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Melanom definicija

Melanom je agresivni metastaziraju¢i tumor poreklom od neuralne kreste. Nastaje zbog
genetske predispozicije i zbog uticaja iz Covekove okoline koji dovode do maligne
transformacije normalnih humanih melanocita (1). Naziv mu potice od grc¢ke reci uéhog —
melas, sto znaci "tamno" i javlja s prevashodno na kozi ali se moZe razviti i u oku, u$nim
Skoljkama, gastrointestinalnom traktu, leptomeningeama, oralnoj i genitalnoj mukozi. (2).
Kutani melanociti (Sl. br.1), predstavljaju odprilike 1-3% ¢elija adultnog epiderma i nalaze se
na epidermalnoj bazalnoj membrani (3). Melanociti produkuju melanin u endocitoznim
vezikulama glatkog endoplazmati¢nog retikuluma poznatim kao melanozomi. Melanosomi
sadrze veliki broj enzima koji su ukljuceni u sintezu melanina (4). Pigmentacija koZe potice
od transfera zrelih melanozoma preko melanocitnih dendrita do susednih keratinocita (5). U
keratinocitima se melanozomi disperguju u citoplazmi i pod uticajem UV zracenja formiraju

zaStitne strukture oko jedra da bi ga zastitili od oStecenja DNK izazvanog UV zrac¢enjem (4).

melanozomi dendriti
B stratum corneum
stratum granulosum
epiderm
keratinociti
sloj bazalnih celija
bazalna membrana
= melanocit
derm

Sl.brl. Melanocit

Istorijat

U ranijim vremenima, mladezi i belezi od rodenja imali su religijski, magijski, astoloski i
hiromantski znacaj. Saunders (6) u svom delu iz 1671. “Fiziognomija, Hiromantija,
Metoposkopija, Simetri¢ne proporcije mladeza na telu, potpuno i tatno objasnjene; sa
njihovim prirodnim i prediktivnim znacajem kod muskaraca i kod zena”, opisuje lokalizaciju
mladeza i njeno znacenje: na primer mladez 55 na lijevoj strani udubljenja izmedu kapka i

nosa ukazuje na ¢oveka koji bi mogao da bude ubica, ako je boje meda ili crven ranice
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¢oveka a nece ga ubiti; ali ako je crne boje ubice nekoga iz porodice; ako je promena izgleda

soCiva on je sigurno lud ili rastrojen... (Slika br.2a i b).

S1.2.a 1 b Ilustracije iz Saundersove knjige “Fiziognomija, Hiromantija, Metoposkopija,
Simetri¢ne proporcije mladeza na telu, potpuno i tatno objasnjene; sa njihovim prirodnim i

prediktivnim znacajem kod muskaraca i kod Zena”

U Francuskoj u 18. veku postojao je paradoksalni koncept obozavanja mladeZa prirodnog ili
vesStackog kao obelezja lepote (“mouches pour Bal”) (Sl.br.3). Ukoliko dama nije imala
urodene mladeZe na adekvatnim “uzbudljivim mestima” na kozi, nanosila je crne flastere u
obliku zvezdica, kruga ili polumeseca menjajuc¢i njihove pozicije s vremena na vreme zbog

kaprica Sl.br.4. (7).

Sl. br.3. Mouches pour Bal  Sl. br. 4. Vestacki mladezi
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Mladezi nisu smatrani samo obelezjem lepote ve¢ su imali i religijski znacaj.

Regionalna lokalizacija ili dispozicija mladeza na gornjem delu trupa je smatrana znakom
inkarnacije ¢etrnaestog Dalaj Lame (8).

Tibetanske Dalaj Lame smatraju da su svi oni jedna dusa koja se seli iz tela u telo. Kada je
1933.godine trinaesti Dalaj Lama bio na samrti on je prorekao mesto svog ponovnog rodenja
iizgled decaka u ¢ijem Ce se telu inkarnirati.

Po njegovom prorocanstvu je u manastiru sa pozlacenim krovovima pronaden decak sa
upadljivim usnim Skoljkama i mladezom u gornjoj polovini trupa kao oznakama
prorocanstva.

Prvi zabelezeni opis melanoma dao je Hipokrat (Hippocrates of Cos) u 5. veku pre nove ere i
kasnije grcki lekar Rufus (Rufus of Eupheses) (7). Arheoloski tragovi prisustva melanoma su
oskudni ali ipak mogu biti dijagnostikovani iz skeleta obolelih koji su imali koStane
metastaze. Najraniji fizicki dokaz prisustva melanoma utvrden je u difuznim melanoti¢nim
metastazama u skeletima mumija iz prekolumbovog perioda iz Cankaja (Chancay) i Cingasa

(Chingas) u Peruu (SI. br.5.a i b). Utvrdena starost ovih mumija radiougljeni¢nim datiranjem

procenjena je ~2400 godina (7).

Sl. br.5.a i b Lobanja, skapula i tibia mumije iz prekolumbovog perioda sa metastazama

melanoma

U periodu izmedu 1650. i 1760., u evropskoj medicinskoj literaturi, ukljucujuci radove
Hajmura (Highmore) (1651), Bonea (Bonet) (1651), i Notnagela (Nothnagel) (1757),
pominju se brojne reference o “fatalnim crnim tumorima sa metastazama i crnom tecnosti u
telu”. Skotski hirurg Dzon Hanter (John Hunter) se smatra prvim hirurgom u zapadnoj
medicinskoj literaturi koji je izvrSio hirurSko odstranjivanje melanoma. On je 1787. godine

operisao i uspesno uklonio rekurentni melanom iz vilice tridesetpetogodiSnjeg Coveka
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(SLbr.6). Tumor je opisao kao kanceroznu gljivicnu izraslinu (cancerous fungous
excrescence). Tumor je konzerviran i ¢uva se u Hunterian muzeju Kraljevskog koledza

hirurga Engleske (Royal College of Surgeons of England) (9). Iako nije poznato da li je

Hanter znao o kakvom je tumoru rec, sacuvani tumor je kasnije dijagnostikovan kao

melanom 1968 (10).

SI. br.6. Tkivo metastatskog melanoma koji je operisao Dzon Hanter 1787. 1 koje se ¢uva u

Hunterian muzeju Kraljevskog koledza hirurga Engleske

Melanom je prvi put opisan kao poseban entitet na predavanju koje je 1804.godine odrzao

Rene Lenek na Medicinskom fakultetu u Parizu (11).

Prvi objavljeni izvesStaj o melanomu na engleskom jeziku objavio je 1820. godine engleski
lekar opste prakse iz Stourbridza Vilijam Noris (12). -On kasnije u radu iz 1857. godine
(Osam slucajeva melanoze sa zabeleskama o patologiji i terapiji bolesti-Eight Cases of
Melanosis with Pathological and Therapeutical Remarks on That Disease) uo¢ava postojanje

familijarne predispozicije za razvoj melanoma.

Prvo formalno saznanje da je uznapredovali melanom neizleciva bolest i da je jedina Sansa
za izleCenje pacijenta rano otkrivanje i hirurSko otklanjanje melanoma (13) objavio je

Samjuel Kuper 1840.
Na zalost 1 danas situacija nije bitnije promenjena.

Epidemiologija

Melanom je najredi ali 1 najagresivniji maligni tumor koZe odgovoran za 75% smrtnih ishoda
vezanih za kancer koze generalno (14). Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije

WHO godisnje se registruje oko 232 000 novih slucajeva (podatak iz 2012.god) sa oko 68000
smrtnih ishoda svetu, dok je u Srbiji melanom uzrok smrti u 1.1% populacije (15,16). Prema
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podacima Registra za rak za centralnu Srbiju u periodu od 1999. do 2008. godine incidenca

melanoma je bila 1.4% za muskarce i 1.5% za zene.

Pacijenti u odmaklim klinickim stadijumima bolesti imaju 5-godisnje prezivljavanje od samo

14% zahvaljujuéi izuzetnoj otpornosti melanoma na hemo i radioterapiju (17).

Melanom je primarno malignitet koji pogada belu rasu. Ucestalost oboljevanja
Afroamerikanaca u odnosu na belce je 1/20, dok je prevalenca kod Hispanoamerikanaca 1/6 u
odnosu belce (18). Medutim, stopa mortaliteta je visa kod Afroamerikanaca i
Hispanoamerikanaca koji ¢eS¢e oboljevaju od akralnog tipa melanoma i dolaze na pregled

najcesce u ve¢ poodmakloj fazi bolesti.

Generalno melanom se ¢esc¢e javlja kod musSkaraca, posebno kod severozapadnih Evropljana
(Kelta) koji zive u suncanim predelima (19). Kod Zena se najcesée javlja na nogama a kod

muskaraca na ledima (19).

Melanom najcesc¢e pogada mlade, produktivne ¢lanove drustva do 40 godina. Kod starijih
pacijenata se najcesce javljaju tanji melanomi koji imaju bolju prognozu.
Faktori rizika
Najvazniji faktori rizika za nastanak melanoma su :
1. Ultravioletno zracenje:
a. - Izlozenost Suncu,
b. - Koris¢enje solarijuma
c. - Istorijat ozbiljnih opekotina od suncanja u detinjstvu i adolescenciji
d. -Isprekidana intenzivna izloZenost Suncu,
2. Genetska predispozicija:
-Familijarna predispozicija za melanom,
-Svetla put, pegavost, plave oc€i, crvena kosa (Fitzpatrick tipovi I i II),
-Brojni nevusi (>100 tipi¢nih nevusa ili prisustvo atipi¢nih/displasti¢nih nevusa),
- Xeroderma pigmentosum,
3. Imunosupresija:
- Primalac transplantiranog organa,

-Pacijenti koji imaju AIDS.

UVB svetlost ima najvece karcinogeno dejstvo u spektru UV svetlosti. UV zraci izazivaju
stvaranje pirimidinskih dimera izmedu susednih timin i citozin baza u DNK. Regioni koji

sadrZe citozin baze su vruce tacke za C — T tranziciju, najces¢i tip mutacije uzrokovan UVB
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zracenjem (20, 21). Ekciziona reparacija DNK je endogeni sistem odsecanja dimera i
njihove zamene orignalnom sekvencom baza u cilju zastite DNK od stvaranja ovokvog tipa
mutacija. Xeroderma pigmentosum je nasledna bolest u kojoj je disfuncionalan sistem DNK
ekcizione reparacije, Sto predisponira ove osobe za melanom. Oko 25-50% ljudi sa
hereditarnim melanomom imaju mutaciju u CDKN2A (ciklin-zavisni kinazni inhibitor 2A),
tumor supresornom genskom lokusu, $to vodi u nekontrolisanu melanocitnu proliferaciju.

Familijarni melanomi predstavljaju 10% svih melanoma.

CDKN2A lokus kodira dva alternativno spojena (spliced) produkta: p16 i pl4ARF. P16 se
vezuje za CDK4, predstavlja inhibitor ¢elijskog ciklusa (22) i deluje na ¢elijsko starenje. p16
indukuje starenje melanocita (23). pl4ARF je takode tumor supresorni gen i mutacije u
CDKN2A lokusu daju prijemc¢ivost za melanom bez obzira da li se nalaze samo na p16, samo
na pl4ARF (24,25), ili na oba. Osim mutacija utvrdeno je da CDKN2A gen moze biti
inaktiviran metilacijom. 80% crvenokosih ljudi svetle puti nosi germline varijaciju u
melanokortin receptor-1 genu (MC1R) §to oStecuje produkciju melanina (pigmenta potrebnog
za neutralisanje dejstva UVB zracenja); umesto toga, oni produkuju feomelanin, koji daje
svetlu boju koze, crvenu kosu i gubitak zastite od UVB zraka (26). Broj nevusa pozitivho
korelira sa izlozeno§¢éu UV zracenju i koristi se kao surogat marker UV-indukuvanog
oste¢enja koze. Takode to ukazuje i na genetsku sklonost melanocitnoj proliferaciji. lako se
veruje da melanin ima zastitnu ulogu od mutagenih efekata UV zraCenja, razvoj melanoma

kod albina (Sl.br.7 ) iako je veoma retka pojava dovodi u pitanje pravu ulogu UV zracenja u

genezi melanoma (27, 28).

Sl.br.7 Albino devojcica, Papua Nova Gvineja
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Melanom je imunogeni¢ni tumor, jer imuni sistem u zdravom organizmu generise snazan
imuni odgovor na melanomske ¢elije (29). Snazan imunoloski odgovor (limfocitna infiltracija
tumora) 1 tretman imunoterapijom (interferon o-2b i IL-2) su udruzeni sa boljom prognozom.
Jedini drugi dobro poznat imunogenic¢ni tumor je karcinom bubreznih ¢elija (renal cell

carcinoma).

Patogeneza melanoma

Uticaj UV zracenja u kombinaciji sa genetskom predispozicijom (CDKN2A, CDK4, MCIR,
BRAF, p16/ARF geni) dovodi do akumulacije mutacija u melanocitima $to aktivira
onkogene, inaktivira tumor supresorne gene i onesposobljava mehanizme za reparaciju
DNK. Sve to dovodi do melanocitne proliferacije, stimulacije angiogeneze, tumorske

invazije, izbegavanja imunog odgovora i metastaziranja (30).

Klarkov model nastanka i progresije melanoma

Melanociti postaju maligno transformisani kroz niz koraka u kojima se menjaju i fenotip i
histopatoloske karakteristike kao posledica promena na nivou gena (SI. br. 7). Ucestalost
kako progresije maligne transformacije nevusa tako i regresije nije poznata.

Prema Klarkovom modelu prva fenotipska promena je proliferacija normalnih melanocita
koji vodi u stvaranje benignog nevusa (Sl.br.7.) Kontrola rasta ovih ¢elija je narusena ali rast
nevusa je ogranicen. Nevus retko progredira u kancer (31). Razlog za odsustvo progresije je
verovatno onkogenima izazvano Celijsko starenje u kojem je ogranicen rast stimulisan
aktivacijom onkogenih putanja (32).

Na molekularnom nivou, abnormalna aktivacija mitogen-aktivirajuce protein kinaza
(MAPK) signalne putanje stimuliSe rast melanomskih ¢elija (33, 34, 35) .

Aktivacija ove putanje je rezultat somatskih mutacija u N-RAS, koje su prisutne u oko 15%
melanoma, ili u BRAF, koje su udruzene sa oko 50% melanoma. Ove mutacije koje se
javljaju nezavisno jedna od druge, uzrokuju konstitutivnu aktivaciju serin—treonin kinaza u
ERK-MAPK putanji (36,37,38). BRAF mutacije se javljaju sli¢cnom frekvencijomiu

benignim nevusima i u primarnim i metastaskim melanomima (39).



M. Jovi¢ Procena bioloskih svojstava tumora na osnovu histoloskog tipa, in situ ekspresije i
serumskih koncentracija survivina u bolesnika sa melanomom

avf3 integrin ekspresija
MMP-2 ekspresija
Survivin

Redukcija TRPM1

. Benigni . . . .
Stadijum g Displastiéni Radiialna faza Vertikalna faza Metastatzki
nevus | 1
T nevus racta | rasta melanom
Epidermis l -
2.8 .
0, @ y
g | - @ *
Bazalna - “ & ¥ l
membrana % @ a |
‘ L
Drermis
meta-staziranje u
udaljene organe
Stadijum Benigni nevus | Displasti¢ni Radijalna faza rasta | Vertikalna faza rasta Metastatski
nevus melanom
Bioloska Benigni Premaligna lezija | Smanjena Proboj kroz bazalnu Disocijacija od
promena ogranicen koja moze da diferencijacija membranu primarnog tumora
rast regredira Neogranicena Formiranje tumora Rast na udaljenim
Nasumicna hiperplazija mestima
atipija Klonalna
proliferacija
Molekularne BRAF CDKN2A gubitak | Povecanje CD1 E-kaderin gubitak
lezije mutacije PTEN gubitak N-kaderin ekspresija

Odsutan TRPM1

Sl. Br.7. Klarkov model nastanka i progresije melanoma

Budu¢i da veci broj nevusa obustavlja proliferaciju i ostaje statican desetinama godina, ove

slicne frekvencije mutacija sugerisu da nevusi moraju da imaju dodatne molekularne lezije

da bi se oslobodili ogranicenja za rast i maligno se transformisali.

U humanim melanocitima, mutirani BRAF protein indukuje ¢elijsko starenje pove¢anjem

ekspresije inhibitora ¢elijskog ciklusa kinaze 4A (INK4A) (40). INK4A ograniceva

hiperplasticni rast koji uzrokuje BRAF mutacija. Obustavljanje ¢elijskog ciklusa od strane

INK4A se moze medutim prevazi¢i mutacijom u samom INK4A kao i drugim ¢elijskim

faktorima.

Klini¢ki, nevusi su izgleda ravnih ili blago izdignutih lezija uniformne braonkaste boje.

Histoloski ove lezije imaju poveéan broj melanocitnih gnezda duz bazalnog sloja.

Sledec¢a faza u razvoju koja vodi nastanku melanoma prema Klarkovom modelu je pojava

citoloske atipije koja dovodi do nastanka displasti¢nih nevusa koji mogu nastati iz predhodno
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postojece benigne lezije ili de novo. Ove lezije mogu biti asimetri¢ne, sa iregularnim ivicama,
viSebojne i sa prisutnim povecanjem dijametra promene (41).

Radijalnu fazu rasta karakterise sposobnost melanocita da proliferisu horizontalno
intraepidermalno. Ovakve lezije viSe ne pokazuju nasumicnu atipiju ve¢ po€inju da pokazuju
citomorfoloske melanoma in situ. Pojedina¢ne ¢elije mogu da invadiraju i papilarni derm.

U vertikalnoj fazi rasta prisutni su brojni biohemijski dogadaji kao $to su gubitak ekspresije
E-kaderina a poveéana ekspresija N-kaderina $to omogu¢ava malignim ¢elijama invaziju
bazalne membrane i vertikalnu proliferaciju kroz dermis u obliku ekspanzivnog nodula sa

metastatskim potencijalom.

Metastatski melanom nastaje odvajanjem tumorskih ¢elija od primarne lezije, migracijom
kroz okolnu stromu, invazijom u krvne i limfne sudove i formiranjem tumora na udaljenim

mestima.

HistoloSki tipovi melanoma

Melanomske celije su kategorizovane u dva glavna tipa: epiteloidne i vretenaste ali prisutni
su i meSoviti oblici. Epiteloidne ¢elije su velike sa i okrugle sa obilnom eozinofilnom
citoplazmom, prominentnim vezikularnim jedrom i velikim jedarcima. Naj¢eS¢e su prisutne u
superficijalno Sire¢im i nodularnim melanomima. Generalno vretenaste celije su pokazatelj

bolje prognoze bolesti.

Cetiri najzastupljenija histoloska tipa melanoma su:

-Superficijalno Sire¢i melanom-Superficial Spreading malignant Melanoma (SSM): 50-75%,
- Nodularni melanom (NM): 15-35%,

- Maligni lentiginozni melanom-Lentigo Maligna Melanoma (LMM): 5-15%,

-Akralni maligni lentiginozni melanom-Acral Lentiginous malignant Melanoma (ALM):

5-10% (42).

Superficijalno Sire¢i melanom (SSM)

SSM je najcesca histoloska varijanta melanoma. Kod muskaraca se najc¢esce javlja na
ledima a kod Zzena na nogama. U 75% slucajeva nastaje de novo a u 25% iz predhodno
postojeceg nevusa (kongenitalnog i displasticnog) (43).

Histoloski SSM karakterise prisustvo radijalne faze rasta sa atipi¢nim epiteloidnim

melanocitima koji se mogu naci kao pojedini¢ni ili u klasterima, rastrkani kroz epiderm.
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Tumorske ¢elije imaju obilnu citoplazmu, nuklearni pleomorfizam i prominentne nukleoluse.

Karakteristi¢no postoje varijacije u pigmentaciji i iregularne ivice (43).

Nodularni melanom (NM)

Nodularni melanom (NM) se javlja u obliku brzo rastu¢eg nodusa koji moze biti lokalizovan
bilo gde na telu. Tumorske ¢elije su obi¢no kruzne i epiteloidne sa hiperhromati¢nim jedrima.
Nodularni melanom (NM) je drugi najces¢i histoloski tip melanoma i za razliku od ostala tri
osnovna histoloska tipa, NM ima samo vertikalnu fazu rasta (odsustvo radijalne faze rasta je
osnovna histopatoloska karakteristika ovog tipa melanoma). Po izgledu je nodularni,
polipoidni, ponekad sa peteljkom, tamno braon ili crn a moze da bude i amelanotican ili sa

ulceracijom.

Maligni lentigo melanom-Lentigo maligna melanoma (LMM)

Maligni lentigo melanom je podtip melanoma, koji se javlja uglavnom kod starijih ljudi na
delovima koze koji su hroni¢no izlozeni suncu (glava i vrat). Histoloski se karakteriSe
konfluentnim rastom atipi¢nih melanocita duz dermalno-epidermalnog spoja koji se ¢esto Sire
niz kozne nabore. Promene ukljucuju i solarnu elastozu i prisustvo melanofaga i malih fokusa
limfocita. Invazivna komponenta moze se sastojati od vretenastih ¢elija i moze biti udruzena

sa dezmoplasticnom reakcijom (44).

LMM generalno ima bolju prognozu nego druge forme melanoma.

AKkralni lentiginozni melanom-Acral Lentiginous Melanoma (ALM):

ALM je najceS¢a varianta melanoma kod crnaca, Latinoamerikanaca i Azijata. Obicno se
javlja kod starijih ljudi i to viSe kod muskaraca. Javlja se na dlanovima, prstima i ispod
nokata i na tabanima. Nisu svi melanomi u ovoj regiji ALM, subungvalni melanomi mogu da
budu i SSM 1 nodularni. LoSa prognoza kod ovog tipa melanoma se vezuje za njegovu
lokalizaciju i kasno otkrivanje. U radijalnoj fazi rasta ALM-a prisutna je lentiginozna
proliferacija atipi¢nih melanocita duz bazalnog sloja epidermisa koja je udruzena sa
akantozom epidermisa i elongacijom epidermalnih precki. Vertikalna faza rasta obi¢no

ukljucuje i1 prisustvo vretenastih Celija (45).

Desmoplasti¢ni melanom (DM)

Desmoplasti¢ni melanom (DM) karakteriSu tumorske celije koje produkuju fibromucinozni
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matriks. Jedna polovina slucajeva se javlja na glavi i vratu. Klinicki ove promene su sporo
rastuce i Cesto ne-pigmentovane slicne oziljnom tkivu. Neki od ovih melanoma verovatno
pocinju svoj razvoj kao LMM.

Histoloski DM karakteriSu vretenaste tumorske ¢elije u dermu i subkutisu oivi¢ene
snopovima zrelih kolagenih vlakana. Relativni udeo tumorskih ¢elija u okolnoj stromi je
varijabilan. Kada je prisutan veliki broj tumorskih ¢elija lezija moze biti oznacena kao
melanom vretenastih ¢elija (spindle-cell melanoma) (46). Varijante DM sa malim brojem
tumorskih ¢elija mogu biti pogresno dijagnostikovane kao dermatofibromi.

Neurotropni melanomi predstavljaju varijantu dezmoplasti¢nih melanoma sa infiltracijom
nervnih ¢elija i tumorske ¢elije su rasporedene koncentricno oko nervnih vlakana. Ova

varijanta melanoma ima visoku lokalnu rekurenciju.

Druge histoloske varijante melanoma

e Primarni dermalni melanom- Melanomski depozit u dermu ili subkutano, bez in-
situ komponente, moguce zbog prisutne regresije ili zbog nastanka promene iz ne-
epidermalnih melanocita.

e Minimalno devijantni melanom- Minimalna histoloska devijacija benignog nevusa.
Melanomske ¢elije pokazuju samo blagu atipiju.

o Naevoidni melanom- Vertikalna faza rasta melanoma lako se moze pomesati sa
benignim nevusom.

o Sitnodéelijski melanom- Melanomske ¢elije su male sa minimalnom citoplazmom,
okruglim hiperhromati¢nim jedrima i prominentnim jedarcima..

« Melanom éelija prstena pe¢atnjaka- Signet ring melanoma- Celije prstena
pecatnjaka imaju veliku i svetlu citoplazmu sa globularnim inkluzijama koje pritiskaju
jedro.

o Rabdoidni melanom- Prisustvo velikih epiteloidnih ¢elija sa obilnom citoplazmom
koja sadrzi kruzne eozinofilne inkluzije.

e Svetlodelijski melanom i melanom balonastih ¢elija melanom- Tumorske celije
imaju obilnu eozinofilnu i bistru citoplazmu sa finim granulama ili promenama
vakuola.

e Miksoidni melanom- KarakteriSe ga vertikalni rast. Tumorske ¢elije su male sa
depozitima mucina koji je PAS negativani Alcijan plavo pozitivan.

e Melanom sa neuroendokrinom diferencijacijom- Eksprimira hromogranin i
sinaptofizin.

e Maligni plavi nevus- Predilekciono se javlja na skalpu. Moze da nastane iz obi¢nog
ili plavog nevusa.
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o Pseudovaskularni melanom- Pokazuje angiotropizam i infiltriSe zid krvnih sudova.

e Metaplasti¢ni melanom- Metaplasticni elementi kao $to su kost, hrskavica ili glatki
misi¢i mogu se na¢i u melanomu, posebno u akralnoj lentiginoznoj leziji.

o Epidermotropni metastatski melanom- Metastatski melanom sa obuhvatanjem
epiderma teSko se moze razlikovati od sinhronih lezija. Osobina koja ukazuje na
metastatski potencijal je ekstenzivna limfovaskularna invazija.

e Metastatski melanom nalik plavom nevusu- Metastatiski depoziti mogu imati
klinic¢ke i histoloske osobine plavog nevusa sa suptilnom citoloskom atipijom.

e Dermalni skvamomelanocitni tumor- Sastoji se od dve razlicite populacije
tumorskih ¢elija: skvamoznih ¢elija i melanocita.

o Bazomelanocitni tumor- Kombinacija (kolizija) bazocelularnog karcinoma sa
melanomom.

e BAP-1 mutirani melanom- Ovi melanomi nastaju kao rezultat mutacije u BAP-1
genu i obi¢no imaju morfologiju Spicoidnog nevusa (47).

Klasifikacioni sistemi za odredivanje stepena proSirenosti i stadijuma melanoma

TNM Kklasifikacija se koristi za odredivanje stepena proSirenosti bolesti, procenu prognoze
bolesti i izbor najprikladnije terapije. TNM predstavlja skracenicu od tri klju¢na parametra
koji se opisuju ovom klasifikacijom (48). T (tumor), N (node-Cvor) i M (metastasis-
metastaze). TNM je razvila i usavrsila Internacionalna unija protiv raka-International Union
Against Cancer (UICC) da bi se postigao konsenzus o globalno prepoznatljivim standardima
za klasifikaciju obima proSirenosti kancera. TNM klasifikaciju koristi i Americ¢ki udruzeni
komitet za rak- American Joint Committee on Cancer (AJCC).

T opisuje veli¢inu primarnog tumora i proSirenost na okolna tkiva, N opisuje zahvacenost
regionalnih limfnih ¢vorova a M opisuje prisustvo udaljenih metastaza.

TNM Klasifikacija za melanome:
Stadijum 0: Melanom in situ (Klark I),

Stadijum I/ IT: Invazivni melanom,

. T1la: Debljina primarnog tumora manja od 1.0 mm, bez ulceracije i broj mitoza <
1/mm?,

. T1b: Debljina primarnog tumora manja od 1.0 mm, sa ulceracijom ili brojem mitoza >
1/mm?,

. T2a: Debljina primarnog tumora 1.01-2.0 mm, bez ulceracija.

Stadijum II: Visoko rizi¢ni melanom,
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. T2b: Debljina primarnog tumora 1.01-2.0 mm, sa ulceracijom,

. T3a: Debljina primarnog tumora 2.01-4.0 mm, bez ulceracije,

. T3b: Debljina primarnog tumora 2.01-4.0 mm, sa ulceracijom,

. T4a: Debljina primarnog tumora ve¢a od 4.0 mm, bez ulceracije,
. T4b: Debljina primarnog tumora veca od 4.0 mm, bez ulceracije.

Stadijum III: Regionalne metastaze,

. N1: Jedan pozitivan limfni ¢vor,

. N2: Dva ili tri pozitivna limfna ¢vora ili regionalne koZne/in-transit metastaze,

. N3: Cetiri pozitivna limfna &vora ili jedan limfni &vor i regionalne koZne/in-transit
metastaze.

Stadijum I'V: Udaljene metastaze,
1. Mla: Udaljena koZzna metastaza, normalne vrednosti LDH,

2. MI1b: Metastaze u plu¢a, normalne vrednosti LDH,
3. Mlc: Druge udaljene metastaze ili bilo koja udaljena metastaza sa pove¢anim LDH (48).

Debljina promene po Breslovu (Breslow-u)

Debljina promene po Breslovu (Breslow-u) je prognosticki faktor kod koznih melanoma.

Breslow skor opisuje koliko duboko melanom prodire kroz kozu (49).

Debljina melanoma po Breslovu:
o Stadijum I-debljina melanoma manja ili jednaka 0.75mm,
e Stadijum II-debljina melanoma je 0.75 mm - 1.5mm,
o Stadijum III- debljina melanoma je 1.51 mm - 2.25mm
e Stadijum I'V- debljina melanoma je 2.25 mm - 3.0mm

e Stadijum V- debljina melanoma je veca od 3.0 mm.

Dubinu invazije (debljinu melanoma) je prvi definisao americki patolog Aleksandar Breslov
1970. (49). Kasnije uradene studije su potvrdile znacaj debljine promene kao prognostickog
faktora za melanom (50, 51). Trenutno je debljina promene po Breslov-u uklju¢ena u AJCC

sistem za procenu stadijuma bolesti kao glavni prognosticki faktor za melanome.

Odreduje se upotrebom okularnog mikrometra i direktno se meri dubina u mm do koje

tumorske celije prodiru u kozu. Meri se od granularnog sloja epidermisa do najdublje tacke
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invazije (ponekad obuhvata i gnezda celija koje su se otkacile od tumora). Ukoliko je

prisutna i ulceracija meri se od baze ulcera.

Klarkov nivo invazije

Klarkov (Clark) nivo invazije je sistem za procenu stepena proSirenosti melanoma 1 koristi se
zajedno sa debljinom po Breslovu. Klark skor opisuje nivo anatomske invazije melanoma u
kozu (52). Klarkov nivo invazije je u ranijoj AJCC Semi za procenu stadijuma prosirenosti
melanoma bio primarni faktor. Ali brojnim studijama je utvrdeno je Klarkov nivo invazije
ima manju prediktivhu vrednost i da je manje reproducibilan u poredenju sa dubinom
promene po Breslovu. Po vaze¢em AJCC sistemu u proceni stadijuma proSirenosti bolesti
Klarkov nivo invazije ima znaCaja samo kod pacijenata sa veoma tankim melanomima

(debljina po Breslovu <1 mm) (53).

Klarkov nivo invazije obuhvata:

Nivo 1 : Melanom ograni¢en na epidermis (melanom in situ),
Nivo 2 : Invazija u papilarni derm,

Nivo 3 : Invazija do spoja papilarnog i retikularnog derma,
Nivo 4 : Invazija u retikularni derm,

Nivo 5 : Invazija u subkutanu mast (52).

Prognostic¢ki faktori

Prognosticki faktori kod malignih melanoma obuhvataju:
- Debljinu promene po Breslovu,

- Klarkov nivo invazije,

- Prisustvo ulceracije,

- Prisustvo mitoze,

- Mikrosatelitozu,

- Regresiju,

- Limfovaskularnu invaziju i angiotropizam,

- Veli€inu tumora,

- Neurotropizam,

- Tumor infiltriSucei limfocite (TIL),

- Oblik ¢elija (vretenaste ¢elije su udruzene sa boljom prognozom od drugih tipova ¢elija),
- Histoloski tip,

- Vertikalnu fazu rasta.
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Ulceracija

Ulceracija kod melanoma predstavlja prekid povsinskog sloja epitela od strane tumorskih
¢elija.

Kada je ulceracija prisutna, debljina po Breslovu se meri od baze ulcera nadole do najdublje
ivice invazije. Prisustvo ulceracije je negativni prognosticki faktor, jer smanjuje interval
prezivljavanja bez obzira na debljinu tumora (53).

Mitotski indeks

Mitotski indeks se definise kao broj mitoza po mm?. Brojne studije su pokazale da je

povecani mitotski indeks udruzen sa loSom prognozom, posebno ako je broj mitoza veci od 6

po mm?,

Mikrosatelitoza

Mikrosatelitoza predstavlja diskretna tumorska gnezda ve¢a od 0.05mm u dijametru koja su
odvojena od glavne tumorske mase u vertikalnoj fazi rasta, normalnim retikularnim
dermalnim kolagenom ili subkutanim masnim tkivom (54).

Prisustvo mikosatelitoze smanjuje duzinu prezivljavanja (55), i poveéava metastaziranje u
regionalne limfne ¢vorove (od 12% do 53%) u tumorima ve¢im od 1.5 mm (56).

Regresija

U regresiji tumorsko tkivo podleze fibrozi i javljaju se degenerisane melanomske celije,
limfocitna proliferacija i telangiektazije (57). Incidenca regresije je do 58% kod melanoma
debljine do 0.75 mm (58). Najveci broj studija nije potvrdio povezanost regresije sa duzinom
prezivljavanja ali jedna studija je pokazala da je regresija negativan prognosticki faktor
prezivljavanja kod tankih melanoma (59).

Limfovaskularna invazija

Vaskularna invazija predstavlja invaziju tumorskih ¢elija u mikrovaskulaturu dermisa bilo
naslanjanjem na endotel (incipijentna invazija) ili penetracijom endotela i smeStanjem u
lumen krvnog suda (vaskularna invazija). Vaskularna invazija povecéava rizik od relapsa,
metastaziranja u regionalne limfne ¢vorove, stvaranja udaljenih metastaza i smrtnog ishoda,
slicno kao 1 prisustvo ulceracije (60, 61, 62). Nedavno objavljene studije su pokazale da je
vaskularna invazija mnogo ceSc¢a sa povecanjam stepena vaskularizacije i da uti¢e na signalnu
putanju koja ukljucuje nuklearni faktor kapa B (NF-kB) (63). Kona¢no nedavne molekularne
analize vaskulature primarnih kutanih melanoma sugeriSu da limfangiogeneza (suprotno od
angiogeneze) ima vaznu ulogu u daljoj karakterizaciji prirode vaskulature vezane za
progresiju melanoma (62,63).

Tumor infiltriSuéi limfociti (TIL)

Tumor-infiltriSu¢i limfociti predstavljaju imunoloSki odgovor organizma na melanomske
¢elije. Meri se nivoom limfocitnog infiltrata prisutnog na bazi tumora u vertikalnoj fazi rasta i
kategoriSe se kao difuzni (brisk), fokalni (nonbrisk) ili odsutan (64). Difuzni odgovor se
definiSe kao prisusutvo limfocita u tumoru i/ili duz ¢itave baze tumora. Fokalni odgovor se
definise kao samo fokalna infiltracija tumora limfocitima i delimi¢na prisutnost limfocita u
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bazi tumora. Odsutan imunolo§ki odgovor se definiSe ili odsustvom limfocita ili odsustvom
njihovog direktnog kontakta sa melanomskim ¢elijama.

U tankim melanomima je najce$¢i difuzni odgovor (65). PetogodiSnje i desetogodiSnje
prezivljavanje kod melanoma u vertikalnoj fazi rasta sa difuznim infiltratom je 77% i 55%.
Kod melanoma sa fokalnim odgovorom 53% i 45%, a kod tumora sa odsutnim odgovorom
37% 127% (65).

Tipovi Celija u vertikalnoj fazi rasta melanoma

Najcesci tipovi su epiteloidne i vretenaste Celije ali opisani su i meSoviti tipovi melanomskih
¢elija. Generalno, vretenaste celije su pokazatelj bolje prognoze bolesti.

DosadaSnja istraZivanja potencijalnih dijagnostiCkih 1 prognostickih markera
melanoma

Iako za melanom koji se otkrije na vreme (u stadijumu in situ), hiruska resekcija dovodi do
izleCenja, leCenje pacijenata sa metastatskim melanomom i dalje predstavlja veliki onkoloski
problem zbog izuzetne otpornosti ¢elija melanoma na postoje¢e hemo i radio terapije.

Studije u kojima su definisani proteini ¢ija je koncentracija povecana u tkivu melanoma
(testovi zasnovani na proteinskim mikroc¢ipovima) ukazale su na markere koji bi mogli biti
korisni u proceni uznapredovalosti, prognoze ili dijagnoze melanoma (66,67). To su antigeni
humanog karcinoma testisa NY-ESO-1i MAGE-A4, antigen diferencijacije melanocita
Rab38, odsustvo ciklin zavisnih kinaznih inhibitora (CDK inhibitora 2A (p16)) ili prisustvo
BCL-6, zajedno sa povecanjem ispoljavanja Ki-67 1 CDK inhibitora 1A na melanocitima,
povecano ispoljavanja adhezivnih molekula, integrina avh3 i melanomskih ¢elijskih
adhezivnih molekula MCAM, povecano ispoljavanje receptora za hemokine (CCR4, CCR7,
and CCR10) na melanocitima, odsustvo ispoljavanja proteina koji regulisu influks Ca jona,
melastatina (TRPM1), povecano ispoljavanje iRNK i koncentracije osteopontina, HMB-45,
Melan A i S100 proteina (68,69) . Kao markeri koji su korisni u prognozi i progresiji tumora
iz faze horizontalnog u vertikalni rast prepoznati su Ki-67, melastatin, mikroftalmija
transkripcioni faktor (MITF), integrin avh3, Interleukin-6 receptor, fosfataza i tenzin
homolog PTEN, protein kinaza B (AKT), fosforilisana ekstracelularnim signalom regulisana
kinaza ERK, tumor udruzeni glikoproteinski antigen TA90, osteopontin, MCAM, p300
histon acetiltransferaza i inducibilna NO. Definisana je i grupa markera koji su znacajni u
razumevanju imunskog odgovora u bolesnika sa melanomom, a to su FOXP3 (ispoljen na

infiltriSu¢im T limfocitima tumora), intracitoplazmatski antigen T ¢elija TIA1 1 produkt gena
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7 udruzen sa diferencijacijom melanoma (MDA-7). Prema ovakvim studijama parametri
neoangiogeneze u tkivu melanoma bili bi vaskularni endotelni faktori VEGFA 1 VEGFC, kao
i marker limfaticnog endotela D2-40 (70,71,72) . U patogenezi melanoma izrazito je vazna
izmenjena regulacija rasta, proliferacije 1 migracije, pokrenuta i kontrolisana citokinima 1
faktorima rasta (73). Melanomske celije konstitutivno produkuju razliCite faktore rasta i
citokine i1 njihove receptore. Bazni fibroblastni factor rasta (bFGF), Interleukin-8§,
Interleukin-10, Interleukin-18, vaskularni endotelni factor rasta VEGF i a-melanocitni
stimuliraju¢i hormon (aMSH) stimuliSu proliferaciju melanomskih c¢elija. Faktor rasta
produkovan od trombocita (PDGF), transformiSu¢i faktor rasta TGF-, Interleukin-1,
granulocit-makrofagni kolonija stimuliSu¢i factor GM-CSF, moduliraju mikrookolinu/stromu
za rast, invaziju i metastaziranje melanomskih ¢elija.
Mnostvo definisanih antigena kao mogucih parametara prognoze i predikcije melanoma jasno
ukazuje da trenutno ne postoje pouzdani markeri, korisni u pra¢enju toka bolesti i odgovora
na terapiju ovih bolesnika. Nazalost, ne postoji ni definisan stav o grupama markera koje bi
trebalo ispitivati, bilo kao parametrima bolesti ili parametri adekvatnog specificnog anti
tumorskog imunskog odgovora.

Poslednjih godina opsezno se ispituje uloga survivina u patogenezi malignih tumora,
prvenstveno kao biomarkera. Noviji podaci ukazuju da bi survivin mogao imati vaznu ulogu

u patogenezi melanoma.

Survivin struktura u funkcija

Survivin je multifunkcionalni protein koji ima ulogu inhibitora apoptoze, regulatora mitoze i
angiogeneze. Gen za survivin je 1997. godine klonirao Ambrosini (74). Survivin je takode
poznat i kao bakuloviralni inhibitor apoptoze koji sadrzi ponovke- 5 (baculoviral inhibitor of
apoptosis repeat-containing- 5 ili BIRCS). Kodira ga BIRCS5 gen (75,76). BIRC5 gen je
veli¢ine 14,7 kb na telomernom kraju hromozoma 17 i kodira 16,5 kD tezak wild type
survivin koji se sastoji od 142 amino kiseline (77).

Survivin pripada familiji inhibitora apoptoze (IAP) koju kod ljudi ¢ini osam proteina (X-IAP,
cIAP1, cIAP2, ML-IAP (Livin; K-IAP), Naip, ILP2 (TS-IAP), Apollon/Bruce i survivin)
(78).

Survivin je najmanji ¢lan porodice IAP, i sve njegove izoforme karakteriSe samo jedan
karakteristi¢ni N - terminalni BIR domen i a-heliks koji zamenjuje IAP karakteristi¢ni

kruzni prstenasti domen (RING finger) sa Zn jon vezuju¢im domenom nalik BIR (74).
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Za razliku od ostalih ¢lanova porodice [AP, survivinu nedostaje domen za vezivanje kaspaze
(CARD).
Gen za survivin alternativnim isecanjem i spajanjem transkripata moze da da osim wild type

verzije molekula i Cetiri razliCite izoforme (79):

e Survivin-2a, koji ima strukturu intron 3 — egzon 4 i1 kod miSa i kod ¢oveka,

e Survivin-2B, koji ima inserciju alternativhog egzona 2.

e Survivin-Delta-Ex-3, koji ima uklonjen egzon 3 $to za posledicu ima generisanje
drugacijeg karboksi terminusa sa novom funkcijom. Ova nova funkcija daje
nuklearnu lokalizaciju ili i mitohondrijalnu.

e Survivin-3B, koji ima inserciju alternativnog egzona 3.

Jo$ uvijek nije u potpunosti poznato kako je regulisana ekspresija ovih razliCitih varijanti
survivina i u kojim tkivima su eksprimirani ali je to predmet intenzivnih istrazivanja.Survivin
je Siroko priznat kao orkestrator ¢elijske deobe i inhibitor apoptotskih putanja. Funkcija
survivina DEX3 je kolikoje poznato ograni¢ena na inhibiciju mitohondrija-zavisne apoptoze
(79) , dok Survivin-3B ima nisku anti-apoptoti¢ku aktivnost (80) i nema uticaja na ¢elijsku
deobu (81). Survivin-2a moZe da atenuira anti-apoptotsku aktivnost survivina (82) a
survivin-2B izgleda deluje kao antagonist survivin i survivin DEx3 apoptotskih funcija (83).
Potencijalne proapoptoticke funkcije ova dve izoforme su posebno interesantne sa stanovista
upotrebe survivina kao targetnog molekula za anti-kancersku terapiju.

Survivin interaguje sa velikim brojem efektorskih molekula i putanja koje se medusobno
presecaju i koje su ukljucene u mitozu i /ili u anti-apoptotsko dejstvo, Sto su ustvari klju¢ne
funkcije za odrzavanje i metastaziranje tumora (77,84,85).

Uloga survivina u mitozi

U fizioloskim uslovima ekspresija survivina ima pik u mitozi (¢iji je regulator) i strogo je
kontrolisana razli¢itim posttranskripcionim i translacionim mehanizmima (86,87).

U miozi survivin je lokalizovan u kinetohoru metafaznih hromozoma, na polovima deobnog
vretena i u mikrotubulima, kao i u centralnoj meduzoni deobnog vretena u anafazi . Pokazano
je da u kinetohoru, survivin deluje kao hromozomalni passenger protein (CPC) (88) ¢ija su
meta drugi passenger efektori kao $to je INCENP-unutrasnji centromerni proteinski antigen
(inner centromere protein antigen), Aurora kinaza B (89) i borealin (90) u metafaznim
hromozomima. U CPC-u, survivin takode pomaZze formiranje deobnog vretena ukljucujuéi

simulaciju Aurora B kinaze (91,92) i vezivanje kinetohora i mikrotubula.
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Smatra se da u ovoj ulozi survivin istovremeno ima ulogu kontrolne tacke i faktora
odgovora na stres, kao $to je osteCenjem DNK izazvana apoptoza (77). Drugi rezervoar
mitoticki eksprimiranog survivina povezuje polimerizovane mikrotubule (86,93) u formiranju
deobnog vretena nezavisno od Aurore B.

Kroz udruzivanje sa ciklin zavisnom kinazom 1(cyclin-dependent kinase 1), ovaj rezervoar

survivina takode preseca apoptoticke putanje da bi sprecio apoptozu ¢elija u deobi (94).

Uloga survivina u apoptozi

Survivin koji je ekskluzivno vezan za funkciju inhibicije apoptoza se nalazi u
mitohondrijama. Dodatno, DEx3 izoforma survivina igra ulogu u regulaciji integriteta
mitohondrijalne membrane kroz interakciju sa Bcl2 molekulima (95). Kao odgovor na
razli¢ite apoptotske stimuluse kao §to je oStecenje DNK, mitohondrijalni survivin se moze
brzo izbaciti u citosol da bi sprecio apoptozu i odrzao vijabilnost celija kroz direktnu
interakciju sa proteinima koji participiraju u apoptotskim putanjama (96). Kao Sto je vec
ranije navedeno survivinu nedostaje strukturni CARD motiv pa zato on ne moze direktno da
veze kaspaze i da ih inhibira (97,98). Umesto toga, on reaguje sa nekoliko adaptorskih ili
kofaktornih molekula, kao §to je npr. X-vezani IAP (XIAP) (96). Vezivanjem za XIAP
survivin povecava njegovu stabilnost (96). On zatim dalje moze da deluje sekvestracijom
SMAC / DIABLO (second mitochondria-derived activator of caspases / direct IAP binding
protein with low pl), sprecavaju¢i inhibiciju XIAP-a (99,100). U svakom slucaju, survivin
podrzava XIAP inhibitorsku aktivnost kaspaza 9-zavisne celijske smrti (101) i apoptozu
posredovanu receptorima smrti (death receptor mediated apoptosis) (102). Dakle, spoljni i
unutras$nji putevi apoptotskih signala ukrStaju se na nishodnim efektorskim kaspazama.
Kaspaze 3 i 7 su mete supresije endogenoj familiji inhibitora apoptotskih proteina (IAPs)
(79). Survivin inhibira apoptozu dejstvom na oba puta apoptoze, kroz dejstvo na razliCite
molekule kaspaze, vezivanjem 1 inhibicijom mitohondrijalnog proteina SMAC/Diablo i

stabilizacijom XIAP proteina, sprecavanjem ubikvitinizacije i proteozomalne degradacije.

Uloga survivina u angiogenezi

Druga vazna uloga survivina u karcinogenezi i rastu koznih tumora je vezana za angiogenezu
(103,104,105). Survivin je ispod nivoa detekcije u mirnim endotelijalnim ¢elijama (106,107),
ali se aktivira u vaskularnom remodelovanju i angiogenezi (106). Vaskularne povrede,

hipoksija, inflamatorni citokini i angiogeni faktori rasta, kao $to je vaskularni endotelni faktor
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rasta (VEGF) i bazni fibroblasni faktor rasta(bFGF) su udruzeni sa pove¢anom ekspesijom i /

ili stabilnos¢u survivina (106,108).

Transcripciona i translaciona regulacija ekspresije survivina

Regulacija ekspresije survivina se odvija na vise nivoa ukljucujucéi transkripcionu regulaciju,

posttranskripcione modifikacije i regulaciju stabilnosti survivina.

Na transkripcionom nivou ekspresija survivina ukljucuje element zavisan od celijskog ciklusa
/ homologni region gena Celijskog ciklusa G1 represorni element u BIRCS5 promotoru (cell-
cycle-dependent element / cell cycle gene homology region (CDE / CHR) G1 repressor
elements in the BIRC5 promoter) (109). Osim toga, tumor supresor p53 (77) i retinoblastoma
(Rb) protein (110) su sposobni da sprece transkripciju gena za survivin. Posebno je
mitohodrijalni survivin antagonisticki kontrolisan “survivin-p53 subsistemom” (77). Wild
type p53 moze da obavlja represiju ekspresije survivina i na nivou iRNK i na proteinskom
nivou (111,112). Oste¢enje DNK moze da indukuje p53 stabilizaciju i posledi¢no represiju
ekspresije survivina, $to dovodi do drasti¢nog smanjenja njegove koncentracije. Nishodna
regulacija survivina obrnuto predstavlja stimulus za stabilizaciju p53 i stoga obezbeduje
pozitiviu povratnu spregu u odgovoru na redukciju survivina (11,113,114,115,116).
Obrnuto, prekomerna ekspresija survivina se javlja u pokusaju da se ¢elije spasu od p53-
indukovane apoptoze (111). Ovo predstavlja ilustraciju kljuc¢ne uloge survivina u razvoju
kancera; gubitak p53 je Cest u razliitim vrstama humanog kancera i rezultuje
nekontrolisanom ekspresijom survivina, povecanim ¢elijskim prezivljavanjem i kroz
narusene funkcije kontrolnih tac¢aka i akumulacijom brojnih genskih mutacija.

BIRCS je direktno kontrolisan od strane nekoliko drugih transkripcionih faktora (117), koje
deluju tako $to povecavaju njegovu ekspresiju, kao Sto su protein specificnosti 1 (Specicity
Protein (Sp)1 (118), Krupel nalik faktor 5 (Krueppel-like factor 5 (KLF5)) (119), c-myc
(120), hipoksija-inducibilni faktori (hypoxia-inducible factors (HIFs)) (121), Tcf4 / b-katenin
kompleks (Wnt / b-katenin aktivirana signalna putanja) (122), Stat3 (77), nuklearni faktor
kappa B (NFkB ) (123) i transcripcioni faktori E2F familije (77). Ovi transkripcioni faktori su
Siroko prisutni u brojnim humanim tumorima i stoga survivin predstavlja klju¢ni molekul u

razvoju kancera i/ili njegovoj progresiji.

Dodatno, funkcija survivina je regulisana od strane nekoliko molekula sposobnih da ili
stabilizuju ili razgraduju proteine, kao §to je protein toplotnog Soka 90 ( heat shock protein

(Hsp)90) i granzim M (GzmM) (124). Survivin interaguje sa Hsp90 formiraju¢i “survivin-
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Hsp90 kompleks™ (125, 126). Inhibicija Hsp90 dovodi do neadekvatnog vezivanjem
survivina za Hsp-90 i dovodi do pogresnog uvijanja survivina, ubikvitinizacije i
proteazomalne degradacije (127). Razlaganje survivina uz pomo¢ GzmM uglavnom deluje
nasuprot anti-apoptoticke funkcije molekula, ruse¢i stabilnost Survivin-XIAP kompleksa 1

povecavajuéi hidrolizu XIAP-a, $to amlifikuje aktivnost kaspaze-9 i kaspaze-3 (124).

Iako su odavno uo¢ene mutacije u promotorskom regionu za survivin kao i ¢injenica da
deregulacija njegovih transkripcionih faktora dovodi do prekomerne ekspresije survivina u
kancerskim ¢elijama, mehanizmi koji dovode do ovih promena nisu u proslosti bili ispitani.
Nedavne studije su utvrdile da post-translacione modifikacije koje ukljucuju fosforilaciju i
acetilaciju igraju vaznu ulogu u regulaciji celularne funkcije survivina. Survivin moze biti
fosforilisan na mnogim mestima (npr, treonin 34, 53,1 117; serin 20) i ove modifikacije uticu

na to da survivin ima razli¢ite molekularne funcije.

EKkspresija survivina u normalnim tkivima i subcelularna lokalizacija survivina

U fizioloskim uslovima ekspresija survivina je regulisana ¢elijskim ciklusom i vezana
iskljucivo za G2M fazu. Survivin je prisutan u toku embrionalnog i fetalnog razvoja dok je u
vecini adultnih terminalno diferenciranih tkiva ispod granice detekcije osim u adultnim
bazalnim epitelnim ¢elijama debelog creva, u CD34+ hematopoetskim progenitorskim
¢elijama, epidermalnim stem ¢elijama, u dlacnim folikulima, mukoznim crevnim stem
¢elijama, cervikalnim epitelnim ¢elijama, mezenhimalnim stem ¢elijama, timocitima,
normalnim neuralnim stem ¢elijama, ependimalnim ¢elijama mozga i normalnim
pankreati¢nim 3 ¢elijama (129).

Postoje razliciti subcelularni depoi survivina lokalizovani u citosolu, mitohondrijama, i
nucleusu (129,130). Veruje se da su vezani za razli¢ite celularne funkcije. Studije su pokazale
da je nuklearna lokalizacija survivina povezana sa njegovom funkcijom u mitozi, dok su
citosolna i mitohondrijalna frakcija odgovorne za njegovu antiapoptotsku ulogu
(130,131,132). Survivin se transportuje iz jedra u citoplazmu pod kontrolom evolutivno
konzerviranog eksportin-1 (exportin-1) (Crm-1) nuklearnog eksportnog signala( nuclear
export signal (NES)). Kada je NES mutiran, survivin je zarobljen u jedru, adekvatna deoba
¢elija je onemogucena i dolazi i do gubitka antiapoptotske funkcije survivina (133).

U tumorskim ¢elijama, survivin je lokalizovan u spolja$njoj mitohondrijalnoj membrani
(130). Kao odgovor na apoptotske stimuluse, survivin se transportuje iz mitohondrija u

citosol gde inhibira apoptozu (130). Pokazano je da se fosforilacija survivina na amino
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kiselinskom ostatku Ser-20 od strane protein kinaze A odigrava u citosolu ali ne i u
mitohondrijama, stoga ova diferencijalna fosforilacija reguliSe apoptozu tumorskih ¢elija
moduliranjem interakcije survivina sa X-vezanim inhibitorom apoptotskih proteina (X-linked

inhibitor of apoptosis protein (XIAP)) (134).

EKkspresija survivina u malignim tumorima i melanomu

Ekspresija survivina je je izrazito povecana u tkivu vec¢ine malignih tumora (77).

Prekomerna ekspresija survivina je utvrdena u veéini epitelnih i hematoloskih neoplazmi.
Tamm i sar. su pokazali da je survivin eksprimiran u svih 60 razlicitih ispitanih tumorskih
linija iz Nacionalnog Centra za rak (National Cancer Institute), sa najve¢im nivoom
ekspresije prisutnim u ¢elijskim linijama karcinoma dojke i plu¢a a najnizim u ¢elijama
karcinoma bubrega (135). Znacajna povezanost prekomerne ekspresije survivina sa loSom
prognozom i smanjenim vremenom preZivljavanja je utvrdena kod oralnih karcinoma i
karcinoma dojke i debelog creva (136, 137) . Prekomerna ekspresija survivina je uocena i kod
karcinoma pankreasa, zeludca, jednjaka, prostate i mokra¢ne besike, osteosarkoma i limfoma
(138, 139, 140, 141, 142).

Podaci savremenih istrazivanja pokazuju da ispoljavanje survivina u ¢elijama karcinoma
razli¢itih tipova solidnih tumora kao i hematoloskih maligniteta korelira sa progresijom
tumora i ishodom bolesti. Pokazano je da visoke koncentracije survivina u malignim
tumorima izazivaju rezistenciju na hemioterapiju i jonizujuée zracenje.

Imunohistohemijskim studijama je utvrdeno da je ekspresija survivina u malignim tumorima
nezavisna od celijske proliferacije i mitotskog indeksa i da ne reflektuje prosto samo
prisustvo velikog broja proliferusi¢ih ¢elija (143). Dodatno, u tkivu veéine malignih tumora,
zbog izmenjene regulacije ispoljavanja gena za survivin, povecana je sinteza ne samo u
mitozi, ve¢ u svim fazama ¢éelijskog ciklusa (143).

Izmedu brojnih stecenih genskih promena u c¢elijama melanoma, najbolje su opisane
aktiviraju¢e mutacije u BRAF, HRAS or NRAS, povecana aktivnost telomeraza, defekti u
signalnom putu i regulaciji gena za retinoblastom i p53 (144). lako mehanizmi odgovorni za
regulaciju povecanog ispoljavanja survivina tokom transformacije melanocita u melanomske
¢elije nisu sasvim poznati, epigenetski, genetski i post translacioni mehanizmi za regulaciju
gena za survivin su opisani u drugim vrstama celija. Uloga survivina u patogenezi kancera
nije ograni¢ena samo na inhibiciju apoptoze, jer kompleksnom regulacijom mitotskog
vretena utiCe na hemorezistenciju malignih ¢elija, ali 1 na na neoangiogenezu okolnog

tumorskog endotela.
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Na zivotinjskom modelu je pokazano da je survivin poveéano ispoljen u melanomskim
¢elijama u odnosu na normalne melanocite, da je neophodan za vijabilnost ¢elija melanoma,
kao i da ispoljavanje survivina u melanocitima predisponira zivotinje nastanku melanoma po
ispoljavanju UV svetlu, kao i metastaziranju ¢elija ustanovljenog tumora (143).

Povecana ekspresija survivina je pokazana kod invazivnih i metastatskih melanoma i
smatra se da je ona posledica deregulacije apoptoze, mitoze i angiogeneze (143). DNK
mikroerej analizom utvrdeno je da je gen za survivin jedan od Cetiri najznacajnija gena ¢ija je
ekspresija povecana kod melanoma. Imunohistohemijskim studijama melanoma i
melanocitnih lezija pokazana je razlicita ekspresija survivina u odnosu na fazu bolesti i u
odnosu na lokalizaciju survivina u razli¢itim delovima ¢elije (citoplazma, jedro ili i jedro i

citoplazma) (145,146,147).

Survivin kao nodalni molekul

Jedna od glavnih karakteristika survivina je iznenadujuce veliki broj regulatornih
molekula i transkripcionih mreza direktno ili indirektno ukljucenih u obavljanje njegovih
funkcija. Imajuéi u vidu ovakvu kompleksnost njegove funkcije ne moze se razmisljati o
survivinu izolovano ve¢ samo u sklopu mreze njegove povezanosti sa mnogobrojnim
signalnim putanjama.

Kako je survivin je razli¢ito eksprimiran u kanceru u odnosu na normalna tkiva i upravlja
integrisanim celularnim mrezama koje su neophodne za proliferaciju tumorskih ¢elija i
njihovo prezivljavanje, moze se re¢i da survivin igra ulogu ¢vornog (nodalnog) molekula.
Detaljnija istrazivanja ovog molekula mogu dovesti do razvoja globalnih inhibitora razlicitih
putanja sa jedinstvenim onkoloSkim terapeutskim potencijalom (77). Survivin mozda
predstavlja novu metu za terapiju kancera koja bi diskriminisala transformisane ¢elije od
normalnih.

Predmet ovog istrazivanja je bio da se utvrde vrednosti lokalne i sistemske ekspresije
survivina kod pacijenata sa melanomom, kao i njihova korelacija sa progresijom bolesti 1
histopatoloskim karakteristikama tumora (histoloski tip, oblik ¢elija, prisustvo mitoza, stepen
vaskularne invazije, stepen infiltracije limfocita, prisustvo mikrosatelitoze, velicnom tumora,
prisustvom ulceracije, prisustvom regresije, stepenom prisustva melanofaga), duzinom

vremenskog intervala bez metastaza i tokom bolesti.
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2.0.A Hipoteza
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Ispoljavanje survivina znacajno je vece u uzorcima tumorskog tiva bolesnika sa melanomom
u odnosu na pacijente sa benignim pigmentnim lezijama koze. Ispoljavanje survivina
znacajno je veée u metastatskim lezijama u odnosu na primarne tumorske lezije. Tkivne i
serumske koncentracije survivina koreliraju sa klinickim pokazateljima progresije bolesti u

bolesnika sa melanomom.
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2.0.B Ciljevi 1strazivanja
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1. Odrediti koncentraciju survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom i

uporediti prosecne koncentracije survivina u grupama definisanim prema razli¢itim

klinickim stadijumima.

2. Odrediti koncentraciju survivina u serijskim uzorcima seruma pojedinacnih bolesnika

1 korelirati sa klinickim stadijumom bolesti.

3. Odrediti stepen ekspresije survivina imunohistohemijski u tkivnim uzorcima

melanomskih lezija (uzorcima primarnog tumora i u metastazama).

4. Za svakog pojedinacnog bolesnika uporediti nalaz ispoljavanja survivina u
tumorskom tkivu sa serumskim koncentracijama. Dobijene odnose korelirati sa

klini¢kim stadijumom bolesti.

5. Korelirati in situ ekspresiju survivina i serumske koncentracije survivina sa
patohistoloskim pokazateljima (histoloski tip, oblik ¢elija, prisustvo mitoza, stepen
vaskularne invazije, stepen infiltracije limfocita, prisustvo mikrosatelitoze, velicnom

tumora, prisustvom ulceracije, prisustvom regresije, stepenom prisustva melanofaga).

6. Korelirati in situ ekspresiju survivina i serumske koncetracije survivina sa duzinom
vremenskog intervala bez metastaza. Korelirati in situ ekspresiju survivina i serumske

koncetracije survivina sa tokom bolesti.
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3.0.Maternjal 1 metode
1strazivanja
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Dizajn istrazivanja

Studijom je obuhvaceno 133 ispitanika (84 pacijenata sa dijagnostikovanim melanomom
koze razli¢itog klinickog stadijuma, drugu grupu je Cinilo 25 pacijenata sa displasticnim

nevusima, a trecu kontrolnu grupu 24 pacijenata sa benignim pigmentnim lezijama).

Ispitivanjem su obuhvaceni slede¢i postupci:

1.U grupi pacijenata sa melanomom, u tkivnim uzorcima primarnog tumora i metastaza
odreden je imunohistohemijski stepen ekspresije survivina a u serijskim uzorcima seruma

(inicijalno, nakon 1, 3, 6 meseci i godinu dana) ELISA testom koncentracija survivina .

2.U grupi pacijenata sa displasticnim nevusima i kontrolnoj grupi pacijenata sa benignim
pigmentnim lezijama ispitanicima su inicijalno uzeti uzorci krvi za odredivanje serumskih
vrednosti survivina a u tkivnim presecima promena imunohistohemijski je odreden stepen

ekspresije survivina.

Vrsta studije

Prospektivno retrospektivna (kombinovana) studija

Ispitanici

Istrazivanje je obavljeno u Institutu za patologiju i sudsku medicinu, Institutu za medicinska
istrazivanja, Klinici za plasticnu hirurgiju i opekotine, Klinici za kozne i polne bolesti i
Vojnomedicinske akademije. Istrazivanjem je obuhvaéeno 133 ispitanika starosti od 20-75
godina podeljenih u tri grupe. Prvu grupu sacinjavali su osamdeset i Cetiri pacijenata sa
dijagnostikovanim melanomom koze razliCitog klinickog stadijuma (40 pacijenata u
stadijumu I 1 II, 28 pacijenata u stadijumu III i 16 pacijenata u IV stadijumu bolesti), drugu
grupu su Ciniti 25 pacijenata sa displasticnim nevusima, a tre¢u kontrolnu grupu 24 pacijenata
sa benignim pigmentnim lezijama.

Kriterijumi za iskljucivanje iz studije bili su: melanom oka i sluzokoze, prisustvo drugih
maligniteta, i trudnoc¢a.

Dijagnoza melanoma je postavljena na osnovu patohistoloske analize pigmentne promene, a
klinicki stadijum bolesti je odreden na osnovu standardnih procedura za melanom

(laboratorijske analize uklju¢uju¢i LDH, Rtg pluca i srca, UZ vrata, aksila, prepona, male
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karlice i abdomena, a za pojedinacne pacijente i CT glave, grudnog koSa i male karlice, CT
glave).

U prvoj grupi svakom pacijentu sa sumnjivom pigmentnom lezijom je uraden dermoskopski
pregled. Preoperativno su uzeti uzorci krvi za odredivanje serumskih vrednosti survivina,.
Promene su hirurSki odstranjene i patohistoloski verifikovane. Pacijentima sa pozitivnim PH
nalazom na melanom je klasifikacijom po Clark-u odreden nivo invazije, klasifikacijom po
Breslow-u debljina promene i TNM klasifikacijom histoloski i klinicki stadijum bolesti.

U prvoj grupi je stepen ekspresije survivina utvrden imunohistohemijski u tkivnim uzorcima
primarnog tumora i metastaza. Pacijenti su pra¢eni najmanje godinu dana i pri kontrolnim
pregledima posle tri, Sest meseci 1 godinu dana nakon hirurSke intervencije uzetisu im uzorci
krvi za odredivanje serumskih vrednosti survivina.

U drugoj grupi (pacijenti sa displasticnim nevusima) i trecoj kontrolnoj grupi (pacijenti sa
benignim pigmentnim lezijama), ispitanicima su uzeti uzorci krvi za odredivanje serumskih
vrednosti survivina a u tkivnim presecima promena imunohistohemijski je odreden stepen

ekspresije survivina.

Odredivanje serumskih vrednosti survivina

Uzoreci krvi za ovu analizu su uzorkovani u epruvetama sa heparinom ili EDTA kao
antikoagulansima, centrifugirani 15 minuta na 1000 x g u roku od 30 minuta nakon vadenja
krvi. Nakon toga alikvoti uzoraka su ¢uvani na -20° C do izvodenja analiza. Za odredivanje
vrednosti survivina kori$¢en je komercijalni ELISA test (Human Survivin Immunoassay,

R&D ELISA Quantikine USA, kat.br. DSV00)

Imunohistohemijsko odredjivanje stepena ekspresije survivina

Tkivni uzorci melanoma su fiksirani 5% puferisanim neutralnim formalinom, dehidrisani,
prosvetljeni i prozeti parafinom u aparatu za automatsku fiksaciju tkivnih uzoraka i
ukalupljeni u parafin. Parafinski kalupi su iseceni na automatskom rotacionom mikrotomu na
rezove debljine 4p. Rezove su uhvaceni na Superfrost+ predmetna stakla. Demaskiranje
epitopa je uradjeno u rastvoru za demaskiranje epitopa pH 6.0 (DAKO kat.br. S1699) u
mikrotalasnoj pecnici. Za imunohistohemijsku analizu je kao primarno antitelo koris¢eno
monoklonsko, miSije, anti humano anti survivin antitelo (DAKO kat. Br.M3624, klon 12C4
u razblasenju 1:100) a za vizuelizaciju CSA II sistem (Dako kat. Br. K.1497).
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Imunohistohemijska reakcija na survivin je vrednovana prema intenzitetu obojenosti
tumorskih ¢elija semikvantitativno kao :
0-negativna reakcija, 1+ slaba reakcija , 2+ umerena reakcija i 3+ intenzivna.
Prema procentu pozitivnih tumorskih ¢elija rezultati su vrednovani kao:
0-(<od 5%), 1- (5-25%), 2- (25-50%), 3- (50-75%) 1 4- (>75%) 1
prema subcelularnoj lokalizaciji survivina kao:
nuklearna reakcija (N), nuklearna i citoplazmatska (N/C), i ekskluzivno citoplazmatska (C)

(148).

Dobijeni rezultati su poredeni sa klinickim karakteristikama bolesti, histopatoloskim

karakteristikama tumora, duzinom vremenskog intervala bez metastaza i tokom bolesti.

STATISTICKA OBRADA REZULTATA

Statisticka analiza dobijenih rezultata je uradena GraphPad Prism software-om upotrebom

Anova testa (sa Bonferroni post testiranjem), Mann Whitney testom i Wilcoxon testom.
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4.0. REZULTATI
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4.0. Povezanost tkivne ekspresije i serumskih koncentracija survivina sa kontrolnim
grupama

Stepen tkivne ekspresije odredili smo u uzrocima osoba sa neizmenjenim nevusima i osoba sa
displasti¢énim nevusima, kao i u bolesnika sa melanomom. Stepen tkivne ekspresije survivina
bio je veci u uzorcima svih bolesnika sa melanomom u odnosu na vrednosti detektovane u
uzorcima svih drugih ispitanika (Tabela 4.00.-1.).

Tabela 4.00.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima kontrolnih osoba

4.00.-1. nevus  displazija melanom
n 24 25 84
X 0.3333 0.3333 2.1270
SD 0.4830 0.4830 0.9523

Prosecna vrednost tkivne ekspresije survivina bila je znacajno veca u uzorcima bolesnika sa
melanomom u odnosu na prosetne vrednosti survivina u osoba sa neizmenjenim i
displasticnim nevusima. (p<0.0000, Anova, MW test) (Grafik 4.00.-1.). Vrednosti tkivne
ekspresije survivina u grupama osoba sa neizmenjenim ili izmenjenim nevusima nisu se
znacajno razlikovale.
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Grafik 4.00.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima kontrolnih osoba
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Broj survivin pozitivnih ¢elija u tkivu odredili smo u uzorocima osoba sa neizmenjenim
nevusima i osoba sa displasticnim nevusima, kao i u bolesnika sa melanomom. Broj survivin
pozitivnih ¢elija u tkivu bio je veéi u uzorcima svih bolesnika sa melanomom u odnosu na
vrednosti detektovane u uzorcima svih drugih ispitanika (Tabela 4.00.-2.).

Tabela 4.00.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima kontrolnih osoba

4.00.-2. nevus displazija melanom
n 24 25 84
X 0.3810 0.4762 2.3130
SD 0.4976 0.6016 0.9493

Prosecan broj survivin pozitivnih ¢elija bio je znacajno vec¢i u uzorcima bolesnika sa
melanomom u odnosu na prosecan broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tkiva osoba sa
neizmenjenim i displastiénim nevusima. (p<0.0000, Anova, MW test) (Grafik 4.00.-2.).
Vrednosti survivin pozitivnih ¢elija u grupama osoba sa neizmenjenim ili izmenjenim
nevusima nisu se znacajno razlikovale.
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Grafik 4.00.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima kontrolnih osoba
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Koncentraciju survivina odredili smo u uzorcima zdravih kontrolnih osoba, osoba sa
neizmenjenim nevusima i osoba sa displasticnim nevusima, kao i u bolesnika sa melanomom.
Koncentracija survivina bila je ve¢a u uzorcima svih bolesnika sa melanomom u odnosu na
koncentracije detektovane u uzorcima svih drugih ispitanika (Tabela 4.00.-3.).

Tabela 4.00.-3. Koncentracija survivina u uzorcima kontrolnih osoba

4.00.-3.  kontrole nevus displazija melanom

n 48 24 25 84
X 0.1921 0.0958 0.1116 7.321
SD 0.5241 0.1516 0.1341 4.368

Prosecna koncentracija survivina bila je znacajno veca u uzorcima bolesnika sa melanomom
u odnosu na prosecne koncentracije survivina zdravih kontrolnih osoba, osoba sa
neizmenjenim i displasticnim nevusima. (p<0.0000, Anova, MW test) (Grafik 4.00.-3.).
Koncentracije survivina utvrdene u grupama kontrolnih ispitanika, osoba sa neizmenjenim ili
izmenjenim nevusima nisu se znacajno razlikovale.
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Grafik 4.00.-3. Koncentracija survivina u uzorcima kontrolnih osoba
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4.1 Medusobna povezanost tkivne ekspresije i serumskih koncentracija survivina kod
bolesnika sa melanomom

Analiziranjem vrednosti intenziteta tkivne ekspresije survivina u tumoru u odnosu na
serumske vrednosti pacijenata sa melanomom utvrdili smo da su najvece prosecne survivina
u serumu bile kod pacijenata sa najniZim vrednostima survivina u tkivu (Tabela 4.1.1).

Tabela 4.1.-1. Odnos koncentracije survivina u serumu i tkivne ekspresije

0 1 2 3
n 8 13 14 13
X 10.510 6.000 7.171 6.469
SD 5.529 2.028 2.928 2.624

Prosecna koncentracija survivina u serumu pacijenata sa intenzitetom survivina u tkivu 0 bila
je znacajno veca nego u uzorcima pacijenata sa intenzitetom tkivne ekspresije 1 i pacijenata
sa intenzitetom tkivne ekspresije 3 (p=0.0010,p=0.0.0153 Anova, MW test) (Grafik 4.1.-1.).
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Grafik 4.1.-1. Odnos koncentracije survivina u serumu i intenziteta tkivne ekspresije

Analiziranjem vrednosti broja survivin pozitivnih ¢elija u tumoru u odnosu na serumske
vrednosti pacijenata sa melanomom utvrdili smo takode da su najveée prosecne survivina u
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serumu bile kod pacijenata sa najmanjim brojem survivin pozitivnih ¢elija u tumoru (Tabela
4.1.2).

Tabela 4.1.-2. Odnos koncentracije survivina u serumu i broja survivin pozitivnih ¢elija

0 1 2 3 4
n 10 23 6 7 3
X 10.020 6.978 7.083 7.257 6.700
SD 5.386 1.823 3.933 1.561 0.557

Prosecna koncentracija survivina u serumu pacijenata brojem survivin pozitivnih ¢elija 0 bila
je znafajno veéa nego u uzorcima pacijenata sa brojem survivin pozitivnih celija 1
(p=0.0312, Anova, MW test) (Grafik 4.1.-2.).
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Grafik 4.1.-2. Odnos koncentracije survivina u serumu i broja survivin pozitivnih ¢elija

4.2. Lokalizacija tkivne ekspresije survivina i odnos sa serumskim vrednostima
survivina kod bolesnika sa melanomom

Analiziranjem lokalizacije tkivne ekspresije survivina u primarnim i metastatskim
melanomima istih pacijenata utvrdili smo da u primarnim tumorima nema znacajnih razlika



_ M. Jovi¢ Procena bioloskih svojstava tumora na osnovu histoloskog tipa, in situ ekspresije i
serumskih koncentracija survivina u bolesnika sa melanomom

u ucestalosti lokalizacije survivina u nuklearnom ili citoplazmatskom odeljku u prva dva
klinicka stadijuma (Grafik 4.2.-1.). Osim toga u primarnim melanomima sa porastom
klinickog stadijuma bolesti raste udeo nuklearne ekspresije survivina a opada udeo
citoplazmatske ekspresije survivina.
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Grafik 4.2.-1. Intracelijska lokalizacija survivina

Medutim, u meta promenama, u bolesnika sa IV klini¢ckim stadijumom znacajno dominira
citoplazmatska lokalizacija u odnosu na nuklearnu (jedarnu.) (Grafik 4.2.-1.).

4.3. Povezanost klinickih stadijuma bolesnika sa melanomom sa tkivnom ekspresijom i
serumskim koncentracijama survivina

Ispitivane bolesnike sa melanomom smo podelili u grupe prema klinickom stadijumu bolesti
(23 u I stadijumu, 17 u II stadijumu, 28 u III stadijumu i 16 u IV klinickom stadijumu). Kod
svih pacijenata odredili smo stepen tkivne ekspresije survivina u uzorcima tumora (Tabela
43.-1.)

Tabela 4.3.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema klinickim stadijumima (AJCC)

1A IB ITA 1B IIC IIIA 111B IC v

n 10 13 4 5 8 5 15 8 16

X 1.100  1.615 1250 1.600 1.750 2.400 2.200 2.375 1.833
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SD 1.449 1.121 0.500 0.548 0.886 0.548 0.862 0.744 0.835

Najvece prosecne vrednosti stepena ekspresije survivina bile su u IIIA i u IIIC klinickom
stadijumu bolesti a najmanje u IA klinickom stadijumu. Survivin u uzorcima tkiva bolesnika
u IA stadijumu bio je znacajno manje ispoljen nego u uzorcima bolesnika u IIIB stadijumu
(p=0.0487, MW test) (Grafik 4.3.-1.). Takode, survivin u uzorcima tkiva bolesnika u ITA
stadijumu bio je znacajno manje ispoljen nego u uzorcima bolesnika u IITA i IIIC stadijumu
(p=0.0371, p=0.0428, MW test).
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Grafik 4.3.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema klini¢kim stadijumima (AJCC)

Analiza broja survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom,
pokazala je da su najviSe vrednosti detektovane u IIIB grupi a najmanje u IA klinckom
stadijumu (Tabela 4.3.-2.).

Tabela 4.3.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema klinickim stadijumima (AJCC)

1A 1B A 1B IIC 1A 1B HIC v

n 10 13 4 5 8 5 15 8 16

X 0.600 1.000 1.500 1.600 1.857 1.500 2.000 1.000 1.214
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SD 0966 1.301 0.577 0.894 1.215 1.000 1.240 0.926 0.699

Vrednosti broja ¢elija koje su ispoljavale survivin u primarnom tumoru bolesnika razli¢itog
klinickog stadijuma znacajno su se razlikovale. Uzorci bolesnika IA klinickog stadijuma
imali su znacajno manji broj survivin + ¢elija u odnosu na uzorke bolesnika IIA (p=0.0422),
IIC stadijuma (p=0.0172, MW test), IIIB (p=0.0059, MW test) i IV stadijuma bolesti
(p=0.0234, MW test). Takode, uzorci bolesnika IB klinickog stadijuma imali su znacajno
manji broj survivin + ¢elija u odnosu na uzorke bolesnika IIIB (p=0.0334, MW test) (Grafik

43-2).
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Grafik 4.3.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema klini¢kim stadijumima (AJCC)

Analiza povezanosti klinickog stadijuma sa serumskim koncentracijama survivina pokazala
je da su najvece prosecne vrednosti survivina detektovane u grupama IA i IIB klinickog
stadijuma a najmanje u IB i IIIC klinickom stadijumu (Tabela 4.3.-3.).

Tabela 4.3.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
klini¢kim stadijumima (AJCC)

IA 1B ITA 11B IIC IIIA 111B IC v

n 10 13 4 5 8 5 15 8 16
X 9.175 5.190 7.067 7.700 6.713  7.625 6.700 5.325  5.800

SD 6.095 2816 1.877 1.757 1.187 1.087 2.626 0.675 2.806
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Vrednosti serumskog survivina bolesnika znacajno su se razlikovale u ispitivanim grupama
(Grafik 4.3.-3.). Koncentracija survivina bila je znafajno niza u uzorcima bolesnika 1B
klinickog stadijuma u odnosu na bolesnike IA (p=0.0363), znacajno niZza u uzorcima
bolesnika IIIC u odnosu na bolesnike u IIB stadijumu (p=0.0286, MW test) i znacajno niza u
uzorcima bolesnika IIIC u odnosu na bolesnike u IITA stadijumu (p=0.0286, MW test)
(Grafik 4.3.-3.).
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Grafik 4.3.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
klinickim stadijumima (AJCC)

Analiza indeksa stimulacije, kao mera porasta koncentracije survivina u serijskim uzorcima
istog pacijenta, pokazala je najveée prosecne vrednosti indeksa stimulacije u bolesnika u I
klinickom stadijumu (Tabela 4.3.-4.).

Tabela 4.3.-4. Indeks stimulacije vs klinicki stadijum

I I I v

X 1.452 1.250 1.397 0.853

SD 0.567 0.631 0.513 0.718
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Vrednost indeksa stimulacije survivina nisu se znacajno razlikovale u odnosu na klinicki
stadijum.
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Grafik 4.3.-4. Indeks stimulacije vs klinicki stadijum

4.4. Povezanost histoloskih stadijuma bolesnika sa melanomom sa tkivnom
ekspresijom i serumskim koncentracijama survivina

Stepen tkivne ekspresije survivina odredili smo u 8 bolesnika sa T1la, 4 bolesnika sa T1b, 14
bolesnika sa T2a, 4 bolesnika sa T2b, 4 bolesnika sa T3a, 4 bolesnika sa T3b, 9 bolesnika sa
T4a 1 37 bolesnika sa T4b histoloskim stadijumom primarnog tumora (Tabela 4.4.-1.).
Najvise prosecne vrednosti stepena ekspresije survivina detektovali smo u bolesnika sa T4a i
T4b histoloskim stadijumom pa zatim u Tlb stadijumu. Najnize proseCne vrednosti
detektovane su i u uzorcima bolesnika sa najranijim histoloskim stadijumom, Tla
stadijumom i kod bolesnika u T2b stadijumu.

Tabela 4.4.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema histoloskim stadijumima

pTla pTib pT2a pT2b pT3a pT3b pT4a pT4b

n 8 4 14 4 4 4 9 37

X 1.125  1.750 1.500 1.000 1.250 1.500 2.444 2.189



m M. Jovi¢ Procena bioloskih svojstava tumora na osnovu histoloskog tipa, in situ ekspresije i
serumskih koncentracija survivina u bolesnika sa melanomom

SD 1.356 0957 1.160 0.817 0.500 0.577 0.727 0.811

Vrednosti stepena tkivne ekspresije survivina bolesnika sa T1a stadijumom bile su znacajno
manje od vrednosti bolesnika sa primarnim tumorom T4a (p=0.0486, MW test) i T4b
(p=0.0286, MW test) stadijuma (Grafik 4.4.-1.). Zatim vrednosti stepena tkivne ekspresije
survivina bolesnika sa T2b stadijumom bile su znacajno manje od vrednosti bolesnika sa
primarnim tumorom T4a (p=0.0276, MW test) i T4b (p=0.0256, MW test) stadijuma. Osim
toga i vrednosti stepena tkivne ekspresije survivina bolesnika sa T3a stadijumom bile su
znacajno manje od vrednosti bolesnika sa primarnim tumorom T4a (p=0.0321, MW test) i
T4b (p=0.0418, MW test) stadijuma.
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Grafik 4.4.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema histoloskim stadijumima

Analiza broja survivin+ ¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom, pokazala je
da su najviSe prosecne vrednosti detektovane u grupi sa T1b i T3b stadijumima, dok su
najnize prosecne vrednosti detektovane u grupi bolesnika T1la stadijumom (Tabela 4.4.-2.).

Tabela 4.4.-2. Broj survivin pozitivnih ¢éelija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema histoloskim stadijumima

pTla pTib pT2a pT2b pT3a pT3b pT4a pT4b

n 8 4 14 4 4 4 9 37

X 0.625 2.000 0.786 1.667 1.750 2.000 1.500 1.459



M. Jovi¢ Procena bioloskih svojstava tumora na osnovu histoloskog tipa, in situ ekspresije i
serumskih koncentracija survivina u bolesnika sa melanomom

SD 1.061 1.000 1.188 1.155 0.957 1.000 1.069 1.043

Broj survivint ¢elija u primarnom tumoru bolesnika sa Tla stadijumom bio je znacajno
manji od broja u uzorcima bolesnika sa primarnim tumorom T4a (p=0.0348, MW test) i T4b
(p=0.0206, MW test) stadijuma (Grafik 4.4.-2.). Takode Broj survivin+ ¢elija u primarnom
tumoru bolesnika sa T2a stadijumom bio je znacajno manji od broja u uzorcima bolesnika sa
primarnim tumorom T4b (p=0.0182, MW test).
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Grafik 4.4.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema klinickim stadijumima

Analiza povezanosti histoloSkog stadijuma primarnog tumora sa serumskim koncentracijama
survivina pokazala je da su najvece vrednosti survivina detekovane u uzorcima bolesnika sa
Tla i T3b stadijumima. NajniZe prosecne vrednosti detektovane su u T2b i T2a grupi (Tabela
4.4.-3.).

Tabela 4.4.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
histoloskim stadijumima

pTla pTlb pT2a pT2b pT3a pT3b pT4a pT4b

n 8 4 14 4 4 4 9 37

X 10971 6.925 5.710 4.800 6975 9375 7.440 7.283



_ M. Jovi¢ Procena bioloskih svojstava tumora na osnovu histoloskog tipa, in situ ekspresije i
serumskih koncentracija survivina u bolesnika sa melanomom

SD 6.477 0519 3223 1.169 1.664 1.864 0.7197 2.734

Koncentracija survivina u serumu bolesnika sa Tla stadijumom bila je znacajno veca u
odnosu na bolesnike T2a (p=0.0330, MW test) i T2b (p=0.0424, MW test). Vrednosti
survivina u serumu pacijenata u T1b histoloSkom stadijumu su bile znacajno vece od
vrednosti pacijenata u T2b stadijumu (p=0.0294, MW test) (Grafik 4.4.-3.). Vrednosti
survivina bile su znacajno vece u bolesnika T3b grupe u odnosu na vrednosti bolesnika T2a
grupe (p=0.0232, MW test). Osim toga vrednosti survivina bile su znacajno manje u
bolesnika T2b grupe u odnosu na vrednosti bolesnika T3b grupe (p=0.0286, MW test), zatim
u odnosu na vrednosti T4a grupe (p=0.0159, MW test) i u odnosu na vrednosti u grupi pT4b
(p=0.0120, MW test).
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Grafik 4.4.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
histoloskim stadijumima

4.5. Povezanost faze rasta melanoma sa tkivhom ekspresijom i serumskim
koncentracijama survivina

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe sa horizontalnom ili vertikalnom fazom rasta
prema histoloSkom nalazu (Tabela 4.5.-1.). ProseCne vrednosti stepena tkivne ekspresije
survivina bile su vece u uzorcima bolesnika sa vertikalnom fazom rasta tumora.

Tabela 4.5.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema fazi rasta tumora

horizontalna vertikalna

n 8 76



M. Jovi¢ Procena bioloskih svojstava tumora na osnovu histoloskog tipa, in situ ekspresije i
serumskih koncentracija survivina u bolesnika sa melanomom

1.429 1.740

SD 1.397 0.972

Vrednosti stepena tkivne ekspresije survivina izmedu grupa bolesnika sa horizontalnom ili
vertikalnom fazom rasta primarnog tumora nisu se znac¢ajno razlikovale (Grafik 4.5.-1.).
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Grafik 4.5.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema fazi rasta tumora

Takode, analiza broja survivin+ ¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom,
pokazala je da su vece proseCne vrednosti detektovane u grupi sa vertikalnom fazom rasta
(Tabela 4.5.-2.).

Tabela 4.5.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema fazi rasta tumora

horizontalna  vertikalna
n 8 76
X 1.143 1.342
SD 1.464 1.070



_ M. Jovi¢ Procena bioloskih svojstava tumora na osnovu histoloskog tipa, in situ ekspresije i
serumskih koncentracija survivina u bolesnika sa melanomom

Broj survivint ¢elija izmedu grupa bolesnika sa horizontalnom i vertikalnom fazom rasta
primarnog tumora nije se znacajno razlikovao (Grafik 4.5.-2.).
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Grafik 4.5.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema fazi rasta tumora

Medutim nasuprot rezultatima dobijenim za tkivnu ekspresiju survivina vece prosecne
serumske vrednosti survivina detektovane su u uzorcima bolesnika sa horizontalnom fazom
rasta primarnog tumora (Tabela 4.5.-3.).

Tabela 4.5.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
fazi rasta tumora

horizontalna vertikalna

n 8 76
X 11.190 6.737
SD 5.768 2.553

Vrednosti serumskog survivina bolesnika znacajno su se razlikovale izmedu grupa sa
horizontalnom i vertikalnom fazom rasta primarnog tumora (p=0.0211) (Grafik 4.5.-3.).
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Grafik 4.5.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
fazi rasta tumora

4.6. Povezanost Clark indeksa sa tkivnom ekspresijom i serumskim koncentracijama
survivina

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema vrednosti Clark skora primarnog
tumora (Tabela 4.6.-1.). Najvece prosecne vrednosti stepena ekspresije survivina bile su u
uzorcima bolesnika sa Clark skorom V, a najnize u grupi sa Clark skorom II.

Tabela 4.6.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema Clark indexu

I I v v
n 10 23 30 21
X 1.000 1.522 1.923 2.000

SD 1.054 0.9941 0.977 0.894



_ M. Jovi¢ Procena bioloskih svojstava tumora na osnovu histoloskog tipa, in situ ekspresije i
serumskih koncentracija survivina u bolesnika sa melanomom

Vrednosti stepena tkivne ekspresije survivina bolesnika izmedu grupa bolesnika sa
razli¢itim Clark skorom primarnog tumora znacajno su se razlikovale (Grafik 4.6.-1.).
Bolesnici sa melanomom Clark II skora imali su znacajno veci stepen ekspresije survivina u
tkivu tumora od bolesnika sa Clark skorom IV (p=0.0180, MW test) i od bolesnika sa Clark
skorom V (p=0.0102, MW test).
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Grafik 4.6.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema Clark indexu

Takode, analiza broja survivin+ ¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom,
pokazala je da su najviSe prosecne vrednosti detektovane u grupi sa Clark skorom V, a
najmanja u grupi sa Clark skorom II (Tabela 4.6.-2.).

Tabela 4.6.-2. Broj survivin pozitivnih ¢éelija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema Clark indexu

II I v v
n 10 23 30 21
X 0.700 1.217 1.500 1.524
SD 1.059 1.126 0.949 1.209

Broj survivin+ ¢elija u primarnom tumoru bolesnika sa razli¢itim Clark skorom znacajno se
razlikovao izmedu bolesnika sa Clark skorom IV i bolesnika sa Clark skorom II (p=0.0350,
MW (Grafik 4.6.-2.).
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Grafik 4.6.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema Clark indexu

Analiza povezanosti Clark skora primarnog tumora sa serumskim koncentracijama survivina
pokazala je da su najvece prosecne vrednosti survivina detektovane u grupi sa Clark skorom
IT a najmanje u grupama sa Clark skorom IV i1V (Tabela 4.6.-3.).

Tabela 4.6.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
Clark indexu

II I v v
n 10 26 33 25
X 9.673 8.341 5.927 5.927
SD 5.265 5.979 3.151 3.151

Vrednosti serumskog survivina bolesnika znacajno su se razlikovale izmedu grupe sa Clark
skorom primarnog tumora II i grupe sa Clark skorom IV (p=0.0290) i grupe sa Clark skorom
V (p=0.0290) (Grafik 4.6.-3.).
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Grafik 4.6.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
Clark indexu

4.7. Povezanost Breslow indeksa sa tkivhom ekspresijom i serumskim
koncentracijama survivina

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema vrednosti Breslow skora primarnog
tumora (Tabela 4.7.-1.). Najvece prosecne vrednosti stepena ekspresije survivina bile su u
uzorcima bolesnika sa Breslow skorom od 4-5 mm, a najmanje u grupi Ciji je Breslow skor
bio manji od 1 mm.

Tabela 4.7.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema Breslow indexu

<1 1-2 2-3 3-4 4-5 >5
n 12 22 5 10 7 28
X 1.250 1.588 1.400 1.700 2.429 1.889

SD 1.288 1.121 0.548 0.823 0.535 0.900



M. Jovi¢ Procena bioloskih svojstava tumora na osnovu histoloskog tipa, in situ ekspresije i
serumskih koncentracija survivina u bolesnika sa melanomom

Vrednosti stepena tkivne ekspresije survivina izmedu grupa bolesnika sa razli¢itim Breslow
skorom primarnog tumora znacajno su se razlikovale (Grafik 4.7.-1.). Vrednosti stepena
ekspresije survivina bile su u uzorcima bolesnika sa Breslow skorom od 4-5 mm bile su
znacajno vece od vrednosti u grupi ¢iji je Breslow skor bio manji od 1 mm (p=0.0353) i od
vrednosti u grupi ¢iji je Breslow skor bio 2-3mm (p=0.0087, MW test).
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Grafik 4.7.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema Breslow indexu

Analiza broja survivin + ¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom, pokazala je
da su najviSe prosecne vrednosti detektovane u grupi sa Breslow skorom od 2-3 mm, a a

najmanje u grupi bolesnika ¢iji je Breslow bio manji od 1 mm (Tabela 4.7.-2.).

Tabela 4.7.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema Breslow indexu

<1 1-2 2-3 3-4 4-5 >5
n 12 22 5 10 7 28
X 0.667 1.059 2.000 1.700 1.429 1.333
SD 0.985 1.197 1.000 1.059 0.787 1.029

Broj survivint ¢elija u primarnom tumoru bolesnika sa razli¢itim Breslow skorom znacajno
se razlikovao (Grafik 4.7.-2.). Vrednosti broja survivin + ¢elija u primarnim tumorima
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serumskih koncentracija survivina u bolesnika sa melanomom

bolesnika sa melanomom u grupi bolesnika ¢iji je Breslow bio manji od 1 mm bile su
znacajno manje od vrednosti u grupi sa Breslow skorom 2-3mm (p=0.0229) i u grupi sa
Breslow skorom 3-4mm (p=0.0281).
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Grafik 4.7.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema Breslow indexu

Analiza povezanosti Breslow skora primarnog tumora sa serumskim koncentracijama
survivina pokazala je da su najvece proseéne vrednosti survivina detektovane u grupi sa
Breslow skorom manjim od 1 mm (Tabela 4.7.-3.).

Tabela 4.7.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
Breslow indexu

<1 1-2 2-3 3-4 4-5 >5
n 12 22 5 10 7 28
X 9.533 6.989 7.723 7.543 6.878 7.082
SD 5.409 7.006 1.174 1.399 0.502 3.212

Vrednosti serumskog survivina nisu se znacajno razlikovale izmedu grupa sa razli¢itim
Breslow skorom primarnog tumora (Grafik 4.7.-3.).
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Grafik 4.7.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
Breslow indexu

4.8. Povezanost histoloskog tipa melanoma sa tkivnom ekspresijom i serumskim
koncentracijama survivina

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema histoloskom tipu primarnog tumora
(Tabela 4.8.-1.). Prose¢ne vrednosti stepena ekspresije survivina bile su slicnih nivoa u sve tri
grupe, a najvece u uzorcima bolesnika sa nodularnim histoloskim tipom primarnog tumora.

Tabela 4.8.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema histoloskom tipu tumora

lentigo nodularni SSM

n 3 22 59
X 1.667 2.000 1.610
SD 1.528 0.791 1.034

Vrednosti stepena tkivne ekspresije survivina izmedu grupa bolesnika sa razliitim
histoloSkim tipovima primarnog tumora nisu se znacajno razlikovale (Grafik 4.8.-1.).
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Grafik 4.8.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema histoloskom tipu tumora

Analiza broja survivint ¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom pokazala je
da su najviSe prosecne vrednosti detektovane u grupi sa lentigo histoloskim tipom primarnog
tumora (Tabela 4.8.-2.).

Tabela 4.8.-2. Broj survivin pozitivnih ¢éelija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema histoloSkom tipu tumora

lentigo nodularni SSM

n 3 22 59
X 1.667 1.471 1.271
SD 1.528 1.125 1.096

Broj survivin+ ¢elija izmedu grupa bolesnika sa razli¢itim histoloSkim tipom ¢elija primarnog
tumora nije se znacajno razlikovao (Grafik 4.8.-2.).
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Grafik 4.8.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom

prema histoloSkom tipu tumora

Analiza povezanosti histoloskog tipa primarnog tumora sa serumskim koncentracijama
survivina pokazala je da su najvece proseéne vrednosti survivina detektovane u grupi sa
lentiginoznim histoloskim tipom (Tabela 4.8.-3.).

Tabela 4.8.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema

histoloskom tipu tumora

lentigo nodularni

SSM

n 3 22
X 7.933 7.673
SD 2.050 3.438

59

7.244

3.792

Vrednosti serumskog survivina bolesnika nisu se znacajno razlikovale izmedu grupa sa
razlic¢itim histoloskim tipovima ¢elija primarnog tumora (Grafik 4.8.-3.).
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Grafik 4.8.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
histoloskom tipu tumora

4.9. Tip melanomskih ¢elija u primarnom tumoru, tkivna ekspresija i serumske
koncentracije survivina u bolesnika sa melanomom

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema tipu ¢elija primarnog tumora (Tabela
4.9.-1.). Prose¢ne vrednosti stepena ekspresije survivina bile su najvece u uzorcima bolesnika
i sa epiteloidnim i sa vretenastim tipom ¢elija primarnog tumora.

Tabela 4.9.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema tipu ¢elija melanoma

epiteloidne  vretenaste  epit + vret

n 57 20 7
X 1.702 1.450 2.286
SD 1.020 0.9445 0.756

Vrednosti stepena tkivne ekspresije survivina izmedu grupa bolesnika sa vretenastim tipom
¢elija 1 bolesnika sa vretenastim i epiteloidnim tipom primarnog tumora znacajno su se
razlikovale (p=0.0492, MW test)(Grafik 4.9.-1.).
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Grafik 4.9.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema tipu ¢elija melanoma

Takode, analiza broja survivin+ ¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom,
pokazala je da su najvisSe proseCne vrednosti detektovane u grupi sa epiteloidnim i
vretenastim ¢elijama primarnog tumora (Tabela 4.9.-2.).

Tabela 4.9.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema tipu ¢elija melanoma

epiteloidne  vretenaste  epit + vret

n 57 20 7
X 1.067 1.450 1.750
SD 1.009 1.050 0.866

Broj survivint Celija izmedu grupa bolesnika sa razli¢itim tipom c¢elija primarnog tumora
znacajno se razlikovao razlikovao.Vrednosti survivint celija u grupi pacijenata sa
epiteloidnim ¢elijama u primarnom tumoru su bile znacajno manje od vrednosti survivin+
¢elija u grupi pacijenata sa epiteloidnim i vretenastim ¢elijama (Grafik 4.9.-2.).
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Grafik 4.9.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema tipu ¢elija melanoma

Analiza povezanosti tipa ¢elija primarnog tumora sa serumskim koncentracijama survivina
pokazala je da su najvece prosecne vrednosti survivina detektovane u grupi pacijenata sa
epiteloidnim ¢elijama (Tabela 4.9.-3.).

Tabela 4.9.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
tipu ¢elija melanoma

epiteloidne  vretenaste  epit + vret

n 29 18 6
X 7.807 6.664 6.195
SD 5.285 2.798 0.950

Vrednosti serumskog survivina bolesnika nisu se znaCajno razlikovale izmedu grupa sa
razli¢itim tipom ¢elija primarnog tumora (Grafik 4.9.-3.).
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Grafik 4.9.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
tipu ¢elija melanoma

4.10. Ulceracija u primarnom tumoru, tkivna ekspresija i serumske koncentracije
survivina u bolesnika sa melanomom

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema prisustvu ili odsustvu ulceracije
primarnog tumora (Tabela 4.10.-1.). Prosecne vrednosti stepena ekspresije survivina bile su
vece u uzorcima bolesnika sa prisutnom ulceracijom primarnog tumora.

Tabela 4.10.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema prisustvu ulceracije

prisutna odsutna

n 28 56
X 2.107 1.615
SD 0.786 1.051

Vrednosti stepena tkivne ekspresije survivina izmedu grupa bolesnika sa 1 bez ulceracije
primarnog tumora znacajno su se razlikovale (p=0.0476) (Grafik 4.10.-1.).
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Grafik 4.10.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema prisustvu ulceracije

Analiza broja survivin+ ¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom, pokazala je
da su najviSe proseCne vrednosti detektovane u grupi sa odsutnom ulceracijom primarnog
tumora (Tabela 4.10.-2.).

Tabela 4.10.-2. Broj survivin pozitivnih ¢éelija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema prisustvu ulceracije

prisutna odsutna

n 28 56
X 2.143 2.404
SD 0.932 0.955

Broj survivint celija izmedu grupa bolesnika sa i bez ulceracije primarnog tumora nije se
znacajno razlikovao (Grafik 4.10.-2.).
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Grafik 4.10.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema prisustvu ulceracije

Vece prosecne vrednosti serumske koncentracije survivina detektovane su u uzorcima
bolesnika sa prisutnom ulceracijom (Tabela 4.10.-3.).

Tabela 4.10.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
prisustvu ulceracije

prisutna odsutna

n 28 56
X 7.920 6.965
SD 2.173 2.733

Vrednosti serumskog survivina bolesnika nisu se znacajno razlikovale izmedu grupa sa i bez
ulceracije primarnog tumora (Grafik 4.10.-3.).
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Grafik 4.10.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
prisustvu ulceracije

4.11. Mitotska aktivnost u primarnom tumoru, tkivna ekspresija i serumske

kocentracije survivina

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema tipu mitotskoj aktivnosti celija
primarnog tumora (Tabela 4.11.-1.). Prose¢ne vrednosti stepena ekspresije survivina bile su
najvece u uzorcima bolesnika u kojima je detektovana 3 i 4 mitoze ¢elija primarnog tumora
po mm?,

Tabela 4.11.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema broju mitoza

0 1 2 3 4 6 >6
n 42 16 9 4 4 5 4
X 1.605 1.875 1.333 2.500 2.500 1.000 2.250
SD 1.054 0.806 1.225 0.577 1.000 0.7071 0.500

Vrednosti stepena tkivne ekspresije survivina izmedu grupa bolesnika sa razli¢itom
mitotskim aktivnosti Celija primarnog tumora znacajno su se razlikovale. Bolesnici sa
najveéim brojem mitoza (>6) imali su znaajno manji intezitet ekspresije survivina u tkivu u
odnosu na bolesnike sa 3 (p=0.0334) detektovane mitoze i znacajno veci intenzitet ekspresije
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survivina u odnosu na bolesnike sa detektovanih 6 mitoza (p=0.0371, MW test) (Grafik 4.11.-
1.).
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Grafik 4.11.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema broju mitoza

Takode, analiza broja survivin+ ¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom,
pokazala je da su najvise prosecne vrednosti detektovane u grupi sa 1 mitozom a najmanje u
grupi sa 2 mitoze (Tabela 4.11.-2.).

Tabela 4.11.-2. Broj survivin pozitivnih ¢éelija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema broju mitoza

0 1 2 3 4 6 >6
n 42 16 9 4 4 5 4
X 1.026 1.938 1.000 1.750 1.500 1.400 1.750
SD 1.102 1.181 0.866 1.500 0.577 0.548 0.957

Opet, kao i u slucaju analize tkivne ekspresije, broj survivin+ ¢elija izmedu grupa bolesnika
sa razli¢itom mitotskom aktivnosti ¢elija primarnog tumora znacajno se razlikovao. Bolesnici
sa detektovanom 1 mitozom imali su znacajno veci intezitet ekspresije survivina u tkivu u
odnosu na bolesnike bez mitotske aktivnosti (p=0.0083, MW test) i u odnosu na bolesnike sa
detektovane 2 mitoze po mm? (Grafik 4.11.-2.).
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Grafik 4.11.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema broju mitoza

Analiza povezanosti mitotske aktivnosti ¢elija primarnog tumora sa serumskim
koncentracijama survivina pokazala je da je najveca prosecna vrednost survivina detektovana
u grupi sa najveé¢im brojem mitoza (>6) a najmanja u grupi sa detektovanom 1 mitozom po
mm? (Tabela 4.11.-3.).

Tabela 4.11.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
broju mitoza

0 1 2 3 4 6 >6
n 26 10 4 3 3 5 3
X 7.700 6.050 8.350 6.567 6.533 7.880  10.300
SD 4.494 2.230 2.243 0.351 1.320 1.844 2.784

Vrednosti serumskog survivina znacajno su se razlikovale izmedu grupa sa razliCitom
mitotskom aktivnosti primarnog tumora (Grafik 4.11.-3.). Koncentracija survivina bila je
znac¢ajno manja u grupi bolesnika u kojoj je detektovana 1 mitoza u odnosu na grupu sa
najve¢om mitotskom atkivnosti (p=0.0276, MW test) i u odnosu na grupu u kojoj je
detektovano 2 mitoze po mm?.
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Grafik 4.11.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
broju mitoza

4.12. Infiltracija tumora limfocitima, tkivna ekspresija i serumske koncentracije
survivina u bolesnika sa melanomom

Na osnovu stepena infiltracije primarnog tumora limfocitima bolesnike smo podelili u Cetiri
grupe. Najvece prosecne vrednosti stepena ekspresije survivina detektovali smo kod
pacijenata u grupi bez infiltracije limfocitima, dok su najnize vrednosti detektovane u grupi u
kojoj je i najintenzivnija infiltracija limfocitima (Tabela 4.12.-1.). Vrednost survivina u ove
dve grupe nisu se znacajno razlikovale (Grafik 4.12.-1.).

Tabela 4.12.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema stepenu infiltracije limfocita

0 1 2 3
n 26 24 27 7
X 1.769 1.714 1.630 1.571

SD 1.032  0.9562 1.043 1.272
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Grafik 4.12.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa

melanomom prema stepenu infiltracije limfocita

Analiza broja survivin+ ¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom, pokazala je

da su najvise prosecne vrednosti detektovane u grupi sa vrednoscu limfocitne infiltracije "1”

dok su najnize detektovane u grupi bolesnika sa najintezivnijom infiltracijom tumorskog

tkiva limfocitima "3" (Tabela 4.12.-2.).

Tabela 4.12.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom

prema stepenu infiltracije limfocita

0 1 2 3
n 26 24 27 7
X 1.192 1.571 1.333 0.857
SD 0.981 1.121 1.240  0.900

Opet, kao i u sluCaju analize stepena tkivne ekspresije survivina, broj survivint+ ¢elija izmedu
grupa bolesnika sa detektabilnom infiltracijom limfocita nije se znacajno razlikovao (Grafik

4.12.-2.).
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Grafik 4.12.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema stepenu infiltracije limfocita

Analiza povezanosti stepena infiltracije limfocitima primarnog tumora sa serumskim
koncentracijama survivina pokazala je da su najveée vrednosti survivina detekovane u grupi
bolesnika u kojih primarni tumor nije inflitrovan limfocitima "0”, dok su najnize vrednosti
detektovane u grupi sa najintezivnijom infiltracijom 3" (Tabela 4.12.-3.).

Tabela 4.12.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
stepenu infiltracije limfocita

0 1 2 3
n 26 24 27 7
X 8708  6.913 7.937  3.240
SD 4380 2239 2239  3.129

Vrednosti serumskog survivina bolesnika sa razli¢itim stepenom inflitracije limfocita
znacajno su se razlikovale (Grafik 4.12.-3.).

Vrednosti survivina u grupi sa najintenzivnijom infiltracijom limfocitima "3" bile su znacajno
manje u odnosu na grupu bez prisutne infiltracije 0 (p=0.0114, MW test), grupu sa stepenom
infiltracije limfocitima "1” (p=0.0098, MW test) i grupu sa stepenom infiltracije limfocitima
"2" (p=0.0036, MW test), (Grafik 4.12.-3).
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Grafik 4.12.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
stepenu infiltracije limfocita

4.13. Regresija primarnog tumora, tkivna ekspresija i serumske koncentracije survivina u
bolesnika sa melanomom

Prosecne vrednosti stepena ekspresije survivina bile su vece u uzorcima bolesnika u kojih je
detektovana regresija, u odnosu na uzorke bez regresije primarnog tumora (Tabela 4.13.-1).

Tabela 4.13.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema prisustvu regresije

prisutna odsutna

n 19 65
X 2.105 1.639
SD 0.809 1.033

Vrednosti stepena tkivne ekspresije survivina izmedu grupa bolesnika sa i bez regresije
primarnog tumora nisu se znacajno razlikovale (Grafik 4.13.-1.).
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Grafik 4.13.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema prisustvu regresije

Takode, analiza broja survivin+ ¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom,
pokazala je da su viSe prose¢ne vrednosti detektovane u grupi sa regresijom u odnosu na
bolesnike bez regresije primarnog tumora (Tabela 4.13.-2.).

Tabela 4.13.-2. Broj survivin pozitivnih ¢éelija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema prisustvu regresije

prisutna odsutna

n 19 65
X 1.368 1.311
SD 0.955 1.148

Opet, kao i u slucaju analize tkivne ekspresije, broj survivin+ ¢elija izmedu grupa bolesnika
sa i bez regresije nije se znacajno razlikovao (Grafik 4.13.-2.).
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Grafik 4.5.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema prisustvu regresije

Analiza povezanosti prisustva regresije primarnog tumora sa serumskim koncentracijama
survivina pokazala je da su vece prosecne vrednosti survivina detektovane u grupi bez
regresije tumora (Tabela 4.13.-3.).

Tabela 4.13.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
prisustvu regresije

prisutna odsutna

n 19 65
X 6.615 8.144
SD 2.239 3.556

Vrednosti serumskog survivina bolesnika sa i bez regresije primarnog tumora nisu se
znacajno razlikovale (Grafik 4.13.-3.).



Survivin
25-
£ 20-
>
c
:C:U' 154
(&]
o
<= 10- ° oo
(] 04°
= OZ = 0338:;53:00
S 54 [ A...:_
C . L { I
prisutna odsutna
regresija tumora

M. Jovi¢ Procena bioloskih svojstava tumora na osnovu histoloskog tipa, in situ ekspresije i
serumskih koncentracija survivina u bolesnika sa melanomom

Grafik 4.13.-2. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema

prisustvu regresije

4.14. Anatomska lokalizacija primarnog melanoma, tkivna ekspresija i serumske
koncentracije survivina u bolesnika sa melanomom

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema anatomskoj lokalizaciji primarnog
tumora (Tabela 4.14.-1.). NajviSe prosecne vrednosti stepena ekspresije survivina detektovali

smo u bolesnika kod kojih je primarni tumor bio lokalizovan na ruci.

Tabela 4.14.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa

melanomom prema anatomskoj lokalizaciji

glava ruka noga stopalo trup
n 13 3 28 4 36
X 1.538 2.000 1.684 1.750 1.750
SD 1.127 1.000 0.946 0.957 1.105

Nismo utvrdili postojanje statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa pacijenata sa melanomom

razliCite anatomske lokalizacije (Grafik 4.14.-1.).
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Grafik 4.14.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa

melanomom prema anatomskoj lokalizaciji

Analiza broja survivin+ ¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom, pokazala je
da su najvise proseCne vrednosti detektovane u grupi pacijenata sa melanomom
lokalizovanim na ruci a najniZe u grupi pacijenata sa melanomom na glavi (Tabela 4.14.-2.).

Tabela 4.14.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema anatomskoj lokalizaciji

glava ruka noga stopalo trup
n 13 3 28 4 36
X 1.154 1.667 1.368 1.250 1.306
SD 1.214 0.577 1.165 0.957 1.142

Opet, kao i u slucaju analize tkivne ekspresije, broj survivint celija izmedu grupa
bolesnikanije se zna¢ajno razlikovao u odnosu na anatomsku lokalizaciju (Grafik 4.14.-2.).
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Grafik 4.14.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema anatomskoj lokalizaciji

Analiza povezanosti anatomske lokalizacije primarnog tumora sa serumskim koncentracijama
survivina pokazala je da su najveée vrednosti nadene u grupi pacijenata sa melanomom
lokalizovanim na trupu a najmanje u grupi pacijenata sa melanomom lokalizovanim na
stopalu (Tabela 4.14.-3.).

Tabela 4.14.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
anatomskoj lokalizaciji

glava ruka noga stopalo trup
n 13 3 28 4 36
X 7.130 5.580 7.457 3.550 7.861
SD 0.533 4.883 1.394 3.309 5.749

Vrednosti serumskog survivina bolesnika sa razli¢itom anatomskom lokalizacijom primarnog
tumora znacajno su se razlikovale izmedu grupe pacijenata sa tumorom lokalizovanom na
stopalu u odnosu na grupu sa tumorom lokalizovanim na nozi (p=0.0056, MW test) i u
odnosu na grupu sa tumorom lokalizovanim na glavi (Grafik 4.14.-3.).
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Grafik 4.14.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
anatomskoj lokalizaciji

4.15. Vaskularna invazija, tkivna ekspresija i serumske koncentracije survivina u
bolesnika sa melanomom

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema prisustvu vaskularne invazije
primarnog tumora (Tabela 4.15.-1.). Prose¢ne vrednosti stepena ekspresije survivina bile su
vece u uzorcima bolesnika u kojima je detektovana vaskularna invazija.

Tabela 4.15.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema prisustvu vaskularne invazije

prisutna odsutna

n 20 64
X 2.200 1.650
SD 0.768 1.022

Vrednosti stepena tkivne ekspresije survivina bolesnika izmedu grupa bolesnika sa i bez
vaskularne invazije ¢elija primarnog tumora znacajno su se razlikovale (p=0.0377, MW test)
(Grafik 4.15.-1.).
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Grafik 4.15.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema prisustvu vaskularne invazije

Takode, analiza broja survivin+ ¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom,
pokazala je da su vece prosecne vrednosti detektovane u grupi sa vaskularnom invazijom
(Tabela 4.15.-2.).

Tabela 4.15.-2. Broj survivin pozitivnih ¢éelija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema prisustvu vaskularne invazije

prisutna odsutna

n 20 64
X 1.789 1.283
SD 1.032 1.121

Broj survivint celija izmedu grupa bolesnika sa sa i bez vaskularnom invazijom celija
primarnog tumora nije se znacajno razlikovao (Grafik 4.15.-2.).



_ M. Jovi¢ Procena bioloskih svojstava tumora na osnovu histoloskog tipa, in situ ekspresije i
serumskih koncentracija survivina u bolesnika sa melanomom

Survivin
5-
< 4- ° e0o
ﬁ
(&)
- 3- eoo00 000000
c
=
E 2 —eg—— 000000000000
o N
o — —
© —
SR 00000000000 COONOIOmID
0 L 2 {
prisutna odsutna
vaskularna invazija

Grafik 4.15.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema prisustvu vaskularne invazije

Analiza povezanosti vaskularne invazije celija primarnog tumora sa serumskim
koncentracijama survivina pokazala je da su vece prosecne vrednosti survivina detektovane u
pacijenata sa odsutnom invazijom (Tabela 4.15.-3.).

Tabela 4.15.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
prisustvu vaskularne invazije

prisutna odsutna

n 20 64
X 6.864 7.593
SD 0.960 4.008

Vrednosti serumskog survivina bolesnika nisu se znacajno razlikovale izmedu ispitivanih
grupa sa i bez vaskularnom invazijom primarnog tumora (Grafik 4.15.-3.).
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Grafik 4.15.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
prisustvu vaskularne invazije

4.16. Tip Sirenja primarnog tumora, tkivna ekspresija i serumske koncentracije
survivina u bolesnika sa melanomom

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema tipu Sirenja primarnog tumora (Tabela
4.16.-1.). Prose¢ne vrednosti stepena ekspresije survivina bile su najveée u uzorcima
bolesnika u kojih se tumor Sirio limfogenim putem.

Tabela 4.16.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema tipu Sirenja

nema L L+H
n 48 24 12
X 1.500 2.042 1.583
SD 0.994 0.955 0.996

Vrednosti stepena tkivne ekspresije survivina izmedu grupa bolesnika sa limfnim Sirenjem 1i
pacijenata bez diseminacije znacajno su se razlikovale (p=0.0409, MW test) (Grafik 4.16.-1.).
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Grafik 4.16.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema tipu Sirenja

Takode, analiza broja survivin+ ¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom,
pokazala je da su najviSe proseCne vrednosti detektovane u grupi sa limfnim putem Sirenja
(Tabela 4.16.-2.).

Tabela 4.16.-2. Broj survivin pozitivnih ¢éelija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema tipu Sirenja

nema L L+H
n 48 24 12
X 1.071 1.667 1.167
SD 0.921 1.167 1.115

Opet, kao i u slucaju analize tkivne ekspresije, broj survivin+ ¢elija izmedu grupa bolesnika
sa limfnim Sirenjem i pacijenata bez diseminacije znac¢ajno se razlikovao (p=0.0408, MW
test).
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Grafik 4.16.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom

prema tipu Sirenja

Analiza povezanosti tipa Sirenja primarnog tumora sa serumskim koncentracijama survivina
pokazala je da su najvece prosecne vrednosti survivina detektovane u grupi pacijenata bez

diseminacije tumora (Tabela 4.16.-3.).

Tabela 4.16.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema

tipu Sirenja

4.16.-

3. nema L L+H
n 48 24 12
X 8.539 5.642 6.582
SD 4.947 2.727 2.708

Vrednosti serumskog survivina bolesnika znacajno su se razlikovale u ispitivanim grupama
bez diseminacije primarnog tumora i sa limfogenim tipom $irenja primarnog tumora (Grafik

4.16.-3.).
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Grafik 4.16.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
tipu Sirenja

4.17. Progresija melanoma, tkivna ekspresija i serumske koncentracije survivina u
bolesnika sa melanomom

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema detektovanoj progresiji bolesti (Tabela
4.17-1.). ProseCne vrednosti stepena ekspresije survivina bile su najvece u grupi bolesnika sa
najduzim trajanjem remisije.

Tabela 4.17.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema progresiji bolesti

ne da
n 63 21
X 1.725 1.667
SD 1.078 0.966

Vrednosti stepena tkivne ekspresije survivina izmedu grupa bolesnika sa progresijom bolesti i
bez nje nisu se znacajno razlikovale (Grafik 4.17-1.).
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Grafik 4.17.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema progresiji bolesti

Analiza broja survivint ¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom, pokazala je
da su prosecne vrednosti bile nesto vece u grupi pacijenata bez progresije bolesti (Tabela
4.17.-2.).

Tabela 4.17.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema progresiji bolesti

ne da
n 63 21
X 1.333 1.238
SD 1.211 0.944

Broj survivin+ ¢elija izmedu grupa bolesnika sa progresijom bolesti i bez nje nije se znacajno
razlikovao (Grafik 4.17.-2.).
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Grafik 4.17.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema progresiji bolesti

Analiza serumske koncentracije survivina u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom,
pokazala je da su prosecne vrednosti bile nesto veée u grupi pacijenata bez progresije bolesti
(Tabela 4.17.-3.).

Tabela 4.17.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
progresiji bolesti

ne da
n 63 21
X 7.863 6.840
SD 4.625 3.440

Vrednosti serumskog survivina izmedu grupa bolesnika sa progresijom bolesti i bez nje nije
se znacajno razlikovao (Grafik 4.17.-3.).
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Grafik 4.17.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
progresiji bolesti

4.18. DFI, tkivna ekspresija i serumske koncentracije survivina u bolesnika sa melanomom,
DFI metastaze

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema trajanju duzine remisije (DFI) (Tabela
4.18-1.). Prosecne vrednosti stepena ekspresije survivina bile su najveée u grupi bolesnika sa
najkra¢im trajanjem remisije.

Tabela 4.18.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema DFI

<6 6-12 12-24 >24
n 16 26 29 13
X 1.938 1.731 1.560 1.692
SD 0.772 1.079 1.003 1.182

Vrednosti stepena tkivne ekspresije survivina izmedu grupa bolesnika sa razli¢itim trajanjem
remisije nisu se znacajno razlikovale (Grafik 4.18.-1.).
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Grafik 4.18.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema DFI

Takode, analiza broja survivin+ ¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom,
pokazala je da su prosecne vrednosti bile najveée u grupi sa DFI >24 meseca (Tabela 4.18.-

2)).
Tabela 4.18.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema DFI
<6 6-12 12-24 >24
n 16 26 29 13
X 1.625 1.115 1.080 2.077
SD 1.147 0.993 0.862 1.382

Broj survivint+ Celija izmedu grupa bolesnika sa razli¢itim trajanjem DFI znacajno se
razlikovao (Grafik 4.18.-2.). Vrednosti broja survivin+ ¢elija u grupi sa DFI >24 meseca bile
su znacajno vece u odnosu na grupu sa DFI 6-12 meseci (p=0.0337, MW test) i u odnosu na
grupu bolesnika sa DFI vrednostima od 12-24 meseci (p=0.0095,MW test ).
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Grafik 4.18.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema DFI

Analiza povezanosti duzine trajanja remisije primarnog tumora sa serumskim
koncentracijama survivina pokazala je da su najveCe prosetne vrednosti survivina
detektovane u grupi gde je DFI izmedu 12 — 24 meseci (Tabela 4.18.-3.).

Tabela 4.18.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema

DFI

<6 6-12 12-24 >24
n 16 26 29 13
X 5.872 7.105 9.750 7.233
SD 3.435 2.933 5.098 1.540

Vrednosti serumskog survivina bolesnika nisu se znacajno razlikovale izmedu ispitivanih
grupa sa razlicitim trajanjem DFI (Grafik 4.18-3.).
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Grafik 4.18.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
DFI

Analiziranjem vrednosti intenziteta tkivne ekspresije survivina u metastatskim tumorima u
odnosu na DFI utvrdili smo da su najvece vrednosti survivina bile u grupi sa najkra¢im DFI
(< 6 meseci) (Tabela 4.18.-4).

Tabela 4.18.-4. Odnos DFI i metastatske tkivne ekspresije

DFI meseci <6 <12 >12
n 11 14 8
X 3.091 2.429 2.250
SD 0.302 0.756 0.886

Vrednosti intenziteta survivina u metastazama znacajno su se razlikovale izmedu ispitivanih
grupa razli¢itim trajanjem DFI (p>0.05, MW test) (Grafik 4.18-3.).
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Grafik 4.18.-4. Odnos DFI i metastatske tkivne ekspresije

Analiziranjem vrednosti broja survivin pozitivnih ¢elija u metastatskim tumorima u odnosu
na DFI utvrdili smo da je najveci broja survivin pozitivnih ¢elija u metastatskim tumorima
bio u grupi sa najkra¢im DFI (< 6 meseci) (Tabela 4.18.-5).

Tabela 4.18.-5. Odnos DFI i broja survivin pozitivnih ¢elija u metastazama

DFI meseci <6 <12 >12
n 11 14 8
X 3.364 2.357 2.250
SD 0.809 0.745 0.886

Vrednosti broja survivin pozitivnih ¢elija u metastazama znacajno su se razlikovale izmedu
ispitivanih grupa razli¢itim trajanjem DFI (p>0.05 i p p>0.01, MW test) (Grafik 4.18-3.).
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Grafik 4.18.-5. Odnos DFI i broja survivin pozitivnih ¢elija u metastazama

4.19. Tok bolesti, tkivna ekspresija i serumske koncentracije survivina u bolesnika sa
melanomom

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema ishodu bolesti (Tabela 4.19.-1.).
Prosecne vrednosti stepena ekspresije survivina bile su gotovo identicne u obe grupe
bolesnika.

Tabela 4.19.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema prezivljavanju

umrli preZziveli
n 21 63
X 1.714 1.712
SD 0.784 1.084

Vrednosti stepena tkivne ekspresije survivina bolesnika nisu se znacajno razlikovale bez
obzira na ishod bolesti (Grafik 4.19.-1.).
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Grafik 4.19.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema prezivljavanju

Analiza broja survivin+ ¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom, pokazala je
da su nesto manje prosecne vrednosti detektovane u umrlih (Tabela 4.19.-2.).

Tabela 4.19.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema prezivljavanju

umrli preZziveli
n 21 63
X 1.238 1.356
SD 0.944 1.156

Broj survivin+ ¢elija nije se znacajno razlikovao u odnosu na ishod bolesti (Grafik 4.19.-2.).
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Grafik 4.19.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema prezivljavanju

Vecée prosecne vrednosti serumskog survivina detektovane su u uzorcima prezivelih
bolesnika (Tabela 4.19.-3.).

Tabela 4.19.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema

prezivljavanju

umrli preziveli
n 21 63
X 6.883 7.605
SD 3.161 3.719

Vrednosti serumskog survivina bile su znacajno vece u prezivelih bolesnika (Grafik 4.19.-3.).
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Grafik 4.19.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
prezivljavanju

4.20. Metastatska bolest, tkivna ekspresija i serumske koncentracije survivina u
bolesnika sa melanomom

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema manifestnoj metastatskoj bolesti ili
njenom odsustvu (Tabela 4.20.-1.). Prosecne vrednosti stepena ekspresije survivina bile su
vece u uzorcima bolesnika sa metastatskom bolesti.

Tabela 4.20.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom u odnosu na prisustvo metastatske bolesti

odsutna prisutna

X 1.550 2.054

SD 1.061 0.780

Vrednosti stepena tkivne ekspresije survivina u primarnom tumoru izmedu grupa bolesnika
sa 1 bez metastatske bolesti znacajno su se razlikovale (p=0.0372) (Grafik 4.20.-1.).
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Grafik 4.20.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom u odnosu na prisustvo metastatske bolesti

Takode, analiza broja survivin+ ¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom,
pokazala je da su veée prosecne vrednosti detektovane u grupi sa metastatskom bolesti
(Tabela 4.20.-2.).

Tabela 4.20.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom u
odnosu na prisustvo metastatske bolesti

odsutna prisutna

X 1.275 1.375

SD 1.219  0.9789

Broj survivint celija u primarnom tumoru izmedu grupa bolesnika sa i bez metastatske
bolesti nije se znacajno razlikovao (Grafik 4.20.-2.).
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Grafik 4.20.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom u
odnosu na prisustvo metastatske bolesti

Vece prosecne serumske vrednosti survivina detektovane su u grupi bolesnika bez
metastatske bolesti (Tabela 4.20.-3.).

Tabela 4.20.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom u
odnosu na prisustvo metastatske bolesti

odsutna prisutna

X 7.609 7.117

SD 3.877 3.033

Vrednosti serumskog survivina bolesnika nisu se znacajno razlikovale izmedu ispitivanih
grupa sa i bez metastatske bolesti (Grafik 4.20.-3.).
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Grafik 4.20.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom u
odnosu na prisustvo metastatske bolesti

4.21. Primarni tumor vs. metastaze, tkivna ekspresija i broj survivin pozitivnih éelija
u bolesnika sa melanomom

Analiziranjem vrednosti intenziteta survivina u primarnim tumorima pacijenata sa
melanomom u odnosu na vrednosti u metastatskim tumorima istih pacijenata dobili smo
nesto vece vrednosti u metastazama (Tabela 4.21.-1.) ali se one nisu statisticki znacajno
razlikovale (Grafik 4.21.-1).

Tabela 4.21.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima primarnog i metastatskog
melanoma

primarni metastatski

X 1.734 2.727

SD 0.996 0.626
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Grafik 4.21.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima primarnog i metastatskog

melanoma

Analiziranjem vrednosti broja survivin pozitivnih tumorskih ¢elija u primarnim tumorima
pacijenata sa melanomom u odnosu na vrednosti u metastatskim tumorima istih pacijenata

dobili smo takode nesto vece vrednosti u metastazama (Tabela 4.21.-2.) ali se one nisu
statisticki znacajno razlikovale (Grafik 4.21.-2).

Tabela 4.21.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima primarnog i metastatskog

melanoma
primarni metastatski
X 1.325 2.758
SD 1.100 0.902
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Grafik 4.21.-2. Broj survivin pozitivnih celija

melanoma

u uzorcima primarnog i metastatskog
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serumskih koncentracija survivina u bolesnika sa melanomom

Na slici br.8 prikazane su survivin pozitivne tumorske ¢elije u primarnom melanomu i u
metastatskom kod jednog od analiziranih pacijenata.
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Slika br.8. Survivin pozitivne tumorske ¢elije u primarnom melanomu (a) i metastatskom
melanomu (b) (uveli¢anje 100x).
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4.22. Prisustvo melanofaga u primarnom tumoru, tkivna ekspresija i serumske
koncentracije survivina u bolesnika sa melanomom

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema prisustvu melanofaga u primarnom
tumoru, stepenu i vrsti distribucije (Tabela 4.22.-1.). Prosecne vrednosti stepena ekspresije
survivina bile su najvee u uzorcima bolesnika sa malim brojem melanofaga fokalne
distribucije, dok su najnize vrednosti detektovane u grupi sa malim brojem i difuznom
distribucijom melanofaga u tkivu tumora.

Tabela 4.22.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema distribuciji melanofaga u tumoru

nema D1+ D2+ D3+ F1+ F2+ F3+
n 11 9 27 18 8 8 3
X 1.182 1.111 1.647 1.917 2.625 1.875 1.333
SD 0.982 1.054 0.932 0.996 0.518 0.991 1.155

Vrednosti stepena tkivne ekspresije survivina bolesnika izmedu grupa bolesnika sa razli¢itim
brojem i distribucijom melanofaga u primarnom tumoru znacajno su se razlikovale. Bolesnici
sa malim brojem melanofaga fokalne distribucije imali su znacajno veéi stepen ekspresije
survivina u odnosu na grupu bez prisutnih melanofaga, grupu sa malim brojem difuzno
distribuiranih melanofaga i u odnosu na grupu sa umerenim brojem difuzno distribuiranih
melanofaga (p=0.0041, p=0.0068, p=0.0127, MW test) (Grafik 4.22-1.).
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Grafik 4.22.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa
melanomom prema distribuciji melanofaga u tumoru



M. Jovi¢ Procena bioloskih svojstava tumora na osnovu histoloskog tipa, in situ ekspresije i
serumskih koncentracija survivina u bolesnika sa melanomom

Analiza broja survivint ¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom pokazala je
da su najviSe prosecne vrednosti detektovane u grupi sa fokalno prisutnim velikim brojem
melanofaga (Tabela 4.22.-2.). Najmanje broj survivin pozitivnih ¢elija detektovan je u grupi
bez prisutnih melanofaga.

Tabela 4.22.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema distribuciji melanofaga u tumoru

nema D1+ D2+ D3+ F1+ F2+ F3+
n 11 9 27 18 8 8 3
X 0.909 0.778 1.471 1.250 1.625 1.250 2.333
SD 0.701 0.667 1.375 1.422 0.744 0.707 0.577

Broj survivint celija izmedu grupa bolesnika sa razliitim stepenom prisustva i tipom
distribucije melanofaga u primarnom tumoru znacajno se razlikovao (Grafik 4.22.-2.). Broj
survivint ¢elija u grupi sa velikim brojem fokalno distribuiranih melanofaga je bio znacajno
ve¢i od vrednosti survivint Celija za pacijente bez melanofaga u primarnom tumoru,
vrednosti pacijenata sa difuznom distrubucijom malog broja melanofaga, vrednosti pacijenata
sa umerenim brojem i fokalnom distribucijom melanofaga (p=0.0041, p=0.0195 i p=0.0328,
MW test) (Grafik 4.22.-2.). Takode broj survivin+ ¢elija u grupi sa fokalnom distrubucijom
malog broja melanofaga u tumoru je bio znacajno veéi nego u grupi sa difuznom
distribucijom malog broja melanofaga (p=0.0353, MW test).
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Grafik 4.22.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema distribuciji melanofaga u tumoru
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Najvecée vrednosti za koncentraciju survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom
utvrdili smo u grupi bez prisustva melanofaga u tumoru (Tabela 4.22.-3.) i one su bile
znacajno vece od vrednosti survivina pacijenata sa difuznom distribucijom velikog broja
melanofaga u tumoru (p=0.0311, MW test) (Grafik 4.22.-3.).

Tabela 4.22.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
distribuciji melanofaga u tumoru

nema D1+ D2+ D3+ F1+ F2+ F3+
n 11 9 27 18 8 8 3
X 12.190 4.462 6.759 5.891 7.035 6.406 7.988
SD 8.047 4.090 2.722 4.455 0.5331 0.705 1.549
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Grafik 4.22.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
distribuciji melanofaga u tumoru

4.23. Prisustvo melanofaga u tumorskoj stromi, tkivna ekspresija i serumske
koncentracije survivina u bolesnika sa melanomom

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema prisustvu melanofaga u stromi
primarnog tumora, stepenu i vrsti distribucije (Tabela 4.23.-1.). Prose¢ne vrednosti stepena
ekspresije survivina bile su najve¢e u uzorcima bolesnika sa retkim brojem i1 fokalnom
distribucijom melanofaga (F1+) .
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Tabela 4.23.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa

melanomom prema distribuciji melanofaga u stromi

nema D1+ D2+ D3+ F1+ F2+ F3+
n 9 27 22 26 9
X 1.222 1.389 1.692 2.176 1.667
SD 0.833 1.195 1.032 0.883 0.866

Vrednosti stepena tkivne ekspresije survivina bolesnika izmedu grupa bolesnika sa razlic¢itim
brojem i distribucijom melanofaga u stromi primarnog tumora znacajno su se razlikovale
(Grafik 4.23.-1.). Vrednosti stepena tkivne ekspresije bolesnika sa retkim brojem i fokalnom

distribucijom melanofaga (F1+) su bile znacajno manje u odnosu na vrednosti stepena tkivne
ekspresije survivina pacijenata bez detektovanih melanofaga u tumorskoj stromi (p=
0.0245,MW test) i u odnosu na vrednosti stepena tkivne ekspresije survivina pacijenata sa
umerenim brojem i difuznom distribucijom melanofaga (p= 0.0467, MW test) .

Survivin

p=0.0467
p=0.0245

3 o000 eoo oo oo

2— 0000 Q0000 oeso0 & %
1-‘ i [=1-1-] C1-1-J ©oooo0o oo0o00

intezitet ekspresije

T L) L L4 1) ) )
nema D1+ D2+ D3+ Fl+ F2+ F3+
distribucija melanofaga u stromi

Grafik 4.23.-1. Intezitet lokalne ekspresije survivina u uzorcima tumora bolesnika sa

melanomom prema distribuciji melanofaga u stromi

Najveci prosecni broj survivint ¢elija detektovan je u grupi sa malim brojem melanofaga i

fokalnom distribucijom (Tabela 4.23-2.).



M. Jovi¢ Procena bioloskih svojstava tumora na osnovu histoloskog tipa, in situ ekspresije i
serumskih koncentracija survivina u bolesnika sa melanomom

Tabela 4.23.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema distribuciji melanofaga u stromi

nema D1+ D2+ D3+ F1+ F2+ F3+
n 9 27 22 26 9
X 0.889 1.278 1.154 1.529 1.111
SD 0.601 1.320 1.144 1.007 0.928

Broj survivint+ celija izmedu grupa bolesnika sa razli¢itim stepenom prisustva i tipom
distribucije melanofaga u stromi primarnog tumora nije se znacajno razlikovao (Grafik 4.23-

2)).
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Grafik 4.23.-2. Broj survivin pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora bolesnika sa melanomom
prema distribuciji melanofaga u stromi

Najvece prosecne serumske vrednosti survivina detektovane u grupi bez prisutnih melanofaga
u stromi (Tabela 4.23.-3.).



M. Jovi¢ Procena bioloskih svojstava tumora na osnovu histoloskog tipa, in situ ekspresije i
serumskih koncentracija survivina u bolesnika sa melanomom

Tabela 4.23.-3. Koncentracija survivina u uzorcima seruma bolesnika sa melanomom prema
distribuciji melanofaga u stromi

nema D1+ D2+ D3+ F1+ F2+ F3+
n 9 27 22 26 9
X 14.270 5913 7.135 5.449 6.860
SD 8.739 3.046 4.046 3.201 0.428

Vrednosti serumskog survivina znacajno su se razlikovale izmedu grupa sa razliCitom
razli¢itim stepenom prisustva i tipom distribucije melanofaga u stromi primarnog tumora
(Grafik 4.23.-3.). Serumske vrednosti survivina detektovane u grupi bez prisutnih melanofaga
u stromi bile su znacajno vece od serumskih vrednosti survivina u grupi sa velikim brojem
difuzno lokalizovanih melanofaga (p=0.295, MW test) i u odnosu na serumske vrednosti
survivina u grupi sa malim brojem fokalno lokalizovanih melanofaga (p=0.127, MW test).
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5.0. DISKUSIJA
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5.0. | Povezanost tkivne ekspresije i serumskih koncentracija survivina sa kontrolnim grupama

5.1 Medusobna povezanost tkivne ekspresije i serumskih koncentracija survivina kod bolesnika sa
melanomom

5.2. | Lokalizacija tkivne ekspresije survivina i odnos sa serumskim vrednostima survivina kod bolesnika sa
melanomom

5.3. | Povezanost klinickih stadijuma bolesnika sa melanomom sa tkivnom ekspresijom i serumskim
koncentracijama survivina

5.4. | Povezanost histoloskih stadijuma bolesnika sa melanomom sa tkivnom ekspresijom i serumskim
koncentracijama survivina

5.5. | Povezanost faze rasta melanoma sa tkivnom ekspresijom i serumskim koncentracijama survivina

5.6. | Povezanost Clark indeksa sa tkivnom ekspresijom i serumskim koncentracijama survivina

5.7. | Povezanost Breslow indeksa sa tkivhom ekspresijom i serumskim koncentracijama survivina

5.8. | Povezanost histoloskog tipa melanoma sa tkivnom ekspresijom i serumskim koncentracijama survivina

5.9. | Tip melanomskih ¢elija u primarnom tumoru, tkivna ekspresija i serumske koncentracije survivina u
bolesnika sa melanomom

5.10. | Ulceracija u primarnom tumoru, tkivna ekspresija i serumske koncentracije survivina u bolesnika sa
melanomom

5.11. | Mitotska aktivnost u primarnom tumoru, tkivna ekspresija i serumske kocentracije survivina

5.12. | Infiltracija tumora limfocitima, tkivna ekspresija i serumske koncentracije survivina u bolesnika sa
melanomom

5.13. | Regresija primarnog tumora, tkivna ekspresija i serumske koncentracije survivina u bolesnika sa
melanomom

5.14. | Anatomska lokalizacija primarnog melanoma, tkivna ekspresija i serumske koncentracije survivina u
bolesnika sa melanomom

5.15. | Vaskularna invazija, tkivna ekspresija i serumske koncentracije survivina u bolesnika sa melanomom

5.16. | Tip Sirenja primarnog tumora, tkivna ekspresija i serumske koncentracije survivina u bolesnika sa
melanomom

5.17. | Progresija melanoma, tkivna ekspresija i serumske koncentracije survivina u bolesnika sa melanomom

5.18. | DFI, tkivna ekspresija i serumske koncentracije survivina u bolesnika sa melanomom, DFI metastaze

5.19. | Tok bolesti, tkivna ekspresija i serumske koncentracije survivina u bolesnika sa melanomom

5.20. | Metastatska bolest, tkivna ekspresija i serumske koncentracije survivina u bolesnika sa melanomom

5.21. | Primarni tumor vs. metastaze, tkivna ekspresija i broj survivin pozitivnih celija u bolesnika sa
melanomom

5.22. | Prisustvo melanofaga u primarnom tumoru, tkivna ekspresija i serumske koncentracije survivina u
bolesnika sa melanomom

5.23. | Prisustvo melanofaga u tumorskoj stromi, tkivna ekspresija i serumske koncentracije survivina u

bolesnika sa melanomom
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5.0. Povezanost tkivne ekspresije i serumskih koncentracija survivina sa kontrolnim
grupama

U ovoj studiji su analizirani tkivni uzorci i uzorci seruma 84 pacijenta sa kutanim
melanomom u razli¢itim klini¢kim stadijumima bolesti (23 u I stadijumu, 17 u II stadijumu,
28 u Il stadijumu i 12 u IV klini¢kom stadijumu), zatim uzorci 15 pacijenata sa displasticnim
mladezima i uzorci 15 pacijenata sa benignim melanocitnim nevusima kao kontrolnim
grupama. U tkivnim uzorcima imunohistohemijski je odreden stepen ekspresije survivina
kao i procenat tumorskih ¢elija u kojima se ispoljava survivin a u uzorcima seruma

koncentracija survivina.

Kao §to smo i1 o¢ekivali prose¢ne vrednosti tkivne i serumske ekspresije survivina bile su
znacajno vece u uzorcima pacijenata sa melanomom u poredenju sa vrednostima pacijenata

sa sa displasticnim i benignim melanocitnim promenama.

O ekspresiji survivina u benignim i malignim melanocitnim lezijama su objavljeni
kontradiktorni podaci (149, 150, 151, 152, 153). Smatra se da je snazna imunohistohemijska
reakcija na survivin u proliferativnim melanocitnim promenama znak inicijacije melanoma
(150,151, 154). U radu Adamkov i sar. (147) utvrdeno je da je 66.7% displasticnih nevusa
imalo citoplazmatsku pozitivnost na survivin, a citoplazmatsku i nuklearnu pozitivnost autori
su utvrdili u 18.5% displasti¢nih nevusa. Takode kod 80% ispitanih lezija sa prisutnom i
citoplazmatskom 1 nuklearnom pozitivno$¢u utvrdena je ozbiljna forma displazije. Adamkov
i sar. smatraju da nuklearna lokalizacija survivina ukazuju na veliku verovatnoc¢u progresije u
melanom. Ding i sar. (155) su objavili da je survivin varijabilno eksprimiran u citoplazmi
Citavog spektra melanocitnih lezija sa nuklearnom ekspresijom prisutnom samo u malignim
melanomima. U nasoj studiji benigne i displasticne melanocitne lezije imale su samo
sporadi¢nu slabu citoplazmatsku pozitivnost na survivin. Serumske vrednosti survivina u

kontrolnim grupama su ocekivano bile niske ispod 0.6ng/ml.
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5.1 Medusobna povezanost tkivne ekspresije i serumskih koncentracija survivina kod
bolesnika sa melanomom

Kada smo analizirali ekspresiju survivina u odnosu na serumske koncentracije istih
pacijenata, utvrdili smo da su pacijenti sa najniZim intenzitetom tkivne ekspresije survivina i
najmanjim brojem survivin pozitivnih ¢elija imali znacajno vise serumske koncentracije u
odnosu na pacijente sa intenzivnom tkivhom ekspresijom. Ove razlike mogu biti uzrokovane
strane ove razlike ukazuju da cak i najmanje melanomske lezije bez znakova lokalne

ekspresije survivina imaju znacajan kapacitet za dalji rast tumora i njegovo Sirenje.

5.2. Lokalizacija tkivne ekspresije survivina i odnos sa serumskim vrednostima
survivina kod bolesnika sa melanomom

U naSoj studiji primarni tumori sa porastom klinickog stadijuma bolesti pokazuju porast
nuklearne ekpresije i smanjenje citoplazmatske ekspresije survivina. Uzorci primarnih
melanoma su pokazivali predominantno nuklearnu lokalizaciju (>91%). Smatra se da
nuklearna ekspresija predstavlja potencijal survivina da kontroliSe celijski ciklus dok je
citoplazmatsko mitohondrijalna lokalizacija vezana za inhibiciju apoptoze (132). Ovaj nalaz
ukazuje da je u pocetnim fazama bolesti favorizovana antiapoptotska funkcija survivina ali
da kod tumora koji imaju inicijalno veliki metastatski potencijal inicijalno postoji visok
stepen ekspresije nuklearnog survivina koji favorizuje mitoze. Analiza metastatskih lezija
pokazuje nasuprot primarnim tumorima povecanje citoplasmatske lokalizacije survivina od
9% do 25%, u poredenju s primarnim tumorima iste osebe, $to ukazuje na razli¢itu regulaciju
lokalne ekspresije survivina u metastazama. Na neki nacin u metastazama je favorizovana

antiapoptotska uloga survivina.

Moze se re¢i da survivin obavlja obe funkcije i ¢elijksi ciklus zavisnu i nezavisnu koje su
vazne u odgovoru na hematopetske i vaskularne remodelujuée citokine. Dodatno, postoji i
mod za transport survivina van ¢elije koji je indukovan stresom i obavlja se egzozomalnim
putem. Ovaj ekstracelularni survivin zadrZava i antiapoptotsku i proliferativnu ulogu (178,

156).
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5.3. Povezanost Kklinickih stadijuma bolesnika sa melanomom sa tkivnom
ekspresijom

Analizom dobijenih rezultata za klinicki stadijum bolesti, utvrdili smo da stepen lokalne
ekspresije survina ¢ak i u najranijem klinickom stadijumu ima prose¢nu vrednost vecu od 1 i
da su najmanje vrednosti izmerene u [A stadijumu a najvece u IIIA i IIIC klinickom

stadijumu.

U radu Guindalini i dr. (158) opisani su glavni ¢elijski mehanizmi odgovora na
ushodnu ili nishodnu regulaciju ekspresije survivina. Povecana ekspresija survivina dovodi
do inhibicije apoptoze, stimulacije proliferacije, stimulacije angiogeneze i povecanja
rezistencije na hemoterapiju Sto su sve mehanizmi koji omogucavaju rast i progresiju
melanoma. Sa druge strane smanjena ekspresija survivina uti¢e na stimulaciju apoptoze,
inhibiciju proliferacije i angiogeneze i smanjenje rezistencije na hemoterapiju. Vise
objavljenih studija govori u prilog tvrdnji da je povecanje ekspresije survivina kod kutanih
melanoma povezana sa progresijom bolesti (155,159,160) $§to je u saglasnosti sa naSim

rezultatima.

Piras i sar. (161) su u radu u kojem je analizirana ekspresija survivina kod 68
pacijenata u I i II klinickom stadijumu bolesti utvrdili da je 18 od 27 pacijenata u I klinickom
stadijumu imalo pozitivnu reakciju na survivin ( 66.67%) 137 od 41 pacijenta u II klinickom
stadijumu bolest bilo pozitivno na survivin (90.24%) sto takode govori u prilog stanovistu da
povecanje ekspresije survivina ide sa progresijom bolesti. Predpostavljamo da je za
progresiju i metastazirenje primarnog tumora na udaljena mesta (III klinicki stadijum)
potrebno dodatno povecanje lokalne ekspresije survivina jer smo najveée vrednosti za

survivin dobili upravo u III klini¢kom stadijumu bolesti.

Molekularna osnova prekomerne ekspresije survivina vezana za kancer nije do kraja
objasnjena ali mnogobrojne studije ukazuju da je nekoliko onkogenih putanja povezano sa
tim procesom (162,163). Opisane su amplifikacija genskog lokusa za survivin (164),
demetilacija promotora i egzona za survivin (165) i povecanje aktivnosti promotora izazvano
dejstvom razli¢itih onkogenih putanja (166). U pitanju su c-Ha-Ras (167), c-Myc (168),
razvojno regulisane WNT/B-catenin/TCF4 ili Notch (169). Dodatno, transkripcioni faktori
kao Sto su signal transdukcioni aktivator transcripcije 3 (STAT3) (170), E2F aktivatori

(171); NF-xB i HIF-1 su ukljuceni u povecanje transkripcije survivina. Osim toga opisani su i
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drugi mehanizmi koji dovode do poremecene regulacije ekspresije survivina, npr.
stabilizacija iRNK za survivin u mTOR-posredovanoj putanji (172). Nasuprot tome ne-
mutirani tumor supresor TP53 i gen za adenomatoznu polipozu debelog creva-wild type
adenomatous polyposis coli gene (APC) (173), ili fosfataza i tenzin homolog deletiran sa
hromozoma deset (PTEN) (172) su uklju€eni u transkripcionu represiju survivina.
Mehanizam ove represije nije u potpunosti objasnjen i verovatno ukljucuje modifikaciju
strukture hromatina dostupne promotoru ili direktno vezivanje promotora u slucaju TP53
(174, 175) ili direktno blokiranje promotora za survivin sa FOXO1i FOXO3a transkripcionim
faktorima (172) u slucaju PTEN.

Analiziranjem rezultata za procenat survivin+ tumorskih ¢elija u odnosu na klinicki
stadijum bolesti, dobili smo sli¢ne rezultate kao i za intenzitet ekspresije survivina, najmanje
vrednosti u [A klinickom stadijumu a najvece vrednosti u IIIB stadijumu. Mali je broj studija
u kojima je analiziran ovaj parametar a pogotovo u korelaciji sa klinickim stadijumom

bolesti.

U studiji Ding i sar. (145) odvojeno je analizirana subcelularna lokalizacija survivina kod
pacijenata sa nevusima, displasticnim nevusima, melanomom i u uzorcima metastatskog
melanoma po kriterijumu intenziteta i po kriterijumu % survivin pozitivnih melanomskih
celija (<25% 1> 25%). Kod 67% melanoma, 48% subkutanih i metastaza u limfne ¢vorove i
40 % visceralnih metastaza > 25% tumorskih ¢elija imalo je pozitivnu citoplazmatsku
reakciju na survivin i kod 29% melanoma, 10% subkutanih i metastaza u limfne ¢vorove i 60
% visceralnih metastaza > 25% tumorskih ¢elija imalo je pozitivnu nuklearnu reakciju na

survivin.

Rezultati studije Adamkov i sar. (147) takode sugerisu da nuklearna pozitivnost

survivina u korelaciji sa progresijom bolesti.

Analiziranjem serumskih vrednosti survivina u odnosu na klinicki stadijum bolesnika

najvece vrednosti smo dobili u IA stadijumu a najmanje u IB i IIIC klinickom stadijumu.

U studiji Tas i sar. (176) serumske vrednosti survivina kod pacijenata sa melanomom
nisu se znacajno razlikovale u odnosu na kontrolnu grupu (P=0.6) kao ni u odnosu na

ispitivane klini¢ko patoloske parametre.
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U radu Georgieva i sar. (177) u kojem su ispitivane serumske vrednosti survivina kod
pacijenata sa uvealnim melanomom utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu pacijenata
sa melanomom i kontrolne grupe i tendenca porasta vrednosti survivina sa porastom veli¢ine

tumora i metastaziranja.

Najvise serumske vrednosti survivina koje smo nasli u IA klini¢kom stadijumu i u pTla
pocetnom histoloskom stadijumu bolesti, mozda ukazuju da u ovim najranijim fazama bolesti
postoje mehanizmi kojima tumor priprema svoju mikrookolinu za dalju proliferaciju i

invaziju.

Iako se predpostavljalo da je oslobadanje survivina iz ¢elija i njegovo prisustvo u
sistemskoj cirkulaciji najverovatnije rezultat nespecificnih procesa kao Sto je ¢elijska liza, ili
nekroza, novija istrazivanja ukazuju da postoje dodatni mehanizmi oslobadanja survivina iz

celija (178).

Survivin je u dosadasnjim studijama lokalizovan u citosolu, nukleusu, mitohondrijama
(179) i nedavno i ekstracelularno (180). Survivin moze biti sekretovan egzocitozom i u toj
formi ima sposobnost da ponovo ude u maligne ¢elije i indukuje njihovu proliferaciju i

invazijui rezistenciju na apoptozu (180).

U studiji Khan i sar. iz 2011. godine (178) opisano je po prvi put egzozomalno
oslobadanje survivina u ekstracelularne prostore bazalno i nakon stresa izazvanog protonskim
zracenjem. Da bi utvrdili da li su egzozomi oslobodeni iz kancerskih ¢elija, precistili su ih iz
HeLa ¢elijske linije cervikalnog karcinoma i odredili koli¢inu egzozoma i sadrzaj survivina u
njima. Pokazano je da iako protonsko zracenje nema uticaja na koli¢inu sekretovanih
egzozoma ima na sadrzaj survivina u njima. Sadrzaj survivina u egzozomima izolovanih iz
HeLa ¢elija tretiranih subletalnim dozama protonskog zracenja (3 Gy) je statisticki znacajno

visi nego u kontrolama.

Ovim rezultatima je identifikovana nova sekretorna putanja kojom se survivin aktivno
oslobada i iz bazalnih ¢elija i iz ¢elija u kojima je indukovan stres. Uloga ove putanje je
izgleda da omoguc¢i komunikaciju susednih ¢elija koje mozda inicijalno nisu bile pogodene
stresom ali na ovaj nacin se produkuje kordinisani odgovor na stres okolnih ¢elija i tkiva

fenomenom poznatim kao “bystander” efekat. Prisutnost survivina u tumorskoj mikrookolini
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je mozda potencijalno odgovorna za pokretanje agresivnog statusa tumora i za blokiranje i

minimiziranje efekta terapije.

U radu Khan-a i sar. iz 2012. (181) opisana je primena analize sadrzaja survivin egzozoma
iz plazme pacijenata sa kancerom prostate u smislu markera rane detekcije karcinoma jer su
utvrdili da postoje znacajne razlike u koncentraciji survivina kontrolne grupe i grupe sa
karcinomom prostate, bez statisticke znacajnosti u okviru grupa sa razli¢itim Gleason

skorom.

5.4. Povezanost histoloskih stadijuma bolesnika sa melanomom sa tkivnom ekspresijom

i serumskim koncentracijama survivina

Analiziranjem uticaja histoloSkog stadijuma bolesti na vrednosti survivina nasli smo da
postoji postepeno povecanje intenziteta obojenosti i procenta pozitivnih ¢elija melanoma na
survivin sa progresijom bolesti. Sa druge strane najvece serumske vrednosti za survivin smo
detektovali u pocetnoj fazi bolesti pTla a sa progresijom bolesti dolazi do smanjenja
serumskih vrednosti. Izgleda da su lokalna i sistemska ekspresija survivina inverzne kada se

govori o klini¢kom i o histopatoloskom stadijumu bolesti.

Piras i sar. (161) su utvrdili kod 67.8% ispitanih pacijenata sa melanomima u
histoloSkim stadijumima pT1 1 pT2 i kod 88.09% pacijenata u pT3 i pT4 stadijumu pozitivno
bojenje tumorskih ¢elija na survivin. Ovaj nalaz Piras-a i saradnika je u saglasnosti sa nasim

rezultatima.

5.5. Povezanost faze rasta melanoma sa tkivnom ekspresijom i serumskim

koncentracijama survivina

U grupi ispitanika sa horizontalnom (radijalnom) fazom rasta detektovali smo znacajno
vece serumske vrednosti survivina. Osim toga i u tumorskom tkivu su prosecne vrednosti
intenziteta ekspresije survivina i procenta survivin pozitivnih tumorskih ¢elija bile vece od 1.
Opet kao i kod klinickog i histoloskog stadijuma bolesti imamo inverznu ekspresiju survivina

lokalno 1 sistemski u pocetnoj fazi bolesti (horizontalna faza rasta).

U ovakvim ranim melanomskim lezijama prisutna je lateralna migracija melanomskih

¢elija za razliku od lezija u vertikalnoj fazi rasta koju karakterisSe dublja vertikalna invazija.
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Migracija malignih melanocita je klju¢na karakteristika za progresiju i metastaziranje

melanoma.

U studiji McKenzie 1 sar. opisana je alternativna uloga survivina u tumorskoj progresiji kroz
promociju pokretljivosti melanomskih ¢elija (183). Survivin promoviSe metastaziranje
melanoma multiplim mehanizmima. Osim inhibicije apoptoze, aberantna pokretljivost
malignih ¢elija kroz preuzimanje kontrole nad migratornim regulatornim mehanizmima
omogucava invazivnost melanoma. Metastatski melanom se razvija kada se tumorske celije
odvoje od primarnog tumora, migriraju kroz okolnu stromu, invadiraju krvne sudove i

limfatike i formiraju tumor na udaljenim mestima.

U normalnom tkivu ¢elijska adhezija kontrolise ¢elijsku migraciju, tkivnu organizaciju i
organogenezu, ali poremecaji ¢elijske adhezije doprinose tumorskoj invaziji, interakcijama

tumor-stroma i povecanim signalima tumorskih celija.

Promigratorni efekat survivina je posredovan aktivacijom Akt putanje i ushodnom
regulacijom o integrina, komponente receptora za fibronectin (183,184), radije nego
rezistencijom na anoikis. Neophodno je da melanociti razviju rezistenciju na anoikis kao rani
dogadaj u progresiji melanoma da bi preziveli gubitak kontakta sa keratinocitima i bazalnom

membranom.

McKenzie i sar. smatraju da bi se blokiranjem survivina u ranim fazama melanoma smanjila
pokretljivost melanomskih ¢elija i sprecila progresija bolesti. Osim uticaja serumskog i
tumorskog survivina na pokretljivost melanomskih ¢elija prisutan je i opet na lokalnom nivou
njegov uticaj na stimulaciju angiogeneze i proliferacije i u ranim fazama melanoma

(horizontalna faza rasta).

Angiogeneza igra znacajnu ulogu u progresiji i metastaziranju melanoma (185,186).
Ukoliko nisu vaskularizovani tumori ne mogu da narastu preko 1-2 mm u dijametru, osim
toga vasularizacija je neophodna i zbog metastaziranja. Prelazak iz horizontalne u vertikalnu
fazu rasta melanoma se smatra angiogenim prekidacem. Survivin je jedan od molekula koji

stimuliS$u angiogenezu.
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5.6. Povezanost Clark indeksa sa tkivnom ekspresijom i serumskim koncentracijama

survivina

Za nivo invazije po Clarku smo dobili posebno interesantne vrednosti. Ispitivanjem
povezanosti intenziteta ekspresije, broja pozitivnih tumorskih ¢elija na survivin i serumskih
vrednosti survivina u odnosu na nivo invazije po Clarku uocili smo ponovo interesantnu
inverznu ekspresiju u tumoru u odnosu na sistemsku koncentraciju survivina. U tumoru
ekspresija survivina raste gotovo linearno kako bolest napreduje dok su u serumu vrednosti
najvece u pocetnom stadijumu bolesti a kako raste nivo invazije po Clarku tako opadaju
serumske vrednosti survivina $to opet navodi na zakljucak da i u najranijim fazama bolesti

tumor priprema svoju mikrookolinu za dalju proliferaciju i invaziju.

U studiji Adamkov i sar. (187) su analiziraju¢i uzorke 25 pacijenata sa melanomom
dobili rezultate koji ukazuju da intenzitet ekspresije survivina postepeno raste sa porastom

Clark skora do Clark skora V.

Takode i Piras i sar. (161) su analizirajuci 68 pacijenata sa melanomom utvrdili da je kod
18 (69%) od 26 pacijenata sa Clark skorom II i III utvrdena pozitivna imunohistohemijska
reakcija na survivin kao i kod 37 (88%) od 42 pacijenta sa Clark skorom IV i V $§to takode

govori u prilog tezi da sa porastom Clark skora raste 1 pozitivnost melanoma na survivin.

U studiji Tas i sar. (176) serumske vrednosti survivina kod pacijenata sa melanomom

nisu se znacajno razlikovale u odnosu na Clark skor primarnog tumora.

5.7. Povezanost Breslow indeksa sa tkivnom ekspresijom i serumskim

koncentracijama survivina

Najvece proseCne vrednosti stepena ekspresije survivina bile su u uzorcima bolesnika sa
Breslow skorom od 4-5 mm, a najmanje u grupi ¢iji je Breslow skor bio manji od 1 mm.
Ispitivanjem povezanosti broja pozitivnih tumorskih ¢elija na survivin najveée prosecne
vrednosti smo utvrdili kod pacijenata sa Breslow skorom od 2-3 mm a najmanje u grupi Ciji
je Breslow skor bio manji od 1 mm. Nasuprot tome najvece prosecne serumske vrednosti

survivina detektovane su grupi sa Breslow skorom manjim od 1 mm ali vrednosti serumskog
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survivina nisu se znacajno razlikovale izmedu grupa sa razli¢itim Breslow skorom primarnog
tumora. I ovde je prisutna inverzna lokalna i sistemska ekspresija survivina u pocetnoj fazi

bolesti.

Za razliku od nas, Grossman i sar. (152) nisu nasli znacajnu razliku u tumorskoj ekspresiji
survivina u odnosu na Breslow score 4-5Smm. Moguée objasnjenje za ovo odstupanje je
mozda to §to je srednja vrednost Breslow skora u studiji Grossman i dr. bila 1.75mm u
ispitanoj grupi od 15 pacijenata dok smo mi analizirali grupu od 84 pacijenata sa srednjom

vrednoS¢éu Breslow skora od 4. 38mm.

Kada govorimo o serumskim vrednostima survivina u studiji Tas i sar. (176) serumske
vrednosti survivina kod pacijenata sa melanomom nisu se znacajno razlikovale u odnosu na

Breslow skor primarnog tumora kao i u nasoj studiji.

5.8. Povezanost histoloskog tipa melanoma sa tkivnom ekspresijom i

serumskim koncentracijama survivina

Analizirane bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema histoloskom tipu
primarnog tumora (lentigo 3 pacijenta, superficijalno Sire¢i 58 pacijenata, nodularni 23
pacijenta). ProseCne vrednosti stepena ekspresije survivina bile su slicnih nivoa u sve tri
grupe, a najvece u uzorcima bolesnika sa nodularnim histoloskim tipom primarnog tumora,

potom sa lentigo melanomom i najmanje u grupi sa SSM, ali bez znac¢ajnih razlika.

Analiziranjem broja survivint ¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom
pokazano je da su najvise prosecne vrednosti detektovane u grupi sa lentigo melanomom
histoloskim tipom primarnog tumora (1,667), pa zatim u grupi sa nodularnim (1.471) i na

kraju u grupi sa SSM (1.271) i takode se nisu statisti¢ki znacajno razlikovale.

U studiji Gao i sar. (188) analizom 61 akralnog melanoma (AM) i 26 ne akralnih
melanoma (NAM) sa grupama lentigo, superficijalno Sire¢ih melanoma i nodularnih
melanoma, nije utvrdena znacajna razlika u citoplazmatskoj ekspresiji survivina. Analizom
nuklearne pozitivnosti na survivin utvrdeno je da je 21% akralnih melanoma, 46% neakralnih
1 79% metastatskih melanoma imalo > 5% pozitivnih tumorskih ¢elija, bez znacajne razlike

izmedu razlicitih histoloskih tipova.
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Analiza povezanosti histolosSkog tipa primarnog tumora sa serumskim koncentracijama
survivina, pokazala je da su najvece prosecne vrednosti survivina detektovane u grupi sa
lentiginoznim histoloskim tipom melanoma (7.933 ng/ml), ali statisticki se nisu znacajnije

razlikovale.

U studiji Tas i sar (176) takode nije utvrdeno postojanje statisticki znacajne razlike u

serumskim vrednostima survivina pacijenata sa razlicitim histolo§kim tipovima melanoma.

5.9. Tip melanomskih ¢elija u primarnom tumoru, tkivna ekspresija i serumske
koncentracije survivina u bolesnika sa melanomom

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema tipu ¢éelija primarnog tumora:
epiteloidne, vretenaste i1 epiteloidne i vretenaste. ProseCne vrednosti stepena ekspresije
survivina bile su najvece u uzorcima bolesnika sa meSanim epiteloidnim i vretenastim tipom
¢elija primarnog tumora i bile su znacajno veée od vrednosti stepena tkivne ekspresije

survivina bolesnika sa vretenastim tipom c¢elija.

U radu Aguilera i sar. analizirana je citoplazmatska i nuklearna pozitivnost na survivin
kod pacijenata sa familijarnim i nefamilijarnim (u kontekstu prisustva mutacija u CDKN2A
genu) melanomom (189). U grupi familijarnih melanoma 72.6 % pacijenata je imalo
epiteloidni tip ¢elija 1 6.5% vretenasti tip Celija. U ovoj grupi 83.9% pacijenata je imalo
citoplazmatsku i1 23.2% pacijenata je imalo nuklearnu pozitivnost na survivin. U grupi
pacijenata sa nefamilijarnim melanomima 79.5 % pacijenata je imalo epiteloidni tip ¢elija i
4.7% vretenasti tip ¢elija. U ovoj grupi 70.1% pacijenata je imalo citoplazmatsku i 24.8%

pacijenata je imalo nuklearnu pozitivnost na survivin.

Analiza broja survivin+ celija u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom,
pokazala je da su najviSe prosecne vrednosti detektovane u grupi sa epiteloidnim i
vretenastim c¢elijama primarnog tumora i to znacajno viSe od vrednosti stepena tkivne

ekspresije survivina bolesnika sa epiteloidnim tipom ¢elija.

Serumske vrednosti survivina bile su najvece kod pacijenata sa epiteloidnm tipom ¢elija

ali bez statisticki znacajne razlike izmedu grupa.
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U radu Chi i sar. (190) objavljeno je da melanomi sa epitelioidnim ¢elijama imaju
veci stepen genetskih abnormalnosti-DNK ploidiju $to govori o ve¢em malignom potencijalu
ovih melanoma. Ovaj podatak govori u prilog tome da pacijenti sa epiteloidnim tipom

melanomskih ¢elija imaju goru prognozu od pacijenata sa vretenastim tipom celija.

Na osnovu rezultata koje smo dobili uocili smo da je u grupi pacijenata sa meSovitom
populacijom celija vrednost lokalne ekspresije survivina znacajno veca i odnosno postoji

korelacija izmedu tipa melanomskih ¢elija i lokalne sinteze survivina.

5.10. Ulceracija u primarnom tumoru, tkivna ekspresija i serumske

koncentracije survivina u bolesnika sa melanomom

U na$oj studiji 28 pacijenata je imalo melanom sa prisutnom ulceracijom $to je 33,33% od
ukupnog broja pacijenata i vrednosti intenziteta ekspresije survivina u ovoj grupi su bile

znacajno vece nego u grupi sa melanomom bez ulceracije.

Ulceracija kod melanoma predstavlja prekid povsinskog sloja epitela od strane tumorskih
¢elija. Prisustvo ulceracije predstvlja negativni prognosticki faktor jer smanjuje interval
prezivljavanja bez obzira na debljinu tumora, kod tumora debljih od 4mm i do 22% (53).
Bioloski znacaj ulceracije kod melanoma je gotovo u potpunosti nepoznat i slabo istrazen.
Nije jasno da li ulceracija predstavlja efekat suStinski agresivnijeg tumora ili bilo koji tumor

koji postane ulcerisan ima za posledicu povecanje metastaske sposobnosti.

Postoje dva moguca objasnjenja nepovoljnog prognostickog znacaja ulceracije kod
melanoma: ulceracija je surogat unutra$njeg bioloskog svojstva tumora ili osobina tumora
koja favorizuje diseminaciju tumora direktno kroz npr. modifikaciju mikrookoline tumora.
Prisustvo proliferiSu¢eg melanoma u blizini epidermisa moze da dovede do njegove erozije,

nastanka ulceracije i favorizovanja ekspanzije tumora.

Druga moguénost da se objasni prognosticki znacaj ulceracije je da je mozda ulceracija
rezultat dejstva nepoznatih unutrasnjih faktora tumora koji uti¢u na klini¢ki tok melanoma.
Analiziranjem rezultata EORTC1892 i EORTCI18991 studija o primeni adjuvantnog

na terapiju interferonom nego pacijenti sa ne-ulcerisanim primarnim tumorima (191, 192).
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Od 2,644 randomizovanih pacijenata, 849 je imalo ulcerisani primarni tumor, 1,336 primarni
tumor bez ulcera, i za 459 pacijenata nije utvrdeno da li su imali ulcerisani primarni tumor. U
grupi sa ulceracijom tumora uticaj terapije interferonom je bio mnogo veci nego u grupi bez
ulceracije tumora, za vreme do relapsa (p=0.02), zatim za vreme prezivljavanja bez udaljenih
metastaza (p<0.001), i za ukupno prezivljavanje (p<0.001). Najvece smanjenje tumora je
registrovano kod pacijenata u stadijumima IIB/III-N1 sa ulceracijama. U retrospektivnoj
analizi 537 konsekutivnih mikro-metastatskih sentinel limfnih ¢vorova kod melanoma,
uoceno je da je ulceracija primarnog tumora udruzena sa manjom gustinom zrelih
dendriti¢nih ¢elija u sentinel limfnim ¢vorovima u odnosu na primarne melanome u kojima je
ulceracija odutna (p=0.0005) (193). Stoga, ulceracija kod melanoma je udruzena sa defektom
u T helper (pomo¢nickom) 1 (Thl) ¢elijskom odgovoru. Moguce je da egzogeni interferon

dat adjuvantno ublazava insuficientni Th1-odgovor.

U nasoj studiji su vrednosti ekspresije tumorskog survivina znacajno vece u ispitanika sa
prisutnom ulceracijom na tumoru §to potvrduje da je prisustvo ulceracije povezano sa

agresivnijim fenotipom tumora.

U studiji Mascaro i sar. (194), utvrdena je znacajna korelacija (P <0.001) izmedu ulceracije i
mitotskog indeksa. Ova studija takode zastupa hipotezu da ulceracija kod melanoma nastaje
zbog destrukcije epidermisa proliferiSu¢im neoplastiénim c¢elijama ili modifikacijom
krvotoka zbog ekspanzije tumora. Odnos izmedu ulceracije i mitotske aktivnosti pomaze da

se proceni pravi prognosticki znacaj ulceracije.

5.11. Mitotska aktivnhost u primarnom tumoru, tkivna ekspresija i serumske
kocentracije survivina

Analiziranjem rezultata za parametar mitotske aktivnosti tumora dobili smo znacajne razlike
za vrednosti intenziteta tumorskog i koncentracije serumskog survivina u grupi sa >6
mitoza. Osim toga bolesnici sa detektovanom 1 mitozom imali su znacajno veéi broj
survivint ¢elija u tkivu u odnosu na bolesnike bez mitotske aktivnosti i u odnosu na
bolesnike sa detektovane 2 mitoze po mm?

Taj rezultat je u koliziji sa tvrdnjom Altierija i sar. da je ekspresija survivina u

malignim tumorima nezavisna od ¢elijske proliferacije i mitotskog indeksa (143). Grossman i
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sar. su u studiji iz 1999. (152) utvrdili da nije bilo znacajne razlike u ekspresiji survivina
izmedu melanoma sa malim (1.9) i velikim (38.2) mitotskim indeksom. Mozda se nasi
rezultati razlikuju zbog toga $to su Grossman i sar. uradili studiju na mnogo manjem broju
ispitanika (15 primarnih i 15 metastatskih melanoma) a mozda i zbog toga §to je u toj studiji
polovina pacijenata imala vrednost mitotskog indeksa ve¢u od 10 za razliku od naSe studije

gde su samo 4 pacijenta imala vrednost mitotskog indeksa vecu od 6.

Opisana je i ekspresija survivina nezavisna od celijskog ciklusa kao odgovor na
stimulaciju citokinima i faktorima rasta (77). Survivin promovise proliferaciju direktnim
vezivanjem 1 stabilizacijom mikrotubula u mitotskom vretenu za vreme inicijalnih faza
mitoze (195) ili regulacijom segregacije hromozoma. Prekomerna ekspresija survivina u
malignim ¢elijama omogucava savladavanje proapoptotickih kontrolnih tacaka i
favorizovanje aberantne progresije kroz mitozu, bez obzira na kriticne defekte genoma,

odsustvo signala za rast ili stres (196).

5.12. Infiltracija tumora limfocitima, tkivna ekspresija i serumske koncentracije
survivina u bolesnika sa melanomom

TIL predstavljaju histopatoloski pokazatelj imunskog odgovora na melanom. Oni mogu
Cak da izazovu i kompletnu regresiju tumora. Postoji mnostvo podataka o tome da melanomi
indukuju specifi¢an humoralni i celularni imunski odgovor. Veéina melanoma a posebno oni
koji su tanji od 1mm pokazuju limfoidni odgovor bilo periferno ili infiltriSu¢i sam tumor
(196). Najmanje serumske vrednosti survivina koje smo dobili u grupi sa najintenzivnijom
TIL a najveée u grupi sa odsutnom limfocitnom infiltracijom, mozda govore u prilog
stanoviStu da je jedan od mehanizama odbrane od nastalog tumora i njegove proliferacije
kroz izlu€ivanje molekula koji favorizuju proliferaciju tumora kao S$to je survivin, mozda
upravo intenzivan imunski odgovor kroz prisustvo TIL. U radu Reker i sar. opisana je
specifican T Celijska reaktivnost na HLA-B35 epitope survivina u perifernoj krvi bolesnika sa
melanomom i B ¢elijskim malignitetima. Osim toga u ovoj studiji je demonstriran spontani

citotoksi¢ni T ¢elijski odgovor na survivin u primarnim melanomskim lezijama (197).
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Prisustvo TIL se smatra nezavisnim prognostickim faktorom za melanome. Razumno je
pretpostaviti da su neki TIL specifi¢ni za survivin prekomerno eksprimiran u tkivu tumora.
Postoji nekoliko linija dokaza koji bi podrzali ovo misljenje. Pacijenti koji boluju od kancera
razli¢itog porekla Cesto pokazuju spontani anti survivin odgovor posredovan specificnim T
limfocitima (197, 198). Ispitivanjem TIL kod pacijenata sa melanomom, Hadrup i sar. su
identifikovali CDS8+ 107A + citotoksicne limfocite specificne za MAGE 1,3,4 NI-ESO-1
antigene (199). Uprkos jakoj tumorskoj ekspresiji survivina, nisu uspeli da dokazu survivin
specificne T celije. Ali pracenjem specificnog odgovora kod pacijenta sa dugotrajnom
potpunom remisijom nakon IL2 terapije, oni su identifikovali populaciju T limfocita
specifi¢nih za survivin (ograni¢enih na HLA-A11) (200). Ovi T limfocita su bili detektabilni
u vreme sedmogodisSnjeg perioda remisije. Ellabaek i Junkers su dodatno potvrdili da TIL
kod pacijenata sa melanomom sadrze znacajno razlicite populacije CD8 + CD107a + ¢elija
koje su citotoksi¢ne za autologne ciljne ¢elije koje eksprimiraju survivin (SUR53-62) u
kontekstu HLA-A3 + / A1l +, a takode su pokazale znaCajan potencijal za lizu autolognih
tumorskih celija (201, 202, 203). Mi nismo pronasli nikakve znacajne razlike uekspresiji
survivina u tkivu tumora bilo da nije bilo infiltriraju¢ih limfociti ili je postojala
najintenzivnija limfocitna infiltracija. Medutim, stepen TIL prisustva u tkivu tumora bio
znacajno povezano sa serumskim koncentracijom Survivin, sa najniZim prose¢nim nivoom

detektovanom u uzorcima pacijenata sa najvisim stepenom infiltracije.

5.13. Regresija primarnog tumora, tkivna ekspresija i serumske koncentracije
survivina u bolesnika sa melanomom

U nasoj studiji kod 19 (22.62%) pacijenata je registrovana regresija primarnog tumora.
Prosecne vrednosti stepena ekspresije survivina bile su vece u uzorcima bolesnika u kojih je
detektovana regresija, u odnosu na uzorke bez regresije primarnog tumora ali se nisu

statisticki znacajno razlikovale.

Takode, analiza broja survivin+ c¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa
melanomom, pokazala je da su vise prosecne vrednosti detektovane u grupi sa regresijom u
odnosu na bolesnike bez regresije primarnog tumora, opet, kao i u slucaju analize tkivne
ekspresije, broj survivin + ¢elija izmedu grupa bolesnika sa i bez regresije nije se znacajno

razlikovao.
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Analiza povezanosti prisustva regresije primarnog tumora sa serumskim
koncentracijama survivina pokazala je da su vece prosecne vrednosti survivina detektovane u

grupi bez regresije tumora i to bez statisticke znacajnosti.

Regresija predstavlja fibrozu tumorskog tkiva sa degenerisanjem melanomskim c¢elija,
limfocitnom proliferacijom i formiranjem telangiektazija (204). Oko 13.8% do 50%
primarnih melanoma prolazi kroz spontanu regresiju koja se definiSe kao parcijalno ili
kompletno nestajanje malignog tumora u odsustvu bilo kakvog tretmana ili uz primenu
terapije koja se smatra neadekvatnom da izazove znacajno dejstvo na tumor (205). Kod

melanoma debljine do 0.75 mm incidenca regresije ide i do 58% (58).

U studiji Barnhill i sar. utvrdeno je da angiogeneza igra klju¢nu ulogu u metastaziranju
tankih melanoma koji pokazuju regresiju (206). U ovoj studiji srednja gustina krvnih sudova
tankih melanoma u regresiji je bila veca nego kod melanoma bez regresije, pogotovo kod

onih u radijalnoj fazi rasta.

Survivin je neophodan za tumorsku angiogenezu budu¢i da je veoma eksprimiran u
novoformiranim krvnim sudovima kao odgovor na stimulaciju vaskularnim endotelni
faktorom rasta i baznim fibroblastnim faktorom rasta (106,207) i posreduje u inhibiciji

apoptoze endotelnih ¢elija angiopoetinom (208).

Kod melanoma se regresija javlja mnogo ¢es¢e nego kod drugih kancera; moguce je da
je razlog taj $to su su melanomi pigmentovani i naj¢esce se javljaju na kozi pa se stoga lakse
uocavaju nego maligni tumori koji se razvijaju u unutras$njim organima (209, 210). Osim
toga postoje indirektni dokazi da je spontana regesija rezultat efikasnog imunskog odgovora
na melanomske celije (206). Promenom fenotipa tumora procesom koji se naziva
imunomoduliranje evoluiraju klonovi melanomskih c¢elija koji su u stanju da izbegnu
imunolosku destrukciju. Ovo je mozda objasnjenje zasto je kompletna spontana ili terapijom

izazvana regresija u metastaskoj bolesti veoma redak fenomen (211, 212).

U melanomima su detektovani aktivirani CD4" T limfociti koji su vazni u indukciji
regresije i u to su ukljuceni citokini Th1 odgovora (210). Uoceno je povecanje broja CD4" T
limfocita samo u okviru lezije u regresiji a ne i u okolnom tkivu. Ovi CD4" T limfociti
unistavaju tumorske c¢elije. Apopoza takode ima vaznu ulogu u regresiji. Ipak tacni

mehanizmi kojima ove ¢elije posreduju regresiju nisu tacno istrazeni.
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5.14. Anatomska lokalizacija primarnog melanoma, tkivna ekspresija i serumske
koncentracije survivina u bolesnika sa melanomom

Vrednosti intenziteta survivina i broja pozitivnih ¢elija na survivin u melanomu su bile
najnize kod pacijenata sa melanomom glave a najve¢e kod pacijenata sa melanomom

lokalizovanim na ruci, ali bez statistiCke znacajnosti.

Vrednosti serumskog survivina bolesnika sa razli¢itom anatomskom lokalizacijom primarnog
tumora znacajno su se razlikovale izmedu grupe pacijenata sa tumorom lokalizovanom na
stopalu u odnosu na grupu sa tumorom lokalizovanim na nozi i u odnosu na grupu sa
tumorom lokalizovanim na glavi. Najve¢e vrednosti su detektovane kod pacijenata sa
melanomom lokalizovanim na trupu, na nozi pa na glavi a najmanje kod pacijenata sa

melanomom stopala.

U studiji Piras 1 sar. (161) od analiziranih 14 pacijenata sa melanomom lokalizovanim na
glavi i vratu 7 je bilo pozitivno na survivin (50%), od 16 pacijenata sa melanomom na trupu
14 je bilo pozitivno na survivin (87,5%), od 11 pacijenata sa melanomom gornjih
ekstremiteta 10 je bilo pozitivno na survivin (90,9%) i od 27 pacijenata sa melanomom

donjih ekstremiteta 24 je bilo pozitivno na survivin (88,89%).

Za razliku od nase studije u studiji Tas i sar. (176) serumske vrednosti survivina kod
pacijenata sa melanomom nisu se znacajno razlikovale u odnosu na lokalizaciju primarnog

tumora.

U mnogobrojnim studijama uocena je povezanost anatomska lokalizacije melanoma sa
razli¢itim putanjama razvoja i uticajem etioloskih faktora (anatomske lokalizacije, pola,
istorijata viSestrukih ozbiljnih opekotina od sunca, broja nevusa, kosmatosti regije, broj

melanocita, prisutnosti mastocita (213,214,215,216,217,218,219,220,221,222,223).

Koza na glavi je najkosmatija i ima najvecu gustinu melanocita (pa zatim udovi, pa trup) i
to je regija koja je velikoj meri izlozena UV zracenju (214). Kod muskaraca je najveci broj
slucajeva melanoma lokalizovan na glavi i vratu i na trupu a kod Zena na donjim

ekstremitetima, $to je i rezultat razli¢itog nacina izlaganja suncu u zavisnosti od pola (224).
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U studiji Callender i sar. je objavljeno da pacijenti sa melanomima glave i1 vrata imaju
goru prognozu od pacijenata sa primarnim melanomima na drugim anatomskim

lokalizacijama i da ove pacijenti zbog agresivnosti bolesti treba eSce i detaljnije pratiti (224).

Kada se govori o melanomima stopala, situacija je nesSto drugacija. Ovde nema izlozenosti
UV zracenju, kao ni kosmatosti i broj melanocita je mali. Ali kako koza na stopalima ima
jako zadebljali epiderm, moguce je da zbog toga kada dode do pojave melanoma u ovoj regiji
progresija ide najpre ka dubljim delovima koze, stimulacijom angiogeneze, pa kada tumor

dostigne kriticnu veli¢inu izbija na povrsinu koze.

Relativno visoke vrednosti survivina, i relativno loSa prognoza u melanomima trupa se
mozda moze povezati sa multiplim limfnim basenima za drenazu za razliku od npr.

melanoma ekstremiteta (225).

Pacijenti sa melanomima gornjih ekstremiteta se obi¢no javljaju na pregled u ranijim
fazama bolesti kada su melanomi jo§ mali jer su tu i vidljivi 1 stoga imaju bolje ukupno

prezivljavanje (215).

5.15. Vaskularna invazija, tkivna ekspresija i serumske koncentracije survivina u
bolesnika sa melanomom

Prosecne vrednosti stepena ekspresije survivina u nasoj studiji bile su veée u uzorcima
bolesnika u kojima je detektovana vaskularna invazija i to statisticki znacajno vece.
Vaskularna invazija predstavlja invaziju tumorskih ¢elija u mikrovaskulaturu dermisa bilo
naslanjanjem na endotel ili penetracijom endotela i smestanjem u lumen krvnog suda. Brojne
studije potvrduju da vaskularna invazija povecava rizik od relapsa, metastaziranja u
regionalne limfne ¢vorove, stvaranja udaljenih metastaza i smrtnog ishoda, sli¢no kao i
prisustvo ulceracije (60, 61, 62). Nedavno objavljene studije su pokazale da je vaskularna
invazija mnogo ¢eSca sa povecanjam stepena vaskularizacije i da uti¢e na signalnu putanju

koja ukljucuje nuklearni faktor kapa B (NF-«B) (226).

U studiji McKenzie i sar. opisana je uloga survivina u tumorskoj progresiji kroz
promociju pokretljivosti melanomskih ¢elija (227). Metastatski melanom se razvija kada se
tumorske ¢elije odvoje od primarnog tumora, migriraju kroz okolnu stromu, invadiraju krvne

sudove i limfatike i formiraju tumor na udaljenim mestima.
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Celije melanoma su sposobne da migriraju u razliditim pravcima. Na dermo-
epidermalnim spojevima, duz dla¢nih folikula i duktusa znojnih zlezda formiraju se
gomilanjem malignih melanocita gnezda ¢elija (228). Invazivni nacin Sirenja melanoma
ukljucuje 1 intradermalnu progresiju primarnog tumora i mikrometastatsko Sirenje. U ovom
stadijumu se maligni melanociti mogu uociti kao rasute Celije u dermu ili u neposrednoj

blizini krvnih sudova (angiotropizam) ili nerava (neurotropizam).

Ove karakteristike su verovatno rezultat molekularnih ili mikrostrukturnih determinanti koje
su po svojoj prirodi ili genetske (mutacije, delecije, amplifikacije ili translokacije gena) ili
epigenetske (metilacija DNK 1i/ili histonske modifikacije i sl.) (229). Maligni melanociti
moraju da savladaju brojne barijere za proliferaciju u mikrookolni tumora. Progresija
invazinog melanoma je rezultat sekvence fenotipskih adaptacija na ove barijere (230). U to su
uklju¢ene promene u adhezivnim molekulima (231, 232, 233, 227, 234, 235, 236, 237),
sekrecija metaloproteinaza i njihovih inhibitora (238, 239), promene u ekstracelularnom
matriksu (240, 241, 242, 243, 244, 245, 246, 247, 248, 249,250). Koncept tigmotropizma
melanoma obuhvata kretanje duz dermo-epidermalnih i adneksalnih bazalnih membrana kao i
ekstravaskularno i (peri)neuralno Sirenje. Uloga stem celija melanoma u tigmotropizmu nije

ispitana.

U odredenom broju melanoma, melanomske c¢elije se uocavaju unutar limfnih ili krvnih
sudova. Ovaj nalaz ne znaci da ¢e se zbog toga sigurno razviti udaljene metastaze. Endotelne
¢elije predstavljaju medu koju maligni melanociti moraju da savladaju za vreme invazije i
ekstravazacije. a3 integrinski receptor je prisutan na endotelnim c¢eljama. Adhezija
melanomskih ¢elija na endotelne ¢elije igra vaznu ulogu u metastaziranju melanoma. Niska
ekspresija integrina korelira sa loSim adhezivnim kapacitetom za ekstracelularni matriks i
smanjenjem kapaciteta ¢elije za migraciju (251). Angiotropizam se povezuje sa lokalnom

rekurencijom tumora i pojavom in-transit metastaza (252, 253).

5.16. Tip Sirenja primarnog tumora, tkivna ekspresija i serumske koncentracije
survivina u bolesnika sa melanomom

Prosecne vrednosti stepena ekspresije survivina i broja survivin+ tumorskih celija bile su

najvece u uzorcima bolesnika u kojih se tumor Sirio limfogenim putem i znacajno su se
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razlikovale od vrednosti pacijenata bez detektabilne diseminacije tumora. Serumske vrednosti
survivina nasuprot tome bile su najnize u uzorcima bolesnika u kojih se tumor Sirio
limfogenim putem a najvece kod pacijenata bez detektabilne diseminacije tumora. Opet je i u

ovom slucaju prisutna inverzna sistemska i lokalna ekspresija survivina.

Maligni tumori se mogu S§iriti na razli¢ite nacine: rasejavanjem po telesnim dupljama ,
limfogeno (karcinomi), hematogeno (sarkomi) ili i limfogeno i hematogeno (postoje brojne
anastomoze izmedu krvnog i limfnog sistema pa se svi maligni tumori mogu S§iriti i na ovaj
nacin). Na koji od ovih nacina ¢e se tumor diseminovati zavisi od mnogo faktora. Utvrdeno
je da postoje razlike u proliferativnoj sposobnosti tumorskih ¢elija na mestima udaljenim od
primarnog tumora (PadZetova hipoteza «seme i zemljiSte» “seed and soil”). Prepreke koje
tumorske celije moraju da savladaju da bi uspostavile sekundarni rast mogu da budu
objasnjenje zasto samo mali broj cirkuliSu¢ih tumorskih ¢elija uspe da formira metastaze
(254, 255, 256). Smatra se da izmenjena ekspresija ograni¢enog broja gena na tumorskim
¢elijama moze da proizvede subpopulaciju ¢elija potpuno kompetentnih za metastaziranje
(257) kao i da sa povecanjem primarnog tumora ogromni broj tumorskih ¢elija ulazi u

sistemsku cirkulaciju ¢ime se povecava efikasnost metastaziranja (258).

Da bi metastazirale melanomske ¢elije moraju da se odvoje od primarnog tumora i udu u
krvne sudove i limfatike. Celije melanoma kao i karcinomske éelije migriraju grupno (259).
Fibroblasti 1 makrofagi takode uti¢u na metastaziranje jer izlu¢uju faktore rasta, matriks

metaloproteinaze i hemokine (259, 260).

Da li ¢e tumorske Celije prodreti u krvne ili limfne sudove zavisi od vrsta produkovanih
hemokina, angiogenih faktora i od fizickih ogranicenja nametnutih invazivnom tumoru.
Limfnim kapilarima nedostaju ¢vrsti interendotelijalni spojevi koji se tipi¢no vidaju u krvnim
sudovima, kao i pericitni/glatko miSi¢ni sloj 1 bazalne membrane. To Cini limfatike
propustnijim i stoga slabijom barijerom za intravazaciju tumorskih ¢éelija (261). Dostupnost
krvnih ili limfnih sudova takode mode da utice na nacin metastaziranja. Indukcija
angiogeneze je neophodna za dalji rast tumora koji je dostigao kriticnu veli¢inu od 1-2mm.
Krvni i limfni sudovi dele zajedni¢ko embrionalno poreklo i reaguju na sli¢ne faktore rasta pa
je stoga logicno da tumori uporedo indukuju limfangiogenezu i angiogenezu (62). Ali iz
nedovoljno poznatih razloga ovo Cesto nije slucaj. Proliferisu¢i limfni sudovi su detektovani
kod melanoma (62), kao i kod skvamoznih tumora glave i vrata (262), tumora dojke, dok je

kod drugih kancera to slabo dokumentovano. Mogu¢i razlog za to je prisustvo
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antilimfangiogenih faktora (262, 263). Pokazano je da alternativnim isecanjem (splicing)
VEGF gena u terminalnom egzonu nastaju dve familije angiogena VEGFxxx i anti-
angiogenaVEGFxxxb (264). Ekspresija =~ VEGFxxxb inhibira metastaziranje tumora
direktnim uticajem na pokretljivost tumorskih ¢elija ili na njihovu adheziju do sada
nedovoljno istrazenim mehanizmom (264). Melanomi koze primarno metastaziraju u limfne
¢vorove 1 indukuju limfangiogenezu najve¢im delom na granici tumor-stroma. Vaskularni
endotelni faktor rasta (VEGF)-C, koji oslobadaju melanomske ¢elije i makrofagi oko i u

tumoru, predstavlja glavni limfangiogeni faktor kod melanoma.

Jedna od najvecih zagonetki sa kojima se suocavaju onkoloski patolozi u poslednja dva veka
je svakako pitanje kako metastaze selektivno pogadaju odredene organe a ne sve, iako se
sistemskom cirkulacijom rasevaju svuda (265). Stephen Paget je 1889. godine nakon analize
900 autopsija predlozio hipotezu »seme i zemljiSte» da bi objasnio ovaj fenomen (48). Prema
ovoj teoriji metastaze se ne Sire nasumicno; nego odredene tumorske celije ( “seme’) imaju
poseban afinitet prema mikrookolini pogodenog (zahvacenog) organa (“zemljiste”’). Mesto
na kojem se razvijaju metastaze takode ima prognosticku vrednost kod melanoma. Kozne
metastaze, podkozne i metastaze u limfne ¢vorove su udruzene sa duzim prezivljavanjem
nego visceralne metastaze. Iz tih razloga je AJCC (American Joint Committee on Cancer)
subklasifikovao metastaze kao Mla za udaljene kutane, subkutane i metastaze u limfne

¢vorove, M1b za pluéne metastaze, i M1c za metastaze u druge organe (48).

Poslednjih godina utvrdeno je da hemokini i njihovi receptori igraju ulogu u metastaziranju
(266, 267) 1 da su odredeni hemokini i njihovi receptori direktno ukljuceni u molekularne

mehanizme koji favorizuju ili inhibiraju metastatsko Sirenje melanoma (268,269).

Postavlja se pitanje kakva je uloga survivina u razli¢itim nacinima Sirenja melanoma?

Survivin promoviSe prezivljavanje endotelnih celija (EC), njihovu proliferaciju i
angiogenezu, pa je stoga za ocekivanje da proliferiSu¢e EC moraju da imaju povecanu sintezu
survivina (270, 271). Utvrdeno je da gaSenje sinteze u tumorskim ¢elijama ali ne i u EC
takode redukuje angiogenezu u ¢elijskim linijama karcinoma zeludca (272) Sto sugeriSe da
survivin ne reguliSe angiogenezu samo kontrolom poliferacije EC, ve¢ takode i preko drugih
mehanizama koji se odigravaju u tumorskim ¢elijama a koji promovisu angiogenezu. Ovakav
nalaz je potvrden i u celijama kancera dojke i ¢elijskih linija cervikalnog kancera (273).

Takode je pokazano da survivin pojacava angiogenezu uticajem na povecanje sinteze VEGF
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(274). Ekspresija survivina je regulisana transkripcionim i posttranslacionim dogadajima.
Transkripcioni faktori koji su ukljuceni u kontrolu ekspresije survivina ukljucuju hipoksija
inducibilni faktor 1 o (Hypoxia Inducible Factor la (HIF-la)), protein specificnosti 1
(Specificity Protein 1 (Sp-1)), NFkB, Signalni prenosnik i aktivator transkripcije 3 (Signal
Transducer and Activator of Transcription 3 (STAT3)), Notch i B-katenin-Tcf/Lef (275,
276).

5.17. Progresija melanoma, tkivna ekspresija i serumske koncentracije survivina u
bolesnika sa melanomom

Vrednosti stepena tkivne ekspresije survivina izmedu grupe bolesnika sa detektabilnom
progresijom bolesti i grupe bez detektabilne progresije progresije, nisu se znacajno

razlikovale kao ni broj survivin+ ¢elija, ni vrednosti serumskog survivina bolesnika.

Gradilone i sar. su RT-PCR metodom ispitali ekspresiju ¢etiri molekula vazna za apoptozu:
survivina, bcl-2, bel-X, 1 bax molekula u 36 limfnih nodusa (277). Rezultati ove studije

ukazuju da je samo survivin povezan sa loSijom prognozom.

Nije primecena pojava recidiva kod pacijenata sa odsutnom ili slabom ekspresijom survivina
nakon pracenja od 53 meseca, dok je kod 62% pacijenata ¢iji su tumori eksprimirali survivin

doslo do progresije bolesti.

Mozda se nasi rezultati razlikuje zbog veli¢ine uzorka a verovatno i zbog toga $to smo mi
poredili ekspresiju survivina u primarnim tumorima sa progresijom bolesti a Grandilone i sar.

ekspresiju u metastazama.

5.18. DFI, tkivna ekspresija i serumske koncentracije survivina u bolesnika sa
melanomom

Analiziranjem zavisnosti DFI od intenziteta obojenosti tumorskih ¢elija i serumskih vrednosti
survivina nismo dobili znac¢ajnu razli¢itost ali broj survivin+ ¢elija izmedu grupa bolesnika sa

razli¢itim trajanjem DFI znacajno se razlikovao. Vrednosti broja survivin+ ¢elija u grupi sa
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DFI >24 meseca bile su najvece i to znacajno vece u odnosu na grupu sa DFI 6-12 meseci i

u odnosu na grupu bolesnika sa DFI vrednostima od 12-24 meseci.

U studiji Takeuchi i sar iz 2005. ekspresija survivina u metastatskim lezijama pacijenata u IV
stadijumu bolesti je dokumentovana imunohistohemijski i odredivanjem nivoa iRNK za
survivin i znac¢ajno je bila povezana sa prezivljavanjem pacijenata (278). lako pacijenti u IV
stadijumu melanoma predstavljaju veoma nehomogenu populaciju zbog progresije bolesti i
odgovora na adjuvantnu terapiju, iRNK za survivin je detektovana u uzorcima gotovo svih
pacijenata (98%). Ali pacijenti koji su imali manji broj kopija iRNK za survivin pokazivali su
duplo duze srednje intervale prezivljavanja nego oni sa ve¢im brojem kopija survivin iRNK
(24 vs 11 meseci). Imunohistohemijski nalaz je korelirao dobro sa nalazom iRNK, i
karakterisao se intenzivnim bojenjem na survivin tumora sa velikim brojem iRNK kopija i
obrnuto. Nije bilo znacajnih korlacija izmedu klinickopatoloskih faktora i broja iRNK kopija

za survivin u tumorima ispitanih 63 pacijenata.

U naSoj studiji u grupi pacijenata u IV stadijumu bolesti razlike u ekspresiji survivina u
metastatskim lezijama nisu bile znacajno povezane sa razlikama u duzini nadzivljavanja. Ali,
intenzitet ekspresije survivina i broj survivin pozitivnih ¢elija u metastatskim lezijama
znacajno su bile povezane sa duzinom DFI. Pacijenti sa visokim skorom ekspresije survivina
imali su gotovo duplo kra¢i DFI u poredenju sa onima koji su imali slabu lokalnu ekspresiju

survivina i mali broj survivin pozitivnih ¢elija (9+£7 vs 19+13 meseci).

Odredivanje survivina u tumorskom tkivu, i u primarnim tumorima i u metastazama je od

znacaja za procenu DFI.
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5.19. Tok bolesti, tkivna ekspresija i serumske koncentracije survivina u bolesnika sa
melanomom

Analiziraju¢i parametar nadzivljavanja u odnosu na tkivnu ekspresiju survivina, broj
pozitivnih tumorskih c¢elija i serumske vrednosti survivina kod pacijenata sa melanomom
nismo nasli znacajne razlike. Mozda mi nismo nasli znacajne razlike u ishodu bolesti u
odnosu na ekspesiju i koncentraciju survivina zbog toga Sto je period pracenja bio suviSe

kratak u odnosu na druge studije (278).

5.20. Metastatska bolest, tkivna ekspresija i serumske koncentracije survivina u
bolesnika sa melanomom

Vrednosti stepena tkivne ekspresije survivina u primarnom tumoru izmedu grupa bolesnika
sa i bez metastatske bolesti znacajno su se razlikovale i bile su veée u grupi sa metastatskom
bolesti. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa ranije objavljenim rezultatima koji ukazuju da
ekspresija survivina u kancerskom tkivu pokazuje osobine i prognostickog i prediktivnog
markera. Prognosticka vrednost povecane ekspresije survivina udruZena je sa povecanjem
proliferativnog indeksa, agresivnijim tokom bolesti i uznapredovalim klinickopatoloskim
obelezjima bolesti i snazno je povezana sa verovatno¢om recidiviranja tumora i smanjenjem

DFI i ukupnog prezivljavanja (109, 279).

5.21. Primarni tumor vs. metastaze, tkivna ekspresija i serumske koncentracije
survivina u bolesnika sa melanomom

Dokumentovana je ekspresija survivina u metastatskim lezijama pacijenata u IV stadijumu
melanoma imunohistohemijski (IHC) i odredivanjem koncentracije iRNK i utvrdeno je da je
znacajno vezana za nadzivljavanje (278). lako pacijenti u IV klini¢kom stadijumu melanoma
predstavljaju veoma nehomogenu populaciju zbog progresije bolesti i jo§ vaznije zbog
odgovora na adjuvantnu terapiju, iRNK za survivin je detektovana u gotovo svim uzorcima
(98%). Ali postoji znaCajna razlika izmedu broja survivin iRNK kopija u metastatskim
lezijama. Pacijenti sa melanomom koji su imali nizak broj survivin iRNK kopija pokazivali

su dva puta duZe srednje vreme prezivljavanja od onih sa visokim nivoom survivin iRNK
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kopija (24 vs. 11 meseci). Imunohistohemijski nalaz u ovoj studiji korelira takode dobro sa
nalazom iRNK, i karakteriSe ga intenzivno survivin bojenje u tumorima sa visokom

koncentracijom iRNK 1 obrnuto.

U nasoj studiji analiziranjem vrednosti za intenzitet tkivne ekspresije survivina i broj survivin
pozitivnih tumorskih ¢elija u metastazama u odnosu na primarne melanome utvrdili smo da
su vrednosti bile veCe u metastazama i za jedan i za drugi parametar ali ne i statisticki

znacajno.

5.22. Prisustvo melanofaga u primarnom tumoru, tkivna ekspresija i serumske
koncentracije survivina u bolesnika sa melanomom

Melanofage se javljaju i u normalnoj kozi i u pigmentnim lezijama i predstavljaju makrofage
koji su ingestijom uneli melanozome ili melanin. Obi¢no su locirane oko ili pored krvnih
sudova u superficijalnom dermisu i smatra se da melanofage imaju uticaja na angiogenezu
tumora. Njihova uloga u melanomu nije dovoljno ispitana. Jedna moguénost je da makrofagi
kupe pigment rasturenih tumorskih ¢elija koje su bile funkcionalno vrlo aktivne, drugi da

makrofagi kupe pigment melanomskih ¢elija koje je uniStio imuni odgovor organizma.

Handerson i sar. (280) su utvrdili da hipermelanoti¢ni delovi melanoma sadrze melanomske
¢elija sa visokim sadrzajem melanina i melanofage i da oba tipa ¢elija produkuju beta 1,6-
racvaste oligosaharide koji su vazni za pokretljivost mijeloidnih i kancerskih ¢elija i povezani
su sa loSijim prezivljavanjem kod pacijenata sa karcinomoma dojke, kolona i plu¢a. U
pomenutoj studiji je ispitivana veza izmedu melanofaga i beta 1,6-racvastih oligosaharida i
njihovog uticaja na tok bolesti kod pacijenata sa melanomom. Tkivni uzorci melanoma su
tkivnim mikroerejem (microarray) bojeni sa azur plavim/i S100 na melanofage i lektin
leukocitnim fitohemaglutininom-lectin leukocytic phytohemagglutinin (LPHA), selektivnim
markerom na beta 1,6-racvaste oligosaharide . Ovim istrazivanjem je dokumentovano da su
hipermelanoti¢ni delovi primarnih melanoma bogati melanofagima i LPHA pozitivni i da
koreliraju sa povecanim prezivljavanjem kod desetogodisSnjeg i dvadesetogodiSnjeg pracenja
pacijenata. Dok je kombinacija prisustva melanofaga, LPHA pozitivnosti i visokog stepena
pigmentacije povezana sa boljim ishodom, podgrupa LPHA-pozitivnih ¢elija koje nisu
udruzene sa melanofagima daje losiji ishod bolesti. Ova studija je jedna od prvih koje
ukazuju na mogucu antitumorsku ulogu melanofaga u biologiji melanoma u zavisnosti od

aberantne glikozilacije ¢elija primarnog melanoma.
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Osim gore navedenog objavljeni su i radovi (281,282) o postojanje hibrida melanomskih
¢elija i makrofaga koji sadrze hromozome obe vrste ¢elija, pokazuju ploidiju, autofagiju,
hemotakticko kretanje prema fibronektinu i veliku sklonost ka metastaziranju jer preuzimaju
osobine makrofaga koje im omogucéavaju olaksano kretanje. SintetiSu makromolekule koji su
karakteristi¢ni za makrofage i poznati su indikatori metastaziranja. Takode produkuju visoke
nivoe beta 1,6-racvastih oligosaharida-prediktora loSeg preZivljavanja kod pacijenata sa
melanomom i karcinomima dojke, plu¢a i kolona.

U naSoj studiji prosecne vrednosti stepena ekspresije survivina bile su najveée u uzorcima
bolesnika sa malim brojem melanofaga fokalne distribucije, dok su najnize vrednosti
detektovane u grupi sa malim brojem i difuznom distribucijom melanofaga u tkivu tumora i

kod pacijenata bez prisutnih melanofaga.

Analiza broja survivint ¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom pokazala je
da su najviSe prosecne vrednosti detektovane takode u grupi sa fokalno prisutnim ali velikim
brojem melanofaga. Najmanji broj survivin pozitivnih celija detektovan je u grupi bez

prisutnih melanofaga.

Nasuprot tkivnoj ekspresiji survivina serumske vrednosti survivina bile su najvece kod
pacijenata sa tumorima bez prisutnih melanofaga. Izgleda da na neki na¢in odsustvo

melanofaga uz tumor dovodi do povecane sistemske koncentracije survivina.

Analiza uticaja broja i distribucije melanofaga na ekspresiju survivina je vrlo komplikovana
jer postoji mnostvo faktora ukljucujuci i komunikaciju izmedu tumorskih ¢elija i infitriSucih
¢elija imunskog sistema, fibroblasta, epitelnih ¢elija, vascularnih i limfati¢nih endotelnih
¢elija, citokina i hemokina kao i faktora iz tumorske strome koji medusobno uti¢u jedni na
druge. Odsustvo melanofaga pojacava stimulaciju tumorske angiogeneze, ali njihovo
prisustvo takode moze i da promovise tumorsku angiogenezu jer melanofage predstavljaju
makrofage koji su tumor infiltriSu¢i ili tumor asocirani TAM (tumor-associated
macrophages) za koje je utvrdeno da mogu da sintetiSu proangiogene faktore kao $to su s

VEGF, TIE2 1 CD31 (283,284).
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5.23. Prisustvo melanofaga u tumorskoj stromi, tkivna ekspresija i serumske
koncentracije survivina u bolesnika sa melanomom

Uloga melanofaga i makrofaga u tumorskoj stromi melanoma nije dovoljno istrazena. Po
jednoj grupi autora postoji inverzna korelacija izmedu infiltracije makrofaga u stromu
tumora i progresije tumora Sto bi znacilo da povecanje broja makrofaga dovodi do progresije
tumora (284). Makrofagi su heterogena celijska populacija sa brojnim funkcijama u
organizmu. Klasifikovani su grubo u pro-inflamatorne, klasicno aktivirane makrofage (M1;
stimulisane sa IFN-y ili LPS) i anti-inflamatorne, alternativno aktivirane makrofage (M2;
stimulisane ili sa IL-4/IL-13, IL-1B/LPS u kombinaciji sa imunim kompleksima ili sa IL-
10/B/glukokortikoidima). TAM imaju M1-fenotip u tumorskoj inicijaciji, dok za vreme
tumorske progresije imaju karakteristike M2-makrofaga. Kasnije TAM stimuliSu tumorski
rast pro-angiogenim, anti-inflamatornim i matriks-remodeluju¢im dejstvom luenjem
razli¢itih faktora rasta VEGF, PDGF, ili EGF 1 hemokinima i citokinima kao S§to su IL-10,
TGF-B, CCL2, 1 CXCL12. Dodatno oni izluc¢uju molekule koji remodeluju matriks kao $to su
matriks metaloproteinaze (MMP) i katepsine (284). Ove osobine kvalifikuju TAM kao novi
terapeutski target za humane karcinome bilo u smislu direktnog dejstva na TAM populaciju

ili na njihove funkcije (na pr. bifosfonati).

Opet kao i kod melanofaga u tumoru najmanje vrednosti za intenzitet ekspresije survivina
dobili smo kod pacijenata bez prisutnih melanofaga u stromi oko tumora a najvece serumske
vrednosti za survivin dobili smo kod istih tih pacijenata. Opet na neki nacin odsustvo

melanofaga u stromi oko tumora dovodi do povecéanja sistemske koncentracije survivina.
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6.0. ZAKLJUCAK
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Tkivna ekspresija survivina uzoraka primarnog tumora bolesnika sa melanomom i serumska koncentracija
survivina znacajno je povecana u odnosu na uzorke osoba sa displasticnim nevusima i benignim pigmentnim
lezijama.

Ispoljavanje survivina nije znacajno vece u metastatskim lezijama u odnosu na primarne tumorske lezije ali se
vrednosti stepena tkivne ekspresije survivina u primarnom tumoru izmedu grupa bolesnika sa i bez metastatske
bolesti znacajno razlikuju, vece su u grupi sa metastatskom bolesti.

Tkivna ekspresija survivina najintenzivnija je u III klinickom stadijumu bolesti a najmanja u pocetnom I
klinickom stadijumu i pTla histoloSkom stadijumu za razliku od serumske koncentracije koja je upravo
najintenzivnija u I kliniCkom stadijumu i pT1a histoloskom stadijumu bolesti.

Pacijenti sa najnizom lokalnom ekspresijom survivina imali su znacajno vece serumske koncentracije u odnosu na
pacijente sa intenzivnom tkivnom ekspresijom §to ukazuju da ¢ak i najmanje melanomske lezije bez znakova
lokalne ekspresije survivina imaju znacajan kapacitet za dalji rast tumora i njegovo Sirenje.

Nuklearna pozitivnost survivina je u korelaciji sa progresijom bolesti. U metastatskim melanomima je
citoplazmatska ekspresija dominantna §to ukazuje na razli¢itu regulaciju lokalne ekspresije survivina u
metastazama.

Intenzitet ekspresije survivina je znacjno veci kod pacijenata sa ve¢im Clark i Breslow skorom.

Prisustvo vaskularne invazije i meSovita populacija melanomskih Celija (epiteloidne i vretenaste) su u pozitivnoj
korelaciji sa lokalnom ekspresijom survivina.

Tkivna ekspresija survivina najintenzivnija je kod pacijenata kod kojih je doslo
do limfogene diseminacije tumora $to ukazuje da je ova grupa pacijena pod veéim rizikom za nastanak udaljenih
metastaza.

Melanomi lokalizovani na trupu i nogama pokazuju najvisi stepen sistemske ekspresije survivina.

10

Mitotska aktivnost primarnog tumora snazno je povezana sa intenzitetom
sistemske ekspresije survivina a prisustvo ulceracije sa lokalnom ekspresijom survivina.

11

Stepen limfocitne infiltracije primarnih melanoma znacajno je inverzno
povezan sa sistemski produkovanim survivinom §to ukazuje na ulogu specifinog anti tumorskog imunskog
odgovora u kontroli rasta i diseminacije melanoma.

12

DFI je znacajno povezan sa lokalnom produkcijom survivina u metastazama, najvece vrednosti su prisutne kod
pacijenata sa najkrac¢im DFI (<6 meseci) dok je prisustvo metastatske bolesti u pozitivnoj korelaciji sa lokalnom
produkcijom survivina.

13

Znacajno viSe lokalne vrednosti survivina kod pacijenata sa fokalnom distribucijom melanofaga ukazuju na
znacajnu ulogu lokalnih faktora imunskog odgovora. Odsustvo melanofaga u tumoru i tumorskoj stromi dovodi
do povecane sistemske koncentracije survivina.

14

Znacajna povezanost nije utvrdena izmedu lokalne i sistemske produkcije survivina
sa razli¢itim histoloskim tipovima melanoma, prisustvom ili odsustvom regresije, progresijom bolesti, tokom
bolesti, izmedu uzoraka primarnih tumora i metastaza istih pacijenata.

15

Serumski nivo survivina moZze biti vazan u inicijalnom prac¢enju pacijenata sa agresivnim lokalnim tumorskim
rastom.
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