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1. UVOD

PovecCana ucestalost malignih koznih tumora potaknula je razvoj
novih i ucinkovitih metoda u dijagnostici i lije€enju tumorskih lezija
kojima bi se postigli bolji kozmetski rezultati i povecalo zadovoljstvo

bolesnika. Jedna od tih metoda jest fotodinamicka terapija.

1.1. Fotodinamicka terapija

Fotodinamicka terapija (engl. photodynamic therapy - PDT) je nov
oblik fototerapije koji ukljuCuje fotokemijske reakcije nastale
medudjelovanjem fotosenzibilizirajuce tvari, vidljivog svjetla i kisika.
Ta se terapija provodi u dvije faze (1). Prva faza uklju€uje lokalnu ili
sistemsku primjenu fotosenzibilizatora koji se nakuplja u ciljnim
stanicama. Druga faza ukljuCuje aktivaciju fotosenzibilizatora vidljivim
svjetlom odredene valne duljine uz prisutnost kisika te unistenje
cilinin stanica. Cilj fotodinamike terapije jest selektivno unistenje
cilinih, abnormalnih stanica uz postedu normalnih, zdravih stanica
(2,3).

PDT u lije€enju koznih karcinoma uveo je Thomas Dougherty krajem
70-ih godina proslog stoljeca, pri ¢emu se Kkoristio sistemskim
hematoporfirinskim derivatom kao fotosenzibilizatorom (4). Velik
napredak ucinili su Kennedy i suradnici, koji su 1990. godine uveli
lokalnu fotodinamiCku terapiju koristeci porfirinski prekursor
5-aminolevulinsku kiselinu (5-ALA) (engl. aminolevulinic acid), ¢ime
se izbjegava generalizirana fotoosjetljivost (5). PoCetkom 21. stolje¢a
PDT se pocCeo rutinski primjenjivati u vodecim dermatoloskim

klinikama u svijetu.
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1.1.1. Fotosenzibilizatori

Bitno svojstvo fotosenzibilizatora jest selektivnost za bolesno
(tumorsko) tkivo u odnosu na zdravo, okolno tkivo (1). Svaki

fotosenzibilizator ima odgovarajuce apsorpcijske vrskove (1-3).

1.1.1.1. Lokalni fotosenzibilizatori

Danas se u dermatologiji uglavhom upotrebljavaju prekursori
protoporfirina IX (PpIX) prvenstveno 5-ALA ili metilaminolevulinat
(MAL) (6-10).

U SAD-u je 5-ALA (Levulan Kerastick) sluzbeno odobrena za terapiju
aktini¢kih keratoza u kombinaciji s plavim svjetlom, a MAL (Metwix) u
Europi za lijeCenje bazocelularnih karcinoma i aktinickih keratoza u
kombinaciji s crvenim svjetlom (2,9).

5-ALA je po kemijskom sastavu 5-amino-4-oksopentanoicka kiselina
(CsH10CINO3) (3).

To je prvi meduspoj u biosintezi hema. Sama po sebi nije
senzibilizator, ali se metabolizira u PplX koji je umjereno potentan
fotosenzibilizator (1). Apsorpcijski vrSkovi za protoporfirin su 412,
506, 532, 580 i 635 nm (11). 5-ALA pokazuje selektivhost za tumore
u odnosu na zdravo tkivo u omjeru 10:1 (12). Zbog svoje male
molekularne tezine, moze prodrijeti u epidermis te je pogodna za
lokalnu primjenu, Cime se izbjegava produljena, generalizirana
fotoosijetljivost (7,8). Naime, nakon lokalne primjene 5-ALA-e nema
znacaijnije sistemske apsorpcije i nakupljanja porfirina (1,9). Lokalna
fotoosijetljivost na mjestu obasjavanja ostaje do 48 sati (13). Kako bi
se poboljsalo prodiranje ALA-e u deblje tumorske lezije, mogu se
dodati tzv. ,pojacCivaci® prodiranja, npr. dimetilsulfoksid (1). U
lokalnom PDT-u ALA se koristi u koncentraciji 10-20% (emulzija ulja
u vodi), a aplicira se na bolesno podrucje okluzivnhom tehnikom u
trajanju 4 do 6 sati. Nakon toga slijedi obasjavanje plavim ili crvenim

spektrom vidljiva svjetla (7,8,10).
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MAL je metil-ester 5-ALA, koji zbog svojih lipofilnih svojstava
pokazuje joS vecCu selektivnost za bolesno tkivo i potice joS vecu
sintezu porfirina, te posljediéno joS bolje prodire u bolesno tkivo
(14,15). Zbog toga ga je dovoljno aplicirati 3 sata na tumorsku

povrsinu (1,2).

1.1.1.2. Sistemski fotosenzibilizatori

Porfimer sodium (Photofrin) je hematoporfirinski derivat koji se
primjenjuje intravenski (1). Danas se u dermatologiji koristi vrlo rijetko
jer izaziva jaku koznu fotoosjetljivost koja traje nekoliko tjedana (17).

Kod druge generacije sistemskih fotosenzibilizatora poluvrijeme
Zivota u serumu je krace, a nakupljanje u tkivu je brzo i selektivno.
Kao posljedica toga rizik od suncevih opeklina nakon izlaganja suncu
vrlo je mali. Naime, ovi fotosenzibilizatori brzo is€ezavaju iz zdravog
tkiva (18). Dvije su osnovne kemijske grupe fotosenzibilizatora druge
generacije: cijanini i klorini. No, oni se joS nisu poceli rutinski

primjenjivati (17).

1.1.2. lzvori svjetla

U PDT-u je vrlo vazno izabrati odgovarajuci izvor svjetla kako bi se
postiglo zadovoljavajuce pobudenje fotosenzibilizatora i dovoljno
duboko prodiranje u tkivo.

U fotodinamickoj terapiji koristi se svjetlo vidljivog dijela spektra koji
obuhvaca valne duljine 400-700 nm (1,3,10). Naime, porfirini i sli¢ni
fotosenzibilizatori imaju tipican apsorpcijski spektar s najviSim
vrSkom na 405 nm (plavi dio vidljivog svjetla), tzv. Soretova valna
duZina (2). Takoder, postoji nekoliko manjih apsorpcijskih vrskova,
zadnji na 635 nm. lako je taj vrSak manji nego onaj na 405 nm, ova
valna duZina u crvenom spektru pokazuje bolju prodornost u dubinu

tkiva (19,20). Zbog toga se za PDT koznih tumora savjetuje
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upotrijebiti crveno svjetlo, dok se plavo moZze koristiti samo u terapiji
aktiniCkih keratoza. Crvenim dijelom vidljivog spektra moguce je

lijeCiti kozne tumore debljine 2 do 3 mm (1,2).

Apsorpcijski
spektar
porfirina

nm
== Str. corneum

Epidermis
Dermis

Subcutis

Slika 1. Apsorpcijski spektar porfirina i prodiranje vidljivog
svjetla u slojeve koze (prilagodeno prema Szeimies
RMi sur., ref. 1)

Izvori svjetla mogu se podijeliti u dvije skupine: koherentni i

nekoherentni izvori.

1.1.2.1. Koherentni izvori (laseri)

Laseri koji se mogu Koristiti jesu "metal vapor" laseri (copper i gold

vapor), dye pumped tuneable (argon-dye, neodymium:YAG-dye)

laseri te osobito noviji diodni laseri.
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Prednosti lasera jesu: emitiranje jedne valne duZine, Sto omoguduje
maksimalnu ucinkovitost ako se valna duzina lasera poklapa s
vrSkom apsorpcije fotosenzibilizatora; emitiranje zracenja visoke
energije, Sto smanjuje vrijeme pojedine ekspozicije; pogodnost
ljeCenja manijih lezija zbog preciznog usmjeravanja snopa svjetlosti
(9,21).

Nedostaci su visoka cijena uredaja, Cesti kvarovi i zahtjevno

odrzavanje te mogucnost koriStenja samo za manje lezije (9,21).

1.1.2.2. Nekoherentni izvori

Nekoherentni izvori su dijaprojektori s filterima, Sirokospektralne
visokotla¢ne svjetilike s ugradenim filterima, fluorescentne svjetiljke,
LED (engl. light emitting diodes) svijetiljke.

Prednosti nekoherentnih izvora svjetla: veliko polje obasjavanja, Sto
omogucuje lijeCenje vecih koznih lezija; emitiranje svjetla Sirokog
spektra, $to omogucuje koristenje razliCitih fotosenzibilizatora; niza
cijena i manja veli€ina uredaja (1,21).

Glavni je nedostatak nekoherentnih izvora svjetla otezano
usmjeravanje svjetla na ciljno tkivo zbog Sirokog spektra valnih
duzina (21).

Nekoherentni izvori svjetla, poglavito Sirokospektralne visokotlacne
svjetiljike i LED svjetilike predstavljaju ,zlatni standard® u lokalnom
PDT-u zbog Sirokog polja obasjavanja koje istodobno omogucduje
lijeCenje vecih i viSebrojnih tumora (2). U zadnjih nekoliko godina
najvise se koriste LED svjetilike, koje su razmjerno jeftini izvori

vidljivog svjetla sa Sirokim poljem obasjavanja (22).

1.1.3. Mehanizam djelovanja PDT-a

Nakon apsorpcije svjetla odgovarajuce valne duljine aktiviraju se

fotosenzibilizatori i prelaze iz osnovnog u viSe energetsko stanje, tzv.
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,Singlet* stanje. Nakon vrlo kratkog vremena (poluvrijeme Zivota
,singlet* stanja je 10® sekundi) fotosenzibilizator se vra¢a u osnovno
energetsko stanje uz emitiranje fluorescencije. Alternativno, aktivirani
fotosenzibilizator prelazi iz ,singlet® stanja u stabilnije, tzv. ,triplet
stanje (poluvrijeme Zivota 10® sekundi). U ovom stanju moze doéi do
prijenosa energije prema molekularnom Kkisiku ¢ime dolazi do
stvaranja tzv. ,singlet* kisika (1,6,23). ,Singlet” kisik je visoko
reaktivan, energetski pobuden oblik molekularnog kisika i
najodgovorniji je za oS$tecenje ciljne stanice (24). On reagira s
mnogim bioloSkim molekulama, kao $to su lipidi, proteini i nukleinske
kiseline (23).

fotosenZ|b|I|zator

visa energetska razina

reaktivni oblici kisika

} orescencija ‘\

ostecenje ovisno o lokalizaciji
(npr. plazma membrane,
lizosomi, mitohondriji)

Slika 2. Mehanizam djelovanja PDT-a (prilagodeno prema

Szeimies RM i sur., ref. 1)
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1.1.4. Bioloski uéinci PDT-a

1.1.4.1. lzravni bioloski ucinci PDT-a

Izravni biolo8ki u€inci odnose se na djelovanje na tumorske stanice
(1,23). Tumorske stanice koje obiljezava brza proliferacija, veoma su
osjetlive na PDT, dok je okolno tkivo (posebno stanice
mezenhimalnog podrijetla, poput fibroblasta) gotovo potpuno
postedeno (25). Ishod PDT-a moze biti: a) popravak i prezivljavanje
ciline stanice; b) apoptoza i c) nekroza (26,27). lako PDT moze
dovesti i do apoptoze i do nekroze, smatra se da je indukcija
apoptoze temeljni molekularni mehanizam djelovanja (23,26,28,29).
Vecina istrazivanja o apoptotickim mehanizmima provedena je in
vitro, a samo maniji broj spoznaja dobiven je istrazivanjima in vivo i to
na zivotinjskim modelima. Samim time, opisani molekularni ucinci ne
moraju biti univerzalni, a ponekad mogu biti i kontradiktorni
(23,26,27). Mijesto primarnog osteéenja ovisi o intracelularnoj
lokalizaciji fotosenzibilizatora. S obzirom na to da se sinteza PplX
zbiva u mitohondrijima, u slu¢aju PDT-a pomocu ALA-e primarno

mjesto osteéenja su mitohondriji (26,28).

1.1.4.1.1. Apoptoza

Apoptoza je strogo kontrolirani, programirani proces umiranja
najceSc¢e pojedinacnih ili malog broja stanica.

ApoptotiCni se staniCni odgovori oc€ituju zbijanjem kromatina uz
jezgrinu ovojnicu (piknoza), sama stanica se smanjuje gubitkom
staniCne tekucine, subcelularna tjeleSca su zbijena. Stanica se
odvaja od susjednih stanica, ali odrzava cjelovitost stani¢ne
membrane. Na povrsini se izbo€uju dijelovi stani€ne membrane, koji
sadrzavaju ulomke kromatina i citoplazme. Te povrSinske mjehurice,
tzv. apoptotiCka tjeleSca, fagocitiraju susjedne stanice. Pri tome se

stanicni sadrzaj ne otpusta u okoliS. Ni makrofagi kada fagocitiraju
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apoptotiCka tjeleSca ne otpustaju enzime i kisikove radikale $to inaCe
rade tijekom upale. Apoptoticka smrt pojedine stanice ne dovodi do
upalnog odgovora susjednih stanica, te se smrcu pojedinacne
stanice tkivho osSte¢enje ne Siri. Apoptozom se gube samo
zahvacene stanice te se smatra da je apoptoza samoogranien
proces (30-33).

Apoptoza je temeljni nacin uklanjanja suviska stanica u fetalnom i
embrionalnom razvoju, klonskoj selekciji, imunoloSkom sustavu, te
odrzavanju zrelog tkiva (34). Apoptoza je nacin kojim stanice
imunoloskog odgovora (makrofazi i citotoksi¢ni T-limfociti) lu€enjem
¢imbenika tumorske nekroze a (TNF-a, engl. tumor necrosis factor a)
ubijaju tumorske i stanice zarazene virusima. Vezuci se za svoj
receptor na povrsSini stanica, TNF-a inducira apoptozu stanica
aktivacijom stani¢nih gena uklju€enih u proces (35).

Apoptoza je u kozi, kao i u ostalim tkivima, nacin uklanjanja
nepotrebnih i/ili oSte¢enih stanica u brojnim fizioloSkim stanjima.
Apoptozu mogu pokrenuti raznovrsni poticaji (hormoni, zraCenje,
visoka citoplazmatska koncentracija kalcija). U premalignih i malignih
promjena oslabljen je proces apoptoze, tijekom kojega stanice
imunoloskog odgovora ubijaju tumorske stanice (23,26).

Apoptoza moze biti aktivirana vanjskim ili unutrasnjim putem. Oba
puta se medusobno priblizavaju na kljucnom koraku aktivacije
kaspaze-sustava. Kaspaze su obitelj cisteinskih proteolitickih enzima
koji su nazvani prema njihovoj specifiCcnosti prema aspartatu
(26,28,29). Kaspaze su glavni izvrSitelji apoptoze i odgovorne su za
vecinu morfolo$kih i biokemijskih obiljezja apoptotiCke staniCne smrti
(26, 36).

Vanjski put aktivacije pocCinje vezanjem tzv. ,liganda smrti“ za tzv.
Jreceptore smrti“ na staniCnoj povrSini (Fas je primjer takvog
transmembranskog receptora). Stvara se oligomeriCki kompleks
receptor/ligand koji veze prokaspaze 8 i 10, a to omogucuje njihovu
aktivaciju proteolitickim cijepanjem. Aktivirane kaspaze 8 i 10 cijepaju

prokaspaze 3 i 7 koje provode apoptotiCki proces (28,29,37).
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Smatra se da vanjski put aktivacije nije dominantan u PDT-om
izazvanoj apoptozi (36,37).

Unutrasnji put aktivacije apoptoze dominantan je nacin aktivacije kod
PDT-a (26,28,37). SrediSnju ulogu u ovom putu aktivacije imaju
mitohondriji. U pocCetku se gubi mitohondrijski transmembranski
potencijal i otpusta se citokrom c iz intermembranskog prostora u
intracelularni prostor. Citoplazmatski citokrom c¢ povezan je s
Cimbenikom aktivacije apoptoticke proteaze 1 (Apaf-1, engl.
apoptosis activating factor-1) i nastankom heptameri¢kog
apoptoti¢kog tjeleSca koje integrira prokaspazu 9 izazivajuci njeno
cijepanje i posljedicnu aktivaciju. Kaspaza 9 hidrolizira i aktivira
kaspaze 3 i 7, te se dostiZze ista krajnja toCka kao kod vanjskog puta
aktivacije. Smatra se da je kaspaza 3 odgovorna za vecinu
apoptoti¢kih uc€inaka (26,28,29,36,37).

Apoptoza se naziva programiranom stanicnom smrcéu. Geni koji
programiraju proteine odgovorne za apoptozu (npr. kaspaze)
nasljeduju se u genomu.

Pronadena je velika obitelj gena Kkoji reguliraju apoptozu.
Najpoznatiji su gen bcl-2, bcl-xs, bax, bag i bad. Obitelj gena bcl-2
odgovorna je za unapredenje (npr. bax i bcl-xs) ili zaustavljanje
apoptoze (npr. bcl-2 i bcl-xl) (28,37-39). Opazeno je da se pracenjem
izraZenosti pojedinih proteina obitelji bcl-2 moze nadzirati osjetljivost
stanica prema apoptotiCkim poticajima (40). Pokretanje apoptotiCke
smrti pod negativhom je regulacijom gena bcl-2 smjeStenog na 18.
kromosomu, koji programira protein koji spreCava apoptozu. Protein
bcl-2 nalazi se u mitohondrijima i membranama endoplazmatskog
retikuluma, a na molekularnoj razini spre€ava otpustanje citokroma ¢
i posljedi¢nu aktivaciju prokaspaza (28,38). Istrazivanja su pokazala
da bcl-2 prijeci apoptozu potaknutu PDT-om (41,42). Gen bax djeluje
suprotno genu bcl-2, odnosno ubrzava stani¢nu smrt. Ipak, €ini se da
je apsolutna razina bcl-2 manje vazna od relativnog odnosa bcl-2 i
bax-a, Sto pokazuje da je ravnoteza izmedu Clanova obitelji bcl-2

gena klju¢na u regulaciji apoptoze (43).
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1.1.4.1.2. Nekroza

Nekroza je manje kontrolirani nacin stani¢ne smrti.

Mehanizmi ukljueni u ovaj proces nisu posve razjasnjeni. Na
stani¢noj razini nekroza je obiliezena edemom organela i rupturom
citoplazmatske membrane (44). Nakon toga stani¢ni sadrza;j istjeCe u

tkivo i nastupa akutna upalna reakcija (45,46).

PDT ne dovodi do nastanka ciklobutanskih pirimidinskih dimera ili (6-
4) fotoprodukata koji su posliedica izlaganja prirodnom
ultraljubiastom (UV) zrageniju ili fototerapiji UV svjetlom. Zbog toga
PDT nema kancerogeni potencijal (22). Takoder, molekule
porfirinske strukture posjeduju antioksidativna i antimutagena

svojstva (47).

1.1.4.2. Neizravni bioloski uc¢inci PDT-a

1.1.4.2.1. Ostecenje krvnih zila tumora i oste¢enje

mikrocirkulacije

Kod PDT-a, uz sistemsku primjenu fotosenzibilizatora, znatan ucinak
na tumor ima osteéenje krvnih zZila i posljedi¢na ishemija (48). Dolazi
do vazokonstrikcije arteriola unutar tumora, smanjenog protoka krvi u
venulama okolnog tkiva i tromboze tumorskih krvnih zila i
perivaskularnog edema (48-50). Povecanje intersticijskog tlaka
uzrokuje kompresiju tumorskih krvnih Zila koja povecava ishemiju.

Ishemija dovodi do nekroze tumorskog tkiva (51,52).

10
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1.1.4.2.2. 1zazivanje upalnog i imunoloskog odgovora

Izrazena upalna reakcija (neutrofili, makrofazi) stalan je nalaz u
tkivima na kojima je proveden PDT i postoje dokazi da upalne
stanice pridonose regresiji tumora (39,49,53).

Razvoj T-stani¢ne imunosti zna€ajno pridonosi nestanku tumorskih
stanica. Tumor specificne T-stanice mogu eliminirati mala Zzarista
malignih stanica i to je vjerojatno nacin na koji su uklonjene tumorske
stanice koje su izbjegle izravni citotoksi¢ni u€inak PDT-a (1). Upalne i
imunoloSke procese potiCu sinteza i otpustanje proinflamatornih
medijatora: histamina i drugih vazoaktivnih amina, te citokina kao sto
su TNF-a, IL-2 (interleukin-2), IL-6, IL-10, IL-1B (54-56), i

posredovani su njima.

1.1.5. Nezeljeni u¢inci PDT-a

Sistemski PDT prati generalizirana dugotrajna fotoosjetljivost koja se
manifestira od blagog pecenja do jateg edema, eritema te nastanka
bula (1).

Opcenito, lokalni PDT dobro se podnosi s povremenim blagim i
prolaznim neZeljenim ucincima.

NajceSc¢a nezeljena pojava lokalnog PDT-a je pecenje i/ili osjec¢aj boli
tjekom terapije. Bol je ograniCena na polje obasjavanja.
Najvjerojatnije nastaje zbog stimulacije ili ostecenja koznih Zivaca i/ili
oStecenja tkiva reaktivnim oblicima kisika. Zagrijavanje tkiva tijekom
obasjavanja povecéava bol (2,7,9), koja ovisi o dozi zraCenja (57). Pri
lije€enju vecih ili ulceriranih lezija, te lezija na glavi bol je jaca (2,3).
Jaca je i kada se kao fotosenzibilizator primjenjuje ALA u odnosu na
MAL kao fotosenzibilizator (58). Bol se moZzZe ublaziti primjenom
strujanja hladnog zraka (rashladni uredaj) (59). Lokalna anestezija u
obliku kreme koja sadrzava mjeSavinu lokalnih anestetika lidokaina i
prilokaina (EMLA krema) Cesto nije uCinkovita (60). Lokalni edem i

eritem na mjestu obasjavanja javlja se dan nakon terapije, a moze

11
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trajati i nekoliko dana (2,3,7). Nakon toga razvija se suha nekroza,
koja je ograniCena na podru¢je tumora. Nakon 10-21 dana kruste
otpadaju i tkivo se potpuno reepitelizira (1-3). Mogu¢ je nastanak
mjehura i erozija (1,2). Postupalne hipopigmentacije i
hiperpigmentacije mogu se javiti nakon PDT-a. Obi¢no se javljaju
nakon 72 sata i pojaCavaju se unutar 2 tjedna nakon obasjavanja
(7,9,61). Oziljci nakon PDT-a vrlo su rijetki (3,7,9,10). Gubitak dlaka
moguc¢ je nezeljeni u€inak nakon PDT-a. Trajni gubitak dlaka je
rijedak, a CeSCe se javlja u lijeCenju bazalioma u usporedbi s

Bowenovom bolesti (62).

1.1.6. Indikacije i kontraindikacije za PDT u dermatologiji

Odobrene i opcenito prihvacene indikacije u dermatologiji su
viSebrojne aktinicke keratoze, povrsinski (superficijalni) tip bazalioma
(bazocelularnog karcinoma) i Bowenova bolest (planocelularni
karcinom in situ) (1-3,7,8,10).

1.1.6.1. Aktinicke keratoze

AktiniCke keratoze su prva sluzbeno odobrena indikacija za primjenu
lokalnog PDT-a u SAD-u od 1999. godine (1). IzljeCenje aktiniCkih
keratoza postize se u 71-100% slu€ajeva na licu i u vlasiStu, a na
dorzumima Saka 44-73%, i to nakon samo jednog obasjavanja
(2,3,7-10). Za ovu indikaciju koristi se i crveno i plavo svjetlo.
HiperkeratotiCke lezije pokazuju slabiji odgovor na PDT zbog
nedostatne penetracije 5-ALA-e i posljedicne smanjene pretvorbe u
PpIX (1). U usporedbi s krioterapijom, PDT uz koristenje MAL-a
pokazao se podjednako ucinkovitim ili ucinkovitijim u lijeCenju

povrsinskih bazalioma s boljim kozmetskim ucinkom (63).

12
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1.1.6.2. Bazaliomi (bazocelularni karcinomi)

Nakon rasClambe rezultata 12 istrazivanja potpuna regresija tumora
je postignuta u prosjec¢no 87% slucajeva povrsinskih bazalioma te u
53% nodularnih bazalioma (9,25). U€inkovitost PDT-a kod nodularnih
bazalioma moze se povecéati smanjenjem tumorske mase kiretazom
i/ili elektrokauterom prije PDT-a (2,3). Pigmentirani i morfeiformni
bazaliomi obi¢no su rezistentni na PDT, te se ne savjetuje primjena
PDT-a kod ovih vrsta bazalioma (1). U usporedbi s krioterapijom,
lokalni PDT pokazao se podjednako ucinkovit uz manje nuspojava,
brze cijeljenje i bolje estetske rezultate (64). U nedavno objavljenom
istrazivanju Rhodesa i sur. usporedivao se MAL PDT s kirurSkom
terapijom. IzljeCenje je postignuto u 91% bolesnika lije¢enih PDT-om
i 98% bolesnika u kojih je ucinjena kirurSka ekscizija. Kozmetski
rezultati bili su bitno bolji kod PDT-a. Nakon 24 mjeseca doslo je do
recidiva kod 10% bolesnika lijeCenih PDT-om i 2% lijeCenih kirurski
(65). Druga istrazivanja su pokazala recidive u 11-12% bolesnika
nakon 35 do 45 mjeseci (66,67).

Mozemo zakljuciti da je PDT metoda izbora za velike i viSebrojne

bazaliome (debljine manje od 3 mm) (68).

13
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Slika 3. Povrsinski bazaliom prije lokalnog PDT-a

Slika 4. Erozivna reakcija 24 sata nakon lokalnog PDT-a

14
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Slika 5. Rezultat lokalnog PDT-a nakon 4 tjedna

1.1.6.3. Bowenova bolest (planocelularni karcinom in situ)

Kod Bowenove bolesti potpuna regresija promjena lijeCenih PDT-om
iznosi 90-100%, Cime se postizu jo$ bolji rezultati nego kod drugih
epitelijalnih tumorskih tvorbi (10,25). Lokalni PDT pokazao se
jednako ucinkovit kao i krioterapija, te u€inkovitiji od terapije

5-fluorouracilom uz manje nuspojava i bolje estetske rezultate (69).

U zaklju€ku mozemo reci da su prednosti PDT-a kod gore navedenih
indikacija: podjednaka ucinkovitost kao kod klasi¢nih metoda
ljeCenja (kirurSka terapija, radioterapija, krioterapija, lokalna
citostatska terapija 5-fluorouracilom), mogucnost lijeCenja viSe

promjena odjedanput, neinvazivnost, dobra podnosljivost, moguénost

15
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ponavljanja bez kumulativnih toksi¢nih u€inaka, brzo cijeljenje i dobri
estetski rezultati (3,10,68).

Nedostaci fotodinamiCke terapije jesu: potreba za ponavljanjem
terapije kod vecine lezija, odvijanje terapije u dva koraka u trajanju 3
do 6 sati, Cest osjecaj boli tijekom obasjavanja te nedostupnost ove

vrste lijeCenja za vecinu bolesnika (3,10).

Ostale potencijalne onkoloSke indikacije su pocetni planocelularni
karcinomi, Kaposijev sarkom, mycosis fungoides, Gorlinov sindrom
(sindrom nevoidnih bazocelularnih karcinoma), keratoakantom,
metastatski karcinom, ekstramamarna Pagetova bolest (1-3,8-10).
Opisani su i pojedinacni sluCajevi primjene PDT-a u neonkoloskih
indikacija u dermatologiji kao $to su psoriasis vulgaris, HPV-om
uzrokovane kozne bolesti (condylomata acuminata,
epidermodysplasia verruciformis i verrucae vulgares), zatim acne
vulgaris, hirzuitizam, sarkoidoza, lokalizirana sklerodermija, kutana
lajSmanijaza (2,3,6,7,70-74).

Kontraindikacije za PDT su porfirije te alergije i fotoalergije na

pojedine fotosenzibilizatore (75-77).

1.2. Bazaliom (bazocelularni karcinom koze)

1.2.1. Definicija

Bazocelularni karcinom kozZe (carcinoma basocellulare, epithelioma
basocellulare, basalioma) je maligni tumor, obiljezen sporim,
infiltrativnim rastom i lokalnom agresivno$¢u tumorskih stanica, uz
iznimno rijetku pojavu metastaziranja. Stanice bazalioma morfoloski
odgovaraju keratinocitima bazalnog sloja epidermisa, folikula dlake ili

sebacealnih Zlijezda (78-80).
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1.2.2. Epidemiologija

Bazaliom je najceSc¢i maligni tumor kozZe i najcesS¢i maligni tumor
bijele rase uopcCe. Kod bijelaca je 3 do 5 puta ceS¢i nego
planocelularni karcinom i €ini 75-80% svih karcinoma koze, nesto
rijede obolijevaju pripadnici Zute rase, a iznimno rijetko Crnci (78-80).
Incidencija bazalioma je u stalnom porastu. U posljednjih 30 godina
incidencija je porasla 20-80%, tako da bijelci u Sjevernoj Americi
imaju 30% Sanse za nastanak bazalioma tijekom Zivota (81,82).
Incidencija ovog tumora razmjerna je koliini UV zracenja, te je u
podruc¢jima s visokim ukupnim brojem sunCanih dana godisSnje
iznimno visoka, a iduéi od ekvatora prema polovima za svakih 10
stupnjeva zemljopisne Sirine ona pada za oko 50% (83). Tako se u
europskim zemljama broj novootkrivenih sluCajeva kre¢e od 40 (u
skandinavskim zemljama) do 80 (u mediteranskim zemljama) na
10.000 stanovnika dok ih je najviSe u Australiji kod bijelog
stanovnisStva, gdje je zabiljezeno viSe od 1.600 novootkrivenih
sluCajeva godisnje na 10.000 stanovnika (78,79,84,85). Podatke o
uCestalosti za Citavu Hrvatsku za sada nemamo, no ucestalost na
srednjodalmatinskim otocima iznosi 315 na 100.000 stanovnika (86).
Razlike u uCestalosti bazalioma u pojedinim zemljama ne
objaSnjavaju se samo razliitim uvjetima okoliSa, osobito UV
zraCenja, nego i osobitostima genetskih c&imbenika pojedine
populacije, ali takoder i razliCitim pristupima i metodologijama
istrazivanja.

Muskarci obolijevaju ¢esée od Zena, i to u rasponu od 1,3:1 do 1,9:1,
Sto se pokuSava objasniti poveéanim izlaganjem muskaraca UV
zraCenju tijekom zivota, osobito zbog profesionalnih razloga (87-89).
Ucestalost bazalioma raste s dobi, te su naj¢es¢i od 6-og do 8-og
desetljeca (78,88,89). Kod mladih osoba bazaliom je rijedak i ¢esto je
povezan s nekom nasliednom boleséu, prvenstveno sa sindromom
nevoidnih bazocelularnih karcinoma (78). Bazaliom je ¢e$¢i kod
svjetloputih osoba (tip | i Il po Fitzpatricku), plavokosih ili crvenokosih

osoba svijetlih o€iju koje su osjetljivije na UV zraCenje (90). Bazaliom
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je €es¢i kod osoba koje obavljaju poslove povezane s boravkom vani
uz dugotrajno i ponavljano izlaganje UV zracenju, npr. zemljoradnici,

ribari, pomorci.

1.2.3. Etiopatogeneza

Za nastanak bazalioma ne postoji jedinstven uzroCnik, nego se radi o
udruzenom djelovanju takvih ¢imbenika, koje mozemo podijeliti na
egzogene (UV zracenje, ioniziraju¢e zracenje, mehanicki, kemijski i
toplinski podrazaji) i endogene (genetski poremecaji, imunoloski

poremecaiji, kronicne bolesti koze).

1.2.3.1. Ultraljubi¢asto zra€enje

UV zraCenje je najvazniji uzroCni €imbenik u razvoju raka koze
opcenito, a i za nastanak bazalioma (78,79,91,92).

Tu Cinjenicu podupiru: ¢esée javljanje bazalioma u krajevima s jacom
insolacijom, osobe koje su osjetliive na djelovanje UV zraCenja
(svjetlopute osobe), osobe koje su zbog profesionalnih razloga vise
izlozene UV zraCenju, te cCeSCe javljanje na suncu izloZzenim
djelovima tijela (83).

Vrijeme, nacin i koli€ina izlaganja UV zraCenju vazni su u pove¢anom
riziku nastanka bazalioma, ali njihov to€an odnos nije posve
razjasSnjen. Postoji povezanost kumulativne doze UV zracenja i rizika
od nastanka bazalioma (81,93,94). Taj rizik poveéan je nakon Cestih
ili jakih sunCevih opeklina u djetinjstvu (92,95). Nasuprot tome,
sunceve opekline u odrasloj dobi €ini se da nisu povezane s rizikom
od nastanka bazalioma (92). Takoder, rekreativno izlaganje suncu u
djetinjstvu Cini se da povecava rizik od nastanka bazalioma u kasnijoj
zivotnoj dobi (95,96).

Najvazniju uzroCnu ulogu ima UVB zraCenje (280-320 nm) koje

dovodi do mutacija i imunosupresivnih ucinaka bitnih u
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fotokarcinogenezi. UVB uzrokuje oSteCenja na razini DNK, te
promjenu izrazenosti u onkogenima i tumor supresorskim genima,
Sto je vjerojatno najvazniji dogadaj u ranoj fazi karcinogeneze (91).
Ucinci UVB zraCenja su primarno ograniCeni na epidermis. Fotoni
navedenih zraka primarno ostecuju pirimidinski lanac molekule DNK
te izazivaju cijepanje njezinog ciklobutanskog prstena uz stvaranje
pirimidinskih dimera. Navedeni proces dovodi do abnormalnosti DNK
struktura te pod utjecajem fotoreaktivirajucih enzima moze uzrokovati
poremecaje u procesima popravka ostec¢enja kao i nastanak i rast
malignih stanica. Tijekom procesa umnozavanja DNK polimeraza
pogreSno ubacuje adenin nasuprot osteCenom citozinu, da bi u
sljedecCoj fazi umnozavanja adenin to¢no kodirao za timin. To u
konacnici dovodi do zamjene oSteCenog citozina timinom. Ova
mutacija nazvana je C — T mutacija, a ponekad dva prilezec¢a
citozina mutiraju stvaraju¢ci CC — TT mutaciju. Obje mutacije,
nazvane ,fingerprint“ mutacije, karakteristicne su za djelovanje UVB
zraCenja (97,98).

Osim izravnih u€inaka na DNK, neke ucinke UVB postize stvaranjem
reaktivnih oblika kisika. Reaktivni oblici kisika su vodikov peroksid,
superoksid anioni i ,singlet” kisik. Oni dovode do lomova lanaca DNK
i modifikacija purinskih baza (99-101).

UVB poti€e imunosupresivni u€inak u koZi djelujuéi na mnoge
stani¢ne funkcije, pa i na smanjenje broja Langerhansovih stanica u
epidermisu i mijenjaju¢i njihovu antigen predo¢nu ulogu (91,102).
Osim toga, UVB zraCenje mijenja i druge sisteme koji mogu imati
ulogu u kasnijim fazama karcinogeneze. UVB potiCe proizvodnju
fosfolipaze A (1 ili 2) i lizofosfolipaze, koje imaju ulogu u nastanku
upale i kontroli stani¢nog rasta (103).

lako UVA zraCenje (320-400 nm) ima manji kancerogeni potencijal
od UVB zracenja, ono je vrlo vazno jer €ini 90-95% ukupne koli€ine
UV zracenja koje dopire do povrSine koze (91). Nasuprot mehanizmu
djelovanja UVB zraCenja kod kojeg je kancerogeni ucinak najvecim
dijelom izravan uz direktne interakcije sa DNK, UVA djeluje

neizravno na epidermalne i dermalne kromofore (104). Naime, UVA
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izaziva trajnu genomsku nestabilnost u keratinocitima preko
mehanizama oksidativhog stresa. Stvaraju se reaktivni oblici kisika
koji mogu izazvati oSteCenja i lomove DNK, te konacno mutacije
(104,105). Osim ovih ucinaka, UVA potiCe otpusStanje arahidonske
kiseline i aktivhost enzima ciklooksidenaze (106).

Vazno je istaknuti da UVA zracenje, za razliku od UVB zracenja,
prolazi kroz prozorsko staklo, tako da se odredena doza UVA moze
primiti u automobilu, na poslu ili u kuci u blizini prozora. Takoder,
nedavna istraZivanja su pokazala da tanka ljetha odje¢a djelomicno
propusta UVA zracCenje, te je potreba za odgovarajucom fotozastitom
jos veca (91).

Karcinogeni uCinak UV zraCenja povezan je s mutacijama tumor
supresorskog gena p53. UV zraenjem uzrokovane mutacije gena
p53 prisutne su kod viSe od 50% bolesnika s bazaliomom (91). O
p53 genu opSirnije ¢e biti govora daljnje u tekstu. UV zraCenje moze
dovesti i do mutacija drugih gena kao Sto je tumor supresorski
Patched (PTCH) gen. Mutacija PTCH gena kljuéna je u nastanku
nasljednog Gorlinova sindroma (96).

Osim prirodnog UV zracCenja, postoje drugi izvori UV zraCenja koji se
koriste u kozmetske svrhe (solariji) ili medicinske, terapijske svrhe
(fototerapijske jedinice). lzlaganje umjetnim izvorima UV zracenja
povecava kumulatvnu primljenu dozu UV zracenja i rizik od nastanka
karcinoma kozZe. Kombinacija psoralena i UVA (PUVA), koja se
koristi u lijeCenju nekih kozZnih bolesti, poput psorijaze, mogla bi
povecavati rizik od nastanka bazalioma (107,108). Ipak, neka novija
istrazivanja nisu potvrdila da PUVA djeluje kao nezavisni ¢imbenik

rizika za nastanak bazalioma koze (109,110).

1.2.3.2. lonizirajuce zra¢enje

lonizirajuCe zraCenje moze potaknuti ionizaciju i oStetiti ciljne
molekule, prije svega DNA, izravno ili posredno preko reaktivnih
oblika kisika (111,112).
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Incidencija karcinoma koze povezanih s ioniziraju¢im zraenjem
povezana je i proporcionalna ukupnoj dozi primljenog zracenja.
Smatra se da su pojedinacne frakcionirane doze ve¢e od 12-15 Gy
potrebne za zacCetak karcinogeneze. Razdoblje latencije nakon
izlaganja ioniziraju¢em zraCenju prosjecno iznosi nekoliko desetljeca,
ali moze iznositi i nekoliko godina, pa ¢ak i mjeseci (111,113,114).
Rizik za nastanak bazalioma je veCi ako se osoba izlaze
ioniziraju¢em zracenju prije 40. godine zivota (78).

Izlaganje ionizirajuéem zraCenju prvenstveno povecava rizik od
nastanka bazalioma, dok je njegova veza s nastankom
planocelularnog karcinoma koze kontroverzna (115,116).

U proSlosti se radioterapija koristila u lijeCenju nekih netumorskih
koznih bolesti. Tako je pojava bazalioma zabiljeZena nakon lijecenja
dermatomikoza vlasista, akni, naevus flammeus-a. To se posebno
odnosi na zraCenje vlasiSta kod dermatomikoza, pri Cemu je
zabiljezen povecan rizik od nastanka viSebrojnih bazalioma (117-
119). Nastanak bazalioma opisan je i nakon slu€ajnog izlaganja

ioniziraju¢em zracenju (119).

1.2.3.3. Kemijski ¢imbenici

Od kemijskih ¢imbenika za nastanak bazalioma najvaznije je
karcinogeno djelovanje anorganskog arsena. lako se u medicini viSe
ne upotrebljava, joS uvijek se primjenjuje u kemijskoj industriji.
Njegovo djelovanje u slu€aju dugotrajnog unosa ili izlaganja moze
potaknuti nastanak bazalioma nakon duljeg vremena (najé¢eS¢e 20 do
30 godina). Obi¢no nastaju viSebrojni bazaliomi, najceSce na trupu
(120,121).

Smatra se da arsen potiCe nastanak karcinoma mijenjajuci signalne
putove odgovorne za stani¢ni rast (122). U in vitro uvjetima arsen
smanjuje izrazenost gena povezanih sa DNK popravkom (npr. p53)
te povecCava izrazenost gena koji pokazuju stani¢ni odgovor na

oksidativni stres (npr. superoksid dizmutaza). Takoder, mijenja
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izrazenost nekih Cimbenika povezanih s povecanom stanichom
proliferacijom (npr. ciklin G1), te onkogena i gena povezanih sa
staniéhom transformacijom (npr. Gro-1) (123). Osim arsena,
kancerogeno djelovanje imaju i druge kemijske tvari od kojih su
najvazniji policiklicki aromatski ugljikovodici: katran kamenog ugljena,
parafinsko ulje, benzin, kreozotno i antracensko ulje, ¢ada, itd.
(124,125).

1.2.3.4. Genetski ¢imbenici

Medu uzrocima nastanka bazalioma znafajno mjesto zauzimaju
poremecaji gena koji kontroliraju signalne puteve tijekom stani¢nog
ciklusa, osobito u sklopu nekih nasljednih sindroma od kojih je
najvazniji sindrom nevoidnog karcinoma bazalnih stanica koZze
(Gorlinov sindrom). Rije€ je o nasljednoj autosomalno dominantnoj
bolesti koju karakterizira pojava multiplih bazalioma u ranoj dobi,
zatim plitke udubine na dlanovima i tabanima, te sistemske
promjene: promjene na kostima (ciste u mandibuli, anomalije rebara,
kraljeSnice, makrocefalija), promjene u centralnom zivéanom sustavu
(mentalna retardacija, strabizam, spina bifida), te pojava neoplazmi
unutrasnjih organa (fibromi jajnika, meduloblastomi, fibrosarkomi,
meningeomi itd.). Sindrom je uzrokovan mutacijom patched 1 (PTCH
1) gena lociranog na kromosomu 9q21-23 (126,127). PTCH 1 je
tumor supresorski gen koji ima vaznu ulogu u stani¢noj diobi i
diferencijaciji, ali i u embrionalnom razvoju koze. Nedavno je otkriven
i njegov homolog PTCH 2, €ija uloga nije sasvim jasna. Smjesten je
na polozaju 1p32.1-32.3 (128,129).

Patched 1 protein, produkt PTCH 1 gena, membranski je receptor za
obitelj tzv. Hedgehog (Hh) proteina i ukljuen je u istoimeni Hh
signalni put. Taj signalni put otkriven je istrazivanjem vinske musice
(Drosophila melanogaster), a njegova osnovna nacela saCuvana su i
kod ljudi. Vezanjem Sonic Hh proteina (Shh), Clana obitelji Hh, za

PTCH dolazi do otpustanja i aktivacije drugog proteina stani¢ne
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membrane tzv. Smoothened (SMO). Aktivacija SMO dovodi do
indukcije veceg broja proteina kao $to su ¢imbenik tumorskog rasta 3
(TGF-B), PTCH 1 i Gli 1. Obitelj Gli proteina imaju ulogu
transkripcijskin Cimbenika u normalnoj morfogenezi i razvoju. Hh
signalni put ima negativhu povratnu spregu: stvaranjem
nefunkcionalnog PTCH 1, signalni put se aktivira i nastaje viSe PTCH
1 mRNK i samog proteina, koji onda blokira ovaj signalni put (130-
133).

Kod Gorlinova sindroma mutacije PTCH 1 gena nalaze se na jednom
alelu svih stanica, a sekundarna mutacija ili gubitak heterozigotnosti
nalaze se kod bazalioma bolesnika s Gorlinovim sindromom
(128,131). Mutacije PTCH 1 gena nalaze se i u 30-40% bolesnika sa
sporadi¢nim bazaliomima (96,129,134). PovecCana izrazenost PTCH
1 mRNK kod bazalioma govori u prilog uzro¢noj vezi PTCH 1 gena s
nastankom ovog tumora (131-133). Nadalje, transgenic¢ki modeli
potvrduju da su mutacije Hh signalnog puta vazne u nastanku
bazalioma (135,136). Takoder, oko 20% bolesnika sa sporadi¢nim
bazaliomom ima mutacije SMO gena koje bi mogle imati ulogu u
nastanku bazalioma (134,137). InaCe, gen SMO je smjeSten na
vec¢em kraku kromosoma 7 na pozicii q31-q32. Opisane su i
mutacije PTCH 2 gena kod bolesnika sa sporadi¢nim bazaliomima
(130).

1.2.3.5. Imunoloski ¢imbenici

Za bolesnike s transplantiranim organima postoji veéi rizik od
nastanka malignih tumora zbog dugotrajne, Cesto i dozivotne
imunosupresivne terapije. Rizik za razvoj planocelularnog karcinoma
veci je nego rizik za razvoj bazoceluarnog karcinoma koze, tako da
je planocelularni karcinom naj¢es¢i tumor koze kod bolesnika s
transplantiranim organima (dok je kod ostale populacije bazaliom 3
do 6 puta Cesci) (138,139). Nakon transplantacije srca vedi je rizik od

nastanka karcinoma kozZe u usporedbi s trasplantacijom bubrega,
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vjerojatno zbog vecih doza imunosupresivnih lijekova (140). U Europi
40% bolesnika s transplantiranim bubregom razvije karcinom koZze
(134).

Bolesnici s imunodeficijentnim bolestima takoder imaju povecan rizik
od nastanka bazalioma. Bolesnici s AIDS-om (od engl. acquired
immunodeficiency syndrome) znacCajno ceS¢e oboljevaju od
bazalioma. Opisani su i slu€ajevi metastaziranja bazalioma kod
bolesnika s AIDS-om, Sto pokazuje da je imunoloski nadzor jedan od

¢imbenika koji odreduju nemetastatsku narav bazalioma (141,142).

1.2.3.6. Ostale kozne bolesti i mehanic¢ka oste¢enja

Bazaliomi mogu nastati na mjestima kroni¢nih bolesti koze i
recidivirajuih mehanickih trauma kao Sto su oZiljkaste promjene
razliCitog wuzroka, dugotrajne ulceracije, radijacijski dermatitis,
tuberkuloza koze (91).

Formiranje ozillka moze poremetiti odnos epitela i strome, lokalne
mehanizme imunonadzora (djelovanje citokina i ¢imbenika rasta) te
na kraju dovesti do nastanka karcinoma. Bazaliomi mogu nastati na
mjestu starih oziljaka od cijepljenja, te na mjestu oZiljaka od opeklina.
Za razliku od planocelularnog karcinoma, koji nastaje nakon duzeg
vremena na mjestu opekline (Marjorlinov ulkus), bazaliom se moze

javiti ubrzo nakon nastanka opekline (78,143,144).

1.2.4. Histogeneza

Podrijetlo bazalioma jo$ nije poznato, a postoje razliCite teorije o
prirodi nastanka stanica ovog tumora. Sam naziv bazocelularni
karcinom sugerira da tumor nastaje iz epidermalnih bazalnih stanica.
Naime, tumorske stanice sliCe keratinocitima bazalnog sloja
epidermisa. Novija istrazivanja upucuju da bazaliomi nastaju iz

epidermalnih mati¢nih stanica koje se mogu diferencirati u smjeru
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pilosebacealnih  struktura, apokrinih i ekrinih  Zlijezda.
Imunohistokemijski stanice bazalioma pokazuju izrazenost keratina 5
i 14, kao i stanice folikule dlake. Citokeratin 19, moguci biljeg
epidermalnih mati¢nih stanica postoji u stanicama bazalioma
(78,80,145,146).

1.2.5. Kilinicka slika

Naj¢edca lokalizacija bazalioma je lice. U oko 80% bolesnika tumor
se nalazi iznad zamiSljene crte koja spaja kutove usana i usSne
resice. Oko 30% bazalioma je na nosu. Donji dijelovi lica, vrat,
vlasiste i trup rjede su lokalizacije ovog tumora. Na nogama i rukama
bazaliom se javlja vrlo rijetko. Na dorzumima Saka i oko nokta,
Cestim lokalizacijama planocelularnog karcinoma, bazaliom se
gotovo uopce ne javlja (78-81,86,96).

U pocetku bazaliom pocinje kao sitni biserasti Cvori¢ prozet
teleangiektazijama. Nesto riede moze poceti kao sitna erozija koja
ne cijeli. Stoga, bilo koja erozija na licu koja traje neko vrijeme
pobuduje sumnju na bazaliom.

Razlikujemo vise klini¢kih oblika bazalioma.

Basalioma nodulare (solidum) najCeS¢i je tip bazalioma
karakteriziran  polukuglastim elasticnim  perlastim  Cvoricem
svijetloruziCaste ili boje koze. Na povrSini tumora prosijavaju
teleangiektazije. S vremenom se u sredistu tumora moze pojaviti
udubina ili erozija prekrivena krustom uz uzdignuti perlasti rub (78-
81,86,96).

Basalioma exulcerans (ulcus rodens) naj¢eSce je lokaliziran na
licu ili vlasiStu. U poCetku postoji erozija, sklona krvarenju koja se
polagano povecava i prelazi u vec¢u ulceraciju. U toj fazi tumor
podsjeCa na ugriz Stakora te od tuda naziv ulcus rodens. Ako se

tumor ne lijeci, tijekom godina moZe doci do intenzivnog infiltrativhog
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rasta tumora u dublja tkiva uz zahvacéanje potkoZnog masnog tkiva,
hrskavice i kosti. Posljedica su opsezne mutiliraju¢e promjene.
Usprkos tome lezije su obi¢no bezbolne i Cesto krvare. Takve lezije
su najcece u podrucju nazolabijalnih brazda, medijalnih o¢nih kuteva
i uski. I u ovakvim uznapredovalim sluCajevima metastaziranja su
iznimno rijetka, a smrtni ishod je mogu¢ uslijed obilnog krvarenja i

sekundarne infekcije uz razvoj sepse (78-81,86,96).

Basalioma superficiale (multicentricum, basalioma pagetoides,
basalioma eczematoides) najCeSce se nalazi na trupu. Udio ovog
tipa bazalioma je 15-25% od ukupnog broja bazalioma. Tipi¢na lezija
je eritematozni, dijelom skvamozni plak koji se polako povecava i
moze sliCiti psorijaticnom plaku ili Bowenovoj bolesti. Rub plaka je
ponekad lagano uzdignut. Unutar plaka moguéa su podrucdja
spontane regresije karakterizirane atrofijom i hipopigmentacijom.
Lezija ima promjer od nekoliko milimetara do desetak centimetara.
Dio tumora mozZe biti tamnije pigmentiran zbog odredene koliine
melanina. Ovi bazaliomi nikad ne prodiru duboko u dermis, te se
zbog toga zovu povrSinski. Zbog lateralnog subkliniCkog Sirenja,
zabiljezen je relativno visok postotak recidiva nakon klasi¢ne kirurske
ekscizije. PovrSinski tip bazalioma pripada u neagresivne tipove
bazalioma i karakteriziran je osobito sporim rastom. Za razliku od
drugih tipova bazalioma, mogu se naéi i kod mladih osoba, a kod

mnogih bolesnika radi se o viSebrojnim tumorima (78-81,86,96).
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Slika 6. Veliki povrsinski bazaliom lumbalne regije

Basalioma pigmentosum karakterizira papulozni ili nodularni oblik
te razliCita koliCina melaninske pigmentacije uz slabije izrazenu
biserastu granicu i teleangiektazije. Ce$¢i je kod tamnoputih osoba.
Boja varira od tamnoplave, raznih nijansi smede do crne boje (78-
81,86,96).

Basalioma morpheiforme (sclerodermiforme) rijedak je klinicki
oblik bazalioma koji uglavhom nalazimo na &elu, nosu ili obrazima.
Rije€ je o udubljenim promjenama koje klini¢ki sli¢e morfei ili oZiljku,
odnosno keloidu zuckaste boje, i tvrde konzistencije. To je kliniCki
agresivniji tip bazalioma, nejasnih granica, sklon invazivhom rastu te
Sesto zahvacéa dublje strukture. Cesto ostaje neprepoznat, a zahtjeva

agresivnije kirursko lijecenje (78-81,86,96).
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Basalioma cysticum je mekana prozirna papula prozeta njeznim
teleangiektazijama. NajCeSce zahvaca vjede i gornji dio obraza (78-
81,86,96).

Fibroepithelioma (Pinkus tumor) je slabo diferenciran bazaliom, a
neki autori ga svrstavaju medu benigne tumore. Karakterizira ga
meka papula ili plak boje koze ili svijetloruziCaste boje. NajCesSc¢e se
nalazi na trupu, posebno u lumbosakralnoj regiji. Izrazito je rijedak na
suncu izloZzenim podrucjima i nikada ne ulcerira. Obi¢no se klinicki

dijagnosticira kao fibrom ili fibromatozni nevus (78-81,86,96).

Basalioma metatypicum je vrlo rijedak tumor Kkoji pokazuje
histoloSke karakteristike bazocelularnog i planocelularnog karcinoma.
NajceSCe se opaza na nosu i ledima, a KliniCki ga karakterizira
agresivnija narav uz destruktivan rast i vjerojatnost za metastaziranje
oko 10% (78-81,86,96).

Basalioma metastaticum je vrlo rijedak. Ulestalost metastaza je
0,0028-0,55% svih bazalioma. Metastaze se obi¢no javljaju kod
velikih, ulceriranih, lokalno agresivnih, zapustenih tumora te recidiva
nakon kirurSkog lijeCenja ili radioterapije. Interval za nastanak
metastaza iznosi 7 do 34 godine s medijanom od 9 godina od
nastanka tumora. Prosje¢no prezivljavanje je 8 do 18 mjeseci od
postavljanja dijagnoze. Metastaze su ¢eS¢e u muskarca u omjeru 2:1
(147,148).

NajceS¢e metastaziraju tumori na licu i uSkama. Oko 50% slucajeva
su metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima, dok su hematogene

metastaze naj¢eS¢e u kostima, pluéima i jetri (78-81,86,96).

1.2.6. Patohistoloska obiljezja bazalioma

Stanice bazalioma obiljezava velika ovalna jezgra smjeStena u

relativno oskudnoj citoplazmi. Stanice sliCe onima u bazalnom sloju
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epidermisa, te otuda i naziv bazocelularni karcinom. Za razliku od
stanica bazalnog sloja, nemaju intercelularnih mosti¢a, a dezmosomi
su znatno reducirani. Epidermis je stanjen i moze biti erodiran, a u
dermisu je primjetna proliferacija tra¢aka ili otoCi¢a koji tvore epitelne
bazofilne, kuboidne ili cilindricne stanice. Ove tumorske stanice su
rubno poslagane svojom duljom osovinom okomito na rub nakupine,
Sto promjeni daje karakteristiCan palisadni izgled. U stanicama su
zamjetne brojne mitoze, a tumorske stanice se diferenciraju prema
stanicama dlacnih folikula, ekrinih ili sebacealnih Zlijezda. Stroma
proliferira istodobno s tumorskim stanicama oko tumorske mase te
postoji medusobni odnos strome i parenhima. TipiCno postoji
pukotina ili separacija izmedu neoplasticnih stanica i tumorske
strome. U stromi nerijetko nalazimo pigment hemosiderin kao
posljedicu krvarenja, edem, prisutnost mucina i infiltraciju limfocita
(78,80,149-151).

HistoloSka slika tumora u odredenoj mjeri korelira s kliniCkim oblicima
bazalioma.

Kod nodularnog bazalioma naj¢eS¢i je cirkumskriptni oblik rasta u
kojem su tumorske stanice ograni€ene, jasnog palisadnog rasporeda
uz ekspanzivan rast, dok u infiltrativnom obliku rasta nedostaje osobit
palisadni raspored uz izduljene, tanke tracke tumorskih stanica koje
prodiru osobito duboko u tkivo.

PovrSinski bazaliomi imaju otoCice tumorskih stanica vezane za
epidermis i ulozene u stromu s brojnim fibroblastima, a odlikuje ga

slaba prodornost u dermis.
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Slika 7. HistolosSka slika povrsinskog bazalioma, HE x 10

Kod pigmentiranih bazalioma nalazimo razli€ite koli¢ine melanina u
tumorskim stanicama, ali i u stromi.

Morfeiformni bazaliom karakterizira izrazena fibrozna stroma, slabo
prisutni palisadni raspored na rubovima tumora te sklonost
ekspanzivhom rastu.

Cisti¢ni bazaliomi imaju cisticne tvorbe u srediStu tumorskih stanica,
a osim nediferenciranih, sadrzavaju i stanice diferencirane u smjeru
sebacealnih Zlijezda raspadom kojih nastaju navedene cistiCne
promjene.

Recidivirajuci tumori histoloski su naj¢esSée morfeiformnog oblika uz
stromu gusS¢u nego kod primarnih tumora, a karakterizirani su

agresivnim histoloSkim i klini¢kim rastom (78,80,149-151).

30



KreSimir Kostovié Disertacija

1.2.7. Biolosko ponasanje, rast i nacini Sirenja

U pravilu bazaliomi rastu sporo. Vecina bazalioma prolazi faze
pojaCanog rasta i faze regresije. O tome koja je faza dominantna
ovisi brzina rasta tumora u danom trenutku (152). Za vrijeme
pojaCanog rasta tumora stroma je tanka i postoje minimalne upalne
promjene, dok je tijekom regresije debljina strome promjenljiva i
obi€no postoji izrazen upalni infiltrat. Osim regresije, stanicha smrt
pridonosi sporom rastu bazalioma (80).

Kao $to je spomenuto, metastaze bazalioma su vrlo rijetke. Sire se
obi¢no preko limfnih zila u regionalne limfne ¢vorove ili hematogeno
u duge kosti i pluca. Rasap u pluca je mogu¢ i zbog aspiracije
dijelova tumora. NajCeSCe metastaziraju zapusteni, veliki tumori u
podrucju glave i vrata, koji destruktivnim rastom zahvacaju krvne Zile
i zivce (80,147,148).

Tijekom lokalnog rasta i Sirenja ovaj tumor u pravilu bira ,put
najmanjeg otpora“. To je razlog zbog kojeg je zahvacanje Kkosti,
hrskavica i miSi¢a rijetko, a javlja se nakon duzeg razdoblja rasta.
Kada bazaliom prodre do ovih struktura, Siri se duz perihondra,
periosta ili fascije. Bazaliom lakSe prodire u podru€ja kao Sto su
medijalni oCni kut, brada, nazolabijalne brazde, preaurikularna regija i
retroaurikularni sulkus (80).

Podrucje gdje je dermis deblji predstavlja prepreku za Sirenje tumora.
To osobito vrijedi za podrucje leda gdje je dermis osobito debeo. Ta
Cinjenica smatra se razlogom da su povrSinski bazaliomi najceS¢i na
trupu. Ipak, ovi se bazaliomi mogu Siriti subklini¢ki lateralno kroz
gornji dermis, te Kklinicke granice tumora ne moraju odgovarati
histoloSkim. Opcenito, bazaliomi rijetko zahvaéaju potkoZzno masno

tkivo jer je ono slabo prokrvljeno (78,79,86).
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1.2.8. Dijagnoza

Dijagnoza se postavlja na temelju kliniCke slike te patohistoloskog
nalaza bioptata ili ekscidirane promjene koZe. lako se dijagnoza
veCine bazalioma moze postaviti na temelju kliniCkog pregleda,
biopsija se savjetuje prije pocCetka lijeCenja. U slu€aju da klinicka
dijagnoza nije sigurna, biopsija je obavezna. Obi¢no se radi duboka
,punch® ili incizijska biopsija. PatohistoloSkom analizom bioptata
dobivamo histoloSke karakteristike tumora, $to moze biti vazno pri

odluci o vrsti lije€enja koje ¢e se primijeniti.

1.2.9. Lije€enje

Kad se donosi odluka o vrsti lijeCenja, potrebno je voditi rauna o
sljede¢im ciljevima: a) potpuno uklanjanje ili unistenje tumora; b)
poSteda zdravog tkiva; c) oCuvanje funkcije; d) optimalni estetski
rezultat. Naravno, ove cilieve C&esto nije moguée u potpunosti
ostvariti. Najvazniji cilj je potpuno izlje€Cenje bolesnika.

Brojni Cimbenici utje€u na izbor lije€enja i njegov ishod.

Prema Cimbenicima koji se odnose na sam tumor, bazaliomi se dijele
na tumore visokog rizika za nastanak recidiva i tumore niskog rizika
za nastanak recidiva. Tumori visokog rizika su veci bazaliomi (veci
od 2 cm), bazaliomi lokalizirani na sredi$njim dijelovima lica (osobito
oko ociju, na nosu, usnicama), kliniCki nejasno ogranieni tumori,
agresivniji histoloski tipovi bazalioma (npr. infiltrativni i morfeiformni)
te recidivirajuéi bazaliomi (153,154).

Cimbenici koji se odnose na bolesnika, a utjedu na izbor lijeéenja su
op¢e stanje bolesnika, dob, druge ozbiljnije bolesti, uzimanje
antikoagulantne terapije te izbor samog bolesnika (153,155).

Na kraju, dostupnost pojedinih metoda lijeCenja i iskustvo lije€nika-
specijalista utjeCu na odluku o vrsti lijeCenja.

Fotodinamicka terapija vec je detaljno opisana u tekstu, a u nastavku

Ce biti rijec€i o drugim metodama lijeCenja bazalioma.
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1.2.9.1. Kirurska ekscizija

KiruSska ekscizija je naj¢eSc¢i i uobiCajen nacin lijeCenja bazalioma
diljem svijeta. Obi¢no se provodi u lokalnoj anesteziji, a sastoji se od
kiruSskog odstranjenja tumora zajedno s dijelom klini¢ki normalnog
okolnog tkiva. Rubovi ekscidiranog materijala fiksiraju se u formalinu,
te Salju na histopatoloSku pretragu. Rana se zatvara primarnim
Savom, raznim oblicima reznjeva ili sekundarnim cijeljenjem.

KirurS8ka ekscizija s postoperativnom patohistoloSkom pretragom
metoda je izbora za lijeCenje vecine bazalioma visokog rizika te nekih
bazalioma niskog rizika (80,153,155).

Nacelo uzimanja rubova zdravog tkiva oko tumora temelji se na
pretpostavci da se tumor Siri izvan klini¢kih granica tumora. U pravilu,
Sto je rub Siri, ve¢a je mogucnost da je tumor potpuno uklonjen.
Preporuka za Sirinu rubova oko tumora je: 3 mm za manje tumore
(do 10 mm u promjeru) i 5 mm za vece tumore (10 do 20 mm) na licu
te 5 mm za tumore na ostalim dijelovima tijela. Ako je rije€ o
bazaliomima visokog rizika, opseg zahvata u klini¢ki zdravo tkivo je i
do 13 mm (153,155).

Postotak recidiva kod ekscizije primarnih bazalioma iznosi 3-8%
tjekom petogodiSnjeg pracenja bolesnika (157). Recidivirajuce
bazaliome prati veci postotak ponovnog recidiva te iznosi oko 11%
(158).

Nepotpuna ekscizija tumora, odnosno histoloSki pozitivni rubovi
ekscizata zabiljeZeni su kod 4,7-7% tumora (153). U ovom slucaju
moguca su dva pristupa. Konzervativni pristup ukljuuje intenzivno
pracenje bolesnika, a drugi daljnje lije€enje. Prvi pristup temelji se na
¢injenici da samo 30-41% histolo$ki nepotpuno odstranjenih tumora
recidivira (153,159). Daljnje lijeCenje se posebno preporuca kada je
rije€ o lezijama na srediSnjim dijelovima lica, kada je rana prekrivena
reznjevima ili transplantatima, te kada je rijeC o agresivnim
histoloSkim tipovima bazalioma (153,160). U slu€aju daljnjeg lijecenja
obi¢no se radi ponovna kiruska ekscizija ili Mohsova mikrografska
kirurgija (155,156).
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Prednosti ovog nacina lijeCenja su visoka ucinkovitost uz nisku
uCestalost recidiva, patohistoloSka kontrola rubova, dostupnost i
dobar estetski rezultat. Nedostaci su nemogucnost lijeCenja osoba
kod kojih postoji kontraindikacija za lokalnu anesteziju i kirurski
zahvat te potrebna osobita kiruska uvjeZbanost za pojedine
lokalizacije (nosna krila, blizina oka) (153,155-157).

1.2.9.2. Mohsova mikrografska kirurgija

Mohsova mikrografska Kkirurgija jest postupak serijske ekscizije
koznih tumora i mapiranja operacijskog polja nakon cCega slijedi
patohistoloSka analiza svih reznih rubova. Ovom metodom
maksimalno se Stedi okolno zdravo tkivo.

Indikacije za ovu metodu su veliki tumori (veci od 2 cm), histoloSki
agresivni tipovi bazalioma, osobito morfeiformni tip, recidivirajuci
tumori te estetski osjetljive lokalizacije (kao Sto je lice), gdje postoji
osobita potreba za postednom ekscizijom (78,156).

Kod ove metode ekscidirano tkivo reze se u manje dijelove, rade se
kriostatski rezovi i rubne povrSine se paZljivo izravnavaju pritiskom.
Na taj naCin mogucCe je izrezati cijeli resekcijski rub u vise
horizantalnih sekcija, te pregledati sve resekcijske povrSine.
Nasuprot tome, rutinskom patohistoloSkom pretragom moguce je
pregledati manje od 1% cjelokupne resekcijske povrSine. Radi se
precizno mapiranje brojnih uzoraka. Nakon patohistoloske pretrage
prvog reza, slijedeci rezovi se rezu dok svi resekcijski rubovi nisu
slobodni od tumorskih stanica. Nakon toga tumor se u potpunosti
uklanja, a rana zatvara (155,161).

Ova metoda ima najvecu uspjesSnost te vrlo dobre estetske rezultate.
Tijekom petogodidnjeg razdoblja recidivi se javljaju kod samo 1%
primarnih bazalioma, te kod 4-8% recidiviraju¢ih bazalioma (162).
Nedostaci metode su slozenost postupka koji zahtjeva posebnu

izvjezbanost kirurga, dugotrajnost postupka (prosje¢no trajanje 5
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sati), visoka cijena postupka te nedostupnost lijeCenja za vecinu
bolesnika (153,156,161).

1.2.9.3. Lije€enje ioniziraju¢im zraéenjem (radioterapija)

U lijeCenju bazalioma najCes¢e se primjenju meke rendgenske zrake
te uredaji za povrSinsku dermatoloSku radioterapiju. Zbog nizeg
napona (voltaze), mekane se zrake apsorbiraju u gornjim slojevima
koZe. Kod povrSinske radioterapije uz ukupnu primijenjenu dozu
vazan je i odnos ukupne doze i vremena, tj. broja frakcija u kojima je
doza primijenjena. Opcenito, vecim frakcioniranjem (manja dnevna
doza, veci broj frakcija) smanjuju se kasne nuspojave i poboljSavaju
estetski razultati. Za bazaliom dnevna doza je obi¢no 3-5 Gy, a
ukupna 45-55 Gy (163,164). Prije lijeCenja potrebna je patohistoloSka
potvrda.

BioloSko djelovanje zracCenja uglavhom je posljedica ostecenja
tumorske DNK, koja predstavlja kriti€cnu metu. Tijekom radioterapije
stanice okolnog tkiva bit ¢e takoder unistene, poglavito one koje se
brzo dijele. LijeCenje se paZzljivo planira tako da tumor primi vecu
dozu od okolnog zdravog tkiva (163).

U lijeCenju bazalioma radioterapija je vrlo korisna alternativa
kirurSkom lije€enju, a ponekad je i metoda prvog izbora.
Radioterapija je pogodna za lije€enje starijih bolesnika (starijih od 60
godina), kod vecih, teSko operabilnih tumora koji zahtijevaju opsezan
rekonstrukcijski zahvat, za lije€enje bazalioma u podru¢ju medijalnog
i vanjskog o€nog kuta, vrha nosa i nosnih krila, uske ili na usnicama,
kod bolesnika koji imaju poveéan operativni rizik ili su na
antikoagulacijskoj terapiji, te kod bolesnika koji odbijaju kirursko
ljeCenje. Kontraindikacije za radioterapiju su genetske bolesti s
predispozicijom za nastanak karcinoma koze (Gorlinov sindrom,
xeroderma pigmentosum), sistemske bolesti vezivnog tkiva,
recidivirajuci bazaliomi nakon radioterapije te morfeiformni bazaliomi
(153,156,163).
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Ucestalost recidiva nakon radioterapije bazalioma krece se oko 7,5%
za primarne bazaliome, te oko 9,5% za recidivirajue bazaliome
(155,165).

Akutne popratne pojave su eritem, a poslije i erozivna reakcija, koja
se javlja pri kraju planiranog ciklusa radioterapije ili nekoliko dana
nakon zavrSetka. Od nezeljenih posljedica ozbilina je pojava
radionekroze koja se Cesto javla na dorzumu nosa. Kronicni
nezeljeni ucinci razvijaju se sporo tijekom godina. OcCituju se atrofijom
koZe, nastankom teleangiektazija te hiper- ili hipopigmentacijama.
Dakle, za razliku od ostalih metoda lijeCenja, kod kojih su s
vremenom estetski rezultati sve bolji, kod radioterapije se s
vremenom pogorSavaju. Osim toga, radioterapija povecava rizik od
nastanka novih karcinoma koZe nakon duljeg razdoblja
(155,156,163,164).

Nedostaci metode su dugotrajnost terapije, dostupnost terapije samo
u najvec¢im medicinskim centrima, nesSto veca ucCestalost recidiva i

slabiji estetski rezultati nego u kirurSkom lijecenju (153,155).

1.2.9.4. Krioterapija

Krioterapija je metoda lijeCenja koja upotrebom niskih temperatura
(teku¢i duSik i do -195°C) izaziva krionekrozu i uniStava tumorsko
tkivo (153,156).

U slucaju bazalioma krioterapija je indicirana kod manjih tumora
niskog rizika, te kod visokorizitnih bolesnika u kojih je
kontraindicirana kirurS8ka terapija. Ponekad je potrebno ponoviti
tretman nakon nekoliko tjedana. Kontraindikacije su stanja kada
postoji preosjetljivost na niske temperature, npr. Raynaudov sindrom
i krioglobulinemija. Kod primarnih bazalioma ucestalost recidiva je
4-17% tijekom petogodiSnjeg razdoblja (166,167).

Popratne pojave su bolnost tijekom i poslije tretmana, eritem, edem,
nastanak vezikula i bula. Relativno Ceste posljedice te terapije su

atroficni ili hipertrofiCni oziljci te hipopigmentacija (155,156,166).
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Prednosti metode su jednostavnost, niska cijena, dostupnost, a
nedostaci nemogucnost histoloSke kontrole te loSi rezultati u lijeCenju
visokorizi¢nih lezija (155,166,167).

1.2.9.5. Ekskohleacija i elektrokauterizacija ili elektrokoagulacija

Kad se primjenjuje ova metoda, prvo se radi ekskohleacija tumorske
mase pri ¢emu se vulnerabilno, mekano tumorsko tkivo relativno lako
odvaja od zdravog tkiva. Nakon toga se provodi elektrokoagulacija ili
elektrokauterizacija s ciliem da se zaustavi krvarenje i termalnim
putem uklone preostale tumorske stanice na rubovima rane
(155,168).

Ova metoda dolazi u obzir u lije€enju bazalioma niskog rizika na
trupu i udovima. Kontraindicirana je u lije€enju lezija na licu zbog
visoke ucestalosti recidiva (i do 50%). Opcenito, uCestalost recidiva
je 6-19% tijekom petogodisSnjeg razdoblja (153,156).

Glavna neZeljena posljedica ove metode lijeCenja je nastanak
hipertroficnog, ponekad i keloidnog oziljka (155,168).

Prednosti metode su jednostavnost i niska cijena, a nedostaci
nemogucnost histoloSke kontrole te rizik od nastanka oziljka, zbog

¢ega metoda nije prikladna za lije€enje mladih osoba (80,153,155).

1.2.9.6. Lokalni citostatik 5-fluorouracil

5-fluorouracil je lokalni citostatik koji djeluje inhibirajuci sintezu DNK i
time spre€ava stani¢nu proliferaciju te dovodi do nekroze (156).
Uporaba 5-fluorouracila indicirana je prvenstveno u lijeCenju
povrsinskih bazalioma (80,156).

Na trZistu se nalazi u obliku 5%-tne kreme ili solucije. Primjenjuje se
dva puta dnevno tijekom Sest tjedana, iako je ponekad potrebno

duze lijeCenje (169).
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Njegova primjena izaziva jaku upalnu reakciju te su prisutni bol i
pecenje, eritem i edem lijeCenog podru¢ja. Kao nezeljeni ucinci
mogudi su preosjetljivost na pripravak, promjene pigmentacije i oZiljci
(170).

Ucinkovitost metode je nesto slabija nego ostalih metoda lijeCenja
bazalioma. UcCinkovitost se moze povecati ako se ova metoda

kombinira s ekskohleacijom ili krioterapijom (80,170).

1.2.9.7. Imiquimod

Imiquimod je modulator imunoloSkog odgovora i predstavlja najnoviju
metodu lije€enja bazalioma. U SAD-u je od 2004. godine registriran
za lijeCenje manjih (veliCine do 2 cm) povrSinskih bazalioma
lokaliziranih na trupu, vratu ili udovima (96).

Imiquimod djeluje preko receptora stani¢ne povrsine, tzv. ,Toll-like
receptora, koji su izrazeni na Langerhansovim stanicama i
monocitima. To potie sintezu i izluCivanje citokina kao $to su
interferon-a i TNF-a te T-stani¢ni imunoloski odgovor (153).

Na trzistu se nalazi u obliku 5%-tne kreme, a obi¢no se Kkoristi tijekom
Sest tjedana, pet puta tjedno (153,156).

Njegova primjena izaziva lokalnu upalnu reakciju s eritemom,
edemom i erozijama. UoCena je povezanost izmedu jacCine lokalne
reakcije i uspjeha lijeCenja (Sto je jaCa reakcija, bolji je uspjeh)
(171,172). UspjesSnost lijeCenja je 80-90% kod povrSinskih
bazalioma. UCinkovitost je slabija kod nodularnih bazalioma (ispod
80%) (171,172). Za sada nedostaju rezultati dugotrajnog pracenja

bolesnika, ali je zabiljeZzeno 20% recidiva nakon 2 godine (173).
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1.3. Proteini povezani s proliferacijom i apoptozom

1.3.1. Ki-67

Antigen Ki-67, nehistonski protein velike molekularne tezine,
prihvaéen je kao najpouzdaniji biljeg stani¢ne proliferacije. Prisutan je
u stanici tijekom aktivne faze stani¢noga ciklusa (G1, S, G2 i M faza),
ali ne i u GO fazi (174). Ovaj bilieg je koriSten kao prognosticki
¢imbenik odgovora na terapiju u razli€itim tipovima zlo¢udnih tumora,
kao Sto su karcinom dojke i sarkomi.

Ki-67 je izrazito velik protein (395 kDa) €iju sintezu kodira oko 30.000
baza na ljudskome genomu. Tijekom mitoze dolazi do fosforilacije i
defosforilacije ovog proteina, a njegovu izrazenost reguliraju
proteaze (175). Poznato je da se Ki-67 nalazi u jezgrici, u zoni koja
se naziva gustom fibrilarnom komponentom jezgrice (engl. DFC:
dense fibrillary component) (176). Zastupljenost Ki-67 u odredenim
fazama stani€nog ciklusa regulira precizan sustav sinteze i
razgradnje. Nedavno je identificiran kompleks proteaza, nazvan
proteasomom, koji sudjeluje u brzoj razgradnji Ki-67 (177).

Funkcija Ki-67 nije potpuno razjasnjena. Nesumnijivo je da je Ki-67
presudan u procesu staniCne proliferacije, Sto je dokazano
inhibicijom proliferacije nakon uklanjanja proteina Ki-67 (175). Stoga
se u dijagnosti¢koj histopatologiji i stani€noj biologiji ovaj biljeg koristi
za odredivanje i pracenje frakcije rasta u zdravih i tumorskih stanica.
Danas se smatra da je protein Ki-67 pouzdaniji biljeg proliferacije od
mitotskog indeksa, jer se uz pomo¢ Ki-67 biljeze stanice u svim
fazama stani¢nog ciklusa, osim u GO fazi, dok se mitotskim indeksom
otkrivaju stanice samo u M fazi (178).

Budu¢i da protein Ki-67 sadrzava domenu jednaku proteinima koji
reguliraju stani¢ni ciklus (DUN1 i RADS3), smatra se da Ki-67 ima
sli¢no djelovanje (177).

Tijekom rane G1 faze Ki-67 je lociran na ekstranukleolarnim regijama
koje sadrzavaju centromernu i satelitsku DNK, pa su neki autori

temeljem toga saznanja pretpostavili da Ki-67 sudjeluje u procesu
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organizacije DNK (179). Buduéi da je dokazano da Ki-67 ima
sposobnost vezanja za RNK i DNK, te ulazi u kompleksne interakcije
s drugim proteinima, pretpostavlja se da Ki-67 ima strukturalnu ulogu
unutar jezgrice.

Lokalizacija Ki-67 unutar DFC zone, gdje se odvija kasna faza
sinteze ribosomalne RNK, upozorava na vaznost Ki-67 u sintezi
ribosoma tijekom diobe stanice (176).

Opcenito, bazaliom je tumor s relativno visokim postotkom
proliferirajucih stanica. ProsjeCna izrazenost Ki-67 kod bazalioma
razliita je ovisno o istrazivanju, a krece se u rasponu 12-51%
pozitivnih tumorskih stanica (174,180-183). Neka istrazivanja
pokazuju da imunohistokemijska izrazenost (ekspresija) Ki-67 ne
ovisi o histoloSkom tipu bazalioma (180,184). Nije sigurno je i
izrazenost biljega Ki-67 veca kod recidivirajuéih bazalioma.

Dva prijasnja istrazivanja upucivala su na povecanu izrazenost Ki-67
kod recidiviraju¢ih u odnosu na primarne bazaliome, ali najnovije
istraZivanje koje su proveli Janisson-Dargaud i sur. nije potvrdilo tu
pretpostavku (180,185,186).

1.3.2. bcl-2

O onkogenu bcl-2 i obitelji bcl-2 gena bilo je ve¢ govora u poglavlju o
apoptozi. Bcl-2 je otkriven kod B stani¢nog limfoma s t(14-18)
translokacijom, te je po tome i dobio ime (187). Bcl-2 bio je prvi gen
povezan s regulacijom apoptoze. Smjesten je na kromosomu 18, a
kodira najveéi (24 kDa) do sada poznat antiapoptotiCki protein.

Do sada je poznato najmanje 20 ¢lanova obitelji bcl-2 proteina. Oni
djeluju antiapopticki i time zaustavljaju apoptozu ili proapoptotickim
djelovanjem potiCu apoptozu. Svi Clanovi obitelji imaju najmanje
jednu od Cetiri homologne domene, tj. podruc¢ja (BH 1, BH 2, BH 3 ili
BH 4). Antiapoptoti¢ki ¢lanovi obitelji bcl-2 (npr.bcl-2, bcl-w, bcl-xI)
sadrzavaju sve Cetiri BH domene (188,189).
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Sam bcl-2 nalazi se u stanicnim membranama mitohondrija,
endoplazmatskog retikuluma i u jezgri. Bcl-2 antigen je poznat kao
zastitnik mitohondrija jer spreCava otpustanje citokroma c i zaustavlja
apoptoticki put u samom zadetku (28,190). Cini se da posteda
tumorskih stanica od apoptoti¢ke smrti ima vaznu ulogu u nastanku i
rastu bazalioma.

Imunohistokemijska izrazenost bcl-2 prisutna je u stanicama
bazalnog sloja epidermisa normalne koze, melanocitima, dermalnim
papilama dlaénog folikula, vanjskoj ovojnici dlake, epitelnim
stanicama ekrinih Zlijezda znojnica. Suprabazalni keratinociti ne
pokazuju izrazenost bcl-2 (181,191).

Vecina bazalioma pokazuje izrazenosti bcl-2 i, ovisno o istraZivanju,
prisutna je kod 67-100% svih bazalioma (181,182,192,193).
ZamijeCeno je da je stupanj izrazenosti bcl-2 osobito visok kod
klinicki i histoloSki manje agresivnih tipova bazalioma, npr.
povrSinskog ili nodularnog, u odnosu na agresivnije tipove bazalioma
(192-195).

Izrazenost bcl-2 proteina veca je kod bazalioma nego u

keratinocitima bazalnog sloja epidermisa oko tumora (191).

1.3.3. p53

Gen p53 je tumor supresorski gen koji je prvi put opisan 1979.
godine, a zbog njegova nadzora nad brojnim stani¢nim funkcijama
nazvan je zastitnik genoma. p53 gen smjesten je na kratkom kraku
kromosoma 17, a odgovoran je za sintezu 53-kDa fosfoproteina
(196).

Ovaj protein je vazan u nadzoru stani¢nog ciklusa i sposoban je,
nakon prepoznavanja i najmanjeg ostecenja DNK lanca, zaustaviti
stani¢ni ciklus kako bi se dobilo vremena za popravak ostecenja ili
omoguciti uklanjanje ostec¢ene stanice putem apoptoze. Na taj nacin
tzv. ,divlji“ pb3 spreCava umnozavanje mutirane i oSteCene DNK

(197). Kao reakcija na oStecenje DNK, najcesSc¢e UV zraCenje, p53 se
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aktivira fosforilacijom. Koli€ina proteina p53 u stanicama odreduje
nac¢in odgovora na o$te¢enje DNK: ako je koliCina p53 manja,
zaustavit ¢e se stanicni ciklus i doci ¢e do DNK popravka, a ako je
koli¢ina veca, nastupa stani¢na smrt putem apoptoze (198).

p53 protein formira tetramere kroz interakcije izmedu c-terminalnih
podruc¢ja proteina. Ovi tetrameri mogu prepoznati specificna vezna
mjesta na ciljnim genima i stimulirati njihovu aktivaciju (196).

Gen p53 moze se inaktivirati toCkastom mutacijom i to samo jednog
alela, a ne kao u ostalih tumor supresorskih gena mutacijom jednog i
gubitkom zdravog alela (197). Sveukupno, mutacije p53 postoje u
otprilike 50% svih karcinoma. On je najCeS¢e inaktiviran u nizu
tumora kao Sto su leukemije, limfomi, karcinomi dojke, debelog
crijeva, pluéa itd. Mutacije p53 prisutne su u viSe od 50% svih
bazalioma koze (196,199,200). One su naj¢eSée posljedica
djelovanja UV zracenja (C—-T i CC —TT zamjene) (198). Inaktivacija
p53 destabilizira genom u cijelosti te omogucuje da mutacije postanu
vidljive zbog smanjenja njihovih normalnih funkcija. Mutacija i
inaktivacija p53 gena u epidermalnim keratinocitima ima ulogu u
ranoj fazi karcinogeneze u kozi (197,201).

U normalnim stanicama ,divlji“ tip p53 proteina koji ima kratko
vrijeme Zivota (6 do 30 minuta), nalazi se u vrlo malim koli€inama
zbog stalne razgradnje. Zbog toga se ,divlji“ p53 ne moze prikazati
standardnim imunohistokemijskim bojenjem (174,202). Mutirani p53
gen obi¢no kodira stabilniji protein s produljenim vremenom Zivota
koji se prikazuje imunohistokemijskim  bojenjem, te se
imunohistokemijska analiza izrazenosti p53 smatra korisnim
pokazateljem mutacija p53 (199,202,203). Usprkos tome, moguca su
pozitivna imunohistokemijska bojenja bez mutacija i obrnuto
(203,204).

Imunohistokemijska izrazenost p53 prisutna je kod 38-100% svih
bazalioma (182,183,195,204-209). Veca izrazenost oCituje se vecim
postotkom obojenih stanica tumora kao i intenzivnijim bojenjem.
Izrazenost p53 zabiljezena je i u normalnom epidermisu s podrucja

koja su trajno izlozena UV zrakama (npr. lice), te u Klinicki
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nepromijenjenom epidermisu u okolini bazalioma (210,211).
Imunohistokemijska izrazenost p53 na tim mjestima mogla bi biti
zaCetak karcinogeneze ili predstavljati postranicno Sirenje tumorskih

stanica izvan klinickih granica bazalioma.

1.3.4. p63

Gen p63 je nedavno otkriven €lan obitelji p53 gena koji pokazuje
neke strukturalne i funkcionalne sli¢nosti s p53. Taj gen je smjesten
na kromosomu 3927, a odgovoran je za sintezu najmanje 6 razliCitih
izoformi koje imaju ili transaktivirajuci ili dominantno negativan ucinak
na p53 izvjestajne gene (212,213).

Tri izoforme (TA-p63a, TA-p63B, TA-p63y) kodiraju proteine s
transaktivirajuéom domenom (podru¢jem) i transaktivirajuéim
ucinkom na p53 ciljne gene (npr. p21, bax), te time mogu zaustaviti
stani¢ni ciklus i dovesti do apoptoze. TA-p63y izoforma je
najucinkovitija u poticanju apoptoze, sto se objasnjava najvecom
slicno$¢u s p53 (214,215).

Tri izoforme (AN-p63a, AN-p633, AN-p63y) kodiraju proteine kojima
nedostaje N-terminalna domena nuzna za aktivaciju p53 izvjesStajnih
gena. AN-p63 ima inhibitorni u€inak na p53, te spre€ava apoptoticku
stani¢nu smrt (212,214).

U razliitim tkivima i tumorima pristune su razliCite izoforme p63
proteina. Smatra se da su u kozi pretezno izrazene AN izoforme p63
(213,216). Funkcija p63 u kozi nije posve razjasnjena, ali se smatra
da ima vaznu ulogu u ektodermalnoj diferencijaciji za vrijeme
embriogeneze, u odrZzavanju populacije bazalnih stanica te u
terminalnoj diferencijaciji stratificiranog epitela (212,213,217-220).
Dokazana je jaka izrazenost p63 u Kkeratinocitnim matiCnim
stanicama, te se smatra da je p63 pouzdani biljeg keratinocitnih
maticnih stanica (213,221,217).

Uloga p63 u nastanku razli€itih tumora jo$S je manje jasna. Zbog

prisustva viSe izoformi, nije jasno djeluje li p63 kao tumor supresorski
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gen ili kao onkogen. Mutacije p63 rijetke su kod do sada istraZivanih
tumora, Sto potvrduje da p63 nije klasiCan tumor supresorski gen
(212,214,218). Ipak, promjene u izrazenosti razli€itih izoformi p63
mogle bi utjecati na nastanak razliCitih karcinoma. AN izoforme p63
gena mogle bi imati ulogu onkogena u nastanku karcinoma koze, jer
inhibiraju apoptotiCku aktivnost p53 gena (213,216,217).
Imunohistokemijska izrazenost p63 prisutna je u stanicama bazalnog
i suprabazalnih slojeva epidemisa normalne koze, a negativna je u
povrSinskim slojevima epidermisa. p63 izrazen je i u stanicama
folikula dlake, te u bazalnim stanicama ekrinih i apokrinih Zlijezda
znojnica (213,217,222).

Dosadasnja su istrazivanja imunohistokemijske izrazenosti p63 kod
bazalioma provedena na malom broju uzoraka. U njima je
zabiljeZzena izrazenost p63 kod 98-100% svih bazalioma, te kod
vecine stanica pojedinog tumora. Takoder, nije zabiljeZzena znacajna
razlika u izrazenosti p63 kod razli€itih histoloSkih tipova bazalioma
(213,216,217,221).
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2. HIPOTEZA | CILJEVI ISTRAZIVANJA

2.1. Hipoteza

Djelotvornost lokalnog PDT-a u lije€enju povrsinskog tipa bazalioma
koZe temelji se na njezinom antiproliferacijskom i apoptotiCkom
uCinku, sto se ocituje smanjenom izrazenosc¢u proliferacijskog biljega
Ki-67 te billega povezanih s apoptozom bcl-2, p53 i p63 nakon

zavrsetka lijeCenja.

2.2. Ciljevi istrazivanja

Opéi cilj istrazivanja jest istraziti antiproliferacijski i apoptoti¢ki u€inak
PDT-a kod povrSinskog tipa bazalioma imunohistokemijskim
odredivanjem Ki-67, bcl-2, p53 i p63 prije i poslije lijeCenja te utvrditi
vrijednost i znaCenje gore navedenih biljega u procjeni djelotvornosti

lokalnog PDT-a kod bolesnika s povrSinskim tipom bazalioma.

U ovom istrazivanju postavljeni su sljedeci specificni ciljevi:

1. Odrediti izrazenost biljega proliferacije Ki-67 u bolesnika s
povrsinskim tipom bazalioma prije i nakon PDT-a.

2. Odrediti izrazenost onkoproteina bcl-2 u bolesnika s
povrsinskim tipom bazalioma prije i nakon lijeCenja.

3. Odrediti izrazenost proteina p53 u bolesnika prije i nakon
lijeCenja.

4. Odrediti izrazenost proteinskog proizvoda gena p63 u
bolesnika prije i nakon lijeCenja.

5. Utvrditi postoji li povezanost izrazenosti bcl-2 i Ki-67, p53 i Ki-
67, te p53 i p63 prije i nakon lijeenja.
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3. ISPITANICI | METODE

3.1. Ispitanici

U prospektivno istraZivanje bilo je ukljuéeno 30 bolesnika obaju
spolova, starijih od 35 godina, s povrSinskim tipom bazalioma.
Istrazivanje je provedeno u Kilinici za kozne i spolne bolesti KBC
Zagreb i u Klinickom zavodu za patologiju KBC Zagreb.

Dijagnoza je postavljena na temelju anamneze, klinickog pregleda, a
potvrdena je patohistoloSkim nalazom bioptata tumorske lezije.
Biopsije su radene u lokalnoj anesteziji uz primjenu 2% lidokaina, u
skladu s pravilima asepse i antisepse. Svi bioptati obojeni su
standardnom  histoloSkom metodom, te imunohistokemijskim
postupkom i komercijalno dostupnim protutijelima za otkrivanje Ki-67,
bcl-2, p53 i p63. Nakon postavljene dijagnoze bolesnici su lijeCeni
lokalnim PDT-om uz primjenu 5—-ALA-e. Ovisno o klini¢koj procjeni
terapijskog uspjeha provelo se jedno do tri obasjavanja u razmacima
od 4 do 6 tjedana. Nakon zavrSetka lijeCenja ucinila se kontrolna
biopsija i patohistoloSka analiza s ciliem konacne procjene uspjeha
lije€enja. Svi kontrolni bioptati obradeni su imunohistokemijski i

obojeni na ranije navedene biljege.

3.2. Metode

3.2.1. Histoloska analiza

Svi uzorci su fiksirani u 10%-tnom formaldehidu, uklopljeni u parafin,

rezani u rezove debljine 4 ym i obojeni hemalaun-eozinom.

Preparate je analizirao pristupnik uz pomo¢ dvoje iskusnih

dermatopatologa.
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3.2.2. Imunohistokemijsko bojenje

Za imunohistokemijsko bojenje koriSteni su rezovi iz parafinskih
blokova analiziranih uzoraka debljine 4 ym.

Rezovi su bojeni standardnom imunoperoksidaza avidin-biotin
metodom automatskim strojem za bojenje (TehMate, Dako, Glostrup,
Danska) uz koristenje primarnih protutijela anti-Ki-67 (clone MIB-1,
M7240, Dako), anti-bcl-2 (clone 124, M0887, Dako), anti-p53 (clone
DO7, M7001, Dako) i anti-p63 (clone 4A4, M7247, Dako).

Uzorci su deparafinizirani, obradeni u mikrovalnoj pecnici u puferu
(EDTA, Ph 9,0, 15 minuta) kako bi se pojaCala antigena reakcija te
su obojeni automatskim strojem koji koristi kapilarnu aktivnost.
Reakcija je prikazana diaminobenzidinom (DAB; Dako). Potom su
obojeni preparati analizirani svjetlosnim mikroskopom, promatranjem
pet vidnih polja pod velikim povecanjem (x400). KoriSten je
mikroskop Leica DM LB. Preparate analizirao pristupnik uz pomoé

iskusnog patologa.

Izrazenost Ki-67 prikazana je kao postotak pozitivnih stanica s
nuklearnom reakcijom na 500 izbrojanih stanica u analiziranom
uzorku. Kao mjesto bojenja odabrano je mjesto najjaCe
imunoreaktivnosti identificirano najmanjim povecanjem mikroskopa
(x40).

Bojenjem anti-bcl-2 protutijelom prikazana je pozitivna reakcija na
keratinocitima epidermisa u istrazivanim uzorcima koze kao
membransko i citoplazmatsko bojenje, a bojenjem anti-p53 i anti-p63
protutijelima prikazana je pozitivna reakcija kao nuklearno bojenje.
Rezultati bcl-2, p53 i p63 bojanja izrazeni su semikvantitativnom
metodom, i to kao: -, negativna reakcija; +, slabo pozitivha reakcija
(1-25% pozitivnih stanica); ++, umjereno pozitivna reakcija (>25-50%
pozitivnih stanica); +++, jako pozitivna reakcija (viSe od 50%
pozitivnih stanica).

Kao negativna kontrola koriSteni su isti uzorci tkiva bez aplikacije

primarnog protutijela.
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3.2.3. Lokalni PDT uz primjenu 5-ALA-e

FotodinamiCka terapija ostvarivala se u dvije faze.

Prva faza je ukljuCivala lokalnu aplikaciju 20%-tne emulzije (ulje u
vodi) 5-ALA-e. Emulzija je nanoSena na cijelu tumorsku leziju, te na
klini¢ki zdravu kozu 5 mm oko lezije. Premazano podrucje prekriveno
je plastichom folijom (tzv. okluzivha tehnika) radi optimalne
apsorpcije 5-ALA-e. Trajanje aplikacije bilo je 5 sati. Provjera
primjerene apsorpcije fotosenzibilizatora u tumorskoj tvorbi
provedena je u tamnoj prostoriji Woodovom svjetiljkom DHLL 404 M
(Waldmann Medizintechnik, Villingen-Schwenningen, Njemacka).
Druga faza ukljuCivala je obasjavanje vidljivim svjetlom crvenog
spektra. lzvor svjetla bio je uredaj PDT 1200 (Waldmann
Medizintechnik, Villingen-Schwenningen, Njemacka). Karakteristike
uredaja su odasiljanje svjetla valjnih duljina 630 — 700 nm, visoki
intenziteti (>200 mW/cm?) zradenja, kratko vrijeme obasjavanja,
homogeno polje obasjavanja promjera do 15 cm (odstupanje
intenziteta na rubovim snopa <10%). Da bi se smanjio osjecaj
nelagode i bolnosti tijekom obasjavanja, koristeno je strujanje
hladnog zraka iz pokretnog rashladnog uredaja. Bolesnik i terapeut
imali su zastitne naocale tijekom obasjavanja. Nakon obasjavanja
lokalno je apliciran kombinirani kortikosteroidni i antibiotski pripravak.
Doza svjetla po pojedinom obasjavanju bila je 100 do 180 J/cm?.
Odredivana je ovisno o veliCini lezije, lokalizaciji te intenzitetu
fluorescencije pod Woodovom svjetiljkom.

Ovisno o klini¢koj procjeni terapijskog uspjeha provedeno je jedno do

tri obasjavanja, tj. terapije u razmacima 4 do 6 tjedana.
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3.2.4. Statisticka analiza

Rezultati su prikazani tablicno (deskriptivne mjere i tablice
kontingencija) i graficki (korelacijski dijagrami).

Distribucije vjerojatnosti kvantitativnih varijabli testirane su na
normalnost Smirnov-Kolmogorovljevim testom. Samo distribucije
biljega Ki-67 i ukupna doza obasjavanja pokazale su statistiCki
znacajan otklon od normalne distribucije.

U usporedbi izrazenosti Ki-67 uporablien je Wilcoxonov test
ekvivalentnih parova.

U analizi tablica kontingencija kojima su prikazane promjene
izraZzenosti onkogena bcl-2, tumor supresorskog gena p53 i p63 gena
nakon lijeCenja u odnosu na njihovu izrazenost prije lijecenja
primijenjen je Stuart-Maxwellov y’test za zavisne uzorke.
Korelacijskim su dijagramima prikazani odnosi vrijednosti izrazenosti
gena prije i nakon lijeCenja te je izraCunata jakost njihove
povezanosti odgovaraju¢im koeficijentom korelacije (Pearsonovim
odnosno Spearmanovim).

Analiza je ucinjena uporabom programske potpore STATISTICA,

version 7.1, StatSoft Inc.
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4. REZULTATI

41. Ispitanici

IstraZivanjem je obuhvaceno 30 bolesnika obaju spolova u dobi od
46 do 83 godine. Bilo je 16 Zzena i 14 muskaraca.
Od ukupno 30 bolesnika, 27 (90%) je imalo bazaliome na trupu, dva

(6,7%) na potkoljenicama, te jedan (3,3%) na vratu.

4.2. Brojiukupna doza obasjavanja

Za KkliniCko izljeCenje 18 (60%) bolesnika bila su potrebna ftri
obasjavanja, za 11 bolesnika (36,7%) bila su potrebna dva
obasjavanja, a za izlje€enje jednog (3,3%) bolesnika bilo je dovoljno
jedno obasjavanje (slike 8-10). Mikrofotografije histolosSkih preparata
prije i nakon PDT-a prikazane su na slikama 111 12.

Medijan je bio 3 obasjavanja, a interkvartilni raspon 2-3 obasjavanja.
Minimalna ukupna doza obasjavanja bila je 150 J/cm?, a maksimalna
ukupna doza bila je 510 J/cm?. Medijan je bio 450 J/cm? a
interkvartilni raspon od 300 do 450 J/cm?.

Deskriptivne mjere za broj i ukupnu dozu obasjavanja prikazane su u
tablici 1.
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Slika 8. Povrsinski bazaliom na trupu prije PDT-a
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Slika 10. Klinicko izljeéenje nakon 2 obasjavanja, ukupna
doza 300 J/cm?

Slika 11. HistolosSka slika bazalioma prije PDT-a, HE x 25
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Slika 12. Histoloska slika nakon PDT-a, HE x 25

Tablica1. Deskriptivne mjere za broj i ukupnu dozu
obasjavanja
obasjavanje minimum | maksimum | medijan interkvartilni
raspon
broj 1 3 3 2-3
ukupna
2 150 510 450 300 — 450

doza (J/ecm®)
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4.3. Izrazenost biljega Ki-67 prije i nakon lije¢enja lokalnim
PDT-om

Imunohistokemijska izrazenost billega Ki-67 prikazana je kao
postotak pozitivnih stanica na 500 izbrojanih stanica u analiziranom
uzorku.

Prije, kao i poslije lije€enja izrazenost biljega Ki-67 kretala se od 1%
do 100% pozitivnih stanica.

Medijan prije lijeCenja iznosio je 15% pozitivnih stanica s
interkvartilnim rasponom od 4% do 15%.

Medijan nakon lijeCenja bio je 5% pozitivnih stanica s interkvartilnim
rasponom od 2% do 5%.

Smanjenje intenziteta izrazenosti Ki-67 nakon lijeCenja statisticki je
znacajno na 5%-tnoj razini znacajnosti (p=0,012; Wilcoxonov test
ekvivalentnih parova).

U tablici 2 prikazana je izrazenost Ki-67 prije i nakon lijeCenja.

Tablica2. Deskriptivhe mjere za Ki-67 i test razlike izrazenosti

prije i nakon lije€enja

interkvartilni
biljeg min max medijan test*
raspon
Ki-67
prije 1 100 15 4-15
liiegeni
ijecenja 22252
P=0,012

Ki-67 nakon
o 1 100 5 2-5
lije€enja

* Wilcoxonov test ekvivalentnih parova
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Mikrofotografije imunohistokemijskog bojenja anti-Ki-67 protutijelom

prije i nakon PDT-a prikazane su na slikama 13 i 14.

Slika 13.

anti-Ki-67 protutijelom prije PDT-a, kontrastno

bojenje hematoksilinom x 200
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Slika 14. Imunohistokemijsko bojenje anti-Ki-67 protutijelom

nakon PDT-a, kontrastno bojenje hematoksilinom x
400
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4.4. lzrazenost biljega bcl-2 prije i nakon lije€enja lokalnim
PDT-om

Rezultati bcl-2 bojenja izrazeni su semikvantitativnom metodom, i to
kao: -, negativha reakcija; +, slabo pozitivna reakcija (1-25%
pozitivnih stanica); ++, umjereno pozitivha reakcija (>25-50%
pozitivnih stanica); +++, jako pozitivna reakcija (viSe od 50%

pozitivnih stanica).

Prije lije€enja, imunohistokemijskom analizom izrazenosti bcl-2
negativna reakcija (-) nije zabiljezena. Slabo pozitivhu reakciju (+)
imalo je 7 (23,3%) bolesnika, umjereno pozitivhu reakciju (++) imala
su 4 (13,3%) bolesnika, a jako pozitivha reakcija (+++) zabiljeZena je
u 19 (63,3%) bolesnika.

Nakon lijeCenja, u imunohistokemijskoj analizi izrazenosti bcl-2
negativna reakcija (-) je zabiljezena u 2 (6,7%) bolesnika, slabo
pozitivha reakcija (+) u 16 (53,3%) bolesnika, umjereno pozitivha
reakcija (++) u 6 (20%) bolesnika, te jako pozitivna reakcija (+++)
takoder u 6 (20%) bolesnika.

Usporedbom izrazenosti bcl-2 prije i poslije lije€enja u jednog (3,3%)
bolesnika zapazen je porast izrazenosti (u tablici iznad dijagonale),
ali samo za jedan semikvantitativni razred (+ prije lijeCenja, ++ nakon
lije€enja).

Nepromijenjena izrazenost bcl-2 prije i poslije lijeCenja uoCena je u
10 (33,3%) bolesnika (u tablici u dijagonali).

Smanjena izrazenost bcl-2 nakon lije€enja zabiljeZzena je u 19
(63,3%) bolesnika (u tablici ispod dijagonale).

Smanjen intenzitet izrazenosti bcl-2 nakon lije€enja u odnosu na
intenzitet izraZenosti prije lijeCenja statistiCki je znacajan na 1%-tnoj
razini znadajnosti (p=0,001, Stuart-Maxwellov y*-test za zavisne

uzorke).
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U tablici 3 prikazana je izrazenost bcl-2 prije i nakon lije€enja.

Tablica3. Semikvantitativni prikaz izrazenosti biljega bcl-2 i

usporedba stanja prije i nakon lijeCenja

Stuart-Maxwellov

bcl-2 poslije lijeCenja

%°= 16,11; df=3; P=0,001
izrazenost | - | + | ++ | +++ | ukupno
- 0j0|0]| O 0
G + 2,4 (110 7
bcl-2 prije lijeCenja
++ 0|4|0]| O 4
+++ 0| 8 5 6 19
ukupno 2|16 | 6 | 6 30
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Mikrofotografije imunohistokemijskog bojenja anti-bcl-2 protutijelom

prije i nakon PDT-a prikazane su na slikama 15 16.

Slika 15. Imunohistokemijsko bojenje tumorskog tkiva

anti-bcl-2 protutijelom prije PDT-a, kontrastno

bojenje hematoksilinom x 200
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Slika 16. Imunohistokemijsko bojenje anti-bcl-2 protutijelom

nakon PDT-a, kontrastno bojenje hematoksilinom
x 200
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4.5. lzrazenost biljega p53 prije i nakon lije€enja lokalnim
PDT-om

Rezultati  imunohistokemijske izrazenosti p53 prikazani su
semikvantitativnom metodom, i to kao: -, negativna reakcija; +, slabo
pozitivna reakcija (1-25% pozitivnih stanica); ++, umjereno pozitivha
reakcija (>25-50% pozitivnih stanica); +++, jako pozitivha reakcija
(vise od 50% pozitivnih stanica).

Prije lijeCenja, imunohistokemijskom analizom izrazenosti p53
negativna reakcija (-) nije zabiljeZzena niti u jednog bolesnika. Slabo
pozitivna reakcija (+) bila je izraZzena u 3 (10%) bolesnika, umjereno
pozitivha reakcija (++) u 8 (26,7%) bolesnika, a jako pozitivha
reakcija (+++) u 19 (63,3%) bolesnika.

Nakon lije€enja negativna reakcija (-) takoder nije zabiljezena niti u
jednog bolesnika. Nakon lije€enja slabo pozitivna reakcija (+) bila je
utvrdena u 11 (36,7%) bolesnika, umjereno pozitivha reakcija (++) u
10 (33,3%) bolesnika, a jako pozitivhu reakciju (+++) imalo je 9
(30%) bolesnika.

Usporedbom izraZzenosti p53 prije i poslije lijec¢enja vidljivo je da je u
2 (6,7%) bolesnika zapazen porast izrazenosti (u tablici iznad
dijagonale), ali samo za jedan semikvantitativni razred (u oba
bolesnika + prije lije€enja, a ++ nakon lijeCenja).

Nepromijenjena izrazenost p53 prije i poslije lije€enja zabiljezena je u
14 (46,7%) bolesnika (u tablici u dijagonali).

Smanjena izrazenost p53 nakon lijeCenja zabiljeZena je u 14 (46,7%)
bolesnika (u tablici ispod dijagonale).

Smanjenje izrazenosti p53 nakon lije€¢enja u odnosu na izrazenost
prije lije€enja statisticki je znacajno na 1%-tnoj razini znacajnosti

(p=0,005, Stuart-Maxwellov y*-test za zavisne uzorke).

61



KreSimir Kostovié

Disertacija

U tablici 4 prikazani su rezultati izraZzenosti p53 prije i nakon lijecenja.

Tablica4. Semikvantitativni prikaz izrazenosti biljega p53 i

usporedba stanja prije i nakon lijeCenja

Stuart-maxwellov
v*=10,48; df=2; P=0,005

p53 poslije lijeCenja

izrazenost |+ | ++ | +++ | ukupno
L + 1 0 3
p53 prije lijeCenja
++ 4 0 8
+++ 6 9 19
ukupno 11110 |9 30
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Mikrofotografije imunohistokemijskog bojenja anti-p53 protutijelom

prije i nakon PDT-a prikazane su na slikama 17 i 18.

Slika 17. Imunohistokemijsko bojenje tumorskog tkiva

anti-p53 protutijelom prije PDT-a, kontrastno

bojenje hematoksilinom x 400
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Slika 18. Imunohistokemijsko bojenje anti-p53 protutijelom

nakon PDT-a, kontrastno bojenje hematoksilinom x
200
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4.6. lzrazenost biljega p63 prije i nakon lije€enja lokalnim
PDT-om

Rezultati p63 bojenja izrazeni su semikvantitativnom metodom, i to
kao: -, negativha reakcija; +, slabo pozitivna reakcija (1-25%
pozitivnih stanica); ++, umjereno pozitivha reakcija (>25-50%
pozitivnih stanica); +++, jako pozitivna reakcija (viSe od 50%
pozitivnih stanica).

Prije lijeCenja, imunohistokemijskom analizom izrazenosti p53
negativna reakcija (-) nije zabiljeZzena niti u jednog bolesnika. Slabo
pozitivna reakcija (+) bila je izrazena u jednog (3,3%) bolesnika,
umjereno pozitivna reakcija (++) u 13 (43,3%) bolesnika, a jako
pozitivha reakcija (+++) u 16 (63,3%) bolesnika.

Nakon lije€enja negativna reakcija (-) takoder nije zabiljezena niti u
jednog bolesnika. Nakon lije€enja slabo pozitivna reakcija (+) bila je
utvrdena u 11 (36,7%) bolesnika, umjereno pozitivha reakcija (++) u
8 (26,7%) bolesnika, a jako pozitivna reakcija (+++) u 11 (36,7%)
bolesnika.

Usporedbom izraZzenosti p63 prije i poslije lijec¢enja vidljivo je da je u
2 (6,7%) bolesnika zapazen porast izrazenosti (u tablici iznad
dijagonale), ali samo za jedan semikvantitativni razred (u oba
bolesnika ++ prije lijeCenja, a +++ nakon lijeCenja).

Nepromijenjena izrazenost p63 prije i poslije lije€enja zabiljezena je u
14 (46,7%) bolesnika (u tablici u dijagonali).

Smanjena izrazenost p63 nakon lijeCenja zabiljeZena je u 14 (46,7%)
bolesnika (u tablici ispod dijagonale).

Smanjena izrazenost p63 nakon lijeCenja u odnosu na izrazenost
prije lijeCenja statistiCki je znaCajna na 1%-tnoj razini znacCajnosti

(p=0,005, Stuart-Maxwellov y*-test za zavisne uzorke).
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U tablici 5 prikazani su rezultati izraZzenosti p63 prije i nakon lijecenja.

Tablica5. Semikvantitativni prikaz izrazenosti biljega p63 i

usporedba stanja prije i nakon lijeCenja

Stuart-Maxwellov

p63 poslije lijeCenja
v*=10,49; df=2; P=0,005 Je Heeen

izrazenost |+ | ++ | +++ | ukupno
I + 110 |0 1
p63 prije lijeCenja
++ 7 |4 13
+++ 3 |4 |9 16
ukupno 1118 |11 30
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Mikrofotografije imunohistokemijskog bojenja anti-p63 protutijelom

prije i nakon PDT-a prikazane su na slikama 19 20.
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Slika 19. Imunohistokemijsko bojenje tumorskog tkiva
anti-p63 protutijelom prije PDT-a, kontrastno

bojenje hematoksilinom x 400
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Slika 20. Imunohistokemijsko bojenje anti-p63 protutijelom

nakon PDT-a, kontrastno bojenje hematoksilinom x
200

68



KreSimir Kostovié Disertacija

4.7. Povezanost izrazenosti biljega bcl-2 i Ki-67 prije i nakon

lije€enja lokalnim PDT-om

Povezanost imunohistokemijske izrazenosti bcl-2 i Ki-67 prije i nakon

ljeCenja testirana je Spearmanovim testom korelacije.

Povezanost izrazenosti bcl-2 i Ki-67 prije lijeCenja prikazana je u

dijagramu 1.
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O
O
\
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Ekspresija Ki-67 (% stanica) prije lijecenja
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Ekspresija Bcl-2 (% stanica) prije lije€enja

Dijagram 1.Povezanost biljega Ki-67 i bcl-2 prije lijeCenja

Iz dijagrama je vidljivo da je povezanost biljega Ki-67 i bcl-2 prije
ljeCenja pozitivna i statistiCki visoko znacajna (Spermanov koeficijent
korelacije (rs) =0,528; p=0,003).

Dakle, moze se reci da su bolesnici koji su prije lijeCenja imali visoke

vrijednosti jednog biljega takoder imali visoke vrijednosti drugog
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biliega i obrnuto (bolesnici koji su imali nize vrijednosti jednog, imali

su takoder nize vrijednosti drugog).

Povezanost izrazenosti bcl-2 i Ki-67 nakon lijeCenja prikazana je u

dijagramu 2.

120 T T T T T T

100 b o)
s = 0,492; P = 0,006 -

Ekspresija Ki-67 (% stanica) nakon lijeCenja

-20 0 20 40 60 80 100 120

Ekspresija Bcl-2 (% stanica) nakon lije¢enja

Dijagram 2. Povezanost biljega Ki-67 i bcl-2 nakon lije€enja

Iz dijagrama je vidljivo da je povezanost biljega Ki-67 i bcl-2 nakon
lije€enja pozitivna i statisticki znacajna (rs =0,492; p=0,006).
Iz toga se moze zaklju€iti da je u bolesnika u kojih je zabiljezen pad

vrijednosti jednog biljega, zabiljezen i pad vrijednosti drugog biljega.
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4.8. Povezanost izrazenosti biljega Ki-67 i p53 prije i nakon

lije€enja lokalnim PDT-om

Povezanost imunohistokemijske izraZzenosti Ki-67 i p53 prije i nakon

lijeCenja testirana je Spearmanovim testom korelacije.

Povezanost izrazenosti Ki-67 i p53 prije lijeCenja prikazana je u

dijagramu 3.
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Dijagram 3. Povezanost biljega Ki-67 i p53 prije lije¢enja

Statistickom analizom je utvrdeno da je povezanosti biljega Ki-67 i
p53 prije lijeCenja blago pozitivha, ali nije statistiCki znacajna
(rs=0,252; p=0,179).
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Povezanost izrazenosti bcl-2 i Ki-67 nakon lijeCenja prikazana je u

dijagramu 4.
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Dijagram 4. Povezanost biljega Ki-67 i p53 nakon lije€enja

Iz dijagrama je vidljivo da povezanost biljega Ki-67 i p53 nakon

lije€enja nije statistiCki znacajna (rs=0,056; p=0,770).
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4.9. Povezanost izrazenosti biljega p53 i p63 prije i nakon

lije€enja lokalnim PDT-om

Povezanost imunohistokemijske izrazenosti p53 i p63 prije i nakon

ljeCenja testirana je Pearsonovim testom korelacije.

Povezanost izrazenosti p53 i p63 prije lijeCenja prikazana je u

dijagramu 5.
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Dijagram 5. Povezanost biljega p63 i p53 prije lije€enja

Statistickom analizom je utvrdeno da je povezanost p53 i p63 prije
lije€Cenja bila blago negativna, ali ne statistiCki znaajna (Pearsonov
koeficijent korelacije (r) =-0,204; p=0,279).
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Povezanost izrazenosti p53 i p63 nakon lijeCenja prikazana je u

dijagramu 6.
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Dijagram 6. Povezanost biljega p63 i p53 nakon lije€enja

Statistickom analizom je utvrdeno da je povezanost p53 i p63 nakon
ljeCenja bila blago pozitivna, ali ne statistiCki znacajna (r=-0,319;
p=0,086).

74



KreSimir Kostovié Disertacija

5. RASPRAVA

Bazaliom je najceSc¢i maligni tumor kozZe i najcesS¢i maligni tumor
bijele rase uopce. Zadnjih 30 godina ucestalost bazalioma je u
daljnjem porastu zbog starenja populacije i pojaCanog izlaganja
suncevom UV zracenju, ali i umjetnim izvorima UV zracenja.
Povrsinski tip bazalioma pripada u &e8¢e oblike i €ini 15-25% od
ukupnog broja bazalioma (78,80,96). To je neagresivan tip bazalioma
i karakteriziran je sporim rastom. Za razliku od drugih tipova
bazalioma naj¢eSce se nalazi na trupu, obolijevaju i mlade osobe, a
Cesta je i pojava viSe tumora. Zbog lateralnog subklinickog Sirenja,
postotak recidiva nakon klasicne kirurS8ke ekscizije razmjerno je
Vvisok.

S obzirom na ove karakteristike povrSinskih bazalioma klasi¢ne,
najceSce koristene metode lijeCenja, kao Sto su kiruska ekscizija ili
povrsinska radioterapija, obi€no nisu terapija izbora u lijecenju ovog
tipa bazalioma.

Povecana ucestalost malignih koznih tumora potaknula je razvoj
novih i u€inkovitih metoda u lije€enju tumorskih lezija kojima bi se uz
podjednaku ucinkovitost postigli bolji kozmetski rezultati i povecalo
zadovoljstvo bolesnika. U lije€enju povrSinskih bazalioma to su prije

svega lokalni modulator imunoloSkog odgovora imiquimod, te PDT.

U dermatologiji se danas gotovo isklju€ivo koristi lokalni PDT pomocu
ALA-¢ ili MAL-a kao fotosenzibilizatora.

Prednosti lokalnog PDT-a u lije€enju povrSinskih tumora koZe su
podjednaka ucinkovitost kao kod kiruske ekscizije i povrSinske
radioterapije, mogucénost lijeCenja viSe promjena odjedanput,
neinvazivnost, mogucénost ponavljanja bez kumulativnih toksicnih
ucinaka, brzo cijeljenje i dobri estetski rezultati.

Nedostaci lokalnog PDT-a su potreba za ponavljanjem terapije kod
vecine tumora, terapija u dva koraka u trajanju 3 do 6 sati, Cest
osjecCaj boli tijekom obasjavanja, nesto veci postotak recidiva u

odnosu na kirursko lijecenje ili radioterapiju.
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Usprkos dokazanoj klinickoj djelotvornosti PDT-a, mehanizmi
djelovanja te terapije nisu posve razjasnjeni. Smatra se da je na
stani€noj razini apoptoza osnovni mehanizam djelovanja, iako PDT
moze prouzroCiti i nekrozu ciljnih, tumorskih stanica (26-29).
Dosadasnja istrazivanja o molekularnim mehanizmima djelovanja
provedena su na in vitro modelima normalnih i tumorskih kultura
stanica. Upravo ova istrazivanja govore u prilog tvrdnji da je
apoptoticka stanicna smrt glavni nacCin djelovanja PDT-a na tumorske
stanice.

U in vitro istrazivanjima nacin stani¢ne smrti nakon PDT-a ovisi i 0
eksperimentalnim uvjetima. Opcenito, unutarstaniCna lokalizacija
fotosenzibilizatora snazno utjeCe na stani¢ni odgovor nakon PDT-a;
fotosenzibilizatori koji su lokalizirani u mitohondrijima, poput ALA-e,
tj. PpIX, dovode do stani¢ne smrti putem apoptoze (26-28).

Nacin staniCne smrti ovisi takoder o dozi svjetla koja aktivira
fotosenzibilizator. Smatra se da nize doze PDT-a dovode do
apoptotiCke smrti, a vrlo visoke doze do nekroze tumorskih stanica
(27).

Nasuprot rezultatima in vitro istrazivanja, dosadasnja in vivo
istrazivanja bila su usmjerena na klinicku djelotvornost PDT-a u
lije€enju povrsinskih tumora koze, a samo su dva nedavno objavljena
istraZivanja proucCavala apoptoti¢ku stani¢nu smrt pri lokalnom PDT-u
u lije€enju povrsinskih karcinoma koze (223,224).

Upravo je razumijevanje toCnih mehanizama djelovanja in vivo koji
uniStavaju tumorske stanice vazno za poboljSavanje protokola
lokalnog PDT-a, te za odabir tumorskih lezija koje ¢e najbolje
odgovoriti na lijeCenje. Za razliku od in vitro istrazivanja, in vivo je
teSko precizno odrediti koncentraciju fotosenzibilizatora u tumorskom
tkivu i stvarnu koli€inu primijenjene svjetlosne energije zbog
postupnog izbjeljivanja fotosenziblizatora, popratnog upalnog
odgovora, te slabijeg prodora vidljivog svjetla u dublje dijelove

tumora.
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Prvo istrazivanje koje je proucavalo patohistoloSke promjene i ulogu
apoptoze nakon lokalnog PDT-a kod karcinoma koze proveli su
Nakaseko i sur. (223). LijeCeno je 18 aktini¢kih keratoza u 15
bolesnika lokalnim PDT-om pomoc¢u ALA-e, a obasjavanje se
provodilo excimer dye laserom. Biopsije su se uzimale u razliita
vremena nakon terapije kod pojedinih bolesnika te se radila
standardna patohistoloska pretraga uz bojenje hemalaun-eozinom, a
apoptoza se otkrivala metodom TUNEL (engl. Terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine triphosphate-
biotin nick end labelling). Imunohistokemijski se odredivala
izrazenost kaspaze-3 i Fas transmembranskog receptora.
Razlikovanje apopotoze od nekroze moguce je metodom TUNEL
kojom se boje iskljuivo DNK fragmenti nastali tijekom apoptoze.
Kaspaza-3 aktivira se u zavr$noj fazi apoptoze i smatra se da je
odgovorna za vecinu apoptotiCkin uCinaka, a Fas pripada tzv.
,receptorima smrti“ na stani¢noj povrSini i vazan je za vanjski put
aktivacije apoptoze.

PatohistoloSkom pretragom nadena je nekroza svih slojeva
epidermisa jedan dan nakon terapije, a i upalni infiltrat u epidermisu i
gornjem dijelu dermisa. Takoder, jedan dan nakon terapije metodom
TUNEL nadene su apoptoti¢ke stanice u 8 od 11 bioptiranih uzoraka.
Istodobno (dan nakon PDT), izrazenost aktivirane kaspaze-3
zabiliezena je u 4 od 8 bioptiranih uzoraka koji su bili pozitivni
metodom TUNEL. Bioptirani uzorci uzeti 1 i 3 sata nakon PDT-a bili
su negativni i za TUNEL bojenje i za imunohistokemijsko bojenje s
kaspaza-3 protutijelima. Imunohistokemijsko bojenje anti-Fas
protutijelima bilo je negativno neovisno o vremenu biopsije. Ovaj
nalaz moze se objasniti time Sto se smatra da vanjski put aktivacije
apoptoze nije dominantan u PDT izazvanoj apoptozi.

Autori su zaklju€ili kako ovi rezultati pokazuju da je apoptoza
uklju€ena u smrt tumorskih stanica nakon lokalnog PDT-a pomocu
ALA-e u bolesnika s aktinickim keratozama te da se javlja unutar 24
sata nakon PDT-a (223).
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Drugo, najnovije istrazivanje koje su proveli Fantini i sur. proucavalo
je mehanizme stani¢ne smrti, patohistoloSke i imunohistokemijske
znakove apoptoze nakon lokalnog PDT-a pomocu MAL-a kod
bazalioma i Bowenove bolesti (224).

U istraZivanje je bilo ukljuc¢eno 28 bolesnika s ukupno 31 bazaliomom
i 4 Bowenove bolesti. Biopsije su se uzimale prije terapije te
pojedinim bolesnicima u razliita vremena nakon PDT-a (15 minuta
do 7 dana nakon terapije).

PatohistoloSkom pretragom 15 minuta nakon terapije uo¢eno je rano
epidermalno osteéenje s akutnim upalnim odgovorom u dermisu. Kod
bazalioma opazZzeno je napredovanje oSte¢enja od rijetkih
apoptotiCkih stanica na epidermo-dermalnoj granici do opseznih
oSteCenja nakon 24 i 48 sati. Bojenje metodom TUNEL pratilo je
histoloSke znakove apoptoze s najjaom reakcijom 24 i 48 sati nakon
terapije.

Imunohistokemijska analiza pokazala je izrazenost aktivirane
kaspaze-3 s najjaCom reakcijom nakon 2 i 24 sata nakon PDT-a.
Prema navodima autora, kod bazalioma imunohistokemijska
izrazenost bcl-2 prije i poslije lijeCenja nije pokazivala dosljedne
rezultate. Neki uzorci bili su negativni, a u nekima se postotak
pozitivnih stanica kretao do 50% ukupnog broja stanica, neovisno o
vremenu uzimanja biopsije.

Autori su zaklju€ili da je izravno ostecenje tumorskih stanica glavni
mehanizam lokalne PDT terapije. Prisutnost apoptoze dokazana je
istodobno histoloski, imunohistokemijski kaspaza-3 biljiegom i TUNEL
bojenjem (224).

U naSem je istrazivanju antiproliferacijski i antiapoptoti¢ki ucinak
PDT-a kod povrsinskog tipa bazalioma analiziran
imunohistokemijskim odredivanjem biljega Ki-67, bcl-2, p53 i p63
prije i poslije lijeCenja te smo istrazivali vrijednost i znacenje gore
navedenih billega u procjeni djelotvornosti lokalnog PDT-a kod

bolesnika s povrsinskim tipom bazalioma.
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Bitna razlika od prethodno navedenih istrazivanja jesu razliCita
vremena proucavanja apoptotiCkih mehanizama i u€inaka lokalnog
PDT-a te ve¢im dijelom i koristenje razliitih metoda i razlicitih
imunohistokemijskih billega za prouCavanje apoptotiCcke staniCne
smrti.

U navedenim istrazivanjima biopsije su ucinjene kratko vrijeme
nakon lokalnog PDT-a (15 minuta do 7 dana nakon terapije), a u
nasem su istrazivanju biopsije za imunohistokemijsku analizu
uzimane 4 do 6 tjedana nakon zadnjeg obasjavanja, tj. nakon $to
smo na kontrolnom pregledu utvrdili klini¢ko izlje€enje bazalioma.
Takoder, u istrazivanju koje su proveli Naseko i sur. biopsije prije
terapije nisu uzimane i ne postoji usporedba prije i poslije lijeCenja
(223). U tom istrazivanju lijeCene su aktinicke keratoze, a u naSem
povrSinski bazaliomi.

Istrazivanje Fantinija i sur. metodoloski je blize naSem (224). Naime,
u njemu su biopsije za patohistoloSsku analizu, TUNEL bojenje i
imunohistokemijsku analizu uzimane i prije i poslije lijeCenja, lijeCeni
su vec¢im dijelom bazaliomi, a odredivala se i imunohistokemijska
izrazenost antiapoptotickog proteina bcl-2 kao u naSem istrazivanju.
U ovom istrazivanju kao fotosenzibilizator koristen je MAL, a u

nasSem ALA.

U naSem istraZivanju antiproliferacijski ucinak lokalnog PDT-a
procijenjen je pomocu Ki-67 protutijela. Ki-67 je gotovo opcenito
prihva¢en kao najpouzdaniji bilieg stani€ne proliferacije te se koristi
za odredivanje i pracenje frakcije rasta u zdravih i tumorskih stanica.
U naSem istrazivanju medijan izrazenosti Ki-67 prije lijecenja iznosio
je 15% pozitivnih stanica. Ti rezultati su u skladu s rezultatima
prijasnjih istrazivanja u kojima se prosjecna izrazenost Ki-67 kreCe u
rasponu 12-51% pozitivinih stanica u analiziranom uzorku (174, 180-
183).

Naime, iako je klini¢ki obiljezen sporim rastom, bazaliom je tumor s
razmjerno visokim postotkom proliferirajucih tumorskih stanica.

Razlike izmedu izraZenosti Ki-67 u ovim istrazivanjima dijelom bi
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mogle biti zbog razli€itih imunohistokemijskihn metoda bojenja i
razli€itih metoda brojanja pozitivnih stanica. Osim toga, proliferirajuce
stanice su kod nekih tumora smjesStene na rubovima tumorskih
otoCi¢a, dok su kod drugih razmjestene diljem tumorskih otoci¢a
(184, 225).

U naSem istrazivanju medijan izrazenosti Ki-67 nakon lijeCenja bio je
5% pozitivnih stanica.

Smanjenje izrazenosti Ki-67 nakon lije€enja u odnosu na izrazenost
prije lijeCenja bilo je statisticki znacajno.

Dakle, istraZzivanjem je dokazan antiproliferacijski ucinak lokalnog
PDT-a pomocu ALA-e u lije€enju povrSinskih bazalioma koze. Do
sada nema objavljenih znanstvenih istrazivanja u kojima je
imunohistokemijskom  metodom  pomoc¢u  Ki-67  istrazivan

antiproliferacijski u¢inak PDT-a.

Protein bcl-2 djeluje antiapoptotiCki ¢ime u zacletku zaustavlja
apoptoticki put.

Prije lijeCenja jaku izraZenost biljega bcl-2 pokazivalo je 19 (63%)
bolesnika. Dakle, vecéina stanica tih uzoraka pokazivala je izrazenost
bcl-2. Ostali bolesnici pokazivali su slabu (7 bolesnika) ili umjereno
jaku (4 bolesnika) izrazenost bcl-2. Negativni rezultati
imunohistokemijskog bojenja bcl-2 nisu zabiljezeni.

Ovi rezultati su u skladu s rezultatima ranijih istrazivanja koja su
pokazala da vecina bazalioma pokazuje izrazenost bcl-2. Izrazenost
bcl-2 bila je u razli€itim istrazivanjima 67-100% svih bazalioma
(181,182,192,193). Zamijeceno je da je izrazenost bcl-2 osobito
visoka kod klini¢ki i histoloski manje agresivnih tipova bazalioma
poput povrSinskog, €ime se moZe objasniti da je u nasem istrazivanju
izrazenost bcl-2 prisutna kod svih bolesnika.

S obzirom na postotak i jacinu izrazenosti bcl-2 i njegovu ulogu
inhibitora apoptoze na$e istrazivanje upucuje na to da je za nastanak
i rast bazalioma vazna poSteda tumorskih stanica od apoptotiCke

smrti.
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U naSem istraZivanju nakon lijeCenja zabiljeZzeno je statisticko vrlo
znacajno smanjenje intenziteta izraZenosti bcl-2. Smanjena
izrazenost bcl-2 nakon lijeCenja zabiljeZzena je u 19 (63%) bolesnika,
nepromijenjena izrazenost bcl-2 uo€ena je u 10 (33%) bolesnika, a u
jednog (3%) bolesnika zapazen porast izrazenosti.

Nakon PDT-a najveci broj bolesnika (16 ili 53%) imao je slabu
izrazenost bcl-2. Ova Ccinjenica moze se objasniti time da je
izrazenost bcl-2 prisutna u stanicama bazalnog sloja epidermisa
normalne koze, ali da je znacajno manja nego kod bazalioma (191).
Uloga bcl-2 u molekularnim mehanizmima djelovanja i ucinkovitosti
PDT-a istrazivana je u in vitro uvjetima. Rezultati su bili oprecni.

U nekim istrazivanjima zamije¢ena je djelomiCna otpornost na
apoptozu potaknutu PDT-om u stanicama koje su pokazivale jaku
izrazenost bcl-2, a druga istrazivanja pokazivala su da povecana
razina bcl-2 poja¢ava osjetljivost stanica na PDT (28,36,37,41).

Nasi rezultati koji se odnose na imunohistokemijsku izrazenost bcl-2
prije i poslije lijeCenja suprotni su rezultatima Fantinija i sur. Naime,
autori nisu primjetili statisticki zna¢ajne promjene izrazenosti prije i
poslije PDT-a.

Rezultati naSeg istrazivanja pokazuju da bi imunohistokemijska
izrazenost bcl-2 prije lijeCenja mogla biti Cimbenik koji predvida
uspjesnost lokalnog PDT-a, te da se usporedbom izrazenosti bcl-2
prije i nakon lijeCenja moze procijeniti djelotvornost PDT-a u lijeCenju
povrSinskih bazalioma. Prema nasem istrazivanju moze se zakljuciti
da PDT dovodi do znatnog uniStenja antiapoptotickog proteina bcl-2,
te time stanice bazalioma postaju osjetljive na apoptozu.

Sljedeci specifiCan cilj naSeg istrazivanja bio je odrediti izrazenost
tumor supresorskog gena p53. Gen p53 je najceS¢e mutirani gen kod
malignih tumora uopce, te najéeS¢e mutirani gen kod bazalioma
(134). Kao Sto je prije objasnjeno u tekstu, imunohistokemijska
analiza izrazenosti p53 onkoproteina smatra se korisnim
pokazateljem mutacija p53.

U naSem istrazivanju, prije lijeCenja svi bazaliomi su pokazivali

odredeni stupanj izraZzenosti p53. Slabu izrazenost pokazivalo je 3
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(10%) bolesnika, umjerenu izrazenost 8 (27%) bolesnika, a jaku
izrazenost 19 (63%) bolesnika.

U razliCitim istrazivanjima imunohistokemijska izrazenost p53 u
bazalioma bila je 38-100% (182,183,195,204-209). Dakle, nasi su
rezultati medu najviSim do sada objavljenima. Velike razlike mogu se
objasniti razliitim klonovima koristenih protutijela, te koristenim
razlicitim imunohistokemijskim tehnikama. Nadalje, primjenjivani su
razli€iti kriteriji pri vrednovanju rezultata bojenja.

Visok postotak jake izrazenosti p53 u naSem istraZivanju mozZe se
objasniti relativno nisko postavlienom granicom za jako izraZzenu
reakciju (viSe od 50% pozitivnih stanica). Osim toga, moguca je
pozitivna imunoreaktivnost u odsutnosti mutacije (lazno pozitivni
rezultati) (202, 203).

PojaCana izrazenost p53 kod bazalioma upucuje na vaznu ulogu p53
u nastanku bazalioma. Naime, mutirani p53 nije funkcionalan, te gubi
svoju ulogu u regulaciji staninog rasta i uklanjanju oste¢ene stanice
putem apoptoze.

U nasSem istrazivanju smanjena izrazenost p53 nakon PDT-a
zabiliezena je u 14 bolesnika, nepromijenjena izrazenost takoder u
14 bolesnika, a u 2 bolesnika zapazen je porast izrazenosti p53.
Smanjena izrazenost p53 nakon lijeCenja u odnosu na izrazenost
prije PDT-a statisticki je zna€ajna.

Bez obzira na znac€ajno smanjenje izrazenosti nakon PDT-a, svi
bolesnici pokazivali su odredeni stupanj izrazenosti p53 i nakon
terapije. Osim prethodno navedenih razloga ovi rezultati mogu se
objasniti i time da je izrazenost p53 zabiljeZzena i u kliniCki
nepromijenjenom epidermisu (210,211).

Nasi rezultati upu€uju na to da bi odredivanje izrazenosti p53 prije i
poslije lijeCenja moglo koristiti u procjeni djelotvornosti i pracenju
bolesnika nakon PDT-a kod povrSinskih bazalioma. Buduci da je u
nase istrazivanje bilo uklju¢eno 30 bolesnika s bazaliomom, te da do
sada nema objavljenih istraZivanja koja bi pratila imunohistokemijsku

izrazenost p53 prije i poslije PDT-a, potrebno je provesti daljnja
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istrazivanja na vecem broju bolesnika kako bi se mogli donijeti

konacni zakljucci.

Gen p63 je nedavno otkriveni €lan obitelji p53 gena Cija funkcija nije
do kraja razjasnjena.

U naSem istraZivanju prije lijeCenja svi povrsinski bazaliomi
pokazivali su izrazenost billega p63. Od toga, €ak 29 (97%)
bolesnika imalo je jaku (16 bolesnika) ili umjereno jaku (13 bolesnika)
izraZzenost p63, a samo u jednog bolesnika zabiljezena je slaba
izrazenost.

Dosadasnja istrazivanja imunohistokemijske izrazenosti p63 kod
bazalioma provedena su na malom broju uzoraka. U njima je
zabiljeZzena izrazenost p63 u 98-100% svih bazalioma, a vecina
bazalioma pokazivala je jaku ili umjereno jaku homogenu izrazenost
p63 (213,216,217,221). Dakle, nasi rezultati su jednaki rezultatima
prijasnjih istrazivanja.

Uloga p63 u nastanku tumora joS nije posve razjaSnjena. Zbog
postojanja viSe izoformi, nije jasno djeluje li p63 kao tumor
supresorski gen ili kao onkogen. Smatra se da su u kozZi i koznim
tumorima izrazene AN izoforme p63, koje inhibiraju apoptotiCku
aktivnost p53 gena. PojaCana izrazenost ovih izoformi mogla bi
znaciti da one djeluju kao onkogeni, te da bi mogle imati ulogu u
karcinogenezi u kozi.

U naSem istrazivanju nakon lijeCenja zabiljezeno je statistiCki
znacajno smanjenje izrazenosti p63.

Smanjena izrazenost p63 nakon lijeCenja zabiljeZzena je u 14
bolesnika, nepromijenjena izrazenost takoder u 14 bolesnika, a u 2
bolesnika zapazen je porast izrazenosti p63. Svi bolesnici su i nakon
ljeCenja pokazivali odredeni stupanj izrazenosti p63, iako se
povecao broj bolesnika sa slabo pozitivnom reakcijom (8 bolesnika) u
odnosu prema broju prije lijeCenja (samo jedan).

Imunohistokemijska izrazenost p63 prisutna je i u stanicama
bazalnog i suprabazalnih slojeva epidermisa normalne kozZe, a

negativna u povrSinskim slojevima epidermisa. Usporedba jacine
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izrazenosti p63 kod bazalioma i normalne koZe u dosadasnjim
istraZivanjima nije dala jednoznacne rezultate. Istrazivanja koja su
proveli Reis-Filho i sur., te istrazivanja Bircana i sur. pokazuju da
stanice bazalioma imaju jaCu izrazenost p63 nego keratinociti
normalne koze (213,217). S druge strane, u najnovijem istraZivanju
koje su proveli Sakiz i sur., normalni epidermis je pokazivao veci
postotak p63 pozitivnih stanica nego stanice bazalioma (216). Ovi
rezultati upuc€uju na to da p63 nije pogodan za razlikovanje
normalnog tkiva od tumorskog u grani¢nim slu€ajevima.

Rezultati naSeg istrazivanja bliZzi su rezultatima Reis-Filho i sur., te
Bircan i sur. (pod pretpostavkom da klinicko izljeCenje znadi i
histolosko izljeCenje) (213,217).

NasSe istrazivanje upucCuje na to da bi se pracenjem
imunohistokemijske izraZzenosti p63 prije i nakon lijeCenja mogla
procjenjivati djelotvornost PDT-a u lijeCenju bazalioma, ali ga je
potrebno koristiti zajedno s drugim biljezima zbog znatnog udjela
bolesnika u kojih se p63 znacajno ne mijenja (ili €ak neznatno raste)

nakon lije¢enja.

Istrazivanje Vidal i sur. pokazuje slicnosti s nasim istrazivanjem, iako
se radi o razliCitoj metodi lijeCenja bazalioma (183). Autori su
istrazivali mehanizme djelovanja imiquimoda u lijecenju bazalioma
praéenjem imunohistokemijske izrazenosti Ki-67, bcl-2, p53, te
apoptoti¢kog indeksa metodom TUNEL u bioptiranim uzorcima prije i
nakon lijecenja.

Ovo istrazivanje je blisko nasem jer se kao i kod PDT-a radi o novom
nacinu lije€enja bazalioma, lije€en je isti broj bolesnika (30), te $to je
najvaznije pracena je izrazenost tri ista billega kao u nasem
istraZivanju. Za razliku od naSeg istraZivanja, osim povrsinskog,
ljeCeni su i drugi tipovi bazalioma, a vecéina je bila smjeStena na
podrucju glave (u nasem istrazivanju na trupu).

Nakon 15 dana lijeCenja imiquimodom zabiljezeno je statisticki

znaCajno smanjenje imunohistokemijske izrazenosti bcl-2, te
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znacajno povecanje apoptotickog indeksa. IzraZenost Ki-67 i p53 nije
se znacajno mijenjala prije i nakon lije¢enja.

Ovi rezultati, zajedno s rezultatima naseg istrazivanja, upucuju na to
da bi pracenje izrazenosti bcl-2 moglo biti vrlo vazno u procjeni
uspjednosti onih metoda lijeCenja bazalioma za koje se smatra da

prvenstveno djeluju putem apoptoze.

U naSem istrazivanju povezanost izrazenosti Ki-67 i bcl-2 prije
ljeCenja bila je pozitivna i statistiCki visoko znacajna. Dakle,
bazaliomi koji su pokazivali visoke vrijednosti Ki-67, pokazivali su i
visoke vrijednosti bcl-2.

Rezultati naseg istrazivanja pokazuju da su proliferacijska aktivnost
stanica bazalioma iskazana biljegom Ki-67 i antiapoptoticka aktivnost
(spreCavanje apoptoticke stani€ne smrti) iskazana biliegom bcl-2
medusobno povezane, te da su zajedniCki odgovorne za rast
bazalioma.

Upravo bi stanice bazalioma koje pokazuju izrazenost i Ki-67 i bcl-2
trebale predstavljati aktivno proliferiraju¢u frakciju. Udio ovih stanica
kod pojedinih bazalioma je 6-32% (225).

Suprotno naSim rezultatima, Chang i sur. nisu nasli povezanost
izrazenosti Ki-67 i bcl-2 kod bazalioma uzrokovanih dugotrajnom
izlaganjem arsenu (182). Je li rije€¢ o razli€itim mehanizmima
nastanka ovih tumora ili o drugim razlozima, ostaje nejasno.

Nakon PDT-a povezanost izmedu billega Ki-67 i bcl-2 bila je
pozitivha i statistiCki znaCajna. 1z toga se moze zakljuciti da je u
bolesnika u kojih je zabiljeZzen pad vrijednosti jednog biljega,
zabiliezen i pad vrijednosti drugog biljega. Dakle, prema nasSem
istrazivanju antiproliferacijski u€inak PDT-a iskazan padom
izrazenosti Ki-67, pracen je apoptotiCkim u€inkom PDT-a iskazanim

padom izrazenosti bcl-2.

Prije, kao i poslije PDT-a nije utvrdena statistiCki znacCajna

povezanost izrazenosti Ki-67 i p53. Dakle, naSi rezultati pokazuju da
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nema znacajne povezanosti proliferacijskog biljega Ki-67 i mutiranog
p53 kod povrsinskih bazalioma, a niti kod normalne koze.

U strucnoj literaturi postoje oprecni podaci o povezanosti izrazenosti
Ki-67 i p53 kod bazalioma.

U svojem su istrazivanju Stratigos i sur. utvrdili zna€ajnu pozitivhu
povezanost izrazenosti Ki-67 i p53 kod bazalioma (202). Suprotno
tome, Chang i sur. nisu nasli znaajnu povezanost izrazenosti ovih

billega kod bazalioma uzrokovanih izlaganjem arsenu (182).

Prije, kao i nakon PDT-a nije bilo zna¢ajne povezanosti izrazenosti
p53 i p63.

Nasi rezultati su sukladni rezultatima dvaju nedavnih istraZivanja. U
istrazivanjima koja su proveli Sakiz i sur., te Park i sur. nije utvrdena
povezanost izmedu imunohistokemijske izrazenosti p53 i p63 kod
bazalioma (216,221). Vazno je napomenuti da su ova istrazivanja
ukljucivala mali broj bolesnika (23 odnosno 10), te rezultate valja
interpretirati s oprezom.

Ipak, ovi rezultati upuc€uju na to da p53 i p63, iako pripadaju istoj

obitelji gena, imaju neovisnu funkcionalnu ulogu.
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6. ZAKLJUCCI

U skladu s postavljenim ciljevima i utvrdenim rezultatima ove

disertacije, moze se zakljuciti:

1.

Nasim smo istrazivanjem potvrdili u€inkovitost lokalnog PDT-a u
lijeCenju povrsinskih bazalioma. Klinicko izljeCenje postignuto je u
svih bolesnika za Sto su naj¢eSc¢e bila potrebna tri obasjavanja u
razmacima 4 do 6 tjedana.

Usporedbom imunohistokemijske izraZzenosti biljega stani¢ne
proliferacije Ki-67 prije i nakon lijeCenja dokazano je statisticki
znacajno smanjenje (p=0,012) izrazenosti Ki-67 nakon PDT-a.
Dakle, istrazivanjem je dokazan antiproliferacijski u€inak lokalnog
PDT-a u lije€enju povrsinskih bazalioma koze.

Usporedbom imunohistokemijske izrazenosti biljega bcl-2 prije i
nakon lijeCenja dokazano je statisticki znacCajno smanjenje
(p=0,001) izrazenosti bcl-2 nakon lije€enja. Rezultati naseg
istraZivanja upuéuju na apoptoti¢ki ucinak lokalnog PDT-a.
Nadalje, rezultati istrazivanja pokazuju da se usporedbom
izrazenosti bcl-2 prije i nakon lijeCenja moze procijeniti
djelotvornost lokalnog PDT-a u lije€enju povrSinskih bazalioma.
Usporedbom imunohistokemijske izrazenosti biljega p53 prije i
nakon lijeCenja dokazano je statistiCki znaCajno smanjenje
(p=0,005) izrazenosti p53 nakon lijeCenja. Nasi rezultati upucuju
na to da bi odredivanje izrazenosti p53 prije i poslije lijeCenja
moglo biti korisno u procjeni djelotvornosti i pracenju bolesnika
nakon lokalnog PDT-a u lije€enju povrsinskih bazalioma.
Usporedbom imunohistokemijske izraZenosti billega p63 prije i
nakon lijeCenja dokazano je statisticki znacajno smanjenje
(p=0,005) izrazenosti p63 nakon lijeCenja. NaSe istraZivanje
pokazuje da bi se pracenjem izraZzenosti p63 prije i nakon
lijeCenja mogla procijenjivati djelotvornost lokalnog PDT-a u

ljeCenju povrsinskih bazalioma.
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6. Kod nekih bolesnika nije uoena promjena izrazenosti ili je
zabiljezen blagi porast izrazenosti pojedinih billega povezanih s
apoptozom (bcl-2, p53 i p63) nakon lijeCenja. Stoga bi pri procjeni
djelotovornosti lokalnog PDT-a kod bolesnika s bazaliomom
pomocu biljega povezanih s apoptozom trebalo pratiti vise
razliCitih biljega kao u naSem istrazivanju.

7. Povezanost izrazenosti Ki-67 i bcl-2 prije, kao i nakon zavrSetka
ljeCenja bila je pozitivna i statistiCki znacajna (p=0,003, odnosno
p=0,006). Ovi rezultati pokazuju da su proliferacijska aktivnost
stanica bazalioma i spre€avanje apoptoze medusobno povezani
te da je antiproliferacijski ucinak lokalnog PDT-a vrednovan
padom izrazenosti Ki-67, pracen apoptotiCim uc€inkom PDT-a
vrednovanim padom izrazenosti bcl-2.

8. Prije, kao i nakon PDT-a nije utvrdena znafajna povezanost
izrazenosti Ki-67 i p53, te p53 i p63. Rezultati pokazuju da
proliferacija stanica i protein p53 imaju neovisnu ulogu u nastanku
bazalioma, a isto vrijedi za p53 i p63. Takoder, rezultati upucéuju
na neovisan pad biljega Ki-67 i p53, te p53 i p63 nakon lokalnog
PDT-a.

9. NaSim smo istrazivanjem dokazali antiproliferacijski i apoptoticki
uCinak lokalnog PDT-a kod povrsinskih bazalioma te utvrdili da se
imunohistokemijskim odredivanjem Ki-67, bcl-2, p53 i p63 prije i
poslije lijeCenja moze pratiti djelotvornost ove nove metode

lije€enja povrsSinskih bazalioma.
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7. SAZETAK

Bazaliom je najceSc¢i maligni tumor koze. PovrSinski tip bazalioma
¢ini 15-25% ukupnog broja bazalioma i pripada u neagresivne tipove
tog tumora. Fotodinamicka terapija (eng. photodynamic therapy -
PDT) oblik je fototerapije koji ukljuCuje fotokemijske reakcije nastale
medudjelovanjem fotosenzibilizirajuce tvari, vidljivog svjetla i kisika.
PDT je jedna od novih metoda lijeCenja povrsinskih karcinoma koze.
Smatra se da je apoptoza temeljni mehanizam djelovanja PDT-a.
Hipoteza ovog istrazivanja bila je da se djelotvornost lokalnog PDT-a
u lije€enju povrSinskog tipa bazalioma koze temelji na njezinom
antiproliferacijskom i apoptoticCkom ucinku, $to se oCituje smanjenom
izrazeno$¢u proliferacijskog biliega Ki-67 te billega povezanih s
apoptozom bcl-2, p53 i p63 nakon zavrSetka lijeCenja. Cilj
istrazivanja bio je istraziti antiproliferacijski i apoptoti¢ki u¢inak PDT-a
kod povrSinskog tipa bazalioma imunohistokemijskim odredivanjem
biliega Ki-67, bcl-2, p53 i p63 prije i poslije lijeCenja te utvrditi
vrijednost i znaCenje gore navedenih biljega u procjeni djelotvornosti
lokalnog PDT-a kod bolesnika s ovim tumorom.

U istrazivanje je bilo uklju¢eno 30 bolesnika obaju spolova.
Dijagnoza je potvrdena patohistoloskim nalazom bioptata tumorske
lezije. Svi bioptati obojeni su standardnom histoloSkom metodom, te
imunohistokemijskim  postupkom i  komercijalno  dostupnim
protutijelima za otkrivanje Ki-67, bcl-2, p53 i p63. Nakon postavljene
dijagnoze bolesnici su bili lijeceni lokalnim PDT-om uz primjenu 20%
5—-ALA-e (jedno do tri obasjavanja u razmacima od 4 do 6 tjedana).
Nakon klini¢kog izlje€enja ucinila se kontrolna biopsija, a bioptati su
obradeni imunohistokemijski i obojeni na ranije navedene biljege.
Smanjenje izrazenosti biljega Ki-67 nakon lijeCenja (medijan 5%
pozitivih stanica) u odnosu na izrazenost prije lijeCenja (15%
pozitivnih stanica) bilo je statistiCki znaajno (p=0,012). lzrazenost
billega bcl-2 utvrdena je kod svih bazalioma, a ¢ak 19 (63%)
bolesnika imalo je jak stupanj izraZenosti bcl-2. Smanjena izrazenost

bcl-2 nakon lije€enja zabiliezena je u 19 (63%) bolesnika, a
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smanjenje izrazenosti bilo je statisticki znacajno (p=0,001).
IzraZenost biljega p53 utvrdena kod svih bazalioma, a 19 (63%)
tumora pokazivalo je jak stupanj izrazenosti p53. Smanjena
izrazenost p53 nakon lijeCenja zabiljezena je u 14 (47%) bolesnika, i
bila je statisticki znacajna (p=0,005). lzrazenost biljega p63
zabiliezena je kod svih bazalioma, a svi tumori, osim jednog,
pokazivali su jak ili umjereno jak stupanj izrazenosti. Smanjena
izrazenost p63 nakon lijeCenja zabiljezena je u 14 (47%) bolesnika, i
bila je statisticki znacajna (p=0,005). Prije, kao i nakon PDT-a
utvrdena je statistiCki znacajna pozitivha povezanost izrazenosti
Ki-67 i bcl-2 (rs =0,528, p=0,003 prije lijecenja i rs =0,492, p=0,006
nakon lijeCenja). Prije, kao i nakon PDT-a nije utvrdena statistiCki
znacajna povezanost izraZzenosti Ki-67 i p53, te p53 i p63.

Nasim smo istrazivanjem dokazali antiproliferacijski i apoptoticki
ucinak lokalnog PDT-a kod povrSinskih bazalioma te utvrdili da se
imunohistokemijskim odredivanjem biljega Ki-67, bcl-2, p53 i p63
prije i poslije lijeCenja moze pratiti djelotvornost ove nove metode

lije€Cenja povrsSinskih bazalioma.
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8. SUMMARY

Assessment of topical photodynamic therapy efficacy in
patients with superficial basalioma by Ki-67, bcl-2, p53 and p63

determination

Basalioma is the most common skin cancer. Superficial basalioma
accounts for 15%-25% of all basalioma cases and belongs to
nonaggressive basalioma type. Photodynamic therapy (PDT) is a
phototherapy modality that includes photochemical reactions that
occur due to the photosensitizing agent, visible light and oxygen
interaction. PDT is a novel method of treatment for superficial skin
carcinomas. Apoptosis is considered to be the main mechanism of
PDT action. The aim of the present study was to assess the
antiproliferative and apoptotic effect of PDT in superficial basalioma
by immunohistochemical determination of the proliferative marker Ki-
67 and the apoptosis associated markers bcl-2, p53 and p63 before
and after treatment, and to evaluate the value and role of these
markers in the assessment of topical PDT therapeutic efficacy in
patients with superficial basalioma.

The study included 30 patients of both sexes. The diagnosis of
basalioma was verified by histopathology of tumor lesion biopsy.
Biopsy specimens were stained by the standard
immunohistochemistry procedure and antibodies for detection of Ki-
67, bcl-2, p53 and p63. Upon diagnosis, patients were treated with
topical PDT with the use of 20% 5-ALA (one to three sessions at 4-
to 6-week intervals). When clinically cured, follow up biopsy
specimens were analyzed by immunohistochemistry and stained for
the Ki-67, bcl-2, p53 and p63 markers. The post-treatment reduction
in Ki-67 expression relative to pretreatment expression was
statistically significant (median 5% vs. 15% of positive cells;
P=0.012). The bcl-2 expression was found in all basalioma cases,
with high-grade expression recorded in as many as 19 (63%) study

patients. A statistically significant reduction in bcl-2 expression after
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PDT treatment was observed in 19 (63%) patients (P=0.001).
Expression of the p53 marker was also recorded in all basalioma
cases, with high-grade expression in 19 (63%) patients. A statistically
significant post-treatment reduction in p53 expression was found in
14 (47%) patients (P=0.005). Expression of p63 patients was
recorded in all basalioma cases, with high-grade or moderate-grade
expression found in all but one patient. A statistically significant post-
treatment reduction in p63 expression was observed in 14 (47%)
patients (P=0.005). A statistically significant positive correlation of Ki-
67 and bcl-2 was found both before and after PDT treatment
(rs=0.528, P=0.003 pretreatment and rs=0.492, P=0.006 post-
treatment). There was no statistically significant correlation of Ki-67
and p53 or p53 and p63 expression either before or after PDT
treatment.

In conclusion, the study demonstrated the antiproliferative and
apoptotic effect of topical PDT in superficial basalioma, and showed
that therapeutic efficacy of this novel treatment modality for
superficial basalioma could be efficiently followed up by
pretherapeutic and post-therapeutic immunohistochemical

determination of the Ki-67, bcl-2, p53 and p63 markers.
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