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1. Uvod

1.UvOD

1.1. Razvoj i grada koze

Koza je najveci organ ljudskog tijela. Obavija vanjsku povrsinu tijela i $titi organizam
od mehanickih, toplinskih i kemijskih oStec¢enja. Na prirodnim otvorima organizma, kao §to
su usta, anus, nosnice, vjede i vanjski spolni organi, prelazi u sluznice. Povrsina koze kod
muskaraca iznosi 1,5 - 1,8m? te 1,1 m? kod Zena, a teZina oko 18% ukupne tezine tijela.
Morfoloski se koza sastoji od dva sloja: epidermisa i dermisa (korijuma). Boja koze ovisi 0
stanju krvnih zila, boji krvi i koli¢ini pigmenta. Melanin se sintetizira u melanocitima,
stanicama koje su rasporedene u bazalnom sloju epidermisa (1, 2).

Epidermis je povrsinski sloj koZe, a ¢ini ga oroZeni mnogoslojni plocasti epitel.
Najbrojnije stanice ovog sloja su keratinociti koji sudjeluju u stvaranju rozevine. U
epidermisu se nalaze i Langerhansove stanice, Merckelove stanice i melanociti. Epidermis se
sastoji od pet slojeva: temeljnog sloja (stratum basale), nazubljenog sloja (stratum spinosum),
zrnatog sloja (stratum granulosum), svijetlog sloja (stratum lucidum) i roznatog sloja (stratum
corneum). Epidermis nema krvnih zila pa se stanice epidermisa prehranjuju difuzijom iz
krvnih zila u korijumu (1, 3, 4). Na temelju se debljine epidermisa razlikuju tanka i debela
koza (4).

Dermis (korijum) se nalazi ispod epidermisa od kojeg je odvojen bazalnom laminom.
Graden je od vezivnog tkiva. Razlikuju se dva sloja dermisa: papilarni sloj (stratum
papillare), koji je u dodiru s epidermisom i dublji, retikularni sloj (stratum reticulare). U
razli¢itim dijelovima tijela dermis je razli¢ite debljine. Najdeblji je na ledima gdje njegova
debljina iznosi 4mm (4). U dermisu se nalaze krvne i limfne zile, Ziv€ana vlakna i osjetni
receptori koze te derivati (adneksa, privjesci) koze. Derivati koze su dlake, nokti te zlijezde
lojnice i znojnice (1, 3, 4).

Koza se razvija iz dvaju zametnih listi¢a: ektoderma i mezoderma. Od ektoderma se
razvijaju epidermis, adneksi koZe, Zivci 1 osjetna tjeleSca, a od mezoderma korijum, potkozno

masno tkivo, krvne i limfne zile (1).

1.2. Tumori koze

Tumori koze su Ceste novotvorine koje se mogu podijeliti na benigne (dobroc¢udne) i

maligne (zlo¢udne). Dobroc¢udni tumori koze su: bradavice, seboroi¢na keratoza, solarna
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1. Uvod

keratoza, keloid, fibromi i histiocitomi (1, 2, 3). Zlo¢udni tumori koze su bazocelularni i
planocelularni karcinom (potjecu od epitelnih stanica - keratinocita) te melanomi (potjecu od
melanocita) (2, 3).

Bazocelularni karcinom (lat. carcinoma basocelullare) potjece od stanica bazalnog
sloja epidermisa, folikula dlake i lojnih Zlijezda, a ¢ini otprilike 70% malignih tumora koze.
Razvija se pod djelovanjem UVB-zracenja. Povecana ucestalost bazocelularnog karcinoma
nalazi se kod osoba svijetle puti, osoba koje su dugotrajno izlozene sunéevim zrakama.
Najcesce se pojavljuje na licu, ali moze se pojaviti i na prsima i ledima (1, 2, 3).

Planocelularni karcinom (lat. carcinoma planocellulare) ili karcinom plocastih stanica
je druga po ucestalosti vrsta raka koze te ¢ini oko 20% svih zlo¢udnih tumora koze. Obi¢no
se pojavljuje kod starijih osoba, kod intenzivnog izlaganja suncu te zbog Stetnog utjecaja
radioterapije i umjetnog suncanja u solariju (tzv. kvarcanja). Ucestalije se pojavljuje kod
imunosuprimiranih bolesnika s transplantiranim organima, s AIDS-om, kao i infekcija
humanim papilomavirusom (tip 16). Najcesc¢e se razvija na dijelovima koZe oStecenim
suncem. Tumor izgleda kao vrijed uzdignutih rubova, prekriven krastom. Moze se prosiriti u
limfne ¢vorove i ostale organe (1, 2, 3).

Melanom (lat. melanoma malignum) potje¢e od melanocita i najzlo¢udniji je tumor
koze i sluznica. S obzirom na ucestalost pojavljivanja, melanom je tre¢i zlocudni tumor koze.
Moze nastati na bilo kojem dijelu tijela. Najces¢e nastaje zbog pretjeranog i neprimjerenog
izlaganja suncu. Osim prekomjernog izlaganja suncevim zrakama, kao vazan rizi¢ni faktor se
naglaSava i tip koze. Osobe svijetle puti, plavih o¢iju te osobe koje imaju brojne madeze po
tijelu imaju veéi rizik za oboljenje. Tamno smede je ili crne boje, nepravilnih, neostrih
rubova. Melanom moze biti lentiginozni, povrsinski $ire¢i, nodularni te akralni. Lentiginozni
se pojavljuje na mjestima najizloZenijim suncu, posebice na obrazima, a najées¢e u sedmom
desetljecu Zzivota. PovrSinski Sire¢i melanom je najées¢i oblik melanoma, a uglavnom se
pojavljuje na ledima musSkaraca i na donjim udovima kod Zena. Nodularni se melanom
najéeSce pojavljuje na trupu, iako se moze pojaviti bilo gdje na tijelu. Akralni melanom se
najéesc¢e pojavljuje na dlanovima, listovima i noktima starijih ljudi. Melanom moze

metastazirati u regionalne limfne ¢vorove, jetru, pluca i mozak (1, 2, 3).

1.3. Obitelj Trefoil factor proteina (TFF)

Obitelj trefoil factor proteina (TFF, engl. Trefoil Factor Family) predstavlja skupinu
malih proteina koja se sastoji od tri ¢lana: TFF1, TFF2 i TFF3 proteina. TFF1 protein je ranije
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1. Uvod

poznat kao pS2 (protein povezan s rakom dojke). TFF2 protein je ranije poznat kao SP
(spazmoliticki polipeptid), dok je TFF3 protein bio poznat kao ITF (crijevni trefoil factor) (5,
6). Geni koji kodiraju sva tri TFF proteina nalaze se na dugom kraku 21. kromosoma
(21922.3) (7).

TFF proteini pronadeni su u probavnom sustavu gdje ih izluCuju epitelne stanice
sluznice, no pokazalo se da su prisutni i u drugim organskim sustavima. Obi¢no su povezani s
mucinima koji su glavni proteinski sastojci sluzi (6). Prevladavaju¢e mjesto sinteze TFF
proteina su stanice koje izluCuju sluz. Smatra se da imaju razli¢ite uloge u odrzavanju i
obnavljanju epitela probavne cijevi (5, 8). TFF1 i TFF2 se prvenstveno sintetiziraju u Zeludcu,
dok se vecina TFF3 proteina sintetizira u tankom i debelom crijevu (9).

Prisutnost i raspodjela TFF proteina istrazivana je u razli¢itim ljudskim tkivima.
Analiza ekspresije TFFMRNA pokazala je da postoji visoka razina TFFImRNA u debelom
crijevu, prostati i dusniku, dok je srednja do niska razina u mlije¢noj zlijezdi, Zeludcu,
nadena je u zeludcu i gusteradi. Glavno mjesto sinteze TFF3mRNA bili su debelo crijevo,
guSteraa 1 dusSnik. Osim toga, TFF3mRNA nadena je i u tankom crijevu, Zlijjezdama
slinovnicama, mlije¢noj Zlijezdi i prostati, a u niskim razinama nadena je i U slezeni, jetri,
maternici, pluéima i zeludcu (5). TFF3 protein poti¢e diferencijaciju cilindri¢nih stanica S
trepetljikama u respiracijskom epitelu disnih putova ¢ovjeka (10).

Kod odraslog misa nadene su niske razine TFF1 proteina u gotovo svim dijelovima
mozga. TFF2 protein imao je sli¢an obrazac ekspresije, s tim $to je u hipofizi bio snazno
izrazen (11). TFF3 protein u mozgu odraslog misa naden je u hipokampusu, temporalnoj kori
i malom mozgu (11). TFF1 i TFF3 proteini pronadeni su u sredisnjem i perifernom zivéanom
sustavu misjeg zametka (12). U ljudskom mozgu TFF3 protein je, osim u hipotalamo-
hipofiznom sustavu, naden u razli¢itim regijama odraslog mozga (neuroni u kori velikog i
malog mozga, oligodendrociti u bijeloj tvari) (13, 14).

U mokra¢nom sustavu ¢ovjeka najizrazenija je ekspresija TFF3 proteina. Prisutnost
TFF3 proteina dokazana je imunohistokemijskom metodom u stanicama proksimalnih
kanali¢a, sabirnih cijevi te prijelaznom epitelu nakapnice, mokra¢ovoda i mokraénog mjehura.
TFF2 protein dominantan je TFF protein u urinu, a razina mu se znacajno povecava kod
pacijenata s nefrolitijazom (15).

Izrazaj TFF proteina povezan je s razli¢itim upalnim bolestima i malignim bolestima
(9, 16). Istrazivanja su pokazala da je TFF3 protein, osim u tkivu zdrave dojke, izrazen u

vecini proucavanih benignih i malignih promjena u dojci (17). lako su dobro diferencirani
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tumori pokazivali veéu razinu izrazaja TFF3 proteina, njegov izraZaj u invazivnom karcinomu
povezuje se s ulogom u progresiji tumora dojke i Sirenju tumorskih stanica (17). U
mucinoznim tumorima koze dokazana je TFFIMRNA i TFF3mRNA, a imunohistokemijski je
dokazano prisustvo TFF1 proteina (18). U ostalim vrstama tumora koze do sada nije

istrazivana prisutnost TFF3 proteina.



2. Hipoteza

2. HIPOTEZA

Ekspresija TFF3 proteina bit ¢e poviSena u malignim tumorima koZe u odnosu na
kontrolnu skupinu. Takoder, ekspresija TFF3 proteina bit ¢e razli¢ita u razli¢itim tumorima

koze.
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3. CILJEVI

Cilj ovog istrazivanja jest utvrditi postoji li izrazaj TFF3 proteina u primarnim
tumorima koze te postoje li razlike u izrazaju TFF3 proteina u zdravoj kozi i tumorski

promijenjenoj kozi te izmedu razli¢itih vrsta tumora kozZe.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Ustroj studije

Uzorci koze i razli¢itih tumora koze su imunohistokemijski obradeni i analizirani
svjetlosnim mikroskopom kvalitativno i semikvantitativno. HistomorfoloSkom analizom
utvrdeno je postoji li ekspresija TFF3 proteina u uzorcima i smjestaj (kvalitativna analiza).
Semikvantitativnom analizom odredena je jaina izrazaja u pojedinim uzorcima kako bi se

utvrdilo postoji li razlika izmedu navedenih skupina.

4.2. Materijal

Istrazivanje je provedeno na uzorcima iz arhive Klinickog zavoda za patologiju 1
sudsku medicinu KBC-a Osijek koji su obiljezeni brojem pa je identitet pacijenta potpuno
skriven, a postupak nema utjecaja na dijagnozu i lije¢enje. KoriSteni su uzorci bazocelularnog
tumora koze (14 uzoraka), planocelularnog tumora koze (15 uzoraka) i malignog melanoma
(12 uzoraka), a za kontrolnu skupinu koriStena je zdrava koza (12 uzoraka) iz okolice

uklonjenih madeza.

4.3. Metode

Uzorci iz arhive Klini¢kog zavoda za patologiju i sudsku medicinu KBC-a Osijek
izrezani su na rezove debljine 3 - 5 pm pomoc¢u mikrotoma Reichert-Jung 2040. Rezovi su
montirani na adhezivna predmetna stakla te su obradeni deparafinirani i imunohistokemijski.
Deparafiniranje je provedeno uranjanjem rezova na staklu u 100% xylol (2x10
minuta), vodenjem kroz silazni niz alkohola: 100% alkohol (2x5 minuta), 96% alkohol (2x5
minuta), 70% alkohol (2x5 minuta) i ispiranjem u vodi.
Imunohistokemijski postupak proveden je prema sljede¢em protokolu:

1. blokiranje endogene peroksidaze s 1 ml 30%-nog H202/100 ml H20 (15 minuta),

2. ispiranje u vodi,

3. izlaganje epitopa pomocu 0,01M citratnog pufera, pH 6.0; zagrijavanjem u mikrovalnoj
peénici (0ko 3 minute),

4. ispiranje vodom iz slavine,

5. parafinskim markerom okruZi Se tkivo, nakon §to je sa stakla uklonjena voda,
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6. ispiranje s fizioloSkom otopinom puferiranom fosfatnim puferom (PBS) s 0,05% Tweena
(500uL Tweena + 1L PBS) (oko 1 minute),

7. blokiranje nespecificnog vezanja pomo¢u Super Block serum-free protein blocking
buffer, na sobnoj temperaturi u vlaznoj komori (1 sat),

8. uklanjanje Super Block serum-free protein blocking buffer,

9. procis¢eno primarno zecje poliklonalno protutijelo u koncentracijama 1:5000 i 1:10000
nanese se na tkivo i inkubira tijekom no¢i na +4°C u vlaznoj komori,

10. ispiranje: PBS s 0,05% Tweena (4x5 minuta),

11. biotinilirano sekundarno kozje protu-zecje protutijelo u koncentraciji 1:300 nanese se na
tkivo i inkubira 30 minuta na sobnoj temperaturi, u vlaznoj komori,

12. ispiranje: PBS s 0,05% Tweena (4x5 minuta),

13. inkubiranje sa streptavidinom konjugiranim s peroksidazom iz hrena (Streptavidin-HRP)
u omjeru 1:300 tijekom 30 minuta na sobnoj temperaturi, u vlaznoj komori,

14. ispiranje: PBS s 0,05% Tweena(4x5 minuta),

15. otopina DAB-a (3,3'-diaminobenzidin) nanese se na uzorke (stoji maksimalno 2 minute);
priprema otopine:10 mg DAB-a u 10 ml PBS-a (stock otopina); u 1 ml stock otopine
doda se 2uL 30%-tnog H202

16. ispiranje: PBS s 0,05% Tweena (4x5 minuta),

17. kontrastno bojenje hematoksilinom (2 minute),

18. ispiranje u PBS-u i vodi iz slavine,

19. dehidriranje alkoholom u koncentracijama 96% (2x 15 minuta) i 100% (2x15 minuta),

20. uranjanje u xylol (2x10 minuta),

21. canada balsamom se pri¢vrsti pokrovno staklo.

Rezultat bojenja: smede obojenje je znak pozitivnog signala u tkivu, a hemalaunom su plavo

obojene jezgre.

Preparat debelog crijeva koristen je kao pozitivna kontrola 1 kao negativna kontrola.
Uzorcti koji su sluzili kao negativna kontrola podvrgnuti su istom postupku s tim da je umjesto
primarnog protutijela na uzorak nanesen PBS. Osim toga, po jedan rez pokusnog i kontrolnog
uzorka na staklu koriSten je kao negativna kontrola.

Dobiveni preparati analizirani su i fotografirani digitalnim fotoaparatom marke
Olympus®, model C-5050, spojenim na mikroskop marke Olympus®, model BX-50, uz
pomo¢ racunalnog programa QuickPHOTO Pro. Histomorfoloskom analizom utvrdeno je
postoji li ekspresija TFF3 (kvalitativno) i utvrdena je jacina signala u pojedinim uzorcima

(semikvantitativno). Analiza je provedena brojanjem pozitivnih stanica u skupini od ukupno
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sto stanica na sljede¢i nacin: ako je udio pozitivnih stanica iznosio do 35% ocijenjen je s +;

udio od 36 - 70% stanica ocijenjen je s ++; a udio od 71 - 100% ocijenjen je s +++.

4.4. StatistiCcke metode

Vrijednosti stupnja jadine signala prikazane su medijanom i interkvartilnim rasponom
te ukupnim rasponom. Razlike izmedu nezavisnih skupina testirane su neparametrijskim
testom Kruskal-Wallis, a razlike izmedu pojedinih skupina Mann-Whitney testom. Sve p

vrijednosti su dvostrane, a razina znacajnosti je postavljena na a=0,05.

Za statisticku analizu koristen je statisticki program MedCalc Statistical Software
version 15.11.4 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium).
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5. REZULTATI

U ovom radu analizirano je 12 uzoraka zdrave koze (kontrolna skupina), 14 uzoraka
bazocelularnog karcinoma, 15 uzoraka planocelularnog karcinoma i 12 uzoraka malignog
melanoma kako bi se utvrdilo postoji li izrazaj TFF3 proteina U primarnim tumorima koze te
postoje li razlike izmedu kontrolne skupine i tumorski promijenjene koze kao i izmedu
pojedinih vrsta tumora. Nakon imunohistokemijskog bojenja, preparati su analizirani
svjetlosnim mikroskopom. Kao kontrola samog postupka imunohistokemijskog bojenja sluzili
Su pozitivna i negativna kontrola. Na negativnim kontrolama nije uocen imunohistokemijski

signal, dok su se pozitivne kontrole obojile specifi¢no za TFF3 signal (Slika 1).

Slika 1. Prikaz negativne i pozitivne kontrole u pokusu imunohistokemije. Presjek kroz epitel

debelog crijeva (kontrola za TFF3 protein). a: negativna kontrola, b: pozitivha kontrola.
Uocava se izrazen imunohistokemijski signal (smede obojenje) U epitelnim stanicama debelog

crijeva. Obojeno imunohistokemijskom metodom na TFF3; poveéanje 200x.

Prisutnost TFF3 proteina u uzorcima vidjelo se kao smede obojenje u citoplazmi.
Morfoloskom analizom utvrdeno je da je u zdravoj kozi TFF3 signal bio prisutan u svim
slojevima epidermisa (Slika 2). U tumorima koze, bazocelularnom karcinomu,
planocelularnom karcinomu i melanomu dio stanica imao je izrazen TFF3 signal, dok u

drugim stanicama signal nije bio izrazen (Slika 3, 4 i 5).
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5.Rezultati

Slika 2. Izrazaj TFF3 proteina U zdravoj kozi iz okolice uklonjenih madeza (kontrolna
skupina). Signal je izrazen u svim slojevima epidermisa. Obojeno imunohistokemijskom
metodom na TFF3; povecanje 200x (a) i 400x (b).

Slika 3. Izrazaj TFF3 proteina u bazocelularnom karcinomu. Obojeno imunohistokemijskom
metodom na TFF3; povecanje 200x (a) i 400x (b).

11
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Slika 4. Izrazaj TFF3 proteina u planocelularnom karcinomu. Obojeno imunohistokemijskom
metodom na TFF3; povecanje 200x (a) i 400x (b).

Slika 5. Izrazaj TFF3 proteina u malignom melanomu. Obojeno imunohistokemijskom
metodom na TFF3; povecanje 200x (a) i 400x (b).

Brojanjem stanica u kojima postoji izrazaj TFF3 proteina provedena je
semikvantitativna analiza. Ja¢ina signala utvrdena je brojanjem TFF3 pozitivnih stanica u
skupini od ukupno sto stanica. Kada je udio pozitivnih stanica iznosio do 35% ocijenjen je s
+; 0d 36 - 70% s ++; a od 71 - 100% s +++. Vrijednosti stupnja signala za svaku skupinu

prikazane su u Tablici 1.
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5.Rezultati

Tablica 1. Prosjecne vrijednosti signala TFF3 proteina u zdravoj kozi, bazocelularnom

karcinomu, planocelularnom karcinomu i malignom melanomu.

Skupina Medijan Interkvartilni raspon Raspon
(25%-75%) (minimum-maksimum)

Kontrolna skupina | 2,0 2,0-3,0 1,0-3,0
/n=12

Bazocelularni 1,0 1,0-2,0 0,0-20
karcinom

/n=14

Planocelularni 1,0 1,0-2,0 0,0-3,0
karcinom

/n=15

Maligni melanom | 2,0 1,0-25 0,0-3,0
/In=12

*Kruskal-Wallis test, razina znacajnosti je postavljena na a=0,05.

Rezultati skupne statisticke analize izmedu sve Cetiri skupine uzoraka pokazali su

znacajnu razliku signala (p=0,021; Kruskal-Wallis test) sto je pokazano u tablici 1. Daljnjom

analizom utvrdilo se gdje je prisutna ta znacajna razlika TFF3 signala.

I morfoloska i semikvantitativna analiza pokazala je smanjenje izrazaja TFF3 proteina u

tumorima koze u odnosu na kontrolnu skupinu. Statisticki znacajna razlika u stupnju signala

nadena je izmedu uzoraka kontrolne skupine te uzoraka bazocelularnog i planocelularnog

karcinoma, dok izmedu uzoraka kontrolne skupine i skupine malignog melanoma nije nadena

znacajna razlika (Tablica 2).

Tablica 2. Rezultati usporedbe kontrolne skupine sa ostalim skupinama (post-hoc analiza)

Tumorski uzorci p*
Kontrolna skupina Bazocelularni karcinom 0,003

Planocelularni karcinom 0,027

Maligni melanom 0,255

*Mann-Whitney test, razina znacajnosti je postavljena na a=0,05.
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5.Rezultati

Izmedu pojedinih skupina tumorskih uzoraka nema znacajne razlike u vrijednostima

signala sto je prikazano u tablici 3.

Tablica 3. Rezultati usporedbe izmedu tumorskih skupina (post-hoc analiza)

Tumorski uzorci Tumorski uzorci p*

Bazocelularni karcinom Planocelularni karcinom 0,258
Bazocelularni karcinom Maligni melanom 0,164
Planocelularni karcinom Maligni melanom 0,543

*Mann-Whitney test, razina znacajnosti je postavljena na a=0,05.
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6.Rasprava

6. RASPRAVA

U ovom je istrazivanju imunohistokemijskom metodom pokazano da u primarnim
tumorima koze postoji izrazaj TFF3 proteina. Dobiveni rezultati u skladu su s postoje¢im
rezultatima koji pokazuju da u tumorima derivata koZe postoji izrazaj TFF3 (17, 18).
Analizom uzoraka planocelularnog karcinoma, bazocelularnog karcinoma i malignog
melanoma pomocu svjetlosnog mikroskopa, uoceno je smanjenje izrazaja TFF3 proteina u
odnosu na kontrolnu skupinu (epidermis zdrave koze). lzrazaj TFF3 proteina bio je statisticki
znaajno manji u bazocelularnom karcinomu (p = 0.003) i planocelularnom karcinomu (p =
0.027) nego u kontrolnoj skupini. lako je i u malignom melanomu izrazaj TFF3 proteina bio
smanjen, to nije bilo statisticki znacajno. Analizirajuéi statisticke rezultate u tablici 1. po
vrijednosti medijana, odnosno sredi$nje vrijednosti sveukupnog stupnja signala TFF3, moglo
bi se zakljuciti da zdrava koza i maligni melanom imaju istu jacinu signala TFF3 proteina.
Medutim, promatrajuéi interkvartilne raspone, tj. interval u kojem se nalazi 50% sredisnjih
vrijednosti stupnja signala i raspone, tj. razliku izmedu najveée i najmanje izmjerene
vrijednosti stupnja signala, isti dokazuju suprotno. Prema vrijednosti stupnja signala TFF3,
maligni je melanom blize vrijednostima bazocelularnog i planocelularnog karcinoma nego
zdrave koze §to je prikazano u tablici 1. Dobiveni rezultati mogli bi biti posljedica malog
broja uzoraka koriStenih u istrazivanju. U daljnjim istrazivanjima potrebno je provesti analizu

na veé¢em broju uzoraka.

Izrazaj TFF3 proteina prisutan je u mnogim zdravim i tumorskim tkivima (5, 9).
Promjene u izrazaju TFF3 proteina na genskoj i proteinskoj razini opisane su u brojnim
karcinomima (19). U razli¢itim tumorskim tkivima pronaden je poveéan izrazaj TFF3.
Medutim, u ovom je istrazivanju utvrden manji izrazaj TFF3 u tumorima koZze nego u zdravoj
kozi. U karcinomu dojke pronaden je povecan izrazaj TFF3 proteina. Njegov veci izraZaj
potice progresiju tumora dojke, Sirenje tumorskih stanica i lo§ ishod prezivljenja (17, 20).
TFF3 ima povecan izraZaj u metaplaziji crijeva te je oznacen kao marker za loSu prognhozu
kod ZeluCanog karcinoma (21). Medutim, prekomjeran izrazaj TFF3 nije pronaden samo u
ljudskom karcinomu zeludca i dojke, ve¢ i u karcinomu debelog crijeva, karcinomu gusterace
i hepatocelularnom karcinomu gdje ima ulogu poticanja rasta tumora (22, 23, 24). Izrazaj
TFF3 je takoder povecan u karcinomu prostate (25). Karcinom dojke je tipian primjer
karcinoma s povecanim izrazajem TFF1 (26). TFF1 je smatran onkogenom u karcinomu

dojke (27). Medutim, novije istrazivanje pokazuje da TFF1 nije onkogen u epitelu dojke veé

15



6.Rasprava

smanjuje razvoj tumora i ima tumor-supresorsku funkciju (28). Unato¢ brojnim
istrazivanjima, specifi¢ne uloge TFF proteina jo$ uvijek nisu razjasnjene, kao i njihove uloge
u razvoju tumora. S obzirom na to da se traze nove dijagnosticke strategije, bit ¢e veliki
izazov otkriti potencijal TFF kao opée oznake za $iri spektar tumora (19). Iako je buduénost
TFF proteina kao biomarkera neizvjesna, nema sumnje da su kvantitativna mjerenja TFF

proteina vazna u otkrivanju njihovih bioloskih funkcija (9).
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7. Zakljucak

7. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

- u primarnim tumorima koze postoji izrazaj TFF3 proteina,

- izrazaj TFF3 znacajno je manji u bazocelularnom i planocelularnom karcinomu
nego u zdravoj kozi, dok je u malignom melanomu izrazaj smanjen, ali ne
statisti¢ki znacajno,

- ne postoji znaCajna razlika u izrazaju TFF3 proteina izmedu razli¢itih vrsta tumora

koze.
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8.8azetak

8. SAZETAK

CILJ ISTRAZIVANJA. Cilj ovoga istraZivanja bio je utvrditi postoji 1i izrazaj TFF3
proteina u primarnim tumorima koze, postoje li znacajne razlike u izrazaju TFF3 proteina u
zdravoj kozi i tumorski promijenjenoj kozi te postoje li znaCajne razlike izmedu razlicitih

vrsta tumora koze.

USTROJ STUDIJE. Uzorci su imunohistokemijski obojeni, histomorfoloski analizirani
svjetlosnim mikroskopom (kvalitativno) i semikvantitivno je analizirana ja¢ina signala

brojanjem TFF3 pozitivnih stanica.

MATERIJAL | METODE. Istrazivanje je provedeno na sveukupno 53 uzorka, 12 uzoraka
zdrave koze, 14 uzoraka bazocelularnog karcinoma, 15 uzoraka planocelularnog karcinoma i
12 uzoraka malignog melanoma. Preparati su imunohistokemijski obradeni te analizirani
pomoc¢u svjetlosnog mikroskopa. Dobiveni podaci obradeni su u statistickom programu

MedCalc Statistical Software version 15.11.4 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium).

REZULTATI. Morfolo§kom analizom uocen je izrazaj TFF3 proteina u primarnim tumorima
koze, kao i u epidermisu zdrave koze. Izrazaj TFF3 proteina bio je statisticki znacajno manji
kod bazocelularnog i planocelularnog karcinoma koze u odnosu na zdravu kozu, za razliku od
tumora dojke gdje postoji povecani izrazaj TFF3 proteina. Izmedu razli¢itih tumora koze nije

nadena znacajna razlika u izrazaju TFF3 proteina.
ZAKLJUCAK. Postoji izrazaj TFF3 proteina u primarnim tumorima koZze, ali se po
intenzitetu znacajno ne razlikuje medu pojedinim tipovima tumora. Izrazaj TFF3 znacajno je

manji u bazocelularnom i planocelularnom karcinomu nego u zdravoj kozi.

KLJUCNE RIJECI. bazocelularni karcinom, maligni melanom, planocelularni karcinom,
TFF3
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9.Summary

9. SUMMARY

THE ANALYSIS OF PRESENCE TFF3 PROTEINS IN SKIN CANCER

OBJECTIVES. The aim of this study was to determine is there any expression of TFF3
protein in primary skin tumours, whether there are significant differences in the expression of
TFF3 protein in healthy skin and skin tumours and are there any significant differences

between the different types of skin cancer.

STUDY DESIGN. The samples were stained using immunohistochemistry,
histomorphologically analyzed by light microscopy (qualitative) and the signal strength was

semiquantitatively analyzed by counting TFF3 positive cells.

MATERIAL AND METHODS. The study was conducted on a total of 53 samples, 12
samples of healthy skin, 14 samples of basal cell carcinoma, 15 samples of squamous cell
carcinoma and 12 samples of malignant melanoma. Slides were processed and analyzed by
immunohistochemistry using a light microscope. The obtained data were processed using
statistical program MedCalc Statistical Software version 15.11.4 (MedCalc Software BVBA,
Ostend, Belgium).

RESULTS. Expression of TFF3 protein was noticed in primary skin tumours as well as in
the epidermis of healthy skin by morphological analysis. The expression of TFF3 protein was
significantly lower in basal cell and squamous cell skin cancer compared to healthy skin,
unlike breast cancer where there is an increased expression of the TFF3 protein. Among the
various types of skin cancer there was not a significant difference in the expression of proteins
TFF3.

CONCLUSION. TFF3 protein expression was present in primary tumours of the skin but no
significant differentes were cound in staining intensity between different tumour types. TFF3
expression was significantly lower in the basal cell and squamous cell carcinoma than in
healthy skin.

KEYWORDS. basal cell carcinoma, malignant melanoma, squamous cell carcinoma , TFF3
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