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POPIS KRATICA

KA - engl. keratoacanthoma

PCC - engl. carcinoma planocellulare

WHO - engl. World health organization

UV- engl. ultraviolet

MSSE - eng. multiple self-healing squamous cell epithelioma

CK - eng. Cytokeratin

PD-1 - eng. programmed cell death protein 1

PD-L1- eng. programmed cell death-ligand 1

IL - eng. interleukin

LAG-3 - eng. Lymphocyte activation gene 3 protein

CTLA-4 - eng. cytotoxic T-lymphocyte—associated protein 4

TGF-p - eng. transforming growth factor beta

FOXp3 - eng. forkhead box protein P3

STAT - eng. signal transducer and activator of transcription

TgfPrl - eng. transforming growth factor beta receptor |

MAPK - eng. mitogen-activated protein kinase

Par3 - eng. proteinase activated receptor 3

DMBAJ/TPA - eng. 7,12-dimethylbenz[a]-anthracene/12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate
MEK - eng. mitogen-activated protein kinase kinase

PI3BK-mTOR - eng. phosphatidylinositol 3-kinase - mammalian target of rapamycin
mTORC1 - eng. mammalian target of rapamycin complex 1

PTEN - eng. phosphatase and tensin homolog

AP-1 - eng. activator protein 1

Tim-3 - eng. T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3
BRAF - eng.B rapidly accelerated fibrosarcoma

PI3K/Akt - eng. phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B

RAS - eng. rat sarcoma

NF-kxB - eng. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
p21WAF - eng. cyclin-dependent kinase inhibitor

p16'NK4 - eng. cyclin-dependent kinase 4 inhibitors

HPV - eng. human papilloma virus

DNA - eng. deoxyribonucleic acid

RNA - eng. ribonucleic acid



OREFs - eng. open reading frames

E - eng. early

L - eng. late

R - eng. regulatory

Hsp — eng. heat shock protein

RPA — engl. replication protein A

IFN-y — engl. interferon-gamma (IFN-y)

TMC6 — engl. transmembrane channel-like 6

TMCS8 — engl. transmembrane channel-like 8

TLR —eng. Toll-like receptors

PAMP — engl. pathogen-associated molecular pattern
LPS - eng. lopopolysaccharide

LTA - eng. lipoteichoic acidi

RSV - eng. respiratory syncytial virus

NK - eng. natural killer

CMV - engl. cytomegalovirus

HCV —engl. hepatitis C virus

MCMYV - eng. murine cytomegalovirus

pDC - eng. plasmacytoid dentritic cell

DAMP - engl. damage-associated molecular patterns
HMGB1- eng. high mobility group box-1

LRR - engl. leucin-rich repeats

TIR - engl. Toll/IL-1 receptor

IFN-B - eng. interferon f3

IRAK.- eng. IL-1 receptor associated kinase

IRF - eng. IFN regulatory factor

IxB - eng. NF kappa B inhibitor beta

MyD88 - eng. myeloid differentiation primary response gene 88
TRAF®6 - eng. TNF receptor associated family 6
TRIF - eng. TIR domain containing adaptor protein inducing IFN-/3
Ubc13 - eng. ubiquitin-conjugating enzyme

UeVv1A - eng. ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1



CD — eng. cluster of differentiation

COX-2 —eng. ciklooksigenaza-2

dsDNA - eng. double strand DNA

JNK - eng. Jun N-terminal kinase

MAP - eng. mitogen activated protein

MKKG® - eng. MAP kinase 6

RFLP - eng. restriction fragment length polymorphisam

TAB - eng. TAK binding protein

TAK1 - eng. TGF-f5-activated kinase 1

TANK - eng. TRAF family member associated NF-«/3 aktivator

TBK1 - eng. TANK bindig kinase 1

TIRAP/Mal - eng. TIR domina contaning adaptor protein/MyD88 adaptor like
TNF - eng. tumor necrosis factor

TRIF/TICAM -1 - eng. TIR domain contaning adaptor including IFN-8 /TIR domain
contaning adaptor molecule

PCR - eng. polymerase chain reaction

SNP - eng. single nucleotide polimorphysam

STR - eng. short tandem repeat
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1.1. Keratoakantom (lat. Keratoacanthoma)

Keratoakantom (KA) je brzo rastuci tumor koze za koji se pretpostavlja da nastaje iz
folikula dlake (Slika 1) (1). lako rijetko, kertatoakantom se moze pojaviti i na sluznicama (2).
Karakterizira ga brza progresija, najces¢e unutar 4 do 5 tjedana, Cesta spontana regresija te
izrazena histoloska sli¢nost s planocelularnim karcinomom (PCC). Najces¢e se javlja kao
solitarna lezija, rijetko kao multipli i generalizirani eruptivni keratoakantom (1). lako se
keratoakantom smatra benignom lezijom, zabiljezeni su slucajevi maligne alteracije, koja se
moze dogoditi u bilo kojo fazi razvoja tumora. Prema rezultatima studije iz 2000. godine,
priblizno 25 % keratoakantoma pokazalo je progresiju u lokalno invazivni karcinom epitela, pri
¢emu je ta transformacija najceSCe zabiljeZena u starijih osoba te na podrucjima koze
izloZenima kroni¢nom djelovanju UV zracenja (3). Tijekom posljednjih stotinu godina
keratoakantom je klasificiran na razli¢ite nacine - kao oblik raka koze, kao bradavica te kao
molluscum sebaceum (4). Prvi ga je opisao Hutchinson 1889. godine kao "facial crateriform
ulcer”, dok je Freudenthal 1936. godine prvi upotrijebio naziv ,keratoakantom* (5). Prema
najnovijoj klasifikaciji tumora Svjetske zdravstvene organizacije (WHOQ) iz 2018. godine

keratoakantom se smatra varijantom planocelularnog karcinoma (6).

Slika 1. Keratoakantom (lat. Keratoacanthoma).
Izvor: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK499931/ (CC BY-NC-ND 4.0)



1.1.1. Epidemiologija keratoakantoma

Tocna incidencija keratoakantoma nije poznata, dijelom zbog njeogove sposobnosti
spontane regresije prije postavljanja dijagnoze, kao i zbog ¢estih zamjena s planocelularnim
karcinomom. Incidencija je razli¢ita medu razli¢itim populacijama diljem svijeta, a bolest je
ucestalija u toplijim klimatskim podrué¢jima, medu osobama svijetlije puti, osobito tijekom ljeta
I rane jeseni. Rijetko se pojavljuje u tamnoputih osoba (1). Iako se keratoakantom moze
dijagnosticirati u svim dobnim skupinama, njegova ucestalost raste s dobi, a najvisa incidencija
zabiljezena je u osoba starijih od Sezdeset godina.Tipi¢no se pojavljuje kao solitarna lezija na
fotoeksponiranim dijelovima koze, posebno u osoba svjetlije puti, odnosno onih koji prema
Fitzpatrickovoj klasifikaciji spadaju u prve tri skupine. Osim na kozi, opisane su pojedinacne
lezije na sluznici usne Supljine, usana, nosa i konjuktive, na sluznici anusa i vulve. Rijetki oblici
multiplog i generaliziranog eruptivnog keratoakantoma javljaju se podjednako u oba spola,
¢esc¢e mlade odrasle osobe (1, 7, 8). Istrazivanje provedeno u Klinickom bolni¢kom centru Split
tijekom CetverogodiSnjeg periodu (od 2010. do 2014.) pokazalo je incidenciju od 144

keratoakantoma na 100 000 stanovnika, $to je u skladu s podacima dostupnima u literaturi (9).

1.1.2. Etiologija keratoakantoma

Etiologija keratoakantoma jo$ uvijek nije u potpunosti razjasnjena. Buduci da se vecina
lezija javlja na fotoeksponiranim dijelovima koze, 0sobito na glavi i gornjim udovima, najéesce
ga se povezuje s izlozenos¢u UV zracenju kao najvaznijim ¢imbenikom rizika, iako konkretni
mehanizam razvoja bolesti ostaje i dalje nejasan (6). Prema Claeson M i sur., osim UV zracenja,
¢imbenici rizika za razvoj keratoakantoma ukljucuju muski spol, zivotnu dob iznad 60 godina,
nezdrave zivotne navike poput pusenja i konzumacije alkohola u ve¢im koli¢inama (10). Razvoj
keratoakantoma takoder se povezuje s izlozeno$¢u kemijskim tvarima, poput katrana i
mineralnih ulja, traumama koze, ukljucuju¢i ozljede, tetovaze, medicinske i kozmeticke
intervencije, kozne transplantante i prisutnost stranih tijela. Dodatno, rizi¢ni ¢imbenici
ukljucuju i primjenu lijekova koji djeluju na stanicni ciklus, poput BRAF inhibitora te inhibitora
Hedgehog puta (11).

Opisani su slucajevi keratoakantoma u bolesnika s karcinomom larinksa (12),
leukemijom (13), imunosupresivnim stanjima (14) te su opisani i u osoba s transplantiranim
organima (15). Geneticka predispozicija potvrdena je u nekoliko nasljednih sindroma,

ukljucujuéi autosomno dominantne Ferguson-Smith, Muir-Torre i Witten-Zak, autosomno
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recesivni sindrom Xeroderma pigmetosum te X-vezani dominantni sindrom Incontinentia
pigmenti (16).

Keratoakantom moze nastati i kao posljedica upalnih koznih bolesti koje poti¢u
mitoti¢ku aktivnosti epitela, poput seboroi¢nog dermatitisa, kroni¢nog ekcema i psorijaze (17).
Osim navedenog, sve se ¢eS¢e razmatra i moguca virusna etiologija keratoakntoma, odnosno
povezanost s humanim papiloma virusom (HPV), osobito genotipovima 9, 11, 13, 16, 18, 24,
25, 33,3757 (1, 18, 19).

1.1.3. Klini¢ka slika keratoakantoma

Keratoakantom se klinicki ocituje kao polukuglasti, uglavnom jasno ograni¢en
keratiniziraju¢i tumor Cvrste konzistencije, zadebljale strukture i crvenkaste boje. Prolazi
nekoliko stadija, od poc¢etne male papule do okruglastog nodula s centralnim keratiniziraju¢im
dijelom (2). Tumor brzo raste i u nekoliko tjedana poprima promjer od 1 do 2 cm. Pocetni stadij
razvoja keratoakantoma je proliferativna faza, u kojoj lezija brzo raste unutar 6 do 8 tjedana.
Slijedi faza sazrijevanja, u kojoj se tijekom nekoliko tjedana ili mjeseci formira tipican krater.
U zavrs$noj fazi keratoakantom prolazi kroz proces regresije (20), pri ¢emu lezija najcesce
zadrZava svoj karakteristiCan kraterasti oblik, dok se njezina visina i promjer postupno smanjuju
(21). Lezija tipi¢no ima glatke, sjajne, vaskularizirane rubove i sredi$nju udubinu u vidu kratera,
ispunjenu roZznatom masom koja se postupno Siri. Vremenom, centralni keratinizirani dio moZe
djelomicno ili potpuno otpasti, ostavljajuci za sobom defekt, najcesce ulceraciju koja ne krvari,
ili, pak, cjelokupna masa lezije postupno ¢e keratinizirati i otpasti, ostavljajué¢i za sobom
neestetski oziljak.

Smatra se da su recidivi keratoakantoma najceS¢e povezani s lezijama prethodno
uklonjenima kirurSkim putem, pri ¢emu se trauma nastala tijekom zahvata navodi kao jedan od
mogucih ¢imbenika ponovnog razvoja tumora (2, 22). Keratoakantomi se najcesce javljaju na
koZi izlozenoj suncu, odnosno UV zragenju (2), no mogu se pojaviti i na mukoznim i akralnim
djelovima, kao $to su usnica, usna Supljina (23) (Slika 2), vulva (24), konjuktiva te perianalna
I perinealna regija (25). Lezije obi¢no dosezu veli¢inu do 2 c¢m, a rijetko narastu znatno vise.
Primjerice, zabiljezen je slucaj divovskog keratoakantoma promjera 15 cm, koji se mozZe razviti
unutar jednog do dva mjeseca, a u nekim sluc¢ajevima i tijekom duljeg vremenskog razdoblja
(26). Keratoakantomi su najcesce benignog tijeka, ali se smatra kako lokalizacija na vratu i licu
povecava rizik za malignu transformaciju. Opisani su i slucajevi u kojima se unutar

keratoakantoma dogadaju mutacije, Sto je dovelo do razvoja malignog tumora poput
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planocelularnog karcinoma. Takoder, neki tumori pluca, dojke i jednjaka mogu metastazirati u

kozu i klini¢ki imitirati keratoakantom (27).

Slika 2. Keratoakantom donje usnice
Izvor: https://www.scielo.br/j/jaos/a/DtWATKIJRHBfINrdHY CC3yhd/?lang=en
(CCBY 4.0

Keratoakantom se klinicki manifestira u obliku solitarnih i multiplih lezija. Najcesce se
pojavljuje kao solitarni, sporadi¢ni tip na sredi$njem dijelu lica i vjedama.Tumor se razvija
brzo, simetri¢no kao kupolasti keratinizirajuci ¢vor, koji dosegne veli¢inu do 2 cm u promjeru
i do 0,5 centimetra u debljini (1).

Postoje 1 posebne klinicke varijante solitarnog keratoakantoma, kao $to su:

- Gigantski (divovski keratoakantom), veli¢ine do 15 cm u promjeru, s posljediénom
destrukcijom potkoznog tkiva. Najcesce je lokaliziran na nosu i dorzumu Sake, a rijede se javlja
na sluznicama, 0sobito u usnoj Supljini (6, 7, 28).

- Subungvalni keratoakantom (solitarni distalni keratoakantom prsta) najcesce je lokaliziran na
palcu i srednjem prstu Sake te na palcu stopala. Karakterizira ga agresivniji rast, lokalna

destrukcija tkiva i rijetka spontana regresija. Prati ga intenzivna bol i nodularni ¢vorié¢ s



centralnim keratiniziraju¢im kraterom. Prema nekim autorima, ova varijanta moze predstavljati
PCC niskog stupnja malignosti (6, 7, 29).

- Mukozni keratoakantom je iznimno rijetka varijanta solitarnog keratoakantoma, koja se javlja
uglavnom u usnoj Supljinu. Za razliku od tipi¢nih keratoakantoma, ne pokazuje tendenciju
spontane regresije (6).

Posebni, rijetki oblici keratoakantoma ukljuc¢uju multipli keratoakantom, koji moze biti
sporadican ili familijaran. Sporadicni multipli keratoakantomi najcesée se javljaju na
fotoeksponiranoj kozi potkoljenice u zena starije zivotne dobi, a povezuju Se i S pojavom na
mjestu tetovaze te s mijelodisplastiénim sindromom (6, 30, 31, 32). Multipli centrifugalni
keratoakantom (lat. keratoacanthoma centrifugum marginatum) je rijedak oblik
multifolikularnog podrijetla, koji se Siri periferno i ima karakteristi¢an prstenast izgled, poput

koraljnog grebena. Najéeesce se nalazi na dorzalnoj strani Sake i moze dosegnuti veli¢inu od 2

do 40 cm, sli¢no gigantskom obliku (Slika 3). Lokalno je destruktivan, a rijetko regredira
spontano (6, 33, 34).

Slika 3. Multipli centrifugalni keratoakantom (lat. keratoacanthoma centrifugum
marginatum)
Izvor: https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC4885138/ (CC BY 4.0)



-----

multipli samoizljecivi skvamozni epiteliom (MSSE). Pojavljuje se najces¢e u mladih osoba, a
nasljeduje se autosomno dominantno. Karakterizira ga nagla pojava, ubrzan rast, spora regresija
i povremeni recidivi. Oboljele osobe mogu razviti do nekoliko stotina keratoakantoma, koji se
najcesce lokaliziraju na uSima, nosu i perioralnom podrucju, rjede na ekstremitetima (izuzev
palmarne i plantarne povrsine), dok je zahvacenost trupa rijetka (Slika 4). Uz lokalno invazivan
rast, keratoakantomi spontano regrediraju u roku od nekoliko mjeseci, ostavljaju¢i duboke

oziljke na licu i pli¢e na udovima (6, 35, 36).

Slika 4. Multipli familijarni keratoakantomi (Ferguson-Smith tip)
Izvor: https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9552544/figure/ccr36429-fig-0001/
(CC BY 4.0

Generalizirani eruptivni keratoakantomi tipa Grzybowski predstavljaju rijetku,
nenasljednu varijantu multiplih keratoakantoma, a karakterizirani su pojavom brojnih lezija na
kozi i sluznicama. Pojavljuju se nakon 50. godine zivota, u obliku brojnih malih, dobro
ograni¢enih papula (1-3 mm), s Kkeratiniziraju¢im centrom. Lezije su diseminirane po kozi i
mukoznim membranama (Slika 5). imaju progresivni tijek i perzistentan pruritus. Najcesce su
zahvaceni dijelovi tijela izloZzeni UV zracenju, posebno lice, no lezije se mogu pojaviti i na
trupu te u intertriginoznim regijama. Zbog izraZzene zahvacenosti o¢nih kapaka, ¢esto se razvija

i ektropija, sto moze za posljedicu imati kseroftalmiju i ponavljajuci konjuktivitis (37, 38).



Slika 5. Generalizirani eruptivni Grzybowski keratoakantomi
Izvor: https://www.mdpi.com/1999-4915/16/8/1260 (CC BY 4.0)

Familijarni Witten — Zak tip predstavlja rijetku formu multiplih keratoakantoma.
Etioloski faktori ukljuc¢uju geneti¢ku predispoziciju i UV izloZenost. Lezije se prezentiraju kao
1-30 papula, koje ostaju male ili rastu poput Grzybowski i Ferguson — Smith tipa (1, 35).
Keratoakantom u sklopu Muir-Torreovog sindroma moze se pojaviti kao solitarna ili multipla
lezija. Ovaj sindrom, koji se nasljeduje autosomno dominantno je dermatoza koja je povezana
sa zlocudnim novotvorinama unutarnjih organa, najcesé¢e debelog crijeva i rektuma (51%
slucajeva). Keratoakantomi u ovom sindromu potjecu iz pilosebacealih Zlijezda (1).

Keratoakantomi su opisani i u pacijenata s Xerodermom pigmentosum, autosomno
recesivnim poremecéajem popravka DNA, karakteriziranim osjetljivos¢u na sunce i pojavom
melanoma, PCC-a i KA na fotoeksponiranim djelovima tijela. Perzistiraju¢i keratakantomi su
sporadi¢na 1 idiopatska varijanta multiplog keratoakantoma. Prezentira se na konjuktivama,

dlanovima i tabanima bez spontane regresije (1).



1.1.4. Patohistoloske karakteristike keratoakantoma

Makroskopski, keratoakantom je crvenkasto zuckaste boje s udubinom koja je ispunjena
roznatom masom. Histoloski, keratoakantom je simetri¢na lezija s keratinocitima ogranic¢ene
proliferacije. Keratinociti izgleda “mutnog stakla” polozeni su blize centru lezije.
Patohistoloski izgled ovisi o stadiju razvoja i ukljucuje Cetiri faze: ranu (proliferativnu),
potpuno razvijenu, fazu regresije i fazu potpune regresije(39, 40). U ranoj, odnosno
proliferativnoj fazi keratoakantoma prisutne su invaginirane infundibularne strukture ispunjene
lamelama keratina, bez jasno formiranog centralnog keratoticnog kratera. Keratinociti s
obilnom, blijedom, staklastom i eozinofilnom citoplaznom, karakteristi¢nog izgleda ,,mutnog
stakla®, uocavaju se isklju¢ivo u dubljim epidermalnim slojevima. U bazi lezije, prisutni su
nepravilno rasporedeni slojevi blago atipi¢nih keratinocita s rijetkim mitozama, uz popratni

upalni infiltrat sastavljen od neutrofila, limfocita i eozinofila u dermisu (Slika 6) (41, 42).

Slika 6. Patohistoloska slika ranog (proliferativnog) stadija keratoakantoma

(a) Krateriformna struktura s centralnim kraterom od keratina (b) Primjecujestruktura nalik
usni. (c) U dubljim slojevima primjecuju se blijedoruzicasti keratinociti sa staklastim izgledom.
(d) Dublji dijelovi lezije slabo su ogranic¢eni od okolnog tkiva i pokazuju blago invazivan rast.
Izvor: What Is a Solitary Keratoacanthoma? A Benign Follicular Neoplasm, Frequently
Associated with Squamous Cell Carcinoma (CC BY 4.0)



U razvijenoj fazi keratoakantoma prisutne su proSirene infundibularne strukture s jasno
izrazenim centralnim kraterom ispunjenim rozevinom. Dominira proliferacija velikih,
ruziCastih stanica staklastog izgleda. Epitel se izdize iznad razine tumora, omedujuci krater u
obliku usana, a prekriven je normalnim, blago stanjenim epidermisom koji se nastavlja na
epidermis u okolini tumora (Slika 7) (41, 42).

Slika 7. Patohistoloska slika razvijenog stadija keratoakantoma

(a) Endoegzofiticni rast. (b) Sredisnji keratinizirani krater okruzen je rubovima lezije koji su
uzdignuti i zakrivljeni, nalik usnama.(c) U vecem dijelu lezije uoCava se karakteristiCna
proliferacija velikih blijedoruZicastih stanica staklastog izgleda koje pokazuju kompaktnu
keratinizaciju. (d) Dublji dijelovi lezije slabo su ograni¢eni od okolnog tkiva i pokazuju blago
invazivan rast

Izvor: What Is a Solitary Keratoacanthoma? A Benign Follicular Neoplasm, Frequently
Associated with Squamous Cell Carcinoma (CC BY 4.0)

Faza regresije keratoakantoma nastupa relativno sporo, najéesée unutar 12 tjedana, uz gubitak
mitoticke aktivnosti na periferiji lezije i postupnim gubitkom staklastih stanica. lako

keratoakantom zadrzava krateriformnu morfologiju, tijekom regresije dolazi do postupnog
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smanjenja visine i $irine lezije, uz formiranje plitkih struktura ispunjenih rozevinom, okruzenih
tankim slojem epitela. U okolnom djeli (dermisu) prisutne su upalne stanice, limfociti i
neutrofili, dok su u dubljim slojevima vidljivi fibroblasti koji sudjeluju u procesu fibroze. Epitel
u fazi regresije pokazuje infundibilarna obiljezja s laminarnom keratinizacijom te nesto blijedo
eozinofilnih keratinocita. Stadij regresije vjerojatno je posljedica djelovanja imunoloSkih
mehanizama s obzirom na prisutnost aktiviranin CD4+ T limfocita u infiltratu (Slika 8). U
stadiju potpune regresije, keratoakantom poprima oblik plitke epidermalne strukture s

uzdignutim rubovima, s atrofi¢no stanjenim epidermisom (41, 42).

Slika 8. Patohistoloske znacajke regresivnog stadija keratoakantoma

(a) Plitke strukture ispunjene rozevinom. (b) OkruZene tankim epitelom, struktura nalik usni.
(c) Lezija pokazuje infundibularna obiljezja lamelarne keratinizacij uz gubitak blijedoruZzicastih
keratinocita staklastog izgleda. (c) Takoder se uocava fibroza u dermalnim papilama i upala s
mijesanim stani¢nim infiltratom.

Izvor: What Is a Solitary Keratoacanthoma? A Benign Follicular Neoplasm, Frequently

Associated with Squamous Cell Carcinoma (CC BY 4.0)

Multipli centrifugalni keratoakantom pokazuje proliferaciju keratinocita s blijedom

eozinofilnom citoplazmom i upalnim infiltratom neutrofila i limfocita (34).
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U familijarnom Ferguson — Smith tipu keratoakantoma prisutni su epitelni tracci koji proZzimaju
dermis, uz centralnu keratinizaciju, a u regresiji formira se krater ispunjen rozevinom. Dermis
je infiltriran limfocitima, dok u kasnijim fazama postaje fibrozan, uz izrazen gubitak elasti¢nih
vlakana. Opisana je infiltracija tumorskih stanica u limfne ¢vorove, potkozno tkivo i skeletne
misice, ali bez smrtnih ishoda (36).

Generalizirani eruptivni keratoakantomi tipa Grzybowski obi¢no pokazuju karakteristi¢nu
patohistolosku sliku keratoakantoma. Ponekad, papulozne promjene pokazuju znacajke
pocetnog proliferativnog stadija keratoakantoma, a u nekim slucajevima male folikularne
papule nemaju keratiniziraju¢i centar (37).

Keratoakantom nalik PCC-u (lat. Keratoacanthoma-like SCC) i keratoakantom s
malignom alteracijom predstavljaju varijante koje histoloski zadrzavaju obiljezja
keratoakantoma s centralnim kraterom, endoegzofitiCan rast, multilobularnu strukturu te
lobule gradene od velikih, rozih stanica staklasta izgleda, uz minimalnu ili odsutnu atipiju.
Kod keratoakantoma koji morfoloski nalikuju planocelularnom karcinomu, patohistoloske
znacajke tih dviju lezija Cesto se preklapaju, pri ¢emu granica izmedu njih nije jasno definirana
(Slika 9). Nasuprot tome, keratoakantom s malignom alteracijom pokazuje jasno odvojena
podrucja s obiljezjima keratoakantoma i planocelularnog karcinoma (Slika 10). Komponente
koje odgovaraju keratoakantomu mogu se nalaziti u bilo kojem stadiju razvoja, a omjer

keratoakantom i planocelularni karcinom unutar iste lezije moze znacajno varirati (41, 42).
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Slika 9. Patohistoloska slika planocelularnog karcinoma nalik keratoakantomu
(keratoacanthoma — like SCC)

(a) Lezija s multilobularnom grado. (b, ¢) U leziji uo¢avaju se patohistoske znac¢ajke tipi¢ne za
KA. (d) Komponenta SCC-a gradena je od atipi¢nih Keratinocita s izrazenom nuklearnom
atipijom te pokazuje invazivan rasta.

Izvor: What Is a Solitary Keratoacanthoma? A Benign Follicular Neoplasm, Frequently
Associated with Squamous Cell Carcinoma (CC BY 4.0)
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Slika 10. Patohistoloske znacajke keratoakantoma s malignom alteracijom

(a) Lezija s centralnim kraterom, jasna razlika izmedu KA i SCC. (b) S obje strane lezije nalazi
se komponenta KA (c) Dok se komponenta SCC-a nalazi u sredistu.

Izvor: What Is a Solitary Keratoacanthoma? A Benign Follicular Neoplasm, Frequently
Associated with Squamous Cell Carcinoma (CC BY 4.0)

Prema dostupnim podacima, keratoakantom, ovisno o patohistoloskom stadiju,
eksprimira stani¢ne markere citokeratina CK1/CK10, CK16/CK17 te kalretinina, proteina koji
su karakteristi¢no prisutni u infundibulumu i istmusu folikularnih struktura. Ovi nalazi dodatno
podupiru teoriju o folikularnoj diferencijaciji kaeratoakantoma (6). Ekpresija CK1/CK10 u
kombinaciji s odsutnom ekspresijom kalretinina upucuje na infundibularnu diferencijaciju
dijela sa slojevitom keratinizacijom u ranom stadiju keratoakantoma. U ranom stadiju,
kombinirana ekspresija CK16, CK17 i kalretinina, uz istovremenu odsutnost izrazaja CK1 i
CKZ10 u bazalnim slojevima lezije s kompaktnom keratinizacijom, ukazuje na diferencijaciju
stanica ispod infundibuluma. Sli¢an ekspresijski obrazac zadrzava se i u razvijenom stadiju
keratoakantoma, u kojem dominiraju veliki rozi Kkeratinociti, §to takoder upucuje na
diferencijaciju prema vanjskoj ovojnici folikula dlake. U stadiju regresije keratoakantoma
ponovno se javljaju obiljezja infundibularne diferencijacije, Sto je vidljivo kroz gubitak velikih,

blijedoruzicastih stanica. U stadiju potpune regresije, istmicka diferencijacija vise nije prisutna
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ni morfoloski ni imunohistokemijski, dok prevladavaju obiljezja infudibuluma ukljucujuéi
obnovljenu ekpresiju CK1/CK10 i CK15 (43).

Vaznu ulogu u zaustavljanju rasta i regresiji keratoakantoma imaju T limfociti. Njihovu
funkcionalnost, medutim, moze narusiti tumorski mikrookoli§ kroz mehanizame kao $to su
ekspresija inhibiraju¢ih receptora, prisutnost stanica i liganada inhibiraju¢eg djelovanja,
metabolizam tumorskog tkiva, epigeneticki utjecaji i regulacija transkripcije. Nereaktivni T
limfociti izrazavaju inhibitorne receptore, poput proteina programirane stani¢ne smrti 1 (PD-1,
od engl. programmed cell death protein 1), proteina LAG-3 (od engl. lymphocyte activation
gene-3), proteina 4 povezan s citotoksi¢nim T-limfocitima (CTLA-4) i proteina Tim-3, ¢ija je
aktivacija posredovana putem njihovih liganda u tumorskom mikrookolisu. Sto je ve¢éi broj tih
receptora, to je disfunkcija T limfocita izraZenija.

Na smanjenu aktivnost anti-tumorskih T limfocita dodatno utjecu inhibitorne stanice,
poput makrofaga povezanih s tumorom, mijeloidnih supresorskih stanica te regulacijski T
limfociti preko interleukina, 1L-10 i IL-35 te transformirajuc¢eg ¢imbenika rasta beta (TGF-p).
Disfunkciju T limfocita moze potaknuti i smanjena dostupnost glukoze, usljed njenog
povecanog iskoriStavanja od strane tumorskih stanica (44). Povecana infiltracija FOXp3+
regulacijskin T limfocita tijekom rane proliferativne faze moze potaknuti smanjenu
antitumorsku obranu (45). Znacajna infiltracija CD4+T limfocita u regresijskom stadiju
keratoakantoma sugerira da je ovaj proces imunoloski posredovan (45). Osim toga, u
tumorskom mikrookolisu nalazi se veliki broj stanica koje luce interleukin 27, koji u
limfocitima T potice aktivaciju prenositelja signala i aktivatora transkripcije, STAT1 i STATS3,
Sto rezultira proliferacijom CD4+T limfocita, odnosno ranom Th1 diferencijacijom (46).

U KA i PCC pronadena je znacajna korelacija izmedu izrazaja PD-L1 u stanicama
tumora i limfocitima kojima obiluje tumor (47). Osim toga, TGF-p regulira izrazaj PD-1 i PD-
L1, a mutacije koje uzrokuju gubitak funkcije receptora TGF-p 1 smatraju se odgovornim za
pojavu Ferguson — Smith sindroma. Razvoj keratoakantoma moze biti potaknut primjenom
protutijela koja neutraliziraju TGF-B, $to upucuje na moguénost da smanjeni izrazaj PD-L1,
ovisan o TGF-p, ima ulogu u patofiziologiji keratoakantoma (39). U histoloskom razlikovanju
keratoakantoma od planocelularnog karcinoma potencijalno korisna metoda mogla bi biti
imunohistokemijsko bojenje na TGF-p. U KA je bojenje uglavnom difuzno i bez perifernog
bojenja stanica, dok u PCC prevladava krpicasto bojenje, s perifernom raspodjelom stanica
(48). Takoder su opisani slucajevi razvoja keratoakantoma kao rijetke nuspojave terapije
inhibitorima PD-1 (Nivolumab i Pembrolizumab) te BRAF inhibitorima poput Vemurafeniba
(49, 50).
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1.1.5. Molekularni putovi nastanka keratoakantoma

Prema dosadasnjim saznanjima, u razvoj, regresiju i potencijalnu invaziju
keratoakantoma uklju¢eni su razli¢iti signalni putovi. Goudie i suradnici istrazivali su
povezanost TGF-f signalnog puta s nastankom keratoakantoma te su ustanovili jasnu korelaciju
izmedu mutacije u genu TgfBr1 (od engl. transforming growth factor beta receptor 1) i gubitka
funkcije na 9. kromosomu s pojavom Ferguson-Smith tip KA (1, 51). TGF-B signalni put
regulira diferencijaciju i proliferaciju u razli¢itim tkivima, a njegova disfunkcija povezuje se s
malignom transformacijom keratinocita. Jos jedan put signalizacije koji je povezan s nastankom
keratoakantoma, koji takoder djeluje na sudionike TGF-B signalnog puta, poput
fosfatidilinozitol 3-kinaze/proteinske kinaze B (PI3K/AKkt) i mitogenom aktivirana proteinska
kinaza (MAPK), je put aktiviran proteazom -PAR3 (od engl. engl. partitioning defective 3
homolog gene), ima vaznu ulogu u apikobazalnoj polarnosti stanice i asimetri¢noj diobi stanica.
Naime, gubitak polariteta stanice preduvjet je za razvoj i progresiju tumora. U tumorskim
modelima (DMBA/TPA), prekomjerna ekspresija PAR3 smanjuje vjerojatnost nastanka KA,
dok njegov gubitak ima suprotan uc¢inak (1, 52).

Specifi¢an oblik keratoakantoma pojavljuje se u bolesnika s melanomom lije¢enih
BRAF inhibitorima, naj¢es¢e Vemurafenibom. Ovaj lijek poti¢e povecanu aktivnost BRAF-a
neovisno o RAS-u, $to rezultira pojacanom aktivacijom MAPK signalnog puta te moze dovesti
do razvoja planocelularnog karcinoma ili keratoakantoma. Sli¢an u¢inak ima i Sorafenib. U tim
lezijama, koje se pretezito javljaju na fotoeksponiranim podruc¢jima, utvrdena je prisutnost RAS
mutacija, $to sugerira da UV zraenje moze inducirati mutacije RAS gena u keratinocitima.
Kada su stanice s RAS mutacijama izloZzene BRAF inhibitorima, dolazi do paradoksalne
aktivacije MAPK signalnog puta, $to poti¢e abnormalnu proliferaciju i moze rezultirati
razvojem koznih tumora. U osoba s melanomom koje se umjesto BRAF inhibitorima lijece
mitogen aktivirana proteinska kinaza (MEK) inhibitorima (koji djeluju nize u istom putu)
ucestalost keratoakantoma je smanjena, jer MEK inhibitori blokiraju MAPK put (1, 53). MAP
kinazni put aktivira se vise posredstvom stresa i upalnih medijatorma nego mitogenima, pa
danasnja ucestalost upalnih procesa, uzrokovanih traumama, koznim bolestima ili razli¢itim
dermatoloskim zahvatima mogu pogodovati nastanku KA na kozi prethodno ostec¢enoj UV
zracenjem, sli¢no uéinku BRAF inhibitora (54). Lijek Imikvimod, koji se Kkoristi u terapiji
aktini¢ne keratoze i bazocelulranog karcinoma, moze sekundarno uzrokovati KA, aktivacijom

NFkB signalnog puta i porastom proinflamatornih citokina (1). Visoka ekspresija tumor
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supresora fosfataza i tensinski homolog (PTEN), negativnog regulatora PI3K-mTOR signalnog
puta, Uz smanjenu stani¢nu proliferaciju upuéuje na prevenciju stani¢ne transformacije. Cak i
kada PTEN nije aktivan, aktiviraju se alternativni tumorsupresorski mehanizmi, p53/ p21WA* i
p16™K4 Tumor supresor p16™K* prisutan je kroz veéinu stadija KA, §to potvrduje postojanje
brojnih obrambenih mehanizama koji podrzavaju benigni karakter tumora i vode njegovoj
involuciji (55).

Prema izvijes¢u Li J i suradnika, postoji znacajna geneticka razlika izmedu keratoakantoma i
planocelularnog karcinoma. Komparativhom genskom hibridizacijom zabiljezene su
rekurentne aberacije na kromosomima 7, 8 i 10 koje se ¢es¢e povezuju s planocelularnim
karcinomom, dok su mutacije gena na kromosomima 17, 19, 20 i X povezane s nastankom

keratoakantoma (56).

1.1.6. Dijagnostika keratoakantoma

Dijagnoza keratoakantoma temelji se na anamnezi pacijenta, klinickoj slici te
patohistoloskoj analizi. Anamnesti¢ki podatak o brzorastucoj leziji, koja u kratkom vremenu
dosegne promjer od nekoliko centimetara, uz karakteristican izgled polukuglastog tumora sa
sredi$njim kraterom ispunjenim roznatom masom i o¢uvanom okolnom kozom, kao i sklonost
spontanoj regresiji, upucuju na dijagnozu KA. Za potvrdu dijagnoze keratoakantoma klju¢na je
patohistoloska analiza tkiva dobivenog ekscizijskom biopsijom. U sluc¢ajevima sumnje na
subungvalni KA potrebno je napraviti i radiolosku dijagnostiku zbog moguce osteolize (5).
Buduéi da je keratoakantom patohistoloski vrlo sliCan planocelularnom karcinomu koZe,
osobito u fazi progresivnog rasta, njihovo razlikovanje predstavlja dijagnosticki izazov.
Pokusaji uvodenja imunohistokemijskih bojenja za nekoliko biljega za razlikovanje ovih lezija,

do sada nisu rezultirali pronalazenjem dijagnosticki pouzdanog markera (7).

1.1.7. Lijecenje keratoakantoma

lako keratoakantomi imaju sklonost spontanoj regresiji i izljeCenju, kao posljedicu
mogu ostaviti neestetski oziljak. Pouzdana terapija keratoakantoma ukljucuje kirusku eksciziju
s rubom sigurnosti od 4 mm, $to omogucuje potpunu eliminaciju tumora, uz optimalan uzorak
za patohistolosku analizu i minimalan rizik od recidiva. Manje lezije na ekestremitetima,
promjera do 2 cm, moguce je ukloniti i elektrodesikacijom ili kiretazom. Mohsove

mikrografske operacije su terapija izbora za KA s perineuralnom invazijom i za lezije veli¢ine
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vecée od 2 cm, smjeStene na kozmeticki osjetljivim podruc¢jima, gdje je vazno o¢uvanje okolnog
tkiva. Od nekiruskih terapija koriste se metotreksat i imikvimod (5-FU), dok su interferon i
bleomicin zamjenske opcije. 5-Fluorouracil primjenjuje se intralezijski. Imikvimod i 5-
fluorouracil koriste se u topi¢koj primjeni kao 5%-tne kreme, pri ¢emu poticu brzu regresiju
lezija. Sistemski retinoidi, koriste se za lijeCenje multiplih keratoakantoma. U slu¢ajevima
rezistentnim na terapiju retinoidima i metotreksatom, kao terapijska alternativa moze se
primijeniti Ciklofosfamid. Uzimajuéi u obzir sve vecu potrebu za oCuvanje tkiva i estetike,
konzervativno nekirusko lije¢enje i Mohsova Kirugija su preferirani pristupi. Recidivi KA
javljaju se u 1-8% slucajeva, stoga je vazno dugotrajno pracenje pacijenata te njihova edukacija

0 preventivnim mjerama i samopregledu (1,5, 7).

1.2. Bradavice (lat. Verrucae)

Bradavice su benigne proliferativne lezije koze i sluznica uzrokovane humanim
papiloma virusom (HPV) iz porodice Papillomaviride. Najcesce se pojavljuju u djece i mladih
osoba. Poznato je vise od 200 razli¢itih genotipova HPV-a, od kojih se oko 110 povezuje s

razli¢itim dermatoloSkim oblicima bolesti (57, 58).

1.2.1. Genom HPV-a

HPV su mali DNA virusi ¢iji genom obavija kapsida sastavljena od 72 kapsomere. Genom
HPV-a sastoji se od zatvorene, kruzne dvolancane DNA duzine izmedu 7.800 1 7.900 baza,
podijeljene na kodirajuéi i nekodirajuéi segment. Kodiraju¢a podrucja (od engl. open reading
frames — ORFs) sadrZze gene grupirane u tri funkcionalna podrucja: kasno (L, od engl. late),
rano (E, od engl. early ) i regulatorno (R, od engl. regulatory ) podru¢je. Kasno podruéje (L)
kodira strukturne bjelancevine kapside virusne Cestice, velike (L1) 1 male (L2). Rano podrucje
(E) sadrzi gene koji kodiraju proteine ukljucene u razli¢ite faze virusnog Zivotnog ciklusa:
replikaciju (E1), transkripciju (E2), vezivanje za citokeratin (E4), stani¢nu transformaciju (ES5)
te onkogeno djelovanje (E6 i E7). Regulatorno podruc¢je (R) sadrzi gene koji kodiraju
transkripcijske faktore ukljuéene u kontrolu virusne replikacije. Sest ranih gena — E1, E2, E4,
E5, E6 i E7 koji kodiraju bjelanCevine nuzne za replikaciju virusa, prisutni su u vecini
genotipova HPV-a. Medutim, kod visokoriziénih genotipova, ovi geni doprinose i

transformaciji zarazenih stanica (59).
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Humani papiloma virus je heterogena skupina DNA virusa razvrstanih u razlicite
genotipove prema redoslijedu baza u regiji L1. Genotip se smatra novim ako njegov nukleotidni
slijed u odredenom segmentu genoma pokazuje vise od 10 % razlike u usporedbi s prethodno
poznatim genotipovima. Prema Medunarodnom referentnom centru za HPV

(http://www.hpvcenter.se/) identificirano je 218 tipova HPV-a. Razvrstani su u pet rodova:

Alfa-papilomavirusi (a-HPV) s 14 vrsta i 65 tipova, Beta-papilomavirusi (B-HPV) s 6 vrsta i
52 tipa, Gama-papilomavirusi (y-HPV) s 27 vrsta i 97 tipova, Mu-papilomavirusi (u-HPV) s 3
vrste i 3 tipa i Nu-papilomavirusi (v-HPV) s jednom vrstom i jednim tipom (Slika 11) (59, 60,
61).

L1

alfa HPV

L2

7 il

Slika 11. Rodovi Alfa i Beta humanog papiloma virusa (HPV)
Izvor: https://www.frontiersin.org/journals/oncology/articles/10.3389/fonc.2019.00355/full
(CCBY 4.0)

S obzirom na onkogeni potencijal, genotipovi se dijele na:

- niskorizi¢ne genotipove ( 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 i CP6108)

- visokorizi¢ne genotipove (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82), te

- vjerojatno visokorizi¢ne genotipove (26, 53, 66).

Ova Klasifikacija se stalno azurira novim znanstvenim spoznajama i identificiranim

genotipiovima. Zastupljenost pojedinih genotipova razlikuje se ovisno o zemljopisnoj regiji. U

-----
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Tablica 1. Rod i znacajni HPV genotipovi, tkivni tropizam i povezane bolesti (59)

Rod Vrsta Repr_esentatwnl Tropizam | Povezanost s bolestima
tipovi HPV
al 32 mukozni | Heckova bolest
a2 3,10, 28 kozni ravne bradavice
o4 2,27,57 kozZni obi¢ne bradavice
a7 18, 39, 45, 59, 68 | mukozni | intraepitelna neoplazija,
Alfa-PV invazivni karcinom
a9 16, 31, 33, 35, 52, | mukozni | intraepitelna neoplazija,
58 invazivni karcinom
all 6, 11 mukozni | condylomata acuminate
13 Heckova bolest
Blc 5,8, 12, 14, 19, kozni Epidermodysplasia
20, 21, 24, verruciformis
25, 36, 47
Beta-PV | B2 9, 15,17, 22, 23, | kozni Epidermodysplasia
37, 38 verruciformis
B3 49 kozni Epidermodysplasia
verruciformis
Gama- | Y1 4, 65 kozni bradavice
PV v4 60 kozni bradavice
nl 1 kozni ravne bradavice
Mu-PV :
n2 63 kozni bradavice
Nu-PV |v 41 kozni bradavice

1.2.2. Epidemiologija i etiologija virusnih bradavica

Do danas je izolirano vise od 200 genotipova HPV-a, koji uzrokuju infekcije u ljudi. Od
toga, 45 genotipova izaziva infekcije genitalnog trakta, dok ostali uzrokuju infekcije koze. Rod
Alfa HPV ukljucuje tipove koji uzrokuju klinicki vidljive lezije na sluznicama i kozi, dok su
Beta i Gama HPV-ovi povezani s perzistentnim subklinickim lezijama koze koje su Cesto
posljedica infekcija steCenih u ranom djetinjstvu. Glavni nacin prijenosa infekcije je direktni
kontakt, iako se prijenos moze ostvariti i neizravno, putem kontaminiranih predmeta. Dodatno,

mikrotrauma predstavlja vazan ¢imbenik u patogenezi i progresiji verukoznih promjena.
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Kozne bradavice su najées$ée uzrokovane HPV genotipovima 1, 2, 4, 27 i 59, pokazuju
razli¢ite epidemioloSke karakteristike koje se pripisuju socio-geografskim razlikama. U
istrazivanju provedenom u nizozemskim Skolama, kozne bradavice su bile prisutne u tre¢ine
djece. Prevalencija je rasla s dobi, od oko 15% kod c¢etvorogodi$snjaka do cak 44% u
jedanaestogodiSnjaka, bez znacajne razlike medu spolovima. Infekcija HPV genotipom 1 ¢esce
se javlja u mladih osoba, uglavnom na plantarnim regijama, a same lezije su obi¢no manje. S
druge strane, HPV genotip 2 se ¢es¢e pojavljuje u drugoj ili tre¢oj dekadi zivota. Glavni
¢imbenici rizika za infekciju U djece su najblizi ¢lanovi obitelji s koznim bradavicama te veci
broj djece u obitelji. Prevalencija koznih bradavica u op¢oj populaciji procjenjuje se na oko 5%,
Sto je posljedica ucestalih i ponovljenih infekcija razlic¢itim tipovima HPV-a (63).

Imunosupresija predstavlja vazan rizi¢ni ¢imbenik u nastanku HPV lezija. Naime, 40%
osoba koje su prosle transplataciju solidnih organa razviju kozne bradavice, a incidencija
karcinoma koze u ovoj populaciji procjenjuje se na 5% godi$nje, s kumulativnim rizikom od
40% nakon devet godina (64). Sli¢ni trendovi su uoceni i u incidenciji premalignih i malignih

HPV lezija na sluznicama povezanim s imunosupresijom (65).

1.2.3. Patogeneza HPV infekcije

Humani papiloma virus veze se za stanice bazalnog sloja koze i sluznice, a njegov
zivotni ciklus ovisi 0 sposobnosti diferencijacije tih stanica. Infekciji keratinocita bazalnog sloja
epitela pogoduju mikrotraume u proliferacijskom bazalnom sloju. Inicijalno se virus veze za
heparan-sulfat proteoglikan, receptor na membrani bazalnih stanica koje se dijele. putem
virusnog proteina L1. Ta veza izaziva promjene u strukturi virusne kapside koje omogucuju
vezivanje s drugim, jo$ uvijek nepoznatim receptorom. Virus ulazi u stanicu endocitozom, §to
moze trajati od dva do Cetiri sata. U citoplazmi dolazi do raspada virusne Cestice, a genom
virusa se, uz pomo¢ proteina L2, transportira U jezgru(62).

Replikacija virusa odvija se u tri faze: pocetna amplifikacija DNA, uz aktivnost proteina
E1 1 E2; faza odrzavanja - virusna DNA replcira se u skladu s proliferacijom inficirane stanice
I kasna faza amplifikacije genoma i formiranja novih virusa - u trenutku kad stanica zavrsava
diferencijaciju. Faza odrzavanja moze potrajati mjesecima ili godinama. Stupanj diferencijacije
epitelnih stanica domacina izravno utjece na u¢inkovitost replikacije. U bazalnim stanicama, u
S fazi stani¢nog ciklusa replikaciju pokrec¢e protein E2, koji prepoznaje specificne nizove
(AACCg(N4)cGGTT) i veze se za njih svojom C-terminalnom domenom. Helikaza E1, jedini

enzim koji kodira genom HPV-a, veze se na ishodiste replikacije. Nakon vezanja E1, dolazi do
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disocijacije E2, a E1, uz pomo¢ stani¢nih Hsp40 1 Hsp70, usvaja funkcionalnu konformaciju
dvostrukog heksamernog prstena. Ova struktura omogucéuje odmotavanje DNA lanaca, ¢ime se
otvara pristup replikacijskim proteinima stanice domacina, ukljucujuéi replikacijski protein A
(RPA) i DNA polimerazu a. Nakon zavrSene replikacije, protein E2 sudjeluje u preciznoj
segregaciji novonastalih kopija virusnog genoma u stanice kéeri tijekom mitoze. Nakon diobe,
virusne kopije (episomi) dopiru do suprabazalnih slojeva epitela. Za razliku od neinficiranih
keratinocita, ¢ija je dioba ograni¢ena na bazalni sloj, inficirani keratinociti nastavljaju s
mitotskom aktivnosc¢u i u suprabazalnim slojevima, pri ¢emu je njihova diferencijacija odgoden
(67).

Vecina HPV genotipova je niskog onkogenog rizika, te prolazi samo produktivni ciklus,
koji dovodi do stvaranja novih infektivnih virusnih ¢estica. U lezijama koje uzrokuju, ekspresija
virusnih gena je dobro regulirana, tijekom migracije inficiranih stanica prema povrsini epitela.
Stvaranje odredenih virusnih proteina odvija se u odredeno vrijeme i u odredenoj koli¢ini, pri
¢emu se aktiviraju i signalni putovi, koji ovise o diferencijaciji. U povrsnim slojevima epitela,
virus obavija svoj genom kapsidom uz pomo¢ proteina E2 i strukturnih proteina L1 i L2, dok
njihovo otpustanje omogucuje protein E4, koji se nakuplja u visokim koncentracijama u

citoplazmi povrsinskih keratinocita (Slika 12).
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Slika 12. Zivotni ciklus HPV-a u diferencirajuéem skvamoznom epitelu

Ulazak virusa dogada se sekundarno uslijed mikro-abrazije i izravne invazije bazalnih epitelnih

stanica. Faza odrzavanja HPV-a odvija se u bazalnim epitelnih stanicama uz naknadnu

migraciju prema povrSini. PovrSinski slojevi epitela omogucéuju amplifikaciju genoma,

sastavljanje viriona i naknadno oslobadanje. (CC BY 4.0)

Izvor: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38787972/#&gid=article-figures&pid=figure-2-uid-1
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Infekcija visokorizicnim HPV genotipovima prati gubitak regulatorne funkcije virusnog
proteina E2, sto dovodi do poveéane ekspresije onkoproteina E6 i E7. U bazalnim slojevima
epitela ti proteini funkcionalno onemogucuju tumorsupresorske gene p53 i pRB, ¢ime se
omogucuje prelazak stanica u S-fazu stani¢nog ciklusa, Sto rezultira nekontroliranom
proliferacijom i genskom nestabilnos¢u inficiranih stanica. Uglavnom, HPV zavrSava Zivotni
ciklus u epitelnim stanicama, ne izaziva viremiju niti razaranje inficirane stanice, ¢ime
unc¢inkovito izbjegava urodeni imunoloski odgovor, ostaje i doprinosi perzistiranju HPV
infekcije (68). lako su Kkeratinociti imunoloski aktivne stanice sposobne pokrenuti kaskadu
imunoloskog odgovora, proteini E6 i E7 visokorizi¢nih tipova (16, 18 i 31) mogu ometati taj
proces. Osim toga, HPV ne privlaci anigen prezentiraju¢e Langerhansove stanice u epitelu,
¢ime izostaje antigen-specifi¢ni imunoloski odgovor.

Dok se pocetne infekcije nekih HPV tipova mogu kontrolirati urodenim imunoloskim
odgovorom, klini¢ki vidljive lezije zahtijevaju sloZeniji imunoloski odgovor, koji ukljucuje
citotoksi¢ne CD8+ T limfocite i CD4+ pomagacke T limfocite. Oni prepoznaju virusne E2, E6
I E7, luce interleukin 2 (IL-2) i interferon gama (y-1FN) te pospjesuju eliminaciju virusa. Ipak,

odredeni HPV genotipovi mogu ostati latentni i izbje¢i imunoloski nadzor (69).

1.2.4. Klini¢ka slika koznih bradavica

Infekcije uzrokovane HPV-om mogu se manifestirati u tri oblika: kao klinicke infekcije
vidljive golim okom, kao subklinicke infekcije koje nemaju izraZzene simptome, ali se mogu
detektirati mikroskopski u inficiranom epitelnom tkivu ili kolposkopski kroz promjene
izazvane virusom, te kao latentne infekcije, pri ¢emu se prisutnost virusa moze potvrditi
isklju¢ivo molekularnim dijagnostickim metodama..

Klini¢ke manifestacije HPV infekcije su raznolike i ovise o genotipu virusa, njegovom
tropizmu te imunoloSkom odgovoru domacina. Na primjer, HPV tip 1 iz roda Mu uzrokuje
bradavice na dlanovima i tabanima te se rijetko pojavljuje drugdje; HPV tip 7 iz roda Alpha
uzrokuje bradavice uglavnom na rukama, dok su HPV tipovi 6 i 11 usmjereni na sluznicu. HPV
6 na sluznicu genitalne regije, dok HPV 11 ¢esce inficira sluznicu usne Supljine. Razliditi tkivni
tropizmi odrazavaju gensku raznolikost virusa i promjenjivu otpornost epitelnih barijera na
razli¢itim anatomskim pozicijama.

Prema tkivnom tropizmu razlikuju se:
1. HPV infekcije koze (benigne 1 maligne)

2. HPV infekcije sluznice (benigne i maligne)
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Kozne bradavice predstavljaju benigne proliferativne lezije uzrokovane infekcijom
keratinocita humanim papiloma virusom. Najéesc¢e se spontano povlace, N0 mogu perzistirati
mjesecima, pa i godinama, ¢ime doprinose Sirenju virusa u populaciji. Klinicki se kozne HPV
infekcije manifestiraju kao: obi¢ne bradavice (lat. verrucae vulgares), plantarne bradavice (lat.
verrucae plantares) i ravne mladenacke bradavice (lat. verrucae plane juveniles) (70).

Obic¢ne bradavice (lat. verrucae vulgares) su najéesé¢e kozne bradavice, uzrokovane HPV
genotipovima 2, 4, 7, 26, 27, 28 i 57. Najc¢esce se pojavljaju u djece i adolescenata, iako mogu
zahvatiti sve dobne skupine. Klini¢ki se ocituju kao egzofiti¢ne, hiperkeratoti¢ne papule
hrapave i grube povrsine, boje koze, pojedinacne ili multiple. Veli¢ine su do 1cm u promjeru,
3 do 4 mm iznad povrsine koze, mogu se medusobno spajati i formirati plakove. Na povrsini
lezije ponekad su vidljive crne tockice, 0sobito ako se povrSina ogrebe, §to mikroskopski
odgovara epidermalnim Kkrvarenjima ili prosirenim kapilarnim petljama unutar dermalnih
papila. Najcescée se nalaze na izloZzenim dijelovima tijela poput ruku, prstiju, laktova i koljena.
Obicno su asimptomatske, mogu perzistirati nepromijenjene mjesecima ili godinama, naglo se
prosiriti stvaranjem brojnih novih lezija ili spontano regredirati (Slika 13).

Morfoloska varijanta obi¢nih bradavica su nitaste (filiformne) bradavice koje se prezentiraju
kao nitaste papile s karakteristi¢cnim rastom okomito ili pod kutom u odnosu na povrsinu koze.
Pojavljuju se kao pojedinacne ili multiple, najceS¢e na bradi, oko usnica, o¢nih kapaka i
nosnica. Posebna varijanta je tzv mesarska bradavica, rijetka forma obi¢ne bradavice povezana
s HPV genotipom 7. Pojavljuje se u osoba koje dolaze u kontakt s mesom i ribom, ima izgled

nalik cvjetaci i najcesce je lokalizirana na rukama (70, 71).
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Slika 13 . Obi¢ne bradavice (lat.verrucae vulgares)

(A) Obicna bradavica, papule s keratoticnom povrSinom, neke s tamnim tockama.
(B) Obi¢na bradavica pod dermatoskopom, toc¢kasto krvarenje.
Izvor: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0365059620306620 (CC BY 4.0)

U obi¢nim bradavicama patohistoloske promjene lokalizirane su u epidermisu. Prisutne
su akantoza, papilomatoza i izraZzena hiperkeratoza, uz zadebljanje zrnatog sloja i vakuolizaciju
citoplazme stanica unutar njega. Bazalni sloj moze biti upalno promijenjen, uz ostecenje
bazalne membrane i prisutnost velikih reaktivnih keratinocita. Tri patohistoloska obiljezja
obi¢nih bradavica ukljucuju: prisutnost koilocita, vertikalne stupce parakeratoze i gusto
rasporedene granule keratohijalina (Slika 14). Nitaste, filiformne bradavice pokazuju izrazeniju
papilomatpzu s naglasenom hiperkeratozom, proSirenim kapilarama u dermisu i povremeno

malim hemoragijskim zaristima (71).
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Slika 14. Patohistoloska slika obi¢ne bradavice (verrucae vulgares) prikazuje hiperkeratozu,
papilomatozu, akantozu 1 mreZaste izbo€ine epidermisa (Hematoksilin i eozin, 40x).

Izvor: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8007546/figure/fig0005/ (CC BY 4.0)

Plantarne bradavice (lat. verrucae plantares) i palmarne bradavice (lat. verrucae
palmares) klinic¢ki se prezentiraju kao hiperkeratoti¢ne papule s endofitickim rastom i tvrdim
keratiniziranim rubovima (Slika 15). Kao i kod obi¢nih bradavica, mogu se uociti tockasta
krvarenja, $to odgovara tromboziranim krvnim zilama. Zbog lokalizacije, na podrucjima pod
pritiskom, Cesto izazivaju izrazenu bol. Ucestalo se javljaju u djece, adolescenata i mladih
odraslih osoba. Najcesc¢e nastaju izravnim infekcijom HPV genotipovima 1, 2, 4, 57, 63, 65 i
95 (71).

Prema Wilchey J.D., plantarne bradavice mogu nastati i neizravno, primjerice preko dijeljene
obuce, sportske opreme, hodanjem bosim nogama oko bazena i u zajedni¢kim tuSevima.
Takoder, hiperhidroza stopala povezuje se s ve¢im rizikom za nastanak plantarnih bradavica
(72). Histoloski su vrlo sli¢ne obi¢nim bradavicama, $ izrazenijom hiperkeratozom i lezijom
koja moze prodrijeti dublje ispod razine epidermisa. lzgled keratohialinskih granula unutar
povrsinskih plocastih stanica ovisi 0 tipu HPV-a: HPV 1 povezan je s velikim, eozinofilnim
keratohijalinskim granulama uz citoplazmatsku vakuolizaciju, HPV 4 povezan je s velikim,

vakuoliziranim keratinocitima s malim brojem granula i malim, periferno smjeStenim jezgrama.
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Slika 15. Plantarne bradavice (lat. verrucae plantares)

Izvor: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0365059620306620 (CC BY 4.0)
Mozaik bradavice lokalizirane su na tabanima i prezentiraju se povrsninski, bezbolno.

Pojavljuju se kao multiple lezije koje se spajaju u keratoti¢ne plakove. Periungularne bradavice

Cesto su bolne, rastu subungvalno sto moze dovesti do oniholize (71, 72) (Slika 16).

27



. ' B

~——

Slika 16. Verrucae plantares mosaicae (A); Verrucae periunguales (B) lzvor:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0365059620306620 (CC BY 4.0)

Ravne bradavice (lat. verrucae plane) klini¢ki se oc¢ituju kao lagano izdignute papule s
glatkom, ravnom povrSinom veli¢ine 2 do 4 mm. Obi¢no su multiple i grupirane, boje koze ili
s blagom pigmentacijom. Najcesce su lokalizirane na licu, vratu i dorzumu $ake u mladih osoba,
ali se mogu javiti i u odraslih zena te imunokompromitiranih osoba (HIV-pozitivnih i
transplatiranih osoba). Uzrokuju ih HPV genotipovi 3, 10, 27, 28, 29 i 41. Histoloski izgledaju
slicno obi¢nim bradavicama, ali s manje izrazenom hiperkeratozom i akantozom.
Karakteristi¢na znacajka je i odsutnost papilomatoze i parakeratoze. Uocljiva je vakuolizacija
stanica gornjeg spinoznog sloja i zrnatog sloja stanica s izrazenom Kkeratohijalinom
granulacijom (Slika 17) (71).
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Slika 17. Patohistoloska slika ravne bradavice (lat. verrucae plane) prikazuje koSarastu
hiperkeratozu, hiperganulozu, akantozu sa spajanjem mrezastih izboCina epidermisa (rete
ridges) 1 koilocitozu u gornjoj treéini epidermisa (Hematoksilin i eozin, 100x).

Izvor: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8007546/figure/fig0010/ (CC BY 4.0)
Epidermodysplasia verruciformis (EV)

Ova bolest je prvi put opisana 1922. godine (Lewandoswsky, Lutz). Klini¢ka slika
zapocinje u djetinjstvu ili ranoj adolescenciji, a manifestira se kao eritematozne papule ili
plakovi nalik ravnim bradavicama, lokalizirani na trupu, vratu i licu (Slika 18). Lezije se Cesto
Sire po cijelom tijelu. Oko 75% pacijenata ima autosomno recesivnu abnormalnost u genima
EVER1/TMC6 na lokusu 17925 ili EVER2/TMCS8 na 2921-24.7. Geni TMC6 i TMC8 kodiraju
proteine koji inhibiraju osnovne transkripcijske faktore za ekspresiju HPV gena. Bolest
izazivaju HPV genotipovi 5, 8, 3, 9,10, 12, 14, 15, 17, 20, 36, 38, 47, 49 i 50. Osobe s EV-om
imaju povecani rizik za razvoj planocelularnog karcinoma, osobito od cetvrtog desetljeca
zivota, a najéeSce se javlja na fotoeksponiranim dijelovima tijela. HPV genotipovi 5, 8, 17, 20
i 47 povezani su s malignom transformacijom (73). Histoloski, keratinociti su svjetliji i blago
bazofilni, a keratohijalinske granule razli¢itih su veli¢ina i oblika, rasporedene u zrnatom sloju

epidermisa, $to nalikuje slici videnoj u ravnim bradavicama (Slika 19) (74).
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Slika 18. Epidermodysplasia verruciformis
Izvor: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0365059620306620 (CC BY 4.0)

Slika 19. Patohistoloska slika (Epidermodysplasia verruciformis)

Epidermodysplasia verruciformis s epitelnim stanicama koje imaju bistru citoplazmu i
nuklearnu piknozu (Hematoksilin i eozin, 400%).

Izvor: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8007546/figure/fig0015/ (CC BY 4.0)
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Verukozni karcinom koze predstavlja oblik dobro diferenciranog planocelularnog
karcinoma koji se pojavljuje na kozi stopala, uglavnom u muskaraca starijih od 55 godina.
Klini¢ki spektar manifestacija obuhvaca promjene u rasponu od male papule nalik obi¢noj
bradavici do velikih lobularnih tumora nalik na cvjetacu. U usporedbi s ostalim karcinomima
koze, raste sporije. Rizi¢ni ¢imbenici za nastanak verukoznog karcinoma ukljucuju: kroni¢nu
iritaciju, izlozenost kemikalijama, kroni¢ne rane te infekciju visokorizicnim HPV

genotipovima, osobito 2 i 16 (Slika 20) (75).

Slika 20. Verukozni karcinom, dorzuma stopala (A) i taban (B).

Izvor: Update on human papilloma virus - part I: epidemiology, pathogenesis, and clinical
spectrum - ScienceDirect (CC BY 4.0)

1.2.5. Dijagnostika koznih bradavica

Dijagnoza koznih bradavica postavlja se na temelju anamnestickih podataka pacijenta i

klini¢ke slike, a prema potrebi provodi se biopsija i patohistoloska analiza. U svim tipovima
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bradavica prisutna je hiperplazija epidermisa s akantozom i hiperkeratozom. U gornjim
slojevima spinoznog epitela mogu se identificirati intranuklearna virusna tjelesca te eozinofilne
inkluzije unutar citoplazme. Plantarne bradavice karakterizira izrazena hiperkeratoza, dok se
kod kondiloma nalaze akantoza i papilomatoza. S druge strane, juvenilne bradavice i
epidermodisplazija obi¢no ne pokazuju znakove parakeratoze, akantoze i papilomatoze.
Infekcija HPV-om moze se detektirati svjetlosnim mikroskopom (npr. pojava
koilocitoze, prvi put opisana 1956. godine), elektronskom mikroskopijom i
imunohistokemijskim metodama. Medutim, navedene metode ne omogucavaju genotipizaciju
HPV-a te imaju relativno nisku osjetljivost i specificnost. Za preciznu detekciju HPV-a i
utvrdivanje genotipova koriste se specifi¢ne i visoko osjetljive metode molekularne biologije,
poput hibridizacijskih metoda (npr. HC2) i lancane reakcije polimerazom (PCR).
Hibridizacijske metode temelje se na sparivanju komplementarnih sekvenci oznac¢enih dijelova
nukleinskih kiselina (proba) s ciljnpom DNA. Najosjetljivija metoda za dokazivanje i
genotipizaciju HPV-a danas je PCR. Temelji se na umnoZzavanju (amplifikaciji) jedinstvenih
sekvenci DNA ili RNA specifiénih za svaki mikroorganizam do razine detekcije. Za
amplifikaciju virusnog genoma Kkoristi se genotip-specifi¢ne i grupno specificne probe - prve
ciljaju sekvencu specificnu za pojedini genotip, dok druge obuhvacéaju probe zajednicke vecem

broju genotipova (76).

1.2.6. Lijecenje koznih bradavica

U 50 do 90% slucajeva bradavice se spontano povuku u razdoblju do pet godina.
LijeCenje je Cesto dugotrajno i zahtijeva visekratna ponavljanja. Najces¢e se zapocinje S
lokalnim destruktivnim metodama, kao $to su krioterapija (nanosenje tekuéeg dusika na leziju)
i primjena keratolitika, koji uklanjaju gornji sloj epitela i poti¢u regeneraciju zdravog tkiva.
Najcesce koristeni keratinolitici su bikloroctena, trikloroctena i salicilna kiselina. Krioterapija
se ne preporucuje kod periungvalnih bradavica zbog mogucih ireverzibilnih osteéenja.

Kod vec¢ih i kompliciranih lezija moze se provesti kirusko lijeCenje (ekscizija,
ekskohleacija, elektrokauterizacija), a kod tesko dostupnih lezija koristi se laserska terapija (77,
78). 5-Fluorouracil (5-FU) je antimetabolicki i antineoplasticki lijek, koji inhibira sintezu DNA
I RNA, djelujuci antiproliferacijski na epitel. Primjenjuje se kao 5% krema jednom dnevno, ali
moze izazvati lokalnu iritaciju, alergijski kontaktni dermatitis i oniholizu, osobito kod
periungvalnih bradavica (78, 79). Tretinoin je retinoid koji se koristi u lijeCenju multiplih
otpornih obi¢nih i ravnih bradavica, dostupan kao 0,005% krema (80). Lijecenje je moguce i

kremama s imunomodulatornim ili interferonskim djelovanjem. Imikvimod, koji djeluje preko
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TLR7 receptora, potice upalni odgovor i proizvodnju interferona alfa, TNF-a i interleukina 12
te aktivaciju prirodnih stanica ubojica, ¢ime remeti replikaciju virusa. Koristi se za lijeCenje
genitalnih bradavica, ali nema dovoljno dokaza o terapijskom ucinku na obi¢ne bradavice.
Moze se koristiti i u kombinaciji s lokalno destruktivnim metodama, s ciljem smanjenja lokalnih
recidiva (78, 81).

1.3. Toll-like receptor (TLR)

Kao odgovor na izlozenost patogenima, organizam koristi urodene i adaptacijske
sposobnosti imunoloskog sustava da bi se zastitio od infekcije. Urodeni imunoloski sustav, u
cilju zastite organizma od infekcije, koristi fizicku barijeru, kao $to je koza i epitel, te osnovne
stanicne mehanizme koji ukljuuju dendritske stanice, monocitima, prirodnim stanicama
ubojicama (NK stanicama), granulocitima i epitelnim stanicama. Ove stanice posjeduju
strukturne receptore za posredovanje u imunoloskom odgovoru.

Humani receptori TLR (od engl. Toll-like receptors) pripadaju skupini strukturnih

receptora i imaju klju¢nu ulogu u pokretanju urodenog imunoloskog odgovora te utje¢u na
kasnije adaptivne imune odgovore (82). TLR receptori su izrazeni u razli¢itim tipovima stanica
koze: keratinocitima, Langerhansovim stanicama, monocitima, makrofagima, T i B
limfocitima, mastocitima, endotelnim stanicama krvnih Zila koze te fibroblastima i adipocitima
Sto doprinosi obrani protiv razli¢itih mikroorganizama (83).
Toll receptor otkriven je u vinskoj musici (Drosophila melanogaster), sto je 1995. godine
znanstvenicima Christiane Niisslein-Volhard i Ericu Wieschaus donijelo Nobelovu nagradu.
Naziv dolazi od njemacke rijeci ,,toll*, $to znaci fantasti¢no. Godine 2011. Jules A Hoffmann i
Bruce A. Beutler nagradeni su Nobelovom nagradomu za otkri¢e uloge TLR-a u prirodenom
imunitetu, dok je Ralph M. Steinman nagraden za otkri¢e dendriti¢nih stanica i njihove uloge u
adaptivnom imunitetu (84).

TLR receptori su transmembranski proteini koji omogucuju domacinu prepoznavanje
DNA s CpG ponavljanjima, flagelin i druge, kao i endogene ligande koji nastaju uslijed
stanicnog ostecenja tijekom upalnih i stresnih reakcija. Interakcija liganda s TLR-om inicira
signalne kaskade koje dovode do aktivacije akutnog odgovora, esencijalnog za uklanjanje
patogena. Za pokretanje stani¢no-specificnog imunoloskog odgovora klju¢ne su dendriticke
stanice, Cije sazrijevanje poticu TLR-i. Ipak, aktivacija TLR receptora moze imati i Stetne

posljedice. Pretjerana aktivnost odredenih TLR-ova povezuje se s patogenezom autoimunih
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bolesti (npr. eksperimentalno inducirani autoimuni encefalomijelitis), kroni¢nih upalnih stanja
(poput astme i reumatoidnog artritisa), kao i odredenih infektivnih bolesti. TLR receptori mogu
doprinijeti pogorsanju infekcija poticanjem prekomjerne proizvodnje proinflamatornih
citokina, Sto dovodi do oSte¢enja tkiva, ili pak naruSiti zastitni imunitet, ¢ine¢i organizam
podloznijim infekciji. Budu¢i da su TLR-i prisutni na razli¢itim stanicama, mogu inicirati
razvoj upalnih i imunoloskih bolesti (84, 85). TLR-i ukljuceni su u proces popravka gena, kao
I u posredovanje izmedu upale i oStecenja DNA (86).

1.3.1. Toll-like receptori i njihovi ligandi

Svaki TLR ima specifiénu ulogu u obrani organizma od patogena. Ovi receptori
omoguc¢uju domaéinu prepoznavanje patogenima pridruzenih molekularnih obrazaca (PAMP),
medu kojima su polipeptidi, glikoproteini, lipopolisaharidi, bakterijski flagelin, DNA i RNA
virusa te druge molekule. Dosad je identificiran velik broj liganada TLR receptora, i patogenog
i endogenog podrijetla, koji se medusobno razlikuju upravo prema svojoj specifi¢nosti za
odredeni TLR (85).

Prema lokalizaciji i funkciji u stanici domacina, razlikuju se membranski Toll-like
receptori, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 i TLR10 te njihovi dimeri TLR1/TLR2, TLR2/TLRS,
TLR2/TLR4/5/10) i unutarstani¢ni TLR-ovi, TLR3, TLR7, TLR8 i TLR9 smjesteni na
membranama endoplazmatskog retikuluma, endosoma i lizosoma (Slika 21) (87).

U kozi se TLR2 izrazava na keratinocitima i stanicama lojnih Zlijezda. Ovaj receptor
prepoznaje najSiri spektar liganada medu TLR-ovima, ukljucujuéi peptidoglikan Gram-
negativnih bakterija, lipoproteine i lipoteihoi¢nu kiselinu Gram-pozitivnih bakterija, fenol-
topivi modulin (Staphylococcus epidermidis), glikolipide, zimosan iz gljiva, protein toplinskog
Soka 70 (Hsp70), proteine virusa hepatitisa C, DNA herpes virusa te RNA respiratornog
sincicijskog virusa (RSV). Takoder, TLR2 ima moguc¢nost funkcionalnog Stvaranja dimera s
TLR1 i TLR6, pa zajedno sudjeluju u prepoznavanju virusa, poput virusa ospica, CMV-a i
HCV-a. Stimulacija TLR2 s C. albicans, M. tuberculosis i S. aureus, pokrece intracelularni put
prijenosa signala i aktivaciju ¢imbenika transkipcije NF-kB u kulturi keratinocita, §to pokazuje
da keratinociti nisu samo dio fizicke barijere koze ve¢ da imaju klju¢nu ulogu i u imunom
odgovoru (88).

TLR3 se nalaze na razli¢itim stanicama koze, poput keratinocitima, Langerhansovim
stanicama, mastocitima i fibroblastima. Ligandi za TLR3 su dvolan¢ana RNA (dsRNA) koja je

produkt replikacije virusa ili je dio virusnog genoma RNA. Najces¢i sintetski ligandi su
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poliinozilna:policitidilna kiselina, poli(l:C) i poliadenilna:poliuredilna kiselina, poli (A:U). Poli
(A:U) djeluje kao selektivni ligand za TLR3, dok poli (I:C), kao sintetski analog virusne
dvocanane RNA, moze aktivirati i druge ¢lanove TLR obitelji. Signalizacija posredovana
TLR3 predstavlja klju¢nu komponentu urodene imunosti i smatra se vaznim mehanizmom u
inicijalnoj obrani domacina protiv virusnih infekcija (84, 85).

TLRY je izrazen na makrofagima, epitelnim stanicama probavnog i respiratornog
sustava, dendritskim stanicama i keratinocitima. Posreduje u staniénom odgovoru na
bakterijsku DNA bogatu CpG parovima, a aktiviraju ga i herpes virusi i gljivice poput
Aspergillusa. Misevi s hipofunkcionalnim oblikom TLR9 receptora pokazuju povecanu
podloznost infekciji mi§jim citomegalovirusom (MCMYV). Detekcija misjeg citomegalovirusa
uz pomo¢ Toll-like receptora 9, koji je izrazen na plazmacitoidnim dendriticnim stanicama
(pDC), inicira urodeni imunoloski odgovor aktivacijom prirodnih stanica ubojica (NK stanica),
Sto predstavlja kljuéni mehanizam rane antivirusne obrane (84, 85).

Osim §to prepoznaju patogenima pridruzene molekularne obrasce (PAMP), Toll-like
receptori mogu se aktivirati i interakcijom s molekulama endogenog podrijetla, koje potjecu iz
oStecenih, apoptotskih ili nekroti¢nih stanica. Medu takvim molekulama domacina nalaze se
HMGB1 (od engl. high mobility group box 1), surfaktantni protein A, fibrinogen te proteini
toplinskog Soka (Hsp), ukljuc¢ujuéi Hsp60, Hsp70 i Hsp90. Ove molekule klasificiraju se kao
endogeni ligandi (DAMP, od engl. damage-associated molecular patterns). Medutim, brojna
pitanja i dalje ostaju nerazjaSnjena u pogledu tocnog podrijetla endogenih TLR liganada 1

mehanizama njihove interakcije s TLR receptorima (Slika 21) (89-92).
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Slika 21. TLR receptori i ligandi
Izvor: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8452412/figure/fig2/ (CC BY 4.0)

1.3.2. Grada i signalni putovi TLR-a

Toll like receptori su transmembranski receptori gradeni od izvanstani¢ne i
unutarstanicne domene. Izvanstani¢na domena sastoji se od ponavljajucih sekvenci bogatih
leucinom (LRR, od engl. leucin-rich repeats), koje predstavljaju mjesto vezanja liganda.
Unutarstani¢na domena strukturno je slicna domeni receptora za interleukin-1 (IL-1), zbog ¢ega
se naziva TIR domena (od engl. Toll/IL-1 receptor), bitna je u provodenju signalizacije. Ove
dvije domene su povezane integralnom membranskom domenom (93). Transmembranski
protein UNC93B1 posreduje u unutarstani¢nom prijenosu TLR-ova koji prepoznaju nukleinske
kiseline (94).

Stimulacija TLR receptora rezultira aktivacijom klju¢nih faktora transkripcije, NF-kB,
AP-1 1 IRF, sto posljedi¢no inducira sintezu proinflamatornih citokina, kemokina i interferona
(IFN). Putem ovih signalnih mehanizama, TLR receptori sudjeluju ne samo u inicijaciji urodene

imunosti, ve¢ 1 u oblikovanju stecenog imunoloskog odgovora domacina na patogene (95)
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Nakon vezanja liganda, intracelularna domena TLR receptora inicira signalne puteve

koji mogu biti MyD88-ovisni ili neovisni. U gotovo svim TLR-ovima, osim TLR3, klju¢nu
ulogu ima adaptor proteinska molekula MyD88 (od engl. myeloid differentiation primary
response gene 88), koja posreduje u prijenosu signala prema nizvodnim efektorima
transkripcije. Aktivacija TLR receptora dovodi do regrutacije adaptor proteina MyD88, koji
potom veze kinazu IRAK (od engl. IL-1 receptor-associated kinase), omoguéujuci njihovu
interakciju putem njegovih domena smrti (od engl. death domains). IRAK se aktivira
fosforilacijom, nakon ¢ega se veze na adaptor TRAF6 (od engl. TNF receptor-associated factor
6), ¢ime se pokrecu nizvodni signalni putevi, ukljucujuci aktivaciju JNK-a (od engl. c-Jun N-
terminal kinase) i NF-xB-a (od engl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells). Ova signalizacija rezultira transkripcijom gena uklju¢enih u upalni odgovor.
IRAK (od engl. interleukin-1 receptor-associated kinase) predstavlja obitelj serin-treonin
kinaza koje se vezu za IL-1 receptor i TIR domenu TLR receptora, posredujuéi u prijenosu
signala. Clanovi ove obitelji ukljucuju IRAK-1, IRAK-2, IRAK-4 i IRAK-M. IRAK-1i IRAK-
4 posjeduju konzervirani kataliti¢ki aspartatni ostatak neophodan za kinaznu aktivnost, dok on
izostaje u IRAK-2 i IRAK-M, ¢ime se oni smatraju pseudokinazama ili regulatornim
molekulama. Nakon aktivacije TLR signalnog puta, IRAK-4 fosforilira IRAK-1, ¢ime se ovaj
aktivira 1 djeluje kao kljucni efektorski posrednik u nizvodnoj signalizaciji prema
transkripcijskim ¢imbenicima poput NF-kB i AP-1 (96).

TRAF®6, ¢lan obitelji adapter proteina povezanih s receptorima za tumor nekrotizirajuci
faktor (TNF), nakon aktivacije TLR signalnog puta veze se na kompleks s aktiviranim IRAK-
1, koji posreduje njegovu aktivaciju. Nakon toga, signalni kompleks disocira, a TRAF6 se veze
na TAK1 zajedno s adapter proteinima TAB1, TAB2 i TAB3. IRAK-1 ostaje na membrani i
ubrzo biva degradiran, dok se ostatak signalnog kompleksa translocira u citoplazmu, gdje stupa
u interakciju s Ubc13 i UevlA, ¢ime se omogucuje poliubikvitinacija i aktivacija TAK1. Ova
aktivacija rezultira fosforilacijom IKK-f i MKKS®, §to dalje vodi do aktivacije kljuénih faktora
transkripcije: NF-kB, MAP kinaza i AP-1. Posljedi¢no dolazi do transkripcije gena uklju¢enih
u upalni odgovor, odnosno ekspresije proinflamatornih medijatora (96).

U MyD88-neovisnom signalnom putu, koji je karakteristican za TLR3 1 TLR4, signalna
transdukcija zapocinje regrutacijom adaptor proteina TRIF, koji posreduje aktivaciju TRAF3,
a zatim aktivira kinazu TBK1. TBKI1, zajedno s inducibilnim IxB kinazama, omogucuje
fosforilaciju i aktivaciju transkripcijskih ¢imbenika IRF3 i IRF7 (od engl. interferon regulatory
factor 31 7), ¢ime se potice sinteza tip I interferona i drugih antiviralnih medijatora. U okviru

MyD88 neovisnog signalnog puta, aktivacija transkripcijskog ¢imbenika NF-kB i posljedi¢na
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sinteza proupalnih citokina odvija se putem interakcije adaptor proteina TRIF s TRAF6. Ova

signalna osovina omogucuje pokretanje upalnog odgovora neovisno o MyD88, posebice u

kontekstu TLR3 i TLR4 signalizacije (Slika 22) (97).
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Slika 22. TLR - MyD88 ovisan i neovisan signalni put
Izvor: https://www.jbc.org/article/S0021-9258(20)83105-6/fulltext (CC BY 4.0)

U prijenosu signala putem MyD88-ovisnog i MyD88-neovisnog puta sudjeluje vise
adaptornih molekula, uklju¢ujuc¢i TIRAP/Mal (od engl. TIR domain-containing adaptor protein
/ MyD88 adaptor-like) te TRIF/TICAM-1 (od engl. TIR domain-containing adaptor inducing
IFN-g / TIR domain-containing adaptor molecule-1). Ove molekule posreduju specifi¢no
prepoznavanje 1 aktivaciju nizvodnih efektorskih mehanizama ovisno o tipu uklju¢enog TLR
receptora. Adaptorna molekula TIRAP/Mal (TIR domain-containing adaptor protein / MyD88
adaptor-like) posreduje vezanje MyD88 uz TLR2 i TLR4, ¢ime omoguéuje aktivaciju
nizvodnih signalnih puteva, uklju¢ujuc¢i JINK i NF-kB. S druge strane, TRIF/TICAM-1 (TIR
domain-containing adaptor inducing IFN-f) kljucan je adaptor u MyD88-neovisnoj
signalizaciji TLR3 i TLR4, pri ¢emu inducira sintezu interferona 3 (IFN-f) i proinflamatornih

citokina u kasnijim fazama imunoloSkog odgovora (97).
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Signalna transdukcija posredovana receptorima TLR7, TLR8 1 TLR9 odvija se isklju¢ivo putem
MyD88-ovisnog signalnog puta, pri ¢emu primarno dolazi do aktivacije transkripcijskog
¢imbenika IRF7 od engl. (interferon regulatory factor 7). IRF7 je kljucan za indukciju tip I
interferona te posjeduje i dokazan onkogeni, ali i protutumorski potencijal, ovisno o kontekstu
stani¢ne signalizacije (Slika 22) (98).

Toll-like receptori (TLR) predstavljaju kljuéne senzore prepoznavanja patogenih
mikroorganizama te imaju srediSnju ulogu u inicijaciji urodenog imunoloskog odgovora.
Intenzitet i trajanje aktivacije TLR signalnog puta podloZni su strogoj regulaciji, buduci da
njegova prekomjerna ili dugotrajna aktivacija moze imati Stetne posljedice za domacina.
Naime, disregulirana TLR signalizacija moze potaknuti T-Stanicama posredovanu autoimunu
aktivaciju, $to rezultira kroni¢nom upalom i razvojem razlicitih koznih bolesti, uklju¢ujuci
atopijski dermatitis, psorijazu, sistemski eritemski lupus, fibroti¢ne kozne lezije te odredene
oblike koznih tumora. Ravnoteza TLR-signalizacije odrzava se djelovanjem negativnih
regulatora Cija je ekspresija inducirana isklju¢ivo nakon aktivacije TLR-a, pri ¢emu oni djeluju
putem mehanizma negativne povratne sprege. Svaki negativni regulator specificno cilja
odredene komponente signalnog puta, a njihovi mehanizmi djelovanja su funkcionalno razlic¢iti
i nepoklapajuc¢i. Zbog toga gubitak ili disfunkcija pojedinog regulatora nije nadoknadiva

drugim, $§to moze rezultirati razvojem imunoloski posredovanih patoloskih stanja (99, 100).

1.3.3. Polimorfizam TLR-a

Genska raznolikost jedno je od temeljnih i najces¢e proucavanih obiljezja ljudskog
genoma, s klju¢nom ulogom u razumijevanju bioloSke varijabilnosti, nasljednih bolesti i
evolucijskih procesa. Moze se analizirati na razli¢itim razinama, od varijabilnosti sekvence
cijele DNA, preko genotipskih varijacija, do fenotipskih izrazaja. Svaka strukturna promjena
genomske DNA koja rezultira prisutno$¢u dvaju ili viSe alela na istom lokusu, S ucestaloséu
ve¢om od 1 % u opcoj populaciji, definira je kao genski polimorfizam. Osim to¢kastih mutacija,
polimorfizmi mogu nastati i mehanizmima insercije ili delecije odredenog broja nukleotida. Ti
procesi najcesce proizlaze iz pogresnog uparivanja baza uslijed iskliznuéa replikacijskog djela,
neujednacenog crossingovera tijekom mejoze ili rekombinacije sestrinskih kromatida. Genski
polimorfizmi najcesce se koriste u istrazivanjima kojima je cilj pronalazenje gena koji se nalaze
u podlozi odredene bolesti. Stoga su najvecu primjenu nasli mikrosatelitni biljezi (STR, od engl.
short tandem repeat) i polimorfizmi jednog nukleotida (SNP, od engl. single nucleotide
polymorphism). STR predstavlja kratku sekvencu sastavljenu obi¢no od dva do Sesnaest

nukleotida koja se u genomu ponavlja varijabilan broj puta uzastopno, najceS¢e unutar
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nekodiraju¢ih regija DNA. SNP polimorfizam, nastaje zbog zamjene jednog nukleotida s
drugim (npr. A — C) u to¢no odredenom mjestu u DNA i predstavlja naj¢esc¢i oblik varijacije
u odsjecku DNA (otprilike 90% svih polimorfizama). Da bi promjena jednog nukleotida u
slijedu DNA bila klasificirana kao SNP, ucestalost najmanje zastupljenog alela mora biti
zabiljezena u najmanje 1% ispitivane populacije. Do danas je identificirano vise milijuna SNP,
koji su sustavno pohranjeni u javno dostupne baze podataka i predstavljaju vrijedan izvor
informacija za istrazivanja genetske raznolikosti (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP; http://
snp.cshl.org).

Ucestalost pojavljivanja SNP-ova na razini kromosoma opc¢enito je konzistentna unutar

ljudskog genoma, s izuzetkom spolnih kromosoma, osobito kromosoma Y, gdje je zabiljezena
znatno niza gusto¢a. Medutim, unutar pojedina¢nih kromosoma uocavaju se razlike u
distribuciji SNP-ova, uklju¢ujuci razlike izmedu kodirajucih i nekodirajuéih sekvenci te izmedu
razli¢itih gena. Zbog njihove visoke ucestalosti i potencijalnog utjecaja na ekspresiju gena i
funkcionalnost proteina, SNP-ovi se smatraju kljuénim genetskim ¢imbenicima u patogenezi
brojnih bolesti.
Vecina znanstvenih genetickih istrazivanja fokusira se na identifikaciju SNP-ova smjestenih
unutar kodirajuc¢ih i regulatornih regija genoma, posebice tzv. kodiraju¢ih SNP-ova (cSNP, od
engl. coding single nucleotide polymorphisms), koji mogu uzrokovati promjene u strukturi i
funkciji proteina. Svaki SNP biljeg oznacen je jedinstvenom oznakom koja zapocinje prefiksom
I8 (od engl. restriction site), praenim serijskim brojem koji se dodjeljuje kronoloskim
redoslijedom otkrivanja varijante (101, 102). Genetski polimorfizmi ljudskog genoma sustavno
su opisani zahvaljuju¢i medunarodnom projektu HapMap (od engl. International HapMap
Project). Ovaj projekt omogucio je identifikaciju najces¢ih obrazaca geneticke varijabilnosti u
ljudskoj populaciji, osobito onih varijanti koje su povezane sa sklonoS¢u bolestima,
farmakogenetskim odgovorima 1 interakcijama s okoli§nim ¢imbenicima (103).

U genima TLR-a pronadeni su brojni SNP-ovi koji su povezani s razli¢itim zaraznim,
autoimunim i malignim bolestima. Neki od tih polimorfizama koreliraju sa smanjenom
funkcionalnom aktivnoséu TLR proteina, Sto moze utjecati na efikasnost imunoloSkog
odgovora (104).

Gen TLR2 nalazi se na 4931.3, kodira protein s 784 aminokiseline, molekularne tezine
89,9 kDa (105). Polimorfizam gena TLR2 (rs4696480) i mikrosatelitski polimorfizam u intronu
2 (GT) povezuje se s povecanim rizikom za razvoj spontanog bakterijskog peritonitisa u osoba
s cirozom jetre (106). Genske varijacije u TLR2 mogu znacajno doprinijeti osjetljivosti na

astmu. Polimorfizam TLR2 (rs4696480 A) povezuje se s povecanim rizikom od astme kod djece
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koja su vise izloZena Stetnim ucincima oneciS¢enog zraka (107) te se povezuje s astmom i
alergijama kod djece poljoprivrednika (108).

Postoje opre¢ni dokazi povezanosti polimorfizma gena TLR2 (rs4696480) s atopijskim
dermatitisom. Za polimorfizam TLR2 (rs4696480) uocena je veca ucestalost homozigotnog
A/A genotipa kod pacijenata s atopijskim dermatitisom u usporedbi s kontrolnom skupinom
(109). Mozyrska OV i suradnici iznose povezanost AA verzije polimorfizma TLR2 rs4696480
s razvojem tezeg kiniCkog oblika atopijskog dermatitisa (110), dok u Turske djece nije
pronadena povezanost ovog polimorfizma s atopijskim dermatitisom (111). Druga istrazivanja
provedena u Japanu, sugeriraju povezanost s AD -om, te bi mogli biti pokazatelji tezine bolesti
jer TLR 2 (rs4696480) polimorfizam utjee na transkripcijske aktivnosti koje su povezane s
klinickim simptomima (112).

U Turskoj populaciji, polimorfizam TLR2 (rs4696480) pokazuje znaCajnu povezanost s
genetickom predispozicijom za psorijazu Sto upucuje na utjecaj TLR na pojavu, razvoj i

klini¢ke ishode bolesti (113).

Gen TLR3 nalazi se na 4935.1, kodira protein s 904 aminokiseline s molekularnom tezininom,
103,8kDa (114). TLR3 se nalaze na razli¢itim stanicama koZe, poput Keratinocitima,
Langerhansovim stanica, mastocitima i fibroblastima. Nakon stimulacije TLR3 egzogenim ili
endogenim ligandima, ove stanice sudjeluju u patogenezi virusnih infekcija koze kao i
alergijskog kontaktnog dermatitisa. Takoder, TLR3 signalni put povezan je s obnovom kozne
barijere nakon oStecenja tkiva te bi mogao biti ukljucen i u patogenezu AD-a, ali to¢na uloga
nije precizno definirana (115). Nalaze se i podaci o ekspresiji gena TLR3 u virusnim
bradavicama u korejskoj populaciji, ali nema objavljenih podataka o polimorfizmu gena TLR u
virusnim bradavicama (116). Cini se da antagonisti TLR3 kao multifunkcionalni adjuvansi,
mogu potpuno inhibirati rast tumorskih stanica melanoma i povecati humoralni i specifi¢ni
imunoloski odgovor (117).

Polimorfizmi pojedinih nukleotida u TLR3 mogu potencijalno utjecati na osjetljivost prema
nastanku raka. Prema Moore i suradnicima, rs7657186 (intron 1) TLR3 moze se povezati s
kontinuiranim odgovorom imunoloskog sustava nakon cijepljenja protiv menigokoka
serogrupe C (118). Avila-Castellano i suradnici navode gensku varijaciju u TLR3 i povezanost
vise polimorfizama i rs7657186 s predispozicijom za nastanak eozinofilnig ezofagitisa (119).
Medutim, nije uoCena povezanost rs7657186 (intron 1) TLR3 s melanomom (120) i
karcinomom dojke (121).
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Gen TLR9 nalazi se na kratkom kraku kromosoma 3 (3p21.2), kodira protein s 1032
aminokiseline s molekularnom tezinom 115,8 kDa. (122). Polimorfizam gena TLR9 (rs352139)
I TLR2 (rs4696480) povezuje se s odgovorom na lijeCenje bioloskom terapijom u pacijenata s
umjereno do tezom klini¢kom slikom psorijaze u Danskoj populaciji (123). Promjena u TLR9
genu (rs352139) pokazuje povezanost s manjim rizikom od velikog broja kopija HPV16
genotipa u osoba s karcinomom cerviksa (124).

Polimorfizam gena TLR9 (rs352139) povezuje se s povecanim rizikom od tuberkuloze pluca u
moldavskoj populacij (125), s rizikom od infekcije CMV-om u osoba s transplatacijom bubrega
(126, 127), s rizikom od infekcije s CMV-om u kasnoj trudno¢i medu Zenama crnacke
populacije Zimbabvea (128), s remisijom u pacijenata s reumatoidnim artritisom koji su na
TNF-a inhibitorima (129), s ve¢im rizikom od infekcije Epstein-Barr virusom i akutnom fazom
mononukleoze u djece i adolescenata (130). Genski polimotfizam TLR9 rs352139 u donora je
ubrzao izlu¢ivanje Tacrolimusa u ranoj postoperativnoj fazi nakon transplatacije jetre medu
kineskim pacijenatima, $to bi moglo biti povezano s pove¢anom aktivnosti enzima CYP3A5
putem NF-kB/PXR signalnog puta (131).

Nadalje, TLR9 rs352139 utjeée na prognozu U novorodencadi s teSkom klinickom slikom
hepatitisa (132), pokazuje znacajnu povezanost s karcinomom rektuma zena Saudijske Arabije
(133), mogu potaknuti neravnotezu izmedu pro- i antiupalnih citokina §to doprinosi kroni¢nim
upalama i moguceg razvoja karcinoma dojke (134), s veCom genskom osjetljivos¢u prema SLE
u azijskoj, europskoj i latinoameric¢koj populaciji (135), i znacajnu povezanost s rizikom od
perinatalne transmisije HIV-1 (136). Nema znacajnu povezanost s rizikom od karcinoma
cerviksa medu Zenama iz Svedske populacije (137).

Koza predstavlja klju¢ni pokrovni organ i1 funkcionalnu barijeru izmedu organizma i
vanjskog okoliSa, sluze¢i kao primarna kontaktna povrSina na kojoj dolazi do interakcije
izmedu mikroorganizama i imunoloskih receptora domacina. Posredovanjem TLR-a, koza
postaje barijera protiv infekcija. TLR-ovi, posebno TLR2, TLR3 i TLR9, mogu identificirati
odredene dijelove virusa, poput virusnih proteina ili nukleinskih kiselina i pokrenuti niz
signalnih putova, §to rezultira aktivacijom imunoloskih odgovora. Polimorfizmi u genima,
poput onih iz skupine TLR-a, mogu utjecati na osjetljivost domacina na HPV infekciju te na
razvoj koznih lezija. Naime, polimorfizmi gena TLR-a (TLR2, TLR3, TLR9) povezani su s
nizom infektivnih i upalnih bolesti, kao i s razvojem razli¢itih koznih lezija. Medutim, u
dostupnoj literaturi nedostaju podaci koji bi potvrdili povezanost ovih ¢imbenika s nastankom
keratoakantoma i virusnih bradavica. S obzirom na to, opravdano je pretpostaviti da bi

raspodjela alela i genotipova u genima TLR2, TLR3 i TLR9 mogla pokazati razlike izmedu dviju
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ispitivanih skupina. To bi moglo doprinijeti boljem razumijevanju etiologije keratoakantoma
(bolesti koze nejasne etiologije) i virusnih bradavica, koje imaju jasno definiranu virusnu

etiologij.
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2. HIPOTEZA 1 CILJEVI



2.1. Hipoteza

Neke polimorfne varijante gena TLR 2, 3 i 9 javljaju se ¢eS¢e u oboljelih od
keratoakantoma i virusnih bradavica u odnosu na kontrolnu skupinu i mogle bi biti povezane s

imunoloskim odgovorom keratinocita koji su u kontaktu s virusom.

2.2. Ciljevi istrazivanja

1. Odrediti polimorfne varijante gena TLR2 (rs4696480), TLR3 (rs7657186) i TLR9 (rs352139)
u uzorcima keratoakantoma, virusnih bradavica i u kontrolnoj skupini ispitanika.

2. Analizirati raspodjelu ucestalosti alela i genotipova navedenih polimorfizama gena u
uzorcima keratoakantoma, virusnih bradavica i kontrolnoj skupini ispitanika.

3. Analizirati povezanost odredenih alela i genotipova s keratoakantomom 1 virusnim

bradavicama u usporedbi s kontrolnom skupinom ispitanika.
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3. MATERIJALI Il METODE



3.1. Materijali

3.1.1. Eticka nacela

Istrazivanje je provedeno prema smjernicama i propisima Helsinske deklaracije, za $to
je dobivena suglasnost Etickog povjerenstva Klinickog bolni¢kog centra Split (broj odobrenja

EP/2017/425 1 2181-147/01/06/M.S.-20-02, 01.04.2021.).

3.1.2. Uzorci tkiva

Istrazivanje je obuhvatilo uzorke tkiva iz 161 keratoakantoma i 152 obi¢ne bradavice. Uzorci
su dobiveni kirurskom ekscizijom tkiva te su zatim uklopljeni u parafin. Dijagnoza je
postavljena dvostrukom patohistoloskom analizom od strane specijalista patologije i
dermatologije, uze specijaliziranih za dermatoonkologiju. Opisani uzorci tkiva ugradeni u
parafin su prikupljeni na Zavoda za dermatologiju i venerologiju te na Zavoda za patologiju,
sudsku medicinu i citologiju Klini¢kog bolnickog centra Split. Dodatno, odabrana je kontrolna
skupina od 469 pojedinaca iz vece populacijske kohorte naziva “10.001 Dalmatinac” iz
Hrvatske biobanke (138), koji su prethodno genotipizirani, bez verificiranih koznih bolesti.
Potrebnu veli€inu uzorka za keratoakantom i virusne bradavice, od najmanje 150 ispitanika po
skupini 1 450 kontrolnih ispitanika, izracunali smo usporedbom omjera ucestalosti
homozigotnog genotipa za sva tri SNP-a, koriste¢i program Genetic Association Study (GAS)
PoweCalculator
(https://csg.sph.umich.edu/abecasis/cats/gas_power_calculator/reference.html).

Ova geneticka studija na ispitivanim uzorcima ima snagu od 80% za otkrivanje znacajnih
ucestalih genskih varijanti s velikim u€inkom (tj. znaajnih SNP-ova s ucestaloS¢u rizi¢nog
alela od barem 0,39 i relativnim rizikom genotipa od 1,5), na razini znacajnosti od P < 0,017

(nakon Bonferronijeve korekcije).
3.1.3. Ispitivani lokusi
Polimorfizmi jednog nukleotida u genima TLR2, TLR3 i TLR9, prikazani u Tablici 2,

odredeni su koriste¢i komercijalni TagMan SNP esej za genotipizaciju (TagMan SNP
Genotyping Assays, Applied Biosystems, Wilmington, DE, SAD).
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Tablica 2. Opis polimorfizama jednog nukleotida (SNP) u genima TLR2, TLR3 i TLR9

Gen SNP Regija Aleli MAF
TLR2 rs4696480 4g931.1 AIT 0,47
TLR3 rs7657186 4935.1 AlG 0,21
TLR9 rs352139 3p21.2 CIT 0,39

SNP - od engl. single nucleotide polymorphism (polimorfizmi jednog nukleotida)
MAF - od engl. minor allele frequency (ucéestalost manje zastupljenog alela)

Esej za genotipizaciju polimorfizma rs4696480 u genu TLR2:

e Esej ID: C_27994607 10

e Sekvenca:
TCCAAGATTGAAGGGCTGCATCTGG[A/T]JGAGGGTCATCTGGCTACATTATAAC

e Reporter 1 VIC — nukleotid A
e Reporter 2 FAM — nukleotid T

Esej za genotipizaciju polimorfizma rs7657186 u genu TLR3:

e EsejID: C_27310255_20

e Sekvenca:
TCTTGTTCTAGGCACAGACAACACCIA/G]ITATGGAATAAGAACTATGTCCTCTA

e Reporter 1 VIC — nukleotid A
e Reporter 2 FAM — nukleotid G

Esej za genotipizaciju polimorfizma rs352139 u genu TLRO:

e EsejID: C_2301953 10

e Sekvenca:
TGTGTGAGTGGCCGGCCCCCAGCTC[C/T]JACCTCCACCCACTCCACTTCATGGG

e Reporter 1 VIC — nukleotid C
e Reporter 2 FAM — nukleotid T
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3.1.4. Kemikalije

e Ksilen (T.T.T. d.o.0., Republika Hrvatska)

e Etanol (J.T. Baker, SAD)

e Molekularna voda (Invitrogen, SAD)

e Agaroza (Sigma, SAD)

e Tris (Sigma-Aldrich, SAD)

e Octena kiselina (Kemika, Republika Hrvatska)
e EDTA (Roth, Njemacka)

e Etidium bromid (Sigma-Aldrich, SAD)

3.1.5. Puferske otopine

e 1X TAE pufer — razrijeden iz koncentrirane 50 X otopine TAE pufera (pH = 8,0, 2M
Tris, 5,7% octena kiselina, 100 mM EDTA)
2X TagMan GT Master Mix (Applied Biosystems, SAD)

3.1.6. KoriStena aparatura

e Vortex-Genie 2 (Weber Scientific, SAD)

e Centrifuga (Heraus Fresco 17, Thermo Fisher Scientific, SAD)

e Termoblok (Termo Shaker Incubator Thriller, Peglab, UK)

e NanoDrop 1000 spektrofotometar (Termo Fisher Scientific, SAD)

e Mini Sub Sell GT i PowerPac Basic sustav za elektroforezu (Bio-Rad, SAD)
e TFX-20M transiluminator (Gibco BRL, SAD)

e 7500 Real-time PCR (RT-PCR) sustav (Applied Biosystems, SAD)
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3.2. Metode istrazivanja

3.2.1. Deparafinizacija tkiva

Sterilno izrezana 2 - 3 reza tkiva uklopljenog u parafin (debljine 4 um) stavljena su u
tubicu volumena 1,5 ml. Uzorcima je zatim dodano 1 ml ksilena, potom su vorteksirani i
inkubirani 30 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije slijedi centrifugiranje 2 minute
na 14000 rpm - ova te je odstranjen supernatant. Uslijedilo je ispiranje peleta etanolom na nacin
da se peletima doda 1 ml 100% etanola, dobro se vorteksira te se uzorci inkubiraju 1 minutu na
sobnoj temperaturi. Nakon toga uzorci se centrifugiraju 2 minute na 14000 rpm - ova te je
odstranjen supernatant. Procedura ispiranje peleta etanolom i centrifugiranje se izvode dva puta.
Nakon odradenog drugog centrifugiranja i odvajanja supernatanta, potrebno je osusiti pelet tj.
tkivo u tubici na nacin da se otvorena tubica inkubira na 56°C u termobloku dok ne ispari cijeli

ostatni etanol. Tkivo je zatim spremno za proces izolacije DNA, opisan u odjeljku 3.2.2..

3.2.2. Izolacija DNA

DNA je izolirana iz 2 do 3 mikroskopska reza tkiva uklopljenog u parafin, sljedeci
protokol proizvodaca NucleoSpin Tissue Kita za izolaciju DNA (Macherey-Nagel, Njemacka).
Za lizu tkiva oslobodenog od etanola iz procesa deparafinizacije, u uzorke je dodano 180 pL
pufera T1 i 25 pL proteinaze K. Smjesa je zatim ostavljena na prekonoc¢noj inkubaciji u
termobloku na 56°C uz vorteksiranje. U uzorke je zatim dodano 200 puL pufera B3, snazno su
vorteksirani te su inkubirani u termobloku 10 minuta na 70°C. Za prilagodbu uvjeta vezanja
DNA u uzorke je dodano 210 pL 100 % etanola te je smjesa dobro vorteksirana. Vezanje DNA
iz uzorka na silika membranu odradeno je na nacin da je, za svaki uzorak, jedna NucleoSpin®
Tissue kolona postavljena u prikupljajucu tubicu te je cijeli uzorak prebacen na kolonu. Tako
postavljen sustav tubica centrifugira se 1 minutu na 11,000 g - ova. Prikupljajuca tubica koja
sadrzava otpadnu otopinu koja je prosla kroz kolonu se odstranjuje te se kolona koja sadrzava
DNA postavlja u novu prikupljajuéu tubicu. Zatim slijedi ispiranje silika membrane. U prvom
ispiranju, na kolonu se dodaje 500 uL pufera BW, te slijedi centrifugiranje 1 minutu na 11000
g - ova. Otopina koja je prosla kroz kolonu se odstranjuje te se kolona vraca u istu prikupljajucu
tubicu. U drugom ispiranju na kolonu se dodaje 600 puL pufera B5, nakon ¢ega opet slijedi
centrifugiranje 1 minutu na 11000 g - ova. Otopina koja je prosla kroz kolonu se odstranjuje te

se kolona koja sadrzava ispranu DNA vra¢a u istu prikupljajuc¢u tubicu. Susenje silika
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membrane je odradeno centrifugiranjem 2 minute na 11000 g — ova, ¢ime se uklanjaju ostatci
etanola. Proc¢is¢ena DNA se eluirala na nacin da se kolonica sa silika membranom koja sadrzava
DNA postavila u tubicu oslobodenu od DNA, nukelaza i inhibitora PCR reakcije te je na kolonu
dodano 50 pL BE pufera i provedena je inkubacija na sobnoj temperaturi 3 minute. Na kraju
uzorci su centrifugirani 10 minuta na 11000 g — ova ¢ime se u konacnici dobila pro¢iSéena i

koncentrirana DNA u BE puferu. Uzorci DNA su pohranjeni na -20 °C.

3.2.3. Odredivanje Cistoce i koncentracije DNA

Cistoéa i koncentracija DNA utvrdena je koristenjem spektrofotometra NanoDrop 1000
(Termo Fisher Scientific, SAD). Prag za CistoCu uzoraka je postavljen na omjer A260/280

izmedu 1,8 1 2, dok je minimalna prihvatljiva koncentracija iznosila 10 ng/uL.

3.2.4. Provjera kvalitete izolirane DNA elektroforezom na gelu

Kvalitativna procjena izolirane DNA provedena je horizontalnom elektroforezom na 1,5
% agaroznom gelu, koji je pripremljen vaganjem 1,5 g agaroze (Sigma, SAD) koja se prenese
u tikvicu i doda se 100 ml TAE pufera. Otapanje agaroze se pospjesi zagrijavanjem u
mikrovalnoj pe¢nici do vrenja. Nakon vrenja lagano promijesati vruée i ponoviti postupak dok
se sva agaroza ne otopi. Nakon otapanja agaroze otopila i hladenja smjese na 60°C, u nju se
dodalo 2 pL etidij bromida za vizualizaciju nukleinskih kiselina. Otopina se zatim izlije u
prethodno pripremljen kalup s ceSljevima, koji je, uz kadicu, sastavni dio sustava za
horizontalnu elektroforezu (Mini Sub Sell GT, Bio - Rad, SAD). Nakon §to gel polimerizira,
10 pL uzorka se pomijesa s 2 puL boje za nanosSenje uzorka (LB,od engl. loading buffer, 0.25%
bromfenolplavilo, 0.25% ksilen cijanol, 30% glicerol) i nanese se u formirane jaZice.
Elektroforeza je provedena koriste¢i Power Pac Basic uredaj za elektroforezu (Bio-Rad, SAD)
pri struji jakosti 100 V tijekom 30 minuta. Za detekciju DNA koristio se transiluminator (TFX-
20M, Gibco BRL, SAD) s tamnom komorom i kamerom (Canon, 8-megapixel digital camera,
Japan). Rezultati se o¢itaju pod ultraljubi¢astom svjetloscu, a gel fotografira. Kvaliteta izolirane
DNA za daljnje molekularne analize. procijenjena je analizom debljine i izgleda pruga.
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3.2.5. Genotipizacija polimorfizama gena TLR

Tri SNP-a, rs4696480, rs7657186 i rs35213 u genima redom TLR2, TLR3 i TLR9,
genotipizirani su metodom lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (RT-PCR),
koriStenjem TagMan Genotyping Master Mix i TagMan SNP Genotyping Assays, proizvodaca
ThermoFisher Scientific (Wilmington, DE, SAD) na 7500 Real-time PCR sustavu (Applied
Biosystems, SAD), prema uputama proizvodaca. Ukupni volumen reakcijske smjese po uzorku
je iznosio 13 uL, a sastojala se od 6,5 uL 2X TagMan Master Mix-a, 0,65 puL 20X TagMan
SNP eseja za genotipizaciju te 5,85 uL. DNA. Za potrebe genotipizacije svi uzorci DNA
prethodno su razrijedeni u molekularnoj vodi na koncentraciju od 10 ng/ uL. Reakcija se
odvijala u nekoliko koraka. Aktivacija polimeraze se odvijala na 95°C 10 minuta. Uzorci su
prosli kroz 50 PCR ciklusa koji su se sastojali od denaturacije DNA lanca na 95°C 15 sekundi
te prianjanja pocetnica i elongacije novosintetiziranog lanca na 60°C tijekom 1 minute.
Vizualizacija rezultata i procjena uspjesnosti reakcija izvrSena je analizom tockastih i linijskih

grafova koji prikazuju alelnu segregaciju.
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Slika 3.1. Primjer alelne homozigotne i heterozigotne segregacije polimorfizma rs352139.

Crni kvadrati¢i predstavljaju negativne kontrole. C — nukleotid C; T — nukleotid T.
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Slika 3.2. Primjer prikaza heterozigotnog genotipa polimorfizma rs352139. C — nukleotid C;

T — nukleotid T. ARn — magnituda generiranog signala.
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3.2.6. Statisticka obrada podataka

Epidemioloski podaci (dob i spol) analizirani su koriste¢i hi-kvadrat test. Frekvencije
alela i genotipova izraCunate su izravnim brojanjem. Frekvencije alela i Hardy-Weinbergova
ravnoteza (HWE) izraCunati su zasebno za svaku populaciju koriste¢i VCFtools (139).
ANOVA je provedena kako bi se procijenila povezanost izmedu dobi i genotipova u odnosu na
opazene kozne lezije. LogistiCka regresija koriStena je za procjenu korelacije izmedu dobi i
koznih lezija. Ovi testovi provedeni su koriStenjem statistickog softvera MedCalc V. 22
(MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgija).

Razlike u frekvencijama alela i genotipova SNP-a, kao i njihova povezanost sa spolom
pacijenata, izraCunate su koriStenjem hi-kvadrat testa i Fisherovog egzaktog P-testa u softveru
PowerMarker V.3.25 (140). Dodatno su provedena testiranja logisticke regresije u kojima su
kozne lezije bile zavisna varijabla, a promatrani polimorfizmi nezavisne varijable. Model
logisticke regresije proveden je uz prilagodbu za spol i dob, koriStenjem programa SPSS v28.
Rezultati s p-vrijednostima manjima od 0,05 smatrani su statisticki zna¢ajnima.

Razina znacajnosti za sve testove je postavljena dodatno na P < 0.017, nakon Bonferronijeve

korekcije.
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4. REZULTATI



U ovoj studiji analizirana je povezanost polimorfizama rs4696480 u genu TLR2,
rs7657186 u genu TLR3 i rs352139 u genu TLRY s keratoakantomom (KA) i obi¢nim

bradavicama (VV) na kozi.

Karakteristike pacijenata s keratoakantomom i obi¢nim bradavicama prikazane su u
Tablici 3. Ukupno je obradeno 161 uzorak keratoakantoma i 152 uzorka obi¢nih bradavica s
pripadaju¢ih 469 kontrolnih uzoraka. Ispitivane skupine keratoakantoma i obi¢nih bradavica
imale su podjednake udjele po spolovima (P = 0,423). S obzirom na raspodjelu ispitanika po
dobnim skupinama, utvrdeno je kako su keratoakantomi bili ¢e$¢i medu pacijentima starijima
od 76 godina, dok su se obi¢ne bradavice ¢esce javljale u ispitanika mladih od 46 godina (P <
0,001).

Tablica 3. Demografske karakteristike (dob i spol) ispitanika u skupinama keratoakantoma
(KA), obi¢nih bradavica (VV) i kontrolnoj skupini (CTRL)

Varijabla KA (n =161) VV (n =152) CTRL (n =469)
<46 19 60 147
) 46 - 65 41 41 247
Godine (n)

66 - 76 49 32 67

> 76 52 18 8
Zene 69 72 302

Spol (n)

Muskarci 92 80 167
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Frekvencije alela i genotipova u KA i VV skupinama te u kontrolnoj skupini prikazane

su u Tablici 4. Raspodjele genotipova za sva tri analizirana polimorfizma (SNP) u svim

skupinama bile su u skladu s Hardy-Weinbergovovom ravnotezom (HWE).

Tablica 4. Frekvencije alela i genotipova gena TLR2, TLR3 i TLR9 u uzorcima keratoakantoma

(KA), obi¢nih bradavica (VV) i u kontrolnoj skupini

KA \VAY Kontrola
Gen/ SNP*  Genotip/Alel nf fi n f n f
AA 88 0,568 91 0,628 114 0,234
AT 30 0,194 21 0,115 245 0,522
TLR2
TT 37 0,239 33 0,228 110 0,235
rs4696480
A 206 0,665 203 0,7 473 0,504
T 104 0,335 87 0,3 465 0,498
GG 117 0,778 120 0,857 297 0,633
GA 30 0,197 20 0,143 150 0,32
TLR3
AA 5 0,033 0 0 22 0,047
rs7657186
G 264 0,868 260 0,929 744 0,793
A 40 0,132 20 0,071 194 0,207
CC 49 0,303 60 0,395 172 0,367
CT 90 0,563 69 0,454 229 0,488
TLR9
TT 21 0,131 23 0,151 68 0,145
rs352139
C 188 0,588 189 0,622 573 0,611
T 132 0,413 115 0,378 365 0,389

*SNP - od engl. single nucleotide polymorphism (polimorfizmi jednog nukleotida)
n - broj genotipova i alela
*f - frekvencija genotipova i alela
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Razlike u frekvencijama alela i genotipova za ispitivane polimorfizme pojedinacnih
nukleotida (SNP) u genima TLR2, TLR3 i TLR9 izmedu skupina keratoakantoma (KA) i obi¢nih
bradavica (VV) prikazane su u Tablici 5. Za polimorfizam rs4696480 te rs352139 u genu TLR9
nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u frekvencijama alela i genotipova izmedu skupina KA
i VV. Nasuprot tome, za polimorfizam rs7657186 u genu TLR3 zabiljeZene su vise frekvencije
odredenih alela i genotipova u skupini obi¢nih bradjeica u usporedbi s keratoakantomom.
Konkretno, u VVV utvrdena su znac¢ajno visa relativna frekvencija alela G (0,929 u VV naspram
0,868 u KA, P = 0,017) te genotipa GG (0,857 u VV naspram 0,778 u KA, P = 0,038) za
polimorfizam rs7657186 u genu TLR3 (Tablica 4 i Tablica 5). Takoder, u skupini obi¢nih
bradavica nije zabiljezen ni jedan slu¢aj homozigotnog genotipa AA (Tablica 4). Medutim,
primjenom restriktivnijeg kriterija statisticke znacajnosti (P = 0,017; Bonferronijeva korekcija),
razlika u frekvenciji alela G za polimorfizam rs7657186 u genu TLR3 pokazuje grani¢nu
statisticku znacajnost, dok razlika u relativnoj frekvenciji genotipa GG ne doseze prag

statistiCcke znacajnosti.

Tablica5. Usporedba frekvencija alela i genotipova u polimorfizama gena TLR2, TLR3, i TLR9

izmedu skupina keratoakantoma (KA) i obi¢nih bradavica (VV)

I R
KA-VV 154696480 0,77 0,378 1,44 0,487 0,332 0,487
KA-VV 157657186 5,72 0,017 6,56 0,038 0,012 0,033
KA-VV  1s352139 0,66 0,418 3,52 0,172 0,443 0,181

SNPT — od engl. single nucleotide polymorphism (polimorfizmi jednog nukleotida)
*hi — kvadrat test

** Fisher - ov egzaktni test
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Rezultati studije pokazali su znacajnu povezanost polimorfizama rs4696480 i
rs7657186, na alelnoj i genotipskoj razini, sa keratoakantomom i obi¢nim bradavicama (Tablica
6). Navedeni polimorfizmi bili su znacajno vise zastupljeni u KA i VV skupinama u usporedbi
s kontrolama. Takoder, VV skupina je bila zna¢ajnije povezana s polimorfizmom rs7657186 u

genu TLR3 u odnosu na KA skupinu (Tablica 6).

Tablica 6. Usporedba frekvencija alela i genotipova SNP polimorfizama tri gena TLR2, TLR3

i TLR9 izmedu skupina keratoakantoma (KA), obi¢nih bradavica (VV) i kontrolne skupine

(CTRL)

Skupina SNP! Alel Alel Genotip Genotip Alel Genotip

vs. CTRL value* P* Value* P* P ** P **
KA rs4696480 24,90 <0,001 67,63 <0,001 <0,001 <0,001
KA rs7657186 8,50 0,003 9,67 0,008 0,002 0,006
KA rs352139 0,43 0,510 2,44 0,296 0,510 0,275
\AY% rs4696480 34,30 <0,001 85,51 <0,001 <0,001 <0,001
\AY% rs7657186 27,29 <0,001 26,56 <0,001 <0,001 <0,001
\AY% rs352139 0,11 0,736 0,55 0,758 0,733 0,736

TSNP — od engl. single nucleotide polymorphism (polimorfizmi jednog nukleotida)
vs —od engl. versus

CTRL - kontrolna skupina

*hi — kvadrat test

** Fisher — ov egzaktni test

U uzrocima keratoakantoma (KA) utvrdene su znacajno vise relativne frekvencije alela
A (0,665 naspram 0,504 u kontrolnoj skupini, P < 0,001) i genotipa AA (0,568 naspram 0,234
u kontrolnoj skupini, P < 0,001) za polimorfizam rs4696480 u genu TLR2, u usporedbi s
kontrolnom skupinom (Tablice 4 i 6). Takoder, za polimorfizam rs7657186 u genu TLRS3,
skupina KA imala je znacajno visu frekvenciju alela G (0,868 naspram 0,793 u kontrolnoj
skupini, P = 0,003) i genotipa GG (0,778 naspram 0,633 u kontrolnoj skupini, P = 0,008) u
odnosu na kontrolnu skupinu (Tablice 4 i 6). Za polimorfizam rs352139 u genu TLR9, nije
utvrdena statisticki znacajna razlika u frekvenciji izmedu skupine keratoakantoma i kontrolne
skupine (Tablica 6).

Sli¢no, u uzrocima obi¢nih bradavica (VV) takoder su zabiljeZene znafajno vise
relativne frekvencije alela A (0,665 naspram 0,504 u kontrolnoj skupini, P < 0,001) i genotipa
AA za polimorfizam rs4696480 u genu TLR2 (0,628 naspram 0,234 u kontrolnoj skupini, P <
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0,001) u usporedbi s kontrolnom skupinom. U slu¢aju polimorfizma rs7657186 u genu TLR3,
skupina VV pokazala je jos izrazeniju razliku u odnosu na kontrolnu skupinu, s visom
frekvencijom alela G (0,929 naspram 0,793; P < 0,001) i genotipa GG (0,857 naspram 0,633 u
kontrolnoj skupini, P < 0,001) (Tablice 4 i 6). Nije utvrdena znacajna razlika izmedu obi¢nih

bradavica i kontrolne skupine u frekvenciji polimorfizma rs352139 u genu TLR9 (Tablica 6).

Tabela 7. Usporedba frekvencija alela i genotipova SNP polimorfizama gena TLR2, TLR3 i

TLR9 prema spolu u skupinama s keratoakantomom (KA) i obi¢nim bradavicama (VV).

Skupina
Alel Alel Genotip Genotip Alel Genotip

Vvs. SNPf

value* P* value* P* P** P**

CTRL

KA 154696480 0,24 0,627 0,20 0,906 0,629 0,900
KA 1s7657186 0,16 0,691 0,71 0,699 0,749 0,792
KA rs352139 0,13 0,719 5,47 0,065 0,631 0,075
\'A% 154696480 2,70 0,101 2,18 0,336 0,088 0,351
\'A% rs7657186 0,02 0,894 0,02 0,890 1,000 1,000
\'A% rs352139 0,36 0,549 0,71 0,703 0,588 0,762

TSNP — od engl. single nucleotide polymorphism (polimorfizmi jednog nukleotida)
vs —engl. versus

CTRL - kontrolna skupina

*hi — kvadrat test

** Fisher — ov egzaktni test

Analizom raspodjele genotipova prema spolu ispitanika nije utvrdena statisti¢ki
znacajna povezanost izmedu ispitivanih polimorfizama (rs4696480, rs7657186 i rs352139) i
prisutnosti koznih lezija u skupinama keratoakantoma (KA) i obi¢nih bradavica (VV) (Tablica
7). Nadalje, analizom odnosa izmedu dobi ispitanika i zastupljenosti pojedinih genotipova u

kontekstu promatranih koznih promjena, nisu zabiljezene znac¢ajne korelacije.
Logistickom regresijskom analizom nije utvrdena statisticki znacajna razlika u

distribuciji genotipova polimorfizama rs4696480 (TLR2), rs7657186 (TLR3) i rs352139 u genu
(TLR9) izmedu skupina keratoakantoma (KA) i obinih brdavica (VV) (Tablica 8).
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Tablica 8. Logisticka regresijska analiza frekvencija genotipova SNP polimorfizama gena
TLR2, TLR3 i TLR9 u skupinama keratoakantoma (KA) i obi¢nih bradavica (VV)

SNP¥ OR# 95 % CI* P
rs4696480 0,800 (0,587 —1,089) 0,157
rs7657186 1,756 (0,958 — 3,221) 0,069
rs352139 0,869 (0,603 —1,251) 0,450

*SNP — od engl. single nucleotide polymorphism (polimorfizmi jednog nukleotida)
*OR — omijer izgleda;

*CI — interval pouzdanosti

Usporedbom ucestalosti genotipova polimorfizama rs4696480 u genu TLR2, rs7657186
u genu TLR3 i rs352139 u genu TLR9 izmedu skupine obi¢nih bradavica (VV) i kontrolne
skupine, utvrdene su statisti¢ki znacajne razlike u distribuciji genotipova za rs4696480 i rs
7657186, dok za rs352139 nisu zbijeZene statisticki znacajne razlike (Tablica 9). U ispitanika s
obi¢nim bradavicama utvrdene su znacajno vise relativne frekvencije alela A i genotipa AA za
polimorfizam rs4696480 u genu TLR2 u usporedbi s kontrolnom skupinom (Tablica 4).
Rezultati ukazuju da prisutnost alela T smanjuje vjerojatnost razvoja VV, §to potvrduje i
logisticka regresija (Tablica 9). Sli¢no tome, u skupini VV utvrdene su vise frekvencije alela G
i genotipa GG za polimorfizam rs7657186 u genu TLR3, u odnosu na kontrolnu skupinu
(Tablica 4), pri ¢emu svaki alel G povecava vjerojatnost pojave obi¢nih bradavica (VV)
(Tablica 9).
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Tablica 9. Usporedba ucestalosti genotipova navedenih polimorfizama izmedu obi¢nih

bradavicama (VV) i kontrolne skupine analizom logisticke regresije

SNP¥ OR# 95 % CI* P
rs4696480 0,466 (0,350 - 0,616) <0,001
rs7657186 3,430 (2,098 —5,604) <0,001

rs352139 0,952 (0,727 —1,248) 0,724

TSNP — od engl. single nucleotide polymorphism (polimorfizmi jednog nukleotida)
*OR — omijer izgleda
*CI — interval pouzdanosti

Usporedbom ucestalosti genotipova polimorfizama rs4696480 u genu TLR2, rs7657186

u genu TLR3irs352139 u genu TLR9 izmedu KA i kontrola, utvrdene su razlike u distribuciji

genotipova za 1s4696480 1 rs7657186, dok za rs352139 nisu utvrdene statisti¢ki znacajne

razlike (Tablica 10). U uzrocima keratoakantoma utvrdene su znaéajno viSe relativne

frekvencije alela A i genotipa AA u genu TLR2 za polimorfizam rs4696480 u usporedbi s

kontrolnom skupinom (Tablica 4) tj. svaki T alel smanjuje Sansu za nastanak KA (Tablica 10).

Sto se ti¢e polimorfizma rs7657186 u genu TLR3, skupina KA imala je znadajno visu

frekvenciju alela G i genotipa GG u odnosu na kontrolnu skupinu (Tablica 4), odnosno svaki G

alel povecava Sanse za nastanak KA (Tablica 10).

Tablica 10. Logisticka regresijska analiza ucestalosti genotipova SNP polimorfizama TLR2,

TLR3 i TLR9 gena u skupini keratoakantoma (KA) u usporedbi s kontrolnom skupinom

TSNP OR¥ 95 % CI* P
rs4696480 0,616 (0,462 —0,822) 0,001
rs7657186 1,899 (1,250 - 2,877) 0,002

rs352139 1,087 (0,803 -1,472) 0,590

TSNP — od engl. single nucleotide polymorphism (polimorfizmi jednog nukleotida)
*OR — omjer izgleda

*CI — interval pouzdanosti
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5. RASPRAVA



U ovom istrazivanju analizirana je ucestalost polimorfizama rs4696480 u genu TLR2,
rs7657186 u genu TLR3 i rs352139 u genu TLR9 u uzorcima keratoakantoma (KA) i virusnih
bradavica (VV), u usporedbi s kontrolnom skupinom. Dobiveni rezultati podrzavaju hipotezu
da se odredene polimorfne varijante ovih gena ¢eSce javljaju u oboljelih, $to ukazuje na njihovu

mogucu ulogu u modulaciji imunoloskog odgovora keratinocita na virusne infekcije.

Analiza demografskih podataka pokazala je da su pacijenti s keratoakantomom u
prosjeku stariji od pacijenata s obi¢nim bradavicama, §to je u skladu s prethodnim spoznajama
da keratoakantom ¢eSc¢e pogada stariju populaciju (7). Ipak, nije utvrdena znacajna povezanost
izmedu analiziranih genskih varijanti i dobi ili spola ispitanika, $to sugerira da genski faktori

djeluju neovisno o tim demografskim karakteristikama.

5.1. Povezanost polimorfnih varijanti u genima TLR s keratoakantomom i virusnim

bradavicama

Glavni rezultat ove studije ukazuje na snaznu statisticki znaCajnu povezanost
polimorfizama rs4696480 u genu TLR2 i rs7657186 u genu TLR3 s obje kozne bolesti (P <
0,001), pri ¢emu virusne bradavice pokazuju ja¢u povezanost s polimorfizmom rs7657186 u
odnosu na keratoakantom. Ovi rezultati sugeriraju da genske varijante u TLR2 i TLR3 mogu
utjecati na imunoloski odgovor keratinocita na HPV infekciju, Sto moze povecati rizik od

razvoja ovih koznih lezija.

U slucaju obi¢nih bradavica, koje su primarno uzrokovane humanim papilomavirusom
(HPV), kao i u patogenezi keratoakantoma, pretjerana ili disregulirana upala moze doprinijeti
njihovom nastanku, pri ¢emu TLR-0vi imaju vaznu ulogu u regulaciji imunolos§kog odgovora
(141). Neagu i suradnici navode ulogu HPV-a u karcinomima koZe koji potjecu iz keratinocita.
U njihovoj studiji, od ukupno 321 pacijenta s KA, 37 je bilo pozitivnho na HPV (11,52%),
uglavnom tipa beta (142), sto podrzava hipotezu o povezanosti HPV-a s koznim lezijama poput
KA. HPV je takoder povezan s odredenim sluc¢ajevima KA i koznog planocelularnog karcinoma
(143). Opcenito, TLR-ovi igraju vaznu ulogu u prepoznavanju HPV-a i pokretanju imunoloskih

odgovora, §to naglasava njihovu vaznost u antivirusnoj obrani domacina (141).
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Polimorfizmi gena TLR, ukljucujuéi rs4696480, rs7657186 i rs352139, povezani su s
razli¢itim bolestima, medu kojima su i kozne bolesti (113, 120, 144 - 147). S obzirom na to da
se keratoakantom Cesto pojavljuje na kozi izlozenoj sunc¢evom zracenju (7), polimorfizmi
rs7657186 u genu TLR3 (148) i rs352139 u genu TLR9 (149), koji su izrazeni u foto-
eksponiranoj kozi, kao i polimorfizam rs4696480 u genu TLR2, koji je povezan s odredenim
koznim promjenama kao S$to su atopijski dermatitis i psorijaza (120, 122, 123) mogli bi
odrazavati razli¢ite odgovore na medudjelovanje virusne izlozenosti i oSteCenja koze

uzrokovanog UV zraenjem (150, 151).

5.1.1. Povezanost polimorfizma rs4696480 u genu TLR2 s keratoakantomom i virusnim

bradavicama

U ovom radu utvrdena je znacajno veca zastupljenost alela A i genotipa AA u genu
TLR2 za polimorfizam rs4696480 u skupinama KA i VV u usporedbi s kontrolnom skupinom
(P <0,001). Ovaj rezultat sugerira mogu¢u ulogu TLR2 u predispoziciji za razvoj ovih koznih

lezija, vjerojatno kroz modulaciju prepoznavanja patogena i pokretanje upalnog odgovora.

Gen TLR2 ima klju¢nu ulogu u prepoznavanju virusnih liganda te je povezan s

osjetljivos¢u na razli¢ita infektivna i upalna stanja (152). Polimorfizam rs4696480 u TLR2
prethodno je doveden u vezu s nizom dermatoloSkih 1 imunoloskih poremecaja, ukljucujuci
akne vulgaris, atopijski dermatitis i psorijazu (153,113). Konkretno, istrazivanja su pokazala
vecéu ucestalost homozigotnog genotipa AA U pacijenata s atopijskim dermatitisom u usporedbi
s kontrolnom skupinomu (109).
Mozyrska OV i suradnici izvijestili su o povezanosti genotipa AA polimorfizma TLR2
154696480 s razvojem tezeg kinickog oblika atopijskog dermatitisa (110). Dodatno, istrazivanja
provedena u Japanu, upuéuju na mogucu povezanost ovog polimorfizma s teZzinom bolesti,
budu¢i da utjeCe na transkripcijsku aktivnost, koja je povezana s izrazeno$¢u klinickih
simptoma (112). Sli¢ni nalazi zabiljezeni su i u turskoj populaciji, gdje je polimorfizam TLR2
(rs4696480) pokazao znacajnu povezanost s genetickom predispozicijom za razvoj psorijaze,
Sto dodatno potvrduje znacenje TLR gena u pojavnosti, progresiji i klinickim ishodima koznih
bolesti (113)
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5.1.2. Povezanost polimorfizma rs7657186 u genu TLR3 s keratoakantomom i virusnim

bradavicama

Ovaj polimorfizam pokazao je znaCajnu povezanost s obje promatrane bolesti. Analiza
polimorfizma rs7657186 u genu TLR3 pokazala je znacajno visu frekvenciju alela G i genotipa
GG u skupini pacijenata s keratoakantomom i obi¢nim bradavicama u odnosu na kontrolnu
skupinu (P < 0,001).

Usporedujuéi skupine KA i VV, skupina s bradavicama pokazuje ve¢u povezanost s
polimorfizam rs7657186 u genu TLR3. Uocen je razlikovni obrazac u ucestalosti alela G i
genotipa GG za ovaj polimorfizam, tocnije obi¢ne bradavice su imale veéu ucestalost
navedenog alela, i genotipa u odnosu na keratoakantom. Vazno je istaknuti da u skupini
ispitanika s obi¢nim bradavicama nije bilo uzoraka s homozigotnim genotipom AA. lzostanak

genotipa AA u skupini s bradavicama dodatno potvrduje hipotezu o njegovoj zastitnoj ulozi.

Opisani rezultati upuéuju na mogucu povezanost izmedu signalizacije putem gena TLR3
i imunoloskog odgovora na virusne infekcije, s posebnim naglaskom na bradavice uzrokovane
HPV-om. S obzirom da TLR3 prepoznaje dvolancanu virusnu RNA, moguée je da odredene
genske varijante utjeu na osjetljivost keratinocita na virusnu, HPV infekciju i time doprinose

razvoju bradavica (115).

Uzevsi u obzir sve prethodno navedeno, dobiveni rezultati su u skladu s recentnim
istrazivanjima koja ukazuju na to da, kada je gen TLR3 stimuliran vanjskim ili unutarnjim
okidacima, stanice koZe i imunoloSkog sustava igraju zna¢ajnu ulogu u razvoju infektivnih ili
upalnih koznih stanja, poput virusnih infekcija, alergija i dermatitisa (115). Toll-like receptor 3
ukljucen je u antivirusni imunoloski odgovor domacina, djelujuci 1 obrambeno i1 napadacki
prepoznajuci dvolan¢anu RNA, koja je uobicajen replikacijski intermedijer kod brojnih virusa,
ukljuc¢ujué¢i HPV, flavivirus, virus hepatitisa B i C, herpesvirus, rotavirus, retrovirus,
ortomiksovirus i poksvirus. Osim §to utje¢u na virusnu prepoznatljivost, mutacije u TLR3
povezane su i s promjenama u produkciji protuupalnih citokina, §to moze imati dugorocne

uc¢inke na odrzavanje kroni¢nog imunoloskog odgovora i rezoluciju lezija (154).

Varijanta u genu rs7657186 TLR3 mogla bi utjecati na njegovu sposobnost
prepoznavanja virusnih patogena ili moduliranje imunoloskih signalnih putova kao odgovor na

virusne infekcije u fotoeksponiranoj kozi (155). TLR3 prepoznaje i endogene ligande
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oslobodene usljed oSte¢enja stanica, Sto ga C¢ini klju¢nim ciniteljem u granici izmedu
antivirusnog imunoloskog odgovora i osteé¢enja tkiva domacina. Navedeno moze upucivati na
ulogu TLR3 u patogenezi keratoakantoma putem aktivacije endogenim signalima o$tec¢enja u

kozi kroni¢no izlozenoj UV zracenju (156, 157).

5.1.3. Povezanost polimorfizma rs352139 u genu TLR9 s keratoakantomom i virusnim

bradavicama

Za razliku od prethodna dva polimorfizma, rs352139 u genu TLR9 nije pokazao
znacajne razlike u ucestalosti alela i genotipova izmedu skupina keratoakantoma i obi¢nih
bradavica medusobno, niti u usporedbis kontrolnom skupinom. Ovi rezultati upucuju na to da
ova genska varijanta nema znacajnu ulogu u razvoju KA i VV, iako TLR9 ima vaznu ulogu u

prepoznavanju virusne DNA (152).

Medutim, postoje dokazi da ovaj polimorfizam moZe biti relevantan u drugim
kontekstima. Naime, istrazivanja u danskoj populaciji pokazala su da je rs352139 polimorfizam
gena TLR9 povezan s odgovorom na bioloSku terapiju u bolesnika s umjerenom do teSkom
psorijazom(123), kao i s manjim rizikom od prisutnosti velikog broja kopija genotipa HPV16
u zena s karcinomom cerviksa (124). Takoder, prema dostupnim podacima, polimorfizam gena
TLR9 (rs352139) povezan je s veé¢im rizikom od razli¢itih virusnih infekcija, ukljucujuéi
infekciju citomegalovirusom (CMV) u osoba s transplatiranim bubregom (126, 127), infekcije
tijekom kasne trudnocée u zena iz populacije Zimbabvea, kao i s ve¢im rizikom od infekcije

Epstein-Barr virusom, te razvoja akutne faze mononukleoze u djece i adolescenata (130).
5.2. Ogranicenja studije

lako je ova studija pruzila znacajne uvide u geneticku podlogu keratoakantoma (KA) i
obi¢nih bradavica (VV), potrebno je ukazati na odredena metodoloska ograni¢enja koja mogu
utjecati na Sirinu interpretacije dobivenih rezultata. Genetika analiza bila je ograni¢ena na tri
odabrana polimorfizma, $to ne iskljucuje moguénost postojanja drugih genetskih varijanti koje
bi mogle imati vaznu ulogu u razvoju promatranih lezija. ProSirena genotipizacija na ve¢em
broju uzoraka, uz primjenu sveobuhvatnijih molekularnih tehnika, mogla bi dodatno prosiriti

spoznaje o genetickoj osnovi ovih dermatoloskih entiteta.
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Vazno je istaknuti i potrebu za obuhvatnijim istrazivanjima koja bi ukljucivala ve¢i broj
ispitanika s jasno definiranim klini¢kim fenotipovima i patohistoloski potvrdenim dijagnozama
KA i1 VV. Takav pristup, u kombinaciji sa Sirim genomskim analizama, mogao bi znacajno

povecati robusnost rezultata 1 njihovu primjenjivost u klinickoj praksi.

Unato¢ navedenim ogranienjima, rezultati ovog istrazivanja predstavljaju cvrstu
osnovu za buduca istrazivanja te otvaraju perspektivu za primjenu farmakogenomike u

personaliziranom pristupu lijeCenju u dermatologiji.

5.3. Zakljucak

lako molekularni mehanizmi kojima Toll-like receptori (TLR) sudjeluju u patogenezi
koznih promjena poput keratoakantoma (KA) i obi¢nih bradavica (VV) jo§ uvijek nisu u
potpunosti razjasnjeni, rezultati ovog istrazivanja ukazuju na vaznu ulogu odredenih genskih
varijanti, osobito rs4696480 u genu TLR2 i rs7657186 u genu TLR3, u modulaciji imunoloskog
odgovora keratinocita na virusne infekcije. Dobiveni nalazi podupiru tezu da geneticki
¢imbenici urodenog imuniteta mogu djelovati kao predisponirajuci faktori za razvoj odredenih
dermatoloskih entiteta. Za dublje razumijevanje njihove bioloske i klinicke uloge, buduce
studije trebale bi ukljucivati funkcionalne analize ekspresije TLR-a, kao i longitudinalne studije
koje bi ispitale dinamiku njihove aktivnosti u razli¢itim fazama bolesti. Dodatno, ovi rezultati
otvaraju mogucnost istrazivanja TLR-ova kao potencijalnih biomarkera i terapijskih meta u

kontekstu personalizirane dermatoloske terapije.
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6. ZAKLJUCCI



. Analizom polimorfizma rs4696480 u genu TLR2 utvrdena je znacajno veca
zastupljenost alela A i genotipa AA u skupinama keratoakantoma (KA) i obi¢nih
bradavica (VV) u odnosu na kontrolnu skupinu (P < 0,001), dok izmedu KA i VV nije
bilo znacajnih razlika.

. Analizom polimorfizma rs7657186 u genu TLR3 utvrdena je visa frekvencija alela G i
genotipa GG u skupinama keratoakantoma (KA) i obi¢nih bradavica (VV)u usporedbi
s kontrolom (P < 0,001), pri ¢emu je povezanost bila izraZzenija kod virusnih bradavica.
U izravnoj usporedbi KA i VV, frekvencija alela G i genotipa GG za polimorfizam
rs7657186 u genu TLR3 bila je visa u skupini VV.

Frekvencije alela i genotipova polimorfizma rs352139 u genu TLR9 nisu se znacajno
razlikovale ni izmedu keratoakantoma (KA) i obi¢nih bradavica (VV), niti u usporedbi

s kontrolnom skupinom.
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7. SAZETAK



Ciljevi: Cilj ove studije bio je ispitati ucestalost i povezanost alela i genotipova
polimorfizama rs4696480 u genu TLR2, rs7657186 u genu TLR3 i rs352139 u genu TLRY s
keratoakantomom (KA) i virusnim bradavicama (VV), u usporedbi s kontrolnom skupinom.

Materijali i metode: Istrazivanje je obuhvatilo 161 uzorak KA, 152 uzorka VV te
kontrolnu skupinu od 469 pojedinaca iz populacijske kohorte “10.001 Dalmatinac” iz Hrvatske
biobanke koji su prethodno genotipizirani, bez verificiranih koznih bolesti. DNA je izolirana iz
mikroskopskih rezova tkiva uklopljenog u parafin, koristenjem NucleoSpin Tissue Kkita
(Macherey-Nagel, Njemacka). Genotipizacija polimorfizama rs4696480 u genu TLR2,
rs7657186 u genu TLR3 i rs352139 u genu TLRY9, provedena je metodom lan¢ane reakcije
polimerazom u stvarnom vremenu (RT-PCR), koristenjem TagMan Genotyping Master Mix i
TagMan SNP Genotyping Assays (ThermoFisher Scientific, Wilmington, DE, SAD) na sustavu
7500 Real-time PCR (Applied Biosystems, SAD).

Rezultati: Za polimorfizam rs4696480 u genu TLR2 utvrdena je znacajno veca
zastupljenost alela A i genotipa AA u skupini KA i VV u usporedbi s kontrolnom skupinom (P
< 0,001). Polimorfizam rs7657186 u genu TLR3 takoder je pokazao znacajno visu frekvenciju
alela G i genotipa GG u obje skupine u odnosu na kontrolnu skupinu, pri ¢emu virusne
bradavice pokazuju ja¢u povezanost s polimorfizmom rs7657186 u odnosu na KA (P < 0,001).
Frekvencija alela i genotipova polimorfizma rs352139 u genu TLR9 nisu se znacajno
razlikovale izmedu skupina KA, VV i kontrolne skupine.

Zakljuéci: Rezultati ukazuju na statisti¢ki znac¢ajnu povezanost polimorfnih varijanti u
genima rs4696480 (TLR2) i rs7657186 (TLR3) (P < 0,001) s keratoakantomom i virusnim
bradavicama. Ove genske varijante mogle bi utjecati na imunoloski odgovor keratinocita na
virusne patogene te predispoziciju za nastanak navedenih koznih lezija. Daljnja funkcionalna
istrazivanja, ukljucuju¢i i analizu drugih polimorfizama u ovim genima, nuZna su za bolje
razumijevanje mehanizama kojima ovi polimorfizmi moduliraju imunoloski odgovor i

doprinose razvoju specifi¢nih koznih lezija.
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8. LAICKI SAZETAK



Ciljevi: Cilj ove studije bio je ispitati ucestalost i povezanost alela i genotipova
polimorfizama rs4696480 u genu TLR2, rs7657186 u genu TLR3 i rs352139 u genu TLRY s
keratoakantomom (KA\) i virusnim bradavicama (VV), u usporedbi s kontrolnom skupinom.

Materijali i metode: Istrazivanje je obuhvatilo 161 uzorak KA, 152 uzorka VV te
kontrolnu skupinu od 469 pojedinaca, bez koznih bolesti. DNA je izolirana iz uzoraka tkiva
cuvanog u parafinu. Genotipizacija polimorfizama rs4696480 u genu TLR2, rs7657186 u genu
TLR3 i rs352139 u genu TLRY, provedena je metodom lancane reakcije polimerazom u
stvarnom vremenu (RT-PCR), na sustavu 7500 Real-time PCR (Applied Biosystems, SAD).

Rezultati: Za polimorfizam rs4696480 u genu TLR2 utvrdena je znacajno veca
zastupljenost alela A i genotipa AA u skupini KA i VV u usporedbi s kontrolnom skupinom (P
< 0,001). Polimorfizam rs7657186 u genu TLR3 takoder je pokazao znacajno visu frekvenciju
alela G i genotipa GG u obje skupine, posebno onih s virusnim bradavicama u odnosu na
kontrolnu skupinu, (P < 0,001). Nisu utvrden razlike izmedu skupina KA, VV i kontrolne
skupine na temelju frekvencija alela i genotipova polimorfizma rs352139 u genu TLR9.

Zakljuéci: Rezultati ukazuju na povezanost polimorfnih varijanti rs4696480 (TLR2) i
rs7657186 (TLR3) (P < 0,001) s keratoakantomom i virusnim bradavicama. Ove genske
promjene mogle bi utjecati na odgovor stanica koze, keratinocita, na virusne uzroc¢nikee, $to bi

moglo potaknuti nastanak navedenih koznih bolesti.
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9. SUMMARY



Objectives: This study aimed to determine the frequency and association of alleles and
genotypes of the rs4696480 polymorphism in the TLR2 gene, rs7657186 in the TLR3 gene, and
rs352139 in the TLR9 gene with keratoacanthoma (KA) and common warts (VV), compared to
a control group.

Materials and Methods: The study included tissue samples from 161 patients with KA,
152 patients with VVV, and a control group of 469 individuals from the larger population-based
cohort “10,001 Dalmatians” from the Croatian Biobank, previously genotyped and without
confirmed skin diseases. DNA was isolated from tissue sections embedded in paraffin (FFPE),
using the NucleoSpin Tissue DNA Isolation Kit (Macherey-Nagel, Germany), following the
manufacturer's protocol. Genotyping of three single nucleotide polymorphisms (SNPs) -
rs4696480 in the TLR2 gene, rs7657186 in TLR3 gene, and rs352139 in TLR9 gene - was
performed using real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) with TagMan Genotyping
Master Mix and TagMan SNP Genotyping Assays (ThermoFisher Scientific, DE, USA) on a
7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA).

Results: For the rs4696480 polymorphism in the TLR2 gene, a significantly higher
frequency of the A allele and AA genotype was found in both the KA and VW groups compared
to the control group (P < 0.001). The rs7657186 polymorphism in the TLR3 gene also showed
a significantly higher frequency of the G allele and GG genotype in both groups compared to
controls, with a stronger association observed for viral warts than for KA (P < 0.001). No
significant differences were found in allele or genotype frequencies of the rs352139

polymorphism in the TLR9 gene among the KA, VV, and control groups.

Conclusions: The findings indicate a statistically significant association of the
polymorphic variants rs4696480 (TLR2) and rs7657186 (TLR3) (P < 0.001) with
keratoacanthoma and viral warts. These genetic variants may influence the immune response
of keratinocytes to viral pathogens, potentially increasing susceptibility to the development of
these skin lesions. Further functional studies, including analyses of additional polymorphisms
in these genes, are needed to better understand the mechanisms by which these polymorphisms

modulate immune responses and contribute to the development of specific skin lesions.
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10. LAY SUMMARY



Objectives: This study aimed to determine the frequency and association of alleles and
genotypes of the rs4696480 polymorphism in the TLR2 gene, rs7657186 in the TLR3 gene, and
rs352139 in the TLR9 gene with keratoacanthoma (KA) and common warts (VV), compared to
a control group.

Materials and Methods: The study included tissue samples from 161 patients with KA,
152 patients with VV, and a control group of 469 individuals, without confirmed skin diseases.
DNA was isolated from tissue sections embedded in paraffin. Genotyping of the
polymorphisms (SNPs) - rs4696480 in the TLR2 gene, rs7657186 in TLR3 gene, and rs352139
in TLR9 gene - was performed using real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) method,
on tha 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA).

Results: For the rs4696480 polymorphism in the TLR2 gene, a significantly higher
frequency of the A allele and AA genotype was found in both the KA and VW groups compared
to the control group (P < 0.001). The rs7657186 polymorphism in the TLR3 gene also showed
a significantly higher frequency of the G allele and GG genotype in both groups, especoall
among those viral warts compared to the control group (P < 0.001). The frequency of alleles
and genotypes of the rs352139 polymorphism in the TLR9 gene showed no differences between
the KA, VV, and control groups.

Conclusions: The results indicate an association between the polymorphic variants
rs4696480 (TLR2) and rs7657186 (TLR3) (P < 0.001) with keratoacanthoma and viral warts.
These genetic changes may influence the response of skin cells, specifically keratinocytes, to

viral agents, which could contribute to the development of these skin diseases.
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