Analiza ekspresije CTLA-4 u keratoakantomu

Knezovié, Dora

Master's thesis / Diplomski rad
2021

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

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:171:455687

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

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-13

SVEUCILISTE U SPLITU Repository / Repozitorij:
MEDICINSKI FAKULTET

W UNIVERSITAS STUDIOURUM SPALATENSIS .
| FACULTAS MEDICA MEFST Repository

)& é UNIVERSITY OF SPLIT i i O i ;O r
zir.nsk.hr AN

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:171:455687
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mefst.unist.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/mefst:1175
https://repozitorij.svkst.unist.hr/islandora/object/mefst:1175
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mefst:1175

SVEUCILISTE U SPLITU

MEDICINSKI FAKULTET

Dora Knezovié

ANALIZA EKSPRESIJE CTLA-4 U KERATOAKANTOMU

Diplomski rad

Akademska godina:

2020./2021.

Mentor:

prof. dr. sc. Irena Drmi¢ Hofman

Split, srpanj 2021.



SADRZAJ

ZAHVALA
POPIS KRATICA
| O Y40 ) b LTSS 1
1.1, KeratoaKantom.......eeiiiiiiieiieie ettt ettt et et e et sbee et esat e et e e saeeenreas 2
1.1.1. Epidemiologija Keratoakantoma ...............cecueeruieriieniieeiieniie et esiee et siee e sene e 3
1.1.2. Etiologija keratoaKantoma ............c..eecueeriieeiiieniiesieenie ettt eteesieeebeeseneeanees 4
1. 1. 3. Klasifikacija keratoakantoma..............ccveeueeriieriiienieeiieiee et eriee e esee e seeeree e eneees 4
1. 1. 4. Klinicka slika keratoakantoma...............ceceeierieniiniiiienie e 5
1. 1. 5. Patohistoloski i imunohistokemijski profil keratoakantoma.............c.cccceeevvienieennennne. 11
1. 1. 6. Molekularni putovi znacajni za nastanak keratoakantoma .............ccccceceevereneennenee. 21
1. 1. 7. Dijagnostika 1 lijeCenje keratoakantoma............cccceeveeriieiiiiniiienienieeeeee e 23
1. 2. Protein CTLA — 4 (CD152) ittt ettt et 24
1. 2. 1. Utjecaj CTLA-4 na imunosni odgovor i razvoj razli¢itih bolesti ..........ccccceceveenenee. 26
2. CILT ISTRAZIVANIA ..ottt sttt 27
3. MATERIJALLI I METODE ......ooiiiiiiitiiieteetet ettt 29
K I R 0 /'o) (o3 SO PRTR 30
3. 2 IMIEEOAE ...ttt ettt e et ae e et e e bt e enbe e teeeateenneeenbeenes 30
3. 2. 1. Uklapanje tkiva U parafin.........c.cccccueeeiiieeiiieeiiieeeeeeee et esvee e s 30
3. 2. 2. Priprema uzoraka za imunofluorescencijsku mikroskopiju..........ccccoeeveerciveencneennnnnn. 31
3. 2. 3. Imunoflourescencijska miKroskopija.........ccceeevieeriiieiiieeiiieceeece e 31
3. 3. StatistiCKa ANaliZa ......cocuiiiiiiiie e e 32
4. REZULTAT ..ottt ettt ettt e s et et e e st e e st e teenteeneenseenseeneenneenes 33
S.RASPRAVA . ettt et ettt s s e st e et e e st e st e e teeat e st enteeneenteenneeneens 40

6. ZAKLIUCKCT .o e e e e s e s e e e s e e s e s e s e s e e s e e s es e e e s e e s e e s e en s 44



7. POPIS CITIRANE LITERATURE........cccoiiiiiiiiiiiiiiiccccceeceeee et 46

8. SAZETAK ..o e oo e r e e e e s et s et et e s e s et r et 53
0. SUMMARY oo e e e 55
1O, ZIVOTOPIS oo et e s e s e e e e e s e s e e e s s e s e s e e s s s e s e e s seseses e e sesesesessan 57



ZAHVALA

Hvala mojoj obitelji, majci Silvani, ocu Drazenu i sestri Jeleni, na ljubavi, podrsci i

molitvama. Bez vas nista od ovoga nebi bilo moguce.

Posebno se zahvaljujem svojoj mentorici, prof. dr. sc. Ireni Drmi¢ Hofman, na posvecenom
vremenu, korisnim savjetima i stecenom dragocijenom iskustvu koje je nesebicno podijelila sa

mnom.

Hvala svim mojim prijateljima koji su bili uz mene u najljepsim i najizazovnijim trenutcima

studiranja.

Diplomski rad posvecujem mami Silvi, mojoj neiscrpnoj Zivotnoj i lijecnickoj inspiraciji.



POPIS KRATICA

UV - ultraviolet

HPYV — human papillomavirus

HPyV — human polyiomavirus

H-Ras - Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog
SCC - squamous cell carcinoma

KA - keratoacanthoma

KCM - keratoacanthoma centrifugum marginatum
MSSE - multiple self-healing squamous cell epithelioma
GEKA - generalized eruptive keratoacanthoma

mKA - KA with malignant transformation

CK - cytokeratin

PAS - periodic acid—Schiff

PD-1 - programmed cell death protein 1

CTLA-4 - cytotoxic T-lymphocyte—associated protein 4
Tim-3 - T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3
LAG-3 - Lymphocyte activation gene 3 protein

PD-L1 — programmed cell death-ligand 1

IL - interleukin

TGF-p - transforming growth factor beta

VEGEF - vascular endothelial growth factor

STAT - signal transducer and activator of transcription

CD - cluster of differentiation



ICAM-1 - intercellular adhesion molecule-1

FOXp3 - forkhead box protein P3

TgfPr1 - transforming growth factor beta receptor I

Par3 — proteinase activated receptor 3

PI3K/AKt - phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B
MAPK - mitogen-activated protein kinase

DMBA/TPA - 7,12-dimethylbenz[a]-anthracene/12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate
BRAF - B rapidly accelerated fibrosarcoma

RAS - rat sarcoma

MEK - mitogen-activated protein kinase kinase

NFKB - Nuclear factor kappa B

PI3K-mTOR - phosphatidylinositol 3-kinase - mammalian target of rapamycin
mTORCI1 - mammalian target of rapamycin complex 1
mTORC?2 - mammalian target of rapamycin complex 2
PTEN - phosphatase and tensin homolog

p21WAF - cyclin-dependent kinase inhibitor

p16/V%4 - cyclin-dependent kinase 4 inhibitors

CpG - 5'—C—phosphate—G—3'

NFAT - nuclear factor of activated T cells

mRNA - Messenger RNA

TCR - T cell receptor

PBS - Phosphate-buffered saline

DAPI - 4',6-diamidino-2-phenylindole



1. UVOD



1.1. Keratoakantom

Keratoakantom (lat. keratoacanthoma) je keratiniziraju¢i kozni tumor karakteristicnog
¢vorastog oblika s centralnim kraterastim udubljenjem (Slika 1). Obiljezava ga brzi rast 1 Cesta
spontana regresija, obuhvaceni kroz tri razvojna stadija. Najcesce se javlja na kozi lica i predjelima
izlozenima UV zracenju (Slika 2) (1). S obzirom da je etiopatogeneza KA jos uvijek nerazrijeSeno
pitanje, patoloSka klasifikacija tog tumora se viSe puta mijenjala. Prema posljednjoj WHO
klasifikaciji tumora iz 2018. godine, keratoakantom je svrstan u varijantu planocelularnog
karcinoma (2). Iako se smatra da potjece iz folikula dlake, tzv. pilosebacealne jedinice, moze se
javiti 1 na sluznicama i akralnim povrSinama (3). Unato¢ njegovoj Cestoj spontanoj regresiji,
zabiljezeni su 1 slucajevi maligne alteracije. U studiji iz 2000. godine, ¢etvrtina njihovih KA
progredirala je u zlocudni lokalno invazivni epiteliom. To se najceS¢e zbiva u starijih osoba i na
podrucjima izlozenima sun¢evom svijetlu, a moze se dogoditi u bilo kojem stadiju keratoakantoma
(4). Na temelju navedenog, ostaje kontroverzno je li KA dobrocudni tumor ili varijanta dobro
diferenciranog planocelularnog karcinoma. IstraZivanja vezana uz keratoakantom od posebne su

vaznosti jer se smatra kako bi upravo on mogao biti klju¢ u razumijevanju procesa regresije tumora

).

Slika 1. Keratoakantom

Izvor: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK499931/figure/article-

23861.image.f1/?report=objectonly



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK499931/figure/article-%20%2023861.image.f1/?report=objectonly
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK499931/figure/article-%20%2023861.image.f1/?report=objectonly

Slika 2. Keratoakantom u podrucju lijevog dijela cela

Izvor: https://emedicine.medscape.com/article/1100471-overview

1.1.1. Epidemiologija keratoakantoma

Stvarnu incidenciju keratoakantoma je tesko odrediti s obzirom da se ne dijagnosticira u
tolikoj mjeri u kolikoj je zastupljen ili dode do regresije prije postavljanja same dijagnoze, a ¢esto
se 1 zamjeni s planocelularnim karcinomom. U razli¢itim populacijama svijeta zabiljeZene su
razlicite incidencije koje poprili¢no variraju (5). Prema analizi koja je provedena u KBC-u Split od
2010. godine do 2014. godine, incidencija je iznosila 144/100 000, Sto prati trendove dostupne u
literaturi (6). NajceSce se pojavljuje solitarni oblik, dok su drugi tipovi rijedi. Dijagnosticiran je u
svim dobnim skupinama, no ipak najveci je broj zabiljezen u osoba izmedu Sezdesete i sedamdesete
godine zivota i to ¢eS¢e u muskaraca. Ovo se veé¢inom odnosi na najcesc¢i solitarni tip, dok
familijarni tipovi mogu zapoceti svoj razvoj ve¢ u adolescenciji. lako nije nuzno pravilo, tipi¢no
se pojavljuje na fotoeksponiranoj kozi, posebno u osoba svijetle puti tj. prema Fitzpatrickovoj
klasifikaciji, u onih koji spadaju u prve tri skupine. Cesce se javlja u toplijim krajevima i to na kozi
lica, a Cest je 1 na dorzalnoj strani Saka te na podlakticama u muskaraca, dok je za zene tipicna
lokalizacija na listovima i prednjem tibialnom podrucju (1, 2, 7). Opisana epidemioloSka obiljezja
u skladu su s obiljezjima pokazanim u populaciji pacijenata KBC-a Split, prema ve¢ navedenom

istrazivanju (6).


https://emedicine.medscape.com/article/1100471-overview

1.1.2. Etiologija keratoakantoma

lako etiopatogeneza keratoakantoma jo$ uvijek nije posve rasvijetljena, uglavnom se
povezuje s UV zracenjem kao najces¢im Cimbenikom rizika (2). Prema Claeson M i sur., koji su
2020. godine objavili prvu veliku prospektivnu studiju ove problematike, osim UV zracenja, u
rizéne faktore za ravoj keratoakantoma takoder se ubrajaju i starija Zivotna dob (stariji od 60
godina), muski spol, fenotipska obiljezja koja upucuju na vecu osjetljivost UV zracenju te pusenje
1 konzumacija alkohola u velikim koli¢inama (8). Osim navedenog, nastanak keratoakantoma se
povezuje i s imunsupresivnim stanjem, koriStenjem lijekova koji utjeu na stani¢ni ciklus,
rendgenskim zracenjem, izlozenoS¢u kemijskim tvarima i karcinogenima kao §to je katran,
infekcijama HPV 1 HPyV virusima, traumom koze kao §to su ozljeda, tetovaZza, medicinske i
kozmeticke intervencije, cijepljenje, kozni transplantati te strana tijela, Sto podrazumijeva
hijaluronske i1 kolagenske filere (2, 5, 9). Od gore spomenutih lijekova, posebna paznja je
usmjerena na BRAF inhibitore te inhibitore Hedgehog puta, za koje je zabiljezeno da su povezani
s porastom broja keratoakantoma (10). U korist genetske predispozicije za KA, govore nam
pronalazak mutacija P53 1 H-RAS gena, ulestala povezanost s autosomno dominantnim
sindromima Muir—Torre, Ferguson—Smith i Witten-Zak, autosomno recesivnim sindromom

Xeroderma pigmetosum te X—vezanim dominantnim sindromom /ncontinentia pigmenti (11).
1. 1. 3. Klasifikacija keratoakantoma

Keratoakantomi se dijele na nekoliko skupina: a) solitarni, multipli i subungvalni KA, b)
multipli familijari keratoakantomi Ferguson—Smith tipa, ¢) multipli keratoakantomi centrifugum
marginatum 1 d) generalizirani eruptivni Grzybowski keratoakantomi (2). U klini¢koj praksi ¢esto
se znaju klasificirati 1 zamijeniti s drugim tipovima planocelularnog karcinoma kraterastog oblika,
buduéi da se smatra kako su, uz KA i KA s malignom transformacijom, KA-nalik SSC te
infundibularni SSC takoder podrijetlom iz folikula dlake tj. smatraju se neoplazmama povezanim

s dlacnim folikulom (10).



1. 1. 4. Klini¢ka slika keratoakantoma

Keratoakantom se tipicno manifestira kao brzorastuci, relativno dobro ograniceni,
keratiniziraju¢i tumor kraterasta izgleda (3, 12). Prolazi nekoliko stadija od pocetne male papule,
roze ili boje koze, do okruglastog nodula s centralnim keratiniziraju¢im dijelom (1). Iako se
najcesce pronalazi na fotoeksponiranoj kozi, moze se pronaéi i na mukoznim i akralnim podrucjima
kao Sto je keratoakantom usnice (Slika 3) i usne Supljine pa ¢ak 1 vrlo rijetki vulvarni, konjuktivalni,
perianalni i perinealni keratoakantomi (5, 13, 14, 15). Ve¢inom narastu od 1 do 2 cm, iako mogu
bit i ve¢i. Malobrojni keratoakantomi narastu 5 ili viSe cm, ve¢inom na podlakticama, a opisan je i
divovski KA veli¢ine 15 cm na prsima. Tumor uglavnom naraste brzo, kroz jedan do dva mjeseca,
iako taj process moze trajati i viSe mjeseci (16). Pocetni stadij keratoakantoma podrazumijeva
proliferativnu fazu kada lezija brzo raste, u trajanju od otprilike 6 do 8 tjedana. Sljedeca faza
sazrijevanja traje nekoliko tjedana ili mjeseci i u njoj se stvara karakteristi¢ni krater, a na kraju
svog ciklusa, KA prolazi kroz stadij involucije tj. dolazi do regresije keratoakantoma i ostatnog
atroficnog oziljka (1). Kroz proces regresije keratoakantom obi¢no zadrzi svoj kraterasti oblik, ali
se smanjuje prvo visina, a zatim i promjer lezije (17). Iako su opisani slucajevi recidiva spontano
regrediraju¢ih keratoakantoma, recidivi se ve¢inom povezuju s lezijama koje su bile kirurski
uklonjene, a pretpostavlja se da je uzrok tomu trauma prilikom zahvata, kao jedan od prepoznatih
rizi¢nih ¢imbenika (3, 18). Keratoakantom je u vecini slucajeva benignog tijeka, medutim, opisane
su 1 metastatske lezije, prvenstveno perineuralne i perivaskularne. Smatra se kako keratoakantomi
vrata 1 lica imaju najveci rizik za malignu transformaciju. Nadalje, razliciti tumori, kao $to su oni
koji zahvacaju dojku, pluca i jednak, mogu metastazirati u koZu 1 na taj nacin klinic¢ki imitirati KA.
Treba uzeti u obzir i moguénost kada KA-nalik lezija bude prva manifestacija metastatske zlo¢udne
bolesti, a opisani su i slucajevi kada se u keratoakantomu dogode dodatne mutacije pa se unutar
njega razvije maligni tumor poput SCC-a (3, 19). Najces¢i tip KA, solitarni sporadicni tip, razvija
se brzo, veli¢ine od nekoliko milimetara pa do ¢ak 20 cm. Ovaj tip KA uglavnom raste simetri¢no
kao kupolasti keratiniziraju¢i tumor, a najceS¢e dosegne veli¢inu od jednog do dva cm u promjeru
te pola centimetra debljine. Veliki KA, odnosno oni veé¢i od 5 cm, uglavnom se pronalaze na nosu
(Slika 4) 1 dorzumu Saka, a mogu narasti i do 15 cm, s posljedi¢énom destrukcijom podlezeceg tkiva.

Rijetko se mogu pronaci na sluznicama, naj¢esc¢e u usnoj Supljini (2, 5).
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Slika 3. Keratoakantom donje usnice

Izvor: https://www.dermis.net/dermisroot/en/49227/image.htm
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Slika 4. Keratoakantom na nosu

Izvor: https://www.dermis.net/dermisroot/en/50281/image.htm
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Subungvalni keratoakantom naziva se jos i solitarni distalni keratoakantom prsta. Rijetka
je varijanta ove kozne promjene, a pokazuje agresivniji rast s lokalnom destrukcijom podlezeceg
tkiva i falange te uglavnom ne regredira spontano. NajceS¢e se pojavljuje na palcu i srednjem prstu
Sake te na palcu stopala. Tipicno se prezentira kao bolni, nodularni ¢vori¢ s centralnim

keratiniziraju¢im kraterom (Slika 5). S obzirom na sve navedeno, Cesto ga je vrlo izazovno

dijagnosticirati i lijeciti (2, 5, 20).

Slika 5. Subungvalni keratoakantom

Izvor: https://www.actasdermo.org/en-subungual-keratoacanthoma-the-importance-

distinguishing-articulo-S1578219012002028

Multipli keratoakantomi rijetka su pojava, a kao takvi mogu biti sporadi¢ni ili familijarni.
Sporadi¢ni multipli keratoakantomi mogu biti povezani s prurigo nodularis, nalaze se ve¢inom na
fotoeksponiranoj kozi potkoljenica u starijih Zena, a povezuju se 1 s tetovazama te
mijelodisplasticnim sindromom (2, 5, 21, 22, 23). Multipli keratoakantomi tipa centrifugum
marginatum takoder su rijetka varijanta. Karakterizirani su perzistentnim perifernim rastom s
prstenstim izgledom koraljnog grebena (Slika 6). Cesto se pojavljuju na dorzalnoj strani $aka, a s
obzirom da mogu narasti vrlo veliki, ¢ak 1 do 20 cm, u pravilu su lokalno destruktivni. Rizik od

metastaza je malen, ali u vecini sluc¢ajeva ne dolazi do spontane regresije (2, 24).


https://www.actasdermo.org/en-subungual-keratoacanthoma-the-importance-distinguishing-articulo-S1578219012002028
https://www.actasdermo.org/en-subungual-keratoacanthoma-the-importance-distinguishing-articulo-S1578219012002028

Slika 6. Multipli keratoakantomi centrifugum marginatum tipa prije (A) i poslije lijecenja (B)

Izvor: https://www.sciencedirect.com/science/article/p11/S1027811713000037

Multipli familijarni keratoakantomi Ferguson—Smiths tipa geneticki su posredovani
keratoakantomi. Poznati su 1 pod nazivom multipli samoizljecujuéi skvamozni epiteliomi. Vec¢ina
zena oboli do 34. godine zivota, a muskarci do 41. godine, iako raspon moze varirati od 8. do 62.
godine. Karakterizirani su autosomno dominantnim obrascem nasljedivanja s varijabilnom
penetracijom, a pretpostavlja se da su potekli od mutacije jednog gena u jednoj Skotskoj obitelji jos
prije 1970. godine. Bolesnici mogu imati par do nekoliko stotina keratoakantoma, vecinom
rasporedenih na uSima, nosu i perioralno, ali se mogu pojaviti i na udovima, izuzev palmarnog i
plantarnog podrucja, dok se na trupu rijetko pronalaze (Slika 7). Kao i prethodni tip, lokalno su
invazivni, medutim u MSSE dolazi do spontane regresije nakon nekoliko mjeseci, nakon koje

zaostaju duboki unakazujuéi oZiljci na licu 1 nesto pli¢i na udovima (2, 25, 26).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1027811713000037

Slika 7. Multipli familijarni keratoakantomi Ferguson—Smiths tipa

Izvor: https://www.medscape.com/viewarticle/714022 1

Generalizirani eruptivni Grzybowski KA su vrlo rijetka varijanta ove bolesti, nisu nasljedni,
a manifestiraju se na kozi i sluznicama. U literaturi je do sada opisano Cetrdeset slucajeva. Nofal i
sur. predlozili su slijedeCe stalne dijagnosti¢ke kriterije za taj entitet: poCetak bolesti u odrasloj
dobi izmedu petog i sedmog desetlje¢a Zivota, generalizirana erupcija stotinu do tisu¢u malih,
dobro ogranic¢enih papula, nekih s keratiniziraju¢im centrom (Slika 8), progresivni tijek, izraZeni
perzistentni svrbez, patoloski nalaz karakteristika keratoakantoma te negativna obiteljska
anamneza na familijarne multiple oblike KA. Uz to postoje i varijablini kriteriji koji
podrazumijevaju promjene na sluznicama, ektropiju, “mask of Zorro” znak i krateriformne
¢vorove. Opisana je i sezonska egzarcebacija bolesti tijekom ljetnih mjeseci, §to se povezuje s
vec¢om izlozeno$¢u suncu. Navedene lezije pokazuju tendenciju konfluiranja, posebno na licu,
vratu 1 intertriginoznim podru¢jima. Pretezno su zahvaceni djelovi tijela izlozeni UV zrakama,
posebno koza lica, ali ¢esto su zahvaceni i zaStic¢eni dijelovi kao §to su trup 1 intertriginozne regije.
Ako bolest zahvati ocne kapke, ektropija moze dovesti do kseroftalmije, ponavljajuceg

konjuktivitisa 1 keratopatije (25, 27, 28).


https://www.medscape.com/viewarticle/714022_1

Slika 8. Generalizirani eruptivni Grzybowski keratoakantomi

Izvor: https://onlinelibrary-wiley-com.ezproxy.nsk.hr/doi/10.1111/jdv.12226

Multipli familijarni Witten—Zak keratoakantomi, takoder genetski posredovani,

prezentiraju se s obiljeZjima Ferguson—Smith 1 Grzybowski tipa keratoakantoma (25).

10


https://onlinelibrary-wiley-com.ezproxy.nsk.hr/doi/10.1111/jdv.12226

1. 1. 5. Patohistoloski i imunohistokemijski profil keratoakantoma

Histolosku sliku keratoakantoma karakteriziraju endoegzofiticni kraterasti rast, simetricna
ogranicena proliferacija keratinocita s centralnim roznatim kraterom i nakupinama neutrofila (29,
30). Veliki, blijedo eozinofilni keratinociti izgleda “mutnog stakla™ nalaze se blize centru lezije te
mogu biti ¢ak dvostruko ve¢i u odnosu na stanice koje se nalaze periferno. Takoder, imaju i
prepoznatljivu nijansu svoje citpolazme koja je bljeda i1 obilnija u odnosu na stanice
planocelularnog karcinoma (31). Keratoakantom pokazuje i1 varijabilnost patohistoloske slike
ovisno o stadiju u kojem se nalazi kada se obavlja biopsija. Prepoznata su ¢etiri histoloska stadija
koja odgovaraju klini¢kim stadijima, a to su rani ili proliferativni stadij, dobro ili potpuno razvijeni
stadij, stadij procesa regresije 1 stadij potpune regresije. Rani ili proliferativni stadij
keratoakantoma karakteriziran je s nekoliko invaginacija infundibularno-cisticnih struktura
ispunjenih rozevinom, koji medusobno anastomoziraju ili konfluiraju, ali se centralni keratoti¢ni
krater jo§ uvijek ne razvija. Ove infundibularne strukture pokazuju lamelarnu keratinizaciju,
medutim, prepoznatljive keratinocite s obilnom, blijedo eozinofilnom i staklastom citoplaznom
nalazimo samo u dubljim slojevima neoplazme. Keratoakantom pri bazi ponekad nije dobro
ograni¢en od podlezece strome, a mogu se pronaci i nepravilni slojevi blago atipi¢nih keratinocita
1 rijetkih mitoza. U dermisu se nalazi obilni mijeSani upalni infiltrat neutrofila, limfocita i eozinofila

(Slika 9) (2, 32, 33).
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Slika 9. Patohistoloska slika ranog ili proliferativnog stadija keratoakantoma

(a) Lezija se sastoji od invaginiranih infundibularnih struktura koje medusobno
konfluiraju, ali centralni keratoticni krater nije razvijen. (b) Invaginirane
infundibularne strukture pokazuju lamelarnu keratinizaciju, bez znakova atipije. (c)
Dublji dijelovi lezije pokazuju proliferaciju velikih blijedo eozinofilnih keratinocita

3

izgleda “ poput mutnog stakla”. (d) U perifernim dijelovima se moZe pronaci

nuklearna atipija, a rub lezije nije jasno ogranicen.

Izvor: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1346-8138.13696

Razvijeni stadij KA pokazuje tipi¢nu simetri¢nu, kraterastu i endoegzofiticnu strukturu.
Histoloskom slikom dominiraju prosirene infundibularne strukture sa sredi$njim velikim kraterom
ispunjenim rozevinom. Neoplasti¢ni lobuli nalaze se u vecini djelova tumora, a obiljezeni su
proliferacijom velikih blijedo eozinofilnih stanica staklastog izgleda s kompaktnom
keratinizacijom. Rubni stanjeni epidermis se izdiZe iznad tumora i poput usana omeduje krater

ispunjen rozevinom (Slika 10) (2, 32, 33).
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Slika 10. Patohistoloska slika razvijenog stadija keratoakantoma

(a) Lezija je endoegzofiti¢nog rasta te ima (b) centralni keratinizirani krater s oroZnjenim dermisom
koji ga okruzuje poput usana. (¢) Dominiraju lobuli velikih blijedo eozinofilnih keratinocita bez
nuklearne atipije. (d) Nuklearna atipija se moze eventualno primjetiti u perifernim dijelovima

sastavljenim od bazofilnih stanica.

Izvor: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1346-8138.13696

Tijekom stadija regresije keratoakantom zadrzava kraterasti izgled. Histopatoloski je
karakteriziran s jednom ili dvije plitke strukture kraterasta oblika, ispunjene roZzevinom, okruZene
s tankim epitelom, a u okolnom fibroziranom dermisu vidi se uplana infiltracija. Opisane strukture
ponovno pokazuju infundibularne karakteristike s lamelarnom keratinizacijom te sa samo nekoliko

blijedo eozinofilnih keratinocita staklastog izgleda (Slika 11) (32, 33).
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Slika 11. Patohistoloska slika stadija regresije keratoakantoma

Jedna ili dvije plitke strukture kraterasta oblika, ispunjene roZevinom, a formirane od tankog epitela
povezanog s okolnim fibroziranim dermisom koji je upalno infiltriran. Epitel pokazuje
infundibularne karakteristike s laminarnom keratinizacijom i nekoliko blijedo eozinofilnih

keratinocita.

Izvor: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1346-8138.13696

U stadiju potpune regresije, keratoakantom je uleknuta epidermalna lezija uzdignutih
rubova, a epidermis je stanjen i atrofican s gubitkom epidermalnih precki. U tom stadiju takoder

dolazi do gubitka obiljezja istimcke diferencijacije (32, 33).
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Multipli keratoakantomi centrifugum marginatum tipa takoder patohistoloski pokazuju
endofiti¢nu, fokalnu, kraterifromnu, keratinizirajuéu proliferaciju, koja se sastoji od keratinocita s
obilnom blijedom eozinofilnom citoplazmom i upalnog inflitrata koji se sastoji od limfocita,
eozinofila 1 neutrofila (24). Histoloski izgled multiplih familijarnih keratoakantoma Ferguson—
Smith tipa u ranim fazama nema zamjetne razlike u odnosu na dobro diferencirani keratinizirajuci
tumor, uz prozimanje epitela duboko u dermis koji poslije bude infiltriran limfocitima. Svaki od
tih epitelnih tracaka pokazuje centralnu keratinizaciju s formiranjem roznatih nakupina koje se,
tijekom regradiranja tumora, spajaju i ¢ine krater ispunjem rozevinom. Dermis pokazuje znakove
fibroze s gubitkom elasticnih vlakana. U ovom tipu keratoakantoma zabiljezena je inflitracija
tumorskih stanica u limafti¢no tkivo sa Sirenjem u lokalne limfne ¢vorove kao i duboka infiltracija
u podlezece tkivo ukljucujudi i skeletni misi¢, medutim, nije zabiljeZen ni jedan tumor s udaljenim
metastazama ili smrtni slucaj (26). lako generalizirani eruptivni Grzybowski keratoakantomi
pokazuju, gore opisanu, standardnu patohistolosku sliku keratoakantoma, u nekim sluc¢ajevima
male folikularne papule ne sadrzavaju tipi¢ni keratiniziraju¢i krater, a roznata nakupina prekriva
diskretne infundibule. Takoder, male papulozne promjene mogu pokazivati znacajke pocetnog
proliferativnog stadija keratoakantoma (28). Planocelularni karcinom nalik keratoakantomu (engl.
keratoacanthoma—like SCC) 1 KA s malignom alteracijom sadrze osobine planocelularnog
karcinoma. Oba tumora sadrZavaju patohistoloSke karakteristike keratoakantoma kao Sto su
endoegzofiti¢an rast, multilobularna struktura s centralnim kraterom ispunjenim roZevinom i lobuli
s velikim blijedo eozinofilnim keratinocitima, ve¢inom bez nuklearne atipije. U planocelularnom
karcinomu nalik na KA (engl. keratoacanthoma—like SCC) patohistoloske karakteristike
keratoakantoma 1 planocelularnog karcinoma medusobno se isprepli¢u (Slika 12). Za razliku od
opisanog, keratoakantom s malignom alteracijom pokazuje jasnu granicu medu karakteristicnim
podru¢jima s obiljezjima KA 1 SSC (Slika 13). Komponente s karakteristikama keratoakantoma
mogu biti u bilo kojem razvojnom stadiju, a udjeli KA i SCC komponenti tumora variraju u svakoj

pojedinoj leziji pa ak i u razli¢itim dijelovima iste neoplazme (32, 33).
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Slika 12. Patohistoloska slika keratoakantomu nalik planocelularnog karcinoma

(a) Slicno KA, lezija je endoegzofiticne 1 multilobularne grade s centralnim kraterom omedenim
epidermisom u obliku usana. (b) U desnom dijelu tumora vidljivi su lobuli konvencionalne SCC
komponente gradene od atipi¢nih keratinocita. (¢) Lobuli velikih blijedo eozinofilnih keratinocita
karakteristi¢na su komponenta KA-a i prisutni su ve¢inom u lijevom dijelu tumora. Nuklearna
atipija se moZze pronaci samo u perifernom dijelu. (d) Granica izmedu SCC 1 KA komponenti nije

jasno ogranicena, ve¢ se one ispreplicu.

Izvor: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1346-8138.13696
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Slika 13. Patohistoloska slika keratoakantoma s malignom alteracijom

(a) Kraterasta lezija s centralnim kraterom okruZenim epitelnim rubovima oblika usana. b) SCC
komponenta se nalazi u desnom dijelu tumora. (¢) U lijjevom dijelu tumora nalazi se KA

komponenta u fazi regresije. (d) Obje komponente su jasno ogranicene.

Izvor: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1346-8138.13696
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Posljednjih deset godina keratoakantom se intenzivno istrazuje imunohistokemijskim
metodama, medutim, do sada analizirani biljezi nisu se pokazali pouzdanima u procjeni hoce li

tumor maligno alterirati ili regredirati (Tablica 1) (5).

Tablica 1. Prikaz odabranih biljega za koje se smatra da bi mogli biti korisni u razlikovanju

keratoakantoma od planocelularnog karcinoma

Grupa markera Marker KA/SCC

Upalni infiltratni
Plazmacitoidne dendriticke stanice BDCA2 KA>SCC
Regulacijske T stanice CD3"FoxP3" KA<SCC
Makrofazi CD163 KA<SCC
IL-27 - producirajude stanice 1L-27 KA>SCC

S obzirom da se pretpostavlja kako keratoakantom, kao i ostale keratoakantomu — nalik
lezije, potjecu od folikula dlake, u dosadasnjim istrazivanjima pronadeno je kako keratoakantom
eksprimira stani¢ne markere koji se nalaze na infundibulumu i istmusu folikularnih struktura (2).
Ovisno o klinickom 1 patohistoloskom stadiju, KA pokazuje razli¢itu dinamiku ekspresije
citokeratina CK1/CK10, CK16/CK17 i kalretinina, S$to potvrduje folikularnu diferencijaciju.
Infundibularna diferencijacija invaginiranog dijela sa slojevitom keratinizacijom u ranom ili
proliferativnom stadiju KA karakterizirana je kombinacijom izrazaja CK1/CK10 uz odsutnost
izrazaja kalretinina. Za razliku od navedenog, kombinacija ekspresije CK16/CK17/kalretinina, uz
odsutnost ekspresije CK1/CK10 u dubljim djelovima neoplazme s blijedo eozinofilnim
keratinocitima 1 kompaktnom keratinizacijom u ranom stadiju KA sugerira diferencijaciju stanica
prema vanjskoj ovojnici folikula dlake ispod infundibuluma. Isti tip ekspresije nalazi se 1 u
razvijenom stadiju KA u cijeloj leziji, sastavljenjoj od velikih blijedo eozinofilnih keratinocita, $to
opet upucuje na diferencijaciju prema vanjskoj ovojnici dlacnog folikula. Drugim rije¢ima,
promjena sa slojevitom keratinizacijom tj. infundibularnom diferencijacijom prednjaci u ranom ili
proliferativnom stadiju keratoakantoma. Za razliku od toga, lezija s kompaktnom keratinizacijom
tj. istmickom diferencijacijom, ve¢inom se pronalazi u dobro razvijenom stadiju keratoakantoma.
U stadiju procesa regresije keratoakantoma ponovno se pojavljuju karakteristike infundibularne
diferencijacije, s obzirom da dolazi do gubitka tih velikih eozinofilnih keratinocita, a kona¢no, u
stadiju potpune regresije dolazi do gubitka istmicke diferencijacije, morfoloski 1 u imunofenotipu

te dominiraju karakteristike infudibuluma, ukljucujuci ekpresiju CK1/CK10 1 CK15 (34). Takoder,
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dokazano je da je keratoakantom i PAS pozitivan, S$to joS jednom ukazuje na moguce
patohistolosko podrijetlo KA s obzirom da je vanjska ovojnica dlacnog folikula takoder PAS
pozitivna (35). T limfociti imaju vaznu ulogu u zaustavljanju rasta i razvoja tumorskog tkiva,
medutim, u tumorskom mikrookoliSu Cesto dolazi do njihove disfunkcije putem razlicitih
mehanizama koji ukljucuju ekspresiju inhibitornih receptora, zastupljenost inhibirajucih stanica i
liganada u tumorskom okoliSu, metabolizam tumorskog tkiva pa Cak i epigenetski utjecaj. Jedna
od najbitnijih karakteristika T-stanica koje postanu nereaktivne je ekspresija inhibitornih receptora
na svojoj membrani od kojih su najzastupljeniji PD-1, CTLA-4, Tim-3 i LAG-3. Disfunkcija ovih
stanica direktno korelira s brojem inhibitornih receptora eksprimiranih na membrani. Aktivacija
opisanih receptora odvija se putem njihovih liganada, u koje primjerice spadaju PD-L1 za PD-1 i
Galectin-9 za TIM3, a oni se takoder nalaze u tumorskom okoliSu (Slika 14). Razliciti tipovi
inhibitornih stanica, koji se uglavnom sastoje od regulacijskih T limfocita, makrofaga povezanih s
tumorom i mijeloidnih supresorskih stanica, takoder utje¢u na smanjenu obrambenu funkciju anti
— tumorskih T stanica, a u inhibitorne ligande spadaju IL-10, IL-35, TGF-B, VEGF i drugi. T-
stanice suo€avaju se i s metaboli¢kim izazovima, s obzirom da se u podrucju tumora “natje¢u” s
tumorskim stanicama za glukozu, ali 1 ligandi kao §to su PD-1 i CTLA-4 jo§ dodatno otezavaju
zadovoljavanje metabolic¢kih zahtjeva, s obzirom da smanjuju intenzitet glikolize koja je jedan od

glavnih metabolic¢kih putova aktivacije ovih stanica (36).
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Inhibitorni receptori i njihovi inhibitorni ligandi
Tumorska stanica

lhv / Drugi supresorski ligandi u tumorskom mikrookoli$u:
IL- 10

— 100
et TGF

« L35
CTLA-4 - '.'rE GF et

™
Trim 19 H _' A X ?
T stanice u tumorskom mikrookoliSu
-—--._________- _ Natjecanje za unos glukoze

f T stanica l
“/ T stanica nije aktivirana

Inhibitorne stanice u : . .
tumorskom mikrookolidu y T stanice su nefunkcionalne u
tumoru

Gedatin- 9

Regulacijska T stanica ~ Makrofag povezan's  Mijeloidna supresorska
tumorom stanica

Slika 14. SaZeti prikaz disfunkcije T stanica u tumorskom mikrookoliSu

Izvor: https://www-sciencedirect-com.ezproxy.nsk.hr/science/article/abs/pii/S0306987720304096

U keratoakantomu je pronadena infiltracija CD4" T limfocita za koje se smatra da prate ili
¢ak poticu regresiju ove neoplazme (37). U tumorskom mikrookolisu je takoder pronaden veliki
broj stanica koje luce IL-27, §to upucuje na Thl orijjentaciju. Drugim rije¢ima, IL-27 u T
limfocitima potiée aktivaciju STAT1 i STATS3, §to dovodi do proliferacije CD4" T limfocita i rane
Thl diferencijacije (38). Takoder je pokazano kako su T-stanice koje infiltriraju KA imunoloski
aktivnije s obzirom da eksprimiraju viSe IL-2 receptora nego u planocelularnom karcinomu.
Nadalje, stanice keratoakantoma eksprimiraju 1 viSe CD36, medustanicne adhezijske molecule
ICAM-1 i diferencijacijskog markera keratina 10. Opisane karakteristike upucuju kako je regresija
keratoakantoma imunoloski posredovana CD4" T limfocitima i adhezijskim molekulama (39). Ono
Sto bi moglo pridonositi brzom rastu tijekom rane proliferativne faze keratoakantoma je povecana
infiltracija FOXp3" regulacijskih T limfocita koji mogu potaknuti smanjenu antitumorsku obranu.
Medutim, potrebna su daljnja istrazivanja, posebice u razli¢itim razvojnim fazama KA, kako bi se
razjasnio opisani utjecaj imunoloSkog sustava (37). Nasuprot navedenim razlikama u izrazaju
biljega u KA 1 SCC-u, nije uo€ena znacajna razlika u ekspresiji PD-L1 medu njima. U oba tumora
postoji znacajna povezanost izmedu ekspresije PD-L1 u tumorskim stanicama i ekspresije PD-L1
na limfocitima koji infiltriraju tumor (40). Takoder je dokazano kako TGF- kontrolira i ekspresiju
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PD-1 i PD-L1. Kao uzrokom Ferguson—Smith sindroma smatraju se upravo mutacije tipa gubitka
funkcije TGF-p 1 receptora. Uz navedeno, poznato je i da terapija s TGF-B neutraliziraju¢im
protutijelima moze potaknuti razvoj keratoakantoma. S obzirom na dosadaSnja saznanja, moglo bi
se pretpostaviti kako patofiziologija keratoakantoma moze biti jednim dijelom objaSnjena
smanjenom ekspresijom PD-L1 ovisnom o TGF-$ (37). Ono sto bi moglo pomo¢i u histoloskom
razlikovanju keratoakantoma i planocelularnog karcinom je upravo imunohistokemijsko bojenje
na TGF-P koje je pokazalo kako je njegova zastupljenost u KA uglavnom difuzna i bez perifernog
bojenja stanica u jednom do dva sloja, dok je u SCC bojenje ve¢inom krpicasto tj. u nakupinama s
perifernim bojenjem stanica u jednom do dva sloja stanica (41). Keratoakantom moze nastati i kao
rijetka nuspojava lijeCenja s PD-1 inhibitorima (nivolumab i pembrozilumab) te BRAF

inhibitorima kao npr. vemurafenibom (42, 43).
1. 1. 6. Molekularni putovi znacajni za nastanak keratoakantoma

Prema dosada$njim genetickim studijama, pokazano je kako postoji znacajna razlika u
obrascima odstupanja genetickog profila izmedu keratoakantoma 1 planocelularnog karcinoma.
Kljuéni geni za razvoj keratoakantoma, u kojima se dogadaju mutacije, identificirani su na
kromosomima 17, 19, 20 1 X. Signalni put TGF-f takoder ima utjecaja u nastanku keratoakantoma.
Dokazana je povezanost mutacije u 7gffr/ genu tipa gubitka funkcije na 9. kromosomu s MSSE
fenotipom. Nadalje, signalni put TGF-B sudjeluje u kontroli diferencijacije 1 rasta u brojnim
tkivima, a promjene koje se mogu dogoditi u tom signalnom putu povezane su s malignom
transformacijom keratinocita i tumorogenezom. Signalni put Par3 takoder utjece na pojedine
dijelove signalnog puta TGF-B, kao $to su PI3K/Akt i MAPK. Ovaj signalni put sudjeluje u
apikobazalnoj polarnosti stanice i asimetricnoj diobi. U DMBA/TPA tumorskom modelu
prekomjerna ekspresija Par3 smanjuje mogucnost nastanka keratoakantoma, a njegovim
isklju¢enjem dobiva se suprotan ucinak. Posebna kategorija keratoakantoma su oni koji nastaju u
osoba s melanomom lijjeCenih BRAF inhibitorima. Veéina ovih mutacija povezana je s
vemurafenibom, a uzrokuju povecanu aktivnost BRAF-a, §to dovodi do povecane aktivnosti
MAPK signalnog puta neovisno o RAS-u. To na kraju mozZe dovesti do pojave planocelularnog
karcinoma ili keratoakantoma, a sli€ne ucinke pokazuje 1 sorafenib (44). Medutim, u navedenim
neoplazmama, koje su ve¢inom bile na dijelovima izloZenim suncu, pronadena je i RAS mutacija,

Sto upucuje na mogucnost da UV zracenje potice stvaranje RAS mutacije u keratinocitima, ali ona
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sama po sebi nije dovoljna za malignu transformaciju. Kad se takvi keratinociti izloze RAF
inhibitorima, dolazi do aktivacije MAPK i nenormalnog rasta stanica te konacne progresije u kozne
tumore. Navedene promjene objaSnjavaju klinicku sliku bolesnika u kojih je, nekoliko tjedana
nakon pocetka terapije RAF inhibitorima, doslo do razvoja koznih tumora i to ve¢inom na mjestima
izlozenima suncu. Navedeno upucuje na vaznost RAS mutacija potaknutih UV zracenjem kao
predisponiraju¢ih ¢imbenika. Ova hipoteza je podrzana Cinjenicom da u bolesnika s melanomom,
koji su umjesto BRAF inhibitorima lije¢eni MEK inhibitorima, dolazi do smanjenja ucestalosti
nastanka keratoakantoma, jer MEK inhibitori blokiraju MAP kinazni put. Danas je poznato kako
je MAP kinaza vise stimulirana stresom i upalnim posrednicima nego djelovanjem mitogena, pa s
obzirom na to danas primjecujemo puno vise upalnih stanja uzrokovanih razli¢itim koznim
traumama, dermatoloSkim intervencijama ili koZznim bolestima koje dovode do nastanka
keratoakantoma na koZi prethodno oStecenoj djelovanjem UV zracenja, slicno kao 1 kod djelovanja
BRAF inhibitora (31). Takoder, postoje dokazi da i imikvimod, koji se prvenstveno koristi u
lijeCenju aktinicke keratoze i bazocelulranog karcinoma, uzrokuje keratoakantom kao sekundarni
ishod lijecenja, povecavajudi razinu proinflamatorih citokina, aktivacijom NFkB signalnog puta
(44). Keratoakantom takoder ima djelomicno aktivirani PI3K-mTOR signalni put i to preko
mTORCI1, dok mTORC?2 nije aktivan. Navedena saznanja upucuju da su signalni putevi, ukljuceni
u razvoj 1 regresiju keratoakantoma, usko povezani s rastom i autofagijom, a ne prvenstveno s
agresivnom alteracijom i invazijom. Keratoakantom eksprimira i visoke razine tumor supresora
PTEN, negativnog regulatora PI3K-mTOR signalnog puta. Prisutnost PTEN u KA sugerira da
aktivacija tumorskih supresora prevenira stani¢nu transformaciju. Cak i kada PTEN nije aktivan, u
KA se aktiviraju drugi tipovi tumorskih supresora, kao §to su p53/p21VA" i p16/VK#, Tumor supresor

6% prisutan je tijekom vecine stadija KA. S toga se, a s obzirom na navedeno, moze zakljuciti

pl
kako u KA postoje brojni mehanizmi koji pogoduju odrZzavanju benigne naravi tumora i vode
prema njegovoj involuciji (45). U jednoj je studiji takoder pokazano kako u keratoakantomu dolazi
do aberantne hipermetilacije, ali se ista dogada rijede u KA u donosu na planocelularni karcinom.
Medutim, zaklju¢eno je kako sama hipermetilacija CpG mjesta na DNA nije nuZna za

tumorogenezu u KA 1 planocelularnom karcinomu (46).
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1. 1. 7. Dijagnostika i lijecenje keratoakantoma

Dijagnostika keratoakantoma zasniva se na tri principa koji obuhvacaju tipi¢nu klinicku
sliku kraterasta tumora, brzi rast kroz tri razvojne faze te patohistoloski nalaz (5). Kao prvi korak
trebalo bi uzeti detaljnu anamnezu pacijenta, vezanu uz pojavu i razvoj tumora, a zatim i klinicku
evaluaciju. S obzirom da se dermatoskopski Cesto ne moze sa sigurno$¢u procijeniti radi li se o
keratoakantomu ili primjerice o planocelularnome karcinomu, zlatni standard za postavljanje
dijagnoze keratoakantoma je ekscizijska biopsija s patohistoloSkom analizom. U osoba sa
subungvalnim keratoakantomom nuzno je napraviti i radioloski snimak u svrhu potvrde ili
iskljuc¢enja osteolize (1). Do sada je pokuSavano u dijagnostic¢ki algoritam uvesti i koriStenje
imunohistokemijskih bojenja za nekoliko biljega u svrhu razlikovanja keratoakantoma od
planocelulranog karcinoma, ali jo§ uvijek niti jedan nije sluzbeno prihvacen kao potpuno
dijagnosticki relevantan (5). lako ima svojstvo regresije i rijetko maligno alterira, “wait and see”
strategija lijeCenja keratoakantoma se ne preporucuje, osim u slucajevima kada postoje jasni
znakovi involucije lezije. Navedeni nacin terapije se ne prakticira 1 iz razloga §to je nemoguce
procijentit unaprijed kolika ¢e biti konac¢na veli¢ina tumora prije pocetka regresije, a kao posljedicu
moze ostaviti unakazujuéi oziljak. Kao zlatni standard terapije keratoakantoma uzima se kirurska
eksicizija tumora s rubovima od 4 mm. Takav nacCin terapije osigurava dobar estetski rezultat 1
optimalan uzorak za patohistolosku dijagnozu. Lezije na ekstremitetima koje su manje od 2 cm
mogu se odstraniti i metodama elektrodesikacije ili kiretazom, a agresivnije lezije, ve¢e od 2 cm
na kozmetski osjetljivim podrucjima, zahtjevaju postedu tkiva pa bi trebalo razmotriti i mogucénost
Mohsove mikrografske operacije. Navedena operacija je takoder terapija izbora za keratoakantome
s perineuralnom invazijom. Znanstveni podatci o nekirurSkom lijecenju su ograniceni, medutim za
intralezijsku primjenu se mogu koristiti metotreksat i 5-fluorouracil, a bleomycin ili interferoni kao
zamjenska terapija. Intralezijski 5-fluorouracil se primjenjuje u dozi od 40 do 70 mg tjedno kroz
tri do osam tjedana. Za topicku primjenu postoje joS i 5%-tna imiquimod krema te 5%-tna 5-
fluorouracil krema. Prva linija lijeCenja za neke oblike multiplih keratoakantoma su sistmski
retinoidi, sami ili u kombinaciji s kirurgijom ili drugim linijjama lijecenja kao i u solitarnom
keratoakantomu. Multiple keratoakantome, koji su rezistentni i na retinoide 1 na metotreksat, moze
se pokusati lijeciti s ciklofosfamidom. S obzirom da se recidiv keratoakantoma moze ocekivati u
1-8% slucajeva, preporuceno je pacijente pratiti i educirati o preventivnim mjerama kao i

moguénostima samopregleda (1, 5).
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1. 2. Protein CTLA—4 (CD152)

Protein povezan s citotoksi¢nim limfocitima T ili CTLA-4 je inhibicijski receptor iz obitelji
CD28, prvenstveno izrazen na T-stanicama. Prolazno je izraZen na aktiviranim CD4" T -stanicama,
a trajno na regulacijskim T-stanicama. Njegovi ligandi, koji se tipicno mogu pronaci na povrsini
antigen prezentiraju¢ih stanica, su CD80 ili B7-1 te CD86 ili B7-2. Navedeni B7 kostimulatori
takoder se mogu vezati i na CD28, koji je strukturno srodan CTLA-4. Medutim, ta je veza
stimuliraju¢eg karaktera, tocnije dolazi do pokretanja aktivacije T-stanica. CTLA-4 ima klju¢nu
ulogu u homeostazi T-stanica i blokiranju imunoloskih reakcija prema vlastitim antigenima. S
obzirom da je inhibicijski receptor, djeluje na nac¢in da zaustavlja aktivaciju reagirajucih T-stanica
te posreduje u suprimirajucoj funkciji regulacijskih T-stanica (Slika 15). Mehanizmi kojima se
CTLA-4 koristi mogu se podijeliti na unutarstani¢ne, koji djeluju na T-stanicu na kojoj je receptor
izrazen i na izvanstani¢ne mehanizme koji djeluju na druge stanice. Osim §to Salje inhibirajuce
signale T-stanicama, CTLA-4 blokira i odstranjuje (trans-endocitoza) molekulu B7 s povrSine
antigen prezentirajuce stanice, smajuje kostimulaciju i sprijecava aktivaciju T-stanice. Navedene
antigen prezentirajuce stanice uglavom prebivaju u slezeni i1 limfnim ¢vorovima. Nacin na koji
dolazi do prevladavanja CTLA-4 ili CD28 utjecaja, kao dviju krajnosti, temelji se na ¢injenici kako
CTLA-4 ima ve¢i afinitet za molekule B7 u odnosu na CD28. U slu¢ajevima kada je razina B7
niska, §to se normalno dogada kada antigen prezentirajuce stanice predocavaju vlastite antigene,
visoko afinitetni receptor CTLA-4 bude podrazen. U sluc¢ajevima visoke razine ekspresije B7, kao
Sto je za vrijeme infekcija, ve¢inom je podrazen niskoafinitetni receptor CD28 (47, 48). Ekspresija
CTLA-4 na povrSini T stanica je 1 sama podlozna regulaciji putem nekoliko mehanizama.
Transkripcijski faktori kao $to su NFAT i1 FoxP3 reguliraju prepisivanje CTLA-4 mRNA, a sama
lokalizacija CTLA-4 u stanici utjece na kontrolu CTLA-4 signalnog puta. Poznato je kako se u
neaktivnim naivnim T stanicama CTLA-4 nalazi primarno unutar stanice (49). Stimulacijom TCR
1 vezanjem B7 kostimulatora na CD28 dolazi do ekspesije CTLA-4 na povrSini stanice putem
egzocitoze vezikula u kojima se nalazi ovaj inhibitorni receptor. Kada dode do vezanja CTLA-4 s
B7 kostimulatorima 1 ukupne negativne stimulacije, aktivacija T-stanice je sprijeCena putem
inhibicije stani¢nog ciklusa u G1 fazi te inhibicije stvaranja i ekspresije IL-2. CTLA-4 moze
djelovati 1 na o ligandu neovisan nacin, direktnom modulacijom TCR 1 nadovezujuc¢ih biokemijskih
signala. S obzirom da regulacijske T-stanice kontroliraju funkciju izvr$nih T-stanica, bitno je za

njihovu supresivnu funkciju da je na njihovoj povrsini CTLA-4 stalno eksprimiran (50, 51).
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Slika 15. Inhibicija T stanica putem CTLA-4 (MHC (eng. major histocompatibility complex) -

glavni kompleks tkivne podudarnosti; TCR (eng. T-cell receptor) — receptor T-stanica)

Izvor: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4892769/figure/F1/
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1. 2. 1. Utjecaj CTLA-4 na imunosni odgovor i razvoj razli¢itih bolesti

Kako bi se sprijecila autoreaktivnost imunoloskog sustava postoje brojne kontrolne tocke
koje reguliraju aktivaciju T-stanica i djeluju u sklopu procesa periferne tolerancije. SrediSnju ulogu
u ovom procesu imaju signalni putovi CTLA-4 i PD-1 koji djeluju kao kontrolne tocke na
razli¢itim razinama imunosnog odgovora. Klju¢nom kontrolnom tockom smatra se CTLA—4, koji
dovodi do anergije potencijalno autoreaktivnih T-stanica i to ve¢ u pocetnoj fazi aktivacije naivnih
T-stanica, tipi¢no u limfnim ¢vorovima (50). Ova inhibitorna kontrolna tocka takoder je bitna jer
inhibira i diferencijaciju Th17 stanica te daljni razvoj regulacijskih T limfocita, a modulira i Th2
diferencijaciju. Dokazano je i da CTLA-4 inhibicijom diferencijacije i ekspanzije pomagackih i
regulatornih T limfocita moZe kontrolirati aktivnost drugih stanica kao $to je modulacija B
stanicnog odgovora i1 proizvodnja protutijela. Ekspresija CTLA-4 je uo€ena i na monocitima te
aktiviranim stanicama prirodnim ubojicama. U ljudi je CTLA-4 gen lokaliziran na drugom
kromosomu, a polimorfizam ovog gena povezan je s brojnim autoimunim poremecajima, kao $to
su tip 1 dijabetes, sistemski eritematozni lupus, reumatodini artritis, autoimuna bolest Stitnjace,
upalna bolest crijeva te multipla skleroza (52). I imunoterapija tumora se temelji na €injenici da
tumorske stanice budu prepoznate od T-stanica, odnosno da se dokine njihova sposobnost
zaobilazenja imunosnog sustava domacina temeljena na koriStenju mehanizama periferne

tolerancije (50).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA



Ciljevi istrazivanja:
. Odrediti postoji li izrazaj CTLA-4 na limfocitima u upalnom infiltratu keratoakantoma te
postoji li razlika u ekspresiji CTLA-4 izmedu centra tumora, baze tumora i lateralnog
resekcijskog ruba keratoakantoma.
. Odrediti postoji li razlika u ekspresiji CTLA-4 u centralnom dijelu tumora, bazi tumora i
lateralnom resekcijskom rubu keratoakantoma s obzirom na histoloski stadij keratoakantoma.
. Odrediti postoji li razlika u ekspresiji CTLA-4 u centru tumora, bazi tumora i lateralnom
resekcijskom rubu keratoakantoma prema spolu.
. Odrediti postoji li razlika u ekspresiji CTLA-4 u centru tumora, bazi tumora i lateralnom
resekcijskom rubu keratoakantoma s obzirom na zivotnu dob.

Hipoteze:
. Protein CTLA-4 je na zdravom lateralnom resekcijskom rubu keratoakantoma manje
eksprimiran u odnosu na centar 1 bazu tumora.
. Protein CTLA-4 je viSe izraZen u regresijskom stadiju keratoakantoma u odnosu na ostale
histoloske stadije.
. Nema razlike u ekspresiji proteina CTLA-4 u centru, na bazi i na lateralnom resekcijskom rubu
keratoakantoma u ovisnosti o spolu.
. Nema razlike u ekspresiji proteina CTLA-4 u centru, na bazi i na lateralnom resekcijskom rubu

keratoakantoma s obzirom na zivotnu dob.
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3. MATERIJALI I METODE



3. 1. Uzorci

Istrazivanje je provedeno u Laboratoriju za dermatoloSku patohistologiju Klinike za
kozne 1 spolne bolesti Klinickog bolnickog centra Split i na Zavoda za patologiju, sudsku
medicinu i citologiju Klini¢kog bolnickog centra Split. KoriSteno je 30 uzoraka tkiva
uklopljenog u parafinski blok, dobivenih nakon probatorne ili kirurSke ekscizije
keratoakantoma, uz patoloSku potvrdu dijagnoze, a svaki je od uzoraka, prije obrade
imunofluorescencijskim protokolom, jo$S dodatno pregledan od strane subspecijaliste
dermatoloske onkologije. Istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Klinickog bolnickog

centra Split pod brojem 2181-147/01/06/M.S.-20-02.
3. 2. Metode
3. 2. 1. Uklapanje tkiva u parafin

Nakon ekscizije, svjeze je tkivo 24 sata fiksirano u 4%-tnom formaldehidu, nakon ¢ega
je proveden postupak dehidracije tkiva s postupno rastu¢im koncentracijama alkohola (70%,
96% 1 100%). Kao sredstvo za bistrenje tkiva koristen je ksilol. Tkivo je zatim uklopljeno u
parafin (metalni kalupi¢ u koji se ulije mjeSavina tekuceg parafina otopljenog na 60°C te u koji
se zagrijanom pincetom postavi komadi¢ tkiva) 1 ostavljeno da se hladi. Histoloski rez debljine
4 um dobiven je pomicanjem mikrotomskog noZa po povrSini obradenog parafinskog bloka,
koji je potom prebacen kistom u zagrijanu kupelj na 45°C pa potom na predmetno stakalce.
Histoloski preparati su inkubirani u termostatu na 64°C, a potom obojeni standardnom tehnikom
hemalaun - eozinom, pokriveni medijem i pokrovnicom te pregledani od strane dermatopatologa

iz KBC-a Split.
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3. 2. 2. Priprema uzoraka za imunofluorescencijsku mikroskopiju

Deparafinizacija preparata izvrSena je ispiranjem ksilolom 5 minuta kroz tri serije, a
rehidracija preparata padaju¢im nizom koncentracija alkohola (apsolutni alkohol, 95%-tni alkohol,
70%-tni alkohol). Otkrivanje antigena izvrSeno je kuhanjem u citratnom puferu (pH = 6.0) u
mikrovalnoj pecici 12 minuta. Preparati su ohladeni na sobnoj temperature 20 minuta i isprani u
PBS-u dva puta po 5 minuta. Preparate je nadalje potrebno ocijediti, pobrisati i zaokruziti vostanom
olovkom oko rezova. Zatim je na preparate apliciran “protein block™ u trajanju od 20 minuta. Kao
primarno antitijelo koristeno je anti-CTLA-4 zecje antitijelo (ab237712, Abcam, UK) razrjedenja
1 : 100, nakon Cega je otopina vorteksirana. Koli¢ina od 150 mikrolitara nanesena je na preparate
1 ostavljena u inkubaciji u vlaznoj komori na 4°C preko no¢i. Uzorci se zatim ispiru u PBS-u dva
puta po 5 minuta. Nadalje, aplicira se sekundardno protutijelo razrjedenja 1 : 400 te se takoder
inkubira sat vremena i ispire u PBS-u dva puta po 5 minuta. Nakon toga na preparat se nanosi DAPI
u trajanju od jedne minute te se opet ispire u PBS-u dva puta po 5 minuta, nakon ¢ega stakalce
treba posusiti izmedu rezova, nanijeti medij za pokrivanje te staviti pokrovno stakalce. Preparati

su pohranjeni u mraku u hladnjaku na 4°C.
3. 2. 3. Imunofluorescencijska mikroskopija

Pripremljeni preparati debljine 4 mikrona analizirani su pomocu invertnog fluorescentnog
mikroskopa (Olympus BX41), Hamamatsu ORCA-Spark kamere (model C11440-36U), Olympus
U-TV1XC objektiva i Olympus cellSens Dimension programa. Za svaki od uzoraka analizirana su
pod velikim povecanjem (400 x) i snimljena tri karakteristiéna mjesta, jedno iz centra tumora, jedno
s baze tumora te jedno sa zdravog lateralnog resekcijskog ruba. Broj upalnih stanica pozitivnih na
CTLA-4 izrazen je u postotku u odnosu na ukupan broj stanica na tom vidnom polju i kvantificiran

pomocu programa ImageJ (NIH, SAD) za obradu fotografija.
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3. 3. Statisti¢ka analiza

StatistiCka analiza provedena je u statistickom paketu Statistical Package for the Social
Sciences, 16,0 (Chicago, Illinois, SAD). Za odredivanje tipa razdiobe koristen je Shapiro-Wilk test,
a u skladu s tim, podatci su prikazani metodama deskriptivne statistike, to¢nije, medijanom, kao
mjerom srediS$nje vrijednosti, i interkvatrilnim rasponom koji predstavlja mjeru rasprsenja. Razlika
u ekspresiji proteina CTLA-4 izmedu centra tumora, baze tumora i zdravog lateralnog resekcijskog
ruba analizirana je Kruskal-Wallis testom, kao i razlika s obzirom na stadij u kojem se uzorci
nalaze. Mann-Whitney test koriSten je za analizu razlike u ekspresiji CTLA-4 izmedu spolova, a
analiza s obzirom na zivotnu dob provedena je Kruskal-Wallis testom. Statisticka znacajnost za

navedene testove postavljena je na P < 0.05.
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4. REZULTATI



Istrazivanje je obuhvatilo 30 uzoraka keratoakantoma, njih 14 (46.67%) od muskaraca, a
16 (53.33%) od Zena. Raspon dobi ispitanika, u kojima je obavljena ekscizija i dijagnosticiran
keratoakantom, iznosi od 35 do 91 godinu, a medijan 75.50 (IQR 55.75-82.25). Za potrebe analize,
podatci o dobi su razvrstani u Cetiri skupine odredene prema kvartilima. Prva dobna skupina je do
55.75 godina, druga dobna skupina od 55.76 do 75.5, tre¢a od 75.6 do 82.25 te Cetvrta dobna
skupina vise od 82.26 godina. Uzorci su takoder podijeljeni i u Cetiri patohistoloska stadija. Prvi
stadij obuhva¢a ranu ili proliferativnu fazu, drugi stadij je potpuno ili dobro razvijeni

keratoakantom, treci je stadij proces regresije, a Cetvrti je stadij potpuna regresija.

Protein CTLA-4 detektiran je u upalnom infiltratu u dermisu u centralnom dijelu tumora u
28 (93.33%) uzoraka (Slika 15), na bazi tumora u 28 (93.33%) uzoraka (Slika 16) te na zdravom
lateralnom resekcijskom rubu u 17 (56.67%) uzoraka (Slika 17) (Tablica 2).

Tablica 2. Ekspresija CTLA - 4 u keratoakantomu

N (%) Medijan IQR
centar tumora 28 (93.33) 1.65 2.15
dubina tumora 28 (93.33) 1.80 2.13
zdravi lateralni 17 (56.67) 0.45 2.25

resekcijski rub
N — broj uzoraka
IQOR - interkvartilni raspon
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Slika 15. Imunofluorescencijsko bojenje na CTLA-4 u centralnom dijelu keratoakantoma

Plavi signal oznacava jezgre stanica, dok zeleni signal predstavlja bojanje na CTLA-4.

Slika 16. Imunofluorescencijsko bojenje na CTLA-4 na bazi keratoakantoma

Plavi signal oznacava jezgre stanica, dok zeleni signal predstavlja bojanje na CTLA-4.
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Slika 17. Imunofluorescencijsko bojenje na CTLA-4 u rubnom dijelu keratoakantoma

Plavi signal oznacava jezgre stanica, dok zeleni signal predstavlja bojanje na CTLA-4.

Slika 18 prikazuje razliku u ekspresiji CTLA-4 izmedu centra tumora, baze keratoakantoma
1 zdravog lateralnog resekcijskog ruba. Pokazano je kako ne postoji statisti¢ki znacajna razlika (P
= 0.888) u ekspresiji proteina CTLA-4 izmedu centralnog dijela tumora i baze tumora. Medutim,
statisticki znacajna razlika pronadena je usporedbom ekspresije CTLA-4 izmedu centra tumora 1
zdravog lateralnog resekcijskog ruba (P = 0.026) te dubljeg dijela tumora i zdravog lateralnog
resekcijskog ruba (P =0.015), pri ¢emu lateralni resekcijski rub keratoakantoma pokazuje znacajno

niZu ekspresiju proteina CTLA-4.
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Slika 18. Usporedba ekspresije CTLA-4 izmedu centra, baze i ruba keratoakantoma

Nakon dermatopatoloske procjene stadija ispitivanih uzoraka keratoakantoma, utvrdeno je
kako se 18 uzoraka nalazi u proliferativnom stadiju (60%), 8 u stadiju regresije (26.67%), a za 4
uzorka nije bilo moguée odrediti o kojem se tocno stadiju radi. Kruskal-Wallis test pokazao je kako
postoji statistiCki znacajna razlika u ekspresiji CTLA-4 izmedu razli¢itih stadija keratoakantoma
samo u centralnom dijelu tumora (P = 0.020). Cetiri uzorka za koja se nije mogao odrediti to¢an
stadij imaju najve¢i izrazaj CTLA-4, dok je najmanji uofen u proliferativnom stadiju
keratoakantoma. Medutim, postoji statisticki znacajna razlika u ekspresiji CTLA-4 izmedu
proliferativne skupine uzoraka i skupine u kojoj se ne moze odrediti toCan stadij (P = 0.037) te
1izmedu proliferativne i regresijske skupine keratoakantoma (P = 0.022). Statisticki znacajna razlika
nije utvrdena izmedu skupine keratoakantoma u regresiji i one u kojoj se nije mogao odrediti to¢an

stadij tumora (P = 0.808) (Tablica 3).
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Tablica 3. Usporedba ekspresije CTLA-4 u centralnom dijelu tumora, na bazi tumora te na

zdravom lateralnom resekcijskom rubu, u ovisnosti o stadiju keratoakantoma

Stadij tumora N MR pP* p*
centar neodreden: 4 22.13 neodredeni i
tumora proliferativni 18 11.86 proliferativni 0.037
regresijski 8 20.38 stadij
baza neodredeni 4 21.88 centar proliferativni i
tumora proliferativni 18 1322 (imora 0.020 re gresij.ski 0.022
regresijski 8 17.44 stadij
lateralni neodredeni 4 17.75 N
kcijski . L neodredeni i
reserubj proliferativni 18 14.72 regresijski 0.808
stadij

regresijski 8 16.13

N — broj uzoraka
MR - prosjecni rang
* Kruskal-Wallis test

Nakon provedenog Mann-Whitney testa, razvidno je kako nema statisticki znacajnih razlika
izmedu spolova u ekspresiji CTLA-4 ni u centru (P = 0.546), ni na bazi tumora (P = 0.151), niti na

lateralnom resekcijskom rubu (P = 0.914) tumora (Tablica 4).

Tablica 4. Usporedba izrazaja CTLA-4 izmedu centra tumora, baze tumora i zdravog lateralnog

resekcijskog ruba prema spolu ispitanika s keratoakantomom

spol N MR SR P
centar Z 16 16.41 262.50 0.546
tumora M 14 14.46 202.50 '
baza z 16 17.66 282.50 0.151
tumora M 14 13.04 182.50
zdravi‘ 7 16 15.34 245.50
lateralni 0.914
resekceijski M 14 15.68 219.50
rub

7. — zenski spol; M — muski spol

N — broj uzoraka

MR - prosjecni rang; SR - zbroj rangova
* Mann—Whitney test

38



Kruskal-Wallis test pokazao je kako nema statisticki znacajne razlike medu dobnim
skupinama u odnosu na izrazaj CTLA-4 u centru tumora (P = 0.592), bazi tumora (P = 0.888), niti

na zdravom lateralnom resekcijskom rubu (P = 0.821) keratoakantoma (Tablica 5).

Tablica 5. Usporedba izrazaja CTLA-4 u centru tumora, na bazi tumora te na lateralnom

resekcijskom rubu prema dobnim skupinama

Dobna kategorija N MR P*

do 55.75 7 12.14
55.76 - 75.5 8 14.75

centar tumora 0.592
75.6 - 82.25 8 16.88
82.26 1 vise 7 18.14
do 55.75 7 15.64
55.76 - 75.5 8 13.75

baza tumora 0.888
75.6 - 82.25 8 17.25
82.26 1 vise 7 15.36
do 55.75 7 13.29

zdravi lateralni 55.76 -75.5 8 14.88 0.801

resekeijskirub 75687 25 8 16.88 '

82.26 1 vise 7 16.86

N — broj uzoraka
MR - prosjecni rang
* Kruskal-Wallis test
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5. RASPRAVA



Keratoakantom predstavlja dobro ograniceni, keratinizirajuc¢i kozni tumor ¢vorastog oblika
s centralnim kraterastim udubljenjem (1). Regresija tumora, kao jedna od najznacajnijih
karakteristika keratoakantoma, u centru je istrazivanja dugi niz godina, zbog njezine osobite
vaznosti u razumijevanju zivotnog ciklusa tumorskih stanica. Iako postoje opre¢ni stavovi,
pretpostavlja se kako je regresija keratoakantoma imunoloski posredovana (53). S obzirom na
navedeno, mozemo pretpostaviti kako upalni infiltrat igra vaznu ulogu, kako u razvoju tako i u
regresiji keratoakantoma. Ova studija je usmjerena upravo na karateristike ekspresije CTLA-4 u
uzorcima keratoakantoma, kao jednog od glavnih inhibicijskih receptora u tumorskom
mikrookoli$u. Protein CTLA-4 ima klju¢nu ulogu u homeostazi T-stanica, to¢nije djeluje na nacin
da zaustavlja aktivaciju reagirajucih T-stanica te posreduje u suprimirajucoj funkciji regulacijskih
T-stanica (47). Trajno je eksprimiran na regulacijskim T stanicama, a prolazno na aktiviranim
CD4"1CDS8" T stanicama, s tim da je pokazano kako je CTLA-4 vise i duze eksprimiran na povr$ini

CDS8" T stanica u odnosu na CD4" (47, 54).

Prema rezultatima naSe studije, viSe od 90 % uzoraka keratoakantoma pokazuje izrazaj
CTLA-4 u centru i na bazi tumora, dok je znacajno manji izrazaj CTLA-4 dokazan na zdravom
lateralnom resekcijskom rubu, koji se moze smatrati unutarnjom kontrolom. S obzirom da u ovom
istrazivanju nisu odredene vrste T stanica koje infiltriraju tumor, ne moZemo jasno zakljuciti na
kojim je T stanicama izraZzen CTLA-4. Povecan izrazaj FOXp3™ regulacijskih T limfocita mogao
bi donekle biti odgovoran za brzi rast tumora tijekom proliferativne faze keratoakantoma (37), u
kojoj je bila vecina ispitivanih uzoraka. Ovaj podatak je od direktne vaznosti za studiju, s obzirom
da regulacijski T limfociti trajno eksprimiraju CTLA-4 na svojoj membrane (37). Kako bi se ova
povezanost potvrdila, potrebno je u buduénosti odrediti vrste T stanica u tumorskom mikrookolisu
te njihov izrazaj CTLA-4 i drugih imunobiljega. Kao i za ve¢inu drugih koZnih tumora, izloZenost
UV zrafenju prepoznata je kao rizi¢ni faktor i za nastanak keratoakantoma. UV zraCenje moze
uzrokovati lokalnu i sistemnu imunosupresiju (55). Prema rezultatima drugih istraZzivanja pokazano
je kako UV zracenje suprimira aktivaciju T stanica u limfnim ¢vorovima tijekom primarnog
imunoloskog odgovora, a utjece i na diferencijaciju T stanica u memorijske T stanice te na proces
prezentacije antigena. 1z toga proizlazi kako UV zracenje moZe potaknuti imunoloSku toleranciju
u oSte¢enim stanicama, $to dovodi do imunosupresije u odgovoru domacina prema tumorskim
stanicama. UV zraenje stimulira proliferaciju i povecanje broja regulacijskih T stanica te

smanjenje broja efektorskih T stanica u kozi, pri ¢emu se ucinkovitost imunolosSkog procesa
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prebacuje s T-stani¢ne imunosti prema imunosupresiji i stvaranju okoliSa povoljnog za nastanak
tumora. Navedeni T regulacijski limfociti imaju CD4", CD25", Foxp3*, CTLA-4" fenotip te su
citotoksi¢ni za antigen prezentirajuce-stanice, otpustaju IL-10 te suprimiraju aktivnost,
proizvodnju citokina i proliferaciju ostalih tipova T stanica, koje bi stimulirale imunoloski dogovor
(55). Ove stanice su od posebnog znacaja ako se uzme u obzir antitumorski u¢inak anti-CTLA-4
protutijela, koji u tumorskom mikrookoliSu smanjuje broj regulacijskih T stanica koje izrazavaju
CTLA-4 (56). Prema rezultatima nase studije pokazano je kako centralni dio keratoakantoma
izrazava znacajno vise CTLA-4 u regresijskom u odnosu na proliferativni stadij. Ne moze se ipak
iskljuciti da CTLA-4 pozitivne stanice, ako se radi o regulacijskim T limfocitima, zaista imaju
odredenu ulogu u razvoju keratoakantoma u proliferativnoj fazi te je za potvrdu opisanog potrebno
daljnje istrazivanje na vecem uzorku. Rezultati dobiveni u naSoj studiji upucuju na znacajnu
imunolosku aktivnost u regresijskom stadiju keratakantoma u odnosu na pocetne stadije, §to je u
skladu s dosada$njim studijama (53), u kojima je takoder potvrdena veéa upalna infiltracija u
regresijskom stadiju keratoakantoma. U nasoj studiji, najveca ekspresija CTLA-4 potvrdena je u
Cetiri uzorka u kojima nije bilo moguce utvrditi toan patohistoloski stadij. Medutim, s obzirom da
postoji statisticki znacajna razlika u izrazaju CTLA-4 izmedu uzoraka s nedefiniranim stadijem i
onih u proliferativnom stadiju, a ne postoji izmedu uzoraka s nedefiniranim stadijem i onih koji su
u regresijskom stadiju, zakljuujemo kako su ti uzorci razvojno blizi regresijskom stadiju
keratoakantoma. Prema radu Brayer-Garner i sur. (53), rani proliferacijski stadij keratoakantoma
obiljeZen je oskudnim upalnim infiltratom, dobro razvijen stadij gustim infiltratom limfocita i
histiocita te varijabilnom infiltracijom eozinofila 1 plazma stanica, a regresijski stadij umjerenim
mononuklearnim upalnim infiltratom. Prema spomenutim autorima, najveci broj stanica u upalnom
infiltratu pronasli su upravu u regresijskom stadiju. U ranoj fazi razvoja keratoakantoma pronasli
su zna¢ajno vise CD3" stanica u odnosu na CD20" stanice, a populacija T limfocita se uglavnom
sastojala od CD4" stanica. U dobro razvijenom keratoakantomu primjetili su povecanje ukupnog
udjela CD8" limfocita, kao i povecanje broja CD20" stanica, ponajprije na bazi tumora. U
regresijskom stadiju keratoakantom uocen je najveéi izrazaj CD20" stanica, iako je broj CD3*
stanica 1 dalje bio znacajno veci, a populacija T limfocita se u ovom slucaju sastojala od jednakih
udjela CD4" i CD8" stanica. Nadalje, iako je pokazano kako su CD4" limfociti inili vec¢inu
populacije CD3" limfocita u ranoj i srednjoj fazi regresije, CD8" limfociti su dominirali svojim

udjelom u kasnijoj fazi regresije. Prema dobivenim rezultatima, spomenuti autori su zakljucili kako
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CD4" limfociti imaju ulogu u ranoj fazi regresije, poticanjem proliferacije CD8" citotoksi¢nih T
limfocita, B stanica i citotoksi¢nosti posredovane stanicama prirodnim ubojicama, dok citotoksi¢ne
T stanice vjerovatno imaju klju¢nu ulogu u kasnijoj fazi regresije (53). Upravo zbog toga prisutnost
vise citotoksicnih T stanica u centralnom dijelu lezije podudara se s kasnijim fazama regresije (53).
U prilog navedenom bi mogli govoriti rezultati dobiveni u nasoj studiji, u kojima postoji statisticki
znacajna razlika u ekspresiji CTLA-4 medu stadijima KA u centralnom dijelu tumora. Navedene
informacije su bitne u slu¢aju kada su CD4" i/ili CD8" limfociti aktivirani, jer u tom sluéaju, u
vecoj ili manjoj mjeri, na svojim membranama izrazavaju CTLA-4 (54). Prema novijim studijama,
u keratoakantomu je takoder dokazana pristutnost PD-1" stanica (40). PD-1 takoder predstavlja
inhibicijski receptor, ve¢inom izrazen na CD8" T stanicama, a ekspresija njegovog liganda PD-L1
dokazana je na tumorskim stanicama keratoakantoma, ali i na limfocitima koji infiltriraju
kartoakantom. S obzirom da nije pronadena znaCajna razlika u ekspresiji PD-L1 izmedu
keratoakantoma i planocelularnog karcinoma, moze se pretpostaviti kako ona predstavlja
zajedni¢ki mehanizam zaobilazenja imunosnog odgovora, potaknut limfocitima koji infiltriraju
tumor, a koji se ve¢inom sastoje od CD8" stanica (40). Iako je epidemiolo$ki pokazano kako je
keratoakantom ¢e$¢i u dobi izmedu 60 1 70 godina te u musSkaraca (1, 2), medu ispitivanim
uzorcima vise je njih pripadalo Zenama, a dobna struktura je u skladu s dosadasnjim spoznajama.
U ovisnosti o spolu 1 dobi nisu pronadene znacajne razlike u ekspresiji CTLA-4 medu razli¢itim
lokacijama unutar keratoakantoma. Iako rezultati upucuju na postojanje ekspresije CTLA-4 unutar
upalnog infiltrata keratoakantoma, kao i razliku u ekspresiji izmedu razli¢itih stadija i lokacija u
tumoru, nije moguce sa sigurno$cu utvrditi koja je to¢no uloga i znacaj tog inhibitornog signala u
opisanom tumorskom mikrookolisu. Kako bi se dobiveni rezultati postavili u kontekst obja$njena
uloge CTLA-4 u razvoju 1/ili regresiji keratoakantoma, potrebna su daljnja istraZivanja u kojima je
bitno odrediti i vrstu T stanica koje eksprimiraju CTLA-4 u ovisnosti o stadiju keratoakantoma.
Ogranicenja ovog istraZivanja najvjerovatnije uklju¢uju ukupan broj analiziranih uzoraka, a samim

time 1 nedostatan broj uzoraka u pojedinom histoloSkom stadiju keratoakantoma.
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6. ZAKLJUCCI



1. Analizom ekspresije 30 uzoraka keratoakantoma, utvrdeno je da postoji statisticki znacajna
razlika u ekspresiji CTLA-4 izmedu centra tumora i zdravog lateralnog resekcijskog ruba te baze
tumora i1 zdravog lateralnog ruba tumora, pri ¢emu rubni dio keratoakantoma pokazuje znacajno
nizu ekspresiju proteina CTLA-4. Nije pronadena razlika u ekspresiji CTLA-4 izmedu centralnog

dijela i baze keratoakantoma.

2. Postoji statisticki znacajna razlika u ekspresiji CTLA-4 samo u centralnom dijelu tumora izmedu
razliitih stadija keratoakantoma. Izrazaj CTLA-4 znaCajno je manji u proliferativnom stadiju u

odnosu na ostale.

3. Nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u ekspresiji CTLA-4 ni u centru, ni na bazi, niti na
zdravom lateralnom resekcijskom rubu keratoakantoma u ovisnosti o spolu.

4. Nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u ekspresiji CTLA-4 u centru, ni na bazi, niti na
zdravom lateralnom resekcijskom rubu keratoakantoma s obzirom na dob.
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8. SAZETAK



Ciljevi: Keratoakantom je keratiniziraju¢i kozni tumor s centralnim kraterastim udubljenjem,
nejasnog uzroka. Obiljezavaju ga brzi rast i Cesta spontana regresija. Protein povezan s
citotoksi¢nim limfocitima T ili CTLA-4 inhibicijski je receptor iz obitelji CD28 koji zaustavlja
aktivaciju reagiraju¢ih T-stanica te posreduje suprimirajuc¢e funkcije regulacijskih T-stanica. Cilj
studije je utvrditi izrazaj CTLA-4 u centru, bazi keratoakantoma i zdravom lateralnom rubu koze

kao kontroli te ispitati ovisi li izrazaj o stadiju keratoakantoma, spolu i dobi.

Materijali i metode: Istrazivanje je obuhvatilo 30 uzoraka tkiva uklopljenog u parafinski blok,
dobivenih nakon ekscizije keratoakantoma. U imunofluorescencijskom bojenju koriSteno je anti—
CTLA-4 zecCje antitijelo (ab237712, Abcam, UK) te sekundarno antitijelo obiljezeno
fluoresceinom, a preparati su analizirani fluorescentnom mikroskopijom. Broj stanica pozitivnih

na CTLA-4 izrazen je u postotku u odnosu na ukupan broj stanica po vidnom polju (400 x).

Rezultati: Protein CTLA-4 izraZen je u centru tumora u 28 (93.33%) slucajeva, na bazi tumora u
28 (93.33%) slucajeva, a znacajno manje na zdravom lateralnom resekcijskom rubu, u 17 (56.67%)
uzoraka. U centralnom dijelu tumora postoji statisti¢ki znacajna razlika u izraZzaju CTLA-4 medu
stadijima keratoakantoma (P = 0.020). Postoji statisticki znacajna razlika izmedu skupine s
proliferativnnim stadijem i skupine s neodredenim stadijem keratoakantoma (P = 0.037) te izmedu
skupine s proliferativnim stadijem 1 skupine s regresijskim stadijem keratoakantoma (P = 0.022).
Statisticki znacajna razlika prema spolu nije pronadena u ekspresiji CTLA-4 u centru tumora (P =
0.546), bazi tumora (P = 0.151), niti na zdravom lateralnom resekcijskom rubu (P = 0.914). Nije
utvrdena statisticki zna¢ajna razlika medu dobnim skupinama s obzirom na ekspresiju CTLA-4 u
centru tumora (P = 0.592), na bazi tumora (P = 0.888) te na zdravom resekcijskom rubu (P =

0.821).

Zakljucci: 1zrazaj CTLA-4 je znacajno veci u tumoru (centar i baza) nego na zdravom lateralnom
resekcijskom rubu. Regresijski stadij keratoakantoma ima vec¢i izrazaj CTLA-4 nego proliferativni
stadij. Spol 1 dob nisu povezani s izrazajem CTLA-4. Za dodatna pojasnjenja uloge CTLA-4 u
razvoju i/ili regresiji keratoakantoma, potrebna su daljnja istrazivanja u smijeru fenotipizacije

CTLA-4 pozitivnih stanica.
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9. SUMMARY



Diploma thesis title: Expression analysis of CTLA-4 in keratoacanthoma

Objectives: Keratoacanthoma is a dome-shaped skin tumor with a centralized keratinous plug,
characterized by initial rapid growth and often spontaneous regression. Cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4 or CTLA-4 is an inhibitory receptor, belonging to the CD28 immunoglobulin
subfamily, that inhibits T cell activation and mediates regulatory T-cell suppressive activity. The
aim of this study was to determine whether there is a difference in CTLA-4 expression in the
keratoacanthoma center, at the base and in the healthy lateral resection margin as a control, as well

as to determine whether it is dependent on keratoacanthoma stage, sex, and age.

Materials and methods: The study included 30 samples of paraffin-embedded tissue, obtained
after KA excision. Anti-CTLA-4 rabbit antibody (ab237712, Abcam, UK) and a secondary
antibody labeled with fluorescein were used for immunofluorescence staining. The slides were
analyzed by fluorescence microscopy. The number of CTLA-4-positive cells was expressed as a

percentage of the total number of cells per field of view (400 x).

Results: CTLA-4 protein was expressed in the tumor center in 28 (93.33%) cases, at the tumor
base in 28 (93.33%) cases, and significantly less on the healthy lateral resection margin, in 17
(56.67%) samples. Statistically significant difference in CTLA-4 expression between the stages of
KA was found in the central part of the tumor (P = 0.020). Also, statistically significant difference
was found between the group with the proliferative stage and the group without exact stage of
keratoacanthoma (P = 0.037), as well as between the group with the proliferative stage and the
group with the regression stage of KA (P = 0.022). No statistically significant gender difference
was found in CTLA-4 expression in the tumor center (P = 0.546), tumor base (P =0.151), or at the
healthy lateral resection margin (P = 0.914). No statistically significant difference was found
between age groups with respect to CTLA-4 expression in the tumor center (P = 0.592), at the
tumor base (P = 0.888), and at the healthy resection margin (P = 0.821).

Conclusions: CTLA-4 expression is significantly higher in the tumor (center and base) than on the
healthy lateral resection margin. The regression stage of keratoacanthoma has a higher expression
of CTLA-4 than the proliferative stage. Gender and age were not associated with CTLA-4
expression. To further clarify the role of CTLA-4 in the development and/or in the regression of
keratoacanthoma, additional research is needed to determine the phenotype of CTLA-4 positive

cells.
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OPCI PODATCI

Ime i prezime: Dora Knezovi¢

Datum i mjesto rodenja: 27. ozujka 1997., Split, Republika Hrvatska
Drzavljanstvo: Hrvatsko

Adresa stanovanja: Velebitska 20, 21 000 Split

E-mail: dora.knezovic27@gmail.com

OBRAZOVANIJE

1. Osnovna skola Spinut, Split (2003. - 2011.)

2. Prirodoslovno matematic¢ka gimnazija u Splitu (2011. —2015.)

3. Medicinski fakultet u Splitu (2015. —2021.)

DRUGE AKTIVNOSTI

2013. - 2016. Predavac i voditelj radionica na Festivalu znanosti

2014. - Volonter Gradskog drustva Crvenog kriza Split

2015. - Jedna od osnivaca Studentske sekcije za neuroznanost NeuroSplit i voditeljica
podsekcije za Temeljnu neuroznanost

2016. - 2021. Demonstrator na katedri za Medicinsku biologiju Medicinskog fakulteta u Splitu

2017. - Clan interventnog tima Hrvatkog Crvenog kriza
2018. Organizator radionice na kongresu ,,Prakti¢na znanja za studente*
2019. Volonter na kongresu ,,Prakti¢na znanja za studente*

Strani jezici: Engleski jezik (C1), Njemacki jezik (B2), Spanjolski jezik (A1)

Clanstva: Hrvatsko - njemacko drustvo, CroMSIC, Studentska sekcija za neuroznanost

NeuroSplit
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