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Melanom definicija i istorijat

Melanom (od gréke re¢i uéhag — melas, "tamno"(1) je maligni tumor melanocita, ¢elija koje
produkuju pigment melanin (2,3) Sl.1. Za vreme prvog trimestra fetalnog Zivota prekursori
melanocita se razvijaju u nervnoj kresti (ektodermu). Kako se fetus dalje razvija ove celije
migriraju u razli¢ite delove tela kozu, oci, leptomeningee i mukozu (gornji deo ezofagusa, vulvu,
anus). Melanom se dominantno javlja u kozi ali moze se razviti i u sluznicama i oku, i u bilo
kojem tkivu koje sadrzi melanocite (4).

S1.1. Melanom

Iako melanom nije nova bolest dokazi o njegovom prisustvu kroz najraniju istoriju su
oskudni.

Ispitivanjem peruanskih mumija iz 1960. godine utvrdeno je prisustvo melanoti¢nih masa u kozi i
difuznih metastaza u kostima (5). Radiougljeni¢nim datiranjem je procenjeno da su mumije stare
oko 2400 godina.

Prvu zabelezenu operaciju melanoma je uradio 1787. DZon Hunter. On je promenu 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). Mikroskopskim pregledom uzorka je 1968. godine utvrdeno da se radi o metastatskom
melanomu (6).

Francuski lekar Rene Lenek je prvi opisao melanom kao poseban entitet na predavanju koje je
odrzao 1804. godine na Medicinskom fakultetu u Parizu i to je i objavio u radu iz 1806. godine

7).

Prvi objavljeni izveStaj o melanomu na engleskom jeziku datira iz 1820. godine i objavio ga je
engleski lekar opste prakse iz Stourbridza Vilijam Noris (8)./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) primecuje da postoji familijarna
predispozicija za razvoj melanoma.

Prvo formalno saznanje da je uznapredovali melanom neizleciva bolest objavio je Samjuel Kuper
1840. On navodi da je jedina Sansa za izleCenje pacijenta rano otkrivanje i hirurSko otklanjanje
melanoma (9)
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Na zalost i1 vise od jednog i po veka kasnije situacija nije bitnije promenjena.

Pacijenti u III 1 IV stadijumu bolesti imaju stopu petogodiSnjeg prezivljavanja od oko
14%, zbog izuzente otpornosti ¢elija melanoma na postojeée postupke hemio i
radioterapije (10). Iako hirurSka resekcija tumora u najranijoj fazi bolesti (melanoma in
situ) dovodi do izleCenja, leCenje pacijenata sa metastatskim melanomom predstavlja
veliki klini¢ki problem. Brojne studije o genetskim 1 bioloSkim faktorima vaznim za
patogenezu 1 progresiju melanoma usmerene su u dva pravca. Jedan predstavlja
definisanje novih biomarkera koji mogu precizno 1 rano da ukazu na progresiju bolesti,
odnosno da budu pouzdani pokazatelji predikcije i prognoze melanoma a drugi pravac
predstavlja pronalazenja sredstava i/ili procedura koje bi povecali hemosenzitivnost,
indukovali apoptozu i smanjili proliferaciju, odnosno metastatski potencijal melanomskih
¢elija (11,12,13,14,15,16,17,18).

Epidemiologija

Melanom je najredi oblik koznog maligniteta ali 1 najagresivniji jer je odgovoran za 75%
smrtnih ishoda vezanih za kancer koze generalno (19). Godisnje se u svetu dijagnostikuje
oko 160,000 novih slu¢ajeva melanoma i to ¢eS¢e kod muskaraca i kod pripadnika bele
rase, posebno kod severozapadnih Evropljana (Kelta) koji zive u sunfanim predelima
(20). Kod Zena se najcesce javlja na nogama a kod muskaraca na ledima (20).

Prisutna je visoka stopa incidence u Okeaniji, Severnoj Americi, Evropi, Juznoj Africi i
Latinskoj Americi, sa paradoksalnim smanjenjem u juznoj Italiji i Siciliji (21,22).
Ovakva slika geografske rasprostranjenosti reflektuje uticaj primarnog uzroka, izloZzenost
ultravioletnom svetlu (UV) u kombinaciji sa stepenom pigmentovanosti koze (fototipom)
u populaciji (23,24,25).

Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije WHO oko 48000 obolelih od
melanoma umre godis$nje u svetu (26).

Epidemioloski podaci za juznu Evropu pokazuju razlike u incidenci od 1.9/100,000 u
Albaniji do 14.5/100,000 u Sloveniji, i ove razlike se ne mogu objasniti klimatskim ili
razlikama u genetskoj predisponiranosti jer su klimatski uslovi 1 kozni fototipovi
stanovnika u ovim oblastima sli¢ni (27, 28). Stoga se uocene razlike u incidenci mogu
smatrati najverovatnije posledicom razliitih nivoa razvoja primarne i sekundarne
strategije prevencije bolesti u ovim zemljama (27). Prema podacima Registra za rak za
centralnu Srbiju od 1999. do 2008. kozni melanomi ¢ine 1.4% svih malignih tumora kod
muskaraca i 1.5% kod Zena, 1 predstavljaju uzrok smrti kod 1.1% populacije u centralnoj
Srbiji (29).

Faktori rizika

Generalno gledajuéi individualni rizik za razvoj melanoma moze se podeliti u dve grupe
faktora: unutra$nje i1 faktore okruZenja. UnutraSnji faktori se odnose na individualnu
porodi¢nu istoriju i nasledeni genotip dok je glavni faktor okruZenja izlozenost suncu.
Glavni faktori rizika su:

1.Izlozenost suncu,
2. Displasti¢ni mladezi
3. Starost
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4. Rasa

5. Familijarna predispozicija za melanome
6. Fototip

7. Xeroderma pigmentosum

8. Li-Frojmeni sindrom

9. Hereditarni retinoblastom

10. Imunosupresija

IzloZenost suncu

Epidemioloske studije ukazuju da je izlaganje ultravioletnom zracenju (UVA (30)1i
UVB) glavni faktor rizika za razvoj melanoma. UV zracenje izaziva oSteenja DNK u
¢elijama, tipicno kroz dimerizaciju timina S1.2., §to izaziva stvaranje mutacija u genima,
kada se ¢elije dele ove mutacije se prenose na nove generacije ¢elija.

uv
zracenje

S1.2.Dimerizacija timina

Ukoliko se mutacije jave u protoonkogenima ili u tumor supresorskim genima, mitoze u
¢elijama koje nose mutacije postaju nekontrolisane i dovode do stvaranja tumora. Podaci
iz studija ukazuju da se aberantni nivoi aktivirajuéeg transkripcionog faktora (Activating
Transcription Factor) u jedrima c¢elija melanoma mogu povezati sa povecanjem
metastatske aktivnosti melanomskih celija (31,32,33). Osim toga studije radene na
miSevima sa kancerom koze potvrduju ulogu aktivirajuéeg transkripcionog faktora-2 u
progresiji kancera (34,35). Povremeno ekstremno izlaganje suncu koje rezultuje
opekotinama se smatra faktorom rizika za razvoj melanoma (viSe od dve epizode
ozbiljnih opekotina od suncanja posebno pre 15 godine Zivota, sklonost ka opekotinama
udruzena sa smanjenom sposobnos¢u da se pocrni kao i multiple PUVA terapije ¢ak i 15
godina nakon poslednjeg tretmana) (36). Melanom se ¢es¢e javlja kod ljudi koji obavljaju
kancelarijske i administrativne poslove nego kod fizi¢kih radnika kao i kod ljudi koji
koriste solarijume (37,38,39).
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lIako se veruje da melanin ima zastitnu ulogu od mutagenih efekata UV zrafenja, razvoj
melanoma kod albina je veoma retka pojava Sto dovodi u pitanje pravu ulogu UV
zracenja u genezi melanoma [40,41].

Displasti¢ni mladezi

Ljudi svetle koze 1 crvene kose, osobe sa multiplim atipi¢nim mladezima (vise od 50) ili
displasticnim mladezima (viSe od 5) kao i osobe sa kongenitalnim melanocitnim
mladeZima spaduju u grupu osoba sa povecanim rizikom za razvoj melanoma (42).

Displasti¢ni mladezi se histoloski karakteriSu prisustvom arhitekturalnih anomalija kao
Sto su fuzija epidermalnih precki, limfocitni infiltrat u gornjem dermu i nuklearna atipija
grupa melanocita (43, 44].

Displasti¢ni mladezi su Cesto prepoznatljivi klinicki. Veli¢ine su obi¢no oko 5 mm 1 vise
u dijametru sa nejasnim ivicama i iregularnom pigmentacijom (klinicki se opisuju kao
atipicni mladezi). Pojedinci sa atipicnim mladezima imaju povecan rizik da obole od
melanoma (45), koji ne mora nuzno da se razvije u atipi¢noj leziji ve¢ moze da nastane i
u normalnoj kozi. Mladezi se razvijaju sa godinama i to pojacano u detinjstvu 1 u ranoj
adolescenciji i postepenim padom od srednjih godina zivota pa nadalje. Ovo starenje
mladeZa sa godinama je interesantno i smatra se da p16 ima ulogu u nestajanju mladeza
sa staroS¢u (46). Broj mladeza je takode u korelaciji sa duzinom telomera, veci broj
mladeza korelira sa duzim telomerama 1 ova Cinjenica sugeriSe da mladezi mogu biti
dobar pokazatelj starenja (47).

Starost

Melanom najces¢e pogada mlade, produktivne ¢lanove drustva do 40 godina. Kod starijih
pacijenata se najcesce javljaju tanji melanomi koji imaju bolju prognozu.

Iako melanom pogada sve starosne grupe ekstremno je redak pre puberteta i srednja
vrednost starosti pacijenata pri postavljanju dijagnoze je 45 do 55 godina (48).

Rasa

Melanom prevashodno pogada pripadnike bele rase 1 odnos izmedu obolelih bele rase i
pripadnika Zute/crne rase je 20:1 (48). Melanom se veoma retko javlja kod pripadnika
zute 1 crne rase 1 to obi¢no na nepigmentovanim delovima tela subungvalnim delovima,
Sakama i tabanima. lako je incidenca u ovoj populaciji niska mortalitet je veoma visok
zbog toga $to se bolest najcesce dijagnostikuje kasno.

Lic¢na ili familijarna istorija melanoma

Kao 1 kod drugih tumora, maligna transformacija melanocita je viSestepeni proces sa
aktiviraju¢im mutacijama u proto-onkogenima i gubitkom tumor supresornih gena.

Familijarni melanomi predstavljaju 8-12% malignih melanoma. Mutacije u genu
CDKN2A (ciklin-zavisni kinazni inhibitor 2A), koji je tumor supresorni gen, kodira p16
protein 1 nalazi se na hromozomu 9p21 su prisutne u 25% melanoma. p16 protein igra
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vaznu ulogu u regulaciji Celijskog G1-S prelaza u ¢elijskom ciklusu. Osim mutacija
utvrdeno je da CDKN2A gen moze biti inaktiviran metilacijom.

Pacijenti koji imalu melanom imaju takode povecan rizik da razviju sekundarno drugi
primarni melanom. Incidenca multiplih primarnih melanoma varira u opsegu od 1.3% do
8.0% u velikim retrospektivnim studijama (49).

Ljudi ¢iji su rodaci u bliskom srodstvu oboleli od melanoma imaju povecani rizik da
obole od istog (20).

Vecina familijarnih melanoma se nasleduje poligenski, naj¢esce zbog varijacija u visoko
rizicnom genu CDKN2A (51) ili u nesto manjoj meri zbog polimorfizma nisko rizicnog
gena koji kodira melanokortin 1 receptor MCIR (52). Mutacije u CDKN2A genu su
povezane i sa sklonos¢u ka kanceru pankreasa (53).

CDKN2A lokus kodira dva alternativno spojena (spliced) produkta: p16 i pI4ARF. P16
se vezuje za CDK4, predstavlja inhibitor celijskog ciklusa (51) i deluje na celijsko
starenje. pl16 indukuje starenje melanocita (54). pl14ARF je takode tumor supresorni gen
1 mutacije u CDKN2A lokusu daju prijemcivost za melanom bez obzira da li se nalaze
samo na p16, samo na pl4ARF (55,56), ili na oba.

Hereditarne mutacije su utvrdene na ovom lokusu u manje od 2% pacijenata sa ocigledno
sporadi¢nim melanomom (57).

Postoje 1 veoma retke familije sa hereditarnim mutacijama u CDK4 genu (2% familija sa
detektovanim mutacijama) vezanim za p16 vezujuce mesto (58,59).

Koegzistiranje melanoma i atipi¢nih mladeza u okviru familija je opisano kao B-K mole
sindrom (60) ili sindrom displasti¢nih nevusa (61).

Objavljeni su i podaci o familijarnim genima za melanom na 1p36 (62) 1 1p22 (63).
Sporadi¢ne mutacije u NRAS ili BRAF su takode ¢este kod melanoma kao 1 supresija
PTEN gena na 10q23.3 koja omogucava aktiviranje AKT putanje koja promovise ¢elijsku
proliferaciju. Iznenadujuce za razliku od drugih maligniteta delecija p53 nije tako Cesta,
verovatno zbog prepokrivanja kontronih funkcija ¢elijskog ciklusa CDNK2A i p53.

Fototip

Ljudi svetle koze sa pegama, plavih ili zelenih o€iju i plave ili crvene kose imaju povecan
rizik da obole od melanoma u poredenju sa tamnoputim ljudima tamne kose (64). Budu¢i
da ovaj rizik korelira sa rizikom osetljivosti na suncevo svetlo, napravljena podela ljudi
po fototipovima kao $to je prikazano u tabeli 1 (64).
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Tabela 1: Klasifikacija fototipova koze

Fototip | Konstitutivna Opekotine i Momentalno | OdloZeno pocrne
boja koze sposobnost da se pocrne
crni
| Slonova kost Lako izgore nikada | - -
bela ne pocrne
11 Bela Lako izgore +/- +/-
minimalno pocrne
I Bela Izgore 1 pocrne + +
umereno
v Bez-maslinasta | Minimalno izgore, | ++ ++
blago pocrnela pocrne umereno
\% Umerena braon | Retko izgore crne +++ +++
ili pocrnela intenzivno
VI Tamno braon ili | Nikad ne izgore, +++ +++
crna crne intenzivno

Xeroderma pigmentosum

Xeroderma pigmentosum (XP) je retka nasledna bolest koja se nasleduje autozomno
recesivno.

XP se karakteriSe osetljivos¢u na sunce, o¢nim ostecenjima i 1000 puta uveéanim
rizikom od koznih (bazocelularni karcinom, skvamozni karcinomi kao i melanomi) i
o¢nih neoplazmi (65). Poznato je da je XP udruzena sa mutacijama na slede¢im genima:
XPA, ERCC3 (XPB), XPC, ERCC2 (XPD), DDB2 (XPE), ERCC4 (XPF), ERCC5
(XPG), i POLH (XP-V). Mutacije u XPA i XPC ¢ine oko 50% svih XP slucajeva. Ove
genetske alteracije su odgovorne za nesparene nukleotidne ekcizione popravke (impaired
nucleotide excision repair), koje ultimativno vode u genomsku nestabilnost i karcinogene
mutacije koje nastaju nakon ostecenja DNK zbog UV zracenja.

Trenutno ne postoji lek za XP. Ostecenje DNK je kumulativno i ireverzibilno. Zastita se
sastoji u izbegavanju izlaganja suncevoj svetlosti boravkom u zamracenoj kuci i
noSenjem zastitne odece 1 naocara, kao i koriS¢enjem zastitnih krema 1 preparata.

Li-Frojmeni sindrom

TP53 kodira p53, takozvani "¢uvar genoma" zbog njegove znacajne uloge u zaustavljanju
¢elijskog ciklusa nakon oSte¢enja DNK, Sto Stiti celije od propagacije greSaka u
genetskom kodu.

Somatske mutacije ovog gena su pronadene u oko 50% svih sporadi¢nih tumora. Dalje,
mutacije TP53 germinativnih ¢elija se nalaze u Li-Frojmenovom sindromu (LFS), koji
karakteriSe predispozicija za veliki broj tumora (66). Klasi¢ni LFS definiSe : 1) sarkom
dijagnostikovan pre 45.godine; 2) rodak u prvoj liniji srodstva mladi od 45 godina sa
dijagnostikovanim bilo kojim kancerom; 3) dodatno rodak u prvoj ili drugoj liniji
srodstva u istoj familijarnoj liniji sa kancerom, mladi od 45 godina ili sarkomom u bilo
kojem uzrastu. Mutacije u TP53 su nadene u 77% klasi¢nih LFS familija. Mnoge studije
pokazuju da postoji veza sa Sirim opsegom tumora, uklju¢ujuéi melanome (67,68,69), ali
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budu¢i da je apsolutni broj slucajeva melanoma mali postoje sumnje da li je ova vrsta
tumora zaista retka manifestacija LFS-a.

Takode je utvrdeno da pacijenti koji imaju druge familijarne kancerske sindrome mogu
imati sklonost ka melanomu 1 to je posebno uoceno kod porodica sa kancerima
pankreasa, mozga i dojke kao i u porodicama sa neurofibromatozom.

Hereditarni retinoblastom

RBI1 gen je bio prvi klonirani tumor supresorni gen (70). Individue koje nose RBI1
mutacije germinativnih celija razvijaju retinoblastom kada je druga wild-type kopija
izgubljena somatski. Tumor je generalno bilateralan i udeo ove mutacije na
germinativnim celijama, koja izaziva prijemcivost za kancer je oko 90%. Hereditarni
retinoblastom se javlja u ranom detinjstvu i petogodisnje prezivljavanje je u oko 90%
ukoliko se dijagnostikuje dok je tumor ogranicen u oku. Retinoblastoma protein (pRb) —
je inhibitor ¢elijskog ciklusa — regulisan od strane pl6INK4A kroz njegovo negativno
dejstvo na aktivnost ciklin D-CDK4/CDK6 komplekse, koji fosforiliSu i tako inaktiviraju
transkripcionu supresorsku funkciju pRb. Dodatni rizik za razvoj drugih kancera kod
nosioca RBlmutacija germinativnih celija  je odprilike  70% (71). Melanomi
predstavljaju 7-8% ne-retinoblastoma maligniteta u ovoj populaciji kanceru sklonih
pojedinaca (71,72,73).

Imunosupresija

Kao 1 kod drugih tipova kancera dokazano je da je razvoj melanoma favorizovan kod
osoba pod imuno supresijom (74). Ovo je posebno evidentno kod transplatiranih
pacijenata koji hroni¢no primaju imunosupresivne lekove. Medjutim iako je kod ovakvih
pacijenata rizik da razviju skvamozne karcinome sto puta veéi, za melanoma je mnogo
manjiiiznosi 1.5 do 2 (75).

Znaci i simptomi

Melanom tipi¢no izgleda kao braon ili crna promena sa iregularnom simetrijom,
granicama i bojom. Melanom moze da se razvije iz predhodno postojeceg mladeza ili
direktno iz zdrave koZe. Vecina koznih melanoma nema posebnih simptoma u ranim
fazama razvoja ali se u kasnijim fazama mogu javiti svrab, krvarenje i bol (76).
Melanom oka moZze da izazove bol ili probleme sa vidom (zamagljene slike, dvostruke
slike ili delimican ili kompletni gubitak vida). Nepigmentovani (amelanoti¢ni) melanom
je posebno komplikovan za dijagnostiku. Moze sa javiti kao ulcer ili kao promena
izgleda oziljka.

Upozoravaju¢i klinicki znaci za melanom imaju mnemonicku skra¢enicu ABCDE. A-
asimetrija (asymmetry), B-ivice (border), C-boja (color), D-dijametar (diameter), E-
razvoj (evolucija) S1.3.
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(A) Asimetrija —promena
je asimetricna.

(B) Iregularnost ivica —

vice su grube, nejasne ili
sa zarezima.

(C) Boja — pigmentacija
nije uniformna. Promena je
braon ili crna iSarana
tackicama crvene, bele ili
plave.

(D) Dijametar — Sirina
. veéa od 6mm.

(E) Razvoj: simetrija,
granice. boja ili dijametar
promene se menja tokom
vremena.

S1.3. ABCDE upozoravajuci
klini¢ki znaci

Ova klasifikacija se medutim ne moZze primeniti na nodularne melanome za koje postoji
dodatna EFG Kklasifikacija:

. E-uzdignuta (elevated) promena u odnosu na povrsinu koze
. F-Cvrsto(firm) na dodir
. G-rastuce (growing).

Metastatski melanom moze da izazove nespecificni paraneoplasti¢ni sindrom koji
ukljuuju gubitak apetita, mucninu, povracanje i glavobolju. Metastaziranje ranih
melanoma je mogucée ali relativno retko: manje od petine rano dijagnostikovanih
melanoma metastazira. Metastaze u mozak su posebno ¢este kod metastatskog melanoma
(76) kao 1 metastaziranje u jetru, kosti, abdomen i udaljene limfne ¢vorove.

Horizontalna vs. vertikalna faza rasta
Inicijalno melanomi imaju tendencu horizontalnog (radijalnog) rasta u okviru epiderma

(in situ) i superficijalnih slojeva derma, ¢esto u duzem vremenskom periodu (SI. 4A). Za
vreme ove faze rasta ¢elije melanoma nemaju kapacitet za metastaziranje i nema dokaza
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o prisutnoj angiogenezi. Tokom vremena rast ¢elija dobija i vertikalnu komponentu jer
melanom pocinje da raste nadole u dublje slojeve derma kao ekspanzivna masa nezrelih
¢elija (S1. 4B 1 4E). Ovaj prelaz se klini¢ki moZze uociti kao pojava nodusa u horizontalnoj
promeni i on korelira sa pojavom c¢elijskog klona koji se nekontrolisano umnozava i ima
metastatski potencijal (77). Verovatnofa pojave metastaza se procenjuje na osnovu
debljine invazivne, nodularne, vertikalne faze rasta, merene u milimetrima od vrha
granuloznog sloja epiderma, Breslov (Breslow). Drugi indikatori metastatskog
potencijala su gustina limfatika, broj mitoza 1 prisustvo ulceracije iznad tumora.
Melanomi se mogu S$iriti limfogeno ili hematogeno ili na oba na¢ina. Metastazira ne samo
u regionalne limfne ¢vorove vec i u jetru, plu¢a, mozak i svaki drugi deo tela.

=

s 3 B A Y s& lir .
S1. 4. Melanom. A, Radijalni rast sa nepravilnim gnezdima i pojedinac¢nim ¢elijama
melanoma koji se Sire unutar epiderma. B, Vertikalni rast sa nodularnim nakupinama
malignih ¢elija koje se $ire duboko u derm (epiderm je desno). C, Celije melanoma imaju
hiperhromati¢na jedra, nejednake veli¢ine i nepravilnog oblika sa upadljivim
nukleolusima. Cesto se vide mitoze i atipi¢ne mitoze kao §to je mitoza u centru vidnog
polja. D, Lezije su klini¢ki obi¢no vece od nevusa sa iregularnim ivicama i
pigmentacijom. Makularna polja odgovaraju ranoj superficijalnoj (radijaloj) fazi rasta,
dok izdignuta polja Cesto ukazuju na invaziju derma (vertikalna faza rasta).
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U razvoju melanoma moze se izdvojiti pet faza S1.5:

1. Benigni melanocitni nevus,

2.Melanocitni nevus sa arhitekturalnom i citoloSkom atipijom (displasti¢ni nevus),
3.Maligni melanom-horizontalna faza rasta,

4 Maligni melanom-vertikalna faza rasta,

5.Metastatski maligni melanom (77).

ey - r':1 rx
OSSO -

B

S1.5. Mogu¢i koraci u razvoju melanocitnog nevusa i melanoma. A, Normalna koza, vide
se samo razbacani melanociti. Gornji red: b, Junkcionalni nevusi. ¢, SloZeni (epidermo-
dermalni) nevus. d, Intradermalni nevus. e, Intradermalni nevus sa neuralizacijom
(krajnje sazrevanje). Donji red: B, Lentiginozna melanocitna hiperplazija. C,
Lentiginozni sloZeni nevus sa poremecajem grade i citoloskom atipijom (displasti¢ni
nevus). D, Rana i radijalna faza rasta melanoma (krupne tamne celije u epidermu) koja
nastaje u nevusu. E, Melanom u vertikalnoj fazi rasta sa metastatskim potencijalom. U
vec¢ini melanoma ne otkriva se predhodno postoje¢i melanocitni nevus. Smatra se da u
tim slu¢ajevima melanomi nastaju de novo, verovatno koristeci isti put.

HistoloSki tipovi melanoma

Histoloski kriterijumi za diferencijalnu dijagnostiku malignih melanoma su u osnovi
bazirani na lokalizaciji melanocita (lentiginozni, padzetodni... itd.), nacinu njihove
organizacije (gnezda celija ili pojedinacne celije), citoloSkim osobinama, lokalizaciji
melanoma (npr. akralni ili podnokatni region) i na drugim morfoloskim karakteristikama
kao Sto je npr. limfocitna infiltracija (78).

Incidenca glavnih histoloskih tipova malignih melanoma je sledeca:
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- Superficijalno Sire¢i melanom-Superficial Spreading malignant Melanoma (SSM): 50-
75%,

- Nodularni maligni melanom (NM): 15-35%,

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

- Akralni maligni lentiginozni melanom-Acral Lentiginous malignant Melanoma (ALM):
5-10%.

Nove klasifikacije melanoma ih kategorizuju u:

1) Konvencionalni melanomi sa daljom subklasifikacijom baziranoj na prisustvu ili
odsustvu intraepidermalne komponente dele se na:

- Intraepitelni melanom (melanom in-situ)
- Intraepitelni melanom sa invazijom u derm, subkutani sloj, itd..
- melanom sa odsustvom intraepidermalne komponente.

Na osnovu izgleda intraepitelne komponenete dele se na: padzetoidne, lentiginozne,
gnezdaste (nested), meSovite (78).

2) Subklasifikacija konvencionalnih melanoma bazirana na etiologiji i lokalizaciji:
Solarni melanom, akralni melanom, mukozni melanom.

3) Neobicne i retke varijante melanoma:

- Dezmoplasti¢ni/Neurotropni melanom,

- Melanom koji obuhvata nevus (npr. nevoidni melanom, Spitz-oidni melanom),
- Melanom nastao iz nevusa ili koji obuhvata i nevus (maligni blu (blue) nevus),
- Melanom nastao iz dermalnog ili kongenitalnog nevusa,

- Animal tip melanoma (pigment-sintetiSu¢i melanomi),

- razlic¢iti drugi: verukozni, pleomorfni, sitnocelijski, melanom balonskih ¢elija (Balloon
cell melanoma), melanom ¢elija pecatnog prstena (Signet ring cell melanoma),
miksoidni, rabdoidni melanomi, bazirano na morfologiji njihove citologije (78). U ovoj
klasifikaciji amelanoti¢ni melanomi se smatraju slabo diferentovanim melanomima,
obi¢no nodularnim.

Superficijalno Sire¢i melanom-Superficial Spreading Melanoma (SSM):

- U 75% slucajeva nastaje de novo a u 25% iz predhodno postojeceg nevusa
(kongenitalnog i1 displasticnog),

- Pogada sve starosne grupe i javlja se na razli¢itim lokalizacijama,

- Kod muskaraca naj¢esc¢e na trupu a kod Zena na gornjim ekstremitetima,

- Karakeristike su mu varijacije u pigmentaciji i iregularne ivice (79).

Superficijalno Sire¢i melanom (SSM) je najceséi histoloski tip melanoma (javlja se u oko
65% svih slucajeva) SI.6. KarakteriSe se prisustvom radijalne faze rasta koju sacinjavaju
uglavnom veliki epiteloidni melanociti nasumicno razbacani po svim nivoima epiderma
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na padzetoidni nacin.

Nodularni maligni melanom (NMM):

- Moze se javiti bilo gde u telu,

- Nema radijalnu fazu rasta,

- Nodularni, polipoidni i ponekad sa peteljkom,
- Tamno braon ili plavo-crn,

- Ponekad boje mesa, amelanoti¢an,

-Ponekad sa ulceracijom.

Nodularni melanom (NM) je drugi naj¢es¢i histoloski tip melanoma (10 do 15% svih
melanoma kod belaca). 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) S1.7. (70)
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Akralni lentiginozni melanom-Acral Lentiginous Melanoma (ALM):

- Cest je kod crnaca i Japanaca,

- Obi¢no se javlja kod starijih ljudi i to viSe kod muskaraca,
- Javlja se na dlanovima, tabanima i ispod noktiju,

- Pigmentovani plakovi ili ¢voriéi sa ulceracijom,

- Nisu svi melanomi u ovoj regiji ALM.

ALM je relativno retka forma melanoma (oko 5% svih slucajeva) S1.8. Nastaje na
nekosmatim delovima koze, na dlanovima, tabanima i ispod noktiju u zametku nokta
(subungvalni melanom) (81).
Klinicka slika moze da varira u zavisnosti od debljine koze ili nokta. ALM se retko javlja
kod belaca ali ¢ini oko 35% melanoma od kojih oboljevaju crnci, Latinoamerikanci i
Azijati.

LoSa prognoza kod ovog tipa melanoma se vezuje za njegovu lokalizaciju 1 kasno
otkrivanje. Radijalna faza rasta kod ALM-a je histoloski okarakterisana kao lentiginozna
proliferacija atipicnih melanocita duz bazalnog sloja epidermisa i udruZena je sa
akantozom epidermisa i elongacijom epidermalnih precki (rete ridges). Vertikalna faza
rasta obi¢no ukljucuje 1 prisustvo vretenastih c¢elija.

S1.8.ALM

Maligni Lentigo Melanom-Lentigo maligna melanoma (LMM):

LMM se tipi¢no javlja kod starijih ljudi na delovima koZze koji su izlozeni suncu
(uglavnom glava i vrat) SL.9.

LMM generalno ima bolju prognozu nego druge forme melanoma, ali nedavne studije
sugeriSu da razli¢ito biolo§ko ponasSanje moze biti vezano za manju debljinu promene u
trenutku dijagnoze.

Ova varijanta melanoma je histoloski okarakterisana konfluentnim rastom atipi¢nih
melanocita duz dermalno-epidermalnog spoja koji se ¢esto Sire niz kozne nabore.
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Invazivna komponenta moze se sastojati od vretenastih ¢elija i moze biti udruzena sa
dezmoplasticnom reakcijom (82).

S1.9 LMM

Retke varijante melanoma

U rede forme melanoma spadaju:

-dezmoplasti¢ni melanom,

-nevoidni melanom,

-verukozni,

-sitnocelijski melanom,

-Melanom celija pecatnog prstena (Signet Ring melanoma),
-miksoidni melanom,

-osteogeni melanom,

-animal tip melanoma/pigment sintetiSu¢i melanom/ makrofagni melanom,
-maligni melanom decijeg doba ex kongenitalni nevus (83).

Dezmoplasti¢ni melanom (DM)

Dezmoplasti¢ni melanom (DM) je retka varijanta malignog melanoma (2% do 4% svih
melanoma) koji se javljaju predominantno na glavi 1 vratu starijih pacijenata SI1.10 a,b i c.
Zbog nedostatka karakteristicnih osobina, DM se Cesto klini¢ki i patoloSki pogreSno
dijagnostikuje pa se 1 adekvatno leCenje sprovodi sa kaSnjenjem (84). DM pokazuje Sirok
spektar morfoloskih osobina od hipocelularnih varijanti do lezija teZzeg stepena nalik
razli¢itim tipovima sarkoma. Imunohistohemija ima vaznu ulogu u diferencijalnoj
dijagnostici ove varijante melanoma. Vretenaste Celije su jako pozitivne na S100 i
vimentin, dok su gpl00 i drugi markeri melanocitne diferencijacije negativni ili
pokazuju slabu fokalnu pozitivnost.
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Sistemi za odredivanje stadijuma bolesti

Ovi sistemi sluze za odredivanje stepena proSirenosti bolesti i sluze ¢lanovima
onkoloskih timova za procenu prognoze bolesti kao i za izbor najbolje terapije. Najvise se
koristi TNM sistem predlozen od strane Pijera Denoa (Pierre Denoix) izmedu 1943 i
1952. TNM predstavlja skracenicu od tri klju¢na parametra koji se opisuju TNM
klasifikacijom (85). T (tumor), N (node-¢vor) i M (metastasis-metastaze). TNM je dalje
razvila 1 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 klasifikacija koristi 1 Americ¢ki udruZeni
komitet o raku- American Joint Committee on Cancer (AJCC).

Parametar T opisuje veli¢inu primarnog tumora i da li je proSiren na okolna tkiva, N
opisuje da li su zahvaceni regionalni limfni ¢vorovi a M opisuje prisustvo udaljenih
metastaza.

TNM Kklasifikacija za melanome:
Stadijum 0: Melanom in situ (Klark I), 99.9% prezivljavanja,

Stadijum I/ II: Invazivni melanom, 89-95% prezivljavanja,

. 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, 45-79% prezivljavanja,
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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 veca od 4.0 mm, bez ulceracije,
. T4b: Debljina primarnog tumora veéa od 4.0 mm, bez ulceracije.

Stadijum III: Regionalne metastaze, 24—70% prezivljavanje,

. 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 évor i regionalne kozne/in-

transit metastaze.

Stadijum I'V: Udaljene metastaze, 7-19% prezivljavanje,

. MIla: Udaljena kozna metastaza, normalna LDH,

. M1b: Metastaze u pluca, normalna LDH,

. M1ec: Druge udaljene metastaze ili bilo koja udaljena metastaza sa pove¢anim
LDH (85).

Debljina promene po Breslovu (Breslow-u)

Debljina promene po Breslovu (Breslow-u) (tab. br.2) se koristi kao prognosticki faktor
kod koznih melanoma.

On opisuje koliko duboko melanomske ¢elije prodiru kroz kozu i podeljen je u 5
stadijuma (86).

Tabela br.2 Debljina melanoma po Breslovu

Debljina promene po Breslovu

Stadijum Debljina

Stadijum I manja ili jednaka 0.75mm

Stadijum I 0.75 mm - 1.5mm
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Stadijum III 1.51 mm - 2.25mm

Stadijum IV 2.25 mm - 3.0mm

Stadijum V veca od 3.0 mm

Dubinu invazije (debljinu melanoma) je prvi definisao kao prognosticki faktor
patolog Aleksandar Breslov 1970. (86). I po njemu se dubina invazije melanoma referise
kao debljina po Breslov-u (Breslow's depth). Kasnije studije su potvrdile znacaj debljine
promene kao prognostickog faktora za melanom (87, 88). 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 invazije (ponekad obuhvata i gnezda ¢elija koje su se otkacile od tumora). Ukoliko
je prisutna i ulceracija meri se od baze ulcera. Prema AJCC vodic¢u koriste se granicne
vrednosti od 1 mm, 2mm, i 4 mm da bi se procenilo petogodisnje nadzivljavanje

pacijenata Tabela 3.

Tabela 3. AJCC tabela petogodiSnjeg nadZivljavanja pacijenata u odnosu na debljinu
tumora

Debljina tumora PribliZzno petogodiSnje preZivljavanje

<1 mm 95-100%
1 -2 mm 80-96%
2.1 -4 mm 60-75%
>4 mm 50%
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Klarkov nivo invazije

Klarkov (Clark) nivo invazije je takode sistem za procenu stepena prosirenosti melanoma
1 koristi se sa debljinom po Breslovu i opisuje nivo anatomske invazije melanoma u
kozu(89). Klarkov nivo invazije je u ranijoj AJCC Semi za procenu stadijuma
prosirenosti melanoma bio primarni faktor. Ali utvrdeno je brojnim studijama da Klarkov
nivo invazije ima manju prediktivnu vrednost, da je manje reproducibilan u poredenju sa
dubinom promene po Breslovu. Stoga po trenutno validnom AJCC sistemu procene
stadijuma proSirenosti bolesti Klarkov nivo invazije ima znacaja samo kod pacijenata sa
veoma tankim melanomima (debljina po Breslovu <1 mm) (90).

Postoji pet anatomskih nivoa invazije koji direktno koreliraju sa loSim prognostickim
implikacijama i to su:

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

. Nivo 3 : Invazija do spoja papilarnog i retikularnog dermisa
. Nivo 4 : Invazija u retikularni dermis

. Nivo 5 : Invazija u subkutanu mast (89).

Prognosticki faktori

Prognosticki faktori kod malignih melanoma se mogu podeliti u tri grupe:
A) Morfoloski (histoloski) faktori

B) Klinicki faktori

C) Drugi faktori

Histoloski faktori:

- Debljina promene po Breslovu,

- Klarkov nivo invazije,

- Prisustvo ulceracije,

- Prisustvo mitoza,

- Mikrosatelitoza,

- Regresija,

- Limfovaskularna invazija 1 angiotropizam,
- Veli¢ina tumora,

- Neurotropizam,

- Tumor infiltriSu¢i limfociti (TIL),
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- Oblik ¢elija (vretenaste ¢elije su udruzene sa boljom prognozom od drugih tipova
¢elija),

- Histoloski tip,

- Vertikalna faza rasta.

Klini¢ki faktori

- Poodmakli klini¢ki stadijum

- Prognoza je gora §to je pacijent stariji

- Muskarci imaju goru prognozu

- Lokalna rekurenca

- Anatomska lokacija (glava i vrat , stopala 1 Sake imaju goru prognozu)

Drugi faktori

- Povecan nuklearni volumen,

- sadrZzaj DNK,

- Proliferacija i indikacije o pokretljivosti tumorskih celija,

- CirkuliSu¢e melanomske ¢elije (RT-PCR ili Imunohistohemija).

Ulceracija

Ulceracija kod melanoma (S1.11) se definise kao prekid povsinskog sloja epitela od
strane tumorskih ¢elija.

S1.11. — Melanomska ulceracija

Kada je ulceracija prisutna, debljina po Breslovu se meri od baze ulcera nadole do
najdublje ivice invazije. Prisustvo ulceracije predstvlja negativni prognosticki faktor jer
smanjuje interval prezivljavanja bez obzira na debljinu tumora, kod tumora debljih od
4mm i do 22% (91).
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Mitotski indeks

Mitotski indeks se definie 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 se definiSe kao prisustvo diskretnih tumorskih gnezda ve¢ih od 0.05mm u
dijametru koja su odvojena od glavne tumorske mase u vertikalnoj fazi rasta, normalnim
retikularnim dermalnim kolagenom ili subkutanim masnim tkivom (S1.12)(92).
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S1. 12. — Mikrosatelitoza

lako se mikrosatelitoza retko javlja u tumorima manjim od 1,5mm, petogodi$nje
prezivljavanje kod ovih pacijenata je 36% u poredenju sa 89% kod pacijenata koji
nemaju prisutnu mikrosatelitozu (40). Mikrosatelitoza je takode udruzena sa povecanjem
metastaziranja u regionalne limfne ¢vorove (od 12% do 53%) u tumorima ve¢im od 1.5
mm (93).

Regresija

Regresija je zamena tumorskog tkiva fibrozom, degenerisanim melanomskim ¢éelijama,
limfocitnom proliferacijom i formiranjem telangiektazija (94). Incidenca regresije je do
58% kod melanoma do 0.75 mm (95). Iako vecina studija nije potvrdila povezanost
regresije sa duzinom prezivljavanja, jedna studija je je pokazala da je regresija negativan
prognosticki faktor prezivljavanja kod tankih melanoma (96).

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) (S1.13.).
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SI 13. — Limfovaskularna invazia

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 (97, 98, 99). Vaskularna invazija je prisutna u 57% nodularnih
melanoma sa metastazama u limfnim ¢vorovima u vreme postavljanja dijagnoze naspram
samo 12% nodularnih melanoma koji nisu metastazirali (P=.001) (100). Udaljene
metastaze su registrovane kod 74% pacijenata sa vaskularnom invazijom i kod 22%
pacijenata bez vaskularne invazije (97). Nedavno objavljene studije su pokazale da je
vaskularna invazija mnogo ceS¢a sa povecanjam stepena vaskularizacije i da uti¢e na
signalnu putanju koja ukljucuje nuklearni faktor kapa B (NF-xB) (101). Konac¢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 (99,101).

Tumor infiltriSuéi limfociti (TIL)

Tumor-infiltriSu¢i limfociti (S1.14.) veruje se predstavljaju imunoloski odgovor
organizma na melanomske ¢elije.

Saae ML s, ST CP A TS ]
R IR TR S
: (R e

Ovaj odgovor se obi¢no meri nivoom limfocitnog infiltrata prisutnog na bazi tumora u
vertikalnoj fazi rasta 1 kategoriSe se kao difuzni (brisk), fokalni (nonbrisk) ili odsutan
(102). 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 1
delimicna prisutnost limfocita u bazi tumora. Odsutan imunoloski odgovor se definiSe ili
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odsustvom limfocita ili odsustvom njihovog direktnog kontakta sa melanomskim
¢elijama.

U tankim melanomima je najces¢i difuzni odgovor (103). PetogodiSnje i desetogodisnje
prezivljavanje kod melanoma u vertikalnoj fazi rasta sa difuznim infiltratom je 77% 1
55%. Kod melanoma sa fokalnim odgovorom 53% 1 45%, a kod tumora sa odsutnim
odgovorom 37% 127% (103).

Tumor-infiltriSu¢i limfociti mogu biti vaZan novi terapijski modalitet za melanome, ali
neophodna su dalja istrazivanja (104,105).

Prekursorske lezije
Melanomi mogu nastati iz pre-egzistiraju¢ih melanocitnih proliferacija ukljucujuéi i
displasti¢ne nevuse (obicno onih sa ¢elijskom i arhitekturalnom atipijom tezeg stepena).

Tipovi Celija u vertikalnoj fazi rasta melanoma
Najces¢i tipovi su epiteloidne 1 vretenaste celije ali opisani su i meSoviti tipovi
melanomskih ¢elija. Generalno, vretenaste ¢elije su pokazatelj bolje prognoze bolesti.

Dijagnostika melanoma

Nakon vizuelnog pregleda sumnjive promene pacijentu se uradi i dermoskopski pregled
ili in vivo dijagnosti¢ki pregled konfokalnim mikroscopom. Sumnjiva promena se ukloni
biopsijom koja podrazumeva i Sire ekcizione margine, da bi se utvrdila dijagnoza
histopatoloskim pregledom. Zajednicki pristup je da se pacijentima sa dijagnostikovanim
melanomom uradi rentgenski snimak grudnog koSa i LDH test, a u odredenim
slu¢ajevima i1 CT, MRI, PET i/ili PET/CT skener.

Serumski markeri za melanom
LDH

Povecani nivoi laktat dehidrogenaze (LDH) su jedan od najjacih nezavisnih prognosti¢kih
faktora za metastatske melanome. Hipoksi¢na sredina oko melanomskih ¢elija rezultira
nemogucnos¢u produkcije adenozin trifosfata iz glukoze kroz oksidativnu fosforilaciju,
LDH katalizuje konverziju piruvata u laktat kada je snabdevanje kiseonikom lose ili
potpuno odsutno (106,107). LDH nije molekul koji se izlu€uje, stoga povecani serumski
nivo ukazuje na nekrozu melanomskih ¢elija.

Povecani LDH je nepovoljni prognosticki faktor, nezavisan od mesta razvoja primarnog
tumora 1 broja metastaza i korelira sa smanjanjem prezivljavanja u pacijenata sa
odmaklom bolesc¢u (107).

Serumske vrednosti LDH su inkorporirane u AJCC sistem za gradiranje stepena
uznapredovalosti melanoma, u kojem pacijenti sa pove¢anim nivoim LDH i i bilo kojom
udaljenom metastazom imaju IV M1c stadijum bolesti (108,109).

Povecani nivoi serumskog LDH su takode negativni prediktor odgovora na terapiju (110).
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S100B Proteini

S100 proteini su mali, kiseli molekuli koji su ukljuceni u razli€ite celijske funkcije.
Postoji najmanje 20 ovakvih molekula, svaki kodiran od razli¢itog gena.

Fosforilacija proteina, transkripcioni faktori, enzimska aktivnost, regulacija kalcijuma i
funkcionisanje konstituenata citoskeleta su medu brojnim intracelularnim funkcijama
razli¢itth S100 proteina (111).

Ekstracelularna funkcija ukljucuje leukocitnu hemoatraktivnost, aktivaciju makrofaga i
modulaciju ¢elijske proliferacije $to ih povezuje sa inflamacijom i karcinogenezom.
Pojedini S100 proteini reguliSu funkcionisanje p53 proteina i apoptozu; neki deluju kao
tumor promoteri a drugi kao tumor supresori. S100B je Siroko eksprimiran u humanim
tkivima (111,112) i u razli¢itim malignitetima uklju¢uju¢i melanome (113,114).

Rutinski se koristi kao imunohistohemijski marker za melanome. Ekspresija S100B u
humanim melanomskim celijskim linijama 1 ideja da se moze koristiti u dijagnostici
melanoma je objavljena jo§ 1980. godine (115,116).

S100B ima ulogu u monitoringu pacijenata u toku terapije, gde do povecanja vrednosti
dolazi sa progresijom bolesti a smanjenja u regresiji bolesti (117).

Bez obzira na obecavajuci potencijal S100B, postoje stanja u kojima se nespecifi¢no
povecava njegov serumski nivo, kao Sto su povrede bubrega ili jetre, metastaze razli¢itih
karcinoma u jetru i razliite inflamatorne 1 infektivne bolesti.

HMB-45

HMB-45 je oznaka klona antitela koje reaguje sa antigenom prisutnim u melanocitnim
tumorima i predstavlja skra¢enicu za humano melanomsko crnilo (Human Melanoma
Black). Koristi se u patologiji kao imunohistohemijski marker za melanome.

Lecenje melanoma
Hirurgija melanoma

1857. godine William Norris je uocio agresivnu prirodu melanoma i preporucio hirurski
pristup “ne samo u smislu uklanjanja lezije ve¢ i radi uklanjanja zdravih okolnih delova
tkiva” (118).

Ovaj koncept je postao poznat kao skracenica WLE, Siroka lokalna ekcizija -wide local
excision , i predstavlja standard u hirurS§kom zbrinjavanju melanoma i danas. lako je
WLE univerzalno prihvacen kao neophodan, adekvatna §irina margina nije bila poznata.
Multiple studije o atipi¢nim melanocitnim promenama su identifikovale Scm od primarne
lezije kao adekvatne margine (119).

Pocetkom 1990. multiple prospektivne, randomizovane studije pocinju da razmatraju
pitanje  adekvatnih hirurSkih resekcionih margina. U studiji Svetske zdravstvene
organizacije WHO World Health Organization, 612 pacijenata sa melanomom tanjim od
2 mm su randomizovano tretirani sa WLE koje podrazumevaju margine od 1-cm ili 3-cm
(120). Lokalni recidivi na mestima primarne lezije su notirani kod 4 pacijenta svi sa
melanomima debljine 1-2 mm debljine koji su bili u grupi sa marginama od 1-cm;
medutim,ovo nije znacajno uticalo na ukupno prezivljavanje (120).
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U studiji Intergroup Melanoma Trial, 462 pacijenta sa melanomom trupa ili proksimalnih
delova eksteremiteta debljine od 1 do 4 mm po Breslow-u su randomizovano hirurski
zbrinuti marginama od 2 cm ili 4 cm (121).

Medijana desetogodi$njeg pracenje pacijenata za incedencu lokalne recediva je bila ista i
za pacijente kojima su ucinjene ekcizione margine od 2-cm kao i za one sa ekcizionim
marginama od 4-cm (2.1% vs 2.6%); nije bilo statisticki znacajne razlike u ukupnom
prezivljavanju (121).

Faktori za koje je utvrdeno da statisticki znaCajno uti¢u na lokalnu rekurenciju su
ulceracija, debljina melanoma po Breslow-u 1 anatomska lokalizacija primarnog tumora
(melanomi glave i1 vrata imaju mnogo ve¢i rizik od lokalne rekurencije) (121).

Svedski Melanoma Trial i Francuski Melanoma Trial su poredili WLE sa marginama od
2cm ili marginama od 5cm kod pacijeneta sa melanomom tanjim od 2 mm po Breslow-u
(122,123).

Ni jedan od ova dva trial-a nije pokazao da margine od Scm imaju prednost u smislu
lokalnog recidiviranja, DFI (intervala bez bolesti) ili ukupnog prezivljavanja. Britanski
kolaborativni Trial randomizuje 900 pacijenata sa melanomima ve¢im od 2mm debljine
sa WLE od lcm ili 3cm marginama; elektivna disekcija limfnih nodusa (LND) i SLN
biopsje nisu radene (124).

Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u lokalnoj ili in-tranzit rekurenciji, DFI ili ukupnom
prezivljavanju (124).

Bilo je medutim marginalno znacajnog povecanja u lokoregionalnoj rekurenciji u grupi
sa ekcizionim marginama od 1cm kada su lokalni, in-tranzit i regionalni nodalni recidivi
razmatrani zajedno (124).

Kao rezultat za pacijente sa melanomima debljim od 2 mm, margine od 1-cm se smatraju
neadekvatnim.

Objedinjeni rezultati u meta-analizi Haigh-a i sar. iz 2003. sugeri$u da je margina od 1-
cm dovoljna za melanome manje od 1 mm.

Za melanome debljine 1-2 mm, margine od 1cm su prihvatljive ali margine od 2cm mogu
da redukuju rizik od lokalne rekurencije blago 1 preporucuju se kada je to moguce.

Za pacijente sa melanomima debljim od 2 mm, ekcizione margine od 2-cm su adekvatne
jer Sire margine nisu pokazale poboljSanje ishoda SI.15.
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Margina biopsije

subkutano
tkivo

anestetik

S1.15. Hirurska resekcija melanoma sa marginom od 2cm

Adekvatne ekcizione margine za debele melanome (44-mm debeli) nisu ispitivane u
kontekstu randomizovanih studija, medutim retrospektivne analize ukazuju da margine
Sire od 2cm nisu imale prednosti. Ipak uputno je uraditi hirurSku ekciziju sa Sirim
marginama za lokalno uznapredovale melanome kada postoje klinicke indicije visokog
rizika rekurencije.

Za melanom in situ generalno se rade ekcizione margine od 0.5-cm.

Dakle standard u dijagnostici i hirurSkom lecenju melanoma je sledeci:ekcizionom
biopsijom promene se potvrduje klinicka dijagnoza, ponekad sledi i druga hirurska
intervencija radi proSirivanja hirurSkih margina. Kompletna ekcizija sa adekvatnim
hirurSkim marginama uz utvrdivanje prisustva detektabilnih metastaza uz dugorocno
pracenje pacijenta je standard. Siroka lokalna ekcizija -wide local excision (WLE)
podrazumeva margine od 1 do 2 cm. Melanom-in-situ i lentigo maligna se uklanjaju sa
uzim marginama, obi¢no 0.2 do 0.5 cm (118). Mnogi hirurzi smatraju marginu od 0.5 cm
standardom za ekciziju melanoma-in-situ. Siroka ekcizija redukuje stepen rekurencije
tumora na mestu originalne lezije.

Melanomi se obi¢no prvo Sire u regionalne limfne ¢vorove. PokuSaji da se poboljsa
ukupno prezivljavanje pacijenata uklanjanjem regionalnih limfnih  ¢vorova
(limfadenektomijom) su povezani sa brojnim komplikacijama ali bez znacajnijeg
poboljsanja ukupnog prezivljavanja. Razvoj tehnike biopsije limfnog ¢vora cuvara
(sentinel lymph node biopsy SLN) je smanjio komplikacije usled limfadenektomije a u
isto vreme omogucio uklanjanje limfnih ¢vorova zahvaéenih tumorom (125).

SLN se izvodi posebno za pacijente u stadijumu T1b/T2+, pacijente sa mukozalnim
melanomom, melanomom oka i posebno melanomom udova. U ovom postupku se izvodi
limfoscintigrafija, radioaktivni trejser se ubrizga u tumor da bi se lokalizovao/li limfni
¢vorovi strazari. Takode se koristi i plava boja kao trejser koji ¢e vizuelizovati limfni
¢vor koji treba wukloniti. Rutinski hematoksilin eozin bojenjem HE ili
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imunohistohemijskim bojenjem preseka limfnog <¢vora se wutvrduje prisustvo
melanomskih ¢elija u ¢voru.

Ukoliko je lifni ¢vor pozitivan i zavisno od broja pozitivnih ¢vorova uradi se radikalna
disekcija limfnih ¢vorova.Tretman uznapredovalog malignog melanoma zahteva
multidisciplinarni pristup.

Adjuvantna terapija

Visoko rizicni melanomi zahtevaju primenu adjuvantne terapije, koja se razlikuje u
razli¢itim regionima.U SAD, vecina pacijenata koji su dobrog opsteg zdravlja zapocinje
jednogodi$nju terapiju visokim dozama interferona, koja ima viSestruke sporedne efekte
ali moZe neznatno da poboljSa pacijentovu prognozu (126) . Nasuprot tome Britansko
udruzenje dermatologa smatra da interferon ne treba koristiti kao standard u adjuvantnoj
terapiji melanoma (127). Meta-analiza iz 2011. je pokazala da interferon moze da
produzi vreme do relapsa melanoma ali da povecava prezivljavanje do 5 godina za samo
3%. Neprijatni sporedni efekti leka medutim u velikoj meri smanjuje kvalitet Zivota
(128). U Europi se interferon uglavnom koristi u okviru klinickih studija (129,130).

Metastatski melanomi se mogu detektovati X-zracima, CT, MRI, PET i PET/CT
skenerima, ultrazvukom (131).

Hemoterapija i imunoterapija

Za metastatske melanome se Kkoriste hemoterapeutik dakarbazin (DTIC),
imunoterapeutik interleukin-2 (IL-2) ili interferon (IFN), kao i lokalna perfuzija. Uspeh
terapije koja se koristi za metastatske melanome je veoma mali 1 ograni¢en (132). IL-2
(Proleukin) je prvi novi terapeutik za leCenje metastatskih melanoma u tretmanu
metastatskih melanoma u poslednjih 20 godina. Studije su pokazale da IL-2 moze da
dovede do kompletne i dugotrajne remisije ali na Zalost samo kod malog broja pacijenata
(133). Veliki broj novih agenasa i novih pristupa je u fazi ispitivanja u le¢enju melanoma
(134).

Druge opcije ukljuc¢uju ipilimumab (bioloski lek), i hemoherapeutici kao S§to su
vemurafenib i temozolomide.

Radioterapija

Radioterapija se Cesto koristi nakon hirurSke resekcije za pacijente sa lokalno ili
regionalno uznapredovalim melanomima ili za pacijente sa neresektabilnim udaljenim
metastazama. Radioterapija moze da smanji brzinu lokalne rekurencije ali ne moze da
produzi prezivljavanje (135 m) Radioimunoterapija metastatskih melanoma je trenutno u
fazi ispitivanja. Osim toga radioterapija ima ulogu u palijativnom tretmanu metastatskih
melanoma (136).
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BRAF

Oko 60% melanoma ima mutaciju u B-Raf genu. Klinicke studije su pokazale da B-Raf
inhibitori (vemurafenib) vode u potpuno regresiju tumora kod veéine pacijenata koji
imaju tumore sa B-Raf mutaciju (137,138,139).

Neki istrazivaci veruju da kombinacija terapeutika koji simultano blokiraju multiple
metaboli¢ke putanje moZze da poboljsa efikasnost leCenja i spreci dalje mutiranje
tumorskih ¢elija pre nego budu unistene terapijom (npr. dabrafenib i MEK

inhibitor trametinib povecavaju DFI (interval bez progresije bolesti) sa 9% na 41%
(140,141).

Angiogeneza

Angiogeneza igra znacajnu ulogu u progresiji i metastaziranju melanoma (142,143,77).
Ukoliko nisu vaskularizovani tumori ne mogu da narastu preko 1-2 mm u dijametru, osim
toga vasularizacija je neophodna i zbog metastaziranja. Kao i normalna tkiva, tumori
zahtevaju dostavu kiseonika, hranljivih materija i uklanjanje produkata metabolizma;
zona od 1-2 mm predstavlja maksimalnu distancu do koje kiseonik, hranljive materije i
produkti metabolizma mogu da difunduju iz krvnih sudova. Maligne ¢elije mogu da
stimuliSu neo-angiogenezu u kojoj novi krvni sudovi izrastaju iz predhodno stvorenih
kapilara ili vaskulogenezu kojom se mobiliSu endotelne celije iz kosne srzi.
Vaskularizacija u tumorskom tkivu je patoloska. Krvni sudovi su propusni, dilatirani i
grade mrezu nasumi¢no povezanih krvnih sudova. Neovaskularizacija ima dvostruki
efekat na tumorski rast: perfuzijom snabdeva potrebnim nutritientima i kiseonikom a
novo formirane endotelne celije stimuliSu rast obliznjih tumorskih ¢elija sekrecijom
faktora rasta kao Sto su insulinu nalik faktori rasta, trombocitni faktor rasta (PDGF),
granulocitno-makrofagni kolonija stimuliSu¢i faktor (GM CSF) (144).

Tumorska angiogeneza je kontrolisana balansom izmedu angiogenih faktora i inhibitora
angiogeneze (z). Kljuéni dogadaj u aktiviranju angiogeneze je povecana sinteza
angiogenih faktora a smanjenje ili gubitak sinteze inhibitora angiogeneze. Hipoksija je
jedan od fizioloskih stimulusa koji povecavaju produkciju razli¢itih pro-angiogenih
citokina, kao S§to je vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF), kroz aktivaciju hipoksija-
indukovanog faktora-1a (HIF1a), kiseonik senzitivnog transkripcionog faktora. To je tkz
angiogeni okida¢ (angiogenic switch) koji aktiviraju: nizak pO2, nizak pH,
hiper/hipoglikemija, hipertermija, mehanicki stres, imuni/inflamatorni odgovor ili
genetske mutacije (145, 146, 147, 148)

Aktivnost pro- 1 anti-angiogenih faktora regulisana je aktivnoS¢u gena koji su vrlo ¢esto
mutirani kod malignih tumora. Na primer, u normalnim ¢elijama, p53 moze da stimuliSe
ekspresiju  anti-angiogenih molekula, kao §to je npr trombospondin-1, i da inhibira
ekspresiju pro-angiogenih molekula, kao $to je VEGF. Stoga, gubitak p53 u tumorskim
¢elijama ne samo da utice na Celijski ciklus ve¢ 1 na angiogenezu. Transkripcija VEGFa
je takode regulisana i signalima RAS-MAP kinazne putanje i mutacijama RAS i MYC
gena.

Zbog ovako vazne uloge angiogeneze u tumorskom rastu mnoga istraZivanja su
fokusirana na anti-angiogeneznu terapiju. Identifikovanje angiogenih molekula koji se
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razli¢ito eksprimiraju u benignim ili malignim tkivima omogucava kreiranje testova za
predikciju odgovora na antiangiogene agense i olakSava selekciju pacijenata za tu vrstu
terapije (143).

VEGF

Poslednjih godina ispituje se uloga VEGF-a u metastaziranju melanoma (144, 149, 150,
151, 152, 153,154,155). Pokazano je da VEGF 1 autokrino i parakrino stimuliSe tumorsku
angiogenezu. VEGF lu¢e melanomske c¢elije i stromalne c¢elije, dendriticne celije,
makrofagi i fibroblasti. Identifikovano je nekoliko ¢lanova VEGF familije: VEGF-A, B,
C, D, E i faktor rasta placente (placenta growth factor-PIGF). VEGF je glikoprotein od
45 kD, homodimeran, bazni 1 moze da veze heparin. Trodimenzionalna struktura VEGF-a
je utvrdena difrakcijom X zraka i NMR spektroskopijom. Razli¢ite forme VEGF-a se
vezuju za receptore koji pokazuju tirozin-kinaznu aktivnost (142). VEGF stimuliSe
proliferaciju endotelnih ¢elija, migraciju, vazodilataciju i vaskulogenezu regrutovanjem
hematopoetskih progenitorskih ¢elija iz kostne srzi (156,157, 158).

Dosada$nje studije pokazale su niz podataka o ekspresiji VEGF-a u tkivnim uzorcima
melanoma, kao 1 o vrednostima u uzorcima seruma, ali je mali broj studija u kojima je to
uradeno kod istih pacijenata.

Rezultati dobijeni ovim studijama su prili¢no kontradiktorni kako po pitanju povezanosti
ekspresije VEGF-a sa progresijom bolesti tako i po pitanju pouzdanosti VEGF-a kao
prognostickog markera (159,160,161,162). Smatra se da efikasnost primene anti-
angiogenih terapeutika u terapiji pacijenata sa uznapredovalim melanomom nije ispitana
dovoljno i da ne zavisi samo od invazije i proliferacije endotelnih celija, ve¢ zahteva i
pericitni omota¢ zbog stabilizacije i1 sazrevanja zidova krvnih sudova (144). Terapija na
bazi inhibicije signalne putanje VEGF pokazuje obecavaju¢e rezultate mada su
neophodna su dalja istraZivanja.

Iako se primarnim prognostickim faktorima smatraju debljina melanoma (po Breslow-u),
prisustvo ulceracije i status sentinel limfnih ¢vorova, poslednjih godina objavljene su 1
studije koje govore u prilog tvrdnji da je anatomska lokalizacija primarnog melanoma
nezavistan prognosticki faktor (155).

Predmet ovog istraZivanja je utvrdivanje ekspresije VEGF-a, na osnovu stepena
ispoljavanja u tkivnim uzorcima hirurskih resektata primarnog tumora i metastaza, kao i
koncentracija VEGF-a u serijskim uzorcima seruma pacijenata. Dobijeni rezultati bice
poredeni sa klinickim karakteristikama bolesti, histopatoloSkim karakteristikama tumora i
sa podacima o toku bolesti.
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2.0.A Hipoteza
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Ispoljavanje VEGF-a znacajno je veée u uzorcima tumorskog tiva bolesnika sa
melanomom u odnosu na bolesnike sa benignim pigmentnim lezijama koZe, a manje nego
u bolesnika sa metastazama.

Stepen ekspresije VEGF-a u melanomskom tkivu 1 koncentracija VEGF-a u serumu se
razlikuju u odnosu na anatomsku lokalizaciju i patohistoloski tip melanoma i koreliraju sa
klini¢ko-laboratorijskim pokazateljima progresije bolesti kod bolesnika sa melanomom.
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2.0.B Ciljevi 1strazivanja
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Imaju¢i u vidu dosadasnja saznanja o klinickim karakteristikama i patogenezi melanoma
ciljevi ove studije bili su:

1. Odrediti serumske koncentracije VEGF-a u 1 stepen ekspresije VEGF-a
imunohistohemijski u tkivnim uzorcima melanomskih lezija bolesnika.  Uporediti
prosecne koncentracije VEGF-a u grupama sa razli¢itim klini¢kim stadijumima.
Korelirati dobijene serumske vrednosti VEGF sa nalazom ispoljavanja VEGFa u uzorku
tumora. Korelirati dobijene rezultate sa klini¢ko laboratorijskim pokazateljima toka i
progresije bolesti.

2. Utvrditi razlike u tumorskoj ekspresiji 1 serumskoj koncentraciji VEGF-a u odnosu na
anatomsku lokalizaciju, veli¢inu tumora, prisustvo ulceracije, prisustvo regresije,
histoloski tip melanoma, oblik ¢elija, prisustvo mitoza, stepen vaskularne invazije,
prisustvo mikrosatelitoza, prisustvo tumor infiltriSu¢ih limfocita (TIL-a).

3. Utvrditi da 1i se inicijalna ekspresija VEGF 1 inicijalna koncentracija VEGF-a u
serumu mogu povezati sa DFI (duzinom vremenskog intervala bez progresije bolesti).

4. Utvrditi da 1i se inicijalna ekspresija VEGF 1 inicijalna koncentracija VEGF mogu
povezati sa putem Sirenja metastaza (utvrditi nacin sirenja metastaza limfogeni-
hematogeni u odnosu na anatomsku lokalizaciju i ekspresiju VEGF-a).

5. Utvrditi da li se inicijalna ekspresija VEGF-a i inicijalna koncentracija VEGF-a mogu
povezati sa ishodom bolesti.

6. Utvrditi stepen ekspresije VEGFa i serumske vrednosti VEGFa u uzorcima kontrolnih
osoba.
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3.0.Materijal 1 metode
1strazivanja
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Dizajn istraZivanja

Istrazivanje je obavljeno u Institutu za medicinska istrazivanja, Klinici za plasti¢nu
hirurgiju 1 opekotine, Klinici za kozne i polne bolesti i Centru za patologiju i sudsku
medicinu Vojnomedicinske akademije. Istrazivanje je uradeno po tipu prospektivne
studije i u skladu sa principima Eti¢kog komiteta VMA.

Stepen ekspresije VEGF-a odredivan je imunohistohemijski u uzorcima hirurskih
resektata primarnog tumora i metastaza, 1 ELISA testovima u uzorcima seruma
pacijenata. Poredili smo rezultati utvrdenog stepena ekspresije VEGF-a u serumu
inicijalno 1 nakon 1, 3, 6 meseci i godinu dana. Dobijeni rezultati su poredeni sa
klinickim karakteristikama bolesti, histopatoloskim karakteristikama tumora.

Ispitanici

Studijom je obuhvaceno 127 ispitanika starosti od 20-65 godina podeljenih u tri grupe.
Prvu grupu sacinjavalo je 87 pacijenata sa dijagnostikovanim melanomom koze razliitog
klinickog stadijuma podeljenih u tri podgrupe i to 45 u I i II stadijumom, 27 u III
stadijumom 1 20 u IV stadijumom bolesti. Drugu grupu je ¢inilo dvadeset pacijenata sa
displasticnim nevusima, a trecu dvadeset pacijenata sa benignim pigmentnim lezijama.
Dijagnoza melanoma je postavljena na osnovu klini¢kog i dermatoskopskog pregleda
dermatovenerologa, pregleda hirurga plastiCara i1 patohistoloske analize pigmentne
promene, a klinicki stadijum bolesti je odreden na osnovu standardnih procedura za
melanom (laboratorijske analize ukljucuju¢i LDH, Rtg pluc¢a i srca, UZ vrata, aksila,
prepona, male karlice i abdomena, a za pojedinacne pacijente i CT glave, grudnog kosa i
male karlice, CT glave).

Kriterijumi za isklju¢ivanje iz studije bili su: melanom oka i sluzokoze, prisustvo drugih
maligniteta, 1 trudnoca.

U prvoj grupi svakom pacijentu sa sumnjivom pigmentnom lezijom je uraden
dermoskopski pregled. Preoperativno su uzeti uzorci krvi za odredivanje serumskih
vrednosti VEGF-a . Promene su hirur§ki odstranjene i1 patohistoloSki verifikovane.
Klasifikacijom po Clark-u je odreden nivo invazije, klasifikacijom po Breslow-u debljina
promene 1 TNM Kklasifikacijom histoloski i1 klini¢ki stadijum bolesti. Stepen ekspresije
VEGF-a je utvrden imunohistohemijski u tkivnim wuzorcima hirurSkih resektata
primarnog tumora i metastaza.

Imunohistohemijsko odredivanje ekspresije VEGF-a u tkivnim presecima

Stepen ekspresije VEGF-a je utvrden imunohistohemijski u tkivnim uzorcima hirurskih
resektata primarnog tumora i metastaza. Tkivni uzorci melanoma su fiksirani 5%
puferisanim neutralnim formalinom, dehidrisani, prosvetljeni i prozeti parafinom u
aparatu za automatsku fiksaciju tkivnih uzoraka ASP 300 i ukalupljeni u parafin.
Parafinski kalupi su ise¢eni na automatskom rotacionom mikrotomu Leica RM 2135 na
rezove debljine 4u. Preseci su hvatani na Superfrost+ predmetna stakla. Demaskiranje
epitopa je uradjeno u rastvoru za demaskiranje epitopa pH 9.0, DAKO kat.br. S2367 u
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mikrotalasnoj peénici. Za imunohistohemijsku analizu su koris¢eni kao primarno antitelo
monoklonsko mis$ije anti humano VEGF antitelo (klon VG1), DAKO kat.br. M7273 u
razblazenju 1:25, kao sistem za vizuelizaciju je koris¢en LSAB™" System HRP, DAKO
kat.br. K690 i kao hromogen DAKO Liquid DAB+ Substrate Hromogen System
kat.br.K3468.

X0931, razblazen u istoj koncentraciji kao i primarno antitelo. Svaki uzorak THH
obojenog tumora na VEGF je poreden sa negativnom kontrolom da bi se izbeglo lazno
pozitivno tumacenje melaninskog pigmenta kao pozitivne reakcije na VEGF.

Kako keratinociti konstituciono eksprimiraju razlic¢ite forme VEGF-a oni su koris¢eni kao
interna pozitivna kontrola.

Kvantifikacija dobijenih rezultata je uradena po dva parametra: parametru intenziteta
VEGF reakcije i parametru distribucije obojene reakcije prema skoring sistemu opisanom
u radu Rajabi P. et al. (162).

Prema intenzitetu reakcije rezultati su skorirano semikvantitativno od 0-3 na slede¢i
nacin:

0, nema razlike u obojenosti izmedu malignih melanocita i keratinocita; 1, obojenost
melanomskih ¢elija je blago intenzivnija od obojenosti keratinocita; 2, obojenost
melanomskih ¢elija je umereno intenzivnija od obojenosti keratinocita, i 3, obojenost
melanomskih ¢elija je snazno intenzivnija od obojenosti keratinocita..

Prema parametru distribucije bojene reakcije na VEGF u tumorskim ¢elijama rezultati su
skorirani semikvantitativno na slede¢i nacin: skor 0—0% VEGF-pozitivnih melanomskih
¢elija; skor 1, 1% -25% VEGF-pozitivnih melanomskih ¢elija; skor 2, 25%-50% VEGF-
pozitivnih melanomskih €elija; 1 skor 3, >50% of VEGF pozitivnih melanomskih ¢elija.
Pacijenti ¢e biti pra¢eni najmanje godinu dana i pri kontrolnim pregledima posle tri, Sest
meseci 1 godinu dana nakon hirurske intervencije bi¢e im uzeti uzorci krvi za odredivanje
serumskih vrednosti VEGF-a.

U kontrolnoj grupi ispitanicima ¢e biti uzeti uzorci krvi za odredivanje serumskih
vrednosti VEGF-a.

Elisa test za serumsko odredivanje koncentracije VEGF-a

Uzorci krvi za ove analize 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 VEGF koriS¢en je komercijalni ELISA test proizvodjaca
Promokine kat.br.PK-EL-64420D. Apsorbance su merene 650nm.
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4.0. REZULTATI

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8
4.9.

4.10.

4.11.

4.12.

4.13.

4.14.

4.15.A

4.15.B

4.16.
4.17.
4.18.a

4.18.b
4.19.

Tkivna ekspresija, broj VEGF pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora i serumske koncentracije
VEGEF u bolesnika sa melanomom

Povezanost klinickih stadijuma bolesnika sa melanomom sa tkivnom ekspresijom, brojem VEGF
pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora i serumskim koncentracijama VEGF

Povezanost histoloskih stadijuma bolesnika sa melanomom sa tkivnom ekspresijom i serumskim
koncentracijama VEGF

Anatomska lokalizacija primarnog melanoma, tkivna ekspresija i serumske koncentracije VEGF
u bolesnika sa melanomom

Tip Sirenja primarnog tumora, tkivna ekspresija i serumske koncentracije VEGF u bolesnika sa
melanomom

Povezanost histoloskog tipa melanoma sa tkivhom ekspresijom i serumskim koncentracijama
VEGF

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

Mitotska aktivnost u primarnom timoru, tkivna ekspresija i serumske koncentracije VEGF
Vaskularna invazija, tkivna ekspresija i serumske koncentracije VEGF u bolesnika sa

melanomom

Infiltracija tumora limfocitima, tkivna ekspresija i serumske koncentracije VEGF u bolesnika sa
melanomom

Povezanost Breslow indeksa sa tkivnom ekspresijom i serumskim koncentracijama VEGF
Povezanost Clark indeksa sa tkivnom ekspresijom i serumskim koncentracijama VEGF

Ulceracija u primarnom tumoru, tkivna ekspresija i serumske koncentracije VEGF u bolesnika sa
melanomom

Regresija priamarnog tumora, tkivna ekspresija i serumske koncentracije VEGF u bolesnika sa
melanomom

Prisustvo melanofaga u primarnom tumoru, tkivna ekspresija i serumske koncentracije VEGF u
bolesnika sa melanomom

Prisustvo melanofaga u stromi, tkivna ekspresija i serumske koncentracije VEGF u bolesnika sa
melanomom

Metastatska bolest, tkivna ekspresija i serumske koncentracije VEGF u bolesnika sa melanomom
Kontrolne grupe
DFI

Tok bolesti
Horizontalna vs. vertikalna faza rasta
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4.1. Tkivna ekspresija, broj VEGF pozitivnih éelija u uzorcima tumora i
serumske koncentracije VEGF u bolesnika sa melanomom

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema klini¢kom stadijum bolesti.
U 87 bolesnika sa melanomom, razli¢itih klinickih stadijuma bolesti (22 u I std, 18 u II
std, 27 u III std 1 20 u IV std) odredili smo stepen tkivne ekspresije VEGF.u uzorcima
primarnog tumora (Tabela 4.1.-1.).

Tabela 4.1.-1. Intezitet tkivne ekspresije VEGF u uzorcima bolesnika sa melanomom

I 1I 111 v 1A 1B ITA 11B IIC  1IIA 1B v

n 22 18 27 20 10 12 5 5 8 23 4 20

X 232 156 19 277 | 250 217 120 180 1.63 1.96 2.00 277
SD 099 1.04 085 060| 108 130 130 084 106 0838 0.82 0.60

med 300 150 2,00 3.00| 3.00 200 1.00 200 150 2.00 2.00 3.00
SE 021 025 016 017] 034 027 058 037 038 0.18 041 0.17

Analiziranjem koncentracije serumskih vrednosti VEGF prema stepenu tkivne
ekspresije VEGF u uzorcima primarnog tumora pokazala je da su u grupi bolesnika sa
odsustvom tkivne ekspresije (stepen 0) detektovane najnize serumske prosecne vrednosti
(Tabela 4.1.-2.). Najvece prosecne vrednosti serumskog VEGF detektovane su u grupi sa
slabom tkivnom ekspresijom VEGF. U osnovi, u svim grupama u kojima je detekovan
bilo koji stepen tkivne ekspresije (slaba -1, intermedijerna -2 1 visoka - 3) prosecne
serumske vrednosti VEGF su bile visoke, preko 1000 pg/ml.

Tabela 4.1.-2. Povezanost stepena tkivne ekspresije VEGF
sa serumskim koncentracijama

VEGF ekspresija 0 1 2 3
n 5 19 19 44
X 421 1435 1219 1214
SD 197 1230 1329 957
med 491 995 782 1045
SE 88 355 332 192

Serumske vrednosti VEGF bolesnika u ¢ijim je primarnim tumorima bila
najintezivnija tkivna ekspresija (stepen 3), znacajno su bile vise od bolesnika sa
odsutnom tkivnom ekspresijom (stepen 0) VEGF (p=0.014, t-test, Grafik 4.1.-1.).
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Intezitet tkivne ekspresije i serumske konc VEGF
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Grafik 4.1.-1. Povezanost tkivne ekspresije u uzorcima tumora
i serumskih koncentracije VEGF u bolesnika sa melanomom

U vecine ispitivanih bolesnika serumske koncentracije VEGF odredivane su u
serijskim uzorcima, odnosno, multiplim uzorcima istog bolesnika u vremenskim
intervalima koje su odgovarali njihovim klini¢kim kontrolama. Poredenjem serumskih
vrednosti VEGF koje su poslednje odredivane u odnosu na prethodne, dobijeni su indeksi
porasta ili pada koncentracije VEGF.

U bolesnika sa odsutnom tkivnom ekspresijom VEGF detektovane su i najnize
prosecne vrednosti indeksa porasta koncentracije VEGF, dok su najvise vrednosti
detektovane u grupi sa intermedijernom ekspresijom VEGF. Pozitivan indeks, indeks
porasta koncentracije u serijskim uzorcima, detektovan je u vecine ispitanih bolesnika.
Indeks porasta koncentracije VEGF bio je pozitivan u svih ispitanika sa odsutnom
tkivnom ekspresijom (100%), u bolesnika sa I stepenom u 75% 1 u bolesnika sa II 1 III
stepenom ekspresije VEGF u 86%. Dobijene vrednosti nisu se znacajno razlikovale.

Tabela 4.1.-3. Povezanost stepena tkivne ekspresije VEGF
sa indeksom porasta koncentracija VEGF

stepen ekspresije 0 1 2 3
n 5 19 19 44
X 2.477 3.079 3.873 3.514
SD 1.184 3.350 3.628 3.160
med 3.130 2.290 2.780 2.640
SE 0.684 0.967 1.006 0.690

Analiza procenta celija koje ispoljavaju VEGF u uzorcima bolesnika sa
melanomom, takode je pokazala da se u biopsijama bolesnika IV klinickog stadijuma
detektovao najveci stepen pozitivnih ¢elija, a potom u uzorcima bolesnika u I stadijumu
bolesti (Tabela 4.1.-4.). Opet, proseCne vrednosti stepena prisustva VEGF pozitivnih
¢elija bile su znacajno povecane u bolesnika sa IV stadijumom u odnosu na II stadijum (t
test, p=0.0029).
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Tabela 4.1.-4. Stepen prisustva VEGF pozitivnih ¢elija u uzorcima bolesnika
sa melanomom

I I 11X v 1A 1B ITA 11B IIC 1A 1B v

n 22 18 27 20 10 12 5 5 8 23 4 20

X 255 189 215 292 | 250 258 140 200 213 204 250 292
SD 096 113 083 028| 1.08 090 152 0.71 .13 0.88 058 0.28

med 3.00 2.00 200 3.00| 3.00 300 1.00 250 250 200 250 3.00
SE 021 027 016 007] 034 026 068 032 040 0.18 029 0.08

Analiza serumskih koncentracija prema stepenu prisustva VEGF+ ¢elija u uzrocima tkiva
tumora, pokazala je da je odsustvo VEGF bojenja (stepen 0) povezano sa kasnijim
najniZzim prose¢nim serumskim koncentracijama VEGF (Tabela 4.1.-5., Grafik 4.1.-2.).
Prisustvo  VEGF+ ¢elija, bilo kog stepena, povezano je sa visokim prose¢nim
koncentracijama serumskog VEGF. Dobijene vrednosti nisu se znacajno razlikovale.

Tabela 4.1.-5. Povezanost stepena prisustva VEGF+ ¢elija
sa serumskim koncentracijama VEGF

stepen ekspresije 0 1 2 3
n 5 11 17 54
X 504 1233 1268 1214
SD 186 666 1281 1142
med 586 1284 1050 932
SE 84 272 355 190

Broj VEGF+ celijai serumske konc VEGF

p>0.05

6000+ f A p>0.05 |

I o 1

£, 40001 .

g

m - 4

& 20001 "

% " :A‘ v v,;'
0 T r T T
0 1 2 3

stepen prisustva VEGF+ celija u tkivu tumora

Grafik 4.1.-2. Povezanost stepena prisustva VEGF+ ¢elija u uzorcima tumora
i serumskih koncentracije VEGF u bolesnika sa melanomom
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4.2. Povezanost klinickih stadijuma bolesnika sa melanomom sa serumskim
koncentracijama VEGF

U 87 bolesnika sa melanomom, razli¢itih klini¢kih stadijuma bolesti (22 u I std,
18 u Il std, 27 u IlI std 1 20 u IV std) odredili smo stepen tkivne ekspresije VEGF. Prema
AJCC klasifikaciji melanoma, nasu grupu ispitanika sacinjavalo je 10 bolesnika iz IA std,
121z IB, 5 iz IIA, 5 iz lIB, 8 iz 1IC, 23 iz IIIA, 4 iz IlIb i 20 bolesnika iz IV stadijuma
(Tabela 4.1.-1.).

(Tabela 4.2.-1.). Prose¢ne vrednosti stepena ekspresije VEGF bile su najvece u uzorcima
bolesnika koji su bili u IA i IV klinickom stadijumu.

Tabela 4.2.-1. Povezanost klinickog stadijuma i stepena tkivne ekspresije VEGF

Kl STD 1A 1B ITA 11B 11C IIIA 111B v

n 10 12 5 5 8 23 4 20

X 2.778 2.167 1.200 1.800 1.625 1.957 2.000 2.769
SD 0.667 0.937 1.304 0.837 1.061 0.878 0.817 0.600
med 3.000 2.000 1.000 2.000 1.500 2.000 2.000 3.000
SE 0.222 0.271 0.583 0.374 0.375 0.183 0.408 0.166

VEGF |00
| p=0.58;6
54 | I p=00155
| | p=0.0081
| p=0.0409
Log] oo
B p=0.0286 |
Iob) p=0.0169 | [
s p=0.0167 ! |
%) 3- ? o o [=] Load I_ -] ;
X
Q
5 = - -+
]
‘E 14 o o 0 900 @m» B °
0 T

T T L T Y T T
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klinicki stadijum bolesnika

Grafik 4.2.-1. Povezanost klinickog stadijuma i stepena tkivne ekspresije VEGF

Vrednosti stepena tkivne ekspresije VEGF u primarnom tumoru bolesnika
razli¢itog klinickog stadijuma znacajno su se razlikovale, najvece su bile u uzorcima
bolesnika sa IV klinickim stadijumom, a potom u uzorcima bolesnika sa I klinickim
stadijumom bolesti (Tabela 4.2.-1.). VEGF u uzorcima tkiva bolesnika sa IA stadijumom
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bio je znaCajno viSe ispoljen nego u uzorcima bolesnika sa IIA, IIB, IIC, i IIIA
stadijumom (p=0.0175, MW test) (Grafik 4.2.-1.). Takode, VEGF u uzorcima tkiva
bolesnika sa IV stadijumom bio je znacajno vise ispoljen nego u uzorcima bolesnika sa
IB, IIA, IIB, IIC, IIIA i IIIB stadijumom.

Prosecne vrednosti inteziteta tkivne ekspresije VEGF bile su znacajno povecane u
bolesnika sa IV stadijumom u odnosu na II stadijum (t test, p=0.0011).

Takode, analiza broja VEGF+ c¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa
melanomom, pokazala je da su najvise prosecne vrednosti detektovane u grupama sa IV

pa zatim sa IB i IA klinickim stadijumom (Tabela 4.2.-2.).

Tabela 4.2.-2. Povezanost klinickog stadijuma i broja VEGF + ¢elija

KI. STD 1A 1B ITA 11B 11C IIIA 111B IV

X 2.778 2.818 1.400 2.000 2.125 2.043 2.500 2.923
SD 0.667 0.405 1.517 0.707 1.126 0.878 0.577 0.277
med 3.000 3.000 1.000 2.000 2.500 2.000 2.500 3.000
SE 0.222 0.122 0.678 0.316 0.398 0.183 0.289 0.077

VEGF oo
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Grafik 4.2.-2. Povezanost klini¢kog stadijuma i broja VEGF + ¢elija u tumoru

Vrednosti broja ¢elija koje su ispoljavale VEGF u primarnom tumoru bolesnika
razli¢itog klinickog stadijuma znacajno su se razlikovale Uzorci bolesnika IA klinickog
stadfujma imali su znac¢ajno veé¢i broj VEGF + ¢elija u odnosu na uzorke bolesnika IIB
(p=0.0357) 1 IITIA stadijuma (p=0.0271, MW test). Takode, uzorci bolesnika IB klinickog
stadijuma imali su znacajno veci broj VEGF + ¢elija u odnosu na uzorke bolesnika IIB
(p=0.0201) 1 IIIA stadijuma (p=0.0135, MW test). Uzorci bolesnika IV klinickog
stadijuma imali su znacajno vec¢i broj VEGF + ¢elija u odnosu na uzorke bolesnika 1A
(p=0.0147) 1 IIB (p=0.0031), IIC (p=0.0269) odnosno za sve pacijente iz II stadijuma
bolesti (t test, p=0.0029) i IIIA stadijuma (p=0.0020, MW test).
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Analiza povezanosti klinickog stadijuma sa serumskim koncentracijama VEGF
pokazala je da su najvece prosecne vrednosti VEGF detektovane u grupama IIIB, IB i [A
klinickog stadijuma (Tabela 4.2.-3.). Kada se posmatraju pacijenti po grupama
klasifikovanim prema AJCC kriterijumima, upadljivo je povecanje VEGF u uzorcima B
grupe u odnosu na A grupu istog klinickog stadijuma (IB>IA, IIB>IIA, IIIB>II1A).

Tabela 4.2.-3. Povezanost klinickog stadijuma i serumske koncetracije VEGF

Kl. STD 1A 1B 1IA 11B 11C 1ITA 111B 1V
n 10 12 5 5 8 23 4 20
X 1296 1602 541 1159 785 1141 2319 958
SD 621 1839 159 841 354 966 2072 663
med 1588 759 604 597 967 1023 1230 778
SE 235 582 80 376 134 268 1196 210
VEGF
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Grafik 4.2.-3. Povezanost klinickog stadijuma i serumske koncetracije VEGF

Vrednosti serumskog VEGF bolesnika nisu znacajno su se razlikovale u
ispitivanim grupama (Grafik 4.2.-3.). Koncentracija VEGF bila je znacajno niza u
uzorcima bolesnika IIA klinickog stadijuma u odnosu na bolesnike IA (p=0.0424) i I1IB
stadijuma (p=0.0498, MW test).
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Analiza indeksa stimulacije, kao mera porasta koncentracije VEGF u serijskim
uzorcima istog pacijenta, pokazala je najvece prosecne vrednosti indeksa stimulacije u

bolesnika IB i IIB stadijuma (Tabela 4.2.-4.).

Tabela 4.2.-4. Povezanost klinickog stadijuma i indeksa stimulacije VEGF

Kl. STD IA IB ITA 11B 11C IIIA I11B v
X 2.749 6.229 1.215 5.893 2.496 2.513 1.747 3.732

SD 2.074 4.002 0.1485 4.756 0.891 3.006 1.606 3.655

med 2.490 6.565 1.215 6.105 2.570 1.140 1.810 2.905

SE 0.784 1.266 0.105 2.378 0.315 1.002 0.922 1.492

VEGF
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Grafik 4.2.-4. Povezanost klinickog stadijuma i indeksa stimulacije VEGF

Vrednost indeksa stimulacije VEGF znacajno su se razlikovale u odnosu na
klinicki stadijum. Vrednosti su bile znacajno vece u grupi bolesnika IB stadijuma u

odnosu na bolesnike IITA stadijuma (p=0.0251, MW test) (Grafik 4.2.-4.).
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4.3. Povezanost histoloskih stadijuma bolesnika sa melanomom sa
tkivnom ekspresijom i serumskim koncentracijama VEGF

Stepen tkivne ekspresije VEGF odredili smo u 16 bolesnika sa T1a, 6 bolesnika sa
T1b, 13 bolesnika sa T2a, 6 bolesnika sa T2b, 10 bolesnika sa T3a, 9 bolesnika sa T3b, 8
bolesnika sa T3a i 19 bolesnika sa T4b histoloSkim stadijumom primarnog tumora
(Tabela 4.3.-1.). Najvise prosecne vrednosti stepena ekspresije VEGF detektovali smo u
bolesnika sa T3b i T2a histoloskim stadijumom pa zatim u T4b stadijumu. Medutim,
znacajane prosecne vrednosti stepena tkivne ekspresije detektovane su i u uzorcima
bolesnika sa najranijim histoloskim stadijumom, T1la , dok su najnize prosec¢ne vrednosti
detektovane u grupi bolesnika T3a stadijuma.

Tabela 4.3.-1. Povezanost histoloskog stadijuma primarnog tumora
1 stepena tkivne ekspresije VEGF

Tla T1b T2a T2b T3a T3b T4a T4b

n 16 6 13 6 10 9 8 19

X 2.125 2.000 2.615 1.667 1.500 2.667 1.625 2.148
SD 1.246 1.732 0.506 0.577 1.291 0.577 0.744 0.949
med 3.000 3.000 3.000 2.000 1.500 3.000 1.500 2.000
SE 0.441 1.000 0.140 0.333 0.646 0.333 0.263 0.183

Povezanost histoloskog stadijuma tumora
sa tkivnom ekspresijom VEGF
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Grafik 4.3.-1. Povezanost histoloskog stadijuma primarnog tumora
1 stepena tkivne ekspresije VEGF

Vrednosti stepena tkivne ekspresije VEGF bolesnika sa T2a stadijumom bile su
znacajno vece od vrednosti bolesnika sa primarnim tumorom T2b (p=0.0246, MW test) i
T4a (p=0.0065, MW test) stadijuma (Grafik 4.3.-1.).
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Analiza broja VEGF+ ¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom,
pokazala je da su najviSe proseCne vrednosti detektovane u grupi sa T2a i1 T3b
stadiumima. Opet, znacajane prosecne vrednosti stpena tkivne ekspresije detektovane su i
u uzorcima bolesnika sa najranijim histoloskim stadijumom, Tla, dok su najnize
prosecne vrednosti detektovane u grupi bolesnika T2b stadijuma (Tabela 4.3.-2.).

Tabela 4.3.-2. Povezanost histoloskog stadijuma primarnog tumora
1 broja VEGF + ¢elija

Tla T1b T2a T2b T3a T3b T4a T4b

X 2.375 2.000 2.643 1.667 1.750 2.667 1.750 2.407
SD 1.188 1.732 0.842 0.577 1.500 0.577 0.707 0.888
med 3.000 3.000 3.000 2.000 2.000 3.000 2.000 3.000
SE 0.420 1.000 0.225 0.333 0.750 0.333 0.250 0.171

Povezanost histoloskog stadijuma tumora
sa brojem VEGF+ celija u tumoru
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Grafik 4.3.-2. Povezanost histoloskog stadijuma primarnog tumora
i broja VEGF + ¢elija u tumoru

Broj VEGF+ ¢elija u primarnom tumoru bolesnika sa T2a stadijumom bio je
znacajno veci od broja u uzorcima bolesnika sa primarnim tumorom T2b (p=0.0212, MW
test) 1 T4a (p=0.0066, MW test) stadijuma (Grafik 4.3.-2.).

Analiza povezanosti histoloskog stadijuma primarnog tumora sa serumskim
koncentracijama VEGF pokazala je da su najveée vrednosti VEGF detekovane u
uzorcima bolesnika sa T2b, T2a i T3b stadijumima, ali opet sa visokim koncentracijama i
u Tla grupi. Najnize prosecne vrednosti detektovane su u T1b i T3a grupi (Tabela 4.3.-
3.).
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Tabela 4.3.-3. Povezanost histoloskog stadijuma primarnog tumora

1 serumskih koncentracija VEGF

Tla T1b T2a T2b T3a T3b T4a T4b
X 1172 428 1631 1933 411 1629 1287 931
SD 761 215 1606 1661 161 75 1569 590
med 920 492 1050 1400 344 1654 574 967
SE 288 124 446 959 81 44 593 123
Histoloski stadijum tumora
i serumska koncentracija VEGF
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Grafik 4.3.-3. Povezanost histoloskog stadijuma primarnog tumora

1 serumske koncetracije VEGF

Koncentracija VEGF u serumu sa T3a stadijumom bila je znacajno sniZena u
odnosu na bolesnike Tla (p=0.0242, MW test), T2a (p=0.0272, MW test) i T4b
(p=0.0441, MW test) histoloskih stadijuma (Grafik 4.3.-3.). Vrednosti VEGF bile su
znacajno vece u bolesnika T3b grupe u odnosu na vrednosti bolesnika T4b grupe
(p=0.0.0448, MW test).

Aniliza indeksa stimulacije, kao mera porasta koncentracije VEGF u serijskim
uzorcima istog pacijenta, pokazala je najvece prosecne vrednosti indeksa stimulacije opet
u bolesnika T3b grupe. Prose¢ne vrednosti indeksa su oc¢ekivano bile visoke u uzorcima

T4a 1 T4b grupe, ali i u uzorcima T2a grupe (Tabela 4.3.-4.).

Tabela 4.3.-4. Povezanost histoloskog stadijuma primarnog tumora

1 indeksa stimulacije VEGF

Tla T1b T2a T2b T3a T3b T4a T4b

X 3.530 1.630 5.753 2.243 2.333 8.503 4.873 3.919
SD 3.186 0.997 3.891 1.066 0.577 3.038 3.969 3.133
med 2.400 1.110 5.430 2.000 2.000 10.09 3.770 2.990
SE 1.301 0.576 1.173 0.616 0.333 1.754 1.620 0.760
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Povezanost histoloskog stadijuma tumora
sa indeksom stimulacije VEGF
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Grafik 4.3.-4. Povezanost histoloskog stadijuma primarnog tumora
1 indeksa stimulacije VEGF

Vrednost indeksa stimulacije VEGF u grupi bolesnika sa T3b stadijumom bila je

znacajno povecana u odnosu na bolesnike Tla (p=0.0.0476, MW test) i T4b (p=0.0262,
MW test) histoloskih stadijuma (Grafik 4.3.-4.).
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4.4. Anatomska lokalizacija primarnog melanoma, tkivna ekspresija
i serumske koncentracije VEGF u bolesnika sa melanomom

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema anatomskoj lokalizaciji
primarnog tumora (Tabela 4.4.-1.). NajvisSe prosecne vrednosti stepena ekspresije VEGF
detektovali smo u bolesnika kod kojih je primarni tumor bio lokalizovan na glavi,
znacajno vise u odnosu na vrednosti detektovane u bolesnika sa lokalizacijom na trupu ili
ekstremitetima. Kada smo podelili grupu bolesnika sa lokalizacijom primarnog tumora na
ekstremitetima, na grupe u kojih se melanom javio na ruci, stopalu ili nozi, dobili smo
interesantan rezultat, potpunog odsustva ispoljavanja VEGFa u lezijama ruke.

Tabela 4.4.-1. Povezanost anatomske lokalizacije primarnog tumora
i stepena tkivne ekspresije VEGF

glava noga ruka stopalo trup
n 16 22 4 5 40
X 2917 2.158 0.000 2.750 2.333
SD 0.289 1.015 0.000 0.500 0.828
med 3.000 2.000 0.000 3.000 3.000
SE 0.083 0.232 0.000 0.250 0.138
VEGF
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Grafik 4.4.-1. Povezanost anatomske lokalizacije primarnog tumora
1 stepena tkivne ekspresije VEGF

Vrednosti stepena tkivne ekspresije VEGF bolesnika izmedu grupa bolesnika sa
razli¢itom anatomskom lokalizacijom znacCajno su se razlikovale (Grafik 4.4.-1.).
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Analiza broja VEGF+ ¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom,
pokazala je da su najvisSe prosecne vrednosti detektovane u grupi pacijenata sa
melanomom lokalizovanim na glavi a najniZe u grupi pacijenata sa melanomom na ruci
(Tabela 4.4.-2.).

Tabela 4.4.-2. Povezanost anatomske lokalizacije primarnog tumora

i broja VEGF + ¢elija
glava noga ruka stopalo trup
X 2917 2.158 0.000 2.750 2.333
SD 0.289 1.015 0.000 0.500 0.828

med 3.000 2.000 0.000 3.000 3.000
SE 0.0833 0.232 0.000 0.250 0.138
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Grafik 4.4.-2. Povezanost anatomske lokalizacije primarnog tumora
i broja VEGF + ¢elija u tumoru

Opet, kao 1 u slucaju analize tkivne ekspresije, broj VEGF+ ¢elija izmedu grupa
bolesnika znacajno se razlikovao u odnosu na anatomsku lokalizaciju (Grafik 4.4.-2.).

Analiza povezanosti anatomske lokalizacije primarnog tumora sa serumskim
koncentracijama VEGF pokazala je da su najvece vrednosti VEGF detekovane u grupi
bolesnika sa melanomom trupa, dok su najnize vrednosti detektovane u grupi sa
melanomom na rukama (Tabela 4.4.-3.).

strana 51



Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Tabela 4.4.-3. Povezanost anatomske lokalizacije primarnog tumora

1 koncentracije VEGF
glava noga ruka stopalo trup
X 970 1095 465 987 1410
SD 650 586 34 151 1410
med 769 1130 476 948 931
SE 230 151 20 76 253
VEGF
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Grafik 4.4.-3. Povezanost anatomske lokalizacije primarnog tumora
1 serumske koncetracije VEGF

Vrednosti serumskog VEGF bolesnika sa razli¢itom anatomskom lokalizacijom
primarnog tumora nisu se znacajno razlikovale (Grafik 4.4.-3.).

Analiza indeksa stimulacije, kao mera porasta koncentracije VEGF u serijskim
uzorcima istog pacijenta, pokazala je najvece prosecne vrednosti indeksa stimulacije u
bolesnika sa lokalizacijom melanoma na glavi, dok su najmanje vrednosti detektovane u
uzorcima bolesnika u kojih je melanom bio lokalizovan na ruci ili stopalu (Tabela 4.4.-
4.).

Tabela 4.4.-4. Povezanost anatomske lokalizacije primarnog tumora
i indeksa stimulacije VEGF

glava noga ruka stopalo trup

X 4.646 3.801 2.147 2.157 2.352
SD 3.800 3.080 0.770 0.311 2.585
med 5.620 3.320 2.370 2.250 1.340
SE 1.700 0.854 0.444 0.179 0.507
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Grafik 4.4.-4. Povezanost anatomske lokalizacije primarnog tumora
1 indeksa stimulacije VEGF

Vrednost indeksa stimulacije VEGF znacajno su se razlikovale izmedu grupa sa
lokalizacijom melanoma na nozi i trupu (p=0.0458, MW test) (Grafik 4.9.-4.).
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4.5. Tip Sirenja primarnog tumora, tkivna ekspresija i serumske
koncentracije VEGF u bolesnika sa melanomom

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema tipu Sirenja primarnog
tumora (Tabela 4.5.-1.). Prosecne vrednosti stepena ekspresije VEGF bile su najveée u
uzorcima bolesnika u kojih se tumor Sirio limfogeno 1 hematogeno.

Tabela 4.5.-1. Povezanost tipa Sirenja primarnog tumora
i stepena tkivne ekspresije VEGF

tip nema Limfni i
Sirenja Sirenja Limfni Hematogeni
n 43 35 9
X 2.047 2.042 2.778
SD 1.090 0.807 0.441
med 2.000 2.000 3.000
SE 0.166 0.165 0.147
VEGF
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Grafik 4.5.-1. Povezanost tipa Sirenja primarnog tumora
1 stepena tkivne ekspresije VEGF

Vrednosti stepena tkivne ekspresije VEGF bolesnika izmedu grupa bolesnika sa
limfnim 1 limfnim/hematogenim Sirenjem znacajno su se razlikovale (p=0.0175, MW
test) (Grafik 4.5.-1.).

Takode, analiza broja VEGF+ ¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa
melanomom, pokazala je da su najviSe prosecne vrednosti detektovane u grupi sa limfnim
1 hematogenim putem Sirenja (Tabela 4.5.-2.).
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Tabela 4.5.-2. Povezanost tipa Sirenja primarnog tumora

1 broja VEGF + ¢Celija
tip nema Limfni i
Sirenja Sirenja Limfni Hematogeni
X 2.326 2.083 2.800
SD 1.063 0.830 0.421
med 3.000 2.000 3.000
SE 0.162 0.169 0.133
VEGF
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Grafik 4.5.-2. Povezanost tipa Sirenja primarnog tumora
i broja VEGF + ¢elija u tumoru

Opet, kao 1 u slucaju analize tkivne ekspresije, broj VEGF+ ¢elija izmedu grupa
bolesnika sa limfnim i1 limfnim/hematogenim Sirenjem znacajno se razlikovao (p=0.0175,
MW test).
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Analiza povezanosti prisustva regresije primarnog tumora sa serumskim
koncentracijama VEGF pokazala je da su najvece prosecne vrednosti VEGF detektovane

u grupi sa limfogenim tipom Sirenja bolesti (Tabela 4.5.-3.).

Tabela 4.5.-3. Povezanost tipa Sirenja primarnog tumora

1 koncentracije VEGF
tip nema Limfni i
Sirenja Sirenja Limfni Hematogeni
X 889 1480 894
SD 600 1263 515
med 614 1144 1045
SE 103 316 172
VEGF
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Grafik 4.5.-3. Povezanost tipa Sirenja primarnog tumora
1 serumske koncetracije VEGF

Vrednosti serumskog VEGF bolesnika nisu se zna€ajno razlikovale u ispitivanim
grupama bez obzira na tip Sirenja primarnog tumora (Grafik 4.5.-3.).
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Analiza indeksa stimulacije, kao mera porasta koncentracije VEGF u serijskim
uzorcima istog pacijenta, pokazala je najvece prosecne vrednosti indeksa stimulacije u
bolesnika bez Sirenja primarnog tumora (Tabela 4.5.-4.).

Tabela 4.5.-4. Povezanost tipa Sirenja primarnog tumora
1 indeksa stimulacije VEGF

tip nema Limfni i
Sirenja Sirenja Limfni Hematogeni
X 3.261 1.643 0.808
SD 3.437 1.212 0.323
med 1.755 1.045 0.670
SE 0.650 0.350 0.132
VEGF
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Grafik 4.5.-4. Povezanost tipa Sirenja primarnog tumora
1 indeksa stimulacije VEGF

Vrednost indeksa stimulacije VEGF znacajno su se razlikovale u odnosu na tip
Sirenja primarnog tumora. Vrednosti su bile zna¢ajno manje u grupi sa
limfogenim/hematogenim tipom Sirenja u odnosu na limfogeni tip (p=0.0441) i na
bolesnike bez Sirenja bolesti (p=0.0093, MW test) (Grafik 4.5.-4.).
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4.6. HistoloSki tip primarnog tumora, tkivna ekspresija i serumske
koncentracije VEGF u bolesnika sa melanomom

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema histoloSkom tipu
primarnog tumora (Tabela 4.6.-1.). Prose¢ne vrednosti stepena ekspresije VEGF bile su
sliénih nivoa u sve tri grupe, a najvece u uzorcima bolesnika sa nodularnim histoloskim
tipom primarnog tumora.

Tabela 4.6.-1. Povezanost histoloskog tipa primarnog tumora
i stepena tkivne ekspresije VEGF

hist. tip lentigo  nodularni SSM
n 3 18 66
X 2.000 2.235 2.100
SD 1.732 0.903 0.974
med 3.000 2.000 2.000
SE 1.000 0.219 0.138
VEGF
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Grafik 4.6.-1. Povezanost histoloskog tipa ¢elija primarnog tumora
1 stepena tkivne ekspresije VEGF

Vrednosti stepena tkivne ekspresije VEGF bolesnika izmedu grupa bolesnika sa

razli¢itim histoloskim tipovima primarnog tumora nisu se znacajno razlikovale (Grafik
4.6.-1.).

Analiza broja VEGF+ ¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom
pokazala je da su najviSe proseéne vrednosti detektovane u grupi sa nodularnim
histoloskim tipom primarnog tumora (Tabela 4.6.-2.).
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Tabela 4.6.-2. Povezanost histoloskog tipa ¢elija primarnog tumora

i broja VEGF + ¢elija
hist. tip lentigo  nodularni SSM
X 2.000 2.353 2.300
SD 1.732 0.932 0.953
med 3.000 3.000 3.000
SE 1.000 0.226 0.135
VEGF
4-
s — —
% 3- [ ) EEEEENEEER ki i i i S AAA
o
< 1
g 24 —1— T AAAAdAAAAA
o 1
g‘ 1- T AAAAAAAA
>
C l' T . T
lentigo nodularni SSM

histoloski tip celija tumora

Grafik 4.6.-2. Povezanost histoloskog tipa ¢elija primarnog tumora
1 broja VEGF + ¢€elija u tumoru

Broj VEGF+ ¢elija izmedu grupa bolesnika sa razli¢itim histoloskim tipom ¢elija
primarnog tumora nije se znacajno razlikovao (Grafik 4.6.-2.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Analiza povezanosti histoloskog tipa primarnog tumora sa serumskim
koncentracijama VEGF pokazala je da su najvece prosecne vrednosti VEGF detektovane
u grupi sa lentiginoznim histoloskim tipom (Tabela 4.6.-3.).

Tabela 4.6.-3. Povezanost histoloskog tipa ¢elija primarnog tumora

1 koncentracije VEGF
hist. tip lentigo  nodularni SSM
X 1425 883 1258
SD 734 562 1281
med 1657 590 699
SE 424 150 200
VEGF
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Grafik 4.6.-3. Povezanost histoloskog tipa ¢elija primarnog tumora

1 serumske koncetracije VEGF

Vrednosti serumskog VEGF bolesnika nisu se znacajno razlikovale izmedu grupa
sa razli¢itim histoloskim tipovima ¢elija primarnog tumora (Grafik 4.6.-3.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Analiza indeksa stimulacije, kao mera porasta koncentracije VEGF u serijskim
uzorcima istog pacijenta, pokazala je najvece prosecne vrednosti indeksa stimulacije u
uzorcima bolesnika sa lentiginoznim histoloskim tipom (Tabela 4.6.-4.).

Tabela 4.6.-4. Povezanost histoloskog tipa ¢elija primarnog tumora
1 indeksa stimulacije VEGF

hist. tip lentigo  nodularni SSM
X 3.010 1.887 2.604
SD 2.206 1.602 3.087
med 2.490 1.160 1.360
SE 1.274 0.483 0.554
VEGF
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Grafik 4.6.-4. Povezanost histoloskog tipa ¢elija primarnog tumora
1 indeksa stimulacije VEGF

Vrednost indeksa stimulacije VEGF nisu se znacajno razlikovale u odnosu na
histoloski tip ¢elija primarnog tumora (Grafik 4.6.-4.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

4.7. Tip C¢Celija primarnog tumora, tkivna ekspresija i serumske
koncentracije VEGF u bolesnika sa melanomom

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema tipu ¢éelija primarnog
tumora (Tabela 4.7.-1.). Prose¢ne vrednosti stepena ekspresije VEGF bile su najvece u
uzorcima bolesnika sa epiteloidnim tipom ¢éelija primarnog tumora.

Tabela 4.7.-1. Povezanost tipa ¢elija primarnog tumora
i stepena tkivne ekspresije VEGF

tip ¢elija epiteloidne
epiteloidne  vretenaste /vretenaste
n 60 7 20
X 2.191 2.143 1.895
SD 0.970 0.900 1.049
med 3.000 2.000 2.000
SE 0.142 0.340 0.241
VEGF
4-
2
o
&')
L 24 [XTYYY YYYY Y [ ] AAAAA
15
= 1 L
B 1- 00000 OOO um AAAAA
£ -
0 T T —T
epit vret epit+vret

tip celija primarnog tumora

Grafik 4.7.-1. Povezanost tipa ¢elija primarnog tumora
i stepena tkivne ekspresije VEGF

Vrednosti stepena tkivne ekspresije VEGF bolesnika izmedu grupa bolesnika sa
razli¢itim tipom ¢elija primarnog tumora nisu se znacajno razlikovale (Grafik 4.7.-1.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Takode, analiza broja VEGF+ c¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa
melanomom, pokazala je da su najviSe prosecne vrednosti detektovane u grupi sa
epiteloidnim 1 vretenastim ¢elijama primarnog tumora (Tabela 4.7.-2.).

Tabela 4.7.-2. Povezanost tipa ¢elija primarnog tumora

1 broja VEGF + ¢elija
tip celija epiteloidne
epiteloidne  vretenaste /vretenaste
X 2.362 2.000 2.571
SD 0.944 1.054 0.787
med 3.000 2.000 3.000
SE 0.138 0.242 0.297
VEGF
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Grafik 4.7.-2. Povezanost tipa ¢elija primarnog tumora
i broja VEGF + ¢elija u tumoru

Broj VEGF+ ¢elija izmedu grupa bolesnika sa razli¢itim tipom celija primarnog
tumora nije se znacajno razlikovao (Grafik 4.7.-2.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Analiza povezanosti tipa ¢elija primarnog tumora sa serumskim koncentracijama
VEGF pokazala je da su najvece prosetne vrednosti VEGF detektovane u grupi sa
vretenastim ¢elijama (Tabela 4.7.-3.).

Tabela 4.7.-3. Povezanost tipa ¢elija primarnog tumora

1 koncentracije VEGF
tip celija epiteloidne
epiteloidne  vretenaste /vretenaste
X 1148 1289 1051
SD 1215 929 761
med 637 1074 786
SE 192 232 381
VEGF
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Grafik 4.7.-3. Povezanost tipa ¢elija primarnog tumora

tip celija primarnog tumora

i serumske koncetracije VEGF

Vrednosti serumskog VEGF bolesnika nisu se znacajno razlikovale izmedu grupa

sa razli¢itim tipom ¢elija primarnog tumora (Grafik 4.7.-3.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Analiza indeksa stimulacije, kao mera porasta koncentracije VEGF u serijskim
uzorcima istog pacijenta, pokazala je prakticno jednake prosecne vrednosti indeksa
stimulacije u uzorcima bolesnika definisanim pojedina¢nim tipom celija, a manje

vrednosti u uzorcima sa meSanim tipom celija (Tabela 4.7.-4.).

Tabela 4.7.-4. Povezanost tipa ¢elija primarnog tumora

i indeksa stimulacije VEGF

tip celija epiteloidne
epiteloidne  vretenaste /vretenaste
X 2.679 2.675 0.993
SD 3.151 2.590 0.220
med 1.160 1.600 1.110
SE 0.566 0.718 0.127
VEGF
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Grafik 4.7.-4. Povezanost tipa ¢elija primarnog tumora

tip celija primarnog tumora

1 indeksa stimulacije VEGF

Vrednost indeksa stimulacije VEGF nisu se znacajno razlikovale u odnosu na tip
¢elija primarnog tumora (Grafik 4.7.-4.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

4.8. Mitotska aktivnost Celija primarnog tumora, tkivna ekspresija i
serumske koncentracije VEGF u bolesnika sa melanomom

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema tipu mitotskoj aktivnosti
¢elija primarnog tumora (Tabela 4.8.-1.). Prose¢ne vrednosti stepena ekspresije VEGF
bile su najvece u uzorcima bolesnika u kojima je detektovana najveca mitotska aktivnost
¢elija primarnog tumora.

Tabela 4.8.-1. Povezanost mitotske aktivnosti ¢elija primarnog tumora
i stepena tkivne ekspresije VEGF

mitoze 0 1 2 3 4 6 >6
n 43 19 9 4 4 4 4
X 2.243 2.375 2.444 2.000 2.000 2.000 3.000
SD 0.955 0.957 0.727 1.155 1.414 1.414 0.001
med 3.000 3.000 3.000 2.000 2.500 2.500 3.000
SE 0.157 0.239 0.242 0.577 0.707 0.707 0.000
VEGF
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Grafik 4.8.-1. Povezanost mitotske aktivnosti ¢elija primarnog tumora
1 stepena tkivne ekspresije VEGF

Vrednosti stepena tkivne ekspresije VEGF bolesnika izmedu grupa bolesnika sa
razli¢itom mitotskim aktivnosti ¢elija primarnog tumora znacajno su se razlikovale.
Bolesnici sa najve¢im brojem mitoza (>6) imali su znacajno veci intezitet ekspresije
VEGF u tkivu u odnosu na bolesnike bez mitotske aktivnosti (p=0.0200), sa 1 (p=0.0147)
ili 2 detektovane mitoze (p=0.0319, MW test) (Grafik 4.8.-1.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Takode, analiza broja VEGF+ c¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa
melanomom, pokazala je da su najviSe prosecne vrednosti detektovane u grupi sa

najvec¢om mitotskom aktivnosti ¢elija primarnog tumora (Tabela 4.8.-2.).

Tabela 4.8.-2. Povezanost mitotske aktivnosti ¢elija primarnog tumora

1 broja VEGF + ¢elija
mitoze 0 1 2 3 4 6 >6
X 2.243 2.375 2.444 2.000 2.000 2.000 3.000
SD 0.955 0.957 0.727 1.155 1.414 1.414 0.001
med 3.000 3.000 3.000 2.000 2.500 2.500 3.000
SE 0.157 0.239 0.242 0.577 0.707 0.707 0.001
VEGF
| p=00339 |
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Grafik 4.8.-2. Povezanost mitotske aktivnosti ¢elija primarnog tumora
i broja VEGF + ¢elija u tumoru

Opet, kao 1 u slucaju analize tkivne ekspresije, broj VEGF+ ¢elija izmedu grupa
bolesnika sa razli¢itom mitotskom aktivnosti ¢elija primarnog tumora znafajno se
razlikovao (p=0.0175, MW test). Bolesnici sa najve¢im brojem mitoza (>6) imali su
znaajno vedi intezitet ekspresije VEGF u tkivu u odnosu na bolesnike bez mitotske
aktivnosti (p=0.0339, MW test) (Grafik 4.8.-2.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Analiza povezanosti mitotske aktivnosti ¢elija primarnog tumora sa serumskim
koncentracijama VEGF pokazala je da su najvece prosecne vrednosti VEGF detektovane
u grupi sa 2 do 3 mitoze (Tabela 4.8.-3.). [znenaduje da se i u serumu pacijenata u ¢ijim
primarnim tumoraima nije bilo mitoza detektuju znacajne koncentracije VEGF (grupa
,0%), dok su vrednosti VEGF najmanje u grupi pacijenata sa najve¢om mitotskom
aktivnosti primarnog tumora.

Tabela 4.8.-3. Povezanost mitotske aktivnosti ¢elija primarnog tumora

i koncentracije VEGF
mitoze 0 1 2 3 4 6 >6
X 1208 796 1772 2265 672 783 493
SD 1028 591 1667 2228 259 596 130
med 926 586 1053 1742 567 722 493
SE 202 164 590 1287 149 298 75
VEGF
60001
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Grafik 4.8.-3. Povezanost mitotske aktivnosti ¢elija primarnog tumora
1 serumske koncetracije VEGF

Vrednosti serumskog VEGF bolesnika znacajno su se razlikovale izmedu grupa sa
razli¢itom mitotskom aktivnosti primarnog tumora (Grafik 4.8.-3.). Koncentracija VEGF
bila je znacajno veéa u grupi bolesnika u kojih su detektovane 2 mitoze u odnosu na
grupu sa najvecom mitotskom atkivnosti (p=0.0485, MW test).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Analiza indeksa stimulacije, kao mera porasta koncentracije VEGF u serijskim
uzorcima istog pacijenta, pokazala je najvece prosecne vrednosti indeksa stimulacije u
uzorcima bolesnika sa umerenom mitotskom aktivnosti (2 — 3 mitoze) (Tabela 4.8.-4.).

Tabela 4.8.-4. Povezanost mitotoske aktivnosti ¢elija primarnog tumora
1 indeksa stimulacije VEGF

mitoze 0 1 2 3 4 6 >6
X 2.373 2.507 3.398 3.627 1.093 2.207 1.060
SD 2.702 2.968 3.774 5.529 0.129 1.691 0.426
med 1.405 1.110 1.380 0.770 1.130 1.900 1.030
SE 0.576 0.989 1.541 3.192 0.075 0.976 0.246
VEGF
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Grafik 4.8.-4. Povezanost mitotoske aktivnosti ¢elija primarnog tumora
1 indeksa stimulacije VEGF

Analiza indeksa stimulacije, kao mera porasta koncentracije VEGF u serijskim
uzorcima istog pacijenta, pokazala je najvece prosecne vrednosti indeksa stimulacije u
uzorcima bolesnika sa umerenom mitotskom aktivnosti (2 — 3 mitoze) (Grafik 4.8.-4.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

4.9. Vaskularna invazija primarnog tumora, tkivna ekspresija i
serumske koncentracije VEGF u bolesnika sa melanomom

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema prisustvu vaskularne
invazije primarnog tumora (Tabela 4.9.-1.). Prose¢ne vrednosti stepena ekspresije VEGF
bile su vec¢e u uzorcima bolesnika u kojima nije detektovana vaskularna invazija.

Tabela 4.9.-1. Povezanost vaskularne invazije ¢elija primarnog tumora
1 stepena tkivne ekspresije VEGF

vaskularna
invazija prisutna odsutna
n 20 67
X 1.950 2.169
SD 0.945 0.985
med 2.000 3.000
SE 0.211 0.128
VEGF
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Grafik 4.9.-1. Povezanost vaskularne invazije ¢elija primarnog tumora
i stepena tkivne ekspresije VEGF

Vrednosti stepena tkivne ekspresije VEGF bolesnika izmedu grupa bolesnika sa i

bez vaskularne invazije Celija primarnog tumora nisu se znacajno razlikovale (Grafik
4.9.-1.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Takode, analiza broja VEGF+ c¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa
melanomom, pokazala je da su vece proseéne vrednosti detektovane u grupi bez
vaskularne invazije (Tabela 4.9.-2.).

Tabela 4.9.-2. Povezanost vaskularne invazije ¢elija primarnog tumora

1 broja VEGF + ¢elija
vaskularna
invazija prisutna odsutna
X 2.100 2.373
SD 0.912 0.963
med 2.000 3.000
SE 0.204 0.125
VEGF
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Grafik 4.9.-2. Povezanost vaskularne invazije ¢elija primarnog tumora
i broja VEGF + ¢elija u tumoru

Broj VEGF+ ¢elija izmedu grupa bolesnika sa sa i bez vaskularnom invazijom
¢elija primarnog tumora nije se znacajno razlikovao (Grafik 4.9.-2.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Analiza povezanosti vaskularne invazije ¢elija primarnog tumora sa serumskim
koncentracijama VEGF pokazala je da su vece prosecne vrednosti VEGF detektovane u
prisutnom invazijom (Tabela 4.9.-3.).

Tabela 4.9.-3. Povezanost vaskularne invazije ¢elija primarnog tumora

1 koncentracije VEGF
vaskularna
invazija prisutna odsutna
X 1330 1126
SD 1316 1022
med 574 931
SE 340 152
VEGF
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Grafik 4.9.-3. Povezanost vaskularne invazije ¢elija primarnog tumora
1 serumske koncetracije VEGF

Vrednosti serumskog VEGF bolesnika nisu se znacajno razlikovale izmedu
ispitivanih grupa sa i bez vaskularnom invazijom primarnog tumora (Grafik 4.9.-3.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Analiza indeksa stimulacije, kao mera porasta koncentracije VEGF u serijskim
uzorcima istog pacijenta, pokazala je vece prosecne vrednosti indeksa stimulacije u

uzorcima bolesnika bez vaskularne invazije (Tabela 4.9.-4.).

Tabela 4.9.-4. Povezanost vaskularne invazije ¢elija primarnog tumora

1 indeksa stimulacije VEGF

vaskularna
invazija prisutna odsutna
X 1.768 2.358
SD 1.594 2.605
med 1.140 1.240
SE 0.531 0.423
VEGF
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Grafik 4.9.-4. Povezanost vaskularne invazije ¢elija primarnog tumora

vaskularna invazija

1 indeksa stimulacije VEGF

Vrednost indeksa stimulacije VEGF nisu se znacajno razlikovale u odnosu na

pirurtvo vaskularne invazije ¢elija primarnog tumora (Grafik 4.9.-4.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

4.10. Infiltracija tumora limfocitima, tkivna ekspresija i serumske
koncentracije VEGF u bolesnika sa melanomom

Prema stepenu infiltracije primarnog tumora limfocitima, bolesnike sa
melnaomom podelili smo u 4 grupe (Tabela 4.10.-1.). Najvise prosecne vrednosti stepena
ekspresije VEGF detektovali smo u bolesnika bez infitracije limfocita, dok su najnize
vrednosti detektovane u grupi u kojoj je bila i najintezivnija inflitracija. Vrednosti ove
dve grupe, grupe ,,0“ i grupe ,,3“, sa najintezivnijom infiltracijom znaajno su se
razlikovale (p=0.0245, MW test).

Tabela 4.10.-1. Povezanost stepena infiltracije limfocitima primarnog tumora
1 stepena tkivne ekspresije VEGF

0 1 2 3
n 27 24 30 6
X 2.308 2.050 2.185 1.167
SD 0.838 0.945 1.001 1.169
med 3.000 2.000 3.000 1.000
SE 0.164 0.211 0.192 0.477
VEGF
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Grafik 4.10.-1. Povezanost stepena infiltracije limfocitima primarnog tumora
1 stepena tkivne ekspresije VEGF

Vrednosti stepena tkivne ekspresije VEGF bolesnika izmedu grupa bolesnika sa

detektabilnom inflitracijom limfocita nisu se znacajno razlikovale medusobno (Grafik
4.10.-1.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Analiza broja VEGF+ ¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom,
pokazala je da su najviSe prosecne vrednosti detektovane u grupi bez prisutnih limfocita
dok su najnize detektovane u grupi bolesnika sa najintezivnijom infiltracijom tumorskog
tkiva limfocitima (Tabela 4.10.-2.).

Tabela 4.10.-2. Povezanost stepena infiltracije limfocitima primarnog tumora

i broja VEGF + ¢elija
0 1 2 3
X 2.462 2.300 2.296 1.667
SD 0.761 0.923 0.993 1.506
med 3.000 3.000 3.000 2.000
SE 0.149 0.207 0.191 0.615
VEGF
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Grafik 4.10.-2. Povezanost stepena infiltracije limfocitima primarnog tumora
1 broja VEGF + ¢elija u tumoru

Opet, kao 1 u slu€aju analize tkivne ekspresije, broj VEGF+ ¢elija izmedu grupa
bolesnika sa detektabilnom infiltracijom limfocita nije se znacajno razlikovao (Grafik
4.10.-2.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Analiza povezanosti stepena infiltracije limfocitima primarnog tumora sa
serumskim koncentracijama VEGF pokazala je da su najve¢e vrednosti VEGF
detekovane u grupi bolesnika u kojih primarni tumor nije inflitrovan limfocitima, dok su
najnize vrednosti detektovane u grupi sa najintezivnijom infiltracijom (Tabela 4.10.-3.).

Tabela 4.10.-3. Povezanost stepena infiltracije limfocitima primarnog tumora

i koncentracije VEGF
0 1 2 3
X 1356 1128 1146 1012
SD 1064 1287 1057 934
med 1163 604 699 575
SE 266 312 220 418
VEGF
6000+
S,
= 4000 .
S
9]
(&) - _ v
c .
© 2000+ . —_
Y4 4.
s :’ T 2|2 —_y
ole B Ha A4 2“ v
0 T
0 1 2 3

limfocitna infiltracija

Grafik 4.10.-3. Povezanost stepena infiltracije limfocitima primarnog tumora
1 serumske koncetracije VEGF

Vrednosti serumskog VEGF bolesnika sa razli¢itim stepenom inflitracije limfocita
nisu se znacajno razlikovale (Grafik 4.10.-3.).
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Analiza indeksa stimulacije, kao mera porasta koncentracije VEGF u serijskim
uzorcima istog pacijenta, pokazala je najvece prosecne vrednosti indeksa stimulacije u
bolesnika grupe sa umerenom infiltracijom limfocita. U odnosu na prethodne rezultate,
iznenadenje predstavlja visok prosecan indeks stimulacije u grupi bolesnika sa

najintezivnijom infiltracijom limfocita (Tabela 4.10.-4.).

Tabela 4.10.-4. Povezanost stepena infiltracije limfocitima primarnog tumora
1 indeksa stimulacije VEGF

0 1 2 3
X 1.966 1.812 3.261 2.828
SD 1.894 2.327 3.034 4.022
med 1.000 1.140 2.490 1.290
SE 0.525 0.600 0.784 1.798
VEGF
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Grafik 4.10.-4. Povezanost stepena infiltracije limfocitima primarnog tumora
1 indeksa stimulacije VEGF

limfocitna infiltracija

Vrednost indeksa stimulacije VEGF znaajno su se razlikovale izmedu grupa sa

slabom 1 umerenom infiltracijom limfocita (p=0.0361, MW test) (Grafik 4.10.-4.).

strana 77



Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

4.11. Breslow indeks tumora, tkivna ekspresija i serumske
koncentracije VEGF u bolesnika sa melanomom

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema vrednosti Breslow skora
primarnog tumora (Tabela 4.11.-1.). Najveée prosene vrednosti stepena ekspresije
VEGF bile su u uzorcima bolesnika sa Breslow skorom od 4-5 mm, ali i u grupama

bolesnika ¢iji je Breslow bio izmedu 1-2 mm, odnosno manji od 1 mm.

Tabela 4.11.-1. Povezanost vrednosti Breslow skora primarnog tumora
1 stepena tkivne ekspresije VEGF

Breslow <1 1-2 2-3 3-4 4-5 >5
n 20 26 5 7 10 19
X 2.167 2.294 1.800 2.000 2.300 2.000
SD 1.267 0.845 1.304 0.817 0.823 1.000
med 3.000 2.000 2.000 2.000 2.500 2.000
SE 0.366 0.206 0.583 0.309 0.260 0.243
VEGF
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Grafik 4.11.-1. Povezanost vrednosti Breslow skora primarnog tumora
1 stepena tkivne ekspresije VEGF

Vrednosti stepena tkivne ekspresije VEGF bolesnika izmedu grupa bolesnika sa
razli¢itim Breslow skorom primarnog tumora nisu znacajno se razlikovale (Grafik 4.11.-

1).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Takode, analiza broja VEGF+ c¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa
melanomom, pokazala je da su najviSe prosecne vrednosti detektovane u grupi sa

Breslow skorom od 4-5 mm, ali i u grupama bolesnika ¢iji je Breslow bio izmedu 1-2
mm, odnosno manji od 1 mm (Tabela 4.11.-2.).

Tabela 4.11.-2. Povezanost vrednosti Breslow skora primarnog tumora

i broja VEGF + ¢elija
Breslow <1 1-2 2-3 3-4 4-5 >5
X 2.333 2412 2.000 2.286 2.500 2.176
SD 1.231 0.8703 1.414 0.7559 0.7071 1.015
med 3.000 3.000 3.000 2.000 3.000 3.000
SE 0.355 0.211 0.633 0.286 0.224 0.246
VEGF
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Grafik 4.11.-2. Povezanost vrednosti Breslow skora primarnog tumora
i broja VEGF + ¢elija u tumoru

Broj VEGF+ ¢elija u primarnom tumoru bolesnika sa razli¢itim Breslow skorom
nije se znacajno razlikovao (Grafik 4.11.-2.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Analiza povezanosti Breslow skora primarnog tumora sa serumskim
koncentracijama VEGF pokazala je da su najvece prosecne vrednosti VEGF detektovane
u grupi sa Breslow veli¢ine od 1-2 mm (Tabela 4.11.-3.).

Tabela 4.11.-3. Povezanost vrednosti Breslow skora primarnog tumora

1 koncentracije VEGF
Breslow <1 1-2 2-3 3-4 4-5 >5
X 1093 1703 709 1191 854 1122
SD 791 1755 578 901 479 1123
med 699 931 494 597 623 1018
SE 239 487 289 403 160 290
VEGF
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Grafik 4.11.-3. Povezanost vrednosti Breslow skora primarnog tumora
1 serumske koncetracije VEGF

Vrednosti serumskog VEGF bolesnika nisu se znacajno razlikovale izmedu grupa
sa razli¢itim Breslow skorom primarnog tumora (Grafik 4.11.-3.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Analiza indeksa stimulacije, kao mera porasta koncentracije VEGF u serijskim
uzorcima istog pacijenta, pokazala je najvece prosecne vrednosti indeksa stimulacije u
uzorcima bolesnika sa Breslow skorom 3 —4 mm (Tabela 4.11.-4.).

Tabela 4.11.-4. Povezanost vrednosti Breslow skora primarnog tumora
1 indeksa stimulacije VEGF

Breslow <1 1-2 2-3 3-4 4-5 >5
X 1.410 1.765 nr 4.260 1.090 1.030
SD 0.491 1.131 nr 1.710 1.288 0.509
med 2.037 3.591 nr 5.223 2.491 1.755
SE 1.473 3918 nr 3421 3.407 1.687
VEGF
15+
o | p=0.0500 | p=0.0312 |
k3]
(_g 10- 1T v *
E
= _
(7)) —_— o
X 54 ¢
3 - o
£ . _1
. ™ —0!
7, ufin o3, 00, ] 000
0 T T
<1 <2 <4 <5 >5

Breslow mm

Grafik 4.11.-4. Povezanost vrednosti Breslow skora primarnog tumora
1 indeksa stimulacije VEGF

Vrednost indeksa stimulacije VEGF znacajno su se razlikovale u odnosu na
Breslow skor ¢elija primarnog tumora (Grafik 4.11.-4.). Bolesnici sa Breslow skorom od
3-4 mm imali su znaCajno vecée indekse stimulacije u odnosu na skor do 1 mm
(p=0.0500) 1 ve¢i od 5 mm (p=0.0312, MW test).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

4.12. Clark indeks tumora, tkivna ekspresija i serumske koncentracije
VEGTF u bolesnika sa melanomom

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema vrednosti Clark skora
primarnog tumora (Tabela 4.12.-1.). Najveée proseCne vrednosti stepena ekspresije
VEGF bile su u uzorcima bolesnika sa Clark skorom III, a najniZze u grupi sa Clark
skorom V.

Tabela 4.12.-1. Povezanost vrednosti Clark skora primarnog tumora
i stepena tkivne ekspresije VEGF

Clark 11 111 v \%
n 10 33 35 9
X 2.100 2.391 2.115 1.556
SD 1.287 0.7827 0.9519 1.014
med 3.000 3.000 2.000 1.000
SE 0.407 0.163 0.187 0.338
VEGF
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Grafik 4.12.-1. Povezanost vrednosti Clark skora primarnog tumora
1 stepena tkivne ekspresije VEGF

Vrednosti stepena tkivne ekspresije VEGF bolesnika izmedu grupa bolesnika sa
razli¢itim Clark skorom primarnog tumora znacajno su se razlikovale (Grafik 4.12.-1.).
Bolescnici sa melanomom Clark III imali su znacajno veci stepen ekspresije VEGF u
tkivu tumora od bolesnika sa skorom V (p=0.0307, MW test).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Takode, analiza broja VEGF+ c¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa
melanomom, pokazala je da su najviSe prosecne vrednosti detektovane u grupi sa Clark
skorom III, a najmanja u grupi sa Clark skorom V (Tabela 4.12.-2.).

Tabela 4.12.-2. Povezanost vrednosti Clark skora primarnog tumora

1 broja VEGF + ¢elija
Clark I 11 I\Y% \Y
X 2.100 2.522 2.308 2.000
SD 1.287 0.7903 0.884 1.225
med 3.000 3.000 2.500 3.000
SE 0.407 0.165 0.173 0.408
VEGF
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Grafik 4.12.-2. Povezanost vrednosti Clark skora primarnog tumora
i broja VEGF + ¢elija u tumoru

Broj VEGF+ ¢elija u primarnom tumoru bolesnika sa razli¢itim Clark skorom
nije se znacajno razlikovao (Grafik 4.12.-2.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Analiza povezanosti Clark skora primarnog tumora sa serumskim
koncentracijama VEGF pokazala je da su najvece prosecne vrednosti VEGF detektovane
u grupi sa Clark skorom III (Tabela 4.12.-3.).

Tabela 4.12.-3. Povezanost vrednosti Clark skora primarnog tumora

1 koncentracije VEGF
Clark I 11 I\Y% \Y
X 983 1462 906 1378
SD 601 1525 856 1301
med 652 931 574 1130
SE 190 370 187 434
VEGF
6000+
oo
©, ’
‘S 40001 K
©
<
) _
S \
S 20004 e i
x —
[a] Ala A 25
0040 oo ast ﬁ; v
[u] o Ar,
0 T -
Il 1| v Vv
Clark

Grafik 4.12.-3. Povezanost vrednosti Clark skora primarnog tumora
i serumske koncetracije VEGF

Vrednosti serumskog VEGF bolesnika nisu se znac¢ajno razlikovale izmedu grupa
sa razli¢itim Clark skorom primarnog tumora (Grafik 4.12.-3.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Analiza indeksa stimulacije, kao mera porasta koncentracije VEGF u serijskim
uzorcima istog pacijenta, pokazala je najvece prosecne vrednosti indeksa stimulacije u
uzorcima bolesnika sa Clark skorom III, a najnize sa Clark skorom V (Tabela 4.11.-4.).

Tabela 4.12.-4. Povezanost vrednosti Clark skora primarnog tumora
1 indeksa stimulacije VEGF

Clark I 11 I\Y% \Y
X 1.958 3.113 3.001 0.863
SD 1.481 3.427 3.152 0.592
med 1.410 1.885 1.530 0.760
SE 0.494 1.084 0.788 0.242
VEGF
15- p=0.0496
I I
2
g p=0.0295
5 10- o AA
E [n]
=
n
* -
x . [ )
) 5
o -
E L4 a]
3 ° o A 4 v
Pée o A laat — v
0 T —
1 1"l v V
Clark

Grafik 4.12.-4. Povezanost vrednosti Clark skora primarnog tumora
1 indeksa stimulacije VEGF

Vrednost indeksa stimulacije VEGF znacajno su se razlikovale u odnosu na Clark
skor ¢elija primarnog tumora (Grafik 4.12.-4.). Bolesnici sa Clark skorom I imali su
znacajno vece indekse stimulacije u odnosu na Clark skor V (p=0.0496). Takode utvrdili
smo znacajnu razliku izmedu bolesnika sa Clark skorom IV vs V (p=0.295, MW test).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

4.13. Prisustvo ulceracije u primarnom tumoru, tkivna ekspresija i
serumske koncentracije VEGF u bolesnika sa melanomom

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema prisustvu ili odsustvu
ulceracije primarnog tumora (Tabela 4.13.-1.). Prosecne vrednosti stepena ekspresije
VEGEF bile su vece u uzorcima bolesnika sa prisutnom ulceracijom primarnog tumora.

Tabela 4.13.-1. Povezanost ulceracije primarnog tumora
1 stepena tkivne ekspresije VEGF

ulceracija prisutna odsutna
n 36 51
X 2.333 2.039
SD 0.785 1.019
med 3.000 2.000
SE 0.151 0.143
VEGF
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Grafik 4.13.-1. Povezanost ulceracije primarnog tumora
i stepena tkivne ekspresije VEGF

Vrednosti stepena tkivne ekspresije VEGF bolesnika izmedu grupa bolesnika sa i
bez ulceracije primarnog tumora nisu se znacajno razlikovale (Grafik 4.13.-1.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Takode, analiza broja VEGF+ c¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa
melanomom, pokazala je da su najviSe prosecne vrednosti detektovane u grupi sa
prisutnom ulceracijom primarnog tumora (Tabela 4.13.-2.).

Tabela 4.13.-2. Povezanost ulceracije primarnog tumora

1 broja VEGF + ¢elija
ulceracija prisutna odsutna
X 2.556 2216
SD 0.698 1.006
med 3.000 3.000
SE 0.134 0.141
VEGF
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Grafik 4.13.-2. Povezanost ulceracije primarnog tumora
i broja VEGF + ¢elija u tumoru

Broj VEGF+ ¢elija izmedu grupa bolesnika sa i bez ulceracije primarnog tumora
nije se znacajno razlikovao (Grafik 4.13.-2.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Vecée prosene vrednosti serumske koncentracije VEGF detektovane su u
uzorcima bolesnika bez prisutne ulceracije (Tabela 4.13.-3.).

Tabela 4.13.-3. Povezanost ulceracije primarnog tumora

i koncentracije VEGF
ulceracija prisutna odsutna
X 966 1286
SD 824 1209
med 795 926
SE 176 191
VEGF
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Grafik 4.13.-3. Povezanost ulceracije primarnog tumora
i serumske koncetracije VEGF

Vrednosti serumskog VEGF bolesnika nisu se znacajno razlikovale izmedu grupa
sa 1 bez ulceracije primarnog tumora (Grafik 4.13.-3.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Analiza indeksa stimulacije, kao mera porasta koncentracije VEGF u serijskim
uzorcima istog pacijenta, pokazala je najvece prosecne vrednosti indeksa stimulacije u
uzorcima bolesnika bez ulceracije (Tabela 4.13.-4.).

Tabela 4.13.-4. Povezanost ulceracije primarnog tumora
1 indeksa stimulacije VEGF

ulceracija prisutna odsutna
X 1.972 2.825
SD 1.765 3.255
med 1.110 1.320
SE 0.456 0.567
VEGF
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Grafik 4.13.-4. Povezanost ulceracije primarnog tumora
1 indeksa stimulacije VEGF

Vrednosti indeksa stimulacije VEGF nisu se znacajno razlikovale u odnosu na
prisustvo ulceracije primarnog tumora (Grafik 4.13.-4.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

4.14. Regresija primarnog tumora, tkivna ekspresija i serumske
koncentracije VEGF u bolesnika sa melanomom

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema regresiji primarnog tumora
(Tabela 4.14.-1.). Prose¢ne vrednosti stepena ekspresije VEGF bile su vece u uzorcima
bolesnika u kojih je detektovana regresija, u odnosu na uzorke bez regresije primarnog
tumora.

Tabela 4.14.-1. Povezanost regresije primarnog tumora
i stepena tkivne ekspresije VEGF

regresija | prisutna  odsutna
n 19 68
X 2.222 2.117
SD 0.878 0.976
med 2.500 2.000
SE 0.207 0.126
VEGF
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Grafik 4.14.-1. Povezanost regresije primarnog tumora
1 stepena tkivne ekspresije VEGF

Vrednosti stepena tkivne ekspresije VEGF bolesnika izmedu grupa bolesnika sa i
bez regresije primarnog tumora nisu se znac¢ajno razlikovale (Grafik 4.14.-1.).

Takode, analiza broja VEGF+ ¢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 4.14.-2.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Tabela 4.14.-2. Povezanost regresije primarnog tumora
1 broja VEGF + ¢elija

regresija | prisutna  odsutna

X 2.500 2.283
SD 0.786 0.958
med 3.000 3.000
SE 0.185 0.123

VEGF
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Grafik 4.14.-2. Povezanost regresije primarnog tumora
i broja VEGF + ¢elija u tumoru

Opet, kao 1 u slucaju analize tkivne ekspresije, broj VEGF+ ¢elija izmedu grupa
bolesnika sa i bez regresije nije se znacajno razlikovao (Grafik 4.14.-2.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Analiza povezanosti prisustva regresije primarnog tumora sa serumskim
koncentracijama VEGF pokazala je da su vece prosecne vrednosti VEGF detektovane u
grupi bez regresije tumora (Tabela 4.14.-3.).

Tabela 4.14.-3. Povezanost regresije primarnog tumora

1 koncentracije VEGF
regresija | prisutna  odsutna
X 827 1174
SD 584 1064
med 581 926
SE 156 154
VEGF
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Grafik 4.14.-3. Povezanost regresije primarnog tumora
i serumske koncetracije VEGF

Vrednosti serumskog VEGF bolesnika sa i1 bez regresije primarnog tumora nisu se
znacajno razlikovale (Grafik 4.14.-3.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Analiza indeksa stimulacije, kao mera porasta koncentracije VEGF u serijskim
uzorcima istog pacijenta, pokazala je vece prosecne vrednosti indeksa stimulacije u
bolesnika bez regresije primarnog tumora (Tabela 4.14.-4.).

Tabela 4.14.-4. Povezanost regresije primarnog tumora
1 indeksa stimulacije VEGF

regresija | prisutna  odsutna

X 1.821 2.551
SD 1.665 2.884
med 1.120 1.360

SE 0.527 0.467

VEGF
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Grafik 4.14.-4. Povezanost regresije primarnog tumora
1 indeksa stimulacije VEGF

Vrednost indeksa stimulacije VEGF sa i bez regresije nisu se znacajno razlikovale
(Grafik 4.14.-4.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

4.15.A Melanofage u primarnom tumoru, tkivna ekspresija i serumske
koncentracije VEGF u bolesnika sa melanomom

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema prisustvu melanofaga u
primarnom tumoru, stepenu i vrsti distribucije (Tabela 4.15.A-1.). Prose¢ne vrednosti
stepena ekspresije VEGF bile su najvece u uzorcima bolesnika bez prisutnih melanofaga
(,,0%), dok su najnize vrednosti detektovane u grupi sa velikim brojem i fokalnom
distribucijom melanofaga u tkivu tumora (F3+) .

Tabela 4.15.A-1. Povezanost melanofaga u primarnom tumoru
1 stepena tkivne ekspresije VEGF

MLNFG 0 D1+ D2+ D3+ F1+ F2+ F3+
n 10 9 27 22 8 8 3
X 2.600 2.111 2.176 2.083 1.625 2.125 1.333
SD 0.843 0.928 0.951 1.084 1.188 0.991 1.155
med 3.000 2.000 2.000 2.500 1.000 2.500 2.000
SE 0.267 0.309 0.231 0.313 0.412 0.350 0.667
VEGF
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Grafik 4.15.A-1. Povezanost melanofaga u primarnom tumoru
1 stepena tkivne ekspresije VEGF

Vrednosti stepena tkivne ekspresije VEGF bolesnika izmedu grupa bolesnika sa
razli¢itim brojem 1 distribucijom melanofaga u primarnom tumoru znafajno su se
razlikovale. Bolesnici bez prisustva melanofaga imali su znacajno veci stepen ekspresije
VEGF u ondosu na bolesnike sa brojnim melanofagama i fokalnom distribucijom
(p=0.0426, MW test) (Grafik 4.15.A-1.).

Analiza broja VEGF+ ¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom pokazala je
da su najviSe prosecne vrednosti detektovane u grupi sa prisutnim melanofagama i obe
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

vrste distribucije  (Tabela 4.15A.-2.). Opet, najmanje broj VEGF pozitivnih celija
detektovan je u grupi sa brojnim melanofagama i fokalnom distribucijom

Tabela 4.15A.-2. Povezanost melanofaga u primarnom tumoru

i broja VEGF + ¢elija
MLNFG 0 D1+ D2+ D3+ F1+ F2+ F3+
X 2.364 2.556 2.353 2.250 1.875 2.625 1.667
SD 0.924 1.014 0.932 1.055 1.246 0.518 1.528
med 3.000 3.000 3.000 3.000 2.000 3.000 2.000
SE 0.279 0.338 0.226 0.305 0.441 0.183 0.882
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Grafik 4.15.-2. Povezanost melanofaga u primarnom tumoru
i broja VEGF + ¢elija u tumoru

Broj VEGF+ ¢elija izmedu grupa bolesnika sa razli¢itim stepenom prisustva i
tipom distribucije melanofaga u primarnom tumoru nije se zna¢ajno razlikovao (Grafik
4.15A.-2)).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Najvece prosecne serumske vrednosti VEGF detektovane u grupi brojnim
¢elijama 1 fokalnom distribucijom, a najmanje u grupi sa malim brojem ¢elija 1 difuznom
distribucijom (Tabela 4.15A.-3.).

Tabela 4.15A.-3. Povezanost melanofaga u primarnom tumoru

1 koncentracije VEGF
MLNFG 0 D1+ D2+ D3+ F1+ F2+ F3+
X 1188 467 1373 894 2003 632 2029
SD 1449 92 1206 685 1975 352 1623
med 623 484 1126 699 1559 466 1688
SE 483 38 322 207 988 133 937
VEGF
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Grafik 4.15A.-3. Povezanost melanofaga u primarnom tumoru
i serumske koncetracije VEGF

Vrednosti serumskog VEGF bolesnika zna¢ajno su se razlikovale izmedu grupa sa
razli¢itom razliitim stepenom prisustva i tipom distribucije melanofaga u primarnom
tumoru (Grafik 4.15.-3.). Koncentracija VEGF bila je zna¢ajno niza u grupi bolesnika u
malim brojem melanofaga i difuznom distribucijom u odnosu na grupu bez melanofaga
(p=0.0496) i grupu sa brojnim ¢elijama i fokalnom distribucijom (p=0.0238, MW test).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Najvece prosecne vrednosti indeksa stimulacije detektovali smo u grupi bolesnika
sa umereno brojnim i difuzno distribuiranim melanofagama (Tabela 4.15.A.-4.).

Tabela 4.15A.-4. Povezanost melanofaga u primarnom tumoru
i indeksa stimulacije VEGF

MLNFG 0 D1+ D2+ D3+ F1+ F2+ F3+
X 2.887 2.478 4.360 1.784 0.660 1.127 1.200
SD 3.695 1.573 3.897 0.937 0.515 0.664 0.364
med 0.790 2.110 2.640 1.460 0.740 0.900 1.110
SE 1.397 0.642 1.175 0.354 0.297 0.271 0.210
VEGF
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Grafik 4.15.A.-4. Povezanost melanofaga u primarnom tumoru
1 indeksa stimulacije VEGF

Vrednost indeksa stimulacije VEGF znaajno su se razlikovale izmedu grupa sa
razli¢itim stepenom prisustva i tipom distribucije melanofaga u primarnom tumoru
(Grafik 4.15.A-4.). Indeks stimulacije VEGF bio je znacajno niZi u grupi bolesnika sa
malim brojem melanofaga i difuznom distribucijom u odnosu na grupu bez melanofaga
(p=0.0496) 1 grupu sa brojnim ¢elijama i fokalnom distribucijom (p=0.0238, MW test).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

4.15.B Melanofage u stromi primarnog tumora, tkivna ekspresija i
serumske koncentracije VEGF u bolesnika sa melanomom

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema prisustvu melanofaga u
stromi primarnog tumora, stepenu i vrsti distribucije (Tabela 4.15.B-1.). Prosecne
vrednosti stepena ekspresije VEGF bile su najve¢e u uzorcima bolesnika bez prisutnih
melanofaga (,,0°).

Tabela 4.15.B-1. Povezanost melanofaga u stromi primarnog tumora
1 stepena tkivne ekspresije VEGF

MLNFG 0 D1+ D2+ D3+ F1+ F2+ F3+
n 9 18 23 28 9
X 2.333 1.889 2.154 2.235 2.000
SD 0.866 1.132 0.9871 1.033 1.000
med 3.000 2.000 2.000 3.000 2.000
SE 0.289 0.267 0.274 0.250 0.333
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Grafik 4.15.B-1. Povezanost melanofaga u stromi primarnog tumora
1 stepena tkivne ekspresije VEGF

Vrednosti stepena tkivne ekspresije VEGF bolesnika izmedu grupa bolesnika sa
razli¢itim brojem i distribucijom melanofaga u stromi primarnog tumora nisu se znacajno
razlikovale (Grafik 4.15.B-1.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Najvedi prosecni broj VEGF+ ¢elija detektovan je u grupi sa umerenim brojem
melanofaga i fokalnom distribucijom (Tabela 4.15.B-2.).

Tabela 4.15.B-2. Povezanost melanofaga u stromi primarnog tumora

i broja VEGF + ¢elija
MLNFG 0 D1+ D2+ D3+ F1+ F2+ F3+
X 2.333 2.222 2.231 2.412 2.556
SD 0.866 1.166 1.013 1.004 0.727
med 3.000 3.000 3.000 3.000 3.000
SE 0.289 0.275 0.281 0.243 0.242
VEGF
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Grafik 4.15.B-2. Povezanost melanofaga u stromi primarnog tumora

1 broja VEGF + ¢€elija u tumoru

Broj VEGF+ ¢elija izmedu grupa bolesnika sa razli¢itim stepenom prisustva i

tipom distribucije melanofaga u stromi primarnog tumora nije se znacajno razlikovao
(Grafik 4.15.B-2.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Najvece prosecne serumske vrednosti VEGF detektovane u grupi umerenim
brojem melanofaga i difuznom distribucijom (Tabela 4.15B.-3.).

Tabela 4.15B.-3. Povezanost melanofaga u stromi primarnog tumora

i koncentracije VEGF
MLNFG 0 D1+ D2+ D3+ F1+ F2+ F3+
X 1250 1433 865 1206 1043
SD 1666 1397 427 1250 835
med 575 931 947 604 557
SE 630 361 123 347 316
VEGF
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Grafik 4.15B.-3. Povezanost melanofaga u stromi primarnog tumora
i serumske koncetracije VEGF

Vrednosti serumskog VEGF bolesnika nisu se znac¢ajno razlikovale izmedu grupa
sa razli¢itom razli¢itim stepenom prisustva i tipom distribucije melanofaga u stromi
primarnog tumora (Grafik 4.15B.-3.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Najvece prosecne vrednosti indeksa stimulacije detektovali smo u grupi bolesnika
sa umereno brojnim i difuzno distribuiranim melanofagama (Tabela 4.15B.-4.).

Tabela 4.15B.-4. Povezanost melanofaga u stromi primarnog tumora
i indeksa stimulacije VEGF

MLNFG 0 D1+ D2+ D3+ F1+ F2+ F3+
X 3.293 3.359 2.750 1.234 1.758
SD 3.877 3.343 3.399 0.886 1.021
med 1.465 1.765 1.110 0.770 1.700
SE 1.583 0.965 1.285 0.295 0.417
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Grafik 4.15B.-4. Povezanost melanofaga u stromi primarnog tumora
1 indeksa stimulacije VEGF

Vrednost indeksa stimulacije VEGF znacajno su se razlikovale izmedu grupa sa
razli¢itim stepenom prisustva i tipom distribucije melanofaga u stromi primarnog tumora
(Grafik 4.15B.-4.). Indeks stimulacije VEGF bio je znacajno nizi u grupi bolesnika sa
malim brojem melanofaga i fokalnom distribucijom u odnosu na grupu sa umerenim
brojem melanofaga i difuznom distribucijom (p=0.0392, MW test).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

4.16. Metastatska bolest, tkivna ekspresija i serumske koncentracije
VEGTF u bolesnika sa melanomom

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema manifestnoj metastatskoj
bolesti u dve grupe, bolesnike I+II 1 grupu bolesnika III+IV klinickog stadijuma (Tabela
4.16.-1.). Prosecne vrednosti stepena ekspresije VEGF bile su skoro izjednacene, nesto
vece u uzorcima bolesnika bez metastatske bolesti.

Tabela 4.16.-1. Povezanost metastatske bolesti
1 stepena tkivne ekspresije VEGF

metastaska
bolest odsutna prisutna
X 2.143 2.067
SD 1.004 0.963
med 2.000 2.000
SE 0.170 0.144
VEGF
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Grafik 4.16.-1. Povezanost metastatske bolesti
1 stepena tkivne ekspresije VEGF

Vrednosti stepena tkivne ekspresije VEGF u primarnom tumoru izmedu grupa
bolesnika sa 1 bez metastatske bolesti nisu se znacajno razlikovale (Grafik 4.16.-1.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Takode, analiza broja VEGF+ c¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa
melanomom, pokazala je da su vece proseéne vrednosti detektovane u grupi bez
metastatske bolesti (Tabela 4.16.-2.).

Tabela 4.16.-2. Povezanost metastatske bolesti

1 broja VEGF + ¢elija
metastaska
bolest odsutna prisutna
X 2.400 2.244
SD 1.006 0.908
med 3.000 2.500
SE 0.170 0.135
VEGF
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Grafik 4.16.-2. Povezanost metastatske bolesti

1 broja VEGF + ¢€elija u tumoru

Broj VEGF+ ¢elija u primarnom tumoru izmedu grupa bolesnika sa i bez

metastatske bolesti nije se znacajno razlikovao (Grafik 4.16.-2.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Vece prosecne vrednosti VEGF detektovane su u grupi bolesnika bez metastatske
bolesti (Tabela 4.16.-3.).

Tabela 4.16.-3. Povezanost metastatske bolesti

i koncentracije VEGF
metastaska
bolest odsutna prisutna
X 3.323 1.609
SD 3.454 1.459
med 1.610 1.015
SE 0.665 0.311
VEGF
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Grafik 4.16.-3. Povezanost metastatske bolesti

1 serumske koncetracije VEGF

Vrednosti serumskog VEGF bolesnika znacajno su se razlikovale izmedu

ispitivanih grupa sa i bez metastatske bolesti (Grafik 4.16.-3.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Analiza indeksa stimulacije, kao mera porasta koncentracije VEGF u serijskim
uzorcima istog pacijenta, pokazala je vece prosecne vrednosti indeksa stimulacije u
uzorcima bolesnika bez metastatske bolesti (Tabela 4.16.-4.).

Tabela 4.16.-4. Povezanost metastatske bolesti
1 indeksa stimulacije VEGF

metastaska
bolest odsutna prisutna
b'e 2.972 0.858
SD 3.059 0.435
med 1.610 0.740
SE 0.490 0.131
VEGF
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Grafik 4.16.-4. Povezanost metastatske bolesti
1 indeksa stimulacije VEGF

Vrednosti indeksa stimulacije VEGF bolesnika znacajno su se razlikovale izmedu
ispitivanih grupa sa 1 bez metastatske bolesti (Grafik 4.16.-4.). Vredmosti indeksa
stimulacije VEGF bila su znac¢ajno veée u grupi bolesnika sa prva dva klinic¢ka stadijuma
bolesti (p=0.0284, MW test).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

4.17. TKkivna ekspresija i serumske koncentracije VEGF u kontrolnih
ispitanika

Koncentraciju VEGF odredili smo u uzorcima zdravih kontrolnih osoba, osoba sa
neizmenjenim nevusima i1 osoba sa displastiénim nevusima, kao i u bolesnika sa
melanomom. Koncentracija VEGF bila je veca u uzorcima svih bolesnika sa melanomom
u odnosu na koncentracije detektovane u uzorcima svih drugih ispitanika (Tabela 4.17.-

1).

Tabela 4.17.-1. Koncentracija VEGF u ispitivanim grupama

konc kontrole nevus displazija | melanom
VEGF
X 20 9 11 1150
SD 54 13 14 1091
med 0 0 8 920
SE 8 3 3 138
VEGF
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Grafik 4.17.-1. Koncentracija VEGF u ispitivanim grupama

Prose¢na koncentracija VEGF bila je znacajno veca u uzorcima bolesnika sa
melanomom u odnosu na prosecne koncentracije VEGF zdravih kontrolnih osoba, osoba
sa neizmenjenim i displastiénim nevusima. (p<0.0000, Anova, MW test) (Grafik 4.17.-
1.). Koncentracije VEGF utvrdene u grupama kontrolnih ispitanika, osoba sa
neizmenjenim ili izmenjenim nevusima nisu se znacajno razlikovale.
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Stepen tkivne ekspresije odredili smo u uzrocima osoba sa neizmenjenim
nevusima i osoba sa displasticnim nevusima, kao i u bolesnika sa melanomom. Stepen
tkivne ekspresije VEGF bio je vec¢i u uzorcima svih bolesnika sa melanomom u odnosu
na vrednosti detektovane u uzorcima svih drugih ispitanika (Tabela 4.17.-2.).

Tabela 4.17.-2. Stepen tkivne ekspresije VEGF u ispitivanim grupama

konc nevus displazija | melanom
VEGF
X 0.333 0.381 2.127
SD 0.483 0.498 0.952
med 0.000 0.000 2.000
SE 0.105 0.109 0.107
VEGF
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Grafik 4.17.-2. Stepen tkivne ekspresije VEGF u ispitivanim grupama

Prose¢na vrednost tkivne ekspresije VEGF bila je znacajno veca u uzorcima
bolesnika sa melanomom u odnosu na prosecne vrednosti VEGF u osoba sa
neizmenjenim 1 displasticnim nevusima. (p<0.0000, Anova, MW test) (Grafik 4.17.-2.).
Vrednosti tkivne ekspresije VEGF u grupama osoba sa neizmenjenim ili izmenjenim
nevusima nisu se znacajno razlikovale.
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Broj VEGF pozitivnih ¢elija u tkivu odredili smo u uzrocima osoba sa
neizmenjenim nevusima 1 osoba sa displastiénim nevusima, kao i u bolesnika sa
melanomom. Broj VEGF pozitivnih ¢éelija u tkivu bio je ve¢i u uzorcima svih bolesnika
sa melanomom u odnosu na vrednosti detektovane u uzorcima svih drugih ispitanika
(Tabela 4.17.-3.).

Tabela 4.17.-3. Broj VEGF " ¢elija u tkivu u ispitivanim grupama

konc nevus displazija | melanom
VEGF
X 0.381 0.476 2.313
SD 0.495 0.602 0.949
med 0.000 0.000 3.000
SE 0.109 0.131 0.106
VEGF
3+ | Pp=0.0000 *
! p=0.0000 |
o
= —t
2 24 S <eoi00)00)
7]
X
o
2
‘N 14 [cot0100)0) [e1¢0d10]0) [codioIeNIOD]
o
c
| == =

0-—esEmests————CI B IO—0-0-Q-0-0——

nevus displazija melanom

grupe ispitanika

Grafik 4.17.-3. Broj VEGF " ¢elija u tkivu u ispitivanim grupama

Prosecan broj VEGF pozitivnih ¢elija bio je znacajno veci u uzorcima bolesnika
sa melanomom u odnosu na prosecan broj VEGF pozitivnih ¢elija u uzorcima tkiva osoba
sa neizmenjenim 1 displasticnim nevusima. (p<0.0000, Anova, MW test) (Grafik 4.17.-
3.). Vrednosti VEGF pozitivnih ¢elija u grupama osoba sa neizmenjenim ili izmenjenim
nevusima nisu se znacajno razlikovale.
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

4.18.a Duzina remisije, tkivna ekspresija i serumske koncentracije
VEGTF u bolesnika sa melanomom

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema trajanju duzine remisije
(DFI) (Tabela 4.18.a-1.). Prosecne vrednosti stepena ekspresije VEGF bile su najvece u
grupi bolesnika sa najduzim trajanjem remisije.

Tabela 4.18.a-1. Povezanost DFI i stepena tkivne ekspresije VEGF

DFI <6 6-12 12-24 >24
X 2.000 2.154 2.000 2.308
SD 1.155 0.834 1.000 1.032
med 2.500 2.000 2.000 3.000
SE 0.289 0.164 0.200 0.286
VEGF
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Grafik 4.18.a-1. Povezanost DFI i stepena tkivne ekspresije VEGF

Vrednosti stepena tkivne ekspresije VEGF bolesnika izmedu grupa bolesnika sa
razli¢itim trajanjem remisije nisu se znac¢ajno razlikovale (Grafik 4.18.a-1.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Takode, analiza broja VEGF+ c¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa
melanomom, pokazala je da su prosecne vrednosti bile priblizno izjednacene, bez obzira
na duzinu trajanja remisije (Tabela 4.18.a-2.).

Tabela 4.18.a-2. Povezanost DFI i broja VEGF + ¢elija

DFI <6 6-12 12-24 >24
X 2.313 2.154 2.440 2.385
SD 1.138 0.834 0.917 1.044
med 3.000 2.000 3.000 3.000
SE 0.286 0.164 0.183 0.290
VEGF
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Grafik 4.18.-a2. Povezanost DFI i broja VEGF + ¢elija u tumoru

Broj VEGF+ ¢elija izmedu grupa bolesnika sa razli¢itim trajanjem DFI nije se
znacajno razlikovao (Grafik 4.18.a-2.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Analiza povezanosti duzine trajanja remisije primarnog tumora sa serumskim
koncentracijama VEGF pokazala je da su najvece prosecne vrednosti VEGF detektovane
u grupama u kojima je remisija najkrace trajala, krace od 6 meseci i u grupi gde je DFI

izmedu 6 — 12 meseci (Tabela 4.18.a.-3.).

Tabela 4.18.a-3. Povezanost DFI 1 koncentracije VEGF

DFI <6 6-12 12-24 >24
X 1250 1299 861 1093
SD 1228 1230 572 688
med 983 1023 581 623
SE 354 269 128 229
VEGF
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Grafik 4.18.a-3. Povezanost DFI i serumske koncetracije VEGF

Vrednosti serumskog VEGF bolesnika nisu se znacajno razlikovale izmedu

ispitivanih grupa sa razli€itim trajanjem DFI (Grafik 4.18.a-3.).
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Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

Analiza indeksa stimulacije, kao mera porasta koncentracije VEGF u serijskim
uzorcima istog pacijenta, pokazala je najvece prosecne vrednosti indeksa stimulacije u

uzorcima bolesnika sa najduzim trajanjem DFI, preko 24 meseca (Tabela 4.18.-4.).

Tabela 4.18.a-4. Povezanost vaskularne invazije ¢elija primarnog tumora

1 indeksa stimulacije VEGF

DFI <6 6-12 12-24 >24
X 0.813 2.078 2.629 4.834
SD 0414 2.352 2.943 3.786
med 0.750 1.280 1.125 3.190
SE 0.156 0.588 0.658 1.431
VEGF
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Grafik 4.18.a-4. Povezanost vaskularne invazije ¢elija primarnog tumora

1 indeksa stimulacije VEGF

Vrednost indeksa stimulacije VEGF znacajno su se razlikovale u odnosu na
duZinu trajanja remisije (Grafik 4.18.a.-4.). Vrednosti indeksa stimulacije bile su najnize
u bolesnika sa DFI manjim od 6 meseci, zna¢ajno manje od grupe bolesnika u kojih je
remisija trajala od 6 — 12 meseci (p=0.0383) 1 grupe sa DFI veéim od 24 meseca
(p=0.0023). Dalje, prosecne vrednosti indeksa stimulacije bile su manje u grupi gde je
DFI bio manji od 12 meseci u odnosu na vrednosti grupe gde je DFI ve¢i od 24 meseca
(p=0.0351). Konac¢no, vrednosti indeksa VEGF bile su znacajno manje u grupi u kojoj je
DFI bio manji od 24 meseci u odnosu na grupu sa DFI duzim od 24 meseca (p=0.0431).
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4.18.b. Ishod bolesti, tkivna ekspresija i serumske koncentracije VEGF
u bolesnika sa melanomom

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema ishodu bolesti (Tabela
4.18.b.-1.). Prosecne vrednosti stepena ekspresije VEGF bile su vece u uzorcima umrlih
bolesnika.

Tabela 4.18.b.-1. Povezanost ishoda bolesti
1 stepena tkivne ekspresije VEGF

ishod preziveli umrli
X 2.085 2.143
SD 0.988 0.964
med 2.000 2.000
SE 0.129 0.210
VEGF
4
o
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2
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0 000 —
preziveli umrli
bolesnici

Grafik 4.18.b.-1. Povezanost ishoda bolesti
1 stepena tkivne ekspresije VEGF

Vrednosti stepena tkivne ekspresije VEGF bolesnika nisu se znacajno razlikovale
bez obzira na ishod bolesti (Grafik 4.18.b.-1.).
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Takode, analiza broja VEGF+ c¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa
melanomom, pokazala je da su vece prosecne vrednosti detektovane u umrlih (Tabela
4.18.b.-2.).

Tabela 4.18.b.-2. Povezanost ishoda bolesti

1 broja VEGF + ¢elija
ishod preziveli umrli
X 2.305 2.333
SD 0.987 0.856
med 3.000 3.000
SE 0.129 0.187
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Grafik 4.18.b.-2. Povezanost ishoda bolesti
i broja VEGF + ¢elija u tumoru

Broj VEGF+ ¢elija nije se znacajno razlikovao u odnosu na ishod bolesti (Grafik
4.18.b.-2.).
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Vece prosecne vrednosti serumske VEGF detektovane su u uzorcima prezivelih
bolesnika (Tabela 4.18.b.-3.).

Tabela 4.18.b.-3. Povezanost ishoda bolesti

i koncentracije VEGF
ishod preziveli umrli
X 1366 732
SD 1217 410
med 995 637
SE 184 103
VEGF
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Grafik 4.18.b.-3. Povezanost ishoda bolesti
i serumske koncetracije VEGF

Vrednosti serumskog VEGF bile su znacajno vece u prezivelih bolesnika (Grafik
4.18.b.-3.).
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Analiza indeksa stimulacije, kao mera porasta koncentracije VEGF u serijskim
uzorcima istog pacijenta, pokazala je vece prosecne vrednosti indeksa stimulacije u
uzorcima prezivelih (Tabela 4.18.b.-4.).

Tabela 4.18.b.-4. Povezanost ishoda bolesti
1 indeksa stimulacije VEGF

ishod preziveli umrli
X 2.807 0.931
SD 3.011 0.268
med 1.505 0.975
SE 0.465 0.095
VEGF
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Grafik 4.18.b.-4. Povezanost ishoda bolesti
1 indeksa stimulacije VEGF

Vrednosti indeksa stimulacije VEGF bile su znacajno vece u prezivelih bolesnika
(Grafik 4.18.b.-4.).
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4.19. Faza rasta, tkivna ekspresija i serumske koncentracije VEGF u
bolesnika sa melanomom

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe sa horizontalnom ili vertikalnom
fazom rasta prema histoloSkom nalazu (Tabela 4.19.-1.). Prose¢ne vrednosti stepena
tkivne ekspresije VEGF bile su vec¢e u uzorcima bolesnika sa vertikalnom fazom rasta
tumora.

Tabela 4.19.-1. Povezanost faze rasta primarnog tumora
1 stepena tkivne ekspresije VEGF

faza rasta horizontalna vertikalna
X 1.857 2.123
SD 1.464 0.927
med 3.000 2.000
SE 0.553 0.109
VEGF
4
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Grafik 4.19.-1. Povezanost faze rasta primarnog tumora
1 stepena tkivne ekspresije VEGF

Vrednosti stepena tkivne ekspresije VEGF bolesnika izmedu grupa bolesnika sa
horizontalnom ili vertikalnom fazom rasta primarnog tumora nisu se znac¢ajno razlikovale
(Grafik 4.19.-1.).
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Takode, analiza broja VEGF+ c¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa
melanomom, pokazala je da su vece proseCne vrednosti detektovane u grupi sa
vertikalnom fazom rasta (Tabela 4.19.-2.).

Tabela 4.19.-2. Povezanost faze rasta primarnog tumora

1 broja VEGF + ¢elija
faza rasta horizontalna vertikalna
X 1.847 2.356
SD 1.464 0.888
med 3.000 3.000
SE 0.553 0.104
VEGF
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Grafik 4.19.-2. Povezanost faze rasta primarnog tumora

faza rasta tumora

i broja VEGF + ¢elija u tumoru

Broj VEGF+ ¢elija izmedu grupa bolesnika sa horizontalnom i vertikalnom fazom

rasta primarnog tumora nije se znacajno razlikovao (Grafik 4.19.-2.).
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Vecée proseCne vrednosti VEGF detektovane su u uzorcima bolesnika sa

vertikalnom fazom rasta primarnog tumora (Tabela 4.19.-3.).

Tabela 4.19.-3. Povezanost faze rasta primarnog tumora

i koncentracije VEGF
faza rasta horizontalna vertikalna
X 951 1196
SD 651 1135
med 699 932
SE 246 153
VEGF
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Grafik 4.19.-3. Povezanost faze rasta primarnog tumora

faza rasta tumora

i serumske koncetracije VEGF

Vrednosti serumskog VEGF bolesnika nisu se znacajno razlikovale izmedu grupa

sa horizontalnom 1 vertikalnom fazom rasta primarnog tumora (Grafik 4.19.-3.).
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Analiza indeksa stimulacije, kao mere porasta koncentracije VEGF u serijskim
uzorcima istog pacijenta, pokazala je najvece prosecne vrednosti indeksa stimulacije u
uzorcima bolesnika sa vertikalnom fazom rasta primarnog tumora (Tabela 4.19.-4.).

Tabela 4.19.-4. Povezanost faze rasta primarnog tumora
1 indeksa stimulacije VEGF

faza rasta horizontalna vertikalna
X 2.018 2.634
SD 1.797 2.973
med 1.360 1.320
SE 0.734 0.453
VEGF
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Grafik 4.19.-4. Povezanost faze rasta primarnog tumora
1 indeksa stimulacije VEGF

Vrednosti indeksa stimulacije VEGF nisu se znacajno razlikovale u odnosu na
fazu rasta primarnog tumora (Grafik 4.19.-4.).
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Tkivna ekspresija i serumske koncentracije VEGF u bolesnika sa melanomom

Povezanost klinickih stadijuma bolesnika sa melanomom sa tkivnom ekspresijom i serumskim
koncentracijama VEGF

Povezanost histoloskih stadijuma bolesnika sa melanomom sa tkivnom ekspresijom i serumskim
koncentracijama VEGF

Anatomska lokalizacija primarnog melanoma, tkivna ekspresija i serumske koncentracije VEGF
u bolesnika sa melanomom

Tip Sirenja primarnog tumora, tkivna ekspresija i serumske koncentracije VEGF u bolesnika sa
melanomom

Povezanost histoloskog tipa melanoma sa tkivnom ekspresijom i serumskim koncentracijama
VEGF

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

Mitotska aktivnost u primarnom tumoru, tkivna ekspresija i serumske kocentracije VEGF
Vaskularna invazija, tkivna ekspresija i serumske koncentracije VEGF u bolesnika sa

melanomom

Infiltracija tumora limfocitima, tkivna ekspresija i serumske koncentracije VEGF u bolesnika sa
melanomom

Povezanost Breslow indeksa sa tkivnom ekspresijom i serumskim koncentracijama VEGF
Povezanost Clark indeksa sa tkivnom ekspresijom i serumskim koncentracijama VEGF

Ulceracija u primarnom tumoru, tkivna ekspresija i serumske koncentracije VEGF u bolesnika sa
melanomom

Regresija primarnog tumora, tkivna ekspresija i serumske koncentracije VEGF u bolesnika sa
melanomom

Prisustvo melanofaga u primarnom tumoru, tkivna ekspresija i serumske koncentracije VEGF u
bolesnika sa melanomom

Prisustvo melanofaga u tumorskoj stromi, tkivna ekspresija i serumske koncentracije VEGF u
bolesnika sa melanomom

Metastatska bolest, tkivna ekspresija i serumske koncentracije VEGF u bolesnika sa melanomom

Kontrolne grupe
DFI i tok bolesti

Horizontalna vs vertikalna faza rasta
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5.1. Tkivna ekspresija, broj VEGF pozitivnih ¢elija u uzorcima tumora i

serumske koncentracije VEGF u bolesnika sa melanomom

U ovom radu analizirani su tkivni uzorci 1 uzorci seruma 87 pacijenata sa kutanim
melanomom u razli¢itim klinickim stadijumima bolesti (22 u I, I8 uIl, 27 u lll1 20 u IV
stadijumu bolesti), zatim uzorci 20 pacijenata sa displasticnim mladezima i uzorci 20
pacijenata sa benignim melanocitnim nevusima kao kontrolnim grupama. U tkivnim
uzorcima imunohistohemijski je odreden stepen ekspresije VEGF kao i procenat
tumorskih ¢elija u kojima se ispoljava VEGF a u uzorcima seruma koncentracija VEGF.

U literaturi se rezultati tkivne ekspresije VEGF uglavnom porede sa
histopatoloskim stadijumom bolesti a ne sa klinickim stadijumom bolesti. U radovima
Gajanin 1 sar.(149) koriS¢en je drugaciji sistem za procenu tkivne ekspresije VEGF.
Naime, uzorci pacijenata su klasifikovani kao uzroci sa niskom ekspresijom (Sto
odgovara stepenu 0 i 1 standardnog skoriranja), odnosno uzorci sa visokom lokalnom
VEGF ekspresijom (stepen 2 i 3 standardnog skoriranja). Gajanin i saradnici su nasli da
je 38% bolesnika imalo nisku ekspresiju u odnosu na 62% bolesnika sa visokom
ekspresijom VEGF. Rajabi 1 saradnici su koristili standardnu skalu procene
imunohistohemijskog skoriranja 1 nasli da je eskpresija VEGF-a imala slede¢u
distribuciju 51,4% (0), 8,1% (1+), 27% (2+) i 13,5 (3+) (162).

U nasem radu pacijenti su poredeni po klinickom stadijumu bolesti i evidentno je
da su u sva Cetiri stadijuma bolesti prosecne vrednosti intenziteta ekspresije VEGF iznad
1,5 $to se moze objasniti ¢injenicom da smo mi analizirali uglavnom pacijente kod kojih
je primarni tumor bio u vertikalnoj fazi rasta za razliku od analiziranih pacijenata u
pomenutim radovima. Poveéana ekspresija VEGF u melanomskim ¢elijama se u brojnim
studijama povezuje sa prelaskom iz horizontalne u vertikalnu fazu rasta
(149,163,164,165,166,167). Kako je samo kod 6 pacijenata iz I klinickog stadijuma
(27%) 1 1 iz 1I klinickog stadijuma (5%) tumor bio u horizontalnoj fazi rasta, mozemo
zakljuciti da je kod vecine analiziranih pacijenata iz ove grupe vec doslo do angiogenog
switch-a 1 pojacane sinteze VEGF 1 da je zbog toga intenzitet obojenosti melanomskih

¢elija u I grupi ¢ak ve¢i nego u II klinickom stadijumu.
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Osim toga treba uzeti u obzir i mnoge druge razlike izmedu analiziranih
pacijenata u razliitim studijama (histoloski tip melanoma, debljina tumora, prisustvo
mitoza, anatomska lokalizacija primarnog tumora...) S§to ¢e biti razmatrano u narednim
poglavljima diskusije.

U naSoj studiji su ispitanici iz kontrolnih grupa imali prose¢nu vrednost
intenziteta VEGF u promeni 0.333+0.483 za pacijente sa benignim nevusima,
0.381+£0.498 za pacijente sa displasticnim nevusima za razliku od pacijenata sa
melanomom koji su imali 2.12740.952.

Od analiziranih 87 pacijenata sa melanomom, 5 (2 u I stadijumu, 2 u Il'i 1 u III
stadijumu) je bilo potpuno negativno na VEGF imunohistohemijski §to predstavlja 5,7%
dok je u radu Konstatina i sar. iz 2011. negativno bilo 13,69% (168). Medutim za razliku
od naSih rezutata u kontrolnoj grupi u navedenom radu je u grupi pacijenata sa
displasti¢nim nevusima ¢ak 75% imalo slabu bojenu reakciju na VEGF u pojedinacnim
¢elijama. Kada se govori o pozitivnosti VEGF u benignim melanocitnim lezijama
misljenja su podeljena. Neki autori smatraju da intenzitet pozitivnosti zavisi od prirode
melanocitne lezije 1 da benigne lezije imaju nizak nivo ekspresije VEGF u odnosu na
maligne melanocitne promene (169). Pisacane i sar. su u radu iz 2005. dobili pozitivau
reakciju na VEGF kod cak 91% analiziranih nevusa (170). Einspahr i sar. mnozeci
vrednosti za intenzitet obojenosti na VEGF 1 broj pozitivnih ¢elija na VEGF nalaze
statisti¢ki znacajnu razliku u VEGF ekspresiji izmedu benignih nevusa gde je ekspresija
niska ili odsutna (3.4+/-1.4), znacajno veca kod displasti¢nih nevusa DN (41.0+/-10.1;
P=.0003 za BN vs DN), i dalje znacajno povecana kod primarnih melanoma (119.9+/-
28.3; P =0 .06 za DN vs melanomi) (171). U nasoj studiji su ispitanici iz kontrolnih grupa
imali prose¢nu vrednost intenziteta VEGF u promeni 0.333+0.483 za pacijente sa
benignim nevusima, 0.381+0.498 za pacijente sa displasticnim nevusima za razliku od
pacijenata sa melanomom koji su imali 2.127+0.952.

Za razliku od njih u radu Simoneti 1 sar. nije utvrdena ni najmanja pozitivnost na
VEGF u ¢elijama benignih melanocitnih nevusa, atipi¢nih melanocitnih nevusa ili Spitz
nevusa (172). Ovakva odstupanja u rezultatima razliCitih studija se mogu objasniti

varijacijama u imunohistohemijskim bojenjima na VEGF. Razli¢ite laboratorije koriste
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antitela razli¢itih proizvodaca koja se razlikuju po oznaci klona, nac¢inu demaskiranja
epitopa propisanom za dati antigen, zatim primenjenom sistemu za vizuelizaciju,
hromogenu a pre svega razlikuju se nacini primarne obrade tkivnih uzoraka (vrsta
fiksativa, naj¢es¢e je to formalin ali postavlja se pitanje koncentracije primenjenog
rastvora za fiksaciju, da li je puferisan ili ne, duzine fiksacije...). Formalin kao aldehidni
fiksativ umrezava sa Ca 2" jonima epitope tkivnih antigena, pa se nacin demaskiranja
epitopa mora standardizovati radi optimalne i kvalitativne i kvantitativne detekcije
zeljenog antigena. To je posebno izrazeno kada se govori o antigenima koji se u tkivu
nalaze u malim koncentracijama ili su osetljivi na razli¢ite tehnoloske postupke u
rutinskoj obradi tkivnih uzoraka kao sto je slucaj sa VEGF (173).

U nasem radu smo analizirali serumske koncentracije VEGF prema stepenu
tkivne ekspresije i utvrdili da su serumske vrednosti najniZze u grupi sa negativnom
tkivnom ekspresijom (421 pg/ml) a da su u svim grupama sa pozitivnom tkivnom
ekspresijom prose¢ne vrednosti serumskog VEGF visoke i to iznad 1000 pg/ml.
Ocekivano, vrednosti VEGF bile su znacajno vece u uzorcima bolesnika sa melanomom
u odnosu na kontrolne uzorke (zdravih dobrovoljnih davaoca krvi). Ovi rezultati se
uklapaju sa literaturno objavljenim podacima koji govore da postoji razlika u serumskoj
koncentraciji VEGF izmedju pacijenata sa primarnim 1 metastaskim melanomom i
zdravih pojedinaca i da ta razlika korelira statisticki znacajno sa Breslow indeksom (P =
0.045) 1 brojem mitoza (0.039) ali da nema pozitivne korelacije sa stadijumom bolesti
(150).

Medjutim, treba napomenuti da postoje i rezultati studija koji pokazuju da postoji
korelacija povecanih vrednosti VEGF sa progresijom bolesti, stadijumom bolesti i
ukupnim prezivljavanjem pacijenata (174,175).

Rezultati dobijeni analiziranjem indeksa porasta koncentracija VEGF u serijskim
uzorcima pacijenata pokazali su da je on najnizi kod pacijenata sa odsutnom tkivnom
ekspresijom VEGF a da je najvisi u grupi sa intermedijarnom tkivnom ekpresijom, kao i
da je indeks porasta detektovan kod vecine ispitanih pacijenata. Porast serumskih
vrednosti VEGF u serijskim uzorcima moze da indicira razvoj metastaza. Na vrednosti
serumskih koncentracija VEGF uticu i peritumorske stromalne koncentracije za koje su

Bolander i sar. utvrdili pilot studijom iz 2007. da postoperativno dolazi do njihovog
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porasta u zavisnosti od inicijalnog tumorskog stadijuma (174). Postoje brojni dokazi da
je maligna alteracija ¢elija pod uticajem i kontrolom kompleksnih interakcija izmedu
komponenti strome, tumorskih ¢elija 1 ekstracelularnog matriksa. Rast tumora, progresija
1 metastaziranje obuhvataju modulaciju komponenti tumorske strome, ukljucujuci
vaskulaturu, éelije vezivnog tkiva i ¢elije imunskog sistema, formiraju¢i "reaktivnu
stromu"(176,177,178). Ova interakcija je reciprotna 1 reaktivna stroma postaje
esencijalna za razvoj tumora. Mehanizam nije potpuno objasnjen ali podaci ukazuju da
faktori rasta, adhezivni molekuli i proteini ekstracelularnog matriksa koje parakrino luce
stromalne ¢elije, moduliraju tumorski rast, pokretljivost ¢elija, rezistenciju na apoptozu i
osetljivost na hemoterapiju (179). VEGF je ukljucen u ovaj proces, pojac¢avajuéi tumorski
rast 1 metastaziranje kroz mehanizme neovaskularizacije kojim je omoguéeno
snabdevanje krvlju tumorskog tkiva (180). Podaci dobijeni koriS¢enjem tehnike
mikroerejem IHH pokazuju da postoji znacajna razlika ispoljavanja VEGF, VEGFRI i
VEGFR?2 izmedju metastaza i prim tumora (Mehnnert i sar. (181)).

5.2. Povezanost klinickih stadijuma bolesnika sa melanomom sa tkivhom

ekspresijom i serumskim koncentracijama VEGF

Poredenjem vrednosti intenziteta tkivne ekspresije VEGF u odnosu na klinicki
stadijum bolesti utvrdili smo da su bile najveée u IV stadijumu bolesti kod bolesnika sa
potpuno diseminovanim melanomom a onda kod pacijenata u I stadijumu bolesti. Ovo
ide u prilog ve¢ pomenutoj tvrdnji da u pocetnoj fazi bolesti tumor na molekularnom
nivou priprema svoje neposredno okruzenje za sledeu fazu rasta izmedu ostalog
aktiviranjem sinteze aktivatora angiogeneze.

Poredenjem procenta tumorskih ¢elija pozitivnih na VEGF u uzorcima bolesnika
sa melanomom dobijeni su identi¢ni rezultati. U bolesnika u IV stadijumu bolesti je
detektovan najve¢i procenat pozitivnih ¢elija a zatim kod pacijenata u I kliniCkom
stadijumu bolesti.

Analiziranjem serumskih vrednosti VEGF u odnosu na klinicki stadijum bolesti
najvece prosecne vrednosti registrovane su kod pacijenata u I klini¢kom stadijumu bolesti

(1400 pg/ml) , pa zatim kod pacijenata u III kliniCkom stadijumu bolesti (1361pg/ml),
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kod kojih dolazi do lokalnog Sirenja bolesti. Takode su u svakom klinickom stadijumu
kod pacijenata B podgrupe u odnosu na A podgrupu detektovane vece vrednosti. U radu
Pelletier 1 sar. dobijena je statisticki znacajna razlika medju uzorcima pacijenata u I, I 1
III klinickom stadijumu vs. pacijenata u IV, ali ne i izmedu pacijenata u I, II 1 III
stadijumu (180).U radu Ascierto P. i sar. iz 2004. gde je analizirano 33 bolesnika u
razli¢itim klini¢kim stadijumima bolesti, najve¢e vrednosti (najveéi procenat pacijenata
sa serumskim vrednostima koncentracije VEGF >300pg/ml imali su pacijenti u III
klinickom stadijumu bolesti (6/8), dok je u ovom radu analizirano samo 3 pacijenta u |
klinickom stadijumu bolesti i oni su imali vrednosti VEGF<300pg/ml kao i 7/11
pacijenata u IIA 1 3/4 pacijenata u IIB stadijumu bolesti (24). Ugurel 1 sar. su studijom
koja je obuhvatila 125 bolesnika u I, II 1 II klinickom stadijumu melanoma dobili
najvece prosecne vrednosti serumske koncentracije VEGF kod pacijenata u III stadijumu
bolesti (577.4+£57,9 pg/ml, p<0.005) (154). Moguce objasnjenje za vece koncentracije
serumskog VEGF kod pacijenata iz nase studije moze biti prevalenca pacijenata sa
tumorom u vertikalnoj fazi rasta ili ¢ak i ve¢i Breslow indeks koji u poslednjoj referenci
nije naveden.

Uocljivo je da nema objavljenih radova u kojima su kad pacijenata sa
melanomom analizirane istovremeno i tkivna ekspresija VEGF i serumske vrednosti
VEGEF. Objavljeni radovi se bave ili jednim ili drugim pitanjem, a najveci broj radova u
kojima se analizira serumska koncentracija VEGF je uraden za melanom oka
(182,183,151). U radu Barak i sar. analizirane su koncentracije serumskog VEGF kod 23
pacijenta sa melanomom oka od kojih ni jedan nije razvio metastaze u roku od 5 godina
nakon postavljanja dijagnoze, u vreme postavljanja dijagnoze, ubrzo nakon tretmana i tri
godine kasnije i1 poredeni su sa serumskim VEGF nivoima 39 pacijenata sa metastazama,
58 bolesnika sa desetogodisnjim DFI intervalom, i 23 zdrave osobe. Razlike u
vrednostima VEGF medu pojedinina¢nim pacijentima su bile velike (npr. opseg vrednosti
za metastatske pacijente je bio 46-1892 pg/ml). Srednja vrednost £ SD za kontrolnu
grupu, 10gDFI, i metastatsku grupu su bile: 329.65+£190.0, 407.66+261.9 1 453.524+270.2,
redom (p=0.2456). Serumske vrednosti VEGF rastu znac¢ajno nakon razvoja metastaza.
Medutim veoma velike razlike u vrednostima VEGF izmedu pacijenata onemogucavaju

determinisanje bilo kakve prelomne tacke koja bi govorila sa sigurno$¢u o metastatskom

strana 126



Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

statusu individualnog pacijenta na osnovu vrednosti VEGF samo jednog uzorka seruma.
Zakljucak ove studije je da povecanje VEGF u serijskim uzorcima seruma pacijenta moze
da govori u prilog razvoju metastaza (151). Mi nismo uspeli da detektujemo statisticki
znacajnu razliku u proseCnim serumskim vrednostima bolesnika sa metastatskim

melanomom u odnosu na prose¢ne vrednosti bolesnika sa lokalizovanom boles¢u.

5.3. Povezanost histoloSkih stadijuma bolesnika sa melanomom sa

tkivnom ekspresijom i serumskim koncentracijama VEGF

Analizom povezanosti histoloSkog stadijuma bolesnika sa melanomom sa
stepenom tkivne ekspresije VEGF, najvise prose¢ne vrednosti stepena ekspresije VEGF
detektovali smo u bolesnika sa T2a 1 T3b histoloSkim stadijumom pa zatim u T4b
stadijumu. Znacajne prosecne vrednosti stepena tkivne ekspresije detektovane su i u
uzorcima bolesnika sa najranijim histoloskim stadijumom, T1a, dok su najnize prosecne
vrednosti detektovane u grupi bolesnika T3a stadijuma. U radu Gajanin i sar. najvise
vrednosti za intenzitet tkivne ekspresije VEGF dobijene su u grupi bolesnika u T4b
(3std=53%, 2std=13%) 1 u grupi T3b (2std=83%, 3std=17%) 1 utvrdjena je statisticki
znacajna razlika u nivou ekspresije VEGF 1 pT stadijuma melanoma (p<0.05). Ovi autori
su utvrdili da melanomi u visem pT stadijumu bolesti pokazuju veci stepen ekspresije
VEGEF (skor 2 i 3)(149). Razlike u dobijenim rezultatima se mogu objasniti ¢injenicom
da smo mi analizirali uglavnom pacijente kod kojih je primarni tumor ve¢ bio u
vertikalnoj fazi rasta za razliku od analiziranih pacijenata u pomenutom radu, kao i
razlikama u nacinu statistiCke obrade rezultata. Takode u pomenutoj studiji prosecna
debljina tumora po Breslow-u je bila 7,09 mm dok je u naSoj studiji iznosila 4,34mm, a
kada se govori o procentualnoj zastupljenosti razlicitih histoloskih tipova melanoma ona
je takode razlicita. U studiji Gajanin 1 sar. nodularni melanomi su bili zastupljeni u 80%
sluc¢ajeva, superficijalno Sire¢i melanomi SSM u 15% i lentigo maligna u 5% dok je u
nasoj studija struktura histoloskih tipova ispitanih melanoma bila nodularni 23%,
superficijalno Sire¢i 73%, lentigo maligna 4% 1 amelanoti¢ni melanom 1%. Ove razlike
takode mogu biti jedan od razloga za razliciti intenzitet tkivne ekspresije VEGF u ove

dve studije.
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Analizom broja VEGF+ tumorskih ¢elija u odnosu na pT stadijum dobijena je
sli¢na zavisnost, najviSe prose¢ne vrednosti detektovane su u grupi sa T2a i T3b
stadijumom pa zatim u grupi sa T4b stadijumom. NajniZze vrednosti su dobijene u grupi
sa T2b stadijumom. U radu Rajabi i sar. nije radjena korelacija broja VEGF+ tumorskih
¢elija prema pT stadijumu vec su dobijene vrednosti prikazane u obliku procentualne
zastupljenosti (162). Oni su utvrdili da je u njihovoj studiji 54 % (20 pacijenata) imalo
vrednosti broja pozitivnih tumorskih celija 2+ 1 3+ a 46% (17 pacijenata) je imalo
vrednost 1+. U naSoj studiji 12,66% procenata ispitanih bolesnika je imalo vrednost
VEGF pozitivnih tumorskih ¢elija 1+ dok je ¢ak 79.75% imalo vrednost 2+ i 3+. Ovo se
takode mode objasniti razli¢itim prosecnim vrednostima za Breslow indeks 1.84 u radu
Rajabi 1 sar. 1 4,34 u nasoj studiji, kao 1 razli¢itom zastupljenos¢u histoloskih tipova
melanoma u ove dve studije (Rajabi 1 sar. 43,2% SSM, 24.3% nodularni, 18.9% lentigo
maligna i 13.5% acral lentigo maligna) (162).

Analiza povezanosti histoloskog stadijuma primarnog tumora sa serumskim
koncentracijama VEGF pokazala je da su najve¢e vrednosti VEGF detekovane u
uzorcima bolesnika sa T2b, T2a i T3b stadijumima, ali opet sa visokim koncentracijama i
u Tla grupi. NajniZe prosecne vrednosti detektovane su u T1b i T3a grupi. Kao $to smo
vec istakli, prosecne serumske vrednosti svih bolesnika sa melanomom bile su veée od
kontrolne grupe.

U radu Pelletier 1 sar iz 2005. utvrdene su visoke vrednosti za nivo VEGF u
serumu pacijenata sa melanomom u odnosu na kontrolnu grupu ali nije utvrdena veza
izmedju bazalnog nivoa VEGF 1 progresije bolesti (180). Osim toga u pracenju pacijenata
VEGF je pokazao nisku senzitivnost (57.1%), specificnost (78%), 1 pozitivnu prediktivnu
vrednost (34.5%), dok je negativna prediktivna vrednost bila visoka 90%. Takode
zakljucak ove studije je bio da se nivoi serumskog VEGF znacajno povecavaju kod
pacijenata sa melanomom ali i da se odsustvo povecanja nivoa VEGF u serumu poklapa

sa periodima remisije.

Analiza indeksa stimulacije, kao mera porasta koncentracije VEGF u serijskim
uzorcima istog pacijenta, pokazala je najvece prosecne vrednosti indeksa stimulacije u
bolesnika T3b grupe. Prose¢ne vrednosti indeksa su ocekivano bile visoke u uzorcima

T4a i1 T4b grupe, ali i u uzorcima T2a grupe.
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5.4. Anatomska lokalizacija primarnog melanoma, tkivna ekspresija i

serumske koncentracije VEGF u bolesnika sa melanomom

Analizirajuéi rezultate tkivne ekspresije VEGF u bolesnika sa melanomom prema
lokalizaciji primarnog tumora utvrdili smo da su najvece prose¢ne vrednosti detektovane
kod pacijenata sa melanomom lokalizovanom na glavi, pa zatim na stopalu, na trupu i
na nozi, dok je u lezijama na ruci bila potpuno odsutna ekspresija VEGF.

U ranije objavljenim radovima uofena je povezanost razliCite anatomska
lokalizacije melanoma sa divergentnim putanjama razvoja i razli¢itim uticajem etioloskh
faktora u odnosu na anatomsku lokalizaciju, pol, istorijat viSestrukih ozbiljnih opekotina
od sunca,broj nevusa, kosmatost regije, broj melanocita, prisutnost mastocita
(184,185,186,187,188,189,190,191,192,193).

Koza na glavi je kosmatija, ima najvecu gustinu melanocita (pa zatim udovi, pa
trup) (185). Osim toga koza na glavi spada u regije koje su permanentno izlozene UV
zracenju. Najveci broj slu¢ajeva melanoma kod muskaraca je lokalizovan na glavi i vratu
1 na trupu a kod Zena na donjim ekstremitetima, Sto reflektuje razli¢it nacin izlaganja
suncu izmedu polova (155).

Angiogeneza u kozi je normalna pojava u vreme embionalnog i fetalnog razvoja,
dok se sekundarna angiogeneza u adultnoj kozi deSava u patoloskim uslovima (zarastanje
rana, hiperproliferativne inflamatorne bolesti koze 1 kod razli¢itih tumora)
(194,195,196,197,198) i u fizioloSkim uslovima vezanim za ovarijalni i endometrijalni
ciklus kao i za period laktacije u mle¢nim Zlezdama (199,200).

Medutim, postoji jo§ jedan fizioloski fenomen koji je vezan za angiogenezu u
adultnom uzrastu. Utvrdeno je da VEGF ima vaznu funcionalnu ulogu u biologiji dlake 1
identifikovan je parakrini mehanizam kojim proliferativni epitel folikula dlake iako sam
po sebi nije vaskularizovan, indukuje vaskularizaciju zbog povecanih nutritivnih potreba
u vreme anagen faze rasta (201). Rast dlake je zavisan od VEGF indukovane
perifolikularne angiogeneze preko folikularnih dermalnih papila koje produkuju

angiogene faktore. Ovo je jedan od razloga koji bi mogao da objasni visoke vrednosti
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tkivne ekspresije VEGF kod melanoma lokalizovanih na glavi ali takode i veliki broj
mastocita.

Utvrdeno je kod melanoma, da peritumorska akumulacija mastocita i posledi¢no
oslobadanje potentnih angiogenih faktora kao Sto je VEGF dovodi do stimulacije
angiogeneze 1 progresije tumora (186).

Koza glave sadrzi najveéi broj melanocita, gusto rasporedenith. Melanociti su
vrsta dendritiénih Celija koji se u kozi nalaze na granici izmedu epiderma 1 derma i
svojim nastavcima dodiruju brojne keratinocite. Preko ovih nastavaka se prenosi melanin
koji sintetiSu melanociti. Ovi meducelijski kontakti stimuliSu proliferaciju i1
diferencijaciju melanocita preko faktora rasta koje stimuliSu keratinociti (204). Glavna
uloga melanina je zaStita ¢elija od UV zracenja. Kako je koza glave permanentno
izlozena UV zraenju, melanociti na glavi su evolutivno adaptirani na uticaj tog zracenja.
Medutim kada dode do maligne alteracije melanocita na kozi glave, obzirom na njihovu
veliku prisutnost u ovoj regiji, kao i na dodatne uticaje mastocita, kosmatosti, i prisustva
melanocita 1 u folikulima dlake, logicno je da ¢e 1 sinteza VEGF biti ve¢a nego u drugim
regijama. U studiji Callender i sar. se navodi da pacijenti sa melanomima glave i vrata
imaju goru prognozu od pacijenata sa primarnim melanomima na drugim anatomskim
lokalizacijama 1 da to predstavlja izazov u hirurSkom zbrinjavanju lokoregionalne bolesti
kod ovih pacijenata. Oni takode smatraju da pacijenti sa melanomima glave 1 vrata zbog
agresivnosti bolesti, mogu da imaju puno koristi od ¢es¢eg i potpunijeg pracenja (155).

Kada se govori o melanomima stopala, situacija je neSto drugacija. Ovde nema
izlozenosti UV zracenju, kao ni kosmatosti i broj melanocita je mali. Ali koza na
stopalima ima jako zadebljali epiderm. Mogucée je da zbog toga kada dode do maligne
alteracije melanocita 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 VEGF, i relativno loSa prognoza u melanomima trupa
se mozda mogu povezati sa multiplim limfnim basenima za drenazu (205).

Smatra se da pacijenti sa melanomima gornjih ekstremiteta imaju najbolje

javljaju na pregled u ranijim fazama bolesti kada su melanomi jo§ uvek tanki (186). U
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nasoj studiji imali smo samo 4 pacijenta sa melanomima lokalizovanim na ruci, i pri tome
su bili u pocetnoj fazi bolesti, pa se tako moze objasniti vrednost VEGF 0.

Analizom broja VEGF+ ¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom,
utvrdili smo da su najviSe prosecne vrednosti detektovane u grupi pacijenata sa
melanomom lokalizovanom na glavi, pa zatim na stopalu, na trupu i na nozi, dok je u
lezijama na ruci bila potpuno odsutna ekspresija VEGF, §to se poklapa sa rezultatima za
intenzitet VEGF u tumoru.

Gajanin 1 sar.(149) su u radu iz 2010. analiziranjem vrednosti intenziteta VEGF u
melanomima razli¢ite anatomske lokalizacije dobili drugacije rezultate od nas.
Prevodenjem procentualne zastupljenosti kako su oni izrazili dobijene vrednosti u srednje
vrednosti ekspresije VEGF, najvecu prosecnu vrednost VEGF kod njih imali su pacijenti
sa melanomom na ekstremitetima (2.36) pa oni sa melanomom na trupu (1,81) 1 na kraju
oni koji su imali melanom na glavi ili vratu (1.58). Moguce objaSnjenje za razlike u
ekspresiji mogu biti: mnogo manji broj pacijenata u pomenutoj studiji, vec¢i broj
pacijenata sa tumorom u horizontalnoj fazi rasta, manja prose¢na debljina tumora po
Breslow-u.

Analizanjem povezanosti anatomske lokalizacije primarnog tumora sa serumskim
koncentracijama VEGF u naSoj studiji pokazalo se da su najveée vrednosti VEGF
detekovane u grupi bolesnika sa melanomom trupa (1410 pg/ml), pa nogu (1095 pg/ml),
zatim stopala (987 pg/ml), glave (970 pg/ml) dok su najnize vrednosti detektovane u
grupi sa melanomom na rukama (465 pg/ml). U studiji Ascierto i sar. (154) najvece
serumske koncentracije VEGF su registrovane u grupi pacijenata sa melanomom na
ektremitetima (7 pacijenata sa vrednostima VEGF>300pg/ml), pa zatim u grupi
pacijenata sa melanomima na trupu (6 pacijenata sa vrednostima VEGF>300pg/ml) i na
kraju pacijenti sa melanomom na glavi (0 pacijenata). U ovoj studiji analizirano je samo
33 pacijenata za razliku od naSe studije koja je obuhvatila 87 pacijenata.

Analiza indeksa stimulacije, kao mera porasta koncentracije VEGF u serijskim
uzorcima istog pacijenta, pokazala je najvece prosecne vrednosti indeksa stimulacije u
bolesnika sa lokalizacijom melanoma na glavi, dok su najmanje vrednosti detektovane u

uzorcima bolesnika u kojih je melanom bio lokalizovan na ruci ili stopalu, $to donekle
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odgovara tvrdenjima sa pocetka poglavlja vezanim za pacijente sa melanomima glave i

stopala.

5.5. Tip Sirenja primarnog tumora, tkivha ekspresija i serumske

koncentracije VEGF u bolesnika sa melanomom

Maligni tumori se mogu Siriti na razliite nacine: rasejavanjem po telesnim
dupljama (tumori koji urastaju u telesne Supljine, npr. tumori jajnika), limfogeno
(karcinomi), hematogeno (sarkomi) ili i limfogeno i hematogeno (obzirom da postoje
brojne anastomoze izmedu krvnog i limfnog sistema svi maligni tumori se mogu $iriti 1
na ovaj nacin). Postavlja se pitanje koji faktori odreduju nacin na koji ¢e tumorske celije
biti diseminovane? Svakako razlike u proliferativnoj sposobnosti tumorskih ¢elija na
udaljenim mestima (PadZetova hipoteza «seme i zemljiSte» “seed and soil”) 1 teSkoce
koje tumorske ¢elije imaju da bi uspostavile sekundarni rast, mogu da objasne zasto
manje od 0.01% cirkuliSu¢ih tumorskih ¢éelija uspe da formira metastaze (206,207,208).
Medutim, Sta onemogucava tumorske celije da uspeSno metastaziraju nije jo§ uvek
potpuno razjasnjeno. lako odredene genetske studije sugeriSu da udaljene metastaze
ostaju slicne ¢elijama primarnog tumora (209,210), druge studije ukazuju da je ekspresija
odredenih gena izmenjena u metastatskim ¢elijama (211,212, 213). Izmenjena ekspresija
ograni¢enog broja gena moze da proizvede subpopulaciju ¢elija potpuno kompetentnih za
metastaziranje (214).

Osim toga izracunato je u studiji Butler-a i sar. iz 1975. da se neefikasnost
metastaziranja nadoknaduje ogromnim brojem tumorskih ¢elija koje ulaze svakodnevno u
sistemsku cirkulaciju i da on iznosi oko 4x10° tumorskih ¢elija po gramu primarnog
tumora (215).

Da bi metastazirale tumorske ¢elije moraju da se odvoje od primarnog tumora i
udu u krvne sudove i limfatike. Celije tumora vezivnog tkiva migriraju individualno dok
melanomske 1 karcinomske ¢elije migriraju grupno (216). Stromalne celije kao Sto su
fibroblasti 1 makrofagi uticu na metastaziranje jer izlucuju faktore rasta (EGF, FGF-1,
VEGF), matriks metaloproteinaze i hemotakticke/promigratorne faktore (hemokine)

(216,217).
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Otkacene tumorske celije se mogu diseminovati kroz vensku cirkulaciju (limfatici
se dreniraju u venske sudove, naj¢es¢e kroz levi limfati¢ni dukus (torakalni duktus) ili
kroz desni limfati¢ni duktus pa zatim u venu subklaviju. Citavim putem, limfa se filtrira
kroz limfne ¢vorove. Tumori se najces¢e Sire u najblize drenirajuée (sentinel-strazarske)
limfne ¢vorove pa zatim u udaljenije (217). Ukoliko je sentinel limfni ¢vor bez metastaza
najverovatnije je i da su udaljeni limfni ¢vorovi bez metastaza (218). Da li ¢e tumorske
¢elije prodreti u krvne ili limfne sudove zavisi profila produkovanih hemotaktickih
faktora, angiogenih faktora i od fizickih ograni¢enja nametnutih invazivnom tumoru.
Limfnim kapilarima nedostaju ¢vrsti interendotelijalni spojevi koji se tipi¢no vidaju u
krvnim sudovima, kao i okolni pericitno/glatko misi¢ni sloj i bazalne membrane. To ¢ini
limfatike mnogo viSe propustnim u odnosu na krvne sudove i samim tim slabijom
barijerom za intravazaciju tumorskih ¢elija (219). Osim toga dostupnost krvne ili limfne
vaskulature takode uti¢e na metastaziranje. Krvni 1 limfni sudovi dele zajednicko
embrionalno poreklo i reaguju na mnoge slicne faktore rasta: VEGF-A, VEGF-C, VEGF-
D, FGF2, PDGF-B, HGF 1 dr. (220). Stoga je za o¢ekivanje da tumori uporedo indukuju
limfangiogenezu i angiogenezu (99).
Ali iz nedovoljno poznatih razloga ovo Cesto nije slucaj. ProliferiSuc¢i limfni sudovi su
detektovani kod melanoma (99), kao i kod skvamoznih tumora glave i vrata (221),
tumora dojke, dok je kod drugih kancera to slabo dokumentovano.
Mogu¢i razlog zbog Cega se u nekim tumorima ne javljaju proliferiSu¢i intratumorski
limfatici je prisustvo antilimfangiogenih faktora (221,222). Pokazano je da alternativnim
isecanjem (splicing) VEGF gena u terminalnom egzonu nastaju dve familije izoformi ,
angiogena VEGFxxx i anti-angiogenaVEGFxxxb (223). Ekspresija VEGFxxxb inhibira
metastaziranje tumora direktnim uticajem na pokretljivost tumorskih ¢elija ili na njihovu
adheziju do sada nedovoljno istrazenim mehanizmom (223). Inhibicija angiogeneze
ekspresijom VEGFxxxb je odgovorna za prevenciju metastaziranja melanoma
limitiranjem veli¢ine tumora nezavisno od debljine (224). Ekspresija VEGF165b inhibira
glavnu putanju metastatskog Sirenja preko limfatika inhibicijom limfangiogeneze.
Povecana vaskularna propustljivost indukovana VEGFxxx izoformom povecava

verovatnou metastaziranja kao 1 kombinacija svih navedenih faktora. Sinteza
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VEGFxxxb proteina je nishodno regulisana u metastatskim melanomima ali ne i u
nemetastatskim melanomima, ali mehanizam nije dovoljno istrazen.

Melanomi koze primarno metastaziraju u limfne ¢vorove 1 indukuju limfangiogenezu
najveéim delom na granici tumor-stroma. Vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF)-C,
koji oslobadaju melanomske celije 1 makrofagi oko i u tumoru, predstavlja glavni
limfangiogeni faktor kod melanoma. Nedavno je otkriveno da tumori mogu da indukuju
premetastatske niSe indukcijom rasta limfnih sudova u sentinel limfnim ¢vorovima cak i
pre metastaziranja i da limfangiogeneza u limfnim ¢vorovima ubrzava metastatsko Sirenje
(225). Ovi aktivirani limfatici predstavljaju potencijalne dijagnosticke i/ili terapeutske
mete za sprecavanje nastanka metastaza.

Jedna od najvecih enigmi 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 (226). 1889. godine je Stephen
Paget nakon analize 900 autopsija predlozio hipotezu »seme i zemljiSte» da bi objasnio
ovaj fenomen (226). 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
prognosti¢ku vrednost kod melanoma. Kozne metastaze, podkozne i metastaze u limfne
¢vorove su udruzene sa duzim prezivljavanjem nego visceralne metastaze. Stoga je AJCC
(American Joint Committee on Cancer) subklasifikovao metastaze u Mla za udaljene
kutane, subkutane i metastaze u limfne ¢vorove, MI1b za pluéne metastaze, 1 Mlc za
metastaze u druge organe (85).

Poslednjih godina utvrdeno je da hemokini i njihovi receptori igraju ulogu u
metastaziranju (227,228) i da su odredeni hemokini i njihovi receptori direktno ukljuceni
u molekularne mehanizme koji favorizuju ili inhibiraju metastatsko Sirenje melanoma
(229,230).

Hemokini su hemotakticki citokini koji uzrokuju usmereno kretanje ¢elija i koji
su indukovani inflamatornim citokinima, faktorima rasta 1 patogenim stimulusima
(231,232). Klasifikovani su u 4 familije: CXC, CC, CX3C, i XC hemokini, definisani
prema poziciji prva 2 cisteinska ostatka locirana na amino-terminalnom regionu. Do

danas je identifikovano preko 50 hemokina i najmanje 19 razli¢itih hemokinskih
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receptora (231,232). Iako u mnogim slucajevima isti receptor prepoznaje razlicite
hemokinske receptore, od poznatih hemokinskih receptora 6 prepoznaje samo jedan
ligand. Smatra se da bilo koja vrsta Celija moze da eksprimira hemokine ili njihove
receptore (232). Ekspresija hemokinskih receptora zavisi od tipa Ccelija, stepena
diferencijacije, koncentracije hemokina u mikrookolini, prisustva inflamatornih citokina 1
pojave lokalne hipoksije (230).

Vezivanje hemokina za njihove receptore na povrsini ¢elije vodi do kompleksne
serije Celijskih odgovora, kao $to su aktivacija razlicitih signalnih putanja i reorganizacija
citoskeleta koje favorizuju stvaranje pseudopodija i omogucéavaju celijsko kretanje.
Hemokinski receptori deluju kroz heterotrimerne G proteine koji reguliSu signalne
putanje kao $to su one koje ukljuc¢uju MAP kinaze (mitogen-associated protein kinases),
fosfolipaze C-, fosfatidilinozitol-3-kinaze, RAS, i Rho-familju GTPaza (227,233,234).
RhoC igra vaznu ulogu u pojavi metastaza (211).

Muller i sar. su utvrdili da postoji prekomerna ekspresija CXCR4, CCR10, i
CCR7 u melanomskim ¢elijskim linijama (227). Budu¢i da se CXCL12, ligand za
receptor CXCR4, prevashodno detektuje u limfnim ¢vorovima, plu¢ima, jetri i kosnoj
srzi, smatra se da receptor ima ulogu u selektivnom S$irenju metastaza na ova mesta.
Ekspresija CXCR4 je utvrdena u subkutanim i metastazama melanoma u limfne ¢vorove,
kao i u melanomskim ¢elijskim linijama, gde olakSava adheziju i migraciju tumorskih
¢elija kroz interakciju sa njegovim ligandima (233). Interakcije izmedu CXCR4 i
CXCLI12 su odgovorne za Celijsku migraciju u vreme embriogeneze i za mobilizaciju
hematopoetskih stem ¢elija (230,235) ali imaju ulogu i u metastatskom Sirenju (227,230).
Najmanje 1 subpopulacija tumorskih ¢elija eksprimira CXCR4 u mnogim tipovima
kancera (230). Hipoksija aktivira tkz. HIF (hipoksija inducibilni faktor- hypoxia-
inducible factor) Sto povecava ekspresiju CXCR4 u tumorskim celijama (236). Jedini
poznat ligand za CXCR4 je CXCL12, 68-amino-kiselina dug hemokin sa angiogenim
osobinama (237) koji promovise tumorski rast, (237,238)1 olaksava tkivnu invaziju
liniji sa dobro poznatim metastatskim potencijalom, tumorske celije transfektovane sa

CXCR4 pokazuju 10 puta vece metastaziranje u pluca (240).
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Receptor CCR7 takode igra vaznu ulogu kod melanoma, kao i njegovi ligandi
(CCL19 i CCL21) koji su eksprimirani u dermalnim limfnim sudovima, parakortikalnim
delovima limfnih ¢vorova, 1  visokih endotelnih venula (HEV) limfnih ¢vorova
(241,242). Interakcija CCR7 sa ligandima je vezana za razvoj metastaza u limfnim
¢vorovima u eksperimentalnom misijem modelu melanoma (242). Opisani su mehanizmi
koji kontroliSu ekspresiju liganada CCR7, posebno CCL21, u limfnim ¢&vorovima sa
metastazama melanoma (243,244).

Sklonost melanoma da stvaraju koZne metastaze je dobro poznat fenomen i
smatra se da u tome igraju ulogu receptor CCR10, i njegov ligand CCL27 koji je
predominantno eksprimiran u bazalnim ¢elijama epidermisa (227).

Pacijenti sa hematogenim Sirenjem melanoma takode imaju gastrointestinalne
metastaze (245). CCR9 ucestvuje u razvoju metastaza u tankom crevu u kojem se
eksprimira ligand CCL25 (246). Receptor CCR4 je vezan za Sirenje metastaza melanoma
u mozak (247).

Takode je opisano da tumorske Celije raznih kancera ukljucujuc¢i 1 melanome ne
eksprimiraju samo hemokinske receptore, ve¢ 1 same hemokine. Na taj nacin melanomi
autokrino stimuliSu proliferativni i metastatski kapacitet tumorskih ¢elija (248,249).

Hemokini i njihovi receptori takode imaju ulogu i u angiogenezi. Ligandi za
CXCR2, CXCL2, CXCL3, CXCLS5, CXCL6, CXCL7, i CXCL8 funkcionisu kao
angiogeni citokini (231). CXCLS8 je posebno angiogeni hemokin, i njegovi receptori
CXCRI1 i CXCR2 su eksprimirani na endotelnim ¢elijama (250). CXCLS ispoljava svoje
dejstvo najve¢im delom indukcijom ekspresije metaloproteinaza MMP2 1 MMP9, kao i
VEGF-a, koji ima autokrini efekat na receptore u istim endotelnim celijama (250).
Nasuprot tome, CXCL4, CXCL9, CXCL10,1 CXCLI11 su antiangiogeni (231).

Osim uticaja na nacin Sirenja tumora hemokini imaju ulogu i u preZivljavanju
tumorskih ¢elija. CXCL12 uti¢e na prezivljavanje tumorskih celija koje eksprimiraju
receptor CXCR4 kada rastu u suboptimalnim uslovima kao $to je tumorska hipoksija
(236). CXCL12 takode moze da stimulise produkciju metaloproteinaza, koje olakSavaju
invaziju tumorskih celija (239). Interakcija izmedu CXCL9 i CXCR3 u tumorskim
¢elijama olakSava njihovo prezivljavanje (251) 1 transendotelijalnu migraciju

melanomskih ¢elija (252). Visoka, ekspresija CXCR4 i CXCR3 u melanomskim
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¢elijama je znak loSe prognoze za pacijente (253,254,255), mada visok nivo ekspresije
CXCR3 u cirkuliSsu¢im limfocitima pacijenata u III stadijum melanoma je indikator
dobrog odgovora na terapiju (256). Visoki nivoi ekspresije CXCL10 takode redukuju
proliferativni 1 invazivni kapacitet melanoma (257). Efekti liganada za CXCR2 u
progresiji tumora su kompleksni. Dejstvo hemokina kroz CXCR2 indukuje senescenciju
u inicijalnim fazama razvoja tumora ali ne i u kasnijim fazama kada ima tumorogeno
dejstvo,verovatno zahvaljuju¢i akumulaciji genetskih abnormalnosti u tumorskim
¢elijama (258). Stoga visok nivo ekspresije CXCR1 1 CXCR2 u melanomskim ¢elijama
odgovara agresivnom fenotipu kao rezultat vece proliferativne, migratorne i sposobnosti
rasta tumora (259,260). Uloga CCL2, iako nije potpuno ispitana je takode izgleda bifazna
(261).

Interesantno je da celije koje postanu izolovane u toku procesa migracije i
diseminovanja, postaju podlozne tipu apoptoze poznatom kao anoikis, ali ekspresija
CXCR4 i CCR7 omogucava im da izbegnu apoptozu redukcijom ekspresije i
modifikacijom bcl-2 (262,263).

U svetlu svega navedenog evidentno je da mnoStvo faktora utice na to da li ¢e
primarni tumor  metastazirati kroz krvne sudove ili kroz limfatike, kao i na koji nacin
¢elije dospevaju u sistemsku cirkulaciju.

U nasoj studiji ispitivanjem povezanosti na¢ina Sirenja tumora sa tkivnom ili
serumskom koncentracijom VEGF dobili smo slede¢e rezultate: Prosecne vrednosti
stepena ekspresije VEGF bile su najve¢e u uzorcima bolesnika u kojih se tumor $irio
limfogeno i hematogeno. Vrednosti stepena tkivne ekspresije VEGF bolesnika izmedu
grupa bolesnika sa limfnim i limfnim/hematogenim Sirenjem znacajno su se razlikovale
(p=0.0175, MW test). Takode, analiza broja VEGF+ c¢elija u primarnim tumorima
bolesnika sa melanomom, pokazala je da su najviSe prose¢ne vrednosti detektovane u
grupi sa limfnim i hematogenim putem Sirenja. Opet, kao i u slucaju analize tkivne
ekspresije, broj VEGF+ (¢elija izmedu grupa Dbolesnika sa limfnim i
limfnim/hematogenim Sirenjem znacajno se razlikovao (p=0.0175, MW test).

Analiza povezanosti tipa Sirenja primarnog tumora sa serumskim koncentracijama
VEGF pokazala je da su najveée prose¢ne vrednosti VEGF detektovane u grupi sa

limfogenim tipom Sirenja bolest ali vrednosti serumskog VEGF bolesnika nisu se
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statisti¢ki znacajno razlikovale u ispitivanim grupama bez obzira na tip Sirenja primarnog
tumora.

Dobijeni rezultati ukazuju da tumorska tkivna ekspresija pozitivno korelira sa
progresijom bolesti a da se serumske vrednosti ne mogu povezati sa nacinom S§irenja
tumora.

Analiza indeksa stimulacije, kao mera porasta koncentracije VEGF u serijskim
uzorcima istog pacijenta, pokazala je najvece prosecne vrednosti indeksa stimulacije u
bolesnika bez Sirenja primarnog tumora. Vrednost indeksa stimulacije VEGF znac¢ajno su
se razlikovale u odnosu na tip Sirenja primarnog tumora. Vrednosti su bile znacajno
manje u grupi sa limfogenim/hematogenim tipom Sirenja u odnosu na limfogeni tip

(p=0.0441) 1 na bolesnike bez Sirenja bolesti (p=0.0093, MW test).

5.6. Histoloski tip primarnog tumora, tkivna ekspresija i serumske
koncentracije VEGF u bolesnika sa melanomom

U nasoj studiji bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema histoloSkom
tipu primarnog tumora (lentigo 3 pacijenta, superficijalno Sire¢i 58 pacijenata, nodularni
17 pacijenata). Prose¢ne vrednosti stepena ekspresije VEGF bile su sli¢nih nivoa u sve tri
grupe, a najve¢e u uzorcima bolesnika sa nodularnim histoloSkim tipom primarnog
tumora, potom sa SSM i najmanje u grupi sa lentigo melanomom, ali bez znacajnih
razlika. U studiji Gajanin 1 sar. (149) u kojoj je struktura ispitanih melanoma bila 31
nodularni melanom, 6 SSM 1 2 akralna lentigo melanoma, najvece vrednosti su dobijene
za akralni lentigo melanom i to 2.5 kada se konvertuju rezultati za procentualnu
zastupljenost koju su dali u radu u prosecne vrednosti, pa zatim su po intenzitetu
nodularni melanomi sa vrednos¢u od 2.069, pa SSM sa 1.17.

Ovakvo razli¢ita distribucija se mozda moZe objasniti razlikama u broju
pacijenata u odgovarajucoj grupi ali i razlikama u Breslow indeksu i fazi rasta. U nasoj
studiji je samo 6 pacijenata imalo tumor u horizontalnoj fazi rasta.

Analiziranjem  broja VEGF+ ¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa
melanomom pokazano je da su najviSe prosecne vrednosti detektovane u grupi sa

nodularnim histoloskim tipom primarnog tumora (2,353), pa zatim u grupi sa SSM (2.3) i
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na kraju u grupi sa lentigo melanomom 2.0 i takode se nisu statisticki znacajno
razlikovale. Rezultati analize stepena ekspresije VEGF i rezultati analize broja VEGF+
¢elija u primarnim tumorima u nasoj studiji se poklapaju po distribuciji. U literaturi nema
objavljenih podataka o analizi broja VEGF pozitivnih melanomskih ¢elija u odnosu na
histoloSki tip melanoma i smatramo da bi to trebalo dalje ispitati u ve¢im grupama
histoloski razli¢itih tipova melanoma, razlicitih veli¢ina primarnog tumora.

Analiza povezanosti histoloskog tipa primarnog tumora sa serumskim
koncentracijama VEGF kao 1 analiza indeksa stimulacije, pokazale su da su najvece
prosecne vrednosti VEGF detektovane u grupi sa lentiginoznim histoloskim tipom
melanoma (1452 pg/ml), ali statisticki se nisu znac¢ajnije razlikovale. U studiji Bolander i
sar. 1z 2007. (174) u kojoj je struktura ispitanih melanoma bila 62 SSM, 4 lentigo maligna
melanoma, 24 nodularna i 1 akralni melanom, najvece vrednosti za VEGF A su dobijene
kod pacijenata sa SSM (1136pg/ml). U ovoj studiji su pacijenti imali primarni melanom
>2 mm bez metastaza u vreme uzimanja seruma, i uzorci seruma su sakupljani 6-8
nedelja nakon ekcizije primarnog tumora. Ovaj model je izabran da bi se izbegao uticaj
postoperativne inflamacije. U naSoj studiji pacijenti su imali primarne tumore razli¢itih
veli¢ina i mnogi od njih su III i IV stadijumu bolesti. Osim toga uzorci seruma su
selektovani pre operacije primarnog tumora i u terminima kontrolnih pregleda nakon tri,
Sest meseci 1 godinu dana nakon hirurSke intervencije, pa je stoga za ocCekivati da ¢e

rezultati biti drugaciji.

5.7. Tip ¢celija primarnog tumora, tkivna ekspresija i serumske
koncentracije VEGF u bolesnika sa melanomom

Bolesnike sa melanomom podelili smo u grupe prema tipu c¢elija primarnog tumora:
epiteloidne, vretenaste i epiteloidne i vretenaste. Prosecne vrednosti stepena ekspresije
VEGF bile su najveée u uzorcima bolesnika sa epiteloidnim tipom celija primarnog
tumora 2,191, ali bez statisticke znaCajnosti. Broj pacijenata u pojedina¢nim grupama je
bio 50 sa epiteloidnim ¢elijama, 7 sa vretenastim ¢elijama i 30 sa meSanom populacijom
¢elija. U radu Gajanin 1 sar. najvec¢e vrednosti su dobijene za primarne melanome sa

mesovitom populacijom ¢elija 2.3. distribucija pacijenata u okviru grupa u ovoj studiji je
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bila 31 pacijent sa epiteloidnim c¢elijama u primarnom tumoru, 5 pacijenata sa
vretenastim ¢elijama i samo 3 pacijenta sa meSovitom populacijom (149).

Analiza broja VEGF+ ¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom,

pokazala je da su najviSe prose¢ne vrednosti detektovane u grupi sa epiteloidnim i
vretenastim ¢elijama primarnog tumora takode bez statisticke znacajnosti dok je analiza
povezanosti tipa ¢elija primarnog tumora sa serumskim koncentracijama VEGF pokazala
je da su najvece prosecne vrednosti VEGF detektovane u grupi sa vretenastim ¢elijama
takode bez statisticke znacajnosti.
Analiza indeksa stimulacije, kao mera porasta koncentracije VEGF u serijskim uzorcima
istog pacijenta, pokazala je prakticno jednake prose¢ne vrednosti indeksa stimulacije u
uzorcima bolesnika definisanim pojedina¢nim tipom ¢elija, a manje vrednosti u uzorcima
sa meSanim tipom celija bez statisticke znacajnosti.

Literaturno je objavljeno da melanomi sa epitelioidnim ¢elijama imaju veéi stepen
abnormalnosti vezanih za DNK ploidiju §to je obi¢no vezano za ve¢i maligni potencijal
pigmentnih neoplazmi (264) i stoga ovaj podatak potvrduje klinicke podatke koji govore
da pacijenti sa epiteloidnim tipom melanomskih ¢elija imaju goru prognozu od pacijenata
sa vretenastim tipom celija.

Ipak, mi na osnovu dobijenih rezultata ne mozemo da tvrdimo da postoji

korelacija izmedu tipa melanomskih ¢elija i sinteze VEGF, odnosno angiogeneze.

5.8. Mitotska aktivnost celija primarnog tumora, tkivna ekspresija i
serumske koncentracije VEGF u bolesnika sa melanomom

Prisustvo velikog broja mitotskih figura ukazuje na veliku metabolicku celijsku
aktivnost 1 sposobnost tumora da raste 1 metastazira. ProseCne vrednosti stepena
ekspresije VEGF u naSoj studiji, bile su najve¢e u uzorcima bolesnika u kojima je
detektovana najveca mitotska aktivnost ¢elija primarnog tumora preko 6 mitoza (3.0) i to
statisticki znacajno se razlikovao intezitet ekspresije VEGF u tkivu kod bolesnika sa
najve¢im brojem mitoza (>6) u odnosu na bolesnike bez mitotske aktivnosti (p=0.0200),
sa 1 (p=0.0147) ili 2 detektovane mitoze (p=0.0319). Takode, analiza broja VEGF+ ¢elija

u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom, pokazala je da su najviSe prosecne
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vrednosti detektovane u grupi sa najve¢om mitotskom aktivnosti ¢elija primarnog
tumora, i opet, kao i u slu¢aju analize tkivne ekspresije, broj VEGF+ ¢elija izmedu grupa
bolesnika sa razli¢itom mitotskom aktivnosti ¢elija primarnog tumora znacajno se
razlikovao (p=0.0175). Bolesnici sa najve¢im brojem mitoza (>6) imali su znacajno veci
intezitet ekspresije VEGF u tkivu u odnosu na bolesnike bez mitotske aktivnosti
(p=0.0339).

Rezultati dobijeni poredenjem stepena ekspresije VEGF u tkivu se poklapaju sa
rezultatitima iz studije Gajanin 1 sar. (149). U ovoj studiji su najvece prosecne vrednosti
stepena ekspresije VEGF dobijene takode u grupi sa najveéim brojem mitoza (>10), 1
ona iznosi 2,15 a najmanje u grupi sa 0-5 mitoza (1,6).

Analiziranjem povezanosti mitotske aktivnosti cCelija primarnog melanoma sa
serumskim koncentracijama VEGF utvrdili smo da su najvece prosecne vrednosti VEGF
detektovane u grupi sa 2 do 3 mitoze. Znacajne koncentracije VEGF su detektovane i u
serumu pacijenata u €ijim primarnim tumorima nije bilo mitoza (grupa ,,0), dok su
vrednosti VEGF najmanje u grupi pacijenata sa najvecom mitotskom aktivnosti
primarnog tumora. Vrednosti serumskog VEGF bolesnika znacajno su se razlikovale
izmedu grupa sa razli¢itom mitotskom aktivnosti primarnog tumora (Grafik 4.8.-3.).
Koncentracija VEGF bila je znacajno veca u grupi bolesnika u kojih su detektovane 2
mitoze u odnosu na grupu sa najve¢om mitotskom atkivnosti (p=0.0485, MW test).

Analiza indeksa stimulacije, kao mera porasta koncentracije VEGF u serijskim
uzorcima istog pacijenta, pokazala je najvece prosene vrednosti indeksa stimulacije u
uzorcima bolesnika sa umerenom mitotskom aktivnosti (2 — 3 mitoze).

Pregledom objavljenih radova nismo mogli da utvrdimo da je jo$ neko poredio
mitotski indeks kod melanoma sa serumskim koncentracijama VEGF kao ni sa indeksom

stimulacije.

5.9. Vaskularna invazija primarnog tumora, tkivna ekspresija i serumske
koncentracije VEGF u bolesnika sa melanomom

U nasoj studiji prosec¢ne vrednosti stepena ekspresije VEGF, kao i1 broja tumorskih ¢elija
pozitivnih na VEGF, bile su veée u uzorcima bolesnika u kojima nije detektovana

vaskularna invazija, ali bez statisticke znacajnosti.
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Analizom povezanosti vaskularne invazije ¢elija primarnog tumora sa serumskim
koncentracijama VEGF dobili smo veée prosecne vrednosti VEGF detektovane u
¢elijama primarnog tumora sa prisutnom invazijom ali bez statisti¢ke znacajnosti..

Analiza indeksa stimulacije pokazala je vece prosecne vrednosti indeksa
stimulacije u uzorcima bolesnika bez vaskularne invazije takode bez statisticke
znacajnosti.

Podaci iz literature ukazuju da vaskularna invazija povecava rizik od relapsa,
metastaziranja u regionalne limfne ¢vorove, stvaranja udaljenih metastaza i smrtnog
ishoda, istog nivoa kao i prisustvo ulceracije (97, 98, 99). Vaskularna invazija je prisutna
u 57% nodularnih melanoma sa metastazama u limfnim ¢vorovima u vreme postavljanja
dijagnoze naspram samo 12% nodularnih melanoma koji nisu metastazirali (P=.001)
(100). Udaljene metastaze su registrovane kod 74% pacijenata sa vaskularnom invazijom
1 kod 22% pacijenata bez vaskularne invazije (97). Takode je pokazano da je vaskularna
invazija mnogo ceS¢a sa poveCanjam stepena vaskularizacije 1 da utie na signalnu
putanju koja uklju¢uje nuklearni faktor kapa B (NF-«B) (100). 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 (97,101).

5.10. [Infiltracija tumora limfocitima, tkivna ekspresija i serumske
koncentracije VEGF u bolesnika sa melanomom

NajviSe prosecne vrednosti stepena ekspresije VEGF detektovali smo u bolesnika bez
infitracije limfocita, dok su najniZze vrednosti detektovane u grupi u kojoj je bila i
najintezivnija inflitracija i statisti¢ki znacajno su se razlikovale (p=0.0245, MW test).

Takode analiza broja VEGF+ c¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa
melanomom, pokazala je da su najviSe prosecne vrednosti detektovane u grupi bez
prisutnih limfocita dok su najnize detektovane u grupi bolesnika sa najintezivnijom
infiltracijom tumorskog tkiva limfocitima .

Analizom povezanosti stepena infiltracije limfocitima primarnog tumora sa

serumskim koncentracijama VEGF pokazane su najvec¢e vrednosti VEGF detekovane u
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grupi bolesnika u kojih primarni tumor nije inflitrovan limfocitima, dok su najnize
vrednosti detektovane u grupi sa najintezivnijom infiltracijom.

Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima iz studije Gajanin i sar. (149)
koji su takode utvrdili da je nizi nivo ekspresije VEGF mnogo ceS¢e verifikovan u
melanomima sa gustim limfocitnim infiltratom a da je visok nivo ekspresije VEGF
verifikovan u melanomima sa retkim limfocitnim infiltratom.

Analiza indeksa stimulacije, kao mera porasta koncentracije VEGF u serijskim
uzorcima istog pacijenta, pokazala je najvece prosecne vrednosti indeksa stimulacije u
bolesnika grupe sa umerenom infiltracijom limfocita. U odnosu na prethodne rezultate,
iznenadenje predstavlja visok proseCan indeks stimulacije u grupi bolesnika sa
najintezivnijom infiltracijom limfocita.

Tumor-infiltriSu¢i limfociti (TIL.) veruje se predstavljaju imunoloski odgovor
organizma na melanomske celije. Ovaj odgovor se obi¢no meri nivoom limfocitnog
infiltrata prisutnog na bazi tumora u vertikalnoj fazi rasta i kategoriSe se kao difuzni
(brisk), fokalni (nonbrisk) ili odsutan (102). Difuzni odgovor se definiSe kao prisusutvo
limfocita u tumoru i/ili duz citave baze tumora. Fokalni odgovor se definise kao samo
fokalna infiltracija tumora limfocitima i delimi¢na prisutnost limfocita u bazi tumora.
Odsutan imunoloski odgovor se definiSe ili odsustvom limfocita ili odsustvom njihovog
direktnog kontakta sa melanomskim ¢elijama.
desetogodiSnje prezivljavanje kod melanoma u vertikalnoj fazi rasta sa difuznim
infiltratom je 77% 1 55%. Kod melanoma sa fokalnim odgovorom 53% 1 45%, a kod
tumora sa odsutnim odgovorom 37% 1 27% (103).

Tumor-infiltriSu¢i limfociti mogu biti vazan novi terapijski modalitet za
melanome, ali neophodna su dalja istrazivanja (104,105). Postoje brojni dokazi da
melanomi izazivaju specifican humoralni i celularni imunski odgovor. Najveci broj
melanoma, posebno oni koji su tanji od 1lmm pokazuju limfoidni imunski odgovor
lokalizovan na periferiji tumora ili i u samom tumoru (265).

Klinicke studije u kojima su koriS¢ene ozracene autologe melanomske celije
genetski modifikovane da produkuju granulocitno-makrofagni kolonija stimuliSu¢i faktor

u pacijentima sa melanomom sugeriSu da TIL imaju vaznu ulogu u imunoterapijskom
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odgovoru kod humanih melanoma. Identifikovan je veliki broj tumorskih antigena koji
stimuliSsu CD8+ i CD4+ TIL nakon prezentacije od strane MHC klasa I ili II molekula,
Sto rezultira produkcijom tumor-specificnih citokina ili lizom tumora (266,267,268).
Analiza prisustva proteina iz granula (granule-associated protein) citotoksic¢nih T celija i
NK ¢elija (269) (TIA-1) u TIL populacijama primarnih invazivnih melanoma i nevusa
otkriva znacajnu varijabilnost u TIA-1+ TIL u odmaklim primarnim melanomima i
sugeriSe da bi ovaj marker mogao biti znaCajan prognosticki marker u evaluaciji
primarnih melanoma (270). CD4+/CD8 udeo u tumoru i perifernoj krvi je takode
znacajan prognosticki parametar (271,272).

Histoloski primarni kutani melanomi manifestuju razlicite Seme limfocitne
infiltracije, koje variraju u gustini i distribuciji na marginama invazivne komponente
tumora ili u regresivnim promenama u leziji. TIL infiltrat koji se smatra najznacajnijim je
infiltrat u parenhimu tumora. Znacaj i prediktivna vrednost TIL primarnih melanoma je
ispitana u brojnim studijama i sugeriSe se njegova primena kao rutinskog prognostickog

parametra za pacijente u I klinickom stadijumu melanoma (273,274,275,276,277).

5.11. Breslow indeks tumora, tkivna ekspresija i serumske koncentracije
VEGTF u bolesnika sa melanomom

U naSoj studiji ukupna prosecna vrednost Breslow skora za sve pacijente je bila
4,25mm. Najvece prosecne vrednosti stepena ekspresije VEGF bile su u uzorcima
bolesnika sa Breslow skorom od 4-5 mm (2.3), ali 1 u grupama bolesnika ¢iji je Breslow
bio izmedu 1-2 mm (2.29), odnosno manji od 1 mm (2.167). Vrednosti stepena tkivne
ekspresije VEGF bolesnika izmedu grupa bolesnika sa razli¢itim Breslow skorom
primarnog tumora nisu znacajno se razlikovale.

Za razliku od naSe studije u studiji Depasquale i sar. (161) intenzitet reaktivnosti
VEGF-a znacajno korelira sa debljinom po Breslow-u, nivoom invazije po Clark-u,
prisustvom ulceracije i gustinom vaskularne mreze, ali ne i sa metastaziranjem. Takode i
u studiji Gajanin i sar. (149) u kojoj je prosecna debljina melanoma kod svih ispitanika
bila 7.09mm utvrdeno je da postoji znacajna razlika u nivou ekspresije VEGF 1 debljine.

Visi nivo ekspresije VEGF je prisutan u debljim melanomima (po Breslow-u).
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Analiza broja VEGF+ ¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom u
nasoj studiji, pokazala je da su najvise prosecne vrednosti detektovane u grupi sa Breslow
skorom od 4-5 mm, ali 1 u grupama bolesnika ¢iji je Breslow bio izmedu 1-2 mm,
odnosno manji od 1 mm ali bez statisticCke znacajnosti. U studiji Rajabi 1 sar. (162)
51.4% pacijenata je imalo tumor u vertikalnoj fazi rasta sa srednjom vrednos¢u Breslow
indeksa 1.84 mm. Dobili su da VEGF distribucija, intenzitet i indeks svi zajedno
pozitivno koreliraju sa Breslow indeksom.

Analiza povezanosti Breslow skora primarnog tumora sa serumskim
koncentracijama VEGF pokazala je da su najvece prosecne vrednosti VEGF detektovane
u grupi sa Breslow indeksom od 1-2 mm bez statisti¢ke znacajnosti. U studiji Tas i sar.
(150) serumski nivoi VEGF su znacajno povezani sa debljinom tumora po Breslow-u (P
= (.045) kao 1 mitozama (0.039) ali ne i sa stadijumom bolesti. Dok u studiji Ascierto 1
sar. (154) u kojoj je 51% pacijenata imao Breslow index >2mm (17/33) nije utvrdena
statisticki znacajna povezanost serumske koncentracije VEGF i Breslow indeksa.

Analiza indeksa stimulacije, kao mera porasta koncentracije VEGF u serijskim
uzorcima istog pacijenta, pokazala je najvece prosecne vrednosti indeksa stimulacije u
uzorcima bolesnika sa Breslow skorom 3—4 mm. Bolesnici sa Breslow skorom od 3-4
mm imali su znacajno vece indekse stimulacije u odnosu na skor do 1 mm i veéi od 5
mm.

Karakteristicno je za nasu studuju da se po odredenim parametrima ispitivanja
izdvajaju pacijenti u pocetnoj fazi bolesti koji imaju aktivniju stimulaciju angiogeneze
nego drugi ispitanici u vi§im stadijumima bolesti. Osim toga histoloski profil melanoma u
nasoj studiji i u navedenim studijama se procentualno bitno razlikuje, kao 1 prose¢na
debljina po Breslow-u i to da su nasi ispitanici mahom imali tumor u vertikalnoj fazi

rasta.

5.12. Clark indeks tumora, tkivna ekspresija i serumske koncentracije
VEGTF u bolesnika sa melanomom

Najvece prosecne vrednosti stepena ekspresije VEGF dobili smo u uzorcima

bolesnika sa Clark skorom III, a najnize u grupi sa Clark skorom V. Bolesnici sa
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melanomom Clark III imali su znacajno veci stepen ekspresije VEGF u tkivu tumora od
bolesnika sa skorom V (p=0.0307). Takode, analiza broja VEGF+ ¢elija u primarnim
tumorima bolesnika sa melanomom, pokazala je da su najviSe prosecne vrednosti
detektovane u grupi sa Clark skorom III, a najmanja u grupi sa Clark skorom V ali bez
statisticke znacajnosti.

U studiji Gajanin i sar. (149) nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u nivou
VEGEF ekspresije u tumoru i nivou invazije po Clark-u.

Poredenjem vrednosti VEGF distribucije 1 nivoa invazije po Clark-u u studiji
Rajabi i sar. (162) pokazalo je da pacijenti sa viSim nivoom VEGF distribuicije u tumoru
imaju invaziju tumora duboko u dermis ali bez statisticki znacajne korelacije. U istoj
studiji poredenjem stepena intenziteta VEGF u tumoru sa Clark indeksom utvrdeno je
postojanje statisticke povezanosti medu njima, pa svi pacijenti sa invazijom u retikularni
dermis i subkutano masno tkivo (Clark IV i V) imaju intenzitet VEGF +2 1 +3. Prose¢na
debljina primarnog tumora u ovoj studiji po Breslow-u iznosila je 1.84.

Analiza povezanosti Clark skora primarnog tumora sa serumskim
koncentracijama VEGF pokazala je da su najvece prosecne vrednosti VEGF detektovane
u grupi sa Clark skorom III takode bez statisticke znacajnosti. U studiji Bolander i sar.
(174) takode nije utvrdena statisticki znacajna povezanost serumske koncentracije VEGF
1 Clark 1 Breslow indeksa.

Analiza indeksa stimulacije, kao mera porasta koncentracije VEGF u serijskim
uzorcima istog pacijenta, pokazala je najvece prosecne vrednosti indeksa stimulacije u
uzorcima bolesnika sa Clark skorom III, a najniZe sa Clark skorom V. Vrednost indeksa
stimulacije VEGF znacajno su se razlikovale u odnosu na Clark skor ¢elija primarnog
tumora. Bolesnici sa Clark skorom I imali su znacajno vece indekse stimulacije u odnosu
na Clark skor V (p=0.0496). Takode utvrdili smo znacajnu razliku izmedu bolesnika sa

Clark skorom IV vs V (p=0.295).

5.13. Prisustvo ulceracije u primarnom tumoru, tkivna ekspresija i
serumske koncentracije VEGF u bolesnika sa melanomom

U naSoj studiji prisustvo ulceracije je detektovano kod 40 od 87 pacijenata

(45.9%). Prosecne vrednosti stepena ekspresije VEGF bile su vece u uzorcima bolesnika
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sa prisutnom ulceracijom primarnog tumora ali bez statisticke znacajnosti. Analiza broja
VEGF+ ¢elija u primarnim tumorima bolesnika sa melanomom je takode pokazala da su
najvise prosecne vrednosti detektovane u grupi sa prisutnom ulceracijom primarnog
tumora bez statisticke znaCajnosti. U studiji Gajanin i sar. prisustvo ulceracije je
potvrdeno kod 22 (56.41%) pacijenta (upola manje nego u nasoj studiji) i utvrdeno je da
postoji statisticki znacajna razlika izmedu nivoa VEGF ekspresije i prisustva ulceracije —
2 = 4.545 sa stepenom slobode (df) 1 gde je p = 0.033 (p < 0.05). U slucajevima
verifikovane ulceracije nivo VEGF ekspresije je bio uglavnom visok 2 1 3.

Vece prosene vrednosti serumske koncentracije VEGF detektovane su u
uzorcima bolesnika bez prisutne ulceracije. Vrednosti serumskog VEGF bolesnika nisu
se znacajno razlikovale izmedu grupa sa i bez ulceracije primarnog tumora. U studiji
Lugowska 1 sar. (278) nije utvrdeno postojanje statisticke povezanosti izmedu serumske
koncentracije VEGF i prisustva ulceracije na primarnom tumoru.

Analiza indeksa stimulacije, kao mera porasta koncentracije VEGF u serijskim
uzorcima istog pacijenta, pokazala je najvece prosecne vrednosti indeksa stimulacije u
uzorcima bolesnika bez ulceracije takode bez statisticke znac¢ajnosti.

Prisustvo ulceracije predstavlja negativni prognosticki faktor jer smanjuje interval
prezivljavanja bez obzira na debljinu tumora, kod tumora debljih od 4mm i do 22% (91),
ali u objavljenim radovima postoje kontradiktorni nalazi o povezanosti prisustva
ulceracije sa koncentracijom VEGF u serumu i ekspresijom i brojem pozitivnih
melanomskih ¢elija na VEGF.

Verovatan razlog za to je svakako multiparametarska zavisnost VEGF od klinickih 1
patoloskih karakteristika bolesti.

Enigmatska priroda biologije prognostickih biomarkera za melanome je
najintrigantnija u slucaju prisustva tumorske ulceracije. PetogodiSnje prezivljavanje
pacijenata sa N3 (melanomski depoziti u >4 regionalna limfna ¢vora) stadijumom bolesti
bez ulceracije primarnog tumora iznosi 45.4%. Ovaj procenat se smanjuje na svega
29.2% ukoliko je primarni melanom ulcerisan (279), bez jasnog objaSnjenja. Nije jasno
da 1i ulceracija predstavlja efekat sustinski agresivnijeg tumora ili bilo koji tumor koji

postane ulcerisan ima za posledicu povecanje metastaske sposobnosti.
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Rezultati poslednjih studija o primeni adjuvantnog interferona izgleda da
potvrduju nedovoljno ispitanu biologiju melanomske ulceracije. Rezultati EORTC 18952
i1 EORTC 18991 pokazuju da pacijenti sa nodalnim metastazama 1 ulcerisanim
melanomom imaju znacajnije poboljSanje u PFI (progression free interval-intervalima
bez progresije bolesti) kada su tretirani sa interferonom-a u poredenju sa kontrolnim
pacijentima koji imaju neulcerisani tumor (280,281,282). Ocigledno interferon-a
modifikuje ponasanje melanoma sa ulceracijom, stoga se prisustvo ulceracije koristi kao
parametar za stratifikaciju ponudene adjuvantne terapije i pre utvrdivanja prisustva
metastaza. Interferon-alfa je citokin sa mnogobrojnim funkcijama, izmedu ostalog
inhibitor angiogeneze (283). Njegovo dejstvo na vaskulaturu se uglavnom ogleda u
inhibiciji produkcije baznog fibroblastnog faktora rasta od strane tumorskih celija ili
nishodnoj regulaciji ekspresije IL-8 i VEGF gena. Osim toga, IFN-a direktno deluje na
endotelne ¢elije (EC), ukljucujuc¢i poremecaje njihove proliferacije i migracije (283).

U studiji Mascaro i sar. (284), autori su utvrdili da postoji znacajna korelacija (P
< 0.001) izmedu ulceracije 1 mitotskog indeksa. Osim toga ova studija zastupa hipotezu
da ulceracija kod melanoma nastaje zbog destrukcije epidermisa proliferiSu¢im
neoplasticnim c¢elijama ili modifikacijom krvotoka zbog ekspanzije tumora. Odnos
izmedu ulceracije i mitotske aktivnosti pomaze da se proceni pravi prognosticki znacaj

ulceracije.

5.14. Regresija primarnog tumora, tkivna ekspresija i serumske
koncentracije VEGF u bolesnika sa melanomom

U na$oj studiji kod 19 (27.9%) pacijenata je registrovana regresija primarnog
tumora. Prose¢ne vrednosti stepena ekspresije VEGF bile su ve¢e 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 VEGF+ ¢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 1 u slucaju analize
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tkivne ekspresije, broj VEGF+ celija izmedu grupa bolesnika sa i bez regresije nije se
znacajno razlikovao.

Analiza povezanosti prisustva regresije primarnog tumora sa serumskim
koncentracijama VEGF pokazala je da su vece prose¢ne vrednosti VEGF detektovane u
grupi bez regresije tumora 1 to bez statisticke znacajnosti.

Analiza indeksa stimulacije, kao mera porasta koncentracije VEGF u serijskim
uzorcima istog pacijenta, pokazala je vece prosecne vrednosti indeksa stimulacije u
bolesnika bez regresije primarnog tumora bez statisticke znacajnosti.

Incidenca regresije je do 58% kod melanoma do 0.75 mm (95). lako vecina
studija nije potvrdila povezanost regresije sa duZinom prezivljavanja, jedna studija je je
pokazala da je regresija negativan prognosticki faktor prezivljavanja kod tankih
melanoma (96). Utvrdeno je angiogeneza igra klju¢nu ulogu u metastaziranju tankih
melanoma koji pokazuju regresiju. U ovoj studiji srednja gustina krvnih sudova MMC
(mean microvessel counts) tankih melanoma u regresiji je bila ve¢a nego kod melanoma
bez regresije, pogotovo kod onih u radijalnoj fazi rasta (285).

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 (286). Regresija se javlja mnogo ¢es¢e kod melanoma nego kod drugih
tumora; moguce je da je to jednostavno zbog toga Sto su melanomi pigmentovani i
najceSce se javljaju na kozi i stoga se lakSe uocavaju nego maligni tumori koji se
razvijaju u unutra$njosti organizma kao Sto su karcinomi pluca ili dojke (287,288).
Pored toga postoje indirektni dokazi da je spontana regesija rezultat efikasnog imunskog
odgovora na melanomske celije (285), promenom fenotipa tumora procesom koji se
naziva imunomoduliranje, koji rezultuje evolucijom melanomskih ¢elija u klonove koji
su u stanju da izbegnu imunolosku destrukciju. Ovim se moze objasniti objasniti zasto je
kompletna spontana ili terapijom izazvana regresija u metastaskoj bolesti veoma redak
fenomen (290,291).

Spontana regresija nije jednostavna za istraZivanje jer najve¢i broj pacijenata
primi terapiju pa je teSko razluciti da li je regresija spontana li izazvana terapijom.

Priroda kancera u regresiji onemogucava formiranje grupe pacijenata za klini¢ku studiju
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pa su stoga istrazivaci fokusirani na izolovane slucajeve. Stoga “n = 1 studije,” su
esencijalne za ispitivanje fenomena koji se ne mogu predvideti.

Utvrdeno je da su kod melanoma aktivirani CD4" T limfociti vazni u indukciji
regresije i da su u to ukljuéeni citokini Th1 odgovora. UoCeno je povecéanje broja CD4" T
limfocita samo u okviru lezije u regresiji a ne i u okolnom tkivu i to da ovi CD4" T
limfociti unistavaju tumorske ¢éelije. Osim toga utvrdeno je da apopoza takode ima vaznu
ulogu u regresiji. Ipak tacni mehanizmi kojima ove ¢elije posreduju regresiju nisu tacno
istrazeni (288).

5.15.A Melanofage u primarnom tumoru, tkivha ekspresija i serumske
koncentracije VEGF u bolesnika sa melanomom

Melanofage su ¢elije prisutne u pigmentnim lezijama koze. Obi¢no su locirane oko
ili pored krvnih sudova u superficijalnom dermisu. Ove ¢elije se javljaju i u normalnoj

kozi 1 ustvari predstavljaju makrofage koji su ingestijom uneli melanozome ili melanin.

One su predmet razli¢itih studija 1 njihova uloga kod pacijenata sa melanomom 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 a osim toga ispituje se i

dejstvo melanofaga na angiogenezu tumora.

U studiji Handerson i sar. (292) objavljeno je da hipermelanoti¢ni delovi kutanih
melanoma sadrze mesavinu melanomskih ¢elija sa visokim sadrzajem melanina i
melanofage 1 da oba tipa ¢elija produkuju betal,6-racvaste oligosaharide. Ovi Seceri su
vazni za pokretljivost mijeloidnih 1 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 betal,6-racvastih oligosaharida i njihovog
uticaja na tok bolesti kod pacijenata sa melanomom. Tkivni uzorci ispitanika su tkivnim
mikroerejem (microarray) bojeni sa azur plavim/S100 na melanofage i lektin
leukocitnim fitohemaglutininom-lectin leukocytic phytohemagglutinin (LPHA),

selektivnim markerom na betal,6-racvaste oligosaharide . U ovoj studiji je pokazano da
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su hipermelanoti¢ni delovi primarnih melanoma bogati melanofagima i LPHA pozitivni i
da koreliraju sa povec¢anim prezivljavanjem kod desetogodisnjeg i dvadesetogodiSnjeg
prac¢enja 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 iz 2008. je jedna od prvih koje ukazuju na mogucéu antitumorsku ulogu
melanofaga u biologiji melanoma u zavisnosti od aberantne glikozilacije ¢elija primarnog

melanoma.

U nasoj studiji prosecne vrednosti stepena ekspresije VEGF bile su najvece u
uzorcima bolesnika bez prisutnih melanofaga (,,0°), dok su najnize vrednosti detektovane
u grupi sa velikim brojem i fokalnom distribucijom melanofaga u tkivu tumora (F3+) .
Bolesnici bez prisustva melanofaga imali su znacajno veéi stepen ekspresije VEGF u
odnosu na bolesnike sa brojnim melanofagama i fokalnom distribucijom (p=0.0426, MW
test). Mozda je objasnjenje za ovakve rezultate to da odsustvo melanofaga pojacava

stimulaciju tumorske angiogeneze.

Broj VEGF+ ¢elija izmedu grupa bolesnika sa razli¢itim stepenom prisustva i
tipom distribucije melanofaga u primarnom tumoru nije se znacajno razlikovao u nasoj

studiji.

Najvece prosecne serumske vrednosti VEGF detektovane u grupi brojnim
melanofagama i fokalnom distribucijom, a najmanje u grupi sa malim brojem melanofaga
i difuznom distribucijom. Koncentracija VEGF bila je znacajno niza u grupi bolesnika u
malim brojem melanofaga i difuznom distribucijom u odnosu na grupu bez melanofaga
(p=0.0496) 1 grupu sa brojnim ¢elijama i fokalnom distribucijom (p=0.0238, MW test).
Najvece prosecne vrednosti indeksa stimulacije detektovali smo u grupi bolesnika sa
umereno brojnim i difuzno distribuiranim melanofagama. Indeks stimulacije VEGF bio je
znacajno nizi u grupi bolesnika sa malim brojem melanofaga i difuznom distribucijom u
odnosu na grupu bez melanofaga (p=0.0496) i grupu sa brojnim c¢elijama i1 fokalnom

distribucijom (p=0.0238, MW test).
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Moguce objasnjenje zasSto zavisnost serumske koncentracije VEGF od broja i nacina
distribucije melanofaga u tumoru i indeks stimulacije nisu linearni mozda treba traziti u
¢injenici da postoji mnostvo faktora ukljucujuéi i komunikaciju izmedu tumorskih ¢elija i
infitriSucih Celija imunskog sistema, fibroblasta, epitelnih ¢elija, vascularnih 1 limfati¢nih
endotelnih ¢elija, citokina i hemokina kao i faktora iz tumorske strome koji medusobno uti¢u
jedni na druge. Tako odsustvo melanofaga pojacava stimulaciju tumorske angiogeneze,
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 imunosupresivne
citokine kao $to su: IL-4, IL-10, i TGF-$ ali i proangiogene faktore kao §to su s VEGF,
TIE2 i CD31 (293).

Povrh svega navedenog postoje radovi (294,295) u kojima je objavljeno 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 omogucavaju olakSano
kretanje. SintetiSu makromolekule koji su karakteristicni za makrofage i1 poznati su
indikatori metastaziranja (c-Met, SPARC, MCR1, GnT-V, i integrin subjedinices alfa(3),
alfa(5), alfa(6), alfa(v), beta(1), beta(3)). Takode produkuju visoke nivoe betal,6-
raCvastih oligosaharida-prediktora loSeg prezivljavanja kod pacijenata sa melanomom 1

karcinomima dojke, pluca i kolona.

5.15.B Melanofage u stromi primarnog tumora, tkivna ekspresija i
serumske koncentracije VEGF u bolesnika sa melanomom

Ispitujuci prisustvo melanofaga u tumorskoj stromi i njihov uticaj na ekspresiju VEGF
utvrdili smo da se:

-Vrednosti stepena tkivne ekspresije VEGF bolesnika izmedu grupa bolesnika sa
razli¢itim brojem i distribucijom melanofaga u stromi primarnog tumora nisu znacajno

razlikovale,
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- Broj VEGF+ ¢elija izmedu grupa bolesnika sa razli¢itim stepenom prisustva i tipom
distribucije melanofaga u stromi primarnog tumora takode nije znacajno razlikovao,

- Vrednosti serumskog VEGF bolesnika nisu znacajno razlikovale izmedu grupa sa
razli¢itom razli¢itim stepenom prisustva i tipom distribucije melanofaga u stromi
primarnog tumora,

- Indeks stimulacije VEGF bio je znacajno nizi u grupi bolesnika sa malim brojem
melanofaga i1 fokalnom distribucijom u odnosu na grupu sa umerenim brojem melanofaga

1 difuznom distribucijom (p=0.0392, MW test).

Uticaj melanofaga i makrofaga u tumorskoj stromi melanoma nije mnogo istrazen.
Postoje studije koje govore u prilog tvrdnji da postoji inverzna korelacija izmedu
infiltracije makrofaga u stromu tumora i progresije tumora indikuju¢i da povecanje broja
makrofaga ide u prilog progresiji tumora (296). Makrofagi su heterogena celijska
populacija sa brojnim funkcijama u organizmu. Klasifikovani su grubo u pro-
inflamatorne, klasi¢no aktivirane makrofage (M1; stimulisne 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/p/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 lucenjem razlicitih faktora rasta
VEGF, PDGF, ili EGF i hemokinima i citokinima kao §to su I[L-10, TGF-$, CCL2, i
CXCL12. Dodatno oni izlu¢uju molekule koji remodeluju matriks kao §to su matriks
metaloproteinaze (MMP) 1 katepsine. 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).

5.16. Metastatska bolest, tkivna ekspresija i serumske koncentracije
VEGTF u bolesnika sa melanomom

Vrednosti stepena tkivne ekspresije VEGF u primarnom tumoru izmedu grupa bolesnika

sa 1 bez metastatske bolesti nisu se znacajno razlikovale, kao ni broj VEGF+ ¢elija u
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primarnom tumoru izmedu grupa bolesnika sa i bez metastatske bolesti i kao ni vrednosti
serumskog VEGF bolesnika izmedu ispitivanih grupa sa i bez metastatske bolesti.
Vrednosti indeksa stimulacije VEGF bolesnika znafajno su se razlikovale izmedu
ispitivanih grupa sa i bez metastatske bolesti. Vrednosti indeksa stimulacije VEGF bila su
znacajno vece u grupi bolesnika sa prva dva klini¢ka stadijuma bolesti (p=0.0018, MW
test).
Ocekivano, vrednosti VEGF bile su znaCajno vee u uzorcima seruma bolesnika sa
melanomom u odnosu na kontrolne uzorke (zdravih dobrovoljnih davaoca krvi). Ovi
rezultati se uklapaju sa literaturno objavljenim podacima koji govore da postoji razlika u
serumskoj koncentraciji VEGF izmedju pacijenata sa primarnim i metastaskim
melanomom 1 zdravih pojedinaca ali da nema pozitivne korelacije sa stadijumom bolesti
(150).

Postoje i studije koji pokazuju da postoji korelacija povecanih vrednosti VEGF sa
progresijom bolesti, stadijumom bolesti i ukupnim prezivljavanjem pacijenata (174,175).

Podaci dobijeni koriS¢enjem tehnike mikroerejem IHH pokazuju da postoji
znaajna razlika ispoljavanja VEGF, VEGFRI1 i VEGFR2 izmedju metastaza i prim
tumora (Mehnnert i sar. (181)).
U radu Barak i sar. (151) analizirane su koncentracije serumskog VEGF kod 23 pacijenta
sa melanomom oka od kojih ni jedan nije razvio metastaze u roku od 5 godina nakon
postavljanja dijagnoze, u vreme postavljanja dijagnoze, ubrzo nakon tretmana i tri godine
kasnije 1 poredeni su sa serumskim VEGF nivoima 39 pacijenata sa metastazama, 58
bolesnika sa desetogodiSnjim DFI intervalom, i 23 zdrave osobe. Razlike u vrednostima
VEGF medu pojedininaénim pacijentima su bile velike (npr. opseg vrednosti za
metastatske pacijente je bio 46-1892 pg/ml). Serumske vrednosti VEGF rastu znacajno
nakon razvoja metastaza. Medutim veoma velike razlike u vrednostima VEGF izmedu
pacijenata onemogucavaju determinisanje bilo kakve prelomne tacke koja bi govorila sa
sigurno$éu o metastatskom statusu individualnog pacijenta na osnovu vrednosti VEGF
samo jednog uzorka seruma. Zakljuak ove studije je da povecanje VEGF u serijskim

uzorcima seruma pacijenta moze da govori u prilog razvoju metastaza (151).
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U naSoj studiji, mi nismo utvrdili postojanje znacajnih razlika izmedu pacijenata sa
lokalizovanim i pacijenata sa metastatskim melanomom. Razlika postoji smo izmedu
vrednosti za kontrolne grupe 1 vrednosti za obolele.

Ako se podsetimo rezultata poredenja vrednosti intenziteta tkivne ekspresije VEGF u
odnosu na klinicki stadijum bolesti utvrdili smo da su bile najvece u IV stadijumu bolesti
kod bolesnika sa potpuno diseminovanim melanomom a onda kod pacijenata u I
stadijumu bolesti. Poredenjem procenta tumorskih ¢elija pozitivnih na VEGF u uzorcima
bolesnika sa melanomom dobijeni su identi¢ni rezultati. U bolesnika u IV stadijumu
bolesti je detektovan najveci procenat pozitivnih celija a zatim kod pacijenata u I
klinickom stadijumu bolesti.

Analiziranjem serumskih vrednosti VEGF u odnosu na klini¢ki stadijum bolesti
najvece prosecne vrednosti registrovane su kod pacijenata u I klini¢kom stadijumu bolesti
(1400 pg/ml) , pa zatim kod pacijenata u III kliniCkom stadijumu bolesti (1361pg/ml),
kod kojih dolazi do lokalnog Sirenja bolesti.

Sve ovo ide u prilog ve¢ pomenutoj tvrdnji da u pocetnoj fazi bolesti tumor na
molekularnom nivou priprema svoje neposredno okruzenje za slede¢u fazu rasta izmedu

ostalog aktiviranjem sinteze aktivatora angiogeneze.

5.17. Tkivna ekspresija i serumske koncentracije VEGF u kontrolnih
ispitanika

Prosecna koncentracija VEGF bila je znac¢ajno veca u serumskim uzorcima bolesnika sa
melanomom u odnosu na prosecne koncentracije VEGF zdravih kontrolnih osoba, osoba
sa neizmenjenim 1 displastiénim nevusima. (p<0.0000, Anova, MW test). Koncentracije
VEGEF utvrdene u grupama kontrolnih ispitanika, osoba sa neizmenjenim ili izmenjenim
nevusima nisu se znacajno razlikovale. Ocekivano, kao §to smo ve¢ objasnili u poglavlju
4.2.vrednosti VEGF bile su zna¢ajno vece u uzorcima bolesnika sa melanomom u odnosu
na kontrolne uzorke (zdravih dobrovoljnih davaoca krvi) Sto se uklapa sa literaturno

objavljenim podacima koji govore da postoji razlika u serumskoj koncentraciji VEGF
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izmedju pacijenata sa primarnim i metastaskim melanomom ali da nema pozitivne
korelacije sa stadijumom bolesti (150).

Sa druge strane objavljeni su i rezultati studija koji pokazuju da postoji korelacija
povecanih vrednosti VEGF sa progresijom bolesti, stadijumom bolesti i ukupnim

prezivljavanjem pacijenata (174,175).

Prose¢na vrednost tkivne ekspresije VEGF bila je zna¢ajno veca u uzorcima bolesnika sa
melanomom u odnosu na prosecne vrednosti VEGF u osoba sa neizmenjenim i
displasticnim nevusima. (p<0.0000, Anova, MW test). Vrednosti tkivne ekspresije VEGF
u grupama osoba sa neizmenjenim ili izmenjenim nevusima nisu se znacajno razlikovale.
U naSoj studiji su ispitanici iz kontrolnih grupa imali prose¢nu vrednost intenziteta VEGF
u promeni 0.3331+0.483 za pacijente sa benignim nevusima, 0.3811+0.498 za pacijente sa
displasticnim nevusima za razliku od pacijenata sa melanomom koji su imali
2.127£0.952.

U radu Konstatina i sar. iz 2011. (168) je u grupi pacijenata sa displasticnim nevusima
cak 75% imalo slabu bojenu reakciju na VEGF u pojedina¢nim ¢elijama. Kada se govori
o pozitivnosti VEGF u benignim melanocitnim lezijama misljenja su podeljena. Neki
autori smatraju da intenzitet pozitivnosti zavisi od prirode melanocitne lezije i da benigne
lezije imaju nizak nivo ekspresije VEGF u odnosu na maligne melanocitne promene
(169). Pisacane i sar. su u radu iz 2005. dobili pozitivnu reakciju na VEGF kod ¢ak 91%
analiziranih nevusa (170). Za razliku od njih u radu Simoneti 1 sar. nije utvrdena ni
najmanja pozitivnost na VEGF u ¢elijama benignih i displasticnih melanocitnih nevusa
(172).

Prosecan broj VEGF pozitivnih ¢elija bio je znacajno veci u uzorcima bolesnika sa
melanomom u odnosu na prosecan broj VEGF pozitivnih ¢elija u uzorcima tkiva osoba sa
neizmenjenim i displasticnim nevusima. (p<0.0000, Anova, MW test). Vrednosti VEGF
pozitivnih ¢elija u grupama osoba sa neizmenjenim ili izmenjenim nevusima nisu se

znacajno razlikovale.
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5.18.a Duzina remisije, tkivna ekspresija i serumske koncentracije
VEGTF u bolesnika sa melanomom

Vrednosti stepena tkivne ekspresije VEGF bolesnika izmedu grupa bolesnika sa
razli¢itim trajanjem remisije nisu se znacajno razlikovale kao ni broj VEGF+ ¢elijja
izmedu grupa bolesnika sa razli¢itim trajanjem DFI, i vrednosti serumskog VEGF
bolesnika.

Medutim analiziranjem indeksa stimulacije, kao mere porasta koncentracije VEGF
u serijskim uzorcima istog pacijenta, utvrdili smo da su se statisticki znacajno razlikovali
u odnosu na trajenje DFI. Najvece vrednosti indeksa stimulacije dobili smo u uzorcima
bolesnika sa najduzim trajanjem DFI, preko 24 meseca sa gotovo linearnim porastom u
odnosu na porast DFI, $to je i logi¢no obzirom da Sto bolest duze traje veca je i teznja

tumora za ekspanzijom odnosno u konkretnom sluc¢aju za stimulacijom angiogeneze.

5.18.b. Ishod bolesti, tkivna ekspresija i serumske koncentracije VEGF
u bolesnika sa melanomom

Vrednosti stepena tkivne ekspresije VEGF 1 broja VEGF+ tumorskih ¢elija nisu se
statistiCki znaCajno razlikovale izmedu grupe pacijenata sa nadzivljavanjem i grupe sa
letalnim ishodom iako su vrednosti bile neSto vefe u grupi pacijenata sa letalnim
ishodom.

Analiziranjem serumskih vrednosti VEGF 1 indeksa stimulacije dobijene su statisti¢ki
znacajne korelacije u odnosu na tok bolesti. Serumske vrednosti VEGF su bile statistic¢ki
znacajno veée u grupi pacijenata sa nadzivljavanjem (p=0.0458) kao i indeks stimulacije
(p=0.0244). Moguce objasSnjenje je slicno kao i za DFI, §to bolest duze traje veca je 1
stimulacija angiogeneze.

U radu Uguriel i sar. (175) utvrdili su takode da su serumski nivoi VEGF statistic¢ki
znacajno uvecéani kod pacijenata sa melanomom u odnosu na uzorke zdravih ljudi iz

kontrolne grupe. Multivarijantnom analizom su takode utvrdili da je povecanje nivoa
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serumskih koncentracija VEGF povezano sa progresijom bolesti kao i sa lo§im ukupnim

prezivljavanjem i DFI (P =0.0001 i 0.0036).

5.19. Faza rasta, tkivna ekspresija i serumske koncentracije VEGF u
bolesnika sa melanomom

lako su vrednosti stepena tkivne ekspresije VEGF 1 broja VEGF pozitivnih tumorskih
¢elija bolesnika sa melanomom bile u veée u grupi sa tumorom u vertikalnoj fazi rasta,
one se nisu znacajno razlikovale. Takode i vrednosti serumskog VEGF i indeksa
stimulacije su bile ve¢e u grupi sa tumorom u vertikalnoj fazi rasta takode bez statisticke
znacajnosti. Razlog za odsustvo statisticki znaCajne razlike po ovom parametru moze da
bude i to $to smo imali samo 7 pacijenata kod kojih je tumor bio u horizontalnoj fazi rasta
1 mali po veli€ini a ¢ak 80 pacijenata je imalo tumor u vertikalnoj fazi rasta. U radu
Straume i sar. (297) iz 2001. utvrdeno je da svi melanomi u vertikalnoj fazi rasta
eksprimiraju VEGF u odredenoj meri ali da je nivo ekspresije zavisan od debljine tumora

1 od gustine vaskularne mreze.
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6. Zakljucci
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10.

11.

12.

13.

Najintezivnija tkivna ekspresija i najve¢i broj VEGF+ celija detektovan je u uzorcima
primarnog tumora bolesnika sa IV 1 pocetnim (I) klinickim stadijumom. Serumske
koncentracije VEGF bile su najvece u uzorcima bolesnika sa IB 1 IIIB stadijumom.

U odnosu na histoloski stadijum primarnog tumora najve¢i stepen ekspresije 1 najveci broj
VEGF+ ¢elija detektovan je u bolesnika sa T2a i T3b stadijumom. Serumska koncentracija
VEGEF bila je najveca u uzorcima bolesnika IIb stadijumom.

U uzorcima primarnih tumora lokalizovanih na rukama nije detektovana ekspresija VEGF, niti
prisustvo VEGF pozitivnih ¢elija, dok je najveci stepen ekspresije i najvec¢i broj VEGF+ ¢elija
detektovan u uzorcima primarnih tumora lokalizovanih na glavi. Najveéa serumska
koncentracija VEGF detektovana je u uzorcima bolesnika €iji su tumori bili lokalizovani na
trupu.

U uzorcima primarnih tumora koji su imali hematogeni i limfogeni tip Sirenja detektovana je
najintezivnija ekspresija VEGF kao i najve¢i broj VEGF+ ¢elija. Takode, porast serumske
koncetracije VEGF u serijskim uzorcima bio je najveci u ovoj grupi bolesnika sa melanomom.

Izmedu uzoraka primarnog tumora razli¢itog histoloskog tipa i nije bilo razilke u intezitetu
ekspresije VEGF kao ni u broju VEGF+ c¢celija. Takode, serumske koncentracije VEGF
bolesnika sa razli¢itim histoloskim tipom tumora nisu se razlikovale.

U primarnim melanomima sa najve¢im brojem mitoza detektovan je najveci stepen ekspresije
VEGF 1 najve¢i broj VEGF+ ¢elija. Nasuprot ovom nalazu, najveéa serumska koncentracija
VEGEF detektovana je u bolesnika u ¢ijim primarnim tumorima je naden umeren broj mitoza.

Stepen ekspresije VEGF 1 broj VEGF+ ¢elija nije se razlikovao izmedu bolesnika koji nisu
imali i koji su imali prisutnu vaskularnu invaziju.

Intezivna infiltracija primarnog tumora limfocita bila je povezana sa najmanjim stepenom
ekspresije  VEGF 1 najmanjim brojem VEGF+ c¢celija, kao i sa najnizom serumskom
koncentracijom VEGF.

Izmedu uzoraka primarnog tumora razli¢itog Breslow skora nije bilo razlike u intezitetu
ekspresije VEGF kao ni u broju VEGF+ ¢elija. Takode, serumske koncentracije VEGF
bolesnika sa razli¢itim Breslow skorom nisu se razlikovale.

Najintezivnija tkivna ekspresija i najve¢i broj VEGF+ celija detektovan je u uzorcima
primarnog tumora bolesnika Clark skorom III a najniza u grupi sa Clark skorom V. Serumske
koncentracije VEGF bolesnika sa razli¢itim Clark skorom nisu se razlikovale.

Izmedu uzoraka primarnog umora sa ulceracijom i onih bez nje nije bilo razlike u intezitetu
ekspresije VEGF kao ni u broju VEGF+ c¢elija. Takode, serumske koncentracije VEGF
bolesnika sa ulceracijom ili bez nje nisu se razlikovale.

Izmedu uzoraka primarnog tumora sa prisutnom regresijom i onih sa odsutnom regresijom nije
bilo razlike u intezitetu ekspresije VEGF, kao ni u broju VEGF+ ¢celija 1 serumskim
koncentracijama VEGF.

Vrednosti nalaza stepena tkivne ekpresije VEGF u bolesnika bez prisutnih melanofaga u
tumoru su bile najveée a najnize u grupi sa fokalnom distribucijom i velikim brojem
melanofaga u tumoru (3+). Vrednosti serumske koncentracije VEGF su bile najvise u grupi sa
fokalnom distribucijom i velikim brojem melanofaga u tumoru (3+).

strana 160



Znacaj ekspresije VEGF na tok i prognozu bolesti u bolesnika sa melanomom

14.

15.

16.

17.

18.

Stepen ekspresije VEGF 1 broj VEGF+ ¢elija nije se razlikovao izmedu bolesnika sa
metastatskim melanomom i bolesnika bez diseminovanog tumora. Vrednosti serumske
koncentracije VEGF 1 porasta serumske koncetracije VEGF u serijskim uzorcima seruma su
bile vece u bolesnika bez diseminovanog tumora.

Vrednosti porasta serumske koncetracije VEGF u serijskim uzorcima seruma su bile najvece u
grupi pacijenata sa najduzim trajanjem remisije (> 24 meseca) a najmanje u grupi pacijenata sa
najkra¢im trajanjem remisije.

Vrednosti nalaza serumske koncentracije VEGF i indeksa stimulacije VEGF u bolesnika sa

melanomom sa nadzivljavanjem su bile statisticki znacajno vece od vrednosti nalaza serumske
koncentracije VEGF u bolesnika koji su umrli.

Ne postoji statisti¢ki znacajna korelacija izmedu vrednosti nalaza stepena tkivne ekpresije
VEGF, broja VEGF pozitivnih tumorskih ¢elija, serumske koncentracije VEGF i indeksa
stimulacije VEGF u bolesnika sa melanomom u odnosu na fazu rasta melanoma.

Nasi rezultati ukazuju da VEGF igra vaznu ulogu u ranim fazama invazije melanoma i daljoj
lokalnoj tumorskoj progresiji, limfovaskularnoj invazijii posledi¢cnom metastatskom Sirenju.
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