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NASLOV PREDLOZENE TEME

Analiza markera Hedgehog i vitamin D signalnog puta u
Na sluzbenom jeziku bazocelularnom i skvamocelularnom karcinomu koZe

Analysis of the markers of Hedgehog and vitamin D signalling
Na engleskom jeziku pathways in basal cell and squamous cell carcinoma of the skin

ObrazloZenje teme

Bazocelularni (BCC) 1 skvamocelularni (SCC) karcinom koZe pripadaju grupi nemelanomskih
tumora koze (NMSC) 1 predstavljaju najcesc¢e tumore ove grupe (oko 70% NMSC predstavlja
BCC, dok oko 20% NMSC cint SCC). Zbog visoke prevalence i velikog broja pacijenata koji se
javljaju u poodmakloj fazi bolesti, troskovi lijecenja predstavljaju ogroman ckonomski teret kako
za pojedinca, tako 1 za cjelokupan zdravstveni sistem. Najvece poteskoce u lijecenju nastaju u
slucaju kada bolest uznapreduje 1 dode do destrukcije okolnih tkiva, kod recidivantnih i
metastatskih oblika (1,2).

Sa starenjem populacije incidenca je u stalnom porastu. Podaci za period izmedu 2007. i 2017.
godine ukazuju da se incidenca NMSC uvecala za 33%, dostigavsi 7.7 miliona slucajeva Sirom

svijeta (3).
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Prema novoj eptdemioloskoj studiji procjenjuje se da ée broj novooboljelih, kao i smrtnih
slucajeva u periodu od 2020. do 2044. godine porasti za 1.5 puta. Ce$éi su kod muskaraca nego
kod Zena 1t predstavljaju najcesce dijagnostikovane zlocudne tumore u Australiji/Novom

Zelandu. Prema Globocanu, nakon Australije NMSC imaju najveéu prevalenciju u Sjevernoj

Americt t Evropi, gdje spadai1 Crna Gora (4).

Pregled istrazivanja

Analiza molekularnth puteva NMSC je vazna za razumijevanje karcinogeneze, prognoze
oboljenja 1 razvoj potencijalnih terapijskih ciljeva.

I BCC 1 SCC dijele iste prekursorske Celije — keratinocite. Medutim metastatski potencijal im se
nesto razlikuje. BCC ima stopu metastaziranja od samo  0,0028-0.5%. Za SCC stopa
metastaziranja iznost 2-6% 1 raste sa odredenim faktorima visokog rizika.

Podaci o ucestalosti lokalnih recidiva u literaturi su vrlo razliciti, pa tako za BCC ucestalost
iznost od 10% do 67%, dok za kutani skvamocelularni karcinom od 15 do 50%. Na
lokoregionalnu  recidivantnost uticu brojni faktort: imunosupresija, starija Zivotna dob,
lokalizacija, pozitivne margine, perineuralna invazija, dubina invazije, loga diferencijactja tumora,
velicina tumora > 2cm (5, 6, 7).

Sa starenjem populacije sve je veci broj rekurentnih epitelnih tumora i tu se otvara polje za
istrazivanje o potencijalnim novim terapijskim metama za uznapredovale 1 rekurentne epitelne
tumore, koji ¢e imati vise uspjcha u odnosu na postojecu terapiju.

Faktore rizika za razvoj BCC 1 SCC moZemo podijelitt na konstitucionalne (Fitzpatrick fototip
[ 1 11, porodi¢na anamneza, muski pol, starija Zivotna dob, genetsko opterecenje) 1 faktore
spoljadnje sredine (UV radijacija, izlozenost odredenim hemikalijama i dr.) (8).

NajCesci oblict lijecenja su hirurSki tretman, zracenje, topikalna, fotodinamska terapija.
Medutim, u slucajevima rezistentnim na navedene modalitete lijecenija, tj. kod metastatskih,
uznapredovalih 1 recidivantnih oblika razmatra se sistemska terapija (9).

Kada je u pitanju bazocelularni karcinom koZe poznato je da Hedgehog signalni put (u daljem
tekstu: HH) ima ulogu u patogenezi i da preckomjerna aktivacija ovog puta predstavlja
molekularnt mehanizam za razvoj BCC-a. Danas postoje dva odobrena HH inhibitora za
indikactju metastatskog 1 lokalno uznapredovalog BCC-a koji su anti-SMO (engl. Smoothened)
inhibitori: sonidegib 1 vismodegib. Veliki problem ovih ljckova jesu nezeljena dejstva 1 razvoj

rezistencije. Usljed toga tezi se otkrivanju novih terapijskih meta, a prednost se daje dircktnom
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blokiranju Glioma associated oncogene homolog-1 (u daljem teksu: GLI-1) molekula, tako da

ctljanje GLI-1 molekule, kao eventualne mete ¢ini se kljuénom (10, 11).

Kod skvamocelularnog karcinoma koZze, znacaj HH puta nije jo§ uvijek dovoljno razjasnjen. Sve
je veci broj istrazivanja koja teze da ukazu na ulogu aktivacije HH puta. Ono §to je za sada
sigurno jeste da se SCC karakterise prekomjernom ekspresijom receptora epidermalnog faktora
rasta (EGER), 1 danas postoje odobrent anti-EGFR ljekovi (12, 13). Osim toga, SCC cesto
prikazuju aktivactju RAS/MEK/ERK, PI3K/AKT 1 mTOR signalnih puteva. Smatra se da su
PIBK-AKT-mTOR signalni putevi jos jedan klju¢ni nekanonski aktivator GLI-1, §to je do sada
dokazano samo kod karcinoma pankreasa (14). Pretrazujuéi literaturu zakljucuje se da su do

sada studije pokazale normalnu ili umjereno povecanu ekspresiju GLI-1 kod SCC.

Uloga vitamina I u prevenciji raka koZe je jo$ uvijek predmet istraZivanja, ali studije na
zivotinjama tokom protekle decenije pokazale su 1zvjesne rezultate kada je u pitanju uloga
receptora vitamina D (VDR) u prevenciji raka koze (15).

Smatra se da VDR 1ma protektivnu ulogu u karcinogenezi, tj. da djeluje kao tumor-supresor, a
sam vitamin D se smatra inhibitorom HH signalnog puta. Vitamin D; inhibira ckspresiju svih
molekula HH puta u normalnoj kozi. IstraZivanja na Zivotinjama su pokazala da VDR-null
muSevi pokazuju povecanu ekspresiju molekula HH signalnog puta u epidermisu (16).

Teichert AE et al. su eksperimentalno pokazali da misevi sa nedostatkom VDR-a pokazuju
hiperproliferativni odgovor u folikulu dlake 1 epidermisu, prekomjerno eksprimirajuci elemente
HH puta (Shh 2,02 puta, patched-1 1,58 puta, SMO 3,54 puta, Gli 1 1,17 puta) (17).

Vecina tumora koze kod miseva kojima nedostaje VDR sadrzi elemente folikula dlake 1/ili su
bazalnog porekla, a to su zapravo tumori koje karakterise prekomjerna eksprestja HH puta u
keratinocitima. VDR se nalazi u spoljasnjem omota¢u korijena i bazalnom sloju
interfolikularnog epidermisa, pretpostavljenom izvoru za razvoj BCC (17).

Kada su u pitanju maligni tumori koZe, nivo ekspresije VDR-a je najbolje istrazen kod
melanoma. Uocene su znacajne promijene u nivou intenziteta cksprestje VDR-a tokom
progresije melanocitnih tumora, sa smanjenim nivoima nuklearnog i citoplazmatskog VDR u
korelaciji sa progresijom tumora, tj. sa najvisim nivoima VDR-a u normalnoj kozi 1 uobicajenim
melanocitnim nevusima, 1 najnizim nivoima VDR u naprednim 1 metastatskim melanomima.
Nizak nivo ili nedostatak ckspresije VDR-a, takode, je pozitivno korelirao sa losim

prognostickim markerima melanoma i losijim ishodom bolesti (18, 19).
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Paolino G et al. (2017) su objavili studiju koja je istraZivala ckspresiju VDR-a kod pacijenata
oboljelih od melanoma u odnosu na fotocksponiranost dijela tijela na kojem se javio primarni
melanom. Zakljucili su da VDR ckspresija opada iduci od melanoma na nefotocksponiranim
djelovima  tijela  (tabani, gluteus, skrotum, palmama strana saka), preko povremeno
fotoeksponiranih (trup, ekstremiteti) do melanoma na fotoeksponiranim djelovima tijela,
odnosno djelovima tijela kojt su najvise izloZzeni dejstvu suncevih zraka (lice, skalp, vrat, dorzalne

strane Saka) (20).

Do sada je uraden manji broj studija kada je u pitanju ekspresija VDR u bazocelularnom, a jos
manji broj kada je u pitanju ekspresija ovog receptora u SCC. Ocanha-Xavier P et al (2022) su
objavili studiju u kojoj su pokazali jasan obrazac pozitivnosti VDR-a u kontrolnoj grupi (zdravi);
85,5% je bilo VDR-pozitivno, locirano prvenstveno u jedru 1 citoplazmi. U BCC grupi je 50,5%
bilo VDR pozitivnih, prvenstveno u citoplazmi, a u grupi oboljelih od SCC 90,6% je bilo VDR-

negativno. (21)

Klasifikacija bazocelularnog i skvamocelularnog karcinoma koZe

WHO je 2006. godine u Lionu predlozila podjelu BCC-a na lon-risk (niskoriziéni) 1 hioh-risk
(visokorizicnt) u odnosu na obrazac rasta 1 agresivni potencijal. Predstavljeni su brojni vodici
kojt teze da postignu konsenzus u vrlo neuniformnoj klasifikaciji BCC-a. Medutim, prema
vodicu iz 2022. godine objavljenom u Jorrnal of Enropean Academy of Dermatology and V'enereolggy,
Fernandes-Figueras et al. su predlozili sljedecu histopatolosku podjelu koja je klinicki relevantna:
nodularni,  superticijalni, infundibulo-cistiéni,  fibroepitelni  (Pinkus),  bazoskvamozni,
sarkomatoidni 1 infiltrativni (tri Cisto infiltrativna oblika su ujedinjena u jednu grupu, a to su:
infiltrativni, sklerozni i mikronodularni). (23)

Skvamocelularni karcinom mozemo podijeliti na in situ (aktini¢na keratoza i Morbus Bowen) i
na invazivni SCC. Ovo istrazivanje se bavi invazivnim oblicima SCC.

Kutant SCC mozemo takode podijeliti u odnosu na $anse za recidiv i metastaze na low-risk 1
high-risk. Diferentovanje skvamocelularnog karcinoma koZe ogleda se u keratinizaciji. Tako
stepen maligniteta zavisi od odnosa diferentovanih 1 nediferentovanih éelija, vazno je
napomenutt da bitnu ulogu ima 1 veli¢ina i debljina tumora, invazija subkutisa, kao i

perineuralna/limfovaskularna invazija (24).
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Cilj i hipoteze

Ciljevt doktorskog istraZivanja su:

1. Utvrditt imunohistohemijsku ekspresiju GLI-1 (Glioma-assocciated oncogene 1) u
bazocelularnom 1 skvamocelularnom karcinomu koze

2. Utvrdit  timunohistohemijsku  ekspresju = VDR-a  (vitamin = D receptora) u
bazocelularnom i skvamocelularnom karcinomu koze

3. Utvrditi korelactju GLI-1 1 VDR-a sa nezavisnim varijablama

Na osnovu navedenih ciljeva postavljene su hipoteze:

H1: Smanjena IHH ekspresija VDR je vise prisutna kod uznapredovalih BCC.
H2:  Smanjena IHH ekspresija VDR je vise prisutna kod uznapredovalih SCC.
H3: Povecana IHH ckspresija Gli-1 je vise prisutna kod uznapredovalih BCC.

H4: Povecana IHH ekspresija Gli-1 je vise prisutna kod uznapredovalih SCC.

Materijali, metode i plan istrazivanja

U ovo istrazivanje prospektivno-restrospektivnog karaktera ¢e biti ukljucent pacijenti operisani
od bazocelularnog 1 skvamocelularnog karcinoma koze u Klinickom centru Crne Gore, a Cija
patohistoloska verifikacija se radi u Centru za patologiju KCCG. Kontrolnu grupu cinice
pactjentt koji nemaju rak koZe (npr. bice uzeti uzorct koze bez promjena dobiveni od resekcijskih
rubova ekscidiranth nevusa). Podaci koji su neophodni za sprovodenje studije dobiée se
anamnesticki od pacijenta, 1z dostupne medicinske dokumentacije, onkoloskih kartona i
patohistoloskih nalaza.

Kriterijumi za skljucivanje iz studije e biti: nedostatak podataka u evidenciji, neadekvatan
materijal, trudnice 1 Zene u laktaciji, pacijenti sa malignim tumorima na drugim lokalizacijama,
pactjenti sa nasljednim oblicima koznih tumora.

Istrazivanje ¢e obuhvatiti klinicku 1 patohistolosku korelaciju pacijenata sa BCC 1 SCC.
Nezavisne varijable ¢e se dobiti anketiranjem pacijenata prilikom pregleda ili iz dostupne

medicinske dokumentacije.
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Patohistoloska 1 imunohistohemijska procedura

Matertjal ¢e biti obraden standardnom histoloskom metodom koja podrazumijeva fiksaciju tkiva
u formalinu, a potom uklopljen u parafinske blokove i sje¢en mikrotomom na isjecke debljine
4 um.
imunohistohemijska obrada.

Za analizu bice konscéen EnVision FLEX Mini Kit, High pH. Inkubactja s navedenim

antitjelima trajace 40 minuta na temperaturi od 37 Celzijusovih stepeni. Nastali kompleks

NEZAVISNE VARIJABLE:

Starost

Pol

Pusacki status / Konzumiranje alkohola
Porodi¢na anamneza za koZne tumore
Prisustvo prethodnog/ih koznog/ih tumora

Koji tip tumora
Kada (koje godine)
Koja lokalizacija

Terapijska metoda, lijecenije

Fitzpatrick fototip koze

Lokalizactja tumora (glava, trup, ekstremiteti)/ Bliza lokalizacija tumora (nos, uho, ¢elo,
kapilictjum, obraz, brada, usne, vrat, leda, grudni ko$, abdomen, ruka, noga)
Fotoeksponirani/ne-fotoeksponirant dio tijela

Imunosuprestja (npr. upotreba imunosupresiva, bioloske terapije za lijecenje hroni¢nih
dermatoza, reumatoloskih obolenia, itd...)

Podtip tumora

Margine slobodne/zahvacene

Velic¢ina tumora (horizontalna) u mm

Debljina tumora u mm
ZAVISNE VARIJABLE:

Ekspresija VDR markera

Ekspresija GLI-1 markera

Bojenje ¢e se vrSiti kombinacijom hematoksilina 1 eozina. Potom de se vrditi
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vizuelizovace se pomocu hidrogen peroksida 1 DAB kromogena koji stvara smedi precipitat
vidljiv. pod svjetlosnim mikroskopom. Prilikom imunohistohemijske analize sprovesée se

kontrola.
Imunohistohemijski rezultati bice evaluirani po standardnoj proceduri.
Velicina uzorka, snaga istrazivanja i statisticka analiza

Na osnovu studije Késtner K. 1 saradnici (2012) u kojoj je ispitivana ckspresija VDR markera
kod pacijenata sa BCC, SCC 1 zdravih ispitanika, a za greSku prvog tipa od 0,01, snagu studije
od 80%, utvrdena je dovoljna velicina uzorka od minimum 39 ispitanika po grupi korisé¢enjem
programa G Power ver. 3.1.9.4. za otkrivanje ekspresije ispitivanth markera. S obzirom na broj
ispittivanth nezavisnth varijabli uzorak ¢emo povecati na 100 ispitanika po grupi kako bismo
obezbijedili dovoljan broj jedinica posmatranja za ispitivanje imunohistohemijskih faktora

ckspresije. (25)

Za deskripciju kategortjalnih podataka koristice se apsolutni i relativni brojevi u formi n (%).
Numericki podaci ¢e biti opisani aritmetickom sredinom sa standardnom devijacijom ili
medijanom sa interkvartilnim opsegom, u zavisnosti od raspodjele podataka. Normalnost
raspodjele ce se evaluirati matematicki  (Shapiro-Willk test, Kolmogorov-Smirnov test, mjere
simetricnosti (skewness) 1 spljostenosti (kurtosis) 1 koeficijent vartjacije 1 grafickim (histogram i
dijagram kutije) metodama. Za poredenje grupa (BCC, SCC 1 kontrole) prema kategorijalnim
podacima c¢e se konstiti hi-kvadrat test th Fiserov test tacne vjerovatnoce ukoliko uslovi za
primjenu prethodno navedenog nisu ispunjeni. Nezavisne grupe ¢e se prema numeri¢kim
podacima porediti jednofaktorskom ANOVAom sa Tuckey medugrupnim poredenjem ili
Kruskal-Wallis testom sa Mann-Whitney U testom za medugrupno poredenje, u zavisnosti od
raspodjele podataka. Za ispitivanje parametara koji su povezani sa ekspresijom VDR markera i
ekspresijom GLI-1 markera kod nemelanomskih tipova karcinoma (BCC i SCC) koristide se
logisticka regresiona analiza sa izvjeStavanjem unakrsnog odnosa (odds ratio - OR), 95%
intervala povjerenja unakrsnog odnosa (95% CI OR) i p vrijednosti. Sve statisticke metode ée
se smatrati znacajnim na nivou od 0,05. Analiza ée se izvesti u statistickom softveru IBM SPSS

ver 26.
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Ocekivani nau¢ni doprinos

Ovom studijom ce se utvrditi ckspresija markera GLI-1 1 VDR u tri grupe pacijenata
(bazocelularni karcinom, skvamocelularni karcinom i kontrolna grupa) i njihova medusobna
komparacija, kao 1 korelacija sa nezavisnim varijablama.

Podaci u literaturt sugeriu da se ova dva markera intenzivno ispituju kao prognosticki faktori i
potencijalne terapijske mete kod veceg broja visceralnih maligniteta. Kada su u pitanju tumori
koze, ovi markeri su najbolje ispitani kod melanoma, medutim kod nemelanomskih tumora koze
prisutan je manji broj studija 1 rezultati su ¢esto varijabilni u odnosu na saznanja iz studija o
drugim neoplazmama. Ova studija bi mogla razjasniti ulogu 1 znacaj navedenth markera u

terapyskom 1 prognostickom smislu.
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