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SAZETAK

Cilj istrazivanja: Oralni planocelularni karcinom obiljezen je slozenim interakcijama
tumorskih stanica i imunolo$8kog mikrookruzenja, a pouzdani prognosticki i prediktivni
biomarkeri jo$ uvijek nisu jasno definirani. NLRP3 se isti¢e kao potencijalni bioloski
marker i terapijska meta. Cilj ovog istrazivanja bio je analizirati ekspresiju PD-L1, PD-
L2, NLRP3, ASC i Caspase 1 u planocelularnom karcinomu usne Supljine,
metastazama u cervikalne limfne ¢vorove, leukoplakiji i benignim lezijama te procijeniti
njihovu povezanost s klinicko-patoloskim obiljeZjima, parametrima agresivnosti i

ishodom bolesti.

Ispitanici i metode: Provedena je retrospektivha kohortna studija na 121 bolesniku
lije€enom na Klinici za maksilofacijalnu kirurgiju KBC-a Rijeka. Analiziran je 61 uzorak
primarnog tumora, 30 metastaza u limfnim ¢vorovima, 30 leukoplakija, te 30 benignih
lezija (papilomi i fibromi). Ekspresija PD-L1, PD-L2, NLRP3, ASC i Caspase 1 odredena
je imunohistokemijski metodom tkivnih mikroareja (TMA).

Rezultati: Utvrdena je znacajno visa ekspresija PD-L1, PD-L2, NLRP3 i Caspase 1 u
karcinomima i metastazama u odnosu na leukoplakiju i benigne lezije, dok za ASC nije
nadena razlika medu skupinama. Nije dokazana statistiCki znaCajna povezanost
analiziranih biljega s TNM klasifikacijom, stadijem bolesti, progresijom ni sveukupnim
prezivljenjem, iako trendovi upu€uju na mogucu povezanost viSe ekspresije s vecom
agresivnoscu tumora. ROC analiza nije potvrdila njihovu prediktivnu vrijednost za razvoj
metastaza. S druge strane, klasicni klinicko-patoloski parametri (ENE, PNI, LVIte Ti N

stadij) pokazali su snaznu povezanost s agresivnoscu bolesti i loSijim prezivljenjem.

Zakljuéak: PD-L1, PD-L2, NLRP3 i Caspase 1 pokazuju poveéanu ekspresiju u
planocelularnom karcinomu i metastazama u odnosu na prekancerozne i benigne lezije,
Sto potvrduje njihovu ulogu u tumorskom mikrookruzenju i karcinogenezi. Medutim,
njihova prognosti¢ka i prediktivna vrijednost ostaje ograni¢ena. Povezanost NLRP3 i
ASC s lokalizacijom tumora upucuje na mogucu biolosku relevantnost, te opravdava

daljnja istraZivanja njihovog terapijskog potencijala.

Klju€ne rije€i: oralni karcinom; leukoplakia; PD-L1; PD-L2; NLRP3 inflamasom;
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ABSTRACT

Objective: Oral squamous cell carcinoma is characterized by complex interactions
between tumor cells and the immune microenvironment, while reliable prognostic and
predictive biomarkers remain lacking. NLRP3 has emerged as a potential biological
marker and therapeutic target. This study aimed to analyze the expression of PD-L1,
PD-L2, NLRP3, ASC, and Caspase 1 in oral squamous cell carcinoma, cervical lymph
node metastases, leukoplakia, and benign lesions, and to assess their association with

clinicopathological features, tumor aggressiveness, and disease outcome.

Patients and Methods: A retrospective cohort study included 121 patients treated at
the Department of Maxillofacial Surgery, University Hospital Centre Rijeka. A total of 61
primary tumors, 30 lymph node metastases, 30 leukoplakia samples, and 30 benign
lesions were analyzed. Marker expression was evaluated using immunohistochemistry

on tissue microarrays.

Results: PD-L1, PD-L2, NLRP3, and Caspase 1 showed significantly higher expression
in carcinomas and metastases compared to leukoplakia and benign lesions, while ASC
showed no difference. No significant association was found with TNM stage, disease
progression, or overall survival, although a trend toward higher expression in more
aggressive tumors was observed. ROC analysis did not confirm predictive value for
metastasis. In contrast, established clinicopathological parameters (ENE, PNI, LVI, and
T and N stage) were strongly associated with disease aggressiveness and poorer

survival.

Conclusion: The analyzed markers show increased expression in carcinoma and
metastases, supporting their role in the tumor microenvironment and carcinogenesis,
but their prognostic and predictive value remains limited. The association of NLRP3 and
ASC with tumor localization suggests biological relevance and warrants further

investigation of their role in OSCC progression and their potential as therapeutic targets.

Key words: oral cancer; leukoplakia; PD-L1; PD-L2; NLRP3 protein



1. UVOD | PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

1.1. Etiologija i epidemiologija oralnog planocelularnog karcinoma

Karcinom usne Supljine (OPCC) Sesnaesti je naj¢eséi zlo¢udni tumor na svijetu s
procijenjenom godiSnjom incidencijom od 377000 novooboljelih i smrtno$¢u od oko
177000 slucajeva [1]. Karcinom usne Supljine u pravilu se ¢eS¢e pojavljuje u osoba
starijin od 40 godina u usporedbi s mladom populacijom. Na globalnoj razini zabiljezena
je veca ucestalost OPCC-a u musSkaraca nego u Zzena s incidencijom od 5,8 naspram
2,3 na 100.000 stanovnika [2]. Definira se kao zlocudna novotvorina usne Supljine, te
obuhvaca sljedece anatomske podregije: bukalnu sluznicu, dno usne Supljine, prednji
dio jezika, alveolarne grebene, retromolarni trigon, tvrdo nepce i unutarnju povrsinu
usnica [3]. Oralne premaligne lezije, uklju€ujuci leukoplakiju, eritroplakiju i submukoznu
fibrozu mogu prethoditi razvoju malignih tumora usne Supljine. Vise od 90 % karcinoma
usne Supljine potjece iz ploCastog epitela, zbog Cega se najtesSce oznaCava kao
planocelularni karcinom usne Supljine (OPCC) [3]. Ukupno petogodis$nje prezivljenje
(OS) i prezivljenje specificno za bolest (DSS) u istrazivanjima iznose oko 51,2 %
odnosno 59,2 % [4]. Duhan, alkohol, te infekcije visokorizicnim tipovima HPV-a osobito
HPV 16 i HPV 18 dobro su utvrdeni ¢imbenici rizika za razvoj raka usne Supljine i
orofarinksa [5] (Slika 1.). Pusaci imaju 8,4 puta veci rizik za razvoj karcinoma usne
Supljine (OPCC) u usporedbi s nepusacima [6]. Prema podacima Medunarodne
agencije za istrazivanje raka (International Agency for Research on Cancer, IARC),
alkohol je klasificiran kao karcinogen 1. skupine. Konzumacija alkohola povezana je s
povecanim rizikom razvoja karcinoma usne Supljine, Zdrijela, grkljana, jednjaka, jetre,
kolorektalnog karcinoma, te karcinoma dojke u Zzena [20,21]. Moguéi mehanizam
alkoholom posredovane karcinogeneze ukljuCuje djelovanje enzima alkohol-
dehidrogenaze (ADH), koji oksidira etanol u acetaldehid, intermedijarni metabolit
sposoban reagirati s DNA i stvarati DNA adukte, te inducirati oksidativni stres i
interferirati sa DNA mehanizmima za popravak. Ovi adukti mogu uzrokovati mutacije ili

inhibirati sintezu DNA, €ime poticu nastanak karcinoma [7]. Alkohol djeluje kao neovisni



rizicni Cimbenik, no u kombinaciji s pusenjem oba Cimbenika djeluju sinergisticki, te
povecéavaju rizik razvoja OPCC-a €ak 35 puta [8]. Smatra se da je 2—8 % karcinoma
usne Supljine uzrokovano infekcijom humanim papilomavirusom (HPV) [9]. HPV su mali,
kruzni DNA virusi promjera 52-55 nm, okruzeni proteinskom kapsidom. Visokorizi¢ni
tipovi HPV-a, osobito HPV16 i HPV18, eksprimiraju onkoproteine E6 i E7, koji
inaktiviraju klju¢ne tumorsupresorske gene p53 i pRb, sto dovodi do nekontrolirane

proliferacije stanica i razvoja karcinoma [9].

\“‘
‘o": ,\t"\

\‘\G\

Cancer Invasion

Normal oral cells

—>

Fibroblast
Basal Membrane

Hyperplasia

.......
() .’c.o o

O R
(07 e%%) @,

N

A Etracellular
matrix

In-situ Cancer formation

oly o o o e

Cancerous cells

» . N
Macrophages :\n!giogruuis 14
Fibrocyley
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1.2 Klasifikacija oralnog planocelularnog karcinoma

Tradicionalno je najveéa dimenzija tumora bila najvaznija karakteristika za odredivanje
T-stadija u karcinomu usne Supljine. Buduci da je pokazano kako dubina invazije

(DOI) ima znacajnu prognosticku vrijednost, pri €¢emu dublji tumori nose povecan rizik
metastaza u limfne Evorove i loSije prezivljenje specifi€no za bolest, ovaj je parametar
ukljuen u kategorizaciju T-stadija u 8. izdanju AJCC-a (Tablica 1.) [10]. Klini¢ka
procjena toCne dubine invazije moze biti zahtjevna, no u rukama iskusnih kirurga glave i
vrata obi¢no je moguce razlikovati tanke (< 5 mm), srednje debele (> 5 mmi <10 mm)i

debele (> 10 mm) tumore.

U proslosti su usnice takoder bile ukljuCene medu primarne tumore usne Supljine.
Danas se usnica dijeli na sluzni¢ni (mukozni) i kozni dio, pri ¢emu se sluzni¢ni dio
ubraja u usnu Supljinu. Kategorija N takoder je izmijenjena u 8. izdanju AJCC-a.
Pokazano je da ekstranodalna ekstenzija (ENE) ima snazan utjecaj na prognozu vecine
karcinoma glave i vrata s iznimkom tumora povezanih s HPV-om, te je stoga uklju¢ena
u N-kategoriju [11]. ENE je jedan od najvaznijih prognostickih cimbenika u karcinomima
glave i vrata. Kako bi se bolest klinicki klasificirala kao ENE+, moraju postojati
nedvosmisleni klini€ki znakovi ENE-e, potkrijepljeni jasnim radioloSkim dokazima. Valja
napomenuti da se nakon Sto se klini¢ki utvrdi ENE, bolest klasificira kao cN3b. U sluc€aju

sumnje, treba dodijeliti nizu kategoriju (ENE-) [12].



Tablica 1. TNM klasifikacija oralnog planocelularnog karcinoma

TX Primarni tumor se ne moZe procijeniti

Tis Karcinom in situ

™ Tumor < 2 cm i dubina invazije (DOI) <5 mm

T2 Tumor<2 cm s DOl >5 mm i <10 mm ili tumor>2 cmi<4 cm s DOl <10 mm

T3 Tumor >4 cm ili bilo koji tumor s DOI > 10 mm

T4

T4a | Tumor zahvaca susjedne strukture (npr. prodor kroz kortikalnu kost mandibule ili
maksile ili zahvacéanje maksilarnog sinusa ili koze lica)
Tumor zahvaéa Zvacni prostor, pterigoidne ploc€e ili bazu lubanje i/ili obuhvaca

T4b | unutarnju karotidnu arteriju

NX Regionalni limfni Evorovi se ne mogu procijeniti

NO Nema metastaza u regionalnim limfnim &vorovima

N1 Metastaza u jednom ipsilateralnom limfnom €voru, < 3 cm i bez ekstranodalne
ekstenzije (ENE-)

N2

N2a | Metastaza u jednom ipsilateralnom limfnom ¢voru >3 cmi<6 cmibez
ekstranodalne ekstenzije (ENE-)

N2b | Metastaze u viSe ipsilateralnih limfnih ¢vorova, <6 cm i bez ekstranodalne
ekstenzije (ENE-)

N2c Metastaze u bilateralnim ili kontralateralnim limfnim évorovima, <6 cm i bez
ekstranodalne ekstenzije (ENE-)

N3

N3a | Metastaza u limfnom ¢voru > 6 cm i bez ekstranodalne ekstenzije (ENE-)

N3b | Metastaze u bilo kojem limfnom &voru s klini¢ki prisutnom ekstranodalnom
ekstenzijom (ENE+)

Mx Status udaljenih metastaza ne moZze biti odreden

MO Bez udaljenih metastaza

M1 S udaljenim metastazama




Tablica 2. Klinicki stadij oralnog planocelularnog karcinoma

Stadij 0 Tis NO MO
Stadij | T1 NO MO
Stadij I T2 NO MO
Stadij I T3 NO MO
T1 N1 MO
T2 N1 MO
T3 N1 MO
Stadij IVA | T4a NO MO
T4a N1 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N2 MO
T4a N2 MO
Stadij IVB | Bilo koji T | N3 MO
T4b Bilo koji N | MO
Stadij IVC | Bilo koji T | Bilo koji N | M1




1.3 Prekancerozne lezije usne Supljine

Klini¢ka definicija temelji se na klini€kom pregledu i uklju€uje leukoplakiju (bijela
promjena oralne sluznice), eritroplakiju (crvena promjena oralne sluznice), lihen planus,
te oralnu submukoznu fibrozu, koju karakterizira ireverzibilna fibroza submukoznog
tkiva. HistopatoloSka definicija temelji se na prisutnosti epitelne displazije [13]. Znacajan
dio slu¢ajeva OPCC-a povezan je s klini¢ki evidentnom oralnom leukoplakijom (OL)
koja je najCeSca prekanceroza usne Supljine [14]. Oralna leukoplakija pokazuje svjetsku
prevalenciju od 1,5—4,3%, sa stopom maligne transformacije u rasponu od 5 do 18% u
razli¢itim epidemioloskim studijama [15]. Oralni karcinomi naj¢eSce prethodno nastaju

iz oralnih prekanceroznih lezija, koje se definiraju klini¢ki i histopatoloski.

Oralna leukoplakija definira se kao bijela promjena sluznice koja se ne moze odstraniti
struganjem, te se ne moze pripisati nijednom drugom patoloSkom procesu. Naziv
potjeCe od grckih rijeCi leuko (bijelo) i plakia (ploca) [16]. Leukoplakija moZe biti tanka ili
debela, a prema klinickom izgledu dijeli se na homogenu (dobro ograni¢ena, blago
uzdignuta ili naborana povrsina) i nehomogenu (pjegava ili nodularna promjena) [17].
Procijenjena globalna prevalencija oralne leukoplakije iznosi izmedu 0,5 % i 3,4 %, dok
se prosjecna stopa maligne transformacije procjenjuje na priblizno 1 % [16]. Ipak, u
literaturi je zabiljeZzen Sirok raspon stope maligne transformacije, od 0,13 % do 17,5 %
[18]. Prisustvo epitelne displazije smatra se najznacajnijim prediktorom maligne
transformacije, pri Cemu se stope progresije navode izmedu 15 % i 30 % tijekom duljeg
razdoblja pracenja [18]. Rizik maligne transformacije ovisi o stupnju displazije; lezije s
visokim stupnjem displazije imaju priblizno 4,5 puta vedi rizik maligne preobrazbe u

usporedbi s lezijama blagog stupnja displazije [19].

Eritroplakija oralne sluznice definira se kao jarko crvena, barSunasta promjena koja se
kliniCki ne moze svrstati u nijedno drugo prepoznatljivo stanje [20]. MozZe se pojaviti u
neposrednoj blizini leukoplakije, a za takve mijeSane lezije uveden je

pojam eritroleukoplakija. lako je eritroplakija znatno rjeda od leukoplakije, znatno ¢esée
sadrzi planocelularni karcinom in situ ili invazivni karcinom. Vecina leukoplakijskih lezija

histoloski pokazuje hiperkeratozu ili epitelnu hiperplaziju, dok je kod eritroplakije



naj¢es¢i nalaz displazija ili karcinom in situ. Vecina studija o prevalenciji eritroplakije
provedena je u jugoisto¢noj Aziji, gdje se prevalencija kre¢e u rasponu od 0,02 % do
0,83 %. U usporedbi s ostalim potencijalno malignim oralnim lezijama, eritroplakija
nosi najveci rizik maligne transformacije [18]. Zbog visokog rizika da je karcinom veé
prisutan u trenutku dijagnoze, kao i zbog izrazenog potencijala za malignu

progresiju, preporuka za lijecenje eritroplakije je Siroka lokalna ekscizija [21].

Kod OPCC-a, kojem Cesto prethodi premaligna lezija, razli€iti molekularni putevi i
signalni proteini igraju glavnu ulogu u malignim transformacijama. PD-1/PD-L1 put
sudjeluje u imunoloSkom izbjegavanju tumora. Identifikacija PD-1 i PD-L1 puta u
oralnim premalignim lezijama moze dovesti do novijih spoznaja ne samo za bolje
razumijevanje molekularne patogeneze i maligne transformacije, vec¢ i za buduce

modalitete lijeCenja [22].

1.4 Lijeéenje oralnog karcinoma

KirurSka resekcija s rekonstrukcijom ili bez nje uz adjuvantnu terapiju prema indikaciji
predstavlja temelj lijeCenja oralnog karcinoma kada je tumor resektabilan. KirurSko
lijeCenje temelji se ponajprije na veli€ini tumora, prema kojoj se odreduje odgovarajuci
opseg operacije. Osobito u bolesnika s karcinomom jezika, kirurski zahvati mogu
rezultirati znacajnim poremecajima funkcija hranjenja i govora [23]. Radioterapija
predstavlja oblik lokalnog lijeCenja, pri emu moZze doc¢i do ostecenja koze i sluznice u
podrudju zra€enja, uklju€ujuéi radijacijski dermatitis i mukozitis [24]. Kemoterapija se
primjenjuje kao sistemska terapija, te moze dovesti do pancitopenije i izraZenih
gastrointestinalnih nuspojava, poput mucnine i povracanja [19]. Uvodenje adjuvantne
sistemske terapije cisplatinom u kombinaciji s adjuvantnom radioterapijom dovelo je do
poboljSanja u ishodu lije€enja, no ti rezultati i dalje nisu zadovoljavajuéi [25] [26].
Neresektabilni oralni karcinomi lijeCe se uglavnom s palijativnom namjerom, primjenom

palijativne sistemske terapije ili palijativne radioterapije [27].

Unato€ dostupnosti navedenih terapijskih pristupa, i dalje postoji nedostatak sigurnih i

ucinkovitih strategija lije€enja oralnog karcinoma, $to je u velikoj mjeri posljedica



sloZenosti tumorskog mikrookruzenja [28]. Tumorsko mikrookruzenje usko je povezano
s nastankom, progresijom, metastaziranjem i recidivom malignih tumora, te se sastoji
od komponenti izvanstaniénog matriksa i celularnih komponenti, uklju€ujuci fibroblaste,
angiogene stanice, imunoloske stanice, limfne endotelne stanice i cirkulirajuce
endotelne stanice [29]. Tumorski mikrookoli§ omogucuje prijenos signala putem
autokrinih i parakrinih signalnih putova, ¢ime regulira proliferaciju, invaziju i
metastaziranje tumorskih stanica [30]. Osim toga, tumorsko mikrookruzenje moze
inhibirati proliferaciju i aktivnost tumor-specifi¢nih citotoksi¢nih T limfocita, te poticati
regulatorne T stanice (Treg), $to dovodi do smanjene sekrecije imunoloski aktivirajucih
citokina, poput tumorskog nekroza faktora alfa (TNF-a) i interferona gama (IFN-y), uz
istodobno povecano lu€enje imunosupresivnih citokina, kao §to su interleukin-10 (IL-10)

i transformirajuci ¢imbenik rasta beta (TGF-) [19].

Imunoterapija temeljena na blokadi imunolo$kih kontrolnih to€aka (immune checkpoint
blockade, ICB), osobito usmjerena na programirani receptor smrti 1 (programmed
death-1, PD-1) i njegov ligand (PD-L1), pokazala je potencijal u ja¢anju antitumorskog
imunosnog odgovora inhibicijom njihove medusobne interakcije [31]. U klini¢kim
ispitivanjima zabiljeZeni su ohrabrujuci rezultati primjene ovih terapijskih agensa,
osobito u bolesnika rezistentnih na terapiju platinom [32]. Vise monoklonalnih protutijela
usmjerenih na PD-1/PD-L1 signalni put odobreno je ili se trenuta¢no ispituje u lijecenju
oralnog karcinoma, ukljuCujuci cemiplimab (NCT04398524), nivolumab
(NCT03021993), sintilimab (NCT05000892) i toripalimab (NCT04825938) [33] [34].
Unato€ tome, ukupna stopa odgovora na terapiju monoklonalnim protutijelima i dalje je
ogranicena, te zahtijeva daljnje unaprjedenje terapijskih strategija. Monoklonalna
protutijela pokazala su potencijal i u prevenciji oralnog karcinoma. Oralna proliferativna
verukozna leukoplakija rijetka je i terapijski rezistentna leukoplakija koja se smatra
prekanceroznom lezijom s visokim rizikom progresije u oralni planocelularni karcinom ili
verukozni karcinom. Nivolumab je pokazao potencijal u smanjenju bijelih lezija usne
Supljine i smanjenju rizika razvoja karcinoma te se trenutac¢no ispituje u klinickom
ispitivanju za prevenciju OPVL-a (NCT03692325) [19].



Razvoj tumorske imunoterapije donio je novu nadu u lije¢enju malignih tumora, osobito
u uznapredovalim stadijima bolesti. Zbog postojanja imunoloske memorije,
imunoterapija moze ostvariti dugotrajan antitumorski u€inak, ¢ime ne samo da
ucinkovito suzbija primarni tumor, ve€¢ moze i smanijiti rizik recidiva te inhibirati
metastaziranje. Stoga se imunoterapija smatra jednim od rijetkih terapijskih pristupa s
potencijalom dugotrajne kontrole bolesti. Medutim, tumorska imunoterapija i dalje se
suocCava s brojnim izazovima, uklju€ujuci nisku stopu odgovora na lijeCenje te
nedostatak ucinkovitih i pouzdanih prediktivnih biomarkera terapijskog u€inka. Upravo fi
nedostaci predstavljaju jedan od najvecih izazova u postizanju precizne i

personalizirane imunoterapije.

1.5 Programirani ligand smrti 1 (PD-L1)

Uloga imunoloSkog mikrookruZenja u odredivanju razvoja tumora i utjecaju na ishode i
odgovore na lijeCenje dovela je do novog doba u lije€enju raka [35] [36]. Imunoloski
odgovor je ucinkovito manipuliran koriStenjem raznih novih imunoterapeutskih lijekova,
blokade imunoloskih kontrolnih to€aka, koji se primjenjuju samostalno ili u kombinaciji s
drugim lijekovima, s ciliem spasSavanija i/ili poticanja aktivacije vec postojeceg
antitumorskog imunoloskog odgovora [37]. Izbjegavanje imunoloskog odgovora je
stanje koje omogucuje neoplasti¢nim stanicama prezivljavanje, proliferaciju i Sirenje, te
se pojavljuje kao prepoznati znak karcinoma [38]. Glavna strategija imunoloSke
otpornosti tumorskih stanica iskoriStava ekspresiju liganada programirane stanicne smrti
1i2 (PD-L1iPD-L2) za ciljanje receptora programirane stani¢ne smrti 1 (PD-1) u
aktiviranim T stanicama [39]. Tumori manipuliraju imunoloskim kontrolnim toCkama
poput PD-1 kako bi omogucili rast tumora koji imunoloski sustav ne kontrolira. PD-1 je
imunoloski receptor koji je dobro okarakteriziran kao negativna regulatorna molekula
imunocita na imunoloskim kontrolnim to¢kama. PD-1 ligandi pripadaju obitelji molekula
B7 i uklju€uju PD-L1 (B7-H1) i PD-L2 (B7-DC) [40]. Prekomjerna ekspresija PD-L1 od
strane tumorskih stanica moze aktivirati put kontrolnih to¢aka PD-1 i njegovih liganda,
vezanjem na PD-1 receptor i slabljenjem imunoloSkog odgovora. Vezanje antitijela koja

ciljaju imunoloSke kontrolne tocke, poput vezanja PD-1 na njegove ligande, moze



izazvati imunoloski odgovor protiv tumora blokadom PD-1/PD-L1 interakcije, te time
reaktivacijom T-stanica [41]. Ekspresija PD-L1 je poja¢ana u raznim solidnim tumorima,
te njegovo vezanje na PD-1 receptore T stanica inhibira citotoksi¢nost i proizvodnju
citokina [42]. Stovide, lokalna sekrecija interferona-y od strane aktiviranih T stanica
pojaCava ekspresiju PD-L1 od strane tumorskih stanica, makrofaga, stanica koje
prezentiraju antigen i T stanica, poti€uci daljnju imunosupresiju [43]. S uspjehom
antitijela koja blokiraju interakciju izmedu programirane stani¢ne smrti 1 (PD-1) i liganda
programirane stani¢ne smrti 1 (PD-L1), u poslijednjem desetlje¢u doSlo je do revolucije u
terapiji raka, Sto je rezultiralo odobrenjima od strane ameriCke Agencije za hranu i
lijekove (FDA) za lijeCenje raka pluca, raka bubrega, raka mjehura, melanoma,

Hodgkinovog limfoma i drugih vrsta tumora poput raka dojke [44-46].

Unato€ dobro poznatoj ulozi PD-L1 u patogenezi oralnog planocelularnog karcinoma
(OPCC), njegova uloga kao prognostickog biomarkera nije utvrdena. Prethodne studije
povezale su prekomjernu ekspresiju PD-L1 sa smanjenim [47] [48] ili produljenim
prezivlienjem [41]. Nasuprot tome, druga istraZivanja nisu pronasla prognosticki znacaj
ekspresije PD-L1 [49] [50]. Studije za procjenu ekspresije PD-L1 kao prediktora
imunoterapijskog odgovora takoder su dale opreCne rezultate. KliniCka ispitivanja
pembrolizumaba istaknula su poboljSane stope preZzivljenja kod PD-L1-pozitivnih
pacijenata [51], dok studije drugih monoklonalnih antitijela poput nivolumaba nisu
pokazale prognosti¢ku vrijednost PD-L1 ekspresije [52]. Razli¢iti rezultati mogu se
djelomicno pripisati nedostatku standardiziranih metoda za imunohistokemiju PD-L1,
npr. upotreba razli€itih antitijela i tehnika koje se koriste za detekciju i procjenu, zatim
alternativne definicije pozitivnosti (npr. membransko ili citoplazmatsko bojenje), te
varijacijama u grani¢nim vrijednostima testa [53]. Nadalje, aspekti tumorske biologije
poput intertumorske i intratumorske ekspresije PD-L1 u tumorskim stanicama i tumor-
infiltriraju¢im imunoloSkim stanicama mogu takoder rezultirati neuskladenim podacima
[54]. Nedavne studije izvjeStavaju da je 18,5-64,9 % slu€ajeva bilo obiljezeno PD-L1
izrazajem u =25 % tumorskih stanica uz upotrebu monoklonalnih protutijela [55] [47] [56].
Sto se ti¢e praga za odredivanje potencijala za primjenu PD-1/PD-L1 terapije, za

HNSCC (planocelularni karcinom glave i vrata) jo$ uvijek nije predloZen odlu€ujuéi prag
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PD-L1 pozitivnosti u tumorskim stanicama. U odvojenim kliniCkim ispitivanjima koja su
ukljucivala primjenu Nivolumaba i Pembrolizumaba za rekurentne/metastatske HNSCC-
e, ukupna stopa odgovora (ORR) iznosila je 17,0-17,9 % medu pacijentima s PD-L1
ekspresijom 21 %, dok se ucinkovitost poboljSala na 27,1-27,9 % kod selekcije
pacijenata s PD-L1 ekspresijom 210-50 % [57] [51]. S obzirom na pozitivhu korelaciju
izmedu PD-L1 ekspresije i u€inkovitosti blokade PD-1/PD-L1 osi u klinickim
ispitivanjima, postavljanje praga za stopu PD-L1 pozitivnosti radi izdvajanja populacije
Cini se oteZzanim. Nedavne studije su pokazale da PD-L1 ekspresija moze biti
potencijalni prognosticki biljeg za primarni planocelularni karcinom glave i vrata
(HNSCC). Kod velikog broja pacijenata, PD-L1 ekspresija u HNSCC-u bila je znacajno
povezana s metastazama u limfne ¢vorove i nepovoljnim ishodima [47] [58]. lako neka
istraZivanja daju ohrabrujuce rezultate, potrebno je navesti da oko 80 % pacijenata s

uznapredovalim karcinomom usne Supljine ne reagira na anti-PD-1 lijeCenje [59].

1.6 Programirani ligand smrti 2 (PD-L2)

U usporedbi s glavnim ligandom PD-L1 koji se sve viSe proucava, fizioloska i
patofizioloSka relevantnost PD-L2 je za sada slabo istrazena [60].

Trenutno ne postoji pouzdan prediktivni marker za odabir pacijenata koji ¢e imati koristi
od imunoterapije blokiranjem kontrolnih toCaka i za sada nije dana sluzbena preporuka
za testiranje ekspresije PD-L1 kod oralnog karcinoma prije lije€enja inhibitorima
kontrolnih to¢aka [61]. Jedno od mogucih objasnjenja za ucinkovitost blokiranja PD-1
kod PD-L1 negativnih tumora moglo bi biti inhibicija interakcije PD-L1/PD-1 u
cirkuliraju¢im imunoloskim stanicama [62]. Drugo objasnjenje moglo bi biti aktivacija
PD-1 drugim ligandima poput PD-L2 [63]. Medutim, profil ekspresije PD-L2 kod
pacijenata s OPCC-om usne Supljine je slabo istraZzen i potrebna su daljnja istrazivanja
kako bi se utvrdio utjecaj na imunomodulaciju. PD-L2 je prvi put opisan 2001. godine
kao drugi ligand za PD-1 receptor [59]. Ekspresija PD-L2 je ograni€enija na stanice koje
prezentiraju antigen i ne pokazuje fizioloSki relevantnu ekspresiju u aktiviranim T

stanicama ili keratinocitima [64]. PD-L2 je ligand programirane stani¢ne smrti
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eksprimiran u stanicama koje prezentiraju antigen, ukljucujuc¢i dendriticne stanice,
makrofage, B stanice i tumorske stanice [65] [66]. Poput PD-L1, zabiljeZeno je da se
PD-L2 veze na PD-1, Sto rezultira izbjegavanjem tumorskih stanica iz imunoloskog
sustava [67]. Nedavno je otkriveno da se distribucija liganada programirane stani¢ne
smrti (PD-L) razlikuje ovisno o vrsti planocelularnog karcinoma glave i vrata (HNSCC)
[68, 69]. Kod pacijenata s HNSCC-om, zabiljezeno je da je ekspresija PD-L2 vecéa od
one kod PD-L1 [63]. Osim toga, zabiljezeno je da interakcije PD-1/PD-L2 imaju razliCitu
kinetiku asocijacije/disocijacije, pokazujuci 2-6 puta veci afinitet u usporedbi s
interakcijama PD-1/PD-L1[70]. PD-L2 je manje istrazen nego PD-L1, ali potencijalno
vazan u slozenoj mrezi imunoloske tolerancije na tumor i odgovora na imunoterapiju. U
prethodnim istrazivanjima je pokazano znacajno povecéano prezivljavanje pacijenata s
PD-L2 pozitivnim karcinomom plocastih stanica glave i vrata lije€enih PD-1 inhibitorom
pembrolizumabom [63]. Kod hepatocelularnog karcinoma i adenokarcinoma zeluca,
povecana ekspresija PD-L1 i PD-L2 bila je povezana s loSijom prognozom $to ukazuje
na ulogu PD-L2 kao imunosupresivne i kancerogene signalne molekule [71] [72]. Kod
tumora Zlijezda slinovnica, povecana ekspresija PD-L2 pokazala se povezanom s
relapsom bolest [71]. Kod Hodgkinovog limfoma, PD-L2 je bio eksprimiran u manjem
broju slu€ajeva od PD-L1. Medutim, bio je eksprimiran u nekim PD-L1 negativnim
slu€ajevima [73] Kod planocelularnog karcinoma usne Supljine, nedostaje sustavna

procjena ekspresije PD-L2 [74].

1.7 NLRP3 inflamasom

Imunoloski sustav identificira i uniStava patogene suradnjom urodenog imunoloskog
sustava i ste€enog imunoloSkog sustava [75]. Urodeni imunolo$ki sustav djeluje kao
pocetna linija obrane koja se implementira u prisutnosti molekularnih obrazaca
povezanih s oStec¢enjem stanica (DAMP) sa ili bez prisutnosti infekcije [76]. Ove
multifunkcionalne molekule ukljuCuju proteine toplinskog Soka (HSP), jednolan€anu
glasnicku RNA (ssRNA) i male fragmente izvanstani€nog matriksa koji se oslobadaju u
izvanstani¢no okruZzenje nakon ostecenja tkiva i stanica [77]. Nadalje, urodeni

imunolo$ki sustav detektira molekularne obrasce povezane s patogenima (PAMP) [76],
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nastale iz patogena putem receptora za prepoznavanje obrazaca (PRR) koje
eksprimiraju stanice urodenog imunolo$kog sustava koje prepoznaju mikroorganizme
na mjestu infekcije i prezentiraju antigene steCenom imunoloSkom sustavu [78] [79].
Godine 2002. otkriven je prvi multiproteinski kompleks aktiviran PRR (inflamasom).
Medu njima je NLRP3 inflamasom najbolje opisan kao pirinska domena koja sadrzi
protein 3 [80]. Receptori bogati leucinom koji sadrZze ponavljajuce sekvence (NLR) Cine
obitelj intracelularnih urodenih imunoloskih receptora koji igraju klju¢nu ulogu u upalnom
odgovoru i urodenom imunoloskom sustavu [81]. Kao odgovor na razli€ite intracelularne
podrazaje, NLR-i se aktiviraju, potiCuci sastavljanje multiproteinskih kompleksa poznatih
kao inflamasomi [49]. Kao ¢lan obitelji inflamasoma, NLRP3 je najprou¢avaniji i najbolje
karakterizirani inflamasom, a pokazalo se da je uklju¢en u nekoliko patologija,
uklju€ujuéi neurodegenerativne bolesti, aterosklerozu i karcinom [49] [82]. NLRP3
inflamasom, putem proteina (ASC) povezanog s apoptozom, tj. adapterskog proteina,
aktivira caspasu-1, koja zauzvrat potiCe oslobadanje proupalnih citokina, interleukina
(IL)-1B i IL-18, te na taj nacin doprinosi urodenom imunoloskom odgovoru [82].
Medutim, pretjerana i aberantna aktivacija NLRP3 inflamasoma mozZe dovesti do
progresije karcinoma [82]. Nekoliko inflamasoma, uklju¢uju¢i NLRP3, NLRP6, NLRC4,
NLRP1 i AIM2, mogu imati patogenu ulogu u tumorogenezi modulacijom urodenog i
adaptivnog imuniteta, apoptoze, diferencijacije i crijevne mikrobiote [83]. Postoje podaci
koji sugeriraju da su polimorfizmi inflamasoma NLRP3 povezani s razli€itim malignim
tumorima poput raka debelog crijeva i melanoma [84]. Precizna klini¢ka funkcija NLRP3
u ulozi inicijacije i promocije razli€itih neoplazmi takoder istiCe terapijski potencijal

inflamasoma i prognosti¢kih markera.

Nedavne studije pokazale su da je put NLRP3 inflamasoma pojac¢ano reguliran u
Zivotinjskim modelima OPCC-a i pacijentima s OPCC-om, §to sugerira njegovu
ukljuenost u patogenezu oralnog karcinoma [85]. U mehanizmu oralne karcinogeneze,
apoptoza takoder igra klju¢nu ulogu [86]. Apoptoza je programirani proces stani¢ne
smirti koji poti¢e uklanjanje stresnih, osteéenih, transformiranih ili zarazenih stanica [86].
Medutim, abnormalnosti u putu apoptoze mogu rezultirati raznim ljudskim bolestima,

uklju€ujuéi karcinom [87]. Stoga bi dublje studije mehanizma apoptoze mogle pruziti
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novu priliku za otkrivanje i razvoj novih proteina koji bi mogli povecati osjetljivost stanica
tumora na apoptozu ili resetirati njihov apoptotski prag [88]. Mnoge su skupine opisale
ulogu NLRP3 proteina kao senzora za signale opasnosti koje potjeCu od patogena
putem stanica koje prezentiraju antigen u urodenom imunoloskom sustavu.Medutim,
relativno se malo zna o doprinosu NLRP3 u tumorogenezi, a njegova uloga u modulaciji

tumorskih odgovora na imunoterapiju je slabo istrazena [89].

Adapter inflamasoma ASC (protein slican apoptozi koji sadrzi CARD, PYCARD)
neophodan je za izlu€ivanje IL-1B, a njegovo oslobadanje aktivira Caspase 1. Ova
upalna, neapoptoticka caspasa proteoliticki se obraduje citosolnim multiproteinskim
kompleksima koji se nazivaju inflamasomi. Mijeloidne stanice kojima nedostaje ASC
pokazuju smanjeno izlu€ivanje IL-1B i IL-1a nakon aktivacije inflamasoma NLRP3 ili
AIM2. Medutim, osim svoje uloge u aktivaciji Caspase 1, ASC funkcionira kao gen za
supresiju tumora. Smanjenje ekspresije ASC aberantnom metilacijom opisano je kod
brojnih karcinoma, uklju€ujuéi melanom i rak dojke [90, 91]. ASC je platformski protein
inflamasoma, koji putem svoje PYD domene interagira s receptorima za prepoznavanje
uzoraka (npr. NLRP3), a putem svoje CARD domene s pro-Caspase 1, Sto dovodi do
aktivacije Caspase 1. Ova aktivacija poti¢e sazrijevanje IL-1B i IL-18 [90]. Sazrijevanje
IL-1B aktiviranim inflamasomom vaZan je mehanizam u patogenezi tumora kod
melanoma, kolorektalnog karcinoma i nazofaringealnog karcinoma [92] [93] [94].
Akumulirani podaci sugeriraju da ASC moZe imati viSestruke uloge u raku: moze
djelovati kao tumorski supresor, a njegova ekspresija moze biti smanjena metilacijom
promotora u karcinomima poput melanoma, raka dojke, raka debelog crijeva i
hepatocelularnog karcinoma; takoder je opisana njegova uklju¢enost u progresiju
melanoma [95] [96] [97] [98] [99].

1.8 Povezanost PD-L1 i NLRP3 inflamasoma

Dobro je poznato da se imunolo$ki sustav sastoji od mnogih inhibicijskih puteva
negativne povratne sprege koji sluze za suzbijanje razvoja pretjerano izrazenih

imunoloskih odgovora kako bi se izbjegla autoimuna patologija. Sliéni mehanizmi
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vjerojatno ¢e posluZziti kao molekularna osnova za razvoj adaptivne rezistencije na
imunoterapiju anti-PD-1 protutijelima i predstavljaju kljuéne puteve interesa za bududi
razvoj poboljSanih strategija kombinatorne imunoterapije [100]. Nedavne studije su
pokazale da i pojaCana regulacija receptora CSF1 ovisna o CD8+ T stanicama i IFN
ovisna u melanomu i receptora CD38 u raku pluc¢a poti¢e adaptivnu rezistenciju na
blokadu kontrolnih to¢aka anti-PD-1 [101] [55]. Koristeéi nekoliko pretklinickih modela
uz klini¢ke uzorke, Theivanthiran i suradnici karakterizirali su PD-L1—ovisni, tumorski
intrinziéni signalni put koji izravno povezuje aktivhost CD8+ T stanica s privlaenjem
mieloidnih stanica u tumorsko podrucje kao odgovor na imunoterapiju protutijelima
protiv PD-1. Ovaj signalni slijed predstavlja adaptivni mehanizam otpornosti koji, kada
se blokira, moze povecati uc€inkovitost imunoterapije inhibitorima kontrolnih to¢aka
pomocu protutijela protiv PD-1. Nakon $to su primijetili dosljedno povecanje mijeloidnih
stanica u tumorskim tkivima nakon izbjegavanja djelovanja protutijela protiv PD-1 u
nekoliko tumorskih modela, pratili su osnovni mehanizam do procesa koji uklju€uje PD-
L1—ovisnu aktivaciju NLRP3 inflamasoma u tumorskim tkivima. Ovi podaci zajedno
istiCu nekoliko potencijalnih farmakoloskih ciljeva koji bi mogli povecati ucinkovitost
imunoterapije, kao i obecavajuce biomarkere koji bi mogli pridonijeti boljoj selekciji i

vodenju lijeCenja pacijenata s rakom koji primaju imunoterapiju [102].

Na temelju istrazivanja koje opisuje uzvodnu signalizaciju koja regulira ekspresiju PD-
L1, najveci naglasak je na mehanizmima pomocu kojih NLRP3 inflammasom preko IL-
18 povecava ekspresiju PD-L1 [103]. U tumorskom mikrookruzenju, tumorske stanice
mogu iskoristiti upalne signalne putove, ¢ime pojacavaju ekspresiju PD-L1 [104].
Opcenito se smatra da je signalizacija putem interferona gama (IFN-y) najistaknutiji
induktor PD-L1 [103, 105]. Vezanjem IFN-y za njegov receptor dolazi do aktivacije
interferon-odgovarajucih faktora (IRF) putem JAK-STAT puta, koji potom posreduje u
ekspresiji PD-L1 [105]. Bududéi da je poznato da je IL-18 snaZan induktor IFN-y,
zanimljivo je spekulirati da potencijalni NLRP3—IL-18—IFN-y—PD-L1 put moze
predstavljati poveznicu izmedu aktivacije NLRP3 inflammasoma i ekspresije PD-L1
[106]. Unato€ znaCajnom utjecaju kojim je imunoterapija inhibitorima kontrolnih toCaka
imala u klinickoj onkologiji, ve¢ina pacijenata s tumorom jo$ uvijek nema koristi od ove

metode lijeCenja [73].
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

NLRP3 se smatra novim potencijalnim bioloSkim markerom, te potencijalna meta za
bioloSku terapiju u lije€enju planocelularnog karcinoma usne Supljine i orofarinksa.
Ukoliko se dokaze pojaCana ekspresija NLRP3, ASC i Caspase 1 u tkivima tumora,
moze se terapijski ciljati na inflamasom i njegove proteine (npr. NLRP3), na taj nacin
direktno sudjelovati u regulaciji ekspresije PD-L1 i PD-L2, te poboljSati odgovor na

imunoterapiju.

2.1 Hipoteza

Hipoteza istraZivanja je da c¢emo uociti povecanu ekspresiju PD-L1, PD-L2 i komponenti
inflamasoma NLRP3 ( NLRP3, ASC i Caspase 1) kod primarnih tumora i metastaza u
odnosu na benigne lezije, te da ¢e povecana ekspresija korelirati sa parametrima
invazivnosti ( DOI, PNI, LVI, ENE).

Glavni cilj istrazivanja

Glavni cilj ovog istrazivanja je imunohistokemijskom analizom parafinskih tkivnih
blokova istraziti ekspresiju PD-L1 | PD-L2 kao potencijalnih biomarkera planocelularnog
karcinoma usne Supljine, te usporediti njihovu ekspresiju s NLRP3, ASC i Caspase 1 na
uzorcima primarnog planocelularnog karcinoma usne Supljine, metastazama OPCC-a,

leukoplakiji i benignim lezijama zdrave sluznice usne Supljine.

Specifi€ni ciljevi istrazivanja su :

1. Povezati ekspresiju PD-L1 i PD-L2 s inflamasomom NLRP3 i povezanih proteina
(ASC, Caspase-1) u planocelularnog karcinoma, te kroz univarijantnu i multivarijantnu
analizu usporediti ekspresiju s kliniCko-patoloskim karakteristikama tumora. (TNM

klasifikacija, stadij, status I.C. vrata, perineuralno Sirenje, komorbiditeti itd.)

2. Usporediti ekspresiju PD-L1, PD-L2 i komponenti inflamasoma NLRP3 ( NLRP3,

ASC i Caspase 1) sa prezivljenjem bolesnika
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3. ISPITANICI | METODE

3.1 Ispitivana skupina

Za ovo istraZivanje provedena je retrospektivha kohortna studija. Koristeni su formalin-
fiksirani parafinski blokovi (FFPE) od 121 pacijenata koji su prethodno lijeCeni na Klinici
za maksilofacijalnu kirurgiju, KBC Rijeka. Ukupno je analiziran 151 uzorak tkiva i to 61
uzorak primarnog planocelularnog karcinoma usne Supljine, 30 uzoraka leukoplakije te
30 uzoraka metastaza u limfne ¢vorove vrata. Uzorci metastaza potjecali su od istih
pacijenata kod kojih je analiziran i primarni tumor, Sto objasnjava veci broj uzoraka u
odnosu na ukupan broj ukljuenih ispitanika. Kontrolnu skupinu €inilo je 30 uzoraka
benignih lezija usne Supljine (papilomi i fibromi). Kriterij za odabir pacijenata bila je
dijagnoza invazivnog planocelularnog karcinoma usne Supljine koji prethodno nije bio
lijeCen kemoterapijom ili radioterapijom. Pacijenti s planocelularnim karcinomom usne,
orofarinksa ili drugog primarnog tumora bili su isklju€eni iz istrazivanja. Kriterij za odabir
kontrolne skupine bila je patohistoloski potvrdena benigna lezija koja nije prethodno bila

podvrgnuta lijeCenju.

Studija je dobila odobrenje Eti¢kog povjerenstva KBC Rijeka. Podaci su obradeni
elektronicki, a glavni istrazivac i njegovi suradnici pridrzavali su se interne procedure za
zastitu medicinskih podataka. Ispitanici su bili upisani u bazu podataka pomocéu koda, a
njihovi identiteti nisu bili otkriveni. Pristup dokumentaciji, uz istrazivace, imali su i
predstavnici etiCkih povjerenstava Klinickog bolnickog centra Rijeka i Medicinskog

fakulteta SveuciliSta u Rijeci.

Klini¢ki podaci (uklju€ujuci spol, dob, gradus, lokalizaciju, puSenje, konzumaciju
alkohola, TNM klasifikaciju, stadij, postoperativnu radioterapiju, perineuralnu i
limfovaskularnu invaziju, dubinu invazije, krvnu grupu, ASA status, vrstu operativhog
zahvata, te Clavien-Dindo klasifikaciju) prikupljeni su iz Integriranog Bolni¢kog

informacijskog sustava (IBIS) (Tablica 3.).
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Tablica 3. Klini¢ki podaci pacijenata sa planocelularnim karcinomom usne Supljine

Pacijenti sa OPCC Postotak
n=61
Spol

Zene 15 24.6%
Muskarci 46 75.4%

Godine
<44 1 1.6%
45-54 7 11.5%
55-64 24 39.3%
65-74 20 32.8%
>75 godina 9 14.8%

T klasifikacija
T1 8 13.1%
T2 22 36.1%
T3 21 34.4%
T4 10 16.4%
N klasifikacija

NO 24 39.3%
N1 8 13.1%
N2 27 44.3%
N3 2 3.3%

Stadij
1 8 13.1%
2 5 8.2%
3 16 26.2%
4 32 52.5%

Gradus
1 18 29.5%
2 36 59.0%
3 7 11.5%

Lokalizacija tumora

dno usne Supljine 11 18.0%
retromolarno 5 8.2%
jezik 23 37.7%
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gingiva mandibule 13 21.3%
obraz 4 6.6%
gingiva maksile 5 8.2%
Perineuralna invazija
Da 17 27.9%
Ne 44 72.1%
Limfovaskularna invazija
Da 28 45.9%
Ne 33 54 1%
Ekstranodalna ekstenzija
Da 9 14.8%
Ne 52 85.2%
Dubina invazije
<6 mm 7 11.5%
5-10mm 26 42.6%
>10 mm 28 45.9%
Radioterapija
Da 39 63.9%
Ne 22 36.1%
Disekcija
bez disekcije 13 21.3%
selektivna 31 50.8%
radikalna 17 27.9%
ASA klasifikacija
ASA 1 2 3.3%
ASA 2 22 36.1%
ASA 3 33 54.1%
ASA 4 4 6.6%
Prezivljenje
medijan pracenja 44 mjeseci
umrli od karcinoma 28/61 45.9%
progresija bolesti 27161 44.3%
medijan progresije 15 mjeseci
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3.2 Metode istrazivanja

3.2.1 Metoda tkivnih mikroareja (TMA)

Formalin-fiksirani parafinski uzorci preuzeti su sa Zavoda za patologiju KBC Rijeka.
Imunohistokemijska analiza provedena je na formalin-fiksiranim, parafinom uklopljenim
uzorcima tkiva primjenom metode tkivnih mikroareja (Tissue Microarray, TMA). Ova
tehnika nam omogucuje paralelnu analizu vec¢eg broja uzoraka na manjoj povrsini, uz
racionalno koriStenje bioloSkog materijala i reagensa. Za odabir reprezentativnih
podrudja tumora koristeni su standardni hematoksilin-eozinom (HE) obojeni
rezovi(kocke), na kojima su prethodno oba patologa oznacila vitalna tumorska podrucja
bez nekroze. Na temelju tih oznaka, iz parafinskih blokova izdvojeni su cilindri tkiva
promjera 1 mm, koji su potom preneseni u parafinski blok primatelj pomocu uredaja
MTA Booster Ol (Alphelys, Plaisir, Francuska). Za svaki uzorak ugradeni su cilindri
tumorskog tkiva u unaprijed definirani raspored, uz razmak od 0,5 mm izmedu pojedinih
cilindara. Nakon izrade, TMA blokovi inkubirani su preko noc¢i u termostatu na 45 °C
zbog stabilizacije TMA strukture. |z pripremljenih blokova izradeni su serijski rezovi, koji
su potom postavljeni na predmetna stakalca, te koridteni za standardnu histolosku i
imunohistokemijsku analizu. Prethodna istrazivanja pokazala su dobru podudarnost
rezultata dobivenih TMA metodom s analizama provedenima na punim histolo$kim

rezovima [30].
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3.2.2 Imunohistokemijska analiza

Imunohistokemijska analiza provedena je na TMA cilindrima. Iz TMA parafinskih blokova
izradeni su serijski rezovi debljine 3—4 um, koji su postavljeni na predmetna stakalca s
pozitivho nabijenom povrSinom radi bolje adhezije tkiva. Stakalca su suSena preko noci
u termostatu na 37 °C prije daljnje obrade. Rezovi su deparafinizirani u ksilenu te
rehidrirani pomoc¢u padajucih koncentracija etanola (100 %, 96 % i 70 %) do destilirane
vode. Nakon rehidracije provedeno je otkrivanje antigenskih epitopa primjenom
toplinom induciranog razotkrivanja epitopa (heat-induced epitope retrieval, HIER).
Demaskiranje je provedeno u Tris-EDTA puferu (pH 9.0) zagrijavanjem stakalaca
prema standardnom laboratorijskom protokolu, nakon ¢ega su rezovi ostavljeni da se
ohlade na sobnoj temperaturi i isprani u fosfathom puferu (PBS). Endogena
peroksidazna aktivnost blokirana je inkubacijom rezova s 3 % vodikovim peroksidom
tijekom 10 minuta, nakon ¢ega su rezovi isprani u PBS-u. Nespecificno vezanje
smanjeno je inkubacijom u odgovaraju¢em proteinskom blokiraju¢em mediju. Rezovi su
zatim inkubirani s primarnim protutijelima (Tablica 4.): anti-PD-L1, anti-PD-L2, anti-
NLRP3, anti-ASC i anti-Caspase-1, pri razrjedenjima navedenima u tablici protutijela,
tijekom 60 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije s primarnim protutijelima,
rezovi su isprani u PBS-u. Detekcija vezanih protutijela provedena je pomocu polimer-
baziranog HRP detekcijskog sustava, uz primjenu 3,3'-diaminobenzidina (DAB) kao
kromogena. Razvoj boje pracen je mikroskopski, a reakcija je zaustavljena ispiranjem u
destiliranoj vodi. Na kraju postupka rezovi su kontrastno obojeni hematoksilinom, isprani
u vodi, dehidrirani kroz rastuce koncentracije etanola, pro€iS¢eni u ksilenu i pokriveni
trajnim medijem za montazu. Kao negativne kontrole koristeni su rezovi na kojima je
primarno protutijelo izostavljeno i zamijenjeno odgovaraju¢im puferom. Pozitivhe

kontrole ukljucivale su tkiva za koja je poznato da eksprimiraju ispitivane markere.
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Tablica 4. Karakteristike koriStenih primarnih protutijela za imunohistokemijsko bojanje

Protutijelo i kat.broj| Proizvodaé Razrijegenje Demaskiranje
protutijela
Anti-PD-L1 (Rabbit | SVl Tris/EDTA, pH 9
polyclonal, avoratories 1:200
Cat. No. A700-020 | Montgomery,
TX,
USA
Anti-PD-L2 (Rabbit Tris/EDTA, pH 9
Invitrogen 1:200
polyclonal, Cat. No. ’
Waltham, MA,
PA582484 USA
Anti-NLRP3 (Rabbit | Invitrogen, Tris/EDTA, pH 9
polyclonal, Cat. No. Vl\letrba& 1:200
PA579740, ’
Anti-ASC (Rabbit Tris/EDTA, pH 9
monoclonal, Cat. No. Abca.m,
ab180799 Cambridge, 1:500
UK
Tris/EDTA, pH 9
Anti-Caspase-1 Invitrogen, 1100
(Mouse Waltham '
monoclonal, Cat. , MA
No. MA5-16215

3.2.3. Analiza imunohistokemijskog bojanja

Imunohistokemijski obiljeZeni preparati analizirani su svjetlosnim mikroskopom.
Karakteristicni dijelovi fotografirani su kamerom na mikroskopu pomoc¢u odgovarajuceg
racunalnog programa (Slika 1). Analizu imunohistokemijskog bojanja provela su dva
nezavisna patologa bez uvida u klinicke podatke pacijenata. Procjena je provedena
pomocu dva sustava bodovanja, kojima su se vrednovali intenzitet imunohistokemijskog
bojenja i udio obojenih stanica. Intenzitet bojenja za svako antitijelo bodovan je kao 1
(bez bojenja), 2 (slabo bojenje), 3 (umjereno bojenje) i 4 (jako bojenje). Udio obojenih
stanica ocijenjen je kao 1 (0 %), 2 (0-33 %), 3 (33—-66 %) i 4 (>66 %). Za svaki uzorak

izraCunata je medijanska vrijednost bodova obaju patologa, a umnozZak bodova
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intenziteta i udjela koriten je za izraun imunoreaktivnog skora (IRS), u rasponu od 0
do 16. Vrijednosti IRS-a zatim su razvrstane u tri kategorije: 0 — bez ekspresije, 14 —
niska ekspresija i 5-16 — visoka ekspresija. IHK obojenje na NLRP3, ASC i Caspasu 1
ocCitavano je u citoplazmi tumorskih stanica, dok se ekspresija PD-L1 i PD-L2

procjenjivala na stanicnim membranama.

Slika 2. Fotomikrografije prikazuju obrasce imunohistokemijske ekspresije u oralnom
planocelularnom karcinomu: a) Pozitivna ekspresija protutijela PD-L1 u tumorskim
stanicama na invazivnom dijelu karcinoma (400x) (crne strelice). b) Ekspresija CD273
(PD-L2) s nizom razinom izrazaja u dobro diferenciranim tumorskim komponentama te
izrazenim bojenjem u invazivnim tumorskim stanicama (400x) (crne strelice). c¢)
UjednacCeno i snazno bojenje protutijelom NLRP3 u in situ i invazivnim tumorskim
komponentama (400x%) (crne strelice). d) Intenzivho bojenje ASC (TMS1) u tumorskim
stanicama (400x) (crne strelice). e) Intenzivho bojenje Caspase 1 u TMA presjeku
tumorskog tkiva (400x) (crne strelice)
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3.3 Eti€ki principi u istrazivanju

Ovim istrazivanjem osigurano je postivanje osnovnih eti¢kih i bioetiCkih nacela, ukljuCujuci
osobni integritet ispitanika, naCela pravednosti, dobroCinstva i neSkodljivosti. Tijekom
prikupljanja, obrade i prikazivanja podataka osigurana je zastita privatnosti ispitanika i
ocCuvanje njihove anonimnosti. Uzorci su bili oznaceni jedinstvenim Siframa te su kao takvi
koristeni tijekom cijelog tijeka istrazivanja. Provedba znanstvenog istrazivanja bila je u
skladu s nacCelima HelsinSke deklaracije i njezinim kasnijim izmjenama, Kodeksom
medicinske etike i deontologije (NN 55/08), kao i Pravilnikom o klini¢kim ispitivanjima i
dobroj klinickoj praksi (NN 121/2007, NN 175/2003), koji je uskladen sa Smjernicama
Europske medicinske agencije i njezina tijela Committee for Proprietary Medicinal
Products (»Note for Guidance on Good Clinical Practice« — CPMP/ICH/135/95). Tijekom
istrazivanja postivani su i vazeci zakonski propisi Republike Hrvatske, ukljuCujuci Zakon
o lijekovima (NN 71/07), Zakon o lijekovima i medicinskim proizvodima (NN 121/03),
Zakon o lije€nistvu (NN 121/03), Statut Hrvatske lije¢nicke komore, kao i druge

preporuke.

3.4 Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka ucinjena je racunalnim statistickim programom MedCalc,
verzija 12.5.0 (MedCalc Software, Ostend, Belgija; https://www.medcalc.org), a dobiveni
rezultati su prikazani tabli¢no i graficki. Vrijednosti kontinuiranih varijabli prikazani su kao
srednja vrijednost +/- standardna devijacija. Kategorijski (kvalitativni) podaci prikazani su
frekvencijama i postotno. Analizom raspodjele mjerenih varijabli (Kolmogorov- Smirnov
test) utvrdi se razli€itost u raspodjeli pojedinih varijabli; normalnost razdiobe se razlikuje
od parametra do parametra, stoga su koristeni one way ANOVA test (za podatke s
normalnom razdiobom) te neparametrijski Kruskal-Wallis test za usporedbu viSe od dvije
skupine ispitanika. Za testiranje razlika izmedu skupina primijenjen je post hoc Student-
Newman-Keulsov ili Conoverov test. Ispitane su povezanosti (korelacije) izmedu
pojedinih parametara koristenjem Pearsonova odnosno Spearmanova testa te

regresijskog modela, ovisno o normalnosti razdiobe podataka. Za testiranje razlika
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nominalnih varijabli koristen je Fisherov egzaktni ili x> test. Potencijalna prognosti¢ka
vrijednost analiziranih biomarkera procijenjena je ROC (eng. Receiver Operating
Characteristic) analizom. Prilikom analize preZivljenja prvo je odreden utjecaj parametara
na sveukupno prezivljenje Kaplan-Meier-ovom metodom, a razlika izmedu krivulja
prezivljavanja utvrdena je pomocu log-rank testa. Rezultati testova su smatrani

znacajnima ukoliko je p< 0.05
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4. REZULTATI

Da bismo pokazali izrazenost navedenih markera i imunohistokemijskim metodama
utvrdili njihov stupanj izrazenosti u ukljuenim skupinama analizirali smo izrazenost
Caspase 1, PD-L2, NLRP3, ASC i PD-L1 proteina.

Zasebno su analizirane Cetiri skupine ispitanika; (a) ispitanici sa planocelularnim
karcinomom usne Supljine (n=61, 40.4%), (b) ispitanici sa metastazama planocelularnog
karcinoma u limfne Evorove vrata od istih bolesnika kojima je analiziran primarni karcinom
(n=30, 19.9%), (c) ispitanici sa leukoplakijom (n=30, 19.9%), i (d) ispitanici sa papilomima
i fibromima (n=30, 19.9%).

U prvoj skupini ispitanika, sa oralnim planocelularnim karcinomom (OPCC) uklju¢eno je
46 muskih (75.4%) i 15 (24.6%) Zenskih ispitanika podijeljenih u sljedeée dobne skupine:
<44 godine 1 (1.6%) ispitanik, 45-54 godina 7 (11.5%) ispitanika, 55-64 godine 24 (39.3%)
ispitanika, 65-74 godine 20 (32.8%) ispitanika te >75 godina 9 (14.8%) ispitanika.

U drugoj skupini ispitanika, sa metastazama OPCC u limfne &vorove vrata uklju¢eno je
21 muski (72.4%) i 9 (27.6%) zenskih ispitanika podijeljenih u sljede¢e dobne skupine:
<44 godine 0 (0%) ispitanika, 45-54 godina 6 (20.7%) ispitanika, 55-64 godine 9 (31.0%)
ispitanika, 65-74 godine 13 (41.4%) ispitanika te >75 godina 2 (6.9%) ispitanika.

Za svako analizirano protutijelo analizirali smo intenzitet bojanja (jaCina bojanja
determinirana kao 1 - bez bojanja, 2 — blago bojanje, 3 — srednje bojanje, 4-jako bojanje),
udio pozitivnih stanica (broj obojanih stanica determinirana kao 1 = 0%, 2 = 0%-33%, 3 =
33-66%, 4 = >66%) te IRS faktor (jaCina bojanja x broj obojenih stanica podijeljeni u

sljedece grupe: 0 - nema ekspresije, 1-4 niska ekspresija, 5-16 visoka ekspresija).
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4.1.1 lzrazaj PD-L1 protutijela u analiziranim skupinama ispitanika

Evaluacija PD-L1 imunohistokemijske analize provedena je na 151 uzorku. Intenzitet
bojanja PD-L1 protutijela u skupini ispitanika sa OPCC i skupini ispitanika sa
metastazama OPCC u limfne &vorove vrata je zna€ajno izrazenija u odnosu na skupinu
ispitanika s leukoplakijom te skupine ispitanika sa papilomima/fiboromima (p=0.0002)
(Slika 3).

Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na PD-L1 s obzirom na intenzitet

bojanja stanica u analiziranim skupinama ispitanika je prikazan u Tablici 5.

PD LI

| | |
1 2 3 4

skupine ispitanika

Slika 3. Intenzitet bojanja PD-L1 protutijela izmedu analiziranih skupina bolesnika.
Intenzitet bojanja PD-L1 protutijela je zna€ajno izraZeniji u skupini bolesnika s OPCC i
skupini bolesnika sa metastazama planocelularnog karcinoma u limfne &vorove vrata u
odnosu na ispitanike sa leukoplakijom te papilomima i fiboromima (p=0.0002). Vodoravne
linje oznaCavaju srednja vrijednost * standardna devijacija; p, razina znacajnosti

oznacena na grafu Kruskal-Wallis, post-hoc analiza po Conover-u.
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Tablica 5. Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na PD-L1 s obzirom na

intenzitet bojanja stanica u analiziranim skupinama ispitanika.

Broj analiziranih uzoraka Ukupan
broj (%)

OPCC Metastaze Leukoplakije Papilomii
fibromi

1 16 (26.2%) 5(16.7%) 12 (40.0%) 13 (43.3%) 46 (30.46%)
2 12 (19.7%) 15(50.0%) 18 (60.0%) 10 (33.3%) 55 (36.42%)
3 16 (26.2%) 9 (30.0%) 0 (0.0%) 6 (20.0%) 31 (20.53%)
4 17 (27.9%) 1 (3.3%) 0 (0.0%) 1(3.3%) 19 (12.58%)
Ukupno 61 (100.0%) 30 30 (100.0%) 30 (100.0%) 151 (100%)

(100.0%)

Rezultat proporcije PD-L1 protutijela u skupini ispitanika sa OPCC vrata i skupini
ispitanika sa metastazama OPCC u limfne ¢vorove je zna€ajno izraZeniji u odnosu na
skupinu ispitanika sa leukoplakijom i skupinu ispitanika sa papilomima/fiboromima; ta

razlika je statistiCki znacCajna (p=0.02) (Slika 4).

Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na PD-L1 s obzirom na broj obojenih

stanica u analiziranim skupinama ispitanika je prikazan u Tablici 6.
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PD LI

] ] ] ]
1 2 3 4

skupine ispitanika

Slika 4. Rezultat proporcije PD-L1 protutijela izmedu analiziranih skupina bolesnika.
Rezultat proporcije PD-L1 protutijela je znacajno izrazeniji u skupini ispitanika s OPCC i
skupini ispitanika sa metastazama OPCC u limfne ¢vorove vrata u odnosu na ispitanike
sa leukoplakijom te papilomima i fibromima (p=0.02). Vodoravne linije oznacavaju srednja
vrijednost * standardna devijacija; p, razina znacajnosti oznaCena na grafu Kruskal-

Wallis, post-hoc analiza po Conover-u.

Tablica 6. Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na PD-L1 s obzirom na broj

obojenih stanica u analiziranim skupinama ispitanika.

Broj analiziranih uzoraka Ukupan
broj (%)

OPCC Metastaze Leukoplakije Papilomii
fibromi
16 (26.2%) 5 (16.7%) 12 (40.0%) 11 (36.7%) 44 (29.14%)
21 (34.4%) 15 (50.0%) 12 (40.0%) 16 (53.3%) 64 (42.38%)
13 (21.3%) 10 (33.3%) 6 (20.0%) 2 (6.7%) 31 (20.53%)
11 (18.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1 (3.3%) 12 (7.95%)
Ukupno 61 (100.0%) 30 (100.0%) 30 (100.0%) 30(100.0%) 151 (100%)

HWN =
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Analiza IRS faktora PD-L1 protutijela u skupini ispitanika s OPCC-om vrata i skupini
ispitanika sa metastazama OPCC-a u limfne ¢vorove pokazala je statistiCki zna€ajniju
ekspresiju u odnosu na skupinu ispitanika sa leukoplakijom i skupinu ispitanika sa

papilomima/fibromima (p=0.003) (Slika 5).

Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na PD-L1 s obzirom na IRS faktor u

analiziranim skupinama ispitanika je prikazan u Tablici 7.
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Slika 5. IRS faktor PD-L1 protutijela izmedu analiziranih skupina bolesnika. IRS faktor
PD-L1 protutijela pokazuje statistiCku znacajnost izmedu skupine ispitanika sa OPCC i
skupine ispitanika sa metastazama OPCC u limfne &vorove u odnosu na skupinu
ispitanika sa leukoplakijom i skupinu ispitanika sa papilomima/fioromima (p=0.003).
Vodoravne linije oznacCavaju srednja vrijednost + standardna devijacija; p, razina

znacajnosti oznacena na grafu Kruskal-Wallis, post-hoc analiza po Conover-u.
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Tablica 7. Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na PD-L1 s obzirom na IRS

faktor u analiziranim skupinama ispitanika.

Broj analiziranih uzoraka Ukupan
broj (%)
OPCC Metastaze Leukoplakije Papilomi i
fibromi
1 16 (26.2%) 5(16.7%) 14 (46.7%) 11 (36.7%) 46 (30.46%)
2 9 (14.8%) 11 (36.7%) 10 (33.3%) 11(36.7%) 41 (27.15%)
3 36 (59.0%) 14 (46.7%) 6 (20.0%) 8 (26.7%) 64 (42.38%)

Ukupno 61 (100.0%) 30 (100.0%) 30 (100.0%) 30 (100.0%) 151 (100%)

Ovi rezultati upucuju na pojac¢anu imunomodulatornu aktivnost PD-L1 u malignim

lezijama u usporedbi s prekanceroznim i benignim promjenama.

4.1.2 lzrazaj PD-L2 protutijela u analiziranim skupinama ispitanika

Evaluacija PD-L2 imunohistokemijske analize provedena je na 151 uzorku. Intenzitet
bojanja PD-L2 protutijela pokazuje statistiCku zna&ajnost (p<0.000001) izmedu svih
analiziranih skupina: skupine ispitanika sa OPCC, skupine ispitanika sa metastazama
OPCC u limfne €vorove vrata, skupine bolesnika s leukoplakijom te skupine ispitanika sa

papilomima/fibromima (Slika 6).

Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na PD-L2 s obzirom na intenzitet

bojanja stanica u analiziranim skupinama ispitanika je prikazan u Tablici 8.
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Slika 6. Intenzitet bojanja PD-L2 protutijela izmedu analiziranih skupina bolesnika.
Intenzitet bojanja PD-L2 protutijela pokazuje statistiCku znacCajnost izmedu svih
analiziranih skupina (p<0.000001). Vodoravne linije oznaCavaju srednja vrijednost +
standardna devijacija; p, razina znacajnosti oznacena na grafu Kruskal-Wallis, post-hoc

analiza po Conover-u.

Tablica 8. Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na PD-L2 s obzirom na

intenzitet bojanja stanica u analiziranim skupinama ispitanika.

Broj analiziranih uzoraka Ukupan
broj (%)
OPCC Meta Leukoplakije Papilomi i
fibromi
4 (6.6%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 5 (16.7%) 9 (5.96%)

43(70.5%) 5(16.7%) 16 (53.3%) 23 (76.7%) 87 (57.62%)
12 (19.7%) 21(70.0%) 10 (33.3%) 2 (6.7%) 45 (29.81%)

2(3.3%)  4(13.3%) 4 (13.3%) 0(0.0%) 10 (6.63%)
Ukupno 61 (100.0%) 30 (100.0%) 30 (100.0%) 30 (100.0%) 151 (100%)
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Rezultat proporcije PD-L2 protutijela u skupini ispitanika sa OPCC i skupini ispitanika sa
metastazama OPCC u limfne ¢vorove vrata je znacajno izrazeniji u odnosu na skupinu
ispitanika sa leukoplakijom i skupinu ispitanika sa papilomima/fiboromima; ta razlika je
statistiCki znacajna (p<0.000001) (Slika 7).

Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na PD-L2 s obzirom na broj obojenih

stanica u analiziranim skupinama ispitanika je prikazan u Tablici 9.
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Slika 7. Rezultat proporcije PD-L2 protutijela izmedu analiziranih skupina bolesnika.
Rezultat proporcije PD-L2 protutijela je zna€ajno izraZeniji u skupini ispitanika sa OPCC
i skupini ispitanika sa metastazama OPCC u limfne &vorove vrata u odnosu na skupinu
ispitanika sa leukoplakijom i skupinu ispitanika sa papilomima/fiboromima (p<0.000007).
Vodoravne linije oznafavaju srednja vrijednost + standardna devijacija; p, razina

znacajnosti oznacena na grafu Kruskal-Wallis, post-hoc analiza po Conover-u.
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Tablica 9. Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na PD-L2 s obzirom na

broj obojenih stanica u analiziranim skupinama ispitanika.

Broj analiziranih uzoraka Ukupan
broj (%)
OPCC Metastaze Leukoplakije Papilomi i
fibromi

1 4 (6.6%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 5(16.7%) 9 (5.96%)
2 14 (23.0%) 3 (10.0%) 13 (43.3%) 16 (53.3%) 46 (30.46%)
3 18 (29.5%) 15 (50.0%) 17 (56.7%) 9 (30.0%) 59 (39.07%)
4 25 (41.0%) 12 (40.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 37 (24.51%)

Ukupno 61 (100.0%) 30 (100.0%) 30 (100.0%) 30 (100.0%) 151 (100%)

Analiza IRS faktora PD-L2 protutijela pokazuje statisticku znacajnost izmedu svih
analiziranih skupina: u skupini ispitanika sa OPCC, skupini ispitanika sa metastazama
OPCC u limfne ¢vorove vrata, skupini bolesnika s leukoplakijom te skupini ispitanika sa
papilomima/fibromima (p=0.000002) (Slika 8).

Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na PD-L2 s obzirom na IRS faktor u

analiziranim skupinama ispitanika je prikazan u Tablici 10.
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Slika 8. IRS faktor PD_L2 protutijela izmedu analiziranih skupina bolesnika. IRS faktor

PD-L2 protutijela pokazuje statisticku znac€ajnost izmedu svih analiziranih skupina

(p=0.000002). Vodoravne linije oznaCavaju srednja vrijednost + standardna devijacija; p,

razina znacajnosti oznacena na grafu Kruskal-Wallis, post-hoc analiza po Conover-u.

Tablica 10. Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na PD-L2 s obzirom na

IRS faktor u analiziranim skupinama ispitanika.

Broj analiziranih uzoraka

Ukupan broj

(%)
OPCC Metastaze Leukoplakije Papilomi i
fibromi
1 4 (6.6%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 5 (16.7%) 9 (5.96%)
2 13 (21.3%) 1(3.3%) 9 (30.0%) 15 (50.0%) 38 (25.16%)
3 44 (72.1%) 29 (96.7%) 21 (70.0%) 10 (33.3%) 104 (68.88%)
Ukupno 61 (100.0%) 30 (100.0%) 30 (100.0%) 30 (100.0%) 151 (100%)
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4.1.3 lzrazaj NLRP3 protutijela u analiziranim skupinama ispitanika

Evaluacija NLRP3 imunohistokemijske analize provedena je na 151 uzorku. Intenzitet
bojanja NLRP3 protutijela pokazuje statistiCku znacajnost (p=0.0003) izmedu svih
analiziranih skupina: skupine ispitanika sa OPCC, skupine ispitanika sa metastazama
OPCC u limfne ¢vorove vrata, skupine bolesnika s leukoplakijom te skupine ispitanika sa

papilomima/fibromima (Slika 9).

Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na NLRP3 s obzirom na intenzitet

bojanja stanica u analiziranim skupinama ispitanika je prikazan u Tablici 11.
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Slika 9. Intenzitet bojanja NLRP3 protutijela izmedu analiziranih skupina bolesnika.
Intenzitet bojanja NLRP3 protutijela pokazuje statistiCku znacCajnost izmedu svih
analiziranih skupina (p=0.0003). Vodoravne linijje oznaCavaju srednja vrijednost +
standardna devijacija; p, razina znacajnosti oznacena na grafu Kruskal-Wallis, post-hoc

analiza po Conover-u.
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Tablica 11. Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na NLRP3 s obzirom na

intenzitet bojanja stanica u analiziranim skupinama ispitanika.

Broj analiziranih uzoraka Ukupan
broj (%)
OPCC Metastaze Leukoplakije Papilomii
fibromi

1 4 (6.6%) 1(3.3%) 2 (6.7%) 4 (13.3%) 11 (7.29%)
2 22 (36.1%) 10 (33.3%) 17 (56.7%) 21 (70.0%) 70 (46.36%)
3 25 (41.0%) 14 (46.7%) 9 (30.0%) 5(16.7%) 53 (35.09%)
4 10 (16.4%) 5 (16.7%) 2 (6.7%) 0 (0.0%) 17 (11.26%)

Ukupno 61(100.0%) 30 (100.0%) 30 (100.0%) 30 (100.0%) 151 (100%)

Rezultat proporcije NLRP3 protutijela u skupini ispitanika sa OPCC i skupini ispitanika sa
metastazama OPCC u limfne ¢vorove vrata je zna€ajno izrazeniji u odnosu na skupinu
ispitanika sa leukoplakijom i skupinu ispitanika sa papilomima/fibromima; ta razlika je
statisticki znacajna (p=0.000001) (Slika 10).

Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na NLRP3 s obzirom na broj obojenih

stanica u analiziranim skupinama ispitanika je prikazan u Tablici 12.
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Slika 10. Rezultat proporcije NLRP3 protutijela izmedu analiziranih skupina bolesnika.

Rezultat proporcije NLRP3 protutijela je znac¢ajno izrazZeniji u skupini bolesnika s OPCC

sa ostalim skupinama te u skupini bolesnika sa metastazama planocelularnog karcinoma

u limfne €vorove vrata u odnosu na ispitanike sa leukoplakijom te papilomima i fibromima

(p=0.0000017). Vodoravne linije oznacavaju srednja vrijednost + standardna devijacija; p,

razina znacajnosti ozna¢ena na grafu Kruskal-Wallis, post-hoc analiza po Conover-u.

Tablica 12. Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na NLRP3 s obzirom na
broj obojenih stanica u analiziranim skupinama ispitanika.

Broj analiziranih uzoraka Ukupan
broj (%)
OPCC Metastaze Leukoplakije Papilomii
fibromi

1 4 (6.6%) 1(3.3%) 2 (6.7%) 4 (13.3%) 11 (7.29%)
2 6 (9.8%) 8 (26.7%) 8 (26.7%) 11 (36.7%) 33 (21.86%)
3 14 (23.0%) 12 (40.0%) 18 (60.0%) 13 (43.3%) 57 (37.75%)
4 37 (60.7%) 9 (30.0%) 2 (6.7%) 2 (6.7%) 50 (33.12%)
Ukupno 61 (100.0%) 30 (100.0%) 30 (100.0%) 30(100.0%) 151 (100%)
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Analiza IRS faktora NLRP3 protutijela u skupini ispitanika sa OPCC je znacajno izraZenija

u odnosu na s skupinu ispitanika sa papilomima/fiboromima (p=0.027) (Slika 11).

Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na NLRP3 s obzirom na IRS faktor u

analiziranim skupinama ispitanika je prikazan u Tablici 13.
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Slika 11. IRS faktor NLRP3 protutijela izmedu analiziranih skupina bolesnika. IRS faktor
NLRP3 protutijela je znalajno izrazeniji u skupini bolesnika s OPCC u odnosu na
ispitanike sa papilomima i fiboromima (p=0.027). Vodoravne linije ozna¢avaju srednja
vrijednost * standardna devijacija; p, razina znacajnosti ozna¢ena na grafu Kruskal-

Wallis, post-hoc analiza po Conover-u.
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Tablica 13. Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na NLRP3 s obzirom na

IRS faktor u analiziranim skupinama ispitanika.

Broj analiziranih uzoraka Ukupan
broj (%)
OPCC Metastaze Leukoplakije Papilomi i
fibromi
1 4 (6.6%) 0 (0.0%) 2 (6.7%) 4 (13.3%) 10 (6.63%)
2 6 (9.8%) 8 (26.7%) 7 (23.3%) 10 (33.3%) 31 (20.53%)
3 51(83.6%) 22(73.3%) 21(70.0%) 16 (53.3%) 110

(72.85%)
Ukupno 61 (100.0%) 30 (100.0%) 30 (100.0%) 30 (100.0%) 151 (100%)

4.1.4 |1zrazaj ASC protutijela u analiziranim skupinama ispitanika

Evaluacija ASC imunohistokemijske analize provedena je na 151 uzorku. Intenzitet
bojanja ASC protutijela u skupini ispitanika sa OPCC i skupini ispitanika sa metastazama
OPCC u limfne ¢vorove vrata je zna€ajno izrazenija u odnosu na skupinu ispitanika s

leukoplakijom te skupine ispitanika sa papilomima/fiboromima (p<0.000007) (Slika 12).

Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na ASC s obzirom na intenzitet bojanja

stanica u analiziranim skupinama ispitanika je prikazan u Tablici 14.
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Slika 12. Intenzitet bojanja ASC protutijela izmedu analiziranih skupina bolesnika.
Intenzitet bojanja ASC protutijela je znacajno izrazeniji u skupini bolesnika s OPCC i
skupini bolesnika sa metastazama planocelularnog karcinoma u limfne &vorove vrata u
odnosu na ispitanike sa leukoplakijom te papilomima i fibromima (p<0.000001).
Vodoravne linije oznaCavaju srednja vrijednost + standardna devijacija; p, razina

znacajnosti oznacena na grafu Kruskal-Wallis, post-hoc analiza po Conover-u.

Tablica 14. Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na ASC s obzirom na
intenzitet bojanja stanica u analiziranim skupinama ispitanika.

Broj analiziranih uzoraka Ukupan
broj (%)

OPCC Metastaze Leukoplakije Papilomii
fibromi
0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.00%)
6 (9.8%) 5 (16.7%) 8 (26.7%) 21 (70.0%) 40 (26.49%)
37 (60.7%) 14 (46.7%) 17 (56.7%) 8 (26.7%) 76 (50.33%)
18 (29.5%) 11 (36.7%) 5 (16.7%) 1 (3.3%) 35 (23.18%)
Ukupno 61 (100.0%) 30(100.0%) 30(100.0%) 30(100.0%) 151 (100%)
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Rezultat proporcije ASC protutijela u skupini ispitanika sa OPCC vrata je znacajno
izraZzeniji u odnosu na skupinu ispitanika sa metastazama OPCC u limfne Cvorove,
skupinu ispitanika sa leukoplakijom i skupinu ispitanika sa papilomima/fioromima; ta
razlika je statisti¢ki znacajna (p=0.000002) (Slika 13).

Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na ASC s obzirom na broj obojenih

stanica u analiziranim skupinama ispitanika je prikazan u Tablici 15.

TMS1_ASC

oL p=0.000002

1 1 1 1
1 2 3 4

skupine ispitanika

Slika 13. Rezultat proporcije ASC protutijela izmedu analiziranih skupina bolesnika.
Rezultat proporcije ASC protutijela je znacajno izrazeniji u skupini bolesnika s OPCC u
odnosu na ispitanike u skupini sa metastazama planocelularnog karcinoma u limfne
C¢vorove vrata u odnosu na ispitanike sa leukoplakijom te papilomima i fibromima
(p=0.000002). Vodoravne linije oznaCavaju srednja vrijednost + standardna devijacija; p,

razina znacajnosti oznacena na grafu Kruskal-Wallis, post-hoc analiza po Conover-u.
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Tablica 15. Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na ASC s obzirom na broj

obojenih stanica u analiziranim skupinama ispitanika.

Broj analiziranih uzoraka Ukupan
broj (%)
OPCC Metastaze Leukoplakije Papilomii
fibromi

1 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.00%)
2 2 (3.3%) 3 (10.0%) 6 (20.0%) 6 (20.0%) 17 (11.26%)
3 9 (14.8%) 13 (43.3%) 11 (36.7%) 16 (53.3%) 49 (32.45%)
4 50 (82.0%) 14 (46.7%) 13 (43.3%) 8 (26.7%) 85 (56.29%)

Ukupno 61 (100.0%) 30 (100.0%) 30 (100.0%) 30 (100.0%) 151 (100%)

Analiza IRS faktora ASC protutijela ne pokazuje statisticku znacajnost izmedu ispitivanih

skupina (p=0.267) (Slika 14), unatoc€ razlikama u rezultatu proporcije i intenziteta bojanja.

Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na ASC s obzirom na IRS faktor u

analiziranim skupinama ispitanika je prikazan u Tablici 16.
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Slika 14. IRS faktor ASC protutijela izmedu analiziranih skupina bolesnika. IRS faktor
ASC protutijela ne pokazuje statisticku znacajnosti izmedu ispitivanih skupina (p=0.267).
Vodoravne linije oznacavaju srednja vrijednost + standardna devijacija; p, razina

znacajnosti oznacena na grafu Kruskal-Wallis, post-hoc analiza po Conover-u.
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Tablica 16. Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na ASC s obzirom na IRS

faktor u analiziranim skupinama ispitanika.

Broj analiziranih uzoraka Ukupan
broj (%)
OPCC Metastaze Leukoplakije Papilomi i
fibromi
1 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
2 2 (3.3%) 3 (10.0%) 4 (13.3%) 4 (13.3%) 13 (8.61%)
3 59 (96.7%) 27 (90.0%) 26 (86.7%) 26 (86.7%) 138
(91.39%)

Ukupno 61 (100.0%) 30 (100.0%) 30 (100.0%) 30 (100.0%) 151 (100%)

4.1.5 lzrazaj Caspase 1 protutijela u analiziranim skupinama ispitanika

Evaluacija Caspase 1 imunohistokemijske analize provedena je na 151 uzorku. Intenzitet
bojanja Caspase 1 protutijela u skupini ispitanika sa OPCC i skupini ispitanika sa
metastazama OPCC u limfne ¢vorove vrata je zna€ajno izrazeniji u odnosu na skupinu
ispitanika sa papilomima/fibromima; ta razlika je statistiCki zna€ajna (p=0.004), dok nije
uoCena statistiCki znaCajna razlika izmedu skupine ispitanika s leukoplakijom i drugih

analiziranih skupina ispitanika (Slika 15).

Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na Caspase 1 s obzirom na intenzitet

bojanja stanica u analiziranim skupinama ispitanika je prikazan u Tablici 17.
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Slika 15. Intenzitet bojanja Caspase 1 protutijela izmedu analiziranih skupina bolesnika.

Intenzitet bojanja Caspase 1 protutijela je znaCajno izrazeniji u skupini ispitanika s OPCC

i skupini ispitanika sa metastazama OPCC u limfne ¢vorove vrata u odnosu na ispitanike

sa papilomima i fibromima (p=0.004). Vodoravne linije oznagavaju srednja vrijednost *

standardna devijacija; p, razina znacajnosti oznacena na grafu Kruskal-Wallis, post-hoc

analiza po Conover-u.

Tablica 17. Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na Caspase 1 s obzirom

na intenzitet bojanja stanica u analiziranim skupinama ispitanika.

Broj analiziranih uzoraka Ukupan
broj (%)
OPCC Metastaze Leukoplakije Papilomii
fibromi

1 3 (4.9%) 2 (6.7%) 1 (3.3%) 4 (13.3%) 10 (6.63%)
2 31(50.8%) 15(50.0%) 22 (73.3%) 23 (76.7%) 91 (60.27%)
3 25(41.0%) 11 (36.7%) 7 (23.3%) 3(10.0%) 46 (30.46%)

4 2 (3.3%) 2 (6.7%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 4 (2.64%)
Ukupno 61 (100.0%) 30 (100.0%) 30 (100.0%) 30(100.0%) 151 (100%)
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Rezultat proporcije Caspase 1 protutijela u skupini ispitanika sa OPCC je znacajno
izraZzeniji u odnosu na skupinu ispitanika sa leukoplakijom i skupinu ispitanika sa
papilomima/fiboromima; ta razlika je statistiCki znacajna (p=0.003), dok nije uocena
statisticki zna€ajna razlika izmedu skupine ispitanika sa metastazama OPCC u limfne

Cvorove vrata i drugih analiziranih skupina ispitanika (Slika 16).

Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na Caspase 1 s obzirom na broj

obojenih stanica u analiziranim skupinama ispitanika je prikazan u Tablici 18.
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Slika 16. Rezultat proporcije Caspase 1 protutijela izmedu analiziranih skupina bolesnika.
Rezultat proporcije Caspase 1 protutijela je znacajno izrazeniji u skupini ispitanika sa
OPCC u odnosu na skupinu ispitanika sa leukoplakijom i skupinu ispitanika sa
papilomima/fibromima (p=0.0003). Vodoravne linijje oznaCavaju srednja vrijednost +
standardna devijacija; p, razina znacajnosti oznacena na grafu Kruskal-Wallis, post-hoc

analiza po Conover-u.
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Tablica 18. Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na Caspase 1 s obzirom

na broj obojenih stanica u analiziranim skupinama ispitanika.

Broj analiziranih uzoraka Ukupan
broj (%)
OPCC Metastaze Leukoplakije Papilomii
fibromi

1 3 (4.9%) 2 (6.7%) 2 (6.7%) 4 (13.3%) 11 (7.29%)
2 14 (23.0%) 9 (30.0%) 15 (50.0%) 12 (40.0%) 50 (33.11%)
3 19 (31.1%) 14 (46.7%) 10 (33.3%) 14 (46.7%) 57 (37.75%)
4 25 (41.0%) 5 (16.7%) 3 (10.0%) 0 (0.0%) 33 (21.85%)

Ukupno 61(100.0%) 30 (100.0%) 30 (100.0%) 30 (100.0%) 151 (100%)

Rezultat analize IRS faktora Caspase 1 protutijela u skupini ispitanika sa OPCC je
znacajno izrazeniji u odnosu na skupinu ispitanika sa leukoplakijom i skupinu ispitanika
sa papilomima/fiboromima; ta razlika je statistiCki zna¢ajna (p=0.01), dok nije uoCena
statistiCki znacCajna razlika izmedu skupine ispitanika sa metastazama OPCC u limfne
Cvorove vrata i drugih analiziranih skupina ispitanika (Slika 17). Caspase 1 pokazuje
izrazeniju ekspresiju prvenstveno u primarnom OPCC-u, dok je razlika u metastatskoj

skupini manje izrazena.

Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na Caspase 1 s obzirom na IRS faktor

u analiziranim skupinama ispitanika je prikazan u Tablici 19.
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Slika 17. IRS faktor Caspase 1 protutijela izmedu analiziranih skupina bolesnika. IRS

faktor Caspase 1 protutijela je znac€ajno izrazeniji u skupini ispitanika sa OPCC u odnosu

na skupinu ispitanika sa leukoplakijom i skupinu ispitanika sa papilomima/fibromima

(p=0.01). Vodoravne linijle oznaCavaju srednja vrijednost * standardna devijacija; p,

razina znacajnosti oznacena na grafu Kruskal-Wallis, post-hoc analiza po Conover-u.

Tablica 19. Raspored kategorija imunohistokemijskog bojanja na Caspase 1 s obzirom

na IRS faktor u analiziranim skupinama ispitanika.

Broj analiziranih uzoraka Ukupan broj
(%)
OPCC Metastaze Leukoplakije Papilomi i
fibromi
1 3 (4.9%) 0 (0.0%) 1 (3.3%) 4 (13.3%) 8 (5.29%)
2 11 (18.0%) 8 (26.7%) 12 (40.0%) 12 (40.0%) 43 (28.47%)
3 47 (77.0%) 22 (73.3%) 17 (56.7%) 14 (46.7%) 100 (66.24%)

Ukupno 61 (100.0%) 30 (100.0%) 30 (100.0%) 30 (100.0%) 151 (100%)
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4.2 Rezultati izrazaja analiziranih markera izmedu skupina ispitanika

Imunohistokemijska analiza protutijela Caspase 1, PD-L2, NLRP3, ASC i PD-L1
provedena je na ukupno 151 uzorku (Tablica 20). U ukupnom uzorku analizirana je i
usporedena distribucija intenziteta bojanja, rezultata proporcije te IRS faktora za sva
protutijela. Za protutijelo Caspase 1 utvrdena je statisticki zna€ajna razlika u intenzitetu
bojanja (p = 0.04; x2 = 17.14), rezultatu proporcije (p = 0.0009; x> = 28.21) te IRS
faktoru (p = 0.02; x> = 14.01)

Za protutijelo PD-L2 utvrdena je izrazito visoka statistiCka zna€ajnost u svim
analiziranim parametrima, uklju€ujuci intenzitet bojanja (p < 0.0001; x2 = 52.83), rezultat
proporcije (p < 0.0001; x2 = 51.17) te IRS faktor (p < 0.0001; x* = 32.02). Takoder, za
protutijelo NLRP3 utvrdena je statistiCki zna€ajna razlika u intenzitetu bojanja (p =
0.017; x2 = 20.02), rezultatu proporcije (p < 0.0001; x* = 44.39) i IRS faktoru (p = 0.04;
x? = 13.06).

Kod ASC protutijela, statistiCki znacajna razlika potvrdena je za intenzitet bojanja (p <
0.0001; x2 = 42.92) i rezultat proporcije (p < 0.0001; x* = 31.92), dok IRS faktor nije
pokazao statistiCku znacajnost (p = 0.263; x> = 3.98). Za protutijelo PD-L1 zabiljeZzena je
statistiCki znacajna razlika u intenzitetu bojanja (p < 0.0001; x? = 43.26), rezultatu
proporcije (p = 0.004; x? = 24.39) te IRS faktoru (p = 0.002; x* = 20.48).

Dodatno, analizirali smo korelacije izmedu analiziranih protutijela u ukupnom uzorku.
Rezultati su prikazani u Tablici 21. Prikazani su koeficijenti korelacije (r) i pripadajuce p-

vrijednosti.
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Tablica 20. Usporedba izrazaja analiziranih protutijela izmedu skupina ispitanika.

P
Caspase 1
Caspase 1_Int 0.04
Caspase 0.0009
1_Pro
Caspase 0.02
1 _IRS
PD-L2
PD-L2_ Int <0.0001
PD-L2_ Pro <0.0001
PD-L2 IRS <0.0001
NLRP3
NLRP3_Int 0.017
NLRP3_Pro <0.0001
NLRP3_IRS 0.04
ASC
ASC_Int <0.0001
ASC_Pro <0.0001
ASC _IRS 0.263
PD-L1
PD-L1_Int <0.0001
PD-L1_Pro 0.004
PD-L1_IRS 0.002

XZ

17.14
28.21

14.01

52.83
51.17
32.02

20.02
44.39
13.06

42.92
31.92
3.98

43.26
24.39
20.48

Tablica 21. Korelacije izmedu analiziranih protutijela u ukupnom uzorku.

Caspase NLRP3 _IRS PD-

1 IRS

Caspase r

1 IRS p
NLRP3 IRS r 0.285
p 0.0004
PD-L1 IRS r 0.217
p 0.007
ASC_IRS r 0.127
p 0.1197

PD-L2_IRS r 0.363
p <0.0001

L1_IRS
0.285 0.217
0.0004 0.007
0.267
0.0009
0.267
0.0009
0.123 0.011

0.1315 0.8906

0.244 0.182
0.0026 0.0255
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ASC IRS  PD-
L2 IRS

0.127 0.363
0.1197 <0.0001
0.123 0.244
0.1315 0.0026
0.011 0.182
0.8906 0.0255
0.191

0.0188
0.191
0.0188



4.3 Rezultati istrazivanja o povezanosti ekspresije PD-L1 i PD-L2 s klini¢kim i

patohistoloskim osobinama tumora kod bolesnika s OPCC

Analizirali smo povezanost ekspresie PD-L1 i PD-L2 s razli¢itim KliniCkim i
patohistolo$kim osobinama tumora kod ispitanika s OPCC. Uzorak je obuhvatio ukupno
61 ispitanika za PD-L1 (25 s niskim izrazajem i 36 s visokim izrazajem) i 61 ispitanika za

PD-L2 (17 s niskim izraZzajem i 44 s visokim izraZajem).

Nije bilo znaCajne povezanosti izmedu spola i izrazaja PD-L1 (p=0.24) ili PD-L2 (p=1.00).
Muski ispitanici su €inili 46 sluCajeva za PD-L1 (21 s niskim i 25 s visokim izrazajem) i 46
slu€ajeva za PD-L2 (13 s niskim i 33 s visokim izraZajem), dok su Zenski ispitanici Cinili
15 slu€ajeva za PD-L1 ( 4 s niskim i 11 s visokim izrazajem) i 15 sluCajeva za PD-L2 (4 s

niskim i 11 s visokim izrazajem).

Utvrdena je statistiCki znaCajna povezanost izmedu dobnih skupina i ekspresije PD-L1
(x?=9.82, p=0.04), ali ne i za PD-L2 (x?=2.05, p=0.73).

U analiziranom uzorku nismo pokazali zna€ajne povezanosti izmedu gradusa tumora i
izrazaja PD-L1 (x?=3.84, p=0.15) ili PD-L2 (x?=0.77, p=0.68). Nismo pokazali znac¢ajne
razlike u izrazaju PD-L1 (x?=4.84, p=0.65) i PD-L2 (x?=4.43, p=0.62) u razli¢itim

lokalizacijama tumora.

Nije bilo znaCajne povezanosti izmedu pusenja i ekspresije PD-L1 (p=0.24) ili PD-L2
(p=0.53), kao ni izmedu konzumacije alkohola i ekspresije PD-L1 (p=0.09) ili PD-L2
(p=1.00).

Nadalje, nismo pokazali zna€ajnu povezanost izmedu TNM stadija tumora i izrazaja PD-
L1 (x?=3.56, p=0.31) ili PD-L2 (x?=1.37, p=0.71). Nisu pronadene znacajne razlike u
izrazaju PD-L1 (PNI p=0.38, LVI p=0.29) niti PD-L2 (PNI p=1.00, LVI p=0.26) povezane s
prisustvom perineuralne i limfovaskularne invazije. Takoder, nije dokazana znacajna
povezanost izmedu izrazaja PD-L1 (x?=0.03, p=0.98) ni PD-L2 (x?=0.04, p=0.97) i dubine

invazije (Tablica 22).
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Koristena radioterapija, komorbiditeti, ASA, vrsta i tip operacije i Clavien-Dindo skala, te
mjeseci prac¢enja bolesnika nisu pokazali zna€ajnu povezanost sa izrazajem PD-L1 i PD-
L2 kod bolesnika s OPCC (podaci nisu prikazani u tablici 22).

Tablica 22. Povezanost izrazaja PD-L1 i PD-L2 sa kliniCkim i patohistoloSkim osobinama
tumora kod bolesnika s OPCC.

PD-L1_IRS P PD-L2_IRS P
o/+ ++/+++ o/+ ++/+++
n=25 n=36 n=17 n=44
Spol
musko 21 25 13 33
zensko 4 11 p=0.24* 4 11 p=1.00*
Dob
<44 0 1 0 1
45-54 2 5 2 5
55-64 12 12 X?=9.82 8 16 X?=2.05
65-74 11 9 p=0.04 6 14 p=0.73
>75 0 9 1 8
Gradus
I 4 14 X?=3.84 5 13 X?=0.77
Il 18 18 p=0.15 11 25 p=0.68
1 3 4 1 6
Lokalizacija
dno usne Supljine 3 8 2 9
retromolarno 2 1 1 2
jezik 10 17 8 18
gingiva 7 7 X°=4.84 2 11 X?=4.43
mandibule p=0.65 p=0.62
obraz 1 2 1 2
gingiva maksile 2 1 1 2
meko nepce 0 0 0
Pusenje
da 21 25 14 32
ne 4 11 p=0.24* 3 12 p=0.53*
Alkohol
da 20 21 12 29
ne 5 15 p=0.09* 5 15 p=1.00*
T
T 5 13 3 5
T2 8 14 X%=2.25 6 16 X?=0.57
T3 9 12 p=0.52 5 16 p=0.91
T4 3 7 3 7
N
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NO 12 12 6 18
N1 4 4 X?=2.58 2 6 x%=1.31
N2 8 19 p=0.46 9 18 p=0.73
N3 1 1 0 2
TNM stadij
1 5 3 3 5
2 1 4 X%=3.56 1 4 X?=1.37
3 8 8 p=0.31 3 13 p=0.71
4 11 21 10 22
Perineuralna
invazija
da 5 12 p=0.38* 5 12 p=1.00*
ne 20 24 12 32
Limfovaskularna
invazija
da 9 19 p=0.29* 10 18 p=0.26"
ne 16 17 7 26
Dubina invazije
0-5mm 3 4 2 5
5-10mm 10 14 x%=0.03 7 17 X%=0.04
>10mm 12 18 p=0.98 8 22 p=0.97
Ekstranodalna
ekstenzija
da 3 6 p=0.61* 4 5 p=0.23*
ne 22 30 13 39

*Fisherov ekzaktni test.

Dodatno, analizirali smo povezanost izrazaja Caspase 1, NLRP3 i ASC sa klini¢kim i

patohistoloskim osobinama tumora kod bolesnika s OPCC.

U analiziranim skupinama nije bilo znacajnih razlika povezanih sa spolom (p=1.00;
p=1.00; p=0.44), dobi (p=0.93, 0.73, 0.76), niti gradusom tumora (p=0.93, 0.73, 0.76).
Znacajna povezanosti lokalizacije tumoraiizrazaja NLRP3 (x?°=14.31, p=0.03), te izrazaja
ASC (x?=31.35, p<0.0001), dok poveznosti sa izrazajem Caspase 1 protutijela nije bilo
(p=0.65).

Analizom povezanosti izrazaja navedenih protutijela i puSenja, alkohola, TNM stadijem,
PNI, LVI, dubinom invazije ili ekstranodalnom ekstenzijom nismo pokazali statistiCke

znacajnosti (Tablica 23).
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Koristena radioterapija, komorbiditeti, ASA, vrsta i tip operacije i Clavien-Dindo skala te
mjeseci pracenja bolesnika nisu pokazali zna€ajnu povezanost sa ekspresijom Caspase
1, NLRP3 i ASC kod bolesnika s OPCC. Ovi rezultati sugeriraju da ekspresija Caspase
1, NLRP3 i ASC mozda nije znacCajno povezan s vecinom analiziranih klinickih i

patohistoloskih osobina tumora kod bolesnika s OPCC.

Tablica 23. Povezanost izraZzaja Caspase 1, NLRP3 i ASC sa klini¢kim i patohistoloskim
osobinama tumora kod bolesnika s OPCC.

Caspase P NLRP3_IRS P ASC_IRS P
1 _IRS
0/+ ++/++ 0/+ ++/++ 0/+ ++/++
+ + +
n=1 n=47 n=1 n=51 n= n=59
4 0 2
Spol
musko 11 35 8 38 1 45
Zzensko 3 12 p=1.0 2 13 p=1.00 1 14  p=0.44*
O* *
Dob
<44 0 1 0 1 0 1
45-54 1 6 2 5 0 7
55-64 6 18  x°=1.2 2 22 x°=3.3 1 23  x°=0.83
65-74 4 16 9 5 15 6 1 19 p=0.93
3 6 p=0.8 1 8 p=0.51 0 9
>75 6
Gradus
I 4 14  x°=0.1 2 16 x°=0.6 1 17  x°=0.56
Il 8 28 4 7 29 3 1 35 p=0.76
I 2 5 p=0.9 1 6 p=0.73 O 7
3
Lokalizacija
dno usne 3 8 0 11 0 11
Supljine
retromolarno 1 2 2 1 0 3
jezik 8 19 x?=4.2 3 24 x?=14. O 27  x?=31.3
gingiva 1 12 6 2 11 31 1 12 5
mandibule p<0.00
obraz 0 3 p=0.6 2 1 p=0.03 O 3 01
gingiva 1 3 5 1 3 1 3
maksile
meko nepce 0 0 0 0 0 0
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4.4 Rezultati analize ekpresija markera i parametara agresivnosti tumora u skupini
ispitanika s OPCC

Kako bi determinirali izraZzaj analiziranih protutijela na progresiju tumora, analizirali
smo parametre agresivnosti tumorskog rasta i to dubina invazije, ENE, PNI i LVI sa
svakim od protutijela. lako nije pokazana jasna statisticka znacajnost izmedu navedenih
parametara agresivnosti tumora i izrazaja Caspase 1 protutijela (dubina invazije (r=-
0.0036, p=0.787), ENE (r=0.04, p=0.74), PNI (r=0.02, p=0.89) i LVI (r=0.0653, p=0.656)),
regresijska linija i 95% intervalom pouzdanosti jasno ukazuju na trend, posebice kod
parametara ENE, PVIiLVI. Cini se da je veéa ekspresija IRS faktora Caspase 1 protutijela

povezana s vecim stupnjem ENE, PNI i LVI (slika 18).

2 2
Caspasal_IRS Caspasal_IRS

18 . /
——______—__‘____________

Caspasal_IRS Caspasal_IRS

Slika 18. Linearna regresijska analiza IRS faktora Caspase 1 protutijela i Cetiri odabrana
parametra: dubina invazije (r=-0.0036, p=0.787), ENE (r=0.04, p=0.74), PNI (r=0.02,
p=0.89) i LVI (r=0.0653, p=0.656). Svaki graf prikazuje odnos IRS faktora Caspase 1
protutijela i jednog od navedenih parametara, s regresijskom linijom i 95% intervalom
pouzdanosti koji ukazuju na trend.
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Nadalje, nije pokazana jasna statistiCka znacajnosti izmedu navedenih parametara
agresivnosti tumora i izrazaja PD-L2 protutijela (dubina invazije (r=0.0092, p=0.521), ENE
(r=0.07, p=0.593), PNI (r=0.05, p=0.690) i LVI (r=-0.0256, p=0.872)), regresijska linija i
95% intervalom pouzdanosti jasno ukazuju na trend, posebice kod parametara dubina
invazije, ENE i PNI. Cini se da je veca ekspresija IRS faktora PD-L2 protutijela povezana

s ve¢im stupnjem dubine invazije, ENE i PNI (Slika 19).
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Slika 19. Linearna regresijska analiza IRS faktora PD-L2 protutijela i Cetiri odabrana
parametra: dubina invazije (r=0.0092, p=0.521), ENE (r=0.07, p=0.593), PNI (r=0.05,
p=0.690) i LVI (r=-0.0256, p=0.872). Svaki graf prikazuje odnos IRS faktora PD-L2
protutijela i jednog od navedenih parametara, s regresijskom linijom i 95% intervalom

pouzdanosti koji ukazuju na trend.

Takoder, nije pokazana jasna statisticka znaCajnosti izmedu navedenih parametara
agresivnosti tumora i izrazaja PD-L1 protutijela (dubina invazije (r=0.0175, p=0.397), ENE
(r=0.06, p=0.667), PNI (r=0.19, p=0.148) i LVI (r=-0.2879, p=0.206)), regresijska linija i
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95% intervalom pouzdanosti jasno ukazuju na trend, posebice kod parametara dubina
invazije, PNl i LVI. Cini se da je veéa ekspresija IRS faktora PD-L1 protutijela povezana

s ve€im stupnjem dubine invazije, PNI i LVI (Slika 20).
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Slika 20. Linearna regresijska analiza IRS faktora PD-L1 protutijela i Cetiri odabrana
parametra: dubina invazije (r=0.0175, p=0.397), ENE (r=0.06, p=0.667), PNI (r=0.19,
p=0.148) i LVI (r=-0.2879, p=0.206). Svaki graf prikazuje odnos IRS faktora PD-L1
protutijela i jednog od navedenih parametara, s regresijskom linijom i 95% intervalom

pouzdanosti koji ukazuju na trend.

Nije pokazana jasna statistiCka znacCajnosti izmedu navedenih parametara agresivnosti
tumora i izrazaja NLRP3 protutijela (dubina invazije (r=0.0161, p=0.227), ENE (r=0.01,
p=0.967), PNI (r=0.13, p=0.336) i LVI (r=-0.0501, p=0.736)), regresijska linija i 95%
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intervalom pouzdanosti jasno ukazuju na trend, posebice kod parametara dubina invazije,
PNI i LVI. Cini se da je veéa ekspresija IRS faktora NLRP3 protutijela povezana s ve¢im

stupnjem dubine invazije, PNl i LVI (Slika 21).
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Slika 21. Linearna regresijska analiza IRS faktora NLRP3 protutijela i Cetiri odabrana
parametra: dubina invazije (r=0.0161, p=0.227), ENE (r=0.01, p=0.967), PNI (r=0.13,
p=0.336) i LVI (r=-0.0501, p=0.736). Svaki graf prikazuje odnos IRS faktora NLRP3
protutijela i jednog od navedenih parametara, s regresijskom linijom i 95% intervalom

pouzdanosti koji ukazuju na trend.

Nije pokazana jasna statisticka znacCajnosti izmedu navedenih parametara
agresivnosti tumora i izrazaja ASC protutijela (dubina i invazije (r=0.0053, p=0.218), ENE
(r=0.18, p=0.158), PNI (r=0.11, p=0.380) i LVI (r=-0.0606, p=0.208)), regresijska linija i
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95% intervalom pouzdanosti pokazuju blagu tendenciju posebice kod parametara dubina
invazije i ENE. Cini se da je ve¢a ekspresija IRS faktora ASC protutijela povezana s veéim

stupnjem dubine invazije i ENE (Slika 22).
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Slika 22. Linearna regresijska analiza IRS faktora ASC protutijela i Cetiri odabrana
parametra: dubina invazije (r=0.0053, p=0.218), ENE (r=0.18, p=0.158), PNI (r=0.11,
p=0.380) i LVI (r=-0.0606, p=0.208). Svaki graf prikazuje odnos IRS faktora ASC
protutijela i jednog od navedenih parametara, s regresijskom linijjom i 95% intervalom

pouzdanosti koji ukazuju na trend.
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4.5 Povezanosti analiziranih parametara u skupini ispitanika s OPCC

Na temelju Spearmanove korelacijske analize za skupinu ispitanika s OPCC, nekoliko
parova varijabli pokazalo je statistiCki znacajne korelacije. Pokazana je snazna pozitivha
korelacija izmedu spola ispitanika i njihove dobi (r=0.491, p=0.0001), ali i statisticki
znacajna negativna korelacija izmedu spola i gradusa tumora (r=-0.290, p=0.023).
Nadalje, pokazana je znaCajna pozitivna korelacija izmedu spola i konzumacije alkohola
(r=0.412, p=0.00097). Pokazana je znacajna pozitivha korelacija izmedu spola i primjene
radioterapije (r=0.285, p=0.026) te znaCajna negativna korelacija izmedu spola i stadija
tumora (r=-0.264, p=0.040). Dodatno, znacajna pozitivha korelacija spola i LVI (r=0.297,
p=0.020) te negativna korelacija spol i tipa operacije (r=-0.261, p=0.043). UocCena je
povezanost izmedu spola ispitanika i razli€itih kliniCkih te demografskih karakteristika,
sugerirajuci potencijalne razlike u karakteristikama bolesti i lijeCenju izmedu muskih i

Zenskih ispitanika.

ZnacCajna pozitivna korelacija (r=0.259, p=0.044) uoCena je izmedu parametara dob i
radio terapija. Gradus tumora znacajno negativno korelira s upotrebom alkohola (r=-
0.326, p=0.010), a pozitivno sa Clavien-Dindo skalom postoperativnih komplikacija
(r=0.273, p=0.033). Pusenje negativno korelira sa T parametrom (r=-0.312, p=0.014) i
Clavien-Dindo skalom postoperativnih komplikacija (r=-0.259, p=0.044), a pozitivho
korelira sa LVI (r=0.297, p=0.020).

Parametar radioterapija pokazuje snaznu negativnu korelaciju sa N parametrom (r=-
0.752, p<0.000001), T parametrom (r=-0.422, p=0.00071), stadijem tumora (r=-0.742,
p<0.000001), dubinom invazije (r=-0.377, p=0.00274) i tipom disekcije (r=-0.653,
p=0.0001), te snaznu pozitivhu korelaciju sa PNI (r=0.391, p=0.00185), LVI (r=0.486,
p=0.00007), ENE (r=0.310, p=0.014) i pracenjem ispitanika (r=0.253, p=0.04895).
Parametar T i N snazno pozitivno korelira sa stadijem tumora (r=0.573, p=0.0001),
(r=0.790, p=0.0001. Parametar stadij negativno korelira sa PNI (r=-0.308, p=0.015) i LVI
(r=-0.366, p=0.003).
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Vecina parametara agresivnosti tumora pokazuju zna€ajne korelacije. Takoder, koreliraju
i sa prezivljenjem bolesnika. ZabiljeZzena je negativna korelacija izmedu preZivljenja
bolesnika i dubine invazije (r=-0.290, p=0.023), PNI (r=-0.289, p=0.024) i LVI (r=-0.304,
p=0.016). Analiza parametara agresivnosti tumora (dubina invazije, ENE; PNI, LVI)
parametar T, N i stadij tumora nisu pokazali znaCajne korelacije sa ekspresijom
analiziranih markera u skupini ispitanika s OPCC (Slika 23, Slika 24).
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Slika 23. Toplinska mapa korelacija analiziranih parametara u bolesnika s OPCC.
Tamnije crvene boje ukazuju na jaCe pozitivne korelacije, dok tamnije plave boje
predstavljaju jaCe negativne korelacije. Svjetlije boje ukazuju na slabije ili nikakve

korelacije.
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Slika 24. Toplinska mapa Spearmanovih koeficijenata korelacije, s pripadaju¢im p-
vrijednostima za svaki analizirani par varijabli u skupini bolesnika s OPCC. Svaka kucica

prikazuje p-vrijednost u skladu s bojom koja predstavlja korelacijski koeficijent.
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4.6 Rezultati analize ekspresije markera i parametara agresivnosti tumora u

skupini ispitanika s metastazama OPCC u limfne ¢vorove vrata

Kako bi determinirali izrazaj analiziranih protutijela na progresiju tumora, analizirali smo
parametre agresivnosti tumorskog rasta i to dubina invazije, ENE, PNI i LVI sa svakim od
protutijela. lako nije pokazana jasna statistiCka znaCajnost izmedu navedenih parametara
agresivnosti tumora i izrazaja Caspase 1 protutijela (dubina invazije (r=-0.0182,
p=0.4010), ENE (r=0.0295, p=0.8986), PNI (r=0.0696, p=0.7330) i LVI (r=0.2482,
p=0.2702)), regresijska linija i 95% intervalom pouzdanosti ukazuju na trend, posebice
kod parametara ENE i LVI. Cini se da je veéa ekspresija IRS faktora Caspase 1 protutijela

povezana s vec¢im stupnjem ENE i LVI (Slika 25).
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Caspasal_IRS Caspasal_IRS

Slika 25. Linearna regresijska analiza IRS faktora Caspase 1 protutijela i Cetiri odabrana
parametra: dubina invazije (r=-0.0182, p=0.4010), ENE (r=0.0295, p=0.8986), PNI
(r=0.0696, p=0.7330) i LVI (r=0.2482, p=0.2702. Svaki graf prikazuje odnos IRS faktora
Caspase 1 protutijela i jednog od navedenih parametara, s regresijskom linijom i 95%

intervalom pouzdanosti koji ukazuju na trend.
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Nadalje, nije pokazana jasna statistiCka znacajnosti izmedu navedenih parametara

agresivnosti tumora i izrazaja PD-L2 protutijela (dubina invazije (r=-0.0072, p=0.4307),
ENE (r=-0.0468, p=0.6341), PNI (r=-0.00840, p=0.3345) i LVI (r=0.0561, p=0.5521)),

regresijska linija i 95% intervalom pouzdanosti jasno ukazuju da je trend najizrazeniji kod

parametara dubina invazije. Veéa ekspresija IRS faktora PD-L2 protutijela mogla bi biti

povezana s vecim stupnjem LVI, dok je manja ekspresija IRS faktora PD-L2 protutijela

povezana s vecim stupnjem dubine invazije, ENE i PNI (Slika 26).
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Slika 26. Linearna regresijska analiza IRS faktora PD-L2 protutijela i Cetiri odabrana
parametra: dubina invazije (r=-0.0072, p=0.4307), ENE (r=-0.0468, p=0.6341), PNI (r=-
0.00840, p=0.3345) i LVI (r=0.0561, p=0.5521). Svaki graf prikazuje odnos IRS faktora

PD-L2 protutijela i jednog od navedenih parametara, s regresijskom linijjom i 95%

intervalom pouzdanosti koji ukazuju na trend.
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Takoder, nije pokazana jasna statistiCcka znacCajnosti izmedu navedenih parametara

agresivnosti tumora i izrazaja PD-L1 protutijela (dubina invazije (r=0.0071, p=0.8505),
ENE (r=-0.5687, p=0.1674), PNI (r=0.1493, p=0.6744) i LVI (r=0.1889, p=0.6262)),

regresijska linija i 95% intervalom pouzdanosti jasno ukazuju na trend, posebice kod

parametra ENE. Cini se da je veéa ekspresija IRS faktora PD-L1 protutijela povezana s

manijim stupnjem ENE (Slika 26).
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Slika 27. Linearna regresijska analiza IRS faktora PD-L1 protutijela i Cetiri odabrana
parametra: dubina invazije (r=0.0071, p=0.8505), ENE (r=-0.5687, p=0.1674), PNI
(r=0.1493, p=0.6744) i LVI (r=0.1889, p=0.6262). Svaki graf prikazuje odnos IRS faktora

PD-L1 protutijela i jednog od navedenih parametara, s regresijskom linijom i 95%

intervalom pouzdanosti koji ukazuju na trend.
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Nije pokazana jasna statistiCka znacajnosti izmedu navedenih parametara agresivnosti
tumora i izraZzaja NLRP3 protutijela (dubina invazije (r=0.0139, p=0.5472), ENE
(r=0.0959, p=0.6983), PNI (r=0.0834, p=0.7015) i LVI (r=-0.0705, p=0.7661)), regresijska
linija i 95% intervalom pouzdanosti jasno ukazuju na trend, posebice kod parametara
dubina invazije i ENE. Cini se da je veéa ekspresija IRS faktora NLRP3 protutijela

povezana s vecim stupnjem dubine invazije i ENE (Slika 28).
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Slika 28. Linearna regresijska analiza IRS faktora NLRP3 protutijela i Cetiri odabrana
parametra: dubina invazije (r=0.0139, p=0.5472), ENE (r=0.0959, p=0.6983), PNI
(r=0.0834, p=0.7015) i LVI (r=-0.0705, p=0.7661). Svaki graf prikazuje odnos IRS faktora
NLRP3 protutijela i jednog od navedenih parametara, s regresijskom linijom i 95%

intervalom pouzdanosti koji ukazuju na trend.
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Nije pokazana jasna statisticka znacCajnosti izmedu navedenih parametara
agresivnosti tumora i izrazaja ASC protutijela (dubina invazije (r=-0.0070, p=0.6481),
ENE (r=-0.0917, p=0.5765), PNI (r=-0.1695, p=0.2457) i LVI (r=-0.0388, p=08048)),
regresijska linija i 95% intervalom pouzdanosti jasno ukazuju na trend, posebice kod
parametara ENE i PNI. Cini se da je manja ekspresija IRS faktora ASC protutijela

povezana s vec¢im stupnjem dubine invazije i ENE (Slika 29).
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Slika 29. Linearna regresijska analiza IRS faktora ASC protutijela i Cetiri odabrana
parametra: dubina invazije (r=-0.0070, p=0.6481), ENE (r=-0.0917, p=0.5765), PNI (r=-
0.1695, p=0.2457) i LVI (r=-0.0388, p=0.8048). Svaki graf prikazuje odnos IRS faktora
ASC protutijela i jednog od navedenih parametara, s regresijskom linijjom i 95%

intervalom pouzdanosti koji ukazuju na trend.
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4.7 Povezanosti analiziranih parametara u skupini ispitanika s metastazama

OPCC u limfne évorove vrata

Na temelju Spearmanove korelacijske analize za skupinu ispitanika s metastazama
OPCC u limfne ¢vorove vrata, nekoliko parova varijabli pokazalo je statistiCki znacajne

korelacije.

Uocena je statistiCki znacajna povezanost izmedu spola i dobi (r=0.474, p=0.0009), ali i
statisticki zna€ajna pozitivha korelacija izmedu spola i konzumacije alkohola (r=0.420,
p=0.023). Ovi rezultati ukazuju na statistiCki znacajne veze izmedu spola ispitanika i
razliCitin klinickin te demografskih karakteristika, sugerirajucCi potencijalne razlike u

karakteristikama bolesti i lijecenju izmedu muskih i Zenskih ispitanika.

ZnaCajna pozitivna korelacija (r=0.383, p=0.04) uoCena je izmedu parametara T i
konzumacije alkohola. Clavien-Dindo skala postoperativnih komplikacija znacajno
pozitivno korelira s parametrom N (r=0.373, p=0.046) i stadijem tumora (r=0.436,
p=0.018), a negativno korelira sa PNI (r=-0.400, p=0.031) i zanimljivo, s izrazajem NLRP3
(r=-0.456, p=0.013).

Tip ucinjen disekcije znac¢ajno pozitivno korelira s N parametrom (r=0.675, p=0.0001),
izrazajem PD-L1 (r=0.505, p=0.0052) i stadijem tumora (r=0.659, p=0.0001), dok je
znacajno negativno koreliran s radioterapijom (r=-0.488, p=0.007).

Zanimljivo, prikazana je zna€ajna negativna korelacija izrazaja Caspase 1 i komorbiditeta
ispitanika (r=-0.443, p=0.016). Takoder, znaCajna negativna korelacija opisana je izmedu
parametara ASA i LVI (r=-0.389, p=0.0371). Dodatno, uoCena je znacCajna pozitivha
korelacija izmedu parametara LVI i puSenje (r=0.493, p=0.0066) te radioterapija (r=0.380,
p=0.042).

Parametar N snazno pozitivno korelira sa stadijem tumora (r=0.971, p<0.0001), dok
negativno korelira s parametrima agresivnosti tumora: PNI (r=-0.549, p= 0.002) i
radioterapijom (r=-0.430, p=0.019). Parametar T snazno pozitivho korelira s dubinom
invazije tumora (r=0.796, p<0.0001) dok pokazuje negativnu korelaciju s LVI (r=-0.489,
p=0.0072).
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Svi parametri agresivnosti tumora pokazuju znacajne korelacije. Takoder, koreliraju i sa
prezivlienjem bolesnika. ZabiljeZena je negativna korelacija izmedu prezivljenja bolesnika
i lokacije tumora (r=-0.383, p=0.044), te pozitivha korelacija izmedu ucinjene disekcije
vrata (r=0.366, p=0.05) i LVI (r=0.491, p=0.006).

Analiza parametara agresivnosti tumora (dubina invazije, ENE; PNI, LVI) kao i
parametara T, N i stadija tumora nisu pokazale znacCajne korelacije sa izraZzajem

analiziranih protutijela u skupini ispitanika s OPCC (Slika 30).
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Slika 30. Toplinska mapa ilustrira povezanosti analiziranin parametara u skupini
ispitanika s metastazama OPCC u limfne &vorove vrata. Tamnije crvene boje ukazuju na
jace pozitivne korelacije, dok tamnije plave boje predstavljaju jaCe negativne korelacije.

Svijetlije boje ukazuju na slabije ili nikakve korelacije.
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4.8 Rezultati prognosticke analize

Kako bismo procijenili potencijalnu prediktivnu vrijednost izrazaja analiziranih protutijela
u napredovaniju i Sirenju bolesti proveli smo ROC analizu. U ROC analizu ukljucili smo
izrazaj svih analiziranih protutijela i bolesnike iz skupine sa OPCC kod kojih je zabiljeZzeno

napredovanje i Sirenje bolesti pojavom metastaza u limfnim &vorovima vrata.

Analiza protutijela Caspase 1 (osjetlivost 92.59%, specificnost 2.94%,
Youden indeks, J=0.044, podrucje ispod krivulje, area under curve, AUC, AUC=0.501,
p=0.984), PD-L2 (osjetljivost 3.70%, specificnost 91.18%, J=0.051, AUC=0.508,
p=0.898), NLRP3 (osjetljivost 22.22%, specificnost 88.24%, J=0.104, AUC=0.556,
p=0.264), ASC (osjetljivost 100.00%, specificnost 5.88%, J=0.058, AUC=0.529, p=0.151)
te PD-L1 (osjetljivost 44.44%, specificnost 61.76%, J=0.062, AUC=0.535, p=0.596) nisu
pokazali prognosti¢ki znacaj u smislu napredovanje i Sirenje bolesti pojavom metastaza
u limfne &vorove vrata u ispitivanoj skupini (Slika 31). Dobiveni rezultati ukazuju da
analizirani biomarkeri (Caspase-1, PD-L1, PD-L2, NLRP3 i ASC) u ovoj studiji nisu
pokazali dovoljnu diskriminacijsku sposobnost te nisu imali znacajnu prognosticku
vrijednost u predvidanju napredovanja bolesti i razvoja metastaza u limfnim ¢vorovima
vrata. Medutim, ovakav nalaz ne isklju€uje njihovu potencijalnu biolosku i patofizioloSku
ulogu u razvoju i progresiji tumora, ve¢ upucuje na mogucnost da njihova klinicka
vrijednost moZzZe biti izraZzenija u kombinaciji s drugim molekularnim ili Klini¢kim

biomarkerima.
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Slika 31. Prognosticka ROC analiza izrazaja protutijela Caspase 1 (osjetljivost 92.59%,
specifitnost 2.94%, J=0.044, AUC=0.501, p=0.984), PD-L2 (osjetljivost 3.70%,
specificnost 91.18%, J=0.051, AUC=0.508, p=0.898), NLRP3 (osjetljivost 22.22%,
specifitnost 88.24%, J=0.104, AUC=0.556, p=0.264), ASC (osjetljivost 100.00%,
specificnost 5.88%, J=0.058, AUC=0.529, p=0.151) PD-L1 (osjetljivost 44.44%,
specifi€nost 61.76%, J=0.062, AUC=0.535, p=0.596) nije pokazala prognosti¢ki znac¢aj u
smislu napredovanja i Sirenje bolesti pojavom metastaza u limfne Cvorove vrata u

ispitivanoj skupini.
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4.9 Analiza prezivljenja

U analizu prezivljenja uklju€eni su bolesnici OPCC skupine, a podaci o vremenskom
pracenju bili su dostupni za sve bolesnike. DuzZina preZivljenja bolesnika pracena je od
trenutka postavljanja dijagnoze i/ili operacijskog zahvata do posljednje kontrole ili smrtnog
ishoda. Svi bolesnici su kirurski lije¢eni. Medijan vremena pracenja je iznosio 44.4
mjeseci s rasponom od 6 do 60 mjeseci. Tijekom pracenja, 28/61 bolesnika je umrlo.
Osim toga, tijekom pracenja je u 27/61 bolesnika zabiljeZzena progresija bolesti u smislu
pojave metastaza. Medijan vremena do progresije bolesti je iznosio 15 mjeseci s
rasponom od 8 do 84 mjeseci.

Za sve analizirana protutijela koriStene su ranije opisane prijelomne vrijednosti kojima su
skupine bolesnika podijeljene na one s visokim ili niskim izraZajem ispitivanih proteina.
Prilikom analize prezivlienja prvo je odreden utjecaj parametara na sveukupno
preZivljenje Kaplan-Meier-ovom metodom, a razlika izmedu krivulja preZivljavanja
utvrdena je pomocu log-rank testa. Analizirana protutijela, redom Caspase 1 (p=0.37),
PD-L2 (p=0.39), NLRP3 (p=0.59), ASC (0.91) te PD-L1 (p=0.65) nisu pokazali statistiCku

znacajnosti u analizi prezivljenja bolesnika.

Prilikom analize utjecaja kliniCko-patoloSkih karakteristika tumora na sveukupno
prezivljavanje bolesnika utvrdena je statisticka znaCajnosti kod parametra agresivnosti
tumorskog rasta i to ENE (p<0.0001), PNI (p=0.02), LVI (p=0.0007), dok je dubina invazije

(p=0.08) pokazala trend statisticke znacajnosti (slika 32).
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Slika 32. Analiza utjecaja klinicko-patoloskih karakteristika tumora na sveukupno
prezivljavanje bolesnika. Utvrdena je statisticka znacajnosti kod parametra agresivnosti
tumorskog rasta i to PNI (p=0.02) (gore lijevo), LVI (p=0.0007) (gore desno), ENE
(p<0.0001) (dolje desno) i dok je dubina invazije (dolje lijevo) (p=0.08) pokazuje trend
znadajnosti. Zuta boja na grafovima PNI, LVI i ENE oznaduje prisutnost, dok ljubi¢asta
boja oznacuje odsutnost PNI, LVI, ENE. Na grafu dubina invazije Zuto oznacuje dubinu

<5mm, ljubi¢asto 5-10mm i zeleno >15mm dubina invazije.

Nadalje, na sveukupno prezivljavanje bolesnika utvrdena je statisticka znacajnosti kod T
stadija (p=0.003), N stadija (p=0.01), stadija bolesti (p=0.003), dok gradus tumora
(p=0.65) nije pokazao statisticCku znacCajnost. Ostali analizirani parametri, kao Sto je
pusenje (p=0.19), alkohol (p=0.28), komorbiditeti (p=0.83), ASA (p=0.54) nisu pokazali

statisticku znacajnost, dok su tip disekcije (p=0.001) i Clavien Dindo klasifikacija
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(p<0.0001) pokazali statistiCku znaCajnost u analizi prezivljenja bolesnika. lako analizirani
imunohistokemijski biomarkeri (Caspase 1, PD-L1, PD-L2, NLRP3 i ASC) nisu pokazali
statisticki znaCajnu povezanost sa sveukupnim prezivlienjem bolesnika, klasi¢ni
patohistoloSki parametri agresivnosti tumora, uklju€ujué¢i ENE, PNIi LVI, kao i T i N stadij
bolesti, pokazali su znacCajan utjecaj na prezivljenje bolesnika, potvrdujuci njihovu vaznu

prognostic¢ku vrijednost u bolesnika s oralnim planocelularnim karcinomom.
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5. RASPRAVA

Imunomodulatorni mehanizmi kontrolnih toCaka joS uvijek nisu u potpunosti razjasnjeni,
a podaci o njihovom prognostickom i prediktivnom znacaju su ograniceni i ponekad
proturjec¢ni. Ova studija ima za cilj dodatno okarakterizirati profil ekspresije PD-L1, PD-
L2 uz inflamasom NLRP3 i njegove komponente ASC i Caspase 1 kod karcinoma usne
Supljine i pripadaju¢im metastazama u limfne ¢vorove, te isto usporediti s
prekancerozama i benignim lezijama oralne sluznice, te procijeniti njihovu ulogu kao
prognostickih ¢imbenika. U ovom istrazivanju analizirali smo ekspresiju proteina
imunoloskih kontrolnih toCaka (PD-L1 i PD-L2) i komponenti povezanih s inflamasomom
(NLRP3, ASC i Caspase 1) u razli€itim oralnim lezijama, uklju€ujuéi oralni planocelularni
karcinom (OPCC), metastaze, leukoplakiju i benigne promjene. Nas cilj bio je procijeniti
njihov potencijal kao dijagnosti¢kih i prognostickih markera za planocelularni karcinom
usne Supljine (OPCC). Pomoc¢u imunohistokemije ispitali smo ekspresiju proteina kod
151 pacijenta, od OPCC-a i metastaza do prekanceroznih lezija i normalne sluznice,
kako bismo utvrdili povezanosti s malignom progresijom, izbjegavanjem imunosnog

odgovora te klinickim i patoloskim karakteristikama.

lako se blokada PD-1 i PD-L1/PD-L2 puta monoklonskim antitijelima nedavno pojavila
kao nova terapijska metoda za tumor glave i vrata, povezanost izmedu ekspresije PD-
L1 i prognoze kod uznapredovalog planocelularnog karcinoma glave i vrata ostala je
uglavnom kontroverzna [107] [108]. U naSem istrazivanju ispitali smo ekspresiju PD-L1 i

PD-L2 na uzorcima pacijenata s planocelularnim karcinom usne Supljine.

Nasi rezultati pokazali su da su PD-L1 i PD-L2 znacajno izrazeniji u planocelularnom
karcinomu usne Supljine u usporedbi s leukoplakijom i benignim lezijama, pri ¢emu je
najviSa razina ekspresije zabiljezena u skupini bolesnika s metastazama u cervikalne
limfne ¢vorove. Takav obrazac upucuje na progresivnu aktivaciju osi PD-1 liganada
tijekom maligne transformacije i Sirenja bolesti, te potvrduje vaznu ulogu imunolo$kog
mikrookoliSa u biologiji OPCC-a. Ti su rezultati u skladu s prethodnim istraZivanjima

koja pokazuju da prekomjerna ekspresija PD-L1 i PD-L2 u karcinomima, ukljuujuci
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karcinome glave i vrata, omogucuje tumorima izbjegavanje imunosnog nadzora putem
vezanja na PD-1 receptor na T-stanicama, ¢ime se inhibira imunosni odgovor i
omogucuje preZzivljavanje tumora [109] [110] [111]. Sli€na opazanja iznio je Lin sa
suradnicima, koji su pokazali visoku ekspresiju PD-L1 u SCC-ima usne Supljine, u
korelaciji s pove¢anom imunosnom supresijom. Takoder, Sudo i sur. pokazali su da je
povecéana ekspresija PD-L2 u metastazama povezana s ja¢im metastatskim
potencijalom, $to je u skladu s nasim nalazima [112]. Nadalje, interferon-gama (IFN-y)
moze inducirati ekspresiju PD-L1, potencijalno pretvarajuc¢i PD-L1 negativhe u PD-L1
pozitivne tumore, dodatno omogucujuci imunosno izbjegavanje, $to moze pridonijeti

imunoloskom izbjegavanju i metastatskom potencijalu tumora [113] [114].

Nasi rezultati uklapaju se u koncept imunomodulacije tumora, prema kojem se tijekom
prijelaza iz premaligne u invazivnu bolest postupno uspostavlja imunosupresivni
mikrookolis. Greeshme i suradnici su u svom istrazivanju pokazali porast PD-L1
ekspresije od oralne leukoplakije prema invazivnom OSCC-u, uz izrazenu prisutnost
PD-L1 pozitivnih stanica ne samo u tumorskom epitelu, nego i u stromalnim
komponentama, osobito fibroblastima pridruZenim tumoru. Autori taj nalaz interpretiraju
kao dio ravnotezne faze imunoloskog nadzora, u kojoj je imunolo$ki odgovor jo$ uvijek
prisutan, ali postupno gubi kontrolu nad tumorskim rastom [22]. NaSe istrazivanje
proSiruje taj model pokazujuci da se u fazi invazivnhog OPCC-a, a osobito kod
limfogenog Sirenja, ekspresija PD-L1 i PD-L2 dodatno pojaCava, $to je u skladu s
prijelazom u fazu imunoloskog “bijega”. Kogashiwa i suradnici u svojoj studiji lokalno
uznapredovalog OSCC-a naglasavaju da PD-L1 i PD-L2 nisu nuzno sinkrono regulirani
te da PD-L1 ekspresija u njihovoj kohorti korelira s poveéanom gustoc¢om CD8+ tumor-
infiltrirajucih limfocita i povoljnijim prezivljenjem [41], dok Tumeh i suradnici su pokazali
da je PD-L1 ekspresija prostorno ograni€ena na regije tumora u kontaktu s CD8+ T
limfocitima te da predstavlja adaptivni odgovor tumora induciran interferonom gama
[43]. Prema toj interpretaciji, PD-L1 nije primarno marker tumorske agresivnosti, ve¢
pokazatelj aktivnog, ali inhibiranog antitumorskog imunolo$kog odgovora. Nasi rezultati,
iako ne potvrduju prognostiCku vrijednost PD-L1 u analizi prezivljenja, nisu u suprotnosti

s navedenim konceptom. Naprotiv, izostanak povezanosti PD-L1 i PD-L2 s klasi¢nim
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parametrima agresivnosti tumora, kao i sa sveukupnim prezivljenjem, upucuje na to da
ovi biljezi u nasoj kohorti primarno reflektiraju stanje imunoloSkog mikrookruzenja, a ne
intrinzicna histopatoloSka obiljezja tumora. Razlike u odnosu na nalaze Kogashiwe i
suradnika mogu se objasniti heterogenoscu stadija bolesti, uklju€ivanjem premalignih i
benignih lezija, te primjenom detaljnijeg sustava bodovanja imunohistokemijske
ekspresije (intenzitet, proporcija i IRS faktor). Chen i suradnici pokazali su da PD-L1
ekspresija u OSCC-u korelira s prisutnos¢éu CD8+ limfocita [115], dok Badoual i
suradnici [116] te Mattox i suradnici [117] opisuju povoljniji ishod u bolesnika s PD-L1
pozitivnim tumorima, osobito u kontekstu aktivnog imunolo$kog infiltrata. S druge
strane, Maruse i suradnici [58] opisuju povezanost PD-L1 i PD-1 s nodalnim
metastazama i loSijom prognozom, Sto ukazuje na bioloSku heterogenost i njezinu

ovisnost o stadiju i mikrookruZenju tumora [58].

U odnosu na PD-L2, literatura i naSi rezultati ukazuju na slabiju i manje konzistentnu
kliniCku povezanost u usporedbi s PD-L1. Kogashiwa i suradnici [41], kao i drugi autori
poput Sznola [118] i Chena te Yearleyja i suradnika [63], navode da PD-L2 moze biti
reguliran alternativnim signalnim putovima te da njegova ekspresija nije nuzno
povezana s gustocom CD8+ infiltrata. U skladu s tim, u nasem istrazivanju PD-L2 jasno
razlikuje maligne od nemalignih lezija, ali ne pokazuje izrazen prognosticki znacaj,
unato€ moguc¢im naznakama trenda u regresijskim analizama. Dodatnu potvrdu uloge
PD-L1 i PD-L2 u metastatskom kontekstu donosi studija Moratina i suradnika [119], koji
su pokazali poviSenu ekspresiju oba liganda u metastazama cervikalnih limfnih Evorova
u usporedbi s odgovarajuéim primarnim tumorima. Autori tumace ovaj nalaz kao
posljedicu selektivnog imunoloskog pritiska unutar limfnog mikrookruzenja, koje
pogoduje prezivljavanju tumorskih stanica s izrazenijim mehanizmima imunoloskog
izbjegavanja. Ovakva interpretacija u skladu je s na8im rezultatima da PD-L1 i PD-L2
prate progresiju bolesti i limfogeno Sirenje, ali bez konzistentne povezanosti s klasi¢nim
patohistoloSkim parametrima agresivnosti tumora. Maruse i suradnici istrazivali su o
povezanosti poviSenog izrazaja PD-L1 s prisutno$¢u metastaza u limfnim ¢vorovima i
loSijim ishodom bolesti u OOPCC-u, dok su Yearley i suradnici naglasili heterogenost

PD-L2 ekspresije i njezinu slabiju klini¢ku reproducibilnost u usporedbi s PD-L1 [58]
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[63]. Ove razlike dodatno podupiru tezu da PD-L2, za razliku od PD-L1, moze biti
reguliran alternativnim signalnim putovima, neovisno o interferon-gama osi i gustoci
CD8+ tumor-infiltrirajucih limfocita, Sto je ranije opisano u translacijskim i imunoloSkim
studijama [118]. Unato€ ulozi u imunomodulaciji, ni PD-L1 ni PD-L2 nisu pokazali
znacajnu prognosti¢ku vrijednost u nasoj kohorti. ROC analiza pokazala je da ti proteini
nemaju dovoljnu osjetljivost i specificnost za predvidanje progresije bolesti ili metastaza,
Sto istiCe sloZzenost interakcija tumora i imunosnog sustava. To se podudara s
rezultatima Webera i sur., koji su takoder zabiljeZili ograni¢enu prognosticku vrijednost
same PD-L1 ekspresije kod OSCC pacijenata [26]. Ti nalazi sugeriraju da, iako PD-L1 i
PD-L2 doprinose imunosnom izbjegavanju, njihova ekspresija sama po sebi nije
dostatna kao pouzdan prognosticki biljeg, Cime se naglasava potreba za

viSedimenzionalnim pristupom u interpretaciji njihovih klini¢kih implikacija [10].

Sveukupno, moze se zaklju€iti da PD-L1 i PD-L2 imaju vaznu ulogu u modulaciji
tumorskog imunoloskog mikrookruzenja u OPCC-u. Njihova poviSena ekspresija
povezana je s malignom transformacijom i limfogenim Sirenjem, no njihova vrijednost
kao samostalnih prognostickih biomarkera ovisi o klinickom kontekstu, metodologiji
procjene i imunoloSkom statusu tumora. Ovi nalazi upucuju na potencijalnu ulogu PD-L1
i PD-L2 u bioloskoj stratifikaciji bolesnika i budu¢em odabiru kandidata za
imunoterapiju, ali istodobno naglasavaju potrebu za njihovom interpretacijom u

kombinaciji s drugim imunoloSkim i kliniCko-patoloskim pokazateljima.

U nasem istrazivanju pokazali smo da je ekspresija NLRP3 znacajno poviSena u
primarnim planocelularnim karcinomima usne Supljine, te u metastazama u limfne
¢vorove vrata u usporedbi s nemalignim lezijama, Sto upucéuje na ukljuenost NLRP3
inflammasoma u procese maligne transformacije i progresije bolesti. Ovi nalazi u skladu
su s rezultatima Wang i suradnika, koji su pokazali da je NLRP3 izrazito poviSen u
OSCC stanicama i tumorskim tkivima, te da njegova ekspresija korelira s veli¢inom
tumora, T i N stadijem i prisutno$¢u metastaza u limfnim ¢vorovima [55]. Autori su
dodatno eksperimentalno potvrdili da utiSavanje NLRP3 dovodi do smanjenja
proliferacije, migracije i invazije tumorskih stanica, uz istodobno smanjenje aktivacije

Caspase 1 i produkcije IL-183, ¢ime je potvrdena funkcionalna uloga NLRP3
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inflammasoma u tumorskome rastu i metastaziranju [55]. lako je u naSem istrazivanju
takoder zabiljezena jasna diferencijacija malignih u odnosu na nemaligne lezije na
temelju izrazaja NLRP3, nismo utvrdili statistiCki znacajnu povezanost izmedu izrazaja
NLRP3 i klasi¢nih parametara agresivnosti tumora niti sa sveukupnim preZivljenjem
bolesnika. Ova razlika u odnosu na nalaze Wang i suradnika moze se objasniti
razlikama u dizajnu studija, veli€ini uzorka, metodologiji procjene izrazaja, kao i
¢injenicom da je njihov rad ukljucivao funkcionalne in vitro i in vivo modele, dok je nase
istrazivanje temeljeno na klini¢ko-patoloskoj analizi ljudskih uzoraka. Nasi rezultati
stoga upucuju na to da poviSena ekspresija NLRP3 u OPCC-u primarno ukazuje na
prisutnost aktiviranog upalnog mikrookruzenja i sudjelovanje inflamasoma u ranim
fazama tumorske progresije, dok vrijednost kao samostalnog prognosti¢kog biomarkera
ostaje ograni¢ena. U koznim tumorima, Chow i suradnici pokazali su da NLRP3
sudjeluje u karcinogenezi potaknutoj kroni€nom upalom, dok su Okamoto i suradnici u
melanomu opisali aktivaciju NLRP3 inflammasoma u tumorskim stanicama, povezanu s
aktivacijom Caspase 1 i pove¢anom sekrecijom IL-1[3, Sto doprinosi progresiji bolesti u
uznapredovalim stadijima [120] [92]. Takvi nalazi sukladni su s naSim opazanjima
povisene ekspresije NLRP3 u primarnim OPCC lezijama i metastazama, pri Cemu
izostanak jasne povezanosti sa sveukupnim prezivljenjem upucuje na to da NLRP3
ponajprije odrazava bioloSku aktivnost tumora i pripadaju¢eg upalnog mikrookruzenja, a
ne izravnu mjeru njegove klinicke agresivnosti. Suprotno tome, Allen i suradnici su u
svom istrazivanju na modelu kolitisom induciranog kolorektalnog karcinoma pokazali da
NLRP3 inflammasom u hematopoetskim stanicama moze imati zastitnu, antitumorsku
ulogu, ¢ime je istaknuta vaznost stani¢nog konteksta u tumacenju njegove bioloske
uloge [85]. Ovakav dvostruki u¢inak dodatno podupire interpretaciju nasih rezultata,
prema kojoj poviSena ekspresija NLRP3 u OPCC-u ne mora nuzno imati izravno
nepovoljan prognosticki zna€aj, ve¢ moze upucivati na prisutnost aktiviranog, ali
neucinkovitog imunolodkog odgovora unutar tumorskog mikrookruzenja. Posebno je
zanimljiva uloga NLRP3 inflammasoma u terapijskom smislu. Bruchard i suradnici
pokazali su da kemoterapijski lijekovi poput gemcitabina i 5-fluorouracila mogu aktivirati
NLRP3 inflammasom u mijeloidnim supresorskim stanicama, $to dovodi do povecane

sekrecije IL-1B i posljedi¢nog slabljenja antitumorskog imunoloskog odgovora [121]. U
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skladu s tim, Feng i suradnici su pokazali da lijeCenje 5-fluorouracilom dodatno
pojacava ekspresiju i aktivaciju NLRP3 inflammasoma u OSCC stanicama, $to je

povezano sa smanjenjem terapijskog uc€inka [122].

Sveukupno, integracija nasih rezultata s navedenim eksperimentalnim i klini¢kim
studijama potvrduje da je NLRP3 inflammasom vazan regulator tumorskog
mikrookruzenja u oralnom planocelularnom karcinomu. Njegova poviSena ekspresija
povezana je s malignom transformacijom i progresijom bolesti, ali njegova prognosti¢ka
vrijednost kao samostalnog biomarkera ostaje ograni€ena i snazno ovisna o stanicnom i
terapijskom kontekstu. NaSi nalazi pokazuju da je ekspresija NLRP3 i ASC poviSena u
malignim lezijama u odnosu na nemaligne uzorke, $to upucuje na aktivaciju
inflamasoma u OPCC-u i njegovim metastatskim potencijalima. lako u naSem
istrazivanju nismo dokazali jasnu prognosticku vrijednost NLRP3 u vidu sveukupnog
prezivljenja niti povezanost s klasi€nim parametrima agresivnosti, takav rezultat ne
iskljuCuje biolosku relevantnost inflammasoma. Naprotiv, eksperimentalni modeli
pokazuju da je NLRP3 signalizacija u OSCC-u funkcionalno uklju€ena u odrzavanje
tumorskog fenotipa. Odsutnost prognostic¢ke vrijednosti ne umanjuje potencijalnu
bioloSku i terapijsku relevantnost inflammasomskog puta. Scuderi je u svom istrazivaniju
opisao da su NLRP3, ASC i Caspase 1 poviSeni u OSCC stani¢nim linijama i
tumorskim tkivima te povezani s pro-upalnom citokinskom osi, dok su Fenini i sur.
pokazali da IL-1B i IL-18 mogu poticati tumorsku progresiju kroz pojacanu upalu i
remodeliranje mikrookruzenja [81] [123]. U skladu s time, farmakoloSka inhibicija
inflamasomskog puta pokazuje mjerljiv antitumorski u€inak u eksperimentalnim
uvjetima. Kod OPCC-a primjena inhibitora dovodi do smanjenja prezivljenja tumorskih
stanica, a istodobno se biljeZi pad ekspresije NLRP3, ASC i Caspase 1 u usporedbi s
kontrolom [81]. Eksperimentalni podaci iz in vivo ispitivanja dodatno potvrduju da je
modulacija inflammasomskog puta povezana sa smanjenjem tumorskog rasta i
ukupnog tumorskog opterecenja. U modelu OPCC-a zabiljezeno je smanjenje tumorske
mase i teZine, uz istodobno sniZzenu ekspresiju NLRP3, ASC i Caspase 1 u tumorskom
tkivu, te smanjenu razinu IL-13 [81]. Ovi nalazi imaju posebnu vaznost u kontekstu

nasih klinickih rezultata, jer upucuju na to da inflammasomski put moze imati kljucnu
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ulogu u odrzavanju tumorskog fenotipa u kontroliranim eksperimentalnim uvjetima, dok
se u heterogenoj klini¢koj populaciji njegov doprinos vjerojatno preklapa s djelovanjem
drugih, dominantnih prognostickih ¢imbenika. Ovakvi podaci daju dodatnu teZinu
interpretaciji nasih rezultata kroz €injenicu da NLRP3/ASC u malignim lezijama
pokazuje viSu ekspresiju u odnosu na benigne uzorke Sto moze znaciti da u odredenoj
podskupini tumora signalizacija inflamasoma ima vaznu ulogu, iako se to u ispitivanoj
skupini ne mora odrazavati kroz jednostavnu korelaciju s TNM-om ili prezivljenjem zbog
heterogenosti tumora i razliitosti mikrookoliSa. Ucinci povezani s inflamasomom u
eksperimentalnim istraZivanjima ne odnose se samo na citokinsku signalizaciju, nego
zahvacdaju i procese proliferacije i apoptoze. Opisano je smanjenje proliferacijskog
markera Ki-67, uz pomak prema proapoptotskom profilu obiljezen porastom Bax, Bad i
p53 te smanjenjem Bcl-2, a u in vivo uvjetima [86] [88]. Ovi nalazi upucuju na to da
inflamasomski put sudjeluje u mehanizmima koji odrzavaju tumorski fenotip, pri Cemu
njegova inhibicija moze istodobno ograniciti proliferaciju i olakSati programiranu
stani¢nu smrt. Time se moZe objasniti zasto u nasoj skupini uo€avamo jasnu razliku u
izrazaju izmedu malignih i nemalignih lezija, dok klini¢ki ishod u OPCC-u ponajprije
odreduju klasicni parametri agresivnosti poput ENE, PNI, LVI i dubine invazije.
Konac¢no, promjene u imunoloSkom mikrookruZenju nakon inhibicije inflamasomskog
puta (npr. nize razine CD4, CD8 i CD30 u tumorskom tkivu) treba tumaciti oprezno, jer
mogu odrazavati smanjenje tumorske mase i promijenjen citokinski okolis, a ne nuzno
izravno “slabljenje” antitumorskog imuniteta [81]. Za nasu interpretaciju vaznije je da ovi
podaci potvrduju da modulacija NLRP3 puta moze remodelirati viSe razina tumorskog
mikrookruzenija (citokini, proliferacija/apoptoza). Stoga, iako nasi rezultati ne potvrduju
NLRP3 kao samostalan prognosticki biomarker, oni se dobro uklapaju u
eksperimentalnu literaturu koja sugerira da inflamasomska os ima funkcionalnu i

potencijalno terapijski relevantnu ulogu u OPCC-u.

Uz proteine imunoloskih kontrolnih to¢aka, komponente inflamasoma NLRP3 i ASC bile
su znacajno pojacano eksprimirane u OPCC i LNM u usporedbi s benignim
lezijama. NLRP3 je pokazao jaku povezanost s lokalizacijom tumora, Sto sugerira da

njegova ekspresija moze biti pod utjecajem tumorskog mikrookruzenja. Ovo podrzava
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rastuce dokaze da NLRP3 doprinosi karcinogenezi potaknutoj upalom, poti€uci rast
tumora putem upalnih puteva [21]. U skladu s nasim rezultatima, istraZivanja Huang et
al. [17] i Wang et al. [18] takoder su utvrdila poviSenu ekspresiju NLRP3 u karcinomima
glave i vrata, povezujuci je s vecom agresivno$cu tumora. ASC je u nasoj kohorti bio
izrazeniji u malignim tkivima, ali bez jasne prognosticke vrijednosti, Sto je u skladu s
nalazima Wu i suradnika [124]. Buduc¢i da ASC djeluje kao adapter za aktivaciju
inflamasoma, njegova ko-ekspresija s NLRP3 otvara moguc¢nost zajedniCke aktivacije
inflamasomskog puta u progresiji bolesti. Fernandes-Alnemri i sur. su dodatno pokazali
da aktivacija ASC i Caspase 1 moze rezultirati formiranjem ASC kompleksa i sekrecijom
IL-1B [125]. lako nas$ rad nije uklju€ivao mjerenje citokina, poviseni ASC u malignim
uzorcima OPCC podrzava mogucnost postojanja takvih upalnih mikroni$a unutar
tumora. NasSi rezultati pokazuju da je ekspresija Caspase 1 bila znacajno izrazenija u
malignim lezijama u usporedbi s nemalignim uzorcima. Takav rezultat dobro se uklapa
u koncept da je u OPCC-u prisutna aktivacija upalnih signalnih puteva koji mogu
odrzavati pro-tumorsko mikrookruzenje. Caspase 1 je sredisnji efektorski enzim
inflamasoma, te njegova aktivacija dovodi do sazrijevanja proinflamatornih citokina,
prvenstveno IL-1B i IL-18, ¢ime se pojaCava lokalni upalni odgovor i komunikacija
tumora s okolnim stanicama [126-128]. Medutim, taj signal ne mora nuzno imati izravnu
korelaciju s klasicnim kliniCko-patoloskim parametrima ili prezivljenjem. lako ekspresija
Caspase 1 nije pokazala znacajnu povezanost s prezivljenjem, u regresijskim
analizama uocen je trend povezanosti s ENE, PNI i LVI, $to moze upudivati na njegovu
ulogu u invazivnosti tumora. Literatura takoder opisuje dvosmjerne uloge inflammasoma
u karcinogenezi, gdje Caspase 1 moZe poticati ili suzbijati tumor ovisno o tipu tumora i
mikrookolisu [127, 129]. U skladu s time, iako je Caspase 1 u nasoj kohorti poviSen u
malignim lezijama, ROC analiza pokazala je visoku osjetljivost uz nisku specifi¢nost, sto
ukazuje na ogranicenu prognostic¢ku primjenu. Sli¢ne rezultate iznio je Zhang et al., koji
su pokazali da je Caspase 1 vazan za rast tumora u ranoj fazi, ali njegova ekspresija ne
predvida nuzno metastatski razvoj[98]. NaSi podaci stoga upucuju na to da Caspase 1
moze imati dijagnostic¢ku vrijednost u razlikovanju malignih od nemalignih lezija, dok
njegova neovisna prognosticka vrijednost u klinickoj kohorti ostaje ograni¢ena. To

mozemo objasniti kompleksnom ulogom Caspase 1 u tumorskoj biologiji: osim
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sazrijevanja IL-1B i IL-18 te potencijalnog pokretanja piroptoze [126], inflammasomska
signalizacija kroz kroni¢nu upalu moze pridonijeti stvaranju imunosupresivnog
mikrookolisa [128], a Caspase 1 moze sudjelovati i u procesima regulacije proliferacije i
metabolizma bez nuzne piroptoze [127]. Fink i sur. naglasavaju Caspase 1 kao
medijatora inducirane stani¢ne smrti, uz mogucénost da tumori odredene aspekte tog
procesa koriste u svoju korist [129]. U konacnici, visoka ekspresija Caspase 1 u
malignim tkivima, zajedno s trendovima povezanosti s parametrima invazivnosti,
sugerira bioloSku relevantnost. Buduéa istrazivanja trebala bi svakako ukljuditi
funkcionalne analize, primjerice mjerenje aktivnog GSDMD i razina IL-1B/IL-18 kako bi
se preciznije odredio status inflamasomske aktivacije u oralnom karcinomu. Analizom
klinickih i patoloskih karakteristika nije utvrdena znacajna povezanost ekspresije PD-L1,
PD-L2, NLRP3, ASC ili Caspase 1 s vanjskim Cimbenicima kao $to su pusenje,
konzumacija alkohola ili TNM stadij. Schneider i sur. navode da rizi¢ni imbenici za PD-
L1 ekspresiju joS uvijek nisu u potpunosti poznati. Njihovi podaci nisu pokazali
povezanost PD-L1 ekspresije sa spolom, dobi ili lokalizacijom tumora [47]. lako je u
studiji od Cho i sur. o oralnom planocelularnom karcinomu (OCSCC) zabiljezena
povezanost sa zenskim spolom [6], a u drugoj studiji povezanost s muskim spolom i
statusom pusenja, literatura po tom pitanju nije dosljedna [76]. Ovi rezultati sugeriraju
da je pojaCana ekspresija tih proteina viSe odraz intrinzi¢ne biologije tumora nego
utjecaja vanjskih ¢imbenika. Zanimljivo je da su ekspresije NLRP3 i ASC bile zna¢ajno
povezane s lokalizacijom tumora, $to ukazuje na to da se aktivnost inflamasoma moze
razlikovati ovisno o mjestu tumora unutar usne Supljine ili orofarinksa. Slicne su nalaze
opisali Liu et al. [19], koji su primijetili da tumorsko mikrookruZenje znacajno utjeCe na
obrasce ekspresije inflamasoma i njihove ucinke u oralnim karcinomima. Rad Wanga i
suradnika dodatno podupire koncept da inflamasomska aktivacija moze reprogramirati
imunoloski mikrookolis. NLRP3 inflammasom preko IL-18/IL-18R osi moze potaknuti
rast i metastatski potencijal tumora, te doprinijeti imunosupresiji, uklju€ujuéi procese
povezane s PD-L1 ekspresijom i inhibicijom efektorskih T stanica [130]. Zanimljivo, u
nasem istraZivanju takoder uo€avamo korelaciju izmedu poviSene ekspresije NLRP3 i
povecanog izrazaja PD-L1 i PD-L2, Sto moze ukazivati na sliCan mehanizam u oralnim

karcinomima. Premda nasi rezultati nisu statistiCki potvrdili izravnu povezanost izmedu
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NLRP3 i parametara poput TNM stadija ili prezivljenja, trendovi govore u prilog njegovoj
ulozi u modulaciji tumorskog okoliSa. TMA pristup, iako prakti¢an i standardan, moze
podcijeniti intratumorsku heterogenost ekspresije. Povec¢ana ekspresija NLRP3, ASC i
Caspase 1 u OPCC-u upucuje na aktivaciju inflamasomskog puta, ali odsustvo izravne
kliniCke korelacije naglaSava potrebu za dodatnim funkcionalnim analizama te otvara
prostor za istraZivanje kombiniranih terapijskih pristupa, ukljuéuju¢i modulaciju
inflamasoma i imunoterapiju u buduc¢im studijama oralnog OPCC-a. Analiza prezivljenja
pokazala je ograni¢enu prognosti¢ku vrijednost analiziranih proteina. Nijedan od
proteina (PD-L1, PD-L2, NLRP3, ASC, Caspase 1) nije bio znacajno povezan s
ukupnim prezivljenjem kod pacijenata s OPCC-om. Nasuprot tome, tradicionalni
patoloski pokazatelji poput ENE, PNI, LVI i dubine invazije ostali su pouzdani prediktori
prezivljenja, ¢ime se potvrduje njihova klini¢ka vaznost. To naglasava potrebu
integriranja tradicionalnih pokazatelja s molekularnim analizama, sto je istaknuto i u
meta-analizi Corti i suradnika s ciljem potpunijeg razumijevanja ishoda pacijenata i

preciznije klasifikacije rizika [131].

lako ovo istrazivanje predstavlja jedno od vecih ispitivanja imunoloskih kontrolnih toCaka
i proteina inflamasoma u OSCC-u i povezanim patologijama, nije bez ogranicenja.
Imunohistokemijsko bojanje mozda ne prikazuje u potpunosti heterogenost tumora, sto
moze dovesti do podcjenjivanja varijabilnosti ekspresije. Buduca istrazivanja trebala bi
se fokusirati na prezivljenje bez progresije ili specifi€no prezivljenje povezano s boleSc¢u,
kako bi se dobio detaljniji uvid u prognosti¢ku vrijednost tih biomarkera. Daljnja
istrazivanja trebala bi takoder ispitati terapijski potencijal ciljanog djelovanja na PD-L1,
PD-L2, NLRP3, ASC i Caspase 1, osobito u kontekstu imunoterapije. Kako inhibitori
imunoloskih kontrolnih to¢aka sve viSe dobivaju na znacaju u lije€enju karcinoma glave i
vrata, razumijevanje nacina na koji ti proteini utje€u na odgovor pacijenata na lijeCenje
moglo bi otvoriti put prema personaliziranijim terapijskim strategijama. Dublje
razumijevanje mehanizama rezistencije na inhibitore kontrolnih toCaka moglo bi

omogucditi razvoj novih opcija lije€enja za pacijente s OPCC-om.
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6. ZAKLJUCCI

1. Ekspresija PD-L1 znacajnije je izraZenija kod pacijenata s oralnim planocelularnim
karcinomom i metastazama planocelularnog karcinoma u limfne ¢vorove vrata, nego

kod pacijenata s leukoplakijom i benignim promjenama. (p=0.003)

2. Ekspresija PD-L2 pokazala je statistiCki znaCajne razlike izmedu svih analiziranih
skupina, uklju€ujuci bolesnike s oralnim planocelularnim karcinomom, bolesnike s
metastazama OPCC-a u limfne ¢vorove vrata, pacijente s leukoplakijom, te bolesnike s

benignim promjenama.

3. Ekspresija protutijela NLRP3 znacaijnije je izrazena kod pacijenata s OPCC u odnosu

na pacijente s benignim promjenama.

4. Analiza ekspresije Caspase 1 kod pacijenata sa OPCC-om pokazala je statisticki
znacajniji izrazaj u odnosu na pacijente s leukoplakijom i s benignim promjenama, dok

ekspresija ASC nije pokazala statistiCki znacajnu razliku izmedu ispitivanih skupina.

5. StatistiCki znac¢ajna povezanost utvrdena je izmedu lokalizacije tumora i ekspresije
NLRP3 i ASC, dok je kod PD-L1 uo€ena znacgajna povezanost ekspresije i dobi

pacijenta.

6. Utvrdeno je kako ne postoji statistiCki znaCajna povezanost ekspresije PD-L1, PD-L2,
NLRP3, Caspase 1 i ASC kod pacijenata s oralnim planocelularnim karcinomom s
vecinom analiziranih klini¢kih i patohistoloskih parametara, kao ni s terapijskim i

perioperativnim ¢imbenicima.

7. Nije dokazana statistiCki znaCajna povezanost izmedu ekspresije PD-L1, PD-L2,
Caspase 1, NLRP3, ASC i parametara agresivnosti tumora (dubina invazije, ENE, PNI i
LVI), no regresijska linija i 95% interval pouzdanosti mogu upucivati na trend prema
kojem je viSa vrijednost ekspresije navedenih protutijela povezana s vecim stupnjem

parametara agresivnosti tumorskog rasta.

8. Utvrdena je znacajna povezanost izmedu demografskih, klini¢kih i patohistoloskih

parametara u bolesnika s OPCC. Parametri agresivnosti tumora (dubina invazije, ENE,
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PNIi LVI) medusobno su korelirali, te su bili znaCajno povezani s loSijim sveukupnim

prezivljenjem.

9. Nije dokazana znacajna povezanost izmedu parametara agresivnosti tumora, TNM
klasifikacije i stadija bolesti s izrazajem analiziranih protutijela (PD-L1, PD-L2, Caspase-
1, NLRP3 i ASC) u skupini bolesnika s OPCC.

10. Kod pacijenata s metastazama OPCC-a u limfne ¢vorove vrata analiza parametara
agresivnosti tumora (dubina invazije, ENE, PNI i LVI) nije pokazala statisticki zna¢ajnu
povezanost s izrazajem Caspase-1, PD-L1, PD-L2, NLRP3 i ASC protutijela.
Regresijska analiza i 95 % interval pouzdanosti upu¢uju na moguce naznake
povezanosti izmedu razine IRS izrazaja pojedinih protutijela i stupnja tumorske

agresivnosti.

11. Utvrdene su brojne statisticki znacajne korelacije izmedu klinickih, patohistoloskih i
terapijskih parametara kod pacijenata s metastazama u limfne ¢vorove vrata, uklju€ujuci
snazne povezanosti izmedu T, N i stadija tumora te parametara agresivnosti i

prezivljenja pacijenta.

12. ROC analiza nije pokazala prediktivnu vrijednost ekspresije PD-L1, PD-L2, NLRP3,
ASC i Caspase 1 u predvidanju napredovanja i Sirenja bolesti pojavom metastaza u

limfnim &vorovima vrata.

13. Analiza preZivljenja nije pokazala statistic¢ki znacajnu povezanost izmedu ekspresije
analiziranih protutijela i sveukupnog prezivljenja bolesnika s OPCC-om, dok su
parametri agresivnosti tumora (ENE, PNI, LVI), T, N stadij i ukupni stadij bolesti pokazali

jasnu i statisticki znacajnu povezanost s losijim sveukupnim prezivljenjem.
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parametra u skupini bolesnika s metastazama OPCC u cervikalne limfne ¢vorove

Slika 26. Linearna regresijska analiza IRS faktora PD-L2 protutijela i Cetiri odabrana

parametra u skupini bolesnika s metastazama OPCC u cervikalne limfne ¢vorove

Slika 27. Linearna regresijska analiza IRS faktora PD-L1 protutijela i Cetiri odabrana

parametra u skupini bolesnika s metastazama OPCC u cervikalne limfne ¢vorove

Slika 28. Linearna regresijska analiza IRS faktora NLRP3 protutijela i Cetiri odabrana

parametra u skupini bolesnika s metastazama OPCC u cervikalne limfne ¢vorove

Slika 29. Linearna regresijska analiza IRS faktora ASC protutijela i Cetiri odabrana

parametra u skupini bolesnika s metastazama OPCC u cervikalne limfne ¢vorove

Slika 30. Toplinska mapa povezanosti analiziranih parametara u skupini bolesnika s

metastazama OPCC u cervikalne limfne ¢vorove

Slika 31. Prognosticka ROC analiza izrazaja protutijela Caspase 1, PD-L2, NLRP3, ASC
i PD-L1

Slika 32. Analiza utjecaja kliniCko-patoloskih karakteristika tumora na sveukupno

prezivljavanje bolesnika

105



POPIS POKRATA

AJCC - Americki odbor za rak (eng. American Joint Committee on Cancer)

ASC - protein povezan s apoptozom koji sadrzi CARD domenu; adapter inflamasoma (eng.

apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD)

ASA - Americko anesteziolosko drustvo; klasifikacija operativnog rizika (eng. American Society

of Anesthesiologists)

AUC - podrucje ispod krivulje (eng. area under the curve)

Bax - proapoptotski protein porodice Bcl-2 (eng. Bel-2-associated X protein)

Bad - proapoptotski protein porodice Bcl-2 (eng. Bel-2-associated death promoter)

Bcl-2 - ¢lan porodice antiapoptotskih proteina (eng. B-cell lymphoma 2)

CARD - domena regrutacije caspase (eng. caspase recruitment domain)

CD4 - T-pomoc¢nicki limfociti (eng. cluster of differentiation 4)

CDS8 - citotoksi¢ni T limfociti (eng. cluster of differentiation 8)

CD30 - ¢lan TNF receptorske obitelji (eng. cluster of differentiation 30)

DEFS - prezivljenje bez bolesti (eng. disease-free survival)

DAMP - molekularni obrasci povezani s oStecenjem (eng. damage-associated molecular patterns)
ENE - ekstranodalna ekstenzija

GSDMD - gasdermin D (protein piroptoze) (eng. gasdermin D)

HIF-1a - hipoksijom inducirani faktor 1 alfa (eng. hypoxia-inducible factor 1 alpha)

HNSCC - planocelularni karcinom glave i vrata (eng. head and neck squamous cell carcinoma)
[HC - imunohistokemija (eng. immunohistochemistry)

IFN-y - interferon gama (eng. interferon gamma)

IL-1PB - interleukin-1 beta
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IL-18 - interleukin-18

IRS - imunoreaktivni skor (eng. immunoreactive score)

Ki-67 - proliferacijski marker (eng. Ki-67 antigen)

LNM - metastaza u limfne ¢vorove (eng. lymph node metastases)

LVI - limfovaskularna invazija

MAPK - mitogenom aktivirana protein-kinaza (eng. mitogen-activated protein kinase)
MDSC - mijeloidne supresorske stanice (eng. myeloid-derived suppressor cells)

NLR - receptori s ponavljaju¢im leucinima (eng. NOD-like receptors)

NLRP3 - NOD-sli¢ni receptor s pirinskom domenom 3 (eng. NOD-like receptor family pyrin

domain-containing 3)
OL - oralna leukoplakija (eng. oral leukoplakia)
OPCC - oralni planocelularni karcinom (eng. oral squamous cell carcinoma)

OOPCC - oralni i orofaringealni planocelularni karcinom (eng. oral and oropharyngeal squamous

cell carcinoma)
OPMD - oralni potencijalno maligni poremecaji (eng. oral potentially malignant disorders)
ORR - ukupna stopa odgovora (eng. overall response rate)

PAMP - molekularni obrasci povezani s patogenima (eng. pathogen-associated molecular

patterns)
PD-1 - protein programirane stani¢ne smrti 1 (eng. programmed cell death protein 1)

PD-L1 - ligand proteina programirane stani¢ne smrti 1 (eng. programmed cell death protein 1

ligand)

PD-L2 - ligand proteina programirane stani¢ne smrti 2 (eng. programmed cell death protein 2

ligand)

PNI - perineuralna invazija
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PRR - receptori za prepoznavanje obrazaca (eng. pattern recognition receptors)

ROC - krivulja operativnih karakteristika primatelja (eng. receiver operating characteristic)
SCC - planocelularni karcinom (eng. squamous cell carcinoma)

ssRNA - jednolancana ribonukleinska kiselina (eng. single-stranded RNA)

TNF-a - faktor nekroze tumora alfa (eng. tumor necrosis factor alpha)

TNM - klasifikacija tumora, limfnih ¢vorova i metastaza (eng. tumor-node-metastasis)

VEGF - faktor rasta krvnih zila (eng. vascular endothelial growth factor)
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