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POPIS KRATICA

AJCC
AK
BCC
CISH
COX-2
cSCC
DFS
EGFR
ER

HER

HPV
ING family
MAPK
MB
mRNA
NMSC
oS
pS3
PCR
PR
RTK

RT-PCR
vremenu

SCC

American Joint Committee on Cancer = Americko udruzenje za rak
aktinicka keratoza

basal cell carcinoma = bazocelularni karcinom

kromogena in situ hibridizacija

ciklooksigenaza 2 (enzim)

Cutaneous squamous cell carcinoma = kozni planocelularni karcinom
disease free survival = prezivljenje bez bolesti

epidermal growth factor receptor = ¢imbanik epidermalnog rasta
estrogenski receptori

Human epidermal growth factor receptor = humani cimbanik
epidermalnog rasta

Human papilloma virus = ljudski papilomavirus

inhibitor of growth family = obitelj inhibicije rasta

Mitogen-activated protein kinase = mitogen-aktivirajuca protein kinaza
Morbus Bowen = Bowenova bolest; neinvazivni planocelularni karcinom
messenger ribonucleic acid= glasnicka ribonukeleinska kiselina
nonmelanoma skin cancer = nemelanomski karcinom koze

overall survival = ukupno prezivljenje

»cuvar genoma“; ,,divlji“ p53; tumor supresor

polymerase chain reaction = reakcija lan¢anom polimerazom
progesteronski receptori

receptori tirozin kinaze

real time PCR = PCR (reakcija lan¢anom polimerazom) u realnom

squamous cell carcinoma = planocelularni karcinom
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1. UVOD




Daniela Ledi¢ Drvar - Disertacija UVOD

Zadnjih nekoliko desetlje¢a zamijecena je povecana ucestalost tumora opcenito, osobito
tumora koze. Danas koZni tumori predstavljaju znacajan javnozdravstveni problem u
Hrvatskoj 1 svijetu.

Znatni napori se ulazu u proucavanje biologije tumora kako bi se spoznalo vise o nastanku, a
time 1 mogu¢nostima lijeCenja tumora.

Rezultat novih spoznaja u molekularnoj biologiji nastanka tumora je i pronalazak ciljanih
lijekova.

Douglas Hanah i Robert A. Weinberg (2011.) sazeli su obiljeZja koja su zajednicka svim
tipovima zlocudnih tumora: samodostatnost s obzirom na signale rasta, neosjetljivost na
signale koji inhibiraju rast, zaobilaZzenje programirane stani¢ne smrti (apoptoze), neogranic¢en
potencijal umnazanja, tumorska angiogeneza, sposobnost tkivne invazije 1 presadivanja,
poremecen metabolizam, sposobnost izbjegavanja imunosnog odgovora, genomska
nestabilnost 1 upala (1).

U nastanku tumora vaznu ulogu imaju onkogeni 1 tumorsupresorski geni.

Onkogeni su geni koji imaju srediSnju ulogu u nastanku karcinoma. Oni su promijenjena
inaCica normalnih stani¢nih gena koji se nazivaju proto-onkogeni i sudjeluju u regulaciji
normalne stani¢ne proliferacije i diferencijacije. Aktivacija onkogena nastaje na nekoliko
nacina. MozZe nastati kao posljedica genske amplifikacije odnosno povecanja broja gena, kao
u sluc¢aju onkogena ERBB2 (HER2), ili kao posljedica kromosomske translokacije (2).
Tumorsupresorski geni su geni ¢ija mutacija, inaktivacija ili gubitak obi¢no ima recesivni
u¢inak, nuZzna je inaktivacija obaju aleala da bi se ocitovao njihov ucinak. Vazan
tumorsupresorski gen je p53. Aktivirani p53 ima dva osnovna nacina djelovanja: zaustavlja
stanicu u odredenoj fazi stanicnog ciklusa i aktivira popravak oSteCenja DNA te potice
apoptozu. Inaktivacija p53 u stanicama raka povezana je i s tumorskom angiogenezom te
rezistencijom na kemoterapiju i radioterapiju (2).

1.1. TEMELJNE ODREDNICE

Planocelularni karcinom koze

Planocelularni karcinom koze (SCC - squamous cell carcinoma) je maligni tumor koji nastaje
iz epidermalnih keratinocita. Zajedno s bazocelularnim karcinomom (BCC- basal cell
carcinoma) predstavlja nemelanomske tumore koze (NMSC — nonmelanoma skin cancer) koji
su naj¢es¢i maligni tumori u ljudi (3).

U etiopatogenezi vaznu ulogu imaju slijede¢i ¢imbenici rizika: genetski ¢imbenici, svijetli tip
koze, UV zraCenje, kroni¢ni degenerativni i upalni procesi, kemijski ¢imbenici, onkogeni
virusi, imunosupresija, ioniziraju¢e zracenje, te zivotne navike (3). Smatra se da se lokalne i
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udaljene metastaze pojavljuju u oko 5% -12% slucajeva. Postotak metastaziranja je i visi u
visoko rizi¢nih planocelularnih karcinoma (4-7).

Imunosuprimirani bolesnici, osobito oni nakon transplantacije solidnih organa, prvenstveno
srca, potom bubrega a manje jetre, imaju znatno veéi rizik za nastanak planocelularnog
karcinoma koze (8).

Buduéi s razvojem i napretkom medicine u populaciji raste broj bolesnika koji se lijece
imunosupresivima, moramo biti svjesni rizika takve terapije.

Kako se radi o tumorima koji su ¢esto multipli te rezistentni na terapiju, potrebna su daljnja
istrazivanja kako bi se omogucila ciljana terapija.

HER obitelj receptora

Obitelj HER receptora (Human epidermal growth factor receptor) nadzire brojne signalne
puteve (9).

Neodgovaraju¢a aktivacija HER signalnog puta povezana je s nastankom brojnih vrsta
tumora: karcinoma dojke, karcinoma plu¢a ne-malih stanica, karcinoma jajnika, karcinoma
pankreasa, karcinoma prostate, karcinoma glave i vrata te glioblastoma (10-15).

HER signalni put ukljucuje: vezanje liganda, dimerizaciju receptora, aktivaciju tirozin-kinaza
domene, te nizvodne signalne molekule (9,16).

Budu¢i je HER signalni put uklju¢en u nastanak karcinoma, predstavlja i cilj za terapijske
ucinke. Nekoliko je strategija za djelovanje na HER signalni put i ukljucuje djelovanje na:
ligande, domenu ekstracelularnog receptora (aktivacija i dimerizacija), intracelularnu domenu
receptora (tirozin kinaza), nizvodne signalne molekule (9, 17, 18).

PS3

Inaktivacija p53 dovodi do destabilizacije genoma u cjelosti. Inaktivira se “tockastom”
mutacijom. Mutacije gena za p53 prisutne su u vise od 50% svih bazocelularnih 1
planocelularnih karcinoma koze. Mutirani p5S3 gen nije funkcionalan, te je izgubljena njegova
zaStitna funkcija uvodenja oSte¢ene stanice u apoptozu S$to pridonosi prezivljavanju
abnormalnih stanica. Imunohistokemijska analiza izrazenosti p53 smatra se korisnim
pokazateljem njegovih mutacija.

Za planocelularni karcinom je utvrdena mutacija p53 u >90% slucajeva (19-22).

Ki67

Ki67 proliferacijski indeks mjeri koli¢inu jezgrinog antigena Ki67 koji je smjeSten na dugom
kraku kromosoma 10. Izrazenost tog gena u razmjeru je s drugim biljezima proliferacije kao
Sto su udio stanica u S- fazi. Visoki Ki67 indeks znak je loSe prognoze, a povezan je s
moguéim dobrim odgovorom na kemoterapiju (23).

Novija istrazivanja otkrivaju membransku i citoplazmatsku aktivnost Ki67 (24).

Dosadasnja istrazivanja HER obitelji u karcinogenezi planocelularnog karcinoma koze nisu
dovela do konkretnih zakljucaka o njihovoj ulozi.
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1.2. PLANOCELULARNI KARCINOM KOZE

Sinonimi: Carcinoma planocellulare, Squamous cell carcinoma (SCC), Cutaneous squamous
cell carcinoma (cSCC) (25,26).

Drugi je po ucestalosti maligni tumor koZe i sluznica. Planocelularni karcinom je graden od
atipi¢nih keratinocita i moze se pojaviti u in situ ili invazivnom obliku. Nastaje u epidermisu,
adneksima koze te u sluznicama koje imaju sposobnost oroznjavanja (3).

Epidemioloski podaci

Pojava planocelularnog karcinoma povezana je sa starijjom Zivotnom dobi a nagli porast
incidencije biljeZi se u osoba starijih od 40 godina zivota. Smatra se da je danas rizik za
nastanak ovog karcinoma tijekom Zivota u bijelaca oko 15%, §to je gotovo dvostruko vise
nego prije 20 godina. Najvjerojatnije su tome razlog povecana ekspozicija UV zracenju
(izlaganje umjetnim izvorima UV svjetla u ,,salonima za suncanje®, provodenje viSe vremena
na otvorenom, promjene u nacinu odijevanja, te ozonske ,,rupe) kao i duze trajanje zivota.
Bitno je naglasiti da nakon postavljene dijagnoze planocelularnog karcinoma bolesnik ima
kumulativni rizik za razvoj drugog nemelanomskog tumora koze od 44%-50% u narednih 3-5
godina. Takoder ovi bolesnici imaju povecan rizik za nastanak ekstrakutanih karcinoma
(3,27).

Demografske karakteristike

Planocelularni karcinom je gotovo dvostruko ce$¢i kod muSkaraca u odnosu na Zene.
Najvjerojatnije se radi o duljoj ekspoziciji UV zracenju tijekom zivota kod muskaraca. Dulja
kosa kao i koriStenje ruza za usne, vjerojatno utjeu na manju ucestalost planocelularnog
karcinoma u predjelu uske i1 usnica u zena (3).
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Etiopatogeneza

Etiopatogenetski ¢imbenici vazni u nastanku planocelularnog karcinoma su brojni i prikazani

suu Tablici 112 (3).

Tablica 1. Tipovi koze po Fitzpatrick-u i sur. prema osjetljivosti na ultraljubicaste zrake (3).

Tip koze po
Fitzpatrick-u

Odgovor na izlaganje
suncu

Primjer

Osjetljivost

I

Uvijek izgori, ne
potamni

Svijetla boja koze,
svijetle o¢i ( Kelti)

Vrlo visoka

I Uvijek izgori, Svijetla boja koze, Visoka
minimalno potamni | plava kosa, plave o¢i,
(Skandinavci)
M1 Ponekad izgori, Svijetla boja koze, Prosjecna
umjereno potamni smede o¢i i kosa,
neeksponirana koza
bijela
v Rijetko izgori, lako Svijetlosmeda koza, | Niska
potamni tamnosmeda kosa,
smede oci.
Neeksponirana koza
je preplanule boje.
(Mediteranci,
hispanoamerikanci)
\Y Rijetko izgori, dobro | Smeda boja koze, Vrlo niska
potamni tamniji (Mediteranci,
orijentalni narodi,
Indijanci)
VI Nikada ne izgori, Afroamerikanci Minimalna

izrazito pigmentirani
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Tablica 2. Cimbenici rizika za nastanak planocelularnog karcinoma koZe, prema Fitzpatrick i
sur.(3).

Cimbenici rizika za nastanak planocelularnog karcinoma koze

o Prekursorske lezije (aktinicka keratoza, Morbus Bowen)

e IzloZenost UV zracenju

o Izlozenost ionizirajuéem zracenju

e Izlozenost karcinogenima iz okoliSa

e Imunosupresija

e Oziljci

e Opekline ili dugotrajna izloZenost toplini

o Kroni¢ne upalne ili dermatoze koje dovode do nastanka oziljaka

o Infekcija ljudskim papilomavirusom (HPV)

e Genodermatoze (albinizam, xeroderma pigmentosum, porokeratosis,
epidermolysis bullosa)

Za razliku od melanoma i bazocelularnog karcinoma, koji su povezani s intermitentnim
izlaganjem UV zracenju (osobito u djecjoj 1 adolescentnoj dobi), planocelularni karcinom je
vise povezan s kumulativnim izlaganjem. Karcinom usnice je povezan s cjelozivotnim
izlaganjem UV zraCenju (28). Osobita opasnost danas prijeti od prekomjernog koriStenja
salona za suncanje. To se posebno odnosi na populaciju koja u ranoj odrasloj dobi zapocne s
uporabom (27).

Dok se smatra da bazocelularni karcinom nastaje de novo, planocelularni karcinom najcesce
nastaje iz prekursorskih lezija kao Sto su aktinicka keratoza (AK) i Morbus Bowen (MB,
SCC in situ) (3).

Molekularni aspekti

Kao 1 kod vecine karcinoma nastanak planocelularnog karcinoma koze pocinje mutacijama u
stanicnoj DNA 1 nestabilnosti genoma. Promjene u ekspresiji gena dovode do gubitka
kontrole rasta, prodora kroz bazalnu membranu te u konacnici i do invazije tumora u okolno
tkivo. Tijekom nastanka planocelularnog karcinoma, keratinociti postaju otporni na apoptozu
i djelovanje imunoloskog sustava (3).

Smatra se da su dovoljne dvije mutacije proto-onkogena da izazovu nastanak planocelularnog
karcinoma. Vjerojatni mehanizam nastanka genomske nestabilnosti u keratinocitu posljedica
je UVB- inducirane inaktivacije p53, budu¢i oko 58% planocelularnih karcinoma ima
mutacije s UVB-potpisom. Nekoliko autora je u svojim radovima potvrdilo prisutnost
mutacije p53 u znacajnom postotku u planocelulanom karcinomu (29-32).
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Genetske promjene

Vecina analiza genetskih promjena u SCC su ucinjene u SCC glave, vrata i usne Supljine.
Kromosomske delecije (gubitak heterozigotnosti) obi¢no ukljuc¢uju kromosome 3,9,11, i 17.
Najcesce identificirane regije uklju¢uju 9p21 i 17p13 gdje su smjeSteni INK4A (pl6/Arf) i
p53 tumor supresor gen (3)

Klini¢ka obiljezja

U klinickoj slici nalazimo keratoti¢ne papule ili noduse, koji mogu ulcerirati (Slika 1).

Slika 1. Klini¢ki izgled planocelularnog karcinoma.

Rast planocelularnog karcinoma moze biti egzofitican ili endofiti¢an, a infiltrat se, u pravilu,
otkriva tek palpacijom. SCC pokazuje klinicke znakove malignosti lokalnom destrukcijom
okolnih tkiva (Slika 2), moguénoscu recidiva, te sklonos¢u stvaranja metastaza u regionalnim
limfnim ¢vorovima (3,25).



Daniela Ledi¢ Drvar - Disertacija UVOD

Slika 2. Klinicka slika lokalno uznapredovalog planocelularnog karcinoma koze.

Smatra se da se lokalne i udaljene metastaze pojavljuju u oko 5% -12% slucajeva (4-7).
Postotak metastaziranja je 1 vi$i u visoko rizi¢nih planocelularnih karcinoma ¢ija su obiljezja:
veli¢ina tumora > 2cm, debljina tumora > 2 mm, Clark > IV, perineuralna invazija,
limfovaskularna invazija, slaba diferencijacija, odredeni histoloSki podtipovi (dezmoplasti¢ni
ili adenoskvamozni karcinom, invazivna Bowenova bolest ili SCC nastao na mjestu kroni¢ne
upale), imunosupresija, HPV infekcija, visoko-rizi¢na anatomska lokalizacija (uska, usnica),
izrazenost odredenih tumorskih gena, ili neadekvatna resekcija tumora.

Obveza je kod svakog bolesnika s planocelularnim karcinomom klini¢ki pregled dostupnih
limfnih ¢vorova, na svakoj kontroli, a po potrebi i daljnja obrada (4).

Nova TNM Kklasifikacija AJCC (American Joint Committee on Cancer) (7.izdanje) iz
2010.god. ukljucila je neke od ¢imbenika rizika u cilju poboljSanja stupnjevanja bolesti (33).

HistoloSka obiljezja

U histoloSkoj slici planocelularnog karcinoma nalazimo prekomjerno orozZnjeni epidermis,
atipiju epidermalnih stanica (keratinocita). Dermis je proZet traccima atipicnih keratinocita
unutar kojih se vide podrucja oroznjenja (perle), a u vezivnoj stromi nalazi se gusti infiltrat
limfocita i plazma stanica (Slike 3-5) (25).
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Slika 3. Patohistoloska slika planocelularnog karcinoma koze (HE x40).

Slika 4. Patohistoloska slika planocelularnog karcinoma koZe (HE x40).
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Slika 5. Patohistoloska slika planocelularnog karcinoma koze (HE x40).

Slika 3-5: patohistoloska slika planocelularnog karcinoma koze:

Na povrsini isjeCka koze nalazi se tumorska tvorba resicaste povrSine gradena od umnozenih
atipi¢nih plocastih stanica epidermisa. Medu stanicama i na povrsini tvorbe se nalazi obilna
rozevina.

(bojanje hemalaun-eozinom, originalno povecanje x40)

Histoloski se planocelularni karcinom klasificira prema Broders-u u slijedeca Cetiri stupnja
(3):

stupanj - do 25% nediferenciranih stanica

stupanj - do 50% nediferenciranih stanica

stupanj - do 75% nediferenciranih stanica

stupanj - viSe od 75% nediferenciranih stanica

b=

Dermatoskopska obiljezja

Dermatoskopija je korisna dopunska dijagnosticka metoda pri klinickom pregledu. Krvne zile
poput ukosnice, linearne, nepravilne krvne zile, targetoidni dla¢ni folikuli, bijela
bezstrukturna podrucja, keratinske mase u srediStu tumora i ulceracija, karakteristika su
invazivnog SCC (34).

Lijecenje

Brojne su moguénosti lijeCenja planocelularnog karcinoma koze. Kao terapija izbora
preporucuje se kirurSka ekscizija, kad god je to moguce. Od ostalih metoda lijecenja koriste se
frakcionirana radioterapija (do ukupne doze od 50-80 Gy), posebice u bolesnika starije
zivotne dobi, te kod nekih lokalizacija (npr. uska, nos); zatim krioterapija, kiretaza,
elektrodisekcija, mikroskopski kontrolirana kirurgija (25,26,35).

10
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1.3 RECEPTORI TIROZIN KINAZE

HER signalni putevi igraju vaznu ulogu u patofiziologiji nastanka karcinoma. Deregulacija
HER-posredovanih signalnih puteva dovodi do rasta i rasapa tumorskih stanica (11).

Obitelj HER receptora obuhvaca Cetiri strukturno povezana receptora: HER1, HER2, HER3 1
HER4 (9,11). Aktivacija obitelji HER receptora nastaje ligand-induciranom dimerizacijom ili
sparivanjem receptora (36). Kljucni korak u HER-posredovanom signalnom putu je
dimerizacija. HER receptori se mogu homodimerizirati (vezati za istovjetnu molekulu) ili
heterodimerizirati s drugim ¢lanovima HER obitelji (11, 37). Nastanak dimera dovodi do
aktivacije intrinzicke domene tirozin kinaze 1 posljedi¢ne fosforilacije specifi¢nih tirozinskih
ostataka, koji sluze kao vezna mjesta za mnoge molekule. Nakupljanje ovih molekula dovodi
do aktivacije razliCitih nizvodnih signalnih kaskada, ukljucujuéi proliferaciju MAPK
signalnog puta i/ili PI3/Akt puta (11, 37-40).

Kao rezultat pretjerane izraZenosti ili deregulacije u aktivaciji receptora moze doc¢i do:
povecane/nekontrolirane stani¢ne proliferacije, smanjenja apoptoze, povecane mobilnosti
stanica raka, te anigiogeneze (10, 41,42).

Aktivacija HER receptora

Da bi se izvanstanicni signali prenijeli unutar stanice potrebna je aktivacija HER receptora.
Ona se odvija u nekoliko slijedec¢ih koraka:

1. HER receptor se veze za pridruZeni ligand (9).

2. Nakon vezanja liganda, konformacija receptora se mijenja iz zatvorene u otvorenu
(9). To se ne odnosi na HER2, koji ne veze ligand i koji je trajno u otvorenoj
konformaciji.

3. HER receptor u otvorenoj konformaciji je spreman za dimerizaciju ili sparivanje s
drugim HER receptorom (9).

Dimerizacija je potrebna za aktivaciju nizvodnih signalnih puteva (11). Kako je HER2
u otvorenoj konformaciji, kontinuirano je spreman za dimerizaciju.

4. Nakon dimerizacije receptori su u blizini jedan drugoga i mogu se medusobno
aktivirati (16).

Tijekom transaktivacije, dolazi do fosforilacije tirozin-kinazne domene u receptorima
(43).

5. Transaktivacija dovodi do nakupljanja i aktivacije nizvodnih stani¢nih signalnih

proteina, koji imaju brojne ucinke na stanicu (43).

Regulacija aktivacije HER receptora
Produzena HER aktivacija izaziva Stetne ucinke na stanicu. Potreban je kompleksni sustav
regulacije kako bi se signalni put ugasio kada nije potreban. Klju¢na komponenta ovog

procesa je internalizacija receptora (9).

11
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Kada nastanu ligand-receptor spojevi, mogu se nakupiti na povrsini stanice (9). Ove nakupine
bivaju uvucene u endosome, koji odstranjuju sadrzaj iz ostatka stanice (9).
U endosomima se dogada jedan od dva procesa:
e Ligand se moze otpojiti od HER receptora, koji se onda reciklira natrag na
povrsinu stanice.
e Receptor moze biti unisten, te je onemogucen daljnji prijenos signala (9)

U¢inci HER puta u zlocudnom tumoru

HER signalni put ima ucinak u nastanku mnogih vrsta tumora. Disfunkcija ovog puta je
povezana s brojnim solidnim tumorima.

U normalnim, zdravim stanicama aktivacija je strogo regulirana, i na taj nacin je i stani¢ni rast
pod kontrolom (9). U tumoru mozZe do¢i do neadekvatne aktivacije HER receptora, a
posljedica toga je nekontrolirani rast i rasap tumorskih stanica (10).

Pojacana izrazenost HER receptora ili prisutnost prevelikog broja receptora na povrSini
stanice, moze dovesti do pojaCane signalizacije (10). Genetske mutacije mogu dovesti do
nastanka HER receptora koji se mogu aktivirati i bez vezanja liganda (10).

Poremecaj u regulaciji HER signalnog puta ukljucen je u razvoj mnogih vrsta tumora kao $to
su karcinom dojke, karcinom plu¢a ne-malih stanica, karcinom jajnika, mokra¢nog mjehura,
kolorektalni karcinom, karcinom endometrija, jednjaka, Zeluca, maligni gliom, karcinome
glave i vrata, karcinom bubrega, pankreasa, karcinom prostate (10, 12-15).

1.3.1. EGFR (HER1)

EGFR (epidermal growth factor receptor, HER1) je protein je koji se nalazi na stani¢noj
membrani te sudjeluje u procesu rasta stanica u odredenim uvjetima. Povecana ekspresija
receptora moze pridonijeti brzem rastu i Sirenju tumora, ali i slabijim rezultatima lijecenja.
Kod bolesnika s nemikrocelularnim karcinomom plu¢a, EGFR mutacije ¢eS¢e su prisutne u
bolesnika s adenokarcinomom, u nepusaca, Azijaca i Zena (23).

EGFR je tirozin-kinaza koja ima ekstracelularno smjestenu domenu na koju se veze ligand,
transmembransku regiju i prijenosni modul koji se sastoji od tirozin kinazne osnovice i
nekoliko mjesta za autofosforilaciju. Vezanje liganda na receptor dovodi do konformacijske
promjene koja omogucuje homodimerizaciju (vezanje) s drugom molekulom EGFR ili drugim
¢lanom (heterodimerizacija) HER-obitelji (osobito HER2) 1 inducira samo-aktivaciju.

Nakon fosforilacije, ovi tirozini sluze kao spojna mjesta za spajanje nekoliko molekula koje
su povezane s multiplim putevima prijenosa signala.

Signalni putevi koji se ukljucuju aktivacijom EGFR su slijede¢i: RAS-RAF-MEK-MAPK,
PLC-gama/PIKC, PI-3K/AKT i mogu aktivirati STAT ili Nfkappa B. Svi ovi signalni putevi
¢esto su promijenjeni u tumorima osobito SCC (5).

Aktivacija EGFR u keratinocitima dovodi do: stani¢ne proliferacije 1 povecanja debljine
epidermisa 1 broja stanica, inducira ili blokira diferencijaciju keratinocita ovisno o
eksperimentalnim uvjetima, dovodi do migracije normalnih keratinocita, povecava
prezivljenje stanica i rezistenciju na apoptozu (5, 44,45).

12
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Povecana izrazenost EGFR u tumorima dovodi do stani¢ne proliferacije, prezivljenja
tumorskih stanica, invazije, angiogeneze 1 pojave metastaza. U planocelularnom karcinomu
pojacana izrazenost EGFR izgleda dovodi do pojave agresivnijeg fenotipa tumora(5).

Do sada je utvrdeno da EGFR uzrokuje ili sudjeluje u nastanku tumora gastrointestinalnog,
urinarnog i reproduktivnog trakta, tumora mozga, planocelularnih karcinoma i melanoma (46-
50).

1.3.2. HER2

HER2 (HER2/neu, erbB/2, EGFR2) protein sudjeluje u signalnom putu za rast stanice. HER
2 pozitivni karcinomi imaju tendenciju brzeg rasta i diseminacije bolesti. Danas se svaki
novodijagnosticirani karcinom dojke 1 Zeluca testira imunohistokemijski na izrazenost HER2
proteina. U bolesnika s pozitivnim nalazom primjenjuje se specificna terapija monoklonskim
protutijelom (trastuzumab) koje se veze na receptor 1 na taj nacin inhibira njegovu funkciju
(23).

Pojacana izrazenost HER2 se pojavljuje u karcinomu dojke i jajnika i izgleda da je povezana
sa smanjenim prezivljenjem (lo$ijim ishodom bolesti). Jednake koli¢ine HER2 mRNA su
pronadene u dobro¢udnim nevusima i melanomima, a jo$ i veca izrazenost je pronadena u
normalnom epidermisu, §to govori u prilog funkcije HER2 u proliferaciji i diferencijaciji
normalnih stanica epidermisa (50-54).

1.3.3.HER3

HER3 protein je otkriven u kozi. Pronaden je i u 13%-29% karcinoma dojke. Pojacana
izrazenost HER3 je zabiljezena u tumorima pankreasa, gastrointestinalnog trakta, pluca,
mokra¢nog mjehura, cerviksa i1 karcinoma prostate. Medutim PCR (polymerase chain
reaction, reakcija lanCanom polimerazom) analizom 59 uzoraka planocelularnog karcinoma
glave i vrata nije zamije¢ena amplifikacija ni HER2 niti HER3 (46, 50, 53-58) .

1.3.4. HER4

HER4 do sada nije dokazan u ljudskoj kozi bilo da se radi o zdravoj koZi ili o tumorima koze
(47).

EGFR, HER2, HER3 i HER4 clanovi su obitelji transmembranskih receptora tirozin kinaze
(ErbB1-4) i odgovorni su za prijenos ekstracelularnih signala u jezgru. Igraju klju¢nu ulogu u
evoluciji tumora, ukljucujuéi rast, diferencijaciju, inhibiciju apoptoze i razvoj metastaza.
Ukljuceni su u patogenezu mnogih malignih tumora u ljudi. U ekstrakutanim, planocelularnim
karcinomima postoje dokazi koji govore u prilog da je izraZzenost RTK jaki, neovisni
prognosticki pokazatelj loSeg ishoda zlocudne bolesti (47,59,60).
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1.3.5. Dosadasnja istraZivanja RTK u karcinomima koZe

Lavrijsen i suradnici su u svome radu dokazali prisutnost EGFR u svim stanicama BCC i
SCC (61).

Krahn i suradnici su ispitivali ulogu RTK u 56 uzoraka normalne koze, u bazocelularnom
(BCC) 1 planocelularnom (SCC) karcinomu. Koristili su konvencionalnu, kvantitativnu i
diferencijalnu polimeraza lancanu reakciju (polymerase chain reaction, PCR) reverznom
transkriptazom (rt)

EGFR i1 HER3 su bili dominantno izrazeni u BCC i SCC, dok je HER2 bio S$iroko
rasprostranjen. HER4 nije bio izrazen niti u jednom od uzoraka. Zakljucili su da bi istodobna
izrazenost mogla biti odluuju¢a za poticanje i odrzavanje malignog fenotipa. Navedeni
rezultati potvrduju koncept da je izolirana izrazenost HER2 kao i EGFR/HER2 vecinom
prisutna u normalnoj kozi, dok je izrazenost HER2/HER3 kao 1 izrazenost
EGFR/HER2/HER3 ¢&esc¢e prisutna u BCC 1 SCC nego u normalnoj kozi. Stoga su autori
zakljucili da se aktivacija HER3, uz EGFR i HER2 moZe povezati s malignim fenotipom (47).

Rittie i suradnici proucavali su EGFR/ErbB1 signal u humanim BCC i SCC karcinomima
koze in vivo. Koristili su imunoenzimatski postupak, lasersku mikrodisekciju, uz reakciju
reverznom lan¢anom transkriptazom u realnom vremenu i imunohistokemijsku metodu kako
bi procijenili aktivacijsku razinu ErbB1 gena te izraZenost proteina, liganada i moguce
¢imbenike u BCC, SCC, stromi i prileze¢em epidermisu. Iako su ukupni ErbB1 i mRNA bili
sli¢ni u tumorskoj 1 normalnoj kozi, pronasli su da je ErbB1 aktivacija jaca u SCC u odnosu
na BCC ili normalnu kozu. Izrazenost navedenih liganada je bila povecana u
asimptomatskom epidermisu sa SCC i BCC, u odnosu na normalnu kozu. Ovi rezultati
upucuju na to da je EGFR biljeg hiperaktivnosti u tumorskim stanicama SCC ali ne i BCC i
okolnom asimptomatskom epidermisu u oba tipa tumora. Ti rezultati upucuju na to da bi
ciljano djelovanje na EGFR moglo biti od koristi u lijecenju SCC (62).

Schlauder i suradnici su pokazali da EGFR 1 HER2 nisu pojacano izrazeni u SCC (63).

Wimmer i suradnici: su proucavali izrazenost HER3 u tumorima koZe i usporedili s
normalnom kozom. Upotrijebili su metodu imunohistokemije i RT-PCR (real time PCR, PCR
u realnom vremenu). Izrazenost HER3 je pronadena u 63 % (10/16) BCC, 4/5 SCC i u
jednom karcinomu Merkelovih stanica. U skupini malignih melanoma HER3 ekspresija je
utvrdena u 35% nodularnih malignih melanoma (6/17), 9/19 povrSinsko Sire¢ih melanoma,
ukljucujuéi i 2 lentigo maligna melanoma. Veéina melanoma vece debljine tumora, kao i 85%
metastaza melanoma bile su HER3 pozitivne. Pozitivitet na HER3 utvrden je u 15/22 nevusa
te u 27% uzoraka normalne koZe.

Autori su povezali HER3 izrazenost s hiperproliferativnim stadijem tumora i smatraju da
HER3 ekspresija ukazuje na povecani maligni potencijal koznih lezija (50).

U zdravom tkivu HER2 i HER3 su zajedno pojacano izrazeni, istodobno s pocetkom
epidermalne diferencijacije (50).
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Yamamoto i suradnici su tehnikom Southern blot-hibridizacije DNA izolirane iz ljudskih
tumora dokazali amplifikaciju gena za EGFR u 10 od 12 planocelularnih karcinoma i niti u
jednom od 18 stani¢nih linija drugih tumora (64).

Nadalje, nekoliko autora je proucavalo ucinak UV zracenja na aktivaciju RTK, osobito
HER2:

Madson i suradnici su dokazali da UV-inducirana aktivacija HER2/ErbB2 regulira odgovor
koze na UV zracenje. Inhibicija HER2 prije izlaganja UV zraCenju suprimira proliferaciju 1
prezivljenje stanica, kao i1 upalu nakon ekspozicije UV svjetlu. Uz to HER2 je potreban za
UV-induciranu ekspresiju brojnih proinflamatornih gena i brojnih citokina. Ovi rezultati su
otkrili u¢inak HER2 u odgovoru koze na UV zracenje i govore u prilog uloge HER2 u UV-
induciranim oStecenjima koze, poput karcinoma koze (65,66).

Xu i suradnici su pokazali da u in vitro uvjetima UV zracenje poti¢e nakupljanje EGFR u
jezgri keratinocita Sto moze dovesti do direktne regulacije ekspresije gena ukljucenih u
proliferaciju keratinocita. Navedeni proces ovisi o fosforilaciji specificnih EGFR tirozinskih
ostataka, a autori smatraju da zajedno s konvencionalnim signalnim putevima posreduje u UV
zracenjem potaknutim odgovorima u ljudskim keratinocitima (67).

1.3.6. Aktualna primjena anti-HER terapije danas:

Antitijela za EGFR, erlotinib (Tarceva), cetuximab (Erbitux) 1 gefitinib (Iressa) se ve¢ koriste
kao monoklonska terapija u lije¢enju mnogih malignih tumora koji izraZzavaju EGFR. K tome,
trastuzumab (Herceptin), koji je usmjeren na HER2 receptor, takoder se koristi u lijeCenju
malignih tumora koji izrazavaju taj protein. Ovi relativno novi lijekovi, imaju manje
nuspojava od konvencionalnih kemoterapeutika, iako ni oni nisu bez rizika. Stoga je od velike
vaznosti u potpunosti razumjeti potencijalno varijabilne izrazenosti ovih receptora izmedu
razli¢itih podvrsta koznih tumora (62,63).
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1.4. PROTEIN p53

Protein p53 je nazvan “Cuvarom genoma”. “Divlji”’p53 sprjeCava duplikaciju mutirane i
ostecene DNK, Sstiti integritet DNK od djelovanja citotoksi¢nih agenasa (kemikalije, UV 1
gama-zracenje). Uz pomo¢ p53 stanica se nakon nepovratnog i jakog oste¢enja moze ukloniti
apoptozom. Jedan je od najcesc¢e mutiranih gena u zlo¢udnim tumorima (leukemije, limfomi,
sarkomi, tumor mozga, karcinom dojke, debelog crijeva i pluca).

Inaktivacija p53 dovodi do destabilizacije genoma u cjelosti. Inaktivira se “tockastom”
mutacijom. Mutacije gena za p53 prisutne su u vise od 50% svih bazocelularnih i
planocelularnih karcinoma koze. Mutirani p53 gen nije funkcionalan, te je izgubljena njegova
zastitna funkcija uvodenja oSteCene stanice u apoptozu Sto pridonosi prezivljavanju
abnormalnih stanica. Imunohistokemijska analiza izrazenosti p53 smatra se korisnim
pokazateljem njegovih mutacija.

Za planocelularni karcinom je utvrdena mutacija p53 u >90% slucajeva (19-22).

Za apoptozu keratinocita kod kojih je doslo do UV-induciranog osteéenja DNA (,,sunburn
cells”) potreban je p53 tumor supresor koji predstavlja kljuéni zastitni mehanizam od
karcinoma koze, jer uklanja pre-maligne stanice kod kojih je doSlo do nastanka mutacija.

UV zraCenje dovodi do povisenja razine p53 ¢ime se zaustavlja stani¢ni ciklus dok se ne
popravi oStecenje DNA ili stanica eliminira putem apoptoze.

Ostecenje funkcije p53 dovodi do slabljenja ovog obrambenog mehanizma koji se zasniva na
apoptozi, ¢ime se UV-oSteenim stanicama omogucava prezivljavanje dodatnih ciklusa UV
ekspozicije (3).

Daljnje oste¢enje p53 i1 drugih gena dodatnim mutacijama induciranim UV zrafenjem, vodi
do jaCe rezistencije na apoptozu, povecane proliferacije stanica, te konacno do razvoja
planocelularnog karcinoma (3).

Danas postoje dokazi da UV zracenje ne samo da dovodi do novih mutacija ve¢ 1 do
eksponencijalnog rasta brojnih p53 mutiranih klonova koji se mogu pronaci u epidermisu koji
je kronicno izloZzen UV zracenju (68).

Uz mutaciju, pS3 moze biti ugrozen i u keratinocitima inficiranim HPV-om.

Protein E6 koji je kodiran onkogenim tipovima HPV-a veze p53 1 dovodi do njegove brze
degradacije, Sto onemogucava p53-posredovanu apoptozu.

To je primarni mehanizam kojim HPV infekcija dovodi do nastanka planocelularnog
karcinoma (69).

Neki HPV- tipovi mogu dodatno vezati UV-inducirani p53 i dovesti do pojacane ekspresije
virusnih gena (70).

P53 suraduje s obitelji inhibicije rasta (inhibitor of growth, ING family) u supresiji inicijacije i
progresije karcinoma (71).
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Studije su pokazale povezanost imunohistokemijskog stupnja izrazenosti mutiranog p53 s
navikama oboljelih osoba, histoloskim stupnjem te klinickim stadijem planocelularnog
karcinoma (72).

Poznato je da postoji obitelj p53 koja uz p53 obuhvaca p63 i p73 za koje je takoder dokazana
vaznost u nastanku razli¢itih karcinoma, osobito planocelularnog (73,74).
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1.5. Ki67

Ki67 proliferacijski indeks mjeri koli¢inu jezgrinog antigena Ki67 koji je smjeSten na dugom
kraku kromosoma 10. Ekspresija tog gena u razmjeru je s drugim biljezima proliferacije kao
Sto su udio stanica u S- fazi. Visoki Ki67 indeks znak je loSe prognoze, a povezan s mogué¢im
dobrim odgovorom na kemoterapiju. Razina Ki67 niska je u G1 i ranoj S fazi i progresivno
raste do svojeg maksimuma u mitozi.

Proliferacijski indeks Ki67 grupira se u tri skupine: nizak — ekspresija do 15%, intermedijarni
— izrazenost 15%-30%, te visoki - izrazenost viSa od 30%. Prognosticka vrijednost Ki67
dokazana je u tumorima prostate, mozga 1 dojke. Visoki Ki67 korelira s drugim
biomarkerima, lo§ijom prognozom te ranijim recidivima (23).

Monoklonalno Ki67 antitijelo u imunohistokemijskoj reakciji reagira s antigenom jezgre koji
je prisutan u svim stanicama u proliferaciji, koje su u aktivnom dijelu stani¢nog ciklusa, kao
Sto je G1, S, G2 1 mitoza, ali nije prisutan u stanicama koje se nalaze u GO fazi. Na taj nacin
se uz pomo¢ ovog antitijela moze odrediti postotak tumorskih stanica u fazi proliferacije.

Jedan od tumora u kojemu se najdalje otislo u istrazivanju biologije 1 biomarkera je svakako
karcinom dojke. Standardni patoloski nalaz danas ukljuCuje i nalaz najvaznijih biomarkera
koji uz estrogenske (ER), progesteronske (PR), HER receptore, ukljucuje i Ki67. Iako se o
prognosti¢koj ulozi Ki67 u ovome karcinomu i dalje raspravlja veéina provedenih studija
dokazala je povezanost Ki67 i ukupnog prezivljenja (overall survival, OS), kao 1 prezivljenja
bez bolesti (disease free survival, DES) (75-78).

Novija istrazivanja otkrivaju membransku i citoplazmatsku aktivnost Ki67, tako Faratian i
suradnici povezuju membransku 1 citoplazmatsku imunoreaktivnost Ki67 s HER2
imunoreaktivno$¢u, negativnim estrogenim receptorima (ER) i invazivnim karcinomima
dojke. Za sada se ova reaktivnost ne povezuje s proliferacijom (24,79) .
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Ocekuje se veca izrazenost transmembranskih receptora tirozin kinaze, biljega proliferacije
Ki67 i proteina p53 u planocelularnom karcinomu koze u odnosu na zdravu kozu, takoder se,
s obzirom da je UV zraCenje jedan od aktivatora transmembranskih receptora tirozin kinaze,
ocekuje veca izrazenost RTK u osoba s multiplim planocelularnim karcinomima, svjetlijeg
fototipa prema Fitzpatrick-u koje su prema anamnestiCkim podatcima bile izloZzene
poja¢anom UV zradenju, te zadobile opekline u djetinjstvu.
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Primarni cilj:

Usporediti izraZzenost transmembranskih receptora tirozin kinaze (EGFR, HER2 i HER3),

biljega proliferacije Ki67 i proteina p5S3 u planocelularnom karcinomu koZe u odnosu na

zdravu kozu.

Sekundarni ciljevi:

1.

Odrediti izrazenost transmembranskih receptora tirozin kinaze (EGFR, HER2 i
HER3), nuklearnu/membransku/citoplazmatsku izrazenost biljega Ki67, te izrazenost
proteina p53 u planocelularnom karcinomu koze te u zdravoj kozi.

Usporediti izraZzenost navedenih biljega u planocelularnom karcinomu koZe u odnosu
na zdravu kozu, te izmedu multiplog i solitarnog planocelularnog karcinoma.

Utvrditi postoji li povezanost izraZzenosti transmembranskih receptora tirozin kinaze s
nuklearnom, membranskom 1 citoplazmatskom Ki67 imunoreaktivnoséu te
izrazenoScu proteina p53 u solitarnom, multiplom planocelularnom karcinomu, kao i u
zdravoj kozi.

Utvrditi postoji li povezanost izrazenosti transmembranskih receptora tirozin kinaze s
pojavom multiplih tumora koze, fototipom koZze, te anamnestiCkim podatcima o
pojacanoj izloZenosti UV zracenju i broju suncevih opeklina u djetinjstvu, te pokusati
izdvojiti skupinu bolesnika s rizikom nastanka multiplih tumora i kandidate za dodatne
terapijske postupke.
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4.1. MATERIJALI

1. Uzorci

a) Ispitivana skupina je obuhvatila 101 bolesnika kod kojih je utvrdeno 134
planocelularnih karcinoma koze, razliitog patohistoloskog stupnja odredenog prema
Brodersovoj klasifikaciji. Unutar skupine bolesnika s planocelularnim karcinomom
izdvojene su dvije podskupine. Skupina bolesnika sa solitarnim tumorom obuhvacala
je 65 bolesnika. Skupina bolesnika sa multiplim planocelularnim tumorima obuhvatila
je 36 bolesnika koji su ukupno imali 69 tumora.

b) Kontrolnu skupinu ¢inila su 134 uzorka zdrave koze (histoloski normalna
peritumorska koza koju od planocelularnog karcinoma odvaja zona normalne koze
Sirine najmanje 4 mm). Radilo se o istim bolesnicima, €iji su uzorci planocelularnih
karcinoma obradeni u ispitivanoj skupini.

Vecina uzoraka su s fotoeksponirane koze.

Koristili su se parafinski blokovi planocelularnog karcinoma koze, koji su dobiveni nakon
ekscizijske biopsije gore navedenih promjena u Klinici za dermatovenerologiju KBC Zagreb i
Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu u razdoblju od 1. sije¢nja, 2007. do 31. prosinca
2009. godine.

Dijagnoza je postavljena temeljem anamneze, klinicke slike, te pregledom hemalaun-eozinom
obojenih patohistoloskih preparata.

2. Svi ispitanici su ispunili upitnik, koji je sadrzavao osnovne epidemioloske, klinicke te
podatke o izlozenosti UV zracenju tijekom Zzivota. PojaCana izlozenost UV zraCenju
definirana je kao izlozenost UV zracenju (boravak na moru i sl.) u trajanju duljem od 3 tjedna
godiSnje. Primjer upitnika nalazi se u prilozima doktoratu.

U istrazivanje su ukljuCeni bolesnici stariji od 50 godina, oba spola, s patohistoloskom
dijagnozom planocelularnog karcinoma, bez prethodne terapije, €iji su uzorci bili dostatni za
dodatnu imunohistokemijsku analizu, te oni koji su imali potpune klinicke podatke dobivene
upitnikom.
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4.2. METODE

Materijal dobiven ekscizijskom biopsijom u cjelosti je patohistoloski pregledan, a dodatni
rezovi tkiva imunohistokemijski su obradeni.

4.2.1. HistoloSka analiza

Svi uzorci fiksirani su u 10% formaldehidu, uklopljeni u parafin, rezani u rezove debljine 4
um i obojeni hemalaun-eozinom. Preparate je analizirao patolog, koji je dodatno klasificirao
tumore po Brodersovoj klasifikaciji.

4.2.2. Imunohistokemijske metode

Za imunohistokemijsko bojanje koristilo se u formalinu fiksirano tkivo uklopljeno u
parafinske blokove koje je rezano na rezove tkiva debljine 4 pm.

Svi uzorci obojani su standardnim imunohistokemijskim postupkom komercijalno dostupnim
protutijelima na EGFR (klon E30, razrjedenje 1:25, Dako, Glostrup, Denmark), HER2
(Hercep Test, Dako, Glostrup, Denmark), HER 3 (klon DAK-H3-IC, razrjedenje 1:100, Dako,
Glostrup, Denmark), p53 (klon DO-7, razrjedenje 1:50, Dako, Glostrup, Denmark), Ki67
(klon MIB-1, razrjedenje 1:100, Dako, Glostrup, Denmark).

Za deparafinizaciju, rehidraciju i demaskiranje antigena koriSten je PT LINK aparat (Dako,
Cytomation, 95°C, 15 minuta) za HER2, HER3, Ki-67, p53 uz citratni pufer pH 6,0 za
HER2, HER3 te Target retrival otopinu pH 9,0 za Ki-67 i p53. Za EGFR koristen je
pretretman s proteinazom.

Za vizualizaciju izrazenosti biljega koristen je streptavidin-biotin set (LSAB, Dako, Glostrup,
Denmark) za EGFR, HER2, Ki-67, p53 te CSA II bezbiotinski set (Dako, Glostrup, Denmark)
za HER3 u automatskom stroju za bojenje (TechMate, Dako) koji koristi kapilarnu aktivnost.
Za svako protutijelo napravljena je kontrolna pozitivna i negativna reakcija.

Pozitivnom reakcijom na protutijela EGFR i HER2 smatrala se membranska obojenost
stanica. Pozitivnom reakcijom na HER3 smatrala se citoplazmatska obojenost stanica. Kao
pozitivna reakcija na p53 smatrana je obojenost jezgre stanice, dok je kod analize Ki67
pozitivnom reakcijom smatrana obojanost jezgre i/ili citoplazme stanice.

Procjena pozitivnosti tumora na EGFR temeljila se na: 1. postotku pozitivnih stanica; 2.
intenzitetu bojenja citoplazme (negativno, slabo, srednje, jako pozitivan).

Pozitivnim su se uzorcima smatrali oni kod kojih vise od 30% stanica pokazuje pozitivitet u
bilo kojem intenzitetu bojenja.
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Za procjenu pozitivnosti HER-2 protutijela koristili smo kriterije za karcinome dojke
navedene u tablici 3. Pozitivnost uzorka temeljila se na dva elementa: 1. postotku pozitivnih
stanica; 2. intenzitetu bojanja membrane stanica, iz ¢ega je izracunat rezultat (score).

Tablica 3. Procjena pozitivnosti za HER-2.

Rezultat Procjena izrazenosti HER2 Intenzitet bojanja

0 Negativna Nema obojenosti, ili je obojenost
membrane prisutna u <30% stanica

1+ Negativna Obojenost membrane slabog intenziteta

vidljiva u >30% tumorskih stanica.
Nepotpuna obojenost membrane.

2+ Slabo pozitivna Slaba do umjerena obojenost membrane u

>30% stanica.

3+ Jako pozitivna Intenzivna obojenost cijele membrane u

>30% tumorskih stanica.

Rezultat 3+ smatrali smo pozitivnim, dok bismo rezultat 2+ dodatno testirali CISH
(kromogena in situ hibridizacija) metodom.

Pozitivnim na HER3 smatrali smo uzorak graden od viSe od 30% citoplazmatski obojanih
stanica u bilo kojem intenzitetu bojanja.

Pozitivnom reakcijom na protutijelo Ki-67 smatrana je nuklearna obojanost stanica. Takoder
je napravljena analiza citoplazmatske obojanosti stanica. Rezultat je izrazen u obliku postotka
(%) obojenih stanica. Rezultat Ki67 >30% pozitivnih stanica je smatran pozitivnim.

Pozitivnom reakcijom na protutijelo p53 smatrana je obojenost stanicne jezgre i izraZena je u
obliku postotka tumorskih stanica. Pozitivan rezultat je smatran ukoliko je nadeno >25%

obojenih jezgri.

U analizi dobivenih rezultata sudjelovala je uz nadzor patologa doc.dr.sc Ivane Ili¢ i
pristunica, dr. Daniela Ledi¢ Drvar.
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4.2.3 Statisticke metode

Zbog veli¢ine uzorka i osobitosti podataka koriStene su neparametrijske statisticke metode i
statisticki prikazi. Kao mjera srediS$nje tendencije numeric¢kih podataka koristen je medijan, a
kao mjera varijabilnosti interkvartilni raspon. U prikazu kategorijskih podataka koriSteni su
apsolutni brojevi 1 odgovaraju¢i udjeli. U analizi numerickih podataka koriSten je Mann-
Whitney U test za usporedbu razlika izmedu dvije skupine. Za analizu kategorijskih varijabli
koriSten je hi-kvadrat test. Analiza je provedena koriStenjem statistiCkog paketa R, sa
razinom statisticke znacajnosti postavljenom na P<0,05.
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REZULTATI

5.1. Opis ispitivanog uzorka

Opis ispitivanog uzorka prikazan je u tablici 4. Kako se u ispitivanoj 1 kontrolnoj skupini

radilo o istim bolesnicima, raspodjela

ispitanika prema osnovnim demografskim

karakteristikma odgovarala je raspodjeli dobi kako je navedeno za skupinu bolesnika s

planocelularnim karcinomom koze.

Tablica 4. Opis ispitivanog uzorka (N=101).

N %
<60 godina 10 9,9%
61-70 godina 22 21,8%
Dobne skupine
71-80 godina 44 43,6%
>80 godina 25 24,8%
Muski 55 54,5%
Spol }
Zenski 46 45,5%
Multipli 36 35,6%
Multipli/soltarni tumor
Solitarni 65 64,4%
Tip 2 54 53,5%
Fototip
Tip 3 47 46,5%
Da 93 92,1%
UV zracenje tijekom zivota
Ne 8 7,9%
Broj suncevih opeklina u 3 ivise 40 39,6%
djetinjstvu 3 61 60.4%
Glava i vrat 82 61,2%
Vlasiste 12 9,0%
Ruka 20 14,9%
Lokalizacija* Noga 10 7,5%
Leda 3,7%
Trup sprijeda 4 3,0%
Glutealno 0,7%
1 70 52,2%
Stupan;j** 2 56 41,8%
3 8 6,0%
* % se odnosi na ukupni broj tumora N=134
roE patohistoloski stupanj tumora (odreden po Brodersu)

Tablica 4 prikazuje opisnu statistiku ispitivanog uzorka. Slike 6 do 12 prikazuju raspodjelu
pojedinih vrijednosti u odnosu na ukupni uzorak.
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5.1.2. Raspodjela ispitanika prema dobi

U istrazivanje je ukljucen 101 bolesnik, ¢ija se dob kretala izmedu 50 i 97 godina.
Najvise bolesnika (N=44, odnosno 43,56%) bilo je u skupini bolesnika u dobi izmedu 71 i 80

godina.

Raspodjela ispitanika prema dobi prikazana je na slici 6.

25
24 75%

10
9,90%

Slika 6. Raspodjela ispitivane skupine prema dobi.

22
21,78%

Dobne
skupine
[1<=60 gadina
#461-70 godina
[£171-80 gadina

FH=80 godina
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5.1.3. Raspodjela ispitanika prema spolu

U istrazivanje je bilo ukljueno 55 (54,46%) musSkaraca i 46 (45,54%) zena. Zbog ranije
objasnjenog nacina odabira kontrolne skupine, isto se odnosi i na kontrolnu skupinu.
Raspodjela bolesnika prema spolu prikazana je na slici 7.

Spol

LIMuski
#Zenski

46 Y
45 549% 55
54 46%

Slika 7. Raspodjela ispitivane skupine prema spolu.
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5.1.4. Raspodjela ispitanika prema broju tumora (solitarni/multipli)

Istrazivanjem je obuhvaéeno 36 (35,64%) bolesnika s multiplim i 65 (64,34%) bolesnika sa
solitarnim planocelularnim karcinomom. Raspodjela ispitanika prema broju tumora prikazana
je na slici 8.

Multiplilseltarni
tumor
Cliultipli
# Salitarni

36
35 64%

65
54 36%

Slika 8. Raspodjela ispitivane skupine prema broju tumora.
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5.1.5. Raspodjela ispitanika prema fototipu koZe, izloZenosti UV zraenju i suncevim

opeklinama u djetinjstvu

U ispitivanoj skupini bili su zastupljeni slijede¢i fototipovi koze (prema Fitzpatricku): 54
(53,47%) bolesnika bilo je fototipa II, dok je 47 (46,53%) bolesnika bilo fototipa koze III.
Raspodjela ispitanika prema fototipu koze prikazana je na slici 9.

47
46 53%

Fototip

OTip 2
ZTip 3

54
5347%

Slika 9. Raspodjela ispitivane skupine prema fototipu koze.
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Vecina ispitanika (N= 93, 92,08%) je tijekom Zivota bila izlozena pojacanom UV zraenju.
Raspodjela ispitanika prema izloZenosti UV zrafenju tijekom Zivota prikazana je na slici 10.

uv
Zraéenje
tijekom
Z Zivota

8
7.92% ba
#ne

93
82 08%

Slika 10. Raspodjela ispitivane skupine prema UV zrafenju tijekom Zivota.
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Tri ili viSe suncevih opeklina u djetinjstvu je imalo 40 (39,60 %).
Raspodjela ispitanika prema zadobivenim suncevim opeklinama u djetinjstvu prikazana je na
slici 11.

Broj Sunéevih
opeklina u
djetinjstvu
Ll3ivige
-3

40
39,60%

51 W
60 40%

Slika 11. Raspodjela ispitivane skupine prema broju sunc¢evih opeklina u djetinjstvu.
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5.1.6. Raspodjela ispitanika prema lokalizaciji tumora

Prilikom odabira uzoraka, u istrazivanje su ukljuceni bolesnici s planocelularnim karcinomom
koze u kojih su lezije bile ve¢inom smjesStene na fotoeksponiranim predjelima tijela, a isto se
odnosi i na kontrolnu skupinu.

Vecina lezija bila je smjestena u predjelu glave i vrata (N=82, 61,19%).

Raspodjela prema lokalizaciji tumora prikazana je na slici 12.

Lokalizacija

[(IGlava i vrat
2\ asiste
[CIRuka
1 EdMoga
0.7% [MLeda
&4 Trup sprijeda
X Glutealno

82
61,2%

12
9,0%

Slika 12. Raspodjela ispitivane skupine prema lokalizaciji tumora.
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5.1.7. Raspodjela uzoraka prema patohistoloSkom stupnju tumora

Svim uzorcima planocelularnog karcinoma obuhvaénim

istrazivanjem odreden je

patohistoloski stupanj (stupnjevanje prema Broders-u. Molim, vidjeti uvod). Vise od polovice
uzoraka (N=70, 52,24%) bilo je stupnja 1; 56 (41,79%) uzoraka bilo je stupnja 2; dok je 8

(5,97%) uzoraka bilo patohistoloskog stupnja 3 prema Broders-u.

Raspodjela uzoraka prema patohistoloskom stupnju tumora prikazana je na slici 13.

8
597%

56
41,79%

Slika 13. Raspodjela uzoraka prema patohistoloSkom stupnju tumora.

70
52 24%

Gradus

1
2
3
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5.2. IzraZenost transmembranskih receptora tirozin kinaze (EGFR, HER2 i HER3),
biljega Ki67 i proteina p53 u planocelularnom karcinomu koZe u odnosu na zdravu
kozu

Imunohistokemijskom analizom dobili smo slijedece rezultate:

EGFR

EGFR je bio pozitivan u 82% (N=109) uzoraka planocelularnog karcinoma. Negativan je bio
u svim uzorcima zdrave koze (slike 141 15).

e
(

s
P — TN

Slika 14. Imunohistokemijska analiza izrazenosti EGFR u planocelularnom karcinomu koze.

Opis: tumorske stanice dobro diferenciranog karcinoma plocastih stanica pokazuju
citoplazmatsko 1 membransko bojanje jakog inenziteta na EGFR (imunohistokemijsko
bojanje, EGFR, x 400).
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Slika 15. Imunohistokemijska analiza izraZzenosti EGFR u zdravoj koZi.

Opis: u normalnom epitelu stanice bazalnog sloja pokazuju membranski pozitivitet jakog
intenziteta bojanja na EGFR (imunohistokemijsko bojanje, EGFR, x 100).
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HER?2

HER?2 je bio negativan u svim uzorcima planocelularnog karcinoma i zdrave koze (Slike 16 1
17).

Slika 16. Imunohistokemijska analiza izrazenosti HER2 u planocelularnom karcinomu koze.

Opis: tumorske stanice su negativne na imunohistokemijsko bojanje na HER2
(imunohistokemijsko bojanje, Hercept test, x 400).
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Slika 17. Imunohistokemijska analiza izrazenosti HER2 u zdravoj kozi.

Opis: Stanice normalnog viSeslojnog plocastog epitela ne sadrze HER 2 (imunohistokemijsko
bojanje, Hercept test, x 100).
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HER3

HER3 je bio pozitivan u svim uzorcima planocelularnog karcinoma i zdrave koze (slike 18 1
19).

Slika 18. Imunohistokemijska analiza izrazenosti HER3 u planocelularnom karcinomu koze.

Opis: sve tumorske stanice umjerno diferenciranog karcinoma plocastih stanica pokazuju
citoplazmatski pozitivitet jakog intenziteta na HER3 (imunohistokemijsko bojanje, HER3, x
400).
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Slika 19. Imunohistokemijska analiza izrazenosti HER3 u zdravoj kozi.

Opis: HER3 se nalazi u citoplazmama stanica svih slojeva normalnog viSeslojnog plocastog
epitela. Imunohistokemijsko bojenje na HER3 pokazuje obojenost citoplazmi umjerenog do
jakog intenziteta (imunohistokemijsko bojanje, HER3, x100).
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Ki67

Ki67 je bio pozitivan u 39,7% (N=52) uzoraka planocelularnog karcinoma, dok je bio
negativan u svim uzorcima zdrave koZze (slike 20 1 21). U istrazZivanju je ispitivana i nuklearna
1 citoplazmatska reakcija na Ki67. Budu¢i je izraZenost citoplazmatskog Ki67 pronadena u
samo jednom uzorku planocelularnog karcinoma, prikaz rezultata se odnosi samo na jezgrinu
Ki67 reaktivnost.
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Slika 20. Imunohistokemijska analiza izrazenosti biljega proliferacije Ki67u planocelularnom
karcinomu koze.

Opis: oko 80% tumorskih stanica slabo diferenciranog karcinoma plocastih stanica pokazuje
proliferativnu aktivnost (imunohistokemijsko bojanje, Ki67, x400).
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Slika 21. Imunohistokemijska analiza izrazenosti biljega prolifreracije Ki67 u zdravoj kozi.

Opis: imunohistokemijsko bojanje na Ki67 prikazuje proliferativnu aktivnost u stanicama
bazalnog sloja normalnog epitela (imunohistokemijsko bojanje, Ki67, x100).
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p33

P53 je bio pozitivan u 55,7% (N=73) uzoraka planocelularnog karcinoma dok je bio negativan
u svim uzorcima zdrave koze (slike 22 1 23).
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Slika 22. Imunohistokemijska analiza izrazenosti proteina pS3u planocelularnom karcinomu
koze.

Opis: gotovo sve stanice slabo diferenciranog karcinoma plocastih stanica pokazuju
ekspresiju aberantnog proteina p53 (imunohistokemijsko bojanje, p53, x400).
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Slika 23. Imunohistokemijska analiza izrazenosti proteina pS3u zdravoj kozi.

Opis: u normalnom, zrelom viSeslojnoploc¢astom epitelu nema prisutnog aberantnog proteina
p53 osim u malobrojnim stanicama bazalnog sloja (imunohistokemijsko bojanje, p53, x100).
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Detaljni prikaz rezultata nalazi se u tablicama 5 i 6.

Tablica 5. IzraZzenost transmembranskih receptora tirozin kinaze (EGFR, HER2 1 HER3),

biljega Ki67 i proteina pS3 u planocelularnom karcinomu koze i zdravoj kozi.

Skupina
Karcinom Zdrava koza
N % N %
Negativan | 24 18,0% 134 100,0%
EGFR B
Pozitivan 109 82,0% 0 ,0%
Negativan | 134 100,0% 134 100,0%
HER2
Pozitivan 0 ,0% 0 ,0%
Negativan | O ,0% 0 ,0%
HER3 ;
Pozitivan 134 100,0% 134 100,0%
. . Negativan | 79 60,3% 134 100,0%
Ki67: skupine* .
Pozitivan 52 39,7% 0 ,0%
) Negativan | 58 44,3% 134 100,0%
p53: skupine* .
Pozitivan 73 55,7% 0 ,0%

*P<0,001

Semikvantitativni prikaz rezultata izraZenosti transmembranskih receptora tirozin kinaze
prikazan je u Tablici 6. Kako je HER2 bio negativan u svim uzorcima zdrave koze i
planocelularnog karcinoma, rezultati obuhvacaju prikaz rezultata izrazenosti EGFR i HER3.

Tablica 6. [zraZzenost transmembranskih receptora tirozin kinaze (EGFR i HER3),
semikvantitativno, ovisno o intenzitetu bojanja:

0- negativan; + slabo pozitivan, ++ srednje pozitivan, +++ jako pozitivan.

Skupina
Karcinom Zdrava koza
N % N %
Negativan 0 ,0% 134 100,0%
Slabo pozitivan 2 1,7% 0 ,0%
EGFR . »
Srednje pozitivan | 16 13,7% 0 ,0%
Jako pozitivan 99 84,6% 0 ,0%
Negativan 0 ,0% 0 ,0%
Slabo pozitivan 17 12,7% 0 ,0%
HER3
Srednje pozitivan | 89 66,4% 134 100,0%
Jako pozitivan 28 20,9% 0 ,0%
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5.2.1. Usporedba izraZenosti transmembranskih receptora tirozin kinaze (EGFR, HER2

i HER3), biljega Ki67 i proteina pS3 u planocelularnom karcinomu koZe u
odnosu na zdravu koZu

Analizom rezultata imunohistokemije utvrdene su znacajne razlike izmedu planocelularnog
karcinoma 1 zdrave koZe u izraZenosti EGFR, Ki67 te p53 (sve vrijednosti su zna¢ajno vece u
karcinomu) $to je dodatno prikazano u tablici 7 te na slikama 24 do 26.

Tablica 7. Usporedba izrazenosti transmembranskih receptora tirozin kinaze (EGFR, HER2 i

HER3), biljega Ki67 i proteina p53 u planocelularnom karcinomu koze u odnosu na zdravu
kozu: Mann-Whitney U test.

: i Percentile
Skupina N Arltfnetlcka SD Min Max
sredina 25. Medijan | 75.
Karcinom 133 78,65 31,35 10 100 50 100 100
EGFR (%)
Zdrava koza 134 0 0 0 0 0 0 0
EGFR Karcinom 133 2,82 0,42 1 3 3 3 3
intenzitet Zdravakoza | 134 |0 0 0 0 0 0 0
Karcinom 134 0 0 0 0 0 0 0
HER2 (%)
Zdrava koza 134 0 0 0 0 0 0 0
HER2 Karcinom 134 |0 0 0 0 0 0 0
intenzitet Zdrava koza 134 0 0 0 0 0 0 0
Karcinom 134 100 0 100 100 100 100 100
HER3 (%)
Zdrava koza 134 100 0 100 100 100 100 100
HER3 Karcinom 134 2,08 0,58 1 3 2 2 2
intenzitet Zdravakoza | 134 |2 0 2 2 2 2 2
K67 Karcinom 131 34,4 29,39 2 100 10 20 60
i
Zdrava koza 134 10 0 10 10 10 10 10
3 Karcinom 131 50,38 42,24 0 100 10 50 100
5
P Zdrava koza 134 0 0 0 0 0 0 0
Mann-Whitney U V4 P
EGFR (%) 0,000 -15,343 <0,001
EGFR intenzitet 0,000 -15,779 <0,001
HER2 8978,000 ,000 1,000
HER3 (%) 8978,000 ,000 1,000
HER3 intenzitet 8241,000 -1,787 0,074
Ki67 4623,000 -7,895 <0,001
p53 1005,000 -13,787 <0,001

Legenda: Z= zdrava koza; P = planocelularni karcinom
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Slika 24. Usporedba izrazenosti EGFR u planocelularnom karcinomu koze u odnosu na

zdravu kozu.
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Slika 25. Usporedba izraZenosti biljega proliferacije Ki67 u planocelularnom karcinomu
koZze u odnosu na zdravu kozu.
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Slika 26. Usporedba izrazenosti p53 u planocelularnom karcinomu koze u odnosu na zdravu
kozu.
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Tablica 8. Usporedba izrazenosti biljega Ki67 u planocelularnom karcinomu koze u odnosu
na zdravu kozu: hi kvadrat test.

Skupina
Ukupno
Karcinom Zdrava koza
) N 79 134 213
Negativan
% 60,3% 100,0% 80,4%
Ki67: skupine
- N 52 0 52
Pozitivan
% 39,7% ,0% 19,6%
N 131 134 265
Ukupno
% 100,0% 100,0% 100,0%
Vrijednost | df P
Hi kvadrat test 66,176 1 <0,001
N 265

Znacajna je razlika u ekspresiji Ki67 izmedu karcinoma 1 zdrave koze.
Ki67 je znacajno ¢eS¢e pozitivan u karcinomu (P<0,001) §to je dodatno prikazano na slici 27.
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Slika 27. Usporedba izraZenosti biljega Ki67 u planocelularnom karcinomu koze u odnosu

na zdravu kozu.
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Tablica 9. Usporedba izrazenosti proteina p5S3 u planocelularnom karcinomu koZe u odnosu
na zdravu kozu: hi kvadrat test

Skupina
Ukupno
Karcinom Zdrava koza
) N 58 134 192
Negativan
) ) 44,3% 100,0% 72,5%
p53: skupine
. N 73 0 73
Pozitivan
% 55,7% ,0% 27,5%
N 131 134 265
Ukupno
% 100,0% 100,0% 100,0%
Vrijednost | df P
Hi kvadrat test 103,063 1 <0,001
N 265

Znacajna je razlika u ekspresiji p53 izmedu karcinoma 1 zdrave koze. p53 je znacajno CeSce
pozitivan u karcinomu u odnosu na zdravu kozu (P<0,001) Sto je dodatno prikazano na slici

28.
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Slika 28. Usporedba izraZenosti proteina p53 u planocelularnom karcinomu koZe u odnosu

na zdravu kozu.
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5.3. Usporedba izraZenosti transmembranskih receptora tirozin kinaze (EGFR, HER2 i
HER3), biljega Ki67 i proteina p53 u solitarnom planocelularnom karcinomu koze
u odnosu na multipli planocelularni karcinom

Utvrdena je znacajno veca izrazenost ( u medijanima) EGFR, Ki 67 i p53 u multiplim
tumorima u odnosu na solitarne. Nije utvdena razlika u izrazenosti HER2 i HER3.
Detalji su prikazani u tablicama 101 11, te na slikama 29-31.

Tablica 10. Usporedba izrazenosti transmembranskih receptora tirozin kinaze (EGFR, HER2
1 HER3), biljega Ki67 1 proteina p53 u planocelularnom karcinomu koze izmedu multiplog i
solitarnog planocelularnog karcinoma: Mann-Whitney U test.

q 9 3 Percentile

Tip N Arltfnetlcka SD Min Max

tumora sredina 25. Medijan | 75.

Multipli 66 86,36 25,52 10,00 100,00 | 80,00 100,00 100,00
EGER (%) o

Solitarni | 67 71,04 34,73 10,00 100,00 | 30,00 90,00 100,00
EGFR Multipli 66 2,83 0,38 2,00 3,00 3,00 3,00 3,00
intenzitet Solitarni | 67 2,81 0,47 1,00 3,00 3,00 3,00 3,00
HERD Multipli 67 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Solitarni | 67 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Multipli 67 100,00 0,00 100,00 100,00 | 100,00 100,00 100,00
HER3 (%) o

Solitarni | 67 100,00 0,00 100,00 100,00 | 100,00 100,00 100,00
HER3 Multipli 67 2,12 0,51 1,00 3,00 2,00 2,00 2,00
intenzitet Solitarni | 67 2,04 0,64 1,00 3,00 2,00 2,00 2,00
Kig7 Multipli 64 39,72 30,91 2,00 100,00 | 10,00 35,00 67,50

1
Solitarni | 67 29,33 27,12 5,00 100,00 | 10,00 20,00 50,00
53 Multipli 65 58,92 41,62 0,00 100,00 | 10,00 70,00 100,00

P Solitarni | 66 41,97 41,44 0,00 100,00 | 5,00 15,00 100,00

%ann-Whitney 7 p
EGFR (%) 1634,500 -2,92 0,003
EGFR intenzitet 2205,500 -0,04 0,969
HER2 2244,500 0,00 1,000
HER3 (%) 2244500 0,00 1,000
HER3 intenzitet 2117,500 -0,68 0,498
Ki67 1722,500 -1,98 0,048
p53 1660,000 -2,29 0,022

Legenda: Z= zdrava koza; P = planocelularni karcinom
Medijani izrazenosti EGFR (%),Ki67 te p53 su znacajno veci u multiplim tumorima u odnosu
na solitarne tumore.
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Tablica 11. Usporedba izraZzenosti transmembranskih receptora tirozin kinaze (EGFR, HER2
1 HER3), biljega Ki67 i proteina p53 u planocelularnom karcinomu koze izmedu multiplog i

solitarnog planocelularnog karcinoma: hi kvadrat test.

Tip tumora
Multipli Solitarni
N % N %
Negativan 6 9,1% 18 26,9%
EGFR* .
Pozitivan 60 90,9% 49 73,1%
Negativan 67 100,0% 67 100,0%
HER2 .
Pozitivan ,0% ,0%
Negativan ,0% ,0%
HER3 .
Pozitivan 67 100,0% 67 100,0%
) ) Negativan 32 50,0% 47 70,1%
Ki67: skupine* .
Pozitivan 32 50,0% 20 29,9%
. Negativan 23 35,4% 35 53,0%
p53: skupine* .
Pozitivan 42 64,6% 31 47,0%

*P<0,05

Sli¢no kao 1 u tablici 11, ako se uzme u obzir samo pozitivitet ili negativitet nalaza pokazuju

se znacajne razlike u izrazenosti EGFR-a, Ki67 i p53 s ve¢om ucestalosti ekspresije u

multiplih tumora (slike 29-31).
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[ IMegativan
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Slika 30. Usporedba izrazenosti biljega Ki67 u solitarnom i multiplom planocelularnom

karcinomu koze.
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Slika 31. Usporedba izrazenosti proteina p53 u solitarnom i multiplom planocelularnom

karcinomu koze.
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5.4. Povezanost izraZenosti transmembranskih receptora tirozin kinaze s pojavom
multiplih tumora koZe, fototipom koZe, te anamnestickim podatcima o pojacanoj
izloZenosti UV zracenju i broju suncevih opeklina u djetinjstvu

5.4.1. Povezanost izraZenosti transmembranskih receptora tirozin kinaze s Ki67
imunoreaktivno$¢u te izraZenoS¢u proteina p53 u solitarnom, multiplom
planocelularnom karcinomu, kao i u zdravoj koZi

Istrazivanjem je utvrdeno da EGFR (%) i HER3 intenzitet znacajno pozitivno koreliraju s
Ki67 i p53 u solitarnom tumoru (slike 32-35), ali ne 1 u multiplim tumorima (slike 36-39).
Na slikama su prikazani i regresijski pravci kako bi se lakse uocio smjer korelacije.

Solitarni tumeori

100 o 0 0 o O O

y=56,03+0,51"

)
£ B0 o
o
1
o] (a] o
1]
40— o
o O o]
207 o O o]
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0 T T T T T T
0 20 40 G0 g0 100
Ki67

Slika 32. Povezanost izrazenosti EGFR (%) 1 Ki67 u solitarnom planocelularnom karcinomu

koze.
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Solitarni tumeori
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Slika 33. Povezanost izrazenosti EGFR (%) 1 p53 u solitarnom planocelularnom karcinomu
koze.
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Slika 34. Povezanost izrazenosti HER3 (intenzitet) i Ki67 u solitarnom planocelularnom

karcinomu koze.
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HER3 intezitet

Solitarni tumeori
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Slika 35. Povezanost izrazenosti HER3 (intenzitet) 1 p53 u solitarnom planocelularnom

karcinomu koze.
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Multipli tumori
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Slika 36. Povezanost izrazenosti EGFR (%) 1 Ki67 u multiplom planocelularnom karcinomu

koze.
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Slika 37. Povezanost izrazenosti EGFR (%) 1 p53 u multiplom planocelularnom karcinomu

koze.
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Slika 38. Povezanost izrazenosti HER3 (intenzitet) 1 Ki67 u multiplom planocelularnom

karcinomu koze.
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Slika 39. Povezanost izrazenosti HER3 (intenzitet) i p5S3 u multiplom planocelularnom

karcinomu koze.

Izrazenost citoplazmatskog Ki67 pronadena je u samo jednom uzorku planocelularnog

karcinoma.
Na zdravoj kozi nisu uocene promjene u intenzitetu i udjelu izraZzenosti pojedinih receptora i

markera tako da nije bilo moguce uciniti procjenu povezanosti.
Detalji su prikazani u tablici 12.
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Tablica 12. Povezanost izraZenosti transmembranskih receptora tirozin kinaze s nuklearnom,

membranskom i citoplazmatskom Ki67 imunoreaktivno$c¢u te izrazenoS¢u proteina p53 u

solitarnom, multiplom planocelularnom karcinomu, kao i u zdravoj kozi*.

Multipli Solitarni
ki67 p53 ki67 p53
Korelacijski koeficijent -0,120 0,046 0,430 0,387
EGFR (%) P 0,175 0,359 <0,001 0,001
N 63 64 67 66
Korelacijski koeficijent -0,220 -0,050 -0,067 -0,115
EGFR
. . P 0,042 0,347 0,296 0,180
intenzitet
N 63 64 67 66
Korelacijski koeficijent 0,177 0,079 0,337 0,328
HER3 0,081 0,265 0,003 0,004
intenzitet
N 64 65 67 66

*Na zdravoj kozi nema promjena u intenzitetu i udjelu izraZenosti pojedinih receptora i

markera tako da nije moguca procjena povezanosti.
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5.4.2. Povezanost izraZenosti transmembranskih receptora tirozin kinaze s fototipom

kozZe

Analizom rezultata istrazivanja uocena je znacajna razlika izmedu pojedinih fototipova koze
(u postotku) izraZenosti EGFR-a (vece vrijednosti u svjetlijem tipu koZze), tablice 13 1 14.

Tablica 13. Povezanost izrazenosti transmembranskih receptora tirozin kinaze s fototipom
koze: Mann-Whitney U test.

: i Percentile
Fototip | N Aritmetitka | oy, Min Max
sredina 25. Medijan 75.
Tip 2 82 81,71 3030 | 10,00 100,00 | 50,00 100,00 100,00
EGFR (%) ,
Tip 3 51 73,73 32,68 | 10,00 100,00 | 40,00 80,00 100,00
EGFR Tip 2 82 2,85 0,36 2,00 3,00 3,00 3,00 3,00
intenzitet Tip 3 51 2,76 0,51 1,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Tip 2 83 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
HER2
Tip 3 51 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Tip 2 83 100,00 0,00 100,00 | 100,00 | 100,00 100,00 100,00
HER3 (%) .
Tip 3 51 100,00 0,00 100,00 | 100,00 | 100,00 100,00 100,00
HER3 Tip 2 83 2,10 0,53 1,00 3,00 2,00 2,00 2,00
intenzitet  Tijp 3 51 2,06 0,65 1,00 3,00 2,00 2,00 2,00
i Tip 2 80 33,59 30,11 | 2,00 100,00 | 10,00 20,00 60,00
1
Tip 3 51 35,69 28,46 | 5,00 100,00 | 10,00 30,00 60,00
“ Tip 2 80 50,50 42,95 | 0,00 100,00 | 10,00 50,00 100,00
P Tip 3 51 50,20 41,52 | 0,00 100,00 | 10,00 50,00 100,00
Mann-Whitney U V4 P
EGFR (%) 1624,0 2,433 0,015
EGFR intenzitet 1975,0 -0,833 0,405
HER2 2116,5 0,000 1,000
HER3 (%) 2116,5 0,000 1,000
HER3 intenzitet 2061,0 -0,305 0,760
Ki67 1876.5 -0,786 0,432
p53 2009,5 -0,148 0,883

Legenda: Z= zdrava koza; P = planocelularni karcinom
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Tablica 14. Povezanost izraZenosti transmembranskih receptora tirozin kinaze s fototipom

koze: hi kvadrat test.

Fototip
Tip 2 Tip 3
N % N %
Negativan 13 15,9% 11 21,6%
EGFR .
Pozitivan 69 84,1% 40 78,4%
Negativan 83 100,0% 51 100,0%
HER2
Pozitivan 0 ,0% 0 ,0%
Negativan ,0% ,0%
HER3 o
Pozitivan 83 100,0% 51 100,0%
. . Negativan 48 60,0% 31 60,8%
Ki67: skupine .
Pozitivan 32 40,0% 20 39,2%
. Negativan 37 46,3% 21 41,2%
p53: skupine .
Pozitivan 43 53,8% 30 58,8%

Nema znacajnih razlika u pozitivitetu i negativitetu izrazenosti pojedinih receptora i biljega u

odnosu na fototip koze.
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5.4.3. Povezanost izraZenosti transmembranskih receptora tirozin kinaze s
anamnesti¢kim podatcima o pojacanoj izloZenosti UV zracenju

Pronadeni su znacajno ve¢i medijani ekspresije EGFR-a 1 Ki67u ispitanika koji su tijekom

zivota bili izloZeni pojacanom UV zracenju.

Tablica 15. Povezanost izrazenosti transmembranskih receptora tirozin kinaze s
anamnestickim podatcima o pojacanoj izlozenosti UV zracenju: Mann-Whitney U test.

e e . 57 Percentile
HV zracenje tijekom N Arltfnetlcka SD Min Max
Zivota sredina 25. Medijan 7s.
Da 125 80,32 30,37 | 10,00 100,00 | 65,00 100,00 100,00
EGFR (%)
Ne 8 52,50 36,94 | 10,00 100,00 15,00 45,00 95,00
EGFR Da 125 2,81 0,43 1,00 3,00 3,00 3,00 3,00
intenzitet N 8 3,00 0,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Da 126 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
HER2
Ne 8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Da 126 100,00 0,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
HER3 (%)
Ne 8 100,00 0,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
HER3 Da 126 2,10 0,56 1,00 3,00 2,00 2,00 2,00
intenzitet  Ne 8 1,75 0,71 1,00 3,00 1,00 2,00 2,00
i Da 123 35,46 29,21 | 2,00 100,00 10,00 20,00 60,00
1
Ne 8 18,13 29,15 | 5,00 90,00 5,00 10,00 10,00
. Da 123 51,87 41,82 | 0,00 100,00 10,00 50,00 100,00
P Ne 8 27,50 44,88 | 0,00 100,00 | 0,00 5,00 77,50
Mann-Whitney U V4 P
EGFR (%) 280,5 2,339 0,019
EGFR intenzitet 412,0 -1,292 0,196
HER2 504,0 0,000 1,000
HER3 (%) 504,0 0,000 1,000
HER3 intenzitet 359,5 -1,627 0,104
Ki67 252,5 2,344 0,019
p53 294,0 -1,950 0,051

Legenda: Z= zdrava koza; P = planocelularni karcinom
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Tablica 16. Povezanost izrazenosti transmembranskih receptora tirozin kinaze s
anamnestickim podatcima o pojacanoj izloZzenosti UV zracenju: hi kvadrat test.

UV zracenje tijekom Zivota
Da Ne
N % N %
Negativan 21 16,8% 3 37,5%
EGFR .
Pozitivan 104 83,2% 5 62,5%
Negativan 126 100,0% 8 100,0%
HER2
Pozitivan 0 ,0% 0 ,0%
Negativan 0 ,0% 0 ,0%
HER3 .
Pozitivan 126 100,0% 8 100,0%
) ) Negativan 72 58,5% 7 87,5%
Ki67: skupine .
Pozitivan 51 41,5% 1 12,5%
) Negativan 52 42.3% 6 75,0%
p53: skupine .
Pozitivan 71 57,7% 2 25,0%

Nema znacajnih razlika u pozitivitetu 1 negativitetu izraZzenosti pojedinih receptora i biljega u
odnosu na UV zracenje tijekom Zivota.
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5.4.4. Povezanost izraZenosti transmembranskih receptora tirozin kinaze s brojem
suncevih opeklina u djetinjstva

Sukladno podacima prikazanim u tablici 17, pronadeni su znacajno ve¢i medijani izrazenosti

EGFR-a u ispitanika koji su tijekom Zivota imali viSe od 3 opekline uzrokovane suncevim

zracenjem.

Tablica 17. Povezanost izraZzenosti transmembranskih receptora tirozin kinaze s brojem
suncevih opeklina u djetinjstvu: Mann-Whitney U test.

Broj Sunéevih q 5% Percentile
opeklina u N Arl(t;netlcka SD Min Max —
djetinjstvu SUECHL 25. Medijan 75.
>3 69 85,22 26,49 | 10,00 100,00 | 80,00 100,00 100,00
EGFR (%)
<3 64 71,56 34,70 | 10,00 100,00 | 30,00 90,00 100,00
EGFR >3 69 2,81 0,39 2,00 3,00 3,00 3,00 3,00
intenzitet <3 64 2,83 0,46 1,00 3,00 3,00 3,00 3,00
>3 70 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
HER2
<3 64 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
>3 70 100,00 0,00 100,00 | 100,00 | 100,00 100,00 100,00
HER3 (%)
<3 64 100,00 0,00 100,00 | 100,00 | 100,00 100,00 100,00
HER3 >3 70 2,13 0,54 1,00 3,00 2,00 2,00 2,00
intenzitet <3 64 2,03 0,62 1,00 3,00 2,00 2,00 2,00
i >3 67 37,79 31,07 | 2,00 100,00 | 10,00 20,00 70,00
1
<3 64 30,86 27,31 | 5,00 100,00 | 10,00 20,00 50,00
“ >3 68 56,69 41,72 | 0,00 100,00 | 10,00 60,00 100,00
P <3 63 43,57 42,06 | 0,00 100,00 | 5,00 20,00 100,00
Mann-Whitney U V4 P
EGFR (%) 1646,0 2,850 0,004
EGFR intenzitet | 2115,5 -0,646 0,518
HER2 2240,0 0,000 1,000
HER3 (%) 2240,0 0,000 1,000
HER3 intenzitet | 2065,5 0,932 0,351
Ki67 1898,0 -1,153 0,249
p53 1757,5 -1,815 0,069

Legenda: Z= zdrava koza; P = planocelularni karcinom
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Tablica 18. Povezanost izraZzenosti transmembranskih receptora tirozin kinaze s brojem

suncevih opeklina u djetinjstvu: hi kvadrat test.

Broj suncevih opeklina u djetinjstvu
>3 <3
N % N %
Negativan 7 10,1% 17 26,6%
EGFR* .
Pozitivan 62 89,9% 47 73,4%
Negativan 70 100,0% 64 100,0%
HER2 .
Pozitivan 0 ,0% ,0%
Negativan 0 ,0% ,0%
HER3 i
Pozitivan 70 100,0% 64 100,0%
) ) Negativan 36 53,7% 43 67,2%
Ki67: skupine .
Pozitivan 31 46,3% 21 32,8%
) Negativan 26 38,2% 32 50,8%
p53: skupine .
Pozitivan 42 61,8% 31 49.2%
*P<0,05
EGFR
0 — .
100,0% 7 C1Negativan
10,14% Pozitivan
17
26 56%
80,0%
£ 60,0%
2
=
2
0y =
40 0% 47
73,44%
20,0% /
0,0% . %

=3

Broj sunéevih opeklina u djetinjstvu

Slika 40. Povezanost izrazenosti EGFR s brojem sunc¢evih opeklina u djetinjstvu.
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5.5. Predikcije patohistoloSkog stupnja tumora (po Brodersu) s obzirom na izraZenost
pojedinih receptora tirozin kinaze, Ki67 i p53

Analizom dobivenih rezultata istrazivanja, uz pomo¢ regresijskog modela predikcije stupnja
tumora kao jedini znacajni prediktor se izdvaja izrazenost Ki67. Veca izraZzenost ovog biljega
proliferacije povezana je s vefim patohistoloskim stupnjem diferencijacije tumora, po
Brodersu (Tablica 19).

Tablica 19. Regresijski model predikcije patohistoloskog stupnja tumora (po Brodersu) s
obzirom na izrazenosti pojedinih receptora tirozin kinaze, Ki67 i p53.

e | | | [

B gS:zgl((l:rdna Beta Donji Gornji
EGFR (%) 0,00 0,00 -0,10 -1,25 0,214 -0,01 0,00
EGEFR intenzitet 0,05 0,11 0,03 0,40 0,687 -0,18 0,27
HER3 intenzitet -0,02 0,09 -0,02 -0,23 0,820 -0,19 0,15
Ki67 0,01 0,00 0,52 5,50 <0,001 0,01 0,01
p53 0,00 0,00 0,04 0,45 0,652 0,00 0,00

Model je statisticki znacajan (P<0,001), objasnjava 27,4% varijance patohistoloSkog stupnja
tumora (po Brodersu) te kao jedini znacajni prediktor (kontroliran na ostale u modelu) izdvaja
se izrazenost Ki67: veca izrazenost je povezana s vecim patohistoloSskim stupnjem
diferencijacije tumora, kontrolirano na ostale prediktorske varijable u modelu.
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5.6. Predikcija rizika nastanka multiplih tumora s obzirom na izraZenost pojedinih
receptora tirozin kinaze, Ki67 i p53 te pojedine anamnesticke podatke

Binarni logisticki model predikcije rizika nastanka multiplih tumora je statisticki znacajan
(P=0,039) i objasnjava 17% varijance.

Najjaci znaCajni prediktor nastanka multiplih tumora (kontroliran na ostale varijable u
modelu) je starija dob (OR od 5,83 do 10,08 u usporedbi s referentnom skupinom mladih od
60 godina), a nakon toga veca izrazenost Herl % (OR=1,02; 95% CI 1,01-1,03).

Ovi podaci nam govore o klinickim/terapijskim smjernicama koje bi u prevenciji nastanka
multiplih tumora trebale biti usmjerene na stariju dobnu skupinu i to prvenstveno nakon 70.
godine u kojoj nalazimo povecanu izrazenost HER1.

Tablica 20. Regresijski model predikcije rizika nastanka multiplih tumora s obzirom na
izrazenosti pojedinih receptora tirozin kinaze, Ki67 i p53 te pojedine anamnesti¢ke podatke:
binarna logisti¢ka regresija.

95% CI
OR P
Donji Gornji
Dobna skupina: <=60 godina (REF) 0,103
61-70 godina 5,52 0,90 34,02 0,065
71-80 godina 5,83 1,05 32,53 0,044
>80 godina 10,08 1,61 62,92 0,013
Zenski spol 0,83 0,38 1,82 0,639
EGFR (%) 1,02 1,01 1,03 0,045
EGEFR intenzitet 1,08 0,44 2,63 0,870
HER3 intenzitet 0,88 0,44 1,75 0,705
Ki67 1,01 1,00 1,03 0,162
p53 1,00 0,99 1,01 0,690
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Uloga HER obitelji receptora u nemelanomskim tumorima koZe jo$ uvijek je nedovoljno
poznata, unato¢ in vitro dokazanoj UV-posredovanoj izrazenosti EGFR 1 HER2 (47,65,80).
Dosadagnja istrazivanja uglavnom su provedena u tumorima drugih organa. Clanovi HER
obitelji su do sada povezani s nastankom brojnih tumora ukljuujuéi tumore
gastrointestinalnog, urinarnog, reproduktivnog trakta, tumore mozga, planocelularne
karcinome (prvenstveno glave i vrata), karcinom dojke i zeluca (10,12-15,46-50).

Cilj naSeg istrazivanja bio je pokusSati istraziti njihovu ulogu u planocelularnom karcinomu
koze.

U istraZzivanje je bilo ukljueno 55 (54,46%) muskaraca 1 46 (45,54%) Zena, €ija se dob
kretala izmedu 50 i 97 godina. NajviSe bolesnika (N=44, odnosno 43,56%) bilo je u dobi
izmedu 71 1 80 godina.Vecina lezija bila je smjeStena u predjelu glave i vrata (N=82,
61,19%). U ovom istrazivanju pokazano je da je planocelularni karcinom c¢e$¢i u osoba
muskog spola, starije dobi, te uglavnom nastaje na fotoeksponiranim predjelima koze,
sukladno spoznajama drugih autora (3, 65-67).

Stoga se preporucuje provodenje redovitih screening pregleda u osoba starijih dobnih
skupina.

U ispitivanoj skupini bili su zastupljeni slijede¢i fototipovi koze (prema Fitzpatricku): 54
(53,47%) bolesnika bilo je fototipa II, dok je 47 (46,53%) bolesnika bilo fototipa koze III.
Vecina ispitanika (N= 93, 92,08%) je tijekom zivota bila izloZena pojaanom UV zracenju.
Tri ili viSe sunéevih opeklina u djetinjstvu je imalo 40 (39,60 %) bolesnika.

Naime, 1 ovdje se radi o opéepoznatim Cinjenicama da je planocelularni karcinom ¢es¢i u
osoba svjetlijeg fototipa koje su tijekom zivota bile izlozene pojatanom UV zrafenju i
zadobile viSe od tri sunc¢eve opekline u djetinjstvu.Vecoj incidenciji pridonosi nain Zivota
(odijevanje, pojacano izlaganje UV zraenju, osobito trend odlazaka u salone za suncanje),
kao Sto je navedeno u uvodu (3,27). Preporucene preventivne mjere: mjere fotoprotekcije,
edukacija opée populacije, osobito mladih dobnih skupina, te naglasavanje Stetnosti odlazaka
u salone za suncanje.

Analizom rezultata imunohistokemije u naSem radu, utvrdene su statisticki znac¢ajne razlike
izmedu planocelularnog karcinoma i zdrave koze u izrazenosti EGFR, Ki67 te p53 (sve
vrijednosti su znacajno veée u karcinomu), Sto je sukladno rezultatim drugih autora (19-23,
67,72-74). HER 2 je bio negativan i u tumorima i zdravoj kozi, dok je HER3 bio izrazen
jednako u tumoru 1 zdravoj kozi.

Nase istrazivanje pokazalo je vecu izrazenost EGFR u planocelularnom karcinomu u odnosu
na zdravu kozu. Naime, u uzorcima planocelularnog karcinoma EGFR je bio pozitivan u 82%
(N=109) uzoraka, dok je u svim uzorcima zdrave koze bio negativan. Malobrojna su
dosadasnja istrazivanja izrazenosti EGFR u kozi.
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Krahn i suradnici istrazivali su izrazenost HER obitelji receptora (EGFR, HER2, HER3 i
HER4) pojedina¢no ali i njihovu ko-ekspresiju na ukupno 56 uzoraka koje su sacinjavali
smrznuti uzorci zdrave koze, BCC i SCC. Smrznuti uzorci (N, tekuéi dusik) iz 16
bazocelularnih karcinoma, 5 koznih planocelularnih karcinoma i 16 uzoraka zdrave koze
analizirani su konvencionalnom rt PCR metodom. Dobili su vrlo visoku izraZzenost EGFR u
planocelularnom karcinomu koze (80%) u odnosu na zdravu kozu (38%). Dodatni uzorci koje
su saCinjavala 4 uzorka zdrave koze, 9 bazocelularnih i 6 planocelularnih karcinoma
analizirani su diferencijalnom rtPCR metodom za izraZzenost HER2 i kvantitativnom rt PCR
metodom za EGFR 1 HER3. Ovom metodom su se EGFR, HER2 i HER3 mogli odrediti u
svim uzorcima, pa makar bili prisutni i u vrlo maloj koli¢ini. Za EGFR 1 HER3 se jako
pozitivnim rezultatom smatrao odnos RTK/GAPDH > 0,5. Takvih je za EGFR bilo 25%
uzoraka zdrave koze, te 33% uzoraka BCC i SCC (47). Izrazenost HER 4 nije utvrdena niti u
jednom uzorku (47). U usporedbi s naSim istrazivanjem, slicni rezultati su dobiveni u
izrazenosti EGFR. Naime, u njihovoj studiji izrazenost je u planocelularnom karcinomu bila
80% metodom rt PCR, odnosno 33% kvantitativnom metodom rtPCR, dok je u naSem
istraZivanju bila 82%. Razlika postoji u svim ostalim rezultatima. Naime, izraZzenost EGFR u
zdravoj kozi u naSem istrazivanju nije uocena, dok je u njihovom istrazivanju zabiljezena u
38% slucajeva metodom rt PCR, odnosno jaka izrazenost u 25% slucajeva kvantitativnom
metodom rtPCR (47). Kada je rije¢ o ko-ekspresiji, autori su u zdravoj kozi utvrdili izoliranu
izrazenost HER?2 ili ko-ekspresiju EGFR/HER2. U tumorskoj kozi je pronadena koekspresija
HER2/HERS3 ili trostruka izrazenost EGFR/HER2/HER3, koja je utvrdena u 50% BCC, 40%
SCC u odnosu na 26% u zdravoj koZi. U navedenom istrazivanju postoji razlika u odnosu na

nase istrazivanje u broju uzoraka, koji je znatno vec¢i u nasem istrazivanju, te u metodologiji
(47).

Lavrijesen 1 suradnici istrazivali su izraZzenost EGFR, involukrina i citokeratina u
bazocelularnom i planocelularnom karcinomu koze. Dobili su u nemelanomskim tumorima
koze (BCC i SCC) 1 u zdravoj kozi jednaku izrazenost EGFR u svim uzrocima (100%), dok u
nasem istraZivanju nije bilo pozitiviteta u zdravoj kozi, za razliku od uzoraka SCC gdje je
pozitivitet detektiran u 82% uzoraka. Razliku mozemo objasniti malim brojem uzoraka u
njihovom istrazivanju (14 SCC) u odnosu na nase (134 SCC), kao i uporabom smrznutih
uzoraka dok smo mi koristili parafinske blokove. KoriSteno je i razli¢ito protutijelo. Naime,
dok smo mi koristili klon E30, oni su koristili 2E9. 1z rada nisu razvidni kriteriji koriSteni u
ocitanju rezultata, pa je moguce da su i tu postojale razlike u odnosu na nase istrazivanje (61).

Schlauder i suradnici su istrazivali izrazenost EGFR na posebnom histoloskom podtipu
koznog planocelularnog karcinoma vretenastih stanica (cutaneous spindle squamous cell
carcinoma, SSC, inaCe takoder poznat kao sarkomatoidni karcinom).To je rijetka podvrsta
planocelularnog karcinoma karakterizirana slabo diferenciranim atipi¢nim vretenastim
stanicama koje fenotipski nalikuju mezenhimalnom tumoru. U istraZivanju na 13 uzoraka
primarnog nemetastatskog SSC koZe, metodom imunohistokemije dobili su znatno manju
izrazenost EGFR (< 8%) u usporedbi s naSih 82%. Razliku mozemo prvenstveno objasniti
vrlo malim uzorkom koji su koristili u svom istrazivanju 1 specificnim podtipom
planocelularnog karcinoma (63).
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Danas se smatra da je EGFR kljuan u nastanku planocelularnog karcinoma koze (64).
Aktivacija EGFR u keratinocitima dovodi do stani¢ne proliferacije i povecanja debljine
epidermisa i broja stanica, inducira ili blokira diferencijaciju keratinocita ovisno o
eksperimentalnim uvjetima, dovodi do migracije normalnih keratinocita, te povecava
prezivljenje stanica i rezistenciju na apoptozu (5, 44,45). Povecana izraZzenost EGFR u
tumorima dovodi do stani¢ne proliferacije, prezivljenja tumorskih stanica, invazije,
angiogeneze 1 pojave metastaza. U planocelularnom karcinomu pojacana izrazenost EGFR
izgleda dovodi do pojave agresivnijeg fenotipa tumora (5). Vecina istrazivanja EGFR u
karcinomima koze potvrduje njegov znacaj u nastanku tumora (47, 61, 62, 64, 67).

Nase istraZivanje potvrduje dosadasnje spoznaje o vaznosti EGFR u nastanku planocelularnog
karcinoma koze (81, 82). Najvjerojatniji mehanizam njegovog djelovanja u planocelularnom
karcinomu koze upravo je njegovo djelovanje na proliferaciju keratinocita, blokadu njihove
diferencijacije, povecanje prezivljenja tumorskih stanica i rezistencije na apoptozu.

U istrazivanjima nemelanomskih karcinoma koze HER2 je uglavnom povezan s regulacijom
odgovora koze na UV zracenje, odnosno s UV uvjetovanom karcinogenezom (65,66). HER2
pozitivitet u naSem istrazivanju nije utvrden u tumoru, S$to je sukladno rezultatima rada
Schlaudera i suradnika(63). Takoder, HER2 pozitivitet nismo utvrdili niti u uzorcima zdrave
koze. U istrazivanju Krahn-a i suradnika HER2 izrazenost je konvencionalnom metodom rt
PCR zabiljezena u 100% slucajeva zdrave kozZe 1 planocelularnog karcinoma. Metodom
diferencijalne rt PCR medijan ekspresije za HER2 je bio u zdravoj kozi 48,0, u BCC 31,6 te u
SCC 41,4, sto se sve smatralo jako pozitivnim rezultatom. Utvrden je ve¢i medijan ekspresije
u zdravoj kozi (48,0) u odnosu na SCC (41,4). Naprotiv, u naSem istrazivanju nije uoc¢ena
izrazenost HER2 niti u jednom uzorku. Razliku u odnosu na naSe istrazivanje mozemo
objasniti malim brojem uzoraka u njihovom istrazivanju te primjenom razli¢ite metode. PCR
je znatno osjetljivija metoda od imunohistokemije (IHC) koja je koriStena u nasem
istrazivanju. Mi smo takoder u ocitavanju HER2 primijenili vrlo stroge kriterije, koji se
koriste kod karcinoma dojke (47).

Ahmed 1 suradnici, su istrazivali izrazenost HER2 u uzorcima nekoliko razli¢itih tumora
koze: 5 keratoakantoma, 10 aktini¢kih keratoza, 17 primarnih SCC, 7 metastatskih SCC, 10
BCC. Koristili su metodu sli¢nu nasoj, naime IHC na parafinskim blokovima. Broj uzoraka
SCC je bio znatno manji od nasega (ukupno 24 u odnosu na nasih 134) , a zamijetili su visoku
izrazenost HER2 u uzorcima SCC (82% u primarnog SCC, te 86% u metastatskog SCC).
Razlika prema naSem istrazivanju, osim veli¢inom uzorka, moze se objasniti 1 kriterijima
ocitanja HER2 imunoreaktivnosti. Naime, Ahmed i suradnici su pozitivnim smatrali uzorke
kod kojih je >1% stanica pokazalo pozitivitet bilo kojeg inteziteta, dok smo mi pozitivnim
smatrali >30% stanica koje pokazuju pozitivitet u intezitetu 3+ (83).

Spoznaje uloge HER2 u drugim karcinomima mogu biti korisne u njihovom proucavanju
ucinaka u karcinomima koze. Medutim, do sada uloga HER2 u nastanku karcinoma koze nije
razjasnjena. Bit ¢e potrebna nova istrazivanja kako bi se ona rasvijetlila.
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HER3 je u nasem istrazivanju bio jednako izrazen u tumoru i zdravoj kozi. Izrazenost HER3
je u istrazivanju Krahn-a i suradnika konvencionalnom metodom rt PCR u zdravoj kozi bila
38%, au SCC u 80% slucajeva, dok je kvantitativnom rtPCR metodom utvrden veci postotak
jako pozitivnih uzoraka u zdravoj koZi (50%) u odnosu na SCC (17%). U nasem istraZivanju
izrazenost HER3 je zabiljeZena u 100% uzoraka i zdrave koze i SCC. Tu moZemo reci da je
donekle sli¢na bila izraZzenost u SCC. U radu Krahn-a i suradnika na vidjelo izlazi spoznaja o
vaznosti primijenjene metode. Naime, kvantitativnom rtPCR metodom dobili su veéi postotak
jako pozitivnih uzoraka u zdravoj kozi (50%) u usporedbi s SCC (17%), Sto se razlikuje od
rezultata dobivenog konvencionalnom metodom rt PCR (47).

Wimmer 1 suradnici su proucavali izrazenost HER3 na uzorcima razli¢itih tumora koze,
ukljucujuéi 1 SCC, te u zdravoj kozi. Koristili su smrznute uzorke i PCR metodu. Pozitivitet
su dobili u 80% slucajeva SCC, 27% uzoraka zdrave koze, te 68% u nevusima, dok smo mi
dobili 100% pozitivitet u uzorcima SCC i zdrave koze. Ovim istrazivanjem obuhvacen je vrlo
mali broj uzoraka SCC (5), pa navedeni rezultat nije prikladan za interpretaciju (50).

Nadalje, u istrazivanju Wimmera i suradnika je zanimljivo da je ekspresija HER3 znatno jace
izrazena u malignih tumora koZe, metastaza malignog melanoma, ali pozitivitet je u manjoj
mjeri uocen i u benignim strukturama, kao $to su nevusi, pa ¢ak i u zdravoj kozi (50).

Time je zapravo jos uvijek nejasna uloga HER3 u nastanku karcinoma koze. Potrebne su nove
studije, na ve¢em broju uzoraka, kako bi se objasnila njegova uloga u tumorima koze.

Zakljuéno mozemo re¢i da su najvaznije razlike koje su dovele do razli¢itih rezultata izmedu
naSeg 1 do sada objavljenih istrazivanja HER-receptora u kozi slijedece:

» Razlika u veli¢ini uzorka: sva navedena istrazivanja imala su znacajno manji broj
uzoraka u odnosu na nase istrazivanje.

» Razli¢ita metodologija je primijenjena u istrazivanjima.

» Kriteriji o€itavanja se razlikuju u istrazivanjima koja su koristila istu ili sli¢cnu metodu.

U tablici 21. prikazana je detaljna usporedba do sada objavljenih istrazivanja obitelji HER-
receptora u kozi 1naseg istraZivanja.
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Tablica 21. Usporedba do sada objavljenih istrazivanja obitelji HER-receptora u kozi i naSeg

istrazivanja.
Autor i referenca Dg Br.lU EGFR Metodologija
Krahnisur.Eur) Z 16 6 (38%) 16 (100%) 6 (38%) N2 smrznuti
Cancer 2001(47) BCC 16 9 (57%) 16(100%) 10 (63%) rt PCR
ScC 5 4 (80%) 5 (100%) 4 (80%)
VA 4 25% 48,0s 50% dif. rt PCR (HER2)
BCC 9 33% 31,65 56% kvant. rt PCR
SCC 6 33% 41,4s 17% (EGFR HER3)
Ahmed i sur. Br KA 5 1 (20%) Parafinski blokovi
Jour of Dermatol AK 10 2 (20%) IHC
1997 (83) SCCp 17 14 (82%)
SCCm 7 6 (86%)
BCC 10 5 (50%)
Lavrijesen i sur. z 5 5 (100%) smrznuti
Arch Dermatol BCC 19 19 (100%) IHC
Res. 1989 (61) SCC 14 14 (100%)
Schlauder i sur. SSCp 13 1 (< 8%) 0 (0%) IHC
Am)
Dermathopathol
2007 (63)
Wimmeri sur. MMp 40 17 (42%) Smrznuti
Anticancer MMm 18 15 (83%) rt PCR
Research 2008 LMM 2 2 (100%)
(50) McC 1 1 (100%)
BCC 16 10 (63%)
scc 5 4 (80%)
z 11 3 (27%)
SEBK 1 0 (0%)
N 22 15 (68%)
Nase istraZivanje 2 134 0 (0%) 0(0%) 134(100%) Parafinski blokovi
scc 134 109 (82%)  0(0%) 134(100%)  IHC
Legenda:

Dg = dijagnoza; Br. IU= broj ispitivanih uzoraka; Z= zdrava koza; BCC (basal cell carcinoma= bazocelularni
karcinom); SCC (squamous cell carcinoma= planocelularni karcinom);s (strong = jaka ekspresija) SCCp=
primarni SCC; SCCm= metastatski SCC; SSC= SCC vretenastih stanica; KA= keratoakantom; AK= aktini¢ka
keratoza; MMp = primarni melanom; MMm= metastatski melanom; LMM= lentigo maligna melanom; MCC=
Merkelov karcinom; SEBK= seborojicka keratoza; N= nevus; IHC= imunohistokemija; rt PCR= konvencionalna
polimeraza lancana reakcija (polymerase chain reaction, PCR) reverznom transkriptazom (rt); dif. rt PCR=
diferencijalna rt PCR; kvant. rt PCR= kvantitativna rt PCR.
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U naSem istrazivanju dobiveni su slijedeci rezultati izrazenosti p53 1 Ki67:

P53 je bio pozitivan u 55,7% (N=73) tumora. U svim uzorcima zdrave koZe je bio negativan.
Rezultat je sukladan rezultatima drugih autora (19-22).

Ki67 je bio pozitivan u 39,7% (N=52) tumora, dok je negativan bio u svim uzorcima zdrave
koze. Slicne rezultate istrazivanja imali su 1 drugi autori (23, 75-78).

P53 1 Ki67 su danas poznati i utemeljeni markeri tumorskog rasta i proliferacije. Upravo zbog
toga u literaturi se i danas istrazuju bilo samostalno ili kao kontrola u istrazivanju nekih
novih tumorskih markera (84, 85,86). Iz slicnog razloga smo ih i mi ukljucili u naSe
istrazivanje.

U novije vrijeme proucavani su:

- U istrazivanju planocelularnog karcinoma in sifu i odnosa prema HPV genotipovima
(87).
- U istrazivanju novih markera u planocelularnim karcinomima koze (88).
Ki67 se osobito koristi u istrazivanjima tkivne proliferacije (89), kao i1 razlike izmedu
proliferativne, preneoplasti¢ne i neoplasticne koze. Prijelaz u invazivni fenotip je obiljezen
obrnutim odnosom izmedu diferencijacije i proliferacije stanica, Sto korelira sa stupnjem
histoloske diferencijacije (90).

Rezultati naSeg istrazivanja sukladni su ranije spomenutima. Naime, veca izraZzenost p53 1
Ki67 primijecena je u tumorskom u odnosu na zdravo tkivo.

U novije vrijeme pronadena je citoplazmatska/membranska reaktivnost na Ki67. Opisana je u
trabekularnom adenomu tiroidne zlijezde, sklerozirajuéem hemangiomu pluca i pleomorfnom
adenomu zlijezda slinovnica. Faratian i sur., su je pronasli u 8% karcinoma dojke. Autori su
pokazali da je ovaj tip Ki67 reaktivnosti znaajno povezan s invazivnim karcinomom dojke,
amplifikacijom HER2 i odsutnos¢u estrogenih receptora (ER) (24).

Plesan i sur. pronasli su citoplazmatsku/membransku reaktivnost u 2% slucajeva karcinoma
dojke. Za sada se ne zna to€an mehanizam citoplazmatske/membranske Ki67 reaktivnosti.
Pronadena je uglavnom, prilikom koriStenja jedne vrste protutijela (MIB-1), a pokuSava se
objasniti kriznom reaktivno$¢u s drugim proteinima, artefaktom prilikom tehni¢ke obrade ili
relokacijom Ki67 u tijeku stani¢nog ciklusa (91).

U ovom istrazivanju izrazenost citoplazmatskog Ki67 pronadena je u samo jednom uzorku
planocelularnog karcinoma.

Potrebne su daljnje studije kako bi se istrazili funkcionalni oblici Ki67 i njegove lokalizacije
in vivo.
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Istrazivanjem je utvrdena razlika u ekspresiji EGFR, Ki67 i p53 izmedu solitarnog i multiplog
SCC. Znacajno veca izraZzenost zamijecena je u medijanima ekspresije u multiplim tumorima
u odnosu na solitarne. Nije utvdena razlika u izrazenosti HER2 i HER3.

U do sada objavljenoj literaturi nije bilo istrazivanja koja bi usporedivala izrazenost gore
navedenih ¢imbenika u solitarnom u odnosu na multipli planocelularni karcinom koze.
Medutim, dosadas$nja istrazivanja planocelularnih tumora drugih lokalizacija pokazala su da
su EGFR, Ki67 1 p53 uvijek bili povezani s malignijim fenotipom, S§to je sukladno s
hipotezom naseg istrazivanja (6,73,74,90).

EGFR je u naSem istrazivanju bio pozitivan u 90,91% (N=60) multiplih planocelularnih
karcinoma, dok je u solitarnom karcinomu pozitivno bilo njih 73,13% (N=49). Radi se o
statisticki znacajnoj razlici u korist izrazenosti EGFR u multiplih tumora. Kako je i do sada u
ranije navednim istrazivanjima EGFR povezan s malignijim fenotipom, nas rezultat je
sukladan s do sada objavljenim istrazivanjima.

U naSem istraZivanju, a kako je i prikazano na slici 30, 50% (N=32) multiplih tumora
pokazalo je pozitivitet na Ki67, u usporedbi s 29,85% (N=20) solitarnih planocelularnih
karcinoma. Ponovno se radi o statisticki zna¢ajnoj razlici u korist multiplih tumora. Kao $to je
ve¢ navedeno, veca izrazenost Ki67 povezuje se s ve¢om proliferacijom i slabijom
diferencijacijom, a time i malignijim fenotipom tumora. Stoga je i logi¢no da je jaca
ekspresija u multiplim tumorima. I ovdje se radi o potvrdi nase hipoteze.

U istrazivanju smo uocili pozitivan nalaz proteina p53 u 64,62% (N=42) multiplih 1 46,97%
(N=31) solitarnih planocelularnih karcinoma. Usporedba je graficki prikazana na slici 31.
Rezultat predstavlja statisticki signifikantnu razliku u korist mutliplih tumora. Ponovno se
radi o rezultatu koji je prema hipotezi naseg istrazivanja bio oc¢ekivan. Naime, u multiplih
tumora ocekuje se maligniji fenotip 1 veca agresivnost tumora u odnosu na solitarni.

Istrazivanjem je utvrdeno da EGFR (%) i HER3 intenzitet znacajno pozitivno koreliraju s
Ki67 1 p53 u solitarnom tumoru, ali ne i u multiplim tumorima.

Na zdravoj kozi nisu uocene promjene u intenzitetu i udjelu izraZzenosti pojedinih receptora i
biljega tako da nije bilo moguce uciniti procjenu povezanosti.

Analizom rezultata istrazivanja uo¢ena je znacajna razlika izmedu pojedinih tipova koze u
postotku izrazenosti EGFR-a (veée vrijednosti u svjetlijem tipu koze). Navedeni rezultat
upucuje na zakljucak da jadina izrazenosti EGFR ovisi o fototipu koze.

U naSem istrazivanju pronadeni su znacajno vec¢i medijani ekspresije EGFR-a i Ki67 u
ispitanika koji su tijekom Zivota bili izloZzeni pojaanom UV zracenju.

Rodust i suradnici su u svom preglednom radu zakljucili da je za nastanak planocelularnog
karcinoma koze od klju¢nog znacenja poremecaj u kontroli programirane stani¢ne smrti koja
nastaje kao odgovor na nepopravljivo oste¢enje DNA u stanicama izloZzenim UV zraenju.
Poremecaj ukljucuje inaktivaciju “divljeg” p53, ali i1 aktivaciju EGFR, COX-2 i MAPK, S§to
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dovodi do specificne regulacije Bcl-2 proteina, kao i liganada i receptora odgovornih za smrt
stanice (92).

U studiji na transgeni¢nim miSevima poja¢ano osjetljivim za nastanak karcinoma koze
proucavan je stupanj do kojega UV-inducirana aktivacija EGFR utjeCe na nastanak tumora u
kozi. MiSevima je prije izlaganja UV zracenju lokalno ili intraperitonejski apliciran inhibitor
EGFR, AG1478. Inhibicija EGFR dovela je do smanjenja proliferacije stanica, povecane
apopotoze 1 odgodene hiperplazije epidermisa nakon UV zracenja (93).

Galer 1 suradnici istrazivali su utjecaj ciljane terapije na rast i prezivljenje stani¢nih linija
koznog planocelularnog karcinoma nakon primjene IGF-IR (anti-insulin-like-growth factor -1
receptor) protutijela, samog ili u kombinaciji s EGFR antitijelom cetuximabom, in vitro i in
vivo na mi§jem modelu. Lijecenje s IGF-IR protutijelom i cetuximabom inhibiralo je
proliferaciju i induciralo apoptozu u planocelularnom karcinomu. Autori su zakljucili da bi
dvojno lije€enje monoklonalnim protutijelima za EGFR i IGF-IR moglo biti korisno u
lijecenju koznog planocelularnog karcinoma (94).

Rezultati naseg istrazivanja upucuju na zaklju€ak da je kod osoba koje su bile izloZene
pojacanom UV zracenju doslo do povecene izrazenost EGFR, koja je potom svojim u¢inkom
na keratinocite u vidu proliferacije, blokade diferencijacije, povecanja prezivljenja tumorskih
stanica 1 rezistencije na apoptozu pogodovala nastanku karcinoma. Ki67 je kao biljeg
proliferacije takoder bio povecan, $to samo potvrduje naSu hipotezu.

Sukladno podacima prikazanim u tablici 17, pronadeni su znacajno ve¢i medijani ekspresije
EGFR-a u ispitanika koji su tijekom Zivota imali viSe od tri opekline uzrokovane suncevim
zracenjem.

Navedeno je sukladno s dosadaS$njim spoznajama o ulozi UV zra€enja na aktivaciju receptora
tirozin kinaze (66,67).

Medutim, nismo zamijetili poviSenu izrazenost HER2. Mogucée je da je razlog prolazna
aktivacija HER2 nakon izloZenosti UV zracenju, §to je pokazano u istraZivanju Madsona i
suradnika (65).

Na temelju toga mozemo zakljuciti da je aktivacija HER2 zapravo rani i prolazni dogadaj u
procesu nastanka planocelularnog karcinoma. To bi moglo biti i objaSnjenje ¢injenice da su
istrazivanja provedena neposredno nakon izlaganja UV zraCenju dala pozitivne nalaze
izrazenosti HER2, dok se u nasem istrazivanju na ve¢ nastalom planocelularnom karcinomu
ova povezanost nije utvrdila.

Analizom dobivenih rezultata istrazivanja, uz pomo¢ regresijskog modela predikcije stupnja
tumora kao jedini znacajni prediktor se izdvaja izrazenost Ki67. Veca izrazenost ovog biljega
proliferacije povezana je s ve¢im patohistoloSkim stupnjem tumora.

Rezultat naSeg istrazivanja sukladan je podatcima iz literature, odnosno navodom da visoki
Ki67 korelira s loSijom prognozom te ranijim recidivima tumora (23). Ki67 se osobito koristi
u istrazivanjima tkivne proliferacije (89). Prijelaz u invazivni fenotip obiljeZzen je obrnutim

87



Daniela Ledi¢ Drvar - Disertacija RASPRAVA

odnosom izmedu diferencijacije 1 proliferacije stanica, Sto korelira sa stupnjem histoloske
diferencijacije (90).

Binarni logisticki model predikcije rizika nastanka multiplih tumora je statisticki znacajan
(P=0,039) i objasnjava 17% varijance.

Najja¢i znacajni prediktor nastanka multiplih tumora (kontroliran na ostale varijable u
modelu) je starija dob (OR od 5,83 do 10,08 u usporedbi s referentnom skupinom mladih od
60 godina), a nakon toga veca izrazenost EGFR (% ) (OR=1,02; 95% CI 1,01-1,03).

Ovi podaci upucuju na to da bi aktivnosti u ranom otkrivanju multiplih tumora trebale biti
usmjerene na stariju dobnu skupinu i to prvenstveno nakon 70. godine zivota.

Cinjenica je da oko 5% planocelularnih karcinoma koZe metastazira. Rizi¢ni planocelularni
karcinomi metastaziraju i u ve¢em postotku (15% do 38%) (4, 95,96).

Imunosuprimirani bolesnici, osobito oni nakon transplantacije solidnih organa, prvenstveno
srca, potom bubrega a manje jetre, imaju znatno veci rizik za nastanak planocelularnog
karcinoma koZe. Osobito agresivne i recidiviraju¢e planocelularne karcinome koZze razvijaju
bolesnici s kronicnom limfocitnom leukemijom (4, 8, 97,98).

Lijekovi koje ovi bolesnici uzimaju prije svega u cilju prevencije odbacivanja organa
(imunosupresivi) s druge strane povecavaju rizik razvoja novih tumora, u ovome slucaju
planocelularnih karcinoma koze (29).

Danas se u lijeCenju tumora pokusava primijeniti tzv. tailored therapy, kad god je to moguce.
Radi se o Sto preciznije “skrojenom” lijeku za to¢no odredenu bolest, po moguénosti i za
tocno odredenu skupinu bolesnika (personalizirana medicina).

Inhibitori HER receptora ve¢ su dulje vrijeme u uporabi. NajceS¢e se upotrebljavaju u
kombinaciji s citostatskom terapijom. Istrazivanja o novim aspektima njihovog djelovanja,
novim kombinacijama s drugim nacinima lijeCenja su u tijeku osobito u karcinomu dojke,
karcinomu pluc¢a ne-malih stanica te uznapredovalog planocelularnog karcinoma glave i vrata
(99-102).

U lijecenju melanoma se takoder kao moguca nova terapijska strategija istrazuju inhibitori
EGEFR (103).

Za lijeCenje uznapredovalih planocelularnih karcinoma koze malo je terapijskih moguénosti.
EGFR je prva molekula za koju su proizvedena monoklonalna protutijela u cilju terapije raka.
Farmakoloski inhibitori EGFR puta nastanka tumora mogu predstavljati u¢inkovitu strategiju
u blokiranju rasta tumora (104).

Postoje istrazivanja o sustavnoj uporabi inhibitora EGFR u planocelularnom karcinomu koze
u njihovoj standardnoj preporucenoj dozi. Proucavaju se i kombinacije s drugim nacinima
lije¢enja poput radioterapije, citostatske terapije ili blokatora ciklooksigenaze-2 (105).

Dokazi o ucinkovitosti u lijeCenju planocelularnog karcinoma koze danas postoje za
cetuximab (monoklonalno prututijelo za EGFR) (106).
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Najveci problem u interpretaciji rezultata lijeCenja je zapravo nepostojanje veceg broja velikih
studija. Najces¢e postoje prikazi pojedincanih sluc¢ajeva koji su uspjesno lijeceni inhibitorima
EGFR.

U tijeku su studije koje proucavaju i druge inhibitore EGFR: erlotinib u monoterapiji ili
neoadjuvantnoj primjeni prije definitivnog kirurSkog ili radioterapijskog lijecenja, gefitinib u
kombinaciji s radioterapijom te panitumumab (105). Od njih se ocekuje da rasvijetle stvarne
moguénosti uporabe ovih lijekova u cSCC, te daju uvid u nuspojave takvog lijecenja.

Bolesnici za koje bi navedeni oblici lijeCenja mogli biti korisni u prvom redu su bolesnici na
imunosupresivnoj terapiji, s agresivnim oblicima planocelularnog karcinoma koze, bolesnici s
metastatskim 1 lokalno uznapredovalim planocelularnim karcinomom koze, te oni kod kojih
kirursko ili radioterapijsko lijeCenje nije dalo ocekivane rezultate ili viSe nije moguce.
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0 Analizom rezultata imunohistokemije u nasem radu, utvrdene su statisticki znacajne
razlike izmedu planocelularnog karcinoma i zdrave koze u izrazenosti EGFR, Ki67 te
p53 (sve vrijednosti su znacajno vece u karcinomu).

Navedeni rezultati upucuju na zakljucak da EGFR, Ki67 i p53 imaju znacajnu ulogu u
nastanku planocelularnog karcinoma koze.

0 U naSem istrazivanju pronadeni su znac¢ajno ve¢i medijani ekspresije EGFR-a 1 Ki67 u
ispitanika koji su tijekom Zzivota bili izlozeni pojacanom UV zracenju. Namece se
zakljuCak da UV zracenje dovodi do indukcije EGFR i1 Ki67, a time i nastanka
planocelularnog karcinoma koze.

0 Utvrdena je veca izrazenost EGFR, Ki67 1 p53 u multiplim tumorima u odnosu na
solitarne, $to bi moglo govoriti u prilog tvrdnjama da su EGFR, Ki67 i p53 povezani s
malignijim fenotipom.

0 Kao jedini znacajni prediktor patohistoloskog stupnja izdvaja se izrazenost Ki67. Veca
izrazenost ovog biljega proliferacije povezana je s vecim patohistoloskim stupnjem
tumora. Mozemo zakljuciti da je visoki stupanj izrazenosti Ki67 pokazatel]
invazivnosti tumora.

0 Najjaci znacajni prediktor nastanka multiplih tumora (kontroliran na ostale varijable u
modelu) je starija dob, a nakon toga veca izraZzenost EGFR (% ). Ovi podaci upucuju
na to da bi smjernice u ranom otkrivanju multiplih tumora trebale biti usmjerene na
stariju dobnu skupinu i to prvenstveno nakon 70. godine Zivota.
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Izrazenost transmembranskih receptora tirozin kinaze, faktora proliferacije Ki67 i

proteina p53 u planocelularnom karcinomu koze.

Planocelularni karcinom koZe (¢SCC) drugi je po ucestalosti maligni tumor epitela koze i
sluznica. HER signalni putevi igraju vaznu ulogu u biologiji nastanka raka, njihova
deregulacija dovodi do rasta i rasapa tumorskih stanica.

Osnovna hipoteza rada bila je: ocekuje se veca izrazenost transmembranskih receptora tirozin
kinaze (EGFR, HER2 i HER3), biljega Ki67 i proteina p53 u ¢SCC u odnosu na zdravu
kozu, te u osoba s multiplim tumorima.

Primarni cilj naseg rada bio je usporediti izrazenost EGFR, HER2 i HER3, biljega Ki67 i
proteina p53 u ¢SCC u odnosu na zdravu kozu. Ispitivana skupina je obuhvatila 101
bolesnika kod kojih je utvrdeno 134 planocelularnih karcinoma koze, razliCitog
patohistoloSkog stupnja odredenog prema Brodersovoj klasifikaciji. Kontrolnu skupinu ¢inila
su 134 uzorka zdrave peritumorske koze istih bolesnika, obradenih u ispitivanoj skupini.
Rezultati naseg istrazivanja pokazali su statisticki znacajno veéu izrazenost receptora EGFR,
biljega proliferacije Ki67 i proteina p53 u tumorskoj u odnosu na zdravu kozu, kao i u
multiplim tumorima u odnosu na solitarne. MoZemo zakljuciti da EGFR, Ki67 1 p53 imaju
vaznu ulogu u nastanku ¢SCC, te su povezani s malignijim fenotipom.

Rezultati ovog istrazivanja mogli bi imati klinicke implikacije u smislu prakti¢ne primjene

inhibitora EGFR u bolesnika s agresivnim oblicima ¢SCC.
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Expression of transmembrane receptors of tyrosine kynase, proliferation marker Ki67

and protein p53 in cutaneous squamous cell carcinoma

Daniela Ledié¢ Drvar, Zagreb, 2014

Cutaneous squamous cell carcinoma (¢cSCC) is the second most common skin cancer. HER
pathways play a key role in cancer biology, their dysregulation leads to growth and spread of
tumour cells. Main hypothesis of the study was: higher expression of transmembrane
receptors of tyrosine kynase (EGFR, HER2 and HER3), proliferation marker Ki67 and protein
p53 is expected in cSCC compared to normal skin, and in multiple tumours.

Primary objective of our investigation was to compare expression of EGFR, HER2 and
HER3, proliferation marker Ki67 and protein p53 in ¢SCC and normal skin.

Investigated group included 101 patient with 134 ¢SCC of different patohistology stage
according to Broders classification. Control group included 134 samples of normal skin of
the same patients analyzed in investigated group.

Results of our investigation showed significantly higher expression of EGFR receptors, Ki67
and protein p53 in tumour compared to normal skin, as well as in multiple compared to solitar
tumours. The above mentioned results led to conclusions that EGFR, Ki67 and p53 have a
key role in cSCC development and that they are related to malignant phenotype. Results of
this study could lead to EGFR inhibitors implementation in treatment of patients with

aggressive cSCC.
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UPITNIK
za znanstveno istrazivanje:

“IzraZenost transmembranskih receptora tirozin kinaze, faktora proliferacije Ki 67 i
proteina p53 u planocelularnom karcinomu koze*

Ime i prezime ispitanika:

Broj ispitanika:

Dob:

Spol: M,Z

Boja ociju: plava; zelena; smeda; crna

Boja kose: plava; crvena; smeda; crna

Fototip koze: I, I, III, IV, V, VI

Zanimanje: na otvorenom; na zatvorenom

Pojava suncéanih opeklina u djetinjstvu: ne; da, koliko puta
Boravak u podrucjima s dugotrajnom insolacijom u djetinjstvu: ne, da, gdje i koliko

Uporaba fotoprotektivnih sredstava tijekom Zivota: ne; da
Obiteljska anamneza za karcinome koZe: ne; da: tko u obitelji

Osobna anamneza za karcinom koZe: ne, da: vrsta

Sada$nja bolest:

1. Klinicka dg:
Veli¢ina promjene (cm):
Lokalizacija:
Broj tumorskih promjena:
Patohistoloska dijagnoza:

Nk wn

a

Patohistoloski stadij: 1 II 111 v

Datum:

Potpis sudionika Potpis voditelja istrazivanja:
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