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POPIS OZNAKA I KRATICA

e BCC - bazocelularni karcinom

e UV —ultraljubicasto (zracenje)

e DNK — deoksiribonukelinska kiselina

e HPV — humani papiloma virus

e PTCH — patched (gen i/ili bjelancevina)

e Hh -, Hedgehog* gen

e SMO —,,Smoothened* receptor

e Gli —,,Glioma associated oncogene* bjelancevina

e MMP — matriksna metaloproteinaza

e [L-1—interleukin 1

e [L-6 —interleukin 6

e TNFa — tumor nekroti¢ni faktor a

e EGF - epidermalni ¢imbenik rasta

e PDGF — ¢imbenik rasta trombocita

e FGF — ¢imbenik rasta fibroblasta

e TGF-B — tumorski ¢imbenik rasta f3

e INF y — interferon y

e TGF-B3 — tumorski ¢imbenik rasta 33

e VEGF — krvozilni endotelni ¢imbenik rasta

e HB-EGF — epidermalni ¢imbenik rasta za vezanje heparina
e IGFBP-3 — inzulinu sli¢an vezni protein ¢imbenika rasta
e MT-MMP — membranski tip matriksne metaloproteinaze
e TIMP - tkivni inhibitor metaloproteinaze

e EMMPRIN - izvanstani¢ni induktor MMP

e ICAM-1 — medustani¢na adhezijska molekula 1

e VCAM-1 — adhezijska molekula krvnih stanica 1

e E-CD - epidermalni tip kaderina

e N-CD — neuralni tip kaderina

e P-CD - placentarni tip kaderina

e RNK - ribonukleinska kiselina



PBS — phosphate buffered saline
OR — odds ratio

CI — confidence interval

RL — reference level

MT1-MMP- membrane type-1 matrix metalloproteinase



1. UVOD

Tumori koze su najucestaliji oblik zlo¢udnih promjena kod covjeka. Oko 50% svih
novotvorina zapocCinje na kozi. Najc¢es¢i oblici koznih tumora su bazocelularni i
planocelularni karcinom te melanom. Bazocelularni karcinom (BCC) je zlocudna epitelna
novotvorina koze koja potjeCe od stanica bazalnog sloja epidermisa ili pilosebacealnih
adneksa. Najcesce se javlja kod muskaraca svijetlog tipa koze, a vrlo rijetko se nalazi kod
osoba s intenzivhom tamnijom pigmentacijom koze. Veli¢ina BCC-a moze biti od nekoliko
milimetara do nekoliko centimetara u promjeru. Karakteristi¢cno obiljeZje BCC-a je da vrlo
rijetko pokazuje sklonost ka metastaziranju. Ve¢ina BCC tumora je nisko rizi¢na i ima visok

stupanj izljecenja (1).

1.1. POVIJESNE CINJENICE

Prvi podaci koji ukazuju na prepoznavanje BCC-a navode se 46. godine prije Krista u
Hipokratovoj knjizi ,,Aforizmi®, gdje ga opisuje kao ,,ranu koja traje godinu dana ili vise, a
pritom oStecuje podleze¢u kost, Sto ostavlja dubok, udubljen oziljak®. Aulus Cornelious
Celsus u svojim zapisima iz 50. godine opisuje bolest koze koja se naj¢esce javlja na gornjim
dijelovima tijela, na podrucju lica, nosa, uSiju, usana i navodi ,,..na promjeni postoji
nepravilno oticanje rubova, naokolo su vidljive proSirene, tortuozne vene...“ (2).

Prvi lije¢nik koji je u medicinskoj literaturi opisao BCC bio je Jacob 1824. godine (3).
Krompecher je 1903. godine u svojoj publikaciji pretpostavio da ovaj tumor koze potjece od

stanica bazalnog sloja epidermisa (4).

1.2. DEFINICIJA

Bazocelularni karcinom (BCC), koji se takoder jo$S naziva i bazaliom, bazocelularni
epiteliom, rodent ulcer ili Jacob's ulcer je najces¢i kozni tumor koji se javlja u bijelaca.
Noviji statisticki podaci iz literature navode da se godiSnje otkrije 2 do 3 milijuna novih
bolesnika s BCC-om, a od cetiri bolesnika koji imaju dijagnosticiran tumor koze, trojica
bolesnika imaju BCC. Prosjecan zivotni rizik za razvoj BCC-a kod bijelaca, u muskaraca je

33-39%, a 23-28% za Zene (5, 6, 7, 8).



Incidencija ovog tumora je u stalnom porastu zadnjih nekoliko godina i zna€ajno ovisi
o zemljopisnoj regiji i nadmorskoj visini. Ljudi koji zive blize ekvatoru, izlozeni su ve¢em
UV indeksu te imaju veéu moguénost razvoja BCC-a, kao i ljudi koji zive u zemljama s
visokim stupnjem ultraljubi¢astog zracenja (UV). Najvisa incidencija zabiljeZena je medu
Australcima 1 iznosi 726/100.000 stanovnika, a uocCava se 1 znacCajan porast medu
stanovnicima Juzne Afrike, Europe i SAD-a. U Europi, Finska je zemlja s najmanjom
incidijencijom BCC-a (1, 9).

BCC se ces¢e pojavljuje u muSkaraca nego u Zena i to u omjeru 2 : 1, no zbog
promjene rekreativnih navika, kao 1 nacina odijevanja, znacajno se smanjuje razlika medu
spolovima. Bolesnici obi¢no navode dugotrajan boravak na suncu bilo profesionalno
(poljoprivrednici, zidari, gradevinari ) ili radi provodenja slobodnog vremena na otvorenom
(sportovi na otvorenom, planinari, pomorci, ribari) (1).

Ipak, smatra se da u Zena koje su mlade od 40 godina Zivota ima veci broj otkrivenih
BCC tumora nego u muskaraca, $§to se objasnjava Cestim, dugogodiSnjim nekontroliranim
koriStenjem solarija i intenzivnijim suncanjem Zenske populacije ove dobi (10).

Ulogu UV zracenja u razvoju BCC-a potkrjepljuje ¢injenica niske ucestalosti ove
bolesti u etnickih skupina tamnije pigmentirane koZe, kod kojih je ucestalost nastanka BCC-a
19 puta manja nego u bijelaca, zbog veceg stvaranja epidermalnog melanina, koji doprinosi
vecoj fotozastiti koze (11, 12).

Rizi¢ni ¢imbenici za razvoj BCC-a ukljucuju odredene fenotipske karakteristike, kao
Sto su svijetli tip koze (tip I ili II po Fitzpatricku), svijetle o¢i, suncane opekline u djetinjstvu,
imunosupresija, sjevernoeuropsko porijeklo, obiteljska anamneza o tumorima koze 1 izlaganju
UV zraenju, iako o potonjem postoje podvojena misljenja i stavovi (13, 14).

Dugotrajno, ili pak povremeno, ali intenzivno izlaganje UV zrakama dovodi do sve
ceS¢e pojave BCC-a medu vrlo mladim osobama. Takoder, znafajan je utjecaj razlicitih
medija na mlade, koji istiCu 1 poticu modni stav da osun¢ana, potamnjena koza izgleda lijepo,
mladoliko 1 ,,zdravo®, §to doprinosi sve ¢eS¢em nekontroliranom koriStenju umjetnih izvora
svjetla u vrlo mladih osoba (mladih od 18 godina Zivota) tijekom cijele godine, a samim tim 1
daljnjem porastu incidencije BCC-a. Ovaj trend takoder poticu i promjene u prirodi kao §to je
smanjenje ili gubitak ozonskog sloja u atmosferi, koji je odgovoran za ograni¢avanje prolaza
karcinogenih UVB 1 UVC zraka, §to dodatno potice daljnji porast prevalencije BCC-a Sirom
svijeta. U literaturi se navodi podatak da je Zivotni rizik za razvoj bazocelularnog karcinoma u

bijelaca oko 30% (8, 15, 16).



Bazocelularni karcinom nalazimo naj¢eS¢e u populacije starije od 60 godina starosti,
svijetle boje koze. Rizik nastanka novog bazocelularnog karcinoma u bolesnika koji ga je ve¢
imao je oko 44% tijekom tri godine (17, 18).

Bolesnici koji razviju BCC na trupu imaju povecan rizik za razvoj viSe novih BCC

tumora, a ti tumori imaju osobinu da brze rastu (19).

1.3. EPIDEMIOLOGIJA

Godis$nje se u SAD-u dijagnosticira vise od 2.000.000 novih nemelanomskih tumora koZze, od
¢ega 80% otpada na bazocelularni karcinom (5, 6, 20).

Potrebno je napomenuti vaznost edukacije javnosti o ranom prepoznavanju tumora
koze, Sto doprinosi primjeni sve veceg broja rutinskih biopsija suspektnih promjena. Ovi
tumori predstavljaju znacajan javnozdravstveni problem, ne samo sa stajaliSta ocuvanja
zdravlja u bolesnika, nego i opcenito zbog stalnog porasta troSkova bolni¢kog lijecenja

ovakvih promjena (17, 18).

1.4. PATOGENEZA

Razvoj 1 nastanak bazocelularnog karcinoma ovisi o nekoliko ¢imbenika, kao Sto su naslijede
fototipa koze (tip kozZe I 1 II), kao 1 kumulativna doza UV svjetla, primljena tijekom Zivota —
poglavito UVB (315-280 nm valne duljine). Najcesce su to osobe koje su u djetinjstvu 1/ili
adolescenciji imale nekoliko puta suncane opekline drugog stupnja. Sa svakim novim
izlaganjem UV zrafenju dolazi do pogorSanja postojece promjene, Sto uz starenje koze vodi
progresiji promjene. Ovim putem dolazi do oSte¢enja funkcije deoksiribonukelinske kiseline
(DNK) u kontroli stani¢nog rasta i diobe, §to kod nekih slucajeva dovodi do razvoja
karcinoma (21).

Karakteristi¢no je vrijeme latencije od oko 20 do 50 godina izmedu vremena oSte¢enja
koze UV zracenjem i klinicke pojave BCC-a. lako se izlaganje UV svjetlu smatra glavnim
¢imbenikom razvoja BCC-a, nastanak samog tumora je mnogo kompleksniji, ¢emu ide u
prilog i ¢injenica da se oko 20% BCC-a javlja na dijelovima tijela koji su zasti¢eni od sunc¢eva
svjetla (22).

Smatra se da je rije¢ o kompleksnoj interakciji izmedu trajanja i1 ucestalosti izlaganja

UV svjetlu i specifi¢nih polimorfnih gena. Kumulativna doza primljenog UV zraCenja tijekom



Zivota, narocito tijekom djetinjstva i adolescencije, kao 1 nacin izlaganja, kriti¢ni su faktori za
razvoj tumora (22, 23).

Ostali ¢imbenici rizika su muski spol, plava ili crvena boja kose, starija zivotna dob,
dugotrajno izlaganje UV svjetlu bez ucinkovite zastite, ioniziraju¢e zracenje (u dozama nizim
od 450 rada koje se do 1950. godine koristilo u lijecenju pojacane dlakavosti, akne 1 gljivicnih
infekcija), kemijski karcinogeni, kao S§to su arsen (zagadena pitka voda, lijekovi koriSteni za
lijeCenje astme i psorijaze — kalijev arsenit, pesticidi, industrijske potrebe), ugljen, parafin i
katrani, neki tipovi industrijskih ulja, stari oziljci kao komplikacije nakon opeklina, zracenja
ili cijepljenja, fotokemoterapija s oralnim metoksalenom (psoralenom) 1 konacno
imunosupresija (povec¢ana ucestalost pojavljivanja BCC-a u transplantiranih bolesnika).
Imunosupresivno lijecenje, dob zivota u vrijeme transplantacije, muski spol, tip koze II i
utjecaj okoliSa, kao §to je UV zraenje, glavni su ¢imbenici rizika u razvoju nemelanomskih
tumora kozZe u osoba s transplantiranim organima. U transplantiranih bolesnika, BCC se javlja
u ranijoj dobi, ¢eS¢e ga nalazimo na trupu i udovima te je ¢es$¢i povrsinsko-sireéi tip BCC-a
(16, 24, 25).

Neki autori navode mogucu povezanost stvaranja BCC-a s infekcijom onkogenim
tipovima HPV virusa, pusenjem ili tetoviranjem kozZe (26, 27, 28).

Smatra se da 5-20% sebacealnih madeza moze prije¢i u BCC, najceS¢e nakon
puberteta (29).

Cini se da povremeno, ali intenzivno izlaganje UV svjetlu s posljedi¢nim opeklinama
tijekom djetinjstva, moze biti isto tako vazan etioloski ¢imbenik. Oko 20% BCC-a pojavljuje
se na kozi koja je zaSticena od UV zrafenja, a oko tre¢ina na mjestima koja su slabije

obasjana UV zrakama (1, 5, 30).

1.5. HISTOGENEZA 1 MOLEKULARNA GENETIKA NASTANKA BCC-a

Postoje brojna klinicka istrazivanja koja predlazu mjesto nastanka i podrijetlo stanica BCC-a.
One ukljucuju interfolikularne stanice bazalnog sloja epidermisa, stanice bazalnog sloja
epidermisa, infundibularnog dijela i vanjske ovojnice dlacnog folikula ili Zlijezda lojnica,
primordijalne epitelne mati¢ne stanice, pluripotentne epitelne stanice bazalnog sloja koje su
prisutne tijekom cijelog Zivota, stanice pilosebacealne jedinice 1 stanice ostalih adneksalnih
struktura.

Histopatoloski, smatra se da vefina BCC-a potjeCe iz stanica bazalnog sloja

epidermisa i dla¢nih folikula. Pinkus je jo§ 1953. predlozio da bazocelularni karcinom i



spinocelularni karcinom potjecu iz iste pluripotentne epitelne stanice, a da drugi faktori, kao
Sto su interakcije molekula u stromi, odreduju vrstu tumora koze koji ¢e se razviti (31).

Podijeljenosti u misljenju objasnjavaju se s razli¢itim histoloSkim podtipovima BCC-a
(32).

Izlaganje razli¢itim dozama i razli¢itim valnim duljinama UV zraCenja djeluje na
razliCite stanice. Osnovne ciljne molekule UV zracenja za poticanje nastanka BCC-a su p53
gen 1 patched gen (PTCH). Na molekularnom nivou u otprilike oko 56% BCC-a nalaze se
mutacije p53 tumor supresor gena, koje su usko vezane za djelovanje UVB zracenja. Mutacija
p53 dovodi do sprjecavanja odumiranja stanica oSte¢enih UV zracenjem S§to omogucava rast i
bujanje mutiranog klona (33).

UV zracenje dopire do epidermalnog sloja stanica gdje su smjeStene prekursorske
stanice BCC-a. Deoksiribonukleinska kiselina (DNK) u stanici apsorbira UV zracenje, §to
poti¢e promjene na nekim genima unutar ovih stanica. Najznacajnije promjene odvijaju se na
tumor supresor genima, od kojih su najvazniji p53 i PTCH gen. Inaktivacija ovih gena dovodi
stani¢ne proliferacije. Alteracije molekule DNK dogadaju se ve¢inom na susjednim
pirimidinskim bazama, $to uvjetuje stvaranje fotoprodukata: dimera pirimidinskih baza (C-T,
CC-TT zamjena baze na dipirimidinskim mjestima) (6, 34). One djeluju mutageno na
umnozavanje stanice i smatraju se ciljnim mjestom Stetnog djelovanja UV zrafenja. U
uobicajenim uvjetima sustav popravljanja oSteCene DNK strogo je kontroliran enzimskim
sustavom uklanjanja, tj. izrezivanja oStecenog dijela molekule DNK. OSte¢ena funkcija ovog
sustava popravljanja vodi stvaranju sporadi¢nih mutacija ili genskim bolestima, kao Sto je
Xeroderma pigmentosum, jer omogucuje mutacijama da traju i poticu stvaranje tumora koze

(35, 36).

1.5.1. GEN p53

Najznacajnije mutacije odvijaju se na p53 genu, koji je smjeSten na kromosomu 17. Njegov
produkt je bjelancevina P53 koja regulira stani¢ni ciklus. Ona se smatra ,,Cuvarom genoma‘
jer §titi ocuvanost DNK od utjecaja oksidativnog stresa, pogotovo zracenja. Zastita se postize
pomocu signalnih puteva, koji reguliraju stani¢ni ciklus, DNK popravak i programiranu smrt
stanice. Sposobnost p53 da potakne apoptozu stanice, putem transaktivacije ciljnih gena je
kriticno za njegovu funkciju tumor supresor gena. p53 gen kodira fosfoprotein koji je
ukljucen u kontrolu stani¢nog ciklusa i odrzavanje stabilnosti kromosoma. Kao odgovor na

oSte¢enje stanice, kao §to je oSteCenje DNK prilikom nezaSti¢enog izlaganja suncevom



svjetlu, p53 je aktiviran putem fosforilacije. Op¢enito moze se re¢i ako je sadrzaj bjelancevine
koja kodira gen p53 nizak ili umjeren, stani¢ni ciklus ¢e uéi u fazu mirovanja da se dozvoli
obnova oste¢ene DNK. No, kada su vrijednosti bjelanCevine P53 visoke, pokreée se
mehanizam programirane stani¢ne smrti. U normalnoj kozi ,, wild type* p53 nije moguce
identificirati, medutim prepoznaje se nakon dvosatnog izlaganja UV svjetlu, s najve¢om
vrijedno$¢u nakon 24, odnosno 36 sati izlaganja. Mutacije na ovom genu znacajne su za
razvoj viSe od pola svih oblika zlo¢udnih tumora u ljudi (20, 36, 37).

Gen p53 takoder regulira izraZzajnost antiapoptoticke bjelancevine Bcl-2, koja potice
prezivljavanje stanice, bez poticanja proliferacije pa je znak dobre prognoze klinickog
ponasanja BCC-a. Agresivniji oblici BCC-a imaju nisku vrijednost Bcl-2 bjelancevine (37,

38).

1.5.2. PATCHED GEN (PTCH)

Mutacije na PTCH genu imaju znacajnu ulogu u razvoju BCC-a. Ovaj gen je smjeSten na
kromosomu 9¢22.3. Njegova uloga je kocenje aktivnosti gena koji poticu stanicni ciklus 1
diferencijaciju, kao Sto je ,, Hedgehog* gen (Hh). Brojne molekularne i genetske studije su
pokazale da gotovo ve¢ina BCC-a sadrzi genetski poremecaj u ,,Hedgehog* signalnom putu,
poticu¢i aberacijski put aktivacije 1 nekontrolirane stani¢ne proliferacije bazalnih stanica.
,Hedgehog* signalni put je kriticni element koji regulira i stani¢ni rast 1 diferencijaciju stanica
tijekom embrionalnog razvoja. On djeluje u odgovaraju¢im vremenskim i prostornim
uvjetima, kako bi omogucio tkivima u razvoju, da postignu odgovarajucu veli¢inu, mjesto i
stani¢ni sadrzaj. U kozi je, u regulaciji razvoja folikula dlake 1 lojnih Zlijezda, vazan ¢imbenik
Hh signalni put. Ovaj put primarno je bio otkriven na vinskoj muSici Drosophila
melanogaster. Mutacija pojedinacnog Hh gena u ovih musSica, uvjetovala je porast embrija
vinske musice, koji je bio pokriven bodljicama, §to mu je dalo naziv ,,Hedgehog*, odnosno u
prijevodu ,,jez*“. Hh bjelancevina je izluceni lipoprotein koji ima tri ortologa: sonic Hh, indian
Hh i desert Hh. Sonic Hh bjelancevina prenosi informaciju putem ,,patched” (PTCH) obitelji
receptora PTCH gena (PTCHI 1 PTCH?2) 1 gli gena (glil, gli2 1 gli3) (20, 39).

PTCH gen oznacava veliku 12-transmembransku glikoproteinsku domenu smjestenu
na stani¢noj membrani, koja koc¢i aktivnost ,,smoothened” (SMO) 7-transmembranskog
G-proteinskog receptora, koji je smjeSten na membrani intracelularnog endosoma. On ¢ini dio
receptorskog kompleksa, ¢ije kocenje inhibira aktivnost Hh signalnog puta. Ovaj kompleks je

receptor za izvanstani¢nu signalnu molekulu ,,Sonic Hedgehog“. U nedostatku signalne



molekule Hh, PCTH 1 koc¢i aktivnost SMO. Ovo kocenje, ne dopusta aktivnost Hh signalnog
puta (Slika 1).

Slika 1. Prikaz normalnog i aberacijskog ,,Hedgehog* signalnog puta (40).
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Pocetak aktivacije po€inje vezanjem Hh liganda za PCTHI, §to oslobada djelovanje
molekule SMO, koja je transmembranska signalna bjelancevina. Signal se zatim prenosi
putem brojnih interaktivnih proteina, koji pridonose aktivnosti gli skupine transkripcijskih
¢imbenika (glioma associated oncogene). Aktivacija ovog puta pridonosi izrazajnosti
specificnih gena koji poticu stani¢nu proliferaciju i diferencijaciju. Poremecaj Hh signalnog
puta ima znacajnu ulogu u patogenezi razvoja razlicitih tumora. Razli¢iti mehanizmi mogu
potaknuti poremecaj Hh signalnog puta.

PCTH je smjesSten na stanicnoj membrani i u nedostatku Hh koci aktivnost SMO.
Kada je Hh put aktiviran vezanjem Hh liganda na PCTH, on je zakocen i uklanja se njegovo
inhibicijsko djelovanje na SMO pa dolazi do njezina otpuStanja. SMO se premjesta iz
unutarstanicnog endosoma na stanicnu membranu, gdje se aktivira i potice aktivnost Gli

bjelancevine, koja je transkripcijski ¢imbenik, iz zakoc¢enog (gliR) u aktivni oblik (gliA). Gli



zatim ulazi u jezgru i potice prepisivanje ciljnih gena. Ukratko, vezani Hh/PTCH kompleks
prenosi se s povrSine stanice u unutrasnjost stanice i tako se destabilizira i razgraduje (Slika
D).

Hh signalni put je znacajno reduciran ili odsutan kod odraslih osoba. Medutim, pod
utjecajem nekih okolnosti ima vaznu ulogu, kao Sto je to kod proliferacije maticnih stanica u
hemopoetskom sustavu, neuralnom sustavu i kod razvoja mlije¢nih zlijezda. Aktivacija
mutacije Hh signalnog puta igra znacajnu ulogu u nastanku pojedinih zlo¢udnih promjena (41,
42).

Vezanje receptora s ligandom dovodi do prostorne promjene u PTCH-u, s
posljedi¢cnom aktivacijom ,,.SMO*“ molekule te se smatra da je aktivacija ,,Hedgehog™
signalnog puta neophodna u patogenezi veéine BCC-a. BCC je tumor koji nastaje ili
mutacijama koje aktiviraju SMO ili inaktiviraju PTCH, uslijed ¢ega dolazi do aktivacije Hh
liganda, a time 1 Hh signalnog puta (43, 44).

Bolje razumijevanje ,,Hedgehog* puta, kao i ponasanja molekula SMO i PTCH,
pomaze Sirenju mogucnosti otkrivanja drugih nacina lijeCenja u uznapredovanim oblicima
BCC-a ili metastatskih BCC-a, otkrivanjem niskomolekularnih inhibitora ovih molekula.
Trenutno, na trziStu je samo jedan inhibitor Hh signalnog puta, vismodegib, za lijeCenje
odraslih s metastatskim BCC-om, koji su recidivirali nakon kirurSkog zahvata ili onih
bolesnika kod kojih kirurski zahvat ili zracenje nisu terapija izbora (45, 46).

Modulacija ovih puteva aktivacije pomocu razliite izraZajnosti pojedinih gena
odreduje glavne klini¢ke 1 histoloske oznake novonastalog zlo¢udnog tumora: smrt stanice —
apoptozu, diferenciranost tumorskih stanica, negativhu 1 pozitivhu regulaciju stani¢nog
ciklusa, vrijednosti Cimbenika rasta, angiogenezu 1 zahvacenost okolnih tkivnih struktura (47,
48).

Mutacije na mati¢nim stanicama uvjetuju promjene PTCH gena i stoga su odgovorne
za nasljedne poremecaje nastanka karcinoma, kao §to je to kod Gorlin Goltz sindroma.
Podrijetlo stanica od kojih nastaje BCC loSije je objaSnjeno nego kod spinocelularnog
karcinoma. Smatra se da BCC potjece od interfolikularnih bazalnih stanica koje zadrzavaju
svoju osnovnu bazalnu morfologiju: od keratinocita u dlacnim folikulima ili od Zlijezda
lojnica.

Razgradnja izvanstani¢nog matriksa oko tumorskih stanica je osnovni korak u procesu
tumorskog zahvacanja tkiva 1 metastaziranja. Obitelj strukturno povezanih metaloproteinaza
(MMP) i njihovih inhibitora, tkivnih inhibitora metaloproteinaza (TIMP), igra znac¢ajnu ulogu

u razgradnji izvanstani¢nog tkiva (49).



Mnogi od ovih histopatoloskih oblika pokazuju promjene koje su prognosticki vazne,
a koreliraju s agresivnijim ponasanjem tumora. U prvom redu, danas se nastoje istraziti
prognosticki pokazatelji koji bi pomogli predvidjeti biolosko ponasanje tumora s obzirom na
sastav 1 prisutnost odredenih enzima u okolini tumora koji sudjeluyju u tzv.
parenhimno-stromalnoj interakciji (1, 50, 51).

Novije studije istrazuju niz stani¢nih i molekularnih pokazatelja kao §to su adhezijske
molekule 1 naroCito matriksne metaloproteinaze koje bi bile odgovorne za ponaSanje i
agresivnost tumora (52, 53, 54).

Daljnja istrazivanja uloge MMP-a u progresiji tumorskih stanica mogu nam pomoc¢i u
boljem razumijevanju supstrata na koje djeluju pojedine MMP, a samim tim i poticanju
dodatnih istrazivanja u svrhu pronalazenja jo§ preciznijeg nacina lijeCenja pojedinih zlo¢udnih

promjena.

1.6. MATRIKSNE METALOPROTEINAZE

U literaturi se navodi podatak iz 1962. godine kad su Gross 1 Lapiere prvi put opisali enzim
koji je bio sposoban razgraditi izvanstani¢ni matriks, tijekom metamorfoze punoglavca u Zabu
(59).

Tijekom metamorfoze, resorbiraju¢i rep punoglavca stvarao je enzim, koji je
omogucio razgradnju kolagena pa je s obzirom na supstrat razgradnje nazvan kolagenaza.

Proteoliticki enzimi koji razgraduju izvanstani¢no tkivo, u fizioloSkim ili patoloskim
procesima, mogu biti podijeljeni u Cetiri podgrupe s obzirom na svoj aminokiselinski kraj 1
sucimbenik koji im je potreban za njihovu kataliti€¢ku aktivnost. To su: cisteinske proteinaze,
asparticne proteaze, serinske proteaze i metaloproteinaze koje sadrze metalni ion na
katalitickom mjestu.

Matriksne metaloproteinaze (MMP) ili matriksini su skupina enzima, o cinku ovisnih
izvanstani¢nih endopeptidaza, ¢ija je enzimska aktivnost izravno usmjerena prema procesima
razvoja normalnih tkiva. Nalazimo ih u svih Zivih organizama. One sudjeluju u reprodukciji,
razvoju fetusa, cijeljenju rana, tkivnoj razgradnji i remodeliranju. U fizioloskim uvjetima
aktivnost MMP-a detaljno je regulirana na podrucju transkripcije, aktivacije prekursora
zimogena, interakcije s posebnim dijelovima izvanstanicne tvari i1 inhibicijom pomocu
unutarnjih (endogenih) inhibitora. Ovi isti enzimi takoder su odgovorni za razgradnju tkiva
kod razli¢itih patoloskih procesa, koji ukljucuju akutne i kroni¢ne upalne reakcije, oStecenje

koze kao posljedicu normalnog (intrinzicnog) procesa starenja koze 1 ubrzanog



(ekstrinzicnog) starenja koze zbog UV zraCenja, kao i za razgradnju vezivnog tkiva tijekom
invazije tumorskih stanica. MMP se izlu€uju ili su vezane na povrsinu stanice uslijed Cega je
njihova kataliticka aktivnost na taj nacin ogranicena membranskim bjelan¢evinama ili
bjelan¢evinama izvanstani¢nog prostora. Dokazano je ,,in vitro®, da MMP mogu razgraditi
sve vazne dijelove izvanstani¢nog tkiva pa, stoga, imaju najznacajniju ulogu kao enzimi koji
poticu razgradnju tkiva prilikom infiltriranja tkiva tumorskim stanicama. One poti¢u tumorski
induciranu angiogenezu, uniStavaju okolno tkivo i bazalne membrane, §to omogucuje daljnje
neograni¢eno Sirenje tumora 1 kona¢no tumorskih presadnica. Povecane vrijednosti
odgovaraju¢ih MMP-a u tkivima, povezane su s klini¢ki lo§ijom prognozom (56, 57).

Njihove zajedni¢ke karakteristike uklju¢uju da se sve MMP sintetiziraju kao
proenzimi u inaktivnom obliku i imaju prisutan ion cinka na aktivhom veznom mjestu
kataliticke domene. Aktivacija latentnog zimogena odvija se u izvanstanicnom prostoru, a
kataliticka domena enzima prepoznaje i razgraduje izvanstani¢ni matriks. Sve su MMP
inhibirane serumskim ili tkivnim inhibitorima.

Obitelj MMP-a ima vise od 25 c¢lanova, od kojih 24 nalazimo u sisavaca. Skupina
MMP-a su proizvod razli¢itih gena. U literaturi se navodi nakupina gena koji odreduju MMP
na kromosomu 11. Na kromosomu 11q21-23 smjeSteno je najmanje osam humanih MMP
gena (MMP-1, -3, -7, -8, -10, -12, -13 i -20). Ostali geni za MMP nalaze se na kromosomima
1,8, 12, 14, 16, 20, 22 (58).

MMP se medusobno razlikuju po gradi te sposobnosti da razgrade to¢no odreden dio
ekstracelularnog matriksa. Medudjelovanje bjelancevina koje izlu€uju tumorske stanice i
osnovnih komponenti izvanstanicnog matriksa ima znacajnu ulogu u invazivnosti tumora.
Izmedu ostalog, matriksne metaloproteinaze sudjeluju u tumorskoj angiogenezi, prijelazu
dobro¢udne promjene u zlo¢udni oblik, rastu tumora i programiranoj smrti stanica i to putem
razgradnje bjelanCevina stanicne membrane 1 razli¢itth komponenti matriksa, kao i
aktivacijom kemokina i ¢imbenika rasta (59).

Matriksne metaloproteinaze olakSavaju invaziju tumorskih stanica i metastaziranje na
barem tri razli¢ita mehanizma. Prvo, djelovanjem proteinaza uklanjaju se fizicke zapreke
invaziji razgradnjom makromolekula izvanstani¢énog matriksa, kao $to su kolageni, laminini 1
proteoglikani. Drugo, MMP imaju sposobnost moduliranja adhezije stanica, jer svojim
pomicanjem stanice moraju biti sposobne stvarati nove veze s okolnim susjednim stanicama. |
na kraju, MMP mogu djelovati na pojedine sastavne dijelove izvanstanicnog prostora ili druge

bjelancevine koje za krajnji cilj imaju, primjerice, pojavu angiogeneze (60).
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Sve MMP sadrze signalni peptid, zatim otprilike 80 aminokiselina dugu prodomenu
dogovorene sekvencije PRCXXPD 1 kataliticku domenu s tri zastiCena histidina, sekvencije
HEXXHXXGXXH, koji vezu cink u aktivnom centru. Dodatno, MMP jo$ imaju razli¢ite
umetke kao Sto je mjesto cijepanja furina, fibronektinu sli¢ne jedinice, prolinom bogate vezne
regije, hemopeksinu sli¢ne C-terminalne domene i membranske umetke.

N-terminalni signalni peptid potiCe sekreciju bjelancevina u endoplazmatski
retikulum, a zatim izvan stanice. Sve MMP imaju prodomenu koja sadrzi dobro zasti¢enu
sekvenciju s cisteinskim ostatkom, koji vezuje kataliticki ion cinka u katalitickoj domeni i
tako odrzava pro-MMP u latentnom, inaktivnom obliku. Kataliticka domena ima sposobnost
razgradnje proteina poput proteinaza. Prolinom bogata vezna regija povezuje kataliticku
domenu na sljede¢u hemopeksinsku domenu, za koju se smatra da posreduje u dodatnim
proteinsko-proteinskim interakcijama sa supstratima i njihovim odgovaraju¢im inhibitorima.
Fibronektin tip II ubacuje se u kataliticku domenu gelatinaze 1 oblikuje proteinsko
medudjelovanje vazno u prepoznavanju supstrata. Transmembranska domena na
C-terminalnom kraju ograni¢ava vezanje nekih MMP, koje se vezuju na vezno mjesto na
stanicnoj membrani i kratke sekvencije (na furinskom mjestu) izmedu prodomene i kataliticke
domene. Ona osigurava i priprema zamjensko mjesto cijepanja za aktivaciju MMP (61).

MMP se izluCuju kao inaktivni zimogeni ili proenzimi iz unutraSnjosti stanice na
povrsinu stanice 1 u izvanstanicni prostor, gdje su sposobne razgraditi 1 izvanstani¢ni matriks 1
proteine koji ne pripadaju istome. Aktivacija se dogada uklanjanjem NH, — terminalnog
propeptida. Medudjelovanje zaSti¢enog cisteina u propeptidu, s katalitiCkim ionom cinka
konacno odreduje kataliticku aktivnost 1 drzi pro-MMP u inaktivnom stanju. Mehanizam koji
je zajednicki za sve MMP zove se ,, cistein switch “ mehanizam (62).

Jednom kada je propeptid uklonjen, ion cinka postaje dostupan za vezanje supstrata
zbog svoje prostorne promjene. Smatra se da je MMP aktivirana proteolitickim uklanjanjem
propeptidne domene. Ovu aktivaciju moZze izazvati cijepanje prodomene proteazama (furin,
ostale MMP, plazmin), redukcija slobodnog tiola oksidansima ili ionima teSkih metala i
disulfida ili alosteri¢na aktivacija zimogena. Kod alostericne aktivacije, cijepanje prodomene
nije neophodno za aktivaciju zimogena. Kidanjem veze iona cinka 1 tiola dolazi do promjene
prostorne strukture zimogena i njegove aktivacije, a da pri tome nema cijepanja prodomene.
Furin je serinska proteaza smjeStena u Golgijevu aparatu. One MMP koje sadrze furinsko
mjesto cijepanja obradene su intracelularno prije izluCivanja. Plazmin, koji se stvara iz
plazminogena, putem djelovanja urokinaza plazminogen aktivatora, moze djelovati na

MMP-1 i MMP-3. U ,jin vitro*“ pokusima, pokazalo se da brojne MMP mogu odcijepiti
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prodomenu neke druge pro-MMP (zimogenog oblika), vodeéi njezinoj aktivaciji.
Pretpostavlja se da to pridonosi zavrsnom proteolitiCkom koraku u stvaranju potpuno aktivnog
enzima (63).

Aktivnost pojedinih MMP-a moze biti in vitro potaknuta interleukinom-1 (IL-1),
interleukinom-6 (IL-6), tumor nekroticnim faktorom o (TNFa), epidermalnim ¢imbenikom
rasta (EGF), ¢imbenikom rasta trombocita (PDGF), ¢imbenikom rasta fibroblasta (FGF) i
tumorskim ¢imbenikom rasta B (TGF-f). Drugi citokini, kao IL-4, IL-10, interferon y (INF v)
1 TGF B mogu u ovisnosti o zahva¢enom stanicnom tipu smanjiti aktivnost MMP (64).

U ljudi su otkrivene 24 razlic¢ite MMP putem kloniranja i sekvencioniranja. Postoji
osam razli€itih strukturnih skupina MMP, koje se zatim na osnovi svoje specifi¢nosti prema
supstratu kojeg razgraduju, kao i funkcije, dijele u daljnjih 6 podskupina: kolagenaze,
gelatinaze, stromelizini i stromelizinu slicne MMP, matrilizini, membranski tip MMP i ostale
MMP (Slika 2). Zajednickim djelovanjem one mogu razgraditi sve poznate proteinske

dijelove izvanstani¢ne tvari (61).

Slika 2. Pojednostavljeni prikaz grade MMP (65).
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Sve MMP imaju slican raspored molekula u domeni. N-terminalni dio MMP sadrzi
signalni peptid, pro-peptid, i kataliticku domenu sa zasticenim ionom cinka. Zasticeni dio
wCistein switch* nalazi se na propeptidu i veze kataliticki ion cinka u zimogenom obliku.
Gelatinaze sadrze tri fibronektinske jedinice za vezanje gelatina. Vezna domena je razlicite
duljine i povezuje N-terminalnu s C-terminalnom hemopeksinskom domenom (koja nedostaje
kod MMP-7). MT-MMP se vezu na povrSinu stanice putem C-terminalnog membranskog
veznog mjesta (65).
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1.6.1. KOLAGENAZE

Kolagenaze (MMP-1, MMP-8, MMP-13) su osnovne sekretorne proteinaze sposobne za
pocetak razgradnje kolagena tipa I, II, III, IV 1 IX 1 igraju znac¢ajnu ulogu u preoblikovanju 1
razgradnji izvanstani¢nog matriksa u razli¢itim situacijama. Fibrilarni kolageni se cijepaju na
specificnom mjestu, da bi proizveli fragmente trostrukih uzvojnica: N-terminalne % i
C-terminalne " fragmente, koji se spontano denaturiraju u gelatin na 37° C. Ove fragmente
hidrolizom dalje razgraduju druge MMP.

Goldberg i suradnici su prvu MMP putem cDNA klonirali i sekvencionirali iz
fibroblasta koze covjeka. Smatra se da je glavni kolagenoliticki enzim stromalnih fibroblasta
(66).

U ,,in vitro* pokusima MMP-1 je izraZena u brojnim normalnim stanicama, kao $to su
keratinociti, fibroblasti, endotelne stanice, monociti, makrofagi, hondrociti i osteoblasti.

Moze se pronadi ,,in vivo™ u brojnim fizioloskim promjenama, koje obuhvacaju
remodeliranje tkiva, kao S§to je embrionalni razvitak, cijeljenje rana, ali isto tako i kod
kroni¢nih koZnih promjena 1 razli€itih vrsta malignih tumora. Razgraduje kolagen, kao i druge
molekule matriksa. Kolagen tip I ¢ini osnovni 1 vec¢inski dio dermisa te se smatra da svojim
djelovanjem MMP-1 znaajno doprinosi invaziji tumorskih stanica razgradnjom ovog
dermalnog kolagena (67, 68).

MMP-1 (intersticijska kolagenaza) je prva otkrivena MMP (54). MMP-1 takoder
razgraduje molekule s povrSine stanice i1 druge supstrate koji ne pripadaju matriksu, kao $to su
antikimotripsin, antitripsin 1 TNFa, tako da predstavlja viSefunkcionalnu bjelancevinu (69).
MMP-1 hidrolizira kolagen tip III brZe nego tip I, dok MMP-8 pokazuje jacu sklonost za tip I
kolagena (70, 71).

MMP-8 (neutrofilna kolagenaza) se sintetizira prilikom sazrijevanja leukocita u
koStanoj srzi, intracelularno je smjeStena u granulama i oslobada se u odgovoru na
izvanstani¢ni podrazaj. Stvara se i putem drugih upalnih stanica: sinovijalnih fibroblasta,
migriraju¢ih keratinocita, hondrocita i tumorskih stanica u spinocelularnom karcinomu.
MMP-8 primarno razgraduje monomere kolagena tipa I 1 II. (72, 73).

MMP-13 (kolagenaza 3) je primarno bila klonirana iz cDNA tumora dojke. Stvara se

kao neaktivni proenzim. Njezinu aktivaciju cijepanjem N-terminalnog propeptida mogu
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potaknuti razli¢ite molekule, koje ukljucuju 1 MMP-2, MMP-3 i MMP-14. MMP-13 cijepa
Siroki spektar supstrata, kao Sto su fibrilarni kolageni i razli¢ite komponente izvanstani¢nog
matriksa, da bi dodatno inaktivirala kemokine i aktivirala pro-transformiraju¢e ¢imbenike
rasta-B3 (TGF-3). MMP-13 razgraduje kolagen tip II, ima jacu gelatinoliti¢ku aktivnost nego
MMP-1 1 ima Siri spektar djelovanja u odnosu na druge kolagenaze. Izrazena je tijekom
razvoja koStanog tkiva ili cijeljenja ozljeda gingive, kao i u patoloskim promjenama u
osteoartriticnoj hrskavici i reumatoidnoj sinovijanoj membrani, kod spinocelularnog
karcinoma, hondrosarkoma i melanoma. Kod zlo¢udnih promjena MMP-13 je izrazena kako u
stromi, tako i u samim tumorskim stanicama (74, 75). MMP-13 razgraduje i hidrolizira

kolagen tip II znatno brze nego MMP-1 ili MMP-8 (76).

1.6.2. GELATINAZE

Gelatinaze (MMP-2 i MMP-9) razgraduju gelatine, kolagen tipa IV, V, VII, X, XI i XIV,
gelatin, elastin, proteoglikane i fibronektin. Imaju znacajnu ulogu u angiogenezi, kao i
tumorskoj invaziji i stvaranju metastaza 1 naj¢es¢e su povezane s loSom prognozom. Cijepaju
laminin 5 koji je neophodan za invaziju 1 metastaziranje.

MMP-2 (72 kDa) sintetiziraju makrofazi, endotel, keratinociti, hondrociti, fibroblasti i
neke tumorske stanice. Sekrecija im je potaknuta lucenjem ¢imbenika rasta (PDGF, FGF) i
nekim od citokina (IL-1, TNF). MMP-2 inhibiraju steroidi i TGF-f3. Takoder su odgovorne za
kona¢nu razgradnju fibrilarnog kolagena, nakon pocetnog cijepanja kolagenazama. Cijepaju
kolagen u dva nejednaka dijela, koji se dalje razgraduju djelovanjem drugih proteinaza.
IzluCuju se kao nektivne pro-forme koje se zatim aktiviraju u izvanstani¢nom prostoru uz
pomo¢ proteinaza i slobodnih kisikovih radikala, a razgraduju pod utjecajem tkivnih
inhibitora MMP-a koje proizvodi vec¢ina stanica mezenhimalnog tkiva (77).

U progresiji tumorskog tkiva, kljuan je gubitak integriteta bazalne membrane pa je
upravo aktivacija MMP-2 vrlo bitna u progresiji tumora (77, 78).

IzraZzajnost MMP-9 (92kDa) nalazi se u neutrofilima, ali je mogu stvarati i keratinociti,
fibroblasti, monociti i alveolarni makrofagi. Cesto je otkrivena kod zlo¢udne promjene
brojnih stanica i povezana je sa stvaranjem tumorskih presadnica. MMP-9 razgraduje bazalnu
membranu 1 denaturira kolagene (gelatine). Smatra se da je supstrat koji poti¢e aktivnost
MMP-9 vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (VEGF) te da MMP-9 sudjeluje u angiogenom

procesu, neophodnom za razvoj tumora u njegovoj ranoj fazi (79, 80).
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1.6.3. MATRILIZINI

Matrilizini (MMP-7 i MMP-26) su skupina najmanjih MMP i obi¢no su izrazene u
zljezdanim epitelnim stanicama, npr. zlijezdama znojnicama. Imaju najSiru aktivnost:
razgraduju proteoglikane, laminin, fibronektin, gelatin, kolagen tipa IV 1 IX, globularne
domene prokolagena I i III i elastin. Aktiviraju neke od kolagenaza i gelatinaza (64).

Matrilizini mogu regulirati stvaranje novih krvnih zila cijepajuéi plazminogen i
stvaraju¢i molekule angiostatina, takoder sudjeluju u razgradnji izvanstani¢nog matriksa kod
osteoartritisa (81, 82).

MMP-7 igra znacajnu ulogu u aktiviranju latentnih oblika drugih MMP-a, poticanju
upale i invazije tumora, kao i poticanju molekula s povrSine stanice, kao §to su prekursor
TNF-a, Fas ligand i E-kaderin (83).

MMP-26 se primarno nakuplja u unutarstani¢nom prostoru i razgraduje kolagen IV,

gelatin i fibrinogen (84).

1.6.4. STROMELIZINI

Stromelizini (MMP-3, MMP-10, MMP-11, MMP-12) su vrlo homologna skupina MMP po
primarnoj gradi 1 specifinosti supstrata. Razgraduju razliCite dijelove izvanstani¢nog
matriksa kao Sto su gelatin, elastini, proteoglikani, laminin, kolagen tip IV i V, fibronektin te
mogu aktivirati kolagenaze putem proteolitickog uklanjanja propeptida. Stromelizin 1
(MMP-3) i stromelizin 2 (MMP-10) su visoko strukturno i funkcionalno povezani: razgraduju
izvanstani¢ni prostor, aktiviraju MMP-9 i oslobadaju cijeli niz molekula s povrSine stanice,
kao Sto su: TGF-B, E-kaderin, L-selektin, HB-EGF, IGFBP-3, IL-1f i TNF-o.

MMP-3 je izrazena u razli¢itim stanicama, kao Sto su keratinociti, fibroblasti i

hondrociti (85).

1.6.5. MEMBRANSKI TIP MMP

Membranski tip MMP (MT-MMP-1, -2, -3, -4, -5 ili MMP-14, -15, -16, -17, -24) su skupina
MMP-a koje su vezane za stani¢nu membranu, a mogu sudjelovati u razgradnji izvanstani¢nih
komponenti, premda je njihova osnovna funkcija aktivacija gelatinaza. Sazrijevanje inaktivnih
oblika MT-MMP, regulirano je unutarstani¢nim, o furinu ovisnim reakcijama. Izvanstani¢no

ih aktivira plazmin.
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MT1-MMP je izraZzena u tumorima pluca, dojki, crijeva, Zeluca, kao i tumorima glave
i vrata. MT1-MMP moze razgraditi fibrilarne kolagene tipa I, II i III, gelatin, proteoglikane,
fibronektin, vitronektin i laminin-1. Tkivni inhibitori MMP-a blokiraju aktivirane MMP (86).

1.6.6. OSTALE MMP

Skupina ostalih MMP-a (MMP-18, -19) ucinjena je na osnovi specifi¢énih strukturnih
karakteristika, kromosomske lokacije 1 nacina djelovanja, a klonirane su iz tkiva dojke.

MMP-19 otkrivena je u brojnim tkivima, kao Sto su posteljica, plu¢a, gusteraca,
jajnici, slezena, crijeva i bazalni keratinociti. MMP-19 razgraduje komponente bazalne
membrane, vezivno tkivo i hrskavicu (87).

MMP-21 je posljednja otkrivena MMP u covjeka, a jedini joj je, za sada, poznati
fizioloski supstrat al antitripsin (88).

MMP-28 (epilizin) se nalazi u nekoliko vrsta tkiva, kao §to su testisi, pluca, srce i
gastrointestinalni sustav. Fizioloski supstrati, regulacija i specifi¢ne stanice koje izlucuju
epilizin jo$ nisu poznate (89).

Matriksne metaloproteinaze imaju znacajnu ulogu u progresiji tumora. Neke novije
studije ukazuju da neke od njih takoder mogu imati zaStitnu ulogu u razli¢itim fazama
progresije karcinoma ili u nekih tipova karcinoma. Sve proteinaze medusobno povezuje
istovjetna struktura glavne domene i njihova povezanost prema skupini specifi¢nih inhibitora
proteinaza. U plazmi, glavni inhibitor proteaza je a2 makroglobulin, dok su u tkivu prisutni
tkivni inhibitori metaloproteinaza (TIMP). Izravna endocitoza takoder je znaCajna u

smanjivanju djelovanja MMP (90).

1.6.7. TKIVNI INHIBITORI MMP

Putem kloniranja i sekvencioniranja izolirane su Cetiri razli¢ite TIMP (TIMP -1, -2, -3, -4). U
covjeka koce aktivnost MMP-a formirajuc¢i Cvrste kovalentne veze s aktivnim mjestom
pojedine MMP. TIMP su bjelancevine koje imaju visestruku funkciju. Osim Sto koce
djelovanje MMP-a, mogu regulirati apoptozu, upalu 1 stani¢nu proliferaciju. One smanjuju ili
pojacavaju aktivnost u ovisnosti o tipu tumora. TIMP-2 je Siroko rasprostranjena u cijelom

organizmu, dok je izrazaj TIMP-1, -3, -4 izravno potaknuta i tkivno specifi¢na. TIMP-1 moze

16



biti otporna na apoptozu, dok TIMP-2 i -3 poti¢u smrt stanice. Neregulirana aktivnost MMPs 1
TIMP uvijek je povezana s patoloskim promjenama (91).

TIMP inhibiraju aktivnost MMP-a, tako da se vezu na kataliticko mjesto ovih enzima
u omjeru 1:1. One takoder imaju N- i C-terminalnu domenu, od kojih svaka ima tri oCuvane
disulfidne veze. N-terminalna domena se savija poput klina, kao samostalna jedinica i ubacuje
se u procjep aktivnog mjesta, na sli¢an nacin kao i supstrat djelovanja (92).

U kontroliranju aktivnosti MMP-a, osim TIMP-a, znacajnu ulogu imaju i drugi
inhibitori, kao $to je a2 makroglobulin. On ima znacajnu ulogu u ireverzibilnom uklanjanju
MMP-a iz tkivnih tekuéina, dok se kompleks o2 makroglobulina i MMP-a uklanja
endocitozom putem makrofaga. MMP su takoder regulirane putem vlastite proteoliticke
inaktivacije i fizickog uklanjanja, tzv. autoproteolizom o kojoj se jo$ uvijek nedovoljno zna.
Dokazano je da endocitoza na povrsini stanice djelotvorno uklanja MMP (93).

Brojna istrazivanja rade se u smislu sinteze sintetickih inhibitora MMP, koji bi
blokirali sintezu MMP-a, medutim klini¢ke studije jo$ uvijek nemaju zadovoljavajuci rezultat
(94, 95).

Invazivne tumorske stanice prodiru kroz podru¢je bazalne membrane koristeci
lamininske i integrinske receptore, kao i1 enzime koji razgraduju bazalnu membranu,
gelatinaze (MMP-2 i MMP-9), koje su tipi€no znacajno povisene u tumora s loSijom
prognozom. Istovremeno TIMP-1 korelira i sa supresijom i s inhibicijom metastaziranja u
eksperimentalnim modelima 1 modelima spontanih metastaza (95, 96).

Glikoprotein s povrSine stanice koji potiCe stvaranje izvanstaniénih MMP-a
(extracellular MMP inducer-EMMPRIN) visoko je izraZzen na povrSini stanica tumora i
stimulira susjedne fibroblaste ili tumorske stanice na stvaranje MMP-a, kao $to su MMP-1, -2,
-3,-9,-141-15 (97).

Takoder je kod BCC-a primijecena blago povecana izraZajnost endotelnog ICAM-1 u
usporedbi s normalnom kozom, dok je izrazajnost endotelnog VCAM-1 i E-selektina bila

niska ili odsutna (98).
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1.7. ADHEZI1JSKE MOLEKULE

Tijekom S§irenja i metastaziranja zlo¢udnih stanica potrebno je razgraditi strukturu bazalne
membrane i prodrijeti u intersticijsku stromu, u krvne 1 limfne Zile i putem krvotoka do¢i do
ciljnih organa, gdje se nastavlja nekontrolirani rast stanica zlo¢udne promjene. Preko 90%
karcinoma kod Covjeka potjeCe iz epitela koji je vezan uz bazalnu membranu. Razaranje
bazalne membrane odreduje malignitet u vecine epitelnih tumora, kao §to su zlo¢udne
promjene koze, dojke, prostate, pluca i bubrega (99).

Gibanje stanica karcinoma regulirano je integrinima, adhezijskim molekulama koje
povezuju medusobno djelovanje stanice i funkcije MMP. Dvije osnovne funkcije integrina su
vezanje stanice za izvanstani¢nu tvar i prenosenje signala iz izvanstani¢ne tvari u stanicu.
Stanica se veze za supstrat pomocu svojih integrina. Novije studije ukazuju na Cinjenicu da
izrazajnost razlicitih stani¢nih adhezijskih molekula moze odrediti invazivnost i metastatski
potencijal tumora. Integrini su skupina molekula na povrSini stanice, koje su vazne u
interakciji stanice sa stromom, a prisutne su kod BCC-a i utjecu na rast tumora. Kod
bazocelularnog karcinoma primijecena je povisena vrijednost a2 1 B1 integrina (100).

Prilikom pomicanja, stanica stvara nove veze s novim supstratom, oslobadajuci se
starog supstrata. Nakon toga, integrinska molekula vrac¢a se u stanicu endocitozom. Stanice
zlo¢udnih tumora mijenjaju izrazajnost integrina prisutnih u nepromijenjenom epitelu, u one
koji olakSavaju invaziju i metastaziranje (a6p4, aVB3, aVB6) (101).

Kaderini (Calcium dependant adhesion molecules) ¢ine veliku obitelj proteina s
povrsine stanice (transmembranskih proteina), od kojih mnogi sudjeluju u adheziji stanica
koja ovisi o kalcijevom ionu, Sto ¢ini znacajnu ulogu kod stvaranja Cvrstih tkiva. Izrazajnost
pojedinih kaderina ¢vrsto korelira sa stvaranjem pojedinih tkivnih struktura i u zrelim tkivima
uvjetuje sli€nost ,,starih® 1 ,, novostvorenih* stanica istog tkiva. Smanjeno stvaranje ili potpuni
nedostatak kaderina dovodi do povecanog nekontroliranog (metastatskog) potencijala
zahvacenih stanica zbog gubitka sposobnosti adhezije tih stanica. Kaderini imaju znacajnu
ulogu tijekom embriogeneze 1 morfogeneze (102).

Ova obitelj adhezijskih molekula dijeli se u dvije osnovne skupine, a to su klasi¢ni
kaderini i dezmosomalni kaderini. Klasi¢ni kaderini dijele se na epitelni tip kaderina (E-CD),
neuralni tip kaderina (N-CD) i placentarni tip kaderina (P-CD). Klasi¢ni kaderini dominiraju u
adherentnom tipu intercelularnih spojeva (101).

Kaderinske molekule jedne vrste uvijek se vezu za kaderinske molekule te iste vrste, a

nikada drugog podtipa. Kaderinske ektodomene sastoje se od ponavljanih sljedova
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aminokiselina od oko 110 jedinki, od kojih svaka odgovara imunoglobulinu — sliénom
proteinskom modulu koji se zove izvanstani¢ni kaderin. Izvan stanice nalazi se vezno mjesto
za ion kalcija. Svojstvo adhezije kaderina ovisi o uklanjanju njegove prodomene (102).

Citoplazmatski dio klasicnog kaderina, koji je dug oko 150 aminokiselina,
najzasti¢eniji je dio ovog proteina.

E-kaderin je adhezijska molekula, koja je transmembranski glikoprotein i posreduje u
medusobnim interakcijama stanica, te stanica s izvanstanicnim matriksom, a djeluje kao
tumor supresor pri invaziji i metastaziranju. Pomoc¢u posredne imunofluorescencije i putem
imunohistokemijskih tehnika bojanja otkriveno je da se E-kaderin nalazi na postrani¢nim i
gornjim povrSinama bazalnih keratinocita 1 oko cijelog keratinocita spinoznog sloja
epidermisa. Pokazalo se da E-kaderin ima zna¢ajnu ulogu u epidermalnoj morfogenezi, dok je
izrazajnost E-kaderina znacajno sniZena tijekom tumorske progresije (105).

Molekula se sastoji od pet kaderinskih jedinica koje tvore izvanstani¢énu domenu
(EC1-ECS), jedne transmembranske domene i jedne unutarstani¢ne domene koja veze p120
katenin 1 beta katenin. Unutarstanicna domena sadrzi fosforiliziranu regiju koja je vazno
vezno mjesto za beta katenin, a time 1 funkciju E kaderina. Njegova funkcija je izgubljena u
ve¢ine epitelnih karcinoma, tako da smanjena izrazajnost E-kaderina ili gubitak njegove
funkcije korelira sa slabo diferenciranim primarnim tumorima i uznapredovalim stadijem
tumora, kao i1 stvaranjem tumorskih presadnica. Smanjena vrijednost E-kaderina doprinosi
slabijoj medustani¢noj povezanosti u tkivima, §to doprinosi povecanoj stani¢noj pokretljivosti
(Slika 3). Ova promjena dopusta stanicama tumora da produ kroz bazalnu membranu i prodiru

u okolna tkiva (105).

Slika 3. Pojednostavljena struktura E kaderina (106).

fspi 55 ijaz
11 ¢ 2 & 3 ¢ 4 5 AR catenin

A !
Trp'lﬁﬁ | 12 23 a4 4||'ﬁl p.lzucm

Calcium - binding sites

Na Slici 3. prikazana je grada kaderina koji je specifican za epitelne stanice. Pravilno
cijepanje prekursora kaderina je osnova funkcije kaderina. Transmembranska regija dijeli pet
kaderinskih jedinica (EC domene, numerirane) od unutarstanicnog dijela koji sadrzi vezna
mjesta za katenin. Izvanstanicna regija sadrZi Cetiri grupe veznih mjesta za kalcij izmedu
pripadajucih EC domena (Zuti kruzici) (106).
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1.8. OBLICI BAZOCELULARNOG KARCINOMA PREMA KLINICKOJ I
PATOHISTOLOSKOJ SLICI

Klini¢ki, BCC se pojavljuje kao plitka, ¢vrsta, blijeda, blago uzdignuta ili udubljena promjena
s izrazenim transparentnim rubovima boje voska ili bisera, ruZicaste ili crvene boje. Promjena
vrlo ¢esto krvari na najmanju ozljedu. BCC moze imati jednu ili viSe nepravilnih izrazenih
krvnih zila, a ako postoji ulceracija u srediSnjem dijelu, tkivo tumora moze biti pigmentirano,
plavocrne ili smede boje. Promjena raste polako, ne izaziva svrbez i nije bolna na dodir.
Bolesnik obi¢no opisuje promjenu koja ¢esto krvari, koja ne cijeli dulje vremensko razdoblje,
koja u srediSnjem dijelu vlazi ili stvara povremeno krustu, s nepravilnim krvnim zilama na
rubovima i sredi$njim udubljenjem. Vrlo ¢esto ovim tumorima je potrebno i nekoliko mjeseci
ili ¢ak godina da bi postigli veli¢inu od 1 cm u promjeru. Klinicki izgled promjene ovisi o
obliku BCC-a. Klinicki se moZze ocitovati u vidu nodularnog, noduloulcerativnog,
povrsinsko-Sire¢eg, morfeiformnog (sklerozirajuéeg), cisticnog i pigmentiranog oblika (24,
107).

Nodularni BCC je naj€es¢i oblik i opisuje se kao manji oStro ograniceni ¢vor sjajne
povrsine, izraZzenog kapilarnog crteza. NajceS¢e se javlja na licu i vratu. PovrSinsko-Sirec¢i
BCC je plitka promjena, ruzi€asto crvene boje, nepravilnih, neoStro ogranicenih rubova, s
mjestimicnom regresijom. NajceS¢e je smjeSten na trupu. Morfeiformni BCC je blijeda,
indurirana plitka promjena, s ponekad vidljivim teleangiektazijama, koja je najceSce
smjeStena na licu i to na nosu. Cisticni BCC nalikuje nodularnom BCC-u, ali ima izgled
plavkastosive ciste koja, ako se ozlijedi, ponekad ima bistru sekreciju (24, 107, 108).

Kod BCC-a, 10-40% promjena moze pokazivati mijeSani klinicki 1 histoloski oblik, a
takoder moze nalikovati velikom broju razli¢itih klini¢ki dobro¢udnih promjena, kao Sto su
aktinicke keratoze, keratoakantom te hordeolum, halacion ili hidrocistom, ukoliko je
promjena smjeStena na vjedama (109).

Bazocelularni karcinomi se naj¢esce nalaze na fotoeksponiranim dijelovima tijela, kao
Sto su glava i vrat. Oko 70% BCC-a javlja se na glavi i vratu, 25% na trupu, a manje od 5%
BCC-a nalazimo na rukama, nogama, penisu, vulvi i perianalnoj kozi (7, 14).

BCC lica naj¢esc¢e je smjesten na podrucju nosa, ali su takoder vrlo ¢esto smjeSteni na
kozi Cela, periorbitalnom podruc¢ju i uSkama. Iako su gornji dijelovi Saka intenzivno izloZeni
UV zracenju, BCC se ovdje nalazi relativno rijetko, $to se objaSnjava Cinjenicom da na ovom

podrucju koza ima manji broj pilosebacealnih jedinica.
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Tijek je kroni¢no progresivan s razliCitom dinamikom rasta u smislu duge faze
mirovanja, naizmjeni¢no s fazama rasta. Ako se ne lijeci, zahvaca ne samo kozu, nego i
susjedna tkiva (misice, kosti, hrskavicu), ali vrlo rijetko metastazira, u manje od 0,1%
slucajeva (109, 110, 111).

Presadnice BCC-a su vrlo rijetke i naj¢es¢e ih nalazimo u limfnim ¢vorovima i
plu¢ima. U literaturi se takoder navodi perineuralna i intravaskularna invazija. U nekih
slucajeva dolazi i1 do diferencijacije prema spinocelularnom karcinomu (SCC). Agresivna
histoloska slika, koja ukljucuje morfeiformne histoloSke karakteristike, skvamoznu
diferencijaciju i perineuralnu invaziju su znacajni ¢imbenici rizika za stvaranje presadnica (1).

Smjestaj bazocelularnog karcinoma na sredi$njem i postrani¢nim dijelovima lica ili
uSkama, povezan je s agresivnijim klini¢kim tijekom, tezim iskorjenjivanjem tumora i

znacajno ve¢om mogucnos$cu recidiva (Slika 4).

Slika 4. Visokorizi¢na podruéja lica (tzv. regija maske) za razvoj bazocelularnog

karcinoma (112).

Uoceno je da je gustoCa pilosebacealnih us¢a vazna u odredivanju lokalizacije i
pojavnosti BCC-a (1, 20, 51).
Postoji nekoliko razli¢itih nacina klasifikacije BCC-a, a naj¢eSca je prema klinickom

ili histoloSkom izgledu promjena.
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1.8.1. NODULARNI ILI SOLIDNI BAZOCELULARNI KARCINOM

Nodularni BCC je najces¢i oblik i obi¢no izgleda kao okrugla, biserasta papula boje koze,
prozeta teleangiektazijama. Oko 50% svih primarnih BCC tumora spada u ovaj oblik. Kako
promjena raste, u srediSnjem dijelu dolazi do stvaranja ulceracije (noduloulcerativni oblik), a

biserasti rubovi s teleangiektazijama pomazu pri postavljanju klini¢ke dijagnoze (1).

1.8.1.1. PIGMENTIRANI NODULARNI BAZOCELULARNI KARCINOM

Pigmentirani nodularni BCC je rijedak oblik BCC-a, koji ima crnosmedu pigmentaciju pa je
otezana diferencijalna dijagnoza prema malignom melanomu. Neki dijelovi tumora ne sadrze
pigment, nego imaju tipicne uzdignute rubove s teleangiektazijama, Sto olakSava postavljanje
klinicke dijagnoze. Vecina promjena nalazi se na licu, iako ponekad ovakav tip BCC-a
nalazimo i na trupu i udovima. Ako se ne lijjeCe, ovi tumori mogu znacajno narasti,
unistavajuci okolno tkivo, ukljucujuéi vjedu, nos ili uho. Tkivo izgleda kao da je izjedeno od

Stakora, odakle potjece i ime ,,rodent ulcer*.

1.8.1.2. NODULOCISTICNI BAZOCELULARNI KARCINOM

Nodulocisti¢ni oblik je rijedak podtip nodularnog BCC-a i u sredi$njem dijelu ima svijetli ili
plavkastosivi izgled, Sto takoder stvara teSko¢u u diferencijalnoj dijagnozi prema malignom
melanomu. lako promjena polako raste, moZe ostetiti okolne strukture, narocito ako se nalazi

na licu, u blizini vjeda, nosa ili uha.

1.8.1.3. MIKRONODULARNI BAZOCELULARNI KARCINOM

Vazno je spomenuti i mikronodularni tip BCC-a kojeg ima oko 20% od ukupnog broja svih
nodularnih BCC-a. Odvojen je kao posebna podgrupa zbog svoje sklonosti recidiviranju, radi
strukture u obliku neoStro ograni¢enih nakupina, tj. gnijezda malih nodula — naj¢esc¢e oko 0,15

mm u promjeru (113).
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1.8.2. POVRSINSKO-SIRECI  (MULTICENTRICNI) BAZOCELULARNI
KARCINOM

Ovaj tip BCC-a ¢esce se susrece na trupu i udovima, ali se takoder moze vidjeti 1 na podrucju
lica ili vrata. Zastupljen je u oko 15% svih BCC tumora (114).

Promjena je plitka, Siroka, nepravilnog oblika, ruzicaste ili crvene boje, ponekad
prekrivena ljuskama. Vidljiva su podrucja spontane regresije promjene, s vidljivom atrofijom
ili hipopigmentacijom kozZe. Zbog povecanog stvaranja kolagena, promjena nalikuje oziljku.
Ovaj oblik BCC-a ponekad se naziva 1 multifokalni zbog izgleda prividno normalnog
epidermisa izmedu nakupina tumorskih stanica. Promjer promjene moze biti od nekoliko
milimetara, do nekoliko centimetara, a mogu biti prisutne i mnogostruke lezije. U pocetnoj
fazi promjena se §iri povrSinski, a zatim zahvaca dublje strukture pa dolazi do stvaranja
¢vorova, ulceracije i induracije rubova. Pupanje tumorskih otocica iz epitela dla¢nih folikula
moze objasniti Ceste recidive ovakvih promjena nakon kiretaze, elektrokoagulacije ili

lokalnog lijecenja citostaticima (115).

1.8.3. MORFEIFORMNI BAZOCELULARNI KARCINOM

Morfeiformni oblik BCC-a javlja se rjede, (oko 5% od ukupnog broja BCC-a) i za njega je
tipicno da tumorske stanice poti¢u proliferaciju fibroblasta unutar dermisa, tako da zbog
pojacanog odlaganja kolagenih vlakana (skleroze), promjena klinicki nalikuje na oZiljak.
Odatle joj potjece 1 ime obzirom da nalikuje na lokaliziranu sklerodermu (morfeu). Tumor je
najcesce, blijede, zZuckaste, glatke povrSine i vrlo rijetko ulcerira. Rubovi promjene nisu

klinicki izrazeni, Sto oteZava izvodenje kirurskog zahvata (116).

1.84. BAZOCELULARNI KARCINOM SA SKVAMOZNOM
METAPLAZIJOM (BAZOSKVAMOZNI ILI METATIPICNI KARCINOM)

Ovo je primarno histoloski oblik BCC-a i klinicki je teSko procijeniti o kojem obliku BCC
tumora je rije¢. Bazoskvamozni karcinom je znacajno agresivniji po svom ponasanju, ¢esce
metastazira 1 Cesto recidivira nakon lijeCenja. Recidivirajuéi oblik BCC-a koji prijelazi u
skvamozni oblik ima znacajno agresivniji klinic¢ki tijek. Smatra se da od svih BCC-a ima
ukupno oko 1-2,5% bazoskvamoznih karcinoma, a incidencija metastaziranja ovog oblika

BCC-a je vrlo visoka i iznosi oko 9,7% (1, 117).
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1.8.5. SINDROMI VEZANI UZ BAZOCELULARNI KARCINOM

U vecine bolesnika, bazocelularni tumori pojavljuju se pojedinacno, dok se ceSce
pojavljivanje tumora u nekim obiteljima povezuje s odgovaraju¢im nasljednim sindromima,
kao $to su Gorlin Goltz sindrom (Nevoid basal cell nevus syndrome), Xeroderma
pigmentosum, Bazex sindrom i Rasmussenov sindrom (1, 118, 119).

Gorlin Goltz sindrom moZe nastati spontano ili biti naslijeden kao autosomno
dominantno nasljedivanje. Gen za Gorlin Goltzov sindrom nalazi se na dugom kraku
kromosoma 9 (9q22). Smatra se da je rije¢ o neaktivaciji tumor supresor gena koji je smjeSten
na kromosomu 9. Brojni BCC tumori, a moze biti od jednog do stotinu, javljaju se na
fotoeksponiranim, ali i na dijelovima tijela zaSti¢enima od UV zraCenja. Tumori se obicno
poéinju pojavljivati izmedu puberteta i 35. godine Zivota na licu, trupu i udovima. Cesto su
tumori vrlo agresivni i zahvacaju veéa podrucja lica, pogotovo podrucja oko o€iju i nosa.
Bolesnici mogu imati mentalnu zaostalost, keratociste u ¢eljusti, brojne epidermoidne ciste,
poremecaje kostane grade (kraca Cetvrta i peta metakarpalna kost), malformacije rebara i
kraljesnice, ektopic¢ne kalcifikacije (najées¢e u falksu mozga) i moguénost razvoja brojnih
drugih tumora, kao $to je meduloblastom. Kod Zena se nalaze ovarijski fibromi u 75%
slucajeva, koji, ako se ne lijeCe, mogu prijeci u fibrosarkom (120).

Karakteristicne su jamice na dlanovima 1 stopalima, veli¢ine 1-4 mm, koje mogu biti
povezane s poremecenom proliferacijom bazalnih stanica epidermisa, odnosno nedostatkom
keratina na dnu jamica. Gubitak alela ili neaktivacija gena odgovorna je za sporadi¢nu pojavu
ovoga sindroma.

Bazex sindrom se javlja kao autosomno dominantno nasljedivanje, koje je vezano za
X kromosom. Cine ga brojni BCC tumori, koje nalazimo najée$c¢e na licu, zatim folikularna
atrofodermija, s proSirenim folikularnim otvorima, koji se opisuju kao ,,ice pick marks*,
hipotrihoza i hipohidroza.

Rombo sindrom se takoder nasljeduje autosomno dominantno, a obiljezavaju ga
vermikularna atrofoderma, milije, hipotrihoza i trihoepiteliomi zajedno s BCC-om, uz
perifernu vazodilataciju (1, 114).

Xeroderma pigmentosum je autosomno recesivna bolest, kod koje postoji genetski
poremecaj uklanjanja oSteCenih nukleotida. Danas se smatra da se Xeroderma pigmentosum
sastoji od nekoliko vrlo slicnih entiteta, od kojih je svaki povezan s fotoosjetljivoscu,
preranim fotostarenjem koze i znacajnoj sklonosti razvoja prekanceroza i tumora koze.

Vecina bolesnika pokazuje preosjetljivost kod izlaganja suncu, ve¢ u prvoj ili drugoj godini
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Zivota, a tumori koze se pocCinju razvijati oko desete godine Zivota. Kod tih bolesnika ¢esto jo§

postoje brojna oStec¢enja oka, fotofobija i gluhoca (1, 20).

1.8.6. HISTOLOSKI IZGLED BAZOCELULARNOG KARCINOMA

BCC su obicno histoloski nediferencirani, ali neki mogu pokazati razli€it stupanj
diferencijacije prema epitelnim strukturama ili adneksima. Ove zlo¢udne promjene potjecu iz
pluripotentnih germinativnih stanica koZe, koje se nalaze u bazalnom sloju epidermisa ili
epitelnih struktura adneksa. Dva osnovna ¢imbenika koji utjecu na histoloski prikaz BCC-a su
sposobnost njegovih stanica da se diferenciraju i proliferiraju, i odgovora strome, koja je
potaknuta epitelnim komponentama. Diferencijacija zlo¢udnih stanica BCC-a moze biti
razli¢ita, bas§ kao i1 kod normalnih, nepromijenjenih germinativnih bazalnih stanica u
epidermisu embrija pa se mogu razvijati u folikularne, lojne, ekrine ili apokrine strukture.
Izvanstani¢no tkivo, odnosno stroma moze biti mucinozna, edematozna ili fibrozna.

Histoloska slika BCC-a sastoji se od stanica s tamnije obojanim velikim jezgrama i
vidljivim uskim rubom citoplazme, koje su na rubu tumorskih otocica palisadno rasporedene.
Dva vazna cimbenika koji utjeCu na histoloSku sliku BCC-a su diferencijacijski i
proliferacijski potencijal stanica te odgovor strome na upliv epidermisa (1).

Naime, vec¢ je 1 Pinkus prije 40-ak godina pretpostavio da je stroma bitan ¢imbenik za
Sirenje tumora te da su pokuSaji autotransplantacije tumora bez strome bili neuspjesni (31, 50,
51). Mitoticka aktivnost je tipicno umjerena.

BCC ima tri tipi€na nacina rasta: nodularni, povrSinski 1 morfeiformni.

Nodularna varijanta, za razliku od ostalih dviju pokazuje velike histopatoloske

varijacije (solidna, keratoti¢na, cisticna, adenoidna, adamantinoidna i zrnata varijanta) (1).

1.8.6.1. NODULARNI ILI SOLIDNI BAZOCELULARNI KARCINOM

Nodularni ili solidni BCC tvore u prvom redu veliki agregati bazaloidnih stanica, bez
diferencijacije u smjeru adneksalnih struktura. Sve stanice su jednolikog velikog ovalnog
oblika, imaju velike jezgre s diskretnim jezgricama i oskudnom citoplazmom. Rubovi stanica
nisu oStro ograniceni pa je teSko vidjeti medustani¢ne sveze. Stanice na periferiji otoCica
imaju sklonost slagati se u uzduzne redove na bazalnoj membrani s vr§kom koji je usmjeren
prema srediStu otoci¢a. Ovakav raspored stanica poput drvene ograde opisuje se kao

palisadiranje. Mitoze najce$¢e nisu vidljive, a ako postoje, normalnog su izgleda. Velike
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nakupine bazalnih stanica obi¢no pokazuju centralno nekrozu, $to doprinosi stvaranju lakuna,
koje sadrze amorfni debris 1 degenerirane stanice. Tumorske stanice uklopljene su u
fibrovaskularnu stromu. Stroma vezivnog tkiva koja okruzuje tumorske otocice, razmjeStena
je u snopovima 1 Cesto pokazuje mlade fibroblaste koji neposredno prilijezu uz tumor. Gusti

upalni sadrzaj moze se na¢i samo prilikom ulceriranja BCC promjena (Slika 5).

Slika 5. Nodularni bazocelularni karcinom (51).

Kod nodulocisti¢nog tipa BCC-a histoloSka slika je ista, osim $to je u srediSnjem
dijelu prisutna cisti¢na Supljina nastala nakon odumiranja srediSnjeg dijela tumora.

Kod adenoidnog BCC-a vidljivi su nejednoliki otoCi¢i tumorskih stanica utkani u
mrezu vezivnih vlakana, koji su zajedno uklopljeni u mucinoznu stromu, $to mu daje
glandularan ili tubularan izgled. Ponekad otoci¢i tumorskog tkiva pokazuju cistiéne promjene

pa ga nazivamo adenocisticnim BCC-om (1, 51).

1.8.6.2. POVRSINSKO-SIRECI BAZOCELULARNI KARCINOM

PovrSinsko-Sire¢i oblik BCC-a pokazuje vodoravno organizirane pupoljke atipi¢nih bazalnih
stanica u papilarnom dermisu koje su povezane s epidermisom. Nema tracaka koji vode
prema srednjem ili dubokom dermisu, nego je rast tipi¢an povrsinski i centrifugalan. Pupoljci
bazalnih stanica pokazuju tipi¢no palisadiranje perifernih bazalnih stanica, kao i ostali tipovi
BCC-a (Slika 6). Okolna fibrovaskularna stroma je oskudna, uz nakupine limfocita i histiocita

koje okruzuju tumorske nakupine (1, 51).
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Slika 6. Povrsinsko-Sireci bazocelularni karcinom (51).

1.8.6.3. MORFEIFORMNI BAZOCELULARNI KARCINOM

Morfeiformna varijanta pokazuje tracke ili mala gnijezda bazaloidnih stanica uklopljena u
gustu mrezu zadebljanih snopova kolagenih vlakana. Nema karakteristicnog palisadiranja
stanica na bazalnoj membrani, a tracci tumorskih bazaloidnih stanica prodiru duboko u
dermis, $to objaSnjava Cesto recidiviranje ovih tumora zbog nepotpunog uklanjanja tumorskog
tkiva (Slika 7). Neke studije navode da se tracci iz srediSnjeg dijela protezu i do 7 mm u
okolno tkivo (121).

Upalna promjena tkiva je minimalna, a okolna stroma je izrazito fibrozna (51, 122).

Slika 7. Morfeiformni bazocelularni karcinom (51).
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1.8.7. ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA BAZOCELULARNOG
KARCINOMA

Ako BCC promatramo elektronskim mikroskopom, medu nediferenciranim stanicama BCC-a
nalazimo dvije osnovne vrste. Vecina stanica ima veliku jezgru, oskudne mitohondrije 1 zrnati
endoplazmatski retikulum, mnostvo tonofilamenata i istaknute dezmosome. Druge, manje
zastupljene stanice, imaju tamnu zrnastu citoplazmu i1 nepravilne jezgre. Tamniji izgled
citoplazme potjece od velikog broja slobodnih molekula ribonukleinske kiseline (RNK).
Morfoloske karakteristike nediferenciranih BCC stanica sli¢éne su normalnim epidermalnim ili

skvamoznim stanicama (1).

1. 9. PROGNOZA

Losiju prognozu imaju mladi bolesnici (mladi od 35 godina), kao i tumori veé¢i od 3 cm u
promjeru, promjene smjestene na licu, zanemarene ili dugotrajne promjene koje nisu lijecene
5-10 godina, kao i lezije koje su zahvatile dublje podlezece strukture koZe te promjene u
kojima nalazimo perineuralnu 1/ili perivaskularnu invaziju tumora (123).

Presadnice BCC-a su vrlo rijetke; naj¢eS¢a mjesta metastaziranja su regionalni limfni
¢vorovi, a zatim pluca, kosti, koza 1 jetra.

U nekih slu¢ajeva dolazi i do diferencijacije prema spinocelularnom karcinomu (SCC).
Agresivna histoloska slika, koja ukljucuje morfeiformne karakteristike, skvamoznu
diferencijaciju i perineuralnu invaziju je znacajan ¢imbenik rizika za stvaranje presadnica (1).

Tumor obi¢no ima dobru prognozu. Nakon kirur§kog odstranjenja promjene, lijeCenje

se smatra zavrSenim, uz povremene kontrolne preglede.

1.10. LIJECENJE

Kod lijecenja BCC-a potrebno je ukloniti tumor u cijelosti, ocuvati okolno tkivo, kao i1
funkciju mjesta na kojem se tumor nalazi te dobiti Sto bolji kozmetski rezultat.

Lije¢enje BCC-a moZe biti podijeljeno na lijecenje kirurSkim ili nekirur§kim na¢inom.
Kirursko lijeCenje moze biti klasicno odstranjenje tumora u cijelosti (s intraoperativhom ili
postoperativnom histoloSkom procjenom rubova odstranjene promjene) ili unistenje tumora

kiretazom, kauterizacijom, kriokirurgijom ili ugljicnim CO, laserom. Klasi¢an nacin
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kirurskim oblikom lijeCenja ima veliki postotak izljecenja kod nekompliciranih slucajeva
(124).

Tumori koji nisu prikladni za kirurSko odstranjenje, najées¢e na podruc¢jima koze koja
su teSko dostupna, ili kod kojih je kirurSki zahvat kozmetski neprihvatljiv lijece se
nekirurSkim pristupom, kao Sto je zracenje, fotodinamska terapija, lokalna ili sistemska
kemoterapija ili lokalna imunoterapija s imikvimodom ili interferonom. Kod osoba s
Gorlin-Goltz sindromom primjenjuju se sistemski retinoidi (125, 126). Novija istrazivanja
signalnog puta u razvitku bazalioma, rezultirala su sintezom lijeka generickog imena
vismodegib koji blokira Hedgehog signalni put i uspostavlja kontrolu nad tumorskim rastom.
Za sada se pokazao kao dobar terapijski izbor u metastatskom bazaliomu te u bolesnika sa
sindromom bazocelularnog nevusnog sindroma (127).

Odabir izbora lijecenja ovisi o histopatoloskoj dijagnozi BCC-a, tj. je li rije¢ o tzv.
,»Vvisokoriziénom* ili ,,niskorizicnom* obliku BCC-a. Ukratko, tumori koji pokazuju nuklearni
pleomorfizam, poviSen mitoticki indeks, gubitak rubnog palisadiranja, fibrozu strome i
zahvacéenost misi¢nog tkiva klasificirani su kao ,,visokorizi¢ni“. Tu se ubrajaju mjesoviti oblik
BCC-a, infiltrativni, morfeiformni, mikronodularni i bazoskvamozni oblik BCC-a.

Ako tumorska promjena nije rizi¢na, lijeCenje se obi¢no zapocinje uobicajenim
kirurS§kim odstranjenjem tumora, medutim ova metoda je neprihvatljiva kod osoba s ve¢im
brojem tumora. Ako je BCC rizian tumor primjenjuje se Mohsovo mikroskopsko kirur§ko
lijecenje, koje omogucéuje maksimalnu postedu okolnog zdravog tkiva, a time i bolji

kozmetski rezultat.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. 1z laboratorijskog registra prikupljeni su podaci o spolu i dobi ispitanika, kao i razdiobi
tumora po lokalizacijama;

2. primjenom imunohistokemijskog bojanja istraZzena je izraZajnost obojanosti MMP-1,
MMP-2, MMP-9 i MMP-13 u tumorskim stanicama, susjednom epitelu i fibroblastima u
razli¢itim patohistoloskim oblicima BCC-a, u primarnim tumorima i u recidivima kod
istih bolesnika s BCC-om;

3. primjenom imunohistokemijskog bojanja istraZena je izraZajnost obojanosti E-kaderina
u razli¢itim patohistoloskim oblicima BCC-a te u primarnim tumorima i u recidivima
kod istih bolesnika s BCC-om;

4. odredena je povezanost imunohistokemijske izrazajnosti MMP-a i adhezijske molekule
u razli¢itim patohistoloskim oblicima BCC-a i u recidiviraju¢im bazaliomima te su

medusobno usporedeni, uz primjerenu statisticku obradu.

3. HIPOTEZA

Imunohistokemijskim bojanjem nastojale su se pronaci razlike u izrazajnosti obojanosti
razli¢itth MMP-a i E-kaderina medu naj¢eS¢im patohistoloskim oblicima bazocelularnog
karcinoma te medu primarnim i recidivirajué¢im tumorima. Razli¢itost izraZajnosti obojanosti
mogla se ocekivati u morfeiformnom obliku u vidu jafe izrazajnosti MMP-a i slabije
E-kaderina, dok bi recidiviraju¢i BCC mogao imati jau izrazajnost obojanosti u tumoru i

fibroblastima strome.

4. SADRZAJ ISTRAZIVANJA

Ovo je istrazivanje retrospektivnog tipa i provedeno je na materijalu Laboratorija za
dermatolosku patohistologiju Klinike za koZne i spolne bolesti Klini¢kog bolni¢kog centra
(KBC) Split. Uzorci su dobiveni nakon ekscizije tumora u Ambulanti za male zahvate Klinike
za koZne i spolne bolesti KBC-a Split te Klinike za bolesti uha, grla i nosa KBC-a Split.
Potreban broj patohistoloskih tipova izraCunali smo na temelju preliminarnog
pilot-istrazivanja. Racunaju¢i s izrazenoS¢u MMP-a u 60% preparata morfeiformnog oblika
BCC-a, u odnosu na izraZzenost u 20% preparata ostalih formi, uz snagu istrazivanja od 80% i

na razinu znacajnosti od p<0,05, izra¢unali smo da nam je potrebno najmanje po 20 preparata
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po vrsti BCC-a (solidni, cisti¢ni, povrSinsko-$ire¢i 1 morfeiformni BCC). Iz laboratorijskog
protokola prikupljeni su podaci o lokalizaciji i patohistoloskom tipu tumora. Takoder su
istovrsni podaci uzeti i za 20 bolesnika kojima su u operiranom podru¢ju bazaliomi
recidivirali nakon potpune kirurske ekscizije. Uzorci tkiva uklopljenog u parafin obojani su
imunohistokemijskom metodom antitijelima na MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-13 i
E-kaderin.

Primjenom odgovarajuc¢ih statistickih metoda, utvrdena je povezanost izmedu

analiziranih patohistoloskih podataka te podataka o lokalizaciji tumora.

5. ISPITANICI I METODE

U studiju su uklju¢eni materijali dobiveni nakon kirur§kog zahvata BCC tumora otklonjenih u
cijelosti ili probatorne ekscizije kod recidiviraju¢ih tumora dobivenih tijekom rada u Klinici
za kozne i spolne bolesti KBC-a Split te Klinici za bolesti uha, grla i nosa KBC-a Split.
Materijal je analiziran u Laboratoriju za dermatolosku patohistologiju Klinike za kozne i
spolne bolesti KBC-a Split. Iz laboratorijskog registra prikupljeni su podaci o dobi spolu
bolesnika, lokalizaciji tumora te patohistoloSkom obliku tumora: solidni, cisti¢ni,
povrsinsko-Sire¢i te recidiviraju¢i 1 morfeiformni BCC, tzv. ,visokorizi¢ni*“ BCC,
karakterizirani gubitkom palisadiranja, nepravilnim, malim, tumorskim oto¢i¢ima trnastog
oblika i dezmoplasticnom stromom. Recidiviraju¢i BCC dobiveni su nakon kirurSke ekscizije,

a drugi postupci lije¢enja za ovaj oblik tumora nisu koristeni.

5.1. IMUNOHISTOKEMIJSKO BOJANJE

Rezovi tumorskog tkiva, naknadno su obojani primjenom metoda imunohistokemije u
Laboratoriju za imunohistokemiju Klinickog zavoda za patologiju, sudsku medicinu 1
citologiju KBC-a Split.

Parafinski rezovi tumorskog tkiva debljine 4 pm stavljeni su na silanizirana
(,,superfrost plus* (Thermo Scientific, Gerhard Menzel, Njemacka) predmetna stakla 1 osuSeni
na 37° C. Nakon deparafinizacije u ksilolu slijedila je rehidracija kroz alkohole sve nize
koncentracije. Blokada endogene peroksidaze napravljena je s 3% H»O, kroz 30 minuta, a
nakon ispiranja u destiliranoj vodi i kuhanja u puferu (pH=9) kroz 17 minuta u mikrovalnoj
peci snage 700W na temperaturi od 95°C. Inkubacija s primarnim misjim monoklonalnim

MMP-1 antitijelom (sc-21731; (SB) (3B6): Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, SAD)
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prethodno razrijedenim s tvornickim razrjedenjem u koncentraciji 1:10 (S2022 razrjedivac
antitijela; Dako, Glostrup, Danska) primijenjena je kroz 45 minuta, nakon ¢ega su stakla
isprana u PBS-u. Za sekundarno protutijelo koriStena je LSAB metoda (LINK biotinizirano
sekundarno protutijelo, Dako, Glostrup, Danska) kroz 15 minuta, nakon ¢ega su stakla isprana
u PBS-u i 15 minuta tretirana streptavidin peroksidazom. Vizualizacija je sprovedena
primjenom kromogena diaminobezidina (DAB, DAKO, Glostrup, Danska) 1 supstrata (1 kap
kromogena / 1 ml supstrata) koji se inkubirao tijekom 10 minuta i isprao u tekucoj vodi tri
puta, a za kontrastno bojanje koristen je hematoksilin. Nakon dehidracije u alkoholima sve
vecih koncentracija 1 ispiranja ksilolom slijedilo je pokrivanje kanada balzamom u
automatskom poklapacu (DAKO, Glostrup, Danska).

Potpuno isti imunohistokemijski protokol koristen je za primarno monoklonsko misje
protutijelo MMP-2 (5K162; Santa Cruz: sc-71595), MMP-9 (Santa Cruz, 2C3: sc-21733) i
MMP-13 (Santa Cruz; MMO0019-12E10): Santa Cruz-101564) kao S$to je ranije opisan,
prethodno u razrjedenju navedenih antitijela 1:20, 1:75 1 1:20 po redoslijedu nabrajanja.
Primarno protutijelo za otkrivanje E-kaderina bilo je monoklonsko misje protutijelo (M3612,
Dako), prethodno razrijedeno u omjeru 1:100, obradeno po ,,.BenchMark Ultra IHC/ISH
Staining Module” postupku bojanja (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA), i
inkubirano 32 minute.

Kod bojanja na MMP-1 i MMP-2, kao pozitivna kontrola koriSteni su rezovi
posteljice, kod bojanja na MMP-9 kao pozitivna kontrola koriSteno je tkivo adenokarcinoma
crijeva, a za MMP-13 i E-kaderin kao pozitivna kontrola kori$teno je tkivo karcinoma dojke.
Prilikom bojanja, uvijek je ucinjena negativna kontrola, tako da se proveo cijeli postupak
bojanja preparata, ali je izostavljeno primarno protutijelo.

Preparati su pregledani optickim mikroskopom Zeiss Axiostar plus. Pozitivna
imunohistokemijska reakcija na MMP procijenjena je nalazom smede obojanosti. Kod
MMP-1 i MMP-2 ocekuje se obojanost epitela, fibroblasta i strome, kod MMP-9 ocekuje se
obojanost okolne strome, fibroblasta i stani¢ne citoplazme. Kod E-kaderina ocekuje se
obojanost citoplazme i stanicnu membrane.

IzraZzajnost bojanja u navedenim tkivima je analizirana, a  prisutnost

imunohistokemijske reakcije oznac¢ena je kao 0 (negativna) i / (pozitivna).
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6. REZULTATI RADA

Istrazivanjem je obuhvaceno 64 ispitanika medijana zivotne dobi 68,5 godina (35-89 godina)
s bazocelularnim tumorom (BCC) koZe ¢iji su preparati pohranjeni 1990.-2011. godine u
Klinickom bolni¢kom centru Split, Laboratoriju za dermatoloSku patohistologiju Klinike za
kozne i spolne bolesti Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu, a zadovoljavali su svojom
kvalitetom.

Od ukupnog broja ispitanika bilo je 31 (48%) muskaraca medijana Zivotne dobi 70
godina (35-85 god.) i 33 (52%) Zena medijana Zivotne dobi 65 godina (43—89 god.) (Tablica
L.).

Tablica 1. Raspodjela ispitanika po spolu i dobi.

Spol n (%) Dob (god.) / medijan
(min.—maks.)
Muskarci 31 (48) 70 (35-85)
Zene 33(52) 65 (43-89)
Ukupno 64 (100) 68,5 (35-89)

Prema histoloskom tipu od ukupnog broja njih:

15 (23,4%) je imalo solidni BCC;

12 (18,8%) je imalo povrSinsko-$ire¢i bazocelularni karcinom (BCC);
13 (20,3%) je imalo cisti¢ni BCC;

15 (23,4%) je imalo morfeiformni BCC;

9 (14,1%) je imalo recidiviraju¢i BCC (Tablica 2.).
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Tablica 2. Raspodjela ispitanika prema patohistoloskom obliku tumora.

Patohistoloski oblik tumora n (%)
Solidni BCC 15 (23,4)
Povrsinsko-Sire¢i BCC 12 (18,8)
Cisticni BCC 13 (20,3)
Morfeiformni BCC 15 (23,4)
Recidiviraju¢i BCC 9(14,1)
Ukupno 64 (100,0)

Od ukupnog broja bolesnika njih 41 (64%) imalo je tumor na licu, 15 (23%) na ledima
18 (13%) na ostalim mjestima (podrucje vrata, presternalnog podrucja i noge).

Pojavnost tumora za 2,7 puta je veca na licu (podrucje Cela, nosa, donje vjede,
sljepoocnice, uha, obraza i nazolabijalnog podruc¢ja) nego na ledima, a za 5 puta je veca nego

na ostalim lokacijama (podrucje vrata, dekoltea i noge), (¥>=27,5; P<0,001) (Tablica 3.).

Tablica 3. Lokalizacija BCC tumora.

Lokalizacija BCC-a n (%)
Celo 7(10,9)*
Nos 16 (25)*
Donja vjeda 4(6,3)*
Sljepoocnica 3(4,6)*
Uho 4(6,3)*
Obraz 4(6,3)*
Nazolabijalno 3(4,6)*
Vrat 1(1,6)
Leda 15 (23,4)
Presternalno 6 (9.4)
Noge 1(1,6)
*p<0,001

Statisticka obrada rezultata uc¢injena je koriStenjem Fisherova egzaktnog testa. Jacina

povezanosti ispitivanih varijabli procijenjena je izraCunavanjem omjera izgleda (OR ili odds
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ratio) s intervalom pouzdanosti 95%, s kojim smo obradili samo one varijable koje su >
testom pokazale statisticku povezanost s patohistoloskim oblikom tumora.

Multivarijantnom logistickom regresijom uzeli su se u obzir svi ¢imbenici rizika koje
smo ispitivali, a koji su se pokazali statisti¢ki zna¢ajnima (MMP-1, MMP-9, MMP-13 i
E-kaderin) i njihov istovremeni utjecaj na mogucénost razvoja morfeiformnog i recidivirajuceg
BCC-a.

Za potrebe statisticke obrade podataka dobivenih odredivanjem matriksnih
metaloproteinaza MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-13 i E-kaderina, bolesnici su prema
patohistoloSkim tipovima BCC-a svrstani u dvije skupine: Skupina 1 (solidni,

povrsinsko-Sireéi i cisticni BCC) i Skupina 2 (morfeiformni i recidiviraju¢i BCC).
Prisutnost obojanosti preparata oznacili smo kao:

e (0 —negativno (bez obojanosti);

e | — pozitivno (prisutna obojanost).
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MMP-1

U Tablici 4. prikazana je razdioba (broj i postotak) ispitivanih oblika BCC-a prema

izrazajnosti matriksne metaloproteinaze tip 1 (MMP-1) u tumorskom epitelu i stromi.

Tablica 4. Razdioba patohistoloskih oblika bazocelularnog karcinoma (BCC) prema
imunohistokemijskoj izrazajnosti matriksne metaloproteinaze tip 1 (MMP-1) u tumorskom

epitelu i stromi.

Broj (%) uzoraka
Skupina

BCC: solidni,
BCC: morfeiformni,
y povrsinsko-Sireci,
Cimbenik recidivirajuci P*

cisti¢ni
Skupina 2 (n=24)
Skupina 1 (n=40)

Epitelna MMP-1 neg. 38 (59) 18 (28) 0,045
poz. 2 (3) 6* (10)

Stromalna MMP-1 neg. 38 (59) 20 (31) 0,41
poz. 2 (3) 4(7)

Skupina 1: solidni BCC, povrSinsko-Sire¢i BCC, cisti¢ni BCC. Skupina 2: morfeiformni BCC,
recidiviraju¢i BCC, neg.(negativna obojanost), poz. (pozitivna obojanost), *Fisherov egzaktni

test.

Osjetljivost MMP-1 u epitelu jednaka je 6/24 = 25%
Specificnost MMP-1 u epitelu jednaka je 38/40 = 95%

Udio bolesnika s pozitivnim MMP-1 u epitelu u skupini morfeiformnog i
recidiviraju¢eg BCC-a za 5 puta je bio veci nego udio istih u skupini bolesnika sa solidnim,
povrsinsko-Sire¢im 1 cistiénim tipom tumora, §to je statisticki znacajno (Fisherov egzaktni
test: P=0,045).

Nismo dokazali statisti¢ki znacajnu povezanost pozitivnih vrijednosti MMP-1 u stromi

sa skupinama bolesnika (Fisherov egzaktni test: P=0,41) (Tablica 4.).
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MMP-2

U Tablici 5. prikazana je razdioba (broj i postotak) ispitivanih oblika BCC-a prema

izrazajnosti matriksne metaloproteinaze tip 2 (MMP-2) u tumorskom epitelu i stromi.

Tablica 5. Razdioba patohistoloskih oblika bazocelularnog karcinoma (BCC) prema
imunohistokemijskoj izrazajnosti matriksne metaloproteinaze tip 2 (MMP-2) u tumorskom

epitelu i stromi.

Broj (%) uzoraka
Skupina

BCC: solidni,
BCC: morfeiformni,
y povrsinsko-Sireci,
Cimbenik recidivirajuci P*

cisti¢ni
Skupina 2 (n=24)
Skupina 1 (n=40)

Epitelna MMP-2 neg. 30 (47) 17 (26) 0,863
poz. 10 (16) 7(11)

Stromalna MMP-2 neg. 29 (45) 17 (27) 0,865
poz. 11 (17) 7(11)

Skupina 1: solidni BCC, povrs$insko-8Sire¢i BCC, cisti¢ni BCC; Skupina 2: morfeiformni BCC,
recidiviraju¢i BCC, neg. — negativna obojanost, poz. — pozitivha obojanost, * Fisherov

egzaktni test.

Nismo dokazali statisticki znacajnu razdiobu bolesnika prema MMP-2 u epitelu u
odnosu na skupine tipova tumora (Skupina 1: solidni, povrSinsko-Sire¢i 1 cistiéni BCC;
Skupina 2: morfeiformni i recidiviraju¢i BCC), (y2=0,030; P=0,863).

Nismo dokazali statisticki znacajnu razdiobu bolesnika prema MMP-2 u stromi u
odnosu na skupine tipova tumora (Skupina 1: superficijalni, solidni 1 cisticni BCC; Skupina 2:

morfeiformni i recidiviraju¢i BCC), (%2=0,029; P=0,865) (Tablica 5.).
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MMP-9

U Tablici 6. prikazana je razdioba ispitivanih patohistoloskih oblika BCC-a (broj i postotak)

prema izrazajnosti matriksne metaloproteinaze tip 9 (MMP-9) u tumorskom epitelu i stromi.

Tablica 6. Razdioba patohistoloskih oblika bazocelularnog karcinoma (BCC) prema

izrazajnosti matriksne metaloproteinaze tip 9 (MMP-9) u tumorskom epitelu i stromi.

Broj (%) uzoraka
Skupina

BCC: solidni,
BCC: morfeiformni,
y povrsinsko-Sireci,
Cimbenik recidivirajuci P*

cisti¢ni
Skupina 2 (n=24)
Skupina 1 (n=40)

Epitelna MMP-9 neg. 26 (40) 0 (0) 0,001
poz. 14 (22) 24%* (38)

Stromalna MMP-9 neg. 22 (34) 4 (6) 0,008
poz. 18 (28) 20%* (32)

Skupina 1: solidni BCC, povrsinsko-Sire¢i BCC, cisticni BCC; Skupina 2: morfeiformni BCC,
recidiviraju¢i BCC, neg. — negativna obojanost, poz. — pozitivha obojanost, * Fisherov
egzaktni test.

#p< 0,05

Osjetljivost MMP-9 u epitelu jednako je 24/24 = 100%
Specifi¢nost MMP-9 u epitelu jednako je 26/40 = 65%

Osjetljivost MMP-9 u stromi jednako je 20/24 = 83%
Specifi¢nost MMP-9 u stromi jednako je 22/40 = 55%
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Svi uzorci u skupini bolesnika s morfeiformnim 1 recidiviraju¢im BCC-om su imali
izrazenu obojanost tumorskog epitela na MMP-9, Sto se pokazalo statisticki znacajnim
(x2=22,9; P<0,001). U skupini bolesnika sa solidnim, povrsinsko-§ire¢im i cisticnim BCC-om
nalazimo tri puta manje izraZzen pozitivitet u epitelu u usporedbi sa skupinom bolesnika s
morfeiformnim i recidiviraju¢im BCC-om.

Udio bolesnika s negativhom vrijednosti matriksne metaloproteinaze 9 (MMP-9) u
stromi oko tumorskih stanica za tri puta je ve¢i u skupini bolesnika sa solidnim,
povrsinsko-Sire¢im 1 cisticnim oblikom BCC-a, nego u skupini bolesnika s morfeiformnim i
recidiviraju¢im oblikom BCC-a.

U skupini bolesnika sa solidnim, povrsinsko-Sire¢im i cisti¢cnim BCC-om nalazimo tri
puta manje izrazen pozitivitet u stromi u usporedbi sa skupinom bolesnika s morfeiformnim i
recidivirajuéim BCC-om. Udio bolesnika s pozitivnim MMP-9 u stromi za 1,8 puta je veci u
skupini s morfeiformnim 1 recidivirajuéim BCC-om, nego u skupini sa solidnim,

povrsinsko-Sire¢im i cisticnim BCC-om, §to je statisticki znacajno (y2=7,1; P=0,008).
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MMP-13

U Tablici 7. prikazana je razdioba (broj i postotak) ispitivanih oblika BCC-a prema

izrazajnosti matriksne metaloproteinaze tip 13 (MMP-13) u tumorskom epitelu i stromi.

Tablica 7. Razdioba patohistoloskih oblika bazocelularnog karcinoma (BCC) prema

izrazajnosti matriksne metaloproteinaze tip 13 (MMP-13) u tumorskom epitelu i stromi.

Broj (%) uzoraka
Skupina

BCC: solidni,
BCC: morfeiformni,
y povrsinsko-Sireci,
Cimbenik recidivirajuci P*

cisti¢ni
Skupina 2 (n=24)
Skupina 1 (n=40)

Epitelna MMP-13 neg. 32 (50) 19 (33) 0,870
poz. 8 (13) 5(8)

Stromalna MMP-13 neg. 36 (56) 21 (33) 0,108
poz. 4 (6) 309

Skupina 1: solidni BCC, povrsinsko-Sire¢i BCC, cisticni BCC; Skupina 2: morfeiformni BCC,
recidiviraju¢i BCC, neg. — negativna obojanost, poz. — pozitivha obojanost, * Fisherov

egzaktni test.

Osjetljivost MMP-13 u stromi jednako je 8/22 = 36%
Specificnost MMP-13 u stromi jednako je 36/42 = 85%

Nismo dokazali statisticki znacajnu razliku u razdiobi patohistoloSkih tipova prema
izrazajnostt MMP-13 u epitelu i stromi BCC (¥2=0,027; P=0,870).

U stromi tumora sa solidnom, povrSinsko-§ireCcom 1 cisticnom histoloskom slikom
BCC-a nalazi se 2,4 puta ve¢i udio uzoraka s negativnim nalazom MMP-13, nego u skupini s
morfeiformnim i recidivirajuéim BCC-om. Razlika postoji na razini znacajnosti od 90%,

(2=2,58; P=0,108).
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E-kaderin

U Tablici 8. prikazana je razdioba (broj i postotak) ispitivanih oblika BCC-a prema

izrazajnosti E-kaderina u tumorskom epitelu i stromi.

Tablica 8. Razdioba patohistoloskih oblika bazocelularnog karcinoma (BCC) prema

imunohistokemijskoj izrazajnosti E-kaderina u tumorskom epitelu i stromi.

Broj (%) uzoraka
Skupina

BCC: solidni,
BCC: morfeiformni,
y povrsinsko-Sireci,
Cimbenik recidivirajuci P*

cisti¢ni
Skupina 2 (n=24)
Skupina 1 (n=40)

Epitelni E-kaderin neg. 4 (6) 8* (1) 0,047
poz. 24 (3) 6 (10)
Stromalni
neg. 38 (59) 20 (31) 0,865
E-kaderin
poz. 2(3) 4(7)

Skupina 1: solidni BCC, povrsinsko-Sire¢i BCC, cisticni BCC; Skupina 2: morfeiformni BCC,
recidiviraju¢i BCC, neg. — negativna obojanost, poz. — pozitivha obojanost, * Fisherov
egzaktni test.

#p<0,05

Osjetljivost E-kaderina u epitelu jednako je 16/24 = 67%
Specifi¢nost E-kaderina u epitelu jednako je 4/40 =10%

U obradi podataka zbog malog broja ispitanika grupirali smo bolesnike sa solidnim,
povrSinsko-Sire¢im 1 cistiénim histoloskim tipom tumora u jednu skupinu, a bolesnike s
morfeiformnim 1 recidivirajuéim tipom tumora u drugu skupinu i promatrali pojavnost
istrazivanih varijabli u odnosu na tako grupirane bolesnike.

Udio bolesnika s negativnim E-kaderinom u epitelu, za tri puta je veci u skupini

bolesnika s morfeiformnim 1 recidivirajuéim BCC-om, u wusporedbi sa solidnim,
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povrsinsko-Sire¢im 1 cisticnim BCC-om, $to se pokazalo statisticki znacajno (%2=3,94;
P =0,047).

U skupini bolesnika s morfeiformnim i recidivirajuéim BCC-om podjednak je udio
negativnih E-kaderina u stromi, kao i u skupini bolesnika sa solidnim, superficijalnim i
cisticnim BCC-om.

Omjer izgleda (OR ili odds ratio) odredili smo za one varijable koje su s y* testom
pokazale statisticku povezanost s tipom tumora.

Omjer izgleda za nastanak morfeiformnog i recidivirajuéeg BCC-a, u odnosu na
solidni, povrSinsko-8ire¢i i cisticni BCC, bio je za 6,2 puta ve¢i u skupini pozitivnih epitelnih
MMP-1, u odnosu na negativne epitelne MMP-1 u testu univarijantne logisticke regresije. U
testu multivarijantne logisticke regresije omjer izgleda za MMP-1 u kombinaciji s drugim
prediktorima nije bio statisticki znacajan.

Omjer izgleda za nastanak morfeiformnog i recidivirajuéeg BCC-a, u odnosu na
solidni, povrsinsko-Sire¢i i cisticni BCC, za 3,0 puta je veéi kod pozitivnih, nego kod
negativnih epitelnih MMP-9 u testu univarijantne logisticke regresije. Omjer izgleda za
nastanak morfeiformnog i recidiviraju¢eg BCC-a, u odnosu na solidni, povrSinsko-Sireci 1
cisticni BCC za 5,8 puta je veci kod pozitivnih, nego kod negativnih MMP-9 u stromi u testu
univarijantne logisticke regresije.

U testu multivarijantne logisti¢ke regresije omjer izgleda za pozitivan MMP-9 u
epitelu postaje 2,54, Sto je i dalje statisticki znacajno. Za stromalni MMP-13 omjer izgleda za
nastanak morfeiformnog i recidiviraju¢eg BCC-a, u odnosu na solidni, povrSinsko-Sire¢i i
cisticni BCC, za 3,2 puta je veci u skupini pozitivnih stromalnih MMP-13, u odnosu na
negativne u stromi, na razini znacajnosti od 94%, u testu univarijantne logisticke regresije. U
testu multivarijantne logisticke regresije MMP-13 nije se pokazao kao statisti¢ki znacajan
prediktor.

Za E-kaderin, omjer izgleda za nastanak morfeiformnog i recidiviraju¢eg BCC-a, u
odnosu na nastanak solidnog, povrSinsko-Sire¢eg 1 cisticnog BCC-a je 4,5 puta veci za
negativni E-kaderin u tumorskom epitelu, u odnosu na pozitivne E-kaderine u tumorskom
epitelu u testu univarijantne logisticke regresije. On ostaje statisticki znacajan prediktor za
nastanak morfeiformnog i recidiviraju¢eg BCC-a i u testu multivarijantne logisticke regresije

(Tablica 9 i Tablica 10).

42



Tablica 9. Prikaz omjera izgleda (OR) (95% interval pouzdanosti, CI) za nastanak
morfeiformnog i recidiviraju¢eg BCC-a u odnosu na solidni, povrsinsko-Sire¢i i cisticni BCC

za svaki ispitivani prediktor (Cimbenik).

Prediktor RL OR (95% CI) pP*
Epitelna MMP-1 neg. 6,2 (1,1-33,6) 0,036
Stromalna MMP-1 neg. 1,09 (0,985-1,21) 0,097
Epitelna MMP-2 neg. 1,32 (0,73-2,4) 0,354
Stromalna MMP-2 neg 0,909 (0,721-1,75) 0,424
Epitelna MMP-9 neg. 3,0 (1,7-5,4) <0,001
Stromalna MMP-9 neg. 5,8 (1,7-20) 0,005
Epitelna MMP-13 neg. 1,87 (0,842-4,2) 0,124
Stromalna MMP-13 neg. 3,2 (0,95-11) 0,061
Epitelni E-kaderin poz. 4,5 (1,18-17,2) 0,027
Stromalni E-kaderin poz. 1,29 (0,26-6,3) 0,757
OR - omjer izgleda (odds ratio), CI — interval pouzdanosti (confidence interval),

RL — reference level (referentna razina), *univarijantna logisticka regresija.

Rezultati testa univarijantne logisti¢ke regresije: epitelna MMP-1(OR=6,2; P=0,036),
epitelna MMP-9 (ORO03,0; P<0,001), stromalna MMP-9 (OR=5,8; P=0,005) i epitelni
E-kaderin (OR=4,5; P=0,027) bili su znafajno povezani s mogucnoscu nastanka

morfeiformnog i recidiviraju¢eg BCC-a.
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Prikaz rezultata multivarijantne logisticke regresije.

Tablica 10. Prikaz rezultata multivarijantne logisticke regresije za razvoj morfeiformnog i

recidivirajué¢eg tumora u odnosu na razvoj solidnog, povrSinsko-Sireceg i cisticnog BCC-a.

Prediktori RL OR (95% CI) P

Epitelna MMP-1 neg. 1,34 (0,26-6,8) 0,727
Epitelna MMP-9 neg. 2,54 (1,1-6,1) 0,036
Stromalna MMP-9 neg. 0,97 (0,39-2,3) 0,939
Stromalna MMP-13 neg. 1,6 (0,65-3,9) 0,303
Epitelni E-kaderin poz. 6,5 (1,2-35,7) 0,031

RL — referentna razina, OR (95% CI) = omjer izgleda s intervalom pouzdanosti 95%.

Rezultati multivarijantne logisticke regresije: pozitivna epitelna MMP-9 (OR=2,54;
P=0,036) i negativan epitelni E-kaderin (OR=6,5; P=0,031) bili su zna¢ajno povezani s
moguénoscéu razvoja morfeiformnog 1 recidiviraju¢eg BCC-a, uz napomenu da MMP-9 u
epitelu ni kod jednog bolesnika s morfeiformnim i recidivirajuéim BCC-om nije bila
negativna. Multivarijantnom logisticCkom regresijom uzeli su se u obzir svi ¢imbenici rizika
koje smo ispitivali (MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-13 1 E-kaderin) 1 njihov istovremeni
utjecaj na moguénost razvoja morfeiformnog 1 recidivirajuéeg BCC-a. Svi ispitivani

¢imbenici iz Tablica 4., 5., 6., 7. 1 8. bili su koristeni kao prediktori ovog ispitivanja.
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7. RASPRAVA

Najznacajnija osobina bazocelularnog karcinoma (BCC) je da vrlo rijetko metastazira,
medutim lokalno agresivnije ponaSanje tumora, kao i Cesti recidivi tumora nakon provedenog
lije¢enja, znacajno su vec¢i kod morfeiformnog i recidiviraju¢eg oblika BCC-a (1).

Ranije provedene studije pokazale su da je pojacano stvaranje matriksnih
metaloproteinaza (MMP) kod nemelanomskih tumora koze znac¢ajno povezano s tumorskom
progresijom i1 metastaziranjem, dok su niske vrijednosti E-kaderina povezane s loSijom
prognozom tumora opc¢enito (56, 103, 124, 125).

Stanice bazocelularnog karcinoma poticu stvaranje vece kolicine razli¢itih matriksnih
metaloproteinaza i adhezijskih molekula. Veéina aktivnosti ovih molekula ovisi o
medusobnom djelovanju stanica tumorskog tkiva 1 okolne strome. Ranije studije koje su
takoder koristile osjetljiva imunohistokemijska bojanja u smislu otkrivanja prisutnosti i
aktivnosti kolagenoliti¢kih i gelatinoliti¢kih enzima, kao i adhezijskih molekula koje sudjeluju
u razgradnji vezivnog tkiva, jo§ nisu u potpunosti potvrdile koji je od navedenih enzima
najznacajniji u aktivnosti razgradnje kolagena vezanog uz tumorsko tkivo. Smatra se da
izmedu pojedinth MMP postoji medudjelovanje, tako da svaka ima odgovaraju¢u ulogu u
razgradnji specifi¢nih dijelova izvanstani¢nog matriksa, ili poticanju aktivnosti druge MMP. S
druge strane, pojedinacna MMP moze imati razli¢itu ulogu u ovisnosti o vrsti stanice koja je
izluCuje. To znac¢i da ako MMP izlucuje tumorska stanica, ona potice rast tumora, ali ako je
izluCuju stromalne ili upalne stanice moZe imati drugu ulogu, kao $to je regulatorna ili ¢ak
zaStitna uloga u obrani domacina. Tako MMP-9 potice angiogenezu, a ujedno moze i
izlu€ivati angiostatin koji sprjecava istu (61).

U naSem istrazivanju procijenili smo 1 usporedili povezanost razli¢itih patohistoloskih
oblika (solidnog, povrsinsko-Sire¢eg, cisticnog, morfeiformnog 1 recidivirajuceg)
bazocelularnog karcinoma i imunohistokemijske obojanosti MMP-1, MMP-2, MMP-9,
MMP-13 i adhezijske molekule E-kaderina u tumorskim stanicama, stanicama epitela koji se
nalazi neposredno uz tumor i u fibroblastima okolne strome kod pojedinog patohistoloskog
oblika BCC-a.

Klini¢ki znacaj epitelnog u odnosu na stromalni pozitivitet MMP-a, kao i negativitet
E-kaderina, jo§ uvijek nije jasan, a znacajan je jer ¢e nam pomoc¢i u boljem razumijevanju
smanjenog odgovora domacina na utjecaj tumorskog tkiva i ostvarivanju lakSeg prodiranja

tumorskog tkiva u okolinu tumora. To bi omogucilo lakSu procjenu vaznosti pojedine MMP u
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ranoj fazi rasta tumora, tijekom razgradnje izvanstanicnog tkiva i aktivacije faktora rasta, koji

zatim stimuliraju daljnji rast epitelnih tumorskih stanica.

U ispitanika koji su zadovoljili nase istrazivanje, ukupno je bio vec¢i broj zena, nego
muskaraca, medijana zivotne dobi 65 godina.

Od ukupnog broja bolesnika, tumor je kod veéine bio smjeSten na licu (64%) i to
najc¢esce na podrucju koze nosa ili ¢ela, Sto odgovara podacima iz literature o epidemiologiji
mjesta pojavljivanja BCC-a (1,50). Kod nasih ispitanika pojavnost tumora na licu bila je za
pet puta veca nego na podrucju koze vrata, presternalne regije ili nogu.

Udio bolesnika s pozitivnom matriksnom metaloproteinazom-1 (MMP-1) u epitelnim
tumorskim stanicama za pet puta je bio ve¢i u skupini bolesnika s morfeiformnim i
recidivirajuéim oblikom BCC-a nego udio istih u skupini bolesnika sa solidnim,
povrsinsko-Sire¢im 1 cisticnim BCC-om, S§to potvrduje statistiC¢ki znaCajnu povezanost
djelovanja MMP-1 i patohistoloskog oblika BCC-a. Ta ¢injenica korelira i s rezultatima iz
literature te potvrduje da je MMP-1 glavni kolagenoliticki enzim odgovoran za razgradnju
kolagena kod fotooStecene koZe (56). U 9% nasih ispitanika obojanost MMP-1 osobito je bila
naglaSena uz rub tumorskog tkiva. Sli¢ne rezultate navode i Boyd i sur. koji su istrazivali
izrazajnost MMP-1 u bazocelularnih karcinoma u imunosuprimiranih bolesnika gdje su
takoder dobili jacu rubnu izraZajnost obojanosti MMP-1, §to poti€e na zakljucak da je MMP-1
vazna u ranoj fazi rasta tumora zbog razgradnje izvanstani¢nog matriksa i poticanja aktivnih
oblika faktora rasta (Gf), koji onda poticu rast epitelnih tumorskih stanica (128). Smatra se da
nehomogeno nakupljanje MMP uvjetuje prijelaz jednog patohistoloskog oblika BCC-a u
agresivniji patohistoloski oblik tumora, Sto potvrduju podaci iz literature da mnogi tipovi
BCC-a mogu histoloski pokazivati metaplastiéne promjene, koje pri tom koreliraju s
agresivnijim klinickim ponaSanjem tumora (1, 11). NATIONAL COMPREHENSIVE
CANCER NETWORK (NCCN), izdali su smjernice u odabiru visoko rizicnih BCC-a.

To ukljucuje:

- recidivirajude ili djelomi¢no odstranjene BCC-a;

- primarne BCC s klinicki neoStro ograni¢enim rubovima;

- promjene na visoko rizi¢nim podruc¢jima kozZe (poznate kao ,,H* podrucja lica), kao §to
su vjede, nos, usi, nazolabijalni nabori, gornja usna, rub vermiliona, periorbitalno
podrucje, sljepoocnice, preaurikularno i postaurikularno podrucje i vlasiste;

- promjene koje se nalaze na kozmeticki i funkcionalno vaznim mjestima, kao $to su

lice, genitalno, analno ili perianalno podrucje, dlanovi, stopala i podrucje noktiju;
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- tumori s agresivnim klinickim ponasanjem, koji brzo rastu i ve¢i su od 2 cm;

- tumori agresivnog histoloSkog oblika (morfeiformni, metatipi¢ni ili keratinizirajuéi),
perineuralni, infiltrirajuéi ili multicentri¢ni tumori;

- tumori koji nastaju na mjestu ranijeg zracenja;

- tumori kod imunosuprimiranih bolesnika (124).

Rezultati istrazivanja Oh-a i suradnika pokazali su da bi MT1-MMP (membrane
type-1 matrix metalloproteinase) mogao imati vaznu ulogu u patogenezi nastanka
,visokoriziénih® BCC-a (mijeSanog, infiltrativnog, morfeiformnog, mikronodularnog i
bazoskvamoznog oblika BCC-a).

U njihovom istrazivanju, rezultati ukazuju da MTI1-MMP ima kriticnu ulogu u
tumorskom zahvacanju kod ,,visokorizi¢nih®“ BCC-a, jer su i MT1-MMP 1 [B-katenin u
njihovoj studiji bili istovremeno izraZeni na invazivnom rubu visokorizi¢nih BCC-a (129).

Utvrdena pozitivna vrijednost MMP-1 koju smo pronasli u stromi koja je okruzivala
tumorske stanice svih histoloskih oblika BCC-a nije bila statisticki znacajna.

Izrazajnost matriksne metaloproteinaze-2 (MMP-2) u epitelnim tumorskim stanicama,
kao 1 u stromi koja je okruzivala tumorske stanice, ni kod jednog patohistoloSkog oblika
BCC-a (solidni, povrSinsko-Sireci, cistiéni, morfeiformni 1 recidivirajuci) nije bila statisti¢ki
znacajna. O'Grady A. i suradnici, Yucel T. i suradnici, kao i Karahan N. i suradnici dobili su
povecanu izrazajnost MMP-2 u stromi oko tumorskih stanica BCC-a (130, 131, 132).

U naSoj studiji svi uzorci u skupini bolesnika s morfeiformnim 1 recidivirajuéim
BCC-om su imali izrazenu obojanost tumorskog epitela na MMP-9, §to se pokazalo statistic¢ki
znaCajnim (x¥2=22,9; P<0,001). U skupini bolesnika sa solidnim, povrSinsko-Sire¢im 1
cistitnim BCC-om nalazimo tri puta manje izrazen pozitivitet u epitelu u usporedbi sa
skupinom bolesnika s morfeiformnim i recidiviraju¢im BCC-om.

Udio bolesnika s negativnom vrijednosti MMP-9 u stromi oko tumorskih stanica za tri
puta je veci u skupini bolesnika sa solidnim, povrSinsko-Sire¢im 1 cistiénim oblikom BCC-a,
nego u skupini bolesnika s morfeiformnim i recidiviraju¢im oblikom BCC-a. Udio bolesnika s
pozitivnom vrijednosti MMP-9 u stromi koja okruzuje tumorske stanice za 1,8 puta je veci u
skupini s morfeiformnim i recidiviraju¢im BCC-om, nego u skupini bolesnika sa solidnim,
povrsinsko-Sire¢im 1 cisticnim BCC-om, §to potvrduje njezinu vaznost kao glavnog nosioca

kolagenoliticke 1 gelatinoliticke aktivnosti u razgradnji izvanstani¢nog tkiva (Slika 8).
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Slika 8. Rezultati imunohistokemijske reakcije za MMP-9.

Solidni BCC (a) s negativno obojanim tumorskim stanicama (jedna strelica). Zlijezde
lojnice pokazuju intenzivnu obojanost, kao pozitivna kontrolna skupina (dvije strelice).
PovrSinsko-Sire¢ci BCC (b) s negativhom obojano$¢u tumorskih stanica (jedna strelica).
Cistiéni BCC (c) pokazuje negativnu obojanost tumorskih stanica (jedna strelica). Zlijezde
lojnice su opet obojane, kao pozitivna kontrolna skupina (dvije strelice). Morfeiformni BCC
(d) 1 recidiviraju¢i BCC (e) s jakom pozitivnom obojanos¢u tumorskih stanica (dvije strelice).

Mjerilo: 100 um (originalno povecanje 10x).

Novije studije pokazuju da kada fibroblasti iz strome dodu u doticaj s razgradenim
kolagenom, dolazi do promjene njihova fenotipa iz primarno sintetickog (vece stvaranje
prokolagena i niska izrazajnost MMP) u razgradujucéi oblik (smanjeno stvaranje prokolagena i
visoke vrijednosti MMP) (131, 132, 133).

Ova ¢injenica moze znaciti da je uloga MMP-9 kriti¢na za ranu fazu razvoja tumora,
kada se tumor stvara i prelazi u invazivni metastatski oblik, tzv. ,, angiogenic switch“ (80).

Vazno je napomenuti da su u skupini bolesnika s morfeiformnim i recidiviraju¢im oblikom
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BCC-a svi imali pozitivni nalaz MMP-9 u epitelnim stanicama tumorskog tkiva. O'Grady A. i
suradnici dobili su rezultate u kojima znacajno dominiraju vrijednosti MMP-2 i MMP-9 u
stromi oko tumorskih stanica BCC-a, §to objas$njava da vrijednost ovih MMP nije znacajna
samo u razvoju BCC-a, nego imaju znacajnu ulogu i u procesu invazije tumorskih stanica 1
njihove lokalne agresivnosti (130).

Dobivena vrijednost matriksne metaloproteinaze-13 (MMP-13) u epitelnim tumorskim
stanicama s obzirom na sve oblike BCC-a (solidni, povrSinsko-§ireci, cisticni, morfeiformni i
recidivirajuci oblik) nije se pokazala statisti¢ki znacajna, Sto se slaze s rezultatima iz literature
koji takoder navode slabu izrazajnost MMP-13 u epitelnim tumorskim stanicama BCC-a
(57,60). Udio bolesnika s negativnhom vrijednosti MMP-13 u stromi koja okruzuje tumorske
stanice za 2,4 puta je veca u bolesnika sa solidnim, povrSinsko-$ire¢im i cistiénim oblikom
tumora, nego u bolesnika s morfeiformnim i recidiviraju¢im oblikom BCC-a. Razlika postoji
na razini znacajnosti od 90%.

Udio bolesnika s negativnom vrijednosti E-kaderina u epitelnim tumorskim stanicama
za tri puta je veca u skupini bolesnika s morfeiformnim i recidiviraju¢im BCC-om, u odnosu
na udio bolesnika sa solidnim, povrSinsko-Sire¢im 1 cisticnim oblikom BCC-a. U skupini
bolesnika s morfeiformnim i recidiviraju¢im oblikom BCC-a, podjednak je udio negativnih
E-kaderina u stromi koja okruzuje tumorske stanice, kao i u skupini bolesnika sa solidnim,

povrsinsko-Sire¢im 1 cisticnim oblikom BCC-a (Slika 9).
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Slika 9. Rezultati imunohistokemijske reakcije za E-kaderin.

Solidni BCC (a), povrsinsko-$ire¢i BCC (b) i cisticni BCC (c¢) s jakom pozitivnom
obojanos¢u tumorskih stanica (dvije strelice). Morfeiformni BCC (d) s blago pozitivnom
obojanoS¢u tumorskih stanica (dvije strelice). Recidiviraju¢i BCC (e) s negativhom

obojanosc¢u tumorskih stanica (jedna strelica). Mjerilo: 100 um (originalno povecanje 10x).

Ovi rezultati potkrjepljuju podatke iz literature koji navode da su niska izrazajnost
E-kaderina ili njegov potpuni nestanak iz tkiva klju¢ni dogadaj koji doprinosi brZzem rastu
BCC tumora i njegovom lokalnom agresivnijem ponasSanju. Oh i sur. u svom istrazivanju
navode cinjenicu da su nakupljanje nuklearnog beta katenina i gubitak membranskog
E-kaderina znac¢ajno povezani s tumorskom progresijom (105, 129).

U statistickoj procjeni omjera izgleda za nastanak morfeiformnog i recidivirajuéeg
BCC-a, moguénost njihova nastanka je 6,2 puta veca kod pozitivne vrijednosti MMP-1 u
epitelnim tumorskim stanicama, za 3 puta je veca kod pozitivnih MMP-9 u epitelnim

tumorskim stanicama, 5,8 puta je veca kod pozitivnih MMP-9 u stromi koja okruzuje
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tumorske stanice, a 4,5 puta je veca kod negativnih E-kaderina u epitelnim stanicama
tumorskog tkiva.

Multivarijantnom logistiCkom regresijom dobili smo rezultat da je za nastanak
morfeiformnog i recidiviraju¢eg oblika BCC-a vrlo vazna vrijednost pozitivne MMP-9 u
epitelnim tumorskim stanicama, kao i negativan E-kaderin u epitelnim stanicama tumorskog
tkiva.

Uz bolje razumijevanje nacina djelovanja molekula MMP-1, MMP-2, MMP-9,
MMP-13, kao i ostalih MMP u bolesnika s razli¢itim patohistoloSkim oblicima BCC-a,
pridonosimo moguénosti da u buduénosti mozemo ranije predvidjeti agresivno ponasanje
BCC-a. To takoder otvara moguénost brzeg razvoja istrazivanja mogucih novih nacina
lijecenja BCC-a, tj. lijekova koji bi djelovali ciljano inhibitorno na molekule MMP, odnosno
na bilo koju razinu endogenog djelovanja ovih enzima: transkripciju, aktivaciju ili inhibiciju,
a time 1 na prevenciju i lijeenje BCC-a.

Klinicke studije koje su provedene, za sada nisu zadovoljile i donose razocaravajuce
rezultate, tako da bi bududi cilj bio pronaéi idealan inhibitor pojedine MMP, uz §to manje
nuspojava. Medutim, za sada lijeCenje BCC-a putem cjelovitog kirur§kog odstranjenja BCC-a,

uz negativne rubove, ostaje zlatni standard lijecenja svih oblika BCC-a (59, 77).
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8. ZAKLJUCAK

Ovim rezultatima potvrdili smo pretpostavljenu hipotezu da ¢e kod morfeiformnog i
recidiviraju¢eg oblika BCC-a biti izrazena jaca izrazajnost MMP, a slabija izraZajnost
E-kaderina. Jaca izrazajnost MMP-1 i MMP-9 bila je u epitelnim tumorskim stanicama
morfeiformnog i recidivirajuéeg BCC-a, a MMP-9 i MMP-13 u stromi koja okruzuje
tumorske stanice, tj. fibroblastima kod istih patohistoloskih oblika BCC-a, §to doprinosi
objasnjenju vazne uloge MMP-9, kao glavnog gelatinolitickog enzima u razgradnji
izvanstanicnog matriksa. Takoder smo potvrdili da je jafina izrazajnosti E-kaderina u
epitelnim tumorskim stanicama bila slaba ili nikakva kod morfeiformnog i recidivirajuéeg
oblika BCC-a, $to potvrduje agresivniji oblik ponasanja morfeiformnog i recidivirajuéeg
BCC-a, jer nemaju dovoljno izraZzenu aktivnost E-kaderina, koji ima ulogu znacajne tumor
supresor molekule u Sirenju tumorskih stanica (72, 83).

Brojne studije koje proucavaju mehanizam nastanka i1 rasta BCC-a, odnosno
medudjelovanje izmedu tumorskih stanica i1 izvanstanicnog matriksa, donose razliCite
rezultate, tako da je potrebno daljnje proucavanje ponaSanja i medudjelovanja pojedinih
MMP, kao i E-kaderina, kako bi se pomoglo §to boljem razumijevanju njihove patofizioloske
funkcije u rastu 1 agresivnijem ponasanju morfeiformnog i recidiviraju¢eg BCC-a, ali i boljem
razumijevanju i ostalih oblika BCC-a (124, 134, 135). Skupina matriksnih metaloproteinaza
pokazala se odgovornom u remodeliranju tkiva i aktivaciji razliitih supstrata tijekom
prodiranja tumorskog tkiva. Molekularna i geneticka istrazivanja pokazala su da kod gotovo
svih BCC-a postoje znacajni genetski poremecaji u ,,hedgehog* signalnom putu, koji uvjetuje
kao posljedicu promijenjen signalni put, a s tim i nekontroliranu progresiju proliferacije
tumorskog tkiva kod BCC-a. Takve studije znaCajno ¢e doprinijeti boljem razumijevanju
vaznosti uloge pojedine matriksne metaloproteinaze, kao i adhezijske molekule E-kaderina, a
time i u brzem otkrivanju ucinkovitih inhibitora ovih molekula, koji ¢e blokirati njihovo
djelovanje i1 otvoriti nove mogucénosti lijjeCenja tumorskih promjena koje nisu dobro
odgovarale na uobicajene oblike lijecenja.

Daljnja klini¢ka istrazivanja patogeneze nastanka bazocelularnog karcinoma, kao i
moguce inhibicije ,hedgehog® signalnog puta, trebala bi razjasniti ostaje li lijecenje
,»Vvisokoriziénih* bazocelularnih karcinoma 1 dalje primarno kirurSkim putem ili nam se

otvaraju nove mogucnosti lijeCenja s otkrivanjem novih inhibitora ,,hedgehog* signalnog puta.
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SAZETAK

Imunohistokemijski profil bojanja matriksnih metaloproteinaza i E-kaderina u tumorskim
epitelnim i stromalnim stanicama bio je ispitivan u skupini solidnog, povrsinsko-Sireceg i
cisticnog tumora, kao i u skupini morfeiformnog i recidivirajueg bazocelularnog karcinoma
(BCC), s ciljem da se odredi koji od ispitivanih faktora doprinosi rezistenciji tumora na
lijecenje.

Tumorsko tkivo 64 bolesnika dobiveno je odstranjenjem BCC-a u cijelosti kirurSkim
putem ili probatornom ekscizijom. Tkivo je potom bilo imunohistokemijski obojano na
MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-13 i E-kaderin.

Statisticka analiza ukljucila je Fisherov Egzaktni test, dok je nivo znacajnosti bio
procijenjen s raCunanjem omjera izgleda. Statisticka znaCajnost uocena je kod pozitivne
MMP-1 i MMP-9 izrazajnosti u epitelnim tumorskim stanicama. U morfeiformnog i
recidiviraju¢eg BCC-a, MMP-9 izrazajnost bila je znacCajno izrazena u stromi, dok je
izrazajnost E-kaderina bila negativna u epitelnim tumorskim stanicama. Omjer izgleda za
razvoj morfeiformnog i recidiviraju¢eg BCC-a bila je 6,2 za pozitivnu MMP-1 izraZajnost u
epitelnim tumorskim stanicama, 5,8 za pozitivnu MMP-9 izrazajnost u tumorskoj stromi, 3,2
za pozitivnu MMP-13 izrazajnost u tumorskoj stromi i 4,5 za negativnu izrazajnost E-
kaderina u epitelnim tumorskim stanicama.

Nasi rezultati donose da MMP-1 izrazajnost u epitelnim tumorskim stanicama,
MMP-9 izraZajnost u stromalnim tumorskim stanicama i odsutnost E-kaderina mogu

predvidjeti otpornost na lije¢enje morfeiformnog 1 recidiviraju¢eg BCC-a.

Kljucne rijeci: bazocelularni karcinom, MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-13, E-cadherin
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SUMMARY

The immunohistochemical staining of matrix metalloproteinases (MMPs) and E-cadherin in
tumor epithelial and stromal cells was analyzed in a group of solid, superficial spreading and
cystic tumors and in a group of morpheaform and recurrent basal cell carcinomas (BCC) in
order to determine whether any of these factors possibly contribute to tumor therapy resistance.

Tumor tissues of 64 patients were obtained by complete excisional or curettage biopsy
of BCC and these were immunohistochemically stained for MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-
13 and E-cadherin.

In the morpheaform and recurrent BCC, MMP-9 expression significantly increased in
the stroma, while E-cadherin expression was negative in epithelial cells. Odds ratio for
development of morpheatorm and recurrent BCC was 6.2 for positive MMP-1 immunostaining
in epithelial tumor cells, 5.8 for positive MMP-9 immunostaining in tumor stroma, 3.2 for
positive MMP-13 immunostaining in tumor stroma, and 4.5 for negative E-cadherin in
epithelial tumor cells.

Our results suggest that MMP-1 immunostaining in tumor cells, MMP-9 expression in
stromal cells, and absence of E-cadherin expression are associated with morpheaform and

recurrent BCC.

Keywords: Basal cell carcinoma, MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-13, E-cadherin
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