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1. UvOD

1.1. TEMELJNE ODREDNICE

Transplantacija bubrega najbolja je metoda lijecenja kronicnoga bubreznoga zatajenja.
Kako organizam ne bi odbacio presadeni organ, u transplantiranih bolesnika potrebna
je dozivotna imunosupresivna terapija.

Bolesnici koji dugotrajno uzimaju imunosupresivnu terapiju pokazuju vecu sklonost
razvoju tumora koze. Povecani broj tumora koZe predstavlja i veliki javnozdravstveni
problem te se stoga namece sve veca potreba za ranim otkrivanjem tumora i njihovim
lije€enjem. Veliki se napori ulazu u prou¢avanje patofiziologije ovih tumora, kako bi se
invazivni tipovi tumora $to prije prepoznali, a samim tim i bolje lijecili.

Zlocudnim nemelanomskim tumorima koze (NMSC) smatramo bazocelularni i
planocelularni karcinom koze, adneksalne tumore, limfome koze, karcinom Merkelovih
stanica i druge rijetke tumore. No, kada govorimo o nemelanomskim tumorima koze,

de factu mislimo na bazocelularni i planocelularni karcinom koze.

1.2. BAZOCELULARNI KARCINOM

1.2.1. Definicija

Bazocelularni karcinom (BCC) je spororastuci zlo¢udni epidermalni tumor niskog

malignoga potencijala.

1.2.2. Epidemiologija

Biljezenje pojavnosti tumora koZe, pa tako i bazocelularnog karcinoma koZe razlikuje
se ovisno o zakonodavnim odrednicama pojedine drzave. Bazocelularni karcinom

Smatra se tumorom sporoga rasta i niskoga malignog potencijala te ga se obi¢no ne



mora prijavljivati Nacionalnim registrima za tumore. U posljednjih 15 godina pojaCava
se tendencija biljeZzenja pojavnosti BCC, ¢ime se doznaje kako je broj kirurski lijeCenih
BCC porastao za 70% (1), s op¢im poveéanjem od 7% godiSnje (2). Epidemioloski
podatci zemalja koje biljeze pojavnost BCC navode kako je bazocelularni karcinom u
europskim drzavama zastupljen gotovo jednako kao svi ostali tumori zajedno (1,3).
Pojavnost standardizirana po godinama ukazuje na pojavnost od 77-158 karcinoma
na 100 000 osoba godisnje (4). U Sjedinjenim Americkim Drzavama pojavnost
bazocelularnog karcinoma je takoder visoka, s tendencijom rasta (5). U Republici
Hrvatskoj zabiljezena je incidencija od 33,6 za muSkarce i 24,5 za Zene na 100 000
osoba godisnje (6). TrogodiSnji kumulativni rizik za razvoj sljede¢eg bazocelularnog
karcinoma u oboljelih je 44%, Sto je 10 puta viSe nego u osoba koje nisu imale tumor
().

Pojavnost BCC veca je u muskaraca nego u Zena, a muskarci imaju i veci rizik
nastanka multiplih bazocelularnih karcinoma (8,9). Pokazano je i linearno povecanje
incidencije BCC u Zzena mladih od 40 godina ukoliko su bile izlozene umjetnim izvorima
UV svjetla za postizanje tamnijeg tena, osobito prije 25. godine Zivota (10,11).

Sve vedi broj osoba starije Zivotne dobi u populaciji pridonosi pove¢anoj pojavnosti
BCC. Cak 80% svih BCC nastaje u osoba starijih od 60 godina, no bilieZi se povec¢anje

pojavnosti i u osoba mlade zivotne dobi (9).

1.2.3. Patofiziologija

1.2.3.1. Cimbenici rizika

Cimbenici rizika za nastanak bazocelularnog karcinoma koZe su genetska
predispozicija, tip kozZe | i Il po Fitzpatrick-u, viSestruke opekline od sunca u mladosti,
starija Zzivotna dob, muski spol, imunosupresija i izloZenost karcinogenima (npr. arsen),

a najvedi rizik za nastanak BCC je izloZenost ultraljubi¢astim (UV) zrakama.



1.2.3.2. Genetski cCimbenici

Gorlin Goltz sindrom, autosomno dominantna bolest, koju uz ostale znacajke
karakteriziraju multipli bazocelularni karcinomi, pokazao je karakteristichu mutaciju u

genu PTCH1, tj. mutacije u tzv. Hedgehog signalnom putu.

Sonic Hedgehog signalni put regulira embrionalni razvoj tako da kontrolira proliferaciju
stanica i apoptozu. Identifikacijom Hedgehog receptora Ptch—1 dobila se poveznica
izmedu toga signalnoga puta i pojavnosti karcinoma.

PTCH1 kodira transmembranski protein Patched—1 (Ptch—1) koji je receptor za protein
sonic hedgehog (SHH). Vezanje SHH na Ptch-1 aktivira i stabilizira receptor
Smoothened (Smo). Aktivirani Smo pokrece signalnu kaskadu zbivanja kodirajuci
transmembranske proteine te pokreCe unutarstani¢ne signale za regulaciju protein-
kinaza koje aktiviraju Cimbenike prepisivanja cubitus interruptus (Ci) proteine i
glioblastoma proteine (Gli). Aktivacija Gli proteina pokrece slozene postupke
unutarstani¢nih gena (12). Ptch—1 se ponasa kao tumor—supresorski gen, potiskuje
Smo te izostaje prepisivanje gena i proliferacija stanica. Gubitak funkcije Ptch-1 dovodi
do smanjene supresije, tj. aktivacije Smo (13). Aktivirani Smo pokrece kaskadu
stani¢nih zbivanja koje uzrokuju prepisivanje gena unutar jezgre stanice ¢ime oste¢ena
stanica ne moze uci u apoptozu (12). Francuski autori pokazali su mutaciju gena
PTCH1 u 70% osoba s obiteljskim bazocelularnim karcinomima (14). Kod sporadi¢nih
BCC gubitak funkcije PTCH1 moze se naci kod 54—-67% tumora, a gubitak funkcije
Smo u 10-20% tumora (15, 16).

Ostali geni Cija je ekspresija povecana pod utjecajem PTCH1 gena u raznim tkivima
jesu €lanovi Wnt/Wg i BMP/TGFb obitelji gena (17).

Novija istrazivanja karcinogeneze pokazuju i povisenu koli¢inu beta-katenina u
bazocelularnom karcinomu 1 njihovu mogucu ulogu u lokalnoj invazivnosti

bazocelularnih karcinoma (18, 19).

1.2.3.3. Fotokarcinogeneza

Tocan mehanizam fotokarcinogeneze nije do kraja istrazen, no osnovni element je

oStecenje deoksiribonukleinske kiseline (DNA) uzrokovano UV zrakama. Na



zivotinjskim modelima pokazano je kako UVB uzrokuje veca oSte¢enja DNA od UVA
zraka. Temeljna osteéenja potaknuta UVB zrakama jesu stvaranje ciklopirimidinskih
dimera i pirimidinskih fotoprodukata (20). Osteéenja UVA zrakama pripisuju se
oksidativnom oStecenju, no novija istrazivanja pokazuju kako UVA zrake takoder
uzrokuju nastanak ciklopirimidinskih dimera (21). Osim toga, popravak oStecenih
stanica smanjen je pod utjecajem UVA zraka.

Mutageni fotoprodukti nastali oStecenjem UV zrakama uzrokuju specificne mutacije
osjetljivih gena. Mutacije osobito pogadaju p53, patched-1 i Smo gene u
nemelanomskim kozZnim tumorima. Mutacije u genima za Hedgehog signalni put,

osobito PTCH1, smatraju se najvaznijim za nastanak BCC (22).

1.2.3.4. Imunosupresija

Bolesnici s transplantiranim organima pokazuju puno vecéi rizik za pojavnost
karcinoma. Taj je rizik za razvoj bazocelularnog karcinoma do 10 puta veci nego kod
bolesnika koji nisu imunosuprimirani (23).

Bolesnici koji su inficirani virusom humane imunodeficijencije (HIV+) takoder imaju
poviSenu pojavnost koznih tumora. Pojavnost nemelanomskih tumora koze kod HIV+
osoba je 1426 na 100 000 osoba godis$nje, a kod HIV- bolesnika 766 na 100 000 osoba
godisnje, sto je prilagodeni omjer od 2:1. Prilagodeni omjer za BCC takoder iznosi 2:1
(24). Bolesnici koji dobivaju antiretrovirusnu terapiju za HIV infekciju imaju maniji rizik

za nastanak NMSC od osoba koje nisu lijeCene antiretrovirusnom terapijom (25).

1.2.4. Klinicka slika

Bazocelularni karcinom kliniCki se mozZe prezentirati kao: nodularni, povrsinski,
morfeiformni, ulcerirani i uznapredovali ili metastatski BCC.

1. Nodularni bazocelularni karcinom naj¢e$¢a je varijanta bazocelularnog

karcinoma. OCcituje se kao solitarna papula ili nodul, sedefastog odsjaja,

prozeta teleangiektazijama (Slika 1). Ukoliko je pigmentiran, klinicki moze

nalikovati malignom melanomu.



Povrsinski bazocelularni karcinomi najceS¢e se nalaze na trupu i rjede na
udovima. Klini¢ki se ocituju kao eritematozno Zzariste nepravilnog oblika,
blago uzdignutih rubova, s ljluskama ili krustama na povrsini. U srediSnjem
dijelu promjena mozZe biti atroficha i proZeta teleangiektazijama. lako
pokazuju sklonost uglavnom povrSinskom Sirenju, povrsSinski bazocelularni
karcinomi mogu razviti i vertikalni rast s ulceracijama i zahvac¢anjem dubljih
struktura.

Morfeiformni (sklerodermiformni) bazocelularni karcinom rjedi je oblik BCC.
Prezentira se kao indurirana promjena blago ispod ili iznad razine koze, boje
okolne koze ili boje slonovate. Moze sliCiti lokaliziranom obliku
sklerodermijskog plaka. PovrSina je obi¢no glatka i sjajna, a rijetko ulcerira.
Ulcerirani bazocelularni karcinom pocinje kao sedefasta makula ili papula
koja ulcerira kako se tumor povecava. Rub promjene obi¢no je induriran, a
sredisnji dio tumora nalazi se ispod povrsine koze. Takvi tumori podlozni su
destrukciji okolnog tkiva, osobito na licu.

Pigmentirani bazocelularni karcinom klinicki se moze prikazati kao
nodularni, mikronodularni ili povrSinski bazocelularni karcinom, no histoloski
je odreden gnijezdima bazaloidnih stanica, obiliem melanina i makrofaga i
umjerenim upalnim infiltratom. Melanociti su smjesteni izmedu gnijezda
tumora, a melanofazi u stromi (26).

Mikronodularni bazocelularni karcinom jest histoloSka podvarijanta koja se
klini¢ki prezentira kao makula, papula ili plak koju je teSko klini¢ki razlikovati
od nodularnog bazocelularnog karcinoma. Taj je oblik karcinoma izrazito
invazivan, sa subklini¢kim metastazama i visokom stopom recidiva (27).
Bazoskvamozni karcinom jest tumor koji posjeduje histoloSke karakteristike
i bazocelularnog i planocelularnog karcinoma. BioloSke karakteristike
tumora viSe sliCe planocelularnom nego bazocelularnom karcinomu, s
¢eS¢im recidivima i metastazama. Smatra se da oko 5% ovih tumora

metastazira (27).



Slika 1. Bazocelularni karcinom koze.

Prikazan je nodularni tip bazocelularnog karcinom koZe u transplantiranog bolesnika;
klini€ki se prikazuje kao nodularna promjena sedefastog odsjaja s krustom na povrsini,

prozeta teleangiektazijama, lumbosakralno.

1.2.5. Histoloska obiljezja

Nodularni BCC histoloski je obiljezen velikim solidnim lobulima atipi¢nih bazaloidnih
stanica s perifernim palisadiranjem. Bazaloidne stanice nalaze se u papilarnom ili u
retikularnom dermisu, a od okolne su strome odvojene prostorima poput proreza.
Nema mitoza niti nekroza.

Povrsinski BCC opisuje se kao povrSinsko nakupljanje atipi¢nih bazaloidnih stanica
unutar epidermisa ili postrani¢no uz adneksalne strukture. Mitoze i nekroza se obi¢no
ne nalaze.

Morfeiformni BCC karakteriziran je brojnim tracima sastavljenim od nekoliko stanica
koje se prikazuju kao tanje ili deblje niti u fibroznoj stromi te invadiraju duboke slojeve

dermisa. Obi¢no su prisutne pojedinacne nekrotiCne stanice te mitotska aktivnost.



Znacajke ulcerirajuceg ili infiltrativnog BCC su slabije ograniceni tumori koji pokazuju
znakove invazije subkutanog tkiva u obliku tracaka i stupaca atipiCnih bazaloidnih
stanica. Ceste su mitoze, a mogu se nadéi i pojedinacne nekrotiéne stanice.
Mikronodularni tip BCC je invazivni tip BCC koji se prikazuje kao tumor sastavljen od
brojnih gnjezdastih nakupina atipicnih bazaloidnih stanica koje zalaze duboko u
dermis, a mogu pokazivati i znakove perineuralne invazije.

Bazoskvamozni BCC histoloSki se sastoji od Siljatih jezi¢aca infiltriraju¢ih bazaloidnih

stanica s perifernim palisadiranjem (28).

1.2.6. Diferencijalna dijagnoza

Bazocelularni karcinom potrebno je razlikovati od drugih malignih i benignih tumora
kozZe. Fibromatozni nevusi mogu sliiti bazocelularnom karcinomu, no kod nevusa
nema povecanja lezije, krvarenja ili ulceriranja s tipiénim uzdignutim rubovima.
Chondrodermatitis nodularis usSke €esto je bolan na palpaciju tako da se lako moze
razlikovati od inate bezbolnog BCC. Sebacealna hiperplazija ¢esto se nalazi kao
multiple lezije s centralnim ulegnu¢em, a nalazi se na seborejickim podrucjima koze.
Molusca contagiosa posjeduju karakteristicho srediSnje udubljenje i ,Cep® s virusnim
inkluzijama. Keratoakantom tipicno posjeduje centralni keratinizirajuci ,Cep“, razvoj
lezije je puno brzi nego kod bazocelularnog karcinoma te je moguca i spontana
involucija. Planocelularni karcinom, za razliku od bazocelularnog, ¢esto nastaje iz
premaligne lezije na prethodno ostecenoj kozi, a baza promjene je eritematozna.
Bowenova bolest, psorijaza ili ekcem takoder mogu sli€iti povrSinskom bazocelularnom
karcinomu. Pomnom inspekcijom te detaljnom anamnezom, klini¢ki se vrlo lako mogu
iskljuciti psorijaza ili ekcem, no bazocelularni karcinom i Bowenovu bolest Cesto je
moguce razlikovati jedino patohistoloski. Posebna paznja potrebna je kod razlikovanja
pigmentiranog bazocelularnog karcinoma i malignog melanoma. Rub BCC je uzdignut,
teleangiektatiCan i multinodularan, no ukoliko postoji dvojba, promjenu je najbolje
ukloniti u cijelosti i histoloSki analizirati (29).



1.2.7. Dijagnostika

Bazocelularni karcinom dijagnosticira se na temelju anamneze i klinicke slike, a
dijagnoza se potvrduje histoloski. KoriStenje neinvazivnih optickih metoda, kao Sto je
dermatoskopija, ukoliko ju provode educirane osobe, takoder uvelike moze pomodi
dijagnozi (30).

Dermatoskopske karakteristike bazocelularnog karcinoma su sjajno-bijele do crvene
zone u svim lezijama, erozije u 78,6% lezija, kratke fine teleangiektazije (66,6%) i
plavo-sivi globuli (14,3%). Dodatne strukture koje se mogu vidjeti dermatoskopom jesu
podrucja sli¢na listu, razgranate teleangiektazije te velika plavo—siva jajolika gnijezda
(31, 32).

Biopsija i patohistoloSka analiza potrebne su za potvrdu dijagnoze, a manje je tumore

najbolje ukloniti u cjelosti te histoloski analizirati.

1.2.8. Lije€enje

Odabir metode lijec¢enja BCC ovisi o klini¢koj slici, komorbiditetima bolesnika i procjeni
klinicara. Pojedine drzave izdale su vlastite smjernice za terapiju nemelanomskih
kozZnih tumora, ovisno o vrsti i rasirenosti tumora (33).

1. Kirursko uklanjanje (ekscizija u cijelosti) jest zlatni standard u terapiji
bazocelularnih karcinoma. Bazocelularne karcinome potrebno je otkloniti s
4mm zdravoga ruba ukoliko to lokalizacija tumora dopusta. Na mjestima
gdje bi bile potrebne masivne rekonstrukcije, karcinom se moZze ukloniti i s
manjim rubom. Ukoliko dode do recidiva tumora, Sira ekscizija s
rekonstrukcijom ili Mohs mikrografska kirurSka metoda je bolja opcija (33).
KirurSko uklanjanje, uz patohistoloSku analizu, vrlo je dobar pokazatelj
uspjeSnosti zahvata te bioloSkog ponasanja tumora i sklonosti recidivima.

2. Radioterapija jest tretiranje tumora mekim rentgenskim zrakama. Pogodna
je u bolesnika s recidiviraju¢im karcinomima, kod multinodularnih BCC gdje
je teSko predvidjeti zdravi rub tkiva, kod specifi¢nih lokalizacija tumora (npr.
nos, vjede) i u bolesnika koiji iz bilo kojeg razloga nisu pogodni za kirur§ko
lije€enje. U usporedbi sa kirurdkim lije€enjem, kontrola rubova i uklanjanje

tumora u potpunosti ne moze se sa sigurnoscu utvrditi. Nakon radioterapije



povecana je Vvjerojatnost nuspojava u smislu poslijeiradijacijskog
dermatitisa, alopecije i tumora izazvanih zraCenjem, tako da je zraCenje
metoda koju je bolje primijeniti u osoba nakon 60 godina starosti (34).

. Fotodinamska terapija (PDT) jest iradijacija crvenim svjetlom, valne duljine
od 630nm, tumora koji je prethodno fotosenzibiliziran metil-
aminolevulinskom ili aminolevulinskom kiselinom. Iradijacija
fotosenzibiliziranog tumora vidljivim svjetlom dovodi do citotoksi¢nog ucinka
na tumorske stanice te do uniStenja manjih tumora. PDT se pokazala
ucinkovitijom kod povrsinskih nego kod nodularnih BCC, ali i vrlo dobrom
kod nodularnih tumora veli¢ine do 2cm. UspjesSnost fotodinamske terapije
kod povrSinskih BCC iznosi 92%, a kod nodularnih 71-75% (35). Radi
postizanja bolje uspjeSnosti i smanjenja recidiva, fotodinamska terapija
moze se kombinirati s drugim terapijama kao Sto su kriokirurgija ili primjena
5- fluorouracila, 5% imiguimoda ili diklofenaka (36).

. Kriokirurgija je u€inkovita u lije€enju manjih, dobro definiranih i povrsinskih
bazocelularnih karcinoma. Metoda je jednostavna i brza te je izrazito
pogodna u bolesnika koji se ne mogu kirurski lijeciti ili kad postoji veliki broj
manjih tumora (26). Osim hipopigmentiranih makula nakon zahvata, ne
navode se ozbiljnije nuspojave, no bolesnike je potrebno pratiti zbog visoke
stope recidiva (34).

. Kiretaza i elektrokauterizacija jest metoda koja se koristi kod dobro
definiranih tumora. Standardnom kiretom po Volkmanu ucini se kiretaza
tumorskog tkiva, a baza tumora se koagulira elektrokauterom. Kod tumora
je vazno da se kauterizacija izvrSi u dubinu od 1mm, te da se nakon inicijalne
kauterizacije ponovi joS barem dvaputa. Metoda minimalno ostecéuje tkivo
dermisa pa koza zacijeljuje minimalnim oziljikom. Kod vecih promjena ili
jaCeg zagrijavanja postoji mogucnost cijeljenja hipopigmentacijom ili
hipertroficnim oziljkom. Metoda je u nekim europskim zemljama izrazito
popularna, a u Hrvatskoj se uglavnom ne provodi. Kod visokorizi¢nih tumora
zabiljezeni su recidivi i do 27% (37).

. 5% imiquimod stimulira Toll — like receptore 7 i 8 na dendritiCkim stanicama
i monocitima. Stimulacija receptora povecava proizvodnju citokina i
kemokina koji stimuliraju Th1 prirodenu imunost i stanicama posredovanu

ste€enu imunost koje su kljuCne u prepoznavanju i unistenju tumorskih
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stanica (38). Imiquimod se koristi u lijeCenju povrsSinskih i manjih nodularninh
bazocelularnin karcinoma. Kod povrSinskih bazocelularnih karcinoma
zabiljezena je stopa izlje¢enja 76—-88% (39).

7. 5 — fluorouracil osteCuje sintezu DNA i RNA inhibiraju¢i enzim timidilat
sintetazu: nedostatak enzima sprjeCava inkorporaciju purinskih i
pirimidinskih baza u DNA tijekom S-faze stani¢nog ciklusa. Koristi se kod
manjih nodularnih i povrSinskih bazocelularnih karcinoma (40).

8. Inhibitori Sonic Hedgehog signalnog puta koriste se u bolesnika u kojih
se ne mogu primijeniti kirurSke metode niti zraenje, ili imaju uznapredovale,
multiple ili metastske tumore. Kod bazocelularnih karcinoma zbog mutacije
PTCHL1 ili Smo dolazi do stalne aktivacije te time i kaskade zbivanja koji
poti€u proliferaciju stanica. Vismodegib je inhibitor Smo koji se primjenjuje
peroralno dvaput dnevno. Stopa klinickog odgovora u bolesnika s lokalno
uznapredovalim BCC bila je 43%, a u bolesnika s metastatskim BCC 30%.
U oko 30% bolesnika javljaju se nuspojave lijeka, ukljuCujuéi misiéne
spazme, alopeciju, poremecaj okusa, gubitak tezine i mucnine (41).

Izlie€enje i stope recidiva ovise o dobrom izboru terapije. PetogodiSnja stopa recidiva
bazocelularnog karcinoma lijeCenog Mohs mikrografskom kirurgijom je 1%,
standardnog kirursSkog lije€enja 10,1%, radioterapije 8,7%, a kriokirurgije 7,5% (42).
Nakon kiretaze uz elektrokauterizaciju stopa recidiva iznosi prosje¢no 7,7%, ali i do

27% kod lije€enja primarno agresivnoga BCC (37).
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1.3. PLANOCELULARNI KARCINOM KOZE

1.3.1. Definicija

Planocelularni karcinom koze (SCC) maligni je tumor epidermalnih keratinocita, sa

sklonosc¢u lokalnom, regionalnom i udaljenom Sirenju.

1.3.2. Epidemiologija

Planocelularni karcinom koze drugi je po u€estalosti kozni tumor te je medu tumorima
koZe zastuplien oko 20%. Podatci pojedinih registara razlikuju se zbog
neujednacenoga zakonodavnog postupka kod prijavljivanja tumora, no globalno je
zapazeno povecanja incidencije ovog tumora. Najveca incidencija SCC zabiljezena je
u Australiji, standardizirano po godinama 387 na 100 000 osoba godiSnje, a
kumulativni rizik za razvoj bar jednog nemelanomskog tumora koZe u osobe starosti
70 godina je 70% za muskarce i 58% za Zene (43).

Incidencija SCC standardizirana po godinama u posljednjih 10 godina u Belgiji takoder
je u porastu, 14,9-24,7/100 000 osoba godiSnje u muskaraca i 6,8-13,5/100 000 osoba
godidnje u Zena (44). Skotska biljezi incidenciju od 34,7/100 000 osoba godi$nje.
Trogodisnji kumulativni rizik za nastanak slijedeceg planocelularnog karcinoma je
18%, Sto je povecanje od 10 puta u usporedbi s pojavnosti prvog tumora (7,45).
Slovacka biljeZi incidenciju od 6,7/100 000 osoba godiSnje za muskarce te 3,8/100 000
osoba godidnje za Zene (46). Incidencija u isto€noj Hrvatskoj, standardizirana po
godinama je 16,8/100 000 osoba godiSnje za muskarce i 9,0/100 000 osoba godiSnje
za zene (47), §to je viSe od prosjeka za Republiku Hrvatsku. Gledajuci opce podatke
iz Hrvatskog registra za rak, incidencija standardizirana po godinama je 8,9/100 000
osoba godisSnje za muskarce i 5,2/100 000 osoba godi$nje za Zene (48).

U usporedbi s bazocelularnim karcinomom, planocelularni karcinom je zbog veceg
rizika za nastanak metastaza povezan i s ve¢im rizikom za smrtni ishod zbog bolesti
(49).

Podatci ukazuju na vecu pojavnost planocelularnog karcinoma u muskaraca, §to moze

biti posljedica veceg izlaganja UV zrakama (50).
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Pojavnost planocelularnog karcinoma povecCava se s godinama, osobito kod osoba
starijih od 60 godina (43), a prema podatcima isto¢nog dijela Hrvatske, vecina osoba
s SCC starija je od 70 godina (47). Standardizirana po godinama, pojavnost SCC u
osoba mladih od 64 godine je 4,04/100 000 osoba godisSnje, a u osoba starijih od 85
godina 26,9/100 000 osoba godisnje (50).

1.3.3. Patofiziologija

1.3.3.1. Cimbenici rizika

Povecana pojavnost nemelanomskih tumora kozZe, pa tako i planocelularnog
karcinoma uzrokovana je kombinacijom nekoliko €imbenika ukljuCujuéi pojacanu
izlozenost UV zrakama, odnosno dulji boravak na otvorenom, promjene u stilu
odjevanja, produzenje Zivotnog vijeka populacije, oste¢enje ozonskog omotaca i
genetske Cimbenike (51). Osobe svijetlije puti, zbog manje prirodne zastite od sunca
imaju vedi rizik nastanka karcinoma.

Ne smiju se zanemariti ni ostali Cimbenici rizika, a to su kroni€ne upale, kroni¢ne rane,
kroni¢ne dermatoze (lichen planus), dermatoze koje zarastaju ozilicima (bulozna
epidermoliza) i oZilici nakon opeklina (52). Kroni¢na dugogodiSnja izlozenost UV
zrakama nosi vecéi rizik za nastanak planocelularnog karcinoma od intenzivnih
povremenih izlozenosti u djetinjstvu (51). Utjecaj kemijskih karcinogena iz okolisa na
pojavnost SCC ovisi o kumulativnoj izlozenosti tijiekom godina, $to se osobito vidi u
bolesnika koji su viSekratno lije€eni PUVA terapijom. Ne smijemo zaboraviti ni na HPV,
koji je pronaden u velikom broju SCC. lako to¢an molekularni mehanizam kojim HPV
sudjeluje u karcinogenezi nije do kraja razjasnjen, istrazivanja ukazuju kako HPV
inhibira apoptozu i pospjeSuje klonalnu proliferaciju stanica oSte¢enih UV zrakama,
uzrokujuci progresiju prekursorskih lezija u SCC (29).

Bolesnici inficirani HIV virusom takoder imaju povecéani rizik za nastanak SCC.
Uskladeni odnos rizika za SCC izmedu HIV+ i HIV- osoba iznosi 2,6. HIV+ osobe imaju
dvostruko vecéu pojavnost SCC od HIV-, s ve¢im postotkom pojavnosti u osoba koje
imaju uznapredovali stadij bolesti, $to upuéuje na imunosupresiju kao vazan rizi¢an
¢imbenik u nastanku SCC (24).
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U bolesnika koji su na jatrogenoj imunosupresiji hakon transplantacije organa,

pojavnost SCC takoder je povecana (53).

1.3.3.2. Genetski ¢imbenici

Definirana su dva bioloSka zbivanja koja dovode do fotooStecCenja koze: mutacije u
genima potrebnim za kontrolu staniCne diobe, diferencijacije i invazije te
imunosupresija. Ukoliko se oste¢enje DNA nastalo UV zrakama ne popravi prije diobe
stanice, novonastale stanice imaju nepravilan raspored nukleotida u DNA. Mutacije u
odredenim genima pridonose karcinogenezi. FotooStecene dendritiCke stanice u koZi i
neodgovarajuéi odgovor mastocita dovode do aktivacije T i B regulatornih stanica koje
suprimiraju stanicnu imunost. Ta aktivacija onemogucava imunoloskom sustavu
prepoznati i unistiti mutirane stanice te i na taj nacin pridonosi nastanku koznih tumora
(54).

Smatra se kako je SCC bolest ,nepravilno reguliranih signalnih putova“ (55). Na
zivotinjskim modelima, stani¢nim liniama te u parafin uklopljenim planocelularnim
karcinomima ¢ovjeka prikazano je nekoliko signalnih putova koji bi, svojim aktivacijom
ili mutacijom pojedinoga gena, mogli sudjelovati u nastanku SCC: HRAS, mitogen-
aktivirana protein kinaza (MAPK), STAT3, NOTCH 1, wnt/beta kateninski put (56, 57,
58, 59, 60). Receptor za epidermalni ¢imbenik rasta (EGFR, engl. epidermal growth
factor receptor) i mMTOR putovi su nepravilno aktivirani u SCC (55).

Dva tumor-supresorska gena pokazala su se vaznima u nastanku SCC: tumor
supresor gen p53 (TP53) i pl6. Tumor supresorski geni pomazu popravak DNA
oStecene UV zrakama, te pokreCu apoptozu stanice ukoliko popravak ostecenja nije
mogu¢. Studija Brach DE i suradnika provedena na invazivhim SCC Svedskih i
engleskih bolesnika pokazala je mutacije u genu p53 u Cak 58% (61). OStecenje
stanica koze UV zrakama prepoznaje se po mutacijama dipirimidinskih baza buduci
mutacije TP53 na tumorima drugih organa ne pokazuju takve mutacije, ukazujuci time
kako je dipirimidinski fotoprodukt koji sadrzi citozin onkogeni fotoprodukt (61,62).
Zamjena dvostrukin baza CC-TT i visoka frekvencija zamjene citozina timinom
mutacije su specifitne za oStecenje UV zrakama (63).

UV zrake takoder uzrokuju karakteristiche mutacije tumor supresorskog gena p16, sto

je osobito izrazeno kod agresivnijih tumora (64). U bolesnika inficiranih humanim
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papiloma virusom (HPV), UV zrakama uzrokovana promjena gena rezultira
funkcionalno neodgovaraju¢im proteinom p16 te posljedi¢no i lokalno agresivnijim
SCC (65). Studije ukazuju na veéu pojavnost p53 i p16 u ranim stadijima SCC te
upucuju na njihovu vaznost u razvoju prekursorskih lezija u invazivni karcinom (66,
67).

1.3.3.3. Imunosupresija

Jatrogeno imunosuprimirani bolesnici koji nakon transplantacije organa uzimaju
ciklosporin ili azatioprin imaju poveéan rizik za nastanak SCC. Rizik ovisi o dobi
bolesnika kod transplantacije, duljini i intenzitetu imunosupresije te prijaSnjem
solarnom ostecenju (68,69). Istrazivanja ukazuju kako je rizik za razvoj SCC nakon
transplantacije organa 65x veéi nego u netransplantiranih bolesnika (23).

Bolesnici oste¢enog imunoloskog sustava zbog hematolosSke zlo¢udne bolesti ili HIV
infekcije takoder imaju poviSen rizik za nastanak SCC, razvoj multiplih tumora te

invazivnije oblike tumora (70, 71).

1.3.4. Klinicka slika

Planocelularni karcinom koze je tumor koji se Kkarakteristicno nalazi na
fotoeksponiranim dijelovima koZe, tako da su naj¢eSc¢e lokalizacije na glavi, vratu,
presternalnoj regiji i ekstenzornim stranama udova. Nastaje na aktinicki oSte¢enoj kozi.
NajcesSce nastaje iz prekanceroze, odnosno iz aktinicke keratoze.

AktiniCka keratoza KliniCki se prikazuje kao eritematozna papula ili plak prekriven
ljuskama i krustama (72). lako se smatraju premalignim lezijama, sa sklonoS¢u
prelasku u SCC, aktiniCke keratoze su lezije niskog malignog potencijala. Stopa
prelaska aktinicke keratoze u SCC unutar nekoliko godina od njenog nastanka je 5 —
10% (73).

Prvi znak maligne alteracije je induracija.

Planocelularni karcinom kozZe in situ (Bowenova bolest) prezentira se kao eritematozna
promjena u razini koze, s ljuskama i krustama na povrsini, koju karakterizira niska

invazivnost.
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Invazivni planocelularni karcinom prezentira se kao eritematozna promjena iznad
povrSine koze koja moze biti ravne povrSine, verukozna, nodularna ili ulcerirana.
Povrsina karcinoma moze biti erodirana, ali i prekrivena ljuskama ili krustama. Rijetko
mogu biti prisutni bol ili parestazije, no treba imati na umu kako bilo koji od tih simptoma
moze znaciti perineuralnu invaziju i Sirenje tumora. Na polusluznicama (usta ili
genitalna regija) promjena moze poceti kao fisura, erozija ili ulceracija koja ne zarasta
te povremeno krvari (27, 74)(Slika 2).

Slika 2. Planocelularni karcinom koze.

Prikazan je planocelularni karcinom transplantiranog bolesnika smjeSten
preaurikularno: eritematozni infiltrat prekriven ljuskama i krustama, koji je djelomi¢no

egzulceriran.

1.3.5. Histoloska obiljezja

HistoloSka obiljezja SCC in situ su umnozeni atipi¢ni keratinociti koji se nalaze u
epidermisu, grupirani u gnijezda i tratke. Stanice su uvecanih jezgara i staklastih,
eozinofilnih citoplazmi. Mogu se naci i diskeratoti¢ni keratinociti, keratinske perlice,

intracelularni mostovi te mitoze (28). O invazivnhom SCC govorimo kada navedena
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obiljezja oStete bazalnu membranu i prelaze u dermis, Sto govori o strukturnoj, a ne
citoloskoj razlici izmedu prekursorskih lezija i invazivnog karcinoma (74).

Razlikujemo nekoliko histoloskih varijanti SCC: bowenoidni, dezmoplasticki,
mucinozni, pigmentirani, akantoliticki te pseudoglandularni. Smatra se da posljednja
dva oblika imaju loSiju prognozu. Prema uputama Americkog zajedni¢kog odbora o
karcinomima (American joint commitee of cancer) stupnjevanje SCC uzima u obzir
veli€inu tumora (promjer veci ili manji od 2cm), dubinu invazije (>2mm), anatomsku
regiju te prosSirenost u regionalne limfne ¢vorove (27).

Prema studijama, rizicni ¢imbenici za razvoj metastaza invazivnhog SCC su promjer
ve¢i od 2cm; dubina tumora vec¢a od 2mm; lokalizacija tumora na us$ki, usni ili
polusluznicama; pojava unutar oziljnog tkiva; histoloski slabije diferencirani ili
nediferencirani tumori; akantoliza; razvoj unutar Bowenove bolesti te imunosupresija
(75).

1.3.6. Diferencijalna dijagnoza

Planocelularni karcinom treba razlikovati od njegovog prekursora, aktinicke keratoze.
Diferencijacija je jednostavna ukoliko je planocelularni karcinom razvijen u punoj
klini¢koj slici s induracijom. Ukoliko postoji dvojba, promijenu je prije terapije potrebno
bioptirati i pregledati histoloski.

SCC je potrebno razlikovati i od ulceriranog i morfeiformnog oblika bazocelularnog

karcinoma.

1.3.7. Dijagnostika

Dijagnoza SCC postavlja se na temelju klinicke slike te anamneze u kojoj se isti¢e
podatak o dugogodiSnjem izlaganju Cimbenicima rizika, a potvrduje se biopsijom i
histoloskim nalazom.

Dermatoskopija je neinvazivna metoda koja moze klinic¢aru pomoci u dono$enju odluke
o daljnjem dijagnosti¢kom i terapijskom postupku. Dermatoskopski se nalaze dvije
vrste vaskularnoga uzorka: male toCkaste krvne Zile te glomerularne krvne Zile. Oba
uzorka Cesto se nalaze unutar pojedine lezije, a rasporedene su u male, gusto zbijene

grozdaste nakupine te se zajedno s hiperkeratozom oznacCavaju kao glavne znacajke
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Bowenove bolesti, tj. planocelularnog karcinoma in situ. Kod pigmentirane Bowenove
bolesti dodatno nalazimo smede pigmentirane globule nepravilno rasporedene u
mrljastim nakupinama ili kao smede — sivu jednoliku pigmentaciju.

Invazivni oblik SCC prezentira se veéim polimorfizmom. Na bjelkastoj pozadini nalaze
se oroznjenja ili ulceracije, a krvne Zile mogu biti iregularno linearno rasporedene,
zavijene u obliku ukosnice, grupiranog glomerularnog ili toCkastog uzorka (76).

U dijagnostici se mogu koristiti jo§ neke neinvazivne metode kao $to su refleksna
konfokalna mikroskopija, ultrazvuk, optiCka koherentna tomografija i multifotonska
tomografija. Unato€ svojoj neinvazivnosti, te metode joS nisu izrazito zazivjele u

svakodnevnoj klini¢koj praksi (76).

1.3.8. Lije€enje

Lije€enje SCC usmijereno je u prvom redu na potpuno uklanjanje primarne promjene i
na sprjeCavanje recidiva te lokalnih i udaljenih metastaza. To je osobito vazno kod
planocelularnih karcinoma na glavi i vratu jer je kod njih sklonost Sirenju bolesti
najveca. Osobito je vazno uputiti bolesnike u vaznost samopregleda i ukazivanja na
eventualne recidive promjena te na redovite kontrole. Do sada nisu provedene vece
randomizirane klini¢ke studije o najboljoj opciji za lijeCenje SCC. No, kolika je vaznost
pravilnog lije€enja i prac¢enja bolesti govori i podatak o smjernicama za lije€enje koje

su objavile pojedine zemlje (33, 77-81).

1. Kirursko lije€enje uz histoloSku kontrolu rubova ekscidiranog tkiva metoda
je izbora u lije€enju SCC. SCC niskoga rizika dovoljno je ukloniti s 4 — 5mm
zdravim rubom, dok je kod tumora visokoga rizika potrebno ukloniti 210mm
zdravoga ruba koze. Kod velikih tumora kod kojih postoji velika vjerojatnost
lokalnoga ili udaljenoga Sirenja savjetuje se koristiti Mohs mikrografsku
kirurSku metodu.

Bududi je SCC sklon Sirenju limfnim putovima, svakako se savjetuje kontrola
regionalnih limfnih &vorova ultrazvukom. Ukoliko tumori infiltriraju podlezece
strukture, savjetuju se i dodatni testovi Sirenja bolesti, kao Sto su pregled

kompjuterskom tomografijom ili magnetskom rezonancom.
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. Radioterapija mekim rentgenskim zrakama je metoda izbora kod tumora
koji zbog svoje anatomske lokalizacije nisu pogodni za kirursko lijeCenje ili
ukoliko kirursko lije¢enje nije dovelo do uklanjanja tumora u cijelosti.

. Fotodinamska terapija. Odobrena je za lijecenje SCC u viSe europskih
zemalja pa ipak je ova metoda lije€enja SCC — a joS uvijek predmet rasprave
struénih krugova zbog velikog postotka recidiva bolesti te sklonosti SCC
metastaziranju. Prama manjim klinickim studijama metoda se pokazala
ucinkovitom u 8%-82% bolesnika (82, 83).

. Kriokirurgija, kiretaza, elektrodisekacija i primjena 5-fluorouracila
terapijske su metode koje su rezervirane za lije€enje prekursorskih lezija kao
Sto su aktini¢ke keratoze i nisu preporucljive za lijeCenje SCC (84).

. 5% imiquimod. PospjeSuje apoptozu tumorskih stanica inducirajuci
prepisivanje proupalnih gena, no obzirom na nedovoljnu koli¢nu klini¢kih
studija koje bi bile osnova za terapijsku preporuku, ova se metoda savjetuje
u lije€enju prekursorskih lezija i SCC niskog malignog potencijala (74).

. Antagonisti signalnih putova. Tumorske stanice ovisne su o0 neprekidnoj
aktivaciji specificnih signalnih putova. OtkriCe brojnih mutacija signalnih
putova omogucilo je razvoj monoklonskih protutijela koja mogu blokirati
pojedine signalne putove. Cetuximab je monoklonsko protutijelo koje inhibira
aktivnost EGFR te se sve vise namele kao potencijalna terapija
uznapredovalih SCC, kao monoterapija ili u kombinaciji s kemoterapijom
(78, 85, 86). U najvecoj studiji procjene ulinkovitosti cetuximaba u lijecenju
inoperabilnog SCC, u 2/36 bolesnika doslo je do potpune regresije bolesti,
a u 8/36 do parcijalne remisije. LijeCenje je provedeno tijekom 6 tjedana
tijekom kojih je u 69% bolesnika postignut zadovoljavajuci terapijski ucinak.
Daljnje pracenje ukazalo je na prosje¢no vremensko razdoblje bez
progresije bolesti od 4,1 mjesec (87). Terapija cetuximabom se uglavhom
dobro podnosi, a najéeSéa nuspojava je akneiformni egzantem. lako je
visoka izrazenost EGFR bila jedan od kriterija za uklju€ivanje u studiju,
razina izrazenosti nije bila povezana s ucinkovitosti, $to ukazuje na potrebu
daljnjih istrazivanja ovoga i drugih signalnih putova.

Novija istrazivanja ukljuCuju ispitivanja mutacija TP53, RAS i Notch porodice
gena. U SCC kozZe TP53 je Cesto mutiran, a RAS je Cesto aktiviran, no

frekvencija tih mutacija je relativno niska (88, 89). Notch geni djeluju
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bifunkcionalno pri ¢emu se tumori mogu razviti mutacijom koja pojaCava
funkciju ili mutacijom koja uzrokuje gubitak funkcije naglasavajuéi ovisnost
tumora o signalnim putovima. Smatra se da inhibicija Notch signalnog puta

potiCe stvaranje epitelijalnih tumora (90).

Uspjesnost lijeCenja uvelike ovisi o izboru terapije. Ukoliko se radi o malim lezijama
niskoga rizika, kriokirurgijom, elektrodisekacijom i kiretazom moZzZe se posti¢i dobar
odgovor i mala stopa recidiva (0,8% za kriokirurgiju, 1,7 za elektrodisekaciju). Procjena
recidiva nakon Mohs mikrografske kirurSke metode lijeCenja je 3%, no nije znacajnije
veca u usporedbi s klasicnom kirurSkom ekscizijom (5,4% recidiva) ili radioterapijom.
Unato€ dobrom pocCetnom terapijskom odgovoru na PDT, recidiv bolesti je procijenjen

na 26,4% S$to je znacajnije veca stopa recidiva nego kod drugih oblika lijeCenja (91).

1.4. KRONICNA BUBREZNA BOLEST

Za kroni¢nu bubreznu bolest (KBB) moZe se reci da poprima epidemijske razmijere.
Epidemioloski podatci govore o incidenciji od 5%—13% (92).

Kroni¢na bubrezna bolest je progresivno i ireverzibilno oste¢enje bubrezne funkcije u
kojoj ne postoji sposobnost bubrega da odrzi ravnotezu izmedu tjelesnih tekucina i
elektrolita te iz organizma izlu€i Stetne tvari. Krajnja posljedica KBB je uremija (93).
Prema smjernicama radne grupe za poboljSanje ishoda transplantacije bubrega,
KDIGO grupe (engl. Kidney Dissease: Improving Global Outcomes), kroni¢na
bubrezna bolest definirana je padom glomerularne filtracije (GRF) na <60ml/min po
1,73m? u periodu 23 mjeseca te albuminurijom >30mg/g. Obje vrijednosti podijeliene
su dodatno u stupnjeve teZine, tako da je GFR podijeljena u 5 stadija, a albuminurija u
3 (94). GFR do 60 ml/min te alouminurija do 30 smatraju se normalnim do optimalnim,
GFR 45 — 59 smatra se blagim do umjerenim osteé¢enjem (stadij G3a), GFR 30 — 44
oznacava umjereno do teSko ostecenje rada bubrega (stadij G3b), a GFR 15 — 29 znak
je tedkog bubreznog ostecenja (stadij G4). Zatajenjem bubrega smatra se GFR ispod
15ml/minuti. Albuminurija je podijeljena u tri stadija, stadij A1 oznaCava optimalnu i
normalnu razinu albuminurije sa <10 i 10 — 29mg/g, stadij A2 oznaCava stanje visoke
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albuminurije (30 — 299mg/g) dok se albuminurija od 300 — 1999 i >2000mg/g smatra
vrlo visokom i nefroti€cnom albuminurijom (Tablica 1) (94).

Kroni€na bubrezna bolest povezana je s pove¢anim rizikom od nastanka
kardiovaskularnih bolesti, progresije do kroniCnog zatajivanja bubrega (KZB) te
smanjenog ocekivanog trajanja zivota. KBB i KZB na kraju rezultiraju multiplim
disbalansom u organizmu ukljuCuju¢i hiperkalemiju, metabolicku acidozu i
hiperfosfatemiju. Sva ta zbivanja mogu dovesti do opadanja miSicne snhage,
poremecaja mineralizacije kostiju, kalcifikacije krvnih Zila te na kraju do smrti (95).
Odgovaraju¢ega lijeka za zaustavljanje bubrezne bolesti i njene progresije prema
zatajivanju joS nema. Zbog toga je iznimno vazno usmijeriti paznju pravodobnom
prepoznavanju bubrezne bolesti, redovitim kontrolama bubreznih bolesnika,
specificnoj terapiji, usporavanju progresije bolesti te lijeCiti komplikacije i komorbiditete
(96).
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stupnjevi albuminurije (mg/g)

Al A2 A3
optimalna visoka | vrlo visoka i nefrotska
stupanj oste¢enja GFR <10 | 10- 30-29 | 300-1999 22000
(ml/min/1,73m?) 29

bubrega

Gl Visoki i| >105
optimalan 90-
104
G2 blago snizen 75-89
60-74
G3a | blago — | 45-59
umjereno
G3b | umjereno — | 30-44
teSko
G4 | tesko 15-29
G5 | zatajenje <15

Tablica 1.0dnos glomerularne filtracije i albuminurije u kroniénoj bolesti

bubrega.

Glomerularna filtracija ispod 60 ml/min i albuminurija iznad 30 mg/g u trajanju duljem od 3

mjeseca smatraju se znacima osteéenja bubrega. Sto su vrijednosti GFR manje, a albuminurija

vecéa, ostecenje bubrezne funkcije je vece i progredira prema zatajenju bubrega. Osjentana

polja oznacuju relativni rizik zatajenja bubrega, najsvjetlija polja oznacuju maniji rizik, tamnije

osjencana polja oznacuju vedi rizik za zatajenje bubrega. (prema KDIGO smjernicama)

GFR: glomerularna filtracija (engl. glomerular filtration rate), G1-5: stupnjevi oStecenja

glomerularne filtracije, A1-3: stupnjevi albuminurije.
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1.5. BUBREZNO NADOMJESNO LIJECENJE

U slu€aju kroni€nog zatajenja bubrega, potrebno je zapoceti bubrezno nadomjesno
lijeCenje. Bubrezno nadomjesno lijeCenje moze se provoditi hemodijalizom,
peritonejskom dijalizom ili transplantacijom bubrega.

National Kidney Foundation — Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (NKF —
KDOAQI) grupa je 2006.g. predloZila smjernice u kojima se predlaze optimalno vrijeme
zapocinjanja bubrezne nadomjesne terapije. Tendencija je da se s nadomjeStanjem
poCinje Sto kasnije. Studije na manjem broju bolesnika ukazuju kako ranije
zapocinjanje lijeCenja (kod GFR 10-14 ml/min) nije dovelo do smanjenja mortaliteta u
odnosu na kasnije zapocinjanje (kod GFR 5-7ml/min) (97). Kako bi se postigao §to bolji
terapijski ucinak i smanjila smrtnost, uz istodobno smanjenje bolni¢kih i ostalih
troSkova u tijeku su studije koje bi mogle preporuciti optimalno vrijeme zapoc€injanja

bubreznog nadomjesnog lijeCenja (98).

1.5.1. Hemodijaliza (HD)

Svrha hemodijalize je uklanjanje suviSnih produkata iz organizma, stabiliziranje
unutarnje biokemijske neravnoteze i uklanjanje toksina koji uzrokuju trajna ostecenja
(93). Hemodijaliza je naj¢es¢i oblik nadomjestanja bubrezne funkcije. Za izvodenje
hemodijalize potreban je posebni uredaj za hemodijalizu koji djeluje na principu
polupropusne membrane. Onecis¢éena bolesnikova krv ulazi u aparat s jedne strane, a
tekucina za dijalizu s druge strane. Kroz polupropusnu membranu dolazi do izmjene
suviSnih tvari iz krvotoka i njihovog uklanjanja.

Pokazatelji uspjeSne dijalize je tzv. KT/V omjer, u kojem je K rasc¢iSc¢avanje (engl.
clearance) ureje, T vrijeme trajanja HD i V distribucija ureje. ViSe studija pokazalo je
kako omjer KT/V 1,2 ukazuje na ucinkovitu HD, ali taj se omjer postiZe u relativno malo
ustanova, najvise zbog vrste uredaja i filtera za HD, neodgovarajuce prehrane
bolesnika, nedovoljne edukacije bolesnika te komorbiditeta bolesnika (93).

Provodi se ambulantno, u bolnicama ili specijaliziranim ustanovama, do tri puta tjedno,
a pojedini postupak traje 3-4 sata. Naravno, kvaliteta Zivota bolesnika koji
nadomjestaju bubreznu funkciju hemodijalizom smanjena je zbog potrebe povezanosti

s ustanovom u kojoj se provodi hemodijaliza.

22



1.5.2. Peritonejska dijaliza

Peritonejska dijaliza vrsta je nadomjesne bubrezne terapije koja koristi vlastiti
peritoneum kao polupropusnu membranu za izlu€ivanje Stetnih produkata
metabolizma. Laparoskopskom metodom postavljaju se posebne cjevCice unutar
trbusne Supljine, a bolesnik tekucinu za dijalizu moze sam ubrizgati u kuénim uvjetima,
Sto je, uz manje troSkove, izrazita prednost ove metode. Izbor metode ovisi o edukaciji
bolesnika, njegovoj motivaciji, Zelji, udaljenosti od Centra za hemodijalizu te sklonosti

lije€nika i medicinskog osoblja (99).

1.5.3. Transplantacija bubrega

Transplantacija bubrega najbolja je metoda nadomjesStanja bubrezne funkcije u
bolesnika u kojih je doSlo do krajnjega stadija bubreznoga zatajenja. Osim Sto
produljuje Zivot bolesnika, transplantacija bubrega znafajno poboljSava njegovu
kvalitetu. Povec¢ano oboljevanje uzrokovano bolesnikovim prehrambenim i okoliSnim
C¢imbenicima sve viSe produljuje listu ¢ekanja na nadomjestanje organa. PoboljSanje
zdravstvene skrbi dovelo je do produzenja Zivotnog vijeka, no povecalo broj bolesnika
sa zavrsnim stadijem KBZ. Laboratorijski pokazatelj kroni€nog bubreznog zatajenja je
smanjenje GFR ispod 15ml/min na 1,73m?2.

Za uspjeSnu transplantaciju potrebna je suradnja viSe timova, a najveci napredak
postignut je postavljanjem koordinatora transplantacijskih timova koji su neprekidno
dostupni. Republika Hrvatska (RH) je 26. svibnja 2007. postala punopravnom ¢lanicom
europske organizacije Eurotransplant, medunarodne organizacije za razmjenu organa.
Na taj na¢in omogucen je napredak transplantacijske medicine te bolja dostupnost i
preraspodjela organa potencijalnih darovatelja. PojaCanom skrbi o primateljima
organa, pojaCanom skrbi o potencijalnim darovateljima te dostupno$éu i
organizirano$éu transplantacijskih timova, 2011. godine Republika Hrvatska bila je
vodeca zemlja u svijetu po broju transplantiranih bubrega i jetre po broju stanovnika.

Danasnje zakonske odrednice u RH podrazumijevaju dva nacCina darivanja organa:
pretpostavljeni pristanak i informirani pristanak. Kod darivanja organa od Zivog
darovatelja svakako je potreban informirani pristanak. Kod darivanja organa preminule

osobe na snazi je pretpostavljeni pristanak koji podrazumijeva da su svi gradani RH
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potencijalni darivatelji organa ukoliko se tijekom zivota nisu izricito izrazili i potpisom
potvrdili kako ne Zele biti darivatelji organa nakon smrti.
Ovakva organizacija uvelike je smanijila liste ¢ekanja na transplantaciju, no ponuda
organa jos uvijek je manja od broja bolesnika koji trebaju transplantaciju. Zbog toga je
na razini pojedine drzave ili organizacije (npr.Eurotransplant) uspostavljen nacin i
transparentna pravila kojima se raspodijeljuju organi. Svi potencijalni primatelji organa
stavljaju se na zajedniCku listu koja se stalno obnavlja. Vrijeme Cekanja na
transplantaciju raCuna se od dana prve dijalize. Za svakog se bolesnika upisuju
osnovni podatci i svi podatci potrebni za transplantaciju: krvna grupa, imunoloska
tipizacija tkiva i podatci o ostalim bolestima.
Kod raspodijele organa prva potrebna podudarnost je ona krvne grupe, a zatim HLA
(od engl. Human Leucocyte Antigen) imunoloSka podudarnost. Bolesnici s duzim
vremenom Cekanja na transplantaciju i boljom imunoloSskom podudarnosti imaju
prednost pri primanju organa. Ukoliko se radi o medunarodnim organizacijama za
primanje i raspodjelu organa, prati se i ravnotezZa raspodjele medu pojedinim drzavama
Clanicama.
Kompjutorski sustav analizira sve unesene podatke darovatelja i potencijalnih
primatelja na listi te na osnovi sustava bodovanja sastavlja listu potencijalnih
primatelja. Nakon sastavljanja liste, medunarodni koordinator kontaktira lokalnog
koordinatora koji kontaktira nefrologa iz transplantacijskog tima. Nefrolog provjerava
stanje potencijalnoga primatelja te u dogovoru s bolesnikom, urologom i imunologom
javljia odluku lokalnom koordinatoru. Najvaznije je Sto ranije donijeti odluku o
prinvacanju ili neprihvacanju, kako bi organ preminule osobe Sto krade bio u stanju
hladne ishemije, a time i pogodniji za potencijalnog primatelja (100). Hladna ishemija
je stanje u kojem je bubreg izvaden iz darovatelja i putuje prema primatelju. Kako ne
bi doslo do edema i smrti bubreznih stanica, bubreg se prevodi u stanje hipotermije i
kroz njega se neprekidno filtrira posebna perfuzijska otopina. Time se dodatno utjeCe
na usporenje metabolizma stanica i na o€uvanje stanica bubrega od propadanja. S
obzirom da nijedna otopina za perfuziju nije savrSeno podobna za o€uvanje bubreznih
stanica duZze vrijeme, vrijeme hladne ishemije pokusava se skratiti na najkrace moguce
(101).

Jedan od najvaznijih ¢imbenika transplantacije je imunoloSka, HLA podudarnost
darovatelja i primatelja. Geni HLA sustava nalaze se na tri genske regije na 6.

kromosomu, koji kodiraju tri razreda molekula. Razred | ukljuuje HLA — A, HLA - B i
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HLA — C, razred Il ukljuCuje HLA — DR, HLA — DQ i HLA — DP dok razred Il ukljuCuje
tzv. ne — HLA gene MICA, MICB, gene za C2 i C4 komponente komplementa i citokin
TNF. HLA geni kodiraju molekule (antigene) HLA sustava razreda | i Il koji sudjeluju u
predoCavanju stranih antigena T—stani€nim receptorima koji zatim potiCu proizvodnju
protutijela protiv stranih antigena. Strani antigeni su uglavnom bakterije i virusi, ali u tu
skupinu ulaze i antigeni darovatelja kojih nema u organizmu primatelja.

Pri transplantaciji bubrega usporeduje se nepodudarnost HLA — A, HLA — B i HLA —
DQ. Nepodudarnost se oznaCava engleskom rije€i ,mismatch® (neslaganje).
Nepodudaran je antigen koji se nalazi kod darovatelja, a ne nalazi se kod primatelja
jer se na njega kod primatelja pocinju stvarati protutijela protiv doniranog organa.
Ukupan broj nepodudarnosti moze biti 0 — 6, po dva neslaganja sa svakog lokusa.
Vecéa nepodudarnost dovodi do smanjenog prezivljenja doniranog organa, osobito u
prvoj godini nakon transplantacije. Ve¢a nepodudarnost zahtijeva i pojacanu dozu
imunosupresije kako bi se sacuvao donirani organ, Sto u konacénici pojaCava nuspojave
povezane s imunosupresijom, ukljuujuci i tumore kozZe. Suprotno, bolja podudarnost
zahtijeva slabiji rezim imunosupresivne terapije.

Nakon HLA podudarnosti, odreduju se HLA protutijela u serumu primatelja. Primatelji
se mogu senzibilizirati nakon transfuzija krvi, Zene tijekom trudnoc¢e (nepodudarnim
antigenima koje je dijete nasljedilo od oca) te zbog nepodudarnosti davatelja u
prijasnjim transplantacijama. HLA protutijela primatelja periodi€no se provjeravaju,
uobiajeno svaka 3 mjeseca. Prije same transplantacije provjerava se i test krizne
reakcije kako bi se uvidjelo postoje li u krvi primatelja specificna protutijela protiv
darovatelja (102).

Osim transplantacije bubrega od umrlog darovatelja, bubreg moze darovati i Ziva
osoba. Obicno su to rodaci (majka, otac, brat ili sestra, daljnji rodaci) ili nesrodne osobe
(supruznici). Svakako je potrebno poticati darovanje zivih darovatelja buduci je
petogodisSnje preZivljenje takvog prestka bolje od prezZivljenja kadaveri¢nog presatka.

Ukoliko je darovatelj osoba srodna primatelju, ofekuje se bolja HLA podudarnost
darovatelja i primatelja bubrega. Oba zahvata izvode se u jednom transplantacijskom
centru Cime je vrijeme hladne ishemije skraceno na najkrace moguce. Zahvat se moze
uciniti u vrijeme najpogodnije za darovatelja i primatelja, a vrijeme dijalize moze se
skratiti na najkrace moguce, Cak bi se moglo posti¢i inicijalno lijeCenje KBZ
transplantacijom ¢emu se danas tezi (103). Dobra HLA podudarnost srodnih osoba

omogucuje nizu dozu imunosupresije ¢ime se i nuspojave imunosupresije svode na
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najnizu mogucu razinu. Ukoliko srodna osoba koja zeli biti darovatelj ima veliku HLA
nepodudarnost s primateljem, moze se uciniti uparivanje darovatelja i primatelja. Kod
uparivanja, uparuju se dva ili viSe parova darovatelj — primatelj te se darovatelji
medusobno zamijenjuju radi bolje HLA podudarnosti.

Smrtnost bolesnika s transplantiranim bubregom dvostruko je manja od smrtnosti
bolesnika na lijeCenju hemodijalizom (104). Kako imunoloski sustav ne bi odbacio

transplantirani organ, potrebna je trajna imunosupresivna terapija.

1.5.3.1. Imunosupresivna terapija

KDIGO grupa preporuCila je smjernice imunosupresivne terapije nakon
transplantacije bubrega. Imunosupresivna terapija dijeli se na indukcijsku, inicijalnu i
terapiju odrzavanja, pri ¢emu se vodi raCuna o individualizaciji imunosupresivnog

protokola ovisno o obiljezjima primatelja i darivatelja organa (105).

1.5.3.2. Indukcija

Najbolji rezultati postizu se ukoliko se imunosupresija zapocne prije ili u vrijeme same
transplantacije. BioloSki lijek trebao bi biti dio poCetne imunosupresivne terapije i to
antagonist interleukin 2 receptora (IL2 — RA). Antagonisti IL2 — RA, basiliximab i
daclizumab, vezu se na CD25 antigen na povrsini aktiviranih T — limfocita i inhibiraju
aktivaciju limfocita, presudan trenutak u imunoloskoj reakciji odbacivanja presatka.

U bolesnika s visokim imunoloSkim rizikom, bolji izbor su limfocit — troSeci antigeni
(engl. limphocyte depleting antigen). Svrha indukcijske terapije limfocit — troSeéim
antigenima je potrosnja ili modulacija T — staniénoga odgovora u vrijeme prezentacije
antigena u ranoj fazi nakon transplantacije, poboljSanje ucinka imunosupresije i
smanjenje stope akutnoga odbacivanja.

Limfocit — troSeci antigeni su antitimocitni globulin (ATG), antilimfocitni globulin (ALG)

i antimonomurab — CD3.
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1.5.3.3. Inicijalna imunosupresija u fazi odrzavanja

Savjetuje se kombinacija kalcineurinskog inhibitora (CNI) i antiproliferacijskog lijeka, s
ili bez kortikosteroida. Za primarni CNI savjetuje se takrolimus. Takrolimus ili
ciklosporinA trebali bi u terapiju biti uvedeni u vrijeme transplantacije, a ne nakon
uspostavljanja funkcije presatka.

Mikofenolat mofetil (MFM) savjetuje se kao prva opcija u izboru antiproliferacijskog
lijeka. Kod bolesnika niskog imunoloskog rizika bilo bi dobro prekinuti kortikosteroidnu
terapiju u prvom tjednu nakon transplantacije. Predlaze se da se lijjeCenje mTOR
inhibitorima (engl. ,mammalian target of rapamycin inhibitors“) ne pocCinje dok se ne
stabilizira funkcija presatka, a kirurSke rane ne zacijele. Azatioprin, kao prvii vrlo dobar
antiproliferacijski lijek poku$ava se napustiti kao lijek prvog izbora zbog brojnih
nuspojava dugotrajnoga uzimanja.

Terapija odrzavanja je dugorocno lijeCenje potrebno za sprje€avanje akutnoga
odbacivanja i pogorsanja funkcije presatka. Lijekovi se koriste u kombinaciji kako bi se
postigla odgovaraju¢a imunosupresija, a minimizirala toksi¢nost koju nosi terapija
vis§im dozama samo jednog lijeka. U prva tri mjeseca nakon transplantacije, kada je
vjerojatnost odbacivanja presatka najveca, doze lijekova su visoke. Nakon toga se
smanjuju na najnizu razinu koja sprje€ava odbacivanje, a smanjuje toksi¢nost lijekova.
Kortikosteroidi su oduvijek bili glavna potpora terapiji odrzavanja. No zbog brojnih
nuspojava koje su posljedica dugotrajnog uzimanja kortikosteroida, pokusavaju se
pronaci imunosupresivne kombinacije koje ne uklju€uju kortikosteroide. Noviji protokoli
predlazu kortikosteroide tek kratko vrijeme nakon transplantacije ili ¢ak potpuni

izostanak istih u terapiji odrzavanja.

1.5.3.4. Dugotrajna terapija odrzavanja

Savjetuje se 2—4 mjeseca nakon transplantacije sniziti dozu imunosupresivnih lijekova
na najniZzu mogucu razinu, ali samo ukoliko u tom vremenu nije bilo znakova akutnog
odbacivanja presatka. Terapiju CNI bolje je nastaviti. Ukoliko terapija kortikosteroidima
nije bila prekinuta u prvom tjednu nakon transplantacije, bolje ju je zadrzati nego

iskljugiti.
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1.6. IMUNOSUPRESIVNI LIJEKOVI | TUMORI

Bolesnici s transplantiranim bubregom (BTB) imaju povecanu sklonost razvoju
karcinoma (53). Zloc¢udni nemelanomski tumori koZe naj¢esSc¢i su karcinomi u bolesnika
izloZenih imunosupresivnoj terapiji (68, 69). Neke kliniCke studije ukazuju na vecu
pojavnost planocelularnih u odnosu na bazocelularne karcinome u bolesnika s
transplantiranim bubregom (69,106,107,108,109), dok je u nekim istraZivanjima
zabilieZzena veéa pojavnost bazocelularnih karcinoma u odnosu na planocelularne
(110-112). Planocelularni karcinom u bolesnika s transplantiranim bubregom pokazuje
najvecu pojavnost na fotoeksponiranim dijelovima tijela (113), ukazujuéi time na
oSteCenje keratinocita UV zrakama kao osnhovnoga cimbenika u patogenezi
karcinoma. Dodatno, pojavnost planocelularnih karcinoma veca je u onih bolesnika s
transplantiranim bubregom koji su profesionalno ili neprofesionalno vise bili izlozeni
djelovanju UV zraka (109,114).
Smatra se da je glavni uzrok povecane sklonosti razvoju tumora dugogodiSnja
imunosupresija, no mehanizam karcinogeneze u bolesnika s transplantiranim
bubregom nije do kraja istraZen. JoS uvijek je nepoznanica jesu li tumori posljedica
imunosuprimirano — ovisnih ili imunosuprimirano — neovisnih zbivanja (115, 116), no
pojavnost koznih tumora u skladu je sa stupnjem imunosupresije na nacin da redukcija
doze imunosupresivnih lijekova smanjuje pojavnost tumora (117).
Osnova UV ostecenja, bilo posljedica UVA ili UVB zraka, jest formiranje dipirimidinskih
baza unutar tumor supresorskih gena p53, Patched 1 i Smo (21). OStecenja DNA
popravljaju se ekscizijskim popravkom nukleotida (engl. nucleotide excision repair,
NER) unutar same stanice (UV - izazvan popravak DNA). Ukoliko ne dode do
popravka oS$teCenja, mutirani produkti se nakupljaju predisponiraju¢i osobe
karcinogenezi (118). Istrazivanja su ukazala kako se frekvencija mutacija p53 u
karcinomima koze ne mijenja u uvjetima imunosupresije (119). Buduci da je poznato
kako su UV uzrokovane mutacije p53 bitan ¢imbenik u ranom nastanku tumora koze,
osobito SCC, ovaj nalaz ukazuje na moguce postojanje dodatnih ¢imbenika koji utjecu
na karcinogenezu kod bolesnika s transplantiranim bubregom (22,120).
Dosadasnja istrazivanja u€inka imunosupresije na razvoj zlocudnih nemelanomskih
tumora koze u laboratorijskim uvjetima pokazala su slijedece:

* LijeCenje azatioprinom povezano je s pojatanom osjetljivos¢u koze na UVA

zrake (121). Metaboliziranje azatioprina rezultira ugradnjom 6-tiogvanina (6—
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TG) u DNA bolesnika i time povecCava osjetljivost bolesnika na UVA (122). 6—
TG DNA je fotosenzibilizator i izvor slobodnih kisikovih radikala, koji uzrokuju
velika oste¢enja DNA i proteina (123). Minimalna eritemska doza u bolesnika
ljeCenih azatioprinom bila je dva puta niza od MED bolesnika lijeCenih
mikofenolat mofetilom. Zamjena azatioprina mikofenolat mofetilom selektivno
smanjuje fotosenzitivnhost na UVA i umanjuje UVA — uzrokovano ostecenje DNA
(124).

Stanice tretirane ciklosporinomA imaju smanjenu mogucénost ekscizijskog
popravka oSteCenja nukleotida (NER) i blokirano uklanjanje mutagenih
fotoprodukata (125).

CiklosporinA smanjuje apoptozu osteéenih stanica, dok rapamicin inhibira
epidermalnu regeneraciju i povecava apoptozu stanica oStecenih UV zrakama.
No, studije ukazuju i na usporavanje pocetne faze nastanka primarnog tumora
tijekom terapije ciklosporinomA, a rapamicin koci rast tumora $to moze ukazivati
na dodatne Cimbenike, osim imunosupresivne terapije, u nastanku tumora.
Smanjenje proliferacije izazvano rapamicinom moglo bi biti razlog usporenog
cijelienja rana nakon transplantacije (119).

U usporedbi s kontrolnom skupinom ciklosporinA povecava veli€inu tumora i
Sirenje, dok sirolimus te ciklosporinA u kombinaciji sa sirolimusom, smanjuju
veli€inu i brojnost tumora. Rezultati upuéuju na povecanje i progresiju tumora
tijekom lijeCenja ciklosporinomA, dok dodavanje sirolimusa u terapiju uzrokuje
suprotan ucinak (126).

Zivotinje kroniéno izlozene UV zrakama lijeéene samo sirolimusom ili
kombinacijom sirolimusa, ciklosporinaA i takrolimusa razvile su vece tumore
nego misevi tretirani placebom, ali su tumori bili manji nego kod Zivotinja
tretiranih samo ciklosporinomA ili takrolimusom. Dodavanje mikofenolat
mofetila lije€enju ciklosporinomA znacajno je smanijilo veli¢inu tumora. Takav
ucinak nije zabiljezen kod dodavanja MFM lije€enju takrolimusom. Dodavanje
MFM ciklosporinu smanjilio je upalni infiltrat i gustocu krvnih Zila tumora.
Sirolimus nije imao ucinka na upalni infiltrat, ali je znaCajno smanijio
vaskularizaciju tumora (127), Sto ukazuje na ulogu imunosupresiva na
smanjenje upale i angiogeneze.

U novijem istrazivanju Ming M. i suradnika takrolimus i mikofenolat mofetil

smanijili su moguénost popravka UVB — uzrokovanog DNA ostec¢enja i apoptoze
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u ljudskim keratinocitima, a takrolimus je dodatno zaustavio UVB — uzrokovane
signalne molekule ukazujuéi da mehanizam nastanka tumora nije bio ovisan o
imunosupresivima (116).

Usporedbom mikofenolat mofetila i rapamicina pokazalo se da nijedan od
navedenih lijekova nije imao utjecaj na pocCetak razvoja tumora, ali rapamicin
znacajno povecava latenciju vecih tumora, reducira njihov broj i reducira UV —
izazvane mutacije p53, $to upucuje na svojstvo rapamicina da smanji morbiditet
I mortalitet kod bolesnika s transplantiranim bubregom (120).

Sve navedene studije govore u prilog mTOR inhibitora kao potencijalnih lijekova
koji bi, uz osnovno imunosupresivno djelovanje, mogli reducirati

posttransplantacijski razvoj tumora (128).

1.7. WNT SIGNALNI PUTOVI

1.7.1. Organizacija genai funkcija proteina

Wnt geni spadaju u skupinu gena koji Sifriraju proteinske Cimbenike rasta, a
pronadeni su u brojnih eukariotskih organizama. U ljudi je do sada identificirano 19
Wnt gena, smjestenih na kromosomima 2 i 12. Veéina Wnt gena ima po 4 egzona, a
prvi egzon ima pocetni metionin. Wnt obitelj proteina Cini 19 lipidnih i glikoziliranih
proteina. Wnt proteini pronadeni su u signalnim sekretornim putovima $to ukazuje na
njihovo svojstvo sekretornih proteina. Jednom izlu€eni, Wnt proteini vezu se na
glikozaminoglikane izvanstani¢nog matriksa i, kao takvi, vezu se na stani¢nu povrsinu.
Prijem i prevodenje Wnt signala ukljuCuje vezenje Wnt proteina na dva razliCita
staniCna receptora, ¢lanove obitelji gena Frizzled (Fzd) i ¢lanove obitelji receptora
vezanih na LDL receptor (LRP) (129). Unato€ brojnim istraZivanjima i napretku u
razja$njenju funkcije i aktivacije Fzd i Wnt —a, brojni dijelovi signalnih putova jo$ uvijek
Su nejasni, Sto je vjerojatno posljedica sloZzenih veza izmedu 19 Wnt liganada te 10
Fzd receptora, €ineéi signalne puteve izrazito kompliciranim sustavom za prou€avanje
(129).

Prema dosada$njim istraZivanjima Wnt proteini moduliraju barem 3 signalna puta

ukljuCujuci beta—katenin ovisni (kanonski) put i beta katenin neovisne (nekanonske)
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signalne puteve. lako se, zbog jednostavnosti, signalni putovi opisuju posebno, kao
kanonski i nekanonski, oni se u tkivima preklapaju radi koordinacije kompleksnih
staniCnih zbivanja. RazliCite Wnt molekule te razliCiti Fzd receptori aktiviraju svaki od
tih putova. Wnt beta kateninski put najtemeljitije se istrazuje u ljudi. Kanonski Wnt—
beta kateninski put modulira prepisivanje ciljnih gena tijekom embrionalnog razvitka
uzduz dorzo—ventralne i anteroposteriorne osi te odrzava homeostazu u stanicama

odrasloga organizma. (130, 131, 132).

1.7.2. Pregled Wnt/PCP signalnog puta

Kratak pregled Wnt/PCP puta (planarni polarni stani¢ni put, od engl. planar cell
polarity) prikazan je na slici. (Slika 3). Istrazivanja ukazuju na evolucijsku o¢uvanost
toga puta, a pogled na taj put nabolje je prikazan kod vinske musSice te zebraste ribice
koji su ujedno i modeli za njegovo proucavanje (133). Osnovnom ulogom Wnt/ PCP
puta smatra se regulacija orijentacije i strukturiranja citoskeleta te migracije stanica
unutar pojedinog tkiva ili organa (133). Smatra se da Wnt/PCP signalni put sudjeluje u
morfogenetskim procesima reguliraju¢i dinamiku aktomiozina, no jo$ nije poznat
specificni nacin toga djelovanja. Taj signalni put odgovoran je za polarizaciju uzduz
vise tjelesnih osi, te upravlja morfogenetskim stani¢nim ponasanjem tijekom
gastrulacije i neurulacije (132).

Najbolje opisane signalne molekule koje djeluju na PCP signalni put su Wnt5 i Wnt11.
Ti ligandi vezu se na Fzd receptor na staniénoj membrani uz pomo¢ koreceptora
Ror1/2 (od engl. tyrosin kinase — like orphan receptor 1/2), Ptk7 (od engl. protein
tyrosin kinase 7), Ryk (od eng. receptor tyrosin kinase) i Musk (od engl. muscle skeletal
tyrosin kinase). Fzd receptori, zajedno s nekoliko efektora, ukljuCuju¢i Van
Gogh/Prickle i Dishevelled, Cesto su asimetricno rasporedeni unutar stanice
regulirajuci polarnost. Tijekom aktivnosti PCP signala, signalni G proteini (Rho i Rac) i
JNK (engl. c-Jun amino-terminal kinase) aktiviraju se te kontroliraju aktino — miozinske
citoskeletne promjene i na taj nacin utjeCu na produljenje i migraciju stanica kod
beskraljeSnjaka i kraljeSnjaka (134, 135)

Procesi u kojima sudjeluju PCP signali u kraljeSnjaka neprestano se otkrivaju, a
uklju€uju razvitak koZze, orijentaciju dlaka, polarizaciju osjetnih stanica unutrasnjega

uha, polarizaciju stanica jajovoda i respiratornog trakta, polarizaciju cilija u mnogim
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tkivima, migraciju stanica, interkalaciju mezanhimalnih stanica tijekom gastrulacije i

neurulacije te produljenje hrskavica dugih kostiju (136).

Frizzled
receptor

ROR 1/2

)
- 3
N o
23 A
% E dinamika
o E aktina

Slika 3. Prikaz wnt/PCP signalnog puta.

Whnt ligandi Wnt5 i Wnt11 uz pomo¢ koreceptora ROR1/2, Ptk7, Ryk i Musk vezu se na Frizzled
receptor na stani¢noj membrani. Uz pomo¢ efektora VanGogh/Prickle i Dishevelled aktiviraju
se signalni proteini Rho, Rac i cJun. Signalni proteini kontroliraju aktino-miozinske promjene
citoskeleta stanice te na taj nacin kontroliraju produljenje i migraciju stanica.

PCP: planar cell polarity, DSH: Dishevelled, DAAM1: Dishevelled associated activator of
morphogenesis 1), JNK: cJun aminoterminal kinase
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1.7.3. Pregled Wnt/Ca2* signalnog puta

BioloSka funkcija Wnt/Ca2+ puta nije do kraja istraZena te su u tijeku brojna istrazivanja
kako bi se dobio bolji uvid u njegovu ulogu. Dosadas$nja istraZivanja ukazuju na
sposobnost Wnt/Ca2+ puta u povecanju unutarstani¢éne koncentracije Ca2+ molekula
te snizenju unutarstanicne koncentracije ciklickog gvanozin monofosfata
(cGMP)(137,138). Wnt proteini koji vjerojatno mogu utjecati na aktivaciju Fzd-2 su
wnt4, Wnt5A i Wntll. Aktivacija Fzd—2 receptora dovodi do otpustanja kompleksa
beta/gama podjedinice G—proteina (vjerojatno Go i Gt), to dovodi do aktivacije
fosfolipaze C i drugih efektora koji stimuliraju pokretljivost unutarstani¢nih iona kalcija.
Aktivnost unutarstaniénog kalcija aktivira kalcij—osjetljive enzime (protein kinaza C-
PKC, kalcij—kalmodulin ovisna kinaza 1l (CAMKII) i kalcineurin). PKC aktivira GTPazu
CDC42 te preko nje sudjeluje u odvajanju tkiva i kretanju stanica tijekom gastrulacije.
PoviSena unutarstani¢na koncentracija Ca2+ takoder naizmjeni¢no aktivira kalcineurin
i CAMK2. Kalcineurin aktivira Cimbenik prepisivanja gena NFAT i na taj nacin sudjeluje
u promoviranju stanicne sudbine duz ventralne embrionalne osi i u razvoju srca.
CAMK2 zaustavlja beta—katenin/TFC i negativho regulira formiranje dorzalne osi
tijekom embrionalnog razvoja (139). Wnt/Ca2+ signalni put ima vaznu ulogu tijekom
dorzo—ventralnog strukturiranja embrija, regulira migraciju stanica, razvoj srca, a
pretpostavla se i da ima odredenu ulogu u supresiji tumora (137, 138).
Pojednostavljen prikaz moguéega djelovanja Wnt/Ca2+ puta prikazana je na slici (Slika
4).
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Slika 4. Pregled Wnt/Ca2+ signalnog puta.

Nakon aktivacije fosfolipaze C (PLC) i drugih efektora vezanjem Wnt4, Wnt5 i Wntll na
Frizzled 2 receptor dolazi do oslobadanja Ca?* iona iz endoplazmatskog retikuluma. PoviSenje
unutarstani¢ne koncentracije kalcijevih iona aktivira kalcij—osjetljive enzime: PKC (protein-
kinaza C), CAMKII (kalcii—kalmodulin kinaza 2) i kalcineurin. PKC preko GTP-aze CDC42
utjeCe na dinamiku aktina i kretanje stanica tijekom gastrulacije. CAMK2 zaustavlja djelovanje
beta katenina na prepisivanje ciljnih proteina u stanici, kako bi kalcineurin mogao aktivirati
Cimbenik prepisivanja gena (NFAT) i usmijeriti stani¢nu sudbinu u formiranje ventralne

embrionalne osi.

1.7.4. Pregled Wnt/B — katenin signalnog puta

Glavni ¢imbenik u Wnt signalnoj kaskadi je slobodni citoplazmatski beta—katenin.

Ukoliko nema Wnt signala (Wnt deaktivirano stanje) koli¢ina beta—katenina u
citoplazmi je niska jer je podlozan stalnoj razgradnji. Kompleks koji razgraduje beta—
katenin sastoji se od dva proteina koji se aktiviraju axin-a i APC (engl. adenomatous
polyposis coli). Axin i APC vezu na sebe kazein-kinazu-lalfa (CKlalfa) i glikogen-
sintetaza-kinazu-3beta (GSK3beta) koji dodatno pospjeSuju fosforilaciju beta—
katenina. Fosforilacija destabilizira beta—katenin te on biva razgraden unutar
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citoplazme. Bez premjeStanja beta—katenina u citoplazmu jezgrin Cimbenik
prepisivanja LEF/TCF (engl. lymphoid enhancer—binding factor/T cell specific) veze se

s proteinom Groucho i sprieCava prepisivanje ciljnih gena (Slika 5).

Frizzled receptor

LRP 5/6

(

o

CK1

beta katenin

i
4

raspadnuti beta proteosom
katenin

Groucho

Slika 5. Wnt beta kateninski put: ,,deaktivirano“ stanje

Slobodni beta katenin u citoplazmi veze se na APC i axin, $to uzrokuje vezanje GSK3p i CK1.
Cijeli kompleks uzrokuje fosforilaciju beta katenina koji zatim biva razgraden u citoplazmi
unutar proteosoma. Kako u citoplazmi nema dovoljno beta-katenina koji bi bio premjeSten u
jezgru, jezgrin Cimbenik prepisivanja LEF/TCF veze na sebe protein Groucho i prepisivanje
gena se zaustavlja. Prilagodeno prema: Yu J, Virshup D. M. Updating the Wnt pathways. Biosci
Rep. 2014; 34(5), 593-607

APC: adenomatous polyposis coli, GSK3pB: glikogen-sintetaza-kinaza-3beta, CK1: kazein-

kinaza-1lalfa, LEF/TCF: lymphoid enhancer—binding factor/T cell specific.
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Nakon vezanja wnt liganda, receptor Frizzled (Fzd) i njegov koreceptor LRP
(engl. lipoprotein receptor—related protein) povezu se i tvore velike multiproteinske
komplekse. Dolazi do fosforilacije axina uz pomo¢ CK1 i GSK3B koja omogucuje
njegovo vezanje za unutarstanicno vezno mjesto na LRP koreceptoru. Fosforilirani
axin na, do sada nedovoljno razjasnjeni nacin, aktivira protein Dishevelled (DSH). DSH
je modulatorski protein sa sposobnosc¢u interakcije s raznim dijelovima Wnt signalnih
putova. Interakcija s multiproteinskim axin kompleksom na stani¢noj membrani
omogucéava DSH stabilizaciju beta—katenina u citoplazmi (139). Stabilizirani beta—
katenin nakuplja se u citoplazmi te se transportira u stani¢nu jezgru. Jezgrin beta—
katenin premjesta Groucho, regrutira se u kromatin pomocu ¢imbenika prepisivanja TF
(engl. transcription factor) te stvara komplekse s proteinima BCL9 (engl. B-cell
lymphoma 9 protein), Pygopus, modifikatorom histamina CBP (engl. CREB (cCAMP
response-element-binding)-binding protein) i aktivatorima tkivho specifiCnih
transkriptora. Takav jezgrin beta-katenin prevodi LEF/TCF iz funkcije represora u
funkciju aktivatora prepisivanja gena (od kojih su znacajniji protoonkogeni AXIN2,
cyclin D1 (CCND1), FZD7 and c-Myc (MYC) i matriks metaloproteaza 7 (MMP7)) na
vrlo specifi€an i pojedinim stanicama svojstven nacin (140; 141).
TCF djeluju kao blokatori prepisivanja gena suzbijaju¢i Wnt cilieve u nedostatku
signala tako da jaCaju TLE (engl. transducin—like enhancer of split) i Groucho koji
dodatno regrutiraju koaktivatore kao Sto su histonska acetiltransferaza CREB vezudi
protein (CBP) i p300 (142)(Slika 6).
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Slika 6. Wnt/ beta kateninski put: ,,aktivirano* stanje.

Vezanje Wnt liganda za Frizzled receptor i njegov koreceptor LRP 5/6 dovodi do privlaCenja i
vezanja glavnoga inhibitora, axina za vezno mjesto na LRP receptoru uz fosforilaciju
potpomognutom GSK3 i CK1. Vezanje axina uklanja njegov negativni utjecaj na Wnt signalni
put i omogucuje aktivaciju fosfoproteina DSH. Aktivacija DSH stabilitzira beta-katenin koji se
nakuplja u citoplazmi i a zatim se transportira u stani¢nu jezgru. U jezgri beta-katenin veze na
sebe aktivatore tkivno specifiCnih transkriptora te prevodi LEF/TCF u funkciju prepisivaca
cilinih gena. Prilagodeno prema: Yu J, Virshup D. M. Updating the Wnt pathways. Biosci Rep.
2014, 34(5), 593-607

LRP: lipoprotein receptor—related protein, DSH: dishevelled, APC: adenomatous polyposis
coli, GSK3p: glikogen-sintetaza-kinaza-3beta, CK1: kazein-kinazu-lalfa, LEF/TCF: lymphoid

enhancer—binding factor/ T cell specific.
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1.7.5. Wnt signalni putovi i tumori

Suradujuéi s drugim signalnim putovima, Wnt signalni put kontrolira stani¢nu
proliferaciju, morfologiju i embrionalni razvoj. Regulacijom somatskih maticnih stanica
tijekom Zivota odrZzava ravnotezu u tkivima, ukljuCujuci kozu, krv, crijeva i mozak.
Pogresna regulacija Wnt signalnog puta dovodi do neoplasti¢ne proliferacije u tim
tkivima. Budué¢i Wnt/PCP signalni put kontrolira polarnost i migraciju stanica,
nepravilna aktivacija toga puta u ljudskim tumorima dovodi do razvoja malignijih
fenotipova, invazije i metastaza (143).

Prvi poznati primjer je razvoj karcinoma u obiteljskoj polipozi kolona, nasljednoj bolesti
u kojoj bolesnici nasljeduju mutiranu kopiju APC gena, a drugi APC alel biva izgubljen
tijekom Zivota. Ti bolesnici razviju brojne adenomatozne polipe kolona u mladoj
zivotnoj dobi, koji kasnije mogu prijeci u karcinome (144).

Daljnja istrazivanja ukazala su kako mutacije proteina APC, GSK3 beta i axin, glavnih
proteina u regulaciji beta—kateninskog Wnt puta, sudjeluju u nastanku tumora, kao sto
su karcinom kolona i melanom. Mutacije koje uzrokuju gubitak funkcije APC gena, ili
aktiviraju funkciju CTNNB1 gena (gen Kkoji prepisuje beta—katenin) rezultiraju
povisenim razinama beta—katenina i kompleksa beta—katenin/TCF kompleksa u
stani€noj jezgri. Popratna nepravilna aktivacija ciljinih gena smatra se kriti€nim
zbivanjem u ranoj karcinogenezi (145).

Planocelularni karcinomi ljudi takoder pokazuju izraZenost najveCe razine beta—
katenina u jezgri stanice. Znacajno je i da je ablacija beta—katenina rezultirala
potpunom regresijom tumora (19). Malanchi I. i suradnici ukazali su 2008.g. na
postojanje tumorskih mati¢nih stanica koje pokazuju obiljeZja slicna mati¢nim
stanicama ,bulge” regije u stanicama folikula dlake. IstraZivanje je takoder ukazalo
kako je beta—katenin najéesce smjesten unutar stanic¢ne jezgre (60). Wnt/beta—katenin
signal klju¢an je u normalnoj kozi kao regulator stani¢ne diferencijacije i sudbine
folikula dlake, no ima i kriti€nu ulogu za odrzanje tumorskih maticnih stanica u
epidermalnim tumorima (19,146).

Osim nasljedne polipoze i posljedi€no nasljednih karcinoma kolona, embrionalne
mutacije Wnt signalnih molekula mogu uzrokovati bolesti kostiju, eksudativnu
vitreoretinopatiju te sindrom intelektualne invalidnosti. Mutacije APC gena ili CTNNB1
gena koje aktiviraju Wnt/beta—katenin signalni put pokazane su u kolorektalnom

karcinomu, karcinomu prostate i endometrija. PojaCana aktivnost ROR1 u B—stani¢nim
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limfomima i solidnim tumorima te pojaCana aktivhost ROR2 u melanomu aktiviraju
Rho—ROCK i Rac—JNA signale te potiCu rast tumora, razvoj metastaza i rezistenciju
na terapiju (142, 147).

Nepravilan Wnt signal te aktivacija signalnoga puta pokazani su u razli€itim tipovima
tumora. U razvoju i progresiji kolorektalnoga karcinoma i karcinoma prostate, takoder
je znacajna uloga i Wnt5a (148-150).

Wnt signalni proteini predlozeni su i za potencijalne biomarkere karcinoma, ukljucujuci
karcinom prostate, pluca i kolorektalni karcinom (149, 151, 152).

Istrazivanja su ukazala na ulogu Wnt signalnih putova razvoju i diferencijaciji stanica
koZe pa se moze ocCekivati razvoj zlo¢udnih tumora koze uzrokovan nepravilnom
aktivacijom tih putova. Analize genskih polja u uzorcima planocelularnih karcinoma
koZe ukazala su na poviSene vrijednosti mMRNA Wnt liganada i njihovih receptora.
Imunohistokemijske analize planocelularnih karcinoma koze ukazuju na poviSene
vrijednosti beta—katenina u stani¢nim jezgrama tumora i u metastazama SCC koze u
regionalnim limfnim €vorovima, a inhibicija beta—katenina u stanicama ljudskog modela
SCC koze reducira volumen tumora i produzuje vrijeme bez metastaza (153).
Proucavajuci Wnt1 u planocelularnim karcinomima kozZe Halifu Y. i suradnici pronasli
su visoku izrazenost Wnt1 u uzorcima SCC koze i slabiju izrazenost biljega u tumora
slabije histoloSke diferencijacije, ukazuju¢i na vaznu ulogu Wnt1 u razvoju koznog

SCC, te se isti predlaze za potencijalni tumorski marker (154).

1.7.6. Wnt4

Istrazivanja Wnt4 zapocela su jo§ 1998.g. istrazivanjima Saitoh A. i suradnika na
misjem modelu keratinocita. U istrazivanju su pokazali kako normalni misji keratinociti
i melanocitna linija misjih stanica koje se razmnoZzavaju in vitro sadrze Wnt4 mRNA,
dok ju dermalni fibroblasti i dendriticke stanice ne sadrze, ukazuju¢i na Wnt4 signalom
potencirana zbivanja unutar epitela koze. Koli¢ina Wnt4 mRNA bila je poviSena u
kulturi keratinocita kako se stanice priblizavaju, a mitogeni faktori rasta znacajno su
snizili aktivaciju. Podatci ve¢ tada ukazuju kako je gubitak pojavnosti Wnt4 povezan sa
slabije diferenciranim, malignim fenotipom. Unato¢ tome, kod Wnt4 negativhe (Wnt4-)
koZe misjeg modela nije bilo abnormalnosti epidermisa prilikom rodenja, no uoCene su

fibroplazija dermisa i poviSena razina kolagena tipa 1. Rezultati ukazuju na izrazenost
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Wnt4 proteina u epidermisu odraslih miSeva te na mogucu ulogu u epidermo—
dermalnim interakcijama (155).

Mutacije gena sonic hedgehog signalnog (SHH) puta, osobito PTCH1 i Smo,
srediSnja su zbivanja u razvoju bazocelularnog karcinoma. Bonifas JM i suradnici
pokazali su kako bazocelularni karcinomi imaju poviSene vrijednosti Wnt2B i Wnt5a,
snizene vrijednosti Wnt4 i nepromijenjene vrijednosti Wnt7B u usporedbi sa zdravim
tkivom te ukazuju na autonomne i indirektne uc€inke mutacija u SHH signalnim genima
i indiciraju kako stanice BCC imaju fenotip koji barem djelomi¢no sli€i epidermalnim
mati¢nim stanicama (17).

Vec€ tada se istrazivalo kojim signalnim Wnt putom dolazi do ucinaka pojedinih
liganada, pa tako i Wnt4. IstraZivanja embrionalnog razvitka bubrega ukazala su kako
je Wnt4 signal nuzan za prelazak mezenhimalnog tkiva u ranom razvitku bubrega u
epitelno tkivo iz kojeg kasnije nastaju tubuli bubrega. Istrazivanja Lyons JP. i suradnika
ukazala su kako Wnt4 ligand utjeCe na aktivaciju kanonskoga i nekanonskoga Wnt
signalnog puta te da oba pridonose tubulogenezi u razvitku bubrega (156).

Uloga Wnt4 do sada je najviSe prou¢avana na zenskom reproduktivnom sustavu.
Proucavanjima na misjim modelima dolazi se do spoznaja o znacajnoj ulozi Wnt4 u
razvoju zenskog spolnog sustava te u funciji jajnika. Nedostatak Wnt4 dovodi do
poremecaja u razvoju unutarnjih spolnih organa u miseva i do redukcije oocita. MiSevi
s nedostatkom Wnt4 imali su pojatanu apoptozu oocita $to ukazuje na mogucu ulogu
Wnt4 u izboru oocita i sazrijevanju folikula i u ljudskim ovarijima (157). Wnt4 je kljucni
signal koji indiferentnu gonadu sisavaca usmjerava prema razvoju ovarija. Prunskaite
R. i suradnici na misjem modelu pokazali su kako kod Wnt4 knock out misa s
nedostatkom Wnt4 dolazi do prijevremenog zakazivanja ovarija zbog nedostataka u
staniCnoj polarnosti unutar folikula, ukazujuéi time na vaZnost Wnt4 signala u
sazrijevanju ovarijskih folikula (158).

Wang G. i suradnici proucavali su ekspresiju Wnt4 i Wnt5A u normalnom tkivu
decidue te u decidui zena s preeklampsijom. lako je signal bio prisutan u obje skupine,
razina mMRNA oba billega u Zena s preeklampsijom bila je znatno niza nego u
nekompliciranim trudno¢ama, ukazujuci na relevantnost Wnt4 i Wnt5a u normalnom
decidualnom razvoju, invaziji trofoblasta i implantaciji te je njihov nedostatak vjerojatno
uklju€en u zbivanja koja dovode do preeklampsije (159).

Daljnja istrazivanja ukazuju kako delecija Wnt4 smanjuje regeneracijski kapacitet

epitela dojke ukazujuci na funkcionalnu znacajnost izrazenosti Wnt4. Kanonski Wnt4
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signal u mioepitelu zahtjeva progesteronski receptor i Wnt4. Progesteron i Wnt4
kontroliraju funkciju mati¢nih stanica preko luminalno—mioepitelne interakcije s Wnt4,
no nezavisno o progesteronskim receptorima (160).

lzrazenost Wnt4 povecCana je u neoplastichom u usporedbi s normalnim tkivom
ljudske dojke. Imunohistokemija otkriva Wnt4 u bioptiranom tkivu ljudske dojke
pokazujuci jacCu izrazenost u tumorskom tkivu nego u normalnom epitelu dojke Cime
se upucuje na Wnt4 kao autokrini gen reguliran ljudskim hormonom rasta ukljuen u
razvoj i rast tumorogenih fenotipova. Autokrini ljudski hormon rasta regulira pojavnost
Whnt4, Sto ukazuje na Wnt4 kao potencijalni cilj u lije€enju karcinoma dojke (161).

Istrazivanja u ljudi ukazuju na redukciju epitelninh stanica osjetljivih na
progesteronske recpetore i smanjenje aktivacije Wnt signalnoga puta kao jedan od
mehanizama u zastiti rane trudno¢e. Muenst S. i suradnici istrazivali su izraZzenost
Wnt4 u tkivu dojki Zzena koje nisu rodile, Zena koje su rodile u ranoj Zivotoj dobi (do 30
godina Zivota) i Zzena koje su rodile sa viSe od 30 godina Zivota, s posebnim osvrtom
na kasnije oboljevanje od karcinoma dojke. lzrazenost Wnt4 bila je znac¢ajno niza u
Zena koje su rodile, neovisno o dobi i kasnijem razvoju karcinoma dojke. Takoder, u
nerotkinja koje su u kasnijoj dobi oboljele od karcinoma dojki, izrazenost Wnt4 bila
znacajno veca nego u zena koje su rodile i nisu oboljele od karcinoma dojki, ukazujuci
kako blokada Wnt signalnog puta predstavlja potencijalni cilj za prevenciju karcinoma
dojki u ljudi (162).

Sikora MJ. i suradnici prou€avaju stanice invazivnoga lobularnoga karcinoma dojke
koji ne odgovara na uobicajenu endokrinu terapiju i kao potencijalni novi signalni put
navode Wnt signalni put preko Wnt4 liganda, kriti€cne signalne molekule u razvoju
Zlijezdanog tkiva dojke regulirane progesteronskim receptorom. U istrazivanju su
pokazali kako je Wnt4 neophodan za endokrini odgovor u stanicama invazivnog
lobularnog karcinoma dojke, buduéi da se inhibicijom Wnt4 blokira estrogenom
uzrokovano umnazanje tumorskih stanica. Time su ukazali na novi signalni put u
stanicama invazivnog lobularnog karcinoma, s kriti€hom ulogom u rastu potaknutom
estrogenom i estrogenoj rezistenciji na lijekove. Smatraju kako bi Wnt4 mogao
predstavljati novu ciljnu molekulu kojom bi se modulirao endokrini odgovor, osobito u
bolesnica s invazivnim lobularnim karcinomom dojke (163).

Za Wnt4 se zna da regulira proliferaciju pituitarnih stanica misa tijekom
embrionalnoga razvitka, a istrazivanja ukazuju kako tijekom embrionalnog razvitka

Wnt4 regulira umnazanje i prezivljenje specificnih pituitarnih stanica koje stvaraju
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hormone (164). Miyakoshi T. i suradnici su pokazali pojaanu izrazenost Wnt4 u
adenomima koji secerniraju hormon rasta, prolaktin-secerniraju¢im adenomima i
adenomima koji secerniraju TSH (tiroidstimuliraju¢i—hormon). Takoder su ukazali na
aktivaciju beta-katenin neovisnoga puta koji aktivira Wnt4 u ovim tumorima (165).
Istrazivanja Li W. i suradnika potvrdila su istrazivanja Miyakoshi T. i suradnika o
pojaCanoj izrazenosti Wnt4 u pituitarnim tumorima, no jacina signala je bila u
inverznom odnosu sa stupnjem invazije tumora. Jacina Wnt4 signala smanjena je u
viSim stupnjevima invazivnosti tumora. Zbog toga smatraju kako njegova pretjerana
aktivacija moze smanijiti invazivnost pituitarnih tumora (166).

Chen Y. i suradnici ispitivali su pojavnost Wnt4 u stanicama timusa. Razvoj
epitelnih stanica timusa pod kontrolom je Wnt signalnoga puta na nacin da izrazenost
Wnt4 i kostanih morfogenetskih proteina (BMP, engl. bone morphogenic proteins)
dovodi do aktivacije ¢imbenika prepisivanja FoxN1 (forkhead box N1). Ko¢enje Wnt
signalnoga puta dovodi do degradacije timusa. Prijasnje studije istih autora ukazale su
na aktivaciju Wnt signalnog puta i nepravilnu izrazenost FoxN1 u razvoju timoma,
rijetkog tumora koji nastaje iz epitelnih stanica timusa. Daljnje analize na Zivotinjskom
modelu ukazale su kako smanjena aktivacija Wnt4 i smanjena izrazenost FoxN1
dovode do inhibicije rasta timoma, Sto bi se moglo upotrijebiti u terapijskom djelovanju
na timom (167).

Proucavajuci molekularne mehanizme planocelularnog karcinoma penisa, rijetkog
karcinoma s izrazitom sklonoS¢u ranom invazivnom rastu, Arya M. i suradnici ispitivali
su pojavnost Wnt4 liganda i protoonkogene Wnt signalnog puta CD1, cMYC i MMP7.
Istrazivanjem su uvidjeli zna¢ajno jau pojavnost Wnt4 i protoonkogena u karcinomima
u usporedbi sa zdravim tkivom. Takoder, istrazivanje je ukazalo na smanjenu
pojavnost Wnt4 u tumorima gradusa 2 u odnosu na tumore gradusa 1. Rezultati
ukazuju na pojaCanu aktivnost Wnt4 signala u karcinogenezi SCC, no smanjenu

aktivnost tijekom rasta i Sirenja karcinoma (168).
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2. HIPOTEZA

Dulje trajanje imunosupresije, starija dob pri transplantaciji i dulje vrijeme provedene
dijalize rizi¢ni su Cimbenici za razvoj karcinoma koze nakon transplantacije bubrega.

Wnt4 je imunohistokemijski biljeg Cija izraZzenost moze ukazati na invazivnije tipove

zlo¢udnih nemelanomskih tumora koze.
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3. CILJEVIISTRAZIVANJA

Opéi cilj ovoga istrazivanja jest identificirati skupinu bolesnika s transplantiranim

bubregom pod povecanim rizikom za razvoj zlocudnih tumora koze.

Specifi€ni ciljevi ovoga istrazivanja su:

1. utvrditi ucestalost i vrstu zlo¢udnih tumora kozZe u bolesnika nakon
transplantacije bubrega u bolesnika registriranih u Zavodu za nefrologiju,
arterijsku hipertenziju, dijalizu i transplantaciju od 1973. do 2014. god.

2. prikupiti i obraditi podatke o dobi bolesnika pri transplantaciji, geografskoj regiji
u kojoj Zive, trajanju nadomjestanja bubrezne funkcije dijalizom, vrsti, intenzitetu
i trajanju Imunosupresije

3. ispitati izrazenost imunohistokemijskog biljega Wnt4 kod nemelanomskih tumora
koze imunokompetentnih bolesnika i bolesnika s transplantiranim bubregom te

usporediti tu izraZzenost s izrazenoScu biljega kod zdrave koze.
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4. MATERIJALII METODE

4.1. ISPITANICI

U retrospektivno istrazivanje ukljuCeni su bolesnici iz baze podataka KliniCkoga
bolni¢koga centra Zagreb.

Iz baze podataka Zavoda za nefrologiju, arterijsku hipertenziju, dijalizu i transplantaciju
identificirani su bolesnici kojima je u razdoblju od 1974.g. do 2014. godine kroni¢no
bubrezno zatajenje lijeCeno transplantacijom bubrega. U bazi podataka pronadena su
1232 bolesnika, ekstrahirani su potrebni podatci te su koriSteni za statistiCku obradu.
Istrazivanje je provedeno u Klinici za dermatovenerologiju Klinickog bolni¢kog centra
Zagreb i Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu, u Zavodu za nefrologiju,
arterijsku hipertenziju, dijalizu i transplantaciju Klinike za unutarnje bolesti Klinickog
bolni¢kog centra Zagreb i Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu te u Klinickom

zavodu za patologiju Klini€kog bolni€kog centra Zagreb.

Za imunohistokemijsku analizu biljega Wnt4 koristili su se u parafin uklopljeni preparati
bazocelularnih i planocelularnih karcinoma koze iz arhive Kini¢kog zavoda za
patologiju i citologiju KBC-a Zagreb i Klinike za dermatovenerologiju KBC-a Zagreb.
Ukupno je imunihostokemijski obojano i pregledano:

- 28 bazocelularnih karcinoma i 28 planocelularnih karcinoma bolesnika s
transplantiranim bubregom (imunosuprimirani bolesnici) za proucavanje
izrazenosti billega Wnt4 u zlocudnim nemelanomskim tumorima koze —
ispitivana skupina bolesnika

- 77 bazocelularnih i 76 planocelularnih karcinoma bolesnika koji nemaju
transplantirani bubreg (imunokompetentni bolesnici) i nisu bili izlozeni
imunosupresivnoj terapiji, uzetih slu€ajnim odabirom — kontrolna skupina
bolesnika

- 150 uzoraka zdrave koze imunokompetentnih bolesnika za proucavanje
izrazenosti biljiega Wnt4 u zdravoj kozi.

Zdravom kozom smatra se histoloski uredna koza koja je od ruba planocelularnoga i/ili

bazocelularnoga karcinoma kozZe odvojena minimalno 4mm.
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ZabiljeZeni su podatci o starosti bolesnika iz kontrolne skupine u vrijeme oboljevanja
od tumora, a navedeni podatci su se kasnije koristili za usporedbu s transplantiranim

bolesnicima.

4.1.1. ETICKI ASPEKTI

Identitet bolesnika Ciji su podatci koriSteni u istrazivanju dio su arhive KBC-a Zagreb.
Tijekom upisa i obrade podataka identitet pojedinoga bolesnika je zasticen postupkom
pseudoanonimiziranja, u kojem se identifikatori zamjenjuju pseudonimom. Tijekom
upisa i obrade podataka svaki ispitanik zaveden je pod rednim brojem tako da
istraZivaci koji rade s podatcima ne znaju identitet ispitanika. Prema Zakonu o zastiti
osobnih podataka, podatci ¢e se u obliku koji omogucava identifikaciju ¢uvati samo
tijekom razdoblja potrebnog u svrhe zbog kojih se prikupljaju ili dalje obraduju.

Istrazivanje je provedeno u skladu s HelsinSkom deklaracijom o etickim principima pri
istraZivanju na ljudima i odobrilo ga Eti¢ko povjerenstvo KBC-a Zagreb te Eti¢ko

povjerenstvo Medicinskoga fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

4.2. PLAN EPIDEMIOLOSKOG ISTRAZIVANJA | METODE

Iz baze podataka izdvojili smo podatke o bolesnicima koji su nakon transplantacije
bubrega razvili nemelanomske tumore koze te utvrdili pojavnost planocelularnih i
bazocelularnih karcinoma.

Ekstrahirali smo podatke o dobi bolesnika pri transplantaciji te dobi bolesnika pri
nastanku tumora kako bismo usporedili dob oboljevanja od tumora u bolesnika s
transplantiranim bubregomu odnosu na kontrolnu skupinu bolesnika te izraCunali
vrijeme trajanja imunosupresije u bolesnika s transplantiranim bubregom te ih
usporedili s podatcima iz literature.

Geografsko podrijetlo ispitanika dijeli bolesnike na one koji Zive u kontinentalnom
podrucju Republike Hrvatske i one koji Zive u primorskom podrucju Republike
Hrvatske. Prema podatcima Hrvatskog hidrometeoroloSkog zavoda kontinentalni dio
RH godis$nje primi 3161-4680 MJ/m? suncéeve energije, dok primorski dio obasja 4681—

5760 MJ/m? sunceve energije $to potvrduje kako je izloZzenost bolesnika UV zracenju
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u primorskom podrucju dulja i intenzivnija. Granicu izmedu kontinentalnog i primorskog
podrucja RH povukli smo na juznoj granici Karlovacke Zupanije. Na taj smo nacin dosli
do podatka koliko zZivot u regiji s vecom izloZzenoS¢u UV zrakama utjeCe na pojavnost
tumora.

|zdvojili smo podatke o vremenu trajanja nadomjestanja bubrezne funkcije dijalizom,
te pokusali dobiti uvid utjeCe li odredeno vrijeme trajanja dijalize na razvoj
nemelanomskih tumora koze.

Prikupljanjem i obradom podataka dobili smo wuvid u posttransplantacijski
imunosupresivni terapijski rezim, tj. podatke o vrsti i intenzitetu imunosupresivne
terapije, dijeleci pritom terapiju na dvojnu terapiju i trojnu terapiju. Transplantirani
bolesnici terapijski su izlozeni brojnim lijekovima, no za ovo istraZivanje u obradu su
uzeti samo imunosupresivni lijekovi. Trojnom imunosupresivnom terapijom smatra se
istovremeno uzimanje tri imunosupresivna lijeka u fazi dugotrajnog odrzavanja, a
dvojnom terapijom smatra se istovremeno uzimanje dva imunosupresivna lijeka. U
Republici Hrvatskoj odobreni imunosupresivni lijekovi su inhibitori kalcineurina
(ciklosporin i takrolimus), antiproliferacijski lijekovi (mikofenolna kiselina i azatioprin) te

mTOR inhibitori (sirolimus i everolimus).

4.3. IMUNOHISTOKEMIJSKA ANALIZA

Dijagnoza nemelanomskih tumora koZe postavljena je temeljem anamneze, klinicke

slike te pregledom hemalaun—eozinom bojanih histoloskih preparata.

U istrazivanju smo imunohistokemijskom analizom ispitali postoji li izrazenost Wnt4 u
bazocelularnom i planocelularnom karcinomu koZe, opisali mjesta izrazenosti Wnt4
unutar stanice te oznacili pojavnost Wnt4 unutar tumora kako bismo ju kasnije mogli
usporedivati sa zlocudnim nemelanomskim tumorima koZe u bolesnika s

transplantiranim bubregom.

Takoder, imunohistokemijski je pokazana pojavnost billega Wnt4 u cijelosti
ekscidiranih i u parafin uklopljenih planocelularnih i bazocelularnih karcinoma koze

bolesnika s transplantiranim bubregom.
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Imunohistokemijsko bojanje i analiza izrazenosti Wnt4 izvrSena je u KliniCkom zavodu
za patologiju i citologiju KBC-a Zagreb.
Za imunohistokemijsko bojanje koristilo se u formalinu fiksirano tkivo uklopljeno u
parafinske blokove koje je potom izrezano na uzorke debljine 4um. Uzorci su
deparafinizirani i rehidrirani smanjuju¢im koncentracijama alkohola. Svi uzorci bojani
su standardnim imunohistokemijskim postupkom, komercijalno dostupnim protutijelom
na Wnt4 (Abcam, UK). Za demaskiranje antigena koriStena je mikrovalna pecnica
(95°C, 15 minuta, Target retrieval otopina pH 9,0). Za vizualizaciju izraZzenosti biljega
koriStena je standardna avidin-biotin imunohistokemijska metoda (LSAB, Dako,
Glostrup, Denmark) koriste¢i automatski stroj za bojanje (TechMate, Dako) koiji koristi
kapilarnu aktivnost. Napravljene su pozitivha i negativha kontrolna bojanja.
Pozitivnom reakcijom smatra se obojenost stanicne membrane, citoplazme ili jezgre
stanice. lzrazenost Wnt4 izrazili smo semikvantitativno, odnosno udio pozitivnih
stanica u ispitivanom uzorku, kako tumorskih tako i zdravih keratinocita epidermisa i
opisali na slijedeci nacin:

1. Wnt negativno (-): < 10% pozitivnih stanica

2. Wnt slabo pozitivho (+): 10 — 49% pozitivnih stanica

3. Wnt4 umjereno pozitivho (++): 50 — 74% pozitivnih stanica

4. Wnt4 izrazito pozitivno (+++): vise od 75% pozitivnih stanica

Analizirali smo 8 vidnih polja mikroskopa, pri povecanju x 400, s najmanje 500

stanica svakog uzorka.

4.4, STATISTICKA ANALIZA

S obzirom na vrstu varijabli i tip distribucije podataka, identificirane varijable od interesa
opisane su udjelom, medijanom ili aritmetickom sredinom, a rasap podataka
standardnom devijacijom, odnosno interkvartilnim rasponom.

Statisticku znacajnost varijabli izradunali smo Studentovim t—testom ili X? testom uz
razinu znacajnosti P<0,05. Za pojedine varijable od interesa izraCunali smo i omjer
Sansi za pojavnost uz interval pouzdanosti od 95%.

Normalnost distribucije analizirala se odgovaraju¢im testovima.
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Vrijeme do pojave karcinoma nakon transplantacije analizirano je koristec¢i analizu
prezivljenja. Prikazane su Kaplan-Meireove krivulje za pojavnost karcinoma ovisno o
dobi, zemljopisnom podrijetlu i drugim podatcima od interesa. Krivulje su usporedene
log rank testom.

Za analizu utjecaja identificiranih varijabli na vrijeme pojavnosti karcinoma koristili smo
Cox-ovu regresijsku analizu. Razina znacajnosti je P<0,05.

Za usporedbu razlike izrazenosti Wnt4 izmedu skupina (uzoraka koze) koristili smo
neparametrijske testove: razlike izmedu tri ispitivane skupine utvrdile su se Kruskal —
Wallis-ovim testom, a razlike izmedu dvije skupine i Wilcoxon-ovim testom s razinom
znacajnosti p<0,05.

Za obradu podataka Kkoristili smo programe: Microsoft® Excel® 2016, Microsoft
corporation, Redmond (WA), USA i programski jezik R: R Core team 2017. R: A
language and environment for statistical computing, R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria, URL R:The R Project for Statistical Computing.

49



5. REZULTATI

5.1. OPCI PODATCI ISPITANIKA

Kako bismo dobili uvid u epidemioloSke podatke o bolesnicima s transplantiranim
bubregom, reZzime njihove imunosupresivne terapije i pojavnost tumora, pretrazili smo
bazu podataka Zavoda za nefrologiju, arterijsku hipertenziju, dijalizu i transplantaciju
KBC-a Zagreb.

Osnovna obiljezja bolesnika s transplantiranim bubregom navedena su u priloZzenoj
tablici (Tablica 2). U Zavodu za nefrologiju, arterijsku hipertenziju, dijalizu i
transplantaciju KBC-a Zagreb ukupno se lije€i 1232 bolesnika s transplantiranim
bubregom (BTB). Vecina bolesnika s transplantiranim bubregom su muskarci (59,74%
ispitanika), a 40,26% su Zene. Tri Cetvrtine bolesnika s transplantiranim bubregom Zivi
u kontinentalnom podrucju Republike Hrvatske, dok ostala Cetvrtina Zivi u primorskom

podrucju RH. Podatci su sukladni podatcima o gustoéi naseljenosti stanovnistva.

Spol Broj bolesnika
Zene 496 (40,26%)
Muskarci 736 (59,74 %)
Ukupno 1232 (100,00%)
Prebivaliste

Kontinentalna RH 932 (75,65%)
Primorska RH 300 (24,35%)
Ukupno 1232 (100,00%)

Tablica 2. Bolesnici s transplantiranim bubregom prema spolu i prebivalistu.
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5.2. UCESTALOST ZLOCUDNIH NEMELANOMSKIH TUMORA KOZE U
BOLESNIKA S TRANSPLANTIRANIM BUBREGOM

Do zaklju€ivanja istrazivanja, 84 (6,81%) bolesnika razvilo je barem jedan tumor koze.
Ovih 84 bolesnika s transplantiranim bubregom razvilo je ukupno 125 tumora. Po jedan
Zlo¢udni nemelanomski tumor koze razvilo je 65 bolesnika, 8 bolesnika razvilo je dva
tumora, 7 bolesnika razvilo je tri tumora, 2 bolesnika razvila su 4 tumora, jedan bolesnik
imao je 6 tumora dok je jedan bolesnik razvio ¢ak 9 tumora koze. Bazocelularni
karcinom koze nastao je u 51 bolesnika, u 26 bolesnika nastao je planocelularni
karcinom koze, dok je oba tumora razvilo 7 bolesnika. Omjer pojavnosti BCC i SCC u
nasoj studiji je 1,76:1. (Slika 7).
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BCC SCC BCCi SCC
Vrste tumora

Slika 7. Ucestalost zlocudnih nemelanomskih tumora koze.

Prikazan je udio bolesnika s transplantiranim bubregom koji su razvili bazocelularni karcinom,
udio bolesnika koji su razvili planocelularni karcinom i broj bolesnika koiji je razvio obje vrste
NMSC.

BCC: bazocelularni karcinom, SCC: planocelularni karcinom.
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Zeljeli smo ispitati oboljevaju li muskarci s transplantiranim bubregom od
Zlo¢udnih nemelanomskih tumora viSe nego Zene s transplantiranim bubregom.
U ispitivanoj skupini, ukupno 73,8% mus$karaca i 26,2% Zena razvilo je zlocudni
nemelanomski tumor kozZe. Bazocelularni karcinom kozZe razvila su 33 muskarca i 18
Zena, dok su planocelularni karcinom razvila 23 muskarca i 3 Zene. Oba tumora razvilo
je 6 muskaraca i 1 Zena. Omjer pojavnosti zlo¢udnih nemelanomskih tumora
muskaraca i zena je 2,6:1. Muskarci ¢eS¢e oboljevaju od zlo¢udnih nemelanomskih
tumora nego Zene (X2, p= 0,007) i imaju 50% veéu $ansu oboljevanja od zlo¢udnih
nemelanomskih tumora koze (Relativni rizik (OR, engl. odds ratio) 1,98 (1,20 — 3,27),
P= 0,007) (Slika 8). Nadalje, vrijeme od transplantacije do razvoja prvog NMSC
znacajno je krace u muskaraca nego u Zena. (P= 0,002) (Slika 9). Medijan vremena
od transplantacije do razvoja prvog NMSC u muskaraca s transplantiranim bubregom

je 5 (interkvartilni raspon 7,5), a u Zena 6 godina (interkvartilni raspon 7).
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Slika 8. Pojavnost zlocudnih nemelanomskih tumora rasporedena po spolu.

Prikazana je ukupna pojavnost zlo¢udnih nemelanomskih tumora u ispitivanoj skupini i
pojavnost pojedinih karcinoma za muskarce i Zzene. Prikazan je i broj bolesnika koji su oboljeli
od oba tumora.

NMSC: zlocudni nemelanomski tumori koze, SCC: planocelularni karcinom, BCC:

bazocelularni karcinom
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Slika 9. Vrijeme od transplantacije do pojave tumora ovisno o spolu bolesnika.

Prikazano je vrijeme od transplantacije do razvoja zlo¢udnih nemelanomskih tumora koZe u
Zena i muskaraca s transplantiranim bubregom. Muskarci s transplantiranim bubregom ranije
su razvili tumore od Zena s transplantiranim bubregom.

0: Zene s transplantiranim bubregom, 1: muskarci s transplantiranim bubregom. X?(logrank)
9,5 P=0,002.
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Nadalje, Zeljeli smo ispitati oboljevaju li muskarci s transplantiranim bubregom
od zlo¢udnih nemelanomskih tumora u ranijoj Zivotnoj dobi nego Zene. ProsjeCna
starost bolesnika s transplantiranim bubregom kod razvoja tumora bila je 60,2+ 8,1
godina; za muskarce 60+8,3 i za Zene 60,6+7,9 godina. MuSkarci i Zene s
transplantiranim bubregom u podjednakoj zivotnoj dobi oboljevaju od zlo¢udnih

nemelanomskih tumora koze.

Zanimala nas je starost svih bolesnika pri transplantaciji bubrega. Prosje¢na dob
nasih bolesnika pri transplantaciji bila je 46,6 £14,3 godine. ProsjeCna dob Zena pri

transplantaciji bila je 46,0 £ 14,2 godine, a musSkaraca 46,9 + 14,4 godine.

Za uvid u djelovanje imunosupresije na pojavu zlo¢udnih nemelanomskih
tumora koze, izraCunali smo i starost pojedinih skupina bolesnika pri transplantaciji.
Bolesnici s transplantiranim bubregom koji su razvili nemelanomski tumor koze pri
transplantaciji su bili u dobi od 53,6 + 10 godina, a starost bolesnika koji do kraja
istrazivanja nisu razvili tumor, u vrijeme transplantacijie bila je 46,0 £+ 14,5 godina.
Razlika u starosti pri transplantaciji izmedu bolesnika koji su razvili NMSC i bolesnika
koji nisu razvili tumor je 7,6 s intervalom pouzdanosti 4,4 — 10,7. Starija dob pri

transplantaciji poveéava vjerojatnost razvoja NMSC (Studentov t — test p<0,0001)

Kako bismo ispitali oboljevaju li bolesnici s transplantiranim bubregom od
zlo¢udnih nemelanomskih tumora ranije nego bolesnici kontrolne skupine izracunali
smo prosjecnu dob bolesnika kod razvoja BCC i prosje¢nu dob kod razvoja SCC. Te
smo podatke usporedili sa starosti oboljevanja bolesnika kontrolne skupine koji nemaju
transplantiran bubreg. ProsjeCna starost kod razvoja BCC u bolesnika s
transplantiranim bubregom bila je 59,7 * 8,3 godina, SCC 59,9 + 8,1 godina, a kod
bolesnika koji su razvili oba tumora prvi tumor se javio u prosjeku u dobi od 64,1
godine. Bolesnici koji nemaju transplantirani bubreg prosje¢no obole od BCC sa 72,7
t 11,4 godina Zivota, a od SCC sa 76,9 £ 9,7 godina (Slika 10). Razlika u starosti kod
oboljevanja od bazocelularnog karcinoma u ove dvije skupine je 12,9 godina s
intervalom pouzdanosti 9,3 — 16,6. Bolesnici s transplantiranim bubregom u statisticki
znacajno ranijoj zivotnoj dobi oboljevaju od BCC nego bolesnici koji nemaju
transplantirani bubreg (Studentov t — test p<0,0001). Razlika u starosti bolesnika kod

oboljevanja od SCC izmedu netransplantiranih i transplantiranih bolesnika je 16,9 s
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intervalom pouzdanosti 12,8-21,2. Bolesnici s transplantiranim bubregom u statisticki
znacajno mladoj Zzivotnoj dobi oboljevaju od planocelularnog karcinoma nego

netransplantirani bolesnici (Studentov t—test p<0,0001).
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Slika 10. Starost bolesnika kod razvoja zloéudnih nemelanomskih tumora koze.

Prikazana je starost bolesnika koji nemaju transplantiran bubreg i bolesnika s transplantiranim
bubregom (BTB) kod razvoja bazocelularnog karcinoma koze te starost netransplantiranih i
BTB kod oboljevanja od planocelularnog karcinoma koze. BTB u znacajno ranijoj dobi
oboljevaju od oba zloéudna nemelanomska tumora koze (Studentov t — test p<0,0001).

BCC: bazocelularni karcinom, SCC: planocelularni karcinom, netranspl: bolesnici oboljeli od
Zlo¢udnog nemelanomskog tumora koZe koji nemaju transplantiran bubreg, BTB: bolesnici s

transplantiranim bubregom.
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Buduci je najcesce lijeCenje kroni€ne bubrezne bolesti hemodijaliza, kod svih
nasih bolesnika je, prije transplantacije, kronicna bubrezna bolest lijeCena
hemodijalizom i to tijekom razli¢ito dugog razdoblja. Medijan trajanja hemodijalize u
bolesnika koji nisu razvili NMSC i u bolesnika koji su razvili NMSC prije transplantacije
bio je 3 godine (interkvartilni raspon 4). Vrijeme provedeno na dijalizi prije
transplantacije kod nasih bolesnika nije utjecalo na razvoj zlo¢udnih nemelanomskih

tumora koze, Wilcoxonov test p=0,272 (Slika 11).

trajanje

tumor

Slika 11. Vrijeme lije€enja hemodijalizom prije transplantacije.

Dijagrami s pravokutnikom prikazuju vrijeme hemodijalize prije transplantacije u BTB koji su
razvili tumor koze i BTB koji nisu razvili tumor koZe. Vrijeme provedeno u lije€enju
hemodijalizom kod na$ih bolesnika nije znafajno utjecalo na razvoj NMSC nakon
transplantacije. Wilcoxonov test p=0,272.

Trajanje (hemodijalize): u godinama. Pojavnost tumora: 0: bolesnici koji nisu oboljeli od NMSC,
1: bolesnici koji su oboljeli od NMSC.
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Medijan vremena od transplantacije do razvoja nemelanomskog tumora koze je
5 (3-9,75) godina.
Kako bismo poblize utvrdili vrijeme do nastanka tumora, bolesnike smo podijelili na
one koji su transplantirani prije 2010. godine i one koji su transplantirani 2010. godine
i kasnije. Medijan starosti bolesnika pri transplantaciji transplantiranih prije 2010.g. je
44 (32-53) godine, dok je medijan starosti bolesnika pri transplantaciji nakon 2010.g.
53 (43-61) godine. Bolesnici transplantirani nakon 2010. pri transplantaciji su zna¢ajno
stariji nego bolesnici transplantirani prije te godine (Studentov t—test, P<0,0001) (Slika
12). Vrijeme do razvoja tumora ovisno o starosti prilikom transplantacije prikazano je
graficki (Slika 13).
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Slika 12. Starost bolesnika pri transplantaciji bubrega prije i nakon 2010. godine.

Prikazan je raspon starosti bolesnika pri transplantaciji bubrega. Bolesnici transplantirani
nakon 2010. godine znacajno su stariji nego bolesnici transplantirani prije te godine. Studentov
t — test, P<0,0001. Starost najveéeg broja bolesnika u vrijeme transplantacije u obje skupine
je izmedu 40 i 60 godina zivota, no nakon 2010. godine transplantira se i sve viSe bolesnika
starijih od 50 godina.

tamno osjen€ana polja: bolesnici transplantirani prije 2010. godine, svijetlo osjen€ana polja:
bolesnici transplantirani nakon 2010.godine, srednje tamno osjen€ana polja: preklapanje

osjencanih polja
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Slika 13. Vrijeme od transplantacije do oboljevanja od tumora kod bolesnika
transplantiranih prije i nakon 2010. godine.

Prikazano je vrijeme od transplantacije do oboljevanja od zlocudnih nemelanomskih tumora u
bolesnika koji su transplantirani prije 2010. godine i u bolesnika koji su transplantirani 2010.g.
i kasnije. Na slici se vidi da je vrijeme od transplantacije do pojave prvog tumora krace kod
bolesnika transplantiranih nakon 2010. godine, no taj razultat joS uvijek nije statisticki
znacajan. X? (logrank) = 2,4, P=0,12.

<2010= bolesnici transplantirani prije 2010.godine, >2010= bolesnici transplantirani 2010.

godine i kasnije.
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Jedan od cimbenika rizika za razvoj zloéudnog nemelanomskog tumora u
bolesnika s transplantiranim bubregom je izloZzenost UV zrakama. Za procjenu utjecaja
izlozenosti UV zrakama tijekom Zivota i pojavnost zlo¢udnih nemelanomskih tumora
kozZe, BTB smo podijelili ovisno o prebivalistu.

Prebivaliste u kontinentalnom podrucju Republike Hrvatske (RH) ima 932 bolesnika, a
300 bolesnika prebiva u primorskom dijelu RH (Tablica 2). Od toga, 68 (7,3%)
bolesnika koji Zive u kontinentalnom dijelu RH razvilo je zlo¢udni nemelanomski tumor
koze, dok je 16 (5,3%) bolesnika primorske Hrvatske razvilo tumor koze.

Pojavnost tumora u bolesnika koji zive u primorskom dijelu RH ne razlikuje se statisticki
znacajno od pojavnosti tumora kod bolesnika koji Zive u kontinentalnom dijelu RH (x?,
P=0,241). Relativni rizik bolesnika s transplantiranim bubregom koji Zive u
kontinentalnom dijelu RH za razvoj NMSC je 1,397, s intervalom pouzdanosti 0,797—
2,448. Bolesnici s transplantiranim bubregom primorskog dijela RH imaju podjednaku
Sansu razvoja zlocudnog nemelanomskog tumora koze kao i bolesnici kontinentalnog
dijela RH, a vrijeme od transplantacije do pojave prvog zlocudnog nemelanomskog
tumora koze kod ovih bolesnika ne ukazuje na znacajnu razliku (P=0,564) (Slika 14,
Slika 15).
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Slika 14. Pojavnost zloéudnih nemelanomskih tumora koze bolesnika s
transplantiranim bubregom ovisno o prebivalistu.

Prikazan je broj BTB s prebivalistem u kontinentalnoj Hrvatskoj sa ili bez NMSC te broj BTB
koji zive u primorskoj Hrvatskoj sa ili bez NMSC. StatistiCka znacajnost izracunata x?testom P
=0,241; OR = 1,397 (0,797-2,448). Razlika u broju oboljelih i neoboljelih bolesnika s
transplantiranim bubregom ne ovisi 0 mjestu prebivalista.

kontinentalna RH: bolesnici koji Zive u kontinentalnom dijelu RH; primorska RH: bolesnici koji
Zive u primorskom dijelu RH; bez NMSC: bolesnici koji nisu oboljeli od zlo¢udnog
nemelanomskog tumora koze; NMSC: bolesnici oboljeli od zloéudnog nemelanomskog tumora

koze.

61



1.0

@ | poraviste=1
[}

[u]

o

o

£ boraviste=0

m

= @« |

ol L]

3

w

o

o

[11]

[

@ =~

o L]

£

@

o

o

=
™~
L]
=
e

0 5 10 12 20 25 30 35 40 45 50

vrijeme do razvoja tumora [godine]

Slika 15. Vrijeme do razvoja tumora ovisno o prebivaliStu bolesnika.

Prikazano je vrijeme od transplantacije do razvoja NMSC u BTB koji zive u kontinentalnom
dijelu RH i u BTB koji Zive u primorskom dijelu RH. Nema statistic¢ki znacajne razlike u vr.emenu
od transplantacije do razvoja prvog NMSC u ove dvije skupine bolesnika. X? (logrank) 0,3
P=0,564.

boraviste 0: bolesnici koji Zive u kontinentalnom podru€ju RH, boraviste 1: bolesnici koji Zive u

primorskom podrucju RH.
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5.3. IMUNOSUPRESIVNA TERAPIJA | ZLOCUDNI NEMELANOMSKI TUMORI
KOZE

5.3.1. Imunosupresivna terapija

Tijekom prouCavanja bolesnika s transplantiranim bubregom zanimala nas je
raspodjela imunosupresivne terapije koju koriste nasi bolesnici.
Trojnu imunosupresivnu terapiju dobivalo je 1130 BTB, dok su 102 BTB bila na dvojnoj
imunosupresivnoj terapiji. Bolesnici s transplantiranim bubregom tradicionalno su
imunosuprimirani jednim od dva Kkalcineurinska inhibitora, ciklosporinomA ili
takrolimusom. Osim kalcineurinskog inhibitora, bolesnici s transplantiranim bubregom
imaju jos jedan ili dva imunosupresivna lijeka. NajceSce su to antiproliferativni lijekovi,
azatioprin ili mikofenolat mofetil. Navedeni lijekovi primaju se sami ili u kombinaciji s
kortikosteroidom prednisonom. Umjesto kalcineurinskog inhibitora ili
antiproliferativnog lijeka, bolesnici mogu primati i kombinaciju s mTOR inhibitorom.

Imunosupresivnu terapiju takrolimusom primalo je 802 bolesnika, terapiju
ciklosporinomA 399 bolesnika, mikofenolat mofetilom 1047 bolesnika, a azatioprinom
95 bolesnika. mTOR inhibitore primala su 144 bolesnika.

Za proucavanje jaCine imunosupresivne terapije na pojavnost tumora izdvojili
smo broj bolesnika koji su lije€eni trojnom i dvojnom terapijom uklju€ujuéi pojedini
kalcineurinski inhibitor (Tablica 3). Na trojnoj terapiji takrolimusom je 89,9% bolesnika,
a na dvojnoj terapiji takrolimusom je 10,1% bolesnika. Udio BTB primarno
imunosuprimiranih ciklosporinomA koji imaju trojnu imunosupresivnu terapiju iznosi
97,7%, a samo 2,3% bolesnika imunosuprimirano je dvojnom terapijom uklju€ujuci
ciklosporinA.

Op¢i pregled imunosupresivne terapije prikazan je u tablicama i na slici (Tablica 3 i
Tablica 4, Slika 16).

63



kalcineurinski trojna terapija dvojna terapija ukupno

inhibitor

takrolimus 721 (89,9%) 81 (10,1%) 802

ciklosporinA 390 (97,7%) 9 (2,3%) 399
ukupno 1114 87 1201

Tablica 3. Raspodjela imunosupresivne terapije kalcineurinskim inhibitorima u

bolesnika s transplantiranim bubregom.

Prikazan je broj bolesnika koji dobivaju svaki pojedini kacineurinski inhibitor. Od ukupnoga

broja bolesnika na terapiji ciklosporinomA prikazan je udio onih koji dobivaju dvojnu i onih koji

dobivaju trojnu terapiju te udio bolesnika na dvojnoj i trojnoj terapiji takrolimusom (od ukupnog

broja bolesnika na terapiji takrolimusom).

imunosupresivni lijek trojna ili dvojna terapija
azatioprin 95 (8,3%)
mikofenolat mofetil 1047 (91,7%)
MTOR inhibitori 144 (11,7%)

Tablica 4. Raspodjela imunosupresivne terapije ostalih imunosupresivnih
lijekova u bolesnika s transplantiranim bubregom.

Prikazan je broj i udio bolesnika koji primaju pojedini antiproliferativni lijek te broj i udio

bolesnika koji primaju mTOR inhibitore.
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Slika 16. Raspodjela imunosupresivne terapije.

Bolesnici s transplantiranim bubregom uobi¢ajeno u imunosupresiji dobivaju jedan
kalcineurinski inhibitor i jedan antiproliferativni lijek, same ili u kombinaciji s kortikosteroidom
prednisonom. Umjesto kalcineurinskog inhibitora ili antiproliferativnog lijeka, bolesnici mogu

dobivati i kombinaciju s mTOR inhibitorom.

Prikazani su imunusupresivni lijekovi i broj bolesnika koji dobivaju pojedini lijek.
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5.3.2. Odnos imunosupresivne terapije i pojavnosti zlo¢udnih
nemelanomskih tumora koze

Jedan od cilieva naSeg istrazivanja bio je prouciti ovisnost pojavnosti tumora o
intenzitetu i tipu imunosupresije.

Od 1130 bolesnika na trojnoj imunosupresivnoj terapiji zlocudni nemelanomski
tumor koZe razvilo je 6,64%, dok je 8,82% bolesnika na dvojnoj terapiji razvilo tumor
koZe (Tablica 5).

Razlika u pojavnosti tumora koze u bolesnika na trojnoj i bolesnika na dvojnoj
imunosupresivnoj terapiji nije bila statisticki znacajna (x?, P=0,556) $to upucuje na
zakljuCak kako jaci intenzitet terapije kod naSih bolesnika nije uzrokovao vecu
pojavnost zlo¢udnih nemelanomskih tumora koze.

Relativni rizik (OR) razvoja zlo¢udnih nemelanomskih tumora koze bolesnika na trojnoj

i dvojnoj imunosupresivnoj terapiji je 0,806, s intervalom pouzdanosti 0,392-1,656.

trojna terapija dvojna terapija
NMSC 75 (6,64%) 9 (8,82%)
bez NMSC 1055 (93,36%) 93 (91,18%)
ukupno 1130 102

Tablica 5. Pojavnost NMSC kod bolesnika na trojnoj i dvojnoj
imunosupresivnoj terapiji.

Prikazan je ukupan broj i udio zloCudnih nemelanomskih tumora u BTB na trojnoj i dvojnoj

Trojna terapija: istovremeno uzimanje tri razli€ita imunosupresivna lijeka; dvojna terapija:
istovremeno uzimanje dva razliita imunosupresivna lijeka; NMSC: zlo¢udni nemelanomski
tumor koze. OR = 0,806 (0,392-1,656); razina znacajnosti: x> P = 0,556.
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Zatim smo usporedili svaki pojedini kalcineurinski inhibitor (takrolimus i ciklosporinA),
kako bismo ispitali ima li razlike u pojavnosti tumora ukoliko bolesnici dobivaju dvojnu
ili trojnu terapiju uklju€ujuci ciklosporinA te ima li razlike u pojavnosti tumora izmedu

bolesnika na dvojnoj i bolesnika na trojnoj terapiji uklju€ujuci takrolimus.

Na trojnoj imunosupresivnoj terapiji uklju€ujuci takrolimus 3,1% bolesnika razvilo je
zlocudne nemelanomske tumore koZe. Tri bolesnika na dvojnoj imunosupresivnoj
terapiji takrolimusom razvila su zloéudan nemelanomski tumor koze (3,7 %). Primjetili
smo da bolesnici na dvojnoj i trojnoj imunosupresiji takrolimusom podjednako razvijaju
tumore koze x?, P=0,748. (Tablica 6).

trojna terapija dvojna terapija

takrolimusom takrolimusom
NMSC 22 (3,1%) 3 (3,7 %)
bez NMSC 699 (96,9%) 78 (96,3 %)
ukupno 721 81

Tablica 6. Broj i udio zloéudnih nemelanomskih tumora koze bolesnika s
transplantiranim bubregom koji primaju terapiju takrolimus.

Prikazana je pojavnost zlo¢udnih nemelanomskih tumora koZe u bolesnika koji uz takrolimus
imaju jo§ dva imunosupresivna lijeka (trojna terapija) te bolesnika koji uz takrolimus imaju jo$
jedan imunosupresivni lijek (dvojna terapija). Bolesnici na terapiji takrolimusom podjednako
razvijaju zloéudne nemelanomske tumore koze, neovisno o jagini imunosupresije. StatistiCka
znacajnost izracunata x? testom: P=0,748

NMSC: zloéudni nemelanomski tumori koZe.
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Od bolesnika na trojnoj imunosupresivnoj terapiji ciklosporinomA njih 13,59% je razvilo
Zlocudni nemelanomski tumor koze, dok je iste tumore razvilo 44,44% bolesnika na
dvojnoj imunosupresiji ciklosporinomA.

Bolesnici na dvojnoj i trojnoj imunosupresivnoj terapiji ciklosporinomA podjednako

razvijaju zloéudne nemelanomske tumore koze (x?, P=0,080). (Tablica 7).

trojna terapija dvojna terapija
ciklosporinom A ciklosporinom A
NMSC 53 (13,59 %) 4 (44,44 %)
bez NMSC 337 (86,41 %) 5(55,56 %)
ukupno 390 9

Tablica 7. Pojavnost zloéudnih nemelanomskih tumora koze u bolesnika koji
kao jedan od imunosupresiva primaju kalcineurinski inhibitor ciklosporin A.

Prikazana je pojavnost tumora kod bolesnika s transplantiranim bubregom koji u kombinaciji
imunosupresivne terapije imaju ciklosporin A. IzraCunat je omjer pojavnosti tumora u odnosu
na jacinu imunosupresije (trojna terapija i jata imunosupresija ili dvojna terapija koja ukazuje
na slabiju imunosupresiju). Bolesnici s transplantiranim bubregom podjednako razvijaju
Zlocudne nemelanomske tumore koZe, neovisno o jacini imunosupresije ciklosporinomA.
Razina znacajnosti:x? P=0,080.

NMSC: zloéudni nemelanomski tumori koze.
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Nadalje, Zeljeli smo ispitati oboljevaju li bolesnici imunosuprimirani
takrolimusom c&e8¢e od zlocudnih nemelanomskih tumora koze u usporedbi s
bolesnicima koji su lije€eni ciklosporinom, neovisno o tome radi li se o dvojnoj ili trojnoj
terapiji.

Imunosupresivnu terapiju takrolimusom ima 802 bolesnika, od €ega je 25 razvilo
zloc¢udni nemelanomski tumor koze, a terapiju ciklosporinomA ima 399 bolesnika, od
Cega je 57 bolesnika razvilo tumor (Slika 17).

Statisticka analiza ukazuje na znacajnu razliku u pojavnosti tumora BTB lijeCenih
ciklosporinomA i takrolimusom (x?, P< 0,001). Relativni rizik bolesnika na terapiji
takrolimusom i ciklosporinomA za razvoj tumora koze je 0,19 s intervalom pouzdanosti
0,12-0,31, odnosno, bolesnici imunosuprimirani ciklosporinomA imaju 80% vedi rizik
razvoja zlo¢udnih nemelanomskih tumora koZe nego bolesnici imunosuprimirani

takrolimusom.
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95% -

90% -
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udio NMSC

85% -
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75% -

takrolimus ciklosporin
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Slika 17. Udio bolesnika koji su oboljeli od zloéudnih nemelanomskih tumora
koze tijekom imunosupresije pojedinim kalcineurinskim inhibitorom.

Tijekom terapije takrolimusom 3,1% bolesnika oboljelo je od zlocudnih nemelanomskih tumora
koZe, dok su isti tumor dobila 14,3% bolesnika imunosuprimirana ciklosporinomA. Razina
znacajnosti razlike u oboljevanju izracunata X? testom, P<0,001, dok je relativni rizik za
nastanak zlo¢udnih nemelanomskih tumora koze OR=0,19 (0,12-0,31). Bolesnici suprimirani
ciklosporinomA imaju 80% vedi rizik oboljeti od zlocudnih nemelanomskih tumora koze od

bolesnika imunosuprimiranih takrolimusom. NMSC: zlo¢udni nemelanomski tumori koze
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Takoder smo ispitali navode iz literature koji govore kako bolesnici
imunosuprimirani azatioprinom ¢esSce razvijaju zlocudne nemelanomske tumore koze
od bolesnika na terapiji mikofenolat mofetilom.

Mikofenolat mofetil kao imunosupresivna terapija uveden je u 1047 bolesnika, od ¢ega
je 62 razvilo NMSC, a terapija azatioprinom u 95 bolesnika, od ¢ega je 15 razvilo
NMSC. Analiza ukazuje na znacCajnu razliku u pojavnosti tumora ove dvije skupine
(Slika 18). Bolesnici imunosuprimirani mikofenolat mofetilom imaju znacajnije manju
pojavnost zlo¢udnih nemelanomskih tumora koze (x2, P=0,001). Relativni rizik
bolesnika lijeCenih mikofenolat mofetilom za razvoj zlocudnih nemelanomskih tumora
koZze je 0,34, s intervalom pouzdanosti 0,18-0,62. Bolesnici imunosuprimirani
azatioprinom imaju 60% vecéu Sansu za razvoj NMSC nego bolesnici imunosuprimirani

mikofenolat mofetilom.

105 +
100 -

95 -
NMSC

90 - W bez NMSC

udio NMSC

85 A

80 -

75 -
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vrsta antiproliferativnog lijeka

Slika 18. Udio bolesnika koji su oboljeli od zloéudnih nemelanomskih tumora
koze tijekom imunosupresije pojedinim antiproliferativnim lijekom.

Prikazan je udio NMSC u bolesnika koji su na terapiji mikofenolat mofetilom i udio NMSC u
bolesnika koji su imunosuprimirani azatioprinom. U ispitivanom uzorku 5,9% bolesnika
lije€enih mikofenolat mofetilom i 15,8% bolesnika lijeCenih azatioprinom oboljelo je od NSMC.
Pronadena je statistiCki znaCajna razlika u pojavnosti NMSC koze u ove dvije skupine
bolesnika, X2 P=0,001, OR = 0,34 (0,18-0,62).

NMSC: bolesnici oboljeli od zlocudnog nemelanomskog tumora kozZe; bez NMSC: bolesnici

koji nisu oboljeli od zlocudnog nemelanomskog tumora koZe.
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Za Cox-ovu regresijsku analizu koristili smo do sada istrazene €imbenike rizika.

Exp (coef) p
muski spol 2,1033 0,0028*
prebivaliste u 0,7346 0,2708
primorskom dijelu RH
dob kod 1,0889 1.9e-14*
transplantacije
terapija takrolimusom 0,7552 0,4188
terapija mikofenolat 0,7061 0,1983
mofetilom

Tablica 8. Cox regresijska analiza prediktora nastanka tumora.

Regresijskom analizom utjecaja identificiranih varijabli na vrijeme pojavnosti tumora pokazali
smo kako su muski spol i dob kod transplantacije statistiCki zna¢ajan ¢imbenik u nastanku
zlocudnih nemelanomskih tumora koze. Statisti¢ki znacajni rezultati, muski spol i dob kod

transplantacije oznac¢eni su zvjezdicom.

Smatra se da nova grupa imunosupresiva, mTOR inhibitori, zna¢ajno smanjuje
pojavnost zlocudnih nemelanomskih tumora koZe i produljuje vrijeme do pojave prvog
tumora. Na terapiji mTOR inhibitorima bilo je 144 bolesnika, od ¢ega je 6 (4,2%) razvilo
zloéudne nemelanomske tumore koze. mTOR inhibitor everolimus kao inicijalni
terapijski izbor nakon transplantacije imalo je 38 bolesnika, a sirolimus 13 bolesnika.
Ostali su bolesnici prebaceni na terapiju mTOR inhibitorom nakon razli¢ito dugog
vremena imunosupresije drugim lijekovima, i to 67 bolesnika na everolimus i 26
bolesnika na sirolimus. U studiji nismo posebno istrazivali koji su razlozi prelaska
bolesnika na terapiju mTOR inhibitorom, no promjena pocetne imunosupresije prema
mTOR inhibitorima najée&ce je zbog razvoja maligne bolesti. BTB koji su bili na terapiji
MTOR inhibitorima iste su dobivali u raznim terapijskim kombinacijama, tako da zbog
malog broja bolesnika koji dobivaju pojedinu terapijsku kombinaciju, a i zbog relativho
kratkog razdoblja tijekom kojeg su dobivali mTOR inhibitore, a oboljeli su od NMSC,
nismo ucinili analizu usporedbe mTOR inhibitora, ostalih imunosupresiva i rizik razvoja
NMSC.
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5.4. IMUNOHISTOKEMIJSKA ANALIZA IZRAZENOSTI Wnt4

Jedan od ciljeva naSeg istrazivanja bilo je prouciti i ispitati izrazenost biljega Wnt4,
buduci se u novije vrijeme aktivacija Wnt4 povezuje s ranom karcinogenezom brojnih

tumora.

5.4.1. Izrazenost Wnt4 u zdravoj kozi

PocCetno smo opisali izrazenost Wnt4 u zdravoj peritumorskoj kozi. Pregledali smo
ukupno 150 imunohistokemijski obojanih preparata. Imunohistokemijskim bojanjem
uoCili smo pozitivitet staniCnih citoplazmi normalnih keratinocita u svim slojevima
epidermisa, pozitivitet stani¢nih citoplazmi keratinocita folikula dlake te pozitivitet
polimorfonukleara i mononukleara. Zdrava koZa netransplantiranih bolesnika i BTB
pokazuje jaku izraZzenost Wnt4 pozitiviteta u gotovo svim preparatima (98,7%)(Slika
19).

Slika 19. Unutarstaniéni raspored Wnt4 u keratinocitima zdravog epidermisa.

U zdravoj kozi Wnt4 pozitivitet vidi se u citoplazmama keratinocita svih slojeva epidermisa
kao smede obojana zrnca.
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5.4.2. Izrazenost Wnt4 u zloéudnim nemelanomskim tumorima koze

U tumorskim stanicama imunohistokemijskim bojanjem s Wnt4 protutijelom takoder

smo uodili citoplazmatski pozitivitet (Slika 20-Slika 21).
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Slika 20. Raspored Wnt4 pozitiviteta u stanicama bazocelularnog karcinoma
koze.

Imunohistokemijskim bojanjem uo&ava se Wnt4 pozitivitet unutar citoplazme tumorskih
stanica. Povecanje 40x
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Slika 21. Raspored Wnt4 pozitiviteta u stanicama planocelularnog karcinoma
koze.

U planocelularnom karcinomu kozZe uocen je citoplazmatski pozitivitet Wnt4 bojanja.
Povecanje 40x.

Nakon opisa izrazenosti Wnt4 u zdravoj kozi i zloéudnim nemelanomskim

tumorima ispitali smo pojavnost pozitiviteta Wnt4 u pojedinim skupinama bolesnika.

5.4.2.1. Rezultati analize imunohistokemijske izrazenosti Wnt u

bazocelularnom karcinomu koze

U uzorcima bazocelularnog karcinoma koze u BTB, imunohistokemijskom
analizom izrazenosti Wnt4 negativna reakcija zabiljeZzena je u 2 (7,1%) uzorka, a
pozitivna reakcija zabiljeZzena je u 26 uzoraka (92,9%). Medu uzorcima s pozitivnom
reakcijom, slabo pozitivna reakcija bila je izrazena u 3 uzorka (10,7%), umjereno
pozitivna reakcija u 6 (21,5%), a izrazito pozitivha reakcija u 17 (60,7%) uzoraka.
Analizom uzoraka BCC kontrolne skupine bolesnika negativna reakcija zabiljeZena je
u jednom uzorku (1,3%), dok je u ostalih 76 uzoraka zabiljeZena pozitivha reakcija i to

slabo pozitivna u 27 (35,1%) uzoraka, umjereno pozitivna u 23 (29,8%) i izrazito
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pozitivha u 26 (33,8%) uzoraka. Istovremeno, u zdravoj kozi zabiljeZeno je 74 (98,6%)
izrazito pozitivnin Wnt4 uzoraka i jedan (1,4%) slabo pozitivan Wnt4 uzorak. Nije bilo
negativnih uzoraka zdrave koze (Tablica 9).

Izrazenost Wnt4

Skupina Negativha  Slabo  Umjereno Izrazito  Ukupno

BCC -BTB 2 7,1 3 10,7 6 21,5 17 60,7 28 100

BCC - kontrolna 1 13 27 351 23 298 26 33,8 77 100

Zdrava koza 0 0 1 1,4 0 0 74 98,6 75 100

Ukupno 3 31 29 117 180

Tablica 9. Imunohistokemijska analiza izrazenosti Wnt4 u bazocelularnom
karcinomu.

Prikazan je broj Wnt4 pozitivnih uzoraka bazocelularnog karcinoma u BTB, bolesnika kontrolne
skupine i u uzorcima zdrave koze.

BCC-BTB: bazocelularni karcinom u bolesnika s transplantiranim bubregom, BCC—kontrolna:

bazocelularni karcinom u imunokompetentnih bolesnika koji nemaju transplantiran bubreg,
zdrava koza: zdrava peritumorska koza.
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lzrazenost Wnt4

Obiljezje BTB Kontrolna skupina Zdrava koza
Medijan 3* 2* 3*
Interkvartilni raspon 1 2 0

* p<0,001 u usporedbi sa ostale dvije skupine bolesnika

Tablica 10. Usporedba izrazenosti Wnt4 u bazocelularnom karcinomu koze i
zdravoj kozi.

Prikazana je usporedba izrazenosti Wnt4 u bazocelularnom karcinomu BTB, u bazocelularnom
karcinomu bolesnika kontrolne skupine koji nisu transplantirani i u uzorcima zdrave koze
(Kruskal — Walllis test p<0,0001).

BTB: bolesnici s transplantiranim bubregom
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Slika 22. Izrazenost Wnt4 u bazocelularnom karcinomu.

Prikazana je izrazenost Wnt4 u zdravoj kozi, u uzorcima BCC kontrolne skupine te u BCC

bolesnika s transplantiranim bubregom.

76



U bazocelularnom karcinomu koze najmaniji stupanj imunohistokemijske izrazenosti
Wnt4 bio je negativan (-), a najviSi stupanj izraZenosti je izrazito pozitivha reakcija
(+++), dok kod uzoraka zdrave koze imamo samo pozitivhe rezultate, najmaniji stupanj
izraZenosti je slabo pozitivna reakcija (+), a najveci izrazito pozitivha (+++) (Tablica 9,
Slika 22). Medijan stupnja izrazenosti Wnt4 u BTB je 3 (interkvartilni raspon 1), u BCC
kontrolne skupine medijan izraZenosti je 2 (interkvartilni raspon 2), a u zdravoj kozi 3
(interkvartilni raspon 0). Kruskal — Wallisovim testom uvidjeli smo kako postoji
statisticki znaCajna razlika izmedu ovih skupina bolesnika (p<0,0001) (Tablica 10).
KoristeCi Wilcoxonov test za uparene uzorke identificirali smo parove Wnt4
imunoreaktivnih stanica (BTB-kontrolna skupina, BTB-zdrava koza, kontrolna
skupina—zdrava koza) u kojima smo uvidjeli postojanje statistiCki znac¢ajnih razlika u
Wnt4 pozitivitetu (p<0,0001 u sva tri para). Dakle, statistickom analizom utvrdili smo
kako je imunohistokemijska izrazenost Wnt4 znacajno viSa u zdravoj kozi nego u
tumorima koze, no utvrdena je i znaCajno veca izrazenost Wnt4 u BTB u odnosu ha

bolesnike kontrolne skupine.

5.4.2.2. Rezultati analize imunohistokemijske izrazenosti Wnt4 u

planocelularnom karcinomu koze

U uzorcima planocelularnog karcinoma koze, imunohistokemijskom analizom
izrazenosti Wnt4 u BTB negativna reakcija zabiljezena je u 1 (3,6%) uzorku, dok je
pozitivna reakcija zabiljeZzena je u 27 uzoraka (96,4%). Medu uzorcima s pozitivhom
reakcijom, slabo pozitivha reakcija bila je izrazena u 2 uzorka (7,1%), umjereno
pozitivna reakcija u 14 (50,0%) i izrazito pozitivna reakcija u 11 (39,3%) uzoraka.
Analizom uzoraka SCC kontrolne skupine bolesnika negativna reakcija zabiljeZzena je
u 3 uzorka (3,9%), dok je u ostalih 73 uzoraka zabiljeZena pozitivha reakcija i to: slabo
pozitivna u 23 (30,3%) uzoraka, umjereno pozitivna u 26 (34,2%) i izrazito pozitivha u
24 (31,6%) uzorka. U uzorcima zdrave kozZe zabiljeZzeno je 74 (98,6%) izrazito
pozitivninh Wnt4 uzoraka i jedan (1,4%) negativan Wnt4 uzorak (Tablica 11).
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Izrazenost Wnt4

Skupina Negativna  Slabo Umjereno Jako Ukupno
N % N % N % N % N %
SCC - BTB 1 3,6 2 7,1 14 50,0 11 39,3 28 100

SCC - kontrolna 3 3,9 23 30,3 26 34,2 24 316 76 100

Zdrava koza 1 14 0 0 0 0 74 98,6 75 100

Ukupno 5 25 40 109 179

Tablica 11. Imunohistokemijska analiza izrazenosti Wnt4 u planocelularnom
karcinomu.

Prikazana je izrazenost Wnt4 u SCC bolesnika s transplantiranim bubregom, u SCC uzoraka
kontrolne skupine i u zdravoj kozi. Kruskal — Wallis test p<0,0001.

SCC-BTB: planocelularni karcinom u bolesnika s transplantiranim bubregom, SCC-kontrolna:
planocelularni karcinom u bolesnika koji nemaju transplantiran bubreg, zdrava koza: zdrava

peritumorska koza.
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lzrazenost Wnt4

Obiljezje BTB Kontrolna skupina Zdrava koza
Medijan 2*° 2* 3
Interkvartilni raspon 1 2 0

* p<0,001 u usporedbi sa zdravom kozom; ® p=0,052 u usporedbi s kontrolnom skupinom

Tablica 12. Analiza izrazenosti Wnt4 u planocelularnom karcinomu i zdravoj kozi.

Prikazani su medijan, interkvartilnii raspon i p vrijednosti usporebe izrazenosti Wnt4 u
planocelularnom karcinomu BTB, u PCC bolesnika kontrolne skupine te izrazenosti Wnt4 u
zdravoj kozi. 1zrazenost u zdravoj kozi viSa je od izrazenosti u planocelularnom karcinomu obje
ispitivane skupine. Nema statisticki zna€ajne razlike u izraZzenosti Wnt4 u planocelularnom

karcinomu BTB i imunokompetentnih bolesnika kontrolne skupine.

BTB: bolesnici s transplantiranim bubregom, kontrolna skupina: planocelularni karcinom u

bolesnika koji nemaju transplantiran bubreg, zdrava koza: peritumorska koza
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Slika 23. Izrazenost Wnt4 u planocelularnom karcinomu.

Prikazana je izraZzenost Wnt4 pozitiviteta u zdravoj kozi, u uzorcima SCC koZzZe
imunokompetentnih bolesnika kontrolne skupine i u SCC bolesnika s transplantiranim
bubregom. Kruskal Wallisov test ukazuje na zna€ajnu razliku u Wnt4 pozitivitetu izmedu ovih
skupina bolesnika (p<0,0001).

BTB: bolesnici s transplantiranim bubregom, kontrola: planocelularni karcinom u bolesnika koji

nemaju transplantiran bubreg, zdrava: zdrava peritumorska koza
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U planocelularnom karcinomu koze najmanji stupanj imunohistokemijske
izrazenosti Wnt4 bio je negativan (-), a najvisi stupanj izraZenosti je izrazito pozitivha
reakcija (+++), kako je zabiljeZzeno i u uzorcima zdrave koze gdje smo zabiljeZili jedan
negativan rezultat (-), dok su svi ostali rezultati bili izrazito pozitivni (+++) (Tablica
11,Slika 23). Medijan stupnja izraZzenosti Wnt4 u SCC BTB je 2 (interkvartilni raspon
1), u SCC kontrolne skupine medijan izrazenosti je 2 (interkvartilni raspon 2), a u
zdravoj kozi 3 (interkvartilni raspon 0). Kruskal — Wallisovim testom uvidjeli smo kako
postoji statisticki znacCajna razlika izmedu ovih skupina bolesnika (p=<0,0001).
Wilcoxonovim testom za uparene uzorke identificirali smo parove Wnt4
imunoreaktivnih stanica (BTB — kontrolna skupina, BTB - zdrava koza, kontrolna
skupina — zdrava koza) u kojima smo uvidjeli postojanje statistiCki znacajnih razlika u
Wnt4 pozitivitetu (p<0,001). Utvrdili smo kako je imunohistokemijska izrazenost Wnt4
znacajno viSa u zdravoj kozZi nego u planocelularnom karcinomu koZe obje skupine
bolesnika. Izmedu BTB i bolesnika kontrolne skupine nije utvrdena statistiCki znacajna
razlika izrazenosti Wnt4 (p=0,052) (Tablica 12).
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6. RASPRAVA

6.1. OPCI PODATCI ISPITANIKA

Iz baze podataka ekstrahirali smo podatke o 1232 bolesnika s transplantiranim
bubregom koji se lije€e u KBC-u Zagreb. U istraZivanje su ukljueni svi bolesnici kojima
je do kraja 2014. godine transplantiran bubreg u KBC-u Zagreb i redovito se
kontroliraju u Zavodu za nefrologiju, arterijsku hipertenziju, dijalizu i transplantaciju.
Ukljucili smo i bolesnike kojima bubreg nije transplantiran u KBC-u Zagreb, ali se
redovito kontroliraju u KBC-u Zagreb. U istrazivanje nisu uklju€eni bolesnici kojima je
transplantiran bubreg u KBC-u Zagreb, a kontroliraju se u drugim centrima (Osijek,
Rijeka), niti bolesnici kojima je bubreg transplantiran u drugim transplantacijskim
centrima u Republici Hrvatskoj gdje se i kontroliraju.

U istrazivanje nisu ukljueni bolesnici s transplantiranim bubregom mladi od 18 godina
koji se joS uvijek kontroliraju u Klinici za pedijatriju KBC-a Zagreb. S navrSenih 18
godina Zivota bolesnici s transplantiranim bubregom pocinju se kontrolirati u Zavodu
za nefrologiju, arterijsku hipertenziju, dijalizu i transplantaciju.

Ogranicenje studije je nemogucnost istrazivanja cjelovite hrvatske populacije zbog
postojanja centara za lijeCenje i pracenje bolesnika s kroni¢nim bubreznim zatajenjem
u Rijeci i Osijeku koji takoder uspjesno lije€e kronicno bubreZzno zatajenje
transplantacijom bubrega.

U imunohistokemijsko istrazivanje pojavnosti Wnt4 ukljueno je 153 u formalinu
fiksiranih tkiva uklopljenih u parafinske blokove bolesnika koji nemaju transplantiran
bubreg, a koji su oboljeli od zlocudnog nemelanomskog tumora koze. Analizirano je
77 bazocelularnih i 76 planocelularnih u parafin uklopljenih karcinoma bolesnika oba
spola koji nemaju transplantiran bubreg niti su na neki drugi nacin imunosuprimirani te
koji nisu bolovali od genodermatoza s poveéanom osjetljivoS¢u na ultraljubi¢asto
zraCenje (Xeroderma pigmentosum, Bloom-ov sindrom, Cheddiak — Higashi sindrom,
Rothmund — Thomson sindrom i Cockayne — ov sindrom). ZabiljeZeni su i podatci o
starosti tih bolesnika u vrijeme oboljevanja od tumora kako bismo dobili uvid u
prosjecnu starost tih bolesnika (kontrolna skupina bolesnika) prilikom oboljevanja i taj

podatak kasnije koristili za usporedbu s transplantiranim bolesnicima.
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Razlozi kronicnoga bubreznoga zatajenja su brojni, a ukljuCuju glomerulonefritis,
policisticnu bolest bubrega, mezangioproliferativni glomerulonefritis, Wegenerovu
granulomatozu, pijelonefritis, IgA nefropatiju, arterijsku hipertenziju, analgeticku
nefropatiju, nefropatiju kao posljedicu vezikouretralnog refluksa, nefroangiosklerozu,
posljedice dijabetesa, kongenitalne anomalije. Brojni bolesnici nemaju dokazan uzrok
bubreznoga zatajenja Sto moze biti problem nakon transplantacije zbog moguc¢nosti

povrata osnovne bolesti u presadeni organ (100).

Od ukupnog broja ispitanika, 496 (40,26%) bolesnika su Zene dok je 736 (59,74%)

muskaraca s transplantiranim bubregom.

U kontinentalnom dijelu Republike Hrvatske (RH) zivi 75,65% bolesnika s
transplantiranim bubregom, a 24,35% ispitanika Zivi u primorskom dijelu RH. U
istrazivanju smo definirali kontinentalnu RH i primorsku RH na nacin: Zagrebacka,
Krapinsko-zagorska, Sisacko-moslavacka, Karlovacka, Varazdinska, Koprivnic¢ko-
krizevaCka, Bjelovarsko-bilogorska, Viroviticko-podravska, PozeSko-slavonska,
Brodsko-posavska, OsjeCko-baranjska, Vukovarsko-srijemska i Medimurska Zupanija
te Grad Zagreb dijelovi su kontinentalne RH, a Primorsko-goranska, Li¢ko-senjska,
Zadarska, Sibensko-kninska, Splitsko-dalmatinska, |Istarska i Dubrovacko-
neretvanska Zupanija dio su primorske RH.

Distribucija bolesnika s transplantiranim bubregom odgovara demografskoj raspodjel
stanovnistva. Prema podatcima StatistiCkog ljetopisa iz 2012 godine, gustoca
naseljenosti stanovnika kontinentalnog dijela RH je 179 stanovnika/km?, a gustoca
naseljenosti primorskog dijela je 59 stanovnika/km? (169). Bolesnici s transplantiranim
bubregom koji su lije€eni i kontroliraju se u KBC-u Zagreb Zive u sjevernom,
srediSnjem, dijelom istoénom, gorskom i juznom dijelu RH. Obzirom na postojanje
transplantacijskin centara u Rijeci i Osijeku, u KBC-u Zagreb ne kontroliraju se

bolesnici zapadnog i isto€nog dijela RH.

82



6.2. UCESTALOST ZLOCUDNIH NEMELANOMSKIH TUMORA KOZE U
BOLESNIKA S TRANSPLANTIRANIM BUBREGOM

Literaturni podatci govore o pojaCanoj pojavnosti nemelanomskih tumora koze kod
bolesnika s transplantiranim bubregom. Ovim istrazivanjem Zeljeli smo uvidjeti je li to
slu€aj i kod nasih bolesnika i utjeCu li na nase bolesnike istovrsni rizini Cimbenici.

Bazocelularni karcinom smatra se naj¢e$¢im tumorom kozZe u opcéoj populaciji (1).
Planocelularni se karcinom zbog svoje invazivnosti i sklonosti udaljenom Sirenju
smatra zlocudnijim tumorom, no pojavnost mu je manja od bazocelularnog karcinoma.
Da bismo provijerili omjer pojavnosti kod nasih bolesnika, zabiljeZili smo sve zlocudne

nemelanomske tumore bolesnika s transplantiranim bubregom.

Do zavrSetka istrazivanja, 84 bolesnika razvilo je barem jedan zlo¢udan nemelanomski
tumor koze, Sto je pojavnost od 6,81%. 65 bolesnika razvilo je po jedan zlo¢udni
nemelanomski tumor koze, ostali bolesnici razvili su nekoliko tumora, svih 84 bolesnika
ukupno je razvilo 125 zlo¢udnih nemelanomskih tumora koze. Zavos G. i suradnici u
Grckoj zabiljezili su pojavnost zlo¢udnih nemelanomskih tumora kozZe od 2,2%,
Sulowicz J. i suradnici u Poljskoj 5,1%, Ramsay HM. u Ujedinjenom Kraljevstvu Velike
Britanije i Sjeverne Irske 15,4%. Fuente MJ. i suradnici u mediteranskom dijelu
Spanjolske zapazili su pojavnost zloéudnih nemelanomskih tumora koZe od 25,3%,
dok su pojavnost od 28,1% i 33,3% zabiljezili Carrol RP. u Australiji i Rodrigues —
Acosta ED. u Meksiku (68,111,114,170-171). U usporedbi s navedenim, pojavnost
Zlo¢udnih nemelanomskih tumora koze u RH usporediva je s pojavnosti zabiljezenim

u drugim europskim zemljama, no znacajno manja u usporedbi sa zemljama Ciji je broj

suncanih dana u godini puno veci (Meksiko, Australija, Spanjolski dio Mediterana).

Kako je prikazano na slici (Slika 7), bazocelularni karcinom koze razvilo je 60,7%,
planocelularni karcinom razvilo je 30,9% bolesnika, dok je 8,3% bolesnika razvilo oba
zlocudna nemelanomska tumora koZe. Neke KliniCke studije ukazuju na vedu
pojavnost planocelularninh u odnosu na bazocelularne karcinome kod bolesnika s
transplantiranim bubregom (69, 106, 107, 108, 109), dok su neka istrazivanja pokazala
vecu pojavnost bazocelularnih karcinoma u odnosu na planocelularne (110 -112).
Ukupno gledajudéi, u€estalost SCC u bolesnika s transplantiranim bubregom veca je u

studijama koje ukljuéuju mediteranski dio Europe, Brazil i Australiju, dok je u
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Sjevernijim dijelovima Europe u BTB veca ucestalost BCC u odnosu na SCC, sto je
slu€aj i u nasoj ispitivanoj populaciji. Do sada nije bilo podataka o pojavnosti zlocudnih
nemelanomskih tumora kozZe kod bolesnika s transplantiranim bubregom u RH te smo
ovom studijom pokazali kako je u naSih bolesnika bazocelularni karcinom i dalje ¢eSci
zlocudni nemelanomski tumor koZe nego planocelularni karcinom. Omjer pojavnosti
bazocelularnog i planocelularnog karcinoma je 1,76:1; bolesnici s transplantiranim

bubregom gotovo dvostruko ¢esce oboljevaju od bazocelularnog karcinoma.

Neka su istrazivanja ukazala na muski spol kao Cimbenik rizika za razvoj zlocudnih
nemelanomskih tumora koZe u bolesnika s transplantiranim bubregom (103, 106).
NaSe istrazivanje, u kojem je 26,2% Zena i 73,8% muskaraca razvilo zlocudne
nemelanomske tumore koze, ukazuje na omjer pojavnosti izmedu Zena i muskaraca
1:2,6. U naSoj populaciji, muskarci s transplantiranim bubregom skoro tri puta ¢eSce
oboljevaju od zlocudnih nemelanomskih tumora koZze od Zena s transplantiranim
bubregom, odnosno imaju 50% veéu Sansu oboljevanja od Zena. Osim CeSceg
oboljevanja, vrijeme od transplantacije do razvoja prvog NMSC znacajno je krace u
muskaraca nego u zZena s transplantiranim bubregom. Razloge za povecéanu i raniju
pojavnost u muskaraca mozemo objasniti samom patogenezom nastanka tumora, u
kojoj veliku ulogu ima oSteCenje koze UV zrakama te manjoj sklonosti muskaraca
koriStenju sredstava za zastitu od sunca. Te spoznaje potvrduju i istrazivanja Gorig T.,
Cardoso P. te Pinault L. i suradnika koji su svojim studijama o samozastiti koZe od
sunca dosli do rezultata u kojima muskarci zna¢ajno manje koriste sredstva za zastitu
od sunca, zastitne kreme i odje¢u (173-175). Stoga smatramo kako je potrebno daljnje
napore ulagati u edukaciju, osobito transplantiranih bolesnika, o potrebi i dobrobiti
zastite od sunca kako bi se dugoro€no smanijilo oboljevanje tih bolesnika od zlo¢udnih

nemelanomskih tumora koze.

Prosjecna starost naSih bolesnika s transplantiranim bubregom kod razvoja NMSC bila
je 60,248,1 godina, te se ne razlikuje bitno po spolu, kod Zena je 60,6+7,9, a kod
muskaraca 60+8,3. Time smo pokazali kako nema znaCajne razlike u starosti
muskaraca i Zena pri oboljevanju od zlo¢udnih nemelanomskih tumora koze, odnosno,
muskarci i Zene s transplantiranim bubregom u podjednakoj dobi oboljevaju od tumora

koze.
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Prosjecna starost svih bolesnika prilikom transplantacije bubrega je 46,6 £14,3 godine
(46,0+14,2 za Zene i 46,9+14,4 za muskarce). Starost bolesnika s transplantiranim
bubregom pri transplantaciji, koji su razvili nemelanomski tumor koze bila je 53,6£10
godina, a starost bolesnika koji nisu razvili tumor pri transplantaciji bila je 46,0+£14,5
godina. Uocili smo da su bolesnici koji su razvili tumore nakon transplantacije, u
vrijeme transplantacije u prosjeku 8 godina (7,6 s Cl 4,4-10,7) stariji od bolesnika koji
nisu razvili tumore. Osobito, starost bolesnika koji su razvili tumore je 53,6£10 godina
Sto potvrduje dosadasnja istrazivanja u kojima je starija dob kod transplantacije (>50

godina zivota) jedan od rizi¢nih ¢Cimbenika za razvoj tumora kozZe (108,176).

Kako bismo uvidjeli oboljevaju li transplantirani bolesnici u ranijoj zivotnoj dobi od
netransplantiranih, u svih bolesnika ukljucenih u istrazivanje zabiljezili smo starost
prilikom oboljevanja od NMSC. Ocekivanu starost bolesnika koji nemaju transplantiran
bubreg (kontrolna skupina) kod pojave tumora dobili smo pregledom podataka
bolesnika Cije smo tumore (u cijelosti ekscidirane) koristili za imunohistokemijsku
analizu.

ProsjeCna starost bolesnika s transplantiranim bubregom kod pojave bazocelularnog
karcinoma je 59,7+8,3 godine, kod pojave planocelularnog karcinoma je 59,918,1
godina, dok kod bolesnika koji razviju oba tumora pojavnost prvog tumora nastaje
nesto kasnije, u prosjecnoj dobi od 64,1£6,6 godina. Starost bolesnika kontrolne
skupine pri oboljevanju od zlocudnih nemelanomskih tumora koZe je u dobi od
72,3+11,4 godine za bazocelularni i 76,919,7 godina za planocelularni karcinom.
Koriste¢i Studentov t—test, dobili smo razinu znacajnosti u razlici ove dvije skupine
bolesnika P<0,0001, i zakljuCili kako bolesnici s transplantiranim bubregom u
znacajnije mladoj zivotnoj dobi oboljevaju od zlo¢udnih nemelanomskih tumora koze,

kako bazocelularnih, tako i planocelularnih.

Jednim od uzroka pojavnosti NMSC u ranijoj Zivotnoj dobi u BTB smatra se
imunosupresivna terapija.

Ranije studije pokazuju kako se pojavnost tumora povecava s duljinom trajanja
imunosupresivne terapije na nacin da dulje trajanje imunosupresije uzrokuje vecu
sveukupnu pojavnost i pojavnost vise karcinoma kod istog bolesnika (111,177).
Medijan vremena od transplantacije do razvoja prvoga karcinoma kod nasih bolesnika

je 5 (3-9,75) godina. Sulowicz J. i suradnici, Rodriguez — Acosta ED. i suradnici i
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Ferreira FR. i suradnici opisali su pojavu prvog zlocudnog nemelanomskog tumora
koZe u svojih bolesnika oko 6 godina nakon transplantacije, a u najnovijem istrazivanju
Zilinska Z. i suradnici opazili su pojavu prvih karcinoma prosjec¢no 3,75 godina nakon
transplantacije  (106,114,170,178). PrateCi vrijeme do razvoja zlocudnog
nemelanomskog tumora kozZe nasSih bolesnika uvidjeli smo da je vrijeme do pojave
bolesti krace u bolesnika koji su transplantirani nakon 2010, iako joS nema statisticki
znacajne razlike.

To je kratko vrijeme pracenja (4 godine u odnosu na 5-40 godina transplantacije prije
2010) te su potrebna daljnja promatranja nasih bolesnika kako bismo mogli do¢i do
detaljnijih podataka. Razlog ranijem razvoju tumora nakon transplantacije mogla bi biti
povecana starost bolesnika pri transplantaciji koja se znac¢ajno povecala nakon 2010,
povecanjem broja transplantacija. ZnaCajno viSe je bolesnika s transplantiranim

bubregom koji su pri transplantaciji stariji od 50 godina.

Obzirom na primjeceno, kako se vrijeme do pojave prvog tumora skracuje, kod
bolesnika bi svakako bilo potrebno obaviti pregled dermatologa prije transplantacije, te
bolesnike dermatoloski kontrolirati jednom godidnje nakon transplantacije bubrega
kako bi se pojava zlocudnih nemelanomskih tumora $to ranije uocila i pravovremeno
lije€ila. Pracenje i lije¢enje NMSC u bolesnika s transplantiranim bubregom zahtjeva
multidisciplinarni pristup. Kao dermatolozi uvijek moramo biti svjesni vaznosti
pravovremenog uocavanja suptilnih koznih kliniCkih znakova potencijalno Zivotno
ugrozavajuc¢ih tumora te biti svjesni potrebe za prevencijom i pravovremenim
lije€enjem. Stoga su internacionalna i europska mreza za brigu o kozi transplantiranih
bolesnika (International transplat-skin cancer collaborative — ITSSC i European skin
care in organ transplant skin patients network — SCOP) 2004. godine razvili zajedni¢ke
strategije za prevenciju i reevaluaciju NMSC u BTB. Prema njihovim preporukama
bolesnike bi trebalo kliniCki pregledati prije transplantacije i procijeniti Cimbenike rizika
za nastanak NMSC uklju€ujuci: anamnezu, tip koze po Fitzpatrick-u, kumulativhu
izloZzenost UV zrakama, dob bolesnika, intenzitet i trajanje imunosupresije, postojanje
HIV infekcije ili CD4 limfocitopenije. Preporu€a se stalna edukacija bolesnika, kako
prije tako i nakon transplantacije o samoprevenciji, osnovnim klinickim znacima tumora
koZze i redovitim samopregledima, kako bi se NMSC pravovremeno prepoznali i lijecili.
Smatraju kako je bolesnike potrebno pratiti u pravilnim vremenskim intervalima, ovisno

o ¢imbenicima rizika svakog pojedinca: svakih 12-24 mjeseci ukoliko je rizi¢ni Cimbenik
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jedino imunosupresija, jednom do dva puta godiSnje ukoliko postoji anamneza o
premalignim ili malignim bolestima te u intervalima od 1-6 mjeseci ovisno o stupnju

maligne bolesti (179).

Medijan trajanja hemodijalize prije transplantacije bolesnika koji su razvili tumor koze i
bolesnika koji nisu razvili tumor koze bio je 3 godine (interkvartilni raspon 4), §to je u
korelaciji s dosadasnjim istrazivanjima (106, 111, 176). U naSem istrazivanju vrijeme
provedeno na hemodijalizi prije transplantacije nije utjecalo na kasniji razvoj NMSC.
Nakon ukljucivanja Republike Hrvatske u Eurotransplant zna¢ajno se skratilo vrijeme
C¢ekanja nasih bolesnika na transplantaciju i ono danas iznosi manje od dvije godine,
te ¢e daljnje pracenje bolesnika ukazati na utjecaj smanjenja duljine vremena lijeCenja
hemodijalizom na pojavnost zlo¢udnih nemelanomskih tumora koze. Kao Sto je
nastojanje u svijetu (103), i dio nasih bolesnika transplantiran je preemptivno, $to znaci
da nisu ni lije€eni hemodijalizom ve¢ je transplantacija inicijalno lije¢enje kroni¢nog

bubreznog zatajenja ¢ime bolesnicima pruzamo najbolje moguce lijeCenje.

Brojne studije ispitivale su utjecaj povecane izloZzenosti UV zraka i imunosupresivne
terapije na pojavnost zlocudnih nemelanomskih tumora kozZe u transplantiranih
bolesnika. Spanjolski znanstvenici veé 2003. godine opisuju profesionalnu izlozenost
suncu kao jedan od znacajnih Cimbenika u prijevremenom razvoju zlocudnih
nemelanomskih tumora koZe kod bolesnika s transplantiranim bubregom (111), a
povecana pojavnost zabiliezena je i u drugim novijim studijama (114). U ovom
retrospektivnom istrazivanju nismo mogli ispitati sve transplantirane bolesnike o
njihovim zanimanjima i navikama te smo opcenitu izlozenost suncu i oSte¢enje UV
zrakama pokuSali rasporediti dijelec¢i bolesnike prema mjestu njihova prebivalista.
Smatrali smo kako su bolesnici koji zive u primorskom dijelu RH tijekom Zivota viSe bili
izlozeni suncu, kako profesionalno tako i u slobodno vrijeme, jer je prema podatcima
Drzavnog hidrometeoroloSkog zavoda Republike Hrvatske primorski dio RH godi$nje
izloZen jacoj solarnoj energiji od kontinentalnog (4681-5760 MJ/m?: 3136-4680 MJ/m?)
(180). Zbog toga smo ocekivali vecu pojavnost i raniji razvoj zlocudnih nemelanomskih
tumora koze u tih bolesnika.

Granicu izmedu kontinentalne i primorske Hrvatske povukli smo na juznoj granici
Karlovacke Zupanije, na na€in da smo sve Zupanije sjevernije i istoCnije od Karlovacke

uklju€ili u kontinentalnu Hrvatsku, a sve juznije Zupanije u primorsku Hrvatsku. U
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istrazivanju nismo pronasli statistiCki znaCajnu razliku u pojavnosti NMSC izmedu te
dvije skupine bolesnika (P=0,241), 7,3% bolesnika kontinentalne RH i 5,3% bolesnika
primorskog dijela RH razvilo je zlocudni nemelanomski tumor koze. Istovremeno,
nismo pronasli ni zna¢ajnu razliku u vr.emenu do pojave prvog NMSC izmedu bolesnika
kontinentalnog i primorskog dijela RH (P=0,564).

Pretpostavljamo kako su razlozi za takvu statistiku demografska kretanja u RH tijekom
posljednjih nekoliko desetljeca: bolesnici koji su u djetinjstvu Zivjeli u primorskom dijelu
RH migriraju prema centralnom dijelu drzave, prenoseci sa sobom i oste¢enja koze
nastala tijekom djetinjstva, a s druge strane, brojno stanovnistvo kontinentalnog dijela
RH radi u poljoprivrednim i gradevinskim zanimanjima, koja uzrokuju dugotrajan
boravak na suncu te tako i oSte¢enja koZe koja dodatno predisponiraju nastanak
karcinoma koze. Tijekom ljetnih mjeseci, kada je energija UV zraka najveca, brojni
stanovnici kontinentalnog dijela RH odlaze na sezonske poslove u turizmu u primorski
dio RH te se na taj nacin njihova izloZzenost povecava. Za bolju diferencijaciju potrebno
je daljnje istrazivanje profesionalnoga i rekreativnoga boravka na suncu svakog
pojedinoga transplantiranog bolesnika imajuéi u vidu demografska kretanja

stanovniStva.

6.3. IMUNOSUPRESIVNA TERAPIJA | ZLOCUDNI NEMELANOMSKI TUMORI
KOZE

6.3.1. Imunosupresivna terapija

U istrazivanje smo ukljucili podatke o imunosupresivnoj terapiji bolesnika nakon
transplantacije bubrega. Lijekovi koje bolesnici dobivaju radi sprjeCavanja odbacivanja
transplantanta mogu se podijeliti u skupine: inhibitori kacineurina (takrolimus i
ciklosporin), imunosupresivne antiproliferativne lijekove (mikofenolna kiselina,
azatioprin), mTOR inhibitore (sirolimus i everolimus) i sustavne kortikosteroide.

Ispitivani bolesnici dobivaju trojnu ili dvojnu imunosupresivnu terapiju, ovisno o broju
imunosupresivnih lijekova: dva od gore navedenih lijekova sa ili bez sustavnog
kortikosteroida. Kombinacija imunosupresivne terapije zabiljeZena je ovisno o rezimu
koji bolesnici trenutacno dobivaju. Kod bolesnika kod kojih je terapija promijenjena

nakon razvoja zlocudnoga nemelanomskoga tumora koze, zabiljezena je terapija prije
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razvoja tumora, obzirom se tumor odnosi na terapiju prije promjene. Kalcineurinski
inhibitori i antiproliferativni lijekovi zabiljeZeni su to¢no u kombinaciji u kojoj ih bolesnici
dobivaju. U ispitivanoj skupini 31 transplantirani bolesnik dobiva kortikosteroid
metilprednisolon, a svi ostali bolesnici su na terapiji prednisolonom. Ti su bolesnici
uklju€eni u jednu skupinu jer ne postoji zna€ajna razlika izmedu imunosupresivnog
uc€inka metilprednisolona i djelovanja prednisolona. mTOR inhibitori koje bolesnici
dobivaju su sirolimus (41 bolesnik) te everolimus (103 bolesnika). Obzirom na sli¢no
terapijsko djelovanje, mTOR inhibitori takoder su grupirani u jednu skupinu.

Ostali lijekovi koje bolesnici uzimaju (antihipertenzivi, antilipemici, antidijabetici i sl), a

nisu imunosupresivnog djelovanja, nisu ispitivani u ovom istrazivanju.

Trojnu imunosupresivnu terapiju primalo je 1130 bolesnika s transplantiranim
bubregom, a samo su 102 bolesnika bila na dvojnoj terapiji. Odabir imunosupresivne
terapije ovisi 0 stavovima struke i svakog pojedinog transplantacijskog centra, ali i 0
specificnim obiljezjima svakog pojedinog bolesnika. Prvenstveno se radi o
imunoloskom riziku za akutno odbacivanje, ali i o pridruzenim bolestima. U KBC-u
Zagreb bolesnici koji se dugotrajno lije€e transplantacijom bubrega postupno prekidaju
terapiju kortikosteroidima. Dugo je vremena stav struke bio potreba terapije sustavnim
kortikosteroidom radi sprje€avanja odbacivanja presadenog bubrega. PoboljSanjem
oCuvanja organa prije transplantacije i uvodenjem novijih i boljih imunosupresivnih
lijekova, smatra se da se imunosupresija moze smanijiti na najnizu mogucu razinu.
Obzirom na brojne nuspojave dugotrajne sustavne terapije kortikosteroidima,
smjernice KDIGO grupe iz 2011. godine predlazu da se terapija kortikosteroidom
prekine tjedan dana nakon transplantacije, no ukoliko se to nije ucinilo, terapiju je bolje
zadrzati. Treba naglasiti da ja¢a zabrinutost oko ukidanja kortikosteroida obzirom na

rizik pojave donor specifiCnih protutijela i razvoja humoralnog odbacivanja.

Imunosupresivnu terapiju takrolimusom ima 66,1% bolesnika, dok je na terapiji
ciklosporinomA samo jedna trecCina naSih bolesnika (32,4%). Istrazivanja Han W. i
suradnika ukazala su kako ciklosporinA inhibira popravak baza oste¢enih UVB
zrakama te se na taj nacin olak$ava karcinogeneza u kozi (115, 125). Prema KDIGO
smjernicama takrolimus bi trebao biti lijek prvog izbora. Posljednjih godina

imunosupresivna terapija usmjerena je prema imunosupresiji takrolimusom kao
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kalcineurinskim inhibitorom prvog izbora. Od 2009. godine u KBC-u Zagreb

kalcineurinski inhibitor prvog izbora je upravo takrolimus.

Sto se tige antiproliferativnih lijekova, samo 8,3% nasih bolesnika imunosuprimirano je
azatioprinom, dok je ostalih 91,7% bolesnika imunosuprimirano mikofenolat mofetilom
kao antiproliferativnim lijekom prvog izbora. Istrazivanja Perret CM. i suradnika ukazalo
je kako azatioprin pojacava osjetljivost koze na UVA zrake, te znacajno reducira MED
za UVA, sa znacajno povecanim UVA—izazvanim oSteCenjima DNA u stanicama koze
(6-TG) (121). Hofbauer GF. i suradnici ukazali su na smanjenje fotosenzitivnosti
ukoliko se lijeCenje azatioprinom zamijeni lije€enjem mikofenolat mofetilom (107).

Vecina nasih bolesnika lije€i se mikofenolat mofetilom.

Do zavrSetka istrazivanja 144 bolesnika je na terapiji mTOR inhibitorima (everolimus i
sirolimus). mTOR inhibitore bolesnici dobivaju u raznim kombinacijama: everolimus (ili
sirolimus) s takrolimusom, everolimus (ili sirolimus) s ciklosporinom i prednisonom,
everolimus (ili sirolimus) s prednisonom i mikofenolat mofetilom, everolimus (ili
sirolimus) s azatioprinom i prednisonom. IstraZivanja mTOR inhibitora sve viSe ukazuju
na njihovu sposobnost smanjenja progresije tumora koze i smanjenja broja UV
zrakama izazvanih mutacija (120, 126). Vecina bolesnika koji uzimaju mTOR inhibitore
na tu je terapiju prebacena tek nakon pojave zloéudnog tumora. Kod 67 bolesnika
everolimus je druga linija terapije, Sto je slucaj sa 26 bolesnika koji dobivaju sirolimus.
Razloge veceg broja bolesnika koji dobivaju everolimus je u nedostatku oblika lijeka
od 0,5mg sirolimusa zbog €ega se nije mogla postici ciljna koncentracija lijeka u krvi
bolesnika pa su prevedeni sa sirolimusa na everolimus.U istrazivanju nismo proucavali
koji su bili razlozi promjene terapije s inicijalne imunosupresije prema mTOR
inhibitorima. Za 38 bolesnika everolimus je prvi terapijski izbor. Bolesnici koji dobivaju
MTOR inhibitore kao prvi izbor terapije transplantirani su uglavhom 2012. godine ili
kasnije Sto je u skladu sa spoznajama kako mTOR inhibitori ne uzrokuju problem
cijeljenja rana zbog &ega su prethodno bili izbjegavani u de novo protokolima. Cekaju
se rezultati TRANSFORM studije koji ¢e ukazati na neinferiornost protokola baziranih
na everolimusu u kombinaciji s niskim dozama inhibitora kalcineurina u odnosu prema

mikofenolat mofetilu.
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Za kasnije prouCavanje utjecaja jaCine imunosupresije na pojavnost tumora, istraZzili
smo broj bolesnika na dvojnoj i trojnoj terapiji pojedinim kalcineurinskim inhibitorom.
Medu bolesnicima koji su imunosuprimirani takrolimusom 89,9% uz takrolimus ima jo$
dva imunosupresivna lijeka, a 10,1% uz takrolimus imaju jo§ samo jedan
imunosupresivni lijek (prednison, mikofenolat mofetil, azatioprin), za sada nema
bolesnika koji dobivaju dvojnu terapiju takrolimusom i mTOR inhibitorom.

Samo je 2,3% bolesnika imunosuprimirano ciklosporinomA u kombinaciji s jo§ samo
jednim lijekom i to prednisonom, dok svi ostali bolesnici koji dobivaju ciklosporinA, njih

97,7% uz ciklosporin imaju jo$ dva imunosupresivna lijeka.

6.3.2. Odnos imunosupresivne terapije i pojavnosti zlo¢udnih

nemelanomskih tumora koze

Dugotrajna imunosupresivna terapija transplantiranim bolesnicima uzrokuje brojne
nuspojave, od kojih su najznacajnije one sistemske upotrebe kortikosteroida (npr.
steroidni dijabetes, Cushing sindrom, osteoporoza) i pojac¢an razvoj zlocudnih
nemelanomskih tumora koze kod bolesnika koji uzimaju azatioprin i ciklosporinA. Zbog
toga brojni autori provode kliniCke studije pokuSavajuci Sto vise smanijiti koliCinu
imunosupresiva, a zadrzati funkcionalni presadak. Abou Ayache R. i suradnici u svojim
studijama unatrag desetak godina ukazali su na monoterapiju ciklosporinomA kao
dobrom imunosupresijom za redukciju karcinoma uz zadrZzanu funkciju presadenog
bubrega (177), a smjernice prema dvojnoj imunosupresivnoj terapiji predlozene su i od
KDIGO grupe 2011. godine. Stoga je jedan od zadataka naSeg istrazivanja bio prouciti

pojavnost tumora ovisno o intenzitetu imunosupresije.

Smatra se kako trojna terapija, tj. terapija s istovremeno tri imunosupresivna lijeka
pojaCava intenzitet terapije u odnosu na dvojnu terapiju, a time dovodi do pojacane
sklonosti nastanku zlocudnih nemelanomskih tumora kozZe. Osobito je to naglaseno
kod kalcineurinskih inhibitora, pa smo proucili pojavnost zloéudnih nemelanomskih

tumora na dvojnoj i trojnoj terapiji, posebno za ciklosporinA i takrolimus.

U na$oj studiji nismo primijetili statisticki znacajnu razliku u pojavnosti tumora

bolesnika na trojnoj terapiji u odnosu na dvojnu terapiju, 6,64% bolesnika na trojoj
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terapiji i 8,82% bolesnika na dvojnoj imunosupresivnoj terapiji oboljelo je od zlo¢udnih
nemelanomskih tumora koze (P=0,556), dok je omjer rizika za razvoj zlocudnih
nemelanomskih tumora kozZe na trojnoj i dvojnoj terapiji 0,806 s intervalom pouzdanosti
0,392-1,656. Za naSe bolesnike to je dobar pokazatelj, buduci ih je 91,7% na trojnoj
terapiji.

Obzirom na brojne nuspojave terapije ciklosporinomA, od kojih je posebno znacajna
ona o0 zaustavljanju popravka UV zrakama izazvanih mutacija DNA Kkeratinocita,
provode se studije o pokusaju zamjene ciklosporina drugim lijekom. Studija Karasove
M. i suradnika ukazala je na znacCajno poviSeni rizik nastanka zlocudnih
nemelanomskih tumora koze u bolesnika koji su dobivali terapiju ciklosporinomA u
odnosu na takrolimus, mikofenolat mofetiil, steroide i njihovu kombinaciju (181).
Campistol JM. i suradnici primijetili su u svojoj studiji da zamjena ciklosporinaA mTOR
inhibitorom dovodi do smanjenja pojavnosti zlocudnih nemelanomskih tumora koze,
dok Wulff BC. i suradnici navode da Cak i samo dodavanje sirolimusa terapiji
ciklosporinom dovodi do usporavanja rasta i progresije tumora (126,182). Treéina
nasih bolesnika s transplantiranim bubregom prima ciklosporinA pa nas je zanimalo
utjeCe li ona na razvoj zlocudnih nemelanomskih tumora koze u kombinaciji s jednim
ili dva dodatna imunosupresiva. Unato€ malom broju bolesnika na dvojnoj terapiji,
nismo nasli statistiCki znacajnu razliku u pojavnosti nemelanomskim zloc¢udnih tumora
bolesnika na trojnoj terapiji ciklosporinomA i bolesnika na dvojnoj terapiji
ciklosporinomA (P=0,080); oni u podjednakom omjeru oboljevaju od NMSC (13,59%

na trojnoj terapiji i 44,44% na dvojnoj terapiji).

Tijekom studije zanimalo nas je koliko je povezana terapija takrolimusom,
kalcineurinskim inhibitorom prvog izbora, s pojavom NMSC te postoji li razlika izmedu
trojne i dvojne terapije. Tek 3,1% bolesnika na trojnoj terapiji razvilo je NMSC. Na
dvojnoj terapiji takrolimusom Cetiri bolesnika oboljela su od NMSC (3,7%). Istrazivanje
je pokazalo da nema statisticki znacajne razlike u pojavnosti zlo¢udnih nemelanomskih
tumora koze kod bolesnika na dvojnoj u odnosu na bolesnike na trojnoj terapiji
takrolimusom. Pojavnost zlocudnih nemelanomskih tumora koZe uz takrolimus biti ¢e
jasna tek kroz desetak godina obzirom na relativno kratku izlozenost bolesnika lijeku.
MoZemo ocekivati i vecu ili raniju pojavnost tumora kod ovih bolesnika obzirom na

snazniji imunosupresivni uc¢inak takrolimusa.
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Obzirom na navedeno i na pojavnost NMSC na terapiji takrolimusom od 3,2% te 14,3%
bolesnika sa NMSC na terapiji ciklosporinomA, vidjeli smo da postoji statisticki
znacajna razlika u pojavnosti NMSC izmedu bolesnika lije€enih ovim kalcineurinskim
inhibitorima  (P<0,001). Relativni rizik bolesnika na terapiji takrolimusom i
ciklosporinomA za razvoj zlo¢udnih nemelanomskih tumora koze je 0,19 s intervalom
pouzdanosti 0,12-0,31. Prema nasSem istrazivanju, bolesnici imunosuprimirani
ciklosporinomA imaju 80% vecu 8ansu razvoja tumora koZe od bolesnika
imunosuprimiranih  takrolimusom,  prvenstveno  zbog duljine izlozenosti

imunosupresijskoj terapiji.

Proucavajuci tip imunosupresije i pojavnost tumora, sljede¢e smo usporedili pojavnost
zlo¢udnih nemelanomskih tumora kozZe pri uzimanju dva antiproliferativha lijeka,
azatioprina i mikofenolat mofetila. Prema smjernicama, mikofenolat mofetil je lijek
prvog izbora, a smatra se da djeluje tumoroprotektivno, Sto potvrduju i nasi podatci:
91,7% bolesnika u terapiji ima mikofenolat mofetil, a tek 8,3% bolesnika je na terapiji
azatioprinom. Unato€ malom broju bolesnika imunosuprimiranih azatioprinom, utvrdili
smo kako su bolesnici koji su primali terapiju azatioprinom statisticki znacajno cesSce
oboljeli od zlo¢udnih nemelanomskih tumora koze nego bolesnici koji primaju terapiju

mikofenolat mefetilom.

Zlo¢udni nemelanomski tumor kozZe razvilo je 5,9% bolesnika koji se lije€e mikofenolat
mofetilom te 15,8% bolesnika na terapiji azatioprinom. Svakako je to i pitanje duljine
izlozenosti azatioprinu u odnosu na mikofenolat mofetil, buduci su bolesnici s
transplantiranim bubregom desetljeima izloZeni imunosupresiji azatioprinom. No,
dobivene vrijednosti su oCekivane, jer su ve¢ 2008. godine istrazivanja Perret CM. i
suradnika ukazala su na postojanje pojacane UVA osijetiljivosti bolesnika koji dobivaju
terapiju azatioprinom, a prema studiji Coghill AE. i suradnika bolesnici na terapiji
azatioprinom imaju dvostruko veéu moguénost razvoja zlocudnih nemelanomskih
tumora koze (121,183). Takoder, Hofbauer GF. i suradnici pokazali su kako je MED za
UVA zrake tijekom terapije azatioprinom dvostruko manja od MED bolesnika koji
uzimaju mikofenolat mofetil kao antiproliferativni lijek Sto zatim dovodi do poja¢ane UV

inducirane karcinogeneze kod tih bolesnika. (124).
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Za utjecaj do sada ispitivanih varijabli na razvoj zlo¢udnih nemelanomskih tumora koze
ucinili smo i Cox-ovu regresijsku analizu. U analiziranju smo koristili slijedece
prediktore: muski spol u osnosu na Zenski spol ispitanika, prebivaliste u primorskom
dijelu RH u odnosu na kontinentalni dio RH, dob pri transplantaciji, te dva
imunosupresivna lijeka, takrolimus i mikofenolat mofetil. Razlog uklju€ivanja tih lijekova
u izracun je njihovo koristenje kao lijekova prvog izbora u imunosupresivnoj terapiji.
Regresijskom analizom potvrdili smo kako je muski spol rizi€an Cimbenik za razvo;j
zlocudnih nemelanomskih tumora kod bolesnika s transplantiranim bubregom. Analiza
takoder ukazuje da je pojavnost tumora koZe kod bolesnika s transplantiranim

bubregom veca ukoliko su bolesnici pri transplantaciji stariji.

Novija istrazivanja ukazuju da mTOR inhibitori, osobito sirolimus, sprieCavaju nastanak
tumora na viSe nacina koji jos nisu do kraja istrazeni, no koji se intenzivno proucavaju.
Istrazivanja Voskamp P. i suradnika na modelu stanica ljudske kozZe ukazuje na
indukciju apoptoze tumorskih stanica djelovanjem sirolimusa (119); dok istrazivanja
Wulff BC. i suradnika na animalnom modelu ukazuju na smanjenje veli€ine i progresije
koznih tumora nakon terapije sirolimusom, ¢ak i u kombinaciji s ciklosporinomA (126).
Prospektivna studija Campostol JM. i suradnika ukazala je na produljenje vremenskog
razdoblja od transplantacije do razvoja prvog koznoga tumora u bolesnika koji su
dobivali imunosupresivnu terapiju sirolimusom (182). U naSem istrazivanju 144
bolesnika je na terapiji mTOR inhibitorima, ve¢inom zbog zlocudnih tumora dobivenih
prije ili nakon transplantacije, od kojih je 4,2% bolesnika razvilo zloéudni nemelanomski
tumor koze ukazuju¢i kako ih imunosupresija mTOR inhibitorom nije zastitila od
razvoja zlocudnog nemelanomskog tumora kozZe. Buduci 144 bolesnika dobivaju
MTOR inhibitore, a uklju¢eni su u terapiju razliitim imunosupresivima, nije moguce
izraCunati statisticku znacajnost pojavnosti tumora kod bolesnika koji primaju tu
terapiju.

Nakon oboljevanja od zlocudnih nemelanomskih tumora koze, 36 nasih bolesnika
preslo je s inicijalne imunosupresivne terapije odrzavanja na mTOR inhibitor. Tijekom
daljnjeg pracenja, 7 bolesnika je zbog nuspojava, uglavhom proteinurije, prekinulo
uzimanje mTOR inhibitora i vraéeno je na prijasnji protokol lije€enja. Ranije studije
pokazale su kako se recidiv zlocudnih nemelanomskih tumora koze nakon lijeCenja
prvog zlocudnog nemelanomskog tumora koze biljezi u 41% bolesnika (68) te kako

bolesnici s transplantiranim bubregom nakon prvog zlocudnog nemelanomskog
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tumora koze imaju 49 puta viSi rizik razvoja sljedecega zlo¢udnoga nemelanomskoga
tumora (183). U nadem istrazivanju vrijeme do pojave prvog NMSC je oko 5 godina,
stoga je potrebno daljnje pracenje tih bolesnika kako bi se vidjelo koliko ukljuCivanje

MTOR inhibitora utjeCe na pojavnost novih zlocudnih nemelanomskih tumora koze.

6.4. ANALIZA IMUNOHISTOKEMIJSKOG BOJANJA Wnt4 PROTUTIJELOM

Za Klini¢are koji prate imunosuprimirane bolesnike od iznimne je vaznosti pokuSati
prepoznati bolesnike s rizikom od razvoja invazivnijih tipova tumora, odnosno tumora
koji ¢e biti skloniji recidivima i metastazama. Vecina zlocudnih nemelanomskih tumora
koZe dobro reagira na inicijalnu terapiju kirurSkom ekscizijom, no bolesnici koji razviju
metastaze Cesto imaju loSu prognozu bolesti. Do sada nije identificiran
imunohistokemijski biljeg kojim bi ve¢ nakon prve ekscizije tumora mogli predvidjeti
bioloSko ponasanje u smislu recidiva ili metastaza, iako su ucinjena brojna istrazivanja.
Ovim istraZivanjem pokusSali smo pridonijeti tom istrazivanju proucivsi izrazenost i
pojavnost imunohistokemijskog markera Wnt4, jednoga od signalnih proteina u Wnt
signalnom putu, za koji je ukazano da je pojacano izraZzen u brojnim tumorima (162,
163,166, 168).

Pojavnost Wnt4 do sada je istraZivana samo u pojedinacnim slu€ajevima zlo¢udnih
tumora koze te smo tome htjeli pridonijeti ovim istraZivanjem. Ispitali smo pojavnost
Wnt4 u zloéudnim nemelanomskim tumorima u bolesnika s transplantiranim
bubregom, u ispitanika iz kontrolne skupine koji nisu bili izloZzeni imunosupresivnoj

terapiji i u zdravoj koZi te usporediti stupanj izraZzenosti Wnt4 u navedenim skupinama.

6.4.1. lzrazenost Wnt4 u zdravoj kozi

PocCetno smo istrazili ekspresiju Wnt4 u zdravoj koZi ispitanika, pregledavsi 150
uzoraka peritumorske koze. Kako je prikazano na slici 19 (stranica 72), Wnt4 pozitivitet
zdrave koze nasih ispitanika vidi se u obliku smede obojenih zrnaca unutar stanicne
citoplazme u svim slojevima epidermisa. Dosadasnja imunohistokemijska bojanja

drugih autora takoder ukazuju na ekspresiju Wnt4 kao smede granule na stani¢noj
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membrani i u citoplazmi stanice, Sto je oCekivani nalaz obzirom na patogenezu u kojoj
se Wnt4 vezZe na receptor na stanicnoj membrani i pokre¢e unutarcitoplazmatska
zbivanja (162,167,185). Pozitivno Wnt4 bojanje zapazili smo i u keratinocitima folikula
dlake zdrave koze Sto je u skladu s dosadas$njim istrazivanjima u kojima se navodi
pojacana aktivnost Wnt signalnog puta u bazalnom sloju epidermisa, u folikulu dlake
(osobito tijekom anagene faze Zivotnog ciklusa dlake) te u tzv. ,bulge” regiji koja je
vazan izvor mati¢nih stanica koze i nalazi se uz epidermalne keratinocite folikula dlake
(29).

6.4.2. lzrazenost Wnt4 u zloéudnim nemelanomskim tumorima koze

Pozitivnom ekspresijom Wnt4 u stanicama tumora koze smatrali smo obojanost
staniCne citoplazme tumorskih stanica u obliku smede obojanih zrnaca, kao $to je
opisano i u dosadasnjim istrazivanjima Muenst S. i suradnika te Miyakoshi T. i
suradnika (162,165).

Ispitujuci ja€inu izrazenosti Wnt4 naisli smo na razlike. Odredeni tumori pokazuju jaku
izrazenost Wnt4, Sto je sukladno dosadasnjim istraZivanjima Halifu Y. i suradnika koji
su ukazali na pojaCanu izrazenost Wnt1 u planocelualrnom karcinomu koze te Arya M.
i suradnika koji su nasli pojatanu izrazenost Wnt4 u planocelularnom karcinomu
penisa ukazujuci time na ulogu Wnt4 u inicijaciji karcinogeneze ovih karcinoma
(154,168).

Neki su tumori u potpunosti bili negativni na Wnt4 bojanje, $to ukazuje na neaktivnost
Wnt signalnoga puta. Prema dosadasnjim istrazivanjima Li W. na timomu i Arya M. na
planocelularnom karcinomu penisa, smanjena ekspresija Wnt4 pronadena je u slabije

diferenciranim tumorima, pretpostavljajuci agresivnije ponasanje tih tumora (166,168).

6.4.2.1. Analiza imunohistokemijske izrazenosti Wnt4 u bazocelularnom

karcinomu koze

Dosadas$nja istraZzivanja o aktivnosti Wnt4 signalnog puta u BCC temelje se na malim
uzorcima s tim da se Wnt4 ispitivao samo u 1 istrazivanju. IstraZivanja Pourreyron C. i
suradnika iz 2012.g. govore o pojacanoj izrazenosti liganada Wnt signalnog puta,
Wnt5a u bazocelularnom i planocelularnom karcinomu, osobito na aktivnim rubovima

tumora zaklju€ujuci kako Wnt5a igra vaznu ulogu u napredovanju i progresiji tumora
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(186). Istrazivanje DO Carmo NG. i suradnika govori 0 snizenoj aktivnosti liganada

Wnt3 i Wntl16 u bazocelularnom karcinomu u odnosu na zdravu kozu (187).

Nasi rezultati u skladu su s istrazivanjem Bonifas JM. i suradnika koje ukazuje na
snizene vrijednosti Wnt4 u bazocelularnim karcinomima kozZe u odnosu na zdravu kozu
(17), za razliku od pojacane izrazenosti Wnt4 u drugim tumorima kao $to su tumori
dojke ili pituitarni tumori u istraZivanjima Muenst S. i suradnika te Miyakoshi T. i
suradnika (162,165).

U nasSem istraZivanju dokazana je izrazenost Wnt4 u 26 (92,9%) od 28 uzoraka BCC
bolesnika s transplantiranim bubregom, u 76 (98,7%) od 77 uzoraka BCC kontrolne

skupine te u 75 (100,0%) od 75 uzoraka zdrave koze.

U BTB, slabo pozitivna reakcija bila je izrazena u 3 uzorka (10,7%), umjereno pozitivha
reakcija u 6 (21,5%) i izrazito pozitivha reakcija u 17 (60,7%) uzoraka; u bolesnika
kontrolne skupine slabo pozitivna reakcija zabiljezena je u 27 (35,1%) uzoraka,
umjereno pozitivna u 23 (29,8%) i izrazito pozitivna u 26 (33,8%) uzoraka.
Istovremeno, u zdravoj koZi zabiljeZeno je 74 (98,6%) izrazito pozitivnih Wnt4 uzoraka

i jedan (1,4%) slabo pozitivan Wnt4 uzorak dok negativnih uzoraka nije bilo.

Statisticka obrada ukazuje na znacajne razlike izmedu ove tri skupine ispitivanih
uzoraka. Imunohistokemijska izrazenost Wnt4 znacajno je niza u BCC koZe u odnosu
na izrazenost Wnt4 u zdravoj kozi, $to smo i oCekivali obzirom na nalaze dosadas$nijih
istraZivanja u kojima se ukazuje kako je supresija izrazenosti Wnt4 signala jedan od
nacina na koji dolazi do disergulacije SHH gena, a time i pojave BCC. Nasi rezultati

ukazuju na mogucu ulogu Wnt4 u inicijalnoj karcinogenezi ovih tumora.

Medutim, daljnjom analizom utvrdili smo znacajno vecu izrazenost Wnt4 u BCC BTB
u odnosu na BCC bolesnika kontrolne skupine. S obzirom da je imunosupresivha
terapija u BTB temeljni uzrok povecane bioloSke agresivnosti NMSC, dobiveni rezultat
moze ukazivati kako Wnt4 signalni put nema znacajnu ulogu u progresiji BCC. Porast
izrazenosti Wnt4 signalnog puta u BCC BTB u odnosu na BCC bolesnika kontrolne
skupine mogao bi se objasniti mogu¢om aktivacijom razliCitih Wnt signalnih puteva
Wnt4 ligandom u fazi progresije tumora ili koaktivacijom drugih Wnt liganada, $to valja

razjasniti daljnjim istraZivanjima.
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6.4.2.2. Analiza imunohistokemijske izrazenosti Wnt4 u planocelularnom

karcinomu koze

Rezultati istrazivanja Arya M. i suradnika te Halifu Y. i suradnika na planocelularnim
karcinomima ukazala su na pojacanu aktivnost Wnt u ranoj karcinogenezi tumora, te

slabiju izrazenost Wnt4 u slabije diferenciranim, a time i agresivnijim tumorima.

Imunohistokemijske analize istrazivanja Sherwood V. i suradnika ukazala su na
poviSene vrijednosti beta-katenina u metastazama SCC (153), $to se moZe pokazati i
klini¢ki znacajnim, obzirom su dva bolesnika s transplantiranim bubregom iz naseg
istrazivanja razvila proSirenu bolest, s metastazama planocelularnog karcinoma u

parotidne Zlijezde te umrla od proSirene zlo¢udne bolesti.

U nasSem istraZivanju uzoraka SCC, imunohistokemijskom analizom izrazenosti Wnt4
u BTB pozitivha reakcija zabiljezena je u 27 (96,4%) od 28 uzoraka u SCC kontrolne
skupine bolesnika pozitivna reakcija zabiljeZzena je u 73 (96,1%) od 76 uzoraka dok je
u zdravoj koZzi zabiljezeno 74 (96,1%) od 75 pozitivnih uzoraka. U BTB slabo pozitivha
reakcija bila je izrazena u 2 uzorka (7,1%), umjereno pozitivha reakcija u 14 (50,0%) i
izrazito pozitivna reakcija u 11 (39,3%) uzoraka; u bolesnika kontrole skupine slabo
pozitivna bila je izrazena u 23 (30,3%) uzorka, umjereno pozitivha u 26 (34,2%) i
izrazito pozitivha u 24 (31,6%) uzorka dok je u uzorcima zdrave kozZe zabiljeZzeno 74

izrazito pozitivnih uzoraka i jedan negativan uzorak.

Analiza dobivenih podataka ukazuje kako je izrazenost Wnt4 u SCC kontrolne skupine
te u SCC BTB niza od izraZzenosti u zdravoj kozi, dok nema statistiCki znaCajne razlike
u izrazenosti Wnt4 u SCC BTB i u SCC bolesnika kontrolne skupine. Dobiveni rezultati
mogu ukazivati kako je Wnt4 vazan Cimbenik u inicijalnoj karcinogenezi SCC.
Medutim, imunosupresivna terapija u BTB, inaCe povezana s povecanom bioloSkom
agresivno$¢u SCC, u nadem istraZivanju nije se mogla povezati s daljnjom razlikom u
izrazenosti Wnt4 u odnosu na SCC bolesnika kontrolne skupine. Navedeni rezultati

stoga ukazuju kako Wnt4 signalni put nema znacajnu ulogu u progresiji SCC.

98



Ukupno gledajuci, nasim smo istrazivanjem ukazali na moguc¢u ulogu Wnt4 u inicijalnoj
karcinogenezi BCC i SCC, no ne i na mogucu povezanost imunosupresivne terapije i

izrazenosti Wnt4 signalnog puta.

Potrebna su daljnja istraZivanja koja bi pridonijela razjaSnjavanju utjecaja
imunosupresivne terapije na razliite kaskade Wnt signalnog puta te postoji li razlika u

izrazenosti Wnt4 u NMSC izmedu bolesnika na razli¢itoj imunosupresivnoj terapiji.

Nadalje, dosadasnja istrazivanja, iako provedena na malom broju uzoraka, ukazuju
kako beta-kateninski signal dovodi do proliferacije stanica NMSC, §to moze biti
pokrenuto putem nekoliko razli€itih signalnih putova (153). Jedan od signalnih putova
koji se aktivira djelovanjem beta-kateninskog signala jest Wnt signalni put; medutim,
jos uvijek nije razjasnjena uloga pojedinih komponenti Wnt signalnog puta u
karcinogenezi NMSC te na njihovo bioloSko ponasanje. Nasim istrazivanjem pokusali

smo pridonijeti razumijevanju znacenja Wnt4 signala u patogenezi BCC i SCC koze.
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7. ZAKLJUCCI

1. Pojavnost zlo¢udnih nemelanomskih tumora kozZe bolesnika s transplantiranim

bubregom od 6,81% odgovara pojavnosti u drugim europskim zemljama.

2. U bolesnika s transplantiranim bubregom, bazocelularni karcinom koZe ¢esci je od
planocelularnog karcinoma kozZe. Omijer pojavnosti bazocelularnog i planocelularnog

karcinoma je 1,76: 1.

3. Muskarci s transplantiranim bubregom tri puta CeS¢e oboljevaju od zlocudnog

nemelanomskog tumora kozZe nego Zene s transplantiranim bubregom.

4. Bolesnici s transplantiranim bubregom (BTB) u znacajnije mladoj zivotnoj dobi
oboljevaju od zlo¢udnih nemelanomskih tumora kozZe nego bolesnici koji nisu izloZzeni

imunosupresivnoj terapiji.

5. Znacajno je viSe bolesnika s transplantiranim bubregom koji su pri transplantaciji
stariji od 50 godina. Kako se vrijeme od transplantacije do pojave prvog NMSC
skracuje, obavezno je u ovih bolesnika uciniti dermatoloski pregled prije transplantacije
te redovito, sukladno smjernicama, nakon transplantacije bubrega kako bi se pojava

NMSC $to ranije uocila i pravovremeno lijecila.

6. Nema razlike u ucestalosti NMSC u izmedu bolesnika s BTB koji zive u

kontinentalnom dijelu RH i onih BTB koji imaju prebivaliste u primorskom dijelu RH.

7. Vrileme provedeno na hemodijalizi prije transplantacije nije imalo utjecaja na

pojavnost NMSC.

8. Intenzitet imunosupresivne terapije nije utjecao na pojavnost tumora, dok je vrsta
imunosupresivnog lijeka povezana s pojavom NMSC. Bolesnici imunosuprimirani
ciklosporinom ili azatioprinom znacajno ¢eS8c¢e oboljevaju od NMSC nego bolesnici

imunosuprimirani takrolimusom ili mikofenolat mofetilom.

9. Wnt4 protein izraZen je u citoplazmi zdravih keratinocita i u citoplazmi tumorskih

stanica zloéudnih nemelanomskih tumora koze.

10. lzrazenost Wnt4 signala veCa je u zdravoj kozi nego bazocelularnim i
placnocelularnim karcinomima koze Sto ukazuje kako supresija Wnt4 signalnog puta

sudjeluje u inicijalnoj karcinogenezi ovih tumora.
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8. SAZETAK

Bolesnici lijeCeni imunosupresivnhom terapijom pokazuju povecanu sklonost
razvoju tumora, od kojih su najc¢esc¢i zloéudni nemelanomski tumori koze (NMSC).

Istrazili smo pojavnost NMSC u populaciji bolesnika s transplantiranim bubregom
(BTB). Zabiljezili smo rizi€ne Cimbenike za razvoj NMSC ukljucujuci: spol bolesnika,
dob pri transplantaciji, geografsku regiju u kojoj Zive, trajanje nadomjestanja bubrezne
funkcije dijalizom te vrstu, intenzitet i trajanje imunosupresivne terapije. lzrazenost
imunohistokemijskog biljega Wnt4 ispitali smo u NMSC BTB i u NMSC bolesnika
kontrolne skupine koji nisu pod imunosupresivnom terapijom (77 bazocelularnih i 76
planocelularnin u potpunosti uklonjenih tumora). Razina statisticke znacajnosti
odredena je na P<0,05.

Pojavnost NMSC u BTB bila je 6,81% s omjerom pojavnosti bazocelularnog i
planocelularnog karcinoma 1,76:1. Mus$karci s transplantiranim bubregom ¢&eS¢e
obolijevaju od zlo¢udnih nemelanomskih tumora od Zena s transplantiranim bubregom,
i imaju 50% vecu vjerojatnost obolijevanja (P=0,007, OR 1,98 (1.20-3,27)). Nismo
uoCili zna€ajnu razliku u starosti muskaraca i Zzena s transplantiranim bubregom pri
razvoju tumora, no razdoblje od transplantacije do pojave prvog tumora krace je u
muskaraca (P=0,002). Ukupno, BTB u znacajno mladoj Zivotnoj dobi razvijaju NMSC
u usporedbi s bolesnicima kontrolne skupine (P<0,0001). Medijan trajanja dijalize prije
transplantacije bio je 3 godine (2-6 godina), a medijan razvoja prvog zlo¢udnog
nemelanomskog tumora u BTB je 5 godina. Medijan starosti bolesnika pri
transplantaciji transplantiranih prije 2010.g. je 44 godine (32-53), dok je medijan
starosti bolesnika pri transplantaciji transplantiranih nakon te godine 53 godine (43—
61), Sto predstavlja znacajnu statisticku razliku (P<0,0001), dok se istovremeno u
bolesnika starijin pri transplantaciji smanjuje vriieme do pojave prvog karcinoma.
NMSC su utvrdeni u 7,3% BTB koji Zive u kontinentalnom dijelu Republike Hrvatske
(RH) te u 5,3% BTB koji zive u primorskom dijelu RH, Sto nije statisticki znacajno
(P=0,241, OR 1,397 (0,797-2,448)). Vrileme od transplantacije do pojave NMSC
podjednako je za bolesnike koji zZive u kontinentalnom i bolesnike koji Zive u
primorskom dijelu Republike Hrvatske (P=0,564). Tumori su se razvili u 6,64%
bolesnika na trojnoj imunosupresivnoj terapiji, dok je 8,42% bolesnika na dvojnoj
imunosupresivnoj terapiji razvilo zlocudni nemelanomski tumor koze (P=0,556).

ZnacCajna je razlka u vrsti imunosupresivne terapije, 3,1 % bolesnika
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imunosuprimiranih takrolimusom razvilo je zlocudni nemelanomski tumor koze, $to je
znacajno manje u odnosu na 14,3% bolesnika koji su imunosuprimirani ciklosporinomA
(P<0,0001). Nadalje, 5,9% bolesnika imunosuprimiranih mikofenolat mofetilom i 15,8%
bolesnika imunosuprimiranih azatioprinom razvilo je NMSC (P=0,001).

Imunohistokemijskim bojanjem na Wnt4 protutijelo pronasli smo pozitivitet unutar
staniCne citoplazme zdrave koze i tumorskih stanica. lzrazenost Wnt4 manja je u
bazocelularnim i planocelularnim karcinomima koZe u odnosu na zdravu kozu
(p<0,0001) ukazujuci na utjecaj Wnt signala u inicijalnoj karcinogenezi NMSC. Razlika
u izrazenosti Wnt4 pozitiviteta u BTB u odnosu na kontrolnu skupinu ukazuje na
mogucu aktivaciju razliitih Wnt signalnih putova ili koaktivacijom drugih Wnt liganada
u progresiji NMSC no ne i na ulogu imunosupresije u izrazenosti Wnt4 signala.

NaSi rezultati pokazuju kako su bolesnici s transplantiranim bubregom visoko
rizi€na skupina za razvoj zlo¢udnih NMSC. Svaki bolesnik bi prije transplantacije
trebao obaviti dermatolosSki pregled te bi isti bilo uputno ponavljati nakon
transplantacije bubrega sukladno smjernicama i rizicnim c&imbenicima svakog

pojedinog bolesnika.
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9. SUMMARY

Title: Risk factors for development of non-melanoma skin cancer after renal

transplantation

Tajana Borlini¢, MD, 2019

Patients on immunosuppressive therapy are more prone to cancer development,

with nonmelanoma skin cancers (NMSCs) being the most frequent ones.

The aim of the study was to examine the incidence of NMSCs the group of renal
transplant recipients (RTR).

Risk factors for NMSC development were recorded, such as patients’ sex, age
at transplantation, geographic background, duration of dialysis, type, intensity and
duration of immunosuppression. In order to examine the role of Wnt4, the expression
pattern was investigated in NMSCs of RTR and in a control group, a nontransplant
group which is not under immunosuppressive therapy (77 paraffin embedded basal
cell carcinomas (BCC) and 76 paraffin embedded squamous cell carcinomas (SCC)).
Statistical significance was appointed to p<0,05.

The incidence of NMSC among RTRs was 6,81%., with basal cell carcinoma
being the most prevalent one (BCC:SCC ratio 1,76:1). Males were more affected than
females (P=0,007), with shorter mean interval between the time of transplantation and
first cancer development (P=0,0001). Mean dialysis time before transplantation was 3
years (2—6 years), and mean time to first NMSC development was 5 years respectively.
There was difference between age at transplantation; mean age at transplantation for
patients transplanted before the year 2010 was 44 (32-53) and mean age at
transplantation after 2010 was 53 (43-61) (P<0,0001). Time to first NMSC
development is decreasing in later group. NMSC was observed in 5,3% of RTR who
live along the Adriatic coast and in 7,3% of RTR who live in the continental part of
Croatia; the difference is not statistically significant (P =0,241), nor is the time to first
NMSC development between those two groups of patients (P=0,564). Patients
receiving more intense therapy (which includes 3 immunosuppressive agents) did not
develop more NMSC then patients receiving only 2 immunosuppressive agents (6,64%

compared to 8,42 %) (P=0,556). There was significant difference in the incidence of
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NMSC between the groups of patients treated with different immunosuppressive
agents; 3,1% of patients receiving tacrolimus developed NMSC which is significantly
lower than 14,3% of NMSC among patients receiving cyclosporinA (P<0,0001). In
addition, 5,9% of patients receiving mycophenolat mofetil and 15,8% of patients
receiving azathioprine developed NMSC (P=0,001).

Immunohistochemical staining to Wnt4 antibody revealed cytoplasmic staining
in NMSC cells and in the healthy tissue. Wnt4 staining was weaker in BCC and SCC
when compared to the healthy skin (p<0,0001), pointing to influence of Wnt signaling
in initial NMSC carcinogenesis. The difference between Wnt4 staining in RTR
compared to control group indicates possible activation of different Wnt signaling
pathways in carcinogenesis or coactivation of another Wnt ligands in the NMSC
progression. However, the role of immunosuppression in Wnt4 expression and
activation was not completely made clear.

Our results indicate RTRs as a high-risk group for NMSC development.
Therefore, patients should undergo a dermatological skin examination prior to
transplantation as well as regular dermatological follow up after transplantation
considering the guidelines and risk factors for each individual patient.
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11. ZIVOTOPIS

Rodena sam 08. kolovoza 1974. godine u Ogulinu. Osnovnu Skolu zavrSila sam u
Cakovcu, a srednju u Varazdinu. Medicinski fakultet Sveugilista u Zagrebu upisala sam
1992. godine, a diplomirala 1999. godine. Od 1995. godine do zavrSetka studija bavila
sam se znanstvenim radom u Zavodu za histologiju i embriologiju Medicinskog
fakulteta, a 1997. godine nagradena sam Rektorovom nagradom za najbolji studentski

znanstveni rad.

Pripravnicki staz obavila sam u Domu zdravlja Cakovec gdje sam radila do pogetka
specijalizacije iz dematovenerologije 2001. godine. Specijalisticki ispit polozZila sam
2005. godine i od tada radim u dermatovenerolo$koj ambulanti Zupanijske bolnice

Cakovec.

Nakon zavrSetka dodiplomskog studija i za vrijeme vrijeme specijalizacije u Klinici za
dermatovenerologiju KBC Zagreb, odsluSala sam i polozila sve ispite na znanstvenom
magistarskom studiju Medicinskog fakulteta te zavrsila specijalistiCki strucni studij iz
dermatovenerologije. 2014. godine upisala sam razlikovhu godinu znanstvenog
doktorskog studija Medicinskog fakulteta, a 2015. godine prihvaéena mi je tema

doktorske disertacije.

Na VeleudiliStu u Varazdinu 2011. godine izabrana sam u nastavno zvanje asistenta,

a 2018. godine reizabrana sam u nastavno zvanje predavac¢ na SveuciliStu Sjever.

Do sada sam kao autor i koautor objavila 5 radova, od ¢ega su dva indeksirana u

Current Contents bazi podataka.

Sudjelovala sam na viSe stranih i domacih kongresa i simpozija iz podrucja
dermatovenerologije i temeljnih medicinskih znanosti, aktivno sa posterima, radovima

i kongresnim sazecima te pasivno kao slusac.
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