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SAZETAK

Molekularna dijagnostika u identifikaciji podrijetla tumora u

pacijenata nakon transplantacije

CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog specijalistickog rada Je prikazati pregled relevantnih
saznanja 1 podataka o molekularnoj dijagnostici podrijetla tumora u
transplantiranih pacijenata s obzirom na razlidite moguénosti

nastajanja tumora.

MATERIJALI I METODE

Istrazivanje u okviru ovog rada Jje teorijskog karaktera i ukljuluje
pregled znanstvene 1 strucéne literature o ©predloZenoj temi.
Napravljeno Jje sveobuhvatno pretrazivanje publikacija u zadnjih
dvadeset godina prema kljuc¢nim rijecima u bazi Medline (preko sucelija
PubMed) . Pretraga Jje upotpunjena provjerom liste referenci u
identificiranoj relevantnoj Iliteraturi kao 1 pretrazZivanjem drugih
dostupnih bibilografskih baza podataka. Pretrazivanje Jje obuhvatilo
pregledne i originalne znanstvene radove te struc¢ne radove koji daju
pregledni prikaz i/ili analizu tumorskog podrijetla u transplantiranih

pacijenata.

REZULTATI I RASPRAVA

Maligni tumor Jje treé¢i najcedéi wuzrok smrti u Dbolesnika nakon
transplantacije. Postoje c&etiri vrste tumora koji se mogu razviti u
primateljima nakon transplantacije. S obzirom na razli¢ite moguénosti
nastajanja tumora to su: (1) rekurentni tumor, (2) tumor nastao
prijenosom od donora transplantiranog organa na primatelja, (3) tumor
proizaSao od donora ili (4) tumor nastao de novo. Utvrdivanje
podrijetla tumora, bilo da je od donora ili od primatelja, ima vaZne

klinicke posljedice i1 moze pomoc¢i u razvijanju protokola prevencije i



ranog otkrivanja te ucdinkovitog upravljanja lijecdenjem tumora
ukljucujuci revidiranije imunosupresivne terapije i/1i11i
retransplantacije, a takoder ima implikacije i na druge primatelje
donatorskih organa. Identifikacija podrijetla tumora obicno
podrazumijeva primjenu flourescentne in situ hibridizacije (engl.
Fluorescence 1in situ hybridisation, FISH) ako su transplantati
razlic¢itog spola te analizu mikrosatelitskih biljega DNA. Prikupljeni
podatci su prouceni 1 sistematicno prikazani. U publikacijama u
zadnjih dvadeset godina molekularna dijagnostika podrijetla tumora u
transplantiranih pacijenata nakon transplantacije organa primijenjena
je u relativno malom broju slucajeva koji su prikazani uglavnom kao
prikaz pojedinacnoga slucaja (engl. case report), znanstveni rad koji
opisuje po jedan konkretni slucaj. Takoder, tehnike i metode analize
korisdtene u objavljenim radovima odraz su koristenja dostupnih metoda
iz vel¢ postojeé¢ih resursa. Analiza DNA je izrazito mocé¢na metoda za
utvrdivanije identiteta tkiva zbog visoke specific¢nosti i
osjetljivosti, brzine i pouzdanosti te posjeduje velik potencijal za
rutinsku primjenu u dijagnostici podrijetla tumora u pacijenata s
transplantiranim c¢vrstim organom. Takav slucaj je nedavno obraden i
kod nas u Hrvatskoj. Ovo istrazivanje pruza izvor informacija 1
usporedbu nekoliko razlic¢itih dijagnostic¢kih alata sa slicnom

primjenom.

ZAKLJUCAK

Provedena istrazivanja pruzZaju znanstvenu potvrdu neophodnosti
primjene molekularne dijagnostike u identifikaciji podrijetla tumora
koji se pojave kod pacijenata nakon transplantacije. To je od iznimne
vaznosti za daljnji tretman i1 lijeCenje pacijenta. Najznacajniju ulogu
u tome ima analiza DNA korisStenjem mikrosatelitskih polimorfnih lokusa
(genotipizacija) Jjer je visokospecificna, iznimno osjetljiva, brza i
pouzdana. Tom metodom se, neovisno o spolu davatelja 1 primatelja
organa, moze identificirati i individualizirati uzorak odnosno tocno
utvrditi podrijetlo. Ako se za tumor utvrdi da potjece od donora moguce
je osmisliti daljnje upravljanje antitumorskom terapijom s ciljem
izlijecCenja, ©produjenja zivota 1 poboljsanja kvalitete Zivota
pacijenta. Takoder moguée je napraviti i retransplantaciju organa ako

se tumor pojavio na transplantiranom organu.



SUMMARY

Molecular diagnostics in tumor origin identification in

patients after transplantation

OBJECTIVES

The aim of this research is to present an overview of the relevant
contemporary knowledge and data on molecular diagnostics of tumor
origin in transplanted patients regarding different possibilities of

tumor formation.

MATERIALS AND METHODS

This is a review of the available literature to provide a summary of
current knowledge and previous research on a topic. A comprehensive
search of publications for the last twenty years was conducted using
Medline database (PubMed interface) and previously defined keywords.
The search was completed by checking the 1list of references in the
identified relevant literature as well as searching other available
bibliographic databases. Reviews, original scientific papers and
specialized articles that give an overview and/or analysis of tumor

origin in transplant patients were included.

RESULTS AND DISCUSSION

Malignant tumor is the third most common cause of death in patients
after transplantation. There are four types of tumors that can develop
in recipients after transplantation: (1) recurrent, (2) donor-
transmitted tumor (3) donor-derived and (4) de novo tumor. Determining
the origin of tumor, whether from donor or recipient, has important
clinical implications and can help develop prevention and early
detection protocols and the effective management of tumor treatment
including revision of immunosuppressive therapy and/or

retransplantation. Also, it has tremendous implication for other organ

Vi



recipients of the same donor. Identification of tumor origin is usually
done by chromosome FISH analysis (in sex-missmatched allografts) and
DNA fingerprinting (microsatellite marker analysis). The collected
data were studied in detail and systematically presented. According
to the publications from the last twenty years, molecular diagnostics
of tumor origin in transplanted ©patients after solid organ
transplantation has been applied in a moderate number of cases. They
are usually presented as "case report" articles describing one
specific case. Also, the techniques and methods of analysis used were
the available methods from already existing resources. DNA analysis
is an extremely powerful method for establishing tissue identity due
to its high specificity and sensitivity, speed and reliability. It has
great potential for routine use in the diagnosis of tumor origin in
patients with solid organ transplantation. Such a case of tumor
identification was recently done in Croatia as well. This research
provides a source of information and comparison of several different

diagnostic tools with similar application.

CONCLUSION

The conducted research provides scientific evidence and confirmation
of the necessity of molecular diagnostics application to the
identification of the origin of  tumors in patients after
transplantation. This is extremely important for further treatment of
the patient. Here, DNA analysis plays the most important role using
microsatellite polymorphic loci (genotyping) because it is highly
specific, extremely sensitive, fast and reliable. Using this method,
regardless of the sex of the organ donor and recipient, one can
identify and individualize the sample and determine the exact origin.
If the tumor is found to originate from a donor, it is possible to
devise further management of antitumor therapy with the aim of healing,
prolonging life and improving the patient's life quality. Also, if a
tumor appeared in the transplanted organ it is possible to retransplant

the organ.

Vii
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Uvod i pregled podrué¢ja istrazivanija



One donor transmitted malignancy is one too many and measures need
to be taken to avoid such complications.

Hassanain M, 2014. (1)

1.1. Transplantacija organa

Sirom svijeta u posljednjih pedeset godina transplantacija ili
presadivanje organa postala Jje uhodana 1 uspje3na metoda lijecenja
bolesnika kod kojih je doslo do nepovratnog gubitka funkcije vitalnih
organa. To je najisplativiji tretman kod npr. zatajenja bubrega dok
je kod zadnje faze zatajenja organa kao $to su jetra, pluc¢a i srce to
jedino dostupno lijeCenje (2). Na taj se nacin neizmjerno pomaze
stotinama tisuc¢a pacijenata. Ipak, to je kompleksni i tehnicki jedan
od najkompliciranijih postupaka lijecenja te transplantacija organa
moZe biti prac¢ena brojnim komplikacijama iako mnogi bolesnici imaju
uredan poslijeoperacijski tijek.

Transplantacija organa danas Jje prihvac¢ena i katkad jedina terapijska
opcija za lijecCenje akutnog ili kronic¢nog zatajenja organa. UspjeSna
transplantacija omoguc¢ava novi ZzZivot, ali i bolju kvalitetu Zzivota.
Republika Hrvatska je od 2007. godine dio Eurotransplanta, neprofitne
medunarodne mreze za poticanije, razmjenu i koordinaciju
transplantacije organa u zemljama Europe Sto omoguéuje i veclu
dostupnost transplantacija (3).

No, transplantacijska medicina sve visSe postaje Zrtvom vlastitoga
uspjeha zbog konstantnoga nedostatka organa za presadivanje kao i zbog

starenja populacije u koju spadaju donori organa.



NajceScée se transplantiraju &vrsti organi:
o bubreg,
o Jjetra,
o pluca,
o srce,

o0 gusteraca.

Transplantacija tkiva odnosi se na:

o kozu,

o0 src¢ane valvule ili krvne zZile,

o roznicu,

o kosti.
Transplantacije se mogu izvoditi s mrtvoga darivatelja (mozZdano mrtva
osoba) ili donori mogu biti i Zive osobe (dio jetre, bubreg). Hrvatska
ima zakon tzv. pretpostavljenoga pristanka 3to znac¢i da su svi gradani
Republike Hrvatske moguc¢i darivatelji ako se za Zivota nisu tome
protivili. U svim europskim drZzavama darivanje 1 presadivanje organa
zakonski Jje regulirano pa tako 1 u Republici Hrvatskoj(3).
Transplantacijski postupak Jjasno Jje definiran 1 provode ga samo
visokospecijalizirani medicinski timovi u ovlaStenim bolnicama odnosno
akreditiranim transplantacijskim centrima. Dodjela organa obavlja se
prema bodovnom sustavu i medicinskim kriterijima dogovorno utvrrdenima
izmedu drzava c¢lanica Eurotransplanta (4).
Takoder, gotovo sve religije podrzavaju darivanje organa kao plemeniti
¢in te iskaz humanosti i solidarnosti. Tako je i papa Ivana Pavao II
ostao zapamé¢en i po izjavi: "Sve Sto moZe posluziti Zivomu grijeh je

pokopati.™ (4).



Prava era transplantacije u svijetu zapocinje pedesetih godina
dvadesetoga stoljec¢a s prvom transplantacijom bubrega (J. Murray) i
kostane srzi (D. Thomas), a kasnije i transplantacijom drugih organa
(3). Ta dvojica znanstvenika 1 pionira transplantacijske medicine
dobitnici su Nobelove nagrade za medicinu tek 1990. godine, nakon 3to
je presadivanje dokazano kao uc¢inkovita metoda na tisuc¢ama uspjesno
lijeCenih bolesnika. U Republici Hrvatskoj 1971. godine napravljena
je prva transplantacija bubrega u Klinici za kirurgiju KBC-a Rijeka

(3) .
1.1.1. Komplikacije nakon transplantaciije

Transplantacija odnosno presadivanje organa najbolje Jje nadomjesno
lijec¢enje kod zatajenja organa =za vec¢inu bolesnika, ali cesto mozZe
biti povezano 1 s razvojem komplikacija. Najc¢ed¢éi wuzroci smrti
bolesnika nakon transplantacije su srcanozilne bolesti, infekcije i
zlo¢udni tumori kako u svijetu tako i u Hrvatskoj. Tome idu u prilog
i objavljeni podatci KBC Rijeka sakupljeni tijekom razdoblja od 25

godina za pacijente s transplantiranim bubregom (Slika 1) (5).

13 14
31 8,4% 9,1%

20,1% 175%
sréanoZilne bolesti
— infekcije
zlo¢udni tumori
ostalo
- 44 8% nepoznato

Slika 1. Uzroci smrti u primatelja bubrezZnog presadka u KBC Rijeka od 1985.
do 2009. godine (5)



NazZalost, jo3 je 1960-ih godina uocena pojava tumora kod pacijenata
nakon transplantacije (6) . Prijenos karcinogenih stanica S
transplantiranim organom Jjedna Jje od vrlo ozbiljnih komplikacija
transplantacije. U posljednjih dvadesetak godina malignost je postala
tre¢i najcesc¢i uzrok smrti u bolesnika nakon transplantacije 1 ima
tendenciju rasta. UcCestalost smrti uzrokovane kardiovaskularnim
bolestima ili infekcijama znac¢ajno se smanjuje zbog kombinacije
probira, profilakse te upravljanja agresivnim faktorima rizika 1
intervencijskih terapija. Kod pacijenata nakon transplantacije
sveukupni rizik od malignih tumora povec¢an je dva do tri puta u
usporedbi s opc¢om populacijom istog spola i dobi (7). Pacijenti nakon
transplantacije pojedinih organa, npr. bubrega i jetre, imaju slican
rizik za razvoj tumora zbog imunosupresije, ali razlic¢it s obzirom na
to da postoje razlike u primarnim bolestima kao i razlid¢itom ponaSanju
tumora koje Jje svojstveno pojedinim tkivima. Zbog produljenija
ljudskoga Zivotnog wvijeka dolazi 1 do starenja grupe darivatelja
organa te se povec¢ava rizik od prijenosa neuocenoga, subklinickog
tumora od donora na primatelja transplantata (8, 9).

Prezivljavanje primatelja s tumorom (naro¢ito zlocudnim tumorom)
relativno je losSe i mogué¢nosti lijecenja su ogranicene, ali rano
otkrivanje prisustva tumora omogucuje pravovremeni tretman pacijenata

i time smanjenje pobola i smrtnosti.

1.2. Tumori

Tumor Jje promjena u stanicénim procesima koja uzrokuje nekontrolirani

rast stanica ili tkiva. Maligna je bolest s mnogobrojnim molekularnim



uzrocima i konstantnom evolucijom. To je takoder iznimno heterogena

bolest ¢ak i kod pojedinca.

Pojedini geni kontroliraju Zivotni ciklus stanica - rast, funkciju,
diobu i smrt stanice. Ako su ti geni oS3teceni izgubi se ravnoteza
izmedu rasta 1 smrti normalnih stanica. Nastanak tumorskih stanica
uzrokuje oStecenje DNA Sto 1ima za posljedicu nekontrolirani rast

stanica, a takve stanice mogu 1 napasti ostala tkiva.

Postoji wvelik broj cimbenika koji mogu uzrokovati osSteéenje DNA i

povec¢ati rizik za razvoj tumora kao 3to su:

O

genske mutacije (npr. mutacije gena BRCAI i BRCA2),

o okolisni ¢imbenici (npr. UV zracenje),

o razlic¢iti mikrobi (bakterije kao npr. Helicobacter pylori ili

virusi kao Sto su Epstein-Barr, HPV, hepatitis B i C),

0 nacin zivota 1 prehrane (nedostatak fizicke aktivnosti, puSenje,

pretilost, konzumacija alkohola itd.) i

o vjerojatno brojni drugi ¢imbenici kojima jos nije dokazana takva

povezanost (10, 11).

Ve¢inom su stanice same sposobne detektirati 1 popraviti osStecenje
DNA. Ako je stanica jako o3tec¢ena i ne moZe se samostalno popraviti
obic¢no se dogada apoptoza, takozvana programirana smrt stanice. Tumor
se pojavljuje kada oSteéene stanice rastu, dijele se i abnormalno Sire

umjesto da se samounistavaju kao sSto bi trebale.



Tumor je abnormalna kolic¢ina stanica i moZe biti benigni ili maligni

tumor (Slika 2) (12).

Slika 2. Benigni (lijevo) vs. maligni tumori (desno) (12)

Benigni tumori rastu lokalno, ne S$ire se i1 ne smatraju se rakom iako
mogu biti opasni posebice ako vrsSe pritisak na vitalne poput mozga.

Maligni tumori imaju sposobnost Sirenja 1 napadanja drugih tkiva u
organizmu. Taj proces se naziva metastaziranje i glavno Jje svojstvo
raka. Stanice raka 1z originalnoga, primarnog, tumora mogu se
prosiriti na druga mjesta kao S$to su plucéa, kosti, Jjetra, mozak i
druga podruc¢ja preko limfnog sustava, krvotoka 111 lokalnom
infiltracijom te mogu zahvatiti i viSe organa. Ti metastatski tumori
su "sekundarni rak" jer nastaju iz primarnoga tumora i1 zadraZavaju ime
primarnoga raka. Postoje brojni razliciti tipovi malignosti ovisno o
tome odakle tumor potjeCe. Metastaziranje je znacajno iz razloga Sto
pomaze odredivanju stadija raka te njegova lijecenja. Neki tipovi

metastaziranoga raka su izljecivi, ali vec¢ina nazalost nije (11).



1.2.1. Tumori kod pacijenata s transplantiranim ¢vrstim organom

Tako se u vec¢ini znanstvenih radova navodi da Jje pojavnost tumora u
pacijenata nakon transplantacije uglavnom rijetka, posljednjih godina
frekvencija raste zbog sve vecega broja transplantacija kao 1 =zbog
napretka tehnologija za identifikaciju i detekciju tumora.

Prema dostupnim podatcima smatra se da Jje pojavnost tumora u

o)

transplantiranih pacijenata izmedu 4 % i 18 %, a onog koji potjece od
donora izmedu 0,02 % i 0,2 % (13, 14). Znanstvena literatura navodi
informacije o prijenosu od donora na primatelja raznovrsnih malignih
bolesti kao Sto su melanom, koriokarcinom, neuroendokrini tumori,
adenokarcinomi pluc¢a, kolorektalni karcinom, karcinomi prostate,
bubrega i guSterace itd. (7). Rizik za rak je dva do c¢etiri puta veci
u transplantiranih pacijenata nego kod osoba slic¢noga geografskog
podrijetla uparenih po godinama, spolu i rasi. Ne samo Sto su tumori
Cesti ved su i puno agresivniji te povecavaju smrtnost
transplantiranih pacijenata u usporedbi s opéom populacijom. Relativni
rizik se mijenja s godinama odnosno smanjuje se 3to je osoba starija.
Takoder, u nekoliko slucdajeva utvrden je prijenos tumora od donora na
nekoliko primatelja razlic¢itih organa istoga donora (15, 16, 17, 18).
Tijekom godina Zivotni vijek primatelja <&vrstih organa kao i stopa
prezivljenja pacijenata s transplantiranim organom znacajno je
produljen i poboljsan zahvaljujuci naprednoj imunosupresivnoj
terapiji. Medutim, kronic¢na uporaba tih lijekova dovela je i do toga
da je malignost koja se moze pojaviti nakon transplantacije postala

jedan od vodec¢ih uzroka pobola (10).



1.2.2. Klasifikacija tumora nastalih nakon transplantacije

Pacijenti s transplantiranim organom u usporedbi s opcéom populacijom
imaju povec¢ani rizik za razvoj Sirokoga spektra tumora (neovisnih ili
povezanih s infekcijama), a problem je Sto se tumori obic¢no ispoljavaju
u uznapredovalom stadiju. Kod razli¢itih tipova tumora koji se
pojavljuju kod pacijenata nakon transplantacije diznimno Jje wvazZno
razumijevanje razlic¢itih situacija koje definiraju tipove rizika =za
razvoj tumora. Za posttransplacijski se tumor smatra da ovisno o

podrijetlu i patogenezi moZe nastati na Cetiri razlic¢ita nacina(8):

e Rekurentni tumor primatelja
Rekurentni tumor u slucaju pacijenata nakon npr. transplantacije jetre
obi¢no ukljucduje kolangiokarcinom, hepatocelularni karcinom i
vanjetrenih karcinom koji su prethodno postojali kod pacijenta odnosno

primatelja organa 1 bili indikacija i razlog transplantaciji Jjetre.

e Tumor prenesen od davatelja organa
To je tumor koji je prisutan u organu donora prilikom transplantacije
i koji wusprkos velikoj pazZnji moZe promaknuti tijekom probira
davatelja. To se moZe vrlo ucinkovito izbjeli s pomolu programa kojima
se kvalitetno pridaje pazZnja povijesti bolesti, ispitivanjima i
istrazivanjima tako da Jje pojavnost takvoga tumora opéenito niska

(npr. u SAD-u rizik je do 1 %).

e Tumor koji potjele od donora
Kod transplantiranih pacijenata tumor se razvija nakon transplantacije

i moze se dokazati da tumorske stanice potjedu od davatelja organa.
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e De novo tumor
De novo tumori pojavljuju se u vecé¢ini slucajeva kojima je posljedicno
uzrok smrti karcinom kod svih vrsta transplantacije i razvijaju se pod
utjecajem imunosupresije, a obic¢no su izazvani virusima.
Klasifikacija tumora nakon transplantacije <&vrstoga organa prema

podrijetlu i patogenezi prikazana je u Tablici 1 (19).

Tablica 1. Klasifikacija tumora nakon tranplantacije &vrstog organa prema

podrijetlu i patogenezi (19)

De novo (novi tumor nevezano uz transplantirani organ)
Nemelanomski rak koZe i1 maligni melanom

Kaposijev sarkom

PTLD (Posttransplantacijski limfoproliferativni poremecaij)
Anogenitalni rak

Rak pluca

Tumor koji potjece od donora (prethodno postojeé¢i kod donora ili de
novo nastao u donorskom tkivu)

Karcionom renalnih stanica

Adenokarcinom pankreasa

Maligni melanom

Koriokarcinom

Rekurentni ili prethodno postojeéi tumor u primatelja
Hepatocelularni karcinom

Kolangiokarcinom

Neuroendokrine metastaze

Maligni melanom

Angiosarkom srca




1.2.3. Etiologija i1 patogeneza posttransplantacijskih tumora

Razlozi povecanoga rizika pojave tumora nakon transplantacije
vijerojatno su i rezultat medudjelovanja razlic¢itih c¢imbenika kao 3Sto
su: transplantirani organ, izloZenost virusnim infekcijama, ukupna
koli¢ina 1 trajanje imunosupresijske terapije, kao 1 mozebitna
specifi¢na komponenta imunosupresijske terapije 1 sliéno (7).
Dugotrajna uporaba imunosupresivne terapije koja rezultira oslabljenim
imunosnim nadzorom tumorskih stanica, izravnim karcinogenim uc¢inkom i
nekontroliranom proliferacijom stanica inficiranih onkogenim virusima

ima znacajnu ulogu u patogenezi posttransplantacijskih tumora (Slika

3) (19).
T stanice, B stanice, NK stanice
i makrofagi
virusi
normalne stanice ! ! normalne stanice
‘ imunosupresijska terapija . ‘
. ‘ . ;s / s 3 ‘L l povecana incidencija virusnih .
direktni karcinogeni uéinci infekcija <
éimbenici
okolizai ¥ )ﬂ//
domadina o & )
x <
0.)} poremeceni nadzor imunosupresije &
mutirane stanice g / \//
posttransplantacijski malignitet
Slika 3. Graficki  prikaz etiologije 1 patogeneze  tumora nakon

transplantacije ¢vrstih organa (19)

10



1.3. Identifikacija podrijetla tumora — molekularna dijagnostika

Molekularna dijagnostika predstavlija skup tehnika koje se koriste =za
analizu bioloskih biljega u genomu 1 proteomu primjenom metoda
molekularne biologije u medicinskim testiranjima. Razlicite tehnike
se koriste za dijagnozu 1 pracenje Dbolesti, detekciju rizika te
odredivanje individualizirane terapije u pacijenata.

Uloga molekularne dijagnostike u modernoj medicini znacajno raste
zadnjih nekoliko desetlje¢a i povecava se njena primjena u brojnim
podruc¢ijima, a naroc¢ito u onkologiiji, farmakogenomici te kod
infektivnih bolesti (20, 21, 22).

U slucajevima kad se pojavi tumor u pacijenta nakon transplantacije
organa naroc¢ito je vazno poznavanje vrste 1 podrijetla tumora jer to
moze pomoc¢i u razvijanju protokola prevencije i ranog otkrivanja te
uc¢inkovitoga 1lijecenja kako Dbi se smanjila smrtnost uzrokovana
malignom boleSéu. Ako postoji sumnja da tumor potjece od donora,
potrebno je Sto brzZze napraviti dijagnostiku (23, 24).

U proslim vremenima, dijagnostika podrijetla tumora radena Je
histoloskom usporedbom. U sedamdesetim godinama prosloga stoljeca
uvedena Jje citogeneticka metoda u svrhu kariotipizacije i
identifikacije za slucajeve u kojima su davatelj 1 primatelj organa
bili razlicitoga spola. Takoder, ako su u uzorcima tumora postojale
kromosomske nepravilnosti one su bile vrlo korisna informacija. U
novije vrijeme korisStena je metoda fluorescentne in situ hibridizacije
(engl. Fluorescent in situ hybridization, FISH) ili druge suvremenije
molekularne metode. FISH je popularna metoda Jjer koristi izravnu

vizualizaciju specific¢nih sondi pomoéu fluorescentnog mikroskopa. Na
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taj su nacin identificirani tumori ako su primatelj i davatelj organa
razlic¢itoga spola (XX ili XY) (26, 27).

Znacajnim razvojem tehnologije i primjenom znanstvenih postignuc¢a i
druge molekularne metode temeljene na analizi nukleinskih kiselina
uvedene su radi unaprjedenja dijagnostike. Tako se prvo pocela
primjenjivati RFLP tehnika (engl. Restriction Fragment Length
Polymorphism). RFLP koristi restrikcijske enzime =za dobivanije
karakteristic¢nih fragmenta DNA koji se zatim razdvajaju elektorforezom
ili detektiraju hibridizacijskom metodom. TIako Jje RFLP osjetljiva
metoda, ona Jje dugotrajna, prili¢no naporna 1 =zahtjeva relativno
velike koli¢ine DNA u usporedbi s modernim metodama analize DNA koje
su uslijedile. Puno osjetljivija i bolja metoda za dijagnostiku,
neovisno o spolu darivatelja i primatelja organa, Jjest analiza
mikrosatelitskih biljega DNA poznatija kao "DNA fingerprinting" (28,
29) .

Ono Sto Jje nekada bilo predstavljeno kao dijagnosticki izazov u
danasnije vrijeme s izraZenim razvojem tehnologije i primjenom modernih
molekularno-genetskih analiza postalo je relativno jednostavno i sve
je vec¢i broj publikacija koje ukljuc¢uju molekularnu dijagnostiku u
identifikaciji tumora u pacijenata nakon transplantacije (23, 30-32).
Molekularno dijagnosticki testovi znatno se razlikuju jole}
osjetljivosti, vremenu potrebnom za analizu, cijeni, specificnosti i
regulativi primjene.

Za potrebe 1istrazivanja tumora razvijene su mnoge tehnologije za
detekciju wvarijacija u sekvenci koje se mogu klasificirati u tri
skupine ovisno o ©pristupu: lanc¢ana reakcija polimeraze (PCR),
hibridizacija 1 masivno paralelno sekvenciranje koje Jje nekad

poznatije pod nazivom sekvenciranje novih generacija (engl. Next-
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generation sequencing; NGS). Znac¢ajna primjena nove tehnologije
sekvenciranja ¢e tek uslijediti u klinickoj dijagnostici. U buduénosti
¢e se dijagnostika tumora najvjerojatnije fokusirati na sekvenciranije
zbog moguénosti dobivanja velike kolic¢ine korisnih informacija 1
detekciju rijetkih varijacija sekvence u genima povezanim s tumorom u
kratkom vremenu i za relativno prihvatljivu cijenu. Ta se metoda
takoder moZe koristiti i kao sredstvo za procjenu rizika. S obzirom
na to da Jje karcinom vremenski dugoroc¢na Dbolest s razlicéitim
stupnjevima progresije 1 nema uvijek Jjasnu sliku 1 simptome,
molekularna dijagnostika moZe se koristiti za prognozu napredovanja i
razvoja tumora (33, 34).

Jo3 su 1992. godine Wilson i suradnici objavili rad u kojem je prvi
put korisStena analiza DNA za identifikaciju malignih stanica melanoma
nakon tansplantacije bubrega (35). Slijedio je rad Beckingham 1
suradnika iz 1994. godine u kojem Jje ©prikazana postmortalna
identifikacija podrijetla metastatskog tumora tipizacijom DNA nakon
transplantacije bubrega (36). Takoder, uspjed3na uporaba forenzicke
analize DNA radi razjasnjenja podrijetla zloc¢udnog tumora napravljena
je 1998. godine na Institutu =za sudsku medicinu u Koélnu. U oba
analizirana slucaju pojavio se metastatski maligni melanom nakon
transplantacije bubrega od istog donora. Utvrdeno je da se tumor
genetski razlikuje od primatelja, ali se podudara s donorom (37).

S obzirom na to da Jje analizom DNA mogucé¢e pouzdano utvrditi potjece
1i tumor od donora transplantiranog organa ili od primatelja temeljem
tih rezultata mogué¢e Jje osmisliti daljnje upravljanje antitumorskom
terapijom s ciljem izljecCenja, produljenja Zivota 1 poboljsSanija
kvalitete Zivota pacijenta. Utvrdivanje podrijetla tumora ima vaZne

klinicke posljedice, ukljucujué¢i ukidanje imunosupresijske terapije
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i/ili retransplantaciju organa, a takoder ima implikacije i na druge
primatelje organa istoga donora (6, 13, 23).

MoZda najvec¢i izazov u identifikaciji podrijetla tumora predstavlja
sam uzorak Jjer se obi¢éno radi o tkivu fiksiranom formalinom i
uklopljenom u parafinski blok (engl. Formalin Fixed Paraffin Embedded
Tissue; FFPE). Takvi uzorci predstavljaju lako dostupni izvor za
proucavanije razlic¢itih biljega (38). Budu¢i da ispitivanje molekularne
onkologije postaje sve vaiZnije za donoSenje prognostickih 1
terapijskih odluka, a uzorci tkiva postaju sve manji (zbog sve ranijeg
otkrivanja sumnjivih lezija i uporabe metoda aspiracije tankim iglama)
postaje sve teZe dobiti pouzdane rezultate ispitivanja pa su razvijene
naprednije metode izolacije DNA (39). Ohrabruje i potvrda da nema
znacajne razlike izmedu makromolekula (DNA, RNA i proteini) izoliranih
iz blokova pohranjenih tijekom 11-12 godina, 5-7 godina ili 1-2 godine

u odnosu na blokove tekué¢e godine (40).

1.3.1. Fluorescentna in situ hibridizacija (FISH)

FISH je metoda analize koja omoguc¢ava detekciju specifi¢nih ciljnih
sekvenci unutar stanice uz istovremeno ocuvanje stanic¢ne 1 tkivne
morfologije. Osnova metode je princip komplementarnosti. Denaturirana
oligonukleotidna sonda se hibiridizira toc¢no na komplementarnu ciljnu
sekvencu nukleinske kiseline. Ciljna regija moZe biti dio gena, gen,
specific¢na kromosomska regija ili cijeli kromosom. S obzirom na to da
se hibridizacija odvija unutar stanice gdje se ciljne molekule DNA ili
RNA normalno 1 nalaze, naziva se 1in situ odnosno "na uobicajenom

mjestu". Detekcija i wvizualizacija rezultata 1izvodi se pomocu
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fluorescentnoga mikroskopa (41). Postoji veliki broj razlic¢itih tipova
FISH sondi koje se upotrebljavaju kao npr. centromerne sonde, sonde
za Jjedinstvene sekvence kromosoma, telomerne sonde, sonde za bojenje
cijelih kromosoma, multipleks sonde za dobivanje visSebojnog kariotipa
itd. FISH tehnika ima vrlo 3iroku primjenu u dijagnostici, a koristi
se 1 za detekciju tumorskh stanica (42,43).

Velika prednost ove metode Jje Sto se moZe primjeniti =za analizu
razlic¢itih vrsta uzoraka. Uzorci mogu biti svjeZi, svjeZe smrznuti,
arhivski citoloski razmazi ili tkiva fiksirana formalinom i uklopljena
u parafinski blok. Shematski prikaz ove metode nalazi se na Slici 4

(44), a primjer rezultata na Slici 5 (45).

DNA sonda

vezanje sonde na e
molekulu DNA_

Slika 4. Shematski prikaz FISH +tehnike. DNA sonda Je obiljeZena
fluorescentnim biljegom. Sonda i ciljna DNA se denaturiraju i sonda se veze
na ciljnu DNA odnosno dolazi do hibridizacije. Fluorescentni biljeg se zatim
detektira fluorescentnim mikroskopom (44)
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Slika 5. Primjer rezultata analize FISH metodom (45)

A - kromosom Y, B - kromosom X i C - bojanje fluorescentnom bojom DAPI (4',6-
diamidin-2'-fenil-indol dihidroklorid) =za detekciju dvolanc¢ane DNA pri cemu
nastaju specifié¢ni ¢vrsti fluorescentni DNA-DAPI kompleksi

FISH tehnika takoder ima svoja ogranicenja ukljucujuéi osjetljivost,
hibridizacijske probleme te pojavu razlicitih artefakata, kao 1
gubitak spolnih kromosoma kod leukemijskih klonova. Najvec¢i nedostatak
je Sto ne moze razluciti podrijetlo tumora ako su primatelj i davatel]j

istoga spola.
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1.3.2. Analiza DNA - DNA fingerprinting

Analiza DNA izrazito je mo¢na metoda za utvrdivanje identiteta tkiva
kao i mnogih drugih razlic¢itih wuzoraka =zbog visoke osjetljivosti,
brzine i pouzdanosti. U slijedu nukleotida u DNA postoje polimorfizmi
koji se =zasnivaju na supstitucijama, delecijama i1 insercijama baza i
polimorfizmi wvarijabilnoga Dbroja tandemskih ponvaljanja (engl.
Variable Number of Tandem Reapeats; VNTR). U svakom lancu DNA postoje
identic¢ne sekvence koje se tandemski ponavljaju. Osamdesetih je godina
proSloga stoljec¢a Sir Alec Jeffreys otkrio da broj tih ponavljajucé¢ih
sekvenci wvarira kod pojedinaca te zakljucio da se takva tandemska
ponavljanja mogu iskoristiti kao polimorfne oznake, to jest kao DNA
biljezi i koristiti kao identifikacijsko sredstvo (28, 29, 46). Ono
Sto je do tog vremena u sudskoj medicini i kriminalistici bio klasiéni
otisak prsta sada je zamijenio genotip odnosno “otisak DNA” (engl. DNA

fingerprinting) (Slika 6) (45).

DNA the Molecule nLLiie"g‘- \ I

som

ffm_.‘:\ N\

Slika 6. DNA predstavlja moderni otisak prsta (45)
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Genotipizacijom DNA mogucé¢e Jje identificirati porijeklo bilo kojega
bioloskog uzorka. Takoder, moguc¢e ga je i individualizirati $to znaci
toéno odrediti od koje osobe/jedinke potjece te izracdunati
biostatistic¢ku vjerojatnost. Materijal za analizu moZe biti bilo kakav
uzorak koji sadrzi DNA kao na primjer krv, slina, tkiva, kosti, dlake,
zubi, razlid¢ite vrste briseva, mrlja, forenzic¢kih ili medicinskih
preparata, c¢ak 1 muzejski eksponati.

U primjeni analize DNA u forenzici 1 klinicékoj genetici najvisSe se
koriste STR (engl. Short Tandem Repeat) polimorfni lokusi koji sadrzZe
kratke ponavljajuée sekvence uobicajene duljine ponavljajuée jedinice
od dva do Sest parova baza (47). Takve sekvence nazivaju se josS 1
mikrosateliti. Mikrosateliti su raspodjeljeni jednakomjerno po cijelom
genomu i gotovo na svakih 300 do 500 kb moZe se pronac¢i Jjedan
polimorfni STR lokus (47, 48).

Analizom STR lokusa moguce je odrediti genotip uzorka tumora i na taj
nac¢in identificirati njegovo podrijetlo. To podrazumijeva primjenu
nekoliko metoda, a zapocinje izolacijom DNA iz uzorka tumora (tkivo,
tkivo uklopljeno u parafinski blok, histoloSki preparat) kao 1 iz
nespornih uzoraka darivatelja i primatelja transplantiranog organa.
Izoliranu DNA potrebno je kvantificirati te umnoziti STR polimorfne
lokuse koristenjem metode lancane reakcije polimeraze (engl.
Polymerase Chain Reaction, PCR). PCR je metoda kojom se kalup DNA
umnozava U termobloku koristenjem sintetiziranih pocetnica, enzima
DNA-polimeraze 1 dNTP-a. Reakcijska smjesa se umnozava u nekoliko
ciklusa (obic¢no 25 do 30) koji se odvijaju pri tri razlicite
temperature pri kojima se dogadaju denaturacija, prianjanje pocCetnica
i elongacija. U svakom se ciklusu kolic¢ina ciljne sekvence

udvostrucduje. Za PCR je potrebna mala koli¢ina DNA (oko 50-100 pg). S
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obzirom na to da su i umnozeni fragmenti duljine oko 100-400 parova
baza analiza STR lokusa moze se primjeniti i na djelomic¢no degradiranu
DNA (49). Amplificirani fragmenti DNA razdvoje se elektroforezom nakon
Cega slijedi interpretacija dobivenih rezultata. Sredinom devedesetih
godina pros$log stoljec¢a pocela je primjena fluorescento obiljezZenih
biljega i automatska analiza 3to je poboljsalo preciznost, tocnost i
osjetljivost metode (50).

Koristenjem novih kompleta =za kvantifikaciju DNA pomoc¢u lancane
reakcije polimeraze u stvarnom vremenu (engl. Real-Time PCR) mogucle
je odrediti omjer musSke 1 Zenske frakcije u uzorku Sto je iznimno

korisno ako su donor i primatelj organa razlic¢itoga spola.
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Cilj istrazivanja



Cilj ovoga specijalistickog rada Jjest prikupiti 1 sveobuhvatno
prikazati relevantne literaturne podatke 1 spoznaje te dosadaSnja
saznanja o molekularnoj dijagnostici u identifikaciji podrijetla
tumora u pacijenata nakon transplantacije.

Takoder, s obzirom na razli¢ite moguénosti nastajanja tumora u
transplantiranih pacijenata (prijenosom od donora transplantiranoga
organa na primatelja, tumora proizasSloga od donora, rekurentnoga
tumora 1li tumora nastaloga de novo), cilj Jje istraZivanja opisati
vaznost i svrhovitost identifikacije podrijetla tumora jer omogucuje
bolje wupravljanje lijecenjem te znac¢ajno doprinosi poboljsSanju

kvalitete i produljenju Zivota pacijenata.
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Materijali i1 metode



Napravljeno je sveobuhvatno pretrazZivanje publikacija u bazi Medline
(preko sucelja PubMed) u zadnjih dvadeset godina (razdoblje od 2000.
do kraja 2019.) prema kljuénim rijecCima: solid organ transplantation,
donor derived malignancy, tumor transmission, tumor origin, DNA
analysis, microsatellite analysis 1 DNA fingerprinting te njihovom
kombinacijom kao i razlic¢itim varijantama pisanja rijeci na engleskom
jeziku (engl. spelling). Pretraga Jje upotpunjena provjerom liste
referenci u identificiranoj relevantnoj literaturi 8to Jje znatno
doprinjelo ukupnoj kvaliteti izbora radova. U obzir su uzeti radovi
na engleskom i1 hrvatskom jeziku koji su besplatno dostupi u cjelosti.
Pretrazivanje je obuhvatilo pregledne 1 originalne znanstvene radove
te strucne radove koji daju pregledni prikaz i/ili analizu tumorskoga
podrijetla u transplantiranih pacijenata te terapijski pristup u
navedenim slucajevima kao 1 smjernice u upravljanju tumorskom boleséu

kod pacijenata nakon transplantacije.
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Rezultati i1 rasprava



4.1. Tumori kod pacijenata s transplantiranim ¢vrstim organom

Najc¢esc¢i tumori koji se pojavljuju nakon transplantacije su:
limfoproliferativni poremec¢aj nakon transplantacije - PTLD (engl.

Post-transplantation Ilymphoproliferative disorder), tumor pluca,
hepatocelularni i renalni, a statistika pojavnosti u SAD-u prikazana

je u Tablici 2 (10).

Tablica 2. Najc¢e3¢i tumori i njihova pojavnost nakon transplatnacije u

Sjedinjenim Americ¢kim DrZavama (10)

tip tumora pojavnost na 10.000 ljudi godisnije
Rak koze 23,7
Kaposijev sarkom 15,5
PTLD 194,0
Pluca 173,4
Jetra 120,0
Bubreg 97,0

Patogeni mehanizmi koji se najvjerojatnije odvijaju u donora jos
uvijek su nedovoljno poznati i razjasSnjeni, ali je predlozZeno nekoliko
hipoteza koje obuhva¢aju moguée okoliSne cCimbenike, prijenos
onkogenoga materijala kao i1 virusne infekcije uzrokovane npr. Epstein

Barr virusom (10,19).
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4.2. Molekularna dijagnostika podrijetla tumora

4.2.1. Pregled publikacija u razdobliju od 2000. do 2019. godine

Nakon temeljitog i sveobuhvatnog pretraZivanja publikacija u bazi
Medline (preko sucelja PubMed), c¢itanja 1 pregleda publikacija te
provjerom liste referenci u identificiranoj relevantnoj literaturi,
odabrano je wukupno 28 radova koji su =zadovoljavali postavljene
kriterije. Distribucija objavljenih radova prema godinama

objavlijivanja prikazana je na Slici 7.

broj radova (N, =28)

N

[

0 III IIIII III

= 2000 ® 2001 ® 2002 = 2003 2004 2005 W 2006 W 2007 M 2008 W 2009 gi
godina
N 2010 M 2011 m 2012 W 2013 m2014 = 2015 = 2016 W 2017 m 2018 M 2019

Slika 7. Distribucija radova dobivenih pretrazivanjem prema godini

publikacije
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Tijekom pretrazivanja nadeno je nekoliko ¢lanaka zanimljivih naslova
i tematike, ali nisu bili dostupni u cjelosti, pristup im Jje bio
ogranicen ili je bilo neophodno plac¢anje pa stoga nisu uzeti u obzir
za potrebe ovoga rada. Osim toga, obradeni su iskljuc¢ivo radovi u
kojima pojavi tumora prethodi transplantacija &vrstog organa (jetra,
bubreg i sl.). Najveé¢i broj radova objavljenih u jednoj godini je pet
i to 2013. godine dok za 2001. i 2007. godinu nisu nadene publikacije

koje bi zadovoljavale kriterije pretrazivanja.

4.2.2. Primjena analize DNA

U zadnjih dvadesetak godina analiza DNA sve viSe se primjenjuje u
raznim podruc¢jima, a posebno u medicini pa je sukladno tome i ocekivan
porast Dbroja publikacija u kojima se predstavlja identifikacija
porijekla tumora koristenjem analize DNA. Ali, ¢ini se da to nije
sluc¢aj. Molekularna dijagnostika podrijetla tumora u transplantiranih
pacijenata nakon transplantacije organa primijenjena je u relativno
malom broju slucajeva koji su u literaturi prikazani uglavnom kao case
report ¢lanci odnosno opisuju po Jjedan konkretni sluc¢aj. Takoder,
tehnike i metode analize DNA koriStene u objavljenim radovima ¢ini se
da su odraz korisStenja dostupnih metoda iz ve¢ postojeé¢ih resursa.
Nije uoclena poveznica izmedu godine kada je objavljeno najvisSe radova
(2013. godine) 1 eventualnoga dogadaja kao npr. pojava nekoga
osjetljivijeg ili Jeftinijeg komercijalno dostupnog kompleta i/ili

razvoja tehnologije.
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4.2.3. Prikaz rezultata analize DNA

U 71 % radova (20) prikazani su 1 rezultati analize DNA 1 to na
razli¢ite nac¢ine - tablicom koja prikazuje genotipove, priloZeni su
original elektroferogrami, slike gela na kojem su elektroforezom
razdvojeni dobiveni aleli (9, 13, 14, 16, 18, 23, 30-32, 51-54). U
nekoliko radova metoda je opisana povrsSno i rezultati su prikazani
parcijalno, ali su navedeni (26, 56-60).

U radovima u kojima je dobro opisana metodologija uocen je Sirok

spektar i1 raznolikost primijenjenih metoda kao 3to su:

1. radioaktivno obiljeZavanije i detekcija na filmu nakon

elektroforeze (30),

2. vizualizacija bojanjem srebrnim nitratom nakon razdvajanja

fragmenata DNA elektroforezom na poliakrilamidnom gelu (14,18),

3. koristenje komericijalnih kompleta s fluorescentno obiljeZenim
pocetnicama te razdvajanje 1 detekcija alela pomoc¢u automatskog
sekvencera i CCD kamere (engl. Charge Coupled Device) te obrada

podataka prigodnim softverom (9,16,23,32, 51-54)

4. metoda analize krivulje taljenja DNA (55).

FISH tehnika ovdje nije posebno navedena s obzirom na to da nije

univerzalno  pogodna i  primjenjiva za identifikaciju odnosno

individualizaciju porijekla tumora zbog ogranic¢enja njene primjene
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iskljuc¢ivo na slucajeve u kojima su donor 1 primatelj organa osobe

razlic¢itoga spola.

U 29 % obradenih radova (8) nisu prikazani rezultati, a u nekima nema
niti objasSnjenja metode i postupka (9, 17, 61-66). U njima je analiza
DNA obic¢no spomenuta u jednoj recenici kao dokaz da tumor potjecle od
donora organa u stilu “proven by DNA microsatellite” ili “polymerase
chain reaction amplification: 79 % of cells of donor origin” (17,

65) .

Iz prikuplijenih radova moZe se vidjeti kronolosSki razvoj 1 napredak
tehnologije kao i osjetljivost pojedinih primijenjenih metoda. Tako
je u radu Ng i suradnika iz 2000. godine primijenjena starija metoda
analize DNA u kojoj je koristeno obiljeZavanje pocetnica s
radioaktivnim fosforom [y-*°P] &to Jje tih godina bila veé¢ pomalo
napus3tena metoda zbog 3tetnosti =zracenja (30). Obradena su cCetiri
slucaja limfoproliferativnih poremeé¢aja nakon transplantacije (PTLD)
koji su se razvili nakon transplantacije &vrstoga organa. To je skupina
heterogenih bolesti koje se javljaju u oko 2 do 3 % pacijenata nakon
transplantacije solidnih organa. KoriStena je analiza mikrosatelitnih
visokopolimorfnih biljega na uzorcima tkiva uklopljenoga u parafin i
uspjesSno je odredeno podrijetlo tumorskih stanica za sve analizirane
uzorke. Ukupno je analizirano osam polimorfnih lokusa smjesStenih na
kromosomima 1 i 9 koji sadrZze dinukleotidna 1 tetranukeotidna
ponavljanja s visokim postotkom heterozigotnosti (Slika 8). U tri od

Cetiri slucCaja utvrdeno je da tumorske stanice potjedu od donora organa

dok Je u Jjednom sluc¢aju PTLD potjecao od primatelja. Budué¢i da
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primatelji presadka imaju i limfocite donora i primatelja, PTLD

potencijalno moZe nastati iz limfoidnoga tkiva donora ili primatelja.

Slucaj 1 Slucaj 2 Slucaj 3 Slucaj 4

PDT DPT DPT DPT

D9§270 D9S162 D9§269 MYCL1

Slika 8. Rezultati analize mikrosatelitskih biljega za cetiri slucaja

Oznake: P-primatelj organa; D-donor organa; T-tumor (30)

U sluc¢ajevima 1, 2 1 3 rezultati analize DNA uzorka tumora podudaraju
se odnosno odgovaraju (engl. matched) rezultatima dobivenim za donora
organa dok u sluc¢aju 4 odgovaraju primatelju organa.

Takoder, napravljen Jje 1 literaturni pregled do tada objavljenih
radova u kojima su prikazani slucajevi PTLD, a za koje Jje koristena
analiza mikrosatelita radi odredivanja podrijetla tumora. Nadeno je
ukupno 27 slucajeva 1 za 16 slucajeva (59 %) Jje utvrdeno da Je
podrijetlo tumorskih stanica od primatelja, a za 11 (41 %) da potjecu
od donora organa. Odredivanje podrijetla tumorskih stanica ne
omoguc¢ava samo rjedenja njihovoga moguéeg patogenetskog mehanizma nego

i daje prognostic¢ke smjernice u klinic¢kom vodenju bolesnika.

27



Iste je godine objavljena slic¢na metoda, a za razdvajanje umnozenih
fragmenata koristena Jje gel-elektroforeza (18). Vizualizacija Jje
napravljena bojanjem srebrnim nitratom Sto Jje tada bila cesto
korisStena metoda Jjer Jje Jjednostavna 1 ekonomié¢na iako vremenski
zahtjevna. Iz rezultata prikazanih na Slici 9 wvidljivo Jje da Jje
odredivanje dobivenih genotipova bilo prili¢no zahtjevno, ali
izvedivo. Identic¢an rezultat je dobiven za uzorke tumora i donora, a

razlic¢it za primatelja organa.

ggIsca OL1LOVv

oareSed

0

€SdL

Slika 9. Rezultati za &Setiri analizirana mikrosatelitska biljega

Oznake: P-primatelj organa; D-donor organa; T-tumor (18)
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Iz 2003. godine datira rad Lipshutza i suradnika na priliéno neobicnom
slucaju (51). Nakon izvrSene transplantacije jetre, prilikom obdukcije
kod donora Jjetre te histoloSkim pregledom, utvrden je adenokarcinom
pluc¢a nakon ¢ega je napravljena hitna retransplantacija unutar tjedan
dana. NaZalost, primatelj Jje unatod¢ brzoj retransplantaciji razvio
metastaze plué¢nog adenokarcinoma koje su otkrivene 11 mjeseci kasnije.
Analiza STR 1lokusa =za wuzorke primatelja, donora dvije Jjetre i
posttransplantacijskoga tumora potvrdila Jje da tumorske stanice
potjedu od prvoga donora. Analiza DNA napravljena Jje korisStenjem
komercijalnog PowerPlex 16 System kompleta koji obuhvac¢a analizu 15
polimorfnih autosomalnih 1lokusa plus amelogenin, biljeg kojim e
moguc¢e odrediti spol. Americki znanstvenici u svom su radu koristili
automatski sekvencer za razdvajanje umnozenih fragmenata DNA na
poliakrilamidnom gelu. Detekcija dobivenih alela obiljeZenih
fluorescentnim bojama automatizirana Jje 1 wupotrebljava CCD kameru
ugradenu u sekvencer. Analizirani su uzorci tumora (Tl i T2), uzorci
donora prve (Dl) 1 retransplantirane jetre (D2) (Tablica 3 1 Slika
10) . Zanimlijiva je pozadina sluc¢aja 1 korisStene su recentne metode,
ali je vrlo nejasna prezentacija rezultata (Tablica 3) s obzirom na
to da nisu prikazani kompletni genotipovi nego prilic¢no diskutabilni
brojevi o informativnosti pojedinih lokusa za odredene uzorke. Takav
je prikaz vrlo neuobicajen. Zakljuceno je da tumorske stanice potjecu
od prvog donora jer “niti jedan od sedam informativnih alela za donora
2 nisu detektirani”. Iako je zakljucak vjerojatno tocan, prezentacija

i objadnjenje rezultata nisu bili koherentni.
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Tablica 3.

Rezultati multipleks PCR-

a koristenjem DNA izolirane iz stanica

tumora primatelja (51)
Lokus* D55818 D13S317 D75820  CSFIPO Penta D D351358 D18S51 PenaE  Toral
Primatel] 1/1 1/2 171 1 1 2/2 1/1 11 718
Donor 1 2/2 1/1 0 1/1 1/1 1/1 0/1 T 617
Donor2 t 0/1 /1 0/1 0/2 0/1 0/1 0/7
*Za svaki lokus koji Je uspjesno umnozen (8 od 15 1lokusa)
prikazan je broj detektiranih informativnih alela (brojnik) u
odnosu na broj mogué¢ih informativnih alela (nazivnik).
TLokus je bio neinformativan za odredeni uzorak

Osim toga, Jjos vise zbunjujuca,
analizirane uzorke tumora
retransplantirane jetre (D2).

(FGA 1 vWA) 1 dobiveni

nestabilnosti.

FGA Locus

(Tl i T2),

rezultati

dodana Jje Slika 5 koja prikazuje

uzorak donora prve (D1) 1 donora

Prikazani su rezultati za dva STR lokusa

pripisani su mikrosatelitskoj

VWA Locus

202 218
Primatelj o
‘” R R e
1ﬂ6 206
Donor 1 i ;
on
186 215
Donor 2 | I
_—l‘jg :I.‘“.,_._..,_,__«/“': ‘ v T ——
202 218
Uzorak T2 90 -
186 196! 206 ||
NN 288
Uzorak T1 2?6
202! 218
19\0 " _V’;‘.&

Slika 10. Rezultati analize dva STR lokusa

donora 1,

donora 2 te dva uzorka tumorskih stanica

148 153
Primatelj
1?3460
i iﬁ Donor 1
148/156|
14? 1‘53
i?!; i Donor 2
P
153
!l
I Uzorak T2
]‘:
e
(FGA i vWA) za uzorke primatelja,

(T2 1 T1) (51)
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No, to je prvi slucaj u literaturi o prijenosu tumora od donora organa
unato¢ brzoj eksplantaciji i retransplantaciji odmah po identifikaciji
maligne bolesti donora, a prije identifikacije prijenosa tumora u
primatelju.

Jedinstven i vrlo zanimljiv je slucdaj istoga autora iz 2009. godine,
a radi se o slucaju muskog pacijenta koji je razvio metastaze tumora
jajnika nakon transplantacije bubrega (67). Osim primjene suvremenih
nuklearnomedicinskih dijagnostic¢kih metoda, napravljena Jje analiza
tumorskih biljega u tkivu kao 1 citogenetska FISH analiza. Naravno,
bilo je dovoljno dokaza i nije bilo dvojbe da kariotipski normalan
muskarac razvije metastaze tumora jajnika prijenosom od davateljice
organa iako prilikom transplantacije tumor Jjajnika nije Dbio
dijagnosticiran. S obzirom na specific¢nost slucaja nije bila potrebna
dodatna genetska analiza podrijetla tumorskih stanica.

Cankovic 1 suradnici (2005) koristili su za mikrosatelitsku analizu
AmpFLSTR Profiler Plus Kit proizvodaca Applied Biosystems, jedan od
prvih kompleta za multipleks PCR koji se pojavio na trzistu te
razdvajanje alela na poliakrilamidnom gelu i automatskom sekvenceru
ABI 377 istog proizvodaca (32). Kompletom je analizirano devet
polimorfnih lokusa 1 amelogenin, a koris3tena Jje fluorescentna
viSebojna tehnologija za obiljeZavanje pocetnica koja omogucava
istovremeno analiziranje viSe lokusa u jednom uzorku. To ukljucduje 1
lokuse kojima se preklapaju velicine alela Jjer prema koriStenim
razlic¢itim bojama mogu dobro razdvojiti amplikoni elektroforezom u
jednoj traci ili jednom injektiranju kapilare. Rezultati su prikazani

u Tablici 4.
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Tablica 4. Prikaz rezultata mikrosatelitske analize za uzorke tumora Jjetre

primatelja, jetre donora te novonastali melanom (32)

Biljeg Tumor jetre primatelja Melanom Jetra donora
D351358 15, 16 16, 18 16, 18
vWA 16, 17 14, 16 14, 16
FGA 19, 20 ND 19, 24
D8S1179 23.2 18, 24.2 18, 24.2
D21S11 34.2, 37.2 ND 33.2, 36.2
D55818 10, 11 11, 13 11, 13
D13S317 12 ND 11,12

X and Y chromosomes X, Y GRS X:AY

ND- nije detektirano

U radu su komentirani dobiveni rezultati prikazani u Tablici 4 1
navedeno Jje postojanje tehnickoga problema koji Jje onemogudio
amplifikaciju tri lokusa u uzorku melanoma Sto Jje objasnjeno
fragmentirano$éu DNA kao posljedicom procesa fiksacije formalinom i
uklapanja tkiva u parafinom, a to je oteZavalo amplifikaciju alela
duljih od 200 parova baza. Ipak, prema autorima, umnozen je dovoljan
broj alela za pouzdanu usporedbu. Kod dobivenih rezultata doslo je
do potpunoga podudaranja izmedu uzorka melanoma i1 donorskoga tkiva,
Sto ukazuje da su ova dva uzorka identicénoga podrijetla. Uzorak jetre
primatelja sadrzavao je sedam jedinstvenih alela koji su se izrazito
razlikovali od alela donora ¢ime je utvrdeno da su uzorak primatelja
i uzorak melanoma nepovezani, a to je dodatno potvrdilo da tumor nije
potjecao iz tkiva primatelja. Neobicno je 3to se u navedenom korisStenom
kompletu AmpFLSTR Profiler Plus Kit nalaze i polimorfni lokusi D18S51
i D7S820 za koje nisu navedeni rezultati niti objasnjenje nego su
jednostavno izostavljeni.

Kuriozitet medu odabranim radovima je slucaj opisan u radu Bajaja
(2010) u kojem je stariji mudkarac podvrgnut transplantaciji pluc¢a i

godinu dana kasnije u uzorku endobronhijalne biopsije dijagnosticirane
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su mu lezije konzistentne s melanomom, zloc¢udnim tumorom kozZe (62).
Donor organa bila je Zena koja Jje preminula uslijed traumatske ozljede
mozga. Iako je u njenoj povijesti bolesti bila zabiljezZzena ekscizija
melanoma 32 godine prije smrti, transplantacijski tim nije dobio tu
informaciju. Radi utvrdivanja podrijetla tumorskih stanica napravljena
je analiza DNA uzoraka krvi primatelja, slezene donorice 1 uzorka
endobronhijalne Dbiopsije na 12 STR lokusa. Temeljem dobivenih
rezultata zakljuceno je da tumor potjece od donorice organa. Rezultati
analize nazalost nisu prikazani niti u obliku tablice niti
elektroferograma 3to je zaista Steta. No, ovo je dokaz da tumorske
stanice mogu biti dugi niz godina u stanju mirovanja. U ovom slucaju
¢ak vid3e od trideset godina.

Godine 2011. objavljeni su rezultati najopSirnije studije koju Jje
napravila grupa znanstvenika na c¢elu s Olagne 1 Caillard. Oni su
analizirali 43 wuzorka s dijagnozom PTLD-a u 43 primatelja nakon
transplantacije bubrega sakupljenih iz  francuskih centara =za
transplantaciju (27). Kriterij ukljucdivanja uzorka u istrazivanje bio
je dostupnost smrznutoga tumorskog tkiva ili tkiva uklopljenog u
parafinski blok kao 1 kontrolnoga tkiva donora ili primatelja ili
oboje. Iako je u prethodnim studijama zabiljeZeno da vec¢ina PTLD-a
potjecde od stanica primatelja, zabiljeZeni su neki slucajevi izvedeni
iz limfocita donora. Kako bi pruzili bolji opis =znac¢ajki i ishoda
PTLD*a prema podrijetlu limfoma, provedene su histoloske i molekularne
analize. To je obuhvatilo histokemiju, fluorescentnu hibridizaciju Y

kromosoma (Slika 11) i analizu STR lokusa (Slika 12).
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Slika 11. Primjer fluorescentne 1in situ hibridizacije Y kromosoma koja
pokazuje stanice tumora koje potjecu od muskarca (Zuto obojene toCke u crvenim
stanicama) u uzorku bubrega primateljice (27)

Ovisno o sluc¢aju, za analizu DNA koriSteno je izmedu 9 i 24 1lokusa
koja sadrZe STR polimorfizme. Dva primjera rezultata STR analize

prikazana su na Slici 12.
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Slika 12. Rezultati STR analize. A - Primjer u kojem je genotip uzorka tumora
(T) identic¢an genotipu donora (D) 1 razlikuje se od primatelja (R); B -
Primjer u kojem je genotip tumora (T) isti kao i genotip primatelja (R) i
razlic¢it od donora (D) (27)

34



Sveukupni rezultati pokazali su da 16 tumora potjece od donora, a 27
od primatelja tranplantiranoga bubrega. Zanimljivo Jje da Jje vrijeme
do pojave tumora bilo krac¢e u pacijenata s tumorom koji potjece od
donora. Desetogodisnije preZivljavanje pacijenata bilo je slic¢no medu
pacijentima bez obzira na podrijetlo tumora, no kada Jje analizirana
smrtnost, postojao je trend boljega preZivljavanja u pacijenata s
donorskim limfomima.

Koristenje tehnika kojima se analizira spolni kromosom zahtijeva
donora 1 primatelja razlic¢itoga spola. U takvom slucaju postoji
moguénost, iako neznatna, da X 1li Y kromosom u stanicama tumora
potjece od prethodne trasfuzije krvi, a ne iz organa donora. Osim
toga, vec¢ina analiza zahtijeva svjeZe tkivo 3to iskljucuje njihovu
primjenu ako su dostupna samo parafinski Dblokovi odnosno tkiva
fiksirana formalinom i uklopljena u parafin. Stoga analiza polimorfnih
lokusa koji sadrZe mikrosatelite ima znacajnu prednost. Zbog svoje
osjetljivosti analiza DNA je primjenjiva za razlicite vrste uzoraka
pa tako i za arhivske uzorke i moZe se napraviti brzo i zahtijeva malu
koli¢inu uzorka.

Zelinkova 1 suradnici (2011) dokazali su da metastaze kolorektalnoga
karcinoma potjecdu od donora Jjetre, transplantiranoga organa.
Dijagnostika je ukljuc¢ivala histopatolosSku analizu, kromosomsku FISH
tehniku te STR genotipizaciju koristenjem kompleta PowerPlexl6
proizvodaca Promega (16). PrilozZzeni su elektroferogrami i1 rezultati
su dobro prezentirani i objasnjeni (Slika 13). Uzorak transplantirane
jetre (c) pokazuje kombinaciju donorskih (Zuto) i primateljevih alela.
Svi aleli u tumorskom tkivu (b) prisutni su u uzorku transplantirane
jetre (osim na lokusu D13S317), ali ne i u uzorku eksplantirane jetre

Sto upu¢uje da tumorske stanice potjecu od donora. Nekoliko donorskih
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alela nije prisutno u tumorskom tkivu Sto je objadSnjeno gubitkom DNA

u neoplasti¢nim stanicama (lokusi D5S818, D75820 i D16S539).

(a) [ osseis | [oiasoir] [D7seso]| [Diesses | [csFipo] [ PentaD !
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Slika 13. STR profili $est analiziranih biljega (D5S818, D13S317, D7S820,
D16S539, CSF1PO, PentaD) za eksplantiranu jetru (a), tumorsko tkivo (b) i
transplantiranu jetru (c) (16)

Razmatranje moguénosti da su tumorske stanice vezane uz donore,
prateno molekularnom analizom presudno Jje =za pravilnu terapijsku
odluku. Uzimajuéi u obzir porast starostne dobi donora i velike
prevalencije kolorektalnoga karcinoma zbog takvih slucajeva se
postavlja pitanje kvalitete probira donora 1 naglaSava poteba =za

kompletnom obdukcijom. Zanimljiva je napomena u radu da kod pacijenta
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s transplantiranim bubregom istoga donora nije uocdena pojava tumora
ni metastaza $to i nije iznenadujuée s obzirom na specificnost obrasca
nastajanja metastaza kolorektalnoga karcinoma.

Godine 2013. godine Bilal i suradnici prikazali su slucCaj pacijenta
kojem Je takoder transplantirana Jjetra, a nakon transplantacije
pojavio se metastatski melanom koji potjedu od davatelja organa (23).
Dokaz podrijetla tumorskih stanica napravljen je primjenom analize
DNA. Kao i u prethodnom radu, takoder je koriSten komercijalni komplet
PowerPlex1l6 Kit koji sadrzi 15 polimorfnih biljega 1 amelogenin,
biljeg =za odredivanje spola. Analizirani su uzorci nativne Jjetre
primatelja, presadka jetre, biopsije tumora kao i referentni uzorak
donora. Rezultati genotipizacije prikazani su u Tablici 5. Iako je za
uzorak tumora ocCito dobiven parcijalni profil DNA, vidljivo je da
genotip tumorskih stanica ne odgovara genotipu primateljeve nativne
Jjetre ve¢ da tumor potjece od donora. Presadak jetre pokazuje mijeSani
genotip davatelja 1 primatelja jer su limfociti primatelja prisutni u

alotransplantatu. Nazalost, rezultati nisu statisticki obradeni.

Tablica 5. Rezultati analize DNA za navedene lokuse za C&etiri uzorka: 1.
nativna jetra primatelja; 2. uzorak donora (Zuéni mjehur); 3. presadak jetre
i 4. tumor (melanom) (23)

Lokus Nativna Uzorak Presadak Tumor
jetra donora jetre
D351358 17 16 16,17 13
THO1 7.8 7.9 789 7.9
D21511 30,32.2 242,29 24.2,29,30,32.2 29
D18551 15.18 1417 14,15,17.18 14
PENTAE 5.7 12,17 5.12.17 12,17
D55818 1,13 1,12 1,12,13 1,12
D135317 12 1,12 1,12 1,12
D75820 9,10 10,11 9,10,11 10,11
D165539 I 8.11 8.1l 8.1l
CSF1 9.12 1,12 9.11.12 1,12
PENTA D 89 7.13 789,13 13
VWA 17.19 18 17.18,19 18
D851179 10,15 13 10,13,15 13
TPOX 8.11 8.11 8.1l 8.1l
FGA 22,26 20,22 20,2226 20,22
Amelogenin XY XY XY XY
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Metastatski melanom koji potjec¢e od donora Jjest rijetki tumor s
najvec¢om stopom prijenosa i smrtnosti §to zahtijeva znatno bolje
prepoznavanje te brzu i pravovremenu dijagnostiku podrijetla tumora.
U identifikaciji tumora nakon transplantacije bubrega Verneuil i
suradnici (2013) koristili su analizu sedam polimorfnih
mirkosatelitskih biljega 1 visokorezolucijsku analizu krivulije
taljenja mitohondrijske DNA (mtDNA-HRM) (55). To je jedna zanimljiva
metoda koja nije bas uobicajena, a izvodi se na instrumentu za PCR u
realnom vremenu (engl. Real-Time PCR). Rezultati mikrosatelitske
analize prikazani su na Slici 14, a graf krivulje taljenja na Slici
15. Tumorske stanice i1 stanice donora pokazuju slican profil.
Primijenjena tehnika mtDNA-HRM ipak nije toliko Jjednoznacna 1
informativna kao Sto je STR analiza, ali je izvrsna komplementarna
metoda. Tumorske stanice identificirane u raku koZe pokazale su

genotip donora transplantiranoga organa.

D8S1820 D1751879 D3S3611
= 106 bp 155 bp 114 bp
5 112 bp
E - 118 bp
o
. 122 bp
o 106 b
2 155 bp
114 bp
106 bp 122 bp
5 159 bp f‘
g 114 bp 'I\ 126 bp
= ;‘J\ A
',‘\,\I fl
- Y cacali

Slika 14. Profili DNA za lokuse D8S1820, D17S1879 i D3S3611(55)
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Slika 15. Krivulja taljenja mtDNA (mtDNA-HRM) tumorskih stanica, uzorka

primatelja i donora. Tumorske stanice 1 stanice donora pokazuju slic¢an profil

(55)

U sveucilisnoj bolnici u Parizu od 2000. do 2007. godine karcinom
plocastih stanica koze (engl. Skin Squamous Cell Carcinoma; SCC)
dijagnosticiran je kod 21 pacijenta s transplantiranim bubregom i ti
su uzorci dodatno obradeni, ali nisu prikazani rezultati za sve. Prema
oCekivanjima, kod transplantiranih pacijenata SSC se pojavljuje nakon
dugoga razdoblja primjene imunosupresijske terapije, izmedu tri i 21
godine i u podrucjima izloZenim suncevim zrakama.

Od publikacija novijega datuma vrijedno je izdvojiti rad Venture i
suradnika (2013) =zbog iznimno dobroga pristupa rijeSavanju pitanja
porijekla tumora (53). Taj tim znanstvenika koji se bavi forenzikom
dizajnirao Jje rjesavanje slucaja vrlo precizno, minimizirajuéi

moguénost pogreske.
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S obzirom na to da mnogi i razlic¢iti tragovi kojima se bavi forenzika
sadrze stanice 1 DNA viSe od jedne jedinke Sto dovodi do mijesanih
genotipova i kasnije poteskoée u tumacenju rezultata, nastoje se
unaprijediti i poboljSati metode razdvajanja stanica iz mjeSovitih
uzoraka ne bi 1i se olakSala tipizacija DNA i identifikacija. U tom
smislu laserska mikrodisekcija (engl. Laser Capture Microdissection;
LCM) Jje iznimno korisna metoda za razdvajanje specifiénih stanica.
Dobro je poznato da nakon transplantacije c¢vrstoga organa, leukociti
davatelja migriraju iz organa doprinosec¢i kimernoj populaciji krvnih
stanica 3to se naziva periferni mikrokimerizam. Istodobno, leukociti
i pluripotentne prekursorske stanice primatelja migriraju u organe
stvarajuc¢i tzv. in situ mikrokimerizam. Primjena LCM metode omogucuje
promatranje tkiva koje je smrznuto ili uklopljeno u parafinski blok
te identifikaciju 1 odabir. Koristenjem laserske zrake moguée Jje
uhvatiti 1 mikropodrucdja 1 pojedinac¢ne stanice koje se potom
analiziraju razlic¢itim tehnikama molekularne biologije. Koristenjem
ovakvog pristupa, mogucée Jje identificirati diferencirane parenhimske
stanice primatelja u transplantiranom d¢&vrstom organu. Te stanice
najvjerojatnije potjecu od cirkulirajué¢ih prekursorskih stanica iz
kostane srzi.

U ovom sluc¢aju manualna disekcija nije se pokazala dobrom za dobivanije
jedinstvenog profila jer je tipizacija mje3ovitog profila objasnjena
moguc¢im ukljuc¢ivanjem vezivnoga tkiva i krvnih Zzila u uzorak. Laserska
mikrodisekcija znac¢ajno je smanjila ovu pojavu, omoguc¢ujuci pouzdanije
rezultate kojima Jje identificirano porijeklo raka Jjetre kod
primatelja.

Naroc¢ito Jje wuoc¢ljivo da Jje u elektroferogramu dobivenom iz LCM

neoplastiénih uzoraka Jjetre amelogenin, biljeg koji definira spol,
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sastavljen od dobro uravnotezenih X i Y alela (Slika 16C), sugerirajuci
da uzorak potjece od musSke osobe. Prethodno je ruc¢nom disekcijom isti
biljeg dao dvosmislen rezultat koji pokazuje da je X komponenta u
neravnotezZ?i s manje zastupljenim alelom Y Sto moZe pridonijeti
pogresnoj interpretaciji donorske Zenske komponente kao one koja
prevladava (Slika 16B; Tablica 6).

Utvrdeno Jje da Jje LCM vrlo bitan alat za utvrdivanje pripadaju 1i
hepatic¢ke lezije davatelju 1ili pacijentu. Polaze¢i od prikazanoga
sluc¢aja, naglaSeno je da mozZze postojati niz situacija u kojima se
utvrduje je 1li neoplazma koja se razvija u transplantiranoj jetri od
donora ili primatelja.

Osim koristenja LCM tehnike, napravljena je i kvantifikacija DNA 3to
je u objavljenim radovima prava rijetkost, a moZe biti vrlo korisno i

informativno.
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Slika 16. B-profil DNA za uzorak dobiven manualnom disekcijom; C-genetski

profil neoplastic¢noga uzorka jetre dobivenoga laserskom mikrodisekcijom (53)

Rezultati genotipizacije prikazani su i u tablié¢nom obliku (Tablica

6) te je uocCljiva razlika izmedu kvalitete uzoraka dobivenih manualnom
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i laserskom disekcijom. Naime, manualno se obi¢no ne moze dobiti
iskljuc¢ivo uzorak tumora pa su tako i1 rezultati dobiveni za mjeSoviti
uzorak dok se laserskom mikrodisekcijom moZe izuzeti konkretni

nekontaminirani uzorak tumorskih stanica.

Tablica 6. Rezultati 1 wusporedba manualne mikrodisekcije 1 laserske

mikrodisekcije (53)

Biljeg Primatelj Donor Manualna Laserska
disekcija mikrodisekcija
Amel Xy XX XY XY
Das179 1415 1315 131415 1415
02151 73 30312 2730312 273031312
D18551 1218 n 121418 121418
THO1 9393 88 8993 893
0351358 1516 1617 151617 151617
SE33 1717 1617 17 17292
VWA 1618 1617 161819 1618
FGA 2024 pry 0224 2024
Penta 117 710 71017 71017
TPOX non 810 gun guon
Penta D 1013 1012 101213 1013
(SF1PO n nn nn nn
D165539 non nz 101112 10112
D75820 non mnn nn on
0135317 m 1212 91112 91112
D55818 non nmn nn non

Iz ovoga je rada vidljivo da je uredaj za LCM iznimno koristan alat,
unaprjeduje kvalitetu uzorka uzetog za analizu, a time i dobivenih
rezultata te u konacé¢nici olak3ava donosSenje zakljucka. Naravno, to je

izvrsno rjeSenje ako ga je moguce ostvariti.

MozZzda je ipak najzanimljiviji prikaz slucaja iz 2017. godine u kojem

su nizozemski znanstvenici opisali transmisiju raka dojke od jednoga
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darivatelja organa na Cetiri transplantirana pacijenta (17). Dijagnoza
raka dojke nije bila poznata u vrijeme donacije. Donorica organa u
svojoj anamnezi nije imala prethodnih znacajnih bolesti niti su nadeni
znakovi maligniteta od strane Eurotransplanta pa su donirani bubrezi,
pluc¢a, jetra i srce. Svi su primatelji razvili histoloski slican tumor
unutar Sest godina nakon transplantacije. Troje od &etvero primatelja
organa Jje umrlo Sto je bila posljedica metastaza. Jedan Jje primatelj
prezivio nakon nefrektomije tranplantata pracene imunosupresivnim
lijec¢enjem 1 kemoterapijom. Ovaj slucaj wukazuje na cesto fatalne
posljedice tumora koji potjece od donora 1 predlaZe se uklanjanije
donorskoga organa te obnova imunosti S$to moZe potaknuti potpunu
remisiju. Pacijentica koja Jje imala presadak Jjetre i kod koje je
najprije dijagnosticiran tumor, samo 16 mjeseci nakon transplantaciije,
umrla je godinu dana poslije dijagnoze. Primjenom analize DNA odnosno
pet mikrostatelitskih biljega utvrdeno je da tumor dojke potjecde od
donora organa. Nazalost, u radu nisu prikazani rezultati analize DNA
nego je sve svedeno na zakljuéno jednu recenicu.

Poznato je da se transmisija tumora moZe dogoditi kod transplantacije
¢vrstih organa i rizik za transmisiju je izmedu 0,01 i 0,05 % (17,
68) . Tako male brojke upucuju na to da je sadasnja vazeca procedura
trijaZe donora ucinkovita Sto se tice maligniteta. Medutim, ovo Jje
prvi prikaz transmisije tumora dojke s Jjednoga donora na cdetiri
primatelja. Osim toga, u ovom sluc¢aju je 1 iznimno dug interval izmedu
transplantacije i klinic¢ke manifestacije tumora.

U slucajevima u kojima je detektirana transmisija, malignitet nije bio
otkriven prije donacije. Kako je tumor prenesen s donora bez ikakvih
prethodnih znakova maligniteta ostaje za utvrditi 1 dokazati, a

trenutno je jo$S u sferi nagadanja.
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Jedan od najnovijih radova iz 2019. godine u kojem se kod pacijenta
nakon transplantacije Jjetre zbog hepatocelularnoga karcinoma Sest
mjeseci kasnije pojavio tumor mijeSanih histoloskih karakteristika
bitno razlic¢itih od prethodnoga (31). To je bio razlog za sumnju i
istrazivanje je 1i porijeklo tumora od donora organa. Razvio se rak
plu¢a ograni¢en na Jetru. Osam od 12 analiziranih lokusa dali su
zadovoljavajuc¢e rezultate. Iako donor prije doniranja organa nije imao
poznatu povijest maligniteta, genetska analiza tumorskih stanice

lokusa i potvrdila je porijeklo od donora jetre (Slika 17).

D135158

Primatelj

Donor

Tumor

Slika 17. Genotip za jedan od osam informativnih biljega (D3S158) koji
pokazuje da je genotip tumora nastalog u transplantiranoj jetri identican
genotipu donora (31)
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4.2.4. Identifikacija podrijetla posttransplantacijskog tumora

u Hrvatskoj

Prikaz slucaja u kojem je prvi put u Republici Hrvatskoj primijenjena
analiza DNA za detekciju ©podrijetla tumora nastaloga nakon
transplantacije Jjetre objavljen Jju u c¢asopisu World Journal of
Clinical Cases 2019. godine pod naslovom ,Liver re-transplantation for
donor-derived neuroendocrine tumor: A case report”. Rad je nastao
suradnjom lijec¢nika ukljucéenih u proces transplantacije i znanstvenika

koji se bave analizom DNA (54).

S obzirom na znacaj 1 specificnost ovoga pionirskog rada te mogucu
ulogu u procesu uvodenja analize DNA u Hrvatskoj kao rutinske analize
za sve prepoznate tumore nastale nakon transplantacije organa u

nastavku ¢e biti opisan detaljnije.

U literaturi se navodi da je tumor koji potjece od donora organa dobro
prepoznata, ali relativno rijetka komplikacija nakon transplantacije
jetre kako u svijetu tako i u Republici Hrvatskoj. Povecano koristenije
prosirenih kriterija za darovatelje uslijed manjka organa povecdava
rizik za komplikacije. Podatci o neuroendokrinim tumorima (engl.
Neuroendocrine  Neoplasms; NENs) donorskoga podrijetla kao i
najprikladnijem tretmanu i lijecenju prilicéno su oskudni. Detaljno je
opisan slucaj pacijenta koji je razvio neuroendokrini tumor ogranicen
na Jetru nakon njene transplantacije te Jje lijecCenje zahtijevalo
retransplantaciju jetre.

Analizirani slucaj: muSkarac star 49 godina bez medicinskih

komorbiditeta podvrgnut je transplantaciji jetre zbog alkoholne ciroze
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jetre. Donor je bila Zena stara 73 godine bez poznatih maligniteta.
Ubrzo nakon transplantacije Jjetre pretragom ultrazvukom abdomena
detektirana Jje hipoehogena lezija velid¢ine 15 mm u lijevom rezZnju
jetre. Lezija je bila stabilna sljede¢ih 11 mjeseci, ali su magnetskom
rezonancijom abdomena identificirane joS dvije hipovaskularne lezije
velic¢ina 20 1 11 mm. Pracd¢enjem ultrazvukom abdnomena i nakon dvije i
pol godine nisu nadene nove lezije, ali Jje magnetskom rezonancijom
utvrdena progresija rasta 1 broja lezija Sto Jje takoder potvrdeno
rac¢unalnom tomografijom abdomena.

Biopsijom jetre dokazan je dobro diferencirani neuroendokrini tumor.
Genetskom analizom uzorka potvrdeno je da tumor potjece od davateljice
organa. Zakljuceno Je da korist od eksplantacije presadka treba
odmjeriti prema riziku retransplantacije kao i1 vjerojatnosti Sirenija
neuroendokrinoga tumora izvan presadka.

S obzirom na to da je tumor bio ogranicen samo na presadak Jjetre,
2018. godine pacijent je podvrgnut retransplantaciji Jjetre. Godinu
dana poslije transplantacije Jjetre pacijent se osje¢éa dobro bez
znakova pristustva neuroendokrinog tumora.

Analiza DNA kojom se odreduje genotip poznata kao ,DNA fingerprinting®
napravljena Jje da se utvrdi potjecde 1li tumor od davatelja ili
primatelja organa. Uzorci koji su analizirani su: eksplantirano
tumorsko tkivo uklopljeno u parafinski blok, referentni uzorak krvi
primatelja i uzorak izolirane DNA donora Jjetre koji je bio pohranjen
u bolnici. Genotipizacija Jje napravljena korisStenjem kompleta
GlobalFiler PCR Amplification Kit and Proflex PCR System za umnazanje
DNA, a razdvajanje 1 analiza PCR produkata radeno je uporabom 3500
Genetic Analyzer sekvencera 1 GeneMapper ID-X 1.5 softvera (sve od

prouzvodaca Applied Biosystems). Komplet GlobalFiler PCR Amplification
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Kit umnaza kratke ponavljajuce sekvence za 21 autosomalni lokus, jedan
STR lokus i jedan indel na Y kromosomu te amelogenin (biljeg za
odredivanije spola). Svi uzorci su uspjesSno umnozeni 1 dobiveni su
potpuni profili odnosno genotipovi. Rezultati dobiveni =za uzorak
tumora bili su konzistentni s predominantnim genotipom donora.
Utvrdeno je kompletno podudaranije izmedu uzorka tumora i uzorka donora
(Slika 18). Statistic¢kom obradom podataka 1 kori3tenjem DNA-View
softvera dobivena Jje vjerojatnost LR=4x10?° (engl. Likelihood ratio;
LR) koja snazno ukazuje da je porijeklo tumorskih stanica od donora

organa.

G.AAA»A d Y A AL ) L A__A A\

Tumor
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X 14 29 1215

Slika 18. Profili DNA za &est analiziranih biljega (Yindel, Amelogenin,
D8S1179, D21S11, D18S51, and DYS391) za uzorke krvi primatelja (Recipient),
tumorskoga tkiva (Tumor) te uzorka donora (Donor). Identié¢ni profil dobiven

je za uzorak tumorskoga tkiva i uzorak donora (54)
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Vazno je napomenuti da ovo nije jedini slucaj u Hrvatskoj u kojem je
u DNA laboratoriju Zavoda za sudsku medicinu i kriminalistiku
Medicinskog fakulteta Sveucilidta u Zagrebu radena analiza DNA radi
identifikacije podrijetla tumora. Iako se obic¢no u literaturi navodi
da tumor koji potjee od donora organa poslije transplantacije
pojavljuje vrlo rijetko izgleda da to i nije slucaj veé mozda takve

pojave 1 nisu prepoznate i analizirane na vrijeme.

Prema ocCekivanjima, mnoge su molekularno-genetic¢ke metode ostvarile
prijelaz u klinicka podruc¢ja pa tako molekularna dijagnostika postaje
integralni dio klinic¢ke prakse. Daljnjim razvojem tehnologije

zasigurno ¢e preuzimati sve znacajniju ulogu.

4.2.5. Problemi u identifikaciji podrijetla tumora

Uoceno je nekoliko problema koji su zajednic¢ki svim istrazZivanjima
podrijetla tumora bez obzira na vrstu primjenjene analize DNA, a to
su:

1. nepostojanje 1li nedostupnost nekoga od originalnnih uzoraka

donora ili primatelja,

2. male kolicine ili lo3a kvaliteta uzorka dostupnoga za analizu,

3. mala kolic¢ina, degradiranost ili loSa kvaliteta izolirane DNA,

4. prisustvo inhibitora koji onemoguc¢avaju umnozavanje DNA metodom

PCR-a,

5. dobivanje parcijalnih profila odnosno nepotpunih genotipova.
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Neka od mogué¢ih rjeSenja su:

4.3.

. komunikacija s institucijama i djelatnicima ukljucenim u procese

transplantacija 1/ili objava smjernica o potrebi adekvatnoga
pohranjivanja i ¢uvanja uzoraka za potencijalne neophodne budude

analize,

. koristenje metode laserske mikrodisekcije za izuzimanje uzoraka,

. koristenje suvremenih metoda i kompleta ili automatska izolacija

DNA,

. kvantifikacija izolirane DNA upotrebom metode Real-time PCR-a

kojom se moZze detektirati i prisustvo potencijalnih inhibitora
kao 1 odrediti spol od kojeg potjece uzorak (kao 1 mjeSovitost

uzorka),

. uporaba viskoosjetljivih komercijalnih kitova za istovremenu

analizu vise polimorfnih STR lokusa.

Daljnje smjernice u upravljanju tumorskom Dbolescéu kod

pacijenata nakon transplantacije

Brza,

pouzdana 1 sigurna identifikacija podrijetla tumora koji se

pojave kod pacijenata nakon transplantacije od iznimne Jje vaznosti za

daljnji tretman i1 lijeCenje pacijenta.

Ako se tumor pojavio na transplantiranom organu 1 postoji sumnja da

tumor potjece od donora, najvaznije je to dijagnosticirati. Ako se
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sumnja potvrdi, u tom slucaju tretman moze ukljuciti eksplantaciju
organa te zurnu retransplantaciju. U nekim slucajevima uklanjanjem
donorskoga organa te obnovom imunosti mogu se izbje¢i fatalne
posljedice, a Cak i potaknuti potpuna remisija. U pravilu organizacija
UNOS (engl. United Network of Organ Sharing) omoguc¢ava tu opciju kad
je dokazano da tumor nakon transplantacije potjele od donora organa
(25). Osim toga, moguée je osmisliti daljnje upravljanje antitumorskom
terapijom s ciljem izlijecenja, produljenja Zivota 1 poboljSanija

kvalitete Zivota pacijenta.

Jedan od optimisti¢nijih pogleda u budué¢nost je taj da ¢emo vrlo skoro

takve probleme moc¢i izbjeéi transplantacijom organa napravlijenih

pomoc¢u 3D bioprintera.

51



Zakljucak



Primjenom molekularne dijagnostike za identifikaciju podrijetla tumora
u pacijenata nakon transplantacije moguc¢e Jje znacajno poboljsati i
unaprijediti dosadasniju klinicku praksu. Brza i sigurna identifikacija
podrijetla tumora koji se pojave kod pacijenata nakon transplantacije

od izuzetne je vaZnosti za daljnji tretman i lijecenje pacijenta.

Metoda molekularne biologije koja se koristi u forenzicke svrhe kao
Sto Jje analiza DNA koriStenjem mikrosatelitskih polimorfnih lokusa
(genotipizacija) vrlo je pogodna za identifikaciju prodrijetla tumora
neovisno o spolu davatelja 1 primatelja organa. Tom se metodom moZe
individualizirati wuzorak odnosno toéno utvrditi podrijetlo, a 1
rezultat ©podkrijepiti biostatistic¢kim izracdunom. Osim Sto Je
visokospecific¢na, metoda Jje iznimno osjetljiva pa Jje za analizu
potrebna vrlo mala kolic¢ina uzorka koji moZe biti i smrznuto tkivo,
tkivo uklopljeno u parafinski blok ili histoloSki preparat pa cak 1

arhivski materijal.

Uzimanjem u obzir novih spoznaja o podrijetlu tumora kod osoba koje
su podvrgnute transplantacijskom postupku, a koje su rezultat primjene
molekularne dijagnostike u tom podruc¢ju medicine, otvaraju se nove
mogucé¢nosti za poboljsanje sadasnjih smjernica, protokola za probir,
testiranja 1 izbor donora organa te izbor i1 primjenu personalizirane
poslijetransplantacijske terapije s ciljem sprjecavanja pojave tumora

koji bi mogao potjecati od donora organa.

Ako se za tumor utvrdi da potjece od donora moguce je osmisliti daljnije
upravljanje antitumorskom terapijom s ciljem izlijedenja, produjenja

zivota i1 poboljsanja kvalitete Zivota pacijenta. Takoder, moguce je
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napraviti 1 retransplantaciju organa ako se tumor pojavio na

transplantiranom organu.

Iznimnim napretkom tehnologije u zadnjih nekoliko godina te primjenom
najnovijih =znanstvenih dostignué¢a postoji opravdana nada da ce
identifikacija ©podrijetla tumora biti rutinska, jednostavna i

pristupacna za velik broj pacijenata Sirom svijeta.

No, realno je 1 ocekivati da ¢e uskoro biti Jjednostavnije, brze i

isplativije transplantirati organe nastale pomoc¢u 3D bioprintera nego,

kao do sada, od davatelja organa.
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