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POPIS KRATICA

ADCC - protutijelima ovisna stani¢na citotoksi¢nost (antibody-dependent cellular
cytotoxicity)

AFP — alfafetoprotein

AFP mRNA -alfafetoprotein glasnicka ribonukleinska kiselina (alfafetoprotein messanger
ribonucleic acid)

APC —adenomatozna polipoza crijeva (adenomatous polyposis coli)

BCLC - The Barcelona-Clinic Liver Cancer

CD — diferencijacijski antigen (cluster of differentiation)

DKKs - dickkopfsa

FGF — fibroblasti¢ni faktor rasta (fibroblast growth factor)

FNH - fokalna nodularna hiperplazija (focal nodular hyperplasia)

FZD - frizzled

GPC3 — glypican 3

GSK - glycogen synthase kinase

HA —hepatalni adenom (hepatal adenoma)

HBYV — hepatitis B virus

HBs-Ag — HBs antigen

HBV DNA — HBV deoksiribonukleinska kiselina (deoxiribonucleic acid)

HBxAg — HBx antigen

HCK - hepatocelularni karcinom

HCV — hepatitis C virus

H&E — hemalaun eosin

HGF - faktor rasta hepatocita (hepatic growth factor)

HSPGs — heparan sulfat proteoglikani (heparan sulfate proteoglycans)

IGF — faktor rasta slican inzulinu (inzulin-like growth faktor)

IGF 2 receptor — receptor faktora rasta slicnog inzulinu 2

IL - 6 — interleukin 6

LDLT - jetrena transplantacija sa zivué¢eg donora (/iving donor liver transplantation)
LEF - limfoidni pojacavaju¢i faktor vezanja (lymphoid enhancer factor)

LOH - gubitak heterozigotnosti (lost of heterosigoty)

MELD- model za krajnji stadiji jetrene bolesti (model for end-stage liver disease)



MMP — matriks metaloproteinaze

NASH — nealkoholni steatohepatitis

NK — prirodno ubilacke stanice (natural ciller)

OCI-5 - misji homolog GPC3

OLT - ortotopi¢na transplantacija jetre (orthotopic liver transplantation)
PD-ECGF - endotelni faktor rasta porijekla trombocita (platelet derived endothelial growth
factor)

Rb - retinoblastom

RFA - radiofrekventna ablacija

ROS - reaktivni kisikovi spojevi (reactive oxygen species)

SGBS - Sumpson-Golabi-Behmel sindrom

SULF — sulafataze

TACE - transarterijska kemoembolizacija (transarterial chemoembolization)
SZO — Svjetska zdravstvena organizacija

TGF a i B - transformirajuci faktor rasta alfa i beta (transforming growth factor alpha and
betha)

TCF - T stani¢ni specifi¢ni faktor (T cell-specific factor)

TMA - tkivni microarray (tissue microarray)

TNM — tumor, limfni ¢vorovi, metastaze (tumor, node, metastasis)

UCSF - University of California, San Francisco criteria

UNGOS - United Network for Organ Sharing

VEGF - vaskularni endotelni faktor rasta (vascular endothelial growth factor)
VVP — veliko vidno polje

Wg - Wingless



1. UVOD

1.1 HEPATOCELULARNI KARCINOM

1.1.1 Definicija i epidemiologija

Hepatocelularni  karcinom (HCK) je epitelna zlocudna novotvorina s prisutnom
hepatocelularnom diferencijacijom i1 najeS¢a je primarna zlo¢udna novotvorina jetre (1).
HCK po ucestalosti zauzima Sesto mjesto u svijetu u skupini svih zlo¢udnih novotvorina, a
zbog brze progresije i loSeg ishoda nalazi se na treem mjestu po uzroku smrtnosti od
zlo¢udnih novotvorina (1, 2).

U svijetu se ukupno godisnje dijagnosticira 500 000 do 1 000 000 novih slu¢ajeva HCK. HCK
pokazuje izrazitu zemljopisnu 1 dobnu razli¢itost u incidenciji, Sto je uvjetovano
zemljopisnom razli¢ito$¢u zastupljenosti glavnih rizi¢nih ¢imbenika hepatitis B (HBV) i C
(HCV) virus infekcije (1, 2, 3, 4). Visoku incidenciju HCK-a 20-52/100 000 novootkrivenih
slucajeva imaju istocna Azija i subsaharska Afrika, te se u tim podru¢jima pojavljuje vise od
80% svih slucajeva HCK-a, od ¢ega 55% slucajeva u Kini (1, 2, 4). Srednju incidenciju
HCK-a nalazimo u zapadnoj Aziji, srediSnjoj Americi, Karibima, isto¢noj Europi, Italiji,
Rumunjskoj, Peruu, Ceskoj i Slovackoj Republici, Poljskoj i Rusiji (1, 4). Regije niske
incidencije s manje od 5-7/100 000 novootkrivenih slucajeva su Sjevarna 1 Juzna Amerika,
juzna i sredisSnja Azija, sjeverna Europa, Australija i Novi Zeland (4).

HCV je najces¢i uzrok HCK-a u Europi, Japanu i Sjevernoj Americi (1, 2, 4). Kroni¢ni
nositelji HBV infekcije, ucestalije musSkarci, su zarazeni pri rodenju ili u pocetnim mjesecima
zivota te imaju 12 puta veci rizik nastanka HCK, $to je opazeno u tajvanskih nositelja HBV
infekcije uz postojanje popratne ciroze jetre (1, 4). U podru¢jima u kojima je ucestalost
kroni¢nih nositelja HBV infekcije niska, infekcija je nastala u odrasloj dobi u ljudi sa
specificnim rizicnim ponasanjem - intravenski narkomani, viSebrojni seksulani partneri,
homoseksualci (1, 5). U zemljama s visokim rizikom za pojavu HCK-a, HCK se javlja prije
20-te godine, suprotno u zemljama s niskim rizikom HCK-a se javlja iznad 50-te godine
zivota (6). Opcéenito HCK se ucestalije pojavljuje u dobi iznad 40 godina te u muskaraca,
navedena razlika se pripisuje antinovotvorinskim svojstvima estrogena i pojacanim lu¢enjem
interleukina 6 (IL-6) kod muskaraca pri ¢emu ovaj citokin sudjeluje u nastanku HCK-a (1, 6,

7).



1.1.2  Morfoloske karakteristike hepatocelularnog karcinoma i prezlocudnih promjena jetre

HCK moZe nastati u normalnoj, neciroti¢noj jetri bez kroni¢ne bolesti (20% slucajeva),
medutim uglavnom nastaje u ciroti¢nom tkivu jetre (80% slucajeva) (3, 8-11).

Makroskopske osobine HCK-a ovise o prisutnosti ili odsutnosti popratne ciroze (4). Ve¢inom
je to ¢vorasta zlocudna novotvorina, u obliku jednog ili viSe zariSta, zelenkaste ili Zuckaste
boje ovisno o nakupljanju zZucnog pigmenta, masti ili glikogena u citoplazmama zlo¢udnih
hepatocita (4, 12). Na prerezu je HCK mekan, s prisutnom razli¢ito izrazenom nekrozom, uz
mogucu nerijetku zahvaéenost portalne vene ili jetrenih vena. HCK se moze Siriti limfati¢nim
1 hematogenim nacinom. Pluca su najcesce mjesto izvanjetrenog metastaziranja, zatim slijede
limfni ¢vorovi, kosti 1 nadbubrezna zlijezda.

U prisutnosti ciroze HCK ¢esto ima vezivnu pseudocahuru. Portalni prostori se ne vide ve¢ se
nalaze na njegovoj periferiji. Morfoloski, prema klasifikaciji Svjetske zdravstvene
organizacije (SZO) iz 2009. godine rezlikujemo klasiéni HCK 1 specificne tipove -
fibrolamelarni, scirozni, nediferencirani, slican limfoepiteliomu i1 sarkomatoidni tip. Klasi¢ni
HCK ¢ine zlo¢udne stanice slicne hepatocitima, a stroma se sastoji od sinusoidama slicnih
zilnih prostora, oblozenih jednim redom endotelnih stanica koje pokazuju promjene u smislu
kapilarizacije uz prisutnu imunohistokemijsku izrazenost CD34. Fibrolamelarni tip HCK-a
ceS¢e nastaje u mladih osoba (prosje¢na dob 25 godina), ¢ini 0.5-9% HCK-a, nastaje u
neciroticnoj jetri 1 bolesnici sa ovom novotvorinom imaju bolji ishod u usporedbi sa klasi¢nim
HCK-om. Makroskopski se u sredisSnjem dijelu ovog tipa HCK-a redovito nalazi centralni
vezivni oZziljak, a zlo¢udne stanice su velike, eozinofilne, onkocitnog izgleda (4). Scirozni tip
HCK-a ¢ini oko 5% HCK-a, karakteriziran je obilnom fibrozom duz sinusoidama-sli¢nih
zilnth prostora (4, 12). Nediferencirani tip HCK-a ¢ini manje od 2% svih HCK-a,
dijagnosticira se imunohistokemijski i bolesnici s ovakvom zlo¢udnom novotvorinom jetre
imaju losiji ishod u usporedbi s ostalim tipovima HCK-a. Limfoepitelijalni tip HCK-a je
rijedak, graden je od zlo¢udnih hepatocita 1 brojnih limfocita. Sarkomatodni tip HCK-a je
graden od vretenastih stanica i ponekad ga je tesko razlikovati od razli¢itih sarkoma. HCK
koji pokazuje sarkomatoidnu diferencijaciju, ucestalije u HCK-u nakon ponovljenih ciklusa
kemoterapije ili transarterijalne kemoembolizacije, zove se sarkomatoidni HCK.

HCK pokazuje arhitekturalnu i citolosku razli¢itost, uz cesto vidljive njihove razlicite
kombinacije. Arhitekturalno razlikujemo trabekularan, pseudozlijezdani 1 solidni tip (4).

Trabekularni tip je najces¢i u dobro 1 umjereno diferenciranim HCK-ma. Zlo¢udne stanice



rastu u traccima razlicite debljine, razdvojene sinusoidama-slicnim Zzilnim prostorima bez
prisutne retikulinske mreze. Pseudozlijezdani ili acinarni tip ¢ine Zlijezdane formacije koje
predstavljaju abnormalne zu¢ne kanali¢e izmedu zlocudnih stanica. U solidnom tipu HCK-a,
sinusoidama-slicni zilni prostori su neuocljivi, te daju HCK-u solidni izgled. Prema
citoloSkom izgledu zlo¢udne stanice mogu biti pleomorfne, svijetle, vretenaste, masno
promjenjene, stanice s zuénim pigmentom, hijalinim tjeleScima, svjetlim tjeleScima i
inkluzijama poput mlije¢nog stakla ,.,ground-glass* koje sadrzavaju hepatitis B povrSinski
antigen (HBsAg) te tamno-smedi pigment koji se povezuje s Dubin-Johnsovim sindromom.
Histolosko stupnjevanje HCK-a temelji se na diferencijaciji zlo¢udne novotvorine te
razlikujemo dobro, umjereno, slabo i nediferencirani tip HCK-a. Dobro diferencirani HCK je
¢es¢i u malim, ranim HCK-ima veli¢ine do 2 cm, graden od stanica umjerene atipije i
poviSenog omjera jezgre — citoplazme, trabekularnog rasta debljine tri stanice ili vise uz
prisutne pseudozlijezdane formacije. Umjereno diferencirani HCK se ucestalo pojavljuje u
HCK-ima veé¢im od 3 cm, trabekularne je grade s tri ili viSe stanica debljine. Slabo
diferencirani HCK je vrlo rijedak u malim, ranim HCK-ima solidnog nacina rasta bez
sinusoidama-slicnih Zilnih prostora. Zlocudne stanice u slabo diferenciranom HCK-u
pokazuju izraziti pleomorfizam (4, 12). U nediferenciranom HCK-u zlo¢udne stanice
sadrzavaju malo citoplazme, vretenastog su izgleda i solidnog rasta. HCK pokazuje
arhitekturalne i citoloSke varijacije ¢ak i unutar jednog zlo¢udnog ¢vora. HCK-i manji od 1
cm ucestalije su gradeni od dobro diferenciranih zlo¢udnih stanica, dok su HCK-i veliine 1-3
cm gradeni od zlo¢udnih stanica razli¢itog stupnja diferenciranosti.

Prezlo¢udne promjene su displasticna podru¢ja karakterizirana mikroskopski vidljivim
citoloskim promjenama i displasti¢ni ¢vorovi vidljivi makroskopski (4). Displasti¢na podrucja
veli¢ine 1-2 mm mogu se vidjeti unutar ciroticnih ¢vorova, a ¢es¢e se vide u bolesnika sa
HBV-om i HCV-om, te u bolesnika sa nedostatkom alfa-1-antitripsina (12). Displasti¢na
podrucja ukljucuju male i velike stani¢ne promjene koja predstavljaju povecan rizik za
nastanak HCK-a (4). Male stani¢ne promjene ili u proslosti nazivane malostani¢na displazija
su karakterizirane veCom proliferativnom aktivnoS¢u nego okolni hepatociti, hepatociti su
smanjenog volumena, povecane jezgre, umjerene pleomorfije 1 hiperkromazije 1 pojacane
bazofilije citoplazme (4, 12). Opisane malostani¢ne promjene se ¢eS¢e vide u regenerativnim
¢vori¢ima (12). Velike stani¢ne promjene ili nekadasnji naziv velikostani¢na displazija je
karakterizirana povecanjem jezgre i citoplazme, omjer jezgre i citoplazme je ocuvan,
pleomorfizmom i hiperkromazijom jezgre te multinuklearnoS¢u (4, 12). Opisane morfoloske

promjene se ucestalije vide u prezloCudnim promjenama.



U ciroti¢noj jetri, benigni ¢vorovi, veéi od tipicnih ciroticnih €vorova se nazivaju
regenerativnim ¢vorovima. Veliki regenerativni ¢vorovi su veli¢ine 0,8 do 1 cm, a manji od 3
cm. Imaju odrzanu retikulinsku mrezu, negativni su na AFP i imaju veéi broj arterija uz
nedostatak ostalih komponenti portalnih prostora. Velike regenerativne ¢vorove ponekad je
tesko razlikovati od ¢vori¢a sa malostanicnom displazijom, a dokazivanje klonalnosti ponekad
je jedini moguci mehanizam koji pomaze u dijagnozi (12).

Displasti¢ni ¢vorovi se ucestalo vide u ciroticnoj jetri, ali i u kroni¢noj jetrenoj bolesti bez
ciroze. Mogu se naci kao pojedinacni ili multipli ¢vorovi, uocljivih ili neuocljivih rubova, od
nekoliko milimetara do nekoliko centimetara, ¢esto manji od 15 mm. Makroskopski se
razlikuju bojom i veli¢inom prema ostalom cirotiénom jetrenom tkivu. Displasticni ¢vorovi se
na temelju stupnja atipije dijele na ¢vorove niskog i visokog stupnja diferenciranosti.
Mikroskopski su displasti¢ni ¢vorovi hipercelularne grade, u kojima se mogu vidjeti portalni
prostori, te u kojima se moze nakupljati Zeljezo, bakar i masne kapljice. U displasticnim
¢vorovima se mogu vidjeti male ili velike stani¢ne promjene, svjetla promjena stanica i
nakupljanje Malorijevog hijalina. Displasti¢ni ¢vorovi visokog stupnja diferenciranosti mogu
pokazivati strukturalne atipije, obicno pseudozlijezdane formacije. Prisutnost klonalnih
stanica u velikim ¢vorovima govori ¢eS¢e u prilog displasticnog ¢vora nego regenerativnog
¢vora, a bolesnici s displasticnim ¢vorovima su u ve¢em riziku za nastanak HCK-a.

Rani HCK je zlocudna novotvorina visokog stupnja diferenciranosti, teSko prepoznatljiva
makroskopski 1 mikroskopski. Rani HCK je veli¢ine manje od 2 ¢m, dobro ogranic¢en ¢vor,
graden od malih stanica sli¢nim hepatocitima. U ranom HCK-u se moze vidjeti povecana
gustoc¢a zlo¢udnih stanica, nepravilne trabekule, pseudozlijezdane formacije, masna promjena
1 unutarnovotvorinski portalni prostori. Razlika izmedu ranog HCK-a i displasti¢nih ¢vorova
visokog stupnja diferencijacije nekad je tesko uocljiva, medutim prisutan invazivan rast u
okolno tkivo jetre govori u prilog HCK-a.

Prelazak hepatocelularnog adenoma u HCK je rijedak. Pojedina molekularna istrazivanja su
pokazala da neki adenomi imaju povecani rizik za prelazak u HCK i karakterizirani su
mutacijama beta-katenina.

Imunohistokemijski zlo¢udne stanice HCK-a pokazuju citoplazmatsku izrazenost HepParl u
90% slucajeva, a izrazenost je slabija u slabije diferenciranom HCK-u. Ucestalo pokazuje
imunohistokemijsku izrazenost alfafetoproteina (AFP), fibrinogena, i citokeratina 8 i 18 (4).
Visoke vrijednosti serumskog AFP-a se mogu vidjeti u 2/3 velikih HCK-ova, manje

novotvorine, veli¢ine 2-3 cm obi¢no nemaju povisene vrijednosti istog (12).



1.1.3 Etiologija i ¢cimbenici rizika

Najces¢i uzrok HCK-a su HBV i HCV (2, 4). Ostali, ucestaliji rizi¢ni ¢imbenici u nastanku
HCK-a su jetrena ciroza nastala zbog prekomjernog unosenja alkohola, hemokromatoze ili
nedostatka alfa-1-antitripsina te nealkoholni steatohepatitis (NASH) (2-5, 13, 14).

Infekcija HBV-om je opéenito najcescéa virusna infekcija u ljudi (1). HBV pridonosi nastanku
HCK-a u 50% slucajeva Sirom svijeta, a u 70-80% slucajeva u endemskim podruc¢jima. HBV
genom sadrzava povrsinski antigen (HBsAg), hepatitis B e antigen (HBeAg), hepatitis B
jezgreni antigen (HBcAg) te multifunkcionalni nestrukturalni protein hepatitis Bx antigen
(HbxAg). Mutacije HBV-a su ucestalije od mutacija nekih drugih virusa $to ima za posljedicu
vecu virulenciju i1 otpornost na antivirusnu terapiju (5). Opisano je osam genotipova HBV-a
koji pokazuju razliitu zemljopisnu raspodjelu unutar i izmedu razlicitih podrucja (1, 5).
Genotip C HBV-a i njegove mutacije se povezuju sa vec¢im rizikom nastanka HCK-a, §to
moze posluziti u ranom otkrivanju rizi¢nih bolesnika s HBV-om za nastanak HCK-a (5).
Ucinak HBV-a na pojavu HCK-a je pojacan uz kroni¢an prekomjeran unos alkohola §to je
izrazeno u Sjevernoj Americi 1 sjevernoj Europi, pretilost, SeCernu bolest te izlozenost
aflatoksinu B1 (1, 4, 15). Uloga HBV-a u nastanku HCK-a se potvrduje smanjenjem
ucCestalosti nastanka HCK-a u nekim podruc¢jima svijeta nakon provodenja programa
cijepljenja protiv HBV-a (4, 5, 16).

Oko 350 milijuna ljudi je kroni¢no inficirano HCV virusom, a oko 40-60% inficiranih
bolesnika ¢e razviti kroni¢nu jetrenu bolest tijekom vremena (17). Infekcija HCV-om je
ucestalija u bolesnika s HCK-om u Europi, Japanu i Sjevernoj Americi. HCV ima standardni
RNA genom koji pokazuje genetsku razlicitost. Postoji Sest razli€itih genotipova i 52 subtipa,
razliCite zemljopisne raspodjele, a za razliku od HBV-a zbog brzog umnozavanja i izrazite
genetske razliCitosti ne postoji profilakticko cjepivo protiv HCV-a (4). Razlicit redoslijed
aminokiselina razli¢itih genotipova HCV-a uzrokuje razli¢ite mehanizme patoloskih
dogadanja vezanih uz ovaj virus (17, 18). HCV uzrokuje akutni i kroni¢ni hepatitis, a putem
oksidativnog stresa, inzulinske rezinstencije, fibroze, ciroze i steatoze vodi nastanku HCK-a
(17-19). Jetrena steatoza je obilno nakupljanje lipida u hepatocitima koje se smatra vaznim
uzrokom ciroze, a jetrena steatoza u bolesnika sa HCV infekcijom je povezana sa brzim
umnozavanjem virusa i progresijom fibroze (19). Izvanjski stresori, kao Sto je alkohol u
kombinaciji sa HCV-om pojacavaju rizik nastanka ciroze (18, 20). Rizik nastanka HCK-a u
ljudi sa cirozom uzrokovanom HCV-om je izmedu 1 1 7%, a pojavljuje se 20-30 godina

nakon infekcije uz prethodni razvoj ciroze (4).



Nealkoholna masna bolest jetre (non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD) je u dramati¢cnom
porastu, a sastoji od jednostavne steatoze i nealkoholnog steatohepatitisa (non-alcoholic
steatohepatitis, NASH) (21). Prevalencija NAFLD-a je takoder u porastu u zapadnim
zemljama i Japanu zbog porasta pretilosti i Secerne bolesti, a predstavlja jetrenu manifestaciju
metabolickog sindroma koji ukljucuje inzulinsku rezinstenciju, pretilost, dislipidemiju,
Se¢ernu bolest 1 hipertenziju (22, 23). NAFLD se povezuje sa 2.7 % svih ciroza i uzrokuje 1.6
% svih HCK-ova te moze direktno utjecati na hepatokarcinogenezu neovisno o cirozi (21, 24).
Oko 20% slucajeva NASH-a prijede u cirozu, a u 10 % slucajeva moze nastati i HCK (21, 22,
25). NASH kao klinicko-patoloski entitet, histoloski ukljucuje razliCita stanja, nekrozu,
steatohepatitis, fibrozu, cirozu te ima obiljezja alkoholne jetrene bolesti bez unosa alkohola ili
tek male kolic¢ine alkohola, uz odsutnost ostalih jetrenih bolesti (autoimuni hepatitis,
lijekovima uzrokovana jetrena bolest, primarna bilijarna ciroza, primarni sklerozirajuci
kolangitis, Wilsonova bolest, hemokromatoza), odsutnost HBsAg 1 HCV RNA (21-23, 26).
Bolesnici sa kriptogenom cirozom imaju klinicka obiljezja povezana s NASH-om, te je
NASH prepoznat kao vode¢i uzrok kriptogene ciroze, ali se dijagnoza NASH-a ne moze
potvrditi patohistoloski (22, 23).

U Sjevernoj Americi i1 sjevernoj Europi prekomjerni unos alkohola je vode¢i rizicni faktor
kroni¢ne jetrene bolesti i ciroze (3, 4). Pojava HCK-a je dva puta ucestalija u muskaraca koji
unose alkohol u velikim koli¢inama, te u zena koje unose umjereno alkohol (4). Zajedno sa
infekcijom HBV-om i HCV-om ima zajednicko djelovanje u nastanku HCK-a (3).

Aflatoxin B1, mogu¢i je jetreni karcinogen, proizvod gljivice Aspergillus parasiticus 1
Aspergilus flavus, koji u Aziji 1 subsaharskoj Africi, gdje klimatski ¢imbenici pogoduju
kontaminaciji hrane ovom gljivom, te uz HBV infekciju moze doprinjeti nastanku HCK-a (3,
4).

Ostali ¢imbenici rizika u nastanku HCK-a su: prirodena hemokromatoza, nedostatak alfa-1-
antitripsina, Se¢erna bolest, pretilosti te pusenje i to uglavnom u Americi, Europi, Kanadi 1
Australiji gdje se biljezi njihov porast (1, 3, 4). Velike stanicne promjene jetrenih stanica ili
displazija u kombinaciji sa HBV 1 HCV infekcijom su takoder rizi¢an faktor u nastanku HCK-

a(4).



1.1.4 Molekularna patogeneza

Patogeneza HCK-a je povezana sa progresivnim gubitkom stani¢ne diferencijacije, normalne
stani¢ne adhezije, razgradnje izvanstanicnog matriksa i trajne aktivacije signalnih putova
vaznih u stani¢nom rastu (16).

Molekularni mehanizmi koji imaju ulogu u nastanku HCK-a su heterogeni, pojavljuju se kao
rani 1 kasni dogadaji u ciroticnom jetrenom tkivu i displasticnim ¢vorovima tijekom
hepatokarcinogeneze (15, 16, 27, 28). Mutacije tumor supresora p53, retinoblastomskog (Rb)
gena 1 inzulin-like growth factor 2 receptor 1 (IGFgr;) gena opisane su u HCK-u, dok su c-myc
icyclin D1 geni ucestalo izrazeni.

Rani dogadaji tijekom hepatokarcinogeneze su brojne molekularne promjene u ciroticnom
tkivu jetre (16). Rani dogadaji povezani sa HBV infekcijom, su vezanje HBxAg na p53 i
njegova inaktivacija. Takoder HBxAg indirektno povecava razinu alfa-fetoproteina,
funkcionalno inaktivira Rb, te aktivira izrazenost inzulinu slicnog faktora rasta 2 (inzulin-like
growth factor 2, IGF2) u prezlo¢udnim ¢vorovima. Zatim stimulira stani¢ni rast utjecuci na
NF«-B signani put, aktivira onkogene vazne u stani¢noj proliferaciji kao §to je c-myc, koji
takoder moze biti aktiviran i mutacijama beta-katenina (3, 14-16, 28, 29). Osim toga, u HBV
zlocudnim stanicama je smanjena razina proteina (npr. glutation peroksidaze) koji inaktiviraju
kemijske karcinogene (16).

U bolesnika sa HCK-om uzrokovanim HCV-om, HCV jezgrin protein povecava razine c-
myc-a, inaktivira p53, inhibira faktor tumorske nekroze (TNF-a), uzrokuje jetrenu steatozu i
ostecenje DNA, te mutacije Bcl6 i beta-katenina ( 3, 16-19). Kombinacija steatoze i HCV
infekcije, povezana je sa oksidativnim stresom i brzom progresijom fibroze (17-19, 22).
Mogu¢i mehanizmi kojima NASH uzrokuje HCK-a, koji se javljaju takoder tijekom rane faze
hepatokarcinogeneze, su inzulinska rezinstencija sa hiperinzulinemijom, oksidativni stres, te
upalni citokini. Inzulinska rezinstencija uzrokuje inhibiciju jetrene mitohondrijalne oksidacije
masnih kiselina, a nakupljanje masnih kiselina dovodi do oksidativnog oSte¢enja DNA (22).
Pretilost 1 inzulinska rezistencija uzrokuju oslobadanje proupalnih citokina (TNF-alfa, 1L-6)
koji uzrokuju ostecenje jetre, upalu i fibrozu (21, 30).

Posljedice prekomjernog unosa alkohola imaju utjecaj u nastanku HCK-a u ranijem tijeku
hepatokarcinogeneze. Jedan od mehanizama u kojima sudjeluje alkohol je lipidna
peroksidacija acetaldehidom koja uzrokuje nakupljanje T limfocita ¢ime nastaje kronicno
jetreno oSteCenje 1 reaktivni kisikovi spojevi. Osim toga alkohol destabilizira stani¢ne

membrane 1 povecava ulazak karcinogena u stanice. U rane dogadaje se ubraja stvaranje



reaktivnih kisikovih spojeva (reactive oxygen species, ROS), koje proizvode mononuklearne
upalne stanice tijekom upale i nekroze, uslijed utjecaja alkohola, HCV-a i HBV-a (3, 16).

U prezlo¢udnim c¢vorovima, tijekom rane faze karcinogeneze opazene su promjene u
izrazenosti razli¢itih gena povezanih sa hiper i hipometilacijom stanicne DNA kao i gena
povezanih sa stani¢nim ciklusom, $to pridonosi kromosomskoj nestabilnosti, transkripcijskim
i translacijskim promjenama (16). Takoder jedan od ranih dogadaja je mutacija beta-katenina,
komponente Wnt signalnog puta, ¢ije su ciljne mete c-myc, c-jun, cyclin D1 i matriks
metaloproteinaze, koje posljedi¢no imaju ulogu u nastanku fibroze i ciroze kao lezija koje
prethode HCK-u (16, 28). Osim toga, p53 negativno regulira Wnt signalni put, a inaktivacija
p53 uzrokovana HBxAg-om moze povecati Wnt signalizaciju, dok poticanje izraZenosti c-
myc-a HCV jezgrinim proteinom moze uzrokovati stabilizaciju i nakupljanje beta-katenina u
jezgri.

Kemijski karcinogen, aflatoksin B1 (AFB) uzrokuje mutacije p53, a osobe sa mutiranim
jednim ili oba enzima koji inhibiraju AFB su u ve¢em riziku za nastanak HCK-a (16).

U 80% HCK-ova je pojacana aktivnost telomeraza i njihova reaktivacija u ranim fazama
hepatokarcinogeneze pojacava prelazak displazije u zlo¢udnu novotvorinu (8, 15).

Kasni dogadaji tijekom hepatokarcinogeneze vecinom ukljuCuju gensku nestabilnost, te
kromosomske promjene. Opisani su gubitak heterozigotnosti ( lost of heterosigoty, LOH )
kromosoma 1p, 4q, 6q, 8p, 13q, 16q, 17p 1 gena vaznih u DNA popravku tijekom zlo¢udne
progresije HCK-a 1 metastaziranja, koje su povezane sa loSijim ishodom (16). Kroni¢na
infekcija HBV-om u kasnijim fazama hepatokarcingeneze je povezana sa kromosomskom
nestabilno$¢u, uklju¢ivanjem HBV DNA sekvence u genom hepatocita u blizini cyclina A,
kojeg moze aktivirati ili sprijeciti djelovanje antionkogena (2, 3, 14, 16). U kasnije dogadaje
spadaju mutacije APC gena, koje rezultiraju nakupljanju beta-katenina, a LOH 16p
kromosoma ukljucenog u gubitak axin gena, koji normalno poti¢e razgradnju beta-katenina,
ima za posljedicu nakupljanje beta-katenina u jezgri. S obzirom da je E-kaderin vezan na
beta-katenin, mutacije E-kaderina su povezane sa njegovim nakupljanjem u jezgri i
citoplazmi, a hipermetilacija E-kaderina uzrokuje aktivaciju Wnt signalnog puta (16).
Mutacije p53 povezane sa slabije diferenciranim HCK-ovima, opisane su u 30-55% bolesnika
s HCK-om, 1 mutacije Rb se javljaju kao kasniji dogadaji tijekom hepatokarcinogeneze (3,

16,27, 28).



1.1.5 Klini¢ki pristup 1 lijeCenje

Terapijski pristup u lijeCenju HCK-a moze biti kurativni i i palijativni.

Kurativni postupci su resekcija, ortotopna transplantacija jetre (orthotopic liver
transplantation, OLT) 1 perkutana ablacija kojima se postize cjelovit odgovor u ve¢em broju
bolesnika. Palijativnim postupcima koje ¢ine kemoembolizacija, kemoterapija, radioterapija,
hormonalni pristup, imunoterapija, se ne postize izljecenje, ali mogu u nekim sluc¢ajevima dati
dobar odgovor.

Resekcija i OLT daju dobre rezultate u pazljivo odabranim skupinama bolesnika s 5
godisnjim prezivljenjem od 60-70%. Resekcija se preporucuje za bolesnike sa HCK-om u
ranom stadiju, male veli¢ine i dobrom funkcijom jetre, odrzanim portalnim tlakom i razinom
bilirubina (31-33). Vec¢inu postupaka resekcije ne prate komplikacije. Transplantacija je
najbolji izbor za bolesnike sa jednim tumorom i dekompenziranom cirozom ili za bolesnike sa
viSe novotvorinskih zarista male veli¢ine (31). Kandidati za OLT imaju jedan HCK-a veli¢ine
do 5 cm, ili tri tumora, svaki veli¢ine do 3 cm, bez klinic¢ki jasnih znakova zilne invazije, ¢ime
su definirani milanski kriteriji za transplantaciju jetre autora Mazzaferro V 1 sur (10, 11, 31,
32, 34-36). Pri tome OLT moZe potencijalno izlijeciti tumor i cirozu u isto vrijeme (35).
Bolesnici s HCK-om unutar milanskih kriterija imaju ukupno petogodiSnje prezivljenje 75%,
a prezivljenje bez pojave recidiva je 83% Sto se ne razlikuje od ocekivanog prezivljenja
bolesnika bez HCK-a (11, 36). Milanski kriteriji su prihvaceni od strane americke donorske
mreze (United Network for Organ Sharing, UNOS ) kao 1 od strane Eurotransplanta,
organizacije za razmjenu organa kojoj pripada veliki dio europskih zemalja i Hrvatska. Cilj
primjene ovih kriterija je posti¢i dobar ishod kod bolesnika koji ispunjavaju, a izbjeci lo$
ishod kod onih koji ih nadmasSuju (36). OLT je ucinkovit ako bolesnici ¢ekaju na postupak
manje od 6 mjeseci (31).

S obzirom da je sve veéi broj bolesnika koji zahtjevaju OLT, a broj dostupnih kadaveri¢nih
donora mali, uveden je model stupnjevanja teZine jetrene bolesti kojim se odreduju prioriteti
na transplantacijskoj listi - model za krajnji stadiji jetrene bolesti (model for end-stage liver
disease score, MELD) (35). Dok su bolesnici na transplantacijskoj listi, u vecini centara to
vrijeme je dulje od 1 godine, neki pristupi kao resekcija, perkutani pristupi etanol injekcijama,
transarterijska kemoembolizacija (transarterial chemoembolization, TACE) 1 jetrena
transplantacija sa zivué¢eg donora (living donor liver transplantation, LDLT) mogu umanjiti

iskljucivanje sa liste (31, 32, 35).



LDLT je najpovoljnija zamjena kadavericnoj transplantaciji, pogodna za rane HCK-ove, te
ako vrijeme cekanja na transplantacijskoj listi prelazi 7 mjeseci bez utjecaja na donorsku
dostupnost za bolesnike na transplantacijskoj listi (31, 35). Ograni¢enost predstavlja slozenost
postupka s posljedicama na primatelja ali i utjecajem na smrtonost donora (35).

Za rane neresektabilne HCK-ove, moze se primijeniti perkutani pristupi-alkohol injekcijama
ili radiofrekvetnom ablacijom (31, 33, 35). Perkutane etanol injekcije imaju dobar odgovor u
90-100% HCK-a veli¢ine do 2 ¢cm, u 70% novotvorina veli¢ine do 3 cm 1 50% u novotvorina
veli¢ine do 5 cm (31, 33). Radiofrekventna ablacija ima prednost primjene kod novotvorina
vecih od 3 cm (31).

Palijativni pristupi se primjenjuju u uznapredovalim stadijima HCK-a (31). Najucestalije se
koristi arterijska embolizacija za neresektabilne HCK-e (31, 35). Opstrukcija hepatalne
arterije dovodi do nastanka nekroze u velikim, dobro prokrvljenim HCK-a (31). Kandidati za
kemoembolizaciju su bolesnici sa neresektabilnim novotvorinama, sa ofuvanom funkcijom
jetre, asimptomati¢nim viSezariSnim novotvorinama, bez prisutne zilne invazije ili
ekstrahepatalnih metastaza (31, 33, 37).

Za bolesnike u uznapredovalim stadijima bolesti i neoperabilnim novotvorinama preporucuje
se molekularno usmjerena terapija Sorafenib, koji utjecCe na proliferaciju zlo¢udnih stanica i
angiogenezu sa uspjeSnim posljedicama na prezivljenje bolesnika sa neresektabilnim HCK-
om. Sorafenib se moze koristiti i u bolesnika u ranom stadiju bolesti kao adjuvantna terapija
(33). Bolesnici u terminalnom stadiju lijeCe se simptomatski (kemoterapija - doksorubicin,
interferon alfa, antiestrogeni, analozi somatostatina) (31, 33, 38).

Prema dosadaS$njim istrazivanjima, postoji potreba za redefiniranjem i pronalaZenjem
HCK-om, smanjujuéi broj bolesnika koji bi neispunjavajuci postojece kriterije bili iskljuceni

sa transplantacijske liste, te pronalazenje prihvatljivih terapijskih mjera prije OLT-a (39).
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1.2 GLIPIKAN -3

Glipikan-3 (GPC3) je glikozilfosfatidil inozitol membranski protein, vezan na stani¢nu
membranu, Clan obitelji heparan-sulfat proteoglikana (HSPGs), koji ima ulogu u stani¢nom
rastu, diferencijaciji i migraciji, u regulaciji stani¢ne proliferacije i apoptoze tijekom kostane
morfogeneze, te u razvoju bubreznog i neuralnog tkiva (40-43).

GPC3 u razli¢itim tkivima, razli¢itog bioloskog okoliSa ima ulogu u poticanju ili u zastiti
protiv karcinogeneze (42).

HSPGs su ekstracelularne molekule na povrSini stanica koje se sastoje od proteinske jezgre
koju ¢ine sindekan i glipikan na koje su vezane heparan sulfat glikozaminoglikanski lanci,
koji sudjeluju u procesu organogeneze, embrionalnog razvoja, angiogeneze, regulaciji krvne
koagulacije, stani¢noj adheziji i lipidnom metabolizmu (44). HSPGs sudjeluju u razli¢itim
signalnim putevima: Wnt, TGFbeta, Hedgehog, put FGF2, koji mogu biti aberantno aktivirani
u HCK-u (42, 44, 45). HSPGs utjecu na raspodjelu Wingless-a (Wg), ¢lana Wnt obitelji
solubilnih glikoproteina vaznih u procesu embriogeneze i karcinogeneze, koji se vezu na
heparan sulfate, izrazeni u razlicitim vrstama od Drozofile do Covjeka (44, 46-49).

Geneticke 1 epigeneticke promjene Wnt-beta katenin signalnih molekula prisutne su u
humanoj hepatokarcinogenezi, a aktivacija Wnt signalnog puta koji stimulira stani¢nu
proliferaciju jedan je od vaznijih dogadanja (47, 48, 50). GPC3 jezgreni protein moze tvoriti
spoj s Wnts molekulama uzrokujuéi aktivaciju Wnt/beta-katenin signalnog puta, koja vodi
nakupljanju beta-katenina uz pojacanu izrazenost gena koji poticu stani¢nu proliferaciju i rast
stanica HCK-a (45, 48, 51-53). Izrazenost GPC3 je znacajno povezana s lokalizacijom beta-
katenina u jezgri/citoplazmi stanica HCK-a (54-56). Mutacija GPC3 dovodi do pojacanog
rasta intrauterino, a zamijecena je u Simpson-Golabi-Behmel sindromu (SGBS, X-vezanom
poremecaju obiljezenom pre- i posnatalnim prekomjernim rastom, koStanim i visceralnim
dismorfijama (51, 57-60). Prema novijim radovima smatra se da je SGBS posljedica gubitka
kontrole GPC3 u Wnt signalnom putu (60).

GPC3 nije izraZzen u normalnom tkivu jetre, jetrenom adenomu (HA), fokalnoj nodularnoj
hiperplaziji (FNH), dok je u malom postotku slu¢ajeva ciroze zamijecena slaba izraZzenost kao
1 u ciroticnom tkivu uz HCK §to moze biti pokazatelj rane zlo¢udne transformacije od ciroze u
HCK (41). Opisana je izrazenost GPC3 u 70-100 % HCK-ova (u radu Coston WMP i sur (41)
u 88 % slucajeva), melanomu, novotvorinama prostate, Zumanjcane vrece, debelog crijeva,

Wilmsovom tumoru, hepatoblastomu (40-43, 61-63). Neke humane novotvorine ne izrazavaju
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GPC3, kao $to su novotvorine jajnika, dojke, plu¢a, jednjaka, mezoteliom, neke novotvorine
probavnog sustava (41, 42). Uz imunohistokemijsku izrazenost CD34, te AFP; GPC3 je
koristan u razlikovanju HCK-a od benignih promjena jetre, a moze biti izrazen i u
displasticnim ¢vorovima jetre (41, 64, 65). Do sada je opisan kao dijagnosticki biljeg HCK-a
u 26 studija (1, 41, 43, 52, 54, 63-82). Specifi¢cnost GPC3 u HCK-u, opisana u jednoj studiji
iznosi 97%, s imunohistokemijskom raspodjelom difuzno ili fokalno, slabog do jakog
intenziteta (41). Zamije¢ena je ucestalija membranska izrazenost GPC3 u slabo
diferenciranim, kao i u metastatskim HCK-ovima (81).

U Cetiri rada je izrazena moguca prognosticka vrijednost GPC3 kod bolesnika s HCK-om (81,
83-85). U radu Suzukija M i sur (81) izrazenost GPC3 je analizirana u HCK-u dobrog,
umjerenog i slabog stupnja diferencijacije i u metastatskim lezijama. Intenzitet izrazenosti
GPC3 u membrani i citoplazmi je podijeljen na 0 (negativna obojenost), umjerena (+) i jaka
izrazenost (2+), pri ¢emu je citoplazmatko obojenje bilo prisutno u svim slucajevima sa
pozitivnom izrazenos¢u GPC3. Membranska izrazenost GPC3 je ucestalije bila prisutna u
slabije diferenciranim HCK-ima u usporedbi sa dobro diferenciranim kao i u metastatskim
lezijama HCK-a u usporedbi sa primarnim HCK-ima (81). U radu Shirakawa H i sur (83)
izrazenost GPC3 je bila manje prisutna u dobro diferenciranim HCK-ima u usporedbi sa
umjereno i slabo diferenciranim HCK-ima. U tom radu se pozitivnim rezultatom smatrala
prisutnost GPC3 u >10% tumorskih stanica. HCK-i s pozitivnom izrazeno$¢u GPC3 povezani
su sa znacajno nizim petogodiSnjim prezivljenjem nego HCK-i s negativnom izrazenoS¢u
GPC3 (83). U radu Yorita K 1 sur (84) opisuje se cirkumferentna membransku izrazenost
GPC3 kao pokazatelj losSije prognoze u bolesnika s HCK-om i HCV infekcijom. U radu Yu
MC i sur (85) imunohistokemijska izrazenost GPC3 je odredena prema skali od -3 do +3.
Pojacana izrazenost GPC3 u malim HCK-a povezanim s HBV-om, veli¢ine do 5 cm moze biti
nepovoljan znak nakon resekcije (85).

Serumska razina alfafetoproteina je koristan biljeg HCK-a, ali je dijagnosticka specifi¢nost i
osjetljivost GPC3 u krvi puno veca, poglavito u otkrivanju ranog HCK-a, ali i u pra¢enju
bolesnika (43, 52, 82). U posljednje vrijeme se ispituje njegova primjena u lije¢enju HCK-a
(61, 71, 81, 86, 87). Opisuje se monoklonalno protutijelo na COOH-terminalnu regiju GPC3
koje inducira protutijelima ovisnu citotoksicnost (antibody-dependent cellular cytotoxicity
ADCC) $to je mogu¢i mehanizam protunovotvorinskog u¢inka GPC3 (88, 89).

Osim toga anti-GPC3 protutijelo moze direktno inhibirati rast novotvorine, blokirajuci

medudjelovanje ligand-receptora uklju¢enog u Wnt signalni put (52).
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1.3 BETA - KATENIN

Beta-katenin je multifunkcionalni protein, u stanici smjesten submembranski (90-92). Postoje
tri tipa medudjelovanja koja su posredovana beta-kateninom (90, 91). Beta-katenin je vazan u
stani¢noj adheziji, sudjeluje u kaderin-katenin adhezijskom sustavu i veze kaderin preko alfa
katenina sa aktin citoskeletom kontroliraju¢i E-kaderin stanicnu adheziju a ¢iji gubitak
pridonosi novotvorinskoj progresiji brojnih novotvorina (90, 92, 93, 94). Vezanjem za
transkripcijske faktore u jezgri sudjeluje u regulaciji genske izrazenosti. Takoder slobodni
beta-katenin sudjeluje u interakciji s aksinom 1 adenomatoznim polipoznim proteinom
debelog crijeva (adenomatous polyposis coli, APC), tumor supresorom vaznim u nastanku
karcinoma debelog crijeva i mozdanih metastaza (90, 91, 95).

U radovima radenim na jetrama razliCite gestacijske dobi, ustanovljena je njegova izrazenost
u citoplazmi i jezgri ranog razvoja jetre, dok se u jetri odraslih nalazi membranski (98). U
nekim radovima je opisana citoplazmatska izrazenost beta-katenina slabog intenziteta
normalnih hepatocita, a jakog intenziteta u citoplazmi ili jezgri HCK-a (97, 98). Neke
novotvorine debelog crijeva (90%) 1 melanomi imaju mutaciju APC 1 poviSenu razinu beta-
katenina (99).

Beta-katenin je srediSnja molekula Wnt signalnog puta (slika 1), vaznog u razli¢itim
razvojnim procesima, regulaciji stani¢ne proliferacije, organogenezi, embriogenezi, a
deregulacija ovog signalnog puta pridonosi nastanku zlo¢udne novotvorine (90, 100-102).
Whnt/beta-katenin signalni put sudjeluje u razvoju jetre, nastanku HCK-a (u najmanje 30%
slucajeva), regulira diferencijaciju epitelnih stanica crijeva, koze, miSi¢a i hematopoetskih
stanica (103-105). Wnts su velika obitelj glikoproteina, izrazeni u razliitim vrstama od
Drozofile do Covjeka (99). U normalnim uvjetima razina beta-katenina u citoplazmama
stanica je niska. Promjene u Wnt signalnom putu kao i mutacije razli¢itih komponenti ovog
puta, mogu uzrokovati njegovu trajniju aktivaciju, ¢ime ne dolazi do razgradnje beta-katenina,
ve¢ se beta-katenin nakuplja u citoplazmi, prelazi u jezgru i aktivira gensku transkripciju (49,
103).

Kada je Wnt signalni put aktiviran, vezanjem Wnt na Frizzled receptore, signal se prenosi
preko dishevelled (dsh) proteina koji inaktivira glycogen synthase kinase (GSK) (90, 101).
Posljedica inaktivacije je hipofosforilacija beta-katenina, APC i Aksina, pri ¢emu se beta-
katenin oslobada iz kompleksa s APC i Aksinom, smanjuje se razgradnja beta-katenina,
nakuplja u citoplazmi 1 odlazi u jezgru (90, 101, 103, 99). U jezgri se beta-katenin povezuje s

transkripcijskim faktorima: limfoidnim pojacavaju¢im faktorom vezanja (lymphoid enhancer
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factor, LEF)/T stani¢nim specificnim faktorom (7 cell-specific factor, TCF) i1 zajedno
aktiviraju gene c-myc, cyclin-A, E, D1, B1, C uklju¢ene u progresiju stani¢nog ciklusa, zatim
gene odgovorne za antiapoptozu, invaziju - matriksmetaloproteinaze (MMP) i1 angiogenezu -

vascular endothelial growth factor (VEGF) (90, 91, 97, 100, 106-109).

U slucaju izostanka aktivacije Wnt signalnog puta GSK fosforilira beta-katenin, te uz APC 1
Aksin usmjerava beta-katenin razgradnji sa ubikvitin-proteosomnim sistemom te tako odrzava

nisku razinu beta-katenina u citoplazmi stanice (90, 101, 103).
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Slika 1. Wnt signalni put.

Izvor: Eisenmann, DM. Wnt signaling. U: Greenwald I ur. WormBook, The C. elegans Research Community
http://www.wormbook.org., 2005, str. 3

Beta-katenin se moze ponaSati kao onkogen te se u posljednje vrijeme istrazuje sve vise
molekula koje bi djelovale na beta-katenin i Wnt signalni put kao potencijalni faktori u
lije¢enju HCK-a 1 njihov protunovotvorinski ucinak (90, 104, 105, 110-113). Ispitivana je
uloga dickkopfsova (DKKSs) sekretornih glikoproteina koji imaju sposobnost inhibiranja
Whnt/beta-katenin signalnog puta (105). U radu Ishizaki Y i sur (114) imunohistokemijski je u

27% HCK-a dokazana nuklearna izrazenost beta-katenina, §to je posljedica mutacija beta-

14



katenina prisutnih u 41.7% slucajeva pozitivnih uzoraka HCK-a. Mutacije beta-katenina su
povezane s njegovim nakupljanjem u jezgri (105). Bolesnici s izrazenim mutiranim oblikom
beta-katenina i nuklearnim nakupljanjem imaju bolje petogodisSnje prezivljenje nego bolesnici
s nuklearnim nakupljanjem divljeg tipa beta-katenina (105, 115). U literaturi je opisana
membranska izrazenost beta-katenina, povezana s losijim ishodom bolesnika (116). Mutacije
Wnt/beta-katenin  signalnog puta prisutne su u brojnim drugim novotvorinama:
kolangiocelularnoj novotvorini, melanomu, novotvorinama Zzeluca, debelog crijeva, dojke i
mozga (103, 117, 94). Nuklearna izrazenosti beta-katenina je povezana s HBs-Ag statusom i
histoloskim stupnjem diferenciranosti HCK-a, a HBx virusni regulatorni protein je ukljucen u
aktivaciju Wnt/beta-katenin signalnog puta (118, 119). U radu Akutsu i sur (54) izrazenost
beta-katenina u jezgri i citoplazmi tumorskih stanica je zapazena uz znacajniju izraZenost
GPC3, ¢ime bi GPC3 mogao imati ulogu u nuklearnoj/citoplazmatskoj lokalizaciji beta-

katenina u HCK-u.
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1.4 CD34

CD34 je glikolizirani transmembranski protein, normalno izrazen u endotelnim stanicama
krvnih Zila i osjetljiv biljeg novotvorinske angiogeneze (41).

U normalnom jetrenom tkivu endotelne stanice sinusoida rijetko proliferiraju u fizioloskim
uvjetima osim ako nisu stimulirane (9). Neoangiogenezaa je vazan proces u novotvorinskom
metastaziranju i rastu. Angiogeneza ukljuCuje stvaranje novih krvnih Zzila iz postojecih
kapilara, dok je hepatalna angiogeneza karakterizirana Kkapilarizacijom sinusoida u
novotvorinskom tkivu (41). Angiogeneza se pojacava u alkoholnoj jetrenoj bolesti, HBV
infekciji, makronodularnoj cirozi (9, 120). U radovima se opisuje postepen porast CD34
pozitivnih sinusoida u cirotiénom jetrenom tkivu, HA, FNH i displasti¢nim ¢vorovima, dok je
difuzna, sinusoidalna raspodjela izrazenosti CD34 opisana u HCK-u. Potpuna izrazenost
jakog do umjerenog intenziteta zapazena je u sinusoidama HCK-a, u FNH i HA je zapazena
nepotpuna izrazenost, dok je izrazenost negativna u ciroticnoj jetri (9, 41, 121-123).

Uz GPC3, CD34 je takoder vazan biljeg HCK-a, a njegova izrazenost je povezana s zilnom
invazijom, histoloskim stupnjem diferenciranosti tumora i ishodom bolesnika s HCK-om (41,
122). Opisana je razlika u izrazenosti CD34 u dobro i umjereno diferenciranom HCK-u (9).
Novotvorinska zilna gustoca, prikazana imunohistokemijski s CD34 u HCK-ima manjim od
5 cm, moze biti pokazatelj ranog ponovnog pojavljivanja novotvorine nakon resekcije, pri

¢emu protuangiogena terapija moze imati koristi u HCK-ima manje velicine (124).
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2. HIPOTEZA

Pozitivna membranska izrazenost GPC3 jakog intenziteta, uz nuklearnu izrazenost beta-
katenina 1 jaku sinusoidalnu izrazenost CD34 izdvojiti ¢e u skupini tumora unutar milanskih
kriterija bolesnike s kra¢im prezivljenjem nakon transplantacije jetre. U bolesnika koji su
izvan milanskih kriterija, izostanak membranske izrazenosti GPC3, intranuklearne izrazenosti
beta-katenina te slaba sinusoidalna izrazenost CD34 izdvojiti ¢e skupinu bolesnika s duljim

prezivljenjem nakon transplantacije.
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3. CILJEVI RADA

1. Odrediti morfoloske karakteristike HCK-a: broj, veli¢ina tumora, histoloski tip,

arhitekturalni tip rasta, stupanj diferencijacije, prisutnost zilne invazije i metastaza.

2. Analizirati karakteristike izrazenosti pozitivitet, lokalizacija i intenzitet GPC3, beta-

katenina i CD34 u HCK-u i u tkivu jetre nezahva¢enom tumorom.

3. Usporediti morfoloske karakteristike i1 karakteristike izraZenosti ispitivanih biljega u

HCK-u bolesnika unutar i izvan milanskih kriterija.

4. Rezultate morfoloSke analize 1 karakteristike izrazenosti ispitivanih biljega usporediti s
klinickim 1 laboratorijskim pokazateljima: dob, spol, uzrok ciroze, serumski alfa-
fetoprotein, protrombinsko vrijeme, ukupni bilirubin, kreatinin, ponovna pojava

tumora 1 ukupno prezivljenje.
5. Odrediti utjecaj morfoloskih karakteristika, karakteristika izrazenosti ispitivanih

biljega, klinic¢kih i laboratorijskih pokazatelja na ishod bolesnika s HCK-om unutar i

izvan milanskih kriterija.
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4. MATERIJALI I METODE

4.1 Ispitanici

U istrazivanje je uklju¢en 71 bolesnik s HCK-om, dijagnosticiran i lijeCen transplantacijom
jetre u KB Merkur u razdoblju od 2002. do 2011. godine.

Identitet bolesnika ukljucenih u istrazivanje zasti¢en je koriStenjem broja protokola biopsije
za identifikaciju. Klinicki i laboratorijski podaci dobiveni su iz osobnih kartona bolesnika

Klinike za unutarnje bolesti KB Merkur. Prikupljeni podaci prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1. Klinic¢ke i laboratorijske karakteristike bolesnika

Dob raspon / medijan godine 24 -175
Spol m/z 55 (77.46%) / 16 (22.53%)
Pracenje raspon / medijan dani 2-2065/588
Ishod umrli / Zivi 18 (25.35%) / 53 (74.64%)
Uzroci ciroze alkohol 30 (42.25%)
HCV 22 (30.98%)
HBV 8 (11.26%)
kriptogena 5 (7.04%)
PBC 2 (2.81%)
nedostupan podatak 3 (4.22%)
Bez ciroze 1 (1.40%)
alfa-fetoprotein N/17 28 (43.75%) / 36 (56.25%)
Kreatinin N/t 61 (88.41%) /8 (11.59%)
PV N/1 68 (100%) / 0
Bilirubin N/t 6 (8.70%) / 63 (91.30%)

* .. *% o .o *kok . .o
N - normalna vrijednost; 1 - poviSena vrijednost; PV - protrombinsko vrijeme

U ispitivanoj skupini bilo je 55 (77.46%) muskaraca 1 16 (22.53%) Zena. Medijan dobi
bolesnika bio je 60.4 godina, a raspon 24-75 godina. Medijan pracenja iznosio je 588.47 dana,
raspon 2-2065 dana. Tijekom navedenog razdoblja pracenja 18 bolesnika (25.35%) je umrlo,
a 53 bolesnika (74.64%) su bili Zivi. S obzirom na uzrok ciroze 30 bolesnika (42.25%) je
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imalo alkoholnu cirozu, 22 bolesnika (30.98%) je imalo cirozu uzrokovanu HCV-om, 8
bolesnika (11.26%) je imalo cirozu uzrokovanu HBV-om, 5 bolesnika (7.04% ) cirozu
nepoznatog uzroka (kriptogena ciroza), 2 bolesnika (2.81%) je imalo primarnu bilijarnu
cirozu, te za 3 bolesnika (4.22%) podatak o uzroku ciroze nije bio dostupan. Jedan bolesnik
(1.40%) nije imao cirozu u tkivu jetre nezahva¢enom tumorom.

Analizirajuéi uzroke ciroze uocena je statisticki znacajna razlika s obzirom na spol bolesnika
(¢ = 18.00; s.s.= 5; P = 0.003) (Tablica 2.). U muskaraca ciroza je bila najées¢e uzrokovana
alkoholom, a zatim HCV i na tre¢em mjestu po ucestalosti HBV. U Zena najc¢es¢i uzrok ciroze
je HCV, zatim jednakom ucestalosti slijede alkohol i primarna bilijarna ciroza, te na tre¢cem

mjestu HBV.

Tablica 2. Usporedba uzroka ciroze i spola bolesnika

Uzroci ciroze

1 2 3 4 5 2
Spol m 28 4 12 7 0 51
Z 2 1 10 1 2 16
> 30 5 22 8 2 67

¥ =18.00; s.5.=5; P =0.003
1 alkohol; 2 kriptogena; 3 HCV; 4 HBV; 5 primarna bilijarna ciroza
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4.2 METODE

4.2.1 Morfoloska analiza

Morfoloska analiza uzoraka ispitivanih bolesnika obuhvaca makroskopsku i mikroskopsku
morfolosku analizu.

Makroskopski je odreden tocan broj i veli¢ina tumora nakon rezanja presadene jetre na
serijske rezove debljine do 0.4 cm. Takoder su pregledane krvne Zile u hilusu jetre, dio gornje
Suplje vene i1 na prerezima veéi ogranci krvnih zila zbog moguceg nalaza makroskopske
krvozilne invazije tumora.

Mikroskopska analiza uzoraka s HCK-om i tkiva jetre nezahvacenog tumorom, izvrSena je na
arhiviranom materijalu Klinickog zavoda za patologiju i citologiju KB Merkur.

Materijal je obraden standardnim postupkom za dobivanje patohistoloskih preparata koji
ukljucuje fiksaciju tkiva u 10% puferiranom formalinu, uklapanje u parafinske kocke, rezanje
rezova debljine 4 pum, deparafiniranje i bojanje standardnom metodom hemalaun eozin
(H&E), Gomori reakcijom srebrom za prikaz retikulina, Masson metodom za prikaz kolagena
1 metodom Berlinskog modrila za prikaz zeljeza.

Analizirane su slijede¢e mikroskopske morfoloske karakteristike: histoloski tip, arhitekturalni
tip rasta, stupanj diferencijacije tumora, prisutnost mikrozilne invazije i metastaza, na
histoloskim rezovima obojenim H&E, prema kriterijima Klasifikacije SZO iz 2009. godine. S
obzirom na histoloski tip razlikuju se klasi¢ni i1 specifi¢ni tipovi tumora, te s obzirom na
prevladavajuéi arhitekturalni tip rasta trabekularan, acinaran, solidan i mijeSani tip koji
ukljucuje prisutnost trabekularnog i acinarnog rasta. Prema stupnju diferencijacije tumora

razlikuju se dobro, umjereno i slabo diferencirani tumori.
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4.2.2 Izrada tkivnog microarray (tissue microarray, TMA)

Na histoloskim rezovima obojenim H&E odabrana su reprezentativna podrucja tumora bez
nekroze i veziva te tkiva nezahvacenog tumorom. Odabrana podrucja zatim su obiljezena na
odgovaraju¢im parafinskim kockama. Za izradu TMA koriSten je komercijalni set za izradu
Tissue-Tek Quick-Ray System (Sakura, Netherlands). 1z obiljezenih podrucja na parafinskim
kockama uzeta su kod svakog bolesnika dva cilindra tkiva tumora, te jedan cilindar tkiva
nezahvaéenog tumorom, svaki promjera 3 mm. Navedeni cilindri tkiva preneseni su tocno
odredenim redosljedom u novi parafinski blok Tissue-Tek Quick-Ray Recipient Block
(Sakura, Netherlands), koji je zatim rezan na rezove debljine 4 pum. Dobiveni rezovi nakon
deparafiniranja, obojani su standardnom metodom H&E kako bi se pod mikroskopom

provjerila ocCuvanost tkiva i adekvatnost za imunohistokemijsko bojanje i analizu (80).

4.2.3 Imunohistokemijsko bojanje i analiza

Na rezovima TMA radeno je imunohistokemijsko bojanje i analiza karakteristika izrazenosti
pozitivitet, lokalizacija i intenzitet ispitivanih biljega GPC3, beta-katenina i CD34.

U istrazivanju su upotrebljena slijede¢a primarna protutijela: GPC3 (Cell Marque
Corporation, North America, monoklonalno, klon 1G12, razrijedenje 1:50 ), beta-katenin
(DakoCytomation, Denmark, monoklonalno, klon B-katenin-1, razrjedenje 1:200) i CD34
(DakoCytomation, Denmark, monoklonalno, klon QBEnd 10, unaprijed razrijedeno za
upotrebu).

Rezovi TMA su deparafinirani te antigeni GPC3, beta-katenin i CD34 demaskirani u PT-
modulu (DakoCytomation, Denmark) na 97°C, 20 minuta u puferu iz EnVision flex
komercijalnog ,,3 u 1 seta (DakoCytomation, Denmark, K8010) i obradeni standardnim
automatiziranim postupkom u Autostainer + aparatu (DakoCytomation, Denmark) te
kontrastirani hematoxylinom.

Rezovi HCK-a s poznatom pozitivnom izrazenosti navedenih biljega su koriSteni kao
pozitivna kontrola za navedene ispitivane biljege (63). Kao negativna kontrola su koristeni
rezovi tkiva jetre bez tumora.

Karakteristike izraZenosti pozitivitet, lokalizacija i intenzitet ispitivanih biljega analizirane su

na slijede¢i nacin.
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Rezultati pozitiviteta izrazenosti GPC3 klasificirani su prema postotku stanica s prisutnim
obojenjem kako slijedi: negativni (<10%), slabo pozitivni (10-30%) 1 pozitivni (>30%) (67).
Analiza je izvrSena na najmanje 5 vidnih polja velikog povecanja 400x (VVP ), ukupno na
najmanje 1000 tumorskih stanica. Analizirana je prisutnost citoplazmatske, membranske ili
mijeSane citoplazmatske/membranske izrazenosti (66). Odreden je intenzitet GPC3 bojanja: 0
- negativno, 1+ - slabo, vidljivo na poveéanju 400x; 2+ - srednje, vidljivo na povecanju 100x i
3+ - jako, vidljivo na povecanju 40x.

Pozitivnim rezultatom izrazenosti beta-katenina smatrana je prisutnost obojenja u >5%
tumorskih stanica (118). Analiza je izvrSena na najmanje 5 vidnih polja velikog povecanja
400x (VVP), ukupno na najmanje 1000 tumorskih stanica. Analizirana je prisutnost
membranske, citoplazmatske i nuklearne izrazenosti (114, 118). Odreden je intenzitet beta-
katenin bojanja: 0-negativno; 1+ - slabo, vidljivo na povecanju 400x, 2+ - srednje, vidljivo na
povecanju 100x i 3+ - jako, vidljivo na povecanju 40x.

Pozitivnim rezultatom izrazenosti CD34 smatrana je prisutnost tockaste, polukruzne ili kruzne
obojenosti u endotelnim stanicama sinusoida (9). Analiza je izvrSena na 10 vidnih polja
velikog povecanja 400x (VVP), a rezultati su prikazani kako slijedi: 0 - negativno, 1+ - slabo,
<25% obojenih endotelnih stanica, 2+ - srednje, 25-50% obojenih endotelnih stanica, 3+ -
srednje jako, >50%-75% obojenih endotelnih stanica i 4+ - jako, >75% obojenih endotelnih

stanica (9).

4.2 .4 Statisticka analiza

Rezultati su prikazani tabelarno 1 graficki. Povezanost izmedu kvalitativnih pokazatelja
ispitana je ¥ testom. PreZivljenje je procijenjeno Kaplan-Meierovom analizom (107). Ukupno
prezivljenje je racunato kao vrijeme pracenja od postavljanja patohistoloSke dijagnoze do
dana smrti ili zadnje kontrole. Bolesnici koji su bili Zivi u vrijeme zadnje kontrole ukljuceni
su kao cenzorirano praceni u analizu ukupnog prezivljenja. Za statisticku analizu podataka
koristen je program STATISTICA (version 7.0 StatSoft Inc. Tulsa, OK, USA). Statistickim

znacajnim smatrali smo vrijednosti P < 0,05.

23



5. REZULTATI

5.1 Morfoloske karakteristike HCK-a

U svih 71 bolesnika analizirane su makroskopske i mikroskopske morfoloske karakteristike

HCK-a: broj, veli¢ina tumora, histoloski tip, arhitekturalni tip rasta, stupanj diferencijacije,

prisutnost zilne invazije i metastaza. U tablici 3. prikazane su karakteristike broja, veli¢ine

tumora, prevladavajuci arhitekturalni tip rasta i1 stupanj diferencijacije HCK-a.

Tablica 3. Morfoloske karakteristike HCK-a

broj tumora veli¢ina tumora arhitekturalni

tip rasta

stupanj

diferencijacije

I 26(36.62%) <3cm 37(52.11%) trabekularan 42 (59.15%)

dobro 12 (16.90%)

2-3 32 (45.07%) >3-5cm 27 (38.02%) acinaran 3 (4.22%)

umjereno 52 (73.23%)

>3 13(1830%) >5cm 7(9.86%)  solidan 4 (5.63%)

slabo 7 (9.85%)

mijeSani 22 (30.98%)

S obzirom na broj tumora razlikovali smo bolesnike s jednim tumorom, bolesnike s dva i tri

tumora, te bolesnike s vise od tri tumora. Kod 26 (36.62%) bolesnika naden je samo jedan

tumor, 32 (45.07%) bolesnika imali su dva 1 tri tumora, dok je 13 (18.30%) bolesnika imalo

viSe od tri tumora.

U analiziranoj skupini bolesnika izmjerene veli¢ine tumora bile su 0.3 do 20 cm. Bolesnici su

s obzirom na izmjerenu veli¢inu tumora podijeljeni u tri skupine. Skupina u kojoj je veli¢ina

pojedinog tumora manja ili jednaka 3 cm, skupina u kojoj veli¢ina pojedinog tumora je veca

od 3 do 5 cm, te skupina u kojoj su pojedinacni tumori ve¢i od 5 cm. Najvise bolesnika, 37
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(52.11%) imali su tumore < 3 cm, 27 (38.02%) bolesnika imali su tumore veli¢ine 3-5 cm 1 7
(9.86%) bolesnika imali su tumore >5 cm.

Najcesce zastupljeni tipovi rasta tumora su trabekularan tip prisutan u 42 (59.19%) i mijesani
tip prisutan u 22 (30.98%) analizirana HCK-a. Acinaran tip rasta prisutan je u 3 (4.22%)
analizirana HCK-a, a solidan tip rasta u 4 (5.63%) tumora.

Prevladavajuéi stupanj diferencijacije analiziranih tumora je umjereni stupanj prisutan u 52
(73.23%) tumora, 12 (16.90%) tumora su bili dobro diferencirani, a 7 (9.85%) analiziranih
HCK-a slabo diferencirani.

Svi analizirani slucajevi HCK-a imali su histoloSke karakteristike klasicnog HCK-a, gradeni
od atipi¢nih epitelnih stanica izgleda hepatocita i strome koju Cine Zzilni prostori nalik

sinusoidama oblozeni jednorednim endotelnim stanicama.

Slika 2. Hepatocelularni karcinom, H&E.
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Makroskopski vidljiva Zilna invazija u venu porte 1 vece krvozilne ogranke bila je prisutna
kod 6 (8.45%) analiziranih HCK-a, dok je mikroskopski zamjecena mikrozilna invazija kod
jos§ 8 (11.26%) analiziranih HCK-a u kojima nije bila prisutna makrozilna invazija tumora.
Ukupno 14 (19.72%) bolesnika imali su prisutnu Zilnu invaziju koja je ukljucivala prisutnost
makrozilne 1 mikrozilne invazije tumora.

Udaljene metastaze bile su prisutne samo kod jednog bolesnika.

5.2 Karakteristike izrazenosti GPC3, beta-katenina i CD34 u HCK-u i u tkivu jetre

nezahva¢enom tumorom

5.2.1 Karakteristike izrazenosti GPC3 u HCK-u i tkivu jetre nezahva¢enom tumorom

Imunohistokemijske karakteristike izraZenosti pozitivitet, lokalizacija i intenzitet GPC3
analizirane su u uzorcima tumora i tkiva jetre nezahva¢enom tumorom svih 71 bolesnika. U
tkivu jetre nezahva¢enom tumorom niti u jednom uzorku nije bilo prisutno obojenje stanica,
te su svi uzorci bili negativni. Karakteristike izrazenosti GPC3 u HCK-u prikazane su u
Tablici 4. Rezultati pozitiviteta izrazenosti GPC3 klasificirani su prema postotku tumorskih
stanica s prisutnim obojenjem.Uzorci s prisutnim obojenjem u <10% stanica smatrani su
negativnim 1 takvih je bilo 23 (32.99%). Pozitivnih uzoraka s prisutnim obojenjem u >10%
stanica bilo je 48 (67.60%). Izrazenost GPC3 bila je pretezno u citoplazmama stanica u 68
(95.77%) uzoraka, a membranska izrazenost bila je prisutna u 3 (4.22%) uzorka. 48 bolesnika
s pozitivnom izrazenosti GPC3 imalo je srednji 2+ intenzitet izraZenosti u 9 (18.75%) uzoraka
1 jaki 3+ intenzitet u 39 (81.25%) uzoraka. U skupini bolesnika s negativhom izrazenoScu
GPC3 u <10% stanica, uz 16 uzoraka u kojima nije bilo prisutno nikakvo obojenje, jedan
uzorak je imao slabi 1+ intenzitet izraZenosti, dok je pet uzoraka imalo srednji 2+ intenzitet i

jedan uzorak jaki 3+ intenzitet izraZenosti.
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Tablica 4. Karakteristike izrazenosti GPC3 u HCK-u

GPC3
pozitivitet lokalizacija intenzitet
<10% 23 (32.99%) citoplazma 68 (95.77%) negativan 0 16 (22.54%)
>10% 48 (67.60%) membrana 3 (4.22%) slab 1+ 1 (1.40%)
srednji 2+ 14 (19.72%)
jak 3+ 40 (56.33%)

Slika 3. Pozitivna izrazenost GPC3 u HCK-u.
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Slika 4. Negativna izrazenost GPC3 u tkivu jetre nezahva¢enom tumorom.

Usporedbe morfoloskih karakteristika HCK-a — broja, veli¢ine tumora, histoloskog tipa,
arhitekturalnog tipa rasta, stupnja diferencijacije tumora, prisutne zilne invazije i metastaza sa

karakteristikama izrazenosti GPC3, nisu se pokazale statisti¢ki znaCajnima.

5.2.2 Karakteristike izrazenosti beta-katenina u HCK-u i tkivu jetre nezahva¢enom tumorom

Imunohistokemijski pozitivan rezultat izraZzenosti beta-katenina s prisutnim obojenjem u >5%
stanica bio je prisutan u svih 71 analiziranih uzoraka tumora i tkiva jetre nezahvacenog
tumorom. U svim uzorcima tkiva jetre nezahva¢enog tumorom i 70 (98.59%) uzoraka tumora
bila je prisutna membranska izrazenost beta-katenina, dok je u jednom uzorku tumora nadena
citoplazmatska izrazenost. S obzirom na intenzitet izrazenosti u tumoru slab 1+ intenzitet
prisutan je u 2 (2.81%), srednji 2+ intenzitet u 12 (16.90%) i jaki 3+ intenzitet u 57 (80.28%)
uzoraka. U tkivu jetre nezahva¢enom tumorom u 3 (4.23%) uzoraka bio je prisutan slab 1+
intenzitet, u 34 (47.88) srednji 2+ intenzitet i u 34 (47.88%) jaki 3+ intenzitet beta-katenina.

Karakteristike izrazenosti beta-katenina prikazane su u Tablici 5.
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Tablica 5. Karakteristike izrazenosti beta-katenina u HCK-u 1 tkivu jetre nezahvaéenom

tumorom
beta-katenin
pozitivitet lokalizacija intenzitet
HCK  jetra HCK jetra HCK jetra
>5% 71(100%) 71(100%)  citoplazma 1 (1.40%) 0 negativan 0 0 0
membrana 70 (98.59%) 71(100%) slab I+  2(2.81%) 3 (4.23%)
srednji 2+ 12 (16.90%) 34 (47.88%)
jak 3+ 57(80.28%) 34 (47.88%)

Slika 6. Pozitivna, membranska izrazenost beta-katenina jakog (3+) intenziteta u HCK-u.
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Slika 7. Pozitivha, membranska izraZzenost beta-katenina jaki (3+) intenzitet u tkivu jetre

nezahva¢enom tumorom.

Usporedbe ostalih morfoloskih karakteristika HCK-a — broja, veli¢ine tumora, histoloskog
tipa, stupnja diferencijacije tumora, prisutne zilne invazije i metastaza sa karakteristikama

izrazenosti beta-katenina, nisu se pokazale statisticki znac¢ajnima.

5.2.3 Karakteristike izrazenosti CD34 u HCK-u i tkivu jetre nezahva¢enom tumorom

Jaka pozitivna izrazenost CD34 s prisutnom tockastom, polukruznom ili kruznom obojenosti
u endotelnim stanicama sinusoida bila je prisutna u 65 (91.54%) bolesnika, srednje jaka
pozitivna izrazenost CD34 bila je prisutna u 4 (5.63%) bolesnika, a srednja pozitivna
izrazenost je nadena u 1 (1.40%) bolesnika. Slabo CD34 pozitivno obojenih endotelnih
stanica sinusoida je bilo kod 1 (1.40%) bolesnika, dok neobojenost endotelnih stanica s CD34
nije nadena u niti jednog bolesnika s HCK-om.

S obzirom na karakteristike izrazenosti CD34 u tkivu jetre nezahva¢enom tumorom, nije bilo
bolesnika sa neobojanos¢u endotelnih stanica sinusoida sa CD34. U 64 (90.14%) bolesnika je
bila prisutna slaba pozitivnost CD34, u 4 (5.63%) bolesnika je bila prisutna srednja pozitivna
izrazenost CD34, a srednje jaka pozitivna izraZzenost je nadena u 1 (1.40%) bolesnika, dok je
jaka pozitivna izrazenost CD34 bila prisutna u 2 (2.81%) bolesnika. Karakteristike izrazenosti

CD34 u HCK i tkivu jetre nezahva¢enom tumorom prikazane su u Tablici 6.
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Tablica 6. Katrakteristike izrazenosti pozitiviteta CD34 u HCK-u 1 tkivu jetre nezahva¢enom

tumorom
CD34 pozitivitet
HCK jetra
negativno 0 0 negativno 0 0
slabo 1+ 1(1.40%) slabo 1+ 64 (90.14%)
srednje 2+ 1(1.40%) srednje 2+ 4 (5.63%)
srednje jako 3+ 4 (5.63%) srednje jako 3+ 1 (1.40%)
jako 4+ 65 (91.54%) jako 4+ 2 (2.81%)
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Slika 9. Pozitivna slaba 1+ izraZzenost CD34, u tkivu jetre nezahvac¢enom tumorom.
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Usporedbe morfoloSkih karakteristika HCK-a, - broja, veli¢ine tumora, histoloSkog tipa,
arhitekturalnog tipa rasta, stupnja diferencijacije tumora, prisutne zilne invazije i metastaza sa

karakteristikama izrazenosti CD34 u HCK-u, nisu se pokazale statisti¢ki zna¢ajnima.

5.3 Usporedba morfoloskih karakteristika 1 karakteristika izrazenosti GPC3, beta-katenina i

CD34 u HCK-u bolesnika unutar i izvan milanskih kriterija

Nakon utvrdivanja to¢nog broja i veli¢ine tumora, te prisutnosti krvozilne invazije koja
ukljuCuje prisutnost makrozilne invazije 1 mikrozilne invazije, bolesnici su nakon
transplantacije klasificirani u one unutar i izvan milanskih kriterija. Bilo je 30 (42.25%)
bolesnika unutar milanskih kriterija i 41 (57.75%) bolesnik izvan milanskih kriterija.

Analizirajuci broj tumora uocena je statistiCki znacajna razlika s obzirom na bolesnike koji su
unutar i izvan milanskih kriterija (* = 9.76; s.s. = 2; P = 0.008). Bolesnici koji su unutar
milanskih kriterija, njih 19 imali su jedan tumor, dok je 11 bolesnika imalo 1-3 tumora, ali niti
jedan bolesnik nije imao vise od tri tumora. Oni bolesnici koji su bili izvan milanskih kriterija,
njih 7 su imali jedan tumor, vecina, njih 21 su imali 2-3 tumora, a 13 bolesnika je imao vise
od tri tumora. Karakteristike usporedbe broja tumora sa milanskim kriterijima prikazane su u

Tablici 7.

Tablica 7. Usporedba broja HCK-a i milanskih kriterija

Broj tumora

w* ] 2 3 y

Milanski kriteriji £ 19 11 0 30
2 7 21 13 41

5 26 32 13 71

' =9.76; s.5.=2; P =0.008
**] unutar milanskih kriterija; 2 izvan milanskih kriterija

*1 1 tumor; 2 2-3 tumora; 3 >3 tumora
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S obzirom na veli¢inu tumora zamijecena je statisticki znacajna razlika izmedu bolesnika s
HCK-om koji su unutar i izvan milanskih kriterija (x> = 37.83; s.s. = 2; P = 0.000). 23
bolesnika koji su bili unutar milanskih kriterija imali su tumore veli¢ine < 3 c¢m, dok je 14
bolesnika izvan milanskih kriterija takoder imalo tumor veli¢ine < 3 cm. Zatim 7 bolesnika
unutar milanskih kriterija i 20 bolesnika izvan milanskih kriterija imali su tumore veli¢ine
> 3-5 cm, a 7 bolesnika izvan milanskih kriterija je imalo tumore vece od 5 cm. Karakteristike

usporedbe veli¢ine tumora sa milanskim kriterijima prikazane su u Tablici 8.

Tablica 8. Usporedba velicine HCK-a i milanskih kriterija

Veli¢ina tumora

w6 ] 2 3 D

Milanski kriteriji * 23 7 0 30
2 14 20 7 41

3 37 27 7 71

Y’ =37.83;5.5.=2; P=0.000
*1 unutar milanskih kriterija; 2 izvan milanskih kriterija

**1 tumor veli¢ine <3 c¢m; 2 tumor veliine >3-5 cm; 3 tumor >5 cm

Uspredujuéi zilnu invaziju nadena je statisticki znacajna razlika u usporedbi sa bolesnicima
koji su bili unutar i izvan milanskih kriterija (x> = 4.66; s.s. = 1; P = 0.031). 27 bolesnika s
HCK-om izvan milanskih kriterija nije imalo Zilnu invaziju, dok ih je 14 koji su izvan
milanskih kriterija imalo prisutnu zilnu invaziju. Svih 30 bolesnika s HCK-om koji su bili
unutar milanskih kriterija nisu imali prisutnu Zilnu invaziju tumora. Karakteristike usporedbe

zilne invazije 1 milanskih kriterija prikazane su u Tablici 9.
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Tablica 9. Usporedba zilne invazije HCK-a i milanskih kriterija

Zilna invazija

L | 2 D

Milanski kriteriji * 1 30 0 30
2 27 14 41

> 57 14 71

' =4.66;s.5.=1; P=0.031
*1 unutar milanskih kriterija; 2 izvan milanskih kriterija

**] odsutna zilna invazija; 2 prisutna zilna invazija

Analizirajuéi ostale morfoloske karakteristike HCK-a - histoloski i arhitekturalni tip rasta,
stupanj diferencijacije tumora i prisutnost metastaza, kod bolesnika unutar i izvan milanskih

kriterija nije nadena statisticki znacajna razlika.

Usporedujuéi karakteristike pozitiviteta, lokalizacije i intenziteta izraZenosti ispitivanih
biljega GPC3, beta-katenina i CD34 u HCK-u bolesnika unutar i izvan milanskih kriterija nije

nadena statisticki znacajna razlika.
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5.4 Usporedba morfoloskih karakteristika HCK-a 1 karakteristika izrazenosti GPC3, beta-

katenina i CD34 s klini¢kim i laboratorijskim pokazateljima

5.4.1 Usporedba morfoloskih karakteristika HCK-a s klinickim 1 laboratorijskim

pokazateljima.

U opisanoj skupini bolesnika analizirani su slijedec¢i klinicki i laboratorijski pokazatelji: dob,
spol, uzrok ciroze, serumski alfa-fetoprotein, protrombinsko vrijeme, ukupni bilirubin,
kreatinin, vrijeme do ponovne pojave tumora i ukupno prezivljenje bolesnika.

Analiziraju¢i veli¢inu tumora uocena je statisticki znacajna razlika s obzirom na uzrok ciroze
(> = 26.64; s.s. = 10; P = 0.006). Tumori < 3 cm bili su ¢e§¢e prisutni u bolesnika s
alkoholnom cirozom, dok su tumori veli¢ine > 3 - 5 ¢m CeS¢e nadeni u bolesnika s cirozom
uzrokovanom HCV-om. Karakteristike usporedbe veliine tumora i uzoka ciroze prikazane su

u Tablici 10.

Tablica 10. Usporedba veli¢ine HCK-a i uzroka ciroze

Uzroci ciroze

| 2 3 4 5 >
Veli¢ina tumora * 1 20 0 11 4 1 36
2 8 3 10 4 1 26
3 2 2 1 0 0 5
> 30 5 22 8 2 67

¥’ =24.64; s.5.= 10; P = 0.006
*1 tumor veli¢ine <3 cm; 2 tumor veli¢ine >3-5 cm; 3 tumor >5 cm

**] alkohol; 2 kriptogena; 3 HCV; 4 HBV; 5 primarna bilijarna ciroza
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Analizom arhitekturalnog tipa rasta tumora sa uzrocima ciroze uoc€ena je statisticki znacajna
razlika (3* = 33.93; s.s. = 15; P = 0.003). Trabekularan tip rasta HCK-a &e$ée je prisutan u
bolesnika s cirozom wuzrokovanom alkoholom i HCV-om. Karakteristike usporedbe

arhitekturalnog tipa rasta tumora sa uzrocima ciroze prikazane su u Tablici 11.

Tablica 11. Usporedba arhitekturalnog tipa rasta HCK-a i uzroka ciroze

Uzroci ciroze

*¥* 1 2 3 4 5 >

Arhitekturalni tip rasta  * 1 16 3 15 5 1 40
2 2 0 0 0 O 2

3 1 0 2 0 1 4

4 11 2 5 3 0 21

Y 30 5 22 8 2 67

¥*=33.93;s.5.=15; P =0.003
*1 trabekularan; 2 acinaran; 3 solidan; 4 mijeSani

**1 alkohol; 2 kriptogena; 3 HCV; 4 HBV; 5 primarna bilijarna ciroza
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Usporedujuéi stupanj diferencijacije HCK-a sa uzrocima ciroze uocena je statisticki znacajna
razlika (x> = 24.02; s.s. = 10; P = 0.008). Umjeren stupanj diferencijacije HCK-a bio je &edée
prisutan u bolesnika s alkoholnom cirozom jetre. Karakteristike usporedbe etiologije ciroze sa

stupnjem diferencijacije tumora prikazane su u Tablici 12.

Tablica 12. Usporedba stupnja diferencijacije HCK-a i uzroka ciroze

Uzroci ciroze

*x 1 2 3 4 5 Y
Stupanj diferencijacije =~ * 1 4 2 4 2 0 12
2 25 2 15 6 0 48
3 1 1 3 0 2 7
> 30 5 22 8 2 67

¥ =24.02; s.5.= 10; P = 0.008
*1 dobro diferencirane; 2 umjereno diferencirane; 3 slabo diferencirane

**1 alkohol; 2 kriptogena; 3 HCV; 4 HBV; 5 primarna bilijarna ciroza

Usporedbom arhitekturalnog tipa rasta HCK-a sa ponovnom pojavom tumora nadena je
statisticki znaGajna razlika (x> = 13.10; s.s. = 3; P = 0.004). Bolesnici s HCK-om
prevladavajuceg trabekularnog arhitekturalnog tipa rasta rjede su imali ponovnu pojavu
tumora u odnosu na bolesnike s HCK-om drugih arhitekturanih tipova rasta. Karakteristike
usporedbe arhitekturalnog tipa rasta HCK-a sa ponovnom pojavom tumora prikazane su u

Tablici 13.
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Tablica 13. Usporedba arhitekturalnog tipa rasta HCK-a i ponovne pojave tumora

Ponovna pojava tumora

*% ] 2 D

Arhitekturalni tip rasta * 1 35 7 42
2 0 3 3

3 2 2 4

4 18 4 22

> 55 16 71

x*=13.10; s.s.= 3; P = 0.004
*1 trabekularan; 2 acinaran; 3 solidan; 4 mijeSani

**] nije prisutna ponovna pojava tumora; 2 prisutna ponovna pojava tumora

Analiziraju¢i 1 usporeduju¢i morfoloske karakteristike tumora - broj tumora, histoloski tip
tumora, prisutnost zilne invazije i ostale klinicke i laboratorijske pokazatelje: dob, spol,
serumski alfa-fetoprotein, protrombinsko vrijeme, ukupan bilirubin i kreatinin, nije nadena

statisticki znacCajna povezanost.

5.4.2 Usporedba karakteristika izrazenosti GPC3, beta-katenina i CD34 s klinickim i

laboratorijskim pokazateljima

Usporedbom karakteristika izrazenosti intenziteta beta-katenina u tumoru sa statusom
bolesnika (Ziv/mrtav) uo&ena je statisticki znadajna razlika (x> = 8.68; s.s. = 2; P = 0.013). Jak
3+ intenzitet pozitiviteta beta-katenina u HCK bio je ¢eSc¢e prisutan u bolesnika koji su na
zadnji dan pracenja bili zivi. Karakteristike usporedbe izrazenosti intenziteta beta-katenina u

tumoru sa statusom bolesnika (ziv/mrtav) prikazane su u Tablici 14.
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Tablica 14. Usporedba katakteristika izrazenosti intenziteta beta-katenina u HCK-u i statusa

bolesnika (ziv/mrtav)

Status bolesnika

wk ] ) Y

Intenzitet beta-katenina u tumoru * 0 2 0 2
1 0 0 0

2 5 7 12

3 46 11 57

> 53 18 71

x’'=8.68;s5.5.=2; P=10.013
*0 negativno; 1+ slabo pozitivno; 2+ srednje pozitivno; 3+ jako pozitivno

**] 7iv; 2 mrtav

Usporedbom karakteristika izrazenosti loklizacije beta-katenina u tumoru sa serumskom
razinom ukupnog kreatinina uoena je statisti¢ki znacajna razlika (x> = 7.37; s.s. = 1; P =
0.005). Bolesnici sa membranskom izrazenoS¢u beta-katenina imali su ¢eS¢e normalnu razinu
kreatinina. Karakteristike usporedbe izrazenosti beta-katenina u tumoru sa razinom ukupnog

serumskog kreatinina u bolesnika s HCK-om prikazane su u Tablici 15.
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Tablica 15. Usporedba karakteristika izrazenosti lokalizacije beta-katenina u HCK-u 1 razine

ukupnog serumskog kreatinina

Beta-katenin lokalizacija

ok 1 2 D

Kreatinin * ] 61 0 61
2 7 1 8

> 68 1 69

x2= 7.37;s.s.=1; P=0.005
*1 normalna razina kreatinina; 2 poviSena razina kreatinina

**] membranski; 2 citoplazmatski

Usporedbom karakteristika izrazenosti pozitiviteta, lokalizacije 1 intenziteta GPC3 i
pozitiviteta CD34 s klinickim i laboratorijskim pokazateljima nije nadena statisticki znacajna

povezanost.

5.4.3 Usporedba klini¢kih i1 laboratorijskih pokazatelja bolesnika unutar i izvan milanskih

kriterija

Analiziraju¢i bolesnike unutar i izvan milanskih kriterija nadena je statisticki znacajna razlika
u usporedbi sa razinama ukupnog serumskog bilirubina (y° = 3.97; s.s. = 1; P = 0.046).
Bolesnici izvan milanskih kriterija imali su ceS¢e poviSenu vrijednost ukupnog serumskog
bilirubina. Karakteristike usporedbe bolesnika unutar i izvan milanskih kriterija i ukupnog

serumskog bilirubina prikazane su u Tablici 16.
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Tablica 16. Usporedba bolesnika unutar i izvan milnskih kriterija i ukupnog serumskog

bilirubina
Milanski kriteriji
ok 1 2 Y
Bilirubin * o1 0 6 6
2 29 34 63
> 29 40 69

Y¥'=3.97;s.5.=1; P =0.046
*1 normalna razina bilirubina; 2 poviSena razina bilirubina

**1 unutar milanskih kriterija; 2 izvan milanskih kriterija

Analiziraju¢i ostale kliniCke i laboratorijske pokazatelje bolesnika unutar 1 izvan milanskih
kriterija - dob, spol, uzrok ciroze, serumski alfa-fetoprotein, protrombinsko vrijeme, kreatinin,
ponovna pojava tumora i ukupno prezivljenje bolesnika, nije nadena statisticki znacajna

povezanost.

5.5 Utjecaj morfoloskih karakteristika, karakteristika izraZenosti ispitivanih biljega, klinic¢kih 1

laboratorijskih pokazatelja na ishod bolesnika s HCK-om
U analizi utjecaja karakteristika na ishod bolesnika, koji uklju¢uje ukupno prezivljenje i

vrijeme do ponovne pojave tumora, ukljuena su 62 bolesnika. 9 bolesnika s ukupnim

vremenom pracenja kra¢im od 100 dana iskljucena su iz navedene analize.
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5.5.1 Utjecaj morfoloskih karakteristika na ukupno prezivljenje i vrijeme do ponovne pojave

tumora bolesnika s HCK-om

UnatoC pokazateljima za bolji ishod bolesnika koji su transplantirani unutar milanskih
kriterija, u analiziranoj skupini bolesnika nije nadena statisticki znacCajna razlika u

prezivljenju bolesnika unutar 1 izvan milanskih kriterija (Log-rank (Mantel-Cox)

test=0.09660, P = 0.7560 ) (slika 10).
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Log-rank (Mantel-Cox) test = 0.09660, P = 0.7560

Slika 10. Kumulativna proporcija prezivljenja (Kaplan-Meier) za bolesnike s HCK-om
unutar i izvan milanskih kriterija
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Analizom preZivljenja podskupina bolesnika odredenih brojem, veli¢inom, stupnjem
diferencijacije i arhitekturalnim tipom rasta, prisutnom zilnom invazijom i metastaza, nije

nadena statisticki znacajna razlika.

Analizom vremena do ponovne pojave tumora bolesnika transplantiranih unutar i izvan
milanskih kriterija nije nadena statisticki znacajna razlika (Log-rank (Mantel-Cox) test =

1.074, P =0.3001 ) (slika 11).
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Log-rank (Mantel-Cox) test = 1.074, P = 0.3001

Slika 11. Krivulja predvidanja dogadaja (ponovna pojava tumora) za bolesnike unutar i
izvan milanskih Kkriterija
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Analizom vremena do ponovne pojave tumora bolesnika s prisutnom i bez prisutne zilne
invazije nadena je statisticki znacajna razlika (Log-rank (Mantel-Cox) test = 8.368, P =
0.0038 ) (slika 12), dok analizom podskupina bolesnika odredenih brojem, veli¢inom,
stupnjem diferencijacije, arhitekturalnim tipom rasta i prisutnim metastazama, nije nadena

statistiCki znacajna razlika.
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Slika 12. Krivulja predvidanja dogadaja (ponovna pojava tumora) za bolesnike s
prisutnom i bez prisutne Zilne invazije tumora
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5.5.2 Utjecaj karakteristika izraZenosti ispitivanih biljega na ukupno prezivljenje 1 vrijeme do

ponovne pojave tumora bolesnika s HCK-om

Analizom prezivljenja podskupina bolesnika odredenih karakteristikama intenziteta
izrazenosti beta-katenina nadena je statisticki znacajna razlika (Log-rank (Mantel-Cox) test =

6.097, P = 0.0135 ) (slika 13). Bolesnici s jakim, 3+ intenzitetom izraZenosti beta-katenina

imali su dulje prezivljenje.
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Log-rank (Mantel-Cox) test = 6.097, P = 0.0135

Slika 13. Kumulativna proporcija preZivljenja (Kaplan-Meier) za bolesnike s HCK-om i

intenzitetom izrazenosti beta-katenina u tumoru
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Analizom prezivljenja i analizom vremena do ponovne pojave tumora podskupina bolesnika
odredenih karakteristikama izrazenosti pozitiviteta, lokalizacije i intenziteta GPC3, te

pozitiviteta CD34, nije nadena statisticki znacajna razlika.

5.5.3 Utjecaj klinickih 1 laboratorijskih pokazatelja na ukupno prezivljenje i vrijeme do

ponovne pojave tumora bolesnika s HCK-om

Analizom prezivljenja podskupina bolesnika odredenih klinickim 1 laboratorijskim
pokazateljima — dob, spol, uzrok ciroze, serumski alfa-fetoprotein, protrombinsko vrijeme,
ukupni bilirubin te kreatinin, nije nadena statisticki znaCajna razlika. Takoder analizom
vremena do ponovne pojave tumora navedene podskupine bolesnika nisu se statisticki

znacajno razlikovale.
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6. RASPRAVA

U analiziranoj skupini 71 bolesnika s HCK-om, lijeenih transplantacijom jetre, ve¢ina HCK-
a su bili < 3 cm, s prisutna 2-3 tumora, prevladavajuceg trabekularnog tipa rasta i umjerenog
stupnja diferencijacije. 30 bolesnika je bilo unutar i 41 bolesnik izvan milanskih kriterija. Kod
14 bolesnika bila je prisutna zilna invazija tumora. S obzirom na karakteristike izraZzenosti
analiziranih biljega u HCK-u pozitivna izrazenost GPC3 prisutna je u 67.60% slucajeva,
citoplazmatske lokalizacije (95.77%), jakog 3+ intenziteta (81.25%). Pozitivna izrazenost
beta-katenina bila je prisutna u svim HCK-a, membranske lokalizacije (98.59%), jakog
intenziteta (80%). Izrazenost CD34 u svim slucajevima bila je jakog 4+ 1 srednje jakog 3+
intenziteta. Membranska lokalizacija beta-katenina bila je prisutna u svim HCK-a, ostale
karakteristike izrazenosti beta-katenina, GPC3 1 CD34 nisu bile statisticki znac¢ajno povezane
niti s jednom analiziranom morfoloskom karakteristikom HCK-a. Milanski kriteriji jasno su
definirani brojem, veli¢inom tumora i zilnom invazijom, bez povezanosti s drugim
morfoloSkim karakteristikama HCK-a. Karakteristike izrazenosti pozitivitet, lokalizacija 1
intenzitet biljega GPC3, beta-katenina i CD34 ne razlikuju se u skupinama bolesnika
odredenih milanskim kriterijima. Skupina bolesnika izvan milanskih kriterija imala je
statisticki znacajno ceS¢e visSe razine bilirubina, dok nije nadena povezanost niti sa jednim
drugim analiziranim klinickim pokazateljem. Analizirane skupine bolesnika odredene
milanskim kriterijima nisu se razlikovale ukupnim prezivljenjem, niti vriemenom do ponovne
pojave bolesti. Zilna invazija bila je statisti¢ki zna¢ajno &e$¢e prisutna u skupini bolesnika s
kra¢im vremenom do ponovne pojave bolesti. Jaki 3+ intenzitet izraZenosti beta-katenina bio
je statisticki znacajno ¢esce prisutan u skupini bolesnika duzeg ukupnog prezivljenja.

Bez primjerenog lijecenja medijan prezivljenja bolesnika s HCK-om u ranom stadiju je 6 - 9
mjeseci i 1 - 2 mjeseca u uznapredovalom stadiju. Jedini kurativni oblici lijecenja su kirurSka
resekcija ili transplantacija jetre. Razli¢ite metode lokalne terapije - perkutana ablacija,
transarterijska kemoembolizacija, transarterijska radioembolizacija, te terapija sorafenibom
koriste se za palijativno lijeCenje ili smanjenje tumora prije resekcije ili transplantacije (125,
126).

Transplantacija jetre je preporucljiv terapijski pristup u bolesnika s HCK-om unutar milanskih

kriterija u kojih se postize odlicno 5-godi$nje prezivljenje (35, 127). Osim strogih milanskih
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kriterija postoje proSireni kriteriji za transplantaciju jetre, kao Sto su kriteriji - University of
California, San Francisco Criteria (UCSF), Pittsburg TNM i Mount Sinai kriteriji (127).
Prema UCSF kriterijima korist od transplantacije bi moglo imati 5-20% bolesnika koji bi
inacCe bili iskljuceni s transplantacijske liste s obzirom na milanske kriterije (39, 128). Nakon
prihvacanja milanskih kriterija, neke studije su pokazale da su mnoge eksplantirane jetre s
HCK-om, koje su zadovoljavale manje restriktivne kriterije nego one utvrdene milanskim,
takoder pokazale slicno jednogodisnje i petogodiSnje prezivljenje (19, 35, 39, 127-130).
Transplantacija jetre u bolesnika s HCK-om ve¢im od 5 cm moze biti prikladna za bolesnike s
niskim serumskim razinama alfafetoproteina, jednim zariStem tumora i visokim stupnjem
diferenciranosti (10, 11, 32, 35). Medutim, proSireni milanski kriteriji ograniCeni su
dostupnoscu organa i produljivanjem vremena do transplantacije na transplantacijskoj listi, uz
manje povoljan ishod (34).

Postoji potreba za kreiranjem univerzalnih, novih kriterija prema kojima bi se provodila
transplantacija, a ¢ime bi se smanjio broj bolesnika, koji bi neispunjavajuéi postojeée kriterije,
bili iskljuceni s transplantacijske liste (10, 35, 39, 128, 131). U svrhu smanjenja vremena do
transplantacije bolesnika na transplantacijskoj listi, 2002. godine izraden je model bodovanja
tezine krajnjeg stadija jetrene bolesti MELD, koji je zamijenio Child-Pugh sistem (35).
MELD zbroj se koristi u odredivanju rizika smrtnosti bolesnika sa kroni¢nom jetrenom bolesti
1 cirozom, te predstavlja vazan instrument jetrene alokacije (35, 127). MELD zbroj ukljucuje
laboratorijske pokazatelje protrombinsko vrijeme, ukupni bilirubin i kreatinin. Bolesnici sa
ve¢im MELD zbrojem imaju vecu vjerojatnost smrtnosti i ovi bolesnici imaju prednost na
transplantacijskoj listi. Neki bolesnici s HCK-om ¢esto imaju nizi MELD zbroj u vrijeme
dijagnoze unato¢ losijoj prognozi (35).

Odredivanje stadija bolesti koristi se za predvidanje ishoda bolesnika s HCK-om i odredivanja
specificne terapije obzirom na stadij (31, 132). U onkologiji je patoloski stadij HCK-a glavni
pokazatelj terapije i ishoda, ali je u cjelosti prognoza HCK-a slozenija i osim patoloskog
stadija HCK-a, na ishod utjece i funkcija kroni¢no oboljele jetre (31). Postoje brojne
klasifikacije stadija bolesti bolesnika s HCK-om (133). The Barcelona-Clinic Liver Cancer
(BCLC) 1 Cancer of the liver Italian program (CLIP) su Siroko primjenjivani kriteriji za
odredivanje stadija bolesti bolesnika s HCK-om u Europi i SAD-u. Navedeni kriteriji
ukljucuju prosirenost, odnosno patoloski stadij novotvorine, pokazatelje funkcije jetre i opceg
klinickog statusa bolesnika (31, 133, 134). Tumor, node, metastasis klasifikacija (TNM), opce
prihvacena za odredivanje patoloskog stadija novotvorine, predvida ishod bolesnika s HCK-

om nakon transplantacije, a bolesnike dijeli na temelju veli¢ine 1 broja novotvorina, postojanja
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zilne invazije, statusa regionalnih limfnih ¢vorova i prisutnosti udaljenih metastaza (4, 31, 35,
132). Zatim, Okuda sistem odredivanja stadija bolesti bolesnika s HCK-om ukljucuje
pokazatelje povezane s jetrenom funkcijom (bilirubin, albumin, ascites) i veli¢inu tumora
(31). Vremenom su se pojavile brojne druge klasifikacije (Japanese Integrated Staging (JIS),
Groupe d'Etude et de Traitement du Carcinome Hepatocellulaire (GRETCH)), ali vec¢ina nije
op¢e prihvacena (31, 133).

Zbog razli¢itosti dosada$njih predlozenih kriterija za odredivanje stadija bolesti bolesnika s
HCK-om, u tijeku su brojna ispitivanja genetskih, molekularnih i bioloSkih znacajki HCK-a,
koje bi mogle pomo¢i u tocnijem svrstavanju bolesnika u homogene skupine s odabirom
pripadajuéeg terapijskog pristupa i predvidanja ishoda. Patoloski pokazatelji kao $to su
veli¢ina, broj novotvorina, zilna invazija i TNM stadij su medu najboljim pokazateljima
ponovne pojave bolesti i ishoda bolesnika. Dosadasnja molekularna istrazivanja otkrila su
brojne bioloSke znacajke kao moguce prognosticke biljege, ali se niti jedan biljeg nije
pokazao dovoljno specifi¢nim (120). Medutim kombinacija patoloskih pokazatelja i nekih
molekularnih biljega mogla bi imati koristi u dijagnostici 1 lije¢enju HCK-a, unato¢ vazeéem
odredivanju stadija bolesti bolesnika s HCK-om (36, 120).

Ve¢i broj nasSih bolesnika nije se uklapao u milanske kriterije Sto moze dijelom ukazivati na
manjkavosti radioloSkih metoda u prijetransplantacijskoj obradi. Medutim, zbog ograni¢enosti
slikovnih metoda mala je vjerojatnost uocavanja HCK-a manjih od 1 cm, a radioloskim
metodama se ne moze dokazati mikroskopska zilna invazija (31, 36). Rani HCK-i 1
prezlo¢udne promjene se zbog nedostatnosti radioloskih pokazatelja i umjerene histoloske
atipije teSko dijagnosticiraju, zbog Cega se jos uvijek intenzivno ispituju prihvatljivi biljezi
koji bi bili korisni u ranoj dijagnozi HCK-a (4). U radu Sotiropoulos i sur (135) opisano je
samo 10 (14.3%) bolesnika s HCK-om od njih 70, koji su radioloski, prijetransplantacijski
imali pravilno odredenu veli¢inu tumora.

U literaturi se opisuje veli¢ina novotvorine kao znacajan prognosticki pokazatelj ponovne
pojave bolesti (136-139). Iwatsuki i sur (140) su opisali nekoliko pokazatelja u predvidanju
ukupnog prezivljenja bolesti i ponovne pojave bolesti kod 344 bolesnika s HCK-om - broj 1
veli¢ina novotvorine, zahvacenost jednog ili viSe reZznjeva, Zzilna invazija i1 stupanj
diferencijacije. Prisutnost novotvorine u oba reznja jetre, novotvorine veée od 2 cm i
prisutnost Zilne invazije su izdvojeni kao neovisni, znacajno, losi prognosticki pokazatelj
(140). Jonas i1 sur (125) su pokazali da zilna invazija i stupanj diferencijacije HCK-a
predstavljaju vazne prognosticke pokazatelje u multivariatnoj analizi. U njithovom istrazivanju

zilna invazija je znac¢ajno manje bila prisutna u bolesnika sa dobro diferenciranim HCK-om u
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usporedbi sa umjerenim 1 slabo diferenciranim novotvorinama. Pokazali su i da su veli¢ina
novotvorine i stupanj diferenciranosti ujedno povezani s zilnom invazijom (125). Iako je zilna
invazija znaCajan pokazatelj ponovne pojave bolesti, teSko je prisutnost iste otkriti prije
transplantacije, a bolesnici koji su transplantirani izvan milanskih kriterija u ve¢em su riziku
za pojavu zilne invazije i ponovnu pojavu bolesti (32, 36, 125, 140, 141). VeliCina, broj i
histoloski stupanj diferenciranosti novotvorine povezani su sa prisutnoséu zilne invazije $to u
predtransplantacijskoj obradi moze pomoc¢i u pravilnom odabiru bolesnika za transplantaciju
(32, 125, 142). Hemminga 1 sur (141) su opisali manju ucestalost mikrozilne invazije za sve
novotvorine veli¢ine do 5 cm, dok je za vece novotvorine ucestalost veca, te da bolesnici s
prisutnom zilnom invazijom imaju losije ukupno petogodiSnje prezivljenje u odnosu na
bolesnike bez prisutne zilne invazije, 33% prema 68%. U literaturi se u nekoliko radova
opisuje zilna invazija kao pokazatelj rizika ponovne pojave novotvorine nakon transplantacije
(131, 143-146).

Razumijevanje molekularne patogeneze nastanka HCK-a i regulatornih mehanizama u
prezlo¢udnim lezijama moze pomoc¢i u pronalazenju vaznih biljega npr. beta-katenin, p53,
koji bi bili korisni u ranom dijagnosticiranju novotvorina jetre, stupnjevanju novotvorina te
njihova moguca prognosticka i terapijska primjena (15, 16, 28, 113).

U naSem radu analizirali smo karakteristike izrazenosti imunohistokemijskih biljega GPC3,
beta-katenin i CD34, s pretpostavkom njihovog moguceg uvodenja u dijagnosticke postupke i
ispitivanja utjecaja na ishod bolesnika s HCK-om. Osim GPC3 u posljednje vrijeme se
ispituje sve ve¢i broj mogucih biljega kao npr beta-katenin, CD34, koji bi bili korisni u
dijagnostici i lijeCenju HCK-a (4, 105, 110, 112). U naSem smo radu imunohistokemijskom
analizom karakteristika izraZzenosti GPC3 bolesnike prema postotku pozitivnih zlo¢udnih
stanica < 10 % 1> 10 % podijelili u dvije skupine. Pozitivnih uzoraka s prisutnim obojenjem u
> 10 % zloc¢udnih stanica bilo je u 67.76 %. IzraZenost je bila vecinom citoplazmatska, jakog
intenziteta. U nekim radovima pozitivnim rezultatom izrazenosti GPC3 se smatralo > 5%
stanica s prisutnom obojenos¢u, a u nekim > 10% stanica (41, 54, 67, 71, 80). Opisana
lokalizacija izrazenost GPC3 je bila citoplazmatska, membranska, a u nekima i membranska i
citoplazmatska (41, 42, 67, 71, 81). U HCK-ima male veli¢ine visoka specifi¢nost i
osjetljivost GPC3 od izuzetne je vaznosti u dijagnostici HCK-a (4). Do sada je opisan kao
dijagnosticki biljeg u 26 radova (1, 41, 43, 52, 54, 63-82), a u Cetiri rada je opisan kao
prognosticki biljeg (81, 83-85). U literaturi je opisana imunohistokemijski veca izraZzenost
GPC3 u slabije diferenciranim HCK-a, i to ucestalije membranske lokalizacije (63, 67, 81, 83,

147). U radu Shirakawa 1 sur (83) ve¢ina GPC3 pozitivnih slucajeva je bila citoplazmatske
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lokalizacije, a izrazenost biljega je bila veca u slabije diferenciranim HCK-ima. Osim toga u
opisanom radu je pokazan statistiCki znacajan prognosticki utjecaj GPC3, bolesnici s
pozitivnom izrazeno$¢u GPC3 su imali znacajno loSije 5-godis$nje prezivljenje. U radu Yu i
sur (85), 100 bolesnika sa HCK-om uzrokovanim HBV-om, veli¢ine do 5 cm lijecen je
resekcijom jetre, te imunohistokemijski analizirano na prisutnost GPC3. Statisticki znac¢ajnim
se pokazala povezanost biljega s ukupnim prezivljenjem pri ¢emu su bolesnici sa povisenom
izrazenos¢u GPC3 u tumoru imali kra¢e ukupno prezivljenje (85). Yorita i sur (84) su
analizirali prisutnost GPC3 u 194 bolesnika s HCK-om, te ih podijelili s obzirom na tri na¢ina
membranske izrazenosti biljega (kruzna, kanalikularna, luminalna) 1 citoplazmatske
izrazenosti pri ¢emu je kruzna membranska prisunost biljega bio pokazatelj losijeg ishoda
poglavito u bolesnika s HCK-om povezanim s HCV-om. Akutsu i sur (54) su opisali
izrazenost GPC3 u ve¢em postotku bolesnika s nuklearnom/citoplazmatskom lokalizacijom
beta-katenina u HCK-u, $to govori o povezanosti GPC3 i Wnt/beta-katenin signalnog puta,
dok nije bilo povezanosti GPC3 sa morfoloskim niti klini¢kim pokazateljima. Time se opisuje
moguca povezanost i uloga GPC3 u nuklearno/citoplazmatskoj lokalizaciji beta-katenina, te
moguca povezanost GPC3 1 signalnih molekula rasta u HCK-u i njegova primjena u
imunoterapiji (54). Osim dijagnosticke uloge u tkivu i u serumu, ispituje se i njegova moguca
1 atraktivna terapijska primjena (52, 54, 62, 72, 73, 87-89).

U naSem radu izrazenost beta-katenina je bila membranska u svim tumorima, jakog
intenziteta. U literaturi se opisuje razliita lokalizacija izraZzenosti beta-katenina -
citoplazmatska, membranska, nuklearna, te ¢esto prisutne kombinacije (97, 98, 113, 114, 118,
148-150). U nekim radovima se pozitivnim rezultatom smatralo > 5% stanica s prisutnim
obojenjem, a u nekim vise od 10% (114, 118, 151). Opisana je membranska izrazenost u
dobro diferenciranim HCK-a, te nuklearna izraZenost u slabije diferenciranim tumorima (113,
118, 148, 149, 152-154). Mutacije beta-katenina vode nakupljanju beta-katenina i mogu biti
povezane sa zlocudnom progresijom HCK-a (150). U literaturi se opisuje povezanost
mutiranog oblika beta-katenina nuklearne lokalizacije sa boljim ishodom, a osim toga
mutacije beta-katenina su ucestalije u HCK-a povezanim s HCV (98, 112, 154-156). U nekim
radovima se opisuje nuklearna izraZzenost beta-katenina koja bi mogla imati utjecaja na losiji
ishod bolesnika te je povezana sa Zilnom invazijom 1 ucestalije se pojavljuje u slabije
diferenciranim  HCK-a  (107,153,157,158). Wong 1 sur (154)  opisuju
citoplazmatsko/membransku lokalizaciju beta-katenina povezanu s loSijim ishodom
bolesnika. Medutim, Suzuki 1 sur (148), 1 Liem 1 sur (149) su opisali ucestaliju membransku 1

citoplazmatsku izrazenost beta-katenna u dobro i umjereno diferenciranim HCK-ima, dok je
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nuklearna lokalizacija biljega bila ucestalije prisutna u HCK-u slabijeg stupnja difrenciranosti
i to ucestalije u HCK-u povezanim sa HBV infekcijom, $to se objasnjava ulaskom beta-
katenina u jezgru, njegovim vezanjem na T-stani¢ni faktor te regulacijom transkripcijskih
gena kao $to je cyclin DI.

U naSem radu imunohistokemijskom analizom CD34 je bio izraZzen u vecéine tumora ( 91.54
%), jakog intenziteta. CD34 osim kao pouzdan biljeg neoangiogeneze, povezan je i sa
stupnjem diferencijacije tumora, te moze posluziti u razlikovanju displasti¢nih ¢vorova od
HCK-a, ali 1 u otkrivanju bolesnika s pove¢anim rizikom od ponovne pojave bolesti (9, 121-
124). U radu Yan 1 sur (122) opisana je pozitivna izrazenost CD34 u 65.4% HCK-a, 1 ta
skupina bolesnika imala je kra¢e ukupno prezivljenje, §to govori u prilog CD34 kao vaznog
prognosti¢kog biljega. Tung-Ping Poon i sur (124) su opisali znacajnost mikrozilne gustoce
novotvorine, prikazane imunohistokemijski sa CD34, kao vaznog ranog prognostickog
pokazatelja ponovne pojave novotvorine nakon resekcije, Sto vrijedi za novotvorine manje od
5 cm.

Pretpostavka naseg istrazivanja bila je da ¢e pozitivna izrazenost GPC3 jakog intenziteta, uz
nuklearnu izrazenost beta-katenina i jaku sinusoidalnu izrazenost CD34 u skupini HCK-a
unutar milanskih kriterija izdvojiti bolesnike s kra¢im prezivljenjem nakon transplantacije,
odnosno izostanak navedenih biljega u HCK-u izvan milanskih kriterija izdvojit bolesnike s
boljim ishodom. Karakteristike izrazenosti pozitivitet, lokalizacija i intenzitet biljega GPC3,
beta-katenina 1 CD34 nisu se razlikovale u analiziranim skupinama bolesnika odredenih
milanskim kriterijima. U nasoj analiziranoj skupini bolesnici unutar i izvan milanskih kriterija
nisu se razlikovali s obzirom na ponovnu pojavu HCK-a i ukupno prezivljenje. Takoder,
prema podacima iz literature, milanski kriteriji iako opée prihvaceni, ne izdvajaju
jednoznacéno skupine bolesnika s boljim 1 lo$ijim ishodom nakon transplantacije jetre (10, 35,
39, 127, 129, 130). Osim toga nasi rezultati pokazuju da transplantirani bolesnici jakog (3+)
intenziteta, membranske izrazenosti beta-katenina u HCK-u imaju duze ukupno prezivljenje
Sto odgovara literaturnim podacima (148, 149) Bolesnici s prisutnom zilnom invazijom HCK-
a imaju krac¢e vrijeme do ponovne pojave tumora nakon transplantacije, Sto je takoder u
skladu sa objavljenim radovima (32, 131, 140, 142-146, 151).

Pristup u dijagnostici 1 lijeCenju HCK-a oslanja se na otkrivanje manjih tumora, po
mogucénosti prezlo¢udnih promjena jetre, a trenutno su jedni kurativni pristupi u lijeenju
HCK-a resekcija 1 transplantacija (33). U konacnici 1 dalje postoji potreba za randomiziranim
istrazivanjima nacina lijeCenja HCK-a ali 1 stalna potraga za pronalazenjem primjenjivih

bioloskih, molekularnih i patohistoloSkih obiljezja HCK-a kojima bi se mogla otkriti rana
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predtransplantacijska lezija i pronalazenje pokazatelja koji bi posluzili predvidanju ishoda
bolesnika sa HCK-om.

7. ZAKLJUCCI:

1. Morfoloske karakteristike broja i veli¢ine HCK-a, te prisutnost Zilne invazije jasno
definiraju milanske kriterije, dok se druge morfoloske karakteristike HCK-a — arhitekturalni
tip, stupanj diferencijacije i prisutnost metastaza ne razlikuju u skupinama bolesnika

odredenih milanskim kriterijima.

2. HCK-om karakteriziran je visokom pozitivnom izrazeno$¢u GPC3 citoplazmatske

lokalizacije i jakog intenziteta.

3. Beta-katenin izraZen je u svim HCK-a, membranske lokalizacije i jakog intenziteta.

4. HCK-om karakteriziran je jakom izrazenos¢u CD34.

5. Karakteristike izrazenosti pozitivitet, lokalizacija i intenzitet analiziranih biljega GPC3,

beta-katenina i CD34, ne razlikuju se s obzirom na morfoloske karakteristike HCK-a.

6. Karakteristike izrazenosti pozitivitet, lokalizacija i intenzitet analiziranih biljega GPC3,

beta-katenina 1 CD34, ne razlikuju se u skupinama bolesnika odredenih milanskim kriterijima.

7. Milanski kriteriji ne utjeu uvijek na ishod transplantiranih bolesnika s HCK-om.

8. Transplantirani bolesnici s jakim 3+ intenzitetom izraZenosti beta-katenina u HCK-u

pokazuju statisticki znac¢ajno duze ukupno prezivljenje.

9. Transplantirani bolesnici s prisutnom zilnom invazijom HCK-a imaju statisticki znacajno

krace vrijeme do ponovne pojave tumora nakon transplantacije.
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8. SAZETAK

Izrazenost glipikana-3, beta-katenina i CD34 u hepatocelularnom karcinomu bolesnika s

transplantiranom jetrom

Ci]j istrazivanja je bio odrediti morfoloske karakteristike hepatocelularnog karcinoma (HCK-
a), klinicke i laboratorijske pokazatelje 1 imunohistokemijske karakteristike izrazenosti
glipikana-3 (GPC3), beta-katenina i CD34 u HCK-u, njihovu medusobnu povezanost te
utjecaj na ishod bolesnika unutar i izvan milanskih kriterija.

71 bolesnik sa primarnim HCK-om, lijeen je transplantacijom jetre. Analizirane su
morfoloSke karakteristike tumora - broj i1 veli¢ina, arhitekturalni tip rasta, histoloski tip,
stupanj diferencijacije, prisutnost makro i mikrozilne invazije.

30 bolesnika je bilo unutar milanskih kriterija i 41 bolesnik izvan milanskih kriterija. Kod 14
bolesnika je bila prisutna Zilna invazija tumora.

Pozitivna izrazenost GPC3 je bila prisutna u 67.60% slucajeva HCK-a, citoplazmatske
lokalizacije. Pozitivna izrazenost beta-katenina bila je prisutna u svim HCK-a, membranske
lokalizacije. Izrazenost CD34 u svim slucajevima bila je jakog intenziteta. Karakteristike
izrazenosti biljega GPC3, beta-katenina 1 CD34 ne razlikuju se u skupinama bolesnika
odredenih milanskim kriterijima. Analizirane skupine bolesnika odredene milanskim
kriterijima nisu se razlikovale ukupnim prezivljenjem, niti vremenom do ponovne pojave
bolesti. Zilna invazija bila je zna¢ajno e$ée prisutna u skupini bolesnika s kra¢im vremenom
do ponovne pojave bolesti. Jaki intenzitet izraZenosti beta-katenina bio je znacajno CeSce

prisutan u skupini bolesnika duzeg ukupnog prezivljenja.
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9. SUMMARY

Expression of glypican-3, beta-catenin and CD34 in hepatocellular carcinoma in patients with

orthotopic liver transplantation

The aim of the study was to determine morphological features of HCC, clinical and laboratory
data and characteristics of immunohistochemical expression of glipican-3 (GPC3), beta -
catenin and CD34 in HCC, their mutual association and prognostic value, with special regard
to those patient groups meeting and those exceeding milan criteria.

71 patients with primary HCC have undergone liver transplantation. Pathological tumor
characteristics - number and size of tumors, architectural pattern, histological type,
differentiation grade, and macro and microvascular invasion were analyzed.

30 patients meeting and 41 exceeding milan criteria. Vascular invasion was present in 14
patients. Cytoplasmatic GPC3 positivity was observed in 67.60% cases of HCC. Membrane
beta-catenin was expressed in all cases of HCCs. The strong expression of CD34 was
observed in all cases of HCCs. There was no significant difference between group meeting
and exceeding milan criteria according to expression's characteristics of GPC3, beta-catenin
and CD34. There was no difference in survival rate and recurrence between patient groups
meeting and exceeding milan criteria. Vascular invasion was more frequently observed in
patients group with shorter period of recurrence. Membranous, strong intensity of beta-catenin

was more frequently observed in patients group with longer survival rate.

Eva Lovrié

2012.
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