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1. UVOD

1.1. OKSIDACIJSKI STRES

Oksidacijski stres (OS) je poremecaj u ravnotezi izmedu antioksidansa 1 oksidansa u korist
oksidansa, $to je jo§ 1985. godine definirao Helmut Sies [1]. Do poremecaja moze do¢i zbog
tri glavna razloga: 1. povecanog stvaranja oksidansa, 2. smanjenja antioksidacijske zastite i 3.
neuspjesnog popravka nastalih oSte¢enja. U atmosferi bogatoj kisikom, oksidacijski stres je
neizbjezna posljedica, a rezultat ove neravnoteze je povecano stvaranje reaktivnih kisikovih
vrsta (od engl. Reactive Oxygen Species — ROS). U ROS spadaju slobodni radikali kisika kao
1 vrlo reaktivni spojevi kisika. Slobodni radikal definiran je kao bilo koja Cestica s nesparenim
elektronom koja moZze samostalno postojati. Zbog nastojanja da postignu ravnotezno stanje,
nespareni elektron slobodnih radikala reagira s elektronom najblize molekule te se zato
smatraju izrazito reaktivnima. Ukoliko je rije¢ o deoksiribonukleinskoj kiselini (od engl.
Deoxyribonucleic acid — DNA), ROS ¢e uzrokovati jednolan¢ane i dvolan¢ane lomove te
mutacije, kod proteina ¢e izazvati inaktivaciju ili modulaciju aktivnosti, dok ¢e kod lipida
uzrokovati oStec¢enja [2]. Svi ovi dogadaji vode do poremecaja stanicne homeostaze i u
konacnici do stani¢ne smrti. Biokemijski su najznacajniji kisikovi 1 duSikovi radikali, ali 1
njihove neradikalne inacice. Zajedni¢kim imenom ove vrste nazivamo ROS te reaktivni
medu ostalima, superoksidni anion, vodikov peroksid i hidroksidni radikal. Unutar stanice
ROS predominantno nastaje u mitohondrijima, nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
(NADPH) oksidazama, citokrom P450, endoplazmatskom retikulumu, peroksisomima i
lizosomima [4][] . Egzogeni ROS  stvara pod utjecajem ultraljubicastih zraka, ionizirajuéeg
zraCenja 1 ksenobiotika. Antioksidacijski ucinak unutar stanice se postize enzimskim i
neenzimskim antioksidansima (npr. glutation — od engl. Glutathione — GSH, mokraéna
kiselina, melatonin, vitamin C i E, polifenoli, itd.) [S][] . Enzimi uklju¢eni u obranu od ROSa

su superoksid dismutaza (SOD), katalaza i glutation peroksidaza [6].

Osim u mitohondrijima, ROS nastaje 1 u endoplazmatskom retikulumu djelovanjem

citokroma P-450, u podru¢ju jezgrine ovojnice djelovanjem citokrom oksidaza te u



peroksisomima koji sadrze niz enzima odgovornih za stvaranje vodikovog peroksida [7].
Takoder, u citoplazmi postoji niz enzima (oksidaze i dehidrogenaze), od kojih je najpoznatiji
ksantin oksidaza, ¢ijim djelovanjem nastaje ROS. Najbolje okarakteriziran enzim koji
katalizira redukciju kisika do superoksidnog aniona je NADPH oksidaza (od engl. Nitric
oxide system — NOX) [8]. To je oksidaza koja se nalazi u membrani fagocita, a sluzi u obrani
organizma od infekcija mikroorganizmima. Osim endogenih izvora, ROS moze u organizmu
nastati 1 uslijed izlaganja egzogenim izvorima kao Sto su ionizirajuce zracenje, ultraljubicasto
zraCenje, ozon, dim cigareta, industrijski onecis¢ivaci 1 lijekovi. ROS utjecu na razlicite
unutarstani¢ne signalne putove ukljucujuéi protein tirozin fosfatazni put, put protein kinaze C
(PKC), fosfatidilinozitol-3 kinazni (PI3K)/AKT put ili mitogenom aktiviran protein kinazni
put (od engl. Mitogen activated protein kinase — MAPK) [9]. Takoder, ROS utjece i na
transkripcijske ¢imbenike: nuklearni ¢imbenik kB (od engl. Nuclear factor kB — NF-kB) i
nuklearni ¢imbenik 2 (od engl. Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 — NRF2) [10].
ROS uzrokuju i aktivaciju metaloproteinaza matriksa, enzima koji razgraduju kolagen i
laminin bazalne membrane BEC-a §to takoder dovodi do povecanja propusnosti BBB-a. Osim
direktnog utjecaja, ROS djeluju i kao sekundarni glasnici te uzrokuju aktivaciju dusik oksid
sintaze (NOS) te potiCu stvaranje peroksinitrita. Produkcija peroksinitrita moze biti znacajnija
od produkcije vodikovog peroksida i1 superoksidnog aniona jer peroksinitrit u reakciji s
ugljikovim dioksidom moZe stvarati tri iznimno potentna radikala — hidroksilni, duSikov
dioksid 1 karbonatni radikal [11]. Svaki od ova tri radikala imaju sposobnost aktivacije lipidne

peroksidacije (od engl. Lipid peroxidation — LPO).

U uvjetima ravnoteZe slobodni radikali se u stanici razgraduju enzimatskim i neenzimatskim
putevima [12]. U enzimatske antioksidanse superoksid dismutaza, katalaza i glutation
peroksidaza. Neenzimatski antioksidansi su albumin, transferin 1 metalotioneini, te oni male
molekularne mase: mokra¢na kiselina, lipoi¢na kiselina, GSH 1 ubikinol, vitamini C i1 E te
flavonoidi [12]. Stanica se stiti od oksidacijskog stresa na viSe razina. Na prvoj se sprijecava
stvaranje slobodnih radikala. To je moguce posti¢i odrzavanjem niskog tlaka kisika u tkivima,
“zatvaranjem” enzima koji stvaraju radikale u peroksisome, lizosome, mitohondrije te
vezanjem iona Zeljeza, bakra, hemoglobina 1 hema u komplekse s proteinima (transferin,
feritin, ceruloplazmin, albumin, haptogobin, hemopeksin) kako bi se drzali redoks
neaktivnima. Ako sprijeCavanje stvaranja radikala ne uspije na ovoj razini, na slijedecoj vec
stvorene slobodne radikale hvataju i neutraliziraju antioksidansi. Trec¢a se razina odnosi na

popravak Stete, ako zaStita na prve dvije razine ne uspije [13].
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Slika 1. Oksidacijskim stresom uzrokovani nastanak HCC-a na stani¢noj razini. Prilagodeno
prema [14].

1.1.1. LIPIDNA PEROKSIDACIJA

Oksidacija lipida moze biti neenzimska ili enzimska. Neenzimska, potaknuta djelovanjem
ROS-a, pri ¢emu dolazi do degradacije lipida 1, posljedi¢no, do stvaranja visoko reaktivnih
spojeva poput 4-hidroksinonenala (HNE), malondialdehida (MDA) 1 akroleina [15] dok je
enzimska potaknuta djelovanjem peroksidaza kao Sto su ciklooksigenaza (od engl.
Cyclooxygenase— COX), lipoksigenaza (od engl. Lipoxygenase — LOX), fosfolipaza A2 (od
engl. Phospholipase A2 — PLA2) i citokroma P450 (od engl. Cytochrome P450— CYP450)
[16],[17].

HNE se smatrao sekundarnim toksi¢nim glasnikom jer oStecuje stanice i dovodi do njihove
smrti, medutim danas se o njemu govori kao o glasniku slobodnih radikala, jer je sve vise
priznata njegova uloga u prijenosu signala i modulaciji rasta stanica ¢ime se izuzima rijec

»toksi¢an®“ [2]. Tijekom oksidacijskog stresa, nastali HNE se smatra vaznim ¢imbenikom

3



inicijacije 1 promocije karcinogeneze. U brojnim tumorima, pa tako i u hepatocelularnom
karcinomu (HCC) (Slika 1), opisana je nazocnost HNE i drugih reaktivnih aldehida nastalih
peroksidacijom lipida [18].

[ HBv | [ Hev | [[Akehdl | [Metabolitki
poremecaji

Stvaranje slobodnih radikala

« Ostecenje proteina &
4+ Lipidna peroksidacija &=
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f« (7 g; )
( Fibroza jetre
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Slika 2. Etioloski ¢imbenici i srediSnja uloga oksidacijskog stresa u patogenetskom razvoju
bolesti jetre. Oksidacijski stres je glavni patogeni dogadaj koji se javlja kod nekoliko
poremecaja jetre. Kronicna ozljeda jetre uslijed HBV 1 HCV infekcije, prekomjerna
konzumacija alkohola i metabolic¢ki poremecaji odreduju prooksidativno stanje koje uzrokuje
ostecenje proteina i DNA te peroksidaciju lipida. Obnavljanje hepatocita rezultira fibrozom i
cirozom jetre, Sto moze dovesti do nastanka hepatocelularnog karcinoma. Prilagodeno prema
[19].

1.2. MEDIJATORI OKSIDACIJSKOG STRESA

Lipidnom peroksidacijom nastaju medijatori oksidacijskog stresa koji utjeCu na stani¢ne
signalne puteve [20]. LPO je lanCana reakcija oksidacijske razgradnje visestruko nezasi¢enih
masnih kiselina (od engl. Polyunsaturated fatty acids — PUFA) koja preko posrednika

oksisterola, hidroperoksida i endoperoksida dovodi do stvaranja reaktivnih o, P aldehida



(HNE, akrolein), dialdehida (malonildialdehid — MDA, glioksal) i1 ketoaldehida (4-

oksotransnonenal i izoketali) [15].

PUFA-e 1 njihovi metaboliti imaju brojne fizioloSke uloge: izvor energije, izgradnja stanicne
membrane, dio su stani¢nih signalnih puteva i posljedi¢no regulacije ekspresije gena. PUFA
su podlozne oksidaciji slobodnim radikalima ¢ime se pokrecu lancane reakcije koje dalje
oSte¢uju biomolekule. Kako je ve¢ receno, reaktivni aldehidi, kao Sto su MDA, propanal,
heksenal 1 HNE, nastaju kao krajnji proizvodi LPO [21][] . Reaktivni aldehidi su, za razliku
od ROS-a, relativno stabilniji te mogu difundirati od mjesta nastanka i Siriti oksidacijsko

ostecenje na molekule daleko od pocetnog ostecenja uzrokovanog ROS-om [2].

Zbog prisutnosti kona¢nih produkata LPO u brojnim bolestima kao $to su Secerna bolest (SB),
ateroskleroza, tumori i neurodegenerativne bolesti, smatra se da bi LPO mogla biti jedan od
njihovih uzroka nastanka i razvoja [22]. Od tri najviSe istraZena aldehida (HNE, akrolein 1
MDA), akrolein je 100 puta reaktivniji od HNE-a, dok je HNE je za sada najbolje opisan i
istrazen aldehid [22-25]. HNE se jo$ naziva i glasnikom slobodnih radikala, budu¢i da je
stabilniji od slobodnih radikala i kao takav moze difundirati unutar stanice i izaci iz stanice te
reagirati na udaljenim podruc¢jima [26]. Takoder je 1 izrazito reaktivan aldehid koji se veze za
DNA, lipide i proteine u stanici. HNE u visokim koncentracijama uzrokuje smrt stanice
inhibiraju¢i klju¢ne metabolicke enzime. S druge strane, u niskim koncentracijama HNE
stimulira ekspresiju gena koji imaju ulogu u adaptivnom odgovoru na stres [28]. Uloga HNE-
a u organizmu varira od fizioloSke do patoloske zbog ukljucenosti HNE-a u brojne signalne
putove kojima se reguliraju diferencijacija, proliferacija, upala i apoptoza [25]. HNE nastaje
enzimskim djelovanjem lipoksigenaze (od engl. Lipoxygenase — LOX) 1 neenzimskim putem
kao rezultat LPO w6 PUFA, kao S§to su arahidonska kiselina 1 linolna kiselina, njegovo
stvaranje je potaknuto u prisutnosti NADPH ovisnih enzima i dodatno ubrzano u prisutnosti
iona Zeljeza [15]. Spoj reaktivnih aldehida s proteinima membrane je aktivan u fizioloskim i
patofizioloskim reakcijama, moZe utjecati na razli¢ite funkcionalne promjene stanice.
Vjerojatno je da su pojedini u€inci HNE-a i njemu sli¢nih aldehida na stani¢ni odgovor
posredovani njihovom interakcijom sa proteinima stvaranjem kovalentnih veza ili

promjenama njihove ekspresije i/ili aktivnosti [27].

In vitro istrazivanja pokazala su da HNE u visokim koncentracijama (>50 uM) uzrokuje
trenutno povecanje propusnosti krvno-mozgovne barijere [29]. lako je HNE u visokim

koncentracijama citotoksi¢an, u niskim koncentracijama HNE iskazuje pozitivne ucinke na



stani¢ni ciklus i1 proliferaciju endotelnih stanica [30, 31], a uzrokovanjem netoksicne
oksidacije proteina, HNE moZze potaknuti dugorocnu zastitu stanica kroz aktivaciju NRF2
signalnog puta te tako Stiti stanicu od buducih oksidacijskih oSte¢enja [32]. Kao Sto je vec
receno, u visokim koncentracijama, HNE uzrokuje pojacanu oksidaciju proteina, posebice
onih s visokim udjelom tiolnih skupina kao §to su proteini mitohondrija i endoplazmatskog
retikuluma [33]. Ovakve modifikacije proteina uzrokuju aktivaciju proupalnih ¢imbenika i
dovode do poremecaja funkcije endotelne barijere, ali i potenciraju daljnja oksidacijska

oStecenja koja dovode do poremecaja funkcije mitohondrija i sinteze proteina [34,35].

Akrolein je proizvod LPO i stani¢nog metabolizma pojedinih aminokiselina. Djeluje
citotoksi¢no na mnoge stanice, ukljucujuci i hepatocite ovisno o izlozenoj koncentraciji na
nacin da smanjuje antioksidativnu zastitu stanice i povecava stres unutar endoplazmatskog
retikuluma te remeti funkcije mitohondrija [44]. Proizvodi OS, medu kojima je i akrolein,
mogu mijenjati kovalentne veze proteina s bioaktivnim aldehidima. Ti reaktivni aldehidi se
smatraju sekundarnim glasnicima slobodnih radikala jer reagiraju s velikim biomolekulama,
posebice s proteinima mijenjajuci njihovu gradu i funkcije. Iz tog razloga se reaktivni aldehidi

koriste i1 kao znacajni bioloski biljezi brojnih patofizioloskih procesa [45].

Kako bi sprijecile Stetne ucinke rektivnih aldehida te drugih oksidansa, stanice su razvile
razli¢ite mehanizme obrane. Glavni 1 najucinkovitiji sustav obrane od oksidansa, a posebice
HNE-a je putem glutationa (od engl. Glutathione — GSH) [36]. GSH je tripeptid koji ima
sposobnost vezanja oksidansa svojim cisteinskim ostatkom, a ova reakcija je dodatno
katalizirana djelovanjem glutation-S-transferaze [37, 38]. Cak 60% HNE-a u vaskularnim
stanicama metabolizira se ovim putem [39]. HNE i drugi oksidansi mogu se vezati i direktno
na GSH i tako nastali konjugati, a specificno GSH-HNE iz stanice se izbacuju RLIP76 (od
engl. Ral interacting protein of 76 kD) sustavom 1 sustavom proteina viSestruke otpornosti na
lijekove (od engl. Multidrug resistance protein I— MRP1) [40, 41]. Jedan od bitnih
metabolickih putova detoksikacije HNE-a je 1 oksidacija ili redukcija do njegove
odgovarajuc¢e kiseline ili alkohola aldoketo reduktazama. Tako aldehid dehidrogenaza
oksidira HNE do 4-hidroksinonenoic¢ne kiseline (HNA), dok aldehid reduktaza reducira HNE
do 1,4-dihidroksinonena (DHN) [42]. Oksidacijski put aldehid dehidrogenazama aktivira se u
stanju blagog stresa, dok se redukcijski put aldehid reduktazom aktivira u stanjima akutnog
stresa. HNE inhibira metabolizam acetaldehida, koji se metabolizira kao i alkohol, putem

alkohol dehidrogenaze. Pojacana LPO prisutna kod ovisnosti od alkohola povecava razine
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HNE-a ¢ime se ugrozava stani¢na eliminacija acetaldehida i poti¢e alkoholna jetrena fibroza

[43].

Nealkoholni steatohepatitis (od engl. Non alcocholic steatohepatitis — NASH) najceséi je
oblik kroni¢ne bolesti jetre u svijetu, vezana uz oksidacijski stres, disfunkciju mitohondrija 1

hepatocelularnu apoptozu [46](] .

Kupfferove stanice imaju kljuénu ulogu u imunoloSskom odgovoru jetre radi ¢ega rastu i
istrazivanja o nastanku nealkoholne masne bolesti jetre (od engl. Non-alcocholic fatty liver
disease — NAFLD). Vec¢inom su lokalizirane u lumenu jetrenih sinusoida, ¢ine 80-90%
makrofaga u ljudskom tijelu. To su fagocitne stanice koje imaju sposobnost samoobnavljanja,
rijetko migriraju iz jetre, imaju klju¢nu ulogu u reguliranju i odrzavanju funkcija jetre.

Aktivira ih oStec¢enje jetre, pri cemu oslobadaju upalne citokine i kemokine [47].

U fizioloskim uvjetima Kupfferove stanice imaju klasi¢nu ulogu imunoloskih stanica 1 Stite
jetru od bakterijskih infekcija. U patoloskim uvjetima aktiviraju ih razli¢ite komponente te se
diferenciraju u M1 (klasi¢ne) ili M2 (alternativne) makrofage. Metabolizam klasi¢nih ili
alternativno aktiviranih Kupfferovih stanica odredit ¢e njihove funkcije u oStecenju jetre
[48](1 . Lipidi 1 njihovi metaboliti te lipopolisaharidi mogu aktivirati Kupfferove stanice.
Jednom aktivirane, Kupfferove stanice pojacavaju ekspresiju upalnih citokina, ¢ime se
pojacava stupanj nekroze oko jetrenih stanica te se mijenja ekspresija gena povezanih uz
nastanak fibroze i oksidativnog oStecenja, uzrokujuc¢i nastanak NASH. Kupfferove stanice u

NASH-u imaju 4 uloge, izazivaju upalu, steatozu, oksidacijski stres i fibrozu [47]] .

1.3. KARCINOGENEZA HEPATOCELULARNOG KARCINOMA

Brojni su ¢imbenici odgovorni za karcinogenezu u jetri, ukljucujuéi hepatitis B virus (HBV) 1
hepatitis C virus (HCV) infekciju, ovisnost o alkoholu i NASH [49][] . Oksidacijski stres kao
posljedica patoloskih procesa inducira oksidacijsko oSte¢enje DNA, posljedi¢no izaziva
mutacije te mijenja ekspresiju proteina dovode¢i organizam u stanje izrazite ranjivosti.
Jetreno oStecenje moze biti akutni ili kroni¢ni upalni proces. U uvjetima lokalne upale
aktiviraju se brojne stanice, kao Sto su sinusoidne endotelne stanice, stelatne stanice,

dendriticne stanice i Kupfferove stanice. Ove stanice stvaraju brojne medijatore upale,
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citokine i kemokine. Dodatno, oksidacijskim oSte¢enjem DNA moze biti narusen i popravak
DNA Ssto dovodi do nakupljanja genskih mutacija i oSte¢enja stanica i tkiva. Poznato je da
kroni¢na upala uzrokuje oksidacijski/nitrozativni stres i posljedi¢cno LPO, povecavajuci time
dodatno razinu stresa zajedno s aldehidima, koji lako reagiraju s DNA ¢ime nastaju dodatne

mutacije, te povecavaju razinu promutagenog djelovanja ROS-a.

Oksidacijski stres moze nastati kao posljedica ROS-a nastalog u nealkoholnoj steatoti¢noj
jetri, koja oStecuje hepatocite, poti¢e patolosku polipoidizaciju, stimulira nastanak upale i
potice nastanak inzulinske rezistencije (IR) [50]. Dodatno, oksidacijski stres sudjeluje i pri
invaziji i metastaziranju HCC. Provedena su klinicka istrazivanja o uporabi bioloskih biljega
oksidacijskog stresa o ranoj detekciji HCC-a 1 njegova recidiva, iako ne multicentri¢no,
randomizirano [51, 52]. Nekontrolirana proliferacija s jedne strane i poremecena apoptoza s
druge uzrokuju promjene upalnih procesa ¢ime se potice maligna transformacija. Zna se da je
promijenjeni redoks status stanica karcinoma povezan s LPO i nastankom reaktivnih lipidnih

elektrofila, posebice HNE-a.



=

Stelatna stanica

2 — e Disseov prostor Endotelna stanica
%P,Fo - g T, T, T, T, T, | e . e
. R Sinusoid
s Alkohol ____| @ CD8+T limfocit
.{""P — NK stanica
NKG2D -

Tumoru pridruzeni
makrofag

@ (0)

j Citoplazma
(ADH)
Alkohol ~——— Acetaldehld

(ALDH ) Acetat

MDH R Acetaldehid N‘ o~

¥ Mitohondrij
Visak - ) x R,
alkohola E Acetaldehid

0. - CYP2E1 Slobodni radikali
MDA, 4HNE F C: 53 W

Masne -
kiseline -
S +w/—\ NADP*+ H:0

ﬂ
End';---

o —

Stvaranje adukta,
mutagenski efekti

Slika 3. Shema imunoloskog sustava u nadzoru HCC-a i metabolicki u€inci izlozZenosti
alkoholu na hepatocite. Metabolizam etanola putem ovisnim o CYP2EI stvara acetaldehid
radikale i proizvode peroksidacije lipida, poput MDA 1 HNE. Konzumacija alkohola smanjuje
broj CD8 + T stanica i NK stanica, a smanjuje ekspresiju NKG2D na NK stanicama. HNE, 4-
hidroksinonenal; ADH, alkohol dehidrogenaza; ALDH, aldehid dehidrogenaza; CYP2EI,
citokrom P450 2E1; ER, endoplazmatski retikulum; HCC, hepatocelularni karcinom; MDA,
malondialdehid; NK, prirodni ubojica; NKG2D, NK skupina 2D. Prilagodeno prema [53].

Acetat

Uz oksidacijski stres, acetaldehid koji nastaje pri izlaganju alkoholu, dimu cigarete,
onecis¢enju zraka i Seceru, iznimno je reaktivan kancerogen i stvara brojne DNA lezije koje
dalje mogu utjecati na otpornost stanice te inhibirati in vitro replikaciju i transkripciju [54].
Acetaldehid 1 LPS poticu Kupfferove stanice na oslobadanje ROS-a, proupalnih citokina i
kemokina koji doprinose infiltraciji neutrofila [55]. HCC ne nastaje kod svih ovisnika o

alkoholu. Ostaje nejasno je li tome doprinosi i genetski utjecaj ili razvijeni zastitini
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mehanizmi. Intermedijarni prozvodi nastali od ROS-a iz citokroma P4502E1 te iz
oksidacijskog sustava mikrosoma, gdje se metabolizira alkohol, su jedna od moguénosti
kojima se jetrena DNA oStecuje ¢ime oni prelaze iz prokarcinogena u karcinogene vise od
bilo koje druge kemikalije iz alkoholnog pi¢a [56]. Procesi nastanka HCC-a vezani uz

oksidacijski stres i metabolizam alkohola prikazani su na slici 3.

Studija iz Kine iz 2003. godine koji je proveo Huang sa suradnicima upucuje na znacajan
doprinos u ranoj detekciji HCC-a, odnosno uporabu transverzije G u T kodon 249 tumor
supresor gena p53 kao ranog dijagnostickog biljega HCC-a kod osoba izlozenih aflatoksinu i

HBYV infekeiji [57].

1.4. EPIDEMIOLOGIJA HEPATOCELULARNOG KARCINOMA

Karcinom jetre je Sesti po ucestalosti postavljenih dijagnoza malignih bolesti u svijetu,
medutim, loSa prognoza ¢ini ga cetvrtim uzrokom smrti od karcinoma odmah iza karcinoma
pluca, debelog crijeva i Zeluca. U vecini zemalja, HCC ¢ini 75-85% od ukupnih primarnih
karcinoma jetre [58]. Rano otkrivanje HCC-a pomnim nadzorom i pracenjem rizi¢nih skupina
bolesnika te lijeCenjem jetrenih oboljenja je znacajno poboljSano petogodiSnje preZivljenje
[59]. HCC najces¢e nastaje u podlozi ciroze jetre, HBV infekcije, HCV infekcije ili

nealkoholnog steatohepatitisa. Jetrena bolest u podlozi ograni¢ava ucinkovitost lijecenja [60].

Stupanj incidencije zlo¢udnih novotvorevina jetre varira ovisno o geografskom polozaju,
najvisi stupanj incidencije je u Isto€noj Aziji 1 juznom saharskom dijelu Afrike. Otkrivanje
HCC-a u ranom stadiju bolesti znacajno je poboljSalo petogodi$nje preZivljenje bolesnika. 1z
tog razloga, sustav zdravstva potiCe sistemski probir i nadzor visokorizi¢ne ciljane populacije

u svrhu rane detekcije HCC-a [61][7 .

Epidemiologija HCC-a [58]:

® 6. najcesca zlo¢udna novotvorina u svijetu (854 000 slucajeva Sirom svijeta u 2015.

godini uz 810 000 smrtnih slucajeva kao posljedica HCC-a), 4. najces¢i uzrok smrti
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kod zlo¢udnih oboljenja; uzrokuje 20-40% smrtnih sluc¢ajeva u Kini, Japanu, juzno
saharskoj Africi

Visoki stupanj oboljenja u Koreji, Taiwanu, Aziji i Mozambiku te u zemljama gdje je
prisutan endemijski hepatitis; takoder je visoki stupanj oboljenja i u Francuskoj i
Italiji, rijetko u Sjevernoj Americi

Postoci variraju ovisno o ¢imbenicima rizika: kroni¢ni hepatitis B (HBV) 33%,
alkohol 30% ili hepatitis C (HCV) 21%; novoroden¢ad HBV nositelja imaju 200%
rizik; izlozenost aflatoksinu (zemlje u razvoju), puSenje, ciroza (85% zapadnih
zemalja svijeta s HCC-om ima prisutnu cirozu)

tirozinemija

Visi postotak oboljenja kod crne rase u odnosu na bijelu rasu (4:1); omjer prema spolu
muskarci:zene je 2.5:1

Vecina bolesnika su stari oko 60+ godina s cirozom ili 20 do 40 godina bez ciroze,

ponekad su sekundarni tumori kod Wilmsovog tumora
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Tablica 1. Novi slucajevi raka u Republici Hrvatskoj (RH) 2018. godine najcesca sijela prema

spolu — broj, postotak, stope incidencije, kumulativne stope [19]

& . . BROJ NOVIH| POSTOTAK [STOPA STANDARDIZIRANE  [KUMULATIVNE

MUSKARCI — Primarno sijelo | ;& eva % INCIDENCIJE ~ [STOPE (SVJETSKO  |STOPE (0 - 74
STANOVNISTVO)* godine)
SVA SIJELA - ALL SITES 13952 100 706,4 352,8 42,8
PROSTATA 2867 21 145,2 65,2 8,8
TRACHEA, BRONCHUS ET PULMO 2244 16 113,6 54,3 7,2
(PRIM.)
INTESTINUM CRASSUM EXCL.
RECTUM 1240 9 62,8 28,9 3,5
RECTUM, RECTOSIGMA ET ANUS 881 6 44,6 21,5 2,6
VESICA URINARIA 752 5 38,1 17,3 2,1
REN ET ORGANA URIN. ALTERA 644 5 32,6 16,9 2,0
VENTRICULUS 535 4 27,1 12,2 1,4
MELANOMA 501 4 25,4 14,2 1,7
PANCREAS 407 3 20,6 9,5 1,1
HEPAR 357 3 18,1 9,0 1,2
OSTALO - Other 3524 25
- STANDARDIZIRANE  [KUMULATIVNE
ZENE - Primarno sijelo gfgg ,{' J%‘\I,': POSTO/? TAK &Tg;'ém, JE STOPE (SVJETSKO STOPE (0 - 74
STANOVNISTVO)* godine)

SVA SIJELA - ALL SITES 11671 100 552,4 263,9 29,7
MAMMA FEMININA 2845 24 134,7 69,7 8,0
TRACHEA, BRONCHUS ET PULMO 998 9 472 20,2 2,7
(PRIM.)
INTESTINUM CRASSUM EXCL.
RECTUM 929 8 44,0 16,0 1,8
CORPUS UTERI 778 7 36,8 17,5 2,2
GLANDULA THYREOIDEA 580 5 27,5 21,1 2,0
RECTUM, RECTOSIGMA ET ANUS 579 5 27,4 11,2 1,3
OVARIUM, TUBA FALLOPII ET
ADNEXA 462 4 21,9 11,1 1,2
MELANOMA 425 4 20,1 10,7 1,2
PANCREAS 398 3 18,8 6,7 0,8
VENTRICULUS 335 3 15,9 55 0,6
OSTALO - Other 3342 29
OSTALO — Other 3342 29

- STOPE NA 100.000 (CRUDE AND STANDARDISED INCIDENCE ARE RATES PER 100.000 PERSONS)
- SAMO INVAZIVNI RAK (ONLY INVASIVE CANCERS ARE INCLUDED IN THE ABOVE TABULATIONS) — * DIREKTNA METODA (DIRECT

METHOD)
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Tablica 2. Broj novih slucajeva raka prema spolu, dobi te primarnom sijelu u RH 2018. [19]

IFRA MKB X REVIZIJA

PRIMARNO SIJELO SPOL |UKUPNO DOB - AGE

ICD No X REV. SEX ALL [0- - Jio- 15] 200 25] 30] 35] 40] 45] 50- | 55| 60 65] 70- | 75 80- | 85+] Nep.
PRIMARY SITE AGES |4 14 194 29| 3439 4449 |54 s9l64 |69 74719 84 Unkn.

C00 LABIUM ORIS M sl o o o o o o o o o 1 2 1 s 8 4 10] 7 30

7 33 o of o o o 1 o o o o o o1 |3 1 8 | 10 8l o

UK 74 o ol o o o af o o o i 2 2 ¢ 11 s| 18 | 17 1l o

COI BASIS LINGUAE M 4 o o o o o o o o 1 1 3 12 6o ¢ o 3| 2 o o

7 16 o o o o o o o 1l o 1 3 4 3 i 2 1] o o o

UK so0 o o o o o o o 1 | 2 e 16|l 9 7 2 4] 2 o o

C02 PARTES ALTERAE ET PARTESNON M 84 o o o o o 1 1 1 3] 6 11| 20 16 13 3 | 4 o o

SPEC. LINGUAE 7 4 o of o o 1] o o o o 3 3 s s ¢ f 1| 3 o o

UK s o ol o o 1 | I | I I v - I3 | I O I S 6 0

C03 GINGIVA M o o o o o o o o o o 2 3 3 1 4 2 2 |2 o o

7 171 o o o o o o o o o o o 3 1 | 3 2 | s 2 o

UK 360 ol o o o o o o o o 2 3 6 2 s s 4|7 2l o

C04 BASIS ORIS M 20 o o o o o o o o 1 2 2 3 13 3 1 o 1 o o

V2 of o o o o o o o o o o o 1 1 2 1o o 1| o

UK 20 0o o o o o o o o 1l 2 2 4 14 s 2 o0 1 1| o

C05 PALATUM M 20 o o o o o o o o o 1 4 3 6 2 2 1 o o o

V2 4o o o o o i o il o 1l 3 o 2 2 1 1] o 2 o

UK s ol ol o o o o o 1] o 2 7 s| s 4 320 2l o

C06 PARTES ALTERAE ET PARTESNON M 271 o o o o o o o 1 o 1 8§ 3 4 2 3 4 1 o o

SPEC. ORIS 7 12l o o o o o 1 o o o o o af 2 3 1 1 11 2 o

UK 390 o o o o o af o 1] o 1| 8 4 e 5| 4 5|2 2l o

C07 GLANDULA PAROTIS M 200 o o o o o o o o o 1 2 1 1 2 4 a 1 4 o

7 250 o o o o o 1 o o o 2 1 |2 s 2 3| 3 s| o

UK 40 ol ol o o o 1] o o o 3 3 2 3 1 e 7|4 9 0

C08 GLANDULAE SALIVALES ALTERAE M Ao o o o o o o o o o 3 2 o 1 o 1 o o o

ET NON SPEC. 7z s o o o o o o o 1 o 1 o o 1 1 o 1] 2 1| o

UK 1) o o o o o o o af o af 3 o | 2 o 2|2 1| o

C09 TONSILLA M 39 o o o o o o o o o 1 4 10 7 12| 2 2 1 o o

7 8 o o o o o o o o o o 1 3 o 3 1 o] o o o

UK 471 o o o o o o o o o 1 s 13 71 15| 3] 2 | o o

C10 OROPHARYNX M si o o o o o o o o 1 2 s 6 14 7 s§ 1] 4 o o

7 i o o o o o o o o o o o 2 3 3 3 0] o0 o 0

UK 62 o o o o o o o o 1 2 8 8 17 10| 1 1| 4 o 0

C1T EPIPHARYNX M W o o o o o o 1 o o o 2 s 2 o 1 1 1 1 o

7z sso o o o i o o o o o 1 o o 2 o o i1 o o

UK 9] o o o o 1] o i o o o 3 5| 2o o i 12 1| o

C12 SINUS PIRIFORMIS M 12l o o o o o o o o o o 2 3 3 3 1 0]o o 0

7 il o o o o of o o o o o o o 1 o o oo o o

UK 1 o o o o o o o o o o 2 3 4 3 oo o 0

C13 HIPOPHARYNX M 8¢ o o o o o o o o 1 1 12[ 10[ 21 24 6 6 | 5 o o

7 7 o o o o o o o o i o o 1 o s o o] o o o

UK 93 o o o o o o o o 2o 1] 2| 1| 21 29 6 6 | 5 o 0

C14 PHARYNX NON SPEC. M 3 o o o o o o o o o o o 1 o 1 o oo 1 o

7 3 0o o o o o o 1 o o o 1 1 o o o oo o o

UK of o o o o o o i o o o 1] 2 o 1 o oo 1| o

C15 OESOPHAGUS M w61l o o o o o o o 1 1 7 12| 27| 33| 33| 14| 21 10 2l 0

7 370 o of o o o o o o o o 1| 3 10 8 4 4 |3 4 o

UK 198 ol ol o o o o o 1 17l 13| 30| 43 41| 18| 25 | 13 6 0

C16 VENTRICULUS M s3sf o o o o o 1 1 2 8§ 7 19| 41| 82 87| 76] 98 | 58 | 55| 0

7 3350 o o o o o | 4 4 2 6 10| 25| 31| 36| 41|60 | 68| 47| 0

UK s o ol o o o 2 5| 6 10| 13| 29| 66113 [123 [117 | 158 | 126 | 102 | 0

C17 INTESTINUM TENUE INC. M 3¢ o o o o 1] o 1 2 2 1 3] 4 2 1 4 a i 4 o

DUODENUM 7 90 o of o o o o o o 1 2 f 3 1 2 s 8|6 4 o

UK sl ol ol o o | o 1] 2] 3 3 4 g 9o 9o 92| 7 8| 0

C18 INTESTINUM CRASSUM EXCL. M 1240 o o 1 o o 3 2 9 16| 25| 48] 70[194 [230 [196 | 205 | 149 | 92| 0

RECTUM 7z 929 ol o o o 1 1| s 5| 9o 21| 48] 61| 95147 98| 155 | 157 | 126 | ©

UK 21000 o o 1l o 1| 4 7 14 25| 46| 96| 131 89 377 [294 | 360 | 306 | 218 | 0

C19 COLON RECTOSIGMOIDEUM M 175 o o o o o o 1 1 o s 8 16| 27 43| 23] 23 | 20 s o

7 3 o ol o o o o o 2 3 1| 7 10| 17 20 11| 16 | 13 13 0

UK 2880 ol ol o o o o i 3 3 6 15| 26| 44 63| 34| 39 | 33 21 0

C20 RECTUM M 681l 0 o o o o o 2 5 10| 21| 35| 72[120 [135 84| 97 | 66 | 34] 0

V2 a3l o o o o o | 2 5| ¢ 14| 21| 38 59| 67| 64| 78 si| 37| o

UK 124 ol ol ol o o 1] 4 10| 16| 35| 6110 179 o2 [1a8 175 [ 17| 71| 0

C21 ANUS ET CANALIS ANALIS M 25 o o o o o o o o 1 4 3 4 3 4 o 23 1 0

7 23 o of o o o o o o 3 1 4 2o 3 3 o 3|2 2l o

UK 480 ol o o o o o o o 4 s 7 ¢ 6 1 o 5|5 3 o

M 881l o o o o o o 3 6 11| 30| 46| 92[150 [182 [107 | 122 | 89 | 43| 0

C19+C20+C21 (154 ICD IX) Z s790 o o o o o 1 2 7| 12| 16| 32| so| 79 90| 75| 97 | 66 | 52| 0

UK 14600 o o o o ol | 5| 13 23| 46| 78] 142 p29 |72 [182 [219 [ 155 | 95| 0

C22 HEPAR (PRIM.ET NON SPEC.) ET M 3571 2 o o o 2 o 1 1| 2 5| 17| 40| 72[ 65| 61| 45 | 26 18] 0

VIAE BILIARES INTERNAE 7z 153 | o 1l o o o o o 1 2 7 8| o 26| 16| 19| 32| 31| 0

UK siof 3 o 1] o 2l o 1 1| 3] 7] 24| 48] 81| 91| 77/ 64 | 58| 49| 0

C23 VESICA FELLEA M so o o o o o o o o 2 1 2 1 6 10| 3 125 o o

V2 74 o ol o o o o o o o 1 2 3 8 12| 12| 15| 14 71 o

UK 120 ol o o o o o o o 2 2 4 4 14 22| 17[ 27| 19 13 0

C24 PARTES ALTERAE ET NON SPEC. M 71 o o o o o o o o o 2 2 s 10 9 16/ 6 | 12 o o

TRACTUS BILIARIS 7z 73 o o o o o o o o o i 2 4 e 10 7 9o |17 17| o

UK 144 ol ol o o o o o o o 3 4 2] 16 19| 23] 15 [ 29 | 23] o

C25 PANCREAS M a0 o o o o o o o 1 ¢ 9 26| 39 57 67] 52| 65 | 53 2 0

V2 3084 o o o i o o i 3 2 7 16| 38 36 s1| 57059 | 76| 51| 0

UK sosf ol o o 1] o o ] 4 8 16| 42| 77| 9318 |09 | 124 | 129 | 83| o0

C26 TRACTUS DIGESTIVUS NON SPEC. M 26 o o o o o o o o 1 2 o 2 7 4 2 4 1 3] o

V3 43 o o o o o o o o o o 1 2 1| 4 ¢ 8|8 13 o

UK 69 o o o o o o o o 1 2of af 4 8 s 12|09 16| 0
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Tablica 3. Broj i postotak novih slucajeva raka prema stadiju bolesti, spolu i primarnom sijelu

uRH 2018. [19]

SIFRA MKB X REVIZIJA BROJ SLUCAJEVA STUPANJ BOLESTI - STAGE Rty
LOKALIZIRAN REGIONALNO UDALJENE METASTAZE UKUPNO
PRIMARNO SIJELO spoL | NUMBER OF CASES LOCALIZED PROSIREN REGIONAL DISTANT TOTAL
[CD No X REV. UKUPNOJ[ IZONKO | BROJ BROJ BROJ BROJ
PRIMARY SITE FROM
SEX [TOTAL ONKO | NUMBER| 9%  [NUMBER % NUMBER| % |NUMBER| 9
C00 LABIUM ORIS M 41 39 13 1 25 64,1
7 33 32 10 1 21 65,6
UK 74 71 23 324 2 46 64,8
CO1 BASIS LINGUAE M 34 33 4 12 1 16 48,5
7 16 16 1 2 13
UK 50 49 5 14 1 29 59,2
C02 PARTES ALTERAE ET PARTES NON M 84 83 9 23 27,7 4 47 56,6
SPEC. LINGUAE 7 34 33 6 8 1 18 54,5
UK 118 116 15 12,9 31 26,7 5 65 56,0
C03 GINGIVA M 19 19 1 5 1 12
7 17 16 1 6 1 8
UK 36 35 2 11 2 20 57,1
C04 BASIS ORIS M 26 24 6 9 9
7 6 5 1 4
UK 32 29 7 9 13
C05 PALATUM M 21 21 4 8 9
7 14 14 3 3 1 7
UK 35 35 7 1 1 16 457
C06 PARTES ALTERAE ET PARTES NON M 27 26 4 7 2 13
SPEC. ORIS z 12 10 1 4 5
UK 39 36 5 1 2 18 50,0
C07 GLANDULA PAROTIS M 20 18 4 5 9
7 25 24 3 8 1 12
UK 45 42 7 13 1 21 50,0
C08 GLANDULAE SALIVALES ALTERAE M 7 7 2 5
ET NON SPEC. 7 8 8 1 2 5
UK 15 15 1 4 10
C09 TONSILLA M 39 39 2 20 51,3 1 16 41,0
Z 8 8 2 3 3
UK 47 47 4 23 489 1 19 40,4
C10 OROPHARYNX M 51 51 3 16 314 4 28 54,9
7 1 1 8 3
UK 62 62 3 24 38,7 4 31 50,0
C11 EPIPHARYNX M 14 14 4 1 9
7 5 4 4
UK 19 18 4 1 13
C12 SINUS PIRIFORMIS M 12 12 8 4
UK 13 13 8 5
C13 HIPOPHARYNX M 86 85 5 42 49,4 5 33 38,8
7 7 7 5 2
UK 93 92 5 47 51,1 5 35 38,0
C14 PHARYNX NON SPEC. M 3 2 1 1
7 3 2 2
UK 6 4 1 3
C15 OESOPHAGUS M 161 159 12 30 18,9 23 145 94 59,1
z 37 34 6 5 2 21 618
UK 198 193 18 93 35 18,1 25 13,0 115 59,6
C16 VENTRICULUS M 535 520 51 9,8 123 237 94 18,1 252 48,5
7 335 308 32 10,4 63 20,5 57 18,5 156 50,6
UK 870 828 83 10,0 186 22,5 151 18,2 408 49,3
C17 INTESTINUM TENUE INC. M 36 36 5 13 3 15 417
DUODENUM 7 39 39 2 12 3 22 56,4
UK 75 75 7 25 33.3 6 37 49,3
C18 INTESTINUM CRASSUM EXCL. M 1240 1201 164 137 410 34,1 172 143 455 37,9
RECTUM Z 929 893 106 11,9 318 35,6 114 12,8 355 39,8
UK 2169 2094 270 12,9 728 34,8 286 13,7 810 38,7
C19 COLON RECTOSIGMOIDEUM M 175 171 27 15,8 62 36,3 22 12,9 60 35,1
7 13 112 7 43 38,4 17 15,2 45 402
UK 288 283 34 12,0 105 37,1 39 13,8 105 37,1
C20 RECTUM M 681 666 100 15,0 180 27,0 100 15,0 286 42,9
7 443 426 41 96 116 272 69 16,2 200 46,9
UK 1124 1092 141 12,9 296 27,1 169 15,5 486 44,5
C21 ANUS ET CANALIS ANALIS M 25 24 2 4 2 16 66,7
7 23 23 3 3 2 15 65,2
UK 48 47 5 7 4 31 66,0
C22 HEPAR (PRIM.ET NON SPEC.) ET M 357 325 19 58 31 9,5 44 135 231 711
VIAE BILIARES INTERNAE z 153 130 9 9 22 16,9 90 69,2
UK 510 455 28 6,2 40 8,8 66 14,5 321 70,5
C23 VESICA FELLEA M 50 48 3 5 10 30 62,5
7 74 71 10 14 1 36 50,7
UK 124 119 13 19 16,0 21 17,6 66 55,5
C24 PARTES ALTERAE ET NON SPEC. M 71 68 13 5 7 43 63,2
TRACTUS BILIARIS 7 73 72 6 10 9 47 65,3
UK 144 140 19 13,6 15 10,7 16 1,4 90 64,3
C25 PANCREAS M 407 384 18 47 45 1,7 120 31,3 201 52,3
7 398 379 16 42 42 1.1 96 25,3 225 59,4
UK 805 763 34 4,5 87 11,4 216 28,3 426 55,8
C26 TRACTUS DIGESTIVUS NON SPEC. M 26 23 3 1 6 13
7 43 34 1 15 44,1 18 52,9
UK 69 57 3 2 21 36,8 31 54,4
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HCC ima visoki stupanj mortaliteta, ve¢inom iz razloga $to je bolest dijagnosticirana u
kasnom stadiju s omjerom incidencije/mortaliteta koji je priblizno 1. Na primjer, 2015. godine
u svijetu je otkriveno priblizno 850 000 novih slucajeva karcinoma jetre, u usporedbi s 810
000 umrlih radi karcinoma jetre na godinu. HCC ¢ini oko 75-85% primarnih karcinoma jetre
¢ime predstavlja veliki globalni zdravstveni problem. Primjenom cjepiva protiv HBV-a i
globalnim lije¢enjem HCV-a, epidemiologija HCC-a se mijenja, povecava se broj slucajeva
NASH-a u odnosu na broj oboljelih od hepatitisa. Ultrazvucno pracenje, s ili bez kontrole
vrijednosti a-fetoproteina, svakih 6 mjeseci, znacajno poboljSava rano otkrivanje 1 ukupno
prezivljenje; medutim, ograni¢enja u provodenju i dalje dovode do kasnog otkrivanja HCC-a
u velikom broju slucajeva [58]7) . Naime, ¢Cimbenici rizika povezani s razvojem HCC-a su
razli€iti te ukljuCuju genetski utjecaj, imunoloski utjecaj, virusna infekcija, utjecaj okolisa i
parametri domacina. Parametri domacina su muski spol, starost iznad 50 godina, obiteljska
predispozicija, pretilost, uznapredovala ciroza jetre ili ciroza s koinfekcijom nekim drugim
hepatotropnim virusom i HIV virusom. Utjecaj okolisa ¢ine ovisnost o alkoholu, pusenje i

izloZenost aflatoksinu.

Klini¢ki gledano, treba imati na umu da su oboljeli, ¢esto kriticno bolesni, starije osobe, sa
znaCajnim pridruzenim sistemskim bolestima (srce, pluca) praenim izmedu ostalog

poremecajima hemostaze, bubrezne funkcije i elektrolita [62][] .

HCC je trenutno vodeci uzrok smrti kod ciroti¢nih bolesnika [63][], dok su prije morbiditet 1
mortalitet kod ciroze bili posljedica drugih komplikacija bolesti, kao Sto su jetrena
encefalopatija, krvarenja iz gornjeg dijela probavnog trakta iz varikoziteta jednjaka, spontani
bakterijski peritonitis i hepatorenalni sindrom. Razlog produljenom prezivljenju usporedno s

porastom incidencije je rana dijagnoza i optimizirano lije¢enje neonkoloskih komplikacija.

Iznimno je vazna kontrola virusnog hepatitisa te promjena nacina Zivljenja kako bi se na
globalnoj razini smanjio pritisak od nastalih karcinoma jetre. Znacajan nadzor je potreban

kako bi se bolest otkrila $to ranije i time se promijenio trend incidencije [64][] .

Visok stupanj mortaliteta kod HCC-a je dijelom 1 iz razloga Sto se HCC otkrije u
poodmaklom stadiju bolesti te zbog neucinkovitog sistemskog lijeCenja HCC-a [65](].
Tijekom lije¢enja HCC-a postoje dva izazova, prvi je rano otkrivanje bolesti i drugi je
lijecenje, no prevladavanje oba je izrazito teSko, stoga je obicno HCC fatalan unato¢ ranom

postavljanju dijagnoze i otkrivanju bolesti. Trenutno ne postoji jedinstveni nacin stupnjevanja
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bolesti radi jake raznolikosti tumora, ishodi$ne bolesti jetre i funkcionalne rezerve same jetre

[66].

Iako je stupnjevanje bolesti varijabilno, parametri koji definiraju uznapredovali stupanj
HCC-a, nepogodnog za lijeCenje su: tumorska invazija portalne vene i/ili ekstrahepatalne
metastaze, uz relativno o¢uvanu jetrenu funkciju i funkcionalni status. Opcenito govoreci, iz
primjene sistemskog lijecenja izostavljeni su bolesnici s Child Pugh klasa B i C cirozom jetre,
najve¢im dijelom radi jednakog rizika mortaliteta i ciroze. Sistemsko lijeCenje bi moglo biti
pogodno i1 za bolesnike s neresektabilnim HCC-om, kod kojih nije pogodna primjena
lokoregionalnog lije¢enja, iako nije ni u potpunosti jasan trenutak kada zapoceti primjenu

sistemskog lijeCenja.

1.5. CIMBENICI RIZIKA NASTANKA HEPATOCELULARNOG KARCINOMA

1.5.1. VIRUSNE INFEKCIJE

Kod vecine bolesnika, ciroza jetre prethodi HCC-u. Glavne ¢imbenike rizika ¢ine kroni¢na
infekcija s hepatitis B virusom (HBV) i hepatitis C virusom (HCV), toksini (alkohol i
aflatoksin), metabolicki (SB i NAFLD, nasljedna hemokromatoza) te imunoloski
posredovano (primarna bilijarna ciroza — PBC 1 autoimuni hepatitis). Aflatoksin Bl
sinergisti¢no djeluje s HBV uzrokuju¢i nastanak HCC-a. To¢ne mehanizme nastanka HCC-a
potrebno je dodatno istraziti kao i interakciju izmedu toksina i HBV-a pri nastanku malignog
oboljenja [67].L) Procjenjuje se da je HBV odgovoran za nastanak 33% HCGCa u svijetu, dok
je 21% posljedica HCV infekcije [58]. Postotak procijepljenosti populacije, HCV i alkoholna

ciroza jetre glavni su ¢imbenici rizika za nastanak HCC-a.

Koli¢ina i duljina konzumacije alkohola direktno je proporcionalna broju oboljelih od
alkoholne ciroze. Alkohol se ne moze deponirati u organizmu, ve¢ se metabolizira putem
oksidacijskih procesa, pretezno u jetri. Alkoholno oste¢enje jetre je povezano 1 s nutricijskim
statusom. Oksidacijski stres etanolskog metabolizma moze se povecati zbog manjka
antioksidacijskih vitamina, masne prehrane te poveéanom apsorpcijom Zzeljeza iz crijeva i,
posljedi¢no, pove¢anom koncentracijom zeljeza u jetrenom tkivu. Ovakav oksidacijski stres
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uzrokuje LPO ¢ime se inducira oStecenje hepatocita. HBV ili HCV infekcija povecavaju
incidenciju jetrene bolesti kod alkoholi¢ara. Alkoholizam kod kroni¢nog HCV-a dvostruko
povecava rizik od nastanka HCC-a. Pojedine prospektivne studije su pokazale da je trenutno
HCC vode¢i uzrok smrti u svijetu kod ciroti¢ara, dok su u proslosti morbiditet i mortalitet

HCC-a bili definirani ostalim neneoplasticnim komplikacijama bolesti [S1]0] .

1.5.2. METABOLICKE BOLESTI

Znacajan porast incidencije SB i pretilosti takoder moZe utjecati na poveéanu incidenciju
HCC-a, posebice u razvijenim zemljama, gdje se ak biljeZi i epidemija pretilosti. SB tip 2 je
neovisno povezana s povecanim rizikom od nastanka HCC. Rizik je ve¢i kod duljeg trajanja
SB uz prate¢e metabolicke poremecaje, §to upucuje na nastalu inzulinsku rezistenciju (IR) u
patogenezi HCC-a [68][). Mehanizmi karcinogeneze kod HCV-a i kod metaboli¢kog
sindroma imaju zajednic¢ko prisutnu IR [69]7] . NASH je jetrena manifestacija metaboli¢kog
sindroma koji je povezan s IR, intolerancijom na glukozu i SB tipa 2. Prekomjerna prehrana
inducira nastanak kroni¢ne upale, jo§ je jedan Cimbenik koji bi mogao potaknuti IR
pojacanom ekspresijom SOCS3 u jetri 1 aktiviranjem izoformi protein kinaze C. Neregulirana
protein kinaza C i IGF1 povec¢avaju IRS-1 1 njegove ciljne nizove PI3K/Akt i SREBP-1c¢, koji

na kraju poti¢u nakupljanje lipida i razvoj steatohepatitisa [70].

Pretpostavka je da IR igra vaznu ulogu u hepatokarcinogenezi u bolesnika s HBV-om i s SB
tip 2 ili ¢ak predijabetesom. Pokazalo se da povezanost rizika od SB i HCC-a nije neovisna od
ciroze, iako je vecina slu¢ajeva HCC-a imala cirozu. Nedavni sustavni pregled pokazao je da
je istodobna SB snazno povezana s pove¢anim rizikom od HCC medu kroni¢nim bolesnicima
s HCV-om, ali dostupni su samo oskudni dokazi o korelaciji izmedu SB i HCC-a kod
bolesnika s kroni¢nim HBV-om. Klini¢ki krajolik HCV-a trenutno se suo€ava s velikom
promjenom, tako da bi njegovo lijeCenje bilo univerzalno za bolesnike koji imaju pristup
ucinkovitom lijecenju, §to ¢e definitivno rezultirati smanjenjem razvoja HCC-a. Stoga bi
infekcija HBV-om, konzumacija alkohola i metaboli¢ki poremecaji, poput SB i pretilosti,
trebali biti vode¢i etioloski ¢imbenici HCC-a u narednoj buduénosti [71]7) . Kao posljedica
nastalog promijenjenog nacina zivota s naglaskom na pojacani unos kalorija i manjak

tjelovjezbe, nastaje globalni porast pretilosti i metabolickog sindroma. Iz tog razloga ¢e HCC,
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nastao kao posljedica prisutne pretilosti i nealkoholnog steatohepatitisa (NASH-a), u
buduénosti postati vodeci svjetski zdravstveni problem [72]C1. NAFLD se kre¢e od
jednostavne steatoze u odsutnosti prekomjernog uzimanja alkohola do NASH s ili bez ciroze.
Otprilike 3-15% pretilih bolesnika s NASH-om napreduje u cirozu, a oko 4-27% NASH kod
bolesnika s cirozom prelazi u HCC (Slika 4). Takoder, poznato je da se HCC moze novo
razviti kod bolesnika s NASH-om bez prisutnosti ciroze. Godisnja kumulativna incidencija
HCC-a povezanog s NASH-om je niska (2,6%) u usporedbi s cetiri posto virusnog HCC-a
[73]0) . NAFLD pogada 25% svjetske odrasle populacije s rasponom od 135% u Africi 1
31.8% na Bliskom Istoku. NAFLD je usko povezana s konstelacijom metabolickih popratnih
bolesti koje uklju¢uju: pretilost, SB tip 2, poviseni krvni tlak (od engl. Arterial hypertension —
AH) 1 hiperkolesterolemiju (Slika 5) [74][1 . Ciroza, nastala kao posljedica NASHa, postala je
osobito kod kandidata starijih od 65 godina. Tipi¢no, kandidati za razvoj NASH-a imaju
istodobno prisutan rizik od pretilosti, poremeéenog metabolizma i kardiovaskularnog sustava,
Sto izravno utjeCe na procjenu i odabir pacijenta, morbiditet i mortalitet na listi ¢ekanja i na
kraju ishode nakon transplantacije [75][1 . Zbog povecane ucestalosti metabolickog sindroma
(MetS) 1 njegovih komponenata, NASH ciroza i hepatocelularni karcinom uzrokovani NASH-

om uskoro ¢e postati glavna indikacija za LTX [76][] .

NAFLD-a se ispoljava kao jednostavna nealkoholna masna bolest jetre, steatoza (od engl.
Non-alcocholic fatty liver — NAFL), nealkoholni steatohepatitis (NASH) 1 ciroza. NAFLD
ima prevalenciju od 70% medu bolesnicima sa SB tip 2. Prekomjerna tjelesna tezina/pretilost
1 IR ¢vrsto su povezani s NAFLD-om [77][] . Postoji uska povezanost izmedu IR i NAFLDa,
gdje je pet puta veca prevalencija NAFLD-a kod bolesnika sa SB tip 2 u odnosu na onu kod
bolesnika bez SB tip 2. Mehanizmi u osnovi ovih procesa ukljuuju genetske Eimbenike,
nakupljanje masnoce u jetri, promjene u metabolizmu energije i upalne signale dobivene iz
razli¢itih tipova stanica, ukljucuju¢i imunoloske stanice. Kod fibroze povezane s NASH-om,
glavni tip stanica odgovornih za proizvodnju izvanstanicnog matriksa su jetrene stelatne

stanice [78][] .
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Slika 4. Progresija NAFLD-a. NAFLD se ispoljava brojnim stupnjevima oSte¢enja od
jednostavne steatoze/nakupljanja masti do NASH-a, ciroze 1 HCC-a. lako je visoka
prevalencija NAFLD-a u op¢oj populaciji, oko 25-30%, kod vecine bolesnika se ispoljava sa
steatozom jetre, koja nema utjecaj na kona¢no prezivljenje ili jacinu jetrenog ostecenja. Samo
5-10% bolesnika sa NAFLD-om razvija NASH, a 30% ih sa NASH-om kasnije razvija cirozu
jetre. Ovisno o stupnju oSteéenja (sa ili bez ciroze), raspon incidencije HCC-a je 2.4-12.8%.
Prilagodeno prema [47]. NAFLD: steatoza jetre, NASH: nealkoholni steatohepatitis; HCC:
hepatocelularni karcinom

Biljezi se op¢i porast prevalencije NAFLD-a, pri ¢emu Azija prednjaci u porastu, no
Sjedinjene Drzave pomno slijede s porastom prevalencije s 15% u 2005. na 25% tijekom 5
godina [79]1. Za predvidanje progresije NAFLD bolesti koristi se Markov model.
Incidencija NAFLD-a temelji se na povijesnim i projiciranim promjenama u prevalenciji
odraslih pretilosti i SB tip 2. Pretpostavke su izvedene iz objavljene literature gdje je dostupna
1 potvrdena pomocu podataka nacionalnog nadzora za incidenciju HCF-a povezanih s
NAFLD. Predvidene promjene u cirozi koja je povezana s NAFLD-om, uznapredovalom
bolescu jetre i smrtnoS¢u zbog jetre kvantificirane su do 2030. Ukupna prevalencija NAFLD-
a medu odraslom populacijom (u dobi od 15 godina) projicira se na 33.5% u 2030. godini, a
srednja dob populacije NAFLD-a povecat ¢e se s 50 na 55 godina tijekom razdoblja 2015. do
2030. Ucestalost dekompenzirane ciroze povecat ¢e se 168% na 105 430 slucajeva do 2030.
godine, dok ¢e se incidencija HCC povecati za 137% na 12 240 slucajeva. Broj smrtnih
slucajeva jetre povecat ¢e se 178% na oko 30 000 smrtnih slucajeva u 2030. godini. Tijekom

razdoblja 2015. do 2030. predvida se gotovo 800 000 suvisnih smrtnih slucajeva jetre [80][ ] .
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Slika 5. Patofiziologija NAFLD kao kontinuum od pretilosti do metaboli¢kog sindroma i SB

Cimbenici okoli$a utje¢e na ekspresiju gena, poticuéi debljanje. Kada se postigne kapacitet
Sirenja potkoznog masnog tkiva (od engl. Adipose tissue — AT), dolazi do povecane
mobilizacije slobodnih masnih kiselina (FFA), Sto rezultira taloZzenjem visceralne i ektopi¢ne
masti. Jedno ektopicno mjesto je misi¢, gdje povecano taloZenje FFA pospjesuje IR,
inhibiraju¢i unos glukoze posredovanog inzulinom. S druge strane, AT rezistencija na inzulin
olakSava lipolizu 1 povecava protok FFA u jetru, induciraju¢i jetrenu IR 1 povecavajuéi
proizvodnju glukoze, ,.de novo* lipogenezu u jetri, oslobadanje VLDL 1 aterogenu
dislipidemiju. FFA se prelijevaju u gusSteracu, uzrokujué¢i disfunkciju [-stanica
lipotoksiéno$éu, hiperglikemijom i SB (hipoteza dvostrukog ciklusa). Pove¢ana masnoéa u
jetri takoder poti¢e otpornost na glukagon u jetri (GR) u odnosu na metabolizam
aminokiselina (od engl. Amino acid — AA), smanjujuéi ureagenezu i rezultirajuéi hiper-
aminoacidemijom. Povecani AA stimuliraju proizvodnju glukagona da nadoknadi jetreni GR,
a instaliran je zacarani krug (os jetre i guSterace). Ova hiperglukagonemija takoder dovodi do
povecanog otpustanja glukoze u jetri. Globalno IR stanje rezultira hiperinzulinemijom, S$to

moze pojacati reapsorpciju natrija 1 povecati aktivnost simpatickog Ziv€anog sustava,
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pridonose¢i nastanku poviSenog krvnog tlaka. Upaljeni disfunkcionalni AT postaje otporniji
na inzulin i oslobadaju proupalne adipokine, dok smanjuju protuupalni adiponektin. U jetri
trigliceridi 1 toksi¢ni metaboliti uzrokuju lipotoksi¢nost, mitohondrijsku disfunkciju 1 stres
endoplazmatskog retikuluma, Sto dovodi do oStecenja hepatocita, apoptoze i1 fibroze. Ovi
nefunkcionalni hepatociti sintetiziraju i luce dipeptidil peptidazu 4 (DPP4), koja potice upalu
AT makrofaga i viSe IR. Uperene strelice oznacavaju stimulaciju ili pojacanje, dok tupi
krajevi ukazuju na inhibiciju ili potiskivanje. Isprekidane strelice oznacavaju progresivno

smanjivanje puta. Prilagodeno prema [81].

1.5.3. UTJECAJ PUSENJA

Dodatni rizik za razvoj HCC-a je dim cigarete Sto podupire sinergiju pusenja, konzumacije
alkohola i1 kroni¢nog virusnog hepatitisa za nastanak HCC. Dugogodis$nji pusaci, prema
literaturi, s preko 20 konzumiranih cigareta na dan u usporedbi s onima koji puse manje
koli¢ine cigareta, nisu imali slabije preZivljenje, a ni vrijeme apstinencije od puSenja takoder
nije imalo znacaja u usporedbi s godinama starosti. Znacajna je pak povezanost pusenja i

alkohola. PuSenje nije neovisno povezano s prezivljenjem od HCC-a [82][] .

1.54. RAZLIKA PREMA SPOLU

Incidencija nastanka HCC-a ovisno o dobi ide u prilog hipoteze o zastitnoj ulozi estrogena.
Varijacije izmedu rasnih/etni¢kih grupa i dobna podjela medu spolovima, posebice kod osoba
mladih od 50 godina, mogu biti povezane s izloZenosti razli¢itim utjecajima rizika od
nastanka HCC-a izmedu spolova. To moZe biti unutarnja ili vanjska izloZenost spolnim
hormonima te pretilost u djetinjstvu/mladosti [83][] . Muskarci imaju ve¢i rizik od nastanka
HCC-a, stoga ne postoje znacajne spolne razlike u prezentaciji bolesti ili prezivljavanju, osim
u starijoj dobi i nizem optereéenju tumorom pri postavljanju dijagnoze kod Zena. Zenski spol
pojedina¢no nije prediktor prezivljenja [84](1. Utvrdeno je takoder da je obostrana
ovarijektomija povezana sa znacajno povecanim rizikom nastanka HCC-a, §to nije povezano s
krac¢om izlozeno$¢u endogenim hormonima ili primjenom hormonskog nadomjesnog lijeCenja
u menopauzi. Nije se naslo povezanosti izmedu oralnih kontraceptiva i HCC-a. Takoder nije

nadena povezanost izmedu broja poroda, starosti Zene pri prvom porodu, dobi menopauze ili
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trajanja fertiliteta [85]C] . Smanjena razina adiponektina je uzrok pojac¢anog rizika karcinoma
jetre kod muskaraca. Testosteron aktivira protein JNK (od engl. c-Jun N-terminal kinase —
JNK) kod miSeva i u humanim adipocitima. Inhibicija adiponektina posredovana s JNK
proteinima uzrokuje proliferaciju malignih stanica jetre, jer adiponektin S$titi od nastanka
jetrenog karcinoma preko aktivacije AMP [86](]. Nedavno je dokazan zastitni ucinak
estrogena protiv HCC-a koji je jaki endogeni antioksidans preko snizavanja ekspresije IL6 i
inhibicije tumorom povezanih makrofaga (od engl. Tumor associated macrophage — TAM)

[87].

Protuupalni uc¢inak estrogena je dobro istrazen. Estrogen, ovisno o svojoj koncentraciji ili
vrsti stanica na koje utjeCe, ima imunomodularni ucinak S$to se posebno vidi tijekom
menopauze kod Zena kada se znacajno smanji koncentracija estrogena [88]. Ako B-stani¢ni
imunitet ili fibroza tkiva ne igraju klju¢nu ulogu u obnovi tkiva, estrogen bi mogao imati
zastitnu ulogu u kroni¢nom upalnom procesu. Estrogen moze kociti NF-kB put i blokirati
ekspresiju adhezijskim molekulama. Produkcija upalnih ¢imbenika, kao Sto su dusic¢ni oksid

(NO) 1 ROS su smanjeni u upalnom okolisu [89](] .

Relativni porast visceralnog masnog tkiva kod musSkaraca bi mogao objasniti spolne razlike
kod HCC-a, kao §to je u jednoj studiji prikazana povezanost BMI i rizik od ponovnog razvoja
HCC-a nakon LTX kod muskaraca [90]. U slucaju HBV i1 HCV infekcije, dokazano je da
zenski spol ima zastitni u¢inak protiv HCC-a jer estrogen snizava upalno povisenu razinu IL6
1 nastanak virusa [91]. Razlike u metabolizmu medu spolovima mogu doprinijeti razlikama u
HCC-u. Visceralni adipozitet, ¢es¢i kod musSkaraca, inducira proupalno stanje koje moze
povecati rizik od nastanka fibroze u odnosu na Zene. Estrogenska zaStita se gubi u
postmenopauzi pa se u ovoj zivotnoj dobi povecava broj NASH oboljenja kod zena u odnosu
na muskarce. Starije zene s HCC-om c¢esc¢e obolijevaju od NASH 1 Cesto se moze dogoditi
previd radi trenutnih smjernica lijecenja i prac¢enja. Spolne razlike mogu pruziti podrSku za

buduca istrazivanja spolno ovisnih prevencija nastanka HCC-a [92][7] .

Unatoc¢ znacajnim demografskim razlikama u NASH grupama, karakteristike jetre i tumora su
usporedne. NASH-HCC bolesnici stariji su u odnosu na bolesnike s alkoholno nastalim
HCC-om (7249 godina u odnosu na 66+9 godina, p<0.001), manja je predominacija muskog
spola (65% naspram 98%, p<0.001), manja je prevalencija SB u NASH-HCC (78% naspram
36%, p<0.001) te je poviSeni krvni tlak u NASH-HCC grupi (80% naspram 58%, p<0.001)

[73]. Vrijednosti funkcionalnih jetrenih testova su bili podjednaki. Vecini bolesnika bolest je
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kasno utvrdena, nepogodna za lokoregionalno lijecenje. Kvalitetnija karakterizacija bolesnika
s NASH-om i alkoholnom bolesti jetre potrebni su radi optimiziranog probira, pracenja i

plana lijecenja bolesnika [93][] .

Rano postavljanje dijagnoze i lijeCenje HCC-a predstavljaju izazov jer patogeneza HCC-a nije
do kraja istrazena. Promjene u alkoholom izazvanim poviSenim vrijednostima Secera su
prisutne u ranom stadiju HCC-a u odnosu na zdravo tkivo jetre. U krvi, poviSene vrijednosti
Secera izazvane alkoholom razli¢ite su usporeduju¢i HCC 1 kronicne jetrene bolesti gledano
preko ROC (Receiver Operating Characteristic) krivulje 0.85 u odnosu na 0.65 kad se
usporedi s a-fetoproteinom kao standardnim bioloskim biljegom HCC-a. Vrijednosti Secera
linearno rastu gledano od zdravih osoba u odnosu na oboljele od kroni¢ne jetrene bolesti,
ranih stadija HCC-a 1 kasnih stadija HCC-a. Porast vrijednosti Se¢era upucuje na mogucéu
ulogu aldo-keto reduktaze u patogenezi HCC-a, otvaraju¢i moguénosti nove dijagnostike 1

opcija lijeenja nakon potvrde oboljenja [94](] .

Detaljnijim istraZivanjem utjecaja konzumacije kave u patogenezi HCC-a je utvrdeno da kava
prema jednoj pretpostavci upucuje da sniZzava serumske razine y-glutamiltransferaze (GGT),
koji je povezan s nizom incidencijom nastanka HCC-a. Procjenjuje se da na razvoj HCC-a u
viSe od 80% slucajeva imaju utjecaj Cetiri glavna ¢imbenika koji se mogu izbjeci. Tesko je
davati preporuke pravilne prehrane, jer nije utvrdeno da konzumacija velikih koli¢ina
antioksidansa smanjuje rizik od nastanka HCC-a. Hrana bogata viSestruko nezasi¢enim
masnim kiselinama 1 vjerojatno B-karoten mogu smanjiti rizik od nastanka HCC-a, za razliku

od hrane bogate ugljikohidratima i nastanka ciroze i SB [96](] .
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2. CILJEVII HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

2.1. CILJEVIISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja je odrediti mogué¢i mehanizam kojim upalno izazvana smrt stanice putem
LPO uzrokuje razvoj HCC-a u odsutnosti virusne infekcije. Uz to cilj je istraziti na koji nacin
molekularna patogeneza virusa utjeCe na nastanak hepatocelularne ozljede koja zapocinje
programirani upalni odgovor unutar jetre, regenerativnu hiperplaziju, te progresiju u tumor.
Ovim podciljevima ¢e se istraziti da li na mehanizam nastanka HCC-a utje¢e samo virusna
upala uz prisutne prate¢e tumoru pridruzene makrofage i LPO ili je mehanizam nastanka
HCC-a povezan i s vanjskim ¢imbenicima rizika (npr. alkohol, pusenje, pretilost, dob i spol) i

njihovom LPO.
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2.2. HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

Oksidacijsko ostecenje tkiva jetre je zbog upale znacajno poviseno kod virusnih oboljenja u
odnosu na alkoholnu etiologiju. Kako se u mikrookolisu tumora, pa tako i HCC-a nalaze
razli¢ite stanice s promijenjenom funkcijom (npr. fibroblasti, endotelne 1 upalne stanice,
periciti), pretpostavka je da tumoru pridruzeni makrofagi su dodatni ¢imbenik koji razlikuje
infekciju 1 upalu u razvoju HCC-a. Pretpostavka je da ¢e vanjski ¢imbenici pridonijeti razvoju
oksidacijskog stresa kod upale te ¢e se prema tome dodatno razjasniti mehanizam nastanka

HCC.
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3. MATERIJALII METODE

3.1. ISPITANICI

Ispitanici koji su ukljuceni u istrazivanje primljeni su u Klini¢ku bolnicu Merkur u Zagrebu,
uz protokole uskladene s etickim standardom Deklaracije iz Helsinkija iz 1975. godine te s
modifikacijama iz 1983. godine, a odobrenog od strane Etickog povjerenstva KB Merkur

UR.BR. 03/1-3578.

Identiteti ispitanika koji su ukljuceni u istrazivanje poznati su samo voditelju i zaSti¢eni su
posebnim kodovima, koji su dio bolni¢kog protokola kojim se vode histoloski uzorci
ispitanika. Klinicki i laboratorijski podaci dobiveni su iz osobnih kartona ispitanika Klinike za
kirurgiju, anestezioloskih intraoperativnih lista te terapijskih lista iz Jedinice intenzivnog

lijecenja Odjela za anesteziju, reanimatologiju i intenzivno lije¢enje KB Merkur.

Retrospektivno istrazivanje obuhvatilo je bolesnike Klinike za kirurgiju, Odjela za anesteziju 1
intenzivno lijeCenje te Klinickog zavoda za patologiju 1 citologiju KB Merkur od 2007. do
2015. godine, te je izdvojeno ukupno 153 ispitanika sa slijede¢im dijagnozama: alkoholna
ciroza (EtOH), alkoholna ciroza s hepatocelularnim karcinomom (EtOH HCC), hepatitis B
virus (HBV), hepatitis B virus s hepatocelularnim karcinomom (HBV HCC), hepatitis C virus
(HCV), hepatitis C virus s hepatocelularnim karcinomom (HCV HCC). Budu¢i da je nastanak
hepatocelularnog karcinoma usko povezan s cirozom jetre te s HBV 1 HCV infekcijama, uz
nisku incidenciju pojedinih virusnih infekcija, u nekim grupama bolesnika nije bilo moguce
naci veci broj ispitanika za nasu studiju. Iz bolni¢ke arhive Klini¢kog zavoda za patologiju 1
citologiju uzeti su parafinski uzorci tkiva jetre te su narezani za imunohistokemijska

istrazivanja.

Imunohistokemijska bojanja provedena su u Laboratoriju za oksidacijski stres Zavoda za

molekularnu medicinu Instituta Ruder Boskovié.
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3.2. METODE

U sklopu obrade za postupak LTX, svim bolesnicima se protokolirano ucini dijagnosticka

obrada. Svi analizirani podaci su preuzeti iz medicinske dokumentacije ispitanika.

Velika veéina svih bolesnika, uz jetreno zatajenje, ima i pridruzene bolesti. Predoperativna
procjena bolesnika zahtijeva multidisciplinarni pristup. To uklju¢uje procjenu jetrene
disfunkcije 1 mozebitne nastale komplikacije jednako kao 1 pridruzene bolesti, bolesnikove

motivacije za lijeCenjem te podrsku obitelji.
Kardijalna evaluacija

Kardijalna procjena bolesnika se razlikuje medu transplantacijskim centrima. Minimum je
EKG (elektrokardiogram) 1 transtorakalni ultrazvuk srca (od engl. Transthoracal
echocardiogram — TTE) koji se moraju uginiti kod svih bolesnika. Cesto je potrebno uginiti
cjelokupnu funkcionalnu procjenu kardijalne rezerve i alkoholom nastale kardiomiopatije.
Incidencija koronarne bolesti (od engl. Coronary Artery Disease — CAD) je 5-26% medu
bolesnicima koji se planiraju za postupak LTX. Bolesnike sa prisutnim ¢imbenicima rizika,
kao $to su SB, NASH, znana CAD i periferna vaskularna bolest, treba dodatno obraditi.
Dobutamin stres miokardijalni perfuzijski slikovni prikaz te dobutamin stres ehokardiografija
(od engl. Dobutamin Stress Echocardiogram — DSE) mogu pomo¢i prilikom prepoznavanja
bolesnika sa znacajnim ishemijskim bolestima srca, posebice kod bolesnika kod kojih nije
moguce provesti testiranje funkcionalnog kapaciteta. CAD je povezana s visokim
mortalitetom (50%) 1 morbiditetom (81%) pri LTX radi ¢ega bi DSE trebala biti sastavni dio

rutinske predtransplantacijske obrade bolesnika.

Plu¢na evaluacija

Plué¢ne komplikacije nastale kao posljedica jetrene bolesti su restriktivna bolest plu¢a zbog
nastalih pleuralnih izljeva, intrapulmonalnih ,shuntova®, ventilacijsko-perfuzijskih
poremecaja (od engl. Ventilation/Perfusion ratio — V/Q) 1 pluéne hipertenzije. Rendgenska
snimka srca i pluca te funkcionalni testovi plu¢a mogu otkriti ve¢ postoje¢u pluénu bolest.
Iznimno je bitno otkriti hepatopulmonalni sindrom te portopulmonalnu hipertenziju obzirom

da su odgovorni za jednu od postoperativnih komplikacija.
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U istrazivanju su bili ukljuceni slijede¢i parametri:

Parametri primatelja: dob, spol, etiologija ciroze, visina, tezina, indeks tjelesne tezine (od
engl. Body mass indeks — BMI), krvna grupa, alkohol, pusenje, pridruZene bolesti (AH i SB —

numericke vrijednosti krvnoga tlaka kao ni vrijednost Secera u krvi nisu pracene), lijekovi.

Laboratorijski parametri na dan transplantacije: leukociti (L), hemoglobin (Hgb), trombociti
(Trc), neutrofili (Neu), limfociti (Ly), monociti (Mo), protrombinsko vrijeme (PV),
internacionalni omjer protrombinskog vremena (od engl. International normalized ratio —
INR), aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme (APTV), fibrinogen, albumini, kalij (K),
natrij (Na), urea, kreatinin, C-reaktivni protein (CRP), ukupni bilirubin, aspartat-
aminotransferaza (AST), alanin aminotransferaza (ALT), gama glutamil transferaza (GGT),
alkalna fosfataza (ALP). Osim standardnih predoperativnih laboratorijskih parametara pred
veliki kirurSki zahvat, praceni su i: kolinesteraza (ChE), ukupni kolesterol, indeks
ateroskleroze (omyjer triglicerida/HDL kolesterola — od engl. High density lipoprotein — HDL)
dobiven kao automatski laboratorijski izraun, pojedinacne vrijednosti triglicerida i HDL
kolesterola nisu u ovom radu pracene, Zeljezo, TIBC (od engl. Total Iron Binding Capacity —
TIBC), UIBC (od engl. Unsaturated Iron Binding Capacity — UIBC), saturacija transferina

ucinjeni na dan transplantacije i 1 mjesec nakon transplantacije.

Uzorci su pripremljeni i obojeni prema standardnim metodama pripreme histoloskog
preparata za dijagnostiku svjetlosnim mikroskopom . Biopti¢ke uzorke analizirao je iskusni i

neovisni patolog, specijaliziran u podrucju transplantacije jetre.

MELD (od engl. Model For End Stage Liver Disease) bodovni sustav je razvijen 2003.
godine kako bi se njime procijenila 3 mjese¢na smrtnost bolesnika s uznapredovalom bolesti

jetre [97].
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Tablica 4. MELD bodovni sustav

MELD Ocekivano 6 mjesecno | Ocekivano 12-mjesecno | Ocekivano 24-mjesecno
score prezivljenje prezivljenje prezivljenje

0-9 98% 93% 90%

10-19 92% 86% 80%

20-29 78% 71% 66%

30-39 40% 37% 33%

3.2.1. PRIPREMA PATOHISTOLOSKIH PREPARATA

Tkivo jetre koje je uzeto za patoloSku obradu fiksirano je u 10% puferiranom formalinu,
dehidrirano je kroz uzlazni gradijent alkohola (70% etanol, 96% etanol i apsolutni etanol), te
je dodatno dehidriran u ksilenu i proZet parafinom. Nakon $to je tkivo proZeto parafinom,
konacno je fiksirano u parafinske kocke kako bi se moglo rezati na ultratanke rezove od 4 pm.

Rezovi su fiksirani na predmetna stakalca nakon ¢ega je slijedilo imunohistokemijsko bojanje.

3.2.2. IMUNOHISTOKEMIJSKO BOJANJE I ANALIZA

Imunohistokemijskim bojanjem pratila se izrazenost biljega LPO akroleina i HNE-a te biljega

aktivacije makrofaga CD68.

Preparati na predmetnim stakalcima su rehidrirani uranjanjem u ksilen, a zatim u silazni

gradijent alkohola (apsolutni etanol, 96% etanol i 70% etanol) te su konacno rehidrirani u
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destiliranoj vodi. Nakon $to su membrane dodatno permeabilizirane 2 minute u metanolu,

ostaci su se isprali u PBS-u te je dalje slijedila detekcija ciljanog antigena.

Proizvod lipidne peroksidacije, akrolein, vizualiziran je monoklonskim protutijelima iz miSa
na akrolein-lizinski konjugat, ustupljen ljubaznosc¢u prof. Koji Uchide iz Laboratory of Food
and Biodynamics, Graduate School of Bioagricultural Sciences, Nagoya University, Nagoya,
Japan. Uzorci su nakon ispiranja PBS-om inkubirana 2 sata na sobnoj temperaturi s anti-
akrolein-lizin protutijelima u razrjedenju 1:10 u PBS/1%BSA. Nakon 2 sata su primarna
protutijela isprana tri puta po 5 minuta PBS-om te su zatim inkubirana s 3% vodikovim
peroksidom 20 minuta u mraku radi inhibicije endogenih peroksidaza. Nakon inhibicije
peroksidaza, uzorci su isprani tri puta po 5 minuta u Tris fosfatnom puferu (TBS) te su
inkubirani 30 minuta s EnVision sekundarnim protutijelom (DAKO, Danska). Po zavrSetku
inkubacije, uzorci su isprani tri puta po 5 minuta TBS-om. Prisutnost akrolein-lizinskih
konjugata vizualizirana je dodatkom 3.3'-diaminobenzidin-tetrahidroklorida (DAB, Dako),
koji na mjestu vezivanja protutijela daje smedi talog. Iz ovako pripremljenih uzoraka
napravljeni su trajni preparati dehidracijom kroz uzlazni gradijent alkohola (70% etanol, 96%

etanol 1 apsolutni etanol) te ksilen 1 kona¢no uklapanjem u Kanada Balzam.

Drugi proizvod lipidne peroksidacije, HNE, vizualiziran je monoklonskim protutijelima iz
miSa na HNE-histidinski konjugat, ustupljen ljubazno$¢u prof. Georga Waega, Sveucilista
Karl-Franzens, Graz, Austrija. Uzorci su nakon ispiranja PBS-om inkubirana 2 sata na sobnoj
temperaturi s anti-HNE-histidin protutijelima u razrjedenju 1:10 u PBS/1%BSA. Nakon 2 sata
primarna protutijela su isprana tri puta po 5 minuta PBS-om te su zatim inkubirana s 3%
vodikovim peroksidom 20 minuta u mraku radi inhibicije endogenih peroksidaza. Nakon
inhibicije peroksidaza, uzorci su isprani tri puta po 5 minuta u Tris fosfatnom puferu (TBS) te
su inkubirani 30 minuta s EnVision sekundarnim protutijelom (DAKO, Danska). Po zavrSetku
inkubacije, uzorci su isprani tri puta po 5 minuta TBS-om. Prisutnost akrolein-lizinskih
konjugata vizualizirana je dodatkom 3.3'-diaminobenzidin-tetrahidroklorida (DAB, Dako),
koji na mjestu vezivanja protutijela daje smedi talog. Iz ovako pripremljenih uzoraka
napravljeni su trajni preparati dehidracijom kroz uzlazni gradijent alkohola (70% etanol, 96%

etanol 1 apsolutni etanol) te ksilen 1 kona¢no, uklapanjem u Kanada Balzam.

30



Biljeg aktivacije makrofaga CD68, vizualiziran je monoklonskim protutijelom iz miSa
anti-CD68 (MAS513324, ThermoFisher Scientific, SAD). Nakon rehidracije uzroke je bilo
potrebno termicki obraditi u citratnom puferu pH 6.0 na temperaturi od 85 °C 30 minuta kako
bi se otkrio antigen. Nakon otkrivanja antigena, slijedilo je ispiranje PBS-om te inkubacija
primarnim protutijelom anti-CD68 preko no¢i na sobnoj temperaturi s razrjedenjem 1:100 u
PBS/1% BSA. Nakon inkubacije, primarna protutijela isprana su tri puta po 5 minuta PBS-om
te su zatim inkubirana s 3% vodikovim peroksidom 20 minuta u mraku radi inhibicije
endogenih peroksidaza. Nakon inhibicije peroksidaza, uzorci su isprani tri puta po 5 minuta u
Tris fosfatnom puferu (TBS) te su inkubirani 30 minuta s EnVision sekundarnim protutijelom
(DAKO, Danska). Po zavrSetku inkubacije, uzorci su isprani tri puta po 5 minuta TBS-om.
Prisutnost CD68 vizualizirana je dodatkom 3.3'-diaminobenzidin-tetrahidroklorida (DAB,
Dako), koji na mjestu vezivanja protutijela daje smedi talog. Iz ovako pripremljenih uzoraka
napravljeni su trajni preparati dehidracijom kroz uzlazni gradijent alkohola (70% etanol, 96%

etanol i apsolutni etanol) te ksilen 1 kona¢no uklapanjem u Kanada Balzam.

Prisutnost akroleina, HNE-a i CD68 u tkivima jetre analizirao je patolog pomocu svjetlosnog
mikroskopa (tip Olympus BX51 s pripadajuc¢om digitalnom kamerom DP70 i softverom za
analizu slike). Za akrolein 1 HNE pratile su se izrazenosti u pojednim vrstama stanica jetre po
jacini 1 postotku pozitiviteta u jezgri i citoplazmi stanica. CD68 pracen je u makrofagima i
pigmentofagima. Analiza je izvrSena na najmanje 5 vidnih polja velikog povecanja 400x.
Analizirana je prisutnost citoplazmatske, nuklearne ili mijeSane izraZenosti. Odreden je
intenzitet akroleina, HNE 1 anti-NRF2 bojanja: 0 = negativno, 1+ = slabo, vidljivo na
povecanju 400x, 2+ = srednje, vidljivo na povecanju 100x 1 3+ = jako, vidljivo na povecanju

40x.

3.2.3. STATISTICKA ANALIZA

Za statisticke analize koriSten je raunalni program Prism GraphPad, verzija 8.0 (GraphPad
Software, SAD, 2020.). KoriSteni su slijedeci statisticki testovi: Studentov T test, te 2 test i

one-way ANOVA za multivarijantnu analizu parametara. Rezultati su opisani aritmetickom
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sredinom, standardnom pogreSkom aritmetiCke sredine te prosjekom za prikaz zbirnih

vrijednosti atributivnih varijabli, a kao znacajne uzete su razlike s p<0.05.
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4. REZULTATI

4.1. ISPITANICI

Ispitanici su bili obradeni u Klinickoj bolnici Merkur u Zagrebu u periodu od 2007. do 2015.
godine uz odobrenje Etickog povjerenstva KB Merkur (UR.BR. 03/1-3578) te je u potpunosti
u skladu s etickim standardom Deklaracije iz Helsinkija iz 1975. godine te njezinim modifi-

kacijama iz 1983. godine.

Istrazivanje je obuhvatilo bolesnike Klinike za kirurgiju, Odjela za anesteziju i intenzivno
lijecenje te Klinickog zavoda za patologiju i citologiju KB Merkur od 2007. do 2015. godine,
ukupno 153 ispitanika je podijeljeno prema dijagnozama u grupe: alkoholna ciroza (EtOH),
alkoholna ciroza s hepatocelularnim karcinomom (EtOH HCC), hepatitis B virus (HBV), he-
patitis B virus s hepatocelularnim karcinomom (HBV HCC), hepatitis C virus (HCV), hepati-
tis C virus s hepatocelularnim karcinomom (HCV HCC). Kako je HCC usko povezan s ciro-
zom jetre koja je povezana s HBV 1 HCV infekcijama, u nekim grupama nije bilo moguce
naci veci broj ispitanika zbog niske incidencije pojedinih virusnih infekcija. Podaci za ispita-

nike nalaze se u tablici 5.

Tablica 5. Statisticki podaci za ispitanike

KARAKTERISTIKE BROJ ISPITANIKA: 153
EtOH 44
EtOH HCC 21
HBV 13
HBV HCC 7
HCV 30
HCV HCC 22
HCC 16
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PUSENJE 31
Pothranjenost <18: 1
Normalno 18.5-24.9: 35
BMI (body mass index)
Prekomjerna tezina 25-29.9: 87
Pretilost >30: 30
>30: 1
>40: 6
>50: 40
DOB
>60: 74
>70: 30
>80: 2
SPOL M: 128
7:25
KRVNA GRUPA A: 52
B: 26
AB: 7
0: 68
SECERNA BOLEST tip 2 35
LEUKOCITI <4 ili >10 58
CRP (>5) 68
MONOCITI <0.2 ili > 0.8 25
AST (>38) 106
GGT (>55) 69
Alfa fetoprotein ( >5.8) 50
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Tablica 6. MELD bodovni sustav prema etiologiji zatajenja jetre ispitanika ovoga rada u

vremenskom razdoblju 2007. do 2015.godine

ETIOLOGIJA PROSJECNI MELD SCORE
EtOH 20.7

EtOH HCC 14.3

HBV 22.1

HBV HCC 11.8

HCV 22.5

HCV HCC 12.2

HCC 16.05

EtOH (Alkoholna ciroza), EtOH HCC (alkoholna ciroza s hepatocelularnim karcinomom),
HBV (hepatitis B virus), HBV HCC (hepatitis B virus s hepatocelularnim karcinomom), HCV
(hepatitis C virus), HCV HCC (hepatitis C virus s hepatocelularnim karcinomom), HCC

(hepatocelularni karcinom)

Tablica 7. MELD bodovni sustav prema etiologiji jetrenog zatajenja naSih ispitanika u

vremenskom razmaku 2007. do 2015.godine

ETIOLOGIJA MELD 20-29 MELD 30-39
EtOH 38% 14.2%

EtOH HCC 13.6% 0

HBV 36.3% 27.2%

HBV HCC 14.2% 0

HCV 11.5% 19.2%

HCV HCC 4.5% 0

HCC 0 17.6%

EtOH (Alkoholna ciroza), EtOH HCC (alkoholna ciroza s hepatocelularnim karcinomom),
HBV (hepatitis B virus), HBV HCC (hepatitis B virus s hepatocelularnim karcinomom), HCV
(hepatitis C virus), HCV HCC (hepatitis C virus s hepatocelularnim karcinomom), HCC

(hepatocelularni karcinom)
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4.2. ANALIZA PRISUTNOSTI HNE-a

Kako bi odredili ulogu HNE-a u patologiji HCC-a ovisno o vanjskim ¢imbenicima,
analizirani su intenzitet i postotak pozitivnih stanica pojedinih dijelova u tkivu jetre, tocnije
analiziran je HNE pozitivitet u hepatocitima (jezgra, citoplazma), stanicama zuci (jezgra,
citoplazma) 1 Kupfferovim stanicama (citoplazma) (Slika 6). Rezultati su analizirani po
etiologiji te su rezultati ispitanika s EtOH, EtOH HCC 1 HCC prikazani na slici 7. HNE se u
svim uzorcima rasporeduje znacajno vise u citoplazmi nego u jezgri, i po intenzitetu i po
postotku pozitivnih stanica. Gledano prema skupinama, HCC skupina se posvuda
najintenzivnije boja iako ove razlike nisu statisticki znacajne. Najslabiji intenzitet bojanja
medu citoplazmama se nalazi u citoplazmama Kupfferovih stanica, uz najve¢i broj HNE
pozitivnih stanica (>90%). Intenzitet HNE obojenja pokazuje trend porasta u hepatocitima
kod HCC-a u odnosu na EtOH i EtOH HCC, ali, nema statisticke znacajnosti. Slican trend je i
u citoplazmama stanicama Zuci, opet, bez statisticke znacajnosti, najintenzivnije je obojao
HCC (1.8) u citoplazmi hepatocita, najslabije EtOH HCC skupinu. Intenzitet HNE pozitiviteta
u jezgrama hepatocita i stanica zuci raste kod HCC-a, medutim isto bez znacajnosti medu
grupama. Kod Kupfferovih stanica nije bilo HNE-a u jezgrama. Zanimljivo, citoplazme i

hepatocita i stanica Zuci i Kupfferovih stanica imale su izrazito visok postotak pozitiviteta.

Slika 6. Imunohistokemijsko bojanje na HNE proteinske konjugate, reprezentativna slika

(100x). Smede obojenje prikazuje prisutnost HNE-a.
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Slika 7. Intenzitet (A) 1 postotak (B) HNE pozitiviteta u jetri ispitanika s alkoholnom (EtOH)

etiologijom. Prikazane su srednja vrijednost +/- SE; p>0.05

Kod ispitanika s infekcijom HBV virusa (Slika 8) trend najniZzeg intenziteta HNE-pozitiviteta
nalazi se u grupi s infekcijom HBV-om i HCC-om u hepatocitima, stanicama zuci i
Kupfferovim stanicama, medutim zbog izuzetno malog broja uzoraka ove razlike nisu
statistiCki znacajne. Postotak pozitiviteta, kao i kod alkoholne etiologije je izuzetno visok i
bez razlike medu skupinama. Nasuprot citoplazmama, nalazi se mali broj pozitivnih jezgri s

niskim intenzitetom. Kupfferove stanice nemaju HNE-a u jezgrama niti u jednoj grupi.

37



HNE
3_
m HBV
HBV HCC

N T T

3

c

= 14 '|'

0- ML AL
Hepatociti Hepatociti Zuc Zuc Kupffer
citoplazma jezgra citoplazma jezgra citoplazma
HNE m HBV
HBV HCC

1507 W= HCV HCC
®
(3]
§
+ 100- T
£
c
s T T
‘N 50
2
R I T

Hepatociti Hepatociti Zuc Zuc Kupffer
citoplazma jezgra citoplazma jezgra citoplazma

Slika 8. Intenzitet (A) 1 postotak (B) HNE pozitiviteta u jetri ispitanika s HBV etiologijom.

Prikazane su srednja vrijednost +/- SE; p>0.05

HNE pozitivitet kod ispitanika s HCV etiologijom prikazan je na slici 9. Zanimljivo, sama
HCYV infekcija ima nizi, iako ne zna€ajno, HNE pozitivitet u odnosu na HCC s ili bez HCV
infekcije. Kao i u predhodnim analizama, jezgre imaju niski intenzitet pozitiviteta, dok su
jezgre Kupfferovih stanica negativne. Postotak pozitivnih citoplazmi je izrazito visok, dok je

postotak pozitivnih jezgri nizak.
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Slika 9. Intenzitet (A) 1 postotak (B) HNE pozitiviteta u jetri ispitanika s HCV etiologijom.
Prikazane su srednja vrijednost +/- SE; p>0.05

Slijedece su usporedene grupe s i bez HCC (Slika 10). U podrucju citoplazme hepatocita se
kod ¢imbenika rizika najintenzivnije obojala HBV skupina, dok su najpozitivnija bojanja
HBV infekcije bila u podru¢ju citoplazme Kupfferovih stanica (>90%), medutim bez
statisticke znacajnosti. U HCC skupini HCV HCC i HCC se najintenzivnije bojaju u

citoplazmi hepatocita dok je podjednako najveéi pozitivitet bojanja u podrucju citoplazme
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Kupfferovih stanica (>95%) kod svih skupina podjednako visok (EtOH HCC, HBV HCC,
HCV HCC i HCC). Najslabiji intenzitet bojanja ima EtOH HCC skupina u jezgri zuci. EtOH
HCC predominira intenzitetom bojanja i u podrucju citoplazme i u podrucju jezgre dok samo
EtOH skupina predominira intenzitetom bojanja u podru¢ju jezgre hepatocita, u ostalima

predominira HBV skupina.
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Slika 10. Intenzitet (A, C) 1 postotak (B, D) HNE pozitiviteta u jetri ispitanika se usporeduju
¢imbenici rizika — HBV, HCV infekcija 1 EtOH (A, B) s HCC-om nastalim pri HBV 1 HCV
infekciji te kod EtOH skupine (C, D). Prikazane su srednja vrijednost +/- SE; p>0.05

Gledaju¢i intenzitet HNE pozitiviteta strome, razvidno je da HBV ima najjaci intenzitet dok s
druge strane HBV HCC skupina imaju najslabiji intenzitet bojanja. Sve skupine izuzev HBV
HCC-a imaju intenzitet bojanja izmedu 1-1.5, iako opisane razlike ukazuju na trend i nisu

statisticki znacajne.
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Stroma - HNE

Intenzitet

Slika 11. Usporedba HNE intenziteta bojanja u podrucju strome ¢imbenika rizika i1 nastalog

HCC-a. Prikazane su srednja vrijednost +/- SE; p>0.05
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4.3. ANALIZA PRISUTNOSTI AKROLEINA

Kako bi odredili ulogu akroleina u patologiji HCC-a ovisno o vanjskim ¢imbenicima,
analizirani su intenzitet i postotak pozitivnih stanica pojedinih dijelova u tkivu jetre, to¢nije
analiziran je pozitivitet akroleina u hepatocitima (jezgra, citoplazma), stanicama zuci (jezgra,
citoplazma) 1 Kupfferovim stanicama (citoplazma) (Slika 12). Gledaju¢i alkoholnu etiologiju
(Slika 13), akrolein je prisutan u citoplazmama hepatocita, stanica zuci i Kupfferovih stanica
sa srednjim intenzitetom i relativno visokim udjelom pozitivnih stanica (kod svih >60%). Kao
i kod HNE-a, jezgre Kupfferovih stanica su negativne, a intenzitet i postotak pozitivnih jezgri

je izrazito nizak. Medutim, medu grupama nema statisti¢ki znacajne razlike.

Slika 12. Imunohistokemijsko bojanje na akrolein proteinske konjugate, reprezentativna slika
(100x). Smede obojenje prikazuje prisutnost akroleina.
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Slika 13. Intenzitet (A) i postotak (B) ACR pozitiviteta u jetri ispitanika s alkoholnom

etiologijom. Prikazane su srednja vrijednost +/- SE; p>0.05

Kod HCV infekcije (Slika 14) intenziteti pozitiviteta na akrolein visi su u citoplazmi u odnosu
na jezgru. Intenzitet pozitiviteta znacajno je nizi kod HCC-a u citoplazmama stanica zuci u
odnosu na HCV (p=0.017). Postotak stanica pozitivnih na akrolein je, slicno kao i kod HNE-a
visok, s preko 60 % pozitivnih stanica Zuci, hepatocita i Kupfferovih stanica. Takoder, kao 1
kod HNE-a, postotak pozitivnih jezgri je izrazito niski, dok kod Kupfferovih stanica nema

pozitivnih jezgri.
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Slika 14. Intenzitet (A) i postotak (B) ACR pozitiviteta u jetri ispitanika s HCV infekcijom.

Prikazane su srednja vrijednost +/- SE; * p<0.05

Intenziteti obojenja kod HBV infekcije jaci su u citoplazmama nego u jezgrama hepatocita i
stanica zuci, dok kod Kupfferovih stanica akrolein nije prisutan u jezgri. lako se opaza isti
trend kao i1 kod HCV infekcije u citoplazmama stanica zuci, tj. pad u HCC grupi u odnosu na
HBYV infekciju, ova razlika nije statisticki znacajna. Jedan od razloga moze biti mali broj

ispitanika u HBV grupi, budu¢i da je mali broj ovih slucajeva. Gledaju¢i postotke stanica

44



pozitivnih na akrolein, uocava se relativno visok postotak pozitivnih stanica, iznad 60%, s

time da hepatociti pokazuju najveci postotak pozitivnih stanica.

A ACR
2.5+
mm HBV

2.0 HBV HCC
E 154 mm HCC
N T T
£ 1.0- I I

0.5 T

Hepatociti Hepatociti Zuc Zuc Kupffer
citoplazma jezgra citoplazma jezgra citoplazma

ACR

150 m HBV
S HBV HCC
[
< T
3 T T
N 50-
g
X T T

Hepatociti Hepatociti Zuc Zuc Kupffer
citoplazma jezgra citoplazma jezgra citoplazma

Slika 15. Intenzitet (A) i postotak (B) ACR pozitiviteta u jetri ispitanika s HBV infekcijom.

Prikazane su srednja vrijednost +/- SE; p>0.05

Usporedba grupa bez HCC-a pokazala je kako u citoplazmama stanica zu¢i dolazi od
statistiCki znaCajnog povecanja akroleina u virusnim infekcijama u odnosu na alkoholnu
etiologiju (p=0.036 za EtOH vs HBV odnosno p<0.0001 za EtOH vs HVC). Iako intenziteti

pokazuju razliku, ove se grupe ne razlikuju po postocima pozitivnih citoplazmi i jezgri ni kod
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jednih tipova stanica jetre. Kod hepatocelularnog karcinoma nema razlike ni u intenzitetu ni u

postotku pozitivnih stanica medu razli¢itim etiologijama.
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Slika 16. Intenzitet (A) i1 postotak (B) ACR pozitiviteta u jetri se usporeduju ¢imbenici rizika
(EtOH, HBV, HCV) s nastalim HCC-om (EtOH HCC, HBV HCC, HCV HCC, HCC).
Prikazane su srednja vrijednost +/- SE. * p<0.05; **** p<(0.0001

Usporedba intenziteta obojenja stanica strome na akrolein, pokazala je da se stroma boji
niskim intenzitetom te da nema razlika medu razli¢itim grupama. lako HCC razvijen uz HBV
infekciju pokazuje nizi trend od ostalih grupa, ova razlika nije statisticki znacajna. Svakako,
ovo bi se trebalo istraziti, no problem kod HBV grupa (i HBV 1 HBV HCC) je izrazito mali

broj dostupnih uzoraka/pacijenta s ovom etiologijom.
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Slika 17. Intenzitet ACR pozitiviteta u stromi ispitanika ¢imbenika rizika i nastalog HCC-a.

Prikazane su srednja vrijednost +/- SE; p>0.05
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4.4. ANALIZA PRISUTNOSTI CD68

EtOH skupina najintenzivnije boja sve preparate osim granuliranih hepatocita, pozitivitet je
prisutnost i intenzitet CD68 na stanicama jetre prikazana na slici 19. Intenziteti pozitiviteta su
izrazito niski i bez statistiCke znacajnosti medu grupama. Bojanje na CD68 kod hepatocita i
stanica zuc€i pokazalo je razliCit uzorak bojenja pa su kod ovih stanica razluceni difuzni i
granulirani pozitiviteti. lako se kod CD68 primjec¢uje odredeni trend bojenja kod grupa, taj
trend nije statisticki znacajan. Znacajne razlike uocene su kod Kupfferovih stanica gledajuéi
broj pozitivnih stanica u vidnom polju, pri ¢emu se primjecuje znacajan pad broja pozitivnih

stanica u grupi EtOH HCC u odnosu na EtOH grupu (p=0.008). Kod pigmentofaga je

zna€ajan pad pozitivnih pigmentofaga kod HCC grupe u odnosu na alkoholnu etiologiju

(p=0.042).

Slika 18. Imunohistokemijsko bojanje na CD68, reprezentativna slika (100x). Smede obojenje
prikazuje prisutnost CD68.
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Slika 19. Postotak (A) 1 intenzitet (B) CD68 pozitiviteta u podrucju zuci i hepatocita
ispitanika s alkoholnom etiologijom (EtOH) te broj pozitivnih stanica u vidnom polju kod
Kupfferovih stanica i pigmentofaga (C). Prikazane su srednja vrijednost +/- SE; * p<0.05; **

p<0.01
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Pozitivitet na CD68 kod HCV infekcije prikazan je na slici 20. Kao i kod alkoholne etiologije,
intenzitet CD68 pozitiviteta kod hepatocita i stanica Zzuci je izrazito niski i bez znacajnih
razlika. Takoder, postotak pozitivnih hepatocita i Zuci je nizak, iako se kod hepatocita vidi
trend pada pozitiviteta ukoliko se razvio HCC. Isti trend vidi se 1 kod Kupfferovih stanica i

pigmentofaga, isto bez statisticke razlike.
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Slika 20. Postotak (A) i intenzitet (B) CD68 pozitiviteta u podru¢ju zuci i1 hepatocita
ispitanika s HCV infekcijom te broj pozitivnih stanica u vidnom polju kod Kupfferovih

stanica i pigmentofaga (C). Prikazane su srednja vrijednost +/- SE; p>0.05

50



Pozitivitet na CD68 kod HBV infekcije prikazan je na slici 21. Kao i kod alkoholne etiologije,
intenzitet CD68 pozitiviteta kod hepatocita 1 stanica zuci je izrazito niski i bez znacajnih
razlika. Takoder, postotak pozitivnih hepatocita i Zuci je nizak, iako se kod hepatocita vidi
trend pada pozitiviteta ukoliko se razvio HCC slicno kao 1 kod HCV infekcije. Medutim,
trend pada CD68 pozitiviteta kod HCC-a prisutan je kod pimentofaga, ali ne i kod
Kupfferovih stanica, te je statisticki znacajan kod ¢iste HBV infekcije u odnosu na HCC bez

HBYV infekcije (p= 0.030).
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Slika 21. Postotak (A) i intenzitet (B) CD68 pozitiviteta u podrucju zuci i hepatocita
ispitanika s HBV infekcijom te broj pozitivnih stanica u vidnom polju kod Kupfferovih

stanica 1 pigmentofaga (C). Prikazane su srednja vrijednost +/- SE; * p<0.05

Kao i kod HNE-a i akroleina, usporedene su grupe s i bez HCC (Slika 22). CD68 nije
razlikovni ¢imbenik niti u jednoj skupini, uz niske intenizitete i postotke pozitivnih hepatocita

1 stanica Zuci.
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Slika 22. Intenzitet (A, C) i postotak (B, D) CD68 pozitiviteta u jetri ispitanika bez HCC-a
(grupe EtOH, HBV, HCV) (A,B) 1 s nastalim HCC-om (grupe EtOH HCC, HBV HCC, HCV
HCC, HCC) (C, D). Prikazane su srednja vrijednost +/- SE; p>0.05

Usporedbom CD68 pozitiviteta u Kupfferovim stanicama i pigmentofagima u odnosu na
prisutnost HCC-a (Slika 23), u grupama bez HCC-a nema statisticke razlike u prisutnosti
CD68 u Kupfferovim stanicama i1 pigmentofagima. Ukoliko je HCC prisutan, onaj s

alkoholnom podlogom ima nizi CD68 pozitivitet u Kupfferovim stanicama u odnosu na
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virusne infekcije 1 na sami HCC, medutim, znacajno se razlikuje s HCV HCC grupom

(p=0.031).
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Slika 23. Broj CD68 pozitivnih stanica u vidnom polju u jetri ispitanika bez HCC-a (grupe
EtOH, HBV, HCV) (A) i s nastalim HCC-om (grupe EtOH HCC, HBV HCC, HCV HCC,
HCC) (B). Prikazane su srednja vrijednost +/- SE; * p<0.05
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5. RASPRAVA

Karcinogeneza i HCC postaju sve veci problem modernog svijeta obzirom da je zadnjih
godina sve zastupljeniji u op¢oj populaciji. HCC nastaje najcesce kao posljedica ciroze jetre,
medutim, etiologija ciroze jetre se mijenja, alkoholna predominacija prepustila je mjesto
nealkoholnoj cirozi jetre, 59.46% slucajeva u 2017.godini, a 28.7% slucajeva uzrokovano je
HBYV infekcijom. Prevalencija NASH-a od 1990. do 2017. godine iznosi 115.61% [98]. U
1990. godini dekompenzacija jetre uzrokovana NASH-om potvrdena je kod 325 000 (302
000-349 000) bolesnika, a 2017. godine kod 917 000 (850 000-986 000) bolesnika (skoro
trostruko povecanje) [99]. U 2012. godini je od HCC-a oboljelo 14 milijuna ljudi, o¢ekuje se
rast do 22 milijuna oboljelih u narednih 20 godina. Petogodisnje prezivljenje HCC-a je <15%
[100].

Iako alkoholna ciroza prepusta vode¢e mjesto nealkoholnoj virozi, alkohol svakako ima jednu
od klju¢nih uloga u nastanku ciroze jetre, uz Cinjenicu da znaajno raste u zemljama u
razvoju. Prevencija ima znacajnu ulogu u incidenciji alkoholne ciroze jetre [101]. Cirozu
jetre, mogu uzrokovati i infekcije hepatitisom B ili hepatitisom C, koje ¢e u kona¢nici dovesti
do razvoja HCC-a. Preventivnim mjerama, kao §to je razvoj antivirusnih lijekova [102] ili
cijepljenje protiv HBV infekcije, znacajno se smanjuje udio bolesnika s razvijenom cirozom
jetre, pa je tako u razdoblju od 1990. do 2020. godine prevenirano 310 milijuna HBV
infekcija [103]. Ciljani antiviralni lijekovi uc€inkoviti su za sve genotipove HCV kod 90%
zaraZenih, ¢ime se direktno doprinosi smanjenju incidencije ciroze jetre, medutim potrebna je
snazna promocija lijeCenja te ga uciniti ekonomski dostupnim Sirokoj populaciji [104].
Nazalost Cesto jetrena bolest u podlozi ogranicava ucinkovitost lijecenja [60]. Stoga je od
posebne vaznosti rano otkrivanje HCC-a jer, kao i1 kod svih tumora, otkrivanje u ranom
stadiju bolesti znacajno poboljSava petogodiSnje prezivljenje bolesnika. Takoder, sustav
zdravstva potice sistemski probir i nadzor visokorizi¢ne ciljane populacije u svrhu rane
detekcije HCC-a [61]0). Kod HCGa je sistemski nadzor visokorizi¢nih skupina prijeko
potreban jer ima visoki stupanj mortaliteta, ve¢inom iz razloga §to je bolest dijagnosticirana u
kasnom stadiju s omjerom incidencije/mortaliteta koji je priblizno 1. HCC ¢ini oko 75-85%
primarnih karcinoma jetre ¢ime predstavlja globalni veliki zdravstveni problem. lako je
najveci broj slu¢ajeva HCC-a u Istocnoj Aziji i Africi, incidencija je u znacajnom porastu i u

SAD i Europi. Prac¢enje visokorizi¢ne skupine bolesnika ukljucuje ultrazvucno pracenje, s ili
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bez kontrole vrijednosti a-fetoproteina svakih Sest mjeseci, ¢ime se znac¢ajno pobolj$ava rano
otkrivanje i ukupno prezivljenje; medutim, ogranic¢enja u provodenju ovih sistematskih
pregleda i dalje dovode do kasnog otkrivanja HCC-a u velikom broju slucajeva [58][1 . Kako
Sto je ve¢ spomenuto, HCC ima u podlozi bolesti jetre (cirozu jetre, HBV ili HCV 1 NASH)
postoje dodatni ¢imbenici koji doprinose razvoju karcinoma. Dakle, HCC se razvija kao
posljedica kombinacije razli¢itih uzroka, genetskih, imunoloskih, virusnih infekcija, utjecaja
okoliSa i domacina. Parametri domacina su, prema literaturi, a i prema podacima naSih
ispitanika, muski spol, starost iznad 50 godina, obiteljska predispozicija, pretilost,
uznapredovala ciroza jetre ili ciroza s koinfekcijom nekim drugim hepatotropnim virusom i
HIV virusom. HIV virus nije bio utvrden ni kod jednog od ispitanika naseg istrazivanja.
Utjecaj okoliSa ¢ine ovisnost o alkoholu, puSenje 1 izloZenost aflatoksinu. Dodatno gledano,
loSoj prognozi HCC-a doprinosi i ¢injenica da su oboljeli, ¢esto starije osobe, kriticno bolesni
sa pridruzenim bolestima (srce, plu¢a), sa znacajnim poremecajima hemostaze, bubrezne

funkcije i elektrolita [62](7 .

Kao $to je ve¢ receno, visok stupanj mortaliteta kod HCC-a je posljedica kasnog otkrivanja
bolesti, odnosno HCC se otkiva u poodmaklom stadiju bolesti, no djelomi¢no i1 zbog
neucinkovitog sistemskog lijeCenja HCC-a [65][] .Stoga su tijekom lijeCenja HCC-a prisutna
dva izazova, prvi je rano otkrivanje bolesti 1 drugi je lijecenje, no prevladavanje oba je
izrazito teSko, stoga je obicno HCC fatalan unato¢ ranom postavljanju dijagnoze i otkrivanju

bolesti.

Oksidacijski stres je svakako jedan od ¢imbenika koji doprinosi patogenezi HCC-a [18]. Na
modelu Stakora, koji zbog poremecenog transporta bakra spontano razvijaju Zuticu, cirozu te
na kraju i hepatocelularni karcinom, pokazano je kako je proizvod LPO, HNE, prisutan u

razli¢itim stadijima razvoja bolesti, te se pretpostavlja da igra ulogu u razvoju ove patologije.

Kako oksidacijski stres doprinosi Sirenju i razvoju oStec¢enja, brojni drugi ¢imbenici pridonose
razvoju oksidacijskog stresa. Naime, jetreno oSteCenje moze biti akutni ili kroni¢ni upalni
proces. U uvjetima lokalne upale aktiviraju se brojne jetrene stanice, kao §to su sinusoidne
endotelne stanice, stelatne stanice, dendriticne stanice i Kupfferove stanice ¢ime dolazi do
otpuStanja brojnih medijatora upale, citokina i1 kemokina, koji dovode do nastanka
oksidacijskog stresa [55]. Uzrocnici upale u jetri mogu biti brojni, medu njima su HBV i
HCV infekcije, ovisnost o alkoholu i NASH [49][]. Prema laboratorijskim podacima

ucinjenim na dan transplantacije 45.1% ispitanika je imalo opstruktivno oSeteénje jetre
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(vrijednost GGT >55 U/L, odnosno iznad gornje granice referentne vrijednosti), 69.2% je
imalo parenhimsko ostecenje jetre (vrijednost AST > 38 U/L, odnosno iznad gornje granice
referentne vrijednosti) te je povecanu vrijednost alfa fetoproteina (>5.8) imalo 32.7%

ispitanika.

Uzevsi u obzir ranije navedeno, cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi pojavu oksidacijskog
stresa uz druge uzroke nastanka HCC-a. Razina oksidacijskog stresa kod HCC-a istrazivana je
kroz uzroke karcinoma, HBV, HCV te alkoholnu etiologiju nastanka karcinoma. Kako se u
mikrookoli$u tumora, pa tako i HCC-a nalaze razli¢ite stanice s promijenjenom funkcijom
(npr. fibroblasti, endotelne i upalne stanice, periciti), pretpostavka je da tumoru pridruzeni
makrofagi su ¢imbenici koji razlikuje infekciju 1 upalu u razvoju HCC-a. Takoder, 1 vanjski
¢imbenici ¢e pridonijeti razvoju oksidacijskog stresa kod upale te ¢e se prema tome dodatno

razjasniti mehanizam nastanka HCC-a.

Prema godiSnjim statistickim podacima Eurotransplanta koji su javni i1 prate se unatrag do
2011. godine, u Hrvatskoj 2011. godine je u¢injeno 115 LTX, na listi ¢ekanja za postupak
LTX je bilo 77 bolesnika. Godine 2015. je ucinjeno 139 LTX, na listi ¢ekanja je bilo 62
bolesnika. 2020. godine se prati pad broja u¢injenih LTX, u¢injeno je 85 LTX, na listi ¢ekanja
za postupak LTX je bilo 112 bolesnika. Smanjeni broj ucinjenih LTX 2020.godine je

vjerojatno posljedica jos uvijek prisutne epidemije SARS CoV-2 virusom.

Tumorsko tkivo gradeno je od strome i parenhima. Stromu tumora Cine stelatne stanice,
makrofagi 1 endotelne stanice. Stroma ima klju¢nu ulogu kako u inicijaciji nastanka tumora,
tako 1 u progresiji 1 metastaziranju tumora. Kroni¢no upalno stanje jetre moze izazvati smrt
hepatocita ili njthovu kompenzatornu proliferaciju, s nakupljanjem oStec¢enja genoma. Upalna
sredina poti€e pojacano stvaranje krvnih zila, angiogenezu [105], doprinose¢i samom
metastaziranju tumora [106]. Te stanice proizvode nestani¢ni dio strome, medu kojima su i
upalni citokini. Stroma tumorske stanice ima ulogu u rastu tumora, metastatskom Sirenju

tumora 1 ishodu lijecenja [107].

Budu¢i da sistemsko lijeCenje ima slabu ucinkovitost, §to je veéinom radi heterogenosti
tumora, danas se sve veci naglasak stavlja na personalizirano lijeCenje tumora opcenito, pa
tako 1 HCC-a. Tumorske stanice rastu u ciroticnom mikrookoliSu, u interakciji su sa
stromalnim stanicama, koje, izmedu ostalog, interferiraju i s djelovanjem lijekova [108].
Nastanak i progresija HCC-a posljedica su kroni¢ne upale, i razli€ite etiologije, s posljedicnim

kontinuiranim ciklusima destruktivno-regenerativnih radnji. HCC je solidni tumor za ¢iji
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nastanak znacajan utjecaj imaju okoli$, tocnije virusne infekcije (HBV, HCV) 1 ovisnost o
alkoholu Sto izaziva oksidacijski stres. Na$ rad je pokazao kako HBV infekcija i HCV
infekcija prerastaju u HCC pri ¢emu se smanjuje lokalno upalno stanje u tkivu jetre koje je
vidljivo padom CD68 u pigmentofagima. LijeCenje, odnosno konvencionalna kemoterapija je
znacajan izvor oksidacijskog stresa u stanicama HCC-a Sto izaziva apoptozu stanice ili
autofagiju stanice [109]. Makrofagi imaju znacajnu ulogu u patogenezi HCC-a te se
pretpostavlja da bi dobro poznavanje uloge makrofaga u HCC-u, imalo znacajan doprinos u

ucinkovitom lijecenju HCC-a [110].

Moderan nacin zivota i nezdrave prehrambene navike su ucinile nealkoholnu masnu bolest
jetre (od engl. Non-alcocholic fatty liver disease — NAFLD) najzastupljenijim oboljenjem
jetre Sirom svijeta, s globalnom prevalencijom ~ 25%. lako se smatra da je NAFLD
dobro¢udno oboljenje, moze napredovati do znacajne fibroze jetre i HCC-a. Muski spol,
starija zivotna dob i bijela rasa su ¢imbenici koji mogu ubrzati progresiju nastanka fibroze u
NAFLD [111]. Raspodjela podataka prema spolu u ovome radu je muski spol 83.6% u odnosu
na Zenski 16.4%, Sto odgovara i svjetskim trendovima koji ubrzavaju i poticu fibrozu i

nastanak ciroze jetre.

Osobe starije Zivotne dobi (>65 godina starosti) sa zatajenjem jetre su visokorizi¢ni za
postupak LTX, imaju slabiji postotak prezivljenja koji proporcionalno raste s dobi u
usporedbi s osobama starosti 60-65 godina. S druge strane, oni koji neposredno prezive
postupak LTX, imaju potpuni ili djelomice limitiran funkcionalni oporavak. Paradoks je u
tome §to je imunoloski sustav starih osoba oslabljen, radi ¢ega je tim osobama potrebna niza
doza imunosupresivnih lijekova po LTX 1 rjedi su slucajevi akutnog odbacivanja grafta.
Medutim, dugoro¢no gledano, postotak prezivljenja je nizak radi dugoro¢no nastalih
komplikacija, kao $to su maligna i sr¢ana oboljenja [112]. Incidencija malignih oboljenja kod
transplantiranih bolesnika je 10 do 15 puta veca u odnosu na zdravu populaciju [113]. Dob je
proporcionalna s ucestaloS¢u nemelanomskih neoplazija koze, de novo zlocudnih oboljenja
solidnih organa [114] te hematoloskih zlo¢udnih novotvorevina kao §to su limfomi [112]. Iz
tog je razloga bitna pomna selekcija potencijalnih primatelja organa medu starijim
bolesnicima [115]. U razdoblju od 2002. do 2016. godine, linearno je narastao postotak
bolesnika starije zivotne dobi (>65 godina starosti) kojima je ucinjena LTX od 6.3% na 15.7%
u Europi te od 6.8% na 18.6% u Americi. Statisticki je znacajan brZi rast u Americi nego u
Europi (p<0.001), odnosno brzi je rast postotka starijih primatelja u Americi nego u Europi.

Razlog tomu je spekulativan: jesu li kriteriji u Europi za postupak LTX kod starijih, ¢esto 1
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pretilih, osoba strozi, jesu li bolesnici s NASH premalo upuceni u transplantacijske centre na
evaluacije, je 1i populacija u Americi velikim dijelom sa zastupljenim metabolickim

sindromima od ranije pod pomnim nadzorom ostaje za daljnja istrazivanja [116].

Gledano prema dobnim skupinama prema pridobivenim podacima ispitanika ovoga rada,
predominiraju stariji bolesnici, skupno ¢ine 67.9% (>60 godina starosti (48.3%) 1 >70 godina

(19.6%)), oni mladi >50 godina starosti ¢ine 26.1%. Svi bolesnici su bili bijele rase.

Unato¢ smanjenoj incidenciji kroni¢nih infekcija jetre, prisutan je neocekivani porast
incidencije HCC-a [117]. Bolesnici s HCV cirozom imaju 3.5 puta veci rizik od razvoja
HCC-a u odnosu na bolesnike koji nemaju HCV infekciju. Isto tako, bolesnici koji imaju
HBYV cirozu jetre imaju 2 puta ve¢i rizik od razvoja HCC u odnosu na one koji imaju cirozu

jetre bez znane HBV infekcije [118].

NAFLD se prikazuje u razli¢itim stupnjevima, od steatoze u odsutnosti pretjeranog uzivanja
alkohola do NASH sa ili bez ciroze jetre. Tri do 15% pretilih osoba sa znakovima NASH-a
progredira do ciroze jetre 1 4-27% NASH-a sa cirozom progredira do nastanka HCC-a. HCC
takoder moZe nastati 1 “de novo” kod bolesnika s NASH-om bez prisutne ciroze. GodiSnja
kumulativna incidencija HCC-a nastalog kao posljedica NASH-a je niska (2.6%) u usporedbi
sa 4% kod virusnog uzroka nastanka HCC-a. Cimbenici rizika za nastanak NAFLD-a su medu
ostalim metaboli¢ki sindrom, IR, promijenjena crijevna flora i stalno upalno stanje [73].
Metaboli¢ki sindrom objedinjuje 4 kardijalna rizicna c¢imbenika: abdominalna pretilost,

intolerancija glukoze/ SB tip 2, dislipidemija i AH [119].

NASH je upalno oboljenje jetre nastalo kao posljedica pretilosti. Rastom incidencije NASH-a
u zemljama Zapada, raste i1 ucestalost indikacija za LTX kao posljedica NASH-a.
Istrazivanjem je utvrden recidiv HCC-a nakon uc¢injene LTX kod 19% bolesnika oboljelih od

NASH-a u odnosu na 7.6% kod onih koji nisu imali NASH [120].

Prema podacima pridobivenim od na$ih ispitanika, u razdoblju od 2007. do 2015. godine,
ukupno 22.8% bolesnika je u trenutku obrade za postupak LTX imalo utvrdenu SB tip 2. Od
ukupnog broja ispitanika 42.8% ih je lijeCeno inzulinom, 28.5% ih je bilo na peroralnim
antidijabeticima, a 28.5% ih nije lije¢eno, odnosno, oni su novootkriveni slu¢ajevi SB u trenu
dijagnosti¢ke obrade. SB je jedan od glavnih rizi¢nih ¢imbenika za razvoj NASH-a. Veliki je

broj istrazivanja vezan uz povoljan utjecaj peroralne antidijabeticke lijeCenja metforminom na
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smanjenje oksidacijskog stresa i kroni¢no upalno stanje u jetri mijenjajuci polarizaciju
makrofaga i infiltraciju T limfocita [121] [122]. Prema podacima prikupljenim od naSih
ispitanika, samo su 3, odnosno 8.5% bolesnika bila lijeceno metforminom u trenutku obrade
za stavljanje na listu za LTX. Inzulin je zna¢ajan u lije¢enju onih bolesnika sa SB tip 2 kod
kojih nije moguce regulirati glikemiju peroralnim lijekovima ili kod kojih je radi pridruzenih
bolesti primjena peroralnih antidijabetika kontraindicirana. Sami u¢inak inzulina na NAFLD
je 1 dalje predmet brojnih istrazivanja. U jednoj od studija utvrdena je 76% prisutnost steatoze
jetre kod bolesnika koji nisu lijeeni inzulinom, u odnosu na 62% kod onih koji su bili lijeceni
inzulinom. Mehanizam djelovanja je supresijom slobodnih masnih kiselina (od engl. Free

Fatty Acid — FFA) i unosom glukoze u jetru kod bolesnika sa SB tip 2 i NAFLD [123].

Disfunkcionalno masno tkivo i IR imaju klju¢nu ulogu u nastanku NASH. Novija istraZivanja
ukazuju na vecu ucestalost bolesnika sa NASH-om sa znacajnom IR i lipotoksi¢nosti u

usporedbi s pretilim bolesnicima kod kojih je prisutna izolirana steatoza jetre [124].

Utvrdeno je nekoliko puteva kojim nastaje ostecenje jetre kod bolesnika sa SB.
Kompenzatorna hiperinzulinemija je predominirajuéi rizi€ni ¢imbenik za nastanak
oksidacijskog stresa u jetri, posljediénu jetrenu ozljedu i upalnu reakciju. SB bolest dovodi do
prekomjernog nakupljanja masti u jetri uzrokuju¢i nastanak masne jetre i NAFLD. Kod 2-3%
bolesnika s NAFLD je prisutno upalno stanje jetre, nekroza i fibroza, odnosno NASH. Tako

oStecena jetra razvija cirozu, HCC 1 zatajenje [125].

Novije meta analize provedene na 8 500 000 ispitanika u 22 zemlje pokazale su da je 80%
bolesnika s prisutnom NAFLD bilo pretilo, 72% ih je imalo dislipidemiju i 44% SB tip 2
[126].

Cimbenici rizika kao $to su pretilost, AH, hiperlipidemija, kroni¢na bubrezna bolest (KBB) i
pusenje povecavaju rizik od nastanka progresije 1 razvoja ciroze kod bolesnika sa NASH-om

[127].

Brojne su studije objavljene o toksi¢nom ucinku visokih vrijednosti kolesterola u jetri.
Nakupljanje slobodnog kolesterola, ne triglicerida ili masnih kiselina, ¢ini hepatocite
Nakupljanje slobodnog kolesterola u obliku kristala takoder moze oStetiti hepatocite i
potaknuti upalni odgovor uz pomo¢ Kupfferovih stanica [129], jednako kao Sto se moze

nakupljati i u samim Kupfferovim stanicama i izazivati upalni odgovor [130].
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Analizom podataka dobivenih iz medicinske dokumentacije naSih ispitanika,
hiperkolesterolemija (vrijednost kolesterola >5) uocena je u preoperativnoj evaluaciji kod

11.1% ispitanika, dok se u posttransplantacijskoj kontroli uocava porast na 33.9%.

Indeks ateroskleroze je matematicni logaritamski izraCun odnosa triglicerida/ HDL
kolesterola. Vrijednost od 0.1 do 0.24 nosi srednji kardijalni rizik, odnosno >0.24 s visokim
kardijalnim rizikom [131]. Analizom prikupljenih podataka za nasu studiju, srednje visoka
vrijednost indeksa ateroskleroze je bila prisutna kod 8.5% ispitanika, a visoka kod 9.8%
ispitanika. Isti parametri su usporedivani i analizirani 1 mjesec po u¢injenom postupku LTX
gdje se prati porast srednje visokog rizika indeksa ateroskleroze kod 12.4% ispitanika dok je
visoka vrijednost indeksa ateroskleroza ostala ista kod 9.8% ispitanika. Indeks ateroskleroze
je proporcionalan sa NAFLD-om radi ¢ega se moze koristiti kao jedan od ,,probirnih*

indikatora za NAFLD kod osoba koje nisu pretile [132].

Epidemioloske studije ukazuju na povezanost NAFLD i esencijalne hipertenzije (Esencijalna
hipertenzija) predstavlja poviSeni krvni tlak za koji se ne zna razlog nastanka), koja je
prisutna kod otprilike 50% bolesnika sa NAFLD [133]. Nadalje, prevalencija (Prevalencija je
broj svih slucajeva pojedinih bolesti kod odredenog stanovniStva u odredenom periodu )
steatoze jetre je e$éa kod kod hipertenzivnih bolesnika bez SB (31%) u usporedbi s
normotenzivnim bolesnicima (13%). PoviSeni krvni tlak je povezan uz nastanak teZih oblika

NAFLD-a [134].

Pri cirozi jetre prisutan je znafajan hemodinamski poremecaj, hiperdinamska cirkulacija 1
smanjeni efektivni volumen krvi. Iz tog su razloga bolesnici sa cirozom jetre ceSce
hipotenzivni ili normotenzivni. Portalna hipertenzija 1 povecani splanhi¢ni krvotok su
ve¢inom odgovorni za nastanak hiperdinami¢ne cirkulacije i1 posljedicne promjene
kardiovaskularnog sustava s nastankom ciroticne kardiomiopatije, autonomne i bubrezne
disfunkcije [135]. Medutim, poviSeni krvni tlak prisutan je kod odredenog broja bolesnika, pa
je prema literaturi prevalencija AH kod tih bolesnika 3% do 10% [136].

Globalna prevalencija AH procijenjena je na 1.3 bilijuna u 2015.godinu, gdje je prevalencija
od 150 milijuna slucajeva u Centralnoj i Isto¢noj Europi, kod odraslih osoba je prevalencija
oko 45%, ucestalost se povecava s dobi, sjede¢im nafinom Zivota 1 povecanjem tjelesne
tezine [137]. AH je prema podacima ispitanika za naSu studiju preoperativno pri evaluaciji za

stavljanje na listu za postupak LTX imalo 23.5% ispitanika.
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Upalno promijenjeni mikrookoli§ u NAFLD-u, uz IR, dislipidemiju, OS, AH i aktivirani
renin-angiotenzin sustav mogu ubrzati nastanak i progresiju KBB-a. Usporedno gledano, rizik
od nastanka KBB 1 potrebe za simultanom transplantacijom jetre i bubrega je ve¢i kod
bolesnika sa NASH uzrokovanom cirozom jetre [138]. Nadalje, KBB moze pogorsati NAFLD
preko uremic¢nih toksina, translokacije crijevnih bakterija i poremecaja u metabolizmu
glukokortikoida [139]. Zanimljivi je podatak da promjene zivotnih navika kod bolesnika s
NASH-om, znatno poboljsavaju histologiju jetre i posljedi¢no bubreznu funkciju [140]. KBB
je bila prisutna kod 5.8% ispitanika.

NAFLD je globalno postao jedan od najces¢ih oblika kroni¢ne jetrene bolesti, njegova je
prevalencija u porastu, a posljedica je metabolickog sindroma koji objedinjuje pretilost, IR,
AH te aterogenu dislipidemiju koja mozZe uzrokovati nastanak cerebrovaskularnog inzulta i
SB [141]. Veza izmedu SB tipa 2, AH i CAD je kompleksnija no §to se prije mislilo. Naime,
NAFLD ima utjecaj na nastanak SB tip 2, AH i CAD [142].

Blizu 20% Amerikanaca ima NAFLD bez prisutne SB. Medutim, 33 do 66% bolesnika sa SB
tipa 2 ima NAFLD. Cimbenici rizika su pretilost, dob, spol, dislipidemija, metaboli¢ni
sindrom i sindrom policisti¢nih jajnika [143]. SB povecava rizik od razvoja HCC-a za 80%,
konzumacija alkohola preko 80 g/dan za 75%, konzumacija alkohola izmedu 40 i1 79 g/dan za
37% dok puSenje povecava rizik za 25%. Kod pojedinaca koji nemaju znakova jetrenog
oStecenja, indeks tjelesne mase (od engl. Body mass index — BMI) je proporcionalno vezan uz
nastanak HCC-a, za razliku od osoba sa znanim oSteCenjem jetre gdje je ta vjerojatnost
obrnuto proporcionalna. Gledano prema literaturi i dobnim skupinama, svakodnevna
konzumacija alkohola 20g/dan povecava rizik od razvoja HCC-a za 6%, 8%, 16% 1 30% u
dobnim skupinama ispod 50 god, izmedu 50 1 59 godina starosti, izmedu 60 1 69 godina
starosti te izmedu 70 i 80 godina starosti. Zene imaju visi rizik vezan uz dob i prisutnu cirozu
u odnosu na muskarce. S dobi, alkohol i HCV infekcija imaju znacajan utjecaj na razvoj
HCC-a, muski spol ima s dobi manji utjecaj. PuSenje povecava rizik od razvoja HCC-a
neovisno o prisutnom virusnom hepatitisu dok SB poveéava rizik od razvoja HCC-a neovisno

od prisutne ciroze jetre [144].

Prati se znacajna povezanost doze, vremena trajanja pusenja i rizika od nastanka HCC-a u
odsutnosti ovisnosti od alkohola ili kroni¢nog virusnog hepatitisa. Pusaci, u odsutnosti
HBV/HCYV infekcije, koji ne konzumiraju redovito alkohol, imaju 1.85 puta ve¢i rizik od

razvoja HCC-a [145]. Nismo u moguénosti uciniti korelaciju tvrdnje s nasim istrazivanjem jer

61



prilikom izrade rada podatak o konzumaciji alkohola, bilo povremenoj ili redovitoj, nije
pracen. Najveci dio duhana razgraduje se jetri. Proizvodi tog metabolizma su karcinogeni

[146].

Mortalitet HCC-a je proporcionalan ukupnim godinama puSenja i koliini konzumiranog
alkohola (p<0.001), uz napomenu da je prisutan aditivni ucinak ukoliko su prisutne obje
navike, omjer kod konzumacije alkohola ve¢eg od 46.2 g/dan i viSe od 10 godina puSenja vise
od 1 kutije cigareta/dan iznosi 1.45 do 2.05. Prestanak bilo koje od te dvije navike je umanjio
mortalitet od HCC-a, znacajno je smanjeno nakon vise 10 godina apstinencije. Kod bolesnika
s virusno uzrokovanim nastankom HCC-a, puSenje i ovisnost o alkoholu imaju Stetan utjecaj
na HCC preZivljenje. Prestanak puSenja i stroga apstinencija imaju povoljan utjecaj na tijek

bolesti tek nakon dugog perioda apstinencije [147].

Zanimljivo je da u ovom radu konzumacija alkohola nije izazvala promjene u razini HNE-a u
hepatocitima i1 u stanicama Zuci, iako se vidi trend povecanja HNE-a od same alkoholne

etiologije preko alkoholom izazvanog HCC-a do HCC-a bez poznatog uzroka.

PusSenje je takoder vezano uz nizu razinu NK (od engl. Natural Killer — NK) stanica u
perifernoj krvi. PuSenje u kombinaciji sa smanjenom koli¢inom NK stanica povecava
opterecenje virusom [148]. PuSenje sinergisti¢no djeluje s HCV infekcijom kod muskaraca te
kod ovisnosti od alkohola kod Zena [149]. Interakcija je najvjerojatnije bioloSka jer dim
cigarete sadrzi nekoliko promutagenih ¢imbenika jednako kao i1 potencijalnih inicijatora, kao
Sto je alkohol putem ciroze. Utvrdeno je da je duhanski dim vaZan uzrok HCC-a kod
bolesnika koji nemaju kronicnu HBV ili HCV infekciju. Obzirom da vecina nastalih HCC
slucajeva ne nastaje na podlozi HCV ili HBV infekcije, puSenje, odnosno duhanski dim 1i
ovisnost o alkoholu smatraju se najodgovornijim za nastanak HCC-a [150]. Gledano za
akrolein, koji moZe nastati kao posljedica LPO, ali i kao Stetni proizvod u duhanskom dimu
[151], kod alkoholne etiologije se ne mijenja znac¢ajno iako se uo€avaju odredeni trendovi.
Kod infekcije HCV-om, u citoplazmama stanica Zuc¢i njegov je intenzitet najvisi kod infekcije
HCV-om, 1 pada ukoliko se razvio HCC te je znacajno nizi kod HCC-a bez poznate etiologije.
Slicne trendove kao kod HCV-a uocavamo i1 kod HBV infekcije, no bez statisticke
znacajnosti, $to se moze objasniti malim brojem uzoraka. Ovi rezultati upu¢uju na moguénost
da HCC na neki na¢in kompenzira LPO te smanjuje razinu ovog izuzetno toksi¢nog aldehida
Sto dalje moze voditi u rezistenciju, a ne lijeCenje. Gledano po etiologijama, statisticki

znacajno niza razina akroleina nalazi se kod alkoholne etiologije u odnosu na obje virusne, §to
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moze znaciti da virusna infekcija pojacava LPO te je ona u podlozi virusnog oStecenja jetre.
Medu nasim ispitanicima u predtransplantacijskoj evaluaciji je bilo 20.2% pusaca. U stromi je

intenzitet pozitiviteta na akrolein bio izrazito niski.

Zenski spol ima jade izrazene genetske abnormalnosti, ALDHIA2 u karcinogenezi HCC-a u
odnosu na muski spol [152]. Estrogeni imaju imunostimulacijski ucinak, za razliku od
androgena koji imaju imunosupresijski ucinak. Medutim, spolni hormoni, kao S§to su
androgeni, mogu direktno reagirati s HBV genomom ugradenim u stani¢nu jezgru i aktivirati
transkripciju HBV onkoproteina. S druge strane, receptori za estradiol i estrogen Stite
hepatocite od upalnog ostecenja, apoptoze i OS, koji doprinosi stvaranju fibroze i maligne
transformacije dovodeci do razvoja HCC-a. Sinergisti¢ko djelovanje muskih 1 zenskih spolnih
hormona i imunoloskog odgovora, zajedno s utjecajem virusa doprinose nastanku spolnog
nesklada u ishodu lijeCenja i1 progresiji virusne infekcije. Kod HCV ciroze jetre sniZena
ekspresija estrogenskog receptora alfa (ERa) kod muskih bolesnika bi mogla biti razlog
slabijeg ishoda lijecenja HCV infekcije kod muskaraca u odnosu na Zene [153]. Kroni¢ni C
hepatitis je vodeca indikacija za LTX u SAD [154]. Kako ALDH ima ulogu u detoksikaciji
HNE-a, bilo je zanimljivo vidjeti kako se kre¢u razine HNE-a kod alkoholne 1 virusne
etiologije kao 1 kod HCC-a s razli¢itim podlogama nastanka. Za razliku od akroleina, HNE se
nalazi u stromi, neovisno o etiologiji i s niskim intenzitetom. Konacno, iako se vide odredeni
trendovi, razlike u HNE-u nisu statisticki znacajne te ne ukazuju da bi HNE mogao imati

znacajnu ulogu u razvoju ovih patoloskih stanja.

Kako je pokazano da HNE moze regulirati imunoloSki odgovor [155], odabran je biljeg
aktiviranih makrofaga CD68. U Kupfferovim stanicama se kod alkoholom izazvanog HCC-a
smanjuje broj CD68 pozitivnih stanica u usporedbi s alkoholom oSte¢enom jetrom (EtOH
grupa), dok se kod pigmentofaga pak vidi pad CD68 pozitivnih stanica kod HCC-a u
usporedbi s jetrom oSte¢enom alkoholom (EtOH grupa). lako se kod HCV infekcije vidi pad
CD68 pozitivnih 1 Kupfferovih stanica i pigmentofaga od same HCV infekcije, preko HCV-
om izazvanog HCC-a do HCC-a, ove razlike nisu statisticki znacajne. Medutim, kod HBV
infekcije kod pigmentofaga uofavamo znacajan pad CD68 pozitivnih stanica u odnosu na
sami HCC. Cini se da se kod tumora regulira imunologki odgovor te se smanjuje aktivacija
imunih stanica. Gledano kod svih grupa kod kojih se razvio HCC, najnizu razinu CD68

pozitivnih stanica ima s alkoholnom etiologijom u usporedbi s HCV uzrokovanim HCC.
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Konacéno, mozemo zakljuciti kako HCC utjee na imunoloski odgovor jetre smanjujuéi ga i
vjerojatno time izbjegavajuci ga. LPO moze imati ulogu u ovim postupcima, no HNE nije
aldehid koji posreduje u interakcijama. Akrolein bi mogao imati ulogu u ostecenjima jetre kod
virusnih infekcija, no potrebno je prosiriti istrazivanja kako bi jednoznacno mogli odrediti

ulogu akroleina u virusnoj infekciji jetre.
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1.

6. ZAKLJUCCI

Glavni mehanizam nastanka HCC-a je upalno stanje i oksidacijski stres. Na njegov
nastanak utjeCu kroni¢na infekcija s hepatitis B virusom (HBV) i hepatitis C virusom
(HCV), toksini (alkohol i aflatoksin), metaboli¢ki utjecaj (SB, pretilost, AH,
hiperkolesterolemija i NAFLD, nasljedna hemokromatoza) te imunoloski posredovano

(primarna bilijarna ciroza—PBC 1 autoimuni hepatitis).

Epidemiologija HCC-a se mijenja, povecava se broj slucajeva NASH u odnosu na broj

oboljelih od hepatitisa.

. Mehanizam nastanka HCC-a je znacajno povezan uz vanjske ¢imbenike. PuSenje 1

muski spol su direktno proporcionalni s rizikom nastanka HCC-a iako nemaju utjecaj
na ukupno prezivljenje. Gledano na raspodjelu podataka prema spolu, u ovome radu je
vidna predominacija muskog spola 83.6% u odnosu na Zenski 16.4%, $to odgovara i
svjetskim trendovima koji ubrzavaju i poticu fibrozu i nastanak ciroze jetre. Gledano
prema dobnim skupinama, prema pridobivenim podacima ispitanika ovoga rada,
predominiraju stariji bolesnici, skupno ¢ine 67.9% (>60 godina starosti (48.3%) 1 >70
godina (19.6%)), oni mladi >50 godina starosti ¢ine 26.1%. Prevalencija poviSenog
krvnog tlaka kod bolesnika sa zatajenjem jetre prema studijama iznosi 3% do 10%.

Prema podacima nasih ispitanika je bila visa, iznosi 23.5%.

Zanimljivo je da u ovom radu konzumacija alkohola nije izazvala promjene u razini
HNE-a i akroleina u hepatocitima i u stanicama Zuci, iako se vidi trend povecanja
HNE-a od same alkoholne etiologije preko alkoholom izazvanog HCC-a do HCC-a

bez poznatog uzroka. Medutim, sam alkohol ne izaziva oksidacijski stres 1 LPO u jetri.

Akrolein kao posljedica LPO 1 puSenja pruzaju bolje razlikovne moguénosti medu
grupama. Tako kod HCV infekcije akrolein pada ukoliko se razvije HCC kao

posljedica HCV infekcije u stanicama Zuci.

Akrolein je nizi kod bolesnika s alkoholnom etiologijom u usporedbi s infekcijama i

HCV i1 HBV.

Kad se razvije HCC, kao posljedica uzimanja alkohola, dolazi do smanjenja CD68

pozitivnih Kupfferovih stanica.
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8. Kod pigmentofaga dolazi do pada CD68 pozitiviteta u jetrama zahva¢enim HCC-om u

odnosu na alkoholnu etiologiju te infekciju HBV.

9. Promjene zivotnih navika kod bolesnika s NASH-om, znatno poboljSavaju histologiju
jetre 1 posljedi¢no bubreznu funkciju. Prestanak pusenja i konzumacije alkohola imaju

pozitivan uc¢inak na karcinogenezu HCC nakon minimalno 10 godina apstinencije.

10. Rano postavljenje dijagnoze i lije¢enje HCC-a predstavlja izazov jer se bolest najcesée

otkrije u stadiju sa ve¢ stvorenim presadnicama.
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8. SAZETAK

Oksidacijski stres je naruSena redoks ravnoteza u stanici i organizmu. Zahvacéa sve stanicne
molekule s razli¢itim posljedicama. Tako na DNA uzrokuje mutacije, proteine inaktivira ili
im modulira aktivnost, a kod lipida uzrokuje LPO. Posljedice LPO su viSestruke, preko
djelovanja na DNA uzrokuju¢i mutacije do raspadanja stani¢ne membrane i neminovne
stani¢ne smrti. Iz toga razloga su oksidacijski stres i LPO putem reaktivnih aldehida, kao Sto
su 4-hidroksi-2-nonenal 1 akrolein, povezani s karcinogenezom. Jedan od glavnih ¢imbenika
rizika za nastanak HCC-a je dugotrajna izloZenost kroni¢noj upali. Kroni¢na upala izaziva
OS, stoga je cilj istrazivanja bio usporediti izaziva li kroni¢na upale uzrokovane virusnom
infekcijom ili alkoholom promjenu u oksidacijskom stresu. Rad je utvrdio da na nastanak
HCC-a ne utjece samo virusna upala, uz pratece tumoru pridruzene makrofage 1 LPO, nego 1
vanjskim ¢imbenici rizika (npr. alkohol, puSenje, pretilost, dob i spol) koji bi mogli utjecati na
akrolein. Akrolein moze nastati ako posljedica LPO, ali moZe biti unesen u organizam i
puSenjem, koji je od ovih potencijalnih uzorka odgovoran za razlike akroleina jos je potrebno
istraziti. Medutim, jednom kad se razvije hepatocelularni karcinom, smanjuje se razina ovog
aldehida 1 parametri upale gledani putem CD68, Sto ukazuje na njegovu moguénost
reguliranja oksidacijskog stresa 1 antioksidacijske zastite, Sto u konacnici vodi prezivljenju.
Svakako, saznanja o utjecaju LPO, uzrokovane endogenim 1 egzogenim cimbenicima,
pomogli bi pri dijagnostici i lijeCenju ove maligne bolesti uzrokovane kroni¢nom upalom ili

virusnom infekcijom.
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9. SUMMARY

Oxidative stress is a disturbed redox balance in the cell and the body. It affects all cellular
molecules with different consequences. Thus, it causes mutations in DNA, inactivates
proteins, or modulates their activity, and in lipids, it causes lipid peroxidation. The
consequences of lipid peroxidation are multiple, from the action on DNA by causing
mutations, to cell membrane breakdown and inevitable cell death. For this reason, oxidative
stress and lipid peroxidation via reactive aldehydes, such as 4-hydroxy-2-nonenal and
acrolein, are associated with carcinogenesis. One of the main risk factors for developing
hepatocellular carcinoma is long-term exposure to chronic inflammation. Chronic
inflammation causes oxidative stress, so the aim of the study was to compare chronic
inflammation caused by viral infection or alcohol across oxidative stress parameters (reactive

aldehyde formation).

Our research found that the mechanism of HCC formation is not only influenced by viral
inflammation accompanied by tumor-associated macrophages and lipid peroxidation but is
also related to external risk factors (eg. alcohol, smoking, obesity, age, and gender) and their
relation to the lipid peroxidation. Oxidative damage to liver tissue due to inflammation is
significantly increased in viral infection compared to alcoholic etiology. Acrolein stands out
in the development of hepatocellular carcinoma, especially in lipid peroxidation. Acrolein can
be formed as a result of lipid peroxidation, but it can also be introduced into the body by
smoking. Which of these potential causes is the one responsible for the difference in acrolein
intake still needs to be a target of an investigation. However, once hepatocellular carcinoma
develops, it reduces the levels of this aldehyde and reduces the parameters of inflammation,
seen through CD68, which indicates its ability to regulate oxidative stress and antioxidant
protection leading to survival. Certainly, knowledge about the impact of lipid peroxidation
caused by endogenous and exogenous factors would help in the diagnosis and treatment of

this malignant disease caused by chronic inflammation or viral infection.
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