezan je sa recidivima, metastazama i kraéem vremenu prezivljavanja®’. Ciklin se smatra
vaznim tumorskim markerom u limfomima mantle ¢elija, ali je eksprimiran 1 u tumorima
dojke, pluéa, jednjaka, debelog creva, koze, hepatocelularnom karcinomu i sarkomu 7.
CCND1, gen za ciklin D1, je target gen u Sonic Hedgehog (SHH) putu i jedan od gena
odgovornih za proliferaciju i prezivljavanje ¢elija KCOT (Gurgel et al., 2014). Nekada
povecana ekspresija iIRNK za ciklin D1 1 samog proteina nije pracena povecanom
amplifikacijom CCND1 gena, ve¢ je za to povecanje odgovoran uticaj drugih gena, kao na

primer RB gen (retinoblastoma gene)®’.

Ovo je potvrdeno izrazito jakom ekspresijom ciklina D1 u KCOT u odnosu na druge
lezije. Tako je nadeno da je ciklin D1 eksprimiran u 87% KCOT , nasuprot 25% DC, 30%
RC i 60% glandularnih odontogenih cista (GOC) (60%) 27®. Ove rezultate je Al-amiri

potvrdio svojom studijom, pri ¢emu je sli¢na ekspresija ciklina D1 bila u KCOT ( 85,7% ),
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dok su DC (75%) i RC (62,5%) imale vecu ekspresiju ovog proteina u odnosu na prethodno
istrazivanje °. I De Vicente je uocio ekspresiju ciklin D1 proteina u 91% KCOT, 50% DC,
40% ameloblastoma i 30% RC 2%, Dok je u KCOT ta ekspresija bila zastupljena fokalno u
parabazalnom sloju, u DC i RC ekspresija ciklin D1 proteina je bila podjednako zastupljena
i fokalno i difuzno 24, Takode, ciklin D1 je znatno izraZeniji u primarnim KCOT (79,2%) u

odnosu na normalnu gingivu (57,1%) %2,
3.23 P21

P21ras moze da aktivira transkripciju CCND1 i to najpre preko PIK3/Akt puta 5160,

Prekomerna ekspresija p21ras proteina nadena je u raznim tumorima 28-3%

, a izmedu ostalog
i u nekim odontogenim neoplazmama, kao $to su ameloblastomi, ameloblasti¢ni fibromi i
odontogeni miksomi 2*°. Na ovim tumorima je za detekciju p21 proteina primenjeno antitelo
sposobno da detektuje proteinski produkt i H-RAS i K-RAS gena, te se stoga ne moze
zakljugiti koji od ovih gena je zapravo zasluzan za produkciju detektovanog proteina 2*°. Jaka
ekspresija p21ras u ameloblastomima povezana je sa njihovom agresivnom prirodom i

239

invazivnim rastom <. U drugom radu je p2lras protein detektovan u &ak 76,9%

ameloblastoma i to pretezno u citoplazmi éelija 2%°.

U ovoj studiji, po prvi put do sada, detektovana je ekspresija p2lhras proteina u
KCOT. Detektovano je prebojavanje citoplazme 1 u KCOT 1 u PF, §to je u skladu sa
lokalizacijom 1 funkcijom ovog proteina. P21ras protein se sintetiSe u citoplazmi na
slobodnim ribozomima kao pro-p21, a potom podleze posttranslacionoj modifikaciji koja mu

omogucava kasnije vezivanje za unutra$nju membranu éelija 1903%,

U ovoj studiji je nadena sli¢na ekspresija proteina p21 H-RAS u KCOT i PF. Poznato
je da p2lras protein uti¢e na aktivaciju CCND1 gena preko RAS/MAPK/ERK i PIK/Akt
puta. Medutim, ekspresija ovog proteina u ovom slucaju najverovatnije nije povezana sa
aktivno§¢u CCND1, s obzirom da je ekspresija ciklina D1 zabeleZena samo u KCOT, dok su

PF bili negativni.
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Ekspresija p21hras proteina u svim uzorcima PF samo potvrduje nalaze druge studije
u kojoj su tri uzorka PF bila pozitivna na ovaj protein 2*°. U studiji Sandrosa i saradnika,
slaba ekspresija p21ras proteina bila je prisutna u spoljasnjem i unutraSnjem glednom epitelu,
kao i u retikulumu stelatumu, dok je zubna papila bila negativna, $to je u skladu sa ovim
istrazivanjem. Prisustvo aktiviranog RAS gena u zubnim zamecima se pripisuje njegovoj

ulozi u proliferaciji i diferencijaciji tkiva i organa 2%,

Korelacija izmedu survivina, ciklin D1 i p21hras proteina nije nadena u ovoj studiji.
Iz ovoga se zakljucuje da su za aktivaciju svakog od ovih proteina odgovorni razliciti
mehanizmi, iako se zna da mutirani p21ras moze da uti¢e na aktivnost ciklin D1 proteina °,
kao i da H-RAS ima uticaj na survivin 2. Takode, ekspresija proteina nije zavisila ni od
lokalizacije lezije, pola i starosti pacijenta, kao ni od duZine trajanja dekompresije. Nije bilo
razlike izmedu ekspresije proteina u lezijama gornje i donje vilice, kao ni u lezijama kod
pacijenata muskog i zenskog pola. Ovakvi rezultati potvrduju jo§ jednom kompleksnu i jos

uvek nerazjasnjenu etiologiju tumorskih lezija.

Dekompresija predstavlja jedan od najefikasnijih hirurSkih tretmana za lecenje
KCOT. Jos uvek nije objaSnjen tacan mehanizam delovanja dekompresije, mada je poznato
da dovodi do smanjena veli¢ine lezije, kao i njene agresivnosti. Rekurentnost lezija nakon
dekompresije je znatno manja u poredenju sa primenom same enukleacije 2. Prema nekim
autorima dolazi 1 do promena u histoloSkim karakteristikama epitela KCOT nakon ove
metode 1320171 Zbog toga su se mnoge studije fokusirale na istraZivanje proteina ukljuéenih
u procese proliferacije, apoptoze i regulacije celijskog ciklusa u cilju utvrdivanja da li su te
histoloske promene pracene izmenama bioloSkog ponasSanja lezija. Ovo je jako bitno s

aspekta izbora optimalne terapijske procedure 1 pracenja lezija.

U ovoj studiji nadena je povecana ekspresija survivina i nepromenjena ekspresija
ciklina D1 i p21hras u KCOT uzorcima nakon dekompresije. Ovo upuéuje na zakljucak da
dekompresija ne uti¢e na regulaciju celijskog ciklusa i1 apoptozu, ali deluje na smanjenje
velicine lezije §to je potvrdeno radioloskim nalazima. Ovako povecana ekspresija survivina
u skladu je sa povecanom proliferacijom epitela u uzorcima KCOT nakon dekompresije,

mada ovo poveéanje debljine epitela nije statisti¢ki potvrdeno. I de Paula i autori su pokazali
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da je povecana proliferativna aktivnost epitela KCOT u skladu sa izrazenom ekspresijom

PCNA i Ki-67 koja predstavlja posledicu inflamacije tumorskog zida (de Paula et al., 2000).

Ni Clark i autori u svojoj studiji nisu detektovali statisticki znacajno smanjenje
ekspresije p53, Ki-67 i EGFR proteina u KCOT nakon dekompresije *°. Ta studija nije
potvrdila ranije rezultate prema kojima je ekspresija Ki-67 zna¢ajno smanjena nakon ove
procedure u KCOT 2%, | bel-2 je u jednoj studiji pokazao smanjenje ekspresije u KCOT
nakon dekompresije 13, dok kasnija istrazivanja nisu potvrdila ovakvu promenu nakon ove
intervencije %4. Ovakvi kontradiktorni rezultati samo ukazuju da su mehanizmi delovanja
dekompresije KCOT na ekspresiju navedenih proteina dosta kompleksni i iziskuju dalje

proucavanje.
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Iz analize dobijenih rezultata ove studije proizilaze slede¢i zakljuci:

1. KCOT su najcesc¢e lokalizovani u donjoj vilici, $to je potvrdeno i ranijim istrazivanjimaa,
ali nije uoCen znacajna razlika u zastupljenosti ovih tumora izmedu muskaraca i zena;

2. Nisu detektovane mutacije H-RAS gena na 12. i 13. kodonu, $to sugeriSe da ovakve genske
promene nemaju uticaja na nastanak KCOT;

3. Genotip CC i varijantni alel C polimorfizma T81C H-RAS gena poseduju protektivnu ulogu
u odnosu na nastanak KCOT; genotip CC detektovan je isklju¢ivo kod zdravih pojedinaca;

4. Perikoronarni folikuli i KCOT pokazuju razli¢itu ekspresiju survivina i ciklina D1, dok je
imunohistohemijska lokalizacija i ekspresija p21hras sli¢na u obe ispitivane grupe;

5. Ekspresija survivina u bazalnom, suprabazalnom i nizim delovima superficijalnog sloja,
kao 1 ekspresija ciklina D1 u suprabazalnom sloju epitela KCOT ukazuje na poveéanu
proliferativnu aktivnost epitelnih ¢elija ovih tumora;

6. Lokalizacija survivina i ciklina D1 u jedru ¢elija KCOT se moze objasniti ulogom ovih
proteina u proliferaciji, dok je p21hras protein ispoljen u citoplazmi s obzirom na njegovu
funkciju u prenosu ¢elijskog signala;

7. Nakon dekompresije KCOT i dalje pokazuju ekspresiju svih ispitivanih proteina;

8. Povecana ekspresija survivina u uzorcima KCOT nakon dekompresije u odnosu na uzorke
pre te procedure moze se objasniti proliferacijom i hiperplazijom tumorskog epitela, kao
odgovorom na invazivni tretman;

9. Kako KCOT nakon dekompresije zadrzavaju tipi¢ne histoloske karakteristike kao i

imunohistohemijsku ekspresiju proteina koji ucestvuju u regulaciji Celijskog ciklusa i
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apoptoze, moze se pretpostaviti da dekompresija ne utice bitnije na bioloske karakteristike
ovih lezija, iako dovodi do njihovog smanjenja;

10. U skladu sa ovakvim rezultatima, moze se sugerisati da nakon dekompresije, definitivna
hirurska intervencija treba da obuhvati i dopunske metode za smanjenje rizika od nastanka
recidiva, kao $to je primena Karnojevog rastvora, kao i da ovi pacijenti treba da budu

praceni na isti nacin kao i pacijenti koji su primarno leceni enukleacijom tumora.
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IIpuor 1.

N3jaBa 0 ayTopcTBY

[Mornucanu-a Hsana bpajuh

Opoj nHaeKca 4001/11

N3jaBbyjem
Jla je TOKTOPCKa JqrcepTalja Mo HaCJIOBOM

» AHOAM3a cTaryca X-PAC reHa 1 ekcrnpecuje CypBmBMHA 1 N21pac y

KEPATOLMCTUHHUM OAOHTOTEHUM TYMOPUMA MPE M HOKOH AEKOMIMpecHje

® PC3YJITAaT COIICTBCHOI UCTPAXKUBAYKOI pajiad,

e Ja MpeUIoXKeHa JucepTaluja y UeJIMHU HU y JeJOBUMa HUje Ouiia MpeloKeHa 3a
nobujame OWJI0O KOje JAMIJIOME TpemMa CTYJIUjCKUM IporpaMmMma JApyrux
BHCOKOIIIKOJICKUX YCTaHOBA,

e J1a Cy pe3yaTaTH KOPEKTHO HaBEJIEHU U

e Jla HUCAM KpIIMO/JIa ayTOpCKa MpaBa U KOPUCTHO MHTEIEKTYaJHy CBOJUHY JAPYIHX
JULIA.

V¥ Bbeorpany,

IoTnuc foKTOpanTra
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Mpwunor 2.

N3jaBa O MCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U eJIEKTPOHCKE Bep3uje
JTOKTOPCKOT paja

Wme u npe3ume ayropa  HMBana bpajuh

bpoj unnekca 4001/11

CTy,Z[I/IjCKI/I nporpam ,, MyITUIMCIUIJIMHADHY MPUCTYIT Y pelIaBamkhy 0a3sUYHUX H

KIMHUYKUX [IpobsieMa v cromMaroioruju, Moayin: KIMHHYKO HMCTpaKMBAaK€ 3aCHOBAHO HA
Oa3MuHUM HaykKama “

Hacno paga ,, AHamuza craryca X-PAC reHa u ekcopecwje CYpBHUBHMHA W m2lpac y

KEPpATONUCTHYHUM OAOHTOICHHUM TYMOpPpHMA ITPE U HAKOH IICKOMH‘[)CCI/Iie “

MenTtop MupocnaB Anjpuh

[Tornucann/a _HBana bpajuh

W3jaBibyjeM Ja je LITaMmIiaHa Bep3Hja MOT JOKTOPCKOr paja HCTOBETHA EJIEKTPOHCKO]
BEP3MjH KOjy caM Ipenao/ya 3a 00jaBJbUBamke Ha MOpTally JMIrHTAJHOT perno3uTopujyma
Yuusepsurera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM fa ce o0jaBe MOjU JTUYHU TOJAIM Be3aHHW 3a N0OWjame aKaJeMCKOT 3Bamba
JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UMe | TIPe3nMe, TOIMHA B MeCTO pol)ema 1 aTyM oi0paHe paja.

OBH JIMYHU MTOJIALK MOTY ce 00jaBUTH Ha MPEXHUM CTpaHHUIlaMa JUTHTaaHe OubinoTeke, y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJIory U 'y myOnukanujama Y HuBep3urera y beorpany.

IoTnuc foKTOpanTra

VY beorpany,
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IpwuJor 3.

N3jaBa o kopuihemwy

Opnamthyjem YHuUBep3uTeTCKy OMOMMOTEKY ,,CBeto3ap MapkoBuh® na y JlurutamHu
pero3uToprjyM YHuBep3uteta y beorpamy yHece MOjy TOKTOPCKY IHCEpPTAIM]y IIOA

HacJIO0BOM:

» AHOAM3A cratyca X-PAC reHa m ekcnpecuie CYPBMBMHA W N21pdac vy
KEPATOUMCTUYHUM OAOHTOTEHUM TYMOPKUMA NPE M HOKOH AEKOMIPECHE  «

KOja je MOje ayTOPCKO JeIO.

Jucepranujy ca cBUM MpHIIO3UMa MpeAao/aa caM y elNeKTPOHCKOM (opmary MmorogHoM 3a
TPajHO apXUBUPAHE.

Mojy ITOKTOPCKY AMCEpPTALNjy MOXpameHy y JIUTHTAIHN PEO3UTOPHjyM Y HUBEP3UTETA Y
Beorpamy Mory ja KOpHCTe CBH KOjU IMOMITY]y OApende caapikaHe y ogabpaHOM THITY
munenie Kpearusne 3ajeanuie (Creative Commons) 3a kojy cam ce oTydno/a.

1. AyropctBO
2. AyTOpcTBO - HEKOMEPIHjAIHO
@AyTOpCTBO — HEKOMepIIMjalTHO — 0e3 mpepaje
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIM]AJTHO — JETUTH MOl HICTUM YCIIOBHUMA
5. AytopctBo — 0e3 mpepaje
6. AyTOpCTBO — JI€IUTH MO/ UCTHM YCIOBHMA

(MoauMo 1a 3a0Kpy>KHTE caMo jelHy O] eCT MOHY)eHNX JHIEHIIH, KpaTaK OIHC JIUICHIH
1at je Ha monehuHu ucra).

VY beorpany,

IoTnuc foKkTOopanra
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1. AytopcTBo - Jlo3BOJbaBaTe yMHOXKABAKE, JUCTPUOYIIM]Y U JaBHO CAOIIITABAKE Jeia, U
npepajie, ako ce HaBeJe MME ayropa Ha Ha4yuMH ojpeheH oJ] CTpaHe ayTopa WM JaBaola

JUIIEHIIe, YaK U y KoMepuujaHe cBpxe. OBO je HajcI000IHHU]ja O] CBUX JIUIICHIIH.

2. AytopcTBO — HekoMepuujanHo. J[o3BosbaBaTe yMHOXKaBame, JAUCTPUOYIM]Y U jaBHO
CaoINIITaBamke JieNla, U Mpepaje, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HayuH ojapeheH ox crpane

ayTopa WM naBaona Juienne. OBa JIMIeHIa He 103B0JbaBa KOMEPIMjaliHy yroTpeOy nena.

3. AyTopcTBO - HEKOMepIHjalHo — 0e3 npepaje. Jl03BosbaBaTe yMHOXKABAKE, TUCTPUOYIIN]Y
U jaBHO CaOIIITaBambe Jelia, 0e3 MpOMEeHa, TPeoOIMKOBamka WK YIIOTpeOe J1e1a y CBOM Jiey,
aKo ce HaBeJIe MMe ayTopa Ha HauuH ojpeleH o cTpane ayropa wiM AaBaora juieHme. OBa
JMIIEHIA HE J03BOJbaBa KOMEPIHMjalIHy YIOTpeOy nena. Y 0IHOCY Ha CBE OCTale JUIICHIIE,

OBOM JIMIICHIIOM C€ orpaHu4aBa Hajehu oOuM mpaBa kopuihema faena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEpLUjaJIHO — [JEeJUTH IOJ HCTUM YycioBuMma. Jlo3BosbaBare
YMHO)KaBame, TUCTPUOYIM]Y M JaBHO CAOIINTAaBambE Jeja, U Ipepaje, ako ce HaBeae uMe
ayTopa Ha HauuH ojpelheH ox cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JIMIEHIE M aKo ce Ipepaja
qucTpuOynpa HOJ MCTOM MM CIMYHOM JuieHuoMm. OBa JMIeHIla He [J03BOJbaBa

KOMepIjaliHy yrnoTpeOy Jiesa 1 npepaja.

5. AyropctBo — 06e3 mpepane. /lo3BosbaBaTe yMHOXaBame, IUCTPUOYIIHU]Y U JaBHO
CaomIITaBame jiena, 6e3 mpoMeHa, IpeoOIMKOBaba UITH YIIOTpeOe Jena y CBOM ey, ako Ce
HaBe/e MMe ayTopa Ha Ha4MH ofpeheH oJ cTpaHe ayTopa WM jaaBaona juieHie. OBa

JMIIEHIA 03B0JbaBa KOMEPIMjATIHY yoTpeOy Jena.

6. AyTOpCTBO - JICIUTH 1101 UICTUM YCIIOBMMA. J[03BOJbaBaTe YMHOXKaBamwbe, TUCTPUOYIIH]Y U
JaBHO CaoMIITaBame JieNa, U Mpepaje, ako ce HaBele MMe ayropa Ha Ha4uMH oapeheH on
CTpaHe ayTopa WJIM JaBaolia JIMIEHIIE W aKo ce Ipepajga IUCTPUOyHpa MO MCTOM HIIH
cIMYHOM JinneHnoM. OBa JIMIEHIa J03B0JbaBa KOMEPLMjaIHy yrnoTpeOy Jiena u mpepaja.

CrnuyHa je CO(I)TBCpCKI/IM JIMICHIIaMa, OAHOCHO JIMICHIITaMa OTBOPCHOI" KOJa.

149



X Biografija



Biografija

Dr Ivana Braji¢ je rodena u Sapcu 18. novembra 1986. godine. U tom gradu je pohadala
srednju medicinsku Skolu Dr Andra Jovanovi¢, gde je kao zubni tehniCar, i zavolela
stomatologiju. Stomatoloski fakultet u Beogradu je upisala 2005., a diplomirala u martu
2011. godine sa prosekom 9,22. Iste godine je zapocela pripravnicki staz na klinikama
Stomatoloskog fakulteta u Beogradu i wupisala doktorske studije sa programom
»Multidisciplinarni pristup u reSavanju bazi¢nih i klinickih problema u stomatologiji®,
modul: ,, Klini¢ko istrazivanje zasnovano na bazi¢nim naukama*. Tokom doktorskih studija,
bila je stipendista Ministarstva nauke i tehnoloSkog razvoja. Trenutno u Americi zapocCinje

proces nostrifikacije diplome polozivsi njihove strucne ispite.

U toku osnovnih studija, zahvaljujuéi profesorki Milasin, zapocela je da se bavi nau¢nim
istrazivanjem. Bila je autor 1 koautor na nekoliko nau¢no-istrazivackih radova prezentovanih
na domacim i medunarodnim kongresima, pri ¢emu su dva nagradena za najbolje studentske

radove u oblasti sekcija u kojima su prezentovani.

Tokom doktorskih studija bila je autor dva rada, pri ¢emu je rad
“Survivin, cyclin D1, and p2lhras in keratocystic odontogenic tumors before and after
decompression” objavljen u ¢asopisu “Oral Diseases”, volumen 22(3), strane 220-225, dok
je rad “Efficacy and safety of 4% articaine with epinephrine for anterior middle superior
alveolar nerve block comparing computer-controlled and conventional anesthetic delivery:
prospective, randomized, cross-over clinical study” poslat na publikaciju u ¢asopis “Clinical

Oral Investigation”.

151



