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Cilj je bio dokazati prognosticki znacaj kariometrijskih i
imunohistohemijskih parametara kod pacijenata sa melanomom koZe.

Metodologija: analizirani su epidemioloski parametri bolesnika le¢enih
od melanoma koZe (polna i starosna struktura i lokalizacija melanoma) koji su
praceni u periodu od 2002. do 2016. godine i analizirano je biolosko ponasanje
tumora  (recidivi, metastaze).  Analizirane su  kariometrijske i
imunohistohemijske varijable primarnih melanoma. Statistitkom obradom
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ukupnih intratumorskih koncentracija CD4 i CDS8 pozitivnih éelija, kao i
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karakteristika vodio je dobroj prognozi. Intenzitet CD4 prebojenja je takode
pozitivno korelirao sa dobrom prognozom. Porast CD15 pozitivnih celija sa
porastom Area, Circularity, IntDen, Roundness predvida dobru prognozu.
Porast Circularity i Roundness, kao i pove¢ana koncentracija peritumorskih
CD15 ¢elija vodio je losijoj prognozi. Ispodprosecni nivo CD117 sa porastom
cirkularnosti i zaobljenosti moze ukazivati na loSu prognozu bolesti. Parametri
CD8 korelirali su sa parametrima CD4 i CD15. Roundness je pokazao negativni
odnos sa parametrima CD117. Ovo predstavlja originalni naucni doprinos ove
disertacije

Medicinske nauke

Hirurgija, patologija

Melanom koze, nuklearna morfometrija, imunohistohemijski parametri,
CD4, CD8, CD15, CD117

615.5-006.81-036-076

B 200; B 520; B 600; B 630

CC BY-NC-ND




Doctoral
Supervisor:

Title:

Abstract:

Scientific Field:
Scientific
Discipline:

Key Words:

UDC:

CERIF
Classification:

Creative
Commons
License Type:

Data on Doctoral Dissertation

Professor Predrag Kovacevi¢, MD.,Ph.D.
Department of Surgery
Faculty of Medicine, University of Ni§

Prognostic significance of nuclear morphometry and
immunohistochemical parameters in skin melanoma

The goal was to prove the prognostic significance of nuclear-
morphometric and immunohistochemical parameters in skin melanoma.

Methodology:  Epidemiological parameters (sex, age and
localization) and biological properties (recidives, metastases) were analyzed
(timespan  from 2002 to 2016). Nuclear-morphometric  and
immunohistochemical parameters were also analyzed. Statistical data
processing provided the connection between the evaluated parameters and
their prognostic value.

Significance of the research: The existence of a link between the
biological course of skin melanoma and nuclear-morphometric and
immunohistochemical parameters has been established. The increase in total
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increased proportion of these cells compared to the unstained cells of the
same morphological characteristics, led to a good prognosis. The intensity of
CD4 staining was also positively correlated with good prognosis. The
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Circularity, IntDen, and Roundness predicts a good prognosis. The increase
in Circularity and Roundness, as well as the increased concentration of
peritumor CD15 cells, led to a worse prognosis. The lower CD117 level with
increasing circularity and roundness may also indicate a poor prognosis of
the disease. The CD8 parameters correlated with CD4 and CD15 parameters.
Roundness showed a negative relation with the CD117 parameters. This
represents the original scientific contribution of this dissertation.
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Spisak koriS¢enih skracenica

AJCC - Americko udruzenje za
stepenovanje karcinoma (engl. American
Joint Comitee on Cancer staiging)

ALM - akralnolentiginozni melanom

Bcl-2 onkogen - prvi put opisan u limfomu
B limfocita (engl. B-cell lymphoma-2)

CSD — hroni¢no suncem os$teéeno (eng.
chronically sun-damaged)

DM - dezmoplasticni melanom

DN - displasti¢ni nevus

EMJ - epidermalno-melaninska jedinica
HE - hematoksilin-eozin (HE)

HMB-45 antigen - belanéevina izrazena
kod melanoma, vezana za
melanozome

Ki-67 antigen - proliferativni Ki-67 jedarni
antigen

LMM - lentigo maligna melanom

LVI - limfovaskularna invazija Melan A -
antigen incijalno prepoznat kod T ¢elija
osoba sa melanomom

MAPK - mitogen aktivirane protein kinaze

MDM - melanom sa minimalnim
odstupanjem (eng. minimal deviation
melanoma)

MDSCs — eng. Myeloid-derived
suppressor cells

M1 - mitotski indeks

MK - melanom koze

NM - nodularni melanom (engl. nodular
melanoma)

NSE, Mart-1/MelanA (A103),
transkripcioni faktor mikroftalmije,

P16 - tumor supresorni p16
protein/inhibitor ciklin zavisne kinaze
4/CDK4

P53 - tumor supresorni p53 protein

PAX3 (faktor transkripcije sa vaznom
ulogom u razvoju melanocita tokom
embriogeneze)

RGP - radijalna faza rasta (eng. radial
growth phase)

S-100 protein - antigen (belanéevina)
izrazena u novotvorevinama poreklom iz
neuroektoderma

SEER - Surveillance, Epidemiology, and
End Results

SLNB - biopsija sentinel limfnog ¢vora

Sox10 (transkripcijski faktor neuralnog
grebena kljucan za specifikaciju,
sazrevanje i odrzavanje Svanovih éelija i
melanocita),

SSM - povrsinski Sire¢i melanom (engl.
superfitial spreading melanoma)

TILS - tumor infiltriSu¢i limfociti

VGP - vertikalna faza rasta (eng. vertical
growth phase)

UVI - Indeks ultraljubiCastog zracenja
(eng. Ultra Violet Index)

UVR - ultraljubicasto zracenje
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1.Uvod

HistoloSka grada koZe sa aspekta onkoloSke hirurgije

Koza predstavlja zastitnu barijeru za mikroorganizme, a gubitak telesne vode je
ograni¢en zahvaljuju¢i keratinskom sloju koze. Koza je znaCajna u regulaciji telesne
temperature i u zaStiti od ultraljubiCastog zraCenja. Bogata je senzornim receptorima i
sprovodi nadrazaje iz neposredne okoline. Ona takode ima znacajnu ulogu u imunskoj
regulaciji preko limfocita i antigen prezentujucih celija koje se krecu izmedu koze i
regionalnih limfnih ¢vorova kroz limfatike 1 krvotok (Sto je posebno znacajno za razumevanje
onkoloSkih principa postojanja i Sirenja melanomske bolesti). Keratinociti, Langerhansove
¢elije, mastociti, limfociti 1 makrofagi predstavljaju ¢elije koje svojim funkcijama ucestvuju

svaka na svoj nacin u imunoloskim procesima (1).

Kozu ¢ine tri embrioloski i histoloski razli¢ita sloja: epiderm (Evrsto spojen za
vezivno tkivo koje mu daje potporu) i adnekse, melanocitni sistem i derm (drugi sloj koze) i
potkozu (hipoderm, subkutis — tre¢i sloj koga €ini rastresito vezivo, koje obi¢no sadrzi obilnu

koli¢inu masnog tkiva) (2-7).

Epiderm je viSeslojni stratifikovani skvamozni epitel koji se diferentuje kako bi
formirao spoljasnji zastitni keratinski sloj. On je priljubljen uz derm, nanize fiksiran svojim
silaznim nastavcima, epidermalnim preckama, koje su isprepletene sa dermalnim papilama.
Epiderm ne sadrZi krvne sudove. Njegova debljina varira, najtanji je na o¢nim kapcima, a
najdeblji na dlanovima i tabanima. Sastoji se iz keratinocita uobli¢enih u Cetiri sloja (Slika 1):
bazalni (stratum basale), skvamozni ili spinozni (stratum spinosum), granularni (stratum
granulosum) i roznati (stratum corneum) (6, 7). Bazalne ¢elije su cilindri¢ne, u odnosu na
bazalnu membranu normalno orijentisane, mitotski aktivne i iz kojih se razvijaju svi ostali
keratinociti; one sadrze keratin niske molekulske tezine i odvojene su od dermisa
neprekidnim bazalnim slojem, sa kojim su povezane hemidezmozomima. Normalno, blizu

30% bazalnih ¢elija koze uvek je spremno za deobu (tzv.frakcija rasta) (6, 7).
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Mrtvi keratinociti

—Stratum corneum

—Stratum lucidum
A Stratum

-
granulosum‘[

Zivi keratinociti

Melanocit
Epidermalna
dendriticka ¢elija
Bazalna membrana
Taktilna ¢elija

senzornog nerva

Slika 1. Histologki slojevi koze®.
Napomena: a = mikroskopski prikaz strukture koze, b = Sematski prikaz strukture koze

Skvamozni sloj sastavljen je iz nekoliko slojeva (5-10) bazofilnih viseugaonih c¢elija
keratinocita (6, 7), koje postaju vece, zaravnjenije i eozinofilnije kako se pribliZavaju
povrsini. Porast eozinofilnosti proporcionalan je intracitoplazmatskoj akumulaciji filamenata,

koji su prekursori keratina, i umanjenju ribozoma.

Granulisani sloj je sastavljen od jednog do tri sloja spljostenih ¢elija koje sadrze
keratohijaline granule (Slika 2). Te hrapave, intenzivno bazofilne granule su bogate
histidinom i predstavljaju prekursore proteina filagrina, koji je odgovoran za agregaciju

keratinskih filamentata (9).

Stratum corneum

Stratum granulosum

Keratinociti u
stratum spinosum

Langerhansova celija

Merkelove celije

Stratum basalis
Zona epidermalne
bazalne membrane

Melanocit

Papilarni derm

B C— 2 O
-

- - S~ ~ N . “Sey = >’:--‘ ~

D= o~ =N 5 . -m
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S mne” Y e o = o i % S

Slika 2. Celularna grada koze®.
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Roznati sloj sadrzi mutliple slojeve poliedarskih ¢elija koje su izgubile jedra i1 koje su
aranzirane u vidu koSarastih Sara (osim u akralnim regionima, u kojima je ovaj sloj debeo i

kompaktan) (9).

Koza na dlanovima i tabanima sadrzi jo§ jedan dodatni sloj — stratum lucidum —
lokalizovan izmedu granulisanog i roznatog sloja koji se prezentuje kao homogena
eozinofilna zona. (9). Uz keratinocite, normalni epiderm sadrzi i melanocite, Langerhansove

¢elije i Merkelove ¢elije (9).

Langerhansove ¢elije su dendriti¢ne ¢elije koje poticu iz kosne srzi i ¢ija je funkcija
prezentovanje antigena imunoloski kompetentnim T ¢elijama. One su razbacane kroz gornji

deo skvamoznog sloja i tesko se identifikuju u rutinski bojenim preparatima (3).

Merkelove ¢elije su takode veoma teske za identifikaciju na hematoksilin-eozin (HE)

ise¢cima, a takode i na specijalnim bojenjima (6, 7).

Jf.
|
|

Epidermalni grebeni

Epidermis - { ? o g Dermalne papile
' Papilarni sloj -
Dermis —
Retikularni sloj
Taktilni {(senzorni) receptor
I Arterija
Subkutani — Vena . _
sloj Areolarno vezivno tkivo

Masno vezivno tkivo

Slika 3. Sematski prikaz slojeva koZe i koznih adneksa®.

Adnekse koze predstavljaju folikuli dlaka, sebacealne Zlezde, znojne (ekrine) zlezde i
apokrine Zlezde (Slika 3). Folikul dlake, sebacealna Zlezda i erector pilli misi¢, i (u pojedinim
delovima tela) apokrina Zlezda sacinjavaju funkcionalni kompleks poznat i kao pilarna

jedinica.

Poznavanje histoloskih karakteristika koZe je vazno za razumevanje histogeneze
malignih tumora koze. Najvazniji nemelanocitni maligni tumori koze su: bazocelularni

karcinom, planocelularni karcinom i karcinom Merkelovih ¢elija (1).
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Dermis (derm) je struktura vezivnog tkiva sastavljena od kolagena i elasti¢nih vlakana
“okupanih” u osnovnoj supstanci, koja sadrzi adneksalne strukture, sudove i nerve. Podeljen
je na dva sloja: adventicijalni i retikularni. Adventicijalni derm se sastoji iz povrsinskog sloja
koji se nalazi odmah ispod epidermisa - papilarni derm - i koji se nalazi oko adneksalnih
struktura - periadneksalni derm. Adventicijalni derm je uglavnom sastavljen od delikatne
mreze kolagenskih vlakana, dok se retikularni derm sastoji od debljih snopova kolagena tipa |
pomesSanih sa gustim elasticnim vlaknima. Debljina derma znatno varira od podrucja do
podrugdja; izrazita debljina dermisa je posebno izrazena na ledima, osobina koja se ponekad
pogresno tumaci kao abnormalna u biopsijama (9). Dermalni krvni sudovi se dele na sudove
dubokog pleksusa (koji se nalazi u retikularnom dermisu) i povrsinskog pleksusa (nalazi se u
papilarnom dermisu), sa komunikantnim sudovima izmedu njih. Od povr$nog vaskularnog

pleksusa, kapilarne petlje se protezu u kozne papile.

Potkozno tkivo (hipoderm, subkutis) se sastoji od lobula zrelog masnog tkiva
izdeljenih tankim trakama tkiva sli¢nog vezivnom tkivu, u vidu interlobularnih septi.

Limfatici koze takode su podeljeni na dubok i povr$inski pleksus.

Specijalizovani organi nervnih zavr$etaka koji su prisutni u kozi su Wagner—Meissner
korpuskuli (sa taktilnom funkcijom; uglavnom smesSteni u papilarnom dermu dlanova i
tabana) 1 Pacini korpuskula (osetljive na pritisak; uglavnom smestene u dubokom dermisu 1

potkozi tezinom optereCenih delova tela).
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Melanocit

Melanociti su dendritske c¢elije neuralnog grebena koje produkuju pigment melanin i
odgovorne su uveliko za boju koze. Nalaze se u bazalnom sloju epiderma i odvojene su od
derma epidermalnom bazalnom membranskom zonom(1). Normalni melanociti sa oskudnim
pigmentom pojavljuju se kao blede ¢elije na rutinski obojenim preparatima (stoga su ranije

nazivane "Massonove jasne Celije") (10).

Histogeneza melanocita joS uvek nije u potpunosti razjasnjena. Najpoznatije teorije o
njihovom poreklu obuhvataju: mezenhimalnu, epidermalnu i1 neuralnu. Vecina autora
prihvata neuralnu teoriju. Po njoj, melanociti su ¢elije izvedene iz neuralnog grebena i nalaze
se u bazalnom sloju koze, folikulima dlaka, vecini skvamozno pokrivenih mukoznih
membrana, i leptomeningama. Njihova funkcija je stvaranje nerastvornog pigmenta melanina
i njegovo prenosenje kroz proces citokrinije do susednih epitelnih ¢elija. Neuroektodermalno
poreklo melanocita, predstavljeno pre mnogo godina od strane Masson i sar. (11), dokazivo je
raznim tehnikama, medu kojima je, chick-quail himera autora Le Douarina najelegantnija i

najubedljiva, bar za ovaj odredeni ¢elijski tip (12).

Melanociti bazalnog sloja ektoderma humanog embriona uocavaju se vrlo rano, ve¢ u
8. nedelji gestacije. Tokom razvoja koze melanociti se prvo pojavljuju u blizini nerava i
krvnih sudova derma od 4. do 10. nedelje fetalnog zivota, a u epidermu maksimalni razvoj

dostizu krajem drugog meseca gestacijske starosti (6, 7, 13).

In vivo studije amputacije i presadivanja neuralnog grebena pokazale su da je
embrionalno poreklo melanocita iz neuralnog grebena (14, 15). Podrsku ovoj teoriji pruzaju
in vitro studije koje pokazuju da ¢elije neuralnog grebena razlicitih vrsta mogu postati izvor
melanocita (16). U centru ovih debata je melanoblast koji je definisan kao melanocitna stem
¢elija (17-19) .

Tokom migracije melanocita kroz fetalni dermis oni su funkcionalno nezreli i ne
mogu se identifikovati histohemijskim metodama bojenja. U predelu glave sinteza melanina
unutar melanozoma pocinje u drugoj polovini tre¢eg meseca, a u drugim delovima tela se to
desava tek u 4. mesecu. Melanociti sa prepoznatljivim melanozomima dokazuju se
imunohistohemijskim bojenjem na HMB-45 protein. Morfoloski, fetalni melanociti su
uniformniji (po veli€ini, strukturi i brojnosti dendriti¢nih nastavaka) nego adultni melanociti
(15, 20).
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Proliferacija 1 migracija melanocita moze nastati nakon tkivnog oStecenja, tokom
regeneracije i depigmentacije epiderma. Glavni rezervoar za obnovu melanocita su
melanocitni prekursori unutar folikula dlake, kao i pluripotnetne perineuralne stem ¢elije (17,
19). Stadijumi u razvoju melanocita su: melanoblast, rani melanocit, funkcionalni melanocit,

aktivirani melanocit i terminalno diferentovan melanocit.

Celijske karakteristike melanocita

Melanociti poseduju vitke citoplazmatske nastavke (dendrite) koji se pruzaju iz tela
¢elije 1 protezu izmedu keratinocita; ovi postaju veoma upadljivi kada sadrze povecanu
koli¢inu melaninskog pigmenta bilo zbog poveéane proizvodnje ili zbog bloka u mehanizmu
prenosa (9). Pojedina¢ni melanocit moze posedovati dendrite prema vise od 30 keratinocita
(Slika 4) (1). Melanociti izgledaju na HE preparatima kao nasumice razbacane celije u
bazalnom sloju epiderma. Imaju malo, tamno prebojeno jedro, kao rezultat njegovog

skvr¢avanja.

Vezikule punjene
melaninom

Melaninski pigment
u keratinocitima

Melaninski pigment

Melanocit
Bazalna
membrana

¥
=

a fl~; .‘ ’&'

Slika 4. Odnos melanocita sa susednim ¢elijama®. Napomena: a = mikroskopski prikaz strukture
koze, b = Sematski prikaz melanocita sa okolnim ¢elijama.

Jedarni hromatin je uniformnog izgleda bez vidljivog nukleolusa. Za vizuelizaciju
dendritskih nastavaka neophodna je primena specijanih histohemijskih bojenja, impregnacija
srebrom. Melanociti ¢ine do 10% svih ¢elija bazalnog epiderma, ali se tesko raspoznaju (6,
15). Odnos melanocita i keratinocita u epidermalnom bazalnom sloju varira od 1:4 do 1:10 u
zavisnosti od dela tela. Medutim, rasne razlike u pigmentaciji koze su posledica razlika u
koli¢ini melanina sadrzanom u keratinocitima, a ne u broju melanocita. Funkcionalna jedinica
sastavljena od melanocita i susednih keratinocita koji primaju melanin iz njih naziva se
epidermalno-melaninska jedinica (EMJ) (9). Za razliku od keratinocita, melanociti nemaju
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tonofilamente ili dezmozome. Na bazi, gde leze u bliskom odnosu sa laminom denzom,
melanociti pokazuju strukture koje nalikuju hemidezmozomima, koji se vide kod bazalnih
keratinocita (7). Ultrastrukturno, obelezje melanocita je melanin-sintetiSuca organela poznata
kao melanozom. Razvoju ove, iz Goldzija izvedene, strukture, koja u svojoj potpuno
razvijenoj formi ima specifican izgled (zbog strijatnog izgleda svog elektron-gustog sadrzaja
duz duze ose organele), prethodi ultrastrukturno nespecifi¢éni premelanozom, a potom biva
pracen zrelom granulom melanina (9). Te granule se transportuju u keratinocite, gde
formiraju supranuklearnu kapu, Stite¢i jedro od ultraljubicastog zrac¢enja. Boja koze uveliko

se zasniva na broju, veli¢ini i pakovanju melanozoma u keratinocitima (1).

Melanociti su uglavnom pozitivni na melaninska bojenja (kao §to je srebrasto bojenje
Fontana-Masson), tirozinazu, DOPA reakciju, S-100 protein, NSE, Mart-1/MelanA (A103),
transkripcioni faktor mikroftalmije, Sox10 (transkripcijski faktor neuralnog grebena klju¢an
za specifikaciju, sazrevanje i odrzavanje Svanovih éelija i melanocita), PAX3 (faktor
transkripcije sa vaznom ulogom u razvoju melanocita tokom embriogeneze) i vimentin;
intenzitet ovih reakcija pokazuje znac¢ajnu varijabilnost, verovatno zavisno od funkcionalnog
statusa celije (21-26). Protein S-100 se Cesto koristi za imunohistohemijsku detekciju
melanoma. Medutim, ovaj protein prisutan je i u citoplazmi drugih ¢éelija ukljucujuéi i one iz
neuralne melanocitne linije. Specijalizovani makrofagi, pojedine epitelne celije,
Langerhansove c¢elihe i drugi nemelanocitni Celijski tipovi takode sadrze S-100 protein i
pokazuju pozitivnu imunoreaktivnost. Melan-A je marker melanozima koji pokazuje veci
stepen specifi¢nosti za melanocite (6, 15). Bojenja na neurofilamente i glijalni fibrilarni
kiselinski protein su negativni (27). Bojenje na HMB-45 je uglavnom negativno kod
normalnih melanocita, ali je pozitivno kod aktiviranih melanocita, ukljucuju¢i i one kod
malignog melanoma (28). Keratin je jo§ jedan marker, koji je postojano odsutan u normalnim
melanocitima, ali je ponekad izrazen u njihovim neoplastiénim formama. ZabeleZena je
Cinjenica da su normalni melanociti pokazali snaznu imunoreaktivnost za proizvod Bcl-2
proto-onkogena (29). Ovo se takode pojavljuje i kod benignih nevusa i rede kod melanoma
(30, 31).

Izraz melanocit bi trebalo da bude rezervisan za zrelu melanin-formirajucu celiju.
Njena nezrela forma je melanoblast. Rani melanociti su sli¢ni melanoblastima po veli¢ini i
strukturi, sposobni su da stvaraju pigment melanin, mada u citoplazmi ne sadrze granule

melanina. Funkcionalni melanocit je mala celija koja ima jedan do dva tanka dendrita, i
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moze, ali ne mora da sadrzi melanin, medutim, poseduje tirozinazu, koja pretvara tirozin u

melanin.

Aktivirani melanocit je funkcionalni malanocit koji je pod uticajem hormona,
hemijskih ili fizickih stimulusa, te pojacava sintezu melanina i aktivno prenosi pigment na

susedne keratinocite.

Terminalno diferentovan melanocit je potpuno zreo melanocit koji je prosao najveci
deo zivotnog ciklusa. U njemu ima pigmenta, ali sinteza je oslabila, te se ove celije, s
obzirom da ne sintetiSu DNK, smatraju istroSenim c¢elijama (15). Dermalni makrofagi sa

fagocitizovanim melaninom su melanofagi (9).

Anatomska distribucija melanocita

Epidermalni melanociti prisutni su u svim regijama tela. Njihova gustina u kozi varira
zavisno od regije tela. Gustina melanocita najveca je na licu i genitalijama (>2000/mm?2), a
najmanja u kozi trupa i nadlaktice (800-1000/mmz2). Starenjem se smanjuje broj melanocita i
opada aktivnost sinteze melanina (15). Ponovljena izlaganja ultraviolethom zracenju uzrokuju

povecanje broja melanocita (6).

Melanogeneza

Melanociti su celije Cije jedinstveno svojstvo proizvodnje pigmenta melanina
omogucava Siroki raspon boja, $to se vidi na primeru dlaka kod sisara. Melanin-stimulisuci
hormon (MSH) i1 drugi hormoni, ukljucujuci i1 adrenokortikotropni hormon (ACTH) stimuliSe
sintezu melanina. Odredeni uticaj pokazuju 1 polni hormoni, kao i1 brojni inflamatorni
medijatori. Citoplazma melanocita sadrzi diskretne organele, melanozome; sa razliitom
koli¢inom melaninskog pigmenta. Ako melanin 1 produkuju drugi melanociti tokom
embrionalnog zivota, jedino epidermalni i melanociti bulbusa dlaka stvaraju merljivu
koli¢inu ovog pigmenta kod odraslih (6, 7, 15, 32). Epidermalni melanociti su u kontaktu sa
susednim keratinocitima (EMJ) kojima prenose partikule pigmenta melanina. Transfer
melanozoma iz melanocita u epidermalne keratinocite rezultat je aktivne fagocitoze. Zbog

aktivnog prenosa melanina u susedne keratinocite, melanociti epiderma i bulbusa dlaka
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nazivaju se sekretornim melanocitima. Nasuprot njima, drugi melanociti, kao §to su dermalni,
sa melaninom koji su stvorili, nazvani su sadrzajnim (,,content*) melanocitima. Tradicionalno
se opisuju dve vrste melanina: eumelanin, koji je crno-braon boje i nerastvorljiv i feomelanin,
crvenkasto-zut i rastvorljiv u alkalnim rastvorima. Melanin pokazuje argentafilnu reakciju.
Redukcijom amonijum-srebro-nitrata pod dejstvom fenolskih grupa iz melanina gradi se crni
srebrni precipitat, koji se dokazuje odgovaraju¢om histohemijskom metodom bojenja
(Fontana-Masson) (6, 7, 15, 32). Ovaj specificni metod verifikuje prisustvo melaninskog
pigmenta u tkivu (crno prebojavanje). Melanin treba razlikovati od drugih sli¢nih pigmenata
braon ili mrko braon boje, kao §to su pigment homogentizinske kiseline (delom se deponuje u
kozi kod ohronoze), hemosiderin, lipofuscin, bilirubin, i pigment kod pseudomelanoze koji je
viSe povezan sa lipofuscinom. Glavna funkcija melanina kod ljudi je zastita od potencijalno

Stetnog i karcinogenog efekta UV zracenja (6, 7, 15, 32).
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Melanocitni tumori koze

Melanocitne lezije mogu biti benigne ili maligne. One obuhvataju Sirok spektar
tumora pocCev od sitnih, makularnih i lentiginoznih hiperplazija, kongenitalnih ili steCenih

melanocitnih nevusa do malignog melanoma (33).

Melanocitnu proliferaciju ¢ine jedan ili viSe (tri) tipa celija: melanociti, nevusne

¢elije, i melanomske ¢elije. One mogu biti lokalizovane u epidermu ili dermu.

Nevusne ¢elije i ¢elije melanoma se razlikujuod melanocita po tome sto su pretrpele
proliferaciju u blizini susednih melanocita. Dalje, melanomske c¢elije poseduju nuklearne

abnormalnosti ,,uniformnu citolosku atipiju* (uniform cytological atypia) (6).

Odredeni podaci ukazuju na potrebu za proSirenjem klasifikacione Seme za
melanocitne tumore ukljuéivanjem tre¢e dijagnosticke kategorije melanocitnih lezija
intermedijarnog malignog potencijala, koje mogu imati sposobnost metastaziranja u
regionalne limfne noduse, ali sa ograni¢enim potencijalom za udaljeno Sirenje. Termin

melanocitom (melanocytoma) je predlozen za ovu grupu lezija (34, 35).

Nevusi

Rec nevus (L. naevus, beleg rodenjem) moze se odgovarajuce primeniti za bilo koju
ograni¢enu promenu koZe kongenitalne prirode. Medutim, u uobicajenoj praksi se obi¢no
koristi kao sinonim za m(l)adez (L. moles, bezoblicna masa) kako bi se obelezila

lokalizovana benigna abnormalnost melanocitnog sistema (9).

Melanocitni nevusi su benigni tumori melanocita nastali proliferacijom c¢elijskog
klona, koji eksprimira melanocitni fenotip. Oni nastaju zbog mutacija u prekursorskim
¢elijama koje aktiviraju proliferativne puteve ili suprimiraju puteve apoptoze, dovodeci do
akumulacije melanocita u kozi. Zavisno od tipa mutacije i1 lokalnih faktora okoline,
melanocitna lezija se moze Siriti 1 migrirati u dermalne i1 epidermalne delove koze

uslovljavajuéi nastanak odgovarajuceg tumora (19).
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Slika 5. Junkcioni nevus, makroskopski i mikroskopski prikaz. Napomena: crvena strelica pokazuje
lokalizaciju junkcionog nevusa.

Celularni plavi nevusi i Spitz nevusi imaju morfoloske i bioloske Kkarakteristike
skladne sa istinskim neoplasti¢nim procesom (stoga je predloZeno da se ovi drugi nazivaju
Spicovim tumorima), dok uobi¢ajeni sloZeni nevus ima takvu karakteristicnu organoidnu
konfiguraciju (sa uceS¢em adneksi) $to snazno sugeriSe razvojne abnormalnosti (36). U
melanociticnim nevusima, ucestalost aktiviraju¢ih mutacija BRAF-a su ceste, najcesce
T1799A (V600E) mutacija (37-39). NRAS mutacija je neuobicajena, a CDKN2A mutacija
nije pronadena (38).
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Slika 6. Dermalni nevus, makroskopski i mikroskopski prikaz. Napomena: crvena strelica pokazuje
lokalizaciju dermalnog nevusa.

Ogromna veéina nevusa se nalazi u kozi, ali se takode mogu naci i u bilo kojoj

sluzokoZznoj membrani prekrivenoj skvamoznim epitelom.

Klasteri benignih ¢elija nevusa takode se mogu videti u dermisu, potkoznom tkivu i u
kapsuli limfnih ¢vorova, od kojih se poslednji najcesée nalaze u aksilarnom regionu (40, 41).

Ovo je od izuzetnog znacaja za onkolosku hirurgiju, jer ova gnezda, koja ne prodiru u sam
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¢vor ne treba mesSati sa metastatskim malignim melanomom, a to se pogotovo moze desiti
kada se pronadu u uzorcima nakon aksilarne limfadenektomije ili biopsije sentinel ¢vora

izvedene zbog koznog melanoma.

Celije nevocelularnog nevusa ili nevusne ¢elije su obielno grupisane u vidu manjih i
vecéih gnezda. Ovo grupisanje se moze deSavati duz epidermo-dermalnog spoja (junkcionalni
nevus) (Slika 5), unutar derma (dermalni nevus) (Slika 6) ili su nevusne Celije istovremeno
prisutne i duz epidermo-dermalnog spoja i unutar derma (slozeni nevus) (9). Klini¢ki, nevusi
mogu biti kongenitalni ili steceni i ispoljavaju se kao bioloski stabilne mrlje, plakovi, papule
ili polipi. Kod osoba svetle koze dominiraju u skoro 100% slucajeva i skoro uvek su
histoloski simetri¢ni, sa povecanim brojem melanocita u epidermu, dermu ili u obe

lokalizacije.
Za histopatoloSku dijagnostiku melanocitnih nevusa koriste se sledeci kriterijumi:

1) Mikroskopska simetrija lezije koja obuhvata: simetriju cele lezije/siluete, simetriju
lateralnih ivica, simetriju horizontalnog nivoa, simetriju distribucije pigmenta, simetriju

distribucije, velicine i oblika junkcionalnin gnezda i simetriju epidermalnog rasporeda;
2) Uniformnost ¢elijske gustine;
3) Sazrevanje (maturacija) ¢elija;

4) Celularni monomorfizam, gubitak celijske atipije i nekroze i nizak mitotski indeks

(42).

Mikroskopski izgled nevusa pokazuje neke zanimljive varijacije u zavisnosti od
lokacije na kojoj se pojavljuju. Nevusi dlanova i tabana imaju tendenciju da ostanu
junkcionalni tokom zivota. Nevusi poglavine ¢esto imaju istaknutu neuralnu komponentu.
Nevusi koji se nalaze na kozi vulve (vulvarni ili genitalni nevusi) imaju tendenciju da imaju
veca, nepravilnije oblikovana i nepravilnija gnezda od onih koja se nalaze na drugim
mestima, i imaju tendenciju da budu pradeni lentiginoznom melanocitnom hiperplazijom;

zbog ovih osobina, oni se mogu pogresno dijagnostikovati kao melanom (43).
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Prekursori melanoma koze

Pojam prekursora odnosi se na one lezije koze kod kojih postoji vremenska i
prostorna povezanost sa malignim tumorom, u ovom slucaju melanomom koze (MK) (44).
Prepoznavanje ovih promena pruza moguénost ranog otkrivanja osoba visokog rizika za

nastanak i rano le¢enje malignog melanoma. Najznacajniji prekursori MK su:
Displasti¢ni (atipi¢ni) nevusi

Najcéesc¢i prekursor melanoma koze je displasti¢ni nevus (15, 19, 45). On ima najveci
rizik za nastanak MK. To su nevusi dijametra ve¢eg od 6mm, sa nepravilnom pigmentacijom,

nejasnih rubova i mnogobrojni (multipli displasti¢ni nevusi) (46).

Displasticni nevusi (DN) ve¢inom su znacajni imitatori melanoma, markeri
povecanog rizika za pojavu melanoma i potencijalni prekursori melanoma (47, 48). Ubrzo je
postalo jasno da se multipli mladezi, pored njihovog porodi¢nog ispoljavanja, mogu javiti i
kao sporadi¢ni fenomen u pacijenata sa melanomom; taj fenomen opisivan je kao sindrom

displasti¢nih nevusa (eng. "dysplastic nevus syndrome") (49).

Slika 7. Displasti¢ni nevus. Pacijent sa Klinike za plasti¢nu i rekonstruktivnu hirurgiju KC Nis.

Klasi¢ni sindrom displasti¢nih nevusa oznacava postojanje vise od 100 nevusa, od
kojih je jedan ili vi$e njih dijametra >=8 mm, odnosno jedan ili vise njih je displasti¢no (45).
DN mogu biti lokalizovani bilo gde na telu, ali najces¢e se nalaze na trupu. Stroga Klini¢ka

definicija DN ukljucuje:
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(a) postojanje mrljaste komponente u leziji ili okruzujuéi centralnu papulu;
(b) velicina lezije> 5 mm;

(c) nepravilna ili nejasna granica lezije; i

(d) nepravilnu pigmentacija unutar lezije (50, 51).

Ovako definisani, klini¢ki prepoznati, DN su glavni faktor rizika za nastanak

malignog melanoma koze.

Kongenitalni melanocitni nevusi

Urodeni melanocitni nevus vidljiv je na rodenju, moze zahvatati srazmerno veliku
povrsinu koZe 1 skoro uvek ima dlake. Uzrok nastanka ovog nevusa nije poznat. Smatra se da
je posledica defekta koji nastaje tokom migracije melanocita iz neuralnog grebena.
Kongenitalni melanocitni nevus je takode poznat kao prekursor melanoma, rizik za malignu
transformaciju je uslovljen veli¢inom ovog nevusa. Nevus pre¢nika veceg od 20 mm, a
narocito "large bathing trunk naevus“ nosi visok rizik za malignu transformaciju. Kao i
ve¢ina melanocitnih nevusa, i za razliku od Spitz nevusa 1 plavih nevusa, urodeni nevusi

obi¢no pokazuju BRAF mutaciju (52). Nema hromozomskih aberacija.

Posebne vrste nevusa

Plavi nevus obi¢nog tipa je obi¢no mali

i nalazi se na glavi, vratu ili gornjim

ekstremitetima  (53).  Mikroskopski  ga
karakteriSe nedefinisana duboka dermalna
proliferacija  izduZzenih i/ili  dendriti¢cnih
dermalnih melanocita, koji se ponekad protezu .
u subkutis. Melaninski pigment je obi¢no bogat
(Slika 7). Postoji opseg zanemarenog dermisa
izmedu epiderma 1 lezije, a junkcionalna
aktivnost je postojano odsutna. Oni su

pozitivni na melaninska, S-100 protein i sve Slika 8. Plavi “blue” nevus.
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druga melanocitna bojenja, uklju¢ujuc¢i i HMB-45 (54). Plavi nevusi ne pokazuju BRAF i
NRAS mutacije koje se mogu na¢i u konvencionalnim melanocitnim nevusima, ali umesto
toga pokazuju Ceste somatske mutacije (do 83%) u heterotrimernoj alfa subjedinici G
proteina (GNAQ gen). Ova mutacija je cesto prisutna u uvealnom melanomu. Mutacije se
javljaju u kodonu 209 u domenu slicnom RAS-u, Sto rezultira konstitutivnom aktivacijom

(55).

Celularni plavi nevus predstavlja karakteristiénu podvrstu plavih nevusa, za koje se
¢esto klinicki sumnja da su maligni zbog velikih dimenzija i intenzivne pigmentacije (56, 57).
Najcesce se nalaze na glutealnoj i sakrokokcigealnoj regiji; rede lokacije ukljucuju skalp, lice
i dorzume $aka i stopala (57). Mikroskopski, ove lezije su ekstremno celularne, pa otuda i
njihovo ime. ProSirenje u subkutis je pravilo, a pigment se lako moze naci. Kao 1 drugi
melanocitni nevusi, celularni plavi nevusi ne pokazuju hromozomske aberacije na analizi
pomocu komparativne genomske hibridizacije (58). PonaSanje celularnog plavog nevusa je
skoro uvek benigno, ali je zabelezeno nekoliko slu¢ajeva lokalnog ponavljanja ili zahvatanja
regionalnih limfnih ¢vorova (57). Medutim, ¢ak i ovi pacijenti su izleCeni ekscizijom

primarne lezije i zahvacenih ¢vorova, u smislu da bolest ne napreduje dalje.

Spitz  nevus (spindle i/ili
epitelioidni celijski nevus)
karakteristi¢no se javlja pre puberteta,
ali se takode moze pojaviti i u
odraslom dobu (59-61). Najtipi¢nija
prezentacija je u obliku izdignutog,
roze ili crvenog ¢vori¢a na kozi lica
slicno hemangiomu (Slika 8). Moze

biti viSestruk, bilo u vidu grozda

(agminatnom) ili  diseminovanom
obliku (62); to ne bi smelo da se

Slika 9. Spitz nevus.

zameni sa  satelitskim lezijama
malignog melanoma. Mikroskopski, ve¢ina Spitz nevusa su slozenog tipa, sa istaknutom
intraepidermnom komponentom. Oko 5-10% su junkcionalni, a 20% ili vi$e su intradermalni

(63, 64). Oni se sastoje od vretenskih ¢elija, epitelioidnih ¢elija ili meSavine.
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Komparativna genomska hibridizacija pokazuje da vecina slucajeva Spitz nevusa ne
pokazuje hromozomske aberacije, a samo 25% pokazuje povecanje hromozoma 11p (65). Za
razliku od malignog melanoma, mutacije u BRAF i NRAS genima nisu pronadene u Spitz

nevusu (66).

Halo nevus (leukoderma acquisitum centrifugum) je klinicki izraz (Slika 9), koji se
koristi za opis melanocitnog nevusa okruzenog zonama depigmentirane koze (67). Najcesce
se nalazi na trupu mladih pacijenata i moze biti viSestruk (68). Mikroskopski se karakteriSe
teSkom infiltracijom nevusa limfocitima i histiocitima i smatra se da predstavlja ekspresiju
imunskog odgovora pacijenta (9). Treba napomenuti da maligni melanom takode moze biti
okruZzen haloom depigmentisane
koze (67). Medutim, u tom
slu¢aju halo ima tendenciju da
bude nepravilan, a pigmentisana

tacka je obi¢no izvan centra (9).

Rizik za nastanak
melanoma od zrelog dermalnog,
junkcionog i plavog nevusa je
dosta mali, priblizno 1/200.000
(15, 19, 45).

Slika 10. Halo nevus.

Hirurska terapija

Definitivne indikacije za eksciziju ukljuuju pojavu pigmentne lezije kod odrasle
osobe, hroni¢nu mehanicku iritaciju nevusa, ili pojavljivanje bilo koje od slede¢ih promena u
ve¢ postojeCem nevusu: produbljivanje pigmentacije ili Sirenje pigmenta izvan spoljnih
granica lezije, pojava ravnih podru¢ja depigmentacije unutar nevusa, pojava crvene
inflamirane zone oko nevusa, brzi rast, ulceracija, svrab, eksudacija seruma ili krvarenje

nakon beznacajne traume (69).

Uklanjanje nevusa treba pre izvoditi hladnim nozem nego kauterom, kako bi se

sprecilo izoblicenje tkiva 1 posledi¢ne neuobicajene reakcije bojenja koje su sa tim povezane

(9).
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Rekurentna lezija ¢esto pokazuje junkcionu aktivnost, ¢ak i ako ova osobina nije bila
prisutna u originalnoj eksciziji (70). Ovo, zajedno sa povecanjem veliine nukleusa i
nukleolarnom istaknuto$¢u, koje ¢esto prate ove recidive, ponekad je rezultovalo pogresSnom
dijagnozom malignog melanoma sa regresijom, pa odatle i termin pseudomelanoma koji je
predlozen za ovu pojavu (71). Ta previSe nejasna oznaka se bolje zamenjuje nazivom

rekurentni nevus (72).

Rano hirurSko uklanjanje gigantskih oblika urodenih nevusa takode se preporucuje
zbog njihove vece tendencije da odu u malignu transformaciju; izuzetno velike lezije moraju

biti ekscidirane tokom nekoliko sesija (9).

Slika 11. Gigantski nevus na levoj sakroglutealnoj regiji. Pacijent sa Klinike za plasti¢nu i
rekonstruktivnu hirurgiju KC Nis.
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Melanom

Kratki istorijat

Naziv melanom datira iz prve polovine devetnaestog veka. U literaturi se spominje
Laennec koji je po Pembertonu (73) navodno jos 1809. diskutovao o melanomu, nazvavsi ga
“la melanose”. Naziv melanom u opisu ovog tumora prvi upotrebljava Robert Carswell
1838., u svom delu Patological Anatomy (74). Eiselt u svom delu iz 1861-1862. navodi da su
Highmore (1651.), Bartholin (1677.), Bonet (1679.) i Henrici i Nothnagel (1757.) opisivali
“fatalne crne tumore sa metastazama i crnom tecno$¢u u telu” (75). Zanimljivo je da je
Pemberton jo$ 1858. obavio Siroku i duboku disekciju zbog melanoma, izvode¢i eksciziju

ispod nivoa fasije i uklanjanjem zahvacenih limfnih ¢vorova tokom ingvinalne disekcije (73).

Pringle je jos 1908. prepoznao Handleyev koncept limfati¢nog Sirenja melanoma (76)
i prvi usvojio princip “en bloc” odstranjivanja (77), koje obuhvata mesto primarnog
melanoma, regionalne limfne ¢vorove i Siri pojas koze, potkoznog masnog tkiva i fascije

izmedu originalne lezije i zahvacenih ¢vorova.

Ovi radovi su izmedu ostalih diskutovani u radu Urteaga iz 1966. On navodi da je jos$
Hipokrat opisao melanom 500 godina p.n.e. (navode¢i navode iz istorijskih anala). On
demantuje ranija pisanja o tome da se melanom spominje jo§ u doba Drevnog Egipta jer se u
prevedenim papirusima zapravo ne nalaze navodi koji se odnose na ovaj tumor. Ovaj rad se
takode bavi i estetskim aspektima mladeza, kao i diskusijom o prekolumbovskim mumijama

Perua kod kojih su potvdene ko$tane metastaze melanoma (78).

Jones 1924. daje prikaze melanoma nokatnog leZiSta sa modalitetima leCenja. On
navodi tadasnji stav da je nemoguce prognozirati ishod ukoliko se sprovede hirur§ko lecenje
u slucaju dijagnoze tokom rane faze bolesti. Jo$ tada je bilo jasno da mnogi slucajevi ne

pokazuju pigmentaciju do trenutka kada je bolest ve¢ napredovala (79).

Javljali su se i neprepoznati melanomi u vidu ulkusa kod kojih nije doslo do potpune
destrukcije epitela (80, 81). Prema opisima Hutchinsona i Hertzlera pigment se pojavljuje u
ovim slucajevima u vidu razbacanih “crnih pega”, ili u vidu crne granice koja okruzuje leziju
(82, 83). Jones je dalje zakljucio da lezija moze nastupiti bez ocigledne pigmentacije, da se
obi¢no kasni sa dijagnozom, sa beznadeZnim rezultatima lecenja 1 da se sva hroni¢na stanja

vezana za leziSte nokta trebaju razmatrati kroz prizmu moguceg melanoma.
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Zanimljivo je spomenuti predavanje profesora Grey Turnera o iskustvima sa
melanomom iz 1939. (84), ¢iji je saZetak objavljen u The British Medical Journal. Profesor
Turner diskutuje o klini¢kim oblicima melanoma, opisujuci pojavu kod pacijenata starosti 29,
45 1 66 godina. On dalje diskutuje o problematici iz domena klinicke dijagnoze, §to je Cesto
vodilo kasnoj dijagnozi bolesti, delimi¢no zahvaljuju¢i previdima u procesu klinickog
pregleda. Prognoza, kako se tada smatralo, je najviSe zavisila od oblika operativnog leCenja,
ali je u najveéem broju slucajeva, i pored svetlih primera uspesnog leCenja, imala tragicni
karakter. Njegov zakljucak je ipak govorio u pravcu boljitka bilo kakvim lecenjem u odnosu

na pacijente kod kojih niti jedan od modaliteta leCenja nije primenjen. Zastupljenost u

razli¢itim zivotnim dobima je ocigledno bila poznata i na pocetku 20. veka.

I ¢uveni Ewing je 1930. objavio rad na temu melanoma gde diskutuje o poreklu
melanoma, koriste¢i u svom radu naziv nevusna ¢elija. U tom periodu se iz radova o kojima

on diskutuje odbacuje dotadasnja teorija o epitelnom poreklu nevusnih ¢elija (85).

Hiles 1973. diskutuje o tome da li limfadenektomiju kao operativni modalitet treba
napustiti (86).
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Epidemioloske karakteristike

Na pocetku 21. veka, melanom ostaje potencijalno smrtonosni malignitet. U vreme
kada se incidencija mnogih tipova tumora smanjuje, incidencija melanoma nastavlja da raste
(87). Melanom je maligni tumor melanocita koji ima petogodi$nju stopu prezivljavanja od
samo 15-20% kada je tumor metastazirao do udaljenih tkiva (88). Tokom poslednjih nekoliko
decenija ucestalost melanoma u muskarca ubrzano raste u poredenju sa zenama svih uzrasta,
sa izuzetkom mladih Zena (<39 godina), koje su izgleda u ve¢em riziku od mladih muskaraca
(89-91). Iako vecina pacijenata ima lokalizovanu bolest u vreme dijagnoze, koja bude lecena
hirur§kom ekscizijom primarnog tumora, mnogi pacijenti razvijaju metastaze (92). Podaci o

melanomu u vecini zemalja pokazuju brzo poveéanje incidence ovog tumora (87).

Geografska distribucija

Prema podacima prikupljenim tokom perioda 1998-2002, MacKie i sar. pokazali su
da je najveca zabeleZena incidencija melanoma Sirom sveta u Queensland-u (Australija), gde
postoji godisnja incidenca 55,8/100000 za muskarce i 41,1/100000 za Zene. Incidenca ovog
tumora je takode poviSena na Novom Zelandu (34,8/100000 i 31,4/100000 za muskarce i
7ene konsekutivno). Stope incidence variraju u Evropi i najvise su u Svajcarskoj i
skandinavskim zemljama (Norveska, Svedska i Danska). Incidencija melanoma u Italiji
iznosi 5-7 slucajeva na 100.000 stanovnika godiSnje, iako se smatra da mediteranske
populacije imaju mali rizik za razvoj ovog tumora. Dakle, u Evropi postoji gradijent u
stopama incidencije sa najviSim stopama u severnim zemljama, a najniZim u juZnim
zemljama. Ovo se javlja verovatno zbog povecane zastite od UV zradenja, tipi¢ne za jako
pigmentisanu kozu, ali 1 zbog razliCitog oblika izlaganja suncu (hroni¢ni tip izlaganja u
Juznoj Evropi) (87). Stopa incidence u Evropi je veca u naprednijim zemljama, u poredenju
sa podacima iz pribaltickih drzava, iako skoriji podaci pokazuju povecanu ucestalost u

mnogim isto¢noevropskim zemljama (87).

Polna distribucija

Epidemioloske studije potvrdile su pol kao nezavisni prognosticki faktor nakon (93-
97). Objasnjenja za ove disparitete su se fokusirala na ponasanje nasuprot bioloSkim
razlikama izmedu muskaraca i zena. Postojanje pola kao prognostickog faktora moze se

objasniti time da Zene savesnije koriste preporu¢enu UV zaStitu (primarna prevencija) i ¢eSce
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posec¢uju lekare (sekundarna prevencija) (98). Iako se melanom klasi¢no ne smatra tumorom
koji reaguje hormonski, androgenski receptori su otkriveni na melanomskim ¢elijama, $to
donekle moze objasniti zasto je ovaj tumor agresivniji kod muskaraca (99). Takode, estrogen
moze igrati ulogu, jer postoje radovi koji ukazuju na to da se prezivljavanje kod muskaraca i
zena priblizava istim vrednostima za Zzene u postmenopauzi, kako nivoi estrogena opadaju
(100, 101). Dok su neki istrazivaci pretpostavljali da pol uti¢e samo na lokalnu invaziju
tumora (102), drugi smatraju da pol kao faktor utiCe i na nastanak limfnih i hematogenih
metastaza (103, 104). Medutim, studije kod pacijenata sa metastatskom bolesti su ograni¢ene
i do sada su dale konfliktne rezultate (105-107). Postoji istrazivanje o odnosa izmedu pola i
prezivljavanja U SAD koriS¢enjem baze podataka o Nadzoru, epidemiologiji i krajnjim
rezultatima (Surveillance, Epidemiology, and End Results - SEER). Cilj je bio da se utvrdi da
li je prednost u prezivljavanju kod Zena ograni¢ena na ranu fazu melanoma, kao §to je ranije
smatrano, ili postoji i u napredovaloj ili metastatskoj bolesti. Uporedivan je rizik od smrti
usled melanoma u svim fazama bolesti, istrazuju¢i 1 moguéi efekat pola koriS¢enjem
starosnih grupa kao zamenu za status menopauze kod Zzena. Veliki broj pacijenata je
omogucio jasniji opis epidemioloskih obrazaca prezivljavanja specificnog za melanom u
Sjedinjenim DrZavama kod muskaraca i Zena u tri razli€ite starosne grupe. Podaci iz studije
pokazali su da su Zene, u poredenju sa muskarcima, imale viSe stope prezivljavanja za
lokalizovanu 1 regionalnu bolest, ali da ova razlika u polu ne postoji medu pacijentima sa
udaljenom boles¢u. Neophodno je dalje istrazivanje bioloskih i razlika faktora sredine izmedu
muskih 1 Zenskih pacijenata. Razumevanje osnova za ove razlike ima potencijal za

poboljsanje ishoda kod koznih melanoma (108).

Mortalitet

Paralelno sa povecanjem stope incidence postoji i povecanje mortaliteta povezanog sa
melanomom, mada u nizem stepenu. U Sjedinjenim Drzavama stopa smrtnosti povecavala se
za 1,4% svake godine izmedu 1977. 1 1990. godine. Od 1990. godine pokazuje mali trend
opadanja i smanjivala se za 0,3% godisnje od 1990. do 2002. (109). Prema Rigel i sar., od
2003. do 2007. godine, prosecna starost vezana za smrt od malignog melanoma je bila 68
godina (110). Postoji veca stopa mortaliteta kod muskaraca (+2,3% od 1975. do 1989. i
+0.2% od 1989. do 2007. godine) u poredenju sa zenama istog uzrasta u SAD (+0.8% izmedu
1975-1989 i tokom perioda 1989-2007. posto se smanjivala za 0,6%) (110).
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Starosne karakteristike

Za razliku od drugih ¢vrstih tumora, melanom se uglavnom javlja kod mladih i
sredovecnih osoba. Prosecna starost u vreme dijagnoze melanoma je 57 godina, a primeceno
je da se incidenca ovog karcinoma povecava linecarno nakon 25 godina starosti do 50 godina,
a zatim usporava, posebno kod Zena. Sto se ti¢e incidence melanoma u odnosu na pol,
razli¢ite studije pokazuju rezultate koji nisu uvek slu¢ajni. Prema Markovi¢ i sar., muskarci
su priblizno u 1,5 puta vecem riziku za razvoj melanoma u poredenju sa Zenama, dok se,
prema drugim studijama razli¢ita prevalencija kod oba pola mora analizirati u odnosu na
uzrast: stopa incidence melanoma je veca kod Zena do 40 godina starosti, medutim, nakon te
dobi, do 75 godina starosti, uCestalost je skoro 3 puta veca kod muskaraca u odnosu na zene
(145,6 naspram 47,3 na 100,000) (87, 110). Rizik za melanom, u ranijem dobu od
ocekivanog, povecan je medu rodacima osoba sa istorijom melanoma, narocito ako je slucaj
melanoma dijagnostikovan u mladom dobu. Dalja istrazivanja o odnosu izmedu uzrasta pri
postavljanju dijagnoze i rizika za melanom kod rodaka mogla bi preneti preporuke za

skrining melanoma kod pojedinaca sa porodi¢nom istorijom bolesti (111).

Rasna distribucija

Stopa incidence ove bolesti varira Siroko 1 u odnosu na rasu. Bela populacija ima
priblizno 10 puta ve¢i rizik od razvoja koZnog melanoma od crne, azijske ili latinoamericke
populacije. Medutim, 1 belacka 1 crnacka populacija imaju sli¢an rizik od razvoja melanoma
na tabanu, dok su nekutani melanomi (npr. sluzokoze) ¢esé¢i kod nebelackih populacija (112).

Prema podacima koje je SEER sakupljao tokom 2007. godine, stopa incidence
melanoma u populaciji belaca iznosila je 27,5 na 100.000, dok je kod crnaca 1,1 na 100,000
(u Sjedinjenim Drzavama) (110). Incidenca melanoma raste kod svetloputih osoba Sirom
sveta, ali razlozi za to ostaju kontroverzni. Prethodna procena u Kaliforniji medu populacijom
nelatinskih belaca pokazala je znacajni porast u incidenci invazivnog melanoma za tumore
svih debljina u svim socioekonomskim kategorijama statusu izmedu 1988-1992 i 1998-2002.
Da bi se razumelo da li se ovaj trend nastavlja, sama procena je ponovljena sa uklju¢ivanjem
i perioda 2008-2012 i tacnijih patoloSkih stadijuma tokom dijagnoze. Pritom je koris¢en
California Cancer Registry da bi se obracunala uzrastu prilagodena incidenca za preko 58000
novodijagnostikovanih. Incidenca nije samo nastavila sa rastom tokom desetogodi$njeg
perioda od 1998-2002 i 2008-2012, ve¢ je takode pokazala znacajni porast u svim grupama

zajednicki definisanim debljinom tumora ili stadijumom tokom dijagnoze i socioekonomskim
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statusom (SES). Najveci relativni porast je naden za regionalnu, udaljenu i ulcerisanu bolest,
posebno medu muskarcima koji zive u podrucjima sa najnizim SES. Razmatraju¢i debljinu
tumora 1 stadijum kao reprezent vremena za skrining i detekciju i SES kao reprezent
dostupnosti zdravstvene nege, ovaj obrazac je interpretiran kao nastavak i pravi porast
pojavljivanja melanoma, nasuprot fenomenu tankog tumora koji se javlja zbog pobolj$anog
dostupa zdravstvenoj nezi (113). Incidenca melanoma i nemelanomskih tumora kozZe je u
porastu, sa godiSnjim porastom od 0,6% za melanom kod starijih od 50 godina (114).
Pretpostavlja se da ¢e broj novih sluc¢ajeva u 2018 u USA iznositi oko 91270 (115).

Porast incidence

Odstupanja u stopi incidence postoje i pripisuju se varirajuéim faktorima rizika u
razli¢itih populacija, kao i diskrepancama u sistemima nacionalnih registara. Stavige,
incidenca melanoma je mozda i viSa nego Sto se misli, National Cancer Registries je istakao
da je incidenca u pojedinim zemljama potcenjena (116). Porast incidence melanoma nije
pracen adekvatnim porastom nivoa mortaliteta (115). To vodi pitanju da li se zaista radi o
epidemiji melanoma ili porast incidence predstavlja samo epifenomen koji se moze pripisati
“preteranim” dijagnozama, koje nastaju kao rezultat pojacanog skrininga 1 ve¢im brojem
biopsija. Ipak, povecana incidencija melanoma u SAD obuhvata sve grupe debljina
(kategorije tumora po American Joint Committee on Cancer - AJCC) i nezavisna je od
socioekonomskog statusa (surogatni marker za pristup negi i skriningu), §to ukazuje na to da
povecani skrining i biopsije ne uzrokuju ovu dramatiénu promenu incidence (117, 118). Ovaj
nalaz je u saglasnosti sa rezultatima koje je izveo Shaikh i sar., koji su pokazali da se
prose¢na debljina tumora povecala kod tumora T3/T4 i kod nodularnog melanoma (119). Ova
zapazanja zajedno sugeriS$u da je epidemija melanoma stvarna, a ne samo artefakt povecanog
detekcijskog pritiska ranijih stadijuma (T1/T2 lezija) (119). Nasuprot tome, ipak postoje
dokazi o postojanju “preteranih” dijagnoza. Nedavne epidemioloske studije pokazuju da
melanom in situ, sa godiSnjom incidencom od 9,5% (115), predstavlja neproporcionalno
visok procenat ukupnog povecanja incidencije melanoma (120). Sa dermatopatoloske tacke
gledista, postoje studije koje ukazuju na trenutni trend prema reklasifikaciji prethodnih
nemalignih dijagnoza kao melanom (121). Pored toga, u populacionoj studiji Welch i sar.,
koja je povezivala broj biopsija koZe 1 incidencu melanoma, istrazitelji su primetili da je
doslo do paralelnog povecanja tokom perioda od 15 godina, §to ukazuje na to da epidemija

melanoma moze biti povezana i sa pove¢anim nadzorom i brojem biopsija (122). Incidenca
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malignog melanoma se u proteklih 50 godina u populacijama sa svetlom bojom koze
povecavala stalno (117). Trendovi incidencije verovatno odraZavaju promenljivu prevalencu
faktora rizika, kao $to je povecana koli¢ina slobodnog vremena na suncanim destinacijama,
promena u modi i upotreba solarijuma, zajedno sa povecanim nadzorom, ranim otkrivanjem i

promenama u dijagnosti¢kim kriterijumima (123, 124).
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Etiopatogeneza

Danas se melanom smatra multifaktorskom bolesti koja proistice iz interakcije izmedu

genetske osetljivosti 1 izloZenosti Zivotnoj sredini.

Teorije nastanka melanoma

Jedan od moguéih puteva do melanoma je put ka nevusu, gde intrinzicka
predispozicija melanocitnoj proliferaciji dovodi do prisustva velikog broja melanocitnih
benignih i atipi¢nih Nevusa (Slika 12) (125, 126).

Clark I-V 0 Breslow 04

Vv
normalni proliferacija rani uznapredovali
melanociti atipiénih melanom u invazivni
melanocita i radijainoj melanom u
atipiénih fazi rasta eksponencijalnoj
nevusa fazi rasta

Slika 12. Mogu¢i put nastanka melanoma iz melanocita®

Iako je nevusni put usmeren na bolesnike sa viSe nevusa, nije u potpunosti jasno da li
se primarni melanom u ovom kontekstu javlja na mestima gde je broj nevusa najveci (127-
129). S druge strane, drugi put povezuje melanom sa akumulacijom koznog aktini¢nog
oSte¢enja tokom Zivota, tj. prekomernim izlaganjem hroni¢nom ili intermitentnom
ultravioletnom zrac¢enju (UVR) (130). Pacijenti koji razvijaju melanom kroz ovaj drugi put
imaju tipicno bledu koZu i znake hroni¢nog oSte¢enja suncem, druge nemelanomske tumore
koze zavisne od UVR i ekspresiju p53 proteina u primarnom tumoru (126). Jaka veza izmedu
gustine nevusa, primarne lokacije melanoma i prethodne istorije suncanih opekotina ili
intermitentne UVR izloZenosti na istom mestu podrzava ulogu izlaganja suncu kao okidaca
za razvoj melanoma u ve¢ predisponiranom podrucju (131, 132). Takode, potvrdeno je da se
CSD (chronically sun-damaged) melanomi javljaju ¢es¢e na podrucjima izlozenim sunéevim
zracima — kao kod bolesnika sa nemelanomskim kancerima koze i niskim brojem nevusa
(130, 133).
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Molekularna biologija melanoma

Melanom nije izuzetak u biologiji tumora i njegovo poreklo predominantno je rezultat
akumulacije mutacija gena ¢ija je kljuéna uloga regulacija Celijske proliferacije,
diferencijacje, apoptoze ili drugih puteva celijske smrti (134-136). Na stranu od porodi¢nih
sindroma, napredak u tehnologiji analize gena je omoguéio proucavanje redih alela sa
visokim rizikom koji izgleda da dopinose riziku za rak kod pojedinaca. Molekularna genetika
moze pruziti znacajan doprinos u proceni prognoze obolelih od kutanog melanoma, odnosno
omoguciti selekciju pacijenata kojima je potrebna odgovarajuca terapija. Kao znacajni geni
regulatori Celijskog ciklusa isti¢u se slede¢i onkogeni i tumor supresorski geni: Ciklin D1
(CCNDL1), ciklin zavisna kinaza 4 (CDK4), CDKN2a (p16INK4a), ARF, RB1, TP53, ATM i
HPV E6 1 E7. Medutim, tumor supresorni geni i onkogeni (CDKN2A/p16, PTEN, TP53,
RAS, MYC) odgovorni za nastanak malignog melanoma, ne dovode se jo$ uvek u vezu sa
odredenim podtipovima malignog melanoma, a po nekim studijama ¢ak i nemaju validan
prognosti¢ki znacaj (137-140). Medutim, brojna sprovedena istrazivanja potvrduju Cesta
oSte¢enja regulatora ¢elijskog ciklusa kod MK (141-147). Mehanizam patogeneze melanoma
nije dovoljno razjasnjen. Deregulacija mehanizma programirane celijske smrti (apoptoze)
verovatno predstavlja jedan od klju¢nih faktora u nastanku i1 prognozi melanoma. Kao
normalni fizioloski proces apoptoza igra vaznu ulogu u embrionalnom razvoju, u
remodeliranju adultnog tkiva i u regulaciji imunog odgovora. Insuficijentni mehanizmi

regulacije apoptoze mogu doprineti nastanku malignog fenotipa.

Ciklin zavisna kinaza N2 (CDKN2/p16INK4a)

Studije povezivanja fokusirane na porodice sa visokom incidencom melanoma (148-
150) otkrile su lokus za predispoziciju na hromozomu 9p21, posledicno pronadeno da
predstavlja genski lokus za CDKN2A (151, 152). Ovaj genski lokus se kompleksno
transkribuje (iz razli€itih ¢itajucih okvira) tako da kodira dva proteina, p16 i p14ARF; vecina
mutacija uti¢e na p16 (153, 154). P16 normalno interaguje sa i inhibira ciklin-zavisnu kinazu
4 (cyclin-dependent kinase 4 - CDK4). Tokom normalnog celijskog ciklusa CDK4 stvara
kompleks sa ciklinom D, rezultujuéi fosforilacijom proteina retinoblastoma (retinoblastoma
protein Rbl), S$to zauzvrat oslobada E2F-1 i time dozvoljava indukovanje sinteze gena S-

faze; p16 se dakle ponaSa kao negativni regulator ¢elijskog ciklusa (151, 154). Mutacije koje
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utiCu na ovaj vazni protein ometaju njegovu inhibitornu funkciju i time poremecuju celijski
ciklus. Stoga se smatra da one pripremaju melanocite na malignitet. Dokazi (155-157) takode
postoje za promelanomgenicki efekt ,,germline mutacija koje uticu na CDK4 i Rb1 direktno.
P14ARF ima takode vaznu ulogu u nishodnoj regulaciji p53 aktivnosti (kroz povecanu
aktivaciju MDM2) ¢ime se takode ponasa kao tumor supresor; ometanje ove aktivnosti
mutacijama moze takode biti tumorigeno (158). Istinsku prevalencu CDKN2A mutacije je
teSko kvantifikovati. U studijama porodi¢nih melanoma iznosi su varirali od 20% do 57%
(154), ali se smatra da je ona u ops$toj populaciji znacajno niza, oko 1,2-2,9% (159). Takode
moze postojati interakcija izmedu genetskih mutacija i dalji uticaj na rizik za melanom; npr.
neke varjjante MCIR gena mogu povecati penetraciju (penetrance) CDKN2A mutacija, time
dalje povecavajuci rizik (160, 161).

Veza izmedu CDKN2A melanoma i drugih maligniteta (npr.kancer pankreasa) je
takode pokazana (162-164). BRCA2 je dobro povezan sa rizikom za malignitete dojke, ali
njegova uloga u melanomu nije u potpunosti uspostavljena. S obzirom da neke studije (165)
sugeri$u povecani rizik za melanom u prisustvu mutacije ovog gena, dok druge (166) nisu
bile u mogu¢nosti da to pokazu, ne moze se povuéi potpuni zakljucak u vezi sa ovim genom.
Drugi geni su takoze ispitivani; genom-wide association studije (167-169) su identifikovale
nekoliko lokusa koji mogu korelirati sa povecanim rizikom za melanom, ali bioloski
mehanizam mnogih od njih jo$ uvek nije uspostavljen. Genske mutacije koje uti¢u na
protagoniste puta mitogen aktivirane protein kinaze (MAPK) su pronadene u mnogim
tipovima tumora. Ovaj kljuéni Celijski signalni put se aktivira ligandom koji se vezuje za
povrsnocelijski receptor tirozin-kinaze (RTK), koji zauzvrat aktivira RAS.

RAS familija G proteina se sastoji iz tri izoforme, od kojih je najvaznija NRAS.
Aktivacija NRAS rezultuje daljom transdukcijom putnog signala kroz fosforilaciju (i
posledi¢nu aktivaciju) RAF proteina BRAF i CRAF (170). Formacija homo ili heterodimera
RAF molekula konacno vodi ka aktivaciji ekstracelularne signalom-regulisane kinaze (ERK)
koja zauzvrat uti¢e na brojne mete u cilju promocije Celijskog rasta 1 prezivljavanja, kao 1
kontrole dalje signalizacije MAPK putem indukcijom ekspresije negativnih regulatora (171),
i direktno inhibiraju¢i proteine poput CRAF (172). Mutacije koje utiCu na ovaj put su
pristune u velikoj veéini koznih melanoma, predominantno uticu¢i na NRAS (oko 20%)
(173) ili BRAF (oko 40-50%) proteine (174). U sluc¢aju BRAF, velika veéina mutacija sastoji
se 1z pojedinane zamene aminokiseline iz valina u glutaminsku kiselinu na kodonu 600
(V600E) rezultujudi konstitutivno aktivnim BRAF proteinom koji je posledi¢no u stanju da

sprovodi signal neprekidno i1 bez suprotstavljanja niz MAPK put, tako promovisuéi
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melanomagenezu i prevenirajuci apoptozu (175, 176). Sli¢ni procenat nevusa takode sadrzi
BRAF mutaciju, impliciraju¢i da ona sama nije dovoljna za malignu transformaciju (177).
Postoji hipoteza da dok sama pojava BRAF mutacije nije polazni dogadaj za onkogenezu,
ona nastaje rano u razvoju invazivnog melanoma i dalje pojacava efekte onkogenih
stimulusa; time ona pre olakSava malignu transformaciju, nego S§to je zapocinje. BRAF
mutacije su ceS¢e videne kod melanoma koji nastaju na suncu povremeno izlozenim
delovima, impliciraju¢i da UV zracenje (opisano ranije) moze biti jedan takav stimulus.

Dodatno, posto postoji znacajna interakcija izmedu intracelularnih signalnih puteva,
dalje genetske aberacije koje uti¢u na put P13 kinaze, na primer, mogu takode biti dovoljne da
indukuju razvoj melanoma. Jednom kada se razvije, naime, postoji jasna zavisnost tumora od
perzistentne aktivacije puta MAPK (176).

Postojanje naslednih oblika malignin melanoma je poznato dugo vremena (178).
Clanovi porodica sklonih melanomu &esto imaju brojne atipi¢ne melanocitske lezije
('displasti¢ni nevusi') koje sluze kao kozni marker onih sa ve¢im rizikom (179). Odredeni
broj slu¢ajeva naslednog melanoma je uzrokovan isklju¢uju¢om germinativnom mutacijom u
CDKNZ2A na hromozomu 9p21 (kodira dva proizvoda tumor supresornih gena, pl16INK4a i
pl14ARF) ili rede, aktiviraju¢a mutacija u CDK4 (180-185). Melanom moze biti udruzem sa

generalizovanom melanozom (186, 187) i sa lezijama koje li¢e na vitiligo (188).

Bcl-2 onkoprotein

Clanove bcl-2 familije ¢ine brojni geni koji imaju znaéajnu ulogu u kontroli apoptoze,
bilo kao njeni promoteri ili inhibitori. Bcl-2 je onkogen koji reguliSe sintezu istoimenog
proteina koji inhibira apoptozu, odnosno funkcionise kao onkoprotein. Ovaj protein zajedno
sa Bax familijom proteina reguliSe oslobadanje citohroma C iz mitohondrija, tako Sto bcl-2
inhibiSe, a Bax proteini potpomaZzu oslobadanje citohroma C. Ovaj protein istraZivan je i kod
benignih i malignih melanocitnih tumora. Pokazana je konstantna ekspresija bcl-2 proteina u
melanocitima bazalnog sloja epiderma, kako kod benignih nevusa, tako i kod melanoma.
Medutim, neurotizovana podrucja nevusa pokazuju slabu ili odsutnu ekspresiju ovog proteina
(189). Prekomerna ekspresija bcl-2 proteina blokira apoptozu, ¢ime se remeti ravnoteza

¢elijskog prezivljavanja 1 uslovljava abnormalni rast tumora.
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P53 tumor supresor gen

Tumor supresor p53 gen ima centralnu ulogu u regulaciji ¢elijskog ciklusa i apoptoze.
Kod ¢oveka TP 53 gen je lociran na kratkom kraku hromozoma 17 (17p13.1) (190). Svojom
aktivnoScu omogucava transkripciju DNA u RNA tokom G1-S faze ¢elijskog ciklusa. On
kodira protein koji inhibiSe nastajanje tumora tako Sto utie na stabilnost genoma, rast i
diferencijaciju ¢elije i stimulaciju apoptoze. Kao transkripcioni faktor i regulator kontrolnog
punkta celijskog ciklusa on doprinosi regulaciji procesa apoptoze i smatra se centralnom
taCkom nekoliko puteva koji uslovno determiniSu da li ¢e celija pretrpeti apoptozu ili
zaustaviti rast bez Celijske smrti. Mutacije p53 gena najfrekventnije su genetske alteracije u
humanom karcinomu koje pogadaju specificni gen. Mutacija uslovljava defekte na
kontrolnom punktu ¢elijskog ciklusa i genetsku nestabilnost kancerskih ¢elija. Mutirani tip
p53 gena menja strukturu i funkciju enkodiranog proteina i inicira proces onkogeneze. Za
mehanizme inaktivacije tumor supresorskih gena odgovorne su tackaste mutacije, delecije i
epigenetska inaktivacija gena (189, 191-194).

Ukoliko nastale promene u genomu nije moguce ’’popraviti’’ gen p53 takode regulise
dalje usmeravanje ove Celije ka programiranoj ¢elijskoj smrti - apoptozi. PoSto ima vaznu
ulogu u regulaciji Celijskog ciklusa 1 o€uvanju stabilnosti genoma sprecavanjem mutacija,
p53 gen se Cesto naziva "Cuvarem genoma'. Inaktivacija pRb i1 p53 puteva na nivou G1/S
prelaza celijskog ciklusa je osnovni uslov za genezu ve¢ine humanih karcinoma, ukljucujuéi i
melanom. Smatra se da je vedina steCenih abnormalnosti regulatora Celijskog ciklusa na
kontrolnom punktu G1/S klju¢ni korak u nastanku i progresiji melanoma (191, 193, 194).
Ostec¢enja na pRb putu relativno su Cesta kod melanoma, dok se na p53 putu ipak rede
dogadaju. P16, ciklin D1, pRb 1 p27 su klju¢ni regulatorni proteini ¢elijskog ciklusa ukljuceni
u pRb put, dok su za p53 put kljuéna dva proteina, p53 i p21. P53 i pRb putevi i njihovi
regulatorni proteini koji u€estvuju u regulaciji ¢elijskog ciklusa i procesa apoptoze prikazani
su na dijagramu 1 (195).

Ubrzan porast nivoa p53 direktno povecava transkripciju WAF1 gena, ¢iji je produkt
p21 protein mo¢ni inhibitor Sirokog spektra ciklin zavisnih kinaza (CDK) u G1 fazi ¢elijskog
ciklusa. Inhibicija ciklin/CDK enzimske aktivnosti putem povecanja nivoa p21 indukuje
privremeni zastoj G1 faze, Sto omogucava oporavak DNK pre nastanka celijske deobe.
Funkcionalni gubitak kontrole u zavisnosti od defekata p53, ili za bilo koji kriti¢ni protein
(p21, p21 udruzeni CDK i ciklini, ili CDK/ciklin substrati kao §to je Rb), moze rezultovati

inicijacijom ili progresijom tumorogeneze sprecavajuéi zastoj celijskog ciklusa i apoptoze
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posle DNA oste¢enja i dozvoljavaju¢i genetskim defektima da se akumuliraju u slede¢im
¢elijskim deobama (196, 197).

Generalno je prihvacdeno stanoviste da se tumor supresorna funkcija TP53 ostvaruje
putem niza mehanizama u kojima p53:

1) aktivira proteine DNK reparacije u uslovima nastalog oste¢enja DNK;

2) indukuje zastoj ¢elijskog ciklusa u regulatornoj tacki G1/S;

3) inicira apoptozu, programiranu ¢elijsku smrt.

Zbog vrlo kratkog poluvremena raspada neizmenjenog p53 proteina njega nije
mogucée imunohistohemijski dokazati. Medutim, izmenjen p53 protein, bilo usled mutacije
p53 gena ili adhezije s drugim celijskim ili virusnim proteinima, dugo opstaje stabilan i
prisutan u dovoljnoj koli¢ini koja omogucava njegovu imunohistohemijsku detekciju (198).
Pozitivna ekspresija p53 proteina pokazuje nuklearno ¢elijsko prebojavanje.

U znatnom broju studija autori su nastojali da uoce povezanosti izmedu mutacije p53
gena i prognoze melanoma. Pojedini autori opisuju losiju prognozu pacijenata sa MK Koji
poseduju mutirani-nefunkcionalni p53 gen, dok studije drugih autora ovakvu vezu ne nalaze
(199, 200).

Proliferativni Ki-67 antigen

Ki-67 je nehistonski protein, velike molekulske mase. Identifikovane su dve izoforme
molekulskih masa 345 kD i 395 kD. MIB-1 je najc¢esc¢e koris¢eno monoklonsko antitelo koje
otkriva Ki-67 antigen. Jedan od glavnih razloga Ceste primene originalnog antitela u klini¢koj
praksi je moguénost njegove upotrebe u formalinom fiksiranim parafinskim preparatima.
Iskljucivo je vezan za Celijsku proliferaciju (201-203). Ki-67 identifikuje nuklearni antigen
koji se nalazi u ¢elijama samo u proliferativnoj fazi celijskog ciklusa, odnosno u jedrima
¢elija tokom kasne G1, S, G2 1 M faze. Antigen se ne moze detektovati u GO fazi Celijskog
ciklusa (135, 189, 204). Ki-67 se moze koristiti za procenu proliferativne aktivnosti lezije, ali
i za diferenciranje benignih od malignih melanocitnih lezija. Naime, mitotska aktivnost kod
benignih melanocitnih lezija (nevusa) obi¢no izostaje ili je vrlo niska, dok je kod malignih
lezija ona vrlo visoka i u korelaciji je sa stepenom progresije tumora (135). Sama distribucija
nuklearne ekspresije Ki-67 sugeriSe prirodu lezije. Dermalna ekspresija Ki67 sa velikom
verovatnoc¢om ukazuje na malignitet, te je od velike pomo¢i za interpretaciju melanocitne

proliferacije kod grani¢nih lezija (204, 205).
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Autori drugih studija potvrduju diferencijalni znacaj Ki-67 za razlikovanje benignih
od malignih melanocitnih lezija, ali zastupaju stav da je njegova prognosticka vrednost za
melanom nesigurna (206). Danas se uvode novi proliferativni markeri tipa antifosfohiston H3
(PHH3), mitozin i MCM4 marker, ali za razliku od Ki-67 oni nemaju prognosticki znacaj za
MK. Moze se re¢i da Ki-67 ostaje Siroko prihvacen proliferativni marker, kako za melanom,
tako i za druge tumore (207). Pozitivna ekspresija Ki-67 antigena pokazuje nuklearno
¢elijsko prebojavanje.

Cinjenica da se maligni melanomi mogu razviti iz nevusa vise se ne mogu poreéi, ali
njihov tacan procenat nije poznat. Ocigledno je da samo vrlo mali deo steCenih nevusa
postaje maligan. Procenat je veéi kod kongenitalnih nevusa i - navodno - kod displasti¢nih
nevusa, ali tacni brojevi su takode nepoznati. Zaostatak displasticnog nevusa je naveden kao
prisutan u od manje od 5% do skoro polovine svih melanoma, a ovaj $iroki opseg nesumnjivo
odrazava teSkoce u razlikovanju lateralnog Sirenja melanoma od prethodne prekursoraske

lezije (208).
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Faktori rizika i prognoze

Brojne hipoteze isticu dve glavne etioloske grupe faktora za nastanak melanoma. To
su endogeni (genetski) 1 egzogeni faktori (faktori okoline). Najvazniji 1 potencijalno
izmenljivi faktor rizika za razvoj melanoma je izlozenost UV zracenju (UVR) zbog njegovog

genotoksi¢nog efekta.

Egzogeni faktori rizika

Medu faktorima okoline najvazniji uticaj ima ultraljubi¢asto zracenje iz sunceve
svetlosti. Naime, dokazano je da dugotrajno izlaganje suncevoj svetlosti predstavlja glavni
uzrok za nastanak karcinoma koze, ukljucuju¢i i MK, bazocelularni i spinocelularni
karcinom. Suncéeva svetlost je kontinuirani spektar elektromagnetnog zracenja koje se prema
talasnoj duZzini deli na tri glavne regije: vidljivo, infracrveno 1 ultravioletno (UV) zracenje.
UV zralenje koje je najvaznije za nastanak malignih tumora koZe nalazi se izmedu 200 1 400
nm (Slika 13) i deli na UVA (320-400 nm), UVB (280-320 nm) i UVC (200-280 nm) (45,
209-211). Ozonski omota¢ zemlje zaustavlja zrake talasnih duzina kra¢ih od 300 nm.

Za razliku od UVC zraka, UVA i UVB zraci stizu do povrSine zemlje i imaju, uz
pozitivno delovanje na odrZavanje toplote 1 metabolizma, i neka negativna dejstva na kozu.
Prema dosadaSnjim saznanjima najizraZenije karcinogeno dejstvo ima UVB zracenje.
Nukleinske kiseline 1 proteini apsorbuju UVB zrake sa najviSom taCkom na 260 1 280 nm.
Apsorpcijom ovih zraka nastaju ostecenja Celijske DNK koja, ako nisu otklonjena posebnim
mehanizmima popravke, uzrokuju mutacije zbog kojih nastaju maligni tumori koze. UVB

zraCenje uzrokuje dva tipa oStecenja DNK:

1) fotoprodukte koji nastaju izmedu dva piramidina u lancu DNK i

2) ciklobutanske dimere koji nastaju izmedu timina (T) i citozina (C).
Ciklobutanski dimeri karcinogeniji su od 6-4 fotoprodukta i njihova popravka manje

je delotvorna. Oba navedena oste¢enja DNK uzrokuju genske mutacije kao $to su tranzicije

C—-Tili CCHTT. CC—TT tranzicije su znak mutageneze uzrokovane UV zracenjem. Pored

42



X-Zraci_, Ultraljubicasta _, _ Vidijiva svetlost

Vakuum
uv

Talasna duZina (nm)

Epidermis = &

Dermis =

Subkutano tkivo -4

melanocite jeste podsticaj proizvodnje melanina (45, 209-211).

Pronadeno je da je melanom na kozi hroni¢no izlozenoj UVR (lice, dorsum Saka,
prilagodeni HR 0.6; CI 0.4-0.7) i umereno intermitentno izlozenoj UVR (bo¢ni delovi ruku,
donji deo nogu, dorzum stopala HR 0.7; ClI 0.6-0.8) udruzeni sa boljom prognozom, u
poredenju sa visoko intermitentno eksponiranim delovima tela (grudi, leda, vrat, ramena i
butine). Dalje, melanom na delovima tela slabo vidljivim tokom samopregleda (skalp,
retroaurikularna regija, leda, zadnji gornji delovi ruku i nogu, zadnjica, pubi¢na regija; HR
1.3; CI 1.1-1.5) imao je losiju prognozu nego onaj na vidljivim delovima (lice, grudi, stomak,
prednji-gornji delovi ruku i nogu, donji delovi ruku i nogu, dorzum Saka i stopala, dlanovi).
Mesta visokog intermitentnog UVR izlaganja i slabe preglednosti koze verovatno koreliraju
sa smanjenim prezivljavanjem kod melanoma, nezavisno od ustaljenih tumorskih
karakteristika. OgraniCenje ove studije predstavlja nedostatak informacije o konkretnom

pojedinaénom UVR izlaganju (212). Elwood i sar. proucavali su korelaciju izmedu
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melanoma 1 izlozenosti suncu, zakljuCuju¢i da je intermitentno izlaganje suncu glavna
determinanta rizika za melanom (213).

Uzrast u kojoj nastupa izlaganje suncu i/ili nastaju opekotine izgleda da je takode
vazna. Sistematski pregledi literature (213-215) su snazno sugerisali vezu intermitentne
ekspozije u detinjstvu 1 adolescenciji sa poviSenim rizikom od melanoma, Sta viSe, istorija
aktini¢nih opekotina u detinjstvu povezana je sa najve¢im rizikom (216). Osobe koje su
dozivele vise od pet epizoda gorenja imale su duplo poviSeni rizik od melanoma (217, 218).
lako su melanomagenski efekti UV-B izlaganju dobro evidentirani, UV-A izlaganje takode
nije bez rizika (219).

Nasuprot tome, hroni¢ni kontinuirani obrazac ekspozicije viSe je povezan sa
aktinicnom keratozom i nemelanomskim karcinomima koze (220). Vestatka UV izlozenost
moze takode imati ulogu u razvoju melanoma; zapravo koli¢ina UVA koja se javlja u
tipicnom solarijumskom tretmanu je znacajno ve¢a u odnosu na izloZenost tokom obi¢nih
aktivnosti na otvorenom ili ¢ak tokom suncanja (221). Takode, psoralen-UV-A fototerapija
koja se koristi za leCenje psorijaze takode je povezana sa povecanim rizikom za melanom
(222). Dugotrajno pracenje pacijenata sa psorijazom pokazalo je da oni koji su dobijali UV-A
terapiju imaju povecani rizik za razvoj melanoma (223).

Solarijumi emituju UV-A zracenje; metaanaliza studija (221) ispitujuéi incidencu
melanoma nakon upotrebe solarijuma pokazala je porast od 75% kod osoba ispod 35 sa
istorijom upotrebe solarijuma. Dalje studije podrzavaju ovaj nalaz, crtaju¢i jasnu liniju
izmedu melanoma i koli¢ine upotrebe solarijuma, pogotovo u mladem dobu (224-226).
Povezanost sa UV zracenjem iz solarijuma je bila dovoljno konkluzivna da se formalno
klasifikuje kao humani karcinogen (221, 227); nazalost, uprkos dokazima i posledi¢nim
javnozdravstvenim upozorenjima, solarijumi i dalje ostaju popularni (228). Incidenca
melanoma je najveca u ekvatorijalnim regionima, i smanjuje se sa udaljeno$¢u od ekvatora
(229, 230). To odgovara direktno UV izlaganju, posebno nivoima UV-B (231-233), i javlja se
nezavisno od tipa koZe. lako direktna posledicna veza nije uspostavljena, epidemioloske
studije (213, 232) su ponovljeno pokazale vezu izmedu obrasca i tajminga izlaganja suncu i
melanoma. Veéina melanoma pojavljuje se na sporadicno (¢eS¢e nego hroni¢no) suncu
izlozenoj kozi, na mestima i kod idividua sklonih izgaranju. Najvisi nivoi videni su kod
ponavljanih intenzivnih izlaganja suncu. Ova teorija je dalje ojacana opservacijom da je kod
pacijenata sa melanomom koji aktivno smanje svoju ekspoziciju suncu nakon prve dijagnoze

posledi¢no smanjen rizik od nastanka drugog primarnog melanoma (234). Nasuprot tome,
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ljudi tamnije koze, ili koze koja lako potamni na suncu ali ne gori, imaju demonstrabilno nize
rate melanoma (232).

Drugi konkluzivni  faktori sredine, ukljucuju¢i i (neuobicajeno) pusSenje nisu
registrovani. PuSenje, uobicajeni karcinogen, nije nezavisno povezano sa melanomom (235).
U etiologiji malignog melanoma navedeni su i retrovirusi i papiloma virusi, ali bez dovoljno
potkrepljujucih dokaza. Profesionalna izloZenost hemijskim noksama, kao $to su polihlorinati

i polivinilhlorid takode predstavljaju povecani rizik za razvoj melanoma (236).

Endogeni faktori rizika

Pigmentacija ima neporecivi i znaCajni uticaj na podloznost koze ka malignoj
promeni. Melanokortin 1 receptor (MC1R) je recepror povrSine melanocita koji indukuje
proizvodnju pigmenta (kroz signalling cascade recruitment of MITF) nakon aktivacije
njegovim ligandom, alfa-melanocit stimuliSsu¢im hormonom (MSH) (237). Postoji puno
polimorfizama MCIR gena, §to rezultuje brojnim fenotipovima boje koze u ljudi; varijante
fenotipa sa crvenom kosom, svetle koze eksprimiraju nisku pigmentaciju, sa posledicnom
povecanom sensitivnoséu ka ultraljubiCastom (UV) svetlu i sa povecanim rizikom za
melanom (238). Melanin moze apsorbovati UV fotone i slobodne radikale koji nastaju
delovanjem UV zraka pre njihove intereakcije sa ostalim celijskim organelama. Visoko
organizovani sistem melanozoma u epidermisu tamno pigmentirane koze deluje zastitno, jer
apsorbuje i rasipa UV zrake.

Eumelanin se nalazi u tamnoj kozi i kosi, dok se feomelanin nalazi u svetloj, crvenoj
kosi 1 kozi osoba svetlog tena sa pegama. Eumelaninsku sintezu u melanocitima regulise o-
melanocitni hormon (a melanocite stimulating hormone/a MSH) koji deluje preko receptora
melanokortina-1 (MCR-1). Poremecaj tih receptora povezan je sa povecanom osetljivoséu
koze na citotoksicno delovanje UV zraCenja a time i na povecanu incidencu melanoma.
Popravka (reparacija) osteCene DNK uzrokovana UV zracenjem kriticni je dogadaj u
prevenciji nastanka melanoma. Normalna c¢elija ima sposobnost reparacije 1 uklanjanja
oste¢ene DNK. Odgovor ¢elije na UV ostecenja regulisan je tumor supresornim genom p53.
Kao posledica UV oste¢enja dolazi do celijskog zastoja, a reparacija DNK i apoptoza
desavaju se pod nadzorom gena p53. Celije sa defektnim tumor supresor genom p53 osetljive
su na suncevu svetlost 1 nemaju sposobnost reparacije DNK. Indukcija p53 zapaza se u

epidermu i dermu i zavisi od talasne duzine i doze UV zraenja (211).
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Pacijenti sa xeroderma pigmentosum (XP) ¢esto razvijaju kozni (i konjuktivalni)
melanom (239); ove osobe nemaju sposobnost reparacije UV indukovanih DNK ostecéenja,
Sto dodatno govori u prilog znacaja UV zracenja u melanomogenezi.

Vazno je razmotriti i individualnu genetiku kod odredivanja personalnog rizika. Jasni
genetski faktori poput rase i koznog fenotipa uticu na rizik, kao sto je prethodno diskutovano,
ali je takode utvrdeno da je otprilike 10% melanoma porodi¢no (240). Neki od njih pojavljuju
se u specificnim sindromima — poput porodi¢nog sindroma atipi¢nih multiplih mladeza i
melanoma (FAMMM - familial atypical multiple mole and melanoma syndrome) ili sindroma
displasti¢énih nevusa (DNS) — gde osobe imaju mutlipe i fenotipski razliCite mladeze sa
visokim rizikom za malignu transformaciju, §to, dakle, predstavlja skoro garantovani
celozivotni rizik za melanom. Mnoge osobe nece ispuniti dijagnosticke kriterijume za ove
sindrome, ali imaju brojne nevuse, Cesto kao odraz kumulativnog izlaganja suncu.
Opservacione studije sugeriSu jaku udruzenost izmedu velikog broja nevusa i melanoma
(130, 241). Pozitivna licna anamneza koznog melanoma je takode poznati rizik za dalje

primarne melanome (242-244).

Kombinacija egzogenih i endogenih faktora

Istrazuju¢i rizicna ponaSanja 1 epidemioloSke karakteristike pacijenata sa
melanomom, (210) predlozen je dvostruki put do melanoma (130, 245). Jedan od moguéih
puteva do melanoma je put sklon nevusu, gde intrinzi¢ka predispozicija melanocitnoj
proliferaciji dovodi do prisustva velikog broja melanocitnih benignih i atipi¢nih nevusa (125,
126). S druge strane, drugi put povezuje akumulaciju koznog aktini¢nog osStecenja tokom
zivota, ili prekomerno izlaganje hroni¢nom ili intermitentnom ultravioletnom zracenju (UVR)
sa melanomom (130). Pacijenti kod kojih se razvije melanom kroz ovaj drugi put imaju
tipicno svetlu/neznu kozu 1 znake hroni¢nog aktinickog osStec¢enja, druge sa UVR udruzene
kozne nemelanomske tumore i ekspresiju p53 proteina u primarnom tumoru (126). Iako se
put usmeren na nevuse odnosi na bolesnike sa viSestrukim nevusima nejasno je da li ¢e se
primarni melanom u ovom kontekstu pojaviti na mestima gde je broj nevusa najveci (127-
129, 246, 247). Drugi autori navode da je ukupna gustina nevusa povezana sa izlozenosti
suncu (248), svetlijim fototipovima, istorijom aktini¢nih opekotina kod dece (249, 250),
melanomom sa susednim nevusnim ostacima (251), porodi¢nim slu¢ajevima sindroma
displasti¢énog nevusa i melanoma (252), genetskim faktorima kontrole ¢elijskog ciklusa (253,

254), kao §to je gen CDKN2A (255, 256) i drugi (257), kao i odsutnom p53 ekspresijom u
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uzorcima tumora melanoma, $to podrzava model divergentnog puta (245, 258). Pokazano je,
da veca gustina nevusa na datom podrucju povecava rizik od razvoja melanoma na toj
lokaciji, naro€ito kod muskih pacijenata koji imaju veliku ukupnu gustinu nevusa i li¢nu
istoriju sun¢anja na mestu melanoma. Ovo je progresivno i obratno korelirano sa histoloskim
dokazima o hroni¢nom ostec¢enju od sunca. Identifikovanje ovih osoba sa visokim rizikom ¢e
pomo¢i u prilagodavanju kampanja za nadzor i pracenje u okviru primarne zdravstvene
zastite (259).

Nije postojala veza izmedu prilagodenih stopa zenskih koznih melanoma i nivoa UVI,
ali je postojala znacajna povezanost izmedu muskih stopa 1 UVI i znacajna povezanost
izmedu ukupnih stopa i UVI. PetogodiSnji starosnospecifi¢ni nivoi udruzenosti UVI-stopa
(predstavljeni Pearsonovim koeficijentima p) se povecao sa staroS¢u kod muskaraca, ali je
ostao nizak i nepromenjen kod Zena. Znacajna udruzenost stopa-UVI kod muskaraca i
nekorelacija kod Zena potvrdena je kod populacije belaca u Sjedinjenim Drzavama (260).

Interesantno je da postoji veza izmedu melanoma i komorbiditeta: npr. osobe koje su
imunosuprimirane (zbog transplantacije organa) imaju demonstrabilno ve¢i rizik za melanom,
ukljucujuéi 1 rekurencu kod pacijenata sa operisanim primarnim melanomom pre
transplantacije (261, 262). Takode, pacijenti sa drugim malignitetima koze (bazo i
skvamocelularni karcinom) imaju ve¢i rizik za razvoj melanoma (263) i posledi¢nom boleséu
uslovljenom smrti (264).

Nekoliko rizikofaktora za koje se mislilo da su znacajni za razvoj melanoma je
identifikovano epidemioloskim studijama. Oni mogu biti grupisani u faktore sredine i
genetske faktore, ali postoji jasno i meduigra ovih faktora S§to se manifestuje Sirokom

varijantom demografije bolesti.

Endogeni faktori rizika i genotipsko-fenotipske karakteristike

Melanocitni nevusi su benigne akumulacije melanocita ili nevusnih ¢elija i mogu biti
kongenitalne ili steCene. Priblizno 25% slucajeva melanoma se javlja u kombinaciji sa vec¢
postoje¢im nevusom (265). Stavise, ukupni broj nevusa pozitivno korelira sa rizikom za
melanom i varira na osnovu broja, veliine i tipa nevusa (266-268). Ishod jedne meta-analize
iz 2005. je prikazao da pacijenti sa vise od 100 nevusa imaju 7 puta veéi rizik za melanom
(269). Pokazano je takode da veca gustina nevusa na datoj povrsini povecava rizik od razvoja
melanoma na toj lokaciji, narocito kod muskih pacijenata koji imaju veliku ukupnu gustinu

nevusa, kao i u proslosti licnu istoriju aktinickih opekotina na mestu melanoma. Ovo je

47



progresivno i obrnuto srazmerno sa histoloSkim dokazima o hroni¢nom aktinickom ostecenju.
Prepoznavanje ovih osoba sa visokim rizikom moze pomo¢i u izradi kampanja za otkrivanje i
pracenje u primarnoj zdravstvenoj zastiti (259).

Sto se tie velitine, veéi (> 5 mm) i dzinovski (> 20 cm) nevusi su povezani sa znatno
ve¢im rizikom od melanoma (270). Atipi¢ni nevus je obi¢no veliki, najmanje 5 mm, sa
ravnom komponentom i ima atipicne karakteristike kao S§to su varijabilna pigmentacija,
nepravilan asimetri¢ni oblik i nejasne granice. Dvadeset devet do 49% nefamilijarnih
slu¢ajeva melanoma se javlja na terenu veé postojeceg displasticnog nevusa (271). Nisu samo
atipicni nevusi povezani su sa povecanim rizikom od melanoma; prisustvo ¢ak i1 jednog
nevusa sa atipi¢énim osobinama povecava rizik. Prisustvo pet atipi¢nih nevusa daje Sest puta
poveéanje Sanse za razvoj melanoma (51, 269). Melanomi, koji se razvijaju na terenu
nekadasnjih nevusa, obi¢no se nalaze na trupu u mladih pacijenata i pripadaju povrsinskoj
varijanti (251). Gustina nevusa i ukupan broj nevusa poznati su decenijama kao vazan faktor
rizika za melanom (272-274).

lako je primecena asocijacija izmedu primarnog tumorskog mesta i nevusne
distribucije, ovo jo$ nije detaljno istrazeno (241, 275-278) i, stoga, trenutno nema jasnih
preporuka u vezi sa varijacijama u regionalnoj anatomskoj ili specifi¢noj lokaciji nevusne
gustine.

Porodi¢na istorija (Anamnesis familiae) melanoma predstavlja jak faktor rizika za
bolest. S obzirom na to da je familijarno grupisanje bolesti indikator moguc¢ih naslednih
uzroka, doslo je do eksplozije u istraZivanjima usmerenim ka razjaSnjavanju genetske osnove
za melanom u poslednje dve decenije. Tsao i sar. proucavali su porodice sa nasledenim
melanomom pokazujuéi prisustvo jasnog obrazca autozomno-dominantnog nasledivanja kod
viSe Clanova porodice pogodenih ne samo u prvoj generaciji. Mutacije ciklin-zavisnog
kinaznog inhibitora 2A (CDKN2A ili pl6) bile su najceS¢e genetske abnormalnosti
pronadene kod ovih porodica, dok je mutacija u ciklin-zavisnoj kinazi 4 (CDK4) bila redi
slucaj (279). Pacijenti sa postoje¢om genetskom predispozicijom za nastanak melanoma
obi¢no pokazuju pojavu u mladem dobu (<40 godina), viSestruke primarne melanome ili
istoriju prekursorskih lezija poput dislasticnih nevusa i verovatnije imaju tumore koji su
povrsno invazivni i imaju bolji prognozu (280, 281). Pored toga, pacijenti sa porodi¢nim
sindromima raka, npr. familijarni retinoblastom, Li-Fraumeni kancer sindrom i Linch

sindrom tipa I, pokazuju ve¢i rizik za razvoj melanoma (109).
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Odredene fenotipske karakteristike, kao Sto su crvena kosa, bleda koza, brojne pege,
svetle o¢i, osjetljivost na sunce i nemoguénost pigmentacije povecavaju rizik od razvoja
melanoma za oko 50% (282).

Pacijenti koji pripadaju nizim foto-tipovima cesto razvijaju nekarakteristi¢ne ili
amelanoti¢ne melanome koje je tesko otkriti. Iz tog razloga izgleda da je razumno da ih treba
pratiti dermatolog, nezavisno od prisustva drugih faktora rizika (109).

Ova studija takode sadrzi nekoliko upozorenja. NaSe stanovnistvo je bilo ograni¢eno
samo na nehispanske bele odrasle osobe sa prvim invazivnim melanomom, izuzev oc¢nih i
mukoznih melanoma, i bio je geografski ograniCen na podrucja sa pretezno srednjom
pojavom melanoma. Stoga, iako su karakteristike te studijske populacije uporedive sa onima
kod vecine pacijenata sa dijagnostifikovanim melanomom u Sjedinjenim Drzavama, ovi
rezultati ne mogu biti generalizirani za druge rasne ili etnicke grupe, pedijatrijske populacije
ili one koji zive van Sjedinjenih Drzava. Ipak, dva moguca izvora pristrasnosti izbora i dalje
ostaju:

1. tanki melanomi potencijalno nisu prijavljeni, a

2. slucaji isklju¢ena iz ovog multivarijantnog modela zbog nedostatka podataka imaju
lo$iji opstanak.

Medutim, posto su melanomi poglavine/vrata bili deblji i verovatnije nepotpunih
podataka u odnosu na melanome drugih lokacija, o¢ekivano je da koli¢ina ovih pristrasnosti
tezi nuli. Konac¢no, iako su kontrolisani razliciti faktori radi sprecavanja konfuzije, moguce je
da se tretman moze razlikovati po anatomskim mestima i uticati na prognozu. Prepoznavanje
da se lokacija poglavine/vrata povezuje sa losijim prezivljavanjem kod melanoma ima
implikacije za skrining i preporuke za javno zdravlje. Pregledi kod sumnje na melanom

ukljucuju i pazljiv pregled poglavine/vrata (283).

Anatomska lokalizacija

Raspodela favorizovanih mesta pojave melanoma zavisi od pola: naj¢esce oblasti su
leda za muskarce i ruke i noge za zene (109). Anatomska lokalizacija je na osnovu
Medunarodne klasifikacije bolesti (ICD) (284) je poznati prognosticki faktor za lokalizovani
melanom koze (93, 285, 286). Losa prognoza je se obicno navodi kod pacijenata sa
melanomom na trupu (93, 285), poglavini i vratu (283, 287, 288) u poredenju sa
ekstremitetima i licem, $to se ne objasnjava varijacijama drugih tumorskih karakteristika.

Medutim, ICD klasifikacija je striktno anatomska i ne odnosi se na izlaganje ili faktore
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vezane za otkrivanje tumora, poput obrasca UVR ili vidljivosti tokom samopregleda koze.
Melanomi na glavi i vratu imaju loSije prezivljavanje nego melanomi lica, uha i drugih
anatomskih mesta (289). U dvadesetogodisnjoj kohorti iz 2017. navodi se takode gore
prezivljavanje melanoma poglavine, koje autori objasnjavaju u velikoj meri veCom debljinom

Breslow i ve¢im brojem muskih pacijenata (290).

Ogranicenja dijagnostike

Studija Ge L i sar. pokazala je nepreciznost u merenju debljine po Breslow-u i njen
znacajni uticaj na stadiranje. Dva potencijalna izvora nepreciznosti su propust u pridrzavaju
standardizovanih smernica za merenje debljine i fenomen pristranosti grani¢nih cifara, koji
ranije nisu identifikovani kao problem u ovoj oblasti. Edukacija patologa o ovom fenomenu i
vaznosti koriS¢enja o€nih mikrometara mogu poboljSati preciznost merenja debljine
melanoma oko kriti¢nih prelomnih tacaka. Klinicari moraju takode biti edukovani, da bi
shvatili da postoji neizbezna margina greske u merenju debljine Breslow koji treba uzeti u

obzir prilikom donosenja odluka o tretmanu (291).
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Tipovi melanoma koze

U odnosu na klinicke 1 histoloske osobine, melanom se moZe podeliti na glavne
podtipove: povrSinski Sire¢i melanom (Superficial Spreading Melanoma - SSM), nodularni

melanom i lentigo maligna melanom.

Povrsinski Sire¢i melanom (Superficial Spreading Melanoma — SSM)

SSM je najceséi tip melanoma koji obuhvata oko 70% svih slucajeva. Vezuje se za
intermitentnu izloZenost suncu i najéesce je lokalizovan na zadnjoj strani nogu kod Zena i na
ledima kod muskaraca. SSM moze nastati de novo ili iz nevusa (109). Sa klinickog aspekta,
ovaj tumor moze biti razli¢ito prebojen, ukljucujuéi bronzanu, smedu, sivu, crnu, ljubicastu,
roze i plavicastu ili belu boju (Slika 14). Oblik lezije obi¢no je o$tro ogranicen sa jednim ili
viSe nepravilnih ispupcenja u obliku poluostrva. Povr§ina moZe imati opipljivu papulu ili

¢vorove koji se pruzaju nekoliko milimetara iznad povrsine koze.

Slika 14. Povrsinski Sire¢i melanom. Dva tumora sa Klinike za plasti¢nu i rekonstruktivnu hirurgiju
KC Nis.
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Nodularni melanom (NM)

On ¢ini 5% svih melanoma i naj¢esée se javlja na trupu i udovima pacijenata u petoj
ulcerisani (Slika 15). On nema radijalnu fazu rasta, ve¢ samo vertikalnu, koja je u korelaciji
sa brzim rastom i veCom stopom metastaziranja (109). Klinicki, NM ima relativno
ujednacenu smedu, crnu ili plavo-crnu boju; moze se javiti kao nodul glatke povrSine, kao
ulcerisani polip ili izdignuti plak sa nepravilnim okvirom. U skoro 50% slu¢ajeva NM moze
biti ahromati¢an. Vezan za intermitentnu izloZzenost suncu. Histoloski, NM se karakteriSe
dominacijom tumora koji invadira dermis. Intradermalna komponenta moze biti prisutna, ali
direktno prekriva invazivni melanom. Tumor je sastavljen od malih gnezda i agregata celija

karcinoma koji zajedno ¢ine celokupni tumorski ¢vor (92).

Slika 15. Nodularni melanom. Dva tumora sa Klinike za plasti¢nu i rekonstruktivnu hirurgiju KC Nis.
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Lentigo maligna melanom (LMM)

LMM ¢ini 4% do 15% koznih melanoma 1, za razliku od NM i SSM, korelira sa
dugotrajnom izloZzeno$¢u sunc¢evim zracima i poveéanjem starosne dobi. Ovaj tumor moze se
razvijati decenijama pre nego §to invadira papilarni dermis (109). Klini¢ki, javlja se u
razli¢itim bojama, crnon, braon ili braon na bronzanoj pozadini. Ima nepravilne konture i

iako je tumor Cesto relativno velik i zaravnjen, fokus invazije moze se otkriti kao papula
(Slika 16).

Slika 16. Lentigo maligna melanom. Pacijent sa Klinike za plasti¢nu i rekonstruktivnu hirurgiju KC
Nis.
Nalazi se uglavnom na vratu i glavi (92). Histoloski se karakteriSe proliferacijom

¢elija koje su lokalizovane u bazalnim slojevima epidermisa.

Akralni lentiginozni melanom (ALM)

Ovaj kozni kancer je neuobicajen, ¢ine¢i 5% melanoma kod belaca, ali je i naj¢es¢i tip
melanoma medu pacijentima poreklom iz Azije, Latinske Amerike 1 Afrike. Tipi¢no, javlja se
kod starijih pacijenata, sa dominacijom medu Zenskim polom. ALM je uglavnom lokalizovan
na glatkoj (bez dlaka) kozi i susednoj kozi prstiju, dlanova i tabana (Slika 17); to obi¢no

ukljucuje i nokatni krevet ru¢nog ili noznog palca (109).
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Slika 17. Prikaz 2 slucaja akralnog lentiginoznog melanoma. Pacijenti sa Klinike za plasti¢nu i
rekonstruktivnu hirurgiju KC Nis.

Posebna klini¢ka vrsta melanoma - dezmoplasti¢ni melanom (DM)

Desmoplasti¢ni melanom se Cesto javlja kod osoba starosti od 60 do 70 godina, javlja
se na glavi i vratu, ali moze se pojaviti na razli¢itim delovima koze i sluzokoze. Malo je ¢es¢i
kod muskaraca. Klinicki, desmoplasticki melanom moze biti amelanoti¢an i moze se javiti
kao eritematozni ili bledi ili blistavi nodul ili plak koji nastaje iz koZe oStecene suncem (Slika

18).

Slika 18. Dezmoplasti¢ni melanom. Pacijent sa Klinike za plasti¢nu i rekonstruktivnu hirurgiju KC
Nis.

Ovaj tumor je pozitivan na S100 i mozda je tesko razlikovati desmoplasti¢ni melanom
od tkiva oziljaka, jer se S100-pozitivne ¢elije mogu videti i u koznim oziljcima. Ovaj tumor
Cesto pokazuje infiltraciju nerava 1 karakteriSe ga visoka stopa recidiva zbog visokog
infiltracijskog rasta i Ceste perineuralne invazije. Ima visoku incidencu lokalnog recidiva, ali

retko metastazira do limfnih ¢vorova; medutim, ima sklonost ka pluénim metastazama.
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Takode su opisani i drugi retki oblici melanoma, naro¢ito balanom ¢elijski melanom,

miksoidni melanom, osteogeni melanom, rhabdoid melanom (109).
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Terapija

U leCenju melanoma koze primenjuje se hirurSsko leCenje, hemioterapija,
imunoterapija 1 radioterapija. HirurSka terapija je najefikasniji modalitet leCenja melanoma

koze. Kod dijagnostike i terapije primenjuju se najnovije preporuke (292-294).

Protokol obrade pacijenta

Nema dileme da kod pacijenata sa stadijumom IA ne treba posebno tragati za
okultnim visceralnim metastazama pregledima krvi niti radioloskim snimcima.

Za pacijente u stadijumu IB i Il protokol obrade vise ne obuhvata rutinsku
radiografiju plu¢a i nivo laktat dehidrogenaze u serumu (za koji se zna da je vazan
prognosticki faktor u uznapredovaloj bolesti), ovi testovi nisu dovoljno specificni da otkriju
okultne metastaze. Pre Siroke ekscizije treba prodiskutovati o eventualnoj biopsiji sentinel
limfnog ¢vora (SLNB), a u zavisnosti od klinicke slike istu treba po potrebi i sprovesti. U
zavisnosti od stadijuma bolesti i SLN statusa, usledice ucesce u trajalima/pracenje ili
interferonska terapija, odnosno kod pozitivnih SLN tretman za stadijum 111 bolesti.

Ako je klini¢ki opravdano, u stadijumu Il mogu se raditi kompjuterizovana
tomografija (CT), pozitronska emisiona tomografija (PET) ili magnetna rezonanca (MR) u
cilju adekvatnog stejdzinga.

Za pacijente u stadijumu Ill, kod kojih je potvrden pozitivan sentinel nodus, dalja
obrada moze podrazumevati primenu radiografije grudnog kosa, odredivanje serumske laktat
dehidrogenaze (LDH) i dodatnu dijagnostiku (CT, MR, PET), ako je klini¢ki indikovano, a
nakon diskutovanja rezultata i eventualna disekcija limfnih nodusa sa posledi¢nom obradom
klini¢kim trajalom/observacijom ili interferonom alfa/visokim dozama ipilimumaba.

Kod pacijenata u stadijumu Il sa klinicki pozitivnim regionalnim limfnim nodusima
preporucuje se biopsija finom iglom ili otvorena biopsija uvecanih limfnih nodusa. Kod
pacijenata koji imaju u anamnezi podatak o operisanom melanomu, a imaju uvecane limfne
noduse, dijagnosticka obrada pocinje biopsijom limfnog ¢vora. U obradu spada i osnovna
dopunska dijagnostika, kao i u nizim stadijumima. Nakon dijagnostike sprovodi se Siroka
ekscizija primarnog tumora i kompletna terapeutska disekcija limfnih ¢vorova. Nakon toga
sprovodi se leCenje kao u prethodnom stadijumu uz eventualnu biohemoterapiju odnosno

radioterapiju nodalnih basena kod selektovanih pacijenata visokog rizika.
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U stadijumu 11 sa in transit metastazama pristup je kao u prethodnom stadijumu uz
modifikaciju u smislu inicijalnog pristupanja klinickim trajalima (preferira se), odnosno
lokalne (kompletna hirurSka ekscizija, intralezionalne injekcije, lokalna ablativna terapija,
topicka terapija), regionalne (izolovane infuzije/perfuzije ekstremiteta melfalanom) i
sistemske terapije. Ako se postigne desease free status sprovodi se klinicki trajal/observacija
tj. davanje interferona alfa.

Za pacijente u stadijumu IV (metastaze) protokol obrade obuhvata sve principe za
predhodnu grupu pacijenata, a procena potrebe CT, MR i PET se donosi na osnovu klinicke

simptomatologije.

Lecenje primarnog tumora

Kada je postavljena dijagnoza in situ melanoma, radi se ekscizija 0,5 cm oko promene
i treba dobiti histolosku potvrdu da su ivice bez tumora. Aktuelne preporuke za hirurski
tretman primarnog melanom bazira se na Breslow mikrostejdzingu i predlazu slede¢e kozne

margine do ,,u zdravo* (Tabela 1, Slika 19):

Tabela 1. Preporuke za margine prilikom hirur§kog le¢enja primarne lezije.

Debljina tumora Preporucene margine
in situ 0.5cm
<1.0mm 1.0cm
1.01-2mm 1.0-2.0 cm
2.01-4mm 20cm
>4mm 20cm

Margine mogu biti modifikovane da se prilagode individualnim anatomskim ili
kozmetskim zahtevima. Tretman lentigo maligna melanoma moze predstavljati problem jer je
poznato da ta vrsta melanoma ima nepredvidivu subklini¢ku infiltraciju po Sirini u vidu
junkcionalne melanocitne hiperplazije koja se moze protezati i nekoliko centimetara oko

vidljivih ivica tumora.
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Slika 19. Radikalno operisani melanom po onkoloskom principu. Uzorak sa Klinike za plasti¢nu i
rekonstruktivnu hirurgiju KC Nis.

Pristup ovom problemu nije usaglaSen ali je osnovno da se moraju dobiti Ciste
resekcione ivice. Studijska grupa za melanom je usaglasila da margina od 2 cm moze biti
smanjena na marginu 1 do 2 cm kada je tesko obezbediti punu $irinu klinicki zdravog tkiva

zbog anatomskih karakteristika.

Regionalni limfni ¢vorovi i biopsija sentinel limfnog ¢vora

Postoji neslaganje oko tretmana klinicki negativnih limfnih nodusa kod pacijenata kod
kojih postoji povecani rizik za nodusne metastaze. U celini SLNB se ne preporucuje za
primarne melanome debljine <0.75 mm, osim ako ne postoji znacajna nesigurnost
adekvatnosti mikrostejdzinga. Za melanome debljine 0.76 do 1.0 mm SLNB moze da se
razmatra u odgovaraju¢em klinickom kontekstu. U pacijenata sa tankim melanomima (<1.0
mm), na stranu od primarne debljine tumora, ne postoji jasni konsenzus sta treba smatrati
osobinama visokog rizika za pozitivni SLN. Konvencionalni faktori rizika za pozitivni SLN
poput ulceracije, visoke mitotske rate, i LVI (limfovaskularna invazija) su veoma

58



neuobicajeni kod melanoma debljine <0.75 mm. Kada faktori rizika postoje SLNB mora biti

razmotrena na individualnoj osnovi.

-4|‘|_mnmnmmmumum
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Slika 20. Biopsija sentinel limfnog ¢vora. Pacijent sa Klinike za plasti¢nu i rekonstruktivnu hirurgiju
KC Nis. Napomena: a = melanom na nadlaktici, b = gama kamera, ¢ = identifikacija sentinel limfnog
¢vora sondom gama kamere, d = odstranjenje sentinel limfnog cvora.

Mikrosatelitoza, kada je prisutna u inicijalnoj biopsiji ili uzorku Siroke ekscizije,
definiSe najmanje N2c i najmanje stadijum IIIB bolesti. SLN status ima prognosticki znacaj
kod ovih pacijenata, zbog stadiranja pacijenata na N3, stadijum IlIC kod pozitivhog SLN.
Medutim, znacaj SLNB u obradi i ishodu kod ovih pacijenata nije jasno definisan. Bez obzira
na SLN status, ove pacijente treba tretirati kao stadijum III u diskusijama o obradi,
adjuvantnoj terapiji i praenju.

Iako se uloga SLNB i dalje proucava, trenutne preporuke nalazu SLNB za stadijum IB
i stadijum Il melanoma. Kada je SLN pozitivan preporucuje se operativno uklanjanje limfnih
nodusa zahvaéene regije U smislu radikalne limfadenektomije celog limfnog bazena. U
velikim studijama je naden joS jedan pozitivan nodus u preparatima radikalne
limfadenektomije kod 10 do 30%.

Na osnovu prospektivnih kontrolisanih studija ne preporucuje se rutinska elektivna

limfadenektomija.
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Znacaj SNLB kod pacijenata kod kojih je primatno uradena Siroka ekscizija nije
moguce proceniti. Zato se smatra da nije dobro uraditi Siroku eksciziju pre sentinel biopsije.
Pacijentu se moze uraditi sentinel biopsija i posle Siroke ekscizije, ali to ne utiCe na
prezivljavanje pa neki autori Siroku eksciziju koja je uradena pre procene o potrebi sentinel
biopsije smatraju prihvatljivim izborom.

Kod pacijenata koji imaju regionalne metastaze (Stadijum III) radi se Siroka ekscizija
primarnog tumora i terapijska radikalna limfadenektomija zahvaéenog limfnog podrudja.
Potrebno je uraditi radikalnu limfadenektomiju celog limfnog podruéja. Broj limfnih ¢vorova
koji su pregledani ukazuje na adekvatnost operacije i histoloskog pregleda.

Kada je moguce treba pregledati najmanje 10 limfnih ¢vorova iz ingvinuma, 15
limfnih ¢vorova iz aksile i 15 limfnih ¢vorova nakon limfadenektimije na vratu ukljucujuci
sve grupe ¢vorova (I do V), sa ili bez parotidektomije. Kod ingvinalne limfadenektomije
potrebno je uraditi i duboku disekciju prepone ako na CT pregledu postoji ilijacna i/ili
obturatorna limfadenopatija, ili ako je intraoperativno naden pozitivan Cloquetov limfni
nodus. Duboka disekcija prepone treba se uraditi i kada su duboki nodusi klinicki pozitivni ili
kada je vise od tri povr$na ¢vora pozitivno na metastaze.

Za pacijente sa in tranzit metastazama postoji veliko neslaganje u terapiji. Kod
pacijenata sa malim brojem malih in tranzit metastaza moze se raditi ekscizija sa histoloski
negativnim ivicama. Ako kod pacijenta moze da se uradi ekscizija solitarne in tranzit
metastaze moze da se primeni sentinel biopsija jer je rizik postojanja nodusnih metastaza
veliki. Kod ovih pacijenata znacaj sentinel biopsije nije dokazan, mada je poznato da je
prognoza kod postojanja in tranzit metataze i pozitivnog limfnog nodusa mnogo losija.

Kod pacijenata sa manjim brojem dermalnih in tranzit metastaza neki centri
primenjuju injekciju BCG (Bacillus Calmette Guerin) vakcine intralezionalno ili injekciju
interferona alfa. CO laser se mozZe primeniti kod odabranih pacijenata sa malim multiplim
intradermalnim in tranzit metastazama. Druga mogucnost za tretman pacijenata sa
neresektabilnim in tranzit metastazama je primena hipertermicke izolovane perfuzije
ekstremiteta melfalanom. Radioterapija se moze primeniti, ali je relativno neefikasna u
kontroli regionalne bolesti. Krajnja mera je pokusati primenu sistemske terapije ako ni jedna
terapija ne da efekat.

Kod pacijenata sa stadijumom IV melanoma tretman zavisi od nekoliko faktora. Ako
je prisutna solitarna metastaza potrebno je primeniti operaciju ako je moguce. Kada se otkrije
solitarna visceralna metastaza treba je pratiti serijom CT pregleda do tri meseca, jer to moze

biti prva od mase metastaza koje ¢e se pojaviti na narednim pregledima. Ako i nakon
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pracenja ostane samo jedna metastaza, radi se operacija. Ako je solitarna metastaza
neresektabilna 1/ili se dijagnostikuje viSe metastaza u toku kratkog klinickog pracenja
pacijenti sa metastazama (ali bez metastaza u mozgu) se tretiraju: a)simptomatskom
terapijom, b) primenom jednog leka (npr. interleukin 2, dacarbazin (DTIC) ili
temozolomidom, ili ¢) primenom kombinovane terapije na bazi DTIC hemoterapijom i/ili

imunoterapijom.

Adjuvantna terapija

Veéina pacijenata sa in situ melanomom ili malanomom ranog stadijuma moze se
izle¢iti samo primarnom ekscizijom. Adjuvantna terapija spada u domen onkoloske
internisticke terapije, a primenjuje se prema indikacijama za stadijume bolesti.

Kod primene interferona produzen je period bez bolesti tzv. disease free interval, ali
je ukupno prezivljavanje jednako i kod terapije sa interferonom i bez nje.

Pacijentu pre pocetka terapije treba realno obrazloziti pozitivne strane terapije ali i
nezeljene efekte.

Kod pacijenata stadijuma 111C sa multiplim pozitivnim nodusima i sa ekstranodalnim
Sirenjem u meka tkiva pogotovo na glavi i vratu neki centri primenjuju hiperfrakcionisanu

radioterapiju.
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Pracenje

U prvih pet godina nakon primarnog tretmana se dijagnostikuje recidiv kod vecine
pacijenata. Postoji i fenomen pojave kasnog recidiva i nakon 10 godina od primarnog
tretmana. Pacijenti nakon 5 godina od tretmana se manje rigorozno kontrolisu. Kod 4 do 6 %
pacijenata u toku zivota moze nastati drugi primarni melanom, pa je obavezno dozivotno
kontrolisati pacijenta periodicnim dermatoloskim pregledom najmanje jednom godisnje.
Pacijenta treba obuciti za samopregled koZe i limfnih ¢vorova koji obavlja jednom mesec¢no.

Kod melanoma stadijuma IA vrSi se pregled pacijenta na 3 do 12 meseci koji
obuhvata pregled cele koze, kao i operisane regije i limfnih ¢vorova.

Kod melanoma stadijuma IB do 11l potrebno je pregledati pacijenta na 3 do 6 meseci
prve tri godine, zatim na 4 do 12 meseci jo§ dve godine a zatim doZivotno jednom godisnje.

Radiografije pluc¢a i LDH treba raditi prema indikacijama na 3 do 12 meseci. Ne treba
raditi rutinski CT preglede u toku pracenja, osim kada je to klini¢ki indikovano.

Kod pacijenata u stadijumu IV klini¢ko praéenje je identi¢no kao i za stadijum III.

Recidivi

Klinic¢ki recidiv treba prvo potvrditi histoloSki biopsijom finom iglom ili klasi¢cnom
biopsijom. Postoji razlika izmedu recidiva na oziljku posle neadekvatne lokalne ekscizije (to
predstavlja i dalje lokalnu bolest) i lokalnog recidiva nakon adekvatne primarne ekscizije,
koja predstavlja dermalnu limfnu bolest koja nastaje u blizini oziljka. Pravi lokalni recidiv na
oziljku ima bolju prognozu nakon radikalne ekscizije, nego recidiv u blizini oziljka koji ima
karakteristike regionalnog recidiva.

Kada postoji lokalni recidiv na oziljku posle neadekvatne primarne ekscizije klinicka
obrada je ista kao za primarni tumor (zavisi od debljine). Radi se Siroka ekscizija sa ili bez
limfoscintigrafije i sentinel biopsije. Potreba za limfoscintigrafijom zavisi od mikroskopskog
nalaza.

Kada postoji lokalni recidiv u okolini oziljka tj. nakon adekvatne primarne ekscizije,
klinicka obrada se radi kao kod pacijenata sa III stadijumom bolesti. Ako nema Sirenja bolesti
van lokoregionalnog podrucja, tretman obuhvata principe kao za ograni¢enu recidivnu in
tranzit bolest tj. radi se hirurSka ekscizija sa negativnim ivicama ako je moguce.
Limfoscintigrafija i sentinel biopsija se rade samo kada se individualno proceni potreba za
tim. Nakon operativnog leCenja neki centri primenjuju adjuvantnu terapiju interferonom alfa

2-b.
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Kod pacijenata sa in tranzit recidivom klinicka obrada je identi¢na opisanoj. Kada je
moguce uraditi radikalnu eksciziju radi se operacija ekscizije sa negativnim marginama, a
potrebu sentinel biopsije treba proceniti individualno. Kod neoperabilnih pacijenata moguce
je primeniti interferon alfa 2-b, CO laser, hipertemicku perfuziju ekstremiteta sa
melphalanom, radioterapiju ili sistemsku terapiju.

Kod pacijenata kod kojih se jave nodalne metastaze dijagnozu je najbolje potvrditi
aspiracionom biopsijom tankom iglom. Klinicka obrada je ista kao kod pacijenata u
stadijumu I1I.

Kod pacijenata kod kojih nije primenjivana limfadenektomija radi se radikalna
limfadenektomija regionalnog limfnog podrucja. Ako je kod pacijenata primenjena ranije
limfadenektomija, radi se radikalna disekcija limfnih ¢vorova. Ako je predhodno radena
radikalna limfadenektomija onda se radi ekscizija recidiva do negativnih margina. Primena
postoperativnog zra¢enja moze smanjiti rizik nastanka novog regionalnog recidiva narocito
kod pacijenata sa multiplim nofusima ili ekstranodalnim §irenjem pogotovo na glavi i vratu.

Sistemska terapija i/ili radioterapija se mogu primeniti kod pacijenata sa nekompletno
reseciranim nodusnim recidivima. Kod pacijenata sa neresektabilnim nodalnim recidivima
moze se sprivesti i palijativna radio terapija ili palijativna radioterapija.

Pacijenti kod kojih se razviju sistemske metastaze obrada je ista kao i kod pacijenata
koji su primarno dijagnostikovani sa metastazama (stadijum 1V). Pacijenti sa solitarnom
operabilnom metastazom mogu se planirati za operaciju, a moguca je i primena interferona
alfa 2-b.

Kod pacijenata sa solitarnom asimptomatskom metastazom u plu¢ima potrebno je
uraditi kontrolni CT majmanje tri meseca nakon dijagnostickog i proceniti da li je doSlo do
pojave novih metastaza ili ne. Ako je i posle tri meseca metastaza solitarna radi se operacija.
Posle operacije moZze se primeniti adjuvantna terapija.

Pacijenti sa simptomatskim visceralnim metastazama (npr. crevna okluzija) moraju se
hitno operisati palijativno (resekcija ili crevni by-pass). Kod pacijenata sa neoperabilnim
metastazama ili multiplim metastazama primenjuje se neki od protokola i1 to: a) klinicko
pracenje 1 simptomatska terapija, b)standardna terpija sa jednim lekom DTIC, c) primenom
kombinovane terapije na bazi DTIC hemoterapijom i/ili imunoterapijom, d) termozolomid, e)
interleukin 2. Ne postoji stroga preporuka niti utvrden stav o ovoj terapiji.

Kod pacijenata sa metastazama u mozgu mogu biti odredene operacija ili

radioterapija, zavisno od broja i veli¢ine metastaza i lokalizacije.
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Hirursko lecenje pacijenta sa melanomom

Nakon pregleda pigmentovanog tumora koze kod pacijenta potrebno je kod sumnje na
melanom uzeti dobru anamnezu 1 detaljno pregledati bolesnika. Kod anamnesti¢kih podataka
treba insistirati na: vremenu nastanka lezije, postojanju drugih sli¢nih lezija, ranijim
operacijama, porodi¢noj opterecenosti, drugim simptomima koji mogu da upute na metastaze
idr.

Klini¢kim pregledom mora se dobro pregledati sama lezija, koza oko lezije i to golim
okom i pod uveéanjem (kori§¢enjem lupe). Palpacijom treba potraziti ¢vorove u mekim
tkivima ispod koze oko lezije i limfne ¢vorove drenaznih regiona.

Rutinske laboratorijske analize, eho pregled lezije na kozi, eho pregled trbuha, eho
pregled regionalnih limfnih ¢vorova, radiografije pluca, CT mozga, laboratrijske analize,
posebno serumski nivo LDH i druge analize i dopunska ispitivanja su od velikog znacaja za
utvrdivanje stadijuma bolesti i odredivanja plana lecenja.

Ako se prva intervencija na melanomu ne uradi po protokolu lecenja, onda su Sanse za
izleGenje nepovratno smanjene, ako ne i izgubljene. Ovo se posebno odnosi na uklanjanje

melanoma Kiretazom, elektroskalpelom i sl.

Lecenje primarne promene

Patohistoloska verifikacija melanoma je jedina potvrda da se radi o toj bolesti. Danas
se uglavnom radi eksciziona biopsija na oko 1 cm oko promene. Inciziona biopsija se ne
preporucuje zbog moguénosti diseminacije, mada je neki autori opisuju kod velikih lezija, ali
pri tom nagladavaju da je za biopsiju potrebno uzeti sve slojeve koZe. Siroka hirurska

ekscizija tumora se obi¢no primenjuje u svim sluc¢ajevima histoloski dokazanog melanoma.

Slika 21. Prikaz melanoma desne lumbalne regije i suture nakon hirurskog leenja. Pacijent sa Klinike
za plasti¢nu i rekonstruktivnu hirurgiju KC Nis.
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Svrha ovakvog postupka je da se ukloni bilo koji reziduum malignih ¢elija sa mesta gde
je postojala lezija i time smanji ili ukloni moguénost pojave lokalnog recidiva bolesti. Zbog
opreznosti i straha, obzirom na visoki maligni potencijal melanoma, danas se vecina autora slaze
da se ekscizija radi na 2 cm od ivice tumora na svim delovima tela. Naravno uvek patolog mora
da verifikuje da li je promena skinuta u celosti. Dubina ekscizije nije jasno definisana jer postoje
misljenja da je duboka (miSi¢na) fascija dobra barijera Sirenju procesa u limfne ¢vorove. Veci
broj radova ukazivao je na to da nije bilo statisticke razlike u prezivljavanju i pojavi recidiva kod
tankih melanoma bez obzira da li je fascija o¢uvana ili ekscidirana. Kod debelih melanoma gde je
fascija zahvacena ili postoji sumnja da je zahvacena, ekscizija fascije je obavezna. Individualno
se sagledavaju melanomi blizu oka, uha, nosa i ostalih vitalnih struktura. Kod subungvalnih
melanoma indikovana je amputacija terminalne falange.

Rekonstrukcija postoperativnog defekta obi¢no ne predstavlja veliki tehnicki problem,
posebno ako je lezija van lica. Autotransplantat koze je ranije smatran metodom izbora jer se
smatralo da se ispod transplantata lokalni recidiv lak$e, a time i pre otkrije. Medutim, i lokalni
reznjevi se sa uspehom koriste posebno na licu i dokazano je da nema bitnih razlika u pojavi
recidiva, progresiji bolesti 1 prezivljavanju zavisno od tehnike rekonstrukcije postoperativnog

defekta.

Slika 22. Prikaz pacijenta sa dzinovskim krvare¢im melanomom leda i rezultat nakon radikalne
operacije i rekonstukcije defekta koznim transplantatom po TirSu. Pacijent sa Klinike za plasti¢nu i
rekonstruktivnu hirurgiju KC Nis.

Terapijske disekcije regionalnih limfnih ¢vorova

Ako su regionalni limfni ¢vorovi uvecani i metastatski izmenjeni ili je ultrazvucno
verifikovana limfadenopatija indikovana je terapijska limfadenektomija limfnog bazena sa

PH verifikacijom svih limfnih ¢vorova.

65



g
Slika 23. Prikaz razli¢itih tipova metastaza i leCenja po lokalizacijama. Napomena: a = egzulcerisane

metastaze limfnih ¢vorova u levoj aksili, b = disekcija aksile, b = metastaze u limfnim ¢vorovoma
ingvinalne regije, ¢ = ingvinalna disekcija, d = metastaze u limfnim ¢vorovima desne strane vrata, f =
disekcija vrata sa eksponiranjem vitalnih struktura vrata i njihovom prezervacijom, g = metastaze u
limfnim ¢vorovima trbuha. Pacijenti sa Klinike za plasti¢nu i rekonstruktivnu hirurgiju KC Nis.
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Kod disekcije limfnih ¢vorova aksile treba odstraniti limfne ¢vorove I, I i III reda uz
konzervaciju vitalnih struktura. Neki autori preporucuju skidanje i malog pektoralnog misica
sa sadrzajem aksile, ali nije dokazana prednost u smislu duzeg prezivljavanja ako se isti
sacuva, s tim Sto je tehnicki lakSe ekstirpirati III red limfnih ¢vorova ako se mali pektoralni
misi¢ odstrani.

Radikalna ekscizija promene u bloku sa regionalnom disekcijom limfnih ¢vorova
(operacija po Pack-u) je ranije primenjivana ako je tumor udaljen 15 do 20 cm od regionalne
limfne drenaze. Ova operacija se ne opisuje u savremenim protokolima le¢enja melanoma.

Udaljene solitarne metastaze u plu¢ima, CNS i drugim organima se mogu operisati.

Nehirursko leCenje

Melanomi koze, pa ¢ak i visceralne metastaze mogu doduse vrlo retko da regrediraju,
verovatno zbog aktivacije imunoloskih mehanizama (BCG, interferon, interleukin Il i dr).
Konvencionalne metode zracenja nisu dale adekvatne rezultate pa se koriste samo kao
simptomatska terapija kod metastatskih promena (npr. analgetski efekat).

Kombinovano leCenje hemioterapijom i hirurgijom primarno nije dalo ocekivane
rezultate 1 prednosti u odnosu na hirur§ko leCenje u smislu stope prezivljavanja 1 perioda

remisije.

Prevencija

Treba da svaki ¢ovek koji ima nevus bar jednom u dva meseca osmotri svoje nevuse.
Ukoliko primeti bilo kakvu promenu u rastu, obimu, boji, vlaZzenje ili krvarenje nevusa, nevus
je potrebno odstraniti. Svaki nevus koji je traumatizovan na bilo koji nacin treba takode
hirurSki odstraniti 1 histoloski verifikovati. Nevusi izlozeni hroni¢nim mehani¢kim
nadrazajima skloni su malignoj alteraciji. Stoga te nevuse treba ekscidirati. Jednom

odstranjen benigni nevus definitivno je reSen kao problem.
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Stadijumi melanoma

Stadijum bolesti odreduje stepen proSirenosti melanoma i treba da ukaze na buduce
bioloSko ponasanje tumora. Patoloski stadijum preporu¢en od americkog udruzenja za
stadiranje kancera/internacionalna unija za borbu protiv kancera (AJCC/UICC) prihvaéen kao
TNM Klasifikacioni sistem se stalno revidira i trenutno je najzastupljeniji klasifikacioni
sistem u klini¢koj upotrebi (Tabela 2) (292).

Tabela 2. Patoloski TNM stadijumi melanoma (TNM/WHO) po 7. izdanju AJCC.

Primarni tumor (pT)
pTx: primarni tumor ne moze biti procenjen (na pr. regresirani melanom)
pTO0: Nema evidentnog primarnog tumora
pTis: Melanoma in situ (neinvazivni tumor: anatomski nivo I)
pT1: Melanom < 1,0 mm debljine, sa ili bez ulceracije
pTla: Melanom < 1,0 mm debljine, bez ulceracije, < 1 mitoze/mm?2
pT1b: Melanom < 1,0 mm debljine, sa ulceracijom i/ili 1 ili viSe mitoza/mm?2
pT2: Melanom 1,01 — 2,0 mm debljine, sa ili bez ulceracije
pT2a: Melanom 1,01 — 2,0 mm debljine, bez ulceracije
pT2b: Melanom 1,01 — 2,0 mm debljine, sa ulceracijom
pT3: Melanom 2,01 — 4,0 mm debljine, sa ili bez ulceracije
pT3a: Melanom 2,01 — 4,0 mm debljine, bez ulceracije
pT3b: Melanom 2,01 — 4,0 mm debljine, sa ulceracijom
pT4: Melanom > 4,0 mm debljine, sa ili bez ulceracije
pT4a: Melanom > 4,0 mm debljine, bez ulceracije
pT4b: Melanom > 4,0 mm debljine, sa ulceracijom
Regionalni limfni nodusi (pN)
pNx: Regionalni limfni nodusi he mogu biti procenjeni
pNO: Nema regionalnih metastaza
pN1:Metastaza u 1 regionalnom limfnom nodusu
pNla: Klinicki okultna (mikroskopska) metastaza
pN1b: Klini¢ki vidljiva (makroskopska) metastaza
pN2: Metastaze u 2-3 regionalna limfna nodusa ili intra-limfati¢ne regionalne metastaze bez
nodalnih metastaza
pN2a: Klinicki okultna (mikroskopska) metastaza
pN2b: Klini¢ki vidljiva (makroskopska) metastaza

pN3: Metastaze u 4 ili viSe regionalnih limfnih nodusa ili sliveni metastatski nodusi, ili in-tranzit
metastaze, ili satelitoza sa metastazama u regionalnim nodusima
Distalne metastaze (pM)

pM1: Distalne metastaze (dokazane u ovom uzorku)
pM1la: Metastaze u kozi, potkoznom masnom tkivu, ili udaljenom limfnom nodusu
pM1b: Metastaze u plu¢ima
pM1c: Metastaze u svim drugim organima ili sve udaljene metastaze na bilo kom mestu
udruzene sa poviSenim nivom LDH u serumu
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Znacajne izmene u 7. izdanju AJCC vazne za patologe prakticare

ukljucuju:

1. dodeljivanje pT1b statusa lezijama manjim od 1 mm debljine melanoma sa > 1
mitoza/mm2

2. upucivanje Clark nivoa IV 1 V na tercijarni znacaj u dodeljivanju pT1b statusa

3. prisustvo bilo kojih nodalnih melanomskih ¢elija (ukljucujuéi izolovane tumorske
¢elije, ITCs) klasifikuje se kao nodalna zahvacenost (>pNO0)

4. dozvoljena je isklju¢ivo imunohistohemijska (HMB-45 ili MART-1) detekcija
nodalnih metastaza (292).

Novine u pM kategoriji:

1. pMx 1 pMO su iskljucene iz patohistoloskog izvestaja,
2. anatomski nivo (Clark) zamenjen je brojem mitoza odnosno mitotskim indeksom
(292).

The American Joint Committee on Cancer (AJCC) stejdzing sistem (293) je globalno
prepoznat i predstavlja nezamenljivi alat u predvidanju ishoda kod pacijenata sa dijagnozom
melanoma. Baziran je na podacima proisteklim iz analiza desetina hiljada pacijenata sa koznim
melanomom; aktuelna (do 2018) sedma edicija je uvedena rano u 2010. i uvedeni su novi faktori
koji prethodno nisu koris¢eni u proceni prognoze melanoma. Histopatoloski parametri logi¢no
formiraju glavne kriterijume za odredivanje prognoze. Povecanje debljine primarne kozne
promene udruzeno je sa pogorSanjem ishoda, opadajuc¢i od 96% 10-godiSnjeg prezivljavanja za
lezije <Imm, do 54% za lezije >4mm; Cak 1 lezije <Imm debljine postoji razlika u ishodu izmedu
lezija <0,25mm i >0,75mm debljine (295). Stavise, za svaku debljinu tumora pokazano je da
postojanje ulceracije na primarnoj promeni vodi goroj prognozi nego bez ulceracije (93, 296).
Ove dve osobine (debljina tumora i ulceracija) su diskutabilno najja¢i nezavisni prognosticki
faktori za kozni melanom (93, 297, 298). Treca znacajna patoloSka osobina je stepen mitoza (299,
300); broj mitoza >20 mitoza/mm2 rezultuje 10-godi$njim prezivljavanjem od otprilike 48% u
odnosu na 93% kod osoba sa <l mitoze/mm2. Ostale osobine primarnog tumora udruzene sa
visokim rizikom za relaps ili metastaze su visoka vaskularnost tumora (npr.formacija novog

krvnog suda pri bazi invazivnog melanoma) (301, 302) i limfovaskularna invazija (tumorska
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invazija dermalne mikrovaskulature) (303); dokazi za ove parametre nisu tako konkluzivni kao za
prva dva. Mesto pojave primarnog tumora takode ima vazne prognosticke implikacije; oni koji se
pojavljuju centralno (trup, glava i vrat) teze da imaju goru prognozu nego oni koji se jave na
ekstremitetima (donji<gornji) (93, 304, 305). Dodatno, kozni melanom mozZe metastazirati u
limfne ¢vorove. Pojava bolesti u limfnim ¢vorovima ima razlic¢ite prognosticke implikacije, sa
daljim varijacijama zavisnim od tereta nodalne bolesti — u smislu mikrometastatska
vs.makrometastatska bolest kao i broj zahvacéenih limfnih ¢vorova.

Prisustvo mikroskopske bolesti limfnih ¢vorova vodi 10-godisSnjoj stopi prezivljavanja u
63% slucajeva, ali ako je prisutna makroskopska bolest, ona se smanjuje na 47% (93, 294). Sli¢no
tome, postoji pogorSanje 5-godiSnjeg prezivljavanja za 10% sa porastom broja ukljucenih
¢vorova (od 1 do 3) (294); za one sa makroskopskim metastazama ovaj poveéani rizik je
nezavisan od drugih primarnih karakteristika tumora. Metastaze na drugim lokacijama imaju
negativne prognosticke implikacije. Satelitske kozne lezije smanjuju prezivljavanje u slicnom
odnosu kao i metastaze limfnih ¢vorova (306), sa pogorSavaju¢om prognozom kod metastaza na
plu¢ima i dalje pogorsanjem kod bilo kojeg zahvatanja drugih organa (93, 293). Sto se tide
karakteristika pacijenta, dobro je ustanovljeno da je uzrast nezavistan prognosticki faktor, sa
pogorsanjem ishoda povezanim sa povecanjem starosti (93, 307, 308). Interesantno, za melanom
u ranoj fazi (I-II), Zenski pol ima i pozitivne prognosti¢ke implikacije (297, 309-311), sto je
moguée povezano sa vecim brojem tankih, neulcerisanih lezija na ekstremitetima
dijagnostikovanih kod zena. Histopatoloski faktori koji su prethodno razmatrani su prognosticki
znacajniji od pola. U pogledu biohemijskih karakteristika, serumska LDH je dobro poznata kao
nezavisni prognosti¢ki faktor kod koznog melanoma; u multivarijantnoj analizi (293, 312)
povecani nivo LDH predvida priblizno 50% nizu stopu prezivljavanja kod pacijenata sa
udaljenim metastazama. Takode su proucavani i drugi serumski prognosticki biomarkeri;
najobecavaju¢i je nivo proteina S100, koji korelira sa prezivljavanjem kod pacijenata sa
reseciranom lokaloregionalnom boles¢u (313, 314), gde visoki nivoi predvidaju znatno losiji
ishod nego kod normalnih nivoa. Povecana upotreba profilisanja genske ekspresije takode pruza
dalje genetske prognosticke tragove. Mutacija BRAF gena - koja je, kako je ranije opisana,
integralna za patogenezu melanoma - istrazena je i kao prognosticki marker. Izgleda da je
povezana sa poznatim prognostickim faktorima kao Sto su starost 1 mesto primarnog, dok je
nepovezana sa faktorima kao $to je lokacija metastaza i LDH (315). U napredovaloj bolesti,
meta-analize su pokazale da je prisustvo BRAF mutacije nezavisno povezano sa loSijim ishodom

prezivljavanja (315-317). Podaci u ovoj oblasti nastavljaju da se razvijaju.
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Imunohistohemijska bojenja znacajna za istraZivanje

AJJC navodi u obavljenim parametrima o kojima se izjaSnjava patolog postojanje
leukocitne infiltracije tumora. Sa ciljem da se preciznije definise c¢elijska populacija
leukocitnog infiltrata i razmotri znaCaj vrste i broja celija primenjene su sledece

imunohistohemijske tehnike identifikacije ¢elija u zapaljenjskom infiltratu.

Bojenje CD4

Marker CD4 je karakteristika T-helper ¢elija, vazan u aktivaciji T Celija i receptor za
HIV, kodiran na hromozomu 12p13.31 (318). Pozitivnho CD4 bojenje javlja se kod T helper
¢elija, timocita (80-90%), granulocita, makrofaga, Langerhansovih ¢elija i dendritickih ¢elija,
eksprimira se u specifiénim oblastima mozga (318). Bojenje je obi¢no citoplazmatsko i
naglasava membrane.

Strukturno, CD4 je nepolimorfni glikoprotein, koji pripada superfamiliji
imunoglobulina (319), koji se eksprimira na povrsini T-helper ¢elija; on ucestvuje kao
koreceptor u indukovanoj aktivaciji T Cdelija ogranicenoj na MHC klasu II-antigena.
Odrzavanje periferne tolerancije i spre¢avanje autoimunosti funkcioniSe uz pomo¢ CD4+,
CD25+, FOXP3+regulatornih T celija (320), a on moze biti i prognosti¢ki faktor kod
maligniteta(321, 322); ima funkciju HIV receptora na T Celijama, makrofagima i mozgu,
nishodno je regulisan HIV proteinima tokom progresije AIDS-a (323, 324), obi¢no se to
stanje manifestuje odnosom CD4<CD8 kod pacijenata sa HIV-om; odnos CD4/CD8 je
normalno obrnut (tj. CD4>CD8). Ti pacijenti su u opasnosti od oportunisti¢kih infekcija,
narocito ako je broj CD4<200. On je homologan CD223. CD4 je zajednic¢ki marker za T
¢elije, koji se moze koristiti za klasifikaciju limfoma i inflamatornih stanja; nizi nivoi u
serumu su pokazatelji progresije HIV bolesti (325). Serumski nivoi CD4 se koriste i za
dijagnozu idiopatske CD4 limfocitopenije (326).

Pozitivno bojenje vezano za patoloSka stanja javlja se kod mnogih post-timi¢nih T
Celijskih leukemija/limfoma 1 T ¢Celijskih limfoproliferativnih poremecaja, kozne
limfomatoidne granulomatoze (327), ekrinotropne limfomatoidne papuloze (328),
indolentnog tankocrevnog limfoma CD4+ T celija (329), indolentne T-Celijske limfoblastne
proliferacije, dendriti¢nih/histiociticnih neoplazmi, neoplazme blasti¢nih plazmocitoidnih

dendriticnih  ¢elija,  granulomatoznog  histiocitickog  limfoma/sarkoma,  drugih
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hematoloskih/inflamatornih lezija, akutne mijeloidne leukemije (M4, M5 (330)), floridnog
antivirusnog inflamatornog odgovora (331), Kikuchi-Fujimoto bolesti (smanjeni odnos
CD4:CD8 u pogodenim podru¢jima limfnog &vora, nasuprot limfomu (332)), pityriasis

lichenoides, limfoma udruzenog sa piotoraksom.

Bojenje CD8

CDS8 je marker citotoksi¢nih T ¢elija, strukturno, on je glikoprotein povrsine celije,
¢lan imunoglobulinske superfamilije; kodiran na hromozomu 2p12. Pozitivno CD8 bojenje
javlja se kod kortikalnih timocita (70-80%), T ¢elija (25-35% zrelih perifernih T celija,
uglavnom citotoksi¢ne T ¢elije), NK celija (30%) i dendriti¢nih ¢elija. CD8 antigen (koji se
ponasa kao koreceptor) kao i T Celijski receptor prepoznaju antigene koje prikazuje antigen
prezentujuce celija (APC) u kontekstu molekula MHC klase [; CD8 se vezuje za
nepolimorfni region molekula klase I; moze povecati pozeljnost interakcija izmedu
citotoksi¢ne T ¢elije 1 ciljne Celije tokom antigen-specificne aktivacije. Moze da ubije ciljne
¢elije prepoznavanjem peptid-MHC kompleksa na njima ili sekretujuéi citokine sposobne da
signaliziraju preko receptora smrti na povrsini ciljne Celije.

CD8 alfa celije promoviSu prezZivljavanje 1 diferencijaciju aktiviranth T celija u
memorijske CD8+ T celije. Klonalna ekspanzija CD8+ T ¢elija javlja se kod normalnih
mladih (333) i starijih odraslih (334). Moze doprineti inicijaciji, progresiji i regulaciji
autoimunskih odgovora (335). Limfocitni infiltrat u karcinomima sli¢nim limfoepiteliomima
je Cesto CD8+ u cerviksu (336), jednjaku (337), jetri (338) i plu¢ima (339); mutacije u alfa
lancu uzrokuju nedostatak CDS8, sa recidivnim bakterijskim infekcijama (340), a i akumulira
se u naprednim aterosklerotiénim plakovima (341). Dijagnosticki, CD8 je marker T celija
(normalnih i malignih), marker citotoksi¢nih/supresornih T ¢elija, ima ulogu u klasifikovanju
limfoma, diferencijaciia spleni¢nog hamartoma (CD8+) od hemangioma ili litoralnog
¢elijskog angioma (CDS-) (342).

Pozitivno bojenje u patoloskim stanjima javlja se kod posttimi¢nih (nekih) T ¢elijskih
limfoma, heterotopskog ovarijalnog splenoma, Hodgkin limfoma — kod nodularne limfocitne
predominacije (reaktivne T celije su CD4+ CD8+ u 58% (343)), melanoma (CD4+ CD8+ u
60% (344)), Mycosis fungoides - epidermotrofni limfociti, NK/T ¢elijski limfom
(varijabilno), spleni¢nog hemartoma — “sinus lining” Celije, subkutanog limfoma T c¢elija
slicnim panikulitisu, retko kod: B-CLL (345), limfomatoidne papuloze, tip "D" (346, 347),

limfom mantle ¢elija (348).
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Bojenje CD15

CD15 (3-fucozil-N-acetil-laktozamin) je imunoloski znacajan molekul (molekul
adhezije ugljenih hidrata) (349), koji se moze eskprimirati na glikoproteinima, glikolipidima i
proteoglikanima. Strukturno, on je ugljeni hidrat koji se c¢esto Koristi za dijagnozu
Hodgkinovog limfoma. Takode poznat i kao LeuM1, Levis X, 3-fukosil-N-acetil-laktozamin.
Funkcionalno, on olaksava fagocitozu i hemotaksu. Njegova Sinteza se vrs$i uz pomo¢ FUT4
u limfoidnim ¢elijama i zrelim granulocitima, i FUT9 u promijelocitima i monocitima (350).
CD15 predstavlja slozenu grupu glikoproteina i glikolipida celijske povrSine, koji imaju
zajednicki terminalni pentasaharid poznat kao Lewis® (Le™) antigen. Verovatno je da se
proteini i lipidi jedara (vezano za CD15) razlikuju medu razli¢itim vrstama celija, jer postoji
znacajna varijabilnost vezivanja antitela unutar 1 medu njima. CD15 postoji u sijalizovanim i
nesijalizovanim oblicima. Njegova funkcija nije u potpunosti okarakterisirana i
najverovatnije je multifaktorna. CD15 je i antigen hematopoetske diferencijacije, izraZzen na
vedini krajnje diferentovanih mijeloidnih ¢éelija ukljuc¢ujuéi granulocite, eozinofile, mastocite,
monocite/makrofage i Langerhansove ¢elije. Nije eksprimiran u eritrocitima, trombocitima i
limfocitima (351). CD15 takode nije znadajno izrazen na hematopoetskim progenitorskim
¢elijama. Do 1% progenitora CD34+ c¢elija kostne srzi 1 do 3,8% progenitora CD34+ ¢elija u
perifernoj krvi eksprimira CD15. Ogromna vecina limfocita je CD15 negativno, ali aktivirani
limfociti (narocito T4) mogu biti pozitivni. CD15 se smatra uklju¢enim u funkcije neutrofila,
tj. interakcije Celija-Celija, adhezije na endotelne c¢elije (352, 353), fagocitozu (354),
stimulaciju degranulacije i respiratorni “burst”. Medutim, funkcija CD15 nije u potpunosti
jasna (351, 355-357). Pretpostavlja se njegova uloga u aktivaciji monocita (358). Pored
leukocita, CD15 se takode registruje kod razlicitih epitela kao $to je dojka (sekretorni epitel),
bubreg (proksimalni tubuli) (359), pluca, pancreas (360) i crevni trakt (ukljucujuéi Panethove
¢elije) (361, 362). Pozitivnost za CD15 je karakteristicna za Hodgkinove ¢elije u klasi¢cnom
Hodgkinovom limfomu (HL) (363-366), 10-15% limfoma perifernih T-Celija eksprimira
CDI15 (ukljucujuéi povremene slucajeve mycosis fungoides) (367, 368), dok se B-celijski
limfomi boje u jo$ nizem procentu (obi¢no kod limfoma difuznih velike B-¢elija). Ima retkih
slu¢ajeva akutne limfoblastne leukemije u kojima su mijeloidni antigeni Cesto CDI15
pozitivni. Celije mijeloidne leukemije heterogeno eksprimiraju CD15. CML su redovno
CD15 pozitivne. CDI15 se eksprimira u razli¢itom procentu epitelnih tumora poput
adenokarcinoma (naro¢ito dojke (369), pluca (370) i debelog creva (362)), renal cell

carcinoma (371), apokrinog karcinoma koze, papilarnog i folikularnog karcinoma tiroidne

73



zlezde i1 seroznog karcinoma jajnika. Moguce je da sijalil-CD15 sugeriSe tumorskim ¢elijama
sposobnost metastaziranja. Mezoteliom je prakti¢no uvek CDI15 negativan (pozitivnost je
zabelezena u do 6%, naroCito kod dezmoplasticne varijante). Kod diferencijacije
mezotelioma i1 adenokarcinoma, CD15 se moze koristiti u primarnom panelu. Izgleda da je
prognoza gora kod hepatocelularnog, karcinoma zeluca i kolona i medularnog karcinoma
tiroidne zlezde ako je pozitivan za CD15. CD15 se moze koristiti za histopatolosko sortiranje
glioma 1 diferenciranje izmedu malignih glioma i neneoplasti¢nih glijalnih ¢elija (koje se
obi¢no obi¢no snazno boje). Ekspresija CD15 kod renal cell karcinoma je usko povezana sa
boljem prognozom (371).

Bojenje za CD15 je membransko, Golgi-tip ili citoplazmatsko. Membransko i Golgi-
tip su daleko ¢es¢a od citplazmatskog obrasca. Obrazac je obi¢no kombinovan. Golgi-tip je
veoma Cest u Hodgkinovim ¢elijama i moze se videti sa ili bez membranskog bojenja (372).

Osim spomenutih ¢elija CD15 mogu se bojiti i: Reed-Sternbergove ¢elije u klasi¢nom
i folikularnom Hodgkinovom limfomu (373), odredeni kolorektalni karcinomi (374), serozni
tumori jajnika/peritonealni serozni tumori (375), 15% limfoma perifernih T ¢éelija (367, 376)
5% limfoma B ¢elija, ukljucujuc¢i neke B-CLL i pre-pre B ALL (377, 378), neke AML,
naroCito AML-M4/M5 (proto¢na citometrija je osetljivija od imunohistohemije), neki
granulocitni sarkomi(379), neki histiociticki sarkomi, povremeno anaplasti¢ni limfom velikih
¢elija (380), ali obi¢no negativan (381). Napomena: EBV infekcije mogu imati Celije poput
Reed-Sternberga koje su fokalno CD15+ (382, 383).

Bojenje CD117

CD117 (c-kit, KIT, receptor faktora mati¢nih celija) je poznat kao proto-onkogen
aktiviran u GIST tumorima. Gen za protoonkogen je kodiran na hromozomu 4q11-21 (384).
Strukturno on predstavlja receptor (receptorski protein) za kit protein (ligand), poseduje
molekularnu tezinu od 145kD. Funkcionalno, on je tirozin kinazni faktor rasta, vazan za
razvoj i opstanak mastocita, hematopoetskih stem celija, melanocita, germinativnih ¢elija,
intersticijskih Celija Cajal-a. Poseduje funkciju aktivacije ili pojacanja mutacija funkcije u
vec¢ini GIST tumora, Cesto na egzonu 11, a manje Cesto na egzonima 9 i 13 (385). Bojenje je
jako i difuzno citoplazmatsko. Pozitivno bojenje se normalno javlja se kod intersticijskih
¢elija Cajal-a, hematopoetskih progenitorskih celija, melanocita, embrionskog/fetalnog
mozga, endotela, gonada, mastocita, epitela dojke, germinativnih ¢elija. U patoloSkoj praksi

pozitivno bojenje javlja se kod AML, angiomiolipoma (386), angiosarkoma (50%), “clear
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cell” sarkoma, CML, epitelioidnog sarkoma, Ewing sarkoma, gastrointestinalnog
autonomnog tumora (GANT), gastrointestinalnog stromalnog tumora (GIST), granulocitnog
sarkoma, Hodgkin limfoma (neke Reed-Sternberg celije), intraabdominalne fibromatoze

(387), bolesti mastocita, melanoma, mezenteri¢ne fibromatoze (388) i brojnih drugih bolesti.
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2. Ciljevi istrazivanja i hipoteza

Ciljevi istrazivanja
- Utvrditi demografske i epidemioloske karakteristike bolesnika sa melanomom koze
- Utvrditi modalitete hirurSkog lecenja
- Utvrditi bioloski tok melanoma (recidivi, in tranzit, limfogene i udaljene metastaze)
- Utvrditi kariometrijske i imunohistohemijske parametre tumora

- Komparirati bioloski tok melanoma sa kariometrijskim i imunohistohemijskim

karakteristikama i utvrditi njihov prognosticki znacaj

Radna hipoteza

Ocekuje se da analiza epidemioloskih nalaza ukaze na karakteristike bioloskog toka
bolesti tokom ispitivanog perioda, kao i1 kretanja po razliitim ispitivanim distribucijama
(polna, starosna itd.). O¢ekuje se da korelacija izmedu ispitivanih kariometrijskih parametara,
imunohistohemijskih parametara 1 klinickih parametara ukaze na statisticki znaCajnu
prognosti¢ku vrednost imunohistohemijskih 1 kariometrijskih varijabli.

HO Ne postoji prognosti€¢ki znacaj imunohistohemijskih 1 kariometrijskih
karakteristika melanoma za predvidanje bioloskog toka melanoma (recidivi metastaze, smrtni
ishod).

H1 Postoji prognosti¢ki znacaj imunohistohemijskih 1 kariometrijskih karakteristika

melanoma za predvidanje bioloskog toka melanoma (recidivi metastaze, smrtni ishod).
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3. Pacijenti i metode

Epidemioloski deo istrazivanja je primarno obuhvatio 645 pacijenata sa melanomom
koze iz regiona Juzne i Isto¢ne Srbije hirurSki lecenih tokom perioda 01.01.2002.-
31.12.2011., a potom pracenih na Klinici za plasti¢nu i rekonstruktivnu hirurgiju i Klinici za
onkologiju Klinickog Centra Ni$. Svi tumori su bili primarno hirurski uklonjeni ekscizionom
biopsijom ili metodom radikalne ekscizije, ukljucujuci i potkozno masno tkivo sa okolnom
zdravom kozom vodec¢i racuna o marginama. Kod sluc¢ajeva primarno nejasne dijagnoze (a
nakon patohistoloske potvrde) nakon ekscizione biopsije vrSena je radikalna reekscizija.

Pradena je starosna i polna distribucija obolelih. Takode je pracena lokalizacija
javljanja primarnog tumora, kao i eventualno primarno postojanje diseminovane bolesti.
Odredivana je i lokalizacija i vreme pojavljivanja recidiva, kao i progresije bolesti (lokalni
recidivi, in tranzit, limfogene 1 hematogene metastaze). Period pracenja za sve pacijente
iznosio je minimalno 5 godina. Pacijenti sa nepotpunim epidemioloskim podacima iskljuceni
su iz studije. Nakon selekcije ostalo je 466 pacijenata koji ispunjavaju propisane uslove. Kod
tih pacijenata ucinjena je epidemiolosko-statisticka analiza i tumacenje podataka.

Analizom bioloskog toka tumora (lokalne i udaljene metastaze, recidivi itd.) pacijenti
su podeljeni u dve klinicke grupe:

A dobar klini¢ki tok (grupa D)

B los klinic¢ki tok (grupa L)

Dobar klinicki tok je definisan periodom od 5 godina bez recidiva ili sa pojavom
jednog recidiva, i1 kod kojeg nakon jednokratnog hirurSkog lecenja nije doslo do progresije
bolesti (tokom pet godina). Lo§ klinicki tok definisan je progresijom bolesti, mutliplim
recidivima, smrcu ili postojanjem metastatske bolesti u vreme primarne dijaghoze.

Kod pacijenata sa odgovaraju¢om dokumentacijom i adekvatnim propisanim
parametrima izvrSeno je stadiranje patohistoloskog i klinickog stadijuma bolesti, prema
preporukama za stadiranje iz 2009 godine AJCC (293). Klini¢kopatolosko stadiranje ucinjeno
je za period od 5 godina kod 466 pacijenata.

Patohistoloski hematoksilin-eozin (HE) isecci su izradivani na Klinici za patolosku
anatomiju Klinickog Centra Ni§ od materijala dobijenog od operisanih pacijenata. Za analizu
je koriS¢ena metoda potpune ili delimi¢ne obrade tkiva. Manji tumori su obradivani u

potpunosti, dok je kod vecih tumora primenjena delimi¢na obrada tkiva, odnosno uzorkovan
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je odredeni broj iseCaka po odgovaraju¢oj Semi datoj u prilogu konac¢nog patohistoloskog
izvesStaja. Mikroskopski su prosecno analizirana 4 tkivna iseCka po svakom tumoru.

Isecci tkiva fiksirani su u neutralnom, puferisanom 4% formalinu, 18-24 sata,
dehidrisani u etil-alkoholu progresivne koncentracije i ukalupljivani u parafin. Iz parafinskih
blokova tkivo je seCeno na debljinu od 5 mikrometara (um), bojeno HE metodom i
mikroskopski analizirano na mikroskopu Olympus BX50. Odredivan je Breslow status, status
ulceracije, i broj mitoza, prema preporukama AJCC iz 2009 (293). Pri postojanju metastaza
(lokalnih, regionalnih, udaljenih ili sistemskih) pacijenti su klasifikovani u odgovarajuce
klini¢kopatoloske stadijume prema AJCC preporukama. U okviru petogodiSnjeg klinickog
pratenja pacijenata, pracena je eventualna pojava recidiva i/ili metastaza, vreme njihovog
javljanja i lokalizacija.

Drugi deo istrazivanja obuhvata 60 pacijenata, odabranih metodom sluc¢ajnog izbora,
iz grupa pacijenata sa dobrom (30 pacijenata) i loSom (30 pacijenata) klinickom slikom. |
pored razlika u polu i starosti radi se o statisticki homogenom grupama. Svi pacijenti su
praceni na Klinici za onkologiju Klinickog Centra NiS. Kod svih bolesnika radena je
nuklearna morfometrija prema prethodno definisanim parametrima na HE preparatima
dobijenih od operisanih pacijenata. Kod istih pacijenata obavljeno je imunohistohemijsko
bojenje na prethodno definisane markere (CD4, CDS8, CD15 i CD117), a potom je ucinjena
analiza tih preparata.

Morfometrija i imidZz analiza

Morfoloska dijagnoza bolesti zasniva se na prepoznavanju odredenih karakteristika,
odnosno na dijagnostickim kriterijjumima. Tokom poslednjih nekoliko dekada razvijene su
brojne kvantitativne tehnike u cilju poboljSanja preciznosti i reproducibilnosti dijagnostickih 1
prognosti¢kih kriterijuma u patologiji (389). Kvantitativne metode su: morfometrija,
citometrija i mikrofotometrija. Morfometrija se definiSe kao kvantitativni opis strukture.
Morfometrija oznaCava sve vrste merenja struktura i obuhvata i stereologiju koja
podrazumeva merenje u prostoru, tj. u tri dimenzije. U patohistoloSkoj analizi radi iskljucenja
subjektivnosti patologa sve viSe se primenjuju objektivne, morfometrijske metode, narocito
kariometrija. Asterologija predstavlja analizu veli¢ine partikula na dvodimenzionalnoj slici.
Iako je histoloski isecak trodimezinalna struktura, debljine oko 5 mikrona, koriS¢enjem
objektiva x100 koji ima malu dubinsku oStrinu koja se moZe zanemariti, dobija se slika u

jednoj ravni. Vecina poluautomatskih i automatskih sistema za analizu slike koristi upravo
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asteroloski pristup. Slika na monitoru kompjutera sastoji se od sitnih tacaka (piksela) i uzima
se kao polazna veli¢ina za odredivanje drugih varijabli, kao Sto su projekciona povrSina
(areal) partikule, obim (perimetar) partikule, faktori oblika (odnos areala i perimetra), itd.
Digitalna mikroskopska kamera digitalizuje sliku, tj. analogni signal pretvara u digitalni
zapis koji se dalje moze obradivati na personalnom raCunaru pomoc¢u odgovarajucih
programa za analizu slika, a dobijene vrednosti statisticki analizirati. Vecina morfometrijskih
studija sprovedena je na histoloSkim preparatima, mada se moze sprovoditi i na citoloskim
preparatima (389). Morfometrijske studije se osim u humanoj medicini, ¢esto koriste i u

veterinarskoj medicini (390, 391).

Metodologija morfometrijskih analiza

Merenje debljine tumora

Debljina tumora merena je tokom rutinske obrade preparata okularnim mikrometrom
a dobijene vrednosti izrazavali u milimetrima (vrednost debljine tumora po Breslow). Prema
debljini melanomi su podeljeni u grupe koje su kasnije koris¢ene za patohistolosko i klinicko

stadiranje.

Broj mitoza

Broj mitoza (mitotski indeks, MI) odredivan je u podru¢jima tumora sa najveéim
brojem mitoza na mm2 povrsine, odnosno na 10 polja najveéeg mikroskopskog uveli¢anja,
x400 po uzorku; (ukupan broj mitoza/10 High Power Field-HPF). Mitotski indeks odredivan
je samo kod tumora debljine do 1,00mm, radi Klasifikovanja postadijuma u stadijumu I

bolesti (prema podacima o prognostickom znac¢aju mitotskog indeksa).

ImidzZ (image) analiza

Za kariometrijsku analizu koris¢en je program za analizu slike Image-J (Image J, verz.
1.46r (National institute of health, USA), na mikroskopu Olympus BX50 opremljen
digitalnom kamerom Leica DFC 295 (Leica Micro-System, Reuil-Malmaison, France).
Standardni mikroskop je bio povezan sa ra¢unarskim video sistemom koji je omogucavao
pregled slika na monitoru. Koris¢eno je uvecanje x800, a rezolucija u svim sluc¢ajevima je
bila 1024x768 piksela. Nuklearna morfometrija je sprovedena na odabranim histoloskim HE

preparatima. U svakom slu¢aju mereno je po 300 jedara. Nasumice selektovana, intaktna
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jedra su merena, dok preklapajuca i fragmentisana jedra nisu analizirana. Selekcija jedara

vr$ena je manuelno (Slika 18).

4 imaged802.tif (50%) - O X
3.83x5.12 inches (2048x1536); RGB; 12MB

Slika 24. Selekcija jedara tumorskih éelija tokom imidZ analize nuklearnih varijabli.

Morfometrijskom analizom odredivane su sledece nuklearne varijable:
. areal jedara (AREA),

. srednja opticka gustina jedara (MEAN OD),

. standardna devijacija opti¢ke gustine jedara (SD OD),

. modna vrednost opticke gustine jedara (MODE OD),

. minimalna vrednost opticke gustine (MIN OD),

. maksimalna vrednost opticke gustine (MAX OD),

. obim jedara (PERIMET),

. cirkularnost jedara (CIRKULAR),

. Feret-ov dijametar jedara (FERET),

© 00 N O O A~ W N

10. integrisana optic¢ka gustina jedara (I0D),
11. zaobljenost (ROUND).
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Pre merenja vrsi se kalibracija sistema koja moze biti prostorna i1 kalibracija
intenziteta (389). Merenje moze biti manuelno i automatsko posle selekcije odgovarajuéih
polja. Najcesce se analiziraju jedarni areal ili faktori oblika jedra.

Areal (A) jedne povrSine dobija se kao proizvod testnih tacaka koje su pale na
partikulu i povrSine koja odgovara jednoj testnoj tacki. Areal jedra je projekciona povrSina
koja je definisana kao broj piksela i prikazuje se u pm?.

Obim (perimetar) partikule, odnosno njene dvodimenzionalne projekcije, dobija se na
osnovu broja intersekcija (preseka, If) konture partikule i linija testnog sistema. Obim jedra

se dobija na osnovu 4 projekcije na 0°, 45°, 90° i 135°; izrazava se u pm.

T (Pro+Pr45+Pr90+Pr135)

Perimetar =

4

Opticka gustina (OD) odreduje koli¢inu svetlosti koja prolazi kroz objekat 1 dobija se
na vise nacina pomocu vise formula. Na primer:

OD (x,y) = - log (intenzitet (x,y) — crno) / (incidentno svetlo — crno)

Cirkularnost jedra ima vrednost 1 za krug, dok je za ostale oblike manja od 1. To je
izvedena mera, dobijena iz areala i perimetra:

Cirkularnost = 47 - areal / perimetar?

Zaobljenost je takode izvedena mera, predstavlja recipro¢nu vrednost cirkularnosti.
Krug ¢e imati neznatno vecu vrednost ili vrednost jednaku 1. Ostali oblici ¢e imati vise
vrednosti.

Zaobljenost = perimetar? / 4z - areal

Integralna gustina jedra (IOD) je suma individualnih opti¢kih gustina (OD) svih
piksela u arealu koja se meri i izrazava se u arbitrarnim jedinicama (au).

Feret-ov dijametar je maksimalno rastojanje izmedu bilo koje dve tacke na konturi

jedra, izrazava se u pm.

Imunohistohemijske metode ispitivanja

Uradena su imunohistohemijska bojenja na celijske antigene (CD4, CDS8, CDI15 i
CD117). Svi preparati su mikroskopirani na mikroskopu Olympus BX50 opremljen
digitalnom kamerom Leica DFC 295 (Leica Micro-System, Reuil-Malmaison, France).

Standardni mikroskop je bio povezan sa racunarskim video sistemom koji je omogucavao
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pregled slika na monitoru. Koris¢ena su uvecanja koris¢enjem objektiva x10 i x40, (NA 0,65;
N plan) za CD4, CD8 i CD117 i dodatno x20 za CD15. Preparati su kvalitativno i
semikvantitativno analizirani.

Imunohistohemijska analiza je sprovedena je na uzorcima melanoma koze fiksiranim
u formalinu i uklopljenim u parafin, uzetih od 60 pacijenata. Plo¢ice na koje su naneSeni
tkivni preseci debljine 3-um susene su u termostatu na 60°C u trajanju od jednog sata. PloCice
sa presecima su postavljene u Bond Max Automated Immunohistochemistry Vision
Biosystem (Leica Microsystems GmbH, Nemacka) prema slede¢em protokolu. Prvo, tkiva su
deparafinisana, nakon cega sledi demaskiranje antigena izlaganjem tkivnih preseka
rastvorima Epitope Retrieval 1 ili 2 (videti Tabelu 3) na 100°C tokom 20 min. Nakon toga
sledi ispiranje TBS puferom pH 7.6, a potom blokiranje endogene peroksidaze 5 min na
ambijentalnoj T koristec¢i kit za detekciju Bond Polymer Refine Detection Kit DC9800 (Leica
Microsystems GmbH). PloCice su ponovo isprane puferom a zatim inkubirane sa primarnim
antitelima 15/30 minuta. Nakon toga, tkivni preseci su prvo inkubirani sa post-primarnim
reagensom (Post Primary Reagent) u trajanju od 8 minuta, a zatim sa Polimerom 8 minuta.
Nakon ispiranja, preseci su inkubirani sa DAB-hromogenom 10 minuta, a potom

kontrastirani hematoksilinom 8 minuta.

Kontrola kvaliteta i specificnosti imunohistohemijske reakcije

Imunohistohemijska bojenja vrSe se uz kontrolu kvaliteta i specifi¢nosti bojenja
primenom pozitivnih i negativnih kontrolnih postupaka, prema propozicijama UK NEQAS
(engl. UK National External Quality Assessment for Immunocytochemistry).

Tokom procesa bojenja preparata paralelno se boje 1 “pozitivni i1 “negativni‘
kontrolni uzorci za potvrdu specifiénosti i kvaliteta imunohistohemijske metode. Kao
pozitivna kontrola u toku imunohistohemijskog bojenja sluze uzorci tkiva za koja je ranije
sigurno utvrdeno da sadrze antigene koje je moguce vizuelizovati primenjenom metodom.
Ovi preseci se tretiraju na isti nacin kao i ispitivani tkivni uzorci. Negativhu kontrolu
(kontrola reagenasa) predstavljaju tkivni uzorci na koje se umesto primarnih antitela aplikuje

neimuni serum.
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Tabela 3. Osnovne karakteristike primenjenih primarnih antitela.

Leica BOND MAX Leica BOND MAX Leica BOND MAX Leica BOND MAX

Metoda
Refine Kit Refine Kit Refine Kit Refine Kit
) Monoklonsko misje  Monoklonsko misje  Monoklonsko misje Poliklonsko
Prlm-arno anti hu CD4, klon anti hu CD8, klon anti hu CD15, klon kuni¢evo CD117,
antitelo 4B12 4B11 MMA c-kit
Proizvoda¢ DAKO Leica Thermoscientific DAKO
Kat. br. M7130 CD8-4B11-L-CE MS-1259 A4502
RazblaZenje 1:50 1:50 1:200 1:400
Pretretman Leica ER2 20 min Leica ER2 20 min Leica ER2 20 min Leica ER1 20 min
(high pH) (high pH) (high pH) (low pH)
Inkubacija sa
primarnim 15 min 15 min 15 min 30 min
antitelom
) Leica Bond Leica Bond Leica Bond Leica Bond
Kit za Polymer Refine Kit  Polymer Refine Kit  Polymer Refine Kit  Polymer Refine Kit
detekciju

(DS9800) (DS9800) (DS9800) (DS9800)

Semikvantitativna i kvalitativna procena imunohistohemijske reakcije

Semikvantitativna procena ekspresije CD4, CD8, CD17 1 CD117 vrSena je na
preparatima bojenim imunohistohemijski, na osnovu intenziteta imunohistohemijskog
nuklearnog (CD15), plazmaleminog (CD4 i CD8) i citoplazmatskog (CD15 i CD117) bojenja
1 procenta imunoreaktivnih tumorskih i netumorskih ¢elija. Pozitivna imunohistohemijska
reakcija ispoljavala se u vidu svetlo i tamnobraon prebojenosti.

CD4 i CDS: Izvrsena je semikvantitativna analiza u vidu odredivanja udela
imunoreaktivnih netumorskih c¢elija (limfocita) u odnosu na ukupni broj registrovanih
limfocita intra i peritumorski na celom preparatu, kao i intenzitet njihove prebojenosti.
Pracena je i njihova distribucija po kompartmanima na preparatu.

CD15: Odredivan je prose¢ni broj CD15 pozitivnih ¢elija u vidnom polju na uvecanju
x20, kao i intenzitet njihove prebojenosti i njihova distribucija na preparatu, intratumorski i u

peritumorskim tkivima, kao i zasebno po kompartmanima.
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CD117: IzvrSena je semikvantitativna analiza, izraZzena kao procenat pozitivnih ¢elija
u odnosu na ukupan broj tumorskih ¢elija. IzvrSena je i kvalitativna analiza, izrazena kao
intenzitet bojenja i istovremeno procentualna zastupljenost imunohistohemijski pozitivnih
¢elija kroz i oko samog tumora. Praceno je i postojanje gubitka prebojenja tumorskih ¢éelija
po vertikali.

Ucinjena je 1 analiza distribucije i koncentracije pozitivnih ¢elija (CD4, CD8 1 CD15)
u i oko tumora i ispitivanje prognosticke znacajnosti te zastupljenosti.

U tabelama je predstavljen naziv bojenja (CD4, CD8 ili CD15), kao i grupa pacijenata
kojoj podaci pripadaju D — dobri, L — losi; druga kolona je klasifikacija mera koncentracije,
tj. zastupljenosti pozitivno bojenih ¢elija. Te vrednosti variraju od 1 do 6, gde je 1 — u
tragovima, 2 — vrlo malo, 3 — malo, 4 — umereno mnogo, 5 — mnogo, 6 — vecina bojenih
¢elija. Na njih se odnose promenljive koje se nalaze u kolonama P-Dif, gde ove predstavljaju
prostornu zastupljenost ispitivanih pozitivnih ¢elija za odgovaraju¢i marker na preseku
tumorskog preparata. Dodeljene su sledece vrednosti za distribucije u samom tumoru i oko
njega: P — peritumorski, B — bazalno u odnosu na tumor, L — limfocitna gnezda u tumoru, S —
u stromalnim septama, PIV — peri i intravaskularno, G — gnezda tumorskih ¢elija, U — ispod
ulceracije, Dif — difuzna distribucija u tumoru. Razlika izmedu CD4 i CD8 u odnosu na
CD15 je u koloni G odnosno U, jer je zasebna distribucija CD15 u tumorskim gnezdima (G)
bila minimalna, dok, nasuprot tome, distribucija CD4 i CD8 nije zavisila od postojanja
ulceracije (U). Brojevi u kolonama P — Dif pokazuju sumaciju koncentracija pozitivnih ¢éelija
u odgovaraju¢im podrucjima tumora. Samim tim definisane su ,,koncentracijska distribucija*
gde je pracena zastupljenost pojedinih kategorija koncentracije (1-6) odnosno ,,prostorna
distribucija® gde je opisana zastupljenost Celija u pojedinim strukturama tumorskog t;j.
peritumorskog tkiva (P/B/L/S/PIVI/G/U/Dif).

Ucinjena je i1 sumacija i klasifikacija intenziteta bojenja (izraZzena plusevima: + = slab
intenzitet, ++ = umeren intenzitet, +++ = jak intenzitet prebojenja), kao i procentualna
zastupljenost imunohistohemijski pozitivnih ¢elija za odgovaraju¢e bojenje, u odnosu na
ukupnu populaciju odgovaraju¢ih netumorskih celija (za CD4 1 CDS8), odnosno prosecna
vrednost broja pozitivnih ¢elija u jednom vidnom polju na uvecanju 20x (za CD15).

U tabelu su uneseni i sumirani podaci o procentualnoj zastupljenosti pozitivniih ¢elija
(CD4 odnosno CD8) u odnosu na ukupnu populaciju potencijalno pozitivnih ¢elija (tumor
infiltriSu¢i limfociti — TIL). Prvi red odnosi se na kategorije D i L pacijenata. Drugi red

odnosi se na procentualnu zastupljenost pozitivnih éelija.
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Registrovano je prebojenje citoplazme i plazmaleme kod CD117 pozitivnih tumorskih
¢elija. U prvoj fazi je praceno postojanje prebojenja, odnosno odsustvo istog, kao i promena
intenziteta prebojenja po tumorskoj vertikalil. Potom je ucinjena klasifikacija procentualne
zastupljenosti pozitivnih celija (koriste¢i primer semikvantitativnog Sistema za procenu
ekspresije).

Posto imunoreaktivno prebojenje nije bilo homogeno ucinjena je i kvantifikacija

intenziteta prebojenja istih tih ¢elija.

Osnovne metode statisticke obrade podataka

U obradi podataka koris¢ena je standardna deskriptivna i analiticka statisti¢ka
metodologija. Deskriptivnom statistickom analizom prikazani su slede¢i statisti¢ki parametri:
aritmeticka sredina, standardna devijacija, koeficijent varijacije, apsolutna frekvencija (N) i
indeks strukture (%).

Analitickom statistickom metodologijom izmerena je statisticka znacajnost
medusobnih razlika prose¢nih vrednosti odredenih obelezja kod svih ispitanika i razdvojeno
na grupe. Koris¢eni su parametrijski testovi ili neparametrijski (ako je CV>30%).

Poredenje ucestalosti javljanja pojedinih modaliteta atributivnih obelezja izmedu
grupa vrSeno je Pearson y2 testom/Fisher exact testom. Poredenje srednjih vrednosti
numerickih obelezja izmedu dve nezavisne grupe ispitanika vrSeno je Student-ovim t-testom
ili Mann-Whitney U-testom.

Za merenje povezanosti odredenih obelezja uradena je korelaciona analiza (Pearson).
Prediktorni uticaj odredenih nezavisnih varijabli na zadatu dihotomnu zavisnu varijablu
izmeren je logistickom regresionom analizom, najpre univarijantnom a zatim
multivarijantnom (varijable koje su univarijantno znacajne uvode se u multivarijantni model).
Za analizu znacajnosti trenda kretanja promena prac¢enih u periodu 2002.-2012. koris¢ena je
Joinpoint regresiona analiza.

Statisticka analiza je uradjena koriS¢enjem Excel program iz Microsoft Office
programskog paketa i SPSS programa u verziji 18.0 i Joinpoint softvera. Kao prag statisticke
znacajnosti koriS¢en je nivo greske procene manji od 5% (p<0,05). Rezultati statisticke

analize prikazani su tabelarno i graficki.

85



4.Rezultati

Statistickom obradom obuhvaceno je 466 pacijenata. Evidentirani broj obolelih tokom
posmatranog perioda 2002-2011. pokazuje zna¢ajan porast (APC=10.06, p=0.0007 Joinpoint
regresija) (Grafikon 11i 2).
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Grafikon 1. Graficki prikaz incidencije melanoma koze medu ispitivanim pacijentima za period 2002-
2011.
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Grafikon 2. Graficki prikaz incidencije iz Joinpoint regresije za period 2002-2011.
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Polna struktura ispitivanih pacijenata

Polna struktura pokazuje da je medu pacijentima bilo vise zena (muskarci vs. Zene,
222 vs. 244). Kod muskaraca se do 2009. godine evidentira znaCajan porast obolelih
(APC=19,45 p=0,0348), a onda pocinje pad (koji nije signifikantan APC=10.03 p=0,57).
Kod Zena se do 2009. godine evidentira blazi porast koji nije znacajan (APC=4.38
p=0,0755), a onda pocinje nagli porast (koji takode nije signifikantan APC=20.42 p=0,369)
(Grafikon 3).

Multiple Joinpoint Models

®* 1-1 Joinpoint
— 2002.0-2009.0 APC = 19.45"
46 — 2008.0-2011.0 APC =-10.03
*  2-1Joinpoint
— 2002.0-2008.0 APC = 438
41 — 2009.0-2011.0 APC =20.42

36

31

svi
No»
.

26

21

=

2002 20029 20038 20047 20056 20065 20074 20083 20092 20101 2011
god

Grafikon 3. Graficki prikaz polne strukture iz Joinpoint regresije za period 2002-2011.

Starosna struktura ispitivanih pacijenata

Ucinjena je analiza i prikaz starosne strukture ispitivanih pacijenata, njihova sumacija
po kategorijama (Tabela 4), kao i poredenje starosnih grupa do i preko 50 godina, sa

ispitivanjem znacajnosti porasta incidence (Grafikon 4).

Kod pacijenata mladih od 50 godina se do 2004. godine evidentira minimalan pad
(skoro ravna linija APC=-2.82 p=0,875) a onda pocinje blagi porast (koji nije signifikantan
APC=6.07 p=0,358). Kod pacijenata starijih od 50 godina se do 2003. godine evidentira
porast koji nije znacajan (APC=31.38 p=0,345) a onda pocinje signifikantan porast
(APC=10.03 p=0,041).
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Tabela 4. Prikaz starosne strukture novoobolelih pacijenata sa melanomom koze za period 2002-2011.

<30 30-40 40-50 50-60 60-70 70-80 >80 <50 50+

N 15 36 72 125 146 56 16 123 343

% 3.52 8.09 16.31 26.44 30.60 11.72 3.32 2793 72.07

Napomena: procena je vrSena na sedmostepenoj skali (<30 = pacijenti mladi od 30 godina, 80> =
pacijenti stariji od 80 godina, % = procentualni iznos pojedinih starosnih struktura u odnosu na ukupni
broj pacijenata, <50 = broj pacijenata mladih od 50 godina, 50+ = broj pacijenata starijih od 50
godina).

Multiple Joinpoint Models
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Grafikon 4. Graficki prikaz starosne strukture iz Joinpoint regresije za period 2002-2011.
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Lokalizacija primarne bolesti

Ucinjena je analiza distribucije lokalizacije primarne bolesti 1 izrazavanje u

apsolutnim i relativnim brojevima. Vrednosti su prikazane u Tabeli 5.

Tabela 5.Tabelarni prikaz distribucije lokalizacije primarnih melanoma koze za period 2002-2011.
G % T % L % R % N %
83 1727 67 1448 136 2932 75 16.21 105 22.72

Napomena: G = glava i vrat, T = prednja strana trupa, L = leda, R = ruka, N = noga, % = procentualna
zastupljenost po godinama.

Prognosticki znacaj prisustva ulceracije na primarnom tumoru u odnosu

na pojavu recidiva, metastaza ili smrtnog ishoda

Po dizajnu studije, pacijenti su podeljeni u dve Kklinicke grupe, sa dobrim i lo§im
klinickim tokom. Dobar klinicki tok je definisan time da je pacijent posle primarne operacije
i eventualno sekundarne operacije recidiva ili limfogenih metastaza imao disease free interval
od najmanje 5 godina. Lo$ klinicki tok definisan je pojavom recidivne bolesti kod koje
jednokratnim operativnim ili drugim modalitetom lecenja nije mogla biti postignuta remisija
bolesti.

Zabelezen je i predstavljen broj obolelih pacijenata, kao i pacijenata kod kojih se javio

ili nije javio recidiv (Tabela 6).

Tabela 6. Prikaz broja obolelih pacijenata, recidiva, slu¢ajeva bez recidiva i umrlih.
Bez recidiva Recidivi Umrlih Oboleli (zbirno)
231 215 20 466

Kod nerecidiviraju¢ih melanoma (grupa pacijenata sa dobrim klini¢ckim tokom) se do
2004. godine evidentira blagi porast (APC=25.58 p=0,499), a onda pocinje znacajan porast
(APC=12,02 p=0,042). Kod recidiviraju¢ih melanoma (grupa sa agresivnim klinickim
tokom) se do 2009. godine evidentira porast koji nije znacajan (APC=9,11 p=0,198), a onda
pocinje pad (koji takode nije signifikantan APC=-9.65 p=0,827) (Grafikon 5). Od ukupnog

broja pacijenata (N = 466), kod 129 je nadena ulceracija na primarnom tumoru.
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Multiple Joinpoint Models
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Grafikon 5. Graficki prikaz strukture nerecidivni vs. recidivni kozni melanomi iz Joinpoint regresije
za period 2002-2011.

IzvrSena je i analiza recidiva i u¢injena podela na pacijente sa recidivima koji su imali
dobar 1 lo$ klini¢ki tok. Dobar klini¢ki tok definisan je potpunom remisijom nakon hirurSkog
leCenja postojanja solitarnog recidiva tokom perioda od 5 godina. Lo§ klini¢ki tok
manifestovao se ponovljenim recidivima odnosno metastazama. Medu ovim pacijentima
registrovano je 27 pacijenata sa dobrim i 188 pacijenata sa losim klini¢ki tokom.

Prvi osnov klasifikacije pacijenata je da posle operacije primarnog tumora 5 godina
nisu imali recidive i metastaze (N = 231), a toj grupi je pridruZeno jo§ 27 pacijenata kod kojih
je, nakon operacije primarnog tumora uéinjena jo$ jedna operacija lokalnog recidiva i/ili
metastaza i koji za period naknadnog pracenja od 5 godina nisu imali nove relapse bolesti.
Time ukupan broj pacijenata sa dobrim klinickim tokom iznosi 258. Ostali pacijenti N = 208
su imali agresivan lo$ klinicki tok, ukljucujuéi i smrtni ishod u opservacionom periodu.

Praceno je i vreme pojave recidiva posle primarne dijagnoze. Oko dve trecine recidiva

javilo se u toku prve godine, a jos trecina recidiva tokom naredne 4 godine (Tabela 7).
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Tabela 7. Distribucija perioda do pojave recidiva od prve dijagnoze za period 2002-2011.

Broj meseci od primarne dijagnoze kada se javio recidiv

1-6 7-12 12-24 25-36 37-48 49-60 UMRLIH

Broj recidiva 100 46 38 19 8 4 20

Napomena: UMRLIH = broj pacijenata koji su tokom pra¢enja preminuli od posledica melanoma
koze.

Najveci broj recidiva javio se tokom prvih 6 meseci (N = 100), a jo§ 46 javilo se tokom
prve godine. Najveci broj recidiva/metastaza javio se po tipu lokalnog recidiva (N = 44) odnosno
metastatskog zahvatanja regionalnih tkiva (N = 93). Sistemske metastaze registrovane su kod 64

slu¢aja. Ovi podaci su vezani za znacaj pracenja bolesti, ¢ime je opravdan ovakav dizajn ove

studije.
Tabela 8. Tip javljanja recidiva/metastaza.
L % R % U % S % K %
44 20.16 92 43.84 3 1.32 64 29.36 11 5.32

Napomena: L = lokalni recidiv, R = regionalne metastaze, U = udaljene kozne metastaze, S =
sistemske metastaze, K = kombinacija prikazanih mesta, % = procentualna zastupljenost u odnosu na
ukupni broj recidiva.

TNM Klasifikacija i klinickopatoloski stadijum bolesti

Tabela 9. Tabelarni prikaz sumacije TNM stadijuma bolesti za period 2002 — 2011.
Stadijum T Stadijum N Stadijum M
la 1b 2a 2b 3a 3b 4a 4b |0 la 1b 2a 2b 2c 3 |0 la 1b 1c

55 20 92 28 92 59 42 78 |420 2 15 3 8 2 16|45 0 3 6

Tabela 10. Tabelarni prikaz klinickopatoloskog stadijuma bolesti 2002-2011.

1A 1B 1A 1B 1c A 1B Inc v

53 100 97 91 70 3 15 28 9
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Korelacija stadijuma T sa pojavom recidiva, ulceracijom i lokalizacijom

Tabela 11. Tabelarno predstavljena korelacija stadijuma T sa pojavom recidiva, postojanjem

ulceracije primarnog tumora i lokacijom primarnog tumora.
T1 T2 T3 T4
Rec+ Pearson Correlation 378 478 537 775"
Sig. (2-tailed) 281 162 .109 .008
N 10 10 10 10
U Pearson Correlation 562 272 .560 .623
Sig. (2-tailed) .091 448 .092 .054
N 10 10 10 10
G Pearson Correlation 722" 785" 765" 565
Sig. (2-tailed) 018 .007 .010 .089
N 10 10 10 10
T Pearson Correlation 403 356 327 664"
Sig. (2-tailed) 249 313 356 .036
N 10 10 10 10
L Pearson Correlation 714" 589 640" 919
Sig. (2-tailed) .020 073 046 .000
N 10 10 10 10
R Pearson Correlation 690 526 656 587
Sig. (2-tailed) 027 119 .040 074
N 10 10 10 10
N Pearson Correlation 723 799”7 549 548
Sig. (2-tailed) 018 .006 101 101
N 10 10 10 10

Napomena: Rec+ = pojava recidiva, U = ulceracija, G = glava i vrat, T = prednja strana trupa, L =
leda, R =ruka, N = noga
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Korelacija stadijuma bolesti sa pojavom recidiva, ulceracijom i

lokalizacijom
Tabela 12. Tabelarno predstavljena korelacija stadijuma bolesti (1, I1, 111/IV) sa pojavom recidiva,
postojanjem ulceracije primarnog tumora i lokacijom primarnog tumora.
| ] Inilv
Rec+ Pearson Correlation .588 .626 .338
Sig. (2-tailed) 074 .053 339
N 10 10 10
U Pearson Correlation 402 646" 446
Sig. (2-tailed) 250 .043 197
N 10 10 10
G Pearson Correlation 776" 693" 716"
Sig. (2-tailed) .008 .026 .020
N 10 10 10
T Pearson Correlation 478 427 415
Sig. (2-tailed) .163 218 .233
N 10 10 10
L Pearson Correlation 742" 755" 598
Sig. (2-tailed) 014 .012 .068
N 10 10 10
R Pearson Correlation 761" .600 468
Sig. (2-tailed) 011 .066 72
N 10 10 10
N Pearson Correlation 847" 556 565
Sig. (2-tailed) .002 .095 .088
N 10 10 10

Napomena: Rec+ = pojava recidiva, U = ulceracija, G = glava i vrat, T = prednja strana trupa, L =

leda, R = ruka, N = noga

Korelacija T stadijuma sa polom

Tabela 13. Tabelarno predstavljena korelacija T stadijuma bolesti sa polom pacijenata.

T1 T2 T3 T4
m Pearson Correlation 620 707" 547 808~
Sig. (2-tailed) 056 022 102 .000
N 10 10 10 10
f Pearson Correlation 884" 696" 840" 523
Sig. (2-tailed) .001 025 .002 121
N 10 10 10 10

Napomena: m = muski pol, f= zenski pol
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Korelacija klini¢kopatoloskog stadijuma bolesti sa polom

Tabela 14. Tabelarno predstavljena korelacija stadijuma bolesti (1, I1, 111/1V) sa polom pacijenata.
I Il Hiilv
m Pearson Correlation 785" 680" 519
Sig. (2-tailed) .007 031 124
N 10 10 10
f Pearson Correlation 839" 710 7947
Sig. (2-tailed) .002 022 .006
N 10 10 10

Napomena: m = muski pol, f = Zenski pol

Nuklearna morfometrija — polna i starosna distribucija i lokalizacija
tumora

Dve grupe pacijenata (D i L) od po 30 ispitanika sastoje se od 24 (40%) pacijentkinja
i 36 (60%) pacijenata. Rodna struktura izmedu grupa D i L nije znagajno razligita (y>=1,11
p=0,292 n.s.) (Tabela 15).

Tabela 15. Tabelarno predstavljena polna distribucija grupa D i L pacijenata.

Pol Grupa D % Grupa L % Ukupno %

f 14 23.33% 10 16.67% 24 40.00%
m 16 26.67% 20 33.33% 36 60.00%
Ukupno 30 50.00% 30 50.00% 60 100.00%

Napomena: f = zenski pol, m = muski pol

Prosecna starost svih pacijenata je 58.43+10.64 godina, Zene su stare 56.79+10.12, a
muskarci 59.53+10.97 godina. Razlika od 2,7 godine ne daje znacajnu razliku (t=0,961
p>0,05 n.s). Prosecne starosti grupa D i L Zena se ne razlikuju zna€ajno (t=1.459 p>0,05

n.s.), kao ni muskaraca (t=0,276 p>0,05 n.s.), a takode ni cele grupe (t=1,212 p>0,05 n.s.).

Tabela 16. Prose¢na starost pacijenata po grupama N = 60.

Pol Grupa D SD Grupa L SD Ukupno SD t-test
f 54.21 +11.31 60.4 +7.21 56.79 +10.12 t=1.459 n.s.
m 58.94 +11.05 60.0 +11.18 59.53 +10.97 t=0.276 n.s.
Ukupno 56.73 +11.24 60.13 +9.90 58.43 +10.64 t=1.212 n.s.
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Dve tre¢ine pacijenata je starosti 51-70 godina, stariji i mladi ¢ine jednu tre¢inu. U
grupi D dominantna starost je 51-60, dok je u grupi L to u 61-70 godina, ali ipak je variranje
distribucije starosnih kategorija grupa D 1 L u opsegu koji nije znacajno razlicit (X2:5,24
p=0,264 n.s.).

U grupi D dominantna lokalizacija je noga, pa zatim leda, dok je u grupi L to leda, ali
ipak je variranje distribucije lokalizacija grupa D i L u opsegu koji nije znacajno razlicit

(x?=6,26 p=0,181 n.s.) (Tabela 17).

Tabela 17. Struktura lokalizacije po grupama primarnog melanoma koze N = 60.

Grupa pacijenata

Lokalizacija D % L % Ukupno %

G 16.67% 3 10.00% 8 13.33%
L 30.00% 12  40.00% 21 35.00%
N 10  33.33% 4 13.33% 14 23.33%
R 1 3.33% 5 16.67% 6 10.00%
T 5 16.67% 6 20.00% 11 18.33%
Ukupno 30 100.00% 30 100.00% 60 100.00%

Napomena: G = glava i vrat, T = prednja strana trupa, L = leda, R = ruka, N = noga,
% = procentualna zastupljenost po godinama.

Nivo Breslow se u grupi D najc¢esée javljao nivoom 1 i 2, a u grupi L se najcesce
prezentovao nivoom 3 i 4. Razlika distribucije nivoa Breslow izmedu grupa D i L je visoko

znacajno razlicita (y*=22,40 p=0,00005) (Tabela 18).

Tabela 18. Nivo Breslow po grupama pacijenata.

Grupa pacijenata

Nivo

Breslow D % L % Ukupno %

1 8 26.67% 0 0.00% 8 13.33%
2 11 36.67% 2 6.67% 13 21.67%
3 4 13.33% 15 50.00% 19 31.67%
4 7 23.33% 13 43.33% 20 33.33%
Ukupno 30 100.00% 30 100.00% 60 100.00%

U grupi D ulceracija je nadena kod 8 pacijenata, kod 22 pacijenta nije nadena, dok je
u grupi L bilo 19 pacijenata sa ulceracijom, a 11 pacijenata bez ulceracije. Razlika u

registrovanju ulceracije na primarnom tumoru izmedu grupa D i L je visoko znacajna
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(x?=8,15 p=0,004) (Tabela 19). Distribucija pojave ulceracija po svakom Breslow nivou se

znadajno razlikuje izmedu grupa D i L (x°=9,70 p=0,021) (Tabela 20).

Tabela 19. Distribucijapojave ulceracija po grupama pacijenata.

Grupa pacijenata

Status__ % L % Ukupno %
ulceracije
Ima 8 13.33% 19 31.67% 27 45.00%
Nema 22 36.67% 11 18.33% 33 55.00%
Ukupno 30 50.00% 30 50.00% 60 100.00%

Tabela 20. Distribucija pojave ulceracija po Breslow nivoima.

Nivo Status Grupa pacijenata

Breslow ulceracije p % L % Ukupno %

1 ne 7 23.33% 0 0.00% 7 11.67%
da 1 3.33% 0 0.00% 1 1.67%

5 ne 8 26.67% 1 3.33% 9 15.00%
da 3 10.00% 1 3.33% 4 6.67%

3 ne 4 13.33% 7 23.33% 11 18.33%
da 0 0.00% 8 26.67% 8 13.33%

4 ne 3 10.00% 3 10.00% 6 10.00%
da 4 13.33% 10 33.33% 14 23.33%

Ukupno 30 100.00% 30 100.00% 60 100.00%

Izmedu grupa D i L postoji statisticki znacajna razlika samo kod dva obradivana

parametra — kod cirkularnosti (Circ) (t=5,194 p<0,001) i zaobljenosti (Round) (t=3,696

p<0,0001). U grupi L vrednosti ova dva parametra su visoko znacajno vece, kod ostalih

parametara razlike izmedu grupa variraju u opsegu koji nije statisticki znac¢ajan (Tabela 21).
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Tabela 21. Prikaz testiranja ispitivanih morfometrijskih parametara izmedu grupa D i L.

Grupa N Mean Std. Deviation CV t-test
Area D 30 .068384 .0178796 26.15 t=1.570
L 30 .075912 .0192316 25.33 p=0.122
Mean D 30 126.662380 21.6957733 17.13 t=1.643]
L 30 117.959611 19.2537997 16.32 p=0.106
StdDev D 30 17.581774 2.2439600 12.76 t=0.629]
L 30 17.148192 3.0357455 17.70, p=0.532,
Mode D 30 125.022105 23.1935633 18.55 t=1.650
L 30 115.551556 21.2125752 18.36 p=0.104
Min D 30 80.011865 18.1806726 22.72 t=1.427|
L 30 73.219444 18.6976947 25.54 p=0.159]
Max D 30 183.897990 21.5382771 11.71 t:1.819|
L 30 174.659000 17.6052985 10.08, p=0.074]
Perim D 30 1.038068 .1223405 11.79 t=0.272
L 30 1.047173 .1366226 13.05 p=0.787
Circ D 30 779342 .0655873 8.42 t=5.194]
L 30 .848884 .0327953 3.86 p=0.000
Feret D 30 .397200 .0516378 13.00 t=0.308
L 30 .392978 .0544585 13.86 p=0.759
IntDen D 30 8.846838 3.3080760 37.39 t=0.204
L 30 9.004727 2.6491675 29.42 p=0.839]
Round D 30 592157 .0796685 13.45 t=3.696
L 30 .659989 .0613138 9.29 p=0.000

Nuklearna morfometrija - prediktori nepovoljnog razvoja bolesti

Univarijantne logisticke regresione analize su izdvojile dva znacajna prediktora

pojave grupe L cirkularnost (Circ) (Wald=12,396 p<0,0001) i zaobljenost (Round)

(Wald=9,317 p<0,005) (Tabela 22). Univarijantno znacajni prediktori Circ i Round su

stavljeni u multivarijantni model.
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Tabela 22. Logisti¢ke regresione analize i Omnibus Test za ispitivane morfometrijske parametre.

Univarijantne logisticke regresione analize

Variabla B S.E. Wald Sig. Exp(B) 95,0% C.l.for EXP(B)
Lower Upper

AREA 23,339 15,431 2,288 ,130  1.368E10 ,001 1.866E23
MEAN -,021 ,013 2,558 ,110 979 ,954 1,005
Perim ,560 2,028 ,076 , 182 1,751 ,033 93,299
Circ 34,665 9,846 12,396 ,000 1.135E15 4.721E6 2.727E23
FERET -1,551 4,957 ,098 154 ,212 ,000 3511,050
INTDEN ,018 ,088 ,043 ,836 1,018 ,857 1,210
ROUND 14,377 4,710 9,317 ,002  1.752E6 171,597 1.798E10
MODE -,020 ,012 2,577 ,108 ,980 ,957 1,004

Multivarijantna logisticka regresiona analiza
Circ 66.493  21.839 9.270 .002 7.545E28  1.943E10 2.929E47

Round -22.042  11.813 3.482 .062 .000 .000 3.036
. - Model -2 Log Cox & Snell  Nagelkerke R
Omnibus Tests of Model Coefficients summary likelihood R Square Square
Chi-square 29.879 Sig  p<0.0001 53.208 392 523

Daljom analizom podataka i primenom multivarijantne logisticke regresione analize i
Omnibus testa pokazano je da cirkularnost (Circularity) sa najve¢om verovatno¢om u odnosu
na druge morfometrijske parametre moze odrediti klinicki tok melanoma (Wald=9,270
p<0,005). U manjoj meri to moze pokazati i parametar okruglost (Roundness). Promene
vrednosti Circ uslovljavaju 52,3% promena odnosa verovatnoca za lo§ razvoj bolesti (grupa

L) (Negelkerke R?=0,523).
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Distribucija CD4

Testiranje CD4 izmedu grupa D i L ne pokazuje znacajnu razliku niti kod distribucije
koncentracija na preparatima (y2=4,21 p=0,378 n.s.), niti kod distribucije lokalizacija (yx?=7,66
p=0,264 n.s.). U grupi D ima viSe 1 (u tragovima) i 3 (malo), ali i kod D i kod L dominiraju 4
(umereno mnogo) (Tabela 23).

Tabela 23.Tabelarni prikaz distribucije koncentracije i lokalizacije CD4 pozitivnih éelija.

CD4 Koncentracija P B L S PIV G Dif
D 1 0 0 0 0 0 14 0
2 0 0 0 0 0 4 0

3 3 0 4 4 2 0 14

4 19 15 14 20 8 0 0

5 2 2 0 1 1 0 0

6 0 0 0 0 0 0 0

L 1 0 0 0 0 0 8 0
2 0 0 0 0 0 0 0

3 0 0 5 3 0 0 7

4 16 18 4 17 2 0 3

S 2 1 0 0 0 0 0

6 0 0 0 0 0 0 0

Napomena: 1 — u tragovima, 2 — vrlo malo, 3 — malo, 4 — umereno mnogo, 5 — mnogo, 6 — veéina
bojenih ¢elija, P — peritumorski, B — bazalno u odnosu na tumor, L — limfocitna gnezda u tumoru, S —
u stromalnim septama, PIV — peri i intravaskularno, G — gnezda tumorskih ¢elija, Dif — difuzna
distribucija.

Intenzitetom ++ bojile su se ¢elije u grupi D na 22 preparata, a u grupi L na 28 preparata,
dok su se intenzitetom +++ bojile ¢elije u grupi D na 8 preparata, a u grupi L na 2 preparata.

Distribucija intenziteta bojenja izmedu D i L se znalajno razlikuje (x°=4,32 p=0,038), kao i

struktura procentualne zastupljenosti (3?=17,02 p=0,00002).

Tabela 24. Distribucija procentualne zastupljenosti CD4 pozitivnih Celija.

D L
0-5% 0 0
6-25% 0 0
26-50% 4 19
51-75% 23 11
76-100% 3 0

99



Covead: Jodt CASPY PRSI SR TN
: w 2 ¥ "-:-uigdh&‘. - O 3 TR AT B -
Slika 25. Prikaz pozitivnog bojenja CD4. Napomena: a = uveéanje 200X kod pacijenta iz grupe ,,dobri*,
b = Uvecanje 800xkod pacijenta iz grupe ,,dobri, ¢ = uvecanje 200 X kod pacijenta iz grupe ,,l08i*, d =
uvecanje 800X kod pacijenta iz grupe ,,l08i
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Distribucija CD8

Testiranje CD8 izmedu grupa D i L ne pokazuje znacajnu razliku niti kod distribucije
koncentracija na preparatima (x%=5,35 p=0,253 n.s.), niti kod distribucije lokalizacija
(x?=11,71 p=0,069 n.s.). Kod dobrih ima vige 1 (u tragovima), ali i kod D i kod L dominiraju
3 (malo) (Tabela 25).

Tabela 25.Tabelarni prikaz distribucije koncentracije i lokalizacije CDS8 pozitivnih éelija.

CDs8 Koncentracija P B L S PIV G Dif
D 1 0 0 0 0 0 12 0
2 0 0 0 0 0 6 0

3 16 14 13 18 10 0 12

4 3 1 2 3 0 0 3

5 1 0 1 0 0 0 0

6 0 0 0 0 0 0 0

L 1 0 0 0 0 0 7 0
2 0 0 0 0 0 1 0

3 15 19 8 17 1 2 11

4 2 4 0 1 0 0 0

S 0 0 0 0 0 0 0

6 0 0 0 0 0 0 0

Napomena: 1 — u tragovima, 2 — vrlo malo, 3 — malo, 4 — umereno mnogo, 5 — mnogo, 6 — ve¢ina
bojenih ¢elija, P — peritumorski, B — bazalno u odnosu na tumor, L — limfocitna gnezda u tumoru, S —
u stromalnim septama, PIV — peri i intravaskularno, G — gnezda tumorskih ¢elija, Dif — difuzna
distribucija.

Intenzitetom ++ bojile su se Celije u grupi D na 4 preparata, i u grupi L na 4 preparata,
dok su se intenzitetom +++ bojile Celije u grupi D na 26 preparata, i u grupi L na 26
preparata. Distribucija intenziteta bojenja izmedu D i L se ne razlikuje, struktura procentualne

zastupljenosti se znacajno razlikuje (x°=23,09 p=0,00012).

Tabela 26. Distribucija procentualne zastupljenosti CD8 pozitivnih Celija.

D L
0-5% 0 1
6-25% 4 21
26-50% 22 8
51-75% 3 0
76-100% 1 0
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Slika 26. Prikaz pozitivnog bojenja CD8. Napomena: a = uveéanje 200x kod pacijenta iz grupe ,,dobri*,
b = Uvecanje 800xkod pacijenta iz grupe ,,dobri®, ¢ = uvecanje 200 x kod pacijenta iz grupe ,,108i, d =
uvecanje 800x kod pacijenta iz grupe ,,lo8i
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Distribucija CD15

Testiranje CD15 izmedu grupa D i L se znacajno razlikuje (x°=12,83 p=0,012) kod

distribucije koncentracija na preparatima, ali ne i kod distribucije lokalizacija (x°=11,07

p=0,086 n.s.). U grupi D javlja se dominantno koncentracija 3 (malo), a u grupi L znac¢ajno

viSe 4 (umereno mnogo).

Tabela 27.Tabelarni prikaz distribucije koncentracije i lokalizacije CD15 pozitivnih ¢elija.

CD15 Koncentracija P B L S PIV U Dif
D 1 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0

3 3 0 3 6 2 2 13

4 2 3 2 1 8 1 1

5 1 1 0 0 20 1 0

6 0 0 0 0 0 1 0

L 1 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 1

3 3 1 1 1 2 1 8

4 7 4 1 1 16 1 4

o 6 4 4 2 3 3 1

6 3 1 0 0 1 2 0

Napomena: 1 — u tragovima, 2 — vrlo malo, 3 — malo, 4 — umereno mnogo, 5 — mnogo, 6 — ve¢ina
bojenih ¢elija, P — peritumorski, B — bazalno u odnosu na tumor, L — limfocitna gnezda u tumoru, S —
u stromalnim septama, PIV — peri i intravaskularno, U — ispod ulceracije, Dif — difuzna distribucija.

Distribucija intenziteta bojenja izmedu D i L se ne razlikuje, a i brojcana struktura

nije znacajno razlicita (x?=7,63 p=0,267 n.s.) (Tabela 28).

Tabela 28. Prosecna vrednost broja CD15+ ¢elija na jednom vidnom polju (uvecéanje 20x).

D L
0-2 1 1
3do6 11 4
7do 10 8 9
11 do 20 3 5
21 do 40 3 6
41 do 80 1 4
81 i vise 3 1
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Slika 27. Prikaz pozitivnog bojenja CD15. Napomena: a = uvecanje 200x kod pacijenta iz grupe
,,dobri“, b= Uvecanje 800xkod pacijenta iz grupe ,,dobri“, c = uvecanje 200 x kod pacijenta iz grupe
1081, d = uvecanje 800x kod pacijenta iz grupe ,,lo8i
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Distribucija CD117

Distribucija postojanja bojenja izmedu grupa D i L je ista (i ne testira se), menjanje

intenziteta prebojenosti po dubini takode nije znacajno razligito (x?=0,31 p=0,579 n.s.).

Tabela 29. Postojanje prebojenja CD117 po grupama i menjanja intenziteta po dubini.

Grupa D Grupa L
ne da ne da
Bojenje 4 26 4 26
Menjanje 12 14 14 12

po dubini

Analiza procenta obojenih ¢elija izmedu grupa D i L ne pokazuje znacajnu razliku

(x?=1,87 p=0,759 n.s.) (Tabela 29).

Tabela 30. Procenat imunoreaktivnih tumorskih ¢elija.

0-5% 6-25%  26-50%  51-75%  76-100%

GrupaD 4 4 3 5 14
Grupa L 6 5 5 3 11

Testiranje obojenih ¢elija izmedu grupa D 1 L u odnosu na intenzitet bojenja nije
znadajno razliGito (x*=0,46 p=0,794 n.s.), kao ni u odnosu na distribuciju procenata obojenih
éelija (x*=0,35 p=0,95 n.s.) (Tabele 30 i 31).

Tabela 31. Tabelarni prikaz intenziteta prebojenja i procenta obojenih Celija.

Procenat prebojenih ¢elija

Intenzitet

bojenja 2504 25-50%  50-75%  75-100%
GrupaD 1+ 6 4 4 3

2+ 10 9 3 1

3+ 4 3 0 1
GrupaL 1+ 5 8 2 0

2+ 6 4 3 2

3+ 3 2 1 1

Napomena: 1+ = slab intenzitet bojenja, 2+ = umeren intenzitet bojenja,
3+ = izraZen intezitet bojenja
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Slika 28. Prikaz pozitivnog bojenja CD117. Napomena: a = uvecanje 200x kod pacijenta iz grupe
,»dobri®, b = Uvecanje 800xkod pacijenta iz grupe ,,dobri“, c = uvecanje 200 x kod pacijenta iz grupe
1081, d = uvecanije 800x kod pacijenta iz grupe ,,lo$i

106



Korelacije ispitivanih imunohistohemijskih parametara

Tabela 32. Medusobna korelacija ispitivanih imunohistohemijskih parametara.

CD4 CD8 CD15 CD117B (+/-)
Icp4 Pearson Correlation 1 588" 139 132
Sig. (2-tailed) .000 288 313
N 60 60 60 60
IcDs Pearson Correlation 588" 1 294" .022
Sig. (2-tailed) .000 .022 .868
N 60 60 60 60
ICD15 Pearson Correlation 139 294" 1 -.069
Sig. (2-tailed) .288 .022 .598
N 60 60 60 60
|ICD117B (+/-)  Pearson Correlation 132 .022 -.069 1
Sig. (2-tailed) .313 .868 .598
N 60 60 60 60

Marker CD4 znacajno korelira samo sa CD8, marker CD8 znacajno korelira sa CD4 1

CD15, ali CD4 1 CD15 ne koreliraju medusobno. Sa CD 117 prethodni parametri ne

koreliraju znacajno (Tabela 32).

U testiranju izmedu grupa za markere - CD4 i CD8 su znacajno veéi u grupi D. Kod

markera CD15 su vrednosti veée kod grupe L, ali ne znacajno (Tabela 33).

Tabela 33. Testiranje izmedu grupa.

Grupa N Mean Std. Deviation CcV| t_tils\;r{it'\r? s;TJ'
ICD4 D 30 6.680 2.6068 39.02 Z=2.637
L 30 4.793 1.8251 38.08) p=0.008
4% D 30 66.667 13.4762 20.21 t=6.160
L 30 46.500 11.8285 25.44 p=0.000
ICD8 D 30 3.973 1.4093 35.47 Z=2.650
L 30 3.007 1.2334 41.02 p=0.008
18% D 30 40.000 13.8340 34.59 Z=4.784
L 30 24.167 8.5181 35.25 p=0.000
ICD15 D 30 4.600 2.1432 46.59 Z=0.689
L 30 6.500 5.0838 78.21| p=0.491
15# D 30 12.1667 15.84643 130.24 2=2.623
L 30|  19.3667 15.84730 81.83| p=0.009
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Korelacija morfometrijskih parametara sa imunohistohemijskim
parametrima

Morfometrijski parametri ne koreliraju znacajno sa ispitivanim imunohistohemijskim
markerima. Jedina znacajna korelacija je izmedu zaobljenosti (Round) i CD117 (porast

Round korelira sa negativnim vrednostima CD117).

Tabela 34. Tabelarni prikaz korelacije morfometrijskih i imunohistohemijskih parametara.

CD4 CD8 CD15 CD117B (+/-)

Area Pearson Correlation -.156 .055 177 .061

Sig. (2-tailed) .235 .679 176 .644

N 60 60 60 60

IMean Pearson Correlation 132 107 161 -.176
Sig. (2-tailed) 313 418 .220 179

N 60 60 60 60

IMode Pearson Correlation 129 114 155 -.186
Sig. (2-tailed) .325 .385 .236 .155

N 60 60 60 60

IMin Pearson Correlation 152 112 .159 -.138
Sig. (2-tailed) .246 .396 225 291

N 60 60 60 60

[Max Pearson Correlation 111 .073 .155 -.195
Sig. (2-tailed) .399 579 .236 135

N 60 60 60 60

fPerim. Pearson Correlation -.089 .044 .106 129
Sig. (2-tailed) 499 739 419 .325

N 60 60 60 60

ICirc. Pearson Correlation -.235 -.062 .236 -.220
Sig. (2-tailed) .071 .639 .069 .091

N 60 60 60 60

JFeret Pearson Correlation -.048 .050 .047 194
Sig. (2-tailed) 713 .705 724 137

N 60 60 60 60

IntDen Pearson Correlation -.049 115 215 -.032

Sig. (2-tailed) 707 .383 .099 .809

N 60 60 60 60

[Round Pearson Correlation -.215 -.091 .196 270
Sig. (2-tailed) .100 488 134 .037

N 60 60 60 60
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Korelacija morfometrijskih parametara sa markerima po grupama

Korelacija morfometrijskin  parametara sa ispitivanim imunohistohemijskim
markerima u okviru ispitivanih grupa posebno pokazuje da CD4 i CD8 nemaju znacajnu
korelaciju sa ispitanim morfometrijskim parametrima kod obe grupe, CD15 korelira zna¢ajno
sa nekoliko morfometrijskih parametara u grupi D dok CD117 ne korelira u grupi D (Tabela
35). U grupi L CDI15 ne korelira, ali CD117 pokazuje znacajnu negativnu korelaciju sa

cirkularnosti (Circ) i zaobljenost (Round) (Tabela 36).

Tabela 35. Korelacija morfometrijskih parametara sa ispitivanim imunohistohemijskim markerima u

grupi D.
CD4 CD8 CD15 _ CD117B (+/-)
Area Pearson Correlation -.133 243 4927 -.005
Sig. (2-tailed) .485 195 .006 977
N 30 30 30 30
[Mean Pearson Correlation -.048 .104 .167 -.214
Sig. (2-tailed) .803 .585 379 .255
N 30 30 30 30
IMode Pearson Correlation -.054 115 181 -.222
Sig. (2-tailed) 776 .546 .337 .238
N 30 30 30 30
IMin Pearson Correlation -.025 139 .207 -.212
Sig. (2-tailed) .895 464 272 .261
N 30 30 30 30
[Max Pearson Correlation -.062 .035 .105 -.207
Sig. (2-tailed) 744 .854 .581 271
N 30 30 30 30
IPerim. Pearson Correlation -.123 .136 .330 .075
Sig. (2-tailed) 516 473 .075 .693
N 30 30 30 30
Circ. Pearson Correlation -.019 211 .388" -.238
Sig. (2-tailed) 921 .263 .034 .206
N 30 30 30 30
JFeret Pearson Correlation -.081 113 .183 .138
Sig. (2-tailed) 671 551 .332 469
N 30 30 30 30
[intDen Pearson Correlation -.103 .254 455 -.108
Sig. (2-tailed) .587 175 .012 570
N 30 30 30 30
[Round Pearson Correlation -.077 .089 396" -.236
Sig. (2-tailed) .687 .638 .030 210
N 30 30 30 30
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Tabela 36. Korelacija morfometrijskih parametara sa ispitivanim imunohistohemijskim markerima u

grupi L.
CD4 CD8 CD15 CD117B (+/-)
Area Pearson Correlation -.026 .023 .007 125
Sig. (2-tailed) .891 .903 .969 510
N 30 30 30 30
IMean Pearson Correlation 222 -.051 .285 -.142
Sig. (2-tailed) .239 .789 127 .455
N 30 30 30 30
IMode Pearson Correlation 217 -.044 .266 -.156
Sig. (2-tailed) .249 .818 .155 412
N 30 30 30 30
IMin Pearson Correlation .250 -.045 .238 -.072
Sig. (2-tailed) .182 .813 .206 .706
N 30 30 30 30
[Max Pearson Correlation 170 -.069 .329 -.194
Sig. (2-tailed) .370 716 .076 .304
N 30 30 30 30
IPerim. Pearson Correlation -.033 -.017 .022 178
Sig. (2-tailed) .862 .930 .907 .346
N 30 30 30 30
Circ. Pearson Correlation -.019 .106 -.022 -.367"
Sig. (2-tailed) .922 .576 .909 .046
N 30 30 30 30
[Feret Pearson Correlation -.059 -.043 .013 .248
Sig. (2-tailed) 759 .823 .944 .186
N 30 30 30 30
[intDen Pearson Correlation .066 -.041 134 .063
Sig. (2-tailed) 730 .828 .480 742
N 30 30 30 30
[Round Pearson Correlation -.008 .046 -.032 -.391"
Sig. (2-tailed) .968 .808 .865 .033
N 30 30 30 30

Uradeno je uporedivanje pozitivnih ¢elija za ispitivane markere (CD4, CD8, CD15) u
i oko tumora (vrednosti P i B vs. vrednosti L, S, PIV, G/U, Dif iz Tabela 23, 25, 27) izmedu

grupa D 1 L. Kod kvantifikovanih peritumorski lokalizovanih ¢elija postoji zna€ajna razlika

samo kod markera CD15. Uporedivanje kvantifikovanih intratumorskih imunohistohemijski

pozitivnih Celija se razlikuje znac¢ajno kod markera CD4 i CD8 dok se kod markera CD15 ne
razlikuje (Tabela 38).
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Tabela 37. Testiranje izmedu grupa za intra i peritumorske imunohistohemijske pozitivne ¢elije.

Grupa N Srednja vrednost SD cv
Peritumorski D 30 2.77 1.382 49.89
CD4 L 30 2.63 1.450 55.13
Peritumorski D 30 1.37 .964 70.36
CD8 L 30 1.50 1.009 67.27,
Peritumorski D 30 .63 1.129 179.21
CD15 L 30 2.47 2.432 98.46
Intratumorski D 30 3.91 2.157 55.17
CD4 L 30 2.26 1.308 57.88
Intratumorski D 30 2.61 1.150 44.06
CD8 L 30 1.54 74 50.26
Intratumorski D 30 3.97 1.732 43.63
CD15 L 30 4.03 3.557 88.26

Napomena: N = broj pacijenata, SD = standardna devijacija, cv = koeficijent varijacije

Tabela 38. Tabelarni prikaz uporedivanja intra i peritumorskih imunohistohemijski pozitivnih éelija.

Peritumorski Intratumorski
CD4 CD8 CD15 CD4 CD8 CD15
Mann-Whitney U 443.500 419.000 252.000 238.500 190.000 341.500
z -.101 -.488 -3.185 -3.146 -3.898 -1.640
Asymp. Sig. (2-tailed) .919 .625 .001 .002 .000 101

Napomena: a. Grouping Variable: grupa
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5. Diskusija

Epidemioloske karakteristike istrazivanja

| pored napretka dijagnostike i terapije, kao i preventivnih mera, incidencija
melanoma nastavlja da raste (87). Epidemiolosko kretanje melanomske bolesti opisali su
brojni autori (109-115). Rezultati ovog istrazivanja su u velikoj meri u korelaciji sa podacima
iz literature.

Medu ispitivanim pacijentima (ukupno 466 koji su ispunili uslove istrazivanja) za
period 2002 — 2011. utvrden je statisticki znacaj porasta broja novoobolelih (APC=10.06
p=0,0007) (Figure 1 i 2). Nije poznato da li se u ovim slucajevima radi 0 napretku u
dijagnostickom pristupu i ranom prepoznavanju melanoma, §to uzrokuje porast broja na
racun pacijenata koji ranije nisu adekvatno dijagnostikovani, ili se radi o stvarnom porastu
broja novoobolelih tokom ovog perioda.

Analiza polne strukture novoobolelih bolesnika za period 2002 — 2011. pokazala je
veci broj Zena (muskarci vs. Zene, 222 vs. 244). Ova razlika ipak nije znacajna. Pronaden je
znacajan porast novoobolelih (APC=19.45 p=0,0348), kod muskaraca do 2009. godine, a
onda dolazi do pada tog broja (koji nije signifikantan APC=10.03 p=0,57). Kod Zena je do
2009. godine pronaden je blazi porast broja novoobolelih, koji nije znacajan (APC=4.38
p=0,0755), nakon toga pocinje nagli porast (koji takode nije signifikantan APC=20.42
p=0,369).

Analiza starosne strukture pokazala je da je kod pacijenata mladih od 50 godina do
2004. godine pronaden minimalan pad (skoro ravna linija APC=-2.82 p=0,875), a onda
pocinje blagi porast (koji nije signifikantan APC=6.07 p=0,358). Kod pacijenata starijih od
50 godina se do 2003. godine evidentira porast koji nije znac¢ajan (APC=31.38 p=0,345) a
onda pocinje znacajan porast (APC=10.03 p=0,041). Sve ovo usmerava na zakljucak da i u
sluc¢aju ove studije se melanom pokazuje kao bolest populacije starije srednje dobi i mlade
stare dobi.

Takode, za period 2002 — 2011. ucinjena je analiza distribucije lokalizacije primarne
bolesti. Najvise slucajeva javilo se na ledima, a potom na nogama. S obzirom da se radi o
delovima tela sa najveCom povrSinom ovi rezultati 1 jesu ocekivani.

U¢injena je analiza postojanja ulceracije prilikom prve dijagnoze i javljanja recidiva
bolesti, kao i pracenja broja umrlih kao posledice oboljenja. Paralelno je ispraéen broj
novoobolelih u odnosu na pacijente sa i bez recidiva, i u odnosu na postojanje ulceracije. Kod

nerecidiviraju¢ih melanoma (pacijenti sa dobrom prognozom) je do 2004. godine pronaden
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blagi porast broja novoobolelih (APC=25.58 p=0,499) a onda pocinje znaCajan porast (
APC=12,02 p=0,042), sto moze govoriti u prilog tome da se tokom perioda nakon 2004.
fokus u oblasti melanoma pomera u pravcu rane dijagnostike i primarne prevencije bolesti.
Naravno, promene u domenu dijagnostike bile su pracene adekvatnim pristupom na polju
prosirene dijagnostike radi tatnog stadiranja bolesti, kao i u domentu terapijskog pristupa. U
najvecem broju sluCajeva kod primarnog melanoma najoptimalniji terapijski modalitet je
adekvatna hirurska intervencija, prema onkoloskim (AJCC, NCCN) principima za melanom.
Kod recidiviraju¢ih melanoma se do 2009. godine evidentira porast broja novoobolelih koji
nije znacajan (APC=9,11 p=0,198), a onda se registruje pad koji takode nije signifikantan
(APC=-9.65 p=0,827). Pracenje vremena pojave recidiva posle primarne dijagnoze pokazalo
je da se dve trecine recidiva javi se u toku prve godine, a jo$ tre¢ina recidiva tokom naredne 4
godine.

Radi ta¢nije distribucije lokalizacije, starosne strukture pacijenata, polne i drugih
struktura, kao i odnosa izmedu ovih parametara na prostoru Isto¢ne i Juzne Srbije potrebno je
sprovesti adekvatni sistematski i uniformizovani pristup epidemioloskoj i klini¢koj analizi

pacijenata i bolesti.

KlinickopatoloSke karakteristike

Kriterijumi klini¢kopatolo$ke analize postavljeni su na osnovu 7. izdanja The
American Joint Committee on Cancer (AJCC) stejdzing sistema i na osnovu predasnjih
saznanja pokazano je da porast debljine primarne kozne promene direktno korelira sa
prezivljavanjem. Naime, melanomi debljine do Imm imaju preZivljavanje od 10 godina u
96% slucajeva, do 54% slucajeva za lezije >4mm. Takode, postojanje ulceracije je negativni
prognostic¢ki faktor (93, 292, 293, 295-303). Rezultati ove disertacije su u korelaciji sa
podacima iz dostupne literature.

Postojanje metastatskih limfnih ¢vorova pri dijagnozi bolesti takode ima svoj znacaj.
Postojanje mikroskopske bolesti limfnih ¢vorova vodi 10-godisnjem prezivljavanju u 63%
slucajeva, takode dolazi do pogorSanja 5-godiSnjeg prezivljavanja za 10% sa porastom broja
zahvaéenih limfnih ¢vorova, od 1 do 3 (93, 294). Satelitske kozne lezije smanjuju
prezivljavanje u slicnom odnosu kao i metastaze limfnih ¢vorova (306) (uz pogorsanje
prognoze kod metastaza na plu¢ima i daljim pogorSanjem kod zahvatanja bilo kojeg drugog
organa) (93, 293).
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Sto se ti¢e karakteristika pacijenta, u literaturi postoje raznorodni podaci. Jedni autori
ustanovili su da je uzrast nezavistan prognosticki faktor, sa pogorSanjem ishoda povezanim sa
povecanjem starosti (93, 307, 308). Drugi autori navode podatak da se melanom javlja
uglavnom kod mladih i sredovecnih osoba, sa linearnim povecanjem incidence nakon 25
godina starosti do 50 godina, kada po€inje usporavanje incidence, narocito kod zena. Studije
o razlikama medu polovima pokazale su da je incidenca melanoma veca kod Zena do 40
godina starosti, dok je nakon te dobi kod muskaraca skoro tri puta veéa ucestalost, do dobi od
75 godina (87, 110).

U ovoj studiji u¢injena je analiza dobijenih podataka, a potom izvrSena TNM
klasifikacija pacijenata prema preporukama iz 7.izdanja AJCC za period 2002 — 2011. Potom
je ucinjeno klini¢kopatolosko stadiranje bolesti.

Potom je ucinjena statisticka obrada, gde je utvrdivana korelacija stadijuma T sa
lokalizacijom primarnog tumora, pojavom recidiva i postojanjem ulceracije primarnog
tumora. Pokazana je statisticki znacajna pozitivna korelacija pojave recidiva i T4 stadijuma
bolesti, sto govori u prilog losije prognoze u T4 stadijumu. Melanomi glave i vrata su
pozitivno korelirali sa T stadijumima (T1-3) bolesti, dok je prednja strana trupa je korelirala
sa T4 stadijumom. Lokalizacija na ledima korelirala je sa T1, T3 i T4 stadijumima,
lokalizacija na ruci i nozi korelirala je sa stadijumima T1 i T3 odnosno T1i T2, redom.

U analizi korelacije klini¢kopatoloskog stadijuma bolesti (I, II, II/IV) sa
lokalizacijom primarnog tumora, pojavom recidiva i postojanjem ulceracije primarnog
tumora pronadena je znacajnost izmedu I stadijuma i lokalizacije na glavi i vratu, ledima, ruci
1 nozi. Drugi stadijum bolesti korelirao je sa lokalizacijom na glavi 1 vratu i na ledima, kao i
sa postojanjem ulceracije. Stadijum I11/1V korelirao je sa lokalizacijom na glavi i vratu.

Ispitivanje korelacije pola i T stadijuma bolesti pokazala je korelaciju izmedu Zenskog
pola i T1, T2, i T3 stadijuma, dok je muski pol korelirao sa T4 stadijumom melanoma, $to
ukazuje na to da su se ispitanice verovatno javljale lekarima u ranijim fazama bolesti.

Ispitivanje korelacije stadijuma bolesti sa polom pacijenta pokazala je korelaciju

muskog pola sa I i II stadijumom, dok je Zenski pol korelirao sa svim stadijumima bolesti.
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Prognosticki znacaj kariometrijskih parametara

Nuklearna morfometrija je kao metoda naSla svoje mesto u dijagnostickom 1
diferencijalno dijagnostickom polju patologije 1 samim tim hirurgije. Kao §to je vec
navedeno, poznati su brojni parametri koji se, primenom nau¢nih i imunohistohemijskih

metoda mogu kvantifikovati i, samim tim, analizirati (389).

Postoje brojna istrazivanja na temu nuklearne morfometrije i melanoma koze. Podaci

iz literature ukazuju na slozeni varijetet dobijenih podataka, ¢esto kontradiktornih.

Talve i sar. u svom istrazivanju ispitivali su kariometrijske parametre, mitotski indeks
1 ekspresiju p53 kod pacijenata sa melanomom. Oni su pokazali nezavisni prognosticki znacaj
odnosa srednje nuklearne duge i kratke ose, dok srednja area nukleusa, mitotski indeks, i
stepen ekspresije p53 nisu bili znacajno udruzeni sa prezivljavanjem. U Cox proportional
hazard modelu kao nezavisni prognosticki parametri spomenuti su odnos srednje duge i
kratke ose i debljina melanoma. Morfometrijski je pokazano da su jedra koja eksprimiraju

p53 veca od p53 negativnih jedara (392).

Bjornhagen i sar. su analizirali PH iseCke primarnih i metastatskih melanoma,
poredec¢i nuklearnu morfometriju, DNK sadrzaj i PCNA (nuklearni antigen proliferiSu¢ih
¢elija). U ovoj studiji autori su Cox stepwise regresionom analizom utvrdili da velika
varijabilnost nuklearne aree u prvim metastazama korelira sa poveéanim prezivljavanjem

nakon rekurence, kao i sa prezivljavanjem (393).

Acker i sar. su odredivali vise kariometrijskih parametara u cilju diferencijacije MIS
(melanoma in situ) na suncem oste¢enoj kozi od hroni¢ne suncem oste¢ene koze (SDS - sun
damaged skin). Koriste¢i viSestruku analizu logisticke regresije ispravno su klasifikovali
100% slucajeva koris¢enjem broja melanocita na 0,5mm i maksimalnu nuklearnu areu
melanocita podeljenu sa maksimalnom nuklearnom areom keratinocita (394). Williams i sar.
su vrsili diskriminaciju izmedu benignih 1 malignih slucajeva kariometrijski, kao i

odredivanjem intenziteta bojenja S-100 i sadrzajem DNK (395).

U studiji Mijovi¢ i sar. iz 2013. pokazana je znacajna razlika izmedu NM i SSM za
nuklearnu areu, OD 1 perimetar. Mitotski indeks je pokazao znaCajnu korelaciju sa
nuklearnom areom, perimetrom, i Feretovim dijametrom. Utvrdena je znacajna razlika za OD

1 cirkularnost jedra u odnosu na Clark nivo izmedu nivoa II i IV, dok za Breslow nivo nije
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pronadena statisti¢ki znacajna korelacija sa kariometrijskim varijablama. Znac¢ajno negativna
korelacija je primecena izmedu OD 1 ekspresije pS3 i bcl-2, a znacajna pozitivna izmedu

nuklearne cirkularnosti i intenziteta imunoreaktivnosti p53 (396).

Talve i sar. su uporedivali veli¢inu nukleusa sa debljinom melanoma kod euploidinih i
aneuploidnih ¢elija. Geneticka nestabilnost aneuploidnih melanoma korelirala je sa debljinom
melanoma. Ta korelacija u aneuploidnim melanomima delimi¢no je objaSnjavala odnos

izmedu nuklearne veli¢ine i debljine melanoma (397).

U drugom radu Talve i sar. pokazali su da broj Ki-67 pozitivnih ¢elija na 200
tumorskih ¢elija nije korelirao ni sa jednim kariometrijskim parametrom, ali se priblizio (ali
bez dostizanja) znacajnoj korelaciji sa debljinom po Breslowu. Area nukleusa, kratka i duga
nuklearna osa su korelirali sa debljinom melanoma, ali odnos nuklearnih oda (pokazatelj
sferi€nosti jedra) i debljina melanoma nisu pokazali znaajnu korelaciju. Registrovani
mitotski indeks je bio viSi u debelim melanomima i kod melanoma sa visokom Ki-67
pozitivnos¢éu, kod melanoma sa velikom areom nukleusa, dugatkom nuklearnom kratkom
osovinom i malim odnosom nuklearnih osovina. Prema Coxovom postupnom modelu
srazmernog rizika, debljina melanoma i odnos nuklearnih osovina predstavljali su znacajne
nezavisne prognosticke faktore za preZivljavanje pacijenata. Ostalim ispitivanim faktorima
nedostajala je statisticka znacajnost prognosticke vrednosti, Sto ukazuje na to da
proliferativna aktivnost tumorskih ¢elija ne objaSnjava veliku vaznost debljine tumora kao

prognosti¢kog parametra kod melanoma (398).

Jo$ jedna studija je radena u svrhu procene nuklearne aree, odnosa nuklearnih
osovina, perimetra i zaobljenosti (Roundness) nukleusa tumorskih ¢elija sa i bez ekspresije
Ki-67 antigena (pokazano imunohistohemijski koris¢enjem MIB-1 antitela) u primarnom i
metastatskom malignom melanomu koZze. Takode, ovi faktori su posmatrani u odnosu na
dubinu tumora po Clarku i Breslowu. Registrovana je prosecna nuklearna area MIB-1
pozitivnih nukleusa znacajno veca od one kod negativnih (p <0,0001) i kod primarnog i
metastatskog malignog melanoma. Nukleusi metastatskih ¢elija melanoma su u poredenju sa
primarnim melanomom imali vecu areu i roundness, gde su pozitivna jezgra MIB-1 dodatno
pokazala veci stepen polimorfizma njihove aree 1 oblika. Sa rastu¢om debljinom invazije
prema Breslowu i povec¢anim Clarkovim nivoom, povecavala se i srednja nuklearna area

tumorskih ¢elija, a njihov oblik je postao okrugliji (Roundness) (399).
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Schochlin i sar. su radi diferencijacije dezmoplasti¢nog (DM) od spindle — cell (SM)
melanoma sproveli morfometrijsku studiju poredec¢i vrednosti cirkularnosti 1 vrSeci
klasifikaciju u 4 kategorije oblika (vretenast, izduZen, ovalni, okrugli). Kori§¢enjem
statistickih metoda pokazali su, pri znacajnosti p<0,05, znacajne razlike u kategorijama
vretenasti 1 okrugli, gde je DM sadrzao vise vretenastih, a SM vise okruglih jedara. Oni su
zakljuno pokazali da se melanom vretenastih ¢elija i dezmoplasticki melanom znacajno

razlikuju u nuklearnoj morfologiji u odnosu na frakcije okruglih i vretenastih nukleusa (400).

U studiji Tan i sar. u¢injena je karakterizacija prognostickih parametara za kozni
melanom stadijuma |. Karakterizacija parametara i statisticka analiza pokazali su znacajne
razlike izmedu dve kategorije ispitanika (dobre i1 loSa prognoza) za ulceraciju (P = 0,005),
indeks mitotske aktivnosti (P = 0,006), histoloski tip (P = 0,03), nivo invazije prema Clarku =
0.004), Breslow debljinu tumora (P = 0.003), standardnu devijaciju indeksa nuklearne
konture (P = 0.04) i koeficijent nuklearne korelacije (P = 0.008) (401).

Jo§ jedan rad bavio se kariometrijskim parametrima kao markerima prognoze
klinickog toka bolesti. Pokazane su znaCajno veée vrednosti srednje nuklearne aree u
povrSinskom sloju tumora u odnosu na areu dubokog sloja i kod dobre i1 kod loSe prognoze.
Odnos izmedu nuklearne aree povrSinskog u odnosu na duboki sloj (indeks maturacije) nije
se razlikovao izmedu grupa sa dobrom 1 onih sa loSom klinickom slikom. Medutim,
zabelezeno je statisticki znac¢ajno povecanje nuklearne aree neprezivelih 1 u povrSnom 1 u
dubokom sloju u odnosu na odgovarajuéi sloj kod prezivelih (51,1 mikrona® naspram 43,7
mikrona’ povrini sloj, p<0,01 i 42,9 mikrona? naspram 36,4 mikrona?, duboki sloj p<0,05),
Sto je autorima ukazivalo na uopSteno povecanje nuklearnih area u metastazirajuéim
tumorima. S druge strane koeficijent varijacije nuklearne aree [(standardna devijacija/srednja
vrednost) x 100] nije bio razli¢it izmedu prezivelih 1 neprezivelih, bilo u povrsnom niti u
dubokom sloju. Takode, registrovano je homogeno povecanje nuklearne aree U grupi
neprezivelih, §to govori o povecanju srednje nuklearne aree kod neprezivelih na osnovu tog
homogenog porasta svih nukleusa u celom tumoru. Razlika u srednjoj nuklearnoj arei u
povrSinskim 1 dubokim slojevima ukazuje na to da je pazljiv izbor nukleusa u bilo kom od

ovih slojeva od sustinskog znacaja za dobijanje reproduktivnih i uporedivih rezultata (402).

Publikacija Karjalainen pratila je ukupno prezivljavanje pacijenata tokom 5 godina.
Ono koje se odnosilo na bolest iznosilo je 76,4%. U univarijantnoj analizi faktori predikcije
prezivljavanja su bili TNM stepen (p = 0,0001), pol (p = 0,0024), indeks M/V (p = 0,003),
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standardna devijacija faktora nuklearnog oblika (p = 0,023), MAI (p = 0,02), najkraca
nuklearna osa (p = 0.023) i Breslow (p = 0.044). Multivarijantna analiza, ukljucujuci
klinicke, histoloSke i morfometrijske osobine, pokazala je dubinu Clark kao najvazniji
prediktor prezivljavanja (p = 0,002), dok ostale ukljucene varijable nisu imale nezavisnu

prognosti¢ku vrednost (403).

Radi razdvajanja benignih i malignih melanocitnih lezija sprovedena je analiza
varijabli u povrSnim, srednjim i dubokim zonama svake lezije. Uz pomo¢ multivarijantne
diskriminantne analize, postignuta je dijagnosticka efikasnost i do 97% koevaluacijom
varijabli za DNK mikrodenzitometriju, kariometriju i AgNOR. Smatra se da bi se
dijagnosticka efikasnost od 100% mogla bi se postici ako bi se izvrSila dalja koevaluacija sa

MIB1-Ki67 imunoreaktivnoscu (404).

U drugom istrazivanju Mijovi¢ i sar. utvrdeno je da su 6 osobina znacajno razlicite
izmedu benignih 1 malignih grupa (P <.0001). Od ispitivanih, sve merene nuklearne varijable
(izuzev cirkularnosti) bile su ve¢e kod melanoma. Nisu pronadene znacajne razlike medu
lezijama u odnosu na nuklearni oblik. Autori su, koriste¢i analizu diskriminantne funkcije,
postigli tacnu dijagnozu kod 95,8% benignih nevusa i 84,0% slucajeva melanoma. Najbolja

diskriminantna varijabla u istrazivanju bila je nuklearna area (405).

Analiza odnosa nuklearnog pre¢nika sa intenzitetom bojenja S-hidroksimetilcitozina
unutar lezijskih Celija od strane Larson | sar. pokazala je znacajnu korelaciju izmedu veceg
nuklearnog pre¢nika i smanjenih nivoa S5-hidroksimetilcitozina. Stavise, borderline lezije
jedinstveno su pokazale raznovrstan spektar bojenja svakog pojedina¢nog slucaja. Ova
studija dalje potvrduje asocijaciju gubitka 5-hidroksimetilcitozina sa displastiénim
citomorfoloskim osobinama 1 progresijom tumora i podrzava klasifikaciju bordeline lezija

kao bioloski razli¢itih kategorija melanocitnih lezija (406).

U prognostickom delu ove studije bilo je ukupno 60 pacijenata, koji su podeljeni u
dve grupe od po 30. Klasifikovana je grupa D (,,dobri®) sa dobrom i L (,,lo8i), sa loSom
prognozom, prema parametrima propisanim u poglavlju pacijenti i metode. Te grupe sastojale
su se od 24 pacijentkinja i 36 pacijenata (40 vs. 60%) Rodna struktura se u ovom istrazivanju

1 pored nejednakih vrednosti nije pokazala kao statisticki znac¢ajna.
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ProseCna starost ovih ispitanika iznosila je 58.43+10.64 godina, gde je prosecna
starost zena 1 muskaraca iznosila redom 56.79+10.12 1 59.53+10.97 godina. Registrovana

prosecna razlika od 2,7 godina nije predstavljala statisticki znacajnu razliku (t=0,961 p>0,05).

Prosecna starost u okviru grupa D i L u okviru polova, kao i u celini nisu znacajno

razlicite, tako da se u grupi ispitanika ove studije radi o homogenoj populaciji ispitanika.

Dve tre¢ine pacijenata je bilo starosti 51-70 godina, u grupi D dominantna starost
iznosila je 51-60, a u grupi L 61-70 godina, varijacija u starosti nije statisti¢ki znacajna

(x?=5,24 p=0,264 n.s.).

U grupi D dominantna lokacija javljanja tumora bila je noga, a zatim leda, u grupi L
dominantna lokacija su leda, same varijacije u distribucijama lokacija nisu statisticki znacajne

(%=6,26 p=0,181 n.s.).

Debljina Breslow se, u skladu sa podacima iz dostupne literature, pokazala stabilnim
prognostickim parametrom, u grupi D vrednost Breslow je dominatno iznosila 1 ili 2, dok se
u grupi L dominantno javljala vrednost 3 i 4. Razlika distribucije debljine Breslow izmedu
grupa D 1 L je visoko znacajno razlicita (x2=22,40 p=0,00005). Faktor ulceracije se takode
javlja kao visoko znacajni prognosticki faktor. Naime, razlika u javljanju ulceracije izmedu
grupa D i L veéa od dvostruke i statisticki je visoko znacajna (x°=8,15 p=0,004). Takode
javljanje ulceracije po razli¢itim kategorijama Breslow je takode statisticki znacajno razli¢ita

izmedu grupa D i L (x°=9,70 p=0,021).

Kariometrijski su analizirane prethodno formirane grupe, prema propozicijama iz
poglavlja Pacijenti i metode. Pracen je prognosticki znacaj 11 kariometrijskih parametara. Za
dva parametra, cirkularnost (Circularity) (t=5,194 p<0,001) i zaobljenost (Roundness)
(t=3,696 p<0,0001), nadena je statisticki znacajna razlika izmedu grupa D i L. U grupi L
ispitanika vrednosti ova dva parametra su visoko znacajno vece. lzmedu grupa postoje i

razlike kod ostalih parametara, ali u opsegu koji nije statisticki znacajan.

Takode postoji i korelacija izmedu vrednosti pojedinih parametara u skupu svih
pacijenata N=60. U svim slucajevima se radi o pozitivnoj korelaciji, osim u odnosu Round. i

Circ. prema Feret, gde se radi o obrnutoj srazmernosti.

U univarijantnoj logistickoj regresionoj analizi izdvojena su dva znacajna prediktora

lose prognoze: Circ (Wald=12,396 p<0,0001), i Round (Wald=9,317 p<0,005). U
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multivarijantnoj logistickoj regresionoj analizi kao jedini znacajni prediktor loSe prognoze je
Circ. (Wald=9,270 p<0,005). Promene vrednosti Circ. uslovljavaju 52,3% promena odnosa
verovatno¢a za lo§ razvoj bolesti (grupa L) (Negelkerke R2=0,523). To znaci da kad
sumnjamo na lo§ razvoj bolesti najsigurniji pokazatelj je Circ. i ako je on veliki onda je
gotovo izvesno da ce bolest po¢i u loSem pravcu. U neSto manjoj meri postoji sumnja ako

ima porasta kod Round.
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Prognosticki znacaj imunohistohemijskih parametara

Znacaj infitracije T celijama je prepoznat od mnogih autora. Analiziranje T ¢elija
direktno iz mikroookruzenja melanoma, kao 1 priroda mikrookruzenja sama, je centralna za
razumevanje kljuénih nizvodnih mehanizama za tumorski “beg” (407). Medutim u podacima
iz dostupne literature naislo se na varijetet podataka vezanih za infiltraciju CD4 i CD8
pozitivnim Celijama. Sa druge strane, u nama dostupnoj literaturi nije pronaden veliki broj

radova vezanih za infiltraciju melanoma koze CD15 pozitivnim ¢elijama.

Jedna analiza podataka iz prospektivnog, randomizovanog ispitivanja obuhvatila je
pacijente sa koznim melanomom debljine vece/jednake 1,0 mm Breslow, kod kojih je
ucinjena Siroka lokalna ekscizija i biopsija sentinel limfnog ¢vora (SLN). Izvedene su
univarijantne i multivarijantne analize za odredivanje faktora povezanih sa TIL (tumor
infiltriu¢i limfociti) odgovorom, prezivljavanjem bez bolesti (disease-free survival - DFS) i
ukupnim prezivljavanjem (overall survival - OS). Bilo je uklju¢eno ukupno 515 pacijenata;
TIL odgovor je Kklasifikovan kao "brzi" ili "ne-brzi“. Pacijenti u grupi TIL grupe koja nije
,brza“ imala je vecu verovatnocu da imaju tumor pozitivne SLN (17,6% u odnosu na 7%, P =
0,0087). Na multivarijantnoj analizi, “ne-brzi” TIL-odgovor, povecana debljina tumora i
ulceracija bili su znacajni nezavisni prediktori tumor-pozitivnog SLN-a. Prema Kaplan-
Meierovoj analizi, stopa 5-godisnjeg DFS je bila 91 procenat za osobe sa ,,brzim* TIL
odgovorima u poredenju sa 86 procenata u grupi koja nije ,,brza“ (P = 0,41). Petogodisnja
stopa OS bila je 95% u odnosu na 84% u ,,brzim* odnosno ,,nebrzim*“ TIL grupama, redom
(P = 0,0083). Medutim, na multivarijantnoj analizi, TIL odziv nije bio znafajan nezavisan
faktor koji predvida DFS ili OS. TIL odgovor je znacajan prediktor SLN metastaza, ali nije
glavni prediktor DFS ili OS (408).

Znacaj CD4 i CDS8

Eksperimenti deplecije ukazuju da su i CD4+ i CD8+ T limfociti bili potrebni tokom
efektorne faze antitumorskog odgovora. Stoga, dizajniranje strategija usmerenih na rendering
melandoma-infiltriraju¢ih dendriti¢nih ¢elija vidljivih T domadim ¢elijama moZe povecati
spontani imunitet protiv tumora (409). Postoje i rezultati koji su govorili da je spontana
regresija ljudskih tumora koze verovatno imunoloski posredovana i da CD4+ T limfociti
izgleda da posreduju ovu regresiju (410). Prolazno smanjenje T c¢elija kod pacijenata sa

karcinomom moze poremetiti homeostaticku kontrolu srodne imunosti i omoguciti Sirenje
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efektorskih T celija sa specificnostima protiv neoplasti¢nih ¢elija. Nekoliko agenasa koji

dovode do smanjenja T ¢elija je klini¢ki dostupno (411).

Fortis i sar. sproveli su istrazivanje u cilju ispitivanja mogucih karakteristika koje
kombinuju imunski-vezanu gensku ekspresiju i limfocitnu infiltraciju. Pokazano je da tumori
koji istovremeno izraZavaju niske nivoe Tnf-a, Pd-1, IL-10, IL-1ra, Ccl5, Ido, visoki IL-9, sa
niskom infiltracijom CD45+, CD3+, CD4+ i CD8+ c¢elija i visok CD4+/CD8+ T ¢elijski
odnos pokazuju najagresivnije karakteristike rasta. Ovi rezultati podupiru kocept da

intratumorska imunoloska mreza oblikuje agresivne fenotipove melanoma (412).

T Celije u tumorima - takozvani tumor infiltriSu¢i limfociti (TIL) intenzivno su
proucavani tokom godina. Ubedljivi dokazi ukazuju na klini¢ki znacaj velikog broja T ¢elija
na mestu tumora, sa CD8 memorijskim T-¢elijama, kao klju¢nim imeniteljem ukupnog
prezivljavanja (OS) kod pacijenata sa kolorektalnim karcinomom (CRC), ali i kod drugih
solidnih karcinoma. Ovi podaci idu ruku pod ruku sa studijama klonaliteta TIL pokazujuci da
su T ¢elije medu TIL klonalno ekspandirane, a takode i da su tumor specificne T ¢elije CD4,
kao i CD8 obogacene na mestu tumora. Mikrookruzenje tumora je neprijateljsko prema T
¢elijskoj funkciji npr. zbog ekspresije enzima koji umanjuju triptofan 1 arginin, visoke
koncentracije laktata koju izlu¢uje tumor i prisutnih urodenih ¢elija ili regulatornih T ¢elija sa
supresivnom aktivnos¢u. Analize specifi¢nosti TIL u melanomu pokazuju da je tek nekoliko
poznatih antigena ustvari prepoznato u tim kulturama naglasavajuci pacijentove jedinstvene

i/ili mutirane antigene koji mogu predstavljati vaznu metu za prepoznavanje (413).

U studiji Diem i sar. radena je karakterizacija TIL u primarnim melanomima i
odgovaraju¢im metastazama limfnih ¢vorova pacijenata tretiranih inhibitorom kontrolne
taCke ipilimumabom. Kontrolisana je ekspresija CD3, CD4 i CDS8 kod tretiranih pacijenata.
Kod respondera se javila CD4 1 CD8 invazija u svim metastazama limfnih ¢vorova, kod non-
respondera se nije javila infiltracija TIL. Razlika u postojanju infiltracije je bila statisticki
znacajna. Dobijeni podaci ukazivali su na korelaciju izmedu infiltracije metastaza limfnih
¢vorova T ¢elijama u melanomu III stadijuma 1 odgovora na ipilimumab kada ovi pacijenti

napreduju do stadijuma IV bolesti (414).

Rezultati Spranger i sar. tvrde da su glavni imunosupresivni putevi, indolamin-2,3-
diooksigenazni (IDO), PD-L1/B7-H1 i FoxP3(+) regulatornih T celija (Tregs), bazi¢no
pokretani od strane imunog sistema, a ne da su orkestrirani od ¢elija raka, i impliciraju da bi

pristupi imunoterapiji kancera usmereni na negativne regulatorne imunoloske kontrolne tacke
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mogli biti posebno korisni za pacijente sa ve¢ postojeCcom T celijskom inflamiranom
tumorskom mikro-sredinom (415). PatoloSke analize nakon tretmana prethodno postojecih
tumora otkrile su linearnu korelaciju izmedu tumorske nekroze i odnosa intra-tumorskih
CD8+ efektorskih ¢elija prema FoxP3+ regulatornim delijama (Tregs). Efektivni imunitet
protiv tumora i ozbiljna autoimunost mogu biti razdvojeni. Dalja ciljanja anti-tumorskih
T(regs) u kombinatorijalnim terapijskim pristupima mogu biti dobra osnova za buduca

istrazivanja (416).

Demonstrirano je da topikalna primena tretinoin masti (atRA kao aktivni sastojak)
efikasno inhibira rast melanoma B16F10. Ovo je praceno vidno poboljSanim odgovorom
CD8+ T ¢elija, Sto je potvrdeno znafajno povecanim iznosom efektornih CD8+ T Celija.
Topikalni atRA tretman promovirao je diferencijaciju efektornih CD8+ T ¢elija u odvodnim
limfnim ¢vorovima (draining lymph nodes DLN) miSeva sa tumorima. Interesantno, atRA
nije uticala na tumorski CD4+ T celijski odgovor, pa je ¢ak i inhibirala diferencijaciju
interferon-y-eksprimiraju¢ih T helper tip 1 ¢elija u DLN. Pokazano je da je tumor-inhibisuci
efekat atRA delimi¢no zavisio od CD8+ T ¢elija, posto je smanjenje broja CD8+ T celija
dovelo do obnavljanja volumena tumora kod miSeva tretiranih sa atRA, iako je on i dalje bio

znacajno manji od onog kod miSeva tretiranih sa vazelinom (417).

Van Houdt i sar. su u svojoj studiji istrazili da li je prisustvo specifi¢énih populacija
TIL u dijagnostickim biopsijama primarnih melanoma povezano sa ishodom kod pacijenata
sa melanomom klini¢kog stadijuma II. Pored toga, ispitivali su da li prisustvo TIL korelira sa
ekspresijom MHC klase I antigena 1 MHC klase II antigena na tumorskim ¢elijama i/ili na
tumor infiltriSuéim antigen prezentuju¢im celijama. Pozitivni klini¢ki ishod je bio jako
povezan sa prisustvom GrB+ 1 CD4+ TIL, sa ekspresijom MHC klase 1 antigena na
tumorskim Celijama i sa ekspresijom antigena MHC klase II na intratumorskim antigen
prezentuju¢im celijama. Ovi podaci su podrzavali ideju da je kod pacijenata sa melanomom
¢elijski imuni odgovor glavni faktor u spreéavanju diseminacije ¢elija melanoma (418). U
publikaciji Donia i sar. spomenuta je i uloga pojedina¢nih frakcija TIL u mehanizmu
imunoloskog ,,izbegavanja“. Oni su u svom modelu dosli do novog mehanizma imunoloskog
izbegavanja, koji moze biti aktiviran aberantnom ekspresijom molekula MHC klase Il. Ona,
privlade¢i tumor specificne CD4+ T celije, izaziva lokalni inflamatorni odgovor, u kojem
dominira TNF. TNF inhibira citotoksi¢ni CD8+ T celijski odgovor (419).
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Haymaker i sar. pokazali su ulogu Grail (Gene related to anergy in lymphocytes) u
razumevanju imunoloSke tolerancije. Ekspresija E3 ubikvitin ligaze Grail je ushodno
regulisana u CD8+ T celijama koje su infiltrisane u transplantirane limfomske tumore, a
nedostatak Grail daje dugotrajnu kontrolu tumora. Sto zna&i da gubitak Graila povecava anti-
tumorsku reaktivnost i funkcionalnost CD8+ T ¢elija 1 pokazano je da je Grail verovatno
jedan od klju¢nih faktora koji kontroliSu funkciju CD8+ T (¢elija i potencijalni cilj za

poboljsanje njihove citotoksi¢ne aktivnosti (420).

U radu Al-Batran i sar. registrovana je znacajna korelacija izmedu ekspresije MHC
klase I 1 prisustva CD4+ 1 CD8+ T ¢elija (P <0,0001). Postojala je jaka veza izmedu ove dve
promenljive u odnosu na gustinu 1 raspodelu infiltriSu¢ih T ¢elija 1 obrazac ekspresije MHC
klase | (fokusno nasuprot homogenom). Intratumorska T-Celijska infiltracija je blisko
korelirala sa ekspresijom MHC klase I, ali ne sa ekspresijom antigena diferencijacije,
antigena povezanih sa rakom ili molekula MHC klase 11 (421).

Hernberg i sar. su procenjivali promene aktivnosti proliferacije i odnosa CD4+/CD8+
u toku bolesti. Vecina pacijenata sa smanjenim odnosom CD4+/CD8+ imala je i povecanu

p53 imunoreaktivnost (422).

Eksperimenti na miSevima pokazali su da se odredeni veliki tumori mogu leciti
kombinacijom tumor specificnih CD8+ i CD4+ T Celija. Pored toga, ponovljeni tumori su
pokazali smanjenu Ag ekspresiju, koja je bio pra¢ena konverzijom terapijske tumor-

specificne CD4+ T ¢elijske populacije u Foxp3+CD4+ T regs celijsku populaciju (423).

Wilmott i sar. pokazali su uz pomo¢ kontrole koncentracije CD4+ i CD8+ limfocita
da povecanje tumor infitriSu¢ih limfocita indukovano tretmanom inhibitorima BRAF-a pruza
snaznu podrSku za sprovodenje ispitivanja koja kombinuju BRAF inhibitore sa
imunoterapijom u nadi za produzenim klinickim odgovorom. U njihovom istrazivanju u
tretiranim slucajevima dolazilo je do smanjenja ispitivanih neresektabilnih tumora i

povecanja nekroze u posttretmanskim biopsijama (424).

Dvostruko pozitivne (DP) CD4CD8 Talphabete celije su nadene kod normalnih
pojedinaca, kao i u razli¢itim patoloskim uslovima ukljucujuéi inflamatorne bolesti, virusne
infekcije 1 rak, ali njihova funkcija ostaje nejasna. U zakljucku je postulirano da, prema
njihovoj Sirokoj tumorskoj reaktivnosti 1 njihovom prvobitnom profilu citokina, tumor-

asocirane DP T ¢elije mogu ucéestvovati u imunskom odgovoru na tumore in vivo. Zbog toga
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¢e prisustvo ovih ¢elija 1 njihova uloga verovatno biti znacajni za reSavanje kod pacijenata sa

karcinomom, narocito u kontekstu imunoterapije (344).

Davanje tremelimumaba bilo je povezano sa masivnim intratumorskim infiltratima
CD8+ CTL (Cytotoxic T lymphocytes) kod pacijenata sa regresiraju¢im tumorima, ali je
imala razli¢ite efekte na intratumoralne infiltrate CD4+ i FoxP3+ ¢elije ili intratumorsku
ekspresiju IDO (425).

U istrazivanju kod vitiliga rezultati Dwivedi i sar. sugerisali su da bi neravnoteza
odnosa CD4+/CD8+ i broj i funkcija prirodnih Treg mogli biti ukljuceni u patogenezu GV
(generalizovani vitiligo) i njegovu progresiju posredovanu T ¢éelijama (426).

U radu Gadiot i sar. nadeno je u primarnom i metastaticnom melanomu 40% uzoraka
tumora koji sadrze TIL infiltrate. Analiza za CD8, CD4 i FoxP3 otkrila je da 52% ima veéinu
CD8 pozitivnih TIL, dok samo 3% tumora ima uglavnom CD4 pozitivne TIL. Preostalih 45%
tumora pokazalo je uporedive brojeve CD4 i CD8 T C¢elija. Analizirani su i dodatni
imunoloski markeri za koje se smatra da su u korelaciji sa boljem prognozom (TIL
infiltracija) ili loSijom prognozom (Treg infiltracija, TGF-b ekspresija i gubitak MHC) u
kohorti pacijenata sa melanomom. Nijedan od ovih imunoloSkih parametara nije pokazao bilo

kakvu povezanost sa ishodom pacijenta u ispitivanom uzorku (427).

U meta-analizi Gooden i sar. cilj je bio uspostavljanje udruzenih procena za ishode
prezivljavanja zasnovane na prisustvu TIL kod karcinoma. Zakljuceno je da svaka buduca
istrazivanja treba pazljivo osmisliti, kako bi se sprecilo precenjivanje efekta TIL na prognozu.

U ovom kontekstu, odnosi izmedu TIL podskupova mogu biti informativniji (428).

U radu Park i sar. iz 2017. navodi se da je prisustvo TIL je povoljan prognosticki
faktor kod koznog melanoma, ali da je njihov klini¢kopatoloSki znacaj u intratumorskom
odeljku u poredenju sa peritumorskim delom nejasan. Istrazivan je klini¢ko-patoloski znacaj
TIL i limfocitnog skora u intra- i peritumorskim odeljcima kod 177 korejskih pacijenata koji
su podvrgnuti hirurs§koj eksciziji koznog melanoma. Prisustvo limfocita 1 visoki limfocitni
skor u intratumorskim 1 peritumorskim kompartmanima je po autorima validni prognosticki
faktori kod koznog melanoma (429). Azimi i sar. zakljucili su da je TIL gradus je nezavisan
prediktor prezivljavanja i SLN statusa kod pacijenata sa melanomom. Pacijenti sa izraZenim
TIL infiltratom imaju odli¢cnu prognozu (430). Podaci iz disertacije su u delimi¢noj

saglasnosti sa ovim podacima.
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Dostupni podaci o CD4 T c¢elijama su viSe dubiozni, §to bi moglo biti uzeto kao
podrska konceptu da su CD4 T ¢elije plasti¢nije i igraju dvostruku ulogu; tako da se CD4+ T
¢elije mogu pretvoriti iz antitumorskih u protumorske (431, 432). Neke studije su bile
detaljnije u smislu podtipova T ¢elija, a prikupljeni podaci koje su opisali Fridman i kolege
pokazuju da su CD8/CD45RO i Thl T ¢elije utvrdeni kao pozitivan prognosticki faktor u

vecini vecina studija (433).

U ovome je verovatno razlog da je prognosti¢ki znacaj CD4 T ¢elija kontroverzan -

bez obzira na podtip - uprkos brojnim i prili¢no velikim studijama (433).

CD4+ T c¢elije u mnogim sluc¢ajevima nec¢e moci da prepoznaju Celije raka direktno
zbog nedostatka MHC klase II na veéini (¢vrstih) karcinoma. Oc¢igledno, hematoloski maligni
tumori predstavljaju izuzetak, jer mnogi ¢elijski tipovi imunog sistema mogu eksprimirati
molekule klase Il, npr. B i T ¢elije. Medutim, ¢vrsti tumori mogu eksprimirati molekule klase

Il kostitutivno, kao preko 40% melanoma (434) ili nakon indukcije sa IFN-gama.

U podacima o ljudskim tumorima iz nekoliko studija pokazano je da su TIL klonalno
ekspandirani. U tom smislu, prisutnost ekspandiranih klonotipova T ¢elija pokazano je u
melanomu (435, 436), a ovi nalazi potkrepljeni su i od drugih.

U ovoj disertaciji distribucija CD4 pozitivnih ¢elija ne pokazuje statisticki znacajnu
razliku izmedu kategorija D i L, ni kod koncentracijske (y’=4,21 p=0,378 n.s.), niti kod
prostorne distribucije (x°=7,66 p=0,264 n.s.). U grupi D zastupljene su koncentracijske grupe
,U tragovima“® i ,,malo®, ali 1 kod D 1 L dominira grupa ,,umereno mnogo*. Distribucija
intenziteta prebojenosti, pokazuje da je u 22 slucaja intenzitet prebojenosti ,,umeren* u grupi
D, prema 28 slu¢aja ,,umeren” u grupi L, a razlika izmedu grupa je statisti¢ki znacajna
(X2=4,32 p=0,038). Razlika u procentualnoj zastupljenosti pozitivnih ¢elija u grupama D i L
pokazala je statistiCku znacajnost (X2:17,02 p=0,0,0002).

Testiranje CD8 izmedu grupa D i L ne pokazuje znacajnu razliku niti kod
koncentracijske (x°=5,35 p=0,253 n.s.), niti kod prostorne distribucije (y*=11,71 p=0,069
n.s.). U grupi D od koncentracijskih grupa ima vise “u tragovima”, ali i kod D i kod L
dominiraju “malo”. Distribucija intenziteta prebojenosti izmedu D i L je ista (nije testirana),

a procentualna struktura se znacajno razlikuje (x?=23,09 p=0,00012).
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Znacaj CD15

Krvne i tumor — infiltriSu¢e mijeloidne celije (Lin(-)CD11b(+)) se mogu fenotipno i
morfoloski razvrstati u monocite/makrofage, neutrofile, eozinofile i nezrele mijeloidne ¢elije,
u skladu sa ekspresijom markera(CD14+), CD14(-) CD15(hi), CD14(-)CD15(int) i CD14(-)
CD15(-), redom). Osim toga, MDSC (Myeloid-derived suppressor cells) populacija je takode
CD15 pozitivna.

Gros i sar. su kontroliSu¢i krv pacijenata sa melanomom u poredenju sa zdravim
donorima nisu nasli razlike u ucestalosti i fenotipu mijeloidnih subsetova. Mijeloidne ¢elije
su predstavljale 12% Zivih celija u suspenzijama celija melanoma 1 bile su fenotipski
raznovrsne sa visokom varijabilno§¢u izmedu tumora. Zanimljivo je da je pronadena
pozitivna povezanost izmedu procenta Tregs-a i granulocitnih ¢elija (Lin(-) CD11b(+)
CD14(-) CDI15(+)) koje infiltriSu tumor melanoma. Medutim, melanom infiltriSuce
mijeloidne celije pokazale su umanjenu supresiju nespecificne proliferacije T celija u
poredenju sa mijelodnim ¢elijama periferne krvi, u kojima su monociti i eozinofili supresivni.
Dobijeni podaci ukazuju na izgleda daleko manju supresivnu funkciju MDSC kod pacijenata
sa melanomom od one zasnovane na modelima tumora kod miseva (437). Myeloid-derived
suppressor cells (MDSCs) su heterogena populacija nezrelih dendriti¢nih Celija, makrofaga i
granulocita. Kod pacijenata sa rakom, ove Celije se akumuliraju u mikrookruZenju tumora,
drenaznim limfnim ¢vorovima iz tumora, perifernoj krvi i jetri, a njihovi brojevi su u

korelaciji sa stadijumom bolesti i metastatskim bolestima (438).

Postoji studija koja izveStava o povecanju Celija sa fenotipom Mo-MDSC i ¢elija sa
fenotipom PMN-MDSC u krvi pacijenata sa glioblastoma multiforme, dok se u suspenzijama
tumorskih ¢elija, MDSC populacija se sastoji gotovo isklju¢ivo od CD15-pozitivnih ¢elija.
Uvazavaju¢i imunosupresivni efekat MDSC-a, autori su utvrdili da dugotrajno pracenje
sastava ovih ¢elija u uzorcima krvi od pacijenata sa gliomom moze biti od visokog znacaja,

posebno kada se razmatra imunoterapija (439).

U radu Stanojevi¢ i sar. pacijentima sa melanomom davan je subkutano interferon
alfa, u optimalnoj dozi, u periodu od najmanje 6 meseci pre analize. Sakupljeni su uzorci krvi
od pacijenata sa melanomom (n=91), a dob/pol je odgovarala zdravim kontrolama (n==8).
Poredenje vrednosti MDSC kod bolesnika sa melanomom stadijuma 2 sa i bez terapije

interferonom alfa nije pokazalo znacajnu razliku. Uporedivanjem vrednosti MDSC-a kod
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pacijenata sa melanomom stadijuma 3, nadena je znacCajna razlika u vrednostima
granulocitnih podsetova izmedu interferonom alfa tretiranih i netretiranih grupa. Poredenjem
vrednosti svih populacija supresornih ¢elija izmedu pacijenata lecenih interferonom alfa i
zdravih kontrola pokazano je znacajno povecanje procenta supresorskih ¢elija kod pacijenata
sa melanomom. Granulocitne i ukupne vrednosti MDSC-a bile su znacajno niZe kod
pacijenata sa melanomom tretiranih interferonom alfa sa progresijom u poredenju sa
netretiranim pacijentima sa stabilnom obojenos¢u. Takode je pronaden neocekivani ,,povratni
udar nivoa ovih supresorskih ¢elija, mnogo meseci nakon prekida terapije interferonom alfa
(438).

Stanojevi¢ i sar. su u svojoj studiji iz 2016. ispitivali perifernu krv sedamdeset osam
pacijenata sa melanomom 1 10 zdravih osoba. Pracenje svih bolesnika sa melanomom vrSeno
je redovno svaka tri meseca. MDSC definisane su kao linijski negativhe (CD3-, CD19-,
CD56-), HLA-DR-/low, CD1lb+ i CD33+. Klasifikacija granulocitnih (GrMDSC) i
monocitnih (MoMDSC) podsetova zasnovana je na CD15 i CD14 ekspresiji, redom. Za
razliku od MoMDSC-a, koji su bili prisutni u 60% zdravih kontrola i 15% bolesnika sa
melanomom, GrMDSC je bio prisutan kod svih ispitivanih ucesnika, a kod pacijenata sa
melanomom je utvrdeno da imaju statisticki vece ucestalosti u poredenju sa zdravim
kontrolama. Vrednosti GrMDSC bile su najvece kod pacijenata sa melanomom stadijuma IV,
sa statistickom znafajnoS¢u u poredenju sa stadijumima IA, IB, IIA 1 IIB. Pacijenti sa
progresijom su imali statisticki vec¢i broj GrMDSC-a u poredenju sa onima sa stabilnom
bolescu (P = 0,0079). Pacijenti koji su imali interval bez progresije (progression-free interval
PFI) <12 meseci pokazali su znatno ve¢e vrednosti GrMDSC u poredenju sa onima sa PFI>
12 meseci (P = 0.0333). GrMDSC je pokazao znacajnu negativnu korelaciju sa intervalima
PFI (P = 0,0095). Podset GrMDSC bio je dominantan kod svih pacijenata. Autori su potvrdili
da se GrMDSC akumuliraju rano u perifernoj krvi pacijenata sa melanomom, i u¢inili su usko
povezivanje ucestalosti sa klinickim stadijumom i Sirenjem bolesti, $t0 navodi na to, da
povecanje ucestalosti GrMDSC dobro korelira sa progresivnom boles¢u 1 moglo bi se
smatrati potencijalnim prediktivnim biomarkerom visokorizi¢nih slu€ajeva melanoma koji ¢e

verovatnije imati krac¢i PFI (440).

McKenna i sar. pratili su ekspresiju CD15 i CD68 na CD11b(+) mijeloidnim ¢elijama
unutar PBMC i primarnih uvealnih melanoma flow citometrijom. Ekspresija lanca CD3 zeta
pomoc¢u CD3 epsilon(+) T ¢elija u PBMC i unutar primarnih uvealnih melanoma je meren

kao indirektna indikacija funkcije T-Celija. Aktivirani CDI11b(+) CDI15(+) granulociti
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povecavali su se u krvi pacijenata sa uvealnim melanomom i mogu doprinositi imunskom
izbegavanju oc¢nih tumora putem inhibiranja funkcije T-Celija smanjenjem ekspresije lanca

CD3zeta (441).

Shan i sar. su u svom radu iz 2015 zakljucili da agens Rg3 indukuje apoptozu
tumorskih ¢elija u korelaciji sa njegovim inhibitornim efektom na ekspresiju FUT4 (koji je
znacajan u sintezi CD15), posredovanog signalinim putem NF-kB. Rezultati su sugerisali da

Rg3 moze biti novi terapijski agens za tretman melanoma (442).

U ovoj studiji testiranje CD15 izmedu grupa D i L pokazuje znacajnu razliku
(x?=12,83 p=0,0,12) kod koncentracijske distribucije, ali ne i kod prostorne distribucije
(x*=11,07 p=0,086 n.s.). To zna&i da je koncentracija CD15 pozitivnih éelija u okviru
odgovarajucih intra i peritumorskih kompartmana u grupi D znacajno razli¢ita u odnosu na
grupu L, sto govori o prediktivnom karakteru ovog markera. U grupi D prevashodno je
registrovana koncentracija ,,malo“, dok je u grupi L registrovana koncentracija pozitivnih

¢elijja ,,umereno mnogo*.

Testiranje intenziteta prebojenja nije vrSeno, jer je u obe grupe intenzitet prebojenosti

kod svih pacijenata u svim ¢elijama iznosio +++ (jak intenzitet).

Prosecni broj pozitivno bojenih ¢elija u vidnom polju nije pokazao statisticki znacajnu

razliku izmedu grupa D i L (X2:7,63 p=0,267 n.s.).

Poredena je prostorna distribucija pozitivnih ¢elija (CD4, CD8 i CDI15) intra i
ekstratumorski izmedu grupa D i L. Pronadena je statisticki zna¢ajna razlika za peritumorski
lokalizovane CDI15 pozitivne celije, dok je u slucaju CD4 i CD8 pozitivnih celija

registrovana statisticki znacajna razlika izmedu intratumorskog infiltrata izmedu grupa D i L.

Znacaj CD117/

Nakon nekoliko decenija frustriraju¢ih studija poslednjih godina stvorene su nove
terapeutske strategije. Proizveden je veliki broj ,,ciljanih* terapija za razlicite tipove tumora.
Takode, kao posledica sve veceg uvida u u genetske aberacije melanoma pojavile su se

brojne ciljane terapije. lako je jo§ uvek mali broj tih supstanci zvani¢no odobren velika
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koli¢ina tih agenasa je u razvoju. Pojavljuju se razliCiti modaliteti za mono kao i1 za

kombinovanu terapiju. Jedan od mogucih puteva je i blokiranje KIT tirozin kinaze.

Kombinacija ciljanih i nepersonalizovanih modaliteta terapija rezultuje ne samo
poboljSanjem stepena odgovora, ve¢ i ukupnim prezivljavanjem kod metastatske bolesti Sto
predstavlja prekretnicu u terapiji melanomom. Medutim, koriste¢i ove terapije joS treba
mnogo nauciti u vezi sa efektima, nezeljenim efektima i ogranicenjima ovih obecavajucih

supstanci (443).

Kalinsky i sar. su sproveli dvostepeno ispitivanje, gde je uz pomo¢ ekspresije CD117
utvrdivana stopa odgovora prema oralno primenjenom dasatinibu. Faza II je sprovodena na
KIT+ melanomima mukoznog, akralnog i melanomu hroni¢nog oSte¢enja suncem
(cronically-sun damage CSD). Iz faze II su zbog nepodobnosti isklju¢eni CSD melanomi, a
dodati su vulvovaginalni melanomi. Sama primena je zbog niske rate odgovora i neZeljenih
dejstava obustavljena pre planiranog zavrsetka studije. U celini, stopa odgovora dasatiniba
kod pacijenata sa KIT+ melanomom je bila niska. S bzirom na njegovu klini¢ku aktivnost,
preporuceno je da imatinib ipak ostane inhibitor KIT tirozin-kinaze izbora za neodredeni
KIT+ melanom (444). Sa druge strane, i kao potvrda prethodne publikacije javlja se
publikacija Posch i sar. koja kaze da inhibicija KIT moze pomo¢i pri ciljanju migratornih
aktivnih KIT mutantnih ¢elija melanoma, §to predstavlja potencijalnu strategiju za smanjenje
Sirenja 1 rekurencije (445). Medu pacijentima sa naprednim melanomom koji imaju izmene
KIT, tretman sa imatinib mesilatom rezultira zna¢ajnim klinickim odgovorima u podskupu
pacijenata. Odgovori mogu biti ograni¢eni na tumore koji sadrze KIT izmene dokazane

funkcionalne vaznosti (446).

Receptorska tirozin kinaza KIT promoviSe prezivljavanje 1 migraciju melanocita u
toku razvoja, a prekomerna aktivnost KIT-a hiperaktivira put RAS/MAPK i moze dovesti do
formiranja melanoma, posebno retkih formi koje se javljaju na volarnim i mukoznim
povrSinama koze. Mnogo ve¢i broj melanoma, koji se javljaju na kozi izlozenoj suncu, voden
je prvenstveno mutacijama koje aktiviraju BRAF ili NRAS, ali ovi melanomi pokazuju
iznenaduju¢i gubitak ekspresije KIT, §to dovodi do pitanja da li gubitak KIT u ovim
tumorima olakSava tumorigenezu. Neiswender i sar. utvrdili su da bi ushodna stimulacija puta
BRAFV600E mogla paradoksalno smanjiti signalizaciju nizhodno od BRAFV600E, a za ovaj
efekat je neophodan wild-type BRAF, §to ukazuje na to da njegova aktivacija moze umanyjiti
onkogenu BRAFV600E signalizaciju. In vivo, ekspresija wild-type BRAF-a odlozila je
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pocetak melanoma, ali samo na KIT zavisni na¢in. Zajedno, ovi rezultati ukazuju na to da
KIT moze aktivirati signalizaciju preko RAF proteina divljeg tipa, ¢ime se ometa onkogena

formacija melanoma kroz BRAFV600E (447).

Cilj studije Lukenda i sar. je bio imunohistohemijsko istraZivanje ekspresije i
prognostickog znacaja potencijalnih markera mati¢nih ¢elija raka CD117 (c-kit), CD34,
CD20 i CD15 u kohorti pacijenata sa primarnim horoidalnim i cilijarnim melanomom.
Prekomerna ekspresija CD117 je primeéena kod 12 od 31 uzorka (39%) kada je koriséen
AEC hromogen, a kod 14 od 26 (54%) uzoraka kada se koristi DAB. CD15 pozitivnost je
prikazana u tri od 30 (10%) uzoraka sa AEC i u Sest od 26 (23%) uzoraka sa DAB. Kaplan-
Meier test pokazao je znacajno krace opSte i prezivljavanje bez bolesti (overall and disease-
free survival) kod CD117-pozitivnih pacijenata kada je koris¢en AEC hromogen. Ekspresija
CD15 nije bila u odnosu sa opstankom pacijenata. U multivarijantnoj analizi, pacijenti koji su
eksprimirali CD117 AEC imali su 4.13 puta veci rizik od smrtonosnog ishoda u poredenju sa
CD117 AEC negativnim pacijentima. Prekomerna ekspresija CD117 AEC bila je povezana sa

losijim ishodom kod pacijenata sa horoidnim i melanomom ciliarnog tela (448).

Ukratko, c-KIT protein se eksprimira u normalnim melanocitima, benignim nevusima,
displasti¢kim nevusima 1 netumorigenom melanoma (RGP sa infiltracijom derma), ali
ekspresija se gubi kod tumorigenih primarnih melanoma (VGP) 1 metastaza. Znacaj gubitka

c-KIT kod naprednog melanoma zahteva dodatnu istragu (449).

Da bi se ispitala uloga c-KIT receptora u razvoju i progresiji melanocitnih tumora,
Ohashi i sar. analizirali su ekspresiju i lokalizaciju c-KIT-a imunohistohemijom i Western
blotom. Rezultati su ukazali na to da se displasti¢ni nevusi razlikuju od obi¢nih nevusa u
smislu ekspresije c-KIT 1 da bazalno rastuce cCelije u akralnom lentiginoznom melanomu

mogu biti u pocetnoj fazi tumorske progresije, pre nego $to dode do gubitka c-KIT (450).

Janku i sar. sproveli su univarijantne i multivarijantne analize koje su ispitivale uticaj
KIT ekspresije, debljine Breslow-a, nivoa Clark i mikroskopske ulceracije na prezivljavanje
bez bolesti (desease-free survival). U populaciji od 261 bolesnika sa ranim stadijumom
melanoma, sa 62 recidiva u toku 64-mesecnog pracenja, ekspresija KIT-a je pronaden u 144
slucajeva (55%). KIT je bio eksprimiran u viSe od 60% celija kod 20 pacijenata (8%), kod
30-60% celija kod 64 pacijenta (24%) i kod manje od 30% ¢elija kod 60 pacijenata (23%).
Ekspresija KIT nije pronadena kod 117 pacijenata (45%). U univarijantnoj analizi, uticaj KIT
ekspresije na prezivljavanje bez bolesti nije dokazan (P = 0.4956; log-rank test). U
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multivarijantnoj analizi, debljina Breslow-a, stadijum i KIT ekspresija bili su znacajni
negativni prognosticki faktori za krace prezivljavanje bez bolesti (P <0,0001, P = 0,0028, P =
0,0488, redom; postepeni Cox regresioni model). Moze se zakljuciti da je KIT eksprimiran u
viSe od polovine melanoma ranih stadijuma. KIT moze posluziti kao dodatni prognosticki
faktor uz debljinu Breslow-a i stadijum u testiranoj populaciji. Terapijski uticaj ekspresije

KIT kod melanoma je neizvestan (451).

Drugi autori su pokazali da je CD117 malo verovatno korisna dijagnosticka alatka u
diferenciranju Spitz nevusa od primarnog melanoma. Sa druge strane pokazano je da CD117
moze biti koristan u diferenciranju metastatskog melanoma od primarnog melanoma kod
pacijenata koji su imali istoriju melanoma i koji se javljaju sa novim dermalnim lezijama
(452).

Genetsku osnovu CDI117 ekspresije treba paZljivo tumaciti. Postoje studije koje
potvrduju da su KIT mutacije najées¢e kod akralnih i mukoznih melanoma, ali ne moraju
nuzno biti u korelaciji sa brojem KIT kopija ili CD117 ekspresijom. Skrining za KIT
mutacije moze otvoriti nove opcije tretmana za pacijente sa melanomom (453). Drugi autori
pokazali su da je proizvod c-KIT nishodno regulisan u melanocitima nakon maligne

transformacije. Funkcionalni zna¢ak ove modulacije ostaje da se proceni (454).

Drugi autori su pratili ekspresiju imunohistohemijskih parametara kod melanoma i
nevusa. Pokazana je znatno visa ekspresija c-KIT, p-ERK i ciklina D1 kod primarnih
melanoma nego kod nevusa. Imunoreaktivnost c-KIT je bila najvisa u tankim (Tis-pT2)
melanomima 1 pokazala znacajno smanjenje sa progresijom tumora i metastazama. Analiza
prezivljavanja nije uspela da otkrije bilo kakve trendove u pogledu kraceg ili duzeg

prezivljavanja kod pacijenata koji su eksprimirali ¢-KIT, p-ERK ili ciklin D1 (455).

Asocijacije izmedu imunohistohemijske ekspresije, tumorskih mesta i klinickih
parametara nisu jasne. Lin i sar. ispitivali su korelaciju ekspresije proteina i genske mutacije
c-KIT sa klinikopatoloskim parametrima i lokacijama lezije kod pacijenata sa melanocitnim
lezijama. Rezultati ispitivanja imunohistohemijskih prebojenja za c-KIT su bili statisticki visi
u displasti¢nim nevusima nego u obi¢nim nevusima i melanomu. Pored toga, citoplazmatsko
bojenje na c-KIT-a znacajno je koreliralo sa lo§im prezivljavanjem kod pacijenata sa AM
(acral melanoma), ali ne i kod onih sa NAM (non-AM). Nalazi potvrduju da mutacije KIT ne
moraju nuzno biti u korelaciji sa c-kit ekspresijom. Takode, javlja se znaajno razlicita

asocijacija izmedu ekspresije imunoreaktivnosti c-Kit i rizika za smrtnost od melanoma na
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akralnim nasuprot neakralnim mestima (456). Sli¢ni nalaz su dobili i Dai i sar. koji su
istrazivali ekspresiju 1 mutaciju KIT u 39 primarnih akralnih melanoma zajedno sa
odgovarajuc¢im sekundarnim tumorima (17 metastaza limfnih ¢vorova, 6 lokalnih recidiva i 3
metastaze koze) i odnos izmedu KIT ekspresije i mutacije i klinickopatoloskih karakteristika.
Ekspresija KIT nije korelirala sa statusom KIT mutacije (457). Kang i sar. su pratili odnos
ekspresije KIT i postojanja KIT mutacije kod razli¢itih kineskih populacija. Stopa KIT
mutacija pacijenata iz jedne oblasti bila je znatno visa od onih kod pacijenata iz druge
ispitivane geografske oblasti (P = 0,02). Uocena je redom ekspresija c-KIT u 71,4% odnosno
42,9% uzoraka tumorskog tkiva sakupljenih od pacijenata (iz dve razli¢ite kineske oblasti).

Takode, pokazano je da mutacije u KIT genu nisu u korelaciji sa ekspresijom c-KIT (458).

U studiji Sari Aslani i sar. muski pol korelirao sa ve¢im stadijumom tumora (p <0,05).
Sezdeset dva posto (n = 31) slu¢ajeva pokazalo je najmanje 5% KIT pozitivnih Celija, a
sastojale su se od 18% (n = 9) 5-50%, 16% (n = 8) 51-95% i1 28 % (n = 14) 95% C¢elija koje
eksprimiraju KIT. U 38% (n = 19) slucajeva KIT ekspresija je bila manja od 5% pozitivnih
¢elija. Stadijum tumora je pozitivno korelirao sa imunoreaktivno$¢u tumorskih celija i
intenzitetom bojenja (p <0,05). Metastatski melanom je pokazao nizi procenat (43%)
pozitivnosti. Intenzitet bojenja 1 procenat pozitivnih ¢elija su pozitivno korelirani (p <0,001).
Sve to moze biti korisno za skrining pacijenata za savetovanje za KIT mutacijsku analizu i
ciljanu terapiju(459). Drugi autori su pronasli veza izmedu imunohistohemijske ekspresije
KIT 1 statusa mutacije (P = 0,007). Imunohistohemijska ekspresija KIT u manje od 10%
¢elija invazivne komponente akralnih lentiginoznih/mukoznih melanoma izgleda da je jak
negativni prediktor KIT mutacije 1 stoga se potencijalno moZe koristiti za trijazu sluc¢ajeva za

dodatnu genotipizaciju KIT (460).

Postoje i studije gde je vecina ispitanih nevusa i melanoma bilo pozitivno za KIT, sa
minimalnim razlikama izmedu benignih i malignih lezija. Citoplazmatska KIT
imunoreaktivnost u intraepidermalno proliferiSu¢im ¢elijama nevusa otkrivena je u benignim
pigmentovanim lezijama, kao 1 u melanomu, povecavaju¢i se sa uzrastom pacijenata (P =
0,007) u obe grupe. Intenzitet i procenat KIT pozitivnosti u proliferiSu¢im ¢elijama nevusa u
dermisu znacajno je povecan kod malignih melanocitnih lezija (P = 0,015 i P = 0,008) u
poredenju sa benignim lezijama (slozeni melanocitni nevusi, Spitz nevusi, intradermalni
nevusi, blue nevusi). Prebojenje za KIT kod metastatskih melanoma je bilo negativno. Cini se
da KIT nije jak imunohistohemijski marker za razlikovanje melanoma od melanocitnih

nevusa, ako uzmemo u obzir KIT ekspresiju u intraepidermalno proliferiSu¢im ¢elijama.
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Ekspresija KIT u proliferiSu¢éim melanocitima u dermisu mogla bi da pomogne u
diferencijalnoj dijagnozi izmedu SSM (sa invazijom dermisa) i kompaund nevusa ili

intradermalnog nevusa (461).

Postoje i radovi gde je zakljuceno da je ekspresija KIT, osim Breslow dubine, jo$
jedan vazan prediktor prognoze i opstanka (462). Po drugima je ekspresija c-KIT vredan

negativni prediktor prognoze i prezivljavanja, posebno u debelim (> 4 mm) melanomima

(463).

U radu Oyama i sar. mutacija BRAF i KIT nije pokazala nikakvu korelaciju sa
klini¢ckim stadijumom, metastazama u limfnim ¢vorovima, debljinom tumora, ulceracijom i
patohistoloskim nalazom. Rezultati pokazuju da mutacije BRAF-a i KIT postoje kod
japanskih pacijenata sa melanomom, medutim, signalizacija rasta ¢elija moZe biti regulisana
ne samo ovim mutiranim genima ve¢ i drugim nepoznatim regulatornim faktorima koji mogu

uticati na prognozu melanoma (464).

Istrazivanje Ponti i sar. je pokazalo da BRAF, NRAS i KIT melanomi predstavljaju
razli¢ite klinicko-patoloske entitete. KIT mutirani melanom je bio lociran na akralnim
mestima 1 mukozama dok su BRAF mutirani melanoma su uglavnom bili locirani na mestima
sa intermitentnom izloZenoS$¢u suncu, a bili su povezani sa veCom debljinom Breslow-a i
povecanim brojem mitoza. NRAS mutirani melanom je uglavnom primecen na hroni¢no
oSte¢enim delovima koZe sun¢evim zracenjem 1 imao je negativnu prognosticku vrednost, sa
kra¢im vremenom do progresije 1 visokom ucestaloS¢u zahvatanja centralnog nervnog
sistema. Autori su zakljucili da BRAF-mutirani melanom beneficiraju i anti-BRAF i anti-
MEK ciljanim terapijama, dok trostruko negativni melanom mogu imati koristi od novih anti-
CTLA-4 i anti-PD-L1 imunoterapijskih pristupa (465).

U ovoj studiji je prvo ucinjeno poredenje ukupnog broja preparata koji su se pozitivno
bojili. U obe grupe se od po 30 preparata, na CD117 pozitivno bojilo 24, statisti¢ka razlika u
ovom slucaju nije trazena. S druge strane, pracena je promena intenziteta prebojenosti po
vertikali. Sama promena prebojenosti nije bila statisticki znacajna izmedu ispitivanih grupa

(x?=0,31 p=0,579 n.s.)

Distribucija intenziteta prebojenja izmedu grupa D i L takode nije pokazala statisticki
znadajnu razliku (x?=0,46 p=0,794 n.s.), kao ni razlike u procentualnim razlikama intenziteta

prebojenja pozitivnih éelija (x°=0,35 p=0,95n.s.).
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Analiza procentualne distribucije obojenih ¢elija izmedu grupa D i L ne pokazuje

statistiCki znaCajnu razliku izmedu grupa (x2:1,87 p=0,759 n.s.).

Korelacija izmedu imunohistohemijskih parametara

U ovom istrazivanju pronadena je statisticki znacajna korelacija CD4 sa CDS, takode
CDS8 sa CD4 i CD15, ne postoji korelacija izmedu ispitivanih CD4 i CD 15, niti korelacija
ostalih markera sa CD117.

U analizi IHH parametara izmedu obe grupe pokazana je statisticki znacajna veca
vrednosti parametara CD4 i CD8 u grupi sa dobrim ishodom, a za CD15 pronadene su vece

vrednosti u grupi sa lo§im ishodom, ali bez statisticke zna¢ajnosti.

Javlja se nove paradigma u terapiji melanoma u kojoj ¢e se molekularna analiza
tumora Koristiti za dodeljivanje najprikladnijeg terapijskog modaliteta za svakog

pojedina¢nog pacijenta, kako bi se maksimizovao terapijski uspeh (466).

Nije tesko pretpostaviti da ¢e u narednih nekoliko godina tumori melanoma biti
rutinski ispitivani na prisustvo panela specificnih markera kako bi se odredilo dodeljivanje
pojedinacnih pacijenata za najprikladnije terapeutske pristupe. Zapravo, analiza ovih markera
se sada Cesto koristi u akademskim centrima za veéinu novih pacijenata koji se javljaju sa

metastatskom bolest i na ivici je da postane standardna praksa.

Prisustvo "upaljenog" tumorskog mikrookruZenja, za koje se predvida da ¢e moci da
se okarakteriS§e pomocu malog seta gena, analiziranog pomoc¢u qRT-PCR, moglo se koristiti
za razmatranje pacijenata za opseg imunoterapijskih intervencija. Posedovanje ovih

prediktivnih biomarkera ¢e uticati na brigu o pacijentima sa melanomom na vise nacina.
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Korelacija morfometrijskih parametara sa imunohistohemijskim

parametrima

U analizi svih ispitivanih parametara zajedno nadeno je da morfometrijski parametri
ne koreliraju znacajno sa ispitivanim imunohistohemijskim parametrima. Jedina znacajna
korelacija je izmedu Roundness i CD117 (porast Roundness korelira sa negativnim

vrednostima CD117 — obrnuta korelacija).

U analizi po grupama pronadena je korelacija po grupama (D i L) izmedu
morfometrijskih parametara i1 imunohistohemijskih parametara. U grupi D pronadena je
pozitivna korelacija parametara Area, Circ., IntDen i Round sa CD15, dok sa ostalima nije
postojala korelacija. U grupi L pronadena je negativna znacajna korelacija izmedu

cirkularnosti (Circ.) i zaobljenosti (Roundness) sa CD117.

Uradeno je uporedivanje pozitivnih ¢elija za ispitivane markere (CD4, CDS8, CDI15)
intra i peritumorski, izmedu grupa D i L. Kod kvantifikovanih peritumorski lokalizovanih
¢elija postoji znacajna razlika samo kod markera CDI15. Uporedivanje kvantifikovanih
intratumorskih imunohistohemijski pozitivnih ¢elija se razlikuje znacajno kod markera CD4 i

CD8 dok se kod markera CD15 ne razlikuje.
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6. Zakljucci:

1. Za ispitivani period 2002 — 2011. postoji statisticki znacajan godi$nji porast incidence
oboljevanja od melanoma koze, za period nakon 2004. je registrovan i znacajan porast
novoobolelih, kod kojih se tokom klini¢kog pracenja nije javio recidiv/metastatska bolest,
Sto odgovara povecanom broju dijagnoza u ranijim stadijumima. Takode, postoji
statisticki znacajan porast broja novoobolelih pacijenata u populaciji starijih od 50
godina.

2. U periodu 2009. do 2011. postoji smanjenje incidence agresivnih klini¢kih formi
melanoma, ali bez statisticke znacajnosti. Dve tre¢ine recidiva javlja se u toku prve
godine.

3. Klinicki stadijum bolesti je pokazao uslovljenost I stadijuma sa lokalizacijom na glavi i
vratu, ledima, ruci i nozi; Il stadijum najces¢e se manifestovao pojavljivanjem na glavi i
vratu i na ledima. Isti stadijum je u znacajnom broju slucajeva bio povezan i Sa
postojanjem ulceracije na primarnom tumoru; stadijum II/IV znacajno je povezan sa
lokalizacijom na glavi i vratu.

4. Medu 60 pacijenata morfometrijski i imunohistohemijski obradenih veca debljina po
Breslowu i postojanje ulcetracije su negativni prognosti¢ki parametri.

5. Porast vrednosti nuklearnomorfometrijskih parametara cirkularnosti i zaobljenosti pracen
je loSom prognozom bolesti.

6. Raspored i koncentracija CD4 pozitivnih ¢elija u razli¢itim kompartmanima u tumoru i
peritumorskom tkivu nije pokazala prognosticki znacaj. Porast ukupne koncentracije
intratumorski lokalizovanih CD4 pozitivnih ¢elija imala je pozitivan prognostic¢ki znacaj.
Jace prebojene CD4 pozitivne ¢elije kao 1 procentualno veci udeo CD4 pozitivnih Celija u
odnosu na neobojene c¢elije istih morfoloskih karakteristika imale su pozitivan
prognosticki znacaj.

7. Raspored i koncentracija analiziranih CD8 pozitivnih ¢elija u oviru tumorskog preparata
(intra i peritumorski) nije imala prognosti¢ki znacaj. Porast ukupne koncentracije
intratumorski lokalizovanih CD8 pozitivnih ¢elija imala je pozitivan prognosticki znacaj,
kao i procentualno ve¢i udeo CD8 pozitivnih ¢elija u odnosu na neobojene celije istih
morfoloskih karakteristika.

8. Analiza CD15 prebojenja pokazala je da razlike u koncentracijama CDI15 celija u
pojedinim kompartmanima, intra i peritumorski, imaju prognosticki znacaj. Sa druge

strane, samo prisustvo pozitivnih ¢elija u kompartmanima preparata bez postojanja
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10.
11.

12.

gradijenta koncentracije, intenzitet bojenja i broj CD15 pozitivnih ¢elija u vidnom polju
na preparatu nisu imali prognosticki znafaj. Veéa Kkoncentracija peritumorski
lokalizovanih CD15 ¢elija nosi losu prognozu.

Analiza CD117 bojenja nije pokazala prognostic¢ki znac¢aj ni u jednoj zasebno ispitivanoj
karakteristici bojenja.

Povoljan prognostic¢ki znacaj ima istovremeni porast broja CD4 i CD8 pozitivnih ¢elija.
Jedina znacajna korelacija morfometrijskog parametra Roundness nadena je sa CD117
pozitivnim ¢elijama, tj. porast Roundness korelira sa smanjenjem vrednosti parametara
CD117.

Porast CD15 pozitivnih ¢elija sa porastom Area, Circularity, IntDen, Roundness predvida
dobru prognozu, dok nasuprot tome ispodprosecan nivo CD117 parametara sa porastom

cirkularnosti i zaobljenosti moze ukazivati na losu prognozu bolesti.
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Prilog:

Tabela 39.Pearsonova korelacija izmedu ispitivanih morfometrijskih parametara N=60.

Grupa | Area Mean | Mode | Perim. | Circ. Feret | IntDen | Round

Grupa T 1 202 -211| -212 036 .563™| -.040 027 4377

Sig. 122 106 104| 787 .000 759 .839 .000

Area r 202 1 137 A11| 9447 55| .843™| 847" 104

Sig. 122 298 398 .000 238 .000 .000 427

Mean r -211 137 1 .997” 102 144 075| 6257 .059

Sig. 106 298 .000 439 271 570 .000 653

Mode r -212 11| 997" 1 .079 136 .056 | .606™ .048

Sig. 104 398 .000 547 299 672 .000 713

Perim. r 036 .944™ 102 .079 1| -160| .962™| .785™ -.186

Sig. 787 .000 439 547 221 .000 .000 154

Circ. r 563" 155 144 136 -.160 1| -.343" 178 895"

Sig. .000 238 271 299 221 .007 173 .000

Feret r -040| 8437 .075 056 | 962" | -.343" 1| 6977 | -.428"

Sig. 759 .000 570 672 .000 .007 .000 .001

IntDen  r 027| 8477 6257 .606™| .785" 178| 697 1 .093

Sig. 839 .000 .000 .000 .000 173 .000 478

Round r 4377 104 .059 .048| -186| .895™| -.428" .093 1
Sig. .000 427 653 713 54|  .000 .001 478

Napomena: **, Korelacija je znacajna na nivou 0.01.

Tabela 40. Pearsonova korelacija izmedu vrednosti Min i Max i ostalih parametara N=60.

Grupa Area Mean Mode Perim.  Circ. Feret IntDen Round

Min r -.184 021 952 9577  -.009 115 -033 5207 .061
p 159 874 .000 .000 945 381 801 .000 643

N 60 60 60 60 60 60 60 60 60

Max r -232 298" 905" 8797  .264" 158 229 685" .068
p 074 021 .000 .000 042 229 .078 .000 606

N 60 60 60 60 60 60 60 60 60

Napomena: **. Korelacija je znacajna na nivou 0.01 (2-tailed), *. Korelacija je znacajna na nivou 0.05 (2-

tailed).
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Tabela 41. Pearsonova korelacija izmedu vrednosti Min i Max N=60.

Min Max
Min Pearson Correlation 1 7507
Sig. (2-tailed) .000
N 60 60
Max Pearson Correlation 7507 1
Sig. (2-tailed) .000
N 60 60

Napomena: **. Korelacija je znacajna na nivou 0.01 (2-tailed).
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Molekularna medicina. Kao stipendista Ministarstva nauke i tehnoloskog razvoja usmerava
se na oblast plasti¢ne hirurgije i patologije. Tokom doktorskih studija radi kao stru¢ni
saradnik - volonter na premetu Biohemija od oktobra 2010., a juna 2011. godine poc¢inje sa
radom kao klinicki lekar — volonter na Klinici za plasti¢nu i rekonstruktivnu hirurgiju KC Ni§
gde aktivno ucestvuje u radu Klinike. Ispite na doktorskim studijama poloZio je sa prosecnom
ocenom 9,94.

Specijalizaciju iz ortopedije 1 traumatoloske hirurgije na Klinici za ortopediju 1
traumatolosku hirurgiju na II HirurSkoj Klinici, Klinike Koburg u Bajernu, Nemacka
zapocinje jula 2014. godine. Autor je viSe radova iz oblasti medicine. OZenjen je 1 otac dvoje
dece.
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Izjava 1.

IZJAVA O AUTORSTVU

Izjavljujem da je doktorska disertacija, pod naslovom

PROGNOSTICKI ZNACAJ NUKLEARNE MORFOMETRIJE |
IMUNOHISTOHEMIJSKIH PARAMETARA KOD MELANOMA KOZE

koja je odbranjena na Medicinskom fakultetu Univerziteta u NiSu:

. rezultat sopstvenog istrazivackog rada;

. da ovu disertaciju, ni u celini, niti u delovima, nisam prijavljivao/la na drugim
fakultetima, niti univerzitetima;

. da nisam povredio/la autorska prava, niti zloupotrebio/la intelektualnu svojinu drugih

lica.

Dozvoljavam da se objave moji li¢ni podaci, koji su u vezi sa autorstvom i dobijanjem
akademskog zvanja doktora nauka, kao §to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum
odbrane rada, 1 to u katalogu Biblioteke, Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u NiSu, kao

1 u publikacijama Univerziteta u NiSu.

U Nisu, ) Asen V. Velickov
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Izjava 2.

IZJAVA O ISTOVETNOSTI STAMPANOG I ELEKTRONSKOG OBLIKA
DOKTORSKE DISERTACIJE

Naslov disertacije:

PROGNOSTICKI ZNACAJ NUKLEARNE MORFOMETRIJE I
IMUNOHISTOHEMIJSKIH PARAMETARA KOD MELANOMA KOZE

Izjavljujem da je elektronski oblik moje doktorske disertacije, koju sam predao/la za

unoSenje u Digitalni repozitorijum Univerziteta u NiSu, istovetan Stampanom obliku.

U Nisu, . Asen V. Velickov
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Izjava 3.

IZJAVA O KORISCENJU

Ovlaséujem Univerzitetsku biblioteku ,,Nikola Tesla* da u Digitalni repozitorijum

Univerziteta u NiSu unese moju doktorsku disertaciju, pod naslovom:

PROGNOSTICKI ZNACAJ NUKLEARNE MORFOMETRIJE I
IMUNOHISTOHEMIJSKIH PARAMETARA KOD MELANOMA KOZE

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom obliku, pogodnom za

trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju, unetu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Nisu,
mogu koristiti svi koji poStuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne

zajednice (Creative Commons), za koju sam se odlucio/la.
1. Autorstvo (CC BY)

2. Autorstvo — nekomercijalno (CC BY-NC)

3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade (CC BY-NC-ND)

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima (CC BY-NC-SA)
5. Autorstvo — bez prerade (CC BY-ND)

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima (CC BY-SA)

U Nisu, . Asen V. Velickov
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