Utjecaj humanoga papiloma virusa na razvoj
nemelanomskih tumora koze

Cavka, Vlatka

Doctoral thesis / Disertacija
2016

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, School of Medicine / Sveuciliste u Zagrebu, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:719953

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-09-04

Repository / Repozitorij:

Dr Med - University of Zagreb School of Medicine
Digital Repository

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:719953
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/mef:5993
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mef:5993

SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

Viatka Cavka

Utjecaj humanoga papiloma virusa na
razvoj nemelanomskih tumora koze

DISERTACIJA

ZAr~
4\(- U AGP@

o ®
~
S
b g

>

N v

Zagreb, 2016.



SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

Viatka Cavka

Utjecaj humanoga papiloma virusa na
razvoj nemelanomskih tumora koze

DISERTACIJA

Zagreb, 2016.



Disertacija je izradena na Klinici za kozne i spolne bolesti Klinickoga bolnickog centra
»Sestre milosrdnice«.

Voditelj rada: prof. dr. sc. Mirna Situm, spec. dermatologije i venerologije, specijalist
uZze specijalnosti dermatoloske onkologije

Suvoditelj rada: prof. dr. sc. Nada Brnci¢, spec. infektologije



Rad posvecujem tati, koji me od pocetka moje medicinske naobrazbe poticao na

znanstveni rad, te momu Mislavu, bez kojega ovaj rad nikad ne bi bio zavrSen.



Prije svega zahvaljujem dragim roditeljima, Dubravki i Zeljku, na podrici, velikoj
pomoci, genima i tomu §to su me naucili da trudom i upornoséu mogu sve posti¢i. Bez
njih ne bih bila to Sto jesam. Najvece hvala momu Mislavu, mojima Tvrtku 1 Trpimiru,
te svekru 1 svekrvi §to su podnijeli veliku Zrtvu 1 pomogli uvijek kad je trebalo. Veliko
hvala mojoj mentorici, cijenjenoj i dragoj profesorici Mirni Situm, koja je moj
potencijal prepoznala i neprestano me poticala na napredak. Zahvaljujem i svojoj
komentorici profesorici Nadi Brn¢i¢. Zahvaljujem Kristini Meljanac Salopek na izvedbi
laboratorijskog dijela ovog istrazivanja. Zahvaljujem docentu Tomislavu Kelavi i kolegi
Antoniu Markoti¢u, te profesoru Mladenu Petroveckom na statistickoj obradbi
podataka. Veliko hvala Ankici Sunji¢ pomocénici ravnatelja Leksikografskog zavoda
Miroslav Krleza, na lektoriranju disertacije.

Izvedba ove disertacije ne bi bila moguca bez financijske pomo¢i moje obitelji (BusSi¢ i
Cavka) i drugih sponzora (tvrtka Coloplast Hrvatska i gospoda Marija Vlasi¢, gospodin
Ljubo Busi¢ i1z tvrtke Monting d.o.o. te gospodin Zdravko Gali¢ iz tvrtke Skela-Mont

d.o.0.) — svima najljepSe zahvaljujem.



1.UVOD
1.1. Grada 1 razvoj koZe
1.1.1. Epidermis
1.1.2. Dermis
1.1.3. Subcutis
1.1.4. Adneksi koze
1.1.5. Krvne 1 limfne zile
1.2 Nemelanomski tumori koze
1.2.1. Bazocelularni karcinom
1.2.2. Spinocelularni (planocelularni) karcinom
1.2.3. Carcinoma in situ
1.2.3.1. Morbus Bowen
1.2.4. Prekanceroze
1.2.4.1. Aktinicka keratoza
1.3 Humani papiloma virus
1.3.1. Zivotni ciklus HPV-a
1.3.2. Povijest HPV-a
1.3.3. HPV 1 tumori koze
1.4. UltraljubicCasto zracenje
1.4.1. UV zracCenje i HPV
2. HIPOTEZE
3. CILJEVI
4. MATERIJALI I METODE
4.1. Materijali
4.2. Metode
4.2.1. Detekcija HPV-a
4.2.1.1. Izolacija DNK

4.2.1.2. Detekcija spolnih (sluznickih) tipova HPV-a

O AN N W B B WD

N S R S S N N S o e e e e e e
N 939 O O O O L i WD OO0 D W



4.2.1.3. Detekcija koZznih tipova HPV-a
4.2.2. Odredivanje razlike u insolaciji
izmedu gradova Rijeke 1 Zagreba
4.3. Statisticka obradba podataka
5. REZULTATI
5.1. Deskriptivna statistika — svi ispitanici
5.1.1. Aktinicka keratoza
5.1.2. Morbus Bowen
5.1.3. SCC s fotoeksponiranih dijelova koze iz Grada Zagreba
5.1.4. BCC s fotoeksponiranih dijelova koze iz Grada Zagreba
5.1.5. BCC s nefotoeksponiranih dijelova koze
iz Grada Zagreba
5.1.6. SCC s fotoeksponiranih dijelova koze iz Grada Rijeke
5.1.7. BCC s fotoeksponiranih dijelova koze iz Grada Rijeke
5.1.8. SCC - ukupno
5.1.9. BCC - ukupno
5.2. Usporedba prekanceroza i carcinoma in situ
s razvijenim karcinoma koZe u uzorcima iz Grada Zagreba
5.2.1. AK vs SCC (uzorci iz Grada Zagreba)
5.2.2. MB vs SCC (uzorci 1z Grada Zagreba)
5.3. Usporedba BCC-a s koZe trupa i lica na uzorcima
1z Grada Zagreba
5.4. Usporedba karcinoma u gradovima Zagrebu i Rijeci
5.4.1. Usporedba BCC-a u gradovima Zagrebu 1 Rijeci
5.4.2. Usporedba SCC-a u gradovima Zagrebu i Rijeci
5.5. Sluznicki tipovi HPV-a (HPV 161 18)
6. RASPRAVA
7. ZAKLJUCAK
8. SAZETAK

34
35
36

37
38
39
40
41
43
50
52



9. STRUKTURIRANI SAZETAK NA ENGLESKOM JEZIKU 53
10. LITERATURA 54
11. ZIVOTOPIS 73



Kratice

AJCC American Joint Committee on Cancer
AK aktinicka keratoza

BCC basal cell carcinoma

DNA deoxyribonucleic acid
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pb parovi baza

PCR polymerase chain reaction

pr. Kr. prije Krista

PTCH patched homolog

PUVA Psoralen combined Ultra Violet A
SCC squamous cell carcinoma

SPSS Statistical Package for Social Sciences
TGF-B transforming growth factor 3

tj. to jest

tzv. takozvani



uv ultraljubicast
UVA ultraljubicasto A zracenje
UVB ultraljubicasto B zracenje
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1. UVOD

1.1. Grada i razvoj koze

Koza je najveci organ ljudskoga tijela. Povrsina joj u odrasla ¢ovjeka iznosi oko 1,7
m?, a sastavljena je od triju slojeva: epidermisa, dermisa i subkutisa (potkoznoga masnog
tkiva). Razvija se iz dvaju zametnih listia: ektoderma i mezoderma. Sloj najblizi povrSini,
epidermis, razvija se iz ektoderma, dok se dermis, subkutis, zivci 1 krvne zile razvijaju iz
mezoderma. Potkraj Cetvrtoga mjeseca gestacije epidermis dobiva konacan izgled [1]. Veé
tada razlikujemo temeljni sloj, iz kojega tijekom Zivota diobom nastaju nove epidermalne
stanice — keratinociti, nazubljeni sloj, zrnati sloj te roznati (povrSinski) sloj. U prvom
trimestru trudno¢e u epidermis migriraju pigmentne stanice melanociti i neuroendokrine
Merkelove stanice, podrijetlom iz neuralnoga grebena, te Langerhansove, antigen
prezentirajuce stanice, podrijetla iz koStane srzi [2]. U pocetku razvoja dermis ima veci broj
stanica nego dermis razvijene koze odrasla Covjeka, a tijekom razvoja fibroblasti stvaraju
kolagen, te dermis poprima vlaknastu strukturu. U tre¢em i ¢etvrtom mjesecu gestacije dermis
se izbocuje u slojeve epidermisa i stvara »dermalne papile«. PotkoZzno masno tkivo razvija se
u drugoj polovici embrionalnoga razvoja. Kozni adneksi nastaju kao posljedica interakcije
epidermisa i dermisa. Dlake, sebacealne i apokrine Zlijezde nastaju interakcijom nakupina
bazalnih epidermalnih stanica i specijaliziranih mezenhimalnih stanica [2], a ekrine Zlijezde iz
oto¢i¢a epidermalnih stanica [1]. Nokti nastaju kao posljedica invaginacije epidermisa na
distalnom dijelu prstiju izmedu 9. 1 20. tjedna embrionalnog razvoja [1]. U tre¢em trimestru
trudnoce postupno sazrijevaju sve strukture koze, zadebljava se roznati sloj te se povecava

debljina potkoZznoga masnog tkiva [3].



1.1.1. Epidermis

Najpovrsniji sloj koze, epidermis, podijeljen je u nekoliko slojeva: stratum basale,
stratum spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum i stratum corneum (Slika 1).
Temeljni sloj (stratum basale) ¢ini red cilindriénih stanica velikih jezgara i oskudne
citoplazme. Stanice su medusobno povezane dezmosomima, a za bazalnu membranu na kojoj
leZe 1 koja ih dijeli od dermisa povezani su hemidezmosomima. Mitotskom diobom stanica
temeljnoga sloja nastaju sve stanice epidermisa, zbog ¢ega se taj sloj naziva i germinativnim
slojem [1]. Sljedec¢i sloj (od baze prema povrsini koze) jest nazubljeni sloj (stratum spinosum)
nazvan prema »nazubljenomu« izgledu pojedina¢nih stanica. Taj sloj sastoji se od nekoliko
redova (3—7) plocastih stanica obilne citoplazme. Stanice toga sloja takoder su medusobno
povezane dezmosomima, no gus¢e rasporedenima [1]. Nakon nazubljenoga sloja slijedi zrnati
sloj (stratum granulosum), sastavljen 2—4 reda spljoStenih stanica. Stanice toga sloja
sadrzavaju keratohijaline granule bitne u procesu keratinizacije. Slijedi svijetli sloj (stratum
lucidum), kojega nalazimo samo na mjestima najdebljeg epidermisa (dlanovi i tabani),
izmedu zrnatog i roznatog sloja. Najpovrsniji sloj epidermisa, roznati sloj (stratum corneum),
sastoji se od viSe redova spljostenih stanica ispunjenih keratinom koje nemaju jezgara
(korneociti). PovrsSinski dio toga sloja neprekidno se ljusti, a stanice bazalnog sloja stvaraju
nove keratinocite, koji putujué¢i prema povrsini, prolaze proces diferencijacije. Cijeli taj
proces, od stvaranja keratinocita do njegova odljustenja, u zdravoj kozi traje oko mjesec dana.
Osim keratinocita u epidermisu nalazimo 1 druge stanice: melanocite, Langerhansove i
Merkelove stanice. Pigmentne stanice, melanocite, nalazimo u temeljnom sloju epidermisa, a
one su odgovorne za proizvodnju i prijenos pigmenta melanina. Melanin prenose
keratinocitima epidermisa preko dendritskih nastavaka, a o njegovoj koli¢ini ovisi boja koze 1
dlaka [1]. U temeljnom sloju nalazimo jo§ i Merkelove stanice, koje djeluju kao
mehanoreceptori [4], a iznad temeljnoga sloja smjeStene su Langerhansove stanice, funkcija

kojih je prezentacija antigena T limfocitima.
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Slika 1. Presjek koze u poznatom anatomskom atlasu Henryja Graya (slika u javnom

vlasnistvu) [5]

1.1.2. Dermis

Sloj smjesten ispod epidermisa, dermis, predstavlja glavninu koze. Podijeljen je u dva
sloja: povrSinski ili papilarni dermis i1 dublji ili retikularni dermis. Vezivno tkivo dermisa
sastavljeno je ve¢inom od kolagenih vlakana, a uz njih u dermisu nalazimo i elasti¢na vlakna
te proteoglikane i glikozaminoglikane, koji Cine ekstrafibrilarni matriks [4]. Kolagena i
elasti¢na vlakna stvaraju fibroblasti, stanice koje takoder nalazimo u dermisu, uz mastocite,
krvne 1 limfne zile, Zivce 1 adnekse. U dermisu mozemo naci i upalne stanice, koje su u
nepromijenjenoj kozi uglavnom smjeStene oko malih krvnih zila i u vrlo malom broju. To su

limfociti, plazma stanice te neutrofilni i eozinofilni leukociti [3].



1.1.3. Subcutis

Subcutis ili potkozno masno tkivo najdublji je sloj koZe, a njegova debljina uvelike
ovisi o lokalizaciji na tijelu, dobi, spolu, genetskim i metabolickim Cimbenicima [4]. Sastoji
se od nakupina masnih stanica koje tvore reznjeve odijeljene tra¢cima vezivnoga tkiva
(septima) kroz koja prolaze krvne i limfne Zile te zivci. Na nekim podrucjima koze taj sloj

nedostaje (npr. na nosu, vjedama, uskama, penisu, skrotumu, velikim i malim usnama) [3].

1.1.4. Adneksi koze

U adnekse koZe ubrajamo nokte, dlake i Zlijezde. Od Zlijezda razlikujemo znojnice,
mirisne Zzlijezde, lojne (sebacealne) zlijezde te mlijecne zlijezde [3]. Znojnice (glandulae
sudoriferae) jesu ekrine Zzlijezde sastavljene od zavijenih sekretornih dijelova smjeStenih
duboko u dermisu i potkoZznom masnom tkivu te dugackoga odvodnog kanala koji prolazi
cijelim dermisom 1 epidermisom te se otvara na povrSini koze. Mirisne zlijezde (glandulae
sudoriferae maiores) takoder su gradene po tipu jednostavnih zavijenih tubulusnih Zlijezda, a
odvodni kanal otvara im se u dlacne folikule [3]. Lojnice (sebacealne Zlijezde) nalaze se uz
dlacni folikul u kojega, nakon kontrakcije dlanog miSic¢a arektora, prazne svoj sekret. Na
nekim posebnim lokalizacijama (npr. male usne, anus, prepucij) dolaze u obliku slobodnih
zlijezda, nevezano uz dlacni folikul [3]. Najveéa zlijezda u kozi jest mlije¢na Zzlijezda
(mamma), sloZzena alveotubulusna zlijezda sastavljena 15-20 medusobno odvojenih reznjeva
[3]. Osim zlijezda u adnekse ubrajamo i oroZzale nitaste tvorbe, dlake, te roznate tvorevine,
nokte. Nokti su po gradi sli¢ni kozi i sastoje se od epidermalnog i vezivnog dijela. Rastu

proliferacijom stanica matice nokta cijeloga Zivota [3].



1.1.5. Krvne i limfne zile

Krvne 1 limfne zile nalaze se u dermisu (Slika 2). Arterije i pratee limfne zile
skupljene su u dvije krvozilne mreze, izmedu papilarnog i retikularnog dermisa (plexus
arteriosus subpapillaris), te izmedu dermisa i potkoznoga masnog tkiva (plexus arteriosus
cutaneus) [3]. Vene nalazimo u Cetiri mreze: ispod papila, na granici papilarnog i retikularnog

dermisa, izmedu dermisa 1 potkoZznoga masnog tkiva te u potkoZnom masnom tkivu.
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Slika 2. Shema krvnih Zila koZe u poznatom anatomskom atlasu Henryja Graya (slika u

javnom vlasniStvu) [5]



1.2. Nemelanomski tumori koze

Nemelanomski tumori koze (NMTK) nastaju iz stanica koje nisu melanociti. Najcesci
NMTK-1 ujedno najce$¢i tumori koze uopce, jesu bazocelularni karcinomi (BCC). Po
ucestalosti ih slijede spinocelularni (planocelularni) karcinomi (SCC), a u NMTK-¢e ubrajaju
se 1 mnogobrojni rijetki tumori, kao §to su karcinom Merkelovih stanica, angiosarkom, kozni
limfomi T 1 B stanica, dermatofibrosarcoma protuberans, tumori adneksa te metastatski
karcinomi u kozi. U srediStu su ovog istrazivanja BCC-i 1 SCC-i, kao 1 lezije koje im
prethode. Tako se SCC-i najcesce razvijaju iz carcinoma in situ tijekom duljega vremenskog
razdoblja [6], a potencijal prelaska u SCC imaju i prekanceroze. U ovom istrazivanju
koristeni su uzorci Morbus Bowena (MB) kao carcinoma in situ te aktinicke keratoze (AK)

kao prekanceroze.

1.2.1. Bazocelularni karcinom

Bazocelularni karcinom (BCC) lokalno je agresivan zlocudni epitelni tumor koze koji
u iznimno rijetkim slu¢ajevima metastazira. Potjece od stanica temeljnoga sloja epidermisa ili
vanjske ovojnice folikula dlake, tj. mati¢nih stanica korijena dlake [7]. Dokaz je za to i
ekspresija keratina 5 1 14 u tim tumorima koje nalazimo u stanicama vanjske ovojnice dlake
[7]. Najcesc¢i je tumor koze, a javlja se u starijoj Zivotnoj dobi, najéesée izmedu 50. i 80.
godine zivota, te u osoba svijetle puti (tip koze I i II) [6]. Velika ve€ina tih tumora javlja se na
glavi (najceS¢e na licu) [8], a nastaju na klinicki nepromijenjenoj kozi (Sto ih razlikuje od
SCC-a). U patogenezi BCC-a najvecu ulogu ima ultraljubicasto (UV) zracenje, no bitni su i
drugi c¢imbenici (genetski utjecaj, kemijski karcinogeni, imunosupresija 1 ionizirajuce
zracenje) [7]. Tako je uloga UVB zracenja u nastanku BCC-a puno veca, ulogu u nastanku
imaju i UVA zrake [9]. UV zracenje uzrokuje mutacije DNK. Za UVB induciranu mutaciju
karakteristina je translokacija citozina u timin [7], $to moZe uzrokovati ili aktivaciju
onkogena 1ili inaktivaciju gena supresora tumora, Sto pak dovodi do pocetka karcinogeneze
[10]. UV zracenjem uzrokovane promjene na nukleotidima dvaju gena supresora tumora (p53
1 PTCH) povezane su s ranim razvojem BCC-a [11]. Doza primljenog UV zracenja tijekom se

zivota akumulira, $to dovodi do nastanka tih tumora, nakon duljega razdoblja latencije. BCC



najc¢es¢e nalazimo upravo na fotoeksponiranim podrucjima koze, ¢e$¢i je u zemljopisnim
podruc¢jima s ve¢im brojem suncanih dana [12], a povecana ucestalost tih tumora povezana je
1 s upotrebom umjetnih izvora svijetlosti (solarija) [13, 14]. Osim UV zracenja pretpostavlja
se da u patogenezi BCC-a ulogu imaju i genetski ¢imbenici. lako je mutacija gena supresora
tumora (PTCH) utvrdena na 9. kromosomu (9q22.3) samo kod bolesnika sa sindromom
bazocelularnog nevusa (Gorlin-Goltzov sindrom), i kod sporadi¢nih BCC-a nalazimo
mutacije gena. Tako je u sporadi¢nim tumorima utvrden poremecaj »hedgehog« signalnog
puta, inhibicijom kojega dolazi do stani¢ne hiperproliferacije [15]. O utjecaju genetskih
¢imbenika govori 1 €injenica kako se ti tumori ¢eSc¢e javljaju u osoba svijetle puti tj. tipa koze
[11I [6]. Od kemijskih karcinogena kao mogucih uzro¢nika BCC-a spominje se arsen. Tako
su u proslosti osobe izlozene arsenu, bilo radi potreba lijecenja bilo onec¢is¢enosti vode, imale
vecu pojavnost BCC-a [6]. Ionizirajuée zracenje takoder moze dovesti do razvoja BCC-a, s
dugim razdobljem latencije. Imunosupresija je takoder jedan od ¢imbenika u patogenezi
BCC-a. Smanjeni T-stani¢ni odgovor povecava rizik za razvoj BCC-a, zbog ¢ega su ti tumori
Cesti u bolesnika s transplantiranim organom. Na kraju, BCC moZe nastati i na kroni¢no
oste¢enoj kozi, npr. u kroni¢noj rani ili u podrucju oziljka. Postoje razliciti klini¢ki oblici
BCC-a (superficijalni, nodularni, cisti¢ni, ulcerozni, pigmentirani, morfeiformni i
skleroziraju¢i), a najznacajnije karakteristike veéine oblika jesu erozija ili ulceracija,

krvarenje, perlasto sjajna povrSina, uzdignuti rubovi i povrSinske teleangiektazije (Slika 3).

Slika 3. Bazocelularni karcinom



Najcesci je oblik nodularni, a uz prije nabrojene cesce tipove BCC-a postoje 1 rijetki oblici,
kao $to su fibroepiteliom ili Pinkusov tumor, polipoidni, metatipi¢ni te metastatski BCC [7].
lako BCC iznimno rijetko metastazira (< 0,1%), najéeS¢e su metastaze u limfne ¢vorove,
kosti i plu¢a [16, 17]. Prognoza je za bolesnika s BCC-om odli¢na, a stopa prezivljenja
gotovo 100% ako se tumor ekscidira u cijelosti i na vrijeme. U slucaju dugotrajne progresije
moze do¢i do lokalne destrukcije, zahvacanja dubljih struktura i1 disfiguracije (posebno na
licu), a postoje i neki lokalno iznimno agresivni oblici BCC-a, kao $to su ulceriraju¢i BCC
(Carcinoma basocellulare exulcerans ili ulcus rodens), morfeiformni (Carcinoma
basocellulare morpheiforme) 1 metatipi¢ni karcinom (Carcinoma basocellulare metatypicum).
Iako je prognoza BCC-a odli¢na, postoje rizici recidiva tumora ili pojave novoga [18, 19].
Tako je rizik pojave novog BCC-a 35% unutar tri godine, a 50% unutar pet godina [20].
Patohistoloski kod tih tumora nalazimo proliferaciju stanica, kojih jezgre nalikuju stanicama
bazalnoga sloja epidermisa, te na rubovima navedenih proliferacija cilindri¢ne, palisadno
poredane stanice. Tumorske stanice mogu biti povezane s epidermisom ili udaljene od njega
[21]. Epidermis moze biti atrofican ili ulceriran, a u slu€aju ulceracije u stromi postoji upalna
reakcija. Terapijski je cilj ukloniti tumor u cijelosti uz $to bolje ocuvanje funkcije i1 Sto
obzirom na radiosenzitivnost jedna je od terapijskih moguc¢nosti i radioterapija, koja se
primjenjuje kod opseznih, uznapredovalih tumora te u slu€aju kontraindikacija za kirurSki
zahvat. Radioterapija je terapija izbora 1 kod recidiviraju¢ih tumora, a moze se koristiti i
postoperativno [23]. Kod povrSinskih 1 manjih BCC-a u obzir dolaze i terapija razli¢itim
lokalnim pripravcima (5-fluorouracil, interferon, imiquimod, tazaroten) te fotodinamska
terapija. Nove su terapijske mogucnosti inhibitori »hedgehog« signalnog puta (vismodegib i

sonidegib) [24, 25].



1.2.2. Spinocelularni (planocelularni) karcinom

Spinocelularni karcinom (SCC) jest zlocudni, invazivni tumor koji potjeCe od
suprabazalnih epidermalnih keratinocita. Moze nastati i u adneksima koZe te u sluznicama
koje imaju sposobnost oroznjavanja [21]. Invazivni SCC razvija se iz in situ karcinoma (kao
Sto je MB) tijekom duljega razdoblja [6], pri ¢emu tumorske stanice nalazimo ispod bazalne
membrane, u dermisu, u obliku nakupina (tj. »gnijezda«) okruzenih upalnim infiltratom.
Drugi je po ucestalosti tumor koze, nakon BCC-a, a takoder se javlja u starijoj Zivotnoj dobi
(od 60. do 80. godine), ¢esce kod osoba svijetlije puti (tip koze 11 IT) [6]. No u novije vrijeme
sve je viSe pokazatelja za pojavnost ovih tumora u mladoj zivotnoj dobi [26]. Znakovi
zlocudnosti SCC-a jesu lokalni destruiraju¢i rast te mogucnost metastaziranja u limfne
¢vorove 1 udaljene organe. Ti su tumori najcesce lokalizirani u podru¢ju glave i vrata, gdje
mogu uzrokovati znafajnu disfiguraciju destrukcijom okolnih struktura i perineuralnom
invazijom. U patogenezi najve¢u ulogu ima UV zracenje, poglavito UVB, a od drugih
¢imbenika spominju se kemijski karcinogeni, kroni¢ni upalni procesi, zivotne navike,
genetski ¢imbenici, ionizirajuée zracenje, imunosupresija i onkogeni virusi (humani papiloma
virus-HPV). UVB zracenje uzrokuje oStecenja DNK koja dovode do mutacija gena supresora
tumora p53. Navedene mutacije utvrdene su 1 u prekursorskim lezijama i drze se klju¢nima za
pocetak invazivnoga SCC-a [27]. Opetovanim izlaganjem UV zracenju dolazi do klonalne
ekspanzije keratinocita, nakupljanja genetskih mutacija i u konacnici razvoja invazivnoga
tumora. Stoga kroni¢na izloZzenost UV zraCenju, bilo zbog vrste zanimanja (npr.
poljoprivrednici, ribari, pomorci) bilo zbog terapijskih potreba (fototerapija) ili estetskih
razloga (solarij), povecava rizik za razvoj SCC-a. O ulozi UV zracenja govori i povecana
pojavnost toga tumora u bolesnika s albinizmom, koji zbog nedostatka melanina nemaju
zastitu od UV inducirane karcinogeneze [28]. Isto tako zbog nasljednoga poremecaja u
mehanizmu popravka UV induciranih oSte¢enja DNK bolesnici s xerodermom pigmentosum
skloni su razvoju SCC-a [29]. Imunosupresija je jedan od ¢imbenika koji takoder povecavaju
rizik za razvoj SCC-a. Dokaz tomu jest viSestruko povecan rizik za nastanak tih tumora kod
osoba s transplantiranim organom (jatrogena imunosupresija), kao i kod osoba sa ste¢enim
sindromom imunodeficijencije (AIDS) [30, 31]. Uz to osobe s imunodeficijencijom razvijaju

agresivnije, slabije diferencirane tumore [32]. Da ulogu u patogenezi igraju i1 genetski



¢imbenici, govore podatci o ¢escoj pojavi tih tumora u osoba svijetle puti (tip koze I 1 II),
plavih o€iju 1 plave ili crvene kose te utvrdene promjene na sedam gena (TP53, PIK3CA,
CCNDI1, CDKN2A, SOX2, NOTCH 1, FBXW7) u razli¢itim vrstama SCC-a (ukljucujuci i
SCC koze) [33]. Od kemijskih karcinogena koji imaju ulogu u patogenezi SCC-a spominju se
arsen, kemijske tvari u proizvodnji nafte, katrani, aromatski ugljikovodici i duhan [6]. Duhan
je uz alkohol najznacajniji ¢imbenik rizika za pojavu SCC-a u usnoj Supljini [34]. Mjesta
kroni¢ne upale ili osSteenja koze predisponiraju¢a su za razvoj SCC-a (npr. oziljci od
opeklina, radiodermatitis i kroni¢ne rane). SCC se moze razviti i na mjestima nekih kroni¢nih
dermatoza (npr. kroni¢ni kutani eritemski lupus, erozivni oralni lihen planus, lupus vulgaris i
dr.), a povecanu ucestalost nalazimo i1 kod junkcijske i distroficne bulozne epidermolize gdje,
SCC predstavlja vodec¢i uzrok smrti tih bolesnika [35, 36]. Uloga HPV-a poznata je dulje
vrijeme u slucaju SCC-a usne Supljine i genitalnoga podruc¢ja, a HPV 16 najcesce je izoliran
tip u tumorima podrucja glave 1 vrata [37]. No sve je viSe dokaza kako 1 drugi tipovi HPV-a
(kozni ili tzv. Epidermodysplasia verruciformis tipovi) djeluju kao su¢imbenici u nastanku tih
tumora. Klinicke karakteristike tih tumora jesu ljuskanje, hiperkeratoza, ulceracija i krusta

(Slika 4).

Slika 4. Spinocelularni karcinom
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SCC najces¢e pocinje kao keratoti¢na ili verukozna tvorba, a povecavajuéi se nastaje
ulceracija ili nekroza [6]. Nekoliko posebnih oblika SCC-a svrstava se u verukozne tumore, tj.
tumore relativno indolentnoga klinickog tijeka koji su patohistoloski obiljeZeni minimalnom
stanicnom atipijom [38]. To su papilomatosis cutis carcinoides, papilomatosis oralis florida,
epitelioma cuniculatum 1 keratoacanthoma. Iako SCC obi¢no nije smrtonosan, moze
uzrokovati znaCajnu mutilaciju (posebno u podrucju lica 1 vrata, gdje su 1 naj€esci), a u
slucaju pojave metastaza znacajno smanjuje stopu prezivljenja [39]. Metastaze mogu biti u
limfne ¢vorove i udaljene ograne (najc¢es¢e pluca). Neki oblici SCC-a drze se visokorizi€nima
1 povezani su s loSijom prognozom. Rije¢ je o tumorima vec¢im od 2 cm, slabo diferenciranim
tumorima, onima koji invadiraju potkozno masno tkivo (i dublje strukture) te tumorima
lokaliziranima na usnama, uskama, anogenitalnoj regiji ili u podrucju oziljka ili kroni¢ne
rane. Perineuralna invazija i recidiv takoder se drze loSim prognostickim ¢imbenicima [40].
Patohistoloski kod tih tumora u epidermisu nalazimo prekomjerno oroZnjenje 1 stani¢nu
atipiju, dok u dermisu nalazimo tracke atipicnog epidermisa, unutar kojih se nalaze podrucja
oroznjenja (perle). U vezivnoj stromi nalazimo gust infiltrat limfocita i plazma stanica [21].
Ovisno o stupnju diferenciranosti stanica razlikujemo Ccetiri histoloSka stupnja (stupnjevi
prema Brodersu), a visi stupanj donosi loSiju prognozu.

U klasifikaciji SCC-a sluzimo se » TNMu« klasifikacijom AJCC-a (American Joint Committee

on Cancer), koja se temelji na veli¢ini tumora i prosirenosti bolesti (Tablica 1).

stadij primarni tumor regionalni udaljene
limfni évorovi metastaze
stadij 0 Tis NO MO
stadij | T NO MO
stadij Il T2 NO MO
stadij lll T3 NO MO
T1-3 N1 MO
stadij IV T4 NO MO
bilo koji T N2-3 MO
bilo koji T bilo koji N M1

Tablica 1. TNM klasifikacija
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Terapija tih tumora uglavnom je kirurSka, a prednost ima mikroskopski kontrolirana kirurgija
[41]. U slu¢aju tumora manjih od 1 cm u obzir dolaze i1 druge terapijske mogucénosti, kao Sto
su krioterapija, kiretaza 1 elektrodisekacija [42]. U slucaju kontraindikacija za kirurSko
lijecenje te u slucaju nekih posebnih lokalizacija tumora (npr. na vjedi, usnici i sl.) u obzir
dolazi radioterapija malim, frakcioniranim dozama, koja se moze koristiti i postoperativno
kod visokorizicnoga SCC-a 1 regionalnih metastaza [43]. U slucaju metastatske bolesti
potrebna je kemoterapija, a nekoliko studija govori o uspjesnosti cetuximaba (kimeri¢nog IgG

monoklonalnoga protutijela), inhibitora receptora epidermalnoga ¢imbenika rasta [44, 45].

1.2.3. Carcinoma in situ

Pod carcinoma in situ podrazumijevamo intraepidermalne karcinome koji tijekom
vremena mogu prije¢i epidermo-dermalnu granicu i postati invazivni. Toj skupini pripadaju
MB, Erythroplasia Queyrat, Bowenoidne papule penisa i vulve te Pagetova bolest [6, 46].
Pagetova bolest jest intraepidermalni adenokarcinom, a razlikujemo mamarni i ekstramamarni
oblik koji se javlja na podrucjima koZe s apokrinim Zlijjezdama (pazusi i anogenitalno
podrucje). Bowenoidne papule nalazimo na muskom (penis) ili Zenskom vanjskom spolovilu
(vulva), a patohistoloski odgovaraju intraepitelnoj neoplaziji visokoga stupnja [46]. Klinicki
se razlikuju od drugoga in situ karcinoma genitalne regije, Erythroplasiae Queyrat, jer je rijec
o multiplim crvenkasto-smeckastim, djelomi¢no verukoznim papulama ili plakovima [46]. S
druge je strane Erythroplasia Queyrat eritematozni, oStro ogranicen plak najces¢e lokaliziran
na glansu penisa. Etioloski in situ karcinomi genitalne regije (Erythroplasia Queyrat i
Bowenoidne papule) povezani su s visokorizicnim tipovima HPV-a 16 1 18 [42]. S navedenim
HPYV tipovima u vezu se dovodi i MB, no rizik progresije u invazivni karcinom veéi je u

slucaju genitalne lokalizacije [42].
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1.2.3.1. Morbus Bowen

Morbus Bowen (MB) jest in situ karcinom s mogu¢nosS¢u prelaska u invazivni
karcinom [6]. Bolest se javlja u starijoj populaciji (iznad 60. godine) i ¢eS¢a je u osoba
svijetle puti (tip koze I 1 IT) [47]. Najcesce se javlja na fotoeksponiranim podrucjima koze, no
moze se javiti i na nefotoeksponiranim dijelovima, §to je ¢eSée u osoba tamnije puti [48].
Bolest nalazimo 1 na sluznicama (usna Supljina i vanjsko spolovilo). Naj¢es¢i uzrok MB-a u
proslosti bila je izlozenost arsenu, ali danas se sve vise kao uzrok spominje HPV [49].
Najcesce je izoliran HPV-16, no i drugi visokorizi¢ni tipovi HPV-a (18, 31, 33 i drugi) [50,
51]. S obzirom na dob u kojoj se najcesce javlja te na distribuciju, utjecaj UV zracenja mora
biti znaCajan u etiopatogenezi tih tumora [52], kao 1 imunosupresija, s obzirom na to da
imunosuprimirani bolesnici razvijaju multiple i agresivnije tumore [53]. U etiologiji se jos
spominju i genetski ¢imbenici te kemijski karcinogeni, a o ulozi ionizirajuéeg zracenja
svjedoCi prijaSnja ucestala pojava te bolesti na prstima Saka specijalista radiologije i1 doktora
dentalne medicine (profesionalna izlozenost ioniziraju¢emu zracenju) [42]. Klinicki se ocituje

kao ogranicen eritematozni plak, nepravilna ruba, prekriven ljuskama i krustama (Slika 5).

Slika 5. Morbus Bowen
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Patohistoloski u proSirenom epidermisu kroz sve slojeve nalazimo atipi¢ne stanice s velikim
jezgrama, diskeratoti¢ne stanice 1 mitoze [6]. Ponekad su epidermalne stanice vakuolizirane
(tzv. pagetoidne stanice), a u dermisu nalazimo upalni infiltrat limfocita i plazma stanica [21].
Terapija ovisi o brojnim ¢imbenicima (veli¢ini, broju lezija, lokalizaciji). U vecini slucajeva
prednost se daje kirurSkomu lijecenju [54], a u obzir dolaze i krioterapija teku¢im dusikom,
kiretaza, lokalna terapija primjenom S5-fluorouracila ili imiquimoda te fotodinamska 1

radioterapija [55].

1.2.4. Prekanceroze

Lezije koje imaju potencijal pre¢i u invazivni SCC nazivaju se prekanceroze. One su u
patohistoloSkom smislu carcinoma in situ, ali mogu regredirati ili perzistirati u tom obliku, a
samo rijetko prelaze u invazivni SCC (u 5-10% slucajeva) [56]. U prekanceroze ubrajamo
aktinicke, arsenske, iradijacijske 1 katranske keratoze, kroni¢ni aktini¢ki heilitis, cornu
cutaneum 1 leukoplakiju. Kao posljedica oSte¢enja koZe izazvanih ionizirajuéim zracenjem,
dugotrajnom izloZzeno$¢u katranima, derivatima nafte ili arsenu nastaju ogranicene
hiperkeratoti¢ne lezije s potencijalom prelaska u SCC. Kroni¢ni aktinicki heilitis nalazimo na
donjoj usni kao posljedicu dugotrajne izlozenosti UV zrakama [38]. Cornu cutaneum roznata
je izraslina na makuloznoj, papuloznoj ili nodularnoj bazi. Najce$¢e je hipertroficni oblik
aktinicke keratoze (AK), no u podlozi se mogu nalaziti 1 in situ karcinom, ili ¢ak invazivni
tumor te benigne promjene (npr. vulgarna veruka) [57]. Leukoplakija je prekanceroza oralne i
genitalne sluznice, a razlikujemo razlicite klinicke oblike (verukozni, erozivni i drugi oblici).
Verukozni oblik leukoplakije ima povecan rizik pre¢i u invazivni karcinom, a povezan je i s

HPV-om [38]. Najcesca prekanceroza 1 jedna od najcescih lezija na kozi uopce jest AK.
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1.2.4.1. Aktini¢ka keratoza

Aktinicka keratoza (AK) najceS¢e se ocituje u obliku multiplih promjena na
fotoeksponiranim dijelovima koZe u starijih osoba svijetle puti [38, 58]. Klini¢ki se najcesce
manifestira kao eritematozna ili smeckasta lezija hrapave povrSine, koja pak moze biti manje

ili jace ljuskava (Slika 6).

Slika 6. Aktini¢ka keratoza
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U pocetku su promjene diskretne, pa ih bolje mozemo uociti palpacijom nego inspekcijom, no
s vremenom postaju elevirane i hiperkeratoti¢ne [59]. Najvazniji etiopatogenetski ¢imbenik u
nastanku tih promjena jest UVB zracenje [60]. Ucestalost pojave AK-a povecava se s dobi, te
je veca u osoba koje su vise izlozene UV zracenju, bilo zbog zanimanja (npr. poljoprivrednici
1 pomorci) bilo zbog zemljopisnoga polozaja (Zivot u zemljama blizim ekvatoru) [58, 61, 62].
Promjene se javljaju na podru¢jima dugotrajne izloZenosti UV zraCenju [63, 64], koje
uzrokuje DNK ostecenja, tj. oSte¢enja gena supresora tumora p53 1 pl6 [65, 66]. Povecana
pojavnost tih promjena jest i kod imunosuprimiranih bolesnika (npr. bolesnika nakon
transplantacije organa) [67], a kao mogu¢i su¢imbenik u nastanku spominje se i HPV [68].
Patohistoloski nalazimo hiperkeratozu i1 parakeratozu, pleomorfizam bazalnih keratinocita i
diskeratoti¢ne stanice. Prisutni su i znakovi solarne elastoze, a u dermisu nalazimo gusti
upalni infiltrat [57]. Dlacni folikuli, sebacealne Zlijezde te izvodni kanali apokrinih i ekrinih
zlijezda obi¢no nisu zahvaceni [69]. Atipicni keratinociti progrediraju od bazalnog sloja
prema povrSini epidermisa, a stupanj navedene progresije razlikuje ith od MB-a [70]. U
lijeCenju se najcesce primjenjuje krioterapija koja dovodi do potpunog izljeCenja u 67-88%
sluc¢ajeva [71, 72]. Ostale su moguénosti lokalna terapija 5-fluorouracilom, imiquimodom ili
natrijevim diklofenakom [73, 74] te fotodinamska terapija. I neke dermokozmetske metode
kojima se uklanja epidermis mogu se primjeniti u terapiji AK-a (npr. srednje duboki i duboki
kemijski piling, dermoabrazija i ablativni laserski tretman). [75]. Kod sumnje na invazivni
karcinom 1 u slucaju rezistentnih AK-a, preporucuje se ekscizija u cijelosti. lako su AK-i
lezije s potencijalom prelaska u invazivni SCC, vecina njih ipak ne prelazi. S druge strane u
vecini invazivnih SCC-a nalazimo dokaze o preegzistiraju¢em AK-u [76]. Promjene koje ne

prijedu u SCC mogu spontano nestati ili ostati nepromijenjene godinama [76].
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1.3. Humani papiloma virus

Humani papiloma virus (HPV) dvolan¢ani je DNK virus, sferoidna oblika, promjera
50-55 nm, koji pripada porodici Papillomaviridae (Slika 7). DNK HPV-a ima 7200-8000
parova baza koje su podijeljene u tri regije: nekodirajuca regija, rana regija — ER (engl. early
region) i kasna regija — LR (engl. late region). ER veéine genotipova HPV-a sadrzava gene
koji kodiraju za Sest proteina potrebnih za razmnoZavanje virusa — E1, E2, E4, ES, E6 1 E7.
Neki od tih proteina bitni su i u procesu karcinogeneze (E6 1 E7) [77, 78]. Ovisno o dijelu
genoma LR koji kodira glavni strukturalni protein L1, papiloma virusi podijeljeni su u rodove
(o, B, v, niv), vrste i tipove. Danas je identificirano preko 200 tipova virusa [79], od kojih je
oko 100 patogeno za Covjeka, a svakodnevno se otkrivaju i novi HPV tipovi [80-89]. Virusi
roda a uglavnom inficiraju epitel sluznice, dok virusi roda B, y, p 1 v imaju afinitet prema
epitelu koze. Cak 51 tip HPV-a moZe inficirati genitalnu sluznicu [90], a od navedenih
razlikujemo visokorizicne (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 1 82) i
niskorizi¢ne tipove (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 1 CP6108) za karcinogenezu [91].
Nakon §to su odredeni tipovi HPV-a otkriveni u rijetkoj genetskoj bolesti Epidermodysplasiji
verruciformis (EV) nazvani su koznim tipovima HPV-a i1 upravo su oni povezani s
etiopatogenezom NMTK-a. To su HPV 5, 8, 9, 12, 14, 15, 17, 19-25, 36-38, 47, 49, 75, 76,
80, 92, 931 96.

17



Slika 7. HPV elektronski migrogram (javno vlasnistvo, nepoznati autor — Laboratory of Tumor

Virus Biology, National Cancer Institute Rockville, Maryland, SAD)

1.3.1. Zivotni ciklus HPV-a

HPYV inficira roznati sloj epidermisa te ulazi u stanice bazalnog sloja. U tim stanicama
virus opstaje u obliku ekstrakromosomalnih elemenata i ubrzano se replicira do oko 50-100
kopija genoma po stanici. Infekcija je izglednija u slucaju ozljede koze. S obzirom na to da
dolazi do diferencijacije keratinocita, dolazi i do procesa amplifikacije virusa. Usporedo s tim
dolazi i do procesa sinteze proteina kapside i konacnog oslobadanja viriona. Stani¢na i
virusna replikacija sinkronizirane su, te je za amplifikaciju genoma virusa potreban aktivan
stani¢ni ciklus keratinocita [92]. Zivotni ciklus virusa razlikuje se kod razli¢itih rodova. Tako
je za amplifikaciju visokorizi¢nih tipova roda o potrebna aktivacija »ataxia telangiectasia«
puta, a za tipove roda B nije. Dok visokorizi¢ni tipovi HPV-a stimuliraju proliferaciju u

stanicama bazalnog sloja degradacijom pRb i pl107 [93], niskorizi¢ni tipovi stimuliraju
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proliferaciju u srednjim i gornjim slojevima epidermisa, jer njihovi E7 proteini inhibiraju
samo pl130 [94]. ES protein, koji kod HPV-a roda o potice amplifikaciju genoma barem
djelomicno preko stabilizacije receptora epidermalnog ¢imbenika rasta (EGF), nedostaje kod

virusa roda 3 [95].

1.3.2. Povijest HPV-a

Za razliku od virusa HIV-a, koji se kod ¢ovjeka pojavio prije 30-ak godina, ¢ini se da
HPV »napada« ljudsku vrstu od samih njezinih pocetaka [96]. Godine 1974. na autopsiji
egipatske mumije Nakht iz 12. stoljeca pr. Kr. utvrdena je vulgarna veruka na kozi tabana, $to
se drzi najranijim nalazom vulgarne veruke [97]. Kondilome spominje i Hipokrat u 5. stolje¢u
pr. Kr. [96], a i sama rije¢ kondilom dolazi od grcke rijeci kovdvAogy, Sto znaci Saka ili udarac
Sakom [98]. Kondilome spominje i rimski enciklopedist Celsus u 1. stolje¢u nakon Krista, te
poslije u 2. stoljecu 1 Galen [96], koji ¢e preko tisucu godina sloviti kao vrhunski medicinski
autoritet [99]. Na aragonskoj mumiji iz ranoga novog vijeka u Napulju opisana je
pedunkularna tvorba ingvinalno te po prvi puta na mumiji molekularnom metodom utvrden
HPV [100]. Iako postoje ozbiljne sumnje u moguénost izolacije drevne DNK [101], ona

postaje danas nezaobilazni dio paleopatologije te otvara nove poglede u patocenozu proslosti.

1.3.3. HPV i tumori koze

O HPV-u se najvise govori u kontekstu rizika za razvoj cervikalnog karcinoma.
Perzistiraju¢a infekcija visokoriziénim HPV tipovima roda o nuzna je za razvoj cervikalnog
karcinoma, pa su gotovo svi cervikalni karcinomi HPV pozitivni [102]. HPV virus predstavlja
vedi rizik za razvoj cervikalnog karcinoma nego §to to predstavlja pusenje za karcinom pluca
ili virus hepatitisa B za karcinom jetre [102, 103]. U dermatologiji HPV uzrokuje Siroki
raspon bolesti, od obi¢nih virusnih bradavica, preko kondiloma genitalne regije s onkogenim
potencijalom do NMTK-a, koji su i tema ove rasprave. Za HPV kao mogu¢i uzrok karcinoma
koze zna se ve¢ 30-ak godina. Stefania Jablonska i Gerard Orth otkrili su 1978. HPV 5 u
tumorima koze, [104] a jos prije (1972.) otkrivena je poveznica izmedu HPV-a i tumora koze

kod EV-a [105]. Toj iznimno rijetkoj, autosomno recesivnoj bolesti mozemo zahvaliti za
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danasnje spoznaje o HPV-u kao mogu¢emu uzroku nastanka NMTK-a [106]. Najmanje 30%
bolesnika oboljelih od EV-a razvit ¢e SCC, a u oko 90% ovih tumora, nalazi se HPV 5 ili
HPV 8 [107]. I danas HPV 5 jest tip s najveCom prevalencijom u svijetu (ukupna prevalencija
6,5%), tj. najceSce izoliran tip HPV-a [108]. U literaturi se kozni tipovi HPV-a nazivaju i EV
HPV tipovi (najées¢e HPV 51 8, potom HPV 2, 3, 10, 12, 14, 15, 17, 19-25, 34, 47, 50) i oni
su u mnogobrojnim istrazivanjima povezani s NMTK-ima u imunokompetentnih bolesnika.
Tek posljednjih 20-ak godina intenzivno se provode istrazivanja o HPV-u kao uzroku ili
su¢imbeniku nastanka prekanceroza i NMTK-a [109]. Prvo vele istrazivanje na
imunokompetentnim bolesnicima kojim je utvrdena poveznica izmedu HPV-a i SCC radeno je
u Australiji [110]. Bili su to pocetci istrazivanja HPV-a kao mogucega suCimbenika u
nastanku NMTK-a, no odgovor na pitanje kolika je stvarna uloga virusa i danas ostaje
nepoznat. Naime, HPV DNK nalazimo u keratinocitima zdravih ljudi, a infekcija perzistira i
nekoliko godina [111, 112]. Virus napada iskljucivo epitelne stanice koZze i sluznica, te se lako
1 brzo prenosi kontaktom (deskvamiranim zarazenim keratinocitima) [113], a dokazan je 1
porast protutijela na razli¢ite HPV tipove s dobi covjeka [114-117]. Kod ¢lanova iste obitelji
utvrdeni su jednaki tipovi HPV-a [111, 118, 119]. Sve navedeno govori o velikoj proSirenosti
HPYV infekcije u opéoj populaciji.

Kod zdravih imunokompetentnih bolesnika rije¢ je o latentnoj infekciji koja ne mora imati
klini¢ko znacenje, no kod imunokompromitiranih osoba Ce$¢e dolazi do bolesti koze
uzrokovanih virusima te razvoja NMTK-a. Glavni mehanizam imunosti protiv HPV infekcije
jest T-stani¢na imunost, dok je humoralni odgovor na infekciju slab [120, 121]. Upravo zbog
toga oslabljena stanicna imunost (nasljedna, steena ili jatrogena) dovodi do poveéane
prijemljivosti za infekciju HPV-om. Tako su HPV infekcije najceS¢e infekcije u bolesnika s
presadenim bubregom [118, 122], a infekcija virusom HIV-a uvelike povecava rizik od HPV
infekcije [123]. Uz to HPV DNK cesc¢e je utvrdivana na povrSini tumora koze nego u
njihovim bioptatima [124], iz cega proizlazi pitanje je li HPV uistinu odgovoran za
patogenezu tumora koze ili je samo slucajan nalaz. Objasnjenje koje se nudi u literaturi jest
tzv. »hit and run« teorija, a temelji se na misljenju kako je HPV nuzdan za pocetak stvaranja
NMTK-a, a nepotreban nakon $to prekanceroza prijede u karcinom. Naime, u ranoj regiji
genoma virusa nalaze se, medu ostalim, onkogeni (E6 i E7). Oni kodiraju proteine koji

sudjeluju u stanicnoj transformaciji 1 dovode do imortalizacije te, posljedi¢no tomu,
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hiperproliferacije keratinocita. Najprije su otkriveni u visokorizi¢nim tipovima HPV 161 18 i
drze se odgovornima za nastanak cervikalnog karcinoma [77], a poslije je potvrdeno njihovo
postojanje i u nekim koznim tipovima HPV-a (HPV 5, 8, 38, 77) koji se dovode u vezu s
nastankom NMTK-a. [125-128]. E7 onkoproteini inaktiviraju supresorske proteine p53 1 pRb,
dok E6 onkoproteini sprje¢avaju UV induciranu apoptozu u zarazenim stanicama [124, 129].
Ipak, isti onkogeni (E6 1 E7) razli¢ito djeluju u poticanju proliferacije keratinocita kod
visokorizi¢nih HPV tipova roda a 1 koznih HPV tipova roda  [130]. Razlika je 1 u utjecaju na
DNK domacina, tako se DNK visokorizicnih tipova HPV-a moze integrirati u DNK
domacina, a HPV DNK ostalih tipova perzistira u stani¢noj jezgri u obliku episoma, odvojeno
od DNK domacina [131]. Mnogi tipovi HPV-a imaju sposobnost utjecaja na stani¢ni ciklus
umnazanjem genoma u suprabazalnim slojevima epidermisa, no za razliku od visoko rizi¢nih
HPV tipova ne podupiru opsezniju stani¢nu proliferaciju i progresiju preko mitoza [130]. E6
proteini razli¢itth HPV tipova (najvise HPV 5 1 8) djeluju tako da smanjuju sekreciju IL-8,
koji »upozorava« okolno tkivo na oSte¢enje izazvano UV zrafenjem, S$to pogoduje
nakupljanju mutacija [127], a u slucaju destabilizacije genoma smanjuju stabilizaciju p53
proteina i na taj nacin uzrokuju poremecaj proliferacije [132]. Takoder interakcijom s p300
histonom smanjuju sposobnost p53 proteina da inducira apoptozu [133, 134]. Protein E6 HPV
tipova 1, 8 i 16 utjee na mehanizam popravka DNK inhibiraju¢i XRCCI1 protein bitan u
odrzavanju integriteta genoma [135]. E7 protein HPV-a 38 moze vezati i razgraditi pRb na
vrlo sli¢an nac¢in kao E7 protein visokorizicnoga HPV-a 16 [129]. E6 1 E7 proteini HPV-a 38
poticuci aktivnost telomeraze te djelujuci na stanic¢ni ciklus 1 proces starenja, mogu produljiti
vijek keratinocitima [136, 137]. Isti proteini inhibiraju sposobnost p53 da inducira
transkripciju gena ukljucenih u apoptozu [138]. E6 proteini HPV tipova 5 i 8 inhibiraju
signalni put TGF B degradacijom SMAD?3 transkripcijskog ¢imbenika, $to u konacnici dovodi
do ubrzanja stani¢nog ciklusa i ubrzane replikacije virusa [139]. Za razliku od visokorizi¢nih
sluzni¢nih HPV tipova genom HPV tipa 5 progresivno se gubi u kulturama tkiva keratinocita
koji se ubrzano dijele, potvrdujuci teoriju o ulozi virusa u ranim stadijima nastanka tumora te
njegovu gubitku u razvijenom tumoru [130]. »Hit and run« teoriju potvrduje 1 to $to je u
nekim istrazivanjima utvrdena veca prevalencija virusa u prekancerozama i karcinomima in

situ nego u koznim tumorima, §to govori o vaznosti HPV-a u ranim stadijima razvoja tumora

koze [140-142].
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NMTK-i i infekcija HPV-om ¢e$éi su kod imunokompromitiranih bolesnika, iz Cega se
takoder moze zakljuciti kako HPV ima odredenu ulogu u patogenezi NMTK-a [143].
Harwood 1 suradnici odredivali su HPV status NMTK-a kod imunokompetentnih i
imunokompromitiranih bolesnika. lako su utvrdili bitne razlike izmedu dviju skupina,
prevalencija 1 spektar HPV tipova nisu se bitnije razlikovali. U objema grupama bolesnika
prevladavali su EV HPV tipovi [140]. Rezultati mnogobrojnih studija o HPV-u kao uzroku
nastanka NMTK-a i dalje nisu usuglaseni. Vecina studija potvrduje ulogu HPV-a u nastanku
NMTK-a ucestalom prisutnos¢u HPV sekvencija [140, 144-146], a mnogim studijama
utvrdena je povecana prevalencija HPV-a u SCC [147-152]. U sluc¢aju BCC neke studije
potvrduju ulogu HPV-a u nastanku tih tumora [153], iako neke studije nisu utvrdile vezu
izmedu HPV-a i BCC-a [110, 148, 154]. Veéina rezultata brojnih istrazivanja ipak govori u
prilog HPV-u kao ¢imbeniku u nastanku NMTK-a te cak prediktoru za razvoj NMTK-a
godinama nakon infekcije [155]. Tako su Genders i suradnici utvrdili da je seropozitivnost na
B HPV tipove (godinu prije 1 godinu nakon transplantacije organa) prediktor za razvoj
NMTK-a nakon 22 godine u bolesnika s transplantiranim organom [156], a iste rezultate
dobili su i Andersson 1 suradnici za bolesnike sa SCC-om 1 BCC-om [155]. Mnogobrojne
studije utvrdile su vezu i izmedu AK-a 1 HPV-a [140-142, 145, 146, 157]. Dok je jednim
istrazivanjem utvrdeno da HPV(+)/p53(+) tipovi AK-a i MB-a pokazuju vecu proliferacijsku
aktivnost u usporedbi s HPV(-)/p53(+) tipovima [158], druga studija nije utvrdila bitnu
razliku u proliferacijskoj aktivnosti izmedu HPV(+) 1 HPV(-) lezija [159]. Osim uloge u
nastanku AK-a, pretpostavljena je 1 veza izmedu HPV-a i recidiva AK-a [160]. EpidemioloSke
studije ipak upucuju na to kako HPV igra ulogu i u nastanku in sifu te invazivnih SCC-a

[161].

1.4. Ultraljubicasto zracenje

Ultraljubic¢asto (UV) zracenje jest elektromagnetsko zracenje valnih duljina izmedu
400 1 10 nm [162], iako neki njegovu kratkovalnu granicu proSiruju i do 4 nm [163]. Prirodni
je izvor UV zracenja Sunce, a postoji 1 niz umjetnih izvora (razli¢ite UV lampe, fluorescentno
svijetlo, odredene vrste lasera). Na UV zracenje otpada samo 10% Sunceva spektra [163]. U

fizici se dijeli se na blisko UV podrucje (400 do 300 nm), daleko (300 do 200 nm), ekstremno
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(200 do 100 nm) i vakuumsko (od 200 do 10 nm) [163]. U biologiji se pak dijeli na blisko
(400 do 315 nm), aktinicko (kemijsko) (315 do 200 nm) i vakuumsko (manje od 200 nm)
[163]. Na temelju interakcije valnih duljina UV zracenje dijeli se na UVA (400 do 315 nm),
UVB (315 do 280 nm) i UVC (280 do 100 nm) [163]. Ve¢ina UV zracenja iz suncevih zraka
apsorbira se u ozonskom omotacu stratosfere, a od zraka $to stignu do Zemlje gotovo su 99%
UVA zrake [163].

Za razliku od rendgenskog zracenja, UV zraCenje ima manju moc¢ penetracije, pa su
njegovi ucinci ograniceni na povrsinu koze [163]. Direktan utjecaj na kozu ocituje se
crvenilom, pigmentacijom, starenjem i karcinogenim ucincima [163]. U slucaju izloZenosti
umjetnim izvorima UVC zracenja dolazi do apsorpcije u povrSinskim slojevima epidermisa,
zbog ¢ega mogu nastati opekline koze (nakon oko 6 sati) te oSte¢enja roznice. UVB zracenje
ima najznacajniji utjecaj na nastanak tumora koze. Njega samo djelomi¢no apsorbira ozonski
omotac, §to ovisi o kutu pod kojem zrake prodiru u atmosferu. Sto je veéi kut pod kojim UVB
zrake prodiru u atmosferu, njihovo ¢e filtriranje biti efikasnije. Upravo iz toga razloga
preporucuje se izbjegavati izlaganje suncu izmedu 10 1 15 sati, jer je tada kut pod kojim zrake
prodiru u atmosferu najmanji i one se slabije filtriraju. UVB zracenje apsorbira se u
epidermisu, a oko 10% njegove koli€ine prelazi 1 u dermis [164]. Izlaganje UVB zracenju
moze nakon 12-24 sata dovesti do opeklina, a naknadno i do nastanka tumora koze ili razvoja
katarakte (161). UV zrafenje ima 1 pozitivne ucinke na ljudsko tijelo. Ono stimulira
proizvodnju vitamina D u koZi, a mozZe biti koriSteno i kao terapijsko sredstvo kod mnogih
dermatoza [163]. UV zracenje koje ozonski omotac slabo apsorbira i koje gotovo u potpunosti
prolazi u atmosferu jest UVA zracenje. Ono prodire i u gornji sloj dermisa, a u ljudi izlaganje
ve¢im dozama dovodi do neposrednog tamnjenja koze, koje nastaje kao posljedica oksidacije
melanina 1 stimulacije melanogeneze [164]. Pokazalo se da i UVA zraCenje pridonosi razvoju

tumora koze [9, 165].

1.4.1. UV zracenje i HPV

Kako B HPV tipovi nisu povezani s neoplasticnim procesom odmah po infekeiji, drzi
se da na gensku ekspresiju f HPV-a utjecaj moraju imati i neki drugi ¢imbenici [130]. S

obzirom na to da se 1 kod imunokompetentnih i imunokompromitiranih bolesnika, a tako i
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kod bolesnika s EV-om, NMTK-i ¢e$¢e javljaju na dijelovima tijela izlozenima suncu,
istrazivanja pokuSavaju utvrditi vezu izmedu UV zrafenja i HPV-a u nastanku NMTK-a
[107]. Jednostavno objasnjenje jest to da lokalna imunosupresija uzrokovana UV zraenjem
potice HPV infekciju [166]. Naime, utjeCuci na prezentaciju antigena, UV zracenje smanjuje
stani¢no-posredovanu imunost, i na taj na¢in moze dovesti do nastanka tumora [167]. No
utjecaj UV zracenja puno je sloZeniji. Dokazano je kako UVB zracenje potice vecu sekreciju
proinflamatornih citokina IL-6, IL-8 1 TGF-B u keratinocitima zarazenim HPV tipovima 16 1
38 nego u nezarazenim keratinocitima [168]. Akgul i suradnici utvrdili su da UVB zracenje
aktivira HPV 5 1 8 u ljudskim keratinocitima [169]. Wallace i suradnici dokazali su da
odredeni B HPV tipovi (HPV 5 1 8) koji sadrzavaju E6 onkogen pojacavaju karcinogeni
potencijal UVB zracenja djeluju¢i na mehanizme popravka DNK (poti¢uc¢i degradaciju p300
histona) [169]. Holloway i suradnici utvrdili su specifican i jedinstven mehanizam djelovanja
E6 proteina HPV-a 5 na BAK, proapoptoticki BCL-2 protein, u sprjeavanju UV inducirane
apoptoze. Naime, utvrdili su da je za E6 posredovanu degradaciju BAK proteina potreban
enzim HERCI1 ubikvitin ligaza [170]. S druge su strane Aung 1 suradnici ispitujuci
proapoptotic¢ki protein BAK i B HPV u in situ 1 razvijenim SCC fotoeksponiranih podrucja,
zakljucili da virus ne sprjecava UV induciranu apoptozu [171]. Purdie i suradnici utvrdili su
da nekodirajuca regija virusa HPV 77 veze gen supresor tumora p53 i da je promotorska
aktivnost stimulirana UV zracenjem [125]. In vivo studija Michela i suradnika na
transgenicnim miSevima pokazala je utjecaj E6 1 E7 proteina HPV tipova 20 i 27 na
proliferaciju 1 diferencijaciju epidermisa kad su izlozeni kroniécnomu UVB zracenju. Takoder
su dokazali da dodatna infekcija papiloma virusom dovodi do ekspresije ranih proteina virusa
1 razvoja NMTK-a nakon nekoliko desetljeca [172]. U sli¢noj studiji Viarisio 1 suradnici
utvrdili su da kroni¢na izlozenost UV zrafenju izaziva promjene slicne aktinickim keratozama
na kozi HPV 38 E6/E7 transgeni¢nih miSeva. Tim istrazivanjem zakljuceno je da onkoproteini
E6 1 E7 HPV tipa 38 pridonose razvoju SCC, kao i povecanoj podloznosti keratinocita UV
induciranoj karcinogenezi [173]. Hsiao i1 suradnici otkrili su na stani¢nim linijjama BCC-a s
ugradenim E6 1 E7 onkogenima mogucénost indukcije ekspresije IL-6 1 IL-8 navedenim
onkogenima i bez UVB zracenja. No isto su tako utvrdili da kroni¢na izloZenost UVB
zracenju inducira ekspresiju E6 1 E7 onkogena, kao 1 IL-6 1 IL-8 [174]. Neke studije govore u

prilog povecanoj prevalenciji HPV-a na fotoekponiranoj kozi [80, 148], dok drugim studijama
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nije utvrdena razlika u prevalenciji s obzirom na razlike u izlozenosti UV zracenju [175, 176].
Ipak, ulogu UV zracenja potvrduje i dokazana veca ucestalost HPV-a u psorijati¢nim
plakovima tretiranima fototerapijom (nbUVB 1 PUVA) nego u onima koji nisu na taj nacin
tretirani ili u kontrolnoj skupini. Uz to je utvrdena veca ucestalost HPV-a u plakovima
tretiranima PUVA terapijom nego u onima tretiranima nbUVB terapijom, $to govori o
znacenju valnih duljina i1 jac¢ine UV osteCenja za HPV infekciju [177]. Drugom studijom
utvrdena je povecana ucestalost virusa na depigmentiranoj kozi bolesnika s vitiligom koji su
lijeCeni fototerapijom. Navedena ucestalost bila je podjednaka onoj kod psorijaticnog plaka
tretiranoga PUVA terapijom te bitno ve¢a nego u grupi bolesnika s psorijazom koji su lijeceni
nbUVB terapijom. Na temelju navedenoga moze se zakljuCiti da »oSte¢ena« koza kod
psorijaticnog plaka ne predstavlja povecan rizik za HPV infekciju te da je u povecanju toga

rizika puno veca uloga UV zracenja [178].

2. HIPOTEZE

Povecana je zastupljenost HPV DNK u prekancerozama (AK) i karcinomima in situ (MB)
kao 1 zastupljenost HPV-a u uzorcima BCC-a s podrucja koze trajno izlozenoga UV zracenju

(lice) te u uzorcima BCC-a 1 SCC-a sa zemljopisnog podrucja s ve¢im brojem sun¢anih dana.

3. CILJEVI

Istraziti zastupljenost i tipove HPV-a u AK-a, MB-a i SCC-a.

Istraziti prevalenciju i tipove HPV-a u BCC-a.

Istraziti mogucu razliku u prevalenciji 1 tipovima HPV-a kod BCC-a s obzirom na lokalizaciju
(lice — kontinuirana izloZenost suncu, trup — intermitentna izloZenost suncu).

Istraziti mogucu razliku u prevalenciji 1 tipovima HPV-a u BCC-a ekscidiranim s koZe lica
izmedu dvaju zemljopisnih podrucja s razli¢itim brojem suncanih dana (Grad Rijeka i Grad

Zagreb).
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Istraziti mogucu razliku u prevalenciji i tipovima HPV-a u SCC-a ekscidiranim s koze lica
izmedu dvaju zemljopisnih podrucja s razli¢itim brojem suncanih dana (Grad Rijeka i Grad

Zagreb).

4. MATERIJALI I METODE

4.1. Materijali

HPV DNK izolirana je iz 130 parafinskih kocki patohistoloski potvrdenth NMTK-a,
AK-a 1 MB-a. Iz arhive Klinickoga zavoda za patologiju »Ljudevit Jurak« Klinickoga
bolni¢kog centra »Sestre milosrdnice« posudene su parafinske kocke 20 patohistoloski
potvrdenih AK-a, 20 patohistoloski potvrdenih MB-a, 20 patohistoloski potvrdenih SCC-a 1
20 patohistoloski potvrdenih BCC-a. Svi navedeni uzorci bili su s fotoeksponiranih dijelova
koze (lice). Uz to je s istoga Klinickog zavoda posudeno 10 patohistoloSki potvrdenih BCC-a
s dijelova tijela koji nisu fotoeksponirani (trup). Iz arhive Zavoda za patologiju i patoloSku
anatomiju Medicinskoga fakulteta u Rijeci posudene su parafinske kocke 20 patohistoloski
potvrdenih SCC-a 1 20 patohistoloski potvrdenih BCC-a, svi s fotoeksponiranih dijelova koze
(lice).

4.2. Metode

4.2.1. Detekcija HPV-a

Prisutnost 1 kozni tipovi HPV-a odredivani su s pomoc¢u RHA kit Skin (beta) HPV-a
(Diassay, Nizozemska), a prisutnost i spolni (sluznicki) tipovi HPV-a s pomo¢u HPV
screening kita (AID, Njemacka). Metode obaju kitova temelje se na hibridizaciji. Prvo se

izolira DNK, zatim slijedi umnaZzanje i na kraju hibridizacija.
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4.2.1.1. 1zolacija DNK

Uzeti su rezovi tkiva uklopljenog u parafin (6x10 um) i pohranjeni u sterilne epruvete.
Izolacija DNK napravljena je prema QiAmp DNA Mini Kit protokolu (QIAGEN, Hilden,
Germany). Parafin je uklonjen s pomocu 1200 pL ksilena (centrifugiranje na 14 000 g, 5 min)
te dvaput ispran u etanolu. Rezovi tkiva inkubirani su s proteinazom K (20 pL) na 56 °C
preko no¢i. Idu¢i dan dodan je etanol 1 pro¢is¢ena DNK vezala se na filter kolone za izolaciju.
Slijedilo je ispiranje (dvaput) te na kraju odvajanje DNK od membrane elucijom (u 50 uL
elucijskog pufera). Izolirana DNK odmah je pohranjena na +4 °C. Kvaliteta izolirane DNK
provjerena je umnozavanjem gena za [(-globin, provjerom na 2% agaroznom gelu pod UV

lampom (oc¢ekivana veli¢ina produkta jest 265 pb), te mjerenjem gustoce (Nanodrop).

4.2.1.2. Detekcija spolnih (sluzni¢kih) tipova HPV-a

Detekcija spolnih (sluzni¢kih) tipova HPV-a napravljena je prema uputama
proizvodaca kita. Kit omogucuje identifikaciju HPV tipova 16 i 18 te utvrdivanje postojanja
visokorizicnih (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73, 82) i
niskorizi¢nih tipova (HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44). Prvo je umnozen dio genoma HPV-a
lan¢anom reakcijom polimerazom (PCR) s dva seta smjesa nukleotida i1 biotiniliranih
pocetnica (PN I 1 PN II) koje obuhvacaju visoko konzerviranu regiju HPV genoma. PN I
sadrzava i pocetnice za gen GAPDH te sluzi kao interna kontrola za prisutnost DNK u
pojedinom uzorku. Dobiveni amplikoni (PCR produkti) provjereni su na 2% agaroznom gelu
pod UV lampom (ocekivane veli¢ine produkata jesu 145pb za HPV te 226pb za GAPDH).
Zatim se amplikoni obiju reakcija mijesaju (PN I i PN II), a potom inkubiraju s
denaturacijskom otopinom (40 pL) pet minuta na sobnoj temperaturi. Dodaje se
hibridizacijska otopina (1 mL) 1 membranski stripovi koji na sebi imaju imobilizirane
specifi¢ne probe. Slijedi 30-minutna inkubacija na 47 °C u tresucoj vodenoj kupelji. Nakon
ispiranja otopinom za ispiranje na 47 °C u tresu¢oj vodenoj kupelji 15 minuta, slijedi

konjugacija na sobnoj temperaturi 30 minuta, a zatim se dodavanjem substrata (1 mL)
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formiraju precipitati na membranskim stripovima. Rezultati su vizualno interpretirani (Slika

8).
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Slika 8. Vizualna interpretacija rezultata

4.2.1.3. Detekcija koZnih tipova HPV-a

Detekcija koznih tipova HPV-a napravljena je prema uputama proizvodaca kita. Kit
omogucuje identifikaciju sljedec¢ih tipova virusa: HPV 5, 8 11 8 11, 9, 12, 14, 15, 17, 19-25,
36, 37, 38, 47, 49, 75, 76, 80, 92, 93 i 96. Prvo je umnozen dio El regije genoma HPV-a
lancanom reakcijom polimerazom (PCR) mijeSanjem sa skin (beta) HPV Primermixom.
Dobiveni biotinilirani PCR produkti (10 pL) denaturirani su mijeSanjem s denaturacijskom
otopinom (10 pL) i 3B puferom (10 pL) na sobnoj temperaturi 5 minuta. Potom je dodana
hibridizacijska otopina (2 mL) zagrijana na 37-50 °C te je sve inkubirano u tresu¢oj vodenoj

kupelji na temperaturi od 50 °C tijekom 60 minuta. Slijedi zatim ispiranje otopinom za
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ispiranje na 50 °C u tresu¢oj vodenoj kupelji 30 minuta te konjugacija na sobnoj temperaturi
30 minuta. Nakon dodavanja substrata i inkubiranja u mraku formiraju se precipitati na

membranskim stripovima. Rezultati su vizualno interpretirani (Slika 9).
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Slika 9. Vizualna interpretacija rezultata

4.2.2. Odredivanje razlike u insolaciji izmedu gradova Rijeke i Zagreba

Koriste¢i se podatcima portala Current Results, weather and science facts, potvrdena
je razlika izmedu broja suncanih dana u gradovima Rijeka i Zagreb. Prosjecan broj suncanih
dana godi$nje u Gradu Rijeci iznosi 76, a u Gradu Zagrebu 49. Navedeni brojevi oznacuju
prosjecan broj dana u jednoj godini, kad oblaci ne prekrivaju vise od 20% Sunca. Iznos

dobivenih suncanih dana prosjek je skupljenih podataka od 1971. do 2000. godine.
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4.3. Statisticka obradba podataka

Nominalne varijable prikazane su u obliku frekvencije 1 postotka. Za analizu
nominalnih varijabli koriten je hi-kvadrat (y?) test, a pri manjku ocekivane frekvencije
varijable su testirane Fisherovim egzaktnim testom. Moguénost pogrjeSke prihvatila se pri
a<0,05, te su razlike medu skupinama bile prihva¢ene kao statisticki znacajne za p<0,05.
Vrijednosti p koje se nisu mogle iskazati do najviSe tri decimalna mjesta, prikazane su kao
p<0,001.

Za statisticku analizu dobivenih podataka rabljeni su programi Statistical Package for
Social Sciences (SPSS) for Windows (inacica 15.0, SPSS Inc, Chicago, Illinois, SAD) i
Microsoft Excell (inacica Office 2007, Microsoft Corporation, Redmond, WA, SAD).

5. REZULTATI

5.1. Deskriptivna statistika — svi ispitanici

U istrazivanje je uklju€eno 130 parafinskih kocaka. 1z Zagreba s fotoeksponiranih
dijelova tijela 20 AK-a, 20 MB-a, 20 SCC-a i 20 BCC-a, a s nefotoeksponiranih dijelova tijela
10 BCC-a. Iz Rijeke s fotoeksponiranih dijelova tijela 20 SCC-a 1 20 BCC-a. Ukupno je u 38
uzoraka utvrdena DNK HPV-a (29%) (Slika 10). Najcesc¢e izolirani tipovi HPV-a bili su 24 i
93, 1 to u devet uzoraka. HPV 75 utvrden je u Sest uzoraka. HPV tipovi 8, 19 1 23 utvrdeni su
u Cetiri uzorka. HPV tipovi 17, 36 1 49 utvrdeni su u tri uzorka. HPV tipovi 9, 20 1 25 utvrdeni
su u dva uzorka, a najmanje je bilo HPV tipova 5, 14, 38 1 92, svaki izoliran samo u jednom

uzorku (Slika 11). U Sest uzoraka utvrden je nepoznati tip HPV-a (nije obuhvacen kitom).
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HPV status

@® HPV negativan
@® HPV pozitivan

Slika 10. Ucestalost HPV-a u ukupnom uzorku

Frekvencija
(6]

HPV5 HPV8 HPV9 HPV 14 HPV 17 HPV 19 HPV 20 HPV 23 HPV 24 HPV 25 HPV 36 HPV 38 HPV 49 HPV 75 HPV 92 HPV 93 HPV X

Tip HPV-a

Slika 11. Prikaz pojavnosti ispitanih tipova HPV-a u ukupnom uzorku
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5.1.1. Aktini¢ka keratoza

Od 20 uzoraka AK-a u jednom uzorku nije bilo dovoljno materijala za analizu, a u njih
cetiri (21,1%) utvrden je neki od koznih tipova HPV-a (HPV 5, 19, 24, 38, 75, 93); u tri
uzorka utvrdeno je po dva tipa HPV-a, od kojih je jedan nepoznat, a u jednom uzorku samo

jedan HPV tip (HPV 75).

5.1.2. Morbus Bowen

Od 20 uzoraka MB-a u njih sedam utvrden je neki od koznih tipova HPV-a (HPV 8§,
17, 20, 23, 36, 75, 93); u dva uzorka utvrdeno je po tri tipa HPV-a, u jednom uzorku dva tipa,
a u Cetiri uzorka po jedan HPV tip. U tri uzorka MB utvrdeni su nepoznati HPV tipovi. U tri
uzorka utvrdeni su HPV tipovi 93 i 23, a u dva uzorka HPV 17. U jednom uzorku MB nije
bilo dovoljno materijala za analizu. HPV DNK utvrdena je u 10 uzoraka MB (52,6%).

5.1.3. SCC s fotoeksponiranih dijelova koZe iz Grada Zagreba

Od 20 uzoraka SCC-a s fotoeksponirane koze iz Grada Zagreba u njih 11 utvrden je
neki od koznih tipova HPV-a (HPV 8 1, 9, 17, 19, 20, 23, 24, 25, 49, 75, 93). U dva uzorka
utvrdeno je po Cetiri tipa HPV-a, u jednom uzorku dva tipa, a u ostalima po jedan HPV tip. U
Cetiri uzorka SCC-a iz Grada Zagreba utvrden je HPV 93, u tri uzorka HPV 24, a u po dva
uzorka utvrdeni su HPV 8 1 1 25. U jednom uzorku SCC-a iz Grada Zagreba utvrden je
nepoznati tip HPV-a. HPV DNK utvrdena je u 12 uzoraka SCC-a s fotoeksponiranih dijelova
koze iz Grada Zagreba (60%).
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5.1.4. BCC s fotoeksponiranih dijelova koZe iz Grada Zagreba

Od 20 uzoraka BCC-a s fotoeksponirane koze iz Grada Zagreba u njih Sest utvrden je
neki od koznih tipova HPV-a (HPV 19, 24, 36, 49, 75). U dva uzorka utvrdeno je po dva tipa
HPV-a, a u ostalim po jedan HPV tip. Najéesée izoliran tip bio je HPV 24 (u tri uzorka). U
dva uzorka BCC-a iz Grada Zagreba utvrdeni su nepoznati HPV tipovi. HPV DNK utvrdena

je u osam uzoraka BCC-a s fotoeksponiranih dijelova koze iz Grada Zagreba (40%).

5.1.5. BCC s nefotoeksponiranih dijelova koZe iz Grada Zagreba

Od 10 uzoraka BCC-a s nefotoeksponiranih dijelova koze (trup) iz Grada Zagreba u
jednom je uzorku utvrden HPV 36 dok u ostalim nije utvrdena DNK HPV-a. HPV DNK
utvrdena je u jednom uzorku BCC-a s nefotoeksponiranih dijelova koze iz Grada Zagreba

(10%).

5.1.6. SCC s fotoeksponiranih dijelova koZe iz Grada Rijeke

Od 20 uzoraka SCC-a s fotoeksponirane koze iz Grada Rijeke u jednom je uzorku
utvrden kozni tip HPV-a, HPV 24. HPV DNK utvrdena je u jednom uzorku SCC-a s

fotoeksponiranih dijelova koze iz Grada Rijeke (5%).

5.1.7. BCC s fotoeksponiranih dijelova koZe iz Grada Rijeke

Od 20 uzoraka BCC s fotoeksponirane koZe iz Grada Rijeke u dva uzorka utvrdeni su
kozni tipovi HPV-a (HPV 8 1, 9, 14, 19, 24, 49, 92, 93). U jednom uzorku BCC-a iz Grada
Rijeke utvrdeno je sedam koznih HPV tipova, a u drugom jedan HPV tip. HPV DNK

utvrdena je u dva uzorka BCC-a s fotoeksponiranih dijelova koze iz Grada Rijeke (10%).
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5.1.8. SCC - ukupno

Od ukupno 40 uzoraka SCC-a u njih 12 utvrdeni su kozni tipovi HPV-a. U dva uzorka
utvrdena su po Cetiri tipa HPV-a, u jednom uzorku dva tipa, a u ostalima po jedan tip HPV-a.
Najcesce izolirani tipovi bili su HPV 24 1 93. U jednom uzorku SCC-a utvrden je nepoznat tip

HPV-a. HPV DNK utvrdena je u 13 uzoraka SCC-a (32,5%).

5.1.9. BCC - ukupno

Od ukupno 50 uzoraka BCC-a u njih devet utvrdeni su kozni tipovi HPV-a. U jednom
uzorku izolirano je sedam tipova HPV-a, u dva uzorka po dva tipa, a u ostalima po jedan tip
HPV-a. Najces¢e izoliran tip bio je HPV 24. U dva uzorka utvrden je nepoznat tip HPV-a.
HPV DNK utvrdena je u 11 uzoraka BCC-a (22%)).

5.2. Usporedba prekanceroza i carcinoma in situ s razvijenim karcinoma

koZe u uzorcima iz Grada Zagreba

U zajednicku skupinu prekanceroza i carcinoma in situ spadaju uzorci AK-a 1 MB-a,
od kojih u dva uzorka nije bilo dovoljno materijala za analizu. Ukupno je u 14 uzoraka
utvrdena DNK HPV-a (36,8%). U skupini karcinoma zbrojeni su uzorci SCC-a i BCC-a iz
Grada Zagreba, kojih je ukupno bilo 50. U 21 uzorku utvrdena je DNK HPV-a (41%) (Slika
12). Analizom nije utvrdena statisticki bitna razlika u povezanosti ucestalosti HPV-a i

pojavnosti prekanceroze ili karcinoma koze (p=0,624, x*>=0,24, df=1).
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B HPV pozitivan
B HPV negativan
*Prekanceroze: AK 1 MB

+ Karcinomi: SCC i BCC

Slika 12. Usporedba prekanceroza i1 carcinoma in situ s razvijenim karcinoma koze u
uzorcima iz Grada Zagreba

5.2.1. AK vs SCC (uzorci iz Grada Zagreba)

Usporedbom uzoraka AK-a s fotoeksponiranih dijelova koze (utvrdena DNK HPV-a u
cetiri od 19 uzoraka — 21,1%) 1 uzoraka SCC-a s fotoeksponiranih dijelova koze iz Grada
Zagreba (utvrdena DNK HPV-a u 12 od 20 uzoraka — 60%) nije utvrdena statisticki bitna
razlika u uCestalosti HPV-a i pojavnosti AK-a i SCC-a u Gradu Zagrebu (p=0,013, ¢>=6,109,
df=1) (Slika 13).
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Slika 13. Usporedba uzoraka AK-a s fotoeksponiranih dijelova koze i uzoraka SCC-a s
fotoeksponiranih dijelova koze iz Grada Zagreba

5.2.2. MB vs SCC (uzorci iz Grada Zagreba)

Usporedbom uzoraka MB-a s fotoeksponiranih dijelova koZe (od 19 uzoraka u njih 10
utvrdena je DNK HPV-a — 52,6%) 1 uzoraka SCC-a s fotoeksponiranih dijelova koze iz Grada
Zagreba (naden DNK HPV-a u 12 od 20 uzoraka — 60%) nije utvrdena statisticki bitna razlika
u ucestalosti HPV-a i pojavnosti MB-a i SCC-a u Gradu Zagrebu (p=0,643, y>=0,215, df=1)
(Slika 14).
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Slika 14. Usporedba uzoraka MB-a s fotoeksponiranih dijelova koze i uzoraka SCC-a s

fotoeksponiranih dijelova koze iz Grada Zagreba

5.3. Usporedba BCC-a s koZe trupa i lica na uzorcima iz Grada Zagreba

Usporedbom uzoraka BCC-a s fotoeksponiranih dijelova koze (utvrdena DNK HPV-a
u osam od 20 uzoraka — 40%) 1 nefotoeksponiranih dijelova koZe (utvrden DNK HPV-a samo
u jednom od 10 — 10%) iz Grada Zagreba nije utvrdena statisticki bitna razlika u ucestalosti

HPV-a i pojavnosti BCC-a na trupu i licu (p=0,204, ¥*=2,857; df=1) (Slika 15).
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Slika 15. Usporedba uzoraka BCC-a s fotoeksponiranih dijelova koze i nefotoeksponiranih
dijelova koZze iz Grada Zagreba

5.4. Usporedba karcinoma u gradovima Zagrebu i Rijeci

Usporedbom uzoraka svih karcinoma s fotoeksponiranih dijelova koze iz Grada
Zagreba (SCC i BCC) i uzoraka svih karcinoma s fotoeksponiranih dijelova koze iz Grada
Rijeke (SCC 1 BCC) utvrdena je statisti¢ki bitna razlika izmedu ucestalosti DNK HPV-a i
pojavnosti SCC-a 1 BCC-a na fotoeksponiranim dijelovima koZze u Gradu Zagrebu (p<0,001,

*=17,635, df=1) (Slika 16).

38



40

30

20

10

Karcinomi Zagreb* Karcinomi Rijekat

B HPV pozitivan
B HPV negativan

* BCC-11 SCC-i s fotoeksponiranih dijelova koze iz Grada Zagreba
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Slika 16. Usporedba uzoraka svih karcinoma s fotoeksponiranih dijelova koze iz Grada
Zagreba (SCC i BCC) i uzoraka svih karcinoma s fotoeksponiranih dijelova koze iz Grada

Rijeke (SCC i BCC).

5.4.1. Usporedba BCC-a u gradovima Zagrebu i Rijeci

Usporedbom uzoraka BCC-a s fotoeksponiranih dijelova koze iz Grada Zagreba (u
osam uzoraka od 20 utvrdena je DNK HPV-a — 40%) i uzoraka BCC-a s fotoeksponiranih
dijelova koze iz Grada Rijeke (u dva uzorka od 20 utvrdena je DNK HPV-a — 10%) utvrdena
je statisticki bitna razlika u ucestalosti DNK HPV-a i pojavnosti BCC-a u Gradu Zagrebu
(p=0,028, x*=4,8, df=1) (Slika 17).
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Slika 17. Usporedba uzoraka BCC-a s fotoeksponiranih dijelova koze iz Grada Zagreba i

uzoraka BCC-a s fotoeksponiranih dijelova koze iz Grada Rijeke

5.4.2. Usporedba SCC-a u gradovima Zagrebu i Rijeci

Usporedbom uzoraka SCC-a s fotoeksponiranih dijelova koze iz Grada Zagreba (u 12
od 20 uzoraka utvrdena je DNK HPV-a — 60%) i uzoraka SCC-a s fotoeksponiranih dijelova
koze iz Grada Rijeke (samo u jednom od 20 uzoraka utvrdena je DNK HPV-a — 5%) utvrdena

je statisticki bitna razlika u ucestalosti DNK HPV-a i pojavnosti SCC-a u Gradu Zagrebu
(p<0,001, ¥*=13,789, df=1) (Slika 18).
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Slika 18. Usporedba uzoraka SCC-a s fotoeksponiranih dijelova koze iz Grada Zagreba i

uzoraka SCC-a s fotoeksponiranih dijelova koze iz Grada Rijeke

5.5. Sluznicki tipovi HPV-a (HPV 16 i 18)

Od 20 uzoraka AK-a u jednom uzorku nije bilo dovoljno materijala za analizu, a svi
ostali uzorci bili su negativni za sluznicke tipove HPV-a. U dva uzorka AK-a nije utvrdena
kontrolna DNK i ne mozemo sa sigurnoscu tvrditi da su negativni za sluznicke tipove HPV-a.
Od 20 uzoraka MB-a u jednom uzorku nije bilo dovoljno materijala za analizu, a svi ostali
uzorci bili su negativni za sluznicke tipove HPV-a. U pet uzoraka nije utvrdena kontrolna
DNK i ne mozemo sa sigurnosc¢u tvrditi da su negativni za sluznicke tipove HPV-a. Od 20
uzoraka SCC-a s fotoeksponirane koze iz Grada Zagreba ni u jednom nije utvrden niti jedan
sluznicki tip HPV-a. U jednom uzorku nije utvrdena kontrolna DNK, pa ne moZemo sa

sigurnos¢u tvrditi da je negativan za sluznicke tipove HPV-a. Od 20 uzoraka BCC-a s
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fotoeksponirane koze iz Grada Zagreba u jednom je utvrden sluznic¢ki tip HPV-a, i to
visokorizi¢ni tip (nitt HPV 16, niti HPV 18), ostali su uzorci bili negativni za sluznicke tipove
HPV-a. U dva uzorka nije utvrdena kontrolna DNK i ne mozZemo sa sigurnos¢u tvrditi da su
negativni za sluznicke tipove HPV-a. Od 10 uzoraka BCC-a iz Grada Zagreba s dijelova koze
koji nisu fotoeksponirani niti u jednom nije utvrden niti jedan sluznicki tip HPV-a. U jednom
uzorku nije utvrdena kontrolna DNK, pa ne moZemo sa sigurno$¢u tvrditi da je negativan za
sluznicke tipove HPV-a. Od 20 uzoraka SCC-a s fotoeksponirane koze iz Grada Rijeke niti u
jednom nije utvrden niti jedan sluznicki tip HPV-a. U osam uzoraka nije utvrdena kontrolna
DNK i ne moZemo sa sigurnosc¢u tvrditi da su negativni za sluzni¢ke tipove HPV-a. Od 20
uzoraka BCC-a s fotoeksponirane koze iz Grada Rijeke niti u jednom nije utvrden niti jedan
sluznicki tip HPV-a. U dva uzorka nije utvrdena kontrolna DNK i ne mozemo sa sigurno$éu

tvrditi da su negativni za sluznicke tipove HPV-a.
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6. RASPRAVA

U ovom istrazivanju ispitivali smo ucestalost HPV infekcije u 130 uzoraka
prekanceroza, in situ karcinoma i NMTK-a. Uzorci su histoloski preparati u kojima je moguce
utvrditi prisutnost virusa u dubljim slojevima epidermisa, $to je bitno s obzirom na to kako se
on vrlo Cesto nalazi u stanicama dlacnog folikula ili izvodnih kanala ekrinih zlijezda [179].
Prema literaturi u odrasloj populaciji prevladavaju odredeni tipovi HPV-a, a isti su utvrdeni i
nakon nekoliko godina, §to govori u prilog kroni¢noj perzistenciji virusa [111, 119]. Na
navedenu perzistenciju virusa ne utjece dob, spol niti prijasnje postojanje virusnih bradavica
[111]. Tako se navedeni podatci odnose na zdravu kozu, misljenja sam kako dob 1 spol ne
utjeu na ucestalost niti na specificnost prema tipu HPV-a u NMTK-a. Uzevsi u obzir
pretpostavljenu kroni¢nu perzistenciju virusa u odrasloj dobi, poveéanje ucestalosti HPV
infekcije s dobi [114-117] te ¢injenicu da se NMTK-1 uglavnom javljaju u starijoj populaciji,
u ovom istrazivanju nismo uzeli u obzir dob bolesnika.

Prva hipoteza ovog istraZivanja bila je potvrditi »hit and run« teoriju o ulozi HPV-a u
nastanku NMTK-a, tj. njegove vaznosti u pocetku karcinogeneze s obzirom na prijaSnjim
studijama utvrdenu povecanu ucestalost HPV-a u prekancerozama i in situ karcinomima.
Naime, mehanizam djelovanja HPV-a roda f razlikuje se od nacina na koji visokorizi¢ni HPV
tipovi roda o djeluju na karcinogenezu. Episom  HPV-a ne mozZe se zadrzati u tumorskim
stanicama koje se brzo dijele, zbog Cega se pretpostavlja da virus djeluje samo na pocetku
karcinogeneze utjecu¢i na nakupljanje genetskih gresaka [130]. Mnogobrojne studije
potvrdile su navedenu cinjenicu. Tako su Harwood i suradnici utvrdili ve¢u zastupljenost
HPV-a u prekancerozama imunokompetentnih i imunosuprimiranih bolesnika u odnosu na
prevalenciju u SCC-a i BCC-a [140]. Weissenborn i suradnici dokazali su bitno vecu
prisutnost HPV-a u aktini¢kim keratozama nego u SCC-a [142], a sli¢ne rezultate dobili su 1
Pfister 1 suradnici, koji su utvrdili ve¢u prisutnost EV HPV tipova u AK-a nego u razvijenim
tumorima 1 MB-a [141]. Forslund je u svom istraZzivanju o prisutnosti HPV-a u NMTK-a 1
AK-a bolesnika u Australiji utvrdio bitno vecu ucestalost HPV tipa 38 u AK-a nego u SCC-a i
BCC-a [157]. Schneider i suradnici pronasSli su vecu prevalencija HPV-a u iS¢upanim

obrvama bolesnika s aktinickim keratozama (84%) u usporedbi s prevalencijom u samim
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aktinickim keratozama (47%) 1 zdravoj kozi (37%) istih bolesnika [180]. Tako su
mnogobrojna istrazivanja dokazala vecu zastupljenost HPV-a u prekancerozama i
karcinomima in situ nego u razvijenim tumorima koze [127, 140, 142], ovim istrazivanjem
nismo potvrdili navedenu ¢&injenicu. Stovise, najveéu zastupljenost HPV-a utvrdili smo u
razvijenom tumoru koze, i to u SCC-u (32,5%). Mnogim prethodnim studijama utvrdena je
upravo povecana prevalencija HPV-a u SCC-a nego u BCC-a [110, 145, 181, 182].
Analiziraju¢i prisutnost DNK svih do sada poznatih B HPV tipova u tumorima
imunokompetentnih bolesnika, Patel i suradnici nisu pronasli razliku u prevalenciji HPV-a
izmedu SCC-a 1 BCC-a, ali su utvrdili povecanu ucestalost HPV roda B vrste 1 (kojoj
pripadaju tipovi 5 i 8) te povecanu ucestalost multiplih HPV tipova kod SCC-a nego kod
BCC-a [183]. Vezu izmedu HPV-a i SCC-a potvrdili su dvjema studijama lannacone i
suradnici analiziraju¢i serumska protutijela na kozne EV HPV tipove. Dokazali su statisticki
bitnu razliku u seropozitivnosti izmedu HPV tipova roda f i y te SCC-a u odnosu na kontrolnu
skupinu [151, 184]. Dobivene rezultate potvrdili su 1 drugom studijom, u kojoj su odredivali
HPYV roda B u obrvama bolesnika sa SCC-om i samim tumorima [185]. Meyer i suradnici
PCR su metodom od svih do tada poznatih HPV tipova identificirali DNK HPV-a u 69%
SCC-a, 52% BCC-a, 41% AK-a i 31% ekstragenitalnog MB-a [145]. Iako nisu utvrdili
statistiCki bitnu razliku, Boxman i suradnici dokazali su pozitivhu vezu izmedu EV HPV
tipova i SCC-a [110]. Ledi¢ Drvar i suradnici takoder su utvrdili ve¢u pojavnost HPV DNK u
SCC-a nego u BCC-a [182], a isto su dokazali i Zakrzewska i suradnici [117]. Paradisi i
suradnici utvrdili su da je HPV seropozitivnost za neke f 1 y HPV tipove povezana s
povecanim rizikom razvoja drugog SCC-a nakon 5 godina, dok veza izmedu seroloskog
statusa za razli¢ite HPV tipove i1 povecanog rizika za razvoj BCC-a nije utvrdena [186]. Kad
pogledamo literaturu, najcesce izolirani tipovi HPV-a u SCC-u jesu 5, 8, 15, 20, 24, 36 1 38
[106, 148, 183, 187]. U istrazivanju Patela i suradnika u 100 SCC-a najc¢escée izolirani tipovi
HPV-a bili su HPV 15 i1 36 [183]. Analizom seropozitivhosti na odredene HPV tipove,
Karagas 1 suradnici potvrdili su da je HPV 5 naj¢esce izoliran tip u SCC-a [148], dok je u
drugim studijama najcesc¢e izoliran tip HPV 8 [147, 188, 189]. Waterboer 1 suradnici najcesce
su identificirali HPV 15, 17 1 38 [190]. Najces¢i tipovi HPV-a izolirani u SCC-u u ovom
istrazivanju jesu HPV 24 1 93. I druge studije povezuju HPV 24 sa SCC-om [106, 187], a

DNK navedenog tipa HPV-a pronadena je i u tumorima koZe bolesnika s EV-om [191]. S
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obzirom na sve navedeno moze se zakljuciti kako HPV uistinu ima utjecaj i1 sudjeluje u
nastanku SCC-a. Ta je veza od prije poznata i jasno dokazana na primjeru SCC-a genitalnog 1
orofaringealnog podrucja, no bitno je naglasiti kako se s navedenim malignim neoplazijama
uglavnom povezuju visokorizicni HPV tipovi (najces¢e 16 1 18). Pitanje koje se namece jest
uloga sluznickih tipova u karcinogenezi NMTK-a. U jednoj od prijasnjih studija Piercealla 1
suradnika, iz 1991. godine, nije utvrdena veza izmedu HPV tipova 6b/11 1 18 i NMTK-a, ali
je u 19% SCC-a 1 19% BCC-a utvrden HPV tip 16 [192]. Park i suradnici nisu dokazali
postojanje sluznic¢kih tipova HPV-a u SCC-a [193]. U svojoj studiji Zakrzewska i suradnici
nisu identificirali sluznicke tipove HPV-a u uzorku od 50 BCC-a i 9 SCC-a [117]. S druge su
strane Shayanfar i1 suradnici PCR metodom i imunohistokemijom utvrdili povecanu ucestalost
sluznickih HPV tipova u SCC-a kod imunokompetentnih bolesnika u Iranu, s HPV 18 kao
najces¢im tipom [194]. Hama i suradnici u 23% SCC-a pronasli su sluznicke HPV tipove, a
najces¢i tip bio je HPV 31 [195]. U zanimljivoj prospektivnoj studiji Andersson 1 suradnici
utvrdili su protutijela na HPV 16 1 18 iz seruma ljudi koji su 30 godina poslije razvili NMTK.
S obzirom na dobivene rezultate povezali su seropozitivnost na HPV tipove 16 i 18 s
povecanim rizikom za nastanak SCC-a, dok povecani rizik za BCC nije utvrden. No bitno je
naglasiti kako je samo u nekolicine seropozitivnih ispitanika utvrdena HPV DNK u NMTK-a
(u 4 od 79 SCC-a seropozitivnih ispitanika utvrden je samo HPV 16, s tim da su dva iz
podrucja genitalne regije), a seropozitivnost je vjerojatno posljedica prijasnje genitalne HPV
infekcije [196]. U ovom istrazivanju analiziraju¢i zastupljenost sluznickih tipova HPV-a (16 1
18) u uzorcima NMTK-a te uzorcima prekanceroza i in situ karcinoma, nismo utvrdili
postojanje navedenih tipova. Iz navedenoga bi se dalo zakljuciti da u nastanku NMTK-a
sudjeluju iskljucivo kozni (EV) HPV tipovi.

Danas je poznata veza izmedu visoko rizi¢nih tipova HPV-a 1 MB-a genitalnog podrucja.
Medutim, kod MB-a ekstragenitalne lokalizacije studije su oprecne. Veéina dosadasnjih
studija potvrduje vezu izmedu visokorizicnth HPV tipova 1 ekstragenitalnog Bowena, a
najcesce je izoliran tip HPV 16 [50, 197, 198]. Derancourt i suradnici utvrdili su sluznicke
tipove HPV-a u 28,6% ekstragenitalnog MB-a [50]. Zheng 1 suradnici identificirali su
sluznicke tipove HPV-a u 7% ekstragenitalnog MB-a, a EV HPV tipove u 5% [197]. Idriss i
suradnici utvrdili su HPV DNK (tipove 11,16 1 58) u pet od 14 uzoraka posebnoga
ortokeratoticnog oblika MB-a [199]. S druge strane kod bolesnika u Koreji od 30 uzoraka

45



ekstragenitalnog MB-a samo su u dva uzorka potvrdeni sluznicki tipovi HPV-a, i to 16 i 33
[193]. Hama i suradnici utvrdili su da je ucestalost HPV-a u Bowenoidnoj papulozi bitno veca
nego u MB-a [195]. Lampert i suradnici pronasli su visokorizi¢ne tipove HPV-a u samo tri od
12 uzoraka PCR metodom, dok in situ 1 Southern blot hibridizacijom nisu utvrdeni
visokorizicni HPV tipovi u ekstragenitalnom MB-u [200]. U naSem istrazivanju od 19
uzoraka MB-a (svi lokalizirani u podrucju glave) niti u jednom uzorku nije izoliran HPV 16,
niti HPV 18. U pet od 19 uzoraka (26%) nije utvrdena kontrolna DNK, zbog ¢ega ne mozemo
sa sigurno$¢u tvrditi da u navedenim uzorcima nema visokorizi¢énih HPV tipova. Svakako je
uzorak premali da bi se na osnovi njega dalo zakljuciti da ne postoji veza izmedu sluznickih
tipova HPV-a 1 MB-a ekstragenitalne lokalizacije.

Vecéina studija nije potvrdila povezanost BCC-a i HPV-a [110, 154, 201]. Tako Escutia i
suradnici nakon analize 70 BCC-a na kozne HPV tipove zakljucuju kako HPV ne igra ulogu u
nastanku BCC-a [201]. Mokhtari 1 suradnici imunohistokemijskom su metodom na uzorku od
80 BCC-a dokazali HPV u samo 10% uzoraka. Uzorci su bili pozitivni u samom tumoru i u
okolnoj zdravoj kozi, dok je tek pet od 80 uzoraka (6,3%) pokazalo imunoreaktivnost za HPV
marker samo u uzorku BCC-a, ali ne 1 u zdravoj okolnoj kozi [154]. Karagas i suradnici nisu
utvrdili razliku u HPV seropozitivnosti izmedu bolesnika s BCC-om 1 kontrolne skupine
[148], a iste rezultate dobili su i Andersson i suradnici [202]. No malobrojne studije dokazale
su zastupljenost HPV-a 1 u tim NMTK-ima. Tako lannacone i suradnici utvrdujuéi s jedne
strane protutijela na kozne tipove HPV-a, a s druge HPV DNK u uzorcima BCC-a istih
bolesnika, navode vecu vjerojatnost seropozitivnosti na HPV tipove roda B kod bolesnika s
utvrdenom HPV DNK u BCC-u. Na temelju rezultata zakljucili su da bi § HPV tipovi mogli
imati ulogu u nastanku BCC-a [153], a prijaSnjom studijom utvrdili su statisti¢ki bitnu razliku
u seropozitivnosti na HPV tipove roda o 1y u bolesnika s BCC-om nego u kontrolnoj skupini
[151]. Bitno povecanu prevalenciju f HPV tipova vrste 1 u BCC-a nego u SCC-a i
perilezionalnoj kozi te povecanu ucestalost mijeSane infekcije utvrdili su Zakrzewska i
suradnici. Zakljucili su da su Bl HPV tipovi kao i koinfekcija s vise HPV tipova bitni u
nastanku BCC-a [117]. Harwood 1 suradnici ispitivali su zastupljenost HPV-a u NMTK-a i
utvrdili HPV DNK u 27,2% SCC-a, 36,7% BCC-a 1 54,4% in situ karcinoma kod
imunokompetentnih bolesnika [140], a Zaravinos i1 suradnici prisutnost HPV DNK u 33%

SCC-a, 33% BCC-a, 31% AK-a i u 15% tkiva zdrave koze [146]. Ovim istrazivanjem u
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uzorku od ukupno 50 BCC-a DNK HPV-a utvrdena je u 22% uzoraka. Gledaju¢i najcesce
izolirane tipove HPV-a u BCC-u, rezultati su razlic¢iti u razli¢itim studijama. Najce$¢e izoliran
tip HPV-a u uzorcima BCC-a u studiji Patela i suradnika bio je HPV 76 [183]. Feltkamp i
suradnici pronasli su analiziraju¢i seroreaktivnost da je ona poviSena za HPV tipove 20 1 24
[106]. U ovom istrazivanju u uzorcima BCC-a najcesce je izoliran tip upravo HPV 24.

Pretpostavlja se da kozni HPV tipovi utjecu¢i na mehanizme popravka DNK i sprjecavajuci
UV induciranu apoptozu, mogu djelovati sinergisticki s UV zraCenjem u poticanju
karcinogeneze. Stoga su mnogobrojna istrazivanja usmjerena na ispitivanje interakcije UV
zraCenja 1 HPV-a. Veza izmedu UV zrafenja i HPV-a osim za tumore koze istraZivana je i za
karcinome genitalnog 1 orofaringealnog podru¢ja. Godar i suradnici utvrdili su bitnu
korelaciju izmedu vecih doza UV zracenja i cervikalnog karcinoma te karcinoma farinksa.
Potvrdili su vezu samo za bijelu rasu, dok u crne rase ta veza nije utvrdena [203]. Forslund i
suradnici odredivali su HPV DNK u NMTK-a (BCC i SCC), prekancerozama (AK), benignim
lezijama 1 zdravoj kozi istih bolesnika, utvrdivsi povecanu prevalenciju virusa na dijelovima
tijela izrazito izloZenima suncu [149]. Isto su potvrdili i Karakas i suradnici, koji su pronasli
vecu seropozitivnost za f HPV tipove kod osoba s tumorima na podruc¢jima koze kontinuirano
izlozenima suncu nego kod osoba s tumorima drugih anatomskih podrucja [148]. Kako bi
ispitali postoji li razlika u imunom odgovoru na HPV s obzirom na vrijeme izloZenosti i
intenzitet sunceva zracenja, Waterboer 1 suradnici istrazivali su antitijela na 26 tipova HPV-a
u uzorcima krvi zdravih ispitanika u Nizozemskoj, Italiji 1 Australiji. Zanimljivo je da je
seroprevalencija bila podjednaka u svim zemljama, a prevladavali su i isti B 1y tipovi HPV-a.
Zakljucili su da koli¢ina i intenzitet UV zracenja ne utjeCu na stvaranje protutijela na kozne
tipove HPV-a [176]. U jo§ jednoj studiji radenoj u Australiji ispitivana je prevalencija i
spektar koznih HPV tipova u brisevima koZze ¢ela kod zdravih pojedinaca redovito izlozenih
suncu i onih koji su rjede izlozeni. Nije utvrdena razlika u prevalenciji HPV DNK izmedu
dviju grupa ispitanika, ali u skupini bolesnika redovito izloZenih suncu utvrden je veci broj
HPV tipova B2 1y grupe. S druge strane utvrdeno je da se rizik za infekciju koznim tipovima
HPV-a povecava s brojem godina provedenim rade¢i na otvorenom [175]. Iannacone i
suradnici utvrdili su bitnu povezanost izmedu nemogucnosti »tamnjenja« i SCC-a kod
bolesnika seropozitivnih na HPV tipove rodova a i f nego kod seronegativnih bolesnika

[151]. Istrazivanja su se provodila i u smislu utvrdivanja razlike u HPV prevalenciji izmedu
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razli¢itih etnickih skupina i klimatskih podrucja. Proucavajuéi prevalenciju i spektar HPV
tipova na zdravoj kozi u razli¢itim zemljama svijeta, Antonsson i suradnici utvrdili su najvecu
prevalenciju u Svedskoj (HPV DNK utvrdena je u 68% uzoraka iz Bangladesa, 54% uzoraka
iz Japana, 52% uzoraka iz Etiopije, 42% uzoraka iz Zambije te 70% uzoraka iz Svedske)
[108]. Bouwes Bavinck i suradnici ispitivali su prisutnost 25 § HPV tipova u folikulima obrva
bolesnika sa SCC-om 1 u kontrolnoj skupini. Pronasli su bitno veéu prevalenciju p HPV-a u
Nizozemskoj, statisticki neznatno vecu prevalenciju u Italiji, dok razlika izmedu SCC 1
kontrolne skupine u prevalenciji HPV-a u Australiji nije utvrdena. Uz to su utvrdili da je u
Nizozemskoj prisutnost f HPV infekcije povezana s gotovo tri puta povecanim rizikom od
SCC-a, dok ista veza nije utvrdena za Italiju 1 Australiju (zemlje s veCom insolacijom) [204].
Sli¢ne rezultate dobili smo i ovom studijom, gdje smo usporedujuc¢i SCC-e ekscidirane s koze
lica izmedu dva zemljopisna podru¢ja s razliitim brojem suncanih dana (gradovi Rijeka i
Zagreb), utvrdili statisticki bitno povecanu zastupljenost HPV-a u SCC-a s koZe lica u gradu s
manjim brojem sunc¢anih dana (Grad Zagreb). Moguce objaSnjenje za takve rezultate bilo bi
da UV zraenje ima veci utjecaj u etiopatogenezi tumora koze u podrucjima jace insolacije (u
naSem slu¢aju Grad Rijeka), dok u podru¢jima slabije insolacije vecu ulogu u etiopatogenezi
ima HPV (u nasem slucaju Grad Zagreb). Malobrojne su studije koje ispituju utjecaj UV
zraCenja i1 HPV-a na BCC. Zakrzewska i suradnici u svom istrazivanju na 50 BCC-a nisu
utvrdili bitnu korelaciju izmedu B HPV pozitivnosti s jedne strane te UV zracenja i tipa koZe s
druge strane [117]. U ovom istrazivanju ispitivanjem razlike u zastupljenosti HPV-a u BCC-a
ekscidiranim s koze lica izmedu dva zemljopisna podrucja s razli¢itim brojem suncanih dana
(razlike izmedu gradova Rijeke i Zagreba) utvrdena je statisticki bitna razlika u zastupljenosti
HPV-a u uzorcima BCC-a iz Grada Zagreba. S druge strane nije utvrdena statisti¢ki bitna
razlika u zastupljenosti HPV-a u BCC-a koji su ekscidirani s kontinuirano fotoeksponiranoga
podrucja (lice) i1 intermitentno eksponiranoga podrucja (leda). Ipak, u BCC-a s koze lica
utvrdeni su razli¢iti HPV tipovi (naj¢es¢ée HPV 24), dok je u BCC-a s koze leda utvrden samo
jedan HPV tip (HPV 36) u jednom uzorku. Na daljnjim je studijama da se utvrdi stvarna i
tocna uloga HPV-a u nastanku NMTK-a. Novije metode mogle bi nas dovesti do odgovora na
ta pitanja. Tako mjerenjem virusne mRNK u stanicama mozemo odrediti aktivnost virusa i na
taj nacin potvrditi njegovu ulogu u patogenezi NMTK-a. Arron i suradnici analizom

ekspresije mRNK u SCC-a koZe nisu utvrdili transkripcijsku aktivnost HPV-a, za razliku od
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povecane aktivnosti u periungvalnom i cervikalnom SCC-u. Na osnovi dobivenih rezultata
zakljucili su da niska prisutnost  HPV DNK u SCC-a koZe uz nedokazanu aktivnu ekspresiju
virusnih gena govori viSe u prilog kolonizaciji nego stvarnoj ulozi virusa u etiologiji tih
tumora [205]. No navedeni rezultati samo su potvrda da karcinogenezi, uz suCimbenike,
pridonose drugi mehanizmi djelovanja. Uzevsi u obzir sve navedeno i rezultate ovog
istrazivanja, zaklju¢ujemo da HPV i UV zracenje djeluju kao su¢imbenici u nastanku SCC-a,
a moguce 1 BCC-a. Kako bi se mogli dati konac¢ni zakljucci, potrebna su daljnja istrazivanja

na puno ve¢im uzorcima.
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7. ZAKLJUCAK

Ovim istrazivanjem nismo utvrdili statisticki bitno povecanu zastupljenost DNK HPV-
a u prekancerozama (AK) i karcinomima in situ (MB) nego u ve¢ razvijenim karcinomima
(NMTK), no utvrdena je statisticki bitno poveéana zastupljenost DNK HPV-a u uzorcima
SCC-a 1 BCC-a s fotoeksponirane koze iz Grada Zagreba (podrucje slabije insolacije).
Navedeno ne ide u prilog »hit and run« teoriji i govori da je HPV bitan 1 u kasnijim stadijima
karcinogeneze, uz druge vazne Cibenike (UV zracenje).

Nesto veca zastupljenost HPV-a utvrdena je u uzorcima SCC-a nego BCC-a. Zbog
c¢ega HPV dovodi do neoplazije suprabazalnih, a ne i bazalnih epidermalnih keratinocita,
ostaje nepoznato. Pretpostavlja se kako bioloSki mehanizmi koji poticu HPV proliferaciju
poticu i inficirane keratinocite viSe prema razvoju SCC-a nego BCC-a [206]. Nije utvrdena
veca zastupljenost DNK HPV-a u uzorcima BCC-a s koZe trajno izlozene UV zracenju nego s
koZe koja je ve¢inom nefotoeksponirana (koZa trupa), no utvrdena je veca zastupljenost DNK
HPV-a kod BCC-a ekscidiranih sa zemljopisnog podrucja s manjim brojem sunanih dana
(Grad Zagreb). Isto tako, suprotno oc¢ekivanju, utvrdena je veca zastupljenost DNK HPV-a u
uzorcima SCC-a sa zemljopisnog podru¢ja s manjim brojem sun€anih dana (Grad Zagreb).
Navedeno bismo mogli objasniti veCom ulogom HPV-a u nastanku NMTK-a u podru¢jima
gdje UV zradenje ima manje znacenje.
lako visokorizi¢ni tipovi HPV-a imaju bitnu ulogu u nastanku karcinoma genitalnoga i
orofaringealnoga podrucja, pitanje je igraju li ulogu 1 u nastanku karcinoma koze.
Patogenetsko znacenje sluznickih tipova HPV-a (HPV 16 1 18) u nastanku NMTK-a,
prekanceroza i karcinoma in sifu nije potvrdena s obzirom da navedeni tipovi HPV-a nisu
dokazani u spomenutim bolestima.

Ovim istrazivanjem 1 pregledom dosadasnje literature potvrdena je uloga HPV-a kao
su¢imbenika u nastanku NMTK-a. Potrebna su daljnja istrazivanja i studije na ve¢em broju
ispitanika kako bi se sa sigurnos$¢u potvrdilo da HPV uzrokuje NMTK. Danas primjenjivana
imunomodulatorna terapija u buducnosti bi mogla postati prva terapija izbora ranih stadija
NMTK-a koja poticanjem otpustanja upalnih citokina, poticanjem proliferacije te migracije
imunih stanica djeluje i na pocetnu stani¢nu displaziju i na HPV infekciju. S druge strane

otvara se mogucénost za razvoj cjepiva koje bi pruzalo zastitu od brojnih tipova HPV-a (EV
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HPYV tipovi) koji su uzroc¢nici Sirokoga spektra dermatoloskih bolesti. Uspjesi su ve¢ poluceni
na zivotinjskim modelima, a sve je izvjesniji razvoj humanog cjepiva koje ¢e sprijeciti
nastanak NMTK-a [207]. Posebnu vaznost navedena terapija imala bi u odredenim »riziénim«
skupinama bolesnika (npr. bolesnici nakon transplantacije organa), gdje bi se veé i
pravovremenim cijepljenjem protiv odredenih HPV tipova eventualno mogao sprije€iti kasniji
razvoj NMTK-a [208]. Kona¢no, sve navedeno moglo bi pozitivno utjecati na kvalitetu Zivota
1 zdravlja bolesnika s NMTK-om, kao $to bi 1 moglo rezultirati smanjenjem troskova

lijecenja.
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8. SAZETAK

NMTK-i i AK-i jedni su od naj¢e$¢ih tumora u ljudi uopce. Najznacajniji uzrok tih
tumora jest UV zrafenje, no u zadnje vrijeme postavlja se pitanje uloge HPV-a u
etiopatogenezi. Mnogobrojnim studijama utvrdeni su razliiti tipovi HPV-a u uzorcima
NMTK-a, prekanceroza i in situ karcinoma, koji su nazvani koznim tipovima (HPV 5, 8, 9,
12, 14, 15, 17, 19-25, 36-38, 47, 49, 75, 76, 80, 92, 93 1 96). Upravo ti tipovi povezani su s
nastankom NMTK-a, no s njihovim nastankom povezuju se i neki sluznicki, visokorizi¢ni
tipovi. Prijasnjim istrazivanjima utvrdena je veca zastupljenost HPV-a u prekancerozama i in
situ karcinomima, §to je dovelo do »hit and run« teorije, koja govori o vaznosti virusa u
pocetcima nastanka tih tumora. S obzirom da ovim istrazivanjem nije utvrdena statisti¢ki
bitno povecana zastupljenost DNK HPV-a u prekancerozama i karcinomima in situ u
usporedbi s razvijenim karcinomima, »hit and run« teorija nije potvrdena te se zakljuCuje da
je HPV bitan i1 u kasnijim stadijima karcinogeneze. Pretpostavlja se da kozni HPV tipovi
utjeCu¢i na mehanizme popravka DNK 1 sprjeCavaju¢i UV induciranu apoptozu, djeluju
sinergisticki s UV zraCenjem u poticanju karcinogeneze. Stoga smo u ovom istrazivanju
ispitivali razliku izmedu SCC-a i BCC-a ekscidiranih s fotoeksponirane koze s dvaju podrucja
razli¢ite insolacije (gradovi Rijeka 1 Zagreb). Suprotno ocekivanju utvrdili smo statisticki
bitnu razliku u pojavnosti DNK HPV-a u SCC-a 1 BCC-a ekscidiranim s fotoeksponirane koze
s podrucja slabije insolacije, tj. u Gradu Zagrebu. Moguce objasSnjenje za takav rezultat jest
veca uloga HPV-a u nastanku NMTK-a u podru¢jima gdje UV zraCenje ima manje znacenje.
S druge strane nismo utvrdili statisticki bitnu razliku u pojavnosti DNK HPV-a u uzorcima
BCC-a s koze trajno izlozene UV zracenju nego na kozi koja je ve¢inom nefotoeksponirana
(koza trupa). Utvrdujuéi prisutnost sluznickih tipova HPV-a (HPV 16 1 18), nismo utvrdili
njihovu prisutnost u NMTK-a i AK-a, kao niti u MB-a (ekstragenitalne lokalizacije). Ovim
istrazivanjem i pregledom dosadasnje literature potvrdena je uloga HPV-a kao su¢imbenika u
nastanku NMTK-a, no potrebna su daljnja istrazivanja i studije na ve¢em broju ispitanika

kako bi se sa sigurnoscu potvrdilo da HPV uzrokuje NMTK.
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9. STRUKTURIRANI SAZETAK NA ENGLESKOM JEZIKU

THE INFLUENCE OF HUMAN PAPILLOMAVIRUS ON NONMELANOMA
SKIN CANCER ETIOLOGY

Vlatka Cavka
2016

Introduction: In the recent years there have been some serious discussions about the human
papillomavirus as a cofactor in etiology of nonmelanoma skin cancers. Cutaneous HPV types
have been established and associated with precancerous lesions, in situ carcinomas and
nonmelanoma skin cancers in numerous studies, but the actual importance of the virus in
etiology of these lesions remains unknown. The aim of this study was to analyse the
expression of various HPV types in precancerous lesions (AK), in situ carcinomas (MB) and
nonmelanoma skin cancers (SCC and BCC) and to investigate differences in expression of
various HPV types according to tumor localization (face/trunk) and patient’s geographic
distribution (two regions with different insolation).

Methods and Materials: 130 paraffin embedded tissues, histologically verified as AK, MB,
SCC and BCC were analysed. After DNA isolation, skin HPV genotypes were detected using
RHA kit Skin (beta) HPV (Diassay, The Netherlands) and »high risk« genotypes using HPV
screening kit (AID, Germany).

Conclusion: Significant difference between HPV DNA expression in precancerous lesions/in
situ carcinomas and invasive skin carcinomas was not found. Higher expression of HPV DNA
was detected in invasive skin carcinomas (SCC and BCC) excised from photo-exposed skin
of patients living in a city with lower number of sunny days per year (city of Zagreb). High-
risk HPV types (HPV 16 and 18) were not detected in NMSC, AK and MB. These results
suggest the role of HPV in NMSC carcinogenesis but further investigations need to be

conducted.
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11. ZIVOTOPIS

Vlatka Cavka, djevojacki Busi¢, rodena je u Zagrebu 1981. U Zagrebu je i maturirala na VII.

gimnaziji 1999. te diplomirala na Medicinskom fakultetu 2005. Pripravnicki staz obavila je na
Klinici za infektivne bolesti ,,dr. Fran Mihaljevi¢”, a stru¢ni ispit polozila je 2006. Od 2007.
radi na Klinici za kozne 1 spolne bolesti Klinickoga bolnickog centra ,,Sestre milosrdnice”.
Polazila poslijediplomski specijalisticki studij dermatovenerologije, a specijalisticki ispit
polozila 2012. Takoder pohadala 1 2008. zavrSila poslijediplomski tecaj 1. kategorije
Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu ,,Dopplerska ultrazvucna dijagnostika
vaskularnog sustava”. Godine 2015. bila je dobitnica ,,John Stratigos” memorijalne stipendije
European Academy of Dermatology and Venereology (EADV). Uza su joj podrucja rada
flebologija i psorijaza. Autorica je 37 znanstvenih radova, od toga 13 indeksiranih u Current
Contents bazi, te &etiriju poglavlja u knjizi. Autorica je i 19 kongresnih sazetaka. Clanica je
Hrvatskoga lijjecnickog zbora, Hrvatske lije¢nicke komore, Hrvatskoga dermatoveneroloSkog
drustva, Hrvatske udruge za rane i EADV-a. Govori engleski, a pasivno se sluZzi njemackim

jezikom. Udana je i majka dvojice sinova: Tvrtka i Trpimira. Hobi su joj skijanje i balet.
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