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Kratak sadrzaj: Melanom spada u grupu najsmrtonosnijih
oblika karcinoma koze. lako se bolest u ranim stadijumima
uspes$no ledi hirurskim otklanjanjem promene, prosecan
period prezivljavanja kod metastaze je samo 4 do 6 mese-
ci. Zato je neophodno identifkovati tumorske markere koji
bi mogli da detektuju melanom u ranoj fazi, metastaze, ¢ak
i kada prisustvo tumorskih ¢elija nije dokazano u sentinel
limfnim &vorovima, kao i rekurentnu bolest. Veliki broj pro-
teina i drugih molekula iz krvi i tkiva je predlozen za mar-
kere metastaze melanoma, ali je samo nekoliko ispitano u
retrospektivnim studijama. Cilj ovog rada je da predstavi
preporuke Nacionalne akademije za klini¢ku biohemiju
(NACB), za sada jedini vodi¢ koji identifikuje serumske,
Celijske i tkivne markere melanoma, kao i dokaze za njiho-
vu ulogu u dijagnozi, prognozi i/ili le¢enju. Obuhvadeni su
tumor-asocirani glikoproteinski antigen (TA90), protein
S$100, melanom-inhibitorna aktivnost (MIA), laktat dehi-
drogenaza (LDH), prekursori melanina, faktori angiogene-
ze, adhezivni molekuli, citokini i njihovi receptori, faktori
rasta éelija, imunoregulatorni molekuli, inhibitori apoptoze,
enzimi degradacije matriksa i katepsini, neuron-specifi¢na
enolaza (NSE), sijalinska kiselina vezana za lipide (LASA) i
C-reaktivni protein (CRP). Takode, pomenuti su i novootkri-
veni biomarkeri malignog melanoma koji su u korelaciji sa
razvojem bolesti. Znacaj B-katepsina, ciklooksigenaze-2,
faktora indukovanog hipoksijom (HIF), metil-tioadenozil-
fosforilaze, Wnt liganada i drugih nedavno identifikovanih
proteina u dijagnozi i prognozi melanoma tek treba do-
kazati.
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Summary: Melanoma is the deadliest form of skin cancer.
Although early-stage disease is curable by surgery, median
survival when metastasis occur is only 4 to 6 months. The-
refore, it is important to develop tumor markers that can
detect melanoma in early stages of development, metastasis
— even in the presence of tumor-free sentinel nodes, and
reccurence. A number of proteins and other factors have
been proposed as blood or tissue markers for melanoma
metastasis, but only a few have been rigorously investigated
in retrospective and prospective studies. The aim of this
paper is to present the National Academy of Clinical Bio-
chemistry (NACB) guidelines, which identify serum-based,
cell-based and tissue-based melanoma tumor markers and
the evidence for their role in diagnosis, prognosis and/or
management of melanoma. They include tumor-associated
glycoprotein antigen (TA90), S100 protein, melanoma
inhibiting activity (MIA), lactate dehydrogenase (LDH),
melanin-related metabolites, angiogenesis factors, adhesion
molecules, cytokines and their receptors, cell growth factors,
immunoregulatory molecules, apoptosis inhibitors, extracel-
lular matrix-degrading enzymes and cathepsins, neuron-spe-
cific enolase (NSE), lipid-associated sialic acid (LASA), C-
reactive protein (CRP). Also, several novel biomarkers in cor-
relation with the development of the disease have been
mentioned. Significance of B-catenin, cyclooxygenase-2,
hypoxia-inducible factor (HIF), methylthioadenosine phos-
phorylase, Wnt ligands and several other recently identified
proteins in melanoma diagnosis and prognosis is yet to be
proved.

Keywords: tumor markers, malignant melanoma, metas-
tasis, NACB (National Academy of Clinical Biochemistry)
guidelines, sentinel lymph node

Uvod

Melanom je najsmrtonosniji oblik kancera koze.
Incidencija melanoma u svetu je bila 132 600 u 2000.
godini, a 37 000 ljudi je umrlo od iste bolesti. U toku
poslednje Cetiri decenije incidencija u svetu raste, a u
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Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama (SAD) je porasla za
vise od 125% od 1973. do 1995. godine. Na nesredu,
melanom se javlja u najproduktivnijem zivotnom dobu
(35% slucajeva je zabeleZzeno kod osoba izmedu 35. i
54. godine starosti), sa prose¢nom staro$c¢u u trenutku
postavljanja dijagnoze od 56 godina (1). Incidencija
melanoma raste brzinom od 3-5% godi$nje, $to je brze
od svih ostalih kancera (2).

Melanom je maligni tumor melanocita, delija
koje nastaju od neuralne kreste. lako se veéina mela-
noma javlja na kozi, oni mogu da se jave i na muko-
zama ili na drugim mestima gde migriraju Celije neu-
ralne kreste. Vise od polovine primarnih melanoma
se javlja na delovima koze koji su Cesto izlozeni su-
ncu. Rani znaci, koji ukazuju na malighu promenu,
ukljucuju tamniju ili promenljivu obojenost, svrab, po-
vecanje veli¢ine ili razvoj novih, malih satelitskih pro-
mena oko vele lezije. Kasniji znaci su ulceracija i/ili
krvarenje. Melanomi se ¢e$ce javljaju na ekstremiteti-
ma kod Zena, a na trupu, glavi i vratu kod muskaraca
(3). lako je bolest u ranim stadijumima izleciva hirur-
$kim otklanjanjem promene, prognoza kod metastaza
na udaljenim mestima je loSa i prosecan period pre-
zivljavanja je samo 4-6 meseci, $to odrazava nepred-
vidljivost rekurencije melanoma, kao i njegovu rezis-
tenciju na radioterapiju i hemioterapiju (4).

Pored anatomske lokacije lezije, na prognozu
uti¢u klini¢ki i histoloski faktori, kao $to su: debljina
i/ili stepen invazije melanoma, mitoti¢ki indeks, pri-
sustvo limfocita infiltriranih u tumoru, broj zahvaéenih
regionalnih limfnih ¢vorova i ulceracija ili krvarenje na
mestu primarne lezije. Prognoza je generalno bolja
kod mladih pacijenata, zena i kod pacijenata Ciji se
melanomi nalaze na ekstremitetima (5). Do izle¢enja
dolazi u 85-95% slucajeva kada se dijagnoza postavi
pre nego $to se bolest prosiri na limfne ¢vorove ili
udaljene delove tela. Posto razliciti faktori uticu na
progresiju melanoma i posto je visoka stopa izleCenja
bolesti u ranom stadijumu, neophodno je identifiko-
vati tumorske markere koji bi mogli da detektuju me-
lanom u ranoj fazi razvoja kao i rekurentnu bolest.

Procena efikasnosti metoda za pracenje melano-
ma zahteva razumevanje sistema klasifikacije Americke
udruzene komisije za kancer (American Joint Commis-
sion on Cancer, AJCC) (Tabela I). Ovaj sistem rangira
melanome prema debljini tumora po Breslow-u ili ste-
penu invazije primarnog tumora po Clark-u (T), pris-
ustvu metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima (N) i
prisustvu metastaza iza basena regionalnih limfnih ¢vo-
rova (M) (6). Najznacajniji prognosti¢ki marker u siste-
mu klasifikacije melanoma ostaje status regionalnih
limfnih ¢vorova. Drugi prognosticki faktori ukljucuju
debljinu tumora po Breslow-u, anatomsko mesto pri-
marnog tumora, starost pacijenta i broj zahvacenih
organa. Medutim, ovi faktori imaju mnogo ogranice-
nja: do pogre$ne procene desetogodi$njeg prezivljava-
nja dolazi u oko 12% slucajeva, ¢ak i kod pacijenata sa
melanomima u stadijumu |, koje bi trebalo odmah leciti

Tabela | Klasifikacija malignih melanoma.

Clark-ova klasifikacija (stepen invazivnosti)

Nivo I: Lezije koje zahvataju samo epidermis (melanom in situ);
neinvazivna lezija.

Nivo Il: Invazija papilarnog dermisa, ali ne doseZe do papilarno-
retikularne granice dermisa.

Nivo lll: Invazija ispunjava i $iri se papilarnim dermisom, ali ne
prodire u retikularni dermis.

Nivo IV: Invazija u retikularni dermis, ali ne i u subkutano tkivo.
Nivo V: Invazija kroz retikularni dermis u subkutano tkivo.

TNM klasifikacija

Primarni tumor (T)

TX: Primarni tumor se ne moze proceniti (mesto biopsije ili
povuéenog melanoma)
TO: Nema dokaza primarnog tumora
Tis: Melanom in situ
T1: Tumor debljine <1,00 mm, sa ili bez ulceracija
T1a: Tumor debljine <1,00 mm i Clark-ovog nivoa Il ili lIl;
bez ulceracije
T1b: Tumor debljine 1,00 mm i Clark-ovog nivoa IV ili V, ili
sa ulceracijom
T2: Tumor debljine 1,01-2,00 mm, sa ili bez ulceracije
T2a: Tumor debljine 1,01-2,00 mm, bez ulceracije
T2b: Tumor debljine 1,01-2,00 mm, sa ulceracijom
T3: Tumor debljine 2,01-4,00 mm, sa ili bez ulceracije
T3a: Tumor debljine 2,01-4,00 mm, bez ulceracije
T3b: Tumor debljine 2,01-4,00 mm, sa ulceracijom
T4: Tumor debljine >4,00 mm, sa ili bez ulceracije
T4a: Tumor debljine >4,00 mm, bez ulceracije
T4b: Tumor debljine >4,00 mm, sa ulceracijom

Regionalni limfni ¢vorovi (N)

NX: Regionalni limfni ¢vorovi se ne mogu proceniti
NO: Bez metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima
N1: Metastaze u jednom limfnom &voru
N1a: Klini¢ki okultne (mikroskopske) metastaze
N1b: Klini¢ki uoéljive (makroskopske) metastaze
N2: Metastaze u 2 ili 3 regionalna limfna &vora ili intralimfati¢ke
regionalne metastaze bez nodalnih metastaza
N2a: Klini¢ki okultne (mikroskopske) metastaze
N2b: Klini¢ki uoéljive (makroskopske) metastaze
N2c: Satelitske ili tranzitne metastaze bez nodalnih metas-
taza
N3: Metastaze u 4 ili vise regionalnih limfnih &vorova, ili matirani
limfni &vorovi, ili tranzithe metastaze ili satelit(i) sa nodalnim
metastazama

Udaljene metastaze (M)

MX: Udaljene metastaze se ne mogu proceniti

MO: Bez udaljenih metastaza

M1: Udaljene metastaze
M1a: Metastaze na koZi, subkutanim tkivima ili u udaljenim
limfnim &vorovima
M1b: Metastaze na plu¢ima
M1c: Metastaze na svim drugim visceralnim mestima ili uda-
liene metastaze na bilo kom mestu sa povisenom aktivno$éu
laktat dehidrogenaze (LDH) u serumu

samo hirurskim putem, u 25-30% slucajeva kod paci-
jenata sa bole$¢u stadijuma Il i u 85-90% sluéajeva za
pacijente sa stadijumom [V (7).
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Klinicka klasifikacija se zasniva na tome da li se
tumor prosirio na regionalne limfne ¢vorove ili udal-
jena mesta. Za bolesti klini¢ki ograni¢ene na mesto
primarne promene, §to je veca debljina i dubina lo-
kalne invazije melanoma, vedéa je $ansa za stvaranje
metastaza u limfnim ¢vorovima ili sistemskih metas-
taza i losija je prognoza. Bilo koji organ moze biti za-
hvaden, ali su naj¢e$ée metastaze na plué¢ima i jetri.
Rizik od relapsa znadajno opada sa vremenom, iako
kasni relapsi nisu neuobicajeni kod melanoma (8).

Pretpostavlja se da je neadekvatnost aktuelne
prognosticke metode, narocdito kod pacijenata sa kli-
ni¢ckim melanomom koji nije zahvatio limfne ¢vorove,
posledica inicijalnog klasifikovanja bolesti u nizi stadi-
jum zbog nemogucdnosti identifikovanja okultnih me-
tastaza. Da bi se popravila osetljivost i tacnost pro-
cene zahvadenosti limfnih &vorova, Morton i sar. (9)
su razvili tehniku selektivne biopsije nazvane sentinel
limfadenektomija (sentinel, eng.= straza). Ova mini-
malno invazivha tehnika pocinje injekcijom tracer-a
(vitalne boje i/ili radioizotopa) u periferiju tumora.
Signal tracer-a se prati kroz limfne sudove koji dreni-
raju primarni melanom dok ne stigne do prvog (sen-
tinel) limfnog ¢vora. Posto je ovaj ¢vor najverovatnije
mesto regionalnih metastaza, on se iseca i ispituje na
prisustvo tumorskih celija pomodu visoko osetljivih
imunohistohemijskih i molekularnih tehnika.

Mlade? koji se menja je naj¢escéi simptom mela-
noma. Kod vi$e od 80% pacijenata zabeleZene su va-
rijacije u asimetriji granica, boji i/ili povedanje pre¢-
nika ili visine pigmetisane lezije (tzv. ABCD kriterijumi
= Asymmetry of Borders, Color and/or increase in
Diameter or height of a pigmented lesion) (10), a de-
finitivna dijagnoza se postavlja biopsijom. Zavisno od
veli¢ine i lokacije, ceo ili deo mladeza se moze pod-
vrgnuti biopsiji radi patoloske procene. Biomarkeri
krvi koji su trenutno na raspolaganju nisu dovoljno
osetljivi ni ta¢ni da zamene biopsiju u postavljanju di-
jagnoze melanoma.

HirurSka intervencija je osnovni nacin leenja
lokalizovanih kutanih melanoma. Intaktni tumor se
otklanja zajedno sa okolnom granicom sa kozom
normalnog izgleda i subkutanim tkivom u osnovi.
Opseznija hirurska resekcija se moze preduzeti kod
pacijenata sa regionalnim ili udaljenim metastazama.
Post-operativno, ovi pacijenti ¢esto primaju imunoter-
apiju, bioterapiju, radioterapiju ili hemioterapiju (11).
Medutim, primarni melanom koji se jo$ nije prosirio
na druge delove tela moze se leciti samo hirurSkim
putem (12). Postoji potreba za serumskim markerom
koji bi mogao ukazati da li je primarni melanom
metastazirao u regionalna ili udaljena mesta, cak i
kada prisustvo tumorskih Celija nije dokazano ni u
sentinel ¢vorovima. ldentifikacija takvog markera
post-operativno i/ili u toku pradenja bi mogla da
ukaze na prisustvo mikrometastaza i na potrebu za
agresivnijom terapijom.

Tumorski markeri u melanomu:
NACB preporuke

Melanom je metaboli¢ki veoma aktivan tumor
koji sintetiSe i oslobada u cirkulaciju enzime, citokine
i druge molekule. lako je veliki broj proteina i drugih
faktora predlozen za markere metastaze melanoma iz
krvi ili tkiva, samo je nekoliko temeljno ispitano u ret-
rospektivnim i/ili prospektivnim studijama (Tabela II).
Vodi¢ Nacionalne akademije za klinicku biohemiju
(National Academy of Clinical Biochemistry, NACB)
identifikuje serumske, celijske i tkivne markere mela-
noma razli¢itog znacaja i ispituje dokaze za njihovu
predlozenu ulogu u dijagnozi, prognozi i/ili le¢enju
melanoma (13). Sa izuzetkom laktat dehidrogenaze
(LDH), nema objavljenih vodi¢a za primenu tumor-
skih markera kod melanoma sa kojima ove preporuke
mogu da se uporede.

Tumor-asocirani glikoproteinski
antigen (TA90)

U ranoj fazi bolesti o¢ekuje se da se tumor-aso-
cirani antigeni nalaze u obliku imunskih kompleksa sa
antitelima koja produkuje organizam u imunoloskom
odgovoru na tumor. Prisustvo slobodnih antigena je
te$ko dokazati imunohemijskim metodama (osim kod
imunokompromitovanih pacijenata). Jedan od takvih
tumor-asociranih antigena je TA90, glikoprotein od
90 kDa naden u serumu (63%) ili urinu (68%) paci-
jenata sa melanomom (14). Posto se TA90 vezuje za
endogena anti-TA90 IgG antitela, razvijena je ELISA
tehnika zasnovana na primeni monoklonskog antitela
za detekciju specifi¢cnih TA90 imunskih kompleksa
(TA90-IC) u serumu pacijenata sa melanomom (15).
Status TA90-IC je u znacajnoj korelaciji sa rekurenci-
jom bolesti posle kompletne hirurSke resekcije
melanoma AJCC stadijuma I/I1, lll'ili IV (16).

Na oshovu standardnih prognosti¢kih faktora,
ukljuéujuci zahvaéenost regionalnih limfnih ¢vorova,
ne moze ta¢no da se utvrdi koji ¢e melanomi dijagno-
stikovani u ranim stadijumima metastazirati. Chung i
saradnici (17) su ispitivali korelaciju TA90-IC sa reku-
rencijom bolesti i prezivljavanjem pacijenata sa debe-
lim primarnim melanomima stadijuma Il. Osetljivost i
specifi¢nost TA90-IC za predvidanje rekurencije kod
ovih pacijenata su bile 70% i 85%, redom. Stope pe-
togodi$njeg prezivljavanja bez bolesti (disease free
survival, DFS) i ukupnog preZivljavanja (overall sur-
vival, OS) bile su znacajno vise u TA90-IC negativnoj
nego u pozitivnoj grupi. Takode, TA90-IC je bio jedi-
ni nezavisni prognosticki faktor u multivarijantnoj
analizi. Prema tome, pozitivan test na prisustvo TA90-
IC post-operativno moZe da uti¢e na odluku o primeni
adjuvantne terapije, bez obzira na zahvadenost regio-
nalnih limfnih ¢vorova.

Ispitivan je prognosti¢ki znacaj TA90-IC i kod
pacijenata sa tankim primarnim melanomom (18).
Pacijenti sa primarnim melanomima debljine od 1,01
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Tabela Il Markeri koji se koriste i potencijalni tumorski markeri za melanom.

Tumorski marker Preporu¢ena upotreba/upotreba Faza razvoja metode LOE
a. Serumski markeri
Postoperativno pracenje pacijenata bez znakova Validovana; u klini¢koj praksi u referentnim laboratorija-| I
bolesti. ma.
Pradenje terapije u uznapredovaloj bolesti. U klini¢kim studijama. I
TA90-IC Procena prognoze; visoke koncentracije Validovana, ali nije u klini¢koj primeni. I
preoperativno predvidaju nepovoljan ishod.
Koristan dodatak pozitronskoj emisionoj Eksperimentalno; nije u klini¢koj primeni. 1]
tomografiji.
Pracenje odgovora na terapiju kod pacijenata sa Dva testa su na raspolaganiju, ali nisu u klini¢koj \%
metastatskim melanomom. primeni, zato §to nisu validovani u studiji sa visokim
nivoom dokaza.
S$100
Procena prognoze. Nije u klini¢koj primeni. \
Procena odgovora na terapiju. Nije u klini¢koj primeni. \
Postoperativno pracenije pacijenata sa Nije u klini¢koj primeni, nije validovana u studiji sa \
melanomom u uznapredovalom stadijumu. visokim nivoom dokaza.
MIA
Pracenije terapije kod pacijenata sa melanomom Nije u klini¢koj primeni, nije validovana u studiji sa \
AJCC stadijuma lIl. visokim nivoom dokaza.
Marker kasnog (IV) stadijuma. Nije u klini¢koj primeni. \
5SCD
Procena odgovora na terapiju. Nije u klini¢koj primeni. \%
VEGF Odredivanje prognoze, visoke vrednosti su Eksperimentalno. [\
povezane sa uznapredovalom bole$c¢u.
bFGF Povisene vrednosti u serumu su u korelaciji sa Eksperimentalno; ograni¢ene studije. \
uznapredovalom bole$¢u i kratkim DFS i OS.
CD44 Procena prognoze. Kontradiktorni podaci (razlic¢ite izoforme?); potrebna \
dalja evaluacija.
sICAM Procena prognoze. Nije znacajno koristan; povisene vrednosti kod \
metastaza na kostima/jetri.
sIL-2R Procena prognoze; procena terapije sa IL-2. Eksperimentalno. \
slL-6 Predvidanje odgovora na bioterapiju; vise vrednos-| Ograni¢ene studije; nije u klini¢koj primeni. \
ti su povezane sa ve¢im opterecenjem tumorom.
sIL-8 Procena opteredenja tumorom. Eksperimentalno; potrebna dalja istrazivanja. \
Katepsin B/H Procena prognoze. Kontradiktorni podaci; nije u klini¢koj primeni. \
Neuron-specifi¢na Procena prognoze; vise vrednosti u AJCC Manja osetljivost od S$100; nije u klini¢koj primeni; v, vV
enolaza (NSE) stadijumu llI/IV nego u stadijumu I/11. ograni¢ena primena za pracenje pacijenata sa
melanomom pod visokim rizikom.
Sijalinska kiselina ViSe vrednosti povezane sa velikim optere¢enjem Nema korelacije sa prezivljavanjem, mozda zbog \
vezana za lipide (LASA)| tumorom. razli¢itih metoda procene; nije validovana i nije u
klini¢koj primeni; vrednosti su povisene u akutnoj
inflamaciji.
C-reaktivni protein Predvidanje prezivljavanja u uznapredovalom Ograni¢ene studije su pokazale da je CRP superiorniji 1\
(CRP) melanomu; marker progresije bolesti. od LDH; rezultati kontroverzni.
Proteomi Detekcija rane faze bolesti i pracenije. Eksperimentalno. \

b. Tkivni markeri

5100

IHC detekcija ¢elija melanoma u uzorcima biopsije.

Siroka klini¢ka primena.

Dobija na specifi¢nosti kada se kombinuje
sa HMB-45 (anti-gp100).

Klini¢ka primena.




inhibitor kinaze 2A)

visokim rizikom.
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Tabela Il (nastavak)
gp100 (HMB-45) Obi¢no se kombinuje sa S100 za melanocitne Klini¢ka primena. 1
lezije.
MART-1 Eksprimiran u melanocitima i njihovim tumorima.| Klini¢ka primena u nekim centrima. 1]
VEGF Eksprimiran u primarnim melanomima, a ne u Eksperimentalno. Vv
benignim lezijama; mogao bi da razlikuje
benigne i maligne lezije.
bFGF Povezan sa vertikalnim rastom tumora. Pilot studija. \
CD44 Adhezioni molekul sa nekoliko izoformi. IHC rezultati su kontradiktorni. IV-v
MCAM Ekspresija zavisi od CREB (cAMP response U toku je dalja evaluacija. V-V
element-binding) proteina; eksprimira ga
nekoliko tipova tumora, ali ekspresija je visoka
u melanomu.
ICAM (CD54) Verovatno imunohistohemijski marker progresije; Eksperimentalno. V-V
veca ekspresija u metastatskim nego u primarnim
lezijama.
AVB3 Ekspresija je ograni¢ena na melanome ali se Eksperimentalno, potrebna je dalja evalu- \
menija pri prelasku iz radijalne u vertikalnu fazu acija.
rasta.
AP-2 Gubitak IHC AP-2 ekspresije je povezana sa Eksperimentalno. \
smanjenim DFS i OS.
MITF Nuklearno bojenje kod melanoma; gubitak Prognosti¢ka vrednost nije validovana. \
ekspresije je u korelaciji sa skra¢enim DFS i OS.
nm23 Procena prognoze. Kontradiktorni izvestaji. V-V
c-myc Procena prognoze. Kontradiktorni izvestaji. \
Ki-67 Upotreba u IHC bi mogla da razlikuje Spitz U fazi evaluacije kao marker progresije. [\
(MIB-1 At) mladez i druge benigne lezije koze od
melanoma; mogao bi da se koristi kao
nezavisan prognosti¢ki marker.
Tirozinaza Gubitak tirozinaze se smatra progresivnim Ograni¢ene IHC studije na eksperimen- \
markerom. talnom nivou.
MMPs Povezane sa IHC kasnom fazom invazije i Rezultati su kontradiktorni; u fazi dalje \
metastaze melanoma. evaluacije.
Microarray ekspresije gena Za analizu limfnih &vorova i procenu prognoze. U toku je evaluacija. v
c. Celijski markeri
Kostana srz Procena prognoze. Tumorske Celije u kostanoj srzi i krvi [\
predvidaju nepovoljan ishod; u toku je
dalja evaluacija.
Regionalni limfni ¢vorovi Procena prognoze. Mikrometastaze u regionalnim ¢vorovima -1
predvidaju nepovoljan ishod.
Sentinel limfni &vorovi Procena prognoze. Prospektivne studije procene sentinel 111
mikrometastaza su u toku
d. Genetski marker
CDKN2A (ciklin-zavisni Identifikuje rizik od melanoma u porodicama sa Eksperimentalno; nije u klini¢koj primeni. \'%

LOE, level of evidence
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do 2,00 mm i bez metastaza u regionalnim limfnim
¢vorovima podeljeni su u dve grupe. Prvu grupu je
¢inilo 50 pacijenata koji su umrli od metastaza u toku
7 godina od kompletnog hirur§kog tretmana; u dru-
goj grupi se nalazilo 50 pacijenata koji su odgovarali
pacijentima u prvoj grupi na osnovu 6 standardnih
prognostickih faktora, ali koji su Ziveli najmanije jo$ 10
godina bez rekurencije. Serumi ovih pacijenata, uzeti
posle operacije, su analizirani na prisustvo TA90-IC.
Svim pacijentima je odreden status regionalnih limf-
nih &vorova. Medijana + Sd (95% Cl) koncentracije
TA90-IC i incidencija pozitivhosti (A>0,410) su bile,
redom, 0,557 = 0,43 i 82% u grupi 1 i 0,305 =
0,15 i 18% u grupi 2. Ove vrednosti su statisti¢ki
znacajno razli¢ite (t-test, p<0,001) $to je pokazalo da
je pozitivnost seruma na prisustvo TA90-IC u kore-
laciji sa udaljenim metastazama kod melanoma koji
bi se klasifikovali kao nisko do intermedijerno rizi¢ni
na osnovu standardnih prognostickih faktora.

Kelley i saradnici (19) su ispitivali znacaj TA90-
IC u proceni preZivljavnja i preoperativnoj detekciji
subklini¢kih metastaza kod pacijenata koji se podvr-
gavaju hirur$koj resekciji lokalizovanih melanoma. Od
56 pacijenata sa patoloski pozitivnim limfnim ¢vorovi-
ma ili kasnijim razvojem rekurencije, 43 (77%) je bilo
pozitivno na TA90-IC preoperativno. Nasuprot tome,
samo je 14 od 58 pacijenata sa patoloski negativnim
¢vorovima, kod kojih se nije javila rekurencija, bilo
pozitivno na TA90-IC. Prema tome, osetljivost i speci-
ficnost TA9O-IC ELISA testa za detekciju okultnih
metastaza su bile 77% i 76%, redom. U kasnijoj stu-
diji, od 78 pacijenata kod kojih je doslo do rekuren-
cije, 54 (77%) je bilo pozitivho na prisustvo TA90-IC
u proseku 19 meseci pre pojave rekurentne bolesti.
TA90-IC je bio nezavisan prognosti¢ki faktor i za pre-
zivljavanje bez bolesti (DFS) i za ukupno prezivljavan-
je (OS). Zato izgleda da je TA9O-IC prvi tumorski
marker koji taéno predvida pojavu subklini¢ke metas-
tatske bolesti i prezivljavanje pacijenata sa melano-
mom u ranom stadijumu.

TA90-IC je, takode, i prvi serumski marker od
znacaja u proceni prezivljvanja pacijenata sa melano-
mom stadijuma IV koji primaju adjuvantnu imunoter-
apiju posle kompletne resekcije udaljenih metastaza.
Pokazana je snazna korelacija postoperativnih kon-
centracija TA90-IC i prezZivljavanja kada je TA90-IC
ELISA test koris¢en za procenu terapijske efikasnosti
postoperativne adjuvantne imunoterapije polivalent-
nom vakcinom (16). Medijane DFS i petogodi$njeg
OS su bile 7 i 4 meseca, odnosno 49% i 27%, redom,
kod negativnih i pozitivnih pacijenata na prisustvo
TA90-IC u serumu. U drugoj studiji sa pacijentima sa
uznapredovalim melanomom, TA90-IC test je kombi-
novan sa pozitronskom emisionom tomografijom
(PET). Pacijenti kod kojih su oba testa bila pozitivha
imali su viSu incidenciju rekurencije u toku 6 meseci
ispitivanja u poredenju sa pacijentima sa negativnim
rezultatima (20).

Protein S100

5100 je kiseli, kalcijum-vezujudi protein od 21
kDa, sastavljen od 2 izomerne subjedinice — alfa i be-
ta. Ovaj heterodimer je prvo izolovan iz govedeg
mozga, a veruje se da je ukljuéen u celijski ciklus
rasta i diferencijacije. lako je S100 inicijalno prepoz-
nat kao marker humanih melanoma, takode je prisu-
tan i kod glioma, Schwannom-a i neuroblastoma (21).

5100 imunohistohemijsko bojenje patoloskih
uzoraka tkiva je metoda izbora za dijagnozu malignih
melanoma. Uvodenjem dve metode za odredivanje
S$100 u serumu, omoguéeno je sprovodenje nekoliko
studija za utvrdivanje prognosti¢kog znacaja koncen-
tracije ovog proteina u cirkulaciji. Nadena je pozitivna
korelacija sa stadijumom bolesti, a koncentracije
S100 u serumu su takode u korelaciji sa brojem
zahvadenih organa, prisustvom metastaza u jetri ili
kostima i odgovorom na hemio ili imunoterapiju (22).
Povisene koncentracije u perifernoj krvi su specifi¢ne
i osetljive za progresiju tumora (23).

Melanom-inhibitorna aktivnost (MIA)

Melanome-inhibitorna aktivnost (MIA) je autokri-
ni faktor rasta tumorskih ¢elija. To je solubilni protein
od 11 kDa, sastavljen od 131 amino kiseline, koga
sekretuju Celije melanoma i hondrociti. Dodatak MIA
kulturi Celija prati brzo grupisanje éelija melanoma i
indukcija melanom-asociranih gena, kao i inhibicija
apoptoze, §to ukazuje da ovaj protein moze biti uklju-
¢en u metastazu i/ili invaziju tumorskih éelija. Prime-
¢ena je povecana koncentracija MIA u serumu paci-
jenata sa melanomom koja zavisi od stadijuma bole-
sti. Ove vrednosti se normalizuju posle resekcije me-
lanoma, a objavljena je i korelacija izmedu pada kon-
centracije MIA i stabilizacije ili regresije bolesti (24).
Faries i sar. (25) su objavili korelaciju izmedu kon-
centracije MIA i prezivljavnja pacijenata koji su pri-
mali terapeutsku kancer vakcinu posle kompletne
resekcije melanoma AJCC stadijuma 11

Laktat dehidrogenaza (LDH)

Posto je laktat dehidrogenaza (LDH) enzim Siro-
ko rasprostranjen u organizmu, skoro svaki tip kance-
ra kao i mnoge druge bolesti mogu biti praceni po-
viSenom aktivno$éu LDH u serumu. Zato ovaj marker
nije pogodan za screening i dijagnozu melanoma; ali
moze pomodi u pradenju toka bolesti. Stalno ili re-
kurentno povisene vrednosti LDH posle terapije obi-
¢no ukazuju da je bolest i dalje prisutna ili da je doslo
do rekurencije. Kod 121 pacijenta sa stadijumom Il i
58 pacijenata sa stadijumom lll, vrednost LDH je
ukazivala na rekurenciju sa osetljivos¢u i specifi¢no-
8¢u od 72% i 97%. Kao indikator metastaza u jetri,
LDH je imao osetljivost i specifi¢nost 95% i 82% u
melanomu stadijuma Il, i 86% i 57% u stadijumu Il
Pored toga, prose¢no preZivljavanje pacijenata sa
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povisenom aktivno$¢u LDH je bilo 5,9 meseci. Iz ovo-
ga sledi da je pracenje aktivnosti LDH u serumu kori-
sno u postoperativnom pracenju pacijenata sa mela-
nomom (26).

Kada je LDH uporeden sa nekoliko drugih tu-
morskih markera, ukljuéujuci S100 i MIA, u multiva-
rijantnoj analizi, imao je najbolju prediktivhu vrednost
za lo$ ishod bolesti (27). Ovo je dovelo do toga da
AJCC predlozi subtip bolesti sa udaljenim metastaza-
ma zasnhovan na aktivnosti LDH u serumu (6). Me-
dutim, prognosti¢ka vrednost LDH kod pacijenata sa
melanomima stadijuma I-1ll je ograni¢ena zato $to je
kod vecine pacijenata sa melanomom u ranoj fazi
vrednost LDH u okviru referentnog intervala.

Prekursori melanina

Pigmentaciju koze odreduje brzina sinteze mela-
nina u melanocitima. U malignim bolestima je pove-
¢ana sinteza melanina i njegovih prekursora. Sinteza
melanina u melanocitima se zasniva na konverziji tiroz-
ina u DOPA (3,4-dihidroksi-fenilalanin) i DOPAkvinon
pod dejstvom tirozinaze. DOPAkvinon se zatim kon-
vertuje u 5-S-cisteinildopu (5SCD) i feomelanin ili u
5,6-dihidroksi-indol (5,6DHI), koji se zatim prevodi u
5(6)-hidroksi-6(5)-metoksi-indol-2-karboksilnu
kiselinu (6H5MI2C) i, konaéno, u eumelanin. Ispitiva-
na je primena ovih prirodnih prekursora melanina kao
tumorskih markera (28).

5SCD je veoma specifi¢an marker metabolizma
melanina koji se moze detektovati u urinu ili serumu.
Odredivanje 5SCD u urinu se uglavhom odnosi na
uznapredovale melanome, zato $to su ranije studije
pokazale da je kod manje od 2% pacijenata sa mela-
nomom stadijuma I-lll postojala povedana ekskrecija
5SCD urinom (>0,4 mg/24h). Nasuprot tome, kod
60% pacijenata sa melanomom u stadijumu IV pos-
tojala je povisena koncentracija 5SCD u urinu (29).

U simultano sakupljenim uzorcima urina i seru-
ma, ranije je dolazilo do porasta koncentracije 5SCD
u serumu, odredene HPLC-om, i one su bolje odsli-
kavale rekurenciju ili progresiju melanoma (30). Dru-
ga istrazivanja su pokazala da su koncentracije 55CD
u plazmi bile, u proseku, dva puta, Cetiri puta i 450
puta viSe kako je bolest napredovala od stadijuma
I/1l, preko Il do IV (31). Medutim, ove razlike nisu
imale prognosticki znacaj.

Znacaj 5SCD u pracenju odgovora na imuno-
hemioterapiju je ispitan u studiji koja je pokazala da
su niske koncentracije 5SCD tokom terapije interleu-
kinom 2 (IL-2), interferonom (IFN)-alfa i dakarbazi-
nom bile u korelaciji sa znaajno duZim preZivljava-
njem. Takode, na osnovu koncentracije 5SCD mogu
da se razlikuju osobe koje dobro odgovaraju na ter-
apiju od onih kod kojih imunohemioterapija nema
efekta (32). Prema tome, odredivanje 5SCD u seru-
mu moze biti od koristi za pradenje klinickog toka

bolesti, za pradenje efekata terapije i kao prognosticki
faktor prezivljavanja. Medutim, znacdaj prekursora
melanina neophodno je potvrditi daljim ispitivanjima
na ve¢em broju pacijenata.

U najnovijoj studiji procene klini¢ke vrednosti L-
DOPA/tirozin odnosa (indeks aktivnosti tirozinaze),
$100, MIA i LDH, nadeno je da L-DOPA/tirozin u
kombinaciji sa S100 ima najve¢u osetljivost/speci-
ficnost (73%/70%) za potvrdu stadijuma IlI/1V ili sa-
mo stadijuma IV (69%/75%). Takode, samo je L-
DOPA/tirozin odnos bio zna&ajno povisen u toku pro-
gresije tumora od I-lll ka vi§im stadijumima, $to ga
¢ini zanimljivim za pracenje pacijenata sa melano-
mom (33).

Faktori angiogeneze

Vaskularizacija je neophodna za rast tumora.
Nekoliko studija je pokazalo da se gustina mikrocirku-
lacije povecava sa debljinom primarnog melanoma i
da je povecana gustina mreze krvnih sudova u kore-
laciji sa skradenim DFS. Koncentracija vaskularnog
endotelnog faktora rasta (vascular endothelial growth
factor, VEGF) je povisena u serumu svih pacijenata sa
melanomom i ta vrednost raste sa napredovanjem

bolesti (34).

Osnovni faktor rasta fibroblasta (basic fibroblast
growth factor, bFGF) se normalno ne nalazi na
melanocitima. Na modelima humane koZe, bFGF je
kriti¢an za prevodenije ¢elija melanoma iz in situ faze
u fazu vertikalnog rasta, i tako doprinosi tumoroge-
nosti in vivo (35). Imunohistohemijskim (IHC) ispiti-
vanjem parova primarnih i metastatskih melanoma
dobijenih od istog pacijenta pokazano je da se bFGF
sintetide ranije i ¢e$¢e od VEGF (36). lako ekspresija
bFGF u tkivu melanoma nije u korelaciji sa rekuren-
cijom bolesti, povisene koncentracije u serumu su u
korelaciji sa odmaklom fazom bolesti i kra¢im DFS i
OS (37).

U studiji Strame i Akslera (38), pokazana je
znacdajna korelacija ekspresije bFGF i poveéane gus-
tine mikrocirkulacije u melanomima. Takode, snazna
ekspresija efrin-A1 i efrin-A2 (receptora za efrin-A1)
na Celijama tumora bila je povezana sa povecanom
proliferacijom Celija tumora, $to ukazuje na mogucu
autokrinu stimulaciju rasta.

Adhezivni molekuli

Maligni melanom obié¢no napreduje od intraepi-
dermalne mikrosredine, preko radijalne faze rasta, u
kojoj maligni potencijal ne moze uvek ta¢no da se
proceni, do invazije dermisa (vertikalna faza rasta) i
metastaza. U toku ovih stadijuma, maligne celije inte-
raguju jedna sa drugom i sa ekstracelularnim matrik-
som. Ekspresija adhezivnih receptora na celijama je
Cesto promenjena u toku maligne transformacije
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(39). Celijski adhezivni molekuli iz superfamilija inte-
grina, kadherina i imunoglobulina uéestvuju u pro-
gresiji kutanih melanoma.

Superfamilija imunoglobulina. CD44 (Pgp/1;
HCAM) je membranski glikoprotein koji predstavlja
receptor za hijaluronsku kiselinu. Eksprimiran je na
leukocitima i eritrocitima i omogucava adherenciju lim-
focita za venule visokog endotela, tako da ucestvuje u
medusobnim interakcijama celija. Ekspresija ovog
glikoproteina na celijama tumora mogla bi da uti¢e na
adheziju leukocita i da pojaca ili kompromituje funkci-
je imunskog sistema. Alternativno, adherencija tumor-
skih Celija za endotel venula moze da omogudi ovim
Celijama transmigraciju i invaziju mikrovaskulature ili
limfnog sistema. CD44 se nalazi u standardnoj formi
(CD44std) i u obliku 10 izoformi (v1 — v10) koje su
rezultat alternativnog cepanja iRNK (40). Rezultati
studija su kontradiktorni — u jednoj je smanjena ekspre-
sija CD44 nezavisan prediktor kraceg DFS i OS (41), a
nasuprot tome Dietrich i sar. (42) su pokazali da pove-
¢ana ekpresija CD44 znadajno skraduje prezivljavanje.
Takode je pokazano da koncentracije CD44st, v5, v6 i
v10 u cirkulaciji nisu znaéajno povisene kod pacijenata
sa melanomom, iako je nekoliko pacijenata imalo vise
koncentracije CD44std izoforme. Jasno je da su za pro-
cenu vrednosti CD44 kao dijagnosti¢kog ili prognos-
tickog markera neophodna dalja istrazivanja, sa poseb-
nim akcentom na odredivanje odnosa standardne for-
me i ostalih izoformi, narocito CD44v10 izoforme, zato
$to jedna izoforma moze da kompenzuje kvantitativne
promene u drugoj.

Adhezivni molekul éelija melanoma (melanoma
cell adhesion molecule, MCAM) je integralni mem-
branski glikoprotein koji omogucava adheziju delija
nezavisno od kalcijuma. Ovaj protein demonstrira
heterofilne interakcije izmedu dcelija, $to dovodi do
dinami¢kih rearanZmana citoskeleta (43). Rearani-
man citoskeleta moZe da olak$a odvajanje i migraciju
celija, $to su klju¢ne funkcije za stvaranje metastaza i
invaziju. Ekspresija gena za MCAM, koiji je lociran na
hromozomu 11, dokazana je imunohistohemijski u
melanomima, gestacionim trofoblastnim lezijama i
endotelnim Celijama, a ne javlja se u normalnim me-
lanocitima (44). MCAM je marker melanoma koji
dosta obecava, ali budude studije bi morale da se fo-
kusiraju na poredenja sa vise markera i korelacije sa
klini¢kim ishodom.

ICAM-1 (CD54) adhezivni molekul se nalazi na
povr$ini antigen-prezentujucih celija, T Celija i vasku-
larnim endotelnim ¢elijama, a njegova ekspresija je
marker loSeg ishoda melanoma. Ekspresija ICAM-1
ima vaznu ulogu u adheziji neutrofila i transendotelnoj
migraciji. Moze se javiti u membranskoj (mICAM-1) i
solubilnoj (sICAM-1) formi (45). mICAM-1 je detekto-
van IHC bojenjem u 69% primarnih melanoma i 89%
metastatskih lezija i povezan je sa kra¢im DFS (46).
sICAM-1 je detektovan u serumu 52 osobe sa pri-
marnim melanomom, ali u koncentracijama koje nisu

bile znacajno razli¢ite od kontrola (41). U uznapredo-
valoj metastatskoj bolesti, medutim, povecanje kon-
centracije sICAM-1 pre pocetka terapije je bilo zna-
¢ajno vise kod pacijenata sa metastazama na kostima
ili u jetri i predstavljalo je prognosticki indikator (47).

Ekspresija bilijarnog glikoproteina, CEACAM-1
(carcinoembrionic antigen-related cell adhesion mole-
cule 1, CD66) adhezivnhog molekula, u malignim mela-
nomima je povezana sa metastazama, $to je pokazano
Kaplan-Meier-ovom analizom. Multivarijantnom anali-
zom je utvrdeno da je CEACAM-1 nezavisni faktor rizika
za pojavu metastaza i da je prediktivna vrednost njegove
ekspresije superiornija od debljine tumora (48).

Superfamilija integrina. Integrini posreduju u
razli¢itim funkcijama antigen-prezentujuéih Celija,
ukljuéeni su u migraciju limfocita i moduliraju adhe-
renciju celija medusobno i za okolni ekstracelularni
matriks, ¢esto preko veza sa fibronektinom ili vit-
ronektinom. Ovi transmembranski adhezivni molekuli
formiraju heterodimere sastavljene od alfa i beta lan-
ca. Povedana invazivnost celija tumora posle vezivanja
odgovarajuéeg liganda (vitronektina) za alfavbeta3
moze biti posledica povecane aktivnosti protein
kinaze C, $to dovodi do povecane ekspresije iRNK za
receptor za urokinaza plazminogen aktivator i za plaz-
min ili promocije ekspresije matriks metaloproteinaze
2 (MMP-2) (49). IHC bojenja su pokazala da je
ekspresija alfavbeta3 ogranic¢ena na ¢elije melanoma,
ali da se razlikuje u stepenu medu razli¢itim histolos-
kim tipovima melanoma (akralni, povrSinski, metasta-
ze u limfnim &vorovima, kutane metastaze). Ovo mo-
Ze biti posledica ¢injenice da do ekspresije alfavbeta3
dolazi kada melanom prede iz radijalnog u vertikalnu
fazu rasta, pa njegova pojava moze oznaciti progresi-
ju u invazivni fenotip. Nekoliko studija je pokazalo
znacajnu vezu izmedu ekspresije alfavbeta3 u non-
akralnim lezijama sa debljinom tumora, rekurencijom
i ishodom (50).

Primeceno je da razliciti kompleksi imaju razlicite
ligande i potencijalno razli¢ite funkcije. Tako, ekspre-
sija beta3 se povezuje sa ved¢im mortalitetom i ve¢om
debljinom tumora (51), a pacijenti sa beta-pozitivnim
tumorima imaju znacajno duze DFS i OS (52).

Kadherini su glikoproteini povrSine celija koji
ucestvuju u kalcijum-zavisnoj adheziji ¢elija i imaju
regulisanu ekspresiju. Glavni medijator adhezije izme-
du keratinocita i normalnih melanocita je E-kadherin,
koji se ne nalazi na mladezima ili éelijama melanoma.
U celijama melanoma je eksprimiran N-kadherin, pre
nego E-kadherin (53). Medutim, nijedna studija nije
ispitivala upotrebu ovog molekula kao tumorskog
markera.

Citokini i njihovi receptori

Izmedu citokina i kancera postoji kompleksna
veza. Ne samo $to celije kancera sintetiSu citokine,
ved citokini takode deluju supresivno na autokrine i
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parakrine sisteme. Pored toga, oni indukuju druge ci-
tokine i njihove receptore. U celijama melanoma su
eksprimirani brojni citokini koji su detektovani na ni-
vou proteina i/ili na nivou iIRNK. RT-PCR tehnika je
identifikovala transkripte IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8 i IL-10
u kulturi éelija humanog melanoma, a bFGF, IL-1a,
IL-1B, IL-6, IL-8 i GM-CSF (faktor stimulacije koloni-
ja granulocita i makrofaga) u svezim uzorcima biopsi-
je primarnih i metastatskih melanoma (54). Medu-
tim, kompleksna interakcija melanomskih lezija sa
endogenim limfocitima, koji takode sintetiSu mnoge
od ovih citokina, otezava RT-PCR analizu seruma.
Zbog toga su samo receptor za IL-2, IL-6, IL-8 i IL-10
u serumu ispitivani kao tumorski markeri.

Dugi niz godina se IL-2 koristi u terapiji mela-
noma i smatra se da je mehanizam dejstva stimulaci-
ja citotoksi¢nih T limfocita (CTL, CD8+ T limfociti).
Pokazano je da solubilni IL-2 receptor (sIL-2R) inter-
ferira sa IL-2 terapijom — kod 80% pacijenata sa me-
tastatskom boleséu koji su imali visoke koncentracije
sIL-2R u cirkulaciji terapija nije pokazala efekte. Kod
pacijenata na terapiji IL-2, povecana ekspresija slL-
2R je u korelaciji sa kra¢im prose¢nim prezivljavan-
jem i u statisticki je znacajnoj vezi sa progresijom bo-
lesti (55).

Koncentracija IL-6 je povisena u melanomima
stadijuma V. Kod pacijenata koji su primali terapiju
cisplatin/IL-2/IFN-a, koncentracija IL-6 u serumu je
bila znacajno poviSena pre pocetka terapije, kao i kod
osoba koje nisu reagovale na terapiju, $to ukazuje na
potencijalni mehanizam rezistencije na biohemiote-
rapiju. Mehanizam bi mogao biti povezan sa defek-
tom u intracelularnoj ekspresiji IL-6 i njegovog recep-
tora (IL-6R). Ispitivanjem ¢elija tumora dobijenih aspi-
racijom iz limfnih ¢vorova i palpabilnih metastatskih
lezija kod pacijenata sa melanomom u stadijumu IV
primecena je korelacija izmedu rezistencije na biohe-
mioterapiju i smanjene intracelularne ekspresije IL-6 i
IL-6R u prisustvu povisene koncentracije IL-6 u serumu
(56). U prospektivnoj studiji mogucée povezanosti kon-
centracije IL-6 u serumu i OS u metastatskom mela-
nomu, pokazano je da je OS duze kada je koncentra-
cija IL-6 niza. Takode, multivarijantna analiza je poka-
zala da IL-6, kao promenljiva, LDH i opterecenje tu-
morom predstavljaju znacajne prognosti¢ke faktore
ukupnog prezivljavanja. Ovo ukazuje da bi koncentra-
cija IL-6 u serumu pre pocetka terapije mogla biti pre-
diktivni faktor za OS u metastatskom melanomu (57).

Relativno mali broj studija je ispitivao ulogu IL-8
i IL-10 u melanomu. Nadene su poviSene koncen-
tracije IL-8 u serumu kod 21 od 56 (37,5%) pacije-
nata sa metastaziralim melanomom. Povisene kon-
centracije su se ¢esce javljale (kod 62% osoba) kada
je opterec¢enje tumorom bilo ve¢e od 250 cm3 nego
kada je bilo manje (17% osoba). Uloga IL-10 u rastu
tumora i preZivljavanju nije jasna. lako IL-10 ima i
imunosupresivne i antiinflamatorne funkcije, smanje-
ne koncentracije IL-10 u serumu su povezivane sa

rastom tumora i kradim prezivljavanjem pacijenata sa
melanomom (58).

Fuzin (hemokinski (C-X-C motif) receptor 1,
CXCR4) i njegov jedinstveni ligand, hemokin CXCL12
(stromal cell-derived factor 1), su nedavno povezani sa
nekoliko vrsta kancera, ukljuéujuci i melanom. Ekspre-
sija CXCR4 na celijama melanoma je bila u korelaciji
sa prisustvom ulceracija, pove¢anom debljinom tumo-
ra, vecim rizikom za razvoj regionalnih i udaljenih me-
tastaza, kao i sa ve¢om stopom smrtnosti. Multivari-
jantna analiza je pokazala da je njegova ekspresija ne-
zavisan prognosticki faktor (59).

Faktori rasta celija

Jedan od inicijalnih dogadaja u progresiji mela-
noma je disregulacija proliferacije ¢elija, koja pocinje
kada prekursori melanocita izgube kontrolu nad ¢elij-
skim ciklusom. Transkripcioni faktori, tumor supresor-
ni geni i veliki broj proteina ucestvuje u kontroli rasta
Celije melanoma.

AP-2 je transkripcioni faktor od 52 kDa koji ve-
zuje DNK i kontrolise ekspresiju gena u kulturama
epidermalnih celija. U ispitivanju grupe od 369 paci-
jenata sa melanomom stadijuma | pokazana je pre-
diktivna vrednost gubitka IHC ekspresije AP-2 za skra-
¢eno DFS i OS (60).

Mikroftalmija transkripcioni faktor (MITF) je
nuklearni protein specifi¢an za melanocite i kriti¢an
za njihovo preZivljavanje, sazrevanije i regulaciju sin-
teze melanina. Svih 76 uzoraka melanoma ispitanih u
jednoj studiji je bilo pozitivno na MITF, a kod nijednog
od 60 uzoraka bez melanoma nije pokazana ekspre-
sija MITF (61). U drugoj studiji, od 266 pacijenata sa
melanomom, kod 80% je IHC bojenje na MITF bilo
pozitivno, ali je specifi¢nost bila lo$a, narocito pri
upotrebi D5 antitela, koje se smatra superiornim u
detekciji MITF (62).

U IHC studiji 157 pacijenata sa melanomom,
pozitivna ekspresija nm23 je bila u korelaciji sa boljim
prezivljavanjem (63). U jednoj manijoj studiji, ekspre-
sija nm23 je bila najmanja u najdebljim melanomima
i melanomima koji su metastazirali u regionalne
limfne ¢vorove. Medutim, ekspresija nm23 nije u ko-
relaciji sa metastazama na organima ili sa petogo-
di$njim prezivljavanjem (64).

C-myc je nuklearni onkoprotein ¢ija je ekspresija
povecana u kancerima prostate i jetre. Jedna studija je
pokazala snazniju prognosti¢ku korelaciju ovog mar-
kera sa melanomom u poredenju sa drugim klini¢ko-
patoloskim parametrima, ukljucujuéi i zahvacenost
limfnih &vorova (65). Medutim, druga studija je poka-
zala da je kod samo 47% pacijenata sa melanomima
debljim od 1 mm, postojala ekspresija c-myc i da ona
nije bila u korelaciji sa prezivljavanjem. Preterana eks-
presija je bila najznacajnija kod melanoma sa vertikal-
nim rastom i sa metastazama (66). U prospektivnoj
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studiji prognosti¢kog znacaja ekspresije c-myc u kon-
sekutivno odabranih 117 pacijenata sa primarnim me-
lanomom, c-myc nije bio najjaci prediktor prezivljavan-
ja u univarijantnoj analizi, ali je bio jedini parametar koji
je zadrzao znadaj u multivarijantnoj analizi (67).

Ki-67 (MIB-1 antitelo) je nehistonski DNA-vezu-
ju¢i nuklearni protein koji se nalazi u kasnoj G,, S, G,
i M fazi, ali ne i u G, fazi celijskog ciklusa. Zato je to
marker koji jasno razdvaja proliferativne od neprolif-
erativnih celija. Prema tome, IHC bojenje Ki-67 upo-
trebom MIB-1 antitela moze da razlikuje Spitz-ove
mladeze i druge benigne kozne lezije od melanoma
(68). Posto se ekspresija Ki-67 povedava u toku prela-
ska iz radijalnog u vertikalni rast, ovaj marker ima i
prognosti¢ki potencijal. IHC bojenje pomodu MIB-1
je pokazalo progresivno povecanje ekspresije Ki-67
od benignih tumora preko primarnih melanoma do
metastatskih lezija. Visoka ekspresija Ki-67 kod me-
tastaza u limfnim ¢vorovima je bila u korelaciji sa
nodalnim (N) stadijumom. Takode, poveéana ekspre-
sija Ki-67 je povezana sa progresijom bolesti i Sire-
njem na vise limfnih ¢vorova (69). Kod 60 pacijenata
sa metastatskim melanomima na hemioimunoterapi-
ji, niska ekspresija Ki-67 je bila u znacajnoj vezi sa
smanjenom gustinom krvnih sudova (70). Zbog zna-
Caja angiogeneze za rast i invazivnost tumora, ne
iznenaduje Cinjenica da je niska ekspresija Ki-67 pre
tretmana bila nezavisan prognostic¢ki faktor duZeg

DFS i OS.

Ciklini (A, B, D,, D,, D; i E) vezuju i aktiviraju
specifi¢ne, ciklin-zavisne protein-kinaze (CDK1, 2, 4 i
6) i tako moduliraju prelazak iz G, u S fazu celijskog
ciklusa. Ovaj prelaz moze biti znacajno smanjen inhi-
bitorima ciklin-zavisnih kinaza, koji se mogu podeliti u
dve grupe: INK4 inhibitori, koji deluju na CDK4 i
CDK®, i KIP inhibitori koji deluju na CDK2 i CDKA4.
IHC ispitivanja su pokazala da se ekspresija CDK2
povecava progresivno od benignih tumora, preko pri-
marnih kancera, do metastatskih lezija, $to ne vazi ni

za CDK1 ni za CDK4 (71).

IHC bojenije i Western Blot su pokazali povec¢anu
ekspresiju ciklina A u melanomu, koja je u korelaciji
sa Ki-67 indeksom (proliferativnim indeksom), deblji-
nom tumora i kra¢im prezivljavanjem. Takode, IHC
bojenja su pokazala da je ekspresija ciklina B veda
kod metastatskih melanoma nego kod benignih ili
primarnih lezija, §to govori o prognostickom znacaju
ciklina B kod pacijenata sa uznapredovalom boleséu.
Ciklin D ima nekoliko subtipova — D,, D, i D;, i svaki
ima razli¢it dijagnostic¢ki i prognosti¢ki znacaj. Gene-
ralno, Western blot analize su pokazale znacajno visu
ekspresiju ciklina D kod metastatskih melanoma ne-
go kod benignih lezija (72). Medutim, najnovija istra-
zivanja pokazuju da, iako je ekspresija ciklina D, veca
u primarnim melanomima nego u mladezima, ciklin
D, ima mali znacaj u razvoju metastatskog fenotipa.
Neophodna su dalja ispitivanja koja bi utvrdila prak-
ticni znacaj ciklina D, u melanomu (73).

Najbolje opisan ¢lan KIP inhibitora je p21, pro-
tein koji moze dovesti do supresije tumora. IHC ispi-
tivanja su pokazala odsustvo ekspresije p21 u 30%
primarnih i 40% metastatskih melanoma, kao i da se
ekspresija smanjuje metastaziranjem primarnog
melanoma (74). Medutim, kasnije studije su pokaza-
le ekspresiju ovog inhibitornog proteina u 60% in situ,
29-61% primarnih i 33-48% metastatskih melano-
ma (75). Ovi kontradiktorni podaci zasnhovani na IHC
ukazuju da bi trebalo dalje ispitati dijagnosticki i prog-
nosti¢ki znacaj Western blot i RT-PCR metodama.

Najbolje proucen ¢&lan INK4 inhibitora je
CDKN2A gen, koji kodira dva razli¢ita inhibitorna
proteina, p16INK4a i p14ARF. Gubitak ili mutacija
gena ovih tumor-supresornih proteina uti¢e na regu-
laciju proliferacije ¢elije. Desetogodi$nje prezivljavan-
je je bilo 37% pacijenata sa melanomima bez ekspre-
sije p16INK4a, a 77% pacijenata sa p16INK4a-pozi-
tivnim melanomima, $to ovaj protein Cini nezavisnim
prediktorom prezivljavanja (76).

Imunoregulatorni molekuli

Imunoregulatorni molekuli su antigeni koji izazi-
vaju veliki broj razli¢itih imunskih akcija i reakcija.
Prepoznavanje antigena na tumorskim celijama je
osnova njihovog uklanjanja iz cirkulacije posredstvom
imunskog sistema. Medutim, u tumorskim ¢elijama
su Cesto ti antigeni promenjeni mutacijom gena ili
nepravilno regulisani. Najbolje prouceni antigeni su
antigeni diferencijacije melanocita: antigen melano-
ma koga prepoznaju T delije (MART-1/melan-A) i
tirozinaza (77).

Ekspresija tirozinaze, vaznog enzima sinteze me-
lanina, koja predstavlja marker diferencijacije mela-
nocita, ispitivana je imunohistohemijski pomocu T311
anti-tirozinaza monoklonskih antitela. Poredenjem vise
markera — T311, S100, HMBA45 (anti-gp100) i A103

najspecifi¢niji marker (78). Uprkos tome, T311 se
smatra pouzdanim markerom melanocita. IHC bojenje
za T311 je bilo znacajno slabije sa progresijom mela-
noma od primarnih lezija do visceralnih metastaza, $to
ukazuje da gubitak tirozinaze moze biti marker progre-
sije. Takode, najnovija istrazivanja pokazuju da ekspre-
sija tirozinaze u perifernoj krvi kod pacijenata sa mela-
nomom stadijuma |V pre pocetka i u pradenju terapije
moze biti pouzdan prognostic¢ki parametar za odgovor
na terapiju, razvoj novih metastaza i prezivljavanje (79).

MART-1 (melan-A) je protein od 118 amino
kiselina cija je ekspresija ograni¢ena na melanocite
koze i retine. MART-1 gen kodira HLA-A2 peptidni
epitop, koji prepoznaju CTL, i HLA-DR4, koga pre-
poznaju CD4+ T (elije. Postoje 2 antitela za imuno-
histohemijsku detekciju ovog epitopa: M2-7C10/
MART-1 i A103/Melan-A antitelo (80). Prema tome,
kada se govori o ovom proteinu, navodi se specifi¢nho
antitelo. Po jednoj studiji, MART-1 je imunohistohe-
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mijski detektovan u 90% primarnih melanoma, uz gu-
bitak ekspresije sa progresijom bolesti, porastom Bre-
slow-ljeve debljine i redukcijom DFS i OS (81). Sli¢ne
rezultate su dobili de Vries i sar. (82), koji su imuno-
histohemijski poredili ekspresiju MART-1, gp100,
$100 i tirozinazu u primarnim melanomima i u loko-
regionalnim, nodalnim i visceralnim metastazama.
Bojenje je bilo u negativnoj korelaciji sa Clark-ovim
nivoom, a nodalne metastaze su se slabije bojile od
primarnih tumora istih pacijenata. S100 je bio naj-
osetljiviji marker, a nije bilo znacajne razlike izmedu
ostala tri markera. Posto IHC bojenjem za MART-1
nije bilo mogucde razlikovati Spitz-ove mladeze, ¢elije
melanoma i normalne melanocite, ovaj marker ima
ogranic¢en potencijal da diferencira benignu bolest od
malignog melanoma (83).

Inhibitori apoptoze

Apoptoza je vazan mehanizam u proliferaciji
Celija i imunoloskoj kontroli. Proteini koji u¢estvuju u
apoptozi su pro-apoptotski (indukuju smrt Celije) ili
anti-apoptotski (omogucéavaju neregulisani rast ili
izbegavanje imunoloske destrukcije). Medu nekoliko
proteina i njihovih ligand-receptora ispitivanih u me-
lanomu su Fas, TRAIL i Bcl familija proteina.

Fas (APO-1, CD95) je ¢lan superfamilije trans-
membranskih receptora za faktore nekroze tumora
(TNFR). Fas receptor (Fas), Fas ligand (FasL) i njihove
solubilne forme (sFas i sFasL) pripadaju ovoj familiji
pro-apoptotskih efektora. U pocletku se verovalo da
se nalaze samo na T i NK éelijama, ali danas su iden-
tifikovani na mnogim drugim tipovima éelija, ukljucu-
juci Celije melanoma. Ekspresija FasL mozZe da bude
usmerena protiv T Celija, da ih eliminiSe iz cirkulacije
i na taj nacin oslabi imunski sistem (84).

Fas i FasL su eksprimirani u normalnoj kozi i be-
nignim i malignim lezijama, ali je ekspresija Fas zna-
¢ajno visa kako se povecava debljina primarnog tu-
mora, dok ekspresija FasL opada. Ispitivanja koris-
¢enjem ELISA tehnike su ukazala na ulogu sFasL u
identifikovanju pacijenata koji su refraktarni na bio-
hemioterapiju i na ulogu sFas u pradenju odgovora na
terapiju. Naime, koncentracija sFasL pre terapije je
bila poviSena kod osoba rezistentnih na terapiju i
ostala je poviSena po prestanku terapije, dok je kon-
centracija sFas bila takode povisena posle terapije.
IHC ispitivanja pokazuju da je ekspresija FasL veda u
primarnim melanomima debljim od 0,75 mm i u
limfnim ¢vorovima, dok je niska ili odsutna u benig-
nim lezijama i kod melanoma in situ (85).

Bcl-2 familija proteina moze imati i anti- i pro-
apoptotske efekte. | Bcl-2 (anti-apoptotski integralni
membranski protein) i Bcl-xL (anti-apoptotski trans-
membranski protein mitohondrija) nadeni su u veli-
kom procentu u metastatskim melanomima, tako da
njihova ekspresija moze ukazati na povedan maligni
potencijal, koji je posledica inhibicije apoptoze (86).

Ligand koji indukuje apoptozu povezan sa TNF
(TNF-related apoptosis-inducing ligand, TRAIL) indu-
kuje apoptozu kaspaza-zavisnim mehanizmom. Ovaj
relativno novi pro-apoptotski faktor je identifikovan u
68% melanoma. Zanimljivo je da TRAIL moze dovesti
do aktivacije NF-kB posredstvom svojih pro-apoptot-
skih receptora (TRAIL R, ili R,), $to dovodi do aktiva-
cije kaspaze 8, a time i apoptoze (87).

Pokazano je da novi tumor-supresor ING3 mo-
dulira transkripciju, kontrolu celijskog ciklusa i apop-
tozu. Studije su pokazale da je ING3 promotor apop-
toze izazvane UV zragenjem preko Fas/kaspaza 8 sis-
tema u celijama melanoma. Multivarijantna analiza je
pokazala da je smanjena ekpresija ING3 u jedru
nezavisan prognostic¢ki faktor ishoda bolesti u pri-
marnim melanomima, pa se pretpostavlja da bi ING3
mogao biti vazan marker progresije i prognoze me-
lanoma, kao i potencijalni cilj terapije (88)

AKT (protein kinaza B, PKB) je serin/treonin
kinaza koja ucestvuje u stimulaciji celijskog ciklusa,
proliferaciji ¢elija i inhibiciji apoptoze. Primecene su
znadajne razlike u IHC bojenju na fosforilisani oblik
AKT (p-AKT) izmedu normalnih mladeza i primarnih
melanoma, kao i izmedu primarnih melanoma i me-
tastaza, $to ukazuje da aktivnosti AKT dramati¢no
rastu sa invazijom i progresijom melanoma. Takode,
Kaplan-Meier-ove krive prezivljavanja su pokazale da
su povecane aktivnosti AKT u korelaciji sa kracim OS i
DFS. Rezultati multivarijantne analize govore da je p-
AKT nezavisan prognosti¢ki marker kod melanoma sa
niskim rizikom, $to znaci da moze pomodi u identifiko-
vanju pacijenata sa melanomima koji bi se na osnovu
drugih faktora smatrali nisko rizi¢nim, a u stvari su pod
povecanim rizikom od smrtnog ishoda (89).

Apaf-1 (apoptotski faktor aktivacije proteaza — 1)
je efektor apoptoze. Nedavno je pokazano da se u me-
tastatskim melanomima &esto gubi ekspresija Apaf-1,
usled ¢ega oni postaju rezistentni na apoptozu. IHC
studije su potvrdlie da je ekspresija Apaf-1 znacajno
redukovana u celijama melanoma u poredeniju sa celi-
jama normalnih mladeza. Stavi$e, primarni melanomi
vece debljine imaju slabiju ekspresiju Apaf-1, a njego-
va ekspresija u metastatskim melanomima ne moze da
se detektuje (90).

Enzimi degradacije matriksa i katepsini

Sposobnost invazije i metastaziranja éelija tumo-
ra zahteva invaziju bazalne membrane, degradaciju
lokalnog vezivnog tkiva i zatim migraciju u okolnu
stromu, krvne i limfne sudove. Matriks razgraduje ne-
koliko proteinaza, a dve najce$ce familije u melano-
mima i drugim tumorima su matriks metaloprotei-
naze (MMPs) i katepsini (91).

Do danas je identifkovano 26 MMPs, koje su kla-
sifikovane u Cetiri podgrupe na osnovu njihovog sup-
strata iz ekstracelularnog matriksa (ECM): interstici-
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jalne kolagenaze, zelatinaze, stromelizini i membranski
tip (MT-MMP) (91). U fokusu istrazivanja su zelatinaza
A (MMP-2) i zelatinaza B (MMP-9), koje deluju na kola-
gen tipa IV u bazalnim membranama. U jednoj IHC
studiji, 64% primarnih melanoma je bilo pozitivno na
MMP-2 i preterana ekspresija ovog markera (defin-
isana kao >34% pozitivnih éelija) bila je u korelaciji sa
losijim petogodisnjim preZivljavanjem (92). U drugoj
studiji sa 39 pacijenata sa dobrom prognozom, 70,5%
melanoma je bilo negativno na MMP-2 u poredeniju sa
47% od 17 melanoma pacijenata kod koji su se razvile
metastaze u toku tri godine. Kod pacijenata sa visokim
koncentracijama MMP-9 u serumu, primeceno je
krace OS nego kod pacijenata sa niskim koncentracija-
ma. Takode, visoke vrednosti MMP-9 su povezane sa
visceralnim metastazama, metastazama u jetri, kao i
metastazama u kostima (93).

Aspartat-proteaza katepsin D i cistein-proteaze
katepsini B, H i L su identifikovani u tkivu melanoma.
U studiji sa 43 pacijenata sa metastatskim melanomi-
ma, povisene koncentracije katepsina B i H su bile u
znacajnoj korelaciji sa prezivljavanjem, ali nije bilo
korelacije za katepsin L. Takode, kod tih pacijenata,
koncentracije katepsina B i H u serumu su bile
znacajno vise nego kod osoba bez metastaza i zdrav-
ih dobrovoljaca (94).

Neuron-specificna enolaza (NSE)

Enolaza katalizuje interkonverziju 2-fosfoglicerata
i fosfoenolpiruvata u glikolitickom putu i ucestvuje u
formiranju visoko-energetskih fosfatnih veza. Postoji
nekoliko dimernih izoenzima, od kojih su ay i yy dimeri
poznati kao neuron-specifitna enolaza (NSE). Naziv
poti¢e od toga $to je inicijalno primeceno prisustvo NSE
u neuronima, neuroendokrinim ¢elijama i neoplazma-
ma nastalim od tih celija. Povisene vrednosti NSE u
melanomu su bile povezane sa loSom prognozom u
jednoj studiji sa 63 pacijenta sa melanomima stadijuma
i IV (95), ali u drugoj studiji sa 282 pacijenata sa
melanomom nije pokazana korelacija izmedu koncen-
tracije NSE i prezivljavanja (96). U poredeniju sa $100,
NSE ima nizu dijagnosti¢ku osetljivost za stadijum IlI/IV
nego za stadijum /1l (97). Niska osetljivost za NSE u
stupnju IV melanoma ograni¢ava njegovu upotrebu u
pracenju pacijenata sa visokim rizikom.

Sijalinska kiselina vezana za lipide
(LASA)

LASA nastaje od lipida u sastavu celijskih mem-
brana. Prisutna je u normalnim celijama, ali se nalazi u
vi§im koncentracijama u delijama tumora. PoviSene
vrednosti LASA su primedene kod razli¢itih histolokih
tipova kancera i razvijeno je nekoliko metoda odredi-
vanja LASA. Vedina tih metoda odreduje sijalinsku
kiselinu vezanu i za lipide i za glikoproteine, $to uklju-
¢uje znacajnu koli¢inu proteina akutne faze, a,-kiselog

glikoproteina (AGP). Prema tome, LASA moze biti po-
viS§ena zbog povisene koncentracije proteina akutne
faze sintetisanih u jetri kao rezultat inflamatorne reak-
cije, a ne zbog povecane koncentracije gangliozida iz
malignih Celija. Zbog toga, koncentracije LASA u seru-
mu nisu u znacajnoj korelaciji sa prezivljavanjem zbog
nedovoljne specifi¢nosti metode (98).

C-reaktivni protein

C-reaktivni protein (CRP) je nespecifi¢an, ali ose-
tljiv marker inflamacije. IL-6, IL-1 i TNFa indukuju sin-
tezu CRP u hepatocitima. Povisene vrednosti CRP su
vazan faktor rizika za rekurenciju kancera i imaju prog-
nosti¢ki znacaj kod pacijenata sa multiplim mijelo-
mom, melanomom, limfomom, ovarijalnim i renalnim
tumorima, tumorima pankreasa i gastrointestinalnim
tumorima (99). Deichmann i sar. (100) su poredili
aktivnost LDH i koncentraciju CRP u serumu kod 91
pacijenta sa melanomom ¢ija bolest nije progredirala
iza stupnjeva |, Il ili lll. CRP ali ne i LDH, je bio
znacajno povisen kod pacijenata kod kojih je melanom
progredirao u stupanj IV. U ranijoj studiji, Deichmann
i sar. (101) su koristili vrednosti CRP u serumu da razd-
voje progresivnhu od neprogresivne forme bolesti kod
74 pacijenta sa stupnjem IV malignog melanoma.
Koncentracije CRP-a su bile znadajno poviSene u pro-
gresivnoj bolesti, sa osetljivos¢u od 86% i specifi¢-
no$¢u od 76%. Medutim, LDH je imao vecu spe-
cifi¢nost (94%). Autori su zakljucili da su LDH i CRP
korisni serumski markeri za pracenje metastatskog
malignog melanoma. Tartour i sar. (102) su utvrdili da
su povisene vrednosti IL-6 (>20 pg/mL) i/ili CRP
(>10 mg/L) povezani sa rezistencijom na terapiju sa
IL-2. Takode je primecena korelacija izmedu visoke
koncentracije IL-6 u serumu i kradeg preZivljavanja.

Sentinel limfni évor i tumorski markeri

Zahvacenost regionalnih limfnih ¢vorova ostaje
najznacajniji prognosti¢ki marker u melanomu. Od
uvodenja sentinel limfadenektomije za klasifikaciju
melanoma postalo je jasno da nodalne metastaze
mogu da se krecu od jednodelijskih, preko mikrome-
tastatskih do makrometastatskih depozita. Sentinel
limfadenektomija omogudava patologu da se fokusira
na regionalne limfne &vorove, koji su najverovatnije
prihvatili tumorske Celije poreklom iz primarne lezije
(9). U jednoj studiji, 47 od 91 patoloski negativnih
¢vorova pacijenata sa melanomom bilo je pozitivno
na tirozinazu na osnovu RT-PCR (103), a stopa re-
kurencije je bila statisticki znalajno razli¢ita na
osnovu histoloski/RT-PCR odredenog nodalnog sta-
tusa: +/+ 61%, —/+ 13% i —/— 2%. Sli¢no tome, Bla-
heta i sar. (104) su pokazali stopu rekurencije od 67%
za samo histopatoloski pozitivne ¢vorove, 25% za
samo RT-PCR pozitivne &vorove i 6% za &vorove ne-
gativne po obe tehnike. Medutim, ta¢nost RT-PCR sa
jednim markerom je smanjena heterogeno$éu eks-
presije markera u Celijama melanoma.
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Bostick i sar. (105) su, zato, opisali multimarker
RT-PCR test zasnovan na MAGE-A3 (melanom-anti-
gen A3), MART-1 i tirozinazi. Nadeno je da nijedan
pojedina¢ni iIRNK marker nije eksprimiran u svih 93
sentinel limfna ¢vora koji su se smatrali pozitivnim na
osnovu multimarker RT-PCR. Medutim, histoloski
pozitivni sentinel ¢vorovi ¢e$ée eksprimiraju najmanje
2 mRNA markera (94% pacijenata) u poredenju sa
histoloski negativnim sentinel &vorovima (36% pacije-
nata). Multimarker RT-PCR test nudi selektivnu pred-
nost u identifikovanju okultnih metastaza u serumui ili
u regionalnim limfnim &vorovima (106). RT-PCR mo-
ze, medutim, da da rezultate koji su lazno pozitivni
(npr. usled prisustva iRNK od nodalnih nevocita).
Pored toga, preparativne tehnike za RT-PCR ostecuju
tkivo, pa je nemoguce odrediti Celijski izvor eventual-
no prisutne interferentne RNA.

Novi biomarkeri malignog melanoma

B-katenin. B-katenin igra klju¢nu ulogu u funkciji
adhezivnih molekula i ucestvuje u signalnim putevima
regulacije rasta, koji mogu ucestvovati u malignoj
transformaciji. Rezultati studije Kageshita i sar. (107)
su ukazali da gubitak ili nishodna regulacija ekspresije
B-katenina u ¢elijama melanoma ima vaznu ulogu u
progresiji bolesti. Rezultati druge studije (108) su
pokazali da antitela specifi¢na na fosforilisani 3-katenin
identifikuju slucajeve sa loSom prognozom i da
pracenje ekspresije fosfo--katenina moze biti korisno
u prognozi malignog melanoma.

Ciklooksigenaza — 2 (COX-2). COX-2 je indu-
cibilni enzim uklju¢en u produkciju prostaglandina u
inflamatornim procesima. Postoji vise dokaza koji
ukazuju da povecana ekspresija COX-2 ima funkcio-
nalnu ulogu u razvoju i progresiji malignih kancera.
Denkert i sar. su detektovali ekspresiju COX-2 u skoro
svim tipovima melanoma, ali benigni mledezi i nor-
malan epitel su u svim sluajevima bili negativni
(109). U najnovijoj studiji (110), razlikovanje mela-
noma stadijuma I/1l i benignih mladeZa imunohisto-
hemijski imalo je povrSinu ispod ROC krive od
0,97+0,04 i 0,86+0,04 za ekpresiju COX-2 u cen-
tralnim i grani¢nim regionima lezije. Goulet i sar.
(111) nisu, medutim, nasli ekspresiju COX-2 u pri-
marnim melanomima, ve¢ su samo metastaze u
limfnim ¢&vorovima i metastatske Celije kancera
eksprimirale COX-2 u velikom procentu. Ovi podaci u
celini ukazuju da COX-2 moze imati funkcionalnu
ulogu u metastazama melanoma i tretman inhibitori-
ma COX-2 bi mogao biti efikasan u malignom
melanomu. lako rezultati nekih studija ukazuju da bi
COX-2 mogao da bude prvi IHC marker koji omogu-
¢ava razlikovanje ranih melanoma od benignih mela-
nocitnih lezija sa visokom osetljivo$cu i specifi¢noscu,
kontradiktorni rezultati drugih studija ukazuju potre-
bu za daljim istrazivanjima.

HIF (Faktor indukovan hipoksijom). Hipoksija je
glavni regulatorni faktor u rastu tumora, aktiviranju
angiogeneze, glikolize i migraciji celija. Nju prati
intracelularna akumulacija faktora indukovanog hipo-
ksijom 1a. (HIF1a) i 20 (HIF2a). Akumulacija HIF1a
i HIF2a. u malignim melanomima je u direktnoj kore-
laciji sa ekspresijom VEGF (112). Visoka ekspresija
HIF2a u tumorima je povezana sa loSijom progno-
zom i u univarijantnoj i u multivarijantnoj analizi. Zato
je HIF2a. predlozen za prognosticki faktor kod mela-
noma.

MTAP (metil-tioadenozil-fosforilaza). Ekspresija
MTAP je bila znac¢ajno smanjena u malignim melano-
mima i metastazama u poredenju sa benignim
mladezima (113). U primarnim melanomima samo je
Ki-67 indeks < 5% bio povezan sa ekspresijom MTAP
proteina. Terapija interferonom se pokazala efikas-
nom kod pacijenata sa MTAP pozitivnim melanomi-
ma, pa se izostanak ekspresije MTAP proteina moze
smatrati prediktivnim markerom rezistencije na tera-
piju interferonom.

PLK-1 (polo-like kinase l/polo-sli¢na kinaza |).
Ekspresija PLK-1 dovodi do proliferacije ¢elija i njihove
transformacije u tumorske celije kod eksperimentalnih
Zivotinja. Zbog toga, PLK-1 moze da bude ukljucen u
promociju i progresiju kancera. U nedavnoj studiji
Kneisel i sar. (114) su ispitali tanke maligne melanome
IHC tehnikama koriste¢i monoklonska antitela protiv
PLK-1. Maligni melanomi sa metastazama su ekspri-
mirali PLK-1 u znacajno visokim koncentracijama u
poredenju sa melanomima bez metastaze. Ovi preli-
minarni podaci ukazuju da ekspresija PLK-1 u tankim
melanomima moze biti pouzdan marker za identi-
fikaciju pacijenata sa veéim rizikom za razvoj meta-
staza.

PUMA (p53 regulisani modulator apoptoze; Bcl-2
binding component-3/BBC-3). PUMA se vezuje za
Bcl-2, lokalizuje u mitohondrijama, gde indukuje oslo-
badanje citohroma c i tako aktivira brzu indukciju
programirane Celijske smrti. U studiji Karst i sar. (115)
ekspresija PUMA je bila znacajno slabija u primarnim
melanomima u poredenju sa displasti¢nim mladezi-
ma, a jos viSe je smanjena u metastatskim melanomi-
ma. Pokazano je i da je ekspresija PUMA nezavisan
prediktor OS i DFS.

SOCS (supresori citokinske signalizacije). Rezi-
stencija na citokine je dobro poznata osobina progre-
sije ¢elija melanoma i predstavlja, takode, glavnu pre-
preku imunoterapiji pacijenata sa metastatskim
melanomima. SOCS-1, negativni regulator IL-6 i IFN,
moze imati klju¢nu ulogu u ovom procesu (116). Ne-
davno je IHC analizom pokazana ekspresija aberant-
nog SOCS-1 protein u éelijama melanoma in vitro i in
situ. Imunoreaktivnost SOCS-1 je blisko povezana sa
invazivno$¢u tumora (Clark-ovim nivoom), debljinom
tumora i stadijumom bolesti. Nasuprot tome, kod
melanocita normalne koze ili u mladezima nema
ekspresije SOCS-1 proteina. lzgleda da je SOCS-1
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marker progresije humanih melanoma i moze
nishodno da reguli$e bioloske odgovore na endogene
i/ili terapijski primenjene citokine (117).

Whnt ligandi. Sekretovani Wnt ligandi su klju¢ni
proteini koji reguliSu meducelijske interakcije i rast i
diferencijaciju ¢éelija. Ovi proteini su uklju¢eni u mali-
gnu transformaciju mnogih humanih kancera uklju-
¢ujuéi maligne melanome (118). Posto su tek ne-
davno razvijena antitela, Pham i sar. (119) su prvi
analizirali ekspresiju nekoliko ¢lanova familije Wnt lig-
anada in situ hibridizacijom i povezali je sa histolo-
$kim osobinama. Kod svih ispitanih mladeza postojala
je ekspresija Wnt2, Wnt5a, Wnt7b i Wnt10b. Mela-
nomi sa malim, uniformnim celijama su eksprimirali
Wnt-obrazac sli¢an benignim mladeZima. Nasuprot
tome, melanomi sa velikim pleomorfnim ¢elijama su
eksprimirali Wnt10b i slabo Wnt5a, ali ne i Wnt2, dok
je ekspresija Wnt7b varirala. Obrazac ekspresije Wnt
liganada u malignim melanomima je u korelaciji sa
histopatolo$kim osobinama i moze biti osnova za mo-
lekularnu klasifikaciju bolesti.

Zakljuéak

Biomarkeri melanoma bi trebalo da omoguce 1)
diferencijaciju mladeza, displasti¢nih mladeza i mela-
noma, 2) prognozu (kod pacijenata sa visokim rizi-
kom) i 3) izbor najbolje terapijske opcije (113).

U Tabeli Il su sumirane NACB preporuke za
upotrebu tumorskih markera u melanomu, a u Tabeli
IV analiti¢ki aspekti (13). Uz nekoliko izuzetaka, nije-
dan od markera za melanom nije ispunio prvobitna
olekivanja. lzuzeci su TA90-IC, S-100 i MIA, od kojih
je samo TA90 imunogen. S100 i MIA su serumski
markeri kasne faze bolesti koji nisu specifi¢ni za me-
osetljivos¢u oko 77% i specificno$éu oko 76% (19).
TA90-IC se mogu, prema tome, koristiti za identifika-
ciju pacijenata sa velim rizikom od razvoja reku-
rentne bolesti posle hirur$kog otklanjanja primarnog
melanoma i mogu biti kandidati za primenu postope-
rativne adjuvantne terapije.

Poslednjih godina novi markeri kao $to su tirozi-
naza (T311), MART-1 (A103), MITF, ciklin D, i MIB-1
zamenjuju TA90-IC, S100 i MIA. Od nijih, najvise obe-
cava MITF, koji je nedavno uporeden sa S100, tirozina-
zom, MART-1 i HMB45 (120). U ovom IHC poredenju
viSe markera, 266 uzoraka melanoma je procenjeno kao
pozitivno ako je 10% celija bilo obojeno. Stopa pozi-
tivnosti je bila 90% za S100 i tirozinazu, 88% za MITF,
78% za MART-1 i 66% za HMBA45. Na nesre¢u, MITF
nije identifikovao vecinu dezmoplasti¢nih melanoma.
Dodatna IHC poredenja viSe markera su nadla da je
S100 najosetljiviji i HMBA45 najspecifi¢niji marker, a
T311 i A103 antitela su u intermedijarnom opsegu (78,
82). Dakle, ni jedan marker pojedina¢no ne moze da
identifikuje sve melanome sa dovoljno visokom osetljivo-

Tabela Il NACB preporuke za upotrebu tumorskih marke-
ra u melanomu.

Preporuka
Laktat dehidrogenaza (LDH) za
Screening Ne
Dijagnozu/otkrivanje Da
Klasifikaciju/prognozu Ne
Detekciju rekurencije Ne
Pracenije terapije Ne
TA90-IC za
Screening Ne
Dijagnozu/otkrivanje Da
Klasifikaciju/prognozu Da
Detekciju rekurencije Da
Pradenje terapije Da
$100 za
Screening Ne
Dijagnozu/otkrivanje Ne
Klasifikaciju/prognozu Da
Detekciju rekurencije Ne
Pracenije terapije Nije definisana preporuka
Melanom-inhibitorna aktivnost (MIA)
Screening Ne
Dijagnozu/otkrivanje Nije definisana preporuka
Klasifikaciju/prognozu Da
Detekciju rekurencije Da
Pradenije terapije Nije definisana preporuka

$¢u i specifi¢no$cu. Medutim, kombinacije ovih markera
mogu biti veoma efikasno dijagnosti¢ko sredstvo.

U metastatskim melanomima, ICAM-1, bFGF i
MMP-2 su bili povezani sa DFS i OS. Prekomerna
ekspresija c-myc je u korelaciji sa pojavom visceralnih
metastaza, a slabije bojenje na MIB-1 (prolifrativni
indeks) je povezano sa duzim DFS i OS. Zanimljivo je
da izgleda da je najkorisniji marker za melanome LDH,
koji ima prognosti¢ku vrednost u stadijumima bolesti Il,
[I1'i IV. U stvari, LDH je toliko snazan prediktor loseg
ishoda u stupnju IV bolesti, da AJCC klasifikacija mela-
noma koristi ovaj tumorski marker da defini$e poseban
podtip, M1c (6).

Najznacajniji prognosti¢ki marker u ranoj fazi
melanoma i kod vecine drugih kancera ostaje status
sentinel limfnih ¢vorova. Ovde, medutim, tumorski
markeri dobijaju prakti¢cnu ulogu. To se posebno
odnosi na RT-PCR prajmere za markere koji su rela-
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Tabela IV Analiticke karakteristike i interferencije za ustanovljene i potencijalne tumorske markere.

Marker Uzorak Analiticke karakteristike Druga stanja koja izazivaju Predlozena ucestalost
povisene vrednosti odredivanja
Laktat dehidrogenaza | Serum Uzorak se uzima u epruvetu bez Drugi tipovi tumora. Svakih 6 meseci za
(LDH) aditiva (crveni ¢ep). Ne zamrzavati | Stanja bez karcinoma, pacijente sa stadijumom
uzorak. Obavezna je I1CQ. ukljuéujudi sréanu i 1V, u kombinaciji sa
insuficijenciju, hipotireoidizam. drugim prognosti¢kim
Anemija i bolesti pluca ili jetre. | faktorima.
TA90-IC Serum Uzorak se uzima u epruvetu bez Drugi ¢&vrsti tumori. Svakih 6 meseci
aditiva (crveni ¢ep). Serum Cuvati Ciroza jetre. post-operativho, a ¢e$éa
na —35°C ili nizoj do odredivanja. odredivanja (npr. svaka 3
Obavezna je ICQ. meseca) ako je potrebno.
S-100 Serum Nije definisano. Drugi tipovi tumora. Nije definisano.
Povreda srca, sréani udar
i akutni $log.
Posle vezbanja.
Melanom-inhibitorna | Serum Nije definisano. Povisene vrednosti su Nije definisano.
aktivnost (MIA) primecene u trudnodi i
kod dece; zato se ne
preporucuje odredivanje
kod osoba mladih od
18 godina.

ICQ, interna kontrola kvaliteta

tivno specifi¢ni za melanome. Kao $to je ranije rece-
no, znacajan broj patoloski negativnih ¢vorova je po-
zitivan na osnovu RT-PCR, &¢ime se ponekad otkrivaju
okultne celije melanoma. Na ovaj nacin prognozirana
stopa rekurencije je nesto veca nego da je odredivana
standardnim patolo$kim bojenjem hemotaksilinom ili
eozinom ili IHC metodama.
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