UNIVERZITET U BEOGRADU
MEDICINSKI FAKULTET

Stevan C. Jokié

ZNACAJ KLINICKO-PATOLOSKIH
PREDIKTORA ZA PRISUSTVO METASTAZA
U STRAZARSKIM (SENTINEL) LIMFNIM
CVOROVIMA KOD OBOLELIH OD
MELANOMA KOZE

Doktorska disertacija

Beograd, 2018.



UNIVERSITY OF BELGRADE
FACULTY OF MEDICINE

Stevan C. Joki¢

THE SIGNIFICANCE OF CLINICAL AND
PATHOLOGICAL PREDICTORS FOR THE
PRESENCE OF METASTASES IN SENTINEL
LYMPH NODES IN PATIENTS WITH SKIN
MELANOMA

Doctoral dissertation

Belgrade, 2018.



Mentor:

Doc. dr Ivan Markovié¢
Docent Hirurgije
Institut za onkologiju i radiologiju Srbije, Beograd

Medicinski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Komentor:

Prof. dr Danijela Dobrosavljevi¢

Vanredni profesor Dermatovenerologije

Klinika za dermatovenerologiju, Klinicki Centar Srbije
Medicinski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Clanovi Komisije:

Prof. dr Radan Dzodié

Redovni Profesor Hirurgije

Institut za onkologiju i radiologiju Srbije, Beograd

Medicinski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Prof. dr Miroslav Granié¢
Redovni Profesor Hirurgije
Klini¢ko-bolnicki Centar ,,Bezanijska Kosa“, Beograd

Medicinski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Doc. dr Milan Petrovié¢

Docent Maksilofacijalne hiirurgije

Klinika za Maksilofacijalnu hirurgiju, Klini¢ki Centar Srbije
Stomatoloski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Datum odbrane:




ZAHVALNOST

Najveéu zahvalnost dugujem svom komentoru Prof. dr Danijeli
Dobrosavijevi¢ Vukojevi¢ bez cije ideje ovaj rad ne bi dobio svoju
konacénu formu, svom mentoru Doc. dr Ivanu Markoviéu na upornosti da

se zapoceti posao zavrsi.

Posebnu zahvalnost dugujem Doc. dr Zoranu Bukumiriéu na
statistickoj obradi podataka i prijateljskim savetima u toku izrade ove
teze, kao i Prof. dr Mariji Matié¢ koja je svojim sugestijama pomogla

formalnom uobli¢avanju doktorske teze.

Takode, neizmernu zahvalnost dugujem mladim kolegama Dr
Igoru Spurniéu, Dr Marku Jevricu, Dr Mariji Rakovié, Dr Jovani
Tripkovié, Dr Nadi Santra¢ i Dr Viadi Joki¢u na nesebicnoj podrsci i

velikoj pomoci kod izrade teze.

IzraZavam veliku zahvalnost i ¢lanovima komisije, mom ucitelju
Prof. dr Radanu DZodic¢u, Prof. dr Miroslavu Granicu i Doc. dr Milanu
Petroviéu na uloZenom trudu i vremenu koje su izdvojili prilikom izrade

doktorske disertacije.

Onima koje uvek pomenemo na kraju, mojoj porodici, Cedomiru,

Nikoli i Biljani na razumevanju i podrsci.



Posvecéujem
mom ocu Cedomiru koji nikada nije prestajao verovati u mene



SAZETAK

ZNACAJ KLINICKO-PATOLOSKIH PREDIKTORA ZA PRISUSTVO
METASTAZA U STRAZARSKIM (SENTINEL) LIMFNIM CVOROVIMA KOD
OBOLELIH OD MELANOMA KOZE

Stevan C. Joki¢

Uvod: Strazarski, sentinel, limfni &vor (SLC) predstavlja prvi limfni évor u koji ¢e
maligni epitelni tumor metastazirati. Prisustvo metastaze u SLC smatra se najvaznijim
faktorom u staziranju bolesti, njenom le¢enju i kontroli. Ispitivanje SLC kod melanoma
koze i1 karcinoma dojke postalo je standard u dijagnostici preporucen u TNM (UICC,
AJCC) klasifikaciji.

Cilj: Glavni cilj ovog istrazivanja je da se utvrde klinicki i patoloski prediktori
primarnog melanoma za prisustvo patoloski verifikovanih metastaza u SLC kod
pacijenata sa melanomom koze i tankim melanomom <Imm (stara TNM Kklasifikacija),
odnosno <0,8mm (nova TNM Klasifikacija).

Materijal i Metode: Ova retrospektivno/prospektivna studija je sprovedena na 148
pacijenta sa dijagnozom primarnog melanoma. Za odredivanje znacaja u predikciji
pozitivnih SLC u istrazivanje su bili ukljudeni klinicki parametri (uzrast, pol i
lokalizacija primarnog tumora), kao i patohistoloSki parametri (prisustvo ulceracija,
mitotski indeks, nivo po Klarku, debljina tumora po Breslovu, prisustvo regresije i
limfovaskularna invazija), dok je, pored ovih klinicko-patoloskih parametara, za
procenu povezanosti sa ve¢im hazardom za pojavu relapsa bolesti bila ukljudena i SLC
pozitivnost. Metodom univarijantne logisticke regresione analize ispitivana je
povezanost izmedu prediktivnih parametara i pozitivnog SLC. Za procenu debljine
tumora po Breslovu, kod koje bi se mogao o&ekivati pozitivni SLC, koris¢ena je
metodologija ROC krive. Za analizu vremena do pojave prvog relapsa obolelih od
melanoma koze koriS¢ena je Kaplan Meierova metoda. Za procenu funkcije do prvog
relapsa u zavisnosti od karakteristika pacijenata i1 patohistoloskih karakteristika tankog

melanoma primenjen je Log Rank test. Univarijantni Coxov regresioni model sa 95%



intervalom poverenja koriS¢en je za pronalazenje nezavisnog prediktora relapsa kod
osoba obolelih od melanoma koze.

Rezultati: Statisticki znadajni prediktori SLC pozitivnosti bili su veéi stepen debljine
tumora po Breslovu (p=0,003) i Klarku (p=0,048), prisustvo ulceracije (p=0,001) i visi
stepen mitotskog indeksa (p=0.001). ROC analiza pokazala je da je debljina tumora po
Breslovu od 2,9 mm cut off vrednost SLC pozitivnosti (senzitivnost 86%, specifi¢nost
67%), povrsina ispod krive iznosi 0,79 (95% CI 0,72 — 0,85). Nadalje, utvrdeno je da
pacijenti sa debljim tumorom po Breslovu i prisustvom ulceracije imaju znac¢ajno brzu
pojavu recidiva bolesti (p<0,05). U univarijantnim Cox regresionim modelima, varijable
koje su povezane sa ve¢im hazardom za pojavu relapsa su: veéi stepen debljine tumora
po Breslovu (p<0,001) i Klarku (p=0,001), postojanje ulceracije primarnog tumora
(p=0,023) i pozitivan sentinel (p<0,001). U multivarijantnom COX regresionom modelu
varijabla koja je povezana sa poveCanim hazardom za pojavu relapsa je pozitivan
sentinel (p=0,004).

Zakljucci: Pacijenti sa viSim stepenom debljine po Breslovu 1 Klarku, ulceracijama i
vidim stepenom mitotskog indeksa, imaju veéi rizik od SLC pozitivnosti. Pored toga,
veli stepen debljine tumora po Breslovu i1 Klarku, postojanje ulceracije primarnog
tumora i pozitivan SLC su povezani sa pove¢anim hazardom za pojavu relapsa bolesti.
Ovi rezultati ukazuju na to da, prilikom izvodenja i predvidanja SLC pozitivnosti, kao i

ponovnog pojavljivanja bolesti, treba koristiti viSestruke kriterijume u analizi.
Kljuéne reéi: melanom koze, prediktori, strazarski limfni ¢vor, metastaza
Nauc¢na oblast: Medicina

UZa naucna oblast: HirurSka onkologija



ABSTRACT

THE SIGNIFICANCE OF CLINICAL AND PATHOLOGICAL PREDICTORS
FOR THE PRESENCE OF METASTASES IN SENTINEL LYMPH NODES IN
PATIENTS WITH SKIN MELANOMA

Stevan C. Joki¢

Introduction: Sentinel lymph node (SLN) is the first node in which the tumor will
metastasize. The presence of metastasis in the SLN is considered the most important
factor in disease staging, treatment and control. Examination of SLN in skin melanoma
and breast cancer has become a standard in diagnosis and recccomended in TNM
(UICC, AJCC) classification.

Aim: The main aim of this study is to determine the clinical and pathological predictors
of primary melanoma for the presence of pathologically verified metastases in SLNs in
patients with skin melanoma and thin melanoma <Imm (old TNM classification) or
<0.8mm (new TNM classification).

Materials and methods: This retrospective study was conducted on 148 patients. To
determine the prediction of positive SLN, the research included clinical parameters
(age, sex and localization of the primary tumor), as well as pathological parameters
(presence of ulcerations, mitotic index, Clark classification, Breslow tumor thickness,
presence of regression and lymphovascular invasion). Beside these parameters for the
analysis of first relapse of melanoma skin patients SLN positivity was also included.
The ROC curve was used to estimate Breslow tumor thickness in which a positive SLN
could be expected. For the analysis of first relapse of melanoma skin patients, Kaplan
Meier's method was used. Log Rank test was applied for evaluation of the first relapse
of melanoma skin patients, depending on the characteristics of patients and the
pathohistological characteristics of thin melanoma. For identification of the independent
relapse predictor in melanoma skin patients a univariate Cox regression model with a
95% confidence interval was used.

Results: Statistically significant predictors of SLN positivity were higher level of
Breslow tumor thickness and higher Clark's level (p<0.05), presence of ulceration and
higher mitotic index (6 mitosis / mm2) (p <0.001). ROC curve analysis showed that the



Breslow tumor thickness of 2.9 mm is a cut off value of SLN positivity (sensitivity 86%,
specificity 67%). Furthermore, it has been found that patients with higher level of
Breslow tumor thickness and presence of ulceration have significantly shorter time until
the first relapse occurs (p<0.05). In univariate Cox regression models, variables that are
associated with an increased risk of relapse include: higher level of Breslow (p <0.001)
and Clark's tumor thickness (p = 0.001), presence of primary tumor ulceration (p = 0.023)
and positive SLN (<0.001). However, in a multivariate COX regression model, a
variable associated with an increased risk of relapse was a positive SLN (p = 0.004).

Conclusions: Patients with a higher level of Breslow and Clark tumor thickness,
ulceration and a higher mitotic index, have a higher risk of SNL positivity. In addition, a
higher level of Breslow and Clark tumor thickness, the presence of primary tumor
ulceration and a positive SLN are associated with an increased risk of the disease
relapse. These results suggest that multiple criteria in the analysis should be used when

performing and predicting SLN positivity, as well as in disease relapse.
Key words: cutaneous melanoma, predictors, sentinel lymph node, metastasis
Scientific Field: Medicine

Scientific Discipline: Surgical Oncology
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1. UvOoD

1.1. ISTORIJAT | EPIDEMIOLOGIJA MELANOMA

Rak, kancer ili neoplazija (gré.neos-nov, plasia-rast) je uopsSteni pojam za mnoge
bolesti kod kojih se abnormalne ¢elije dele bez kontrole,te su u stanju napasti zdravo
tkivo.

Melanom predstavlja oboljenje koje nastaje malignom alteracijom melanocita.
Klini¢ki uznapredovali 1 neleCeni melanom je najsmrtonsniji maligni tumor u ljudi.

Najstariji poznati opis karcinoma u humanoj populaciji je naden u Egiptu na
nekoliko papirusa pisanih izmedu 3000. i 1500. godine p.n.e. Dva od njih poznati kao
papirus E. Smitha i Dz. Ebersa sadrze detalje koji su se mogli smatrati savremenim
opisom kancera. Papirus E. Smitha se smatra najstarijim medicinskim dokumentom pisan
pre oko 3000. godine p.n.e. (Kottapurath i sar., 2005). Prva saznanja o melanomu seZu jo$
iz doba Hipokrata, koji je opisao nevus. Celzijus takode opisuje promenu i daje joj naziv
nigricans. Zabelezeno je i da je i Laurentius 1531. godine opisao “crne tumore” na
razli¢itim delovima koze, a Dupuytren ovu vrstu promena opisuje kao melanozu. Prvi
pisani dokaz o melanomu bio je opis Johna Huntera iz 1787. godine, u kome opisuje 35-
godisnjeg bolesnika sa rekurentnim submandibularnim tamno pigmentovanim tumorom.
Preparat je sacuvan, te se i danas nalazi u Hunterovom muzeju u Royal Colllege of
Surgeons u Londonu (Ini¢ M. i sar., 2007; Stanec S. i Stanec Z., 2006). Rene Laennec
1804. godine prvi opisuje melanom kao zasebnu bolest razlicitih lokalizacija (jetra, pluca,
oko, Zeludac, itd.), 1812. godine bolest naziva melanozom (gréki-crno). Danas se smatra
da je Laennec prvi opisao melanom, mada neke publikacije te zasluge pripisuju
Dupuytrenu, koji ga u jednom svom predavanju naziva cancer noire (crni rak) (S.Stanec,
Z.Stanec; 2006). Prvi koji ozbiljnije istrazuje melanom je William Norris; opisuje
bolesnika koji je umro od metastatskog melanoma. Objavio je prvi slu¢aj melanoze, a
zatim 1 prikazao osam pacijenata obolelih od ove bolesti. Zalagao se za Siroku eksciziju
tumora i isticao naslednu predispoziciju bolesti. (Davis NC. i sar., 1980). Prvi koji su
upotrebili naziv melanom bili su Caswell i Cullon 1834. godine u Edinburgu. Ser James
Padget je opisao 25 bolesnika 1853. godine sa melanoidnim rakom, naglasivsi da se u

vecini slucajeva Siri povrSinski po kozi, uz blago uzdizanje. Opisao je i prvi slucaj



melanoma kod pripadnika crne rase u predelu stopala i naveo da nijedan do tada poznati
nacin leenja nije efikasan (Stanec S. i Stanec Z., 2006).

Ser Jonhnatan Hutchinson 1857. godine opisuje subungvalni melanom i
predlaze ranu amputaciju zahvacenog prsta. Prema istraZivanjima ovog istaknutog
stru¢njaka nastao je karakterist€an prekursor bolesti Hutchinsonove melanoti¢ne pege.
(Stanec S. i Stanec Z., 2006; Ini¢ M., 2007). Bodenham je prvi mikroskopskim
pregledom preparata utvrdio da se radi o melanomu. William Samson Hendley je
1907. godine na temelju samo jedne obdukcije dao preporuke za hirurSko lecenje
melanoma, koje su se odrzale u narednih 50 godina, a koje su podrazumevale kruznu
eksciziju 3-5 c¢cm od ruba tumora sa podminiranjem koze i potkoznog tkiva i
resekcijom fascije i pripaduje¢eg misic¢a regiona u kojem se nalazio melanom (Padget
J., 1898; Stanec S. i Stanec Z., 2006). Patolozi Sophie Spitz i Arthur Allen opisali su
1948. godine poseban tip nevusa kod dece koji se histopatoloSki moze zameniti sa
melanomom Nazvan je benignim juvenilnim melanomom, a kasnije je naziv zamenjen
Spitzov nevus (Padget J., 1898; Stanec S. i Z.Stanec, 2006). Australijski patolog
Vincent McGovern je stekao svetsko priznanje zbog organizovanja brojnih kongresa i
simpozijuma na kojima su postignuti konsenzusi i donesen zajednicki protokol u
leCenju melanoma. Prvi je smatrao sunceve zrake faktorom rizika u patogenezi razvoja
melanoma (Stanec S. i Stanec Z., 2006; Ini¢ M., 2007). Wallace Clark je 1966. godine
osnovao prvu multidisciplinarnu kliniku za dijagnostiku i leCenje pigmentnih lezija u
opStoj bolnici u Massachusetsu. Tvorac je takozvanih Klarkovih stepena invazije
melanoma, koji su u kombinaciji sa Breslovljevom klasifikacijom omogucili
precizniju klasifikaciju i pracenje pacijenata sa melanomom. Opisao je Klarkov nevus,
priznati faktor rizika u nastanku melanoma. Zacetnik je u proucavanju familijarnog
melanoma (Stanec S. i Stanec Z., 2006; Ini¢ M., 2007). Alexander Breslow, professor
patologije iz Washingtona, je dao znacajan doprinos u istraZivanju koznog melanoma,
isticu¢i njegovu debljinu kao primarni prognosticki pokazatelj lokalizovanog
melanoma. Tvorac je multinacionalne studije u saradnji sa WHO, koja je objavljena
1978. godine, i koja je pokazala da je debljina tumora bolji prediktor metastaziranja i
5-godi$njeg prezivljavanja od bilo kog drugog histopatoloSkog pokazatelja (Stanec S.
i Stanec Z., 2006; Ini¢ M., 2007).



Melanom je jedan od najzlo¢udnijih tumora u istoriji Covecanstva i poznato je da
je incidenca ovog oboljenja u stalnom porastu. Naime, od 1960. do sredine 80-ih
zabeleZen je porast od 3 do 7 odsto (Bevona C. i Sober AJ., 2002). Incidenca melanoma
varira ovisno o geografskoj Sirini i visini, a podru¢ja blize ekvatoru imaju vecu
incidencu. Na Novom Zelandu i u Australiji incidenca melanoma ima epidemijske
razmere. Najugrozenija je bela rasa, stanovnis$tvo izlozeno Stetnom dejstvu sunceve
svetlosti, a sa rastom zivotne dobi povecana je incidenca kod muskaraca u odnosu na
zene (Bulliard JL. i Cox B., 2000; Marrett LD. i sar., 2001; Marks R., 2002). Najvisa
zabelezena incidenca je u Australiji, 40 novih slucajeva melanoma na 100.000
stanovnika godisnje (Marks R. 2002). U SAD-u je od 1979. do 2002. godine incidenca
porasla 132% i 2002. dijagnostikovano je 53.600 novih slu¢ajeva melanoma (Jemal A. i
sar., 2000). Sto se tie Evropskog kontinenta, najveéu stopu incidence melanoma ima
Norveska, gde se svake godine registruje oko 14,1 novih slu¢ajeva kod muskaraca, a
oko 15,3 kod Zena na 100.000 stanovnika (Mansson-Brahme E., i sar., 2002; MacKie
RM. i sar., 2002). Danas, zahvaljuju¢i savremenom pristupu u prevenciji melanoma,
prvenstveno, jer se principi lecenja nisu bitnije menjali u poslednjih 20 godina, postoji
smanjenje stope incidence u nastajanju ove bolesti u nekim delovima Australije,
posebno kod mlade populacije stanovnistva, $to u primarnom smislu re¢i podrazumeva
smanjenje tzv. rekreativnog suncanja i noSenje adekvatne zaStitne odece 1 sli¢no
(Czarnecki D. i Meehan CJ., 2000). Sto se ti¢e populacije tamne puti, kod crne rase je u
SAD-u zabeleZena incidenca 16 puta manja u odnosu na stanovnistvo bele puti (Stanec
S., Stanec Z., 2006). U azijskim zemljama je incidenca melanoma niska, tako je u
Japanu 0,2 na 100.000 stanovnika, a u Singapuru 0,1 na 100.000 stanovnika (Builliard
J.L isar., 1999). Prema podacima Registra za rak centralne Srbije u periodu od 1999. do
2003. godine prosecna stopa incidence melanoma iznosila je 4,2 na 100.000 stanovnika
za musku i 3,8 na 100.000 za zensku populaciju, a 2009. godine sirova stopa indicence
za melanom koZze iznosila je 9,3/100.000 za musku 1 7,7/100.000 za Zensku populaciju,
Sto ukazuje na znacajan porast broja obolelih u periodu od samo 6 godina (Jelena
Nikoli¢, doktorska teza 2013). Muskarci 1,5 puta ceS¢e obolevaju od Zena, a prosecna
starost u postavljanju dijagnoze ovog teSkog oboljenja je 57 godina, dok je srednji

uzrast kod smrtnog ishoda 67 godina (Ini¢ M. i sar., 2007).



U poslednjih dvadesetak godina zapazene su promene u incidenci melanoma u
odnosu na lokalizaciju na kozi. Najveca je incidenca zabelezena na trupu muskarca i na
donjim ekstremitetima kod Zena. Ono $to ohrabruje jeste ve¢i postotak rano otkrivenog
melanoma, S§to se sigurno velikim delom moZe pripisati boljoj profesionalnoj i
populacionoj informisanosti, medijskoj kampanji u vezi sa ovom bole$¢u i savetima za
njenu prevenciju. Sa tim u vezi su i bolji rezultati leCenja 1 manja stopa mortaliteta (Ini¢
M. i sar., 2007).

Prema klinickim i patoloSkim osobinama melanom koze se deli na 2 tipa i viSe

podtipova.
A. Melanom sa izrazenim boc¢nim, radijalnim rastom, sporijeg klinickog
toka 1 bolje prognoze sa vise podtipova-melanom sa povrSinskim
Sirenjem, lentigo maligni melanom, akralni lentiginozni melanom,
subungvalni melanom kao retka forma akralnog
B. Melanom sa dominantno vertikalnim rastom, agresivnijim klini¢kim

tokom i ve¢om smrtno$¢u-nodularni melanom (najagresivnija forma

ahromatski melanom)

1.1.1. Koncpet strazarskih limfnih ¢vorova

HirurS8ko lecenje primarnih koznih melanoma tokom dvadesetog veka
podrazumevalo je radikalnu eksciziju sa 3-5 c¢m Sirine sigurnosnih margina $to se
pripisuje Hendleyu, a na osnovu rada objavljenog 1907 god. Takvu teoriju o $irokoj
eksciziji melanoma koze do u zdravo su podrzavali Olsen 60-ih i Wong i Cochran
sedamdesetih godina 20-o0g veka (Stanec S. i Z.Stanec, 2006).

Zahvaljuju¢i stalnom napretku onkologije, uvodenjem obaveznih klinickih
pregleda i drugih dijagnostickih procedura tezimo ka $to manje invazivnoj hirurgiji.
Navedeni podaci otvaraju pitanje svrsishodnosti kompletnog uklanjanja pazusnih
klinicki negativnih regionalnih limfnih ¢vorova, kako kod melanoma, tako i kod drugih
malignih oboljenja sa ciljem histopatoloske verifikacije. Uklanjanje regionalnih limfnih
¢vorova radi histopatoloskog pregleda je najbolji pokazatelj stadijuma bolesti, koji u
znacajnoj meri odreduje dalji tok lecenja obolelog, kako od melanoma, tako i posebno

od karcinoma dojke Na kraju kod 70-preko 80% pacijenata kod tankog melanoma i



ranog karcincinoma dojke ima nezahvacene regionalne limfne ¢vorove te su stoga
diskecije nepotrebne., sa visokim rizikom za komplikacije, najpre limfedeme
ekstremitata. Ova saznanja su doprinela afirmaciji nove procedure koja za cilj ima
mapiranje strazarskog limfnog ¢vora (Veronesi U. i sar., 1996; Gennari R. i sar., 2000

Sherman i Ter Pogossian su prvi prikazali rezultate mapiranja regionalnih
limfnih ¢vora kod miSeva, nakon potkoZnog injiciranja radioaktivnog koloida zlata
davne 1953. godine (Sherman Al. i sar., 1953). Potom je 1960. godine Gould uradio
biopsiju najblizeg limfnog ¢vora u sklopu parotidektomije a zbog karcinoma parotidne
pljuvacne zljezde (Gould EA. i sar., 1960). Veoma znacajno mesto u afirmaciji
mapiranja strazarskog limfnog ¢vora pripada Holmes-u i saradnicima koji su 1977.
godine objavili istrazivanje u bolesnika sa melanomom gde je radioaktivni koloidni gel
zlata iskorisSten za prikazivanje regionalnog limfnog podrucja (Holmes EC. i sar., 1977).
Gotovo istovremeno 1977. godine Cabanas primenjuje slican postupak kod bolesnika sa
karcinomom penisa a u cilju prikazivanja zahvacenog regionalnog limfnog podrucja, te
uvodi pojam c¢vora strazara, kao prvoga koji prima limfu iz istog podru¢ja (Cabanas
RM.;1977). Medutim, ¢ini se da je klju¢ni doprinos u afirmaciji mapiranja limfnih
¢vorova dao Morton 1992. godine, od kada se ovoj metodi pridaje sve veca paznja u
brojnim istrazivanjima, a ubrzo i u klini¢koj praksi narocito kada je u pitanju operativno
lecenje melanoma,. Naime, Morton je inagurisao koncept intraoperativnog limfatickog
mapiranja, koji nam obezbeduje veoma vazne informacije o prisustvu metastaza u
regionalnim limfnim ¢vorovima, pre donosenja odluke o ekstenzivnijem hirurS§kom
zahvatu. On dakle zakljuCuje da je strazarski limfni ¢vor zapravo prvi ¢vor u limfnom
sistemu odredenog drenaznog podrucja koji prima limfu, zbog ¢ega se smatra glavnim
predstavnikom tog drenaznog podruc¢ja. Njegovom identifikacijom i histopatoloskom
verifikacijom dobija se uvid u stanje preostalih limfnih ¢vorova tog podrucja, pa tako
ukoliko u ¢voru strazaru nisu dokazane metastaze, mala je mogucnost njihovog
prisustva u preostalim limfnim c¢vorovima tog podru¢ja, zbog Cega nije potrebno
provoditi radikalnu disekciju limfnih ¢vorova tog podrucja, ¢ime se u znacajnoj meri
smanjuje procenat postoperativnih komplikacija (ireverzibilni limfedemi ekstremiteta,
neuroloski ispadi, postoperativni serom, itd...) (Morton DL. i sar., 1992).

Ipak tek 1997. godine Veronessi je postavio koncept i objavio prve rezultate

istrazivanja koji nedvosmisleno upucuju na zaklju¢ak da je kod pacijentkinja sa



negativnim strazarskim limfnim ¢vorom nepotrebno odstranjivanje pazusnih limfnih
¢vorova bez obzira na Cinjenicu da je primarni tumor zlo¢udan (Veronesi U. 1 sar.,
1999; Gennari R i sar., 1999).

Najjaca podrska uvodenju ove metode u rutinsku klinicku praksu stigla je sa
Prvog kongresa o oznacavanju sentinel-Cvorova odrzanog 1999. godine u Amsterdamu,
gde je predstavljeno iskustvo iz 30 priznatih centara u kojima se radi markacija
strazarskih limfnih ¢vorova.

Savremene tehnike obelezavanja limfnog ¢vora strazara:

Morton, a kasnije i Giuliano su za mapiranje upotrebljavali vitalnu boju patent blue
dye-limfazurazin, aplikujuéi je u podruéje oko tumora, odnosno postoperativnog oziljka.
Krag je medu prvima kod karcinoma dojke uveo limfoscintigrafsko oznacavanje limfnog
cvora strazara preoperativnim aplikovanjem radiokoloida Te 99 uz pomo¢ intraoperativne
gama kamere. U danasnje vreme u veéini dobro opremljenih centara Koriste se
istovremeno u kombinaciji vitalna boja i radioizotop Sto se pokazalo kao najsigurnija

metoda (Krag D. i sar., 1998; Giuliano AE. i sar., 2000; Cody HS. i sar., 2001).

1.2. ETIOLOGIJA MELANOMA

Melanom predstavlja oboljenje koje nastaje malignom alteracijom melanocita.
Melanociti su celije koje sintetiSu melanin, smesStene su normalno u dubokom sloju
epidermisa i ¢ine drugu celijsku populaciju u epidermisu sa procentom od 1 do 2%.
Keratociti su najbrojniji i ¢ine 95% celija epidermisa (S.Stanec, Z.Stanec, 2006). In situ
(unutar epiderma) i mikroinvazivni melanomi (pojedinacne celije ili male grupe celija)
u papilarnom dermu predstavljaju radijalnu fazu rasta. Prodorom tumora u dermis
nastaje invazivni rast, sto pripada vertikalnoj fazi. Metastaze melanoma su terminalna
faza bolesti i mogu biti zahvaceni svi organi, kako visceralni (pluc¢a, jetra, Kosti,
mozak), tako i nevisceralni (koza i limfni ¢vorovi) (Ini¢ M. i sar., 2007).

Dve su razli¢ite grupe faktora vaZzne za nastanak melanoma: genetska sklonost i
faktori okoline, od kojih je najznacajniji izlozenost UV zracenju od sunceve svetlosti.
Solarijum ima najjace kancerogeno dejstvo. Nukleinske kiseline i proteini apsorbuju to
svetlo i zbog te apsorpcije nastaju oStecenja celijske DNK, koja, ukoliko se ne poprave
razli¢itim ¢elijskim mehanizmima odbrane, uzrokuju mutacije koje dovode do nastanka
zlo¢udnog tumora. UV zracenje se deli na UVA (320-400nm), UVB (280-320nm) i



UVC (200-280 nm) talasne duzine. Ozonski omota¢ zaustavlja zrake talasnih duZzina
kra¢ih od 300 nm. Stetno dejstvo UVA zraka nije tako detaljno ispitano kao dejstvo
UVB. UVA zraci se emituju iz alternativnih izvora svetlosti, kao $to su solarijumi, a
budu¢i da ima vecu talasnu duzinu prodire dublje u kozu. Ono prolazi kroz prozorsko
staklo, za razliku od UVB, i na Zivotinjskom modelu se moze izazvati melanom izlazuci
ga UVA zracima. Razli¢iti su ucinci ovih vidova UV zraCenja. UVB ima jaci
zapaljenski udeo, po tipu eritema, dok UVA ima vec¢u ulogu u nastanku ranih i kasnih
pigmentacija na kozi (Bastuji-Garin S. i sar., 2002). Kako suncevo svetlo, tako i UV
zraCenje ostalih izvora svetlosti vazni su spoljasnji faktori rizika u nastanku melanoma.
Naime, opekotine od pretereane izlozenosti suncevoj svetlosti povezane su sa
dvostrukim povecanjem rizika od nastanka melanoma. Smatra se da rizik od nastanka
melanoma nije povezan sa kumulativnim, nego sa intermitentnim, jakim izlaganjem
suncevoj svetlosti, a u prilog tome nam govori veca ucestalost melanoma na kozi
grudnog koSa kod muskaraca i donjim ekstremitetima kod zena. Danas se postavlja
pitanje da li koriS¢enje zastitnih sredstava od suneve svetlosti pomaze u zastiti od
nastanka melanoma, ili ne, jer omoguc¢ava duzi boravak na suncu. Ono $to je dokazano
jeste da upotreba pomenutih sredstava smanjuje povecanje broja novih nevusa, a ako
znamo da je veci broj nevusa los$iji prognosticki faktor, onda to govori u prilog zastitnog
dejstva (Barnhill RI. i Mihm MC., 1993; Wang SQ. i sar., 2001). Veliki rizik u nastanku
melanoma svakako nose i nevusi, i to veéi broj nevusa kao i njihov atipican izgled.
Uopsteno je prihvaceno da su displazni nevusi rizi¢ni faktor u nastanku melanoma, kao i
urodeni i gigantni nevusi (Tucker MA. i sar., 1997). Jedan od etioloSkih faktora u
nastanku melanoma je i familijarna pojava. Naime, pojava 5% melanoma u vise ¢lanova
jedne porodice otvara pitanje genetske sklonosti za bolest. Najcesce se zbog detaljnijih
analiza uzima pojava melanoma kod najmanje dva ¢lana familije. Familijarni melanomi
imaju istu sliku i prognozu kao sporadi¢ni, samo se javljaju vise u mladjoj Zivotnoj
dobi, obi¢no su tanji, ali postoji ve¢a multicentri¢nost. Istrazivanja su jo§ pokazala da
srodnici prve generacije imaju dva puta veéi rizik od nastanka melanoma (Hussussian
CJ. i sar., 1994). Melanoma Genetics Consortium bavi se prouc¢avanjem gena koji uticu
na nastanak melanoma. U familijama visokorizi¢nim za melanom identifikovana su dva
gena odgovorna za sklonost: CDKN2A i CDK4 (Kamb A. i sar., 1994; Borg A., 2000;
Goldstein AM. i sar., 2000).



1.3. BIOLOGIJA MELANOMA

Melanom predstavlja kompleksno genetsko oboljenje koje zahteva ispitivanje
aktiviranih signalnih puteva u cilju razumevanja mehanizma invazivnosti i
metastaziranja melanoma. Pored toga, Sve vise raste potreba za primenom kombinacija
lekova koje blokiraju neke od signalnih putanja i lekova koji indukuju proces apoptoze.
Najnovija Klini¢ka ispitivanja ukazuju da primenom multiplih inhibitora odredenih
signalnih puteva nove mogucnosti u le€enju ovih pacijenata i mogu omoguciti bolju

prognozu pacijenata sa mlanomom.

1.3.1. Signalni putevi u melanomu

Ras/Raf/MEK/ERK signalna kaskada reguliSe proliferaciju i preZivljavanje
¢elija melanoma 1 aktiviran je u 90% melanoma kod ljudi. Ras protein se nalazi na
unutras$njoj strani plazma membrane, dok su Raf, MEK i ERK protein kinaze
citoplazme. U melanocitima ovaj put najceS¢e aktiviraju autokrini faktori rasta kao Sto
su FGF (fibroblasni faktor rasta), SCF (faktor rasta stem ¢elija), HGF (hepatocitni faktor
rasta), ali samo istovremeno dejstvo vise faktora rasta dovodi do snazne ERK aktivacije,
I sledstveno mitogenog efekta (Wellbrock C. i sar., 2004).U melanomu ERK putanja
aktivira mutaciju NRAS, jednog od tri Ras gena kod ljudi (druga dva gena su HRAS i
KRAS), a mutacija je prisutna u 15 do 30% melanoma.Ipak, naj¢es¢e mutiran pripadnik
ERK putanje je BRAF, jedan od tri Raf gena kod ljudi (druga dva su ARAF i CRAF).
BRAF je mutiran u 50 do 70% melanoma (Davies H. i sar., 2002). Ova mutacija dovodi
do konstitutivne ERK signalizacije, stimuliSe proliferaciju 1 invazivnost celija 1
obezbeduje bolji rast tumoru. BRAF uti¢e na invazivnost tumora tako Sto potpomaze
proces stvaranja krvnih sudova jer povecava sekreciju VEGF (faktor rasta endotela
krvnih sudova) i indukuje enzime koji pomazu rast tumora kao $to su MMP-1 (matriks
metaloproteinaza 1) iNOS (inducibilna sintetaza azot monoksida) (Sharma A. i sar.,
2005; Gray-Schopfer VC. i sar., 2007).

Drugi znacajan signalni put u melanoma je fosfoinozitid-30H kinazna putanja
(PI(3)K). Fosfoinozitidi su membranski lipidi i predstavljaju sekundarne glasnike koji
aktiviraju mTOR (,,mammalian target of rapamicin”). Lipidna fosfataza PTEN (fosfatni
1 tenzin homolog) vr$i inhibiciju ovog puta. PI(3)K putanja je ukljucena u proliferaciju,

prezivljavanje, rast i motilitet ¢elija melanoma i javlja se u 3% metastatskih melanoma



kod ljudi, dok je PI(3)K efektorna protein kinaza B (PKB ili Akt) prekomerno
eksprimirana u 60% melanoma (Stahl JM i sar., 2004; Shaw RJ i sar., 2006). Da bi se
zaustavio rast ¢elija melanoma neophodno je blokirati ERK i PI(3)K putanju. BRAF i
PTEN mutacije se javljaju udruzeno u 20% slucajeva. BRAF i PI(3)K stimuliSu
proliferaciju ¢elija zbog ¢ega su potrebne odvojene mutacije da bi se aktivirala oba puta.
(Wu H. i sar., 2003).

MITF (,,microphthalmia associated transcription factor”) je veoma vazan
transkripcioni fatkor u biologiji melanoma jer regulise ekspresiju melanogenih proteina
kao §to su tirozinaza, GP100 1 sa melanomom povezani antigen koji prepoznaju T Celije
(MART-1 ili melan-A). Ekspresija MITF, takode reguliSe prezivljavanje i proliferaciju
melanocita i nivo MITF u melanocitima je strogo regulisan. MITF je eksprimiran u
veéini melanoma i proteini Ciju ekspresiju on reguliSe predstavljaju dijagnosticke
markere za melanoma. Visok nivo MITF smanjuje proliferaciju ¢elija melanoma,
zaustavlja c¢elijski ciklus tako Sto uti¢e na regulatore celijskog ciklusa (p16, ciklin
zavisna kinaza 2 1 p2l) i dovodi do diferencijacije celija. Nizak nivo MITF u
melanocitima zaustavlja celijski ciklus i dovodi do apoptoze tako da samo optimalan,
srednji nivo potpomaze proliferaciju celije. Pokazano je da MITF nema sposobnost da
sam transformiSe melanocite, ali udruZzen sa mutiranim BRAF moze da transformiSe
¢elije. Iz tih razloga se MITF smatra zavisnim onkogenom jer samo potpomaze procese
transformacije i proliferacije ¢elija. MITF je amplifikovan u 10 do 16 % slucajeva koji

imaju BRAF mutacije (Levy C. i sar., 2006).

1.3.2. Biomarkeri melanoma

Komparativnom hibridizacijom genoma i analizama profila ekspresije proteina
otkriveni su molekuli koji bi mogli biti koriS¢eni kao dijagnosticki i prognosticki
markeri bolesti ili kao terapijske mete za melanom.

Pokazano je da metastatski melanomi eksprimiraju dve vrste razli€itih profila
ekspresije gena, zbog Cega je potrebno ispitivati razli¢ite markere bolesti i terapijske
mete za dva podtipa melanoma. Tako su identifikovani profil ranih stadijuma bolesti i
profil uznapredovalih stadijuma bolesti (melanomi sa vertikalnom fazom rasta i
melanomi sa metastatskom fazom rasta) (Smith AP. i sar., 2005). Vazno mesto u

ispitivanju zauzimaju geni znacajni za prelazak radijalne faze rasta (RGP) u vertikalnu



fazu rasta (VGP), kao §to je gen za osteopontin (Haqq C. i sar., 2005). Istrazivanja su
pokazala da postoje dve grupe profila gena za melanom od kojih jedni imaju klinicki
odgovor na imunoterapiju, a drugi su bez klinickog odgovora. Odredivanje ovih gena
moze imati prediktivni znacaj u izboru pacijenata za razliite terapije, posebno terapiju
vakcinama u buduénosti.

Identifikovan je veliki broj gena koji mogu biti koriS¢eni kao markeri dijagnoze i
pracenja pacijenata sa melanomom ali i kao terapijske mete. E-kadherin je adhezivni
molekul pomocu koga su celije medusobno povezane i gubitak E-kadherina ubrzava
odvajanje melanocita od primarne tumorske mase. Gubitak ekspresije E-kadherina
dovodi do prelaska benignog u invazivni fenotip Sto utice na melanocite da predu iz
radijalne u vertikalnu fazu rasta, Sa druge strane, melanociti koji su presli u vertikalnu
fazu rasta eksprimiraju N-kadherin. Kadherini predstavlju jedne od potencijalnih
kandidata za pracenje toka bolesti (Xu T. i sar., 2018).

Hemokini su molekuli povezani sa rastom tumora i1 invazivnos¢u. Ekspresija
CCR4, CCR7 i CCR10 povezana je sa metastaziranjem melanoma. Ekspresija receptora
za hemokine odreduje da li su tumori sposobni da metastaziraju ili ne (Kakinuma T. i
Hwang ST, 2006). Melastatin (TRPM1) je protein Cija je ekspresija regulisana
aktivnos¢u MITF. Ekspresija melastatina je povezana sa boljim prezivljavanjem
bolesnika, te se moze koristiti kao prognosticki marker (Dancan LM. i sar., 2001).
Markeri mogu biti i transkripcioni faktori kao $to je NFkB koji pospeSuje procese
angiogeneze 1 izbegavanje apoptoze. Takode, STAT3 pomaze metastaziranje Celija tako
Sto povecava ekspresiju matriks metaloproteinaza, aktivira VEGF 1 pomaze
angiogenezu (Smith AP. i sar., 2005).

Melanom koze raste lokalno, prorasta sve slojeve koze, infiltrise krvne sudove i
limfatike i Siri se u okolnu kozu, gde moze da formira satelitske ¢vorove na razdaljini od
2cm. Limfnim putem se Siri prema najblizem drenaznom podruciju te nastaju
regionalne, limfonodalne metastaze. Melanom moze da metastazira u svaki deo tela

izuzev u dlaku.

1.4. DIJAGNOSTIKA MELANOMA

S obzirom na Kkontinuiran porast incidence, kao i visok mortalitet u

uznapredovalim stadijumima bolesti, neophodno je posvetiti najveu paznju ranoj
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dijagnostici bolesti kako bi se ove stope smanjile. Ranoj dijagnostici bolesti

prevashodno pomaze dobro uzeta anmneza, a da bi rezultati bili Sto bolji, ovim

problemom treba da se bave onkolozi i dermatovenerolozi. Ta¢na dijagnoza koja se

bazira na anamnestickim podacima i fizikalnom pregledu krece se od 48 do 81%

slucajeva.

Dijagnostika melanoma se danas moze podeliti na:

e dijagnostiku primarnog tumora
e dijagnostiku regionalnih metastaza
e dijagnostiku udaljenih metastaza
1.4.1. Dijagnostika primarnog tumora
Kod dijagnostike primarnog tumora su sledeci dijagnosticki postupci:
Anamneza
Pitanja u vezi sa anamnestickim 1 heteroanmnesti¢kim podacima su:
e pojava melanoma u jednog ili vise ¢lanova familije
e displazni ili atipi¢ni nevusi, prisustvo u porodici
e drugi zlo¢udni tumori koze
e prethodno dijagnostikovan melanom ili multipli koZni tumori
e prethodno dijagnostikovan lentigo maligna
e postojanje kongenitalnog gigantskog nevusa
e podatak o solarnim opekotinama, vise od dva puta do 20. godine zivota.
e upotreba solarijuma do 25 godine Zivota ili konstantna upotreba
e podatak o neadekvatnoj upotrebi zaStitnih sredstava pri izlaganju suncevoj
svetlosti
e imunosupresivna terapija bez obzira na uzrok
e podatak da pacijent boluje od xerodermae pigmentosum (defekt enzima za

reparaciju DNK)
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Fizikalni pregled

Podrazumeva pregled cele koze, koznih adneksa, genitalne regije i vidljivih
sluznica.U ovome nam pomaze poznato ABCDEF pravilo, koje omogucava iskljucenje

velikog broja koznih promena u diferencijalnoj dijagnostici melanoma:
e A-asimetrija
e B-neregularnost ivica
e C-nejednakost boja-najcesce razlicite nijanse kestenjaste boje
e D-precnik, veéi od 6 mm
e E-izdignutost

e F-pozitivna porodi¢na anamneza

Druga je Glazgovska lista sa 7 tacaka:
e Il-promena veli¢ine
e 2-promena oblika
e 3-promena boje
e 4-inflamacija
e 5-krusta ili krvavljenje
e 6-promena osetljivosti

e 7-precnik veéi od 7 mm

Fotografisanje

Koristan metod u pra¢enju koznih promena je fotografisanje, Sto nam pomaze
kod redovnih kontrola da se zapaze eventualne promene u nekoj od ovih tacaka, a
posebno je znacajno kod pacijenata koji imaju pozitivnu porodi¢nu anamnezu, veliki
broj displaznih ili atipi¢nih nevusa i druge faktore koji se ubrajaju u povecanu sklonost

ka pojavi melanoma (Kanzler M. i Mraz-Gernhard S., 2001).
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Druge neinvazivne dijagnosticke metode

e Dermoskopija (Epiluminiscentna mikroskopija)
omogucava pregled pigmentnih promena na nivou epidermisa i papilarnog
dermisa uvecanjem od 6-40 puta.
e Digitalna dermoskopija (Epiluminiscentna mikroskopija)
omogucava snimanje i c¢uvanje digitalne slike dobijene dermoskopijom
(epiluminiscentnom mikroskopijom) sa uvecanjima i do 100x.
e Konfokalna laserska mikroskopska tehnika
neinvazivna dijagnosticka procedura koja omogucava pregled epiderma 1
papilarnog derma do rezolucije koja je priblizna histoloskoj pri ¢emu je prikaz
tkiva u horizontalnoj ravni. Naime, fokusira i reflektuje laserske zrake iz
podrucja suspektne kozne promene, te se na taj nacin vizuelizuju melanociti cak
i u ahromatskom melanomu. Postoji reflektans i fluorescentni mod ove tehnike.
e Ultrazvuk
visoke frekvence ultrazvuka od 50-100 MHz, a doprinos bi bio u odredivanju
debljine, volumena i vaskularizacije melanoma in vivo.
e NMR
u klinickim studijama kao metoda u dijagnostici pigmentnih lezija. (S.Stanec,
Z.Stanec, 2006)
Biopsija
Biopsija je metoda za sigurno postavljanje dijagnoze melanoma i Kkoristi se u
svetu.
1.4.2. Dijagnostika regionalnih metastaza

Pod regionalnim metastazama se smatraju metastaze u razlicita drenazna

podrucja, od kojih su najéesc¢a u aksilama, ingvinumima, vratu i retroperitoneumu. U

dijagnostici regionalnih metastaza koriste se:
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fizikalni pregled
ultrazvuk, (prema potrebi CT, MRI, PET CT)

citoloska punkcija FNA

e limfoscintigrafija
e odredivanje sentinel ¢vora limfotropnim bojama, HP sentinel ¢vora
e imprint citologija

Fizikalni pregled. ultrazvuk i citoloSka punkcija

Kod pacijenata sa dokazanim HP melanomom potrebno je na osnovu klinickog
pregleda manuelno odrediti prisustvo limfnih ¢vorova suspektnih na metastatske, u
¢emu nam pomaze i ultarzvuéni pregled drenaznog podruéja. Kod nas se ne radi
citoloSka potvrda tumorom zahvacenog limfnog ¢vora, nakon Cega bi se radila disekcija
limfnih ¢vorova, ve¢ ex tempore biopsija i u slucaju pozitivnog nalaza pomenuta

hirurska intervencija - limfadenektomija.

Limfoscintigrafija

Pre nesto vise od 50 godina se pocinje koristiti limfoscintigrafija u dijagnostici
okultnih metastaza kod karcinoma (Norman J. i sar., 1991) Koristi se radioizotop 99m
Tc-trisulfid-koloid. Tehnika se sastoji u injiciranju jedne ili vise injekcija intradermalno
pomenutog radioizotopa u okolinu melanoma prema drenaznom putu ili putevima koji
se ispituju, 1 to 2-6 sati pre planirane biopsije. Injicira se od 0,5-1 mCi, a zadrzava
radioaktivnost do 6% i 24 sata nakon aplikacije. Dinamsko shimanje gama kamerom
(slika 1) se obavlja nakon 5-10 minuta i oznacava se sentinel ¢vor u jednom ili vise
limfnih drenaznih podruc¢ja. Ova metoda nije pouzdana nakon Siroke ekscizije
melanoma ili pak kod operacija kod kojih su se koristili razni reznjevi za primarnu

rekonstrukciju defekta koze (Kelemen R., 2003).
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Slika 1. - Gama kamera

Odredivanje sentinel évora limfotropnim bojama

Najcesc¢e koris¢ene boje su patent-blue 1%, kao i metilen-blue u dozi od 0,5-
2ml, intradermalno ili peritumorski, kao i u okolini oziljka od prethodno radene
ekscizione biopsije i to od 10 do 20 minuta pre pocetka hirurSkog zahvata. Najbolje
kombinacija obe metode zajedno. Plavo prebojen limfni ¢vor (slika 2) se oznacava kao
sentinel ¢vor, koji se zatim Salje na HP analizu 1 shodno tome se radi ili

limfadenektomija, u slucaju pozitivnog nalaza-metastaze, ili se zavrSava sa operacijom.
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Slika 2. - Sentinel ¢vor

Imprint citologija

Metoda otiska, ili imprint citologija, primenjuje se kao metoda izbora za
primarni tumor ali i za metastaze, a danas i za sentinel-cvorove, §to nije sluc¢aj kod nas.
Tumor ili metastatski limfni ¢vor se prereze i sa prerezane povrsine se uzme otisak, tako
Sto se pazljivo pritisne na predmetno staklo. Preparati se boje brzom tehnikom i odmah
analiziraju, da bi se rezultat javio u hirur§ku salu nakon desetak minuta (Stanec S i,
Stanec Z., 2006).

1.4.3. Dijagnostika udaljenih metastaza

U dijagnostici udaljenih metastaza, metastaza koje predstavljaju 1V stadijum

bolesti, koriste se:
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e fizikalni pregled

e ultrazvuk (prema potrebi CT, MRI, PET CT)

e citoloska punkcija FNA

e limfoscintigrafija

e odredivanje sentinel ¢vora limfotropnim bojama, HP sentinel ¢vora

e imprint citologija

Laboratorijski testovi

Najvazniji je svakako test odredivanja serumskog LDH, test jetrine funkcije.
Najcesce izolovani porast LDH ili alkalne fosfataze zna¢i metastatsku bolest, ujedno,
porast LDH je u obrnuto proporcionalnom odnosu sa stopom prezivljavanja. Da bi se
posumnjalo na pojavu metastatske bolesti kod poviSenih vrednosti serum-LDH mora
postojati najmanje dva puta poviSena vrednost u razmaku od 24 sata, jer samo jedna
poviSena vrednost moZze biti posledica neCega S§to nema veze sa metasataskim
melanomom, kao S§to je hemoliza krvi 1 sli¢no. U okviru klini¢kih studija se ispituje
ELISA-testom serumska TA 90 antigen za tumor vezanog glikoproteina i njegovo IgG
antitelo koji se pojavljuje kod 72% melanoma i u kombinaciji sa PET skenom se moze
otkriti 93% okultnih metastaza. U rutinskoj klinickoj praksi kao imunohistohemijski
marker melanoma Koristi se ekspresija S100B proteina. Jo§ 1980. godine doslo se na
ideju da ekspresija S100B u humanim melanomskim ¢elijskim linijama moze da se
koristiti u dijagnostici melanoma (Gaynor R. i sar., 1980; Nakajima T. i sar., 1982).
S100B protein je visoko specifi¢an i i njegov povecan nivo se registruje kod 74-100%
pacijenata sa stadijumome IV melanoma (Nikolin B. i sar., 2016) S100 su proteini male
molukulske mase, ukljuceni u razli¢ite ¢elijske funkcije kao $to su fosforilacija proteina,
transkripcioni faktori, enzimska aktivnost, regulacija kalcijuma i funkcionisanje
konstituenata citoskeleta (Salama I. i sar., 2008). Pored vaznih uloga koje imaju u ¢eliji,
deluju i ekstracelularno gde dovode do povecane leukocitne hemoatraktivnosti,
aktiviraju makrofage i uticu na celijsku proliferaciju sto ih dovodi u vezu sa
inflamacijom i karcinogenezom. Pojedini S100 proteini reguliSu p53 protein i apoptozu;
neki deluju kao tumor promoteri, a drugi kao tumor supresori. Protein S100B je prisutan
u mnogim humanim tkivima (Salama 1. i sar., 2008; Devery JM. i sar. 1994) i u
razli¢itim malignitetima,ukljucujuci i melanome (Zimmer DB. i sar. 1995; Heizmann
CW., 2002).
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Radioloske i ostale dijagnosticke metode

U dijagnostici udaljenih metastaza kod melanoma primenjuju se razli€iti radioloski
testovi kao Sto su RTG, UZ, CT, NMR, PET, scintigrafija kostiju, kontrastne pasaZze,
endoskopski pregledi, citoloske i HP analize (Taback B. i sar., 2001; Hwo WAJ. i sar., 2003).

1.5. KLASIFIKACIJA I PROGNOSTICKI FAKTORI MELANOMA

1.5.1. Klasifikacija melanoma

Prve klasifikacije melanoma pokuSane su jos u 19. veku, a prvi ozbiljniji
pokusaj klasifikacije ove bolesti datira iz 1954. godine, kada su Ackerman i Del Regato
(1954) predlozili klasifikaciju u Cetiri grupe:

a- bolesnici sa udaljenim metastazama

b - bolesnici sa klinicki manifestnim i HP potvrdenim metasatazama u limfnim
¢vorovima

c - bolesnici sa samo HP potvrdenim metastazama u limfnim ¢vorovima

d - bolesnici bez HP potvrde metastaza u limfnim ¢vorovima

Sedma revizija TNM Kklasifikacije 1 stadijuma bolesti kod melanoma koze
predlozena je 2000. godine od strane Melanoma Staging Committee AJCC

Revizija je prihvacena 2003. godine od strane svih relevantnih kooperativnih
grupa 1 asocijacija za borbu protiv raka Sirom sveta (AJCC, WHO, UICC 1 EORTC).

Klini¢ka potvrda i opste prihvatanje ove revizije rezultat je prospektivne studije
obavljene na 17.600 bolesnika sa melnomom koze u Evropi, SAD i Australiji.

Rezultati ove studije doneli su modifikaciju TNM klasifikacije i nezavisnih
prognosti¢kih faktora u pogledu debljine primarnog melanoma, prisustva ili odsustva
ulceracije, broja i veli¢ine metastatskih limfnih ¢vorova, satelitskih ¢vorova u okolini
primarne lezije i in-tranzit metastaza, mestu udaljenih metastaza i nivou serumskog LDH
kao znacajnih faktorima prognoze bolesnika u razli¢itim stadijumima melanoma koZe.

Takode, posebno je naglasen znaCaj peroperativnog markiranja i biopsije
sentinel limfnih ¢vorova u preciznom staziranju bolesti (Balch CM. i sar., 2001; Balch
CM. i sar., 2004).

Na tabeli 1. je prikazana najnovija osma klasifikacija melanoma na osnovu
UICC i AJCC koja vazi od januara 2018. godine.
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Tabela 1. TNM Kilasifikacija (UICC, AJCC 8th edition)

T Klasifikacija (Stadijum I i 1)

Tis melanom u pocetnoj fazi
TX <1 mm nepoznat ili neodreden
Tl Tla<0,8 mm bez ulceracije
T1b < 0,8 mm sa ulceracijom
0,8-1,0 mm sa ili bez ulceracije
T2 >1,0-2,0 mm nepoznat ili neodreden
T2a>1,0-2,0 mm bez ulceracije
T2b >1,0-2,0 mm sa ulceracijom
T3 >2,0-4.0 mm nepoznat ili neodreden
T3a>2,0-4,0 mm bez ulceracije
T3b >2,0-4,0 mm sa ulceracijom
T4 >4,0mm nepoznat ili neodreden
T4a> 4,0 mm bez ulceracije
T4b> 4,0 mm sa ulceracijom

N Klasifikacija (Stadijum I11)

N1

N2

N3

Jedan limfni &vor

2-3 limfna ¢vora

a: mikrometastaza *

b: makrometastaza **

a: mikrometastaza *

b: makrometastaza **

c: in-tranzit met(s)/sateliti(s) bez
metastatskih limfnih ¢vorova

4 ili vise metastatskih limfnih ¢vorova, sliveni limfni ¢vorovi, ili kombinacija
in-tranzit met(s)/sateliti(s) i vise metastatskih limfnih ¢vorova

M Klasifikacija (Stadijum 1V)

M1

M2

M3

Udaljeni delovi koze, potkozno ili
metastatski ¢vorovi udaljene regije

Pluéne metastaze

Sve druge viscelarne metastaze ili
druge udaljene metastaze

Normalan LDH

Normalan LDH

Normalan LDH
Povisen LDH

* Mikrometastaze su dijagnostikovane posle sentinel biopsije ili elektivne disekcije, promera su do 2 mm

** Makrometastaze su definisane kao klini¢ki detektabilni limfni ¢vorovi potrvdjeni patohistoloski posle terapijskih
disekcija.
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Tabela 2. Stadijumi bolesti kod melanoma koze

Klinic¢ki stadijumi *

Patoloski stadijumi **

Tis NO MO Tis NO MO
A~ T1a NO MO Tia NO MO
B T1p NO MO Tib NO MO
T2a NO MO T2a NO MO
A T2b NO MO T2b NO MO
T3a NO MO T3a NO MO
e T3b NO MO T3b NO MO
T4a NO MO T4a NO MO
e T4b NO MO T4b NO MO
N1 MO
Nl Bilokoji T N2
N3
T1-4a Nla MO
HIA
T1-4a N2a MO
T1-4b N1la MO
T1-4b N2a MO
1IB T1-4a N1b MO
T1-4a N2b MO
T1-4alb N2c MO
T1-4b N1b MO
1le T1-4b N2b MO
Any T N3 MO
v Bilo koji T Bilo koji N Bilo koji M1 | Bilokoji T Bilo koji N Bilo koji M1

* Klini¢ki stadijumi uklju¢uju makroskopsko staziranje primarnog melanoma i klini¢ko-radiolosku evaluaciju
regionalnih i udaljenih metastaza.

** Patohistoloski stadijumi ukljuuju mikroskopsko staZiranje primarnog melanoma i regionalnih limfnih ¢vorova
posle sentinel biopsije ili kompletne disekcije limfnih ¢vorova
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Osnovna razlika izmedu klinicke i patoloSke klasifikacije je razlika u
kategorisanju limfnih ¢vorova, tj. u njihovoj klini¢ko-radioloskoj ili patohistoloskoj
kategorizaciji. Klinicki i radioloski isklju¢eni limfni ¢vorovi su klasifikovani u I i Il
stadijumu, dok je u III stadijumu nemoguce klini¢ki odrediti broj metastaza, te se stoga
koristi patoloska Klasifikacija. Za IV stadijum bolesti takode nemamo klini¢ku
subklasifikaciju (Tabela 2).

Biopsija sentinel (strazarskih) limfnih ¢vorova umnogome je pridonela
razumevanju prirodnog metastaziranja melanoma, te je na osnovu toga doslo do

promena u planiranju le¢enja, samoj dijagnostici bolesti i planiranju klini¢kih studija.

1.5.2. Prognosticki faktori
1/Stadijum 1 i 11

AJCC-analiza 13.581 bolesnika sa lokalizovanim primarnim melanomom je
pokazala da debljina tumora 1 prisustvo ulceracije imaju najvazniji prediktivni znacaj u
prezivljavanju, zatim su tu dugi prognosticki faktori dob, pol i Klarkova dubina invazije
melanoma. Kasnijom analizom 4.750 bolesnika iz AJCC-ove baze podataka kod kojih
je HP analizom limfnih ¢vorova dokazan I i II stadijum, najvazniji prediktivni faktori
prezivljavanja su bili: odsustvo limfnih metastaza, a dubina invazije po Klarku i pol su
izgubili tu vaznost (Balch CM. i sar., 2001). Odnos preZzivljavanja i debljine tumora je
obrnuto proporcionalan, a sama debljina tumora je povezana sa zahvac¢enoscu limfnih
¢vorova metastatskom boles¢u i samim tim se pravi trijaza pacijenata kod kojih ¢e se
uraditi sentinel biopsija. Kod debljih tumora postoji ¢es¢a pojava lokalnog recidiva, in-
transit metastaza i satelitskih sekundarnih depozita.

Prisustvo ulceracije makroskopski ili mikroskopski povezano je sa ces¢om
pojavom kako recidiva bolesti, tako i sa ¢eS¢om pojavom metastaza, bilo da su
lokoregionalne ili udaljene, Sto dovodi do zakljucka da je prezivljavanje kod melanoma
kod kojih su prisutne ulceracije manje nego kod neulcerisanih tumora. Pri ovome treba
voditi ra¢una da je ulceracija kod tumora tanjih od Imm manja od 6%, §to potvrduje
znacaj u otkrivanju melanoma u ranoj fazi i njegovog hirurSkog lecenja kao znacajan
faktor prognoze u ukupnom prezivljavanju. Kod ove debljine melanoma do 1 mm se
kao dodatan prognosti¢ki faktor koristi dubina invazije prema Klarku, tako da je u TNM

klasifikaciji kod T1 tumora uvrstena i dubina invazije (Balch CM. i sar.,, 2001).
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Bolesnici sa melanomom Tla zastupljeni su u 75% slucajeva u svetu, a njihovo
petogodi$nje prezivljavanje je 95%, dok je petogodiSnje prezivljavanje kod T1b oko
91%. Ukupno prezivljavanje je obrnuto proporcionalno stadijumima bolesti, tako je
petogodiSnje prezivljavanje oko 45%, a desetogodisnje 32% kod T4b tumora, re¢ je o
lokalno uznapredovalim tumorima bez limfati¢nih metastaza (Balch CM. i sar., 2001).
Dalje, u prognozi melanoma znacajnu ulogu imaju zivotna dob, pol, lokalizacija
primarnog tumora, vrsta rasta, regresija melanoma, DNK ploidnost i mitoti¢ki indeks.
Prema AJCC-ovoj bazi podataka, kod starijih pacijenata tumori su obi¢no bili:
deblji, sa prisutnim ulceracijama, makroskopski vidljivim, lokalizovani na glavi i vratu,
vise kod muskaraca nego kod Zena i musSkarci preko 60 godina starosti su imali slabije
prezivljavanje nego mladi muskarci (Ackerman L. i Del Regato J., 1954; Balch CM. i
sar., 1970; Balch CM. i sar., 2001; Balch CM. i sar., 2003). Lokalizacija tumora na
grudnom koSu, glavi i vratu ima loSiju prognozu nego tumori na ekstremitetima
(Schuchter L. i sar., 1996). Sto se ti¢e histopatologije melanoma, a na osnovu obradene
velike baze podataka, lentigo maligna ima nesto bolju prognozu od ostalih histoloskih
tipova (Balch CM., 1992). Dezmoplasti¢ni neurotropni melanom ima ¢eScu pojavu
recidiva nakon ekscizije od drugih melanoma |11%| iste debljine (Quinn MJ. i sar.,
1998). Ukoliko je limfocitna infiltracija melanoma koze po tipu BRISK infiltrata, tada
bolest ima bolju prognozu, posebno kod melanoma tanjih od 1,5 mm (Balch CM. i
sar.,2001). Aneuploidija DNK odredjena proto¢nom citometrijom ima loSiju prognozu

(Kheir SM. i sar., 1988). Losija prognoza se pripisuje i vertikalnoj fazi rasta.
2/111 stadijum

U ovom stadijumu bolesti, bolesnici imaju metastaze u regionalnim limfnim
¢vorovima iili in-transit metastaze. Petogodisnje prezivljavanje kod ovih pacijenata je
oko 69% za one koji imaju neulcerisani tumor i jednu HP verifikovanu metastazu, a oko

13% za ulcerisane tumore sa vise od Cetiri metastaze (Balch CM. i sar., 2001).
3/1V stadijum

Kod ovog stadijuma bolesti pacijenti su sa udaljenim metastazama (visceralni
organi), a uzimaju se u obzir i lokalizacije metastaza i poviSene vrednosti serumske
laktat dehidrogenaze /LDH/. Ovde je vazno navesti i da duZina remisije ima statisti¢ki

znacajnu ulogu u prezivljavanju, tako da remisija od 12 meseci ima znacajno bolje
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ukupno prezivljavanje od kracih remisija kod pojave metastaza. Generalno, pacijenti u
IV stadijumu bolesti imaju znatno losije prezivljavanje: jednogodisnje od 40 do 60%, a
petogodis$nje manje od 15% (Balch CM. i sar., 2001; Barth A. i sar., 1995).

Imprint citologija

Metoda otiska, ili imprint citologija, primenjuje se kao metoda izbora za
primarni tumor ali i za metastaze, a danas i za sentinel-¢vorove, §to nije slu¢aj kod nas.
Tumor ili metastatski limfni ¢vor se prereze i sa prerezane povrsine se uzme otisak, tako
Sto se pazljivo pritisne na predmetno staklo. Preparati se boje brzom tehnikom i odmah

analiziraju, da bi se rezultat javio u hirur§ku salu nakon desetak minuta.

1.6. LECENJE MELANOMA

A) hirurgija

B) radioterapija

C) hipertermijska izolovanana perfuzija i izolovana infuzija ekstremiteta
D) hemioterapija i biohemioterapija

E) imunoterapija, genska i hormonska terapija

1.6.1. Hirursko leCenje melanoma

Hirurgija je i dalje osnovni vid leCenja melanoma, sa ciljem da se suspektna
tumorska promena odstrani u celosti i da se na taj na¢in postigne trajna lokalna kontrola
bolesti, bez obzira na moguénost pojave tumora na drugim delovima tela. Hirurska
intervencija mora biti dovoljno radikalna da bi se sve maligne ¢elije uklonile, ali i
postedna kako bi kozmetski efekat bio zadovoljavaju¢i, a funkcionalna ostecenja
minimalna.

Hirursko le¢enje podrazumeva:
A) hirursko le¢enje primarnog melanoma koze (stadijum O, | i Il bolesti)
B) uloga SLCB u le¢enju melanoma
C) hirursko lecenje regionalne bolesti (stadijum III)

D) hirursko le¢enje metastatske bolesti (stadijum IV).
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1.6.1.1. Hirursko lecenje primarnog melanoma koze (stadijum 0, 1'i 11)

Prema TNM Kklasifikaciji bolesti primarni melanom koze je lezija bez
zahvacenosti limfatika i visceralnih organa, a hirurgija je terapija izbora.
Hirurgija podrazumeva:
Al) ekscizionu biopsiju

A2) terapijsku eksciziju melanoma koze

Al) Eksciziona biopsija

Podrazumeva eksciziju na melanom suspektne kozne tu lezije,koja se radi u
lokalnoj ili opstoj anesteziji,preparat se Salje na standardan HP pregled i na osnovu
definitivnog histopatoloskog nalaza se pacijent prikazuje konzilijumu za melanoma koji
donosi odluku o daljem ledenju(reekscizija oziljka, SLCB ili pracenja pacijenta u

odredenim vremenskim intervalima).

A2) Terapijska ekscizija melanoma koze

Savremena doktrina hirur§kog leenja melanoma koZe se bazira na produZenju
zivota obolelih, zadovoljenju kozmetskih i funkcionalnih efekata, a samim tim
poboljsanju kvaliteta Zivota.

e Melanom in situ (Tis)

Leci se ekscizijom tu lezije, okolne koze i1 potkoznog tkiva do fascije sa slobodnim
ivicama koze od 0,5 cm uz histopatolosku kontrolu.

e Ekscizija invazivnhog melanoma debljine < 1mm

Slobodne ivice resekcije uz HP kontrolu moraju biti 1 cm uz eksciziju potkozja do
fascije.

e Escizija melanoma debljine >1mmi <2 mm.

Nijedna dosadasnja studija nije utvrdila velicinu slobodnih ivica ekscizije kod melanoma
ove debljine, a podaci variraju od 1 do 2 cm, zajedno sa potkozjem do fascije.

e Ekscizija melanoma debljine > 2 mm i <4 mm.

Ekscizija ove debljine melanoma sa slobodnom ivicom resekcije je 2 cm, zajedno sa
potkozjem do fascije.

e FEkscizija primarnog melanoma debljine > 4 mm.

Preporucena veli¢ina slobodnih ivica kod melanoma debljih od 4 mm je od 2 do 3cm

prilikom ¢ega se posebno mora voditi racuna o funkcionalnom i kozmetskom efektu.
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Kada se dijagnoza melanoma postavi u najranijima fazama bolesti, hirursko
leCenje iz navedenog opisa je jednostavno - tumor se ekscidira zajedno sa okolnom
kozom i potkoznim tkivom jednostavnim elipticnim rezom 0,5-2 cm i operativna rana se
zatvara najceS¢e primarnom suturom. Kozmetski i funkcionalni efekti su uglavnom
zadovoljavajuci, a komplikacije neznatne. Rez se mora pre operacije pazljivo isplanirati,
prilikom ¢ega limfna drenaza mora ostati neoste¢ena. Anatomska lokalizacija, tkivna
elasti¢nost, prokrvljenost lokalnog tkiva i sposobnost zarastanja rana samo su neki od
faktora koji odredjuju veli¢inu i oblik hirur§kog reza. Ekscizijom se odstranjuju uz
tumor i okolna koza, potkozno tkivo, do fascije. Opravdanost odstranjivanja fascije ili
subfascijalnog tkiva, misica, kosti, neurovaskularnih elemenata nije potvrdjena ukoliko
ne postoji invazija istih, ali se tada ne radi o primarnom melanoma koZe.

Ne treba zanemariti ulogu plasti¢nog hirurga kod hirurskih intervencija gde ranu
nije moguée primarno zatvoriti. Tada se koriste razlicite metode reznjeva ili
transplantata, a sve u cilju sto boljeg kozmetskog i funkcionalnog efekta. Preporucljivo
je prilikom rekonstrukcije Kkoristiti sto jednostavnija resSenja (Ross MI. i Balch CM.,
1998).

1.6.2. Uloga sIcb kod leCenja melanoma

Sentinel ili strazarski limfni ¢vor predstavlja ¢vor koji prima aferentnu limfnu
drenazu iz malignog tumora. Metoda intraoperativnog mapiranja sentinel limfnog ¢vora
dozivljava svoju punu primenu kod melanoma, $to je omogucilo da se rade selektivne
disekcije regionalnih limfnih ¢vorova umesto do tada elektivnih, koje su uglavnom
odbacene u vecini svetskih centara kao i kod nas (Morton, DL. i sar. 1992).

Jedan od najvaznijih pomaka u le€enju primarnog melanoma koze nastao je
uvodenjem obelezavanjem limfnih ¢vorova i biopsijom limfnih ¢&vorova-strazara
(SLCB). Od kada je znadajan rad Mortona i saradnika objavljen 1992. godine pa do
danas, nacinjene su brojne klini¢ke studije koje su preciznije definisale korist SLCB
tehnike (Morton DL. i sar., 1992; Zagarella S. i sar., 2015; Moser J. i sar, 2016).
Osnovno je da se identifikuju pacijenti koji imaju subklinicke nodalne metastaze, a sa
minimalnim morbiditetom (Cadili A. i Dabs K., 2010; Han D. i sar., 2012); Sladden M.
i sar. 2015). SLCB status je inkorporiran i u najnoviju reviziju Ameri¢kog Zdruzenog

Komiteta za Kancer (American Joint Comitee on Cancer (AJCC)) i staziranje melanoma
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koze (Gershenwald JE. i sar, 2010; Balch CM. i Gershenwald JE., 2014; Balch CM. i
sar., 2015). Generalno je prihvaceno da je kod pacijenata sa melanomom koze debljine
1-4 mm po Breslovu, rizik okultnih metastaza dovoljno veliki i da zahteva SLC
biopsiju.

Medutim, ostala je kontroverza u vezi pacijenata ¢iji je melanom tanji od 1 mm,
iako se zna da je prognosti¢ki znacaj pozitivnosti SLCB kod pomenute grupe pacijenata
veliki jer je petogodisSnje prezivljavanje losije kod nadene okultne nodalne bolesti (Han
D. i sar., 2012; Hunger RE. i sar, 2015). Naime, incidencija melanoma koZe porasla je
za poslednjih nekoliko dekada brze nego incidencija bilo koje druge maligne bolesti. Od
toga, 70% novih slucajeva melanoma ¢ine tanke lezije, tj. tumori ¢ija je debljina manja
od 1 mm (McKinnon JG. i sar., 2003; Gimotty PA. i sar., 2004; Yamamoto M. i sar.,
2015) Sto u apsolutnom broju ¢ini znaCajan broj pacijenata. S druge strane, ako se
nekriticki SLC biopsije prosire i na sasvim tanke melanome, smatra se da je takvo
staziranje 1 leCenje pacijenata ekomonski neopravdano i da se troSkovi leCenja
neopravdano uvecavaju za viSe stotina hiljada dolara po pacijentu u Sjedinjenim
drzavama (Farries MB. i sar., 2010). Ako je tumor debljine 0,76 mm-1,0 mm po
Breslovu, postoji SLC pozitivnost u 12,8% slu¢ajeva (Vermeeren L. i sar., 2010; Han D.
i sar., 2012).

U pokusaju da se jasno identifikuju pacijenti sa melanomom koze <I mm po
Breslovu koji bi imali korist od SLC, najnovije studije su se fokusirale na druge
karakteristike samog tumora kao i karakteristike samih pacijenta. To su: starost, pol,
prisustvo ulceracije, mitotski indeks, nivo po Klark-u, prisustvo regresije i
limfovaskularne invazije i lokalizacije primarnog tumora (Gershenwald JE. i sar, 2010;
Sekula-Gibbs SA i Shearer MA, 2011; Thomson JF. i Ollila DW., 2011; Ross K. i sar.,
2013). Novije studije su pokazale da je pored debljine tumora po Breslovu, vazan i
uzrast pacijenta, broj mitoza u primarnom tumoru, lokalizacija kao i limfovaskularna
invazija (Farries MB. i sar., 2010; Sondak VK. i sar., 2004). Faktori koji su znacajni za
predvidanje pozitivnosti SLC biopsija se razlikuju od centra do centra.

Dugogodi$nje iskustvo i SLC biopsije u mnogim centrima, rezultovale su
objavljivanjem petogodiSnjeg rezultata Multicentricne Selektivne Limfadenektomije,
klinickom studijom (Multicenter Selective lymphadenectomy Trial (MSLT-1) (Morton

DL. i sar., 2006). Rezultati su kontroverzni jer studija nije pronasla prednost u
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prezivljavanju pacijenata kojima je radena SLC biopsija nakon 5 godina pracéenja.
Medutim, autori su primetili bolji ishod kada je u pitanju period bez bolesti (disease
free-survival) ¢ime je procedura SLCB bolja za ishod le¢enja nego samo opservacija i
¢ime se znacajno doprinosi boljem kvalitetu zivota pacijenata. Protivnici obavljanja
SLC biopsija (Tojresen 1., 2013) smatraju da “ne postoji jasan dokaz da ¢e SLC biopsije
poboljsati ishod leCenja”, kao 1 da postoje postoperativne komplikacije. Ipak, s
obziroma na najnovije AJCC preporuke, pocedura SLC biopsija ima veliki broj
pristalica. Cak, dr Vernon Sondak, u¢enik Donalda Mortona, lekara koji je razvio SLC
procedure, smatra da se SLC biopsija preporuéuje za pacijente sa intermedijarnom
debljinom melanoma i treba je razmotriti za pacijente sa debljm melanomom kao i
strogo definisanom grupom rizi¢nih tankih melanoma (Sondak VK. i sar., 2004; Egger
ME. i sar., 2016). Prema rezultatima studije dr Hana i saradnika iz 2012 godine - 8,4%
pacijenata sa melanomom debljine primarnog tumora >0,76 mm imalo je pozitivnost
SLC biopsija. Prema Han-u, SLC biopsija je indikovana za melanome >0,76 mm gde je
broj mitoza najmanje 1/mm2 kao i ako postoji ulceracija (Han D. i sar., 2012).
Dve velike i vazne klini¢ke studije, Mulicentri¢ni Selektivni Limfadenektomija
Trajal 11 11 (engl. Multicenter selective Lymphadenectomy Trial, MSLT) (Morton i sar.,
2014,; Faries i sar., 2017) su pokazale da disekcija regionalnih limfnih ¢vorova kod
pozitivnog sentinela povecava stopu regionalne kontrole bolesti sa duzim intrevalom
bez relapsa bolesti, ali ne utice na duze prezivljavanje specificno za melanom kod
bolesnika s melanomom i metastazama u sentinel- limfnom ¢voru (Faries i sar., 2017).
Disekcija regionalnih limfnih ¢vorova ima dvostruki znacaj:

e dijagnosticki

tako se vrSi staziranje bolesti, a na osnovu prisustva, odnosno odsustva metastaza u

limfnom ¢voru, koje se mogu potvrditi jedino hp analizom ekstirpranog ¢vora. Na

taj nacin se dobija jedan od najznacajnijih prognostickih faktora bolesti.
e terapijski

uklanjanjem metastatski zahva¢enog limfnog ¢vora se sprecava dalje Sirenje bolesti.

Koncept mapiranja i provere straZzarskih limfnih ¢vorova ima za cilj da omoguci:
e ranu i preciznu histolosku dijagnostiku klini¢ki nezahvacenih limfnih ¢vorova (NO)
e detekcija limfnih ¢vorova strazara koji nisu dostupni standardnim operacijama

(druga drenazna podrucja)

27



e detekciju mikrometastaza manjih od 2 mm (ptN1mi) koje bi standardnim
histolo§kim postupcima mogle da budu neprepoznate
e smanjenje ucestalosti ranih i kasnih postoperativnih komplikacija - morbiditeta koji

se javlja posle disekcije.

Mapiranje strazarskog limfnog ¢vora se vr§i na dan operacije, injiciranjem u
peritumorsko tkivo radioaktivnog koloida obelezenog tehnecijumom (Tc 99m) koji se
specificno zadrzava u limfnim ¢vorovima, a polozaj “vruc¢ih ¢&vorova” (sentinel)
detektuje se dinamskom limfoscintigrafijom (0, 15, 30, 60, 120 min.) i projekcija na
koZi se obelezi markerom. Hirurgija podrazumeva minimalnu inciziju koze, detekciju
SLC gama probom i njegovu ekstirpaciju i slanje na hp proveru, nakon &ega se odreduje
strategija u daljem leCenju. Mapiranje se moZze vrsiti 1 vitalnom bojom (metilen blue),
peritumorskim subdermalnim injiciranjem na pocetku, obi¢no desetak minuta pre
hirurske intervencije. Boja se zadrzava u SLC koji se ekstirpira i $alje na hp proveru,
nakon Cega se na osnovu trazene analize pravi strategija u daljem le¢enju (Ross MI. i

sar., 1998; Hauschild A i Christopher E., 2001).

Indikacije za sentinel biopsiju na osnovu Nacionalnog vodi¢a iz 2014 godine
kod melanoma koze su:
e kod klini¢ki nepalpabilnih limfnih ¢vorova (NO), koji ni UZ nisu okarakterisani kao
suspektni, i odsustvom udaljenih metastaza nakon ekscizije primarnog melanoma a
e kada je primarni melanom prema Breslovu 1 mm ili deblji,
e kod melanoma debljina manje od 1mm uz postojanje dodatnih faktora rizika:
ulceracija, jedna ili viSe mitoza/mm?2 ili IV stepen invazije po Klarku slucajevima
mikrosatelitoze u patohistoloskom nalazu primarnog melanoma, iako ovi pacijenti

pripadaju N2 stadijumu bolesti, radi potvde N3 stadijuma

Najpouzdanije je mapiranje i biopsiju raditi neposredno pre operacije, jer
naknadno moze biti nepouzdano zbog moguce kompromitacije limfne drenaze kao i
antomskih struktura, koris¢enjem razli¢itih reznjeva u rekonstrukciji primarnog defekta.
Najbolji rezultati u obelezavanju limfnih ¢vorova postignuti su na ekstremitetima zbog
poznate limfne drenaze, a nepouzdano je na trupu, glavi i vratu zbog drenaznih puteva u
vise regija (Morton DL i sar., 1999; Porter GA. i sar., 2000; Mayer T. i sar., 2002).

SLCB se primenjuju kod svih melanoma debljine od 1-4 mm sa klini¢ki negativnim
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nalazom (nepalpabilnim ¢vorovima) u regionalnim drenaznim podrucjima. Na osnovu
markiranja strazarskih ¢vorova odredjuje se i potvrdjuje prisustvo mikrometastaza
(metastatske lezije 0,2-2 mm u najvecoj dimenziji), na osnovu ¢ega se donosi odluka o
daljem lecenju.

U slucaju identifikacije mikrometastaza vrSi se selektivna disekcija limfnih
¢vorova regije u kojoj je identifikovan. Makrometastaze su klinicki palpabilni limfni
¢vorovi koji mogu i1 drugim metodma biti potvrdjeni, najceS¢e ultrazvucno, prilikom
Cega se radi biopsija ex tempore HP verifikacija i u sluc¢aju pozitivnog nalaza disekcija
tog drenaznog podrucja. 1z opisanog se vidi da je tarapija izbora, bez obzira na to da li
se radi 0 mikrometastazi ili makrometastazi - disekcija regionalnih limfnih ¢vorova
(Balch CM" 2000; Galliot RC. i sar., 2006)

N-klasifikacija prema AJCC iz 2002. godine:

N1-jedan limfni ¢vor
a-mikrometastaza

b-makrometastaza

N2-2-3 limfna ¢vora
a-mikrometastaze
b-makrometastaze

c-in-transit/satelitske lezije bez metastatskih limfnih ¢vorova
N3-4 ili vise metastatskih limfnih ¢vorova ili kombinacija in-transit/satelitskih
lezija 1 metastatskih limfnih ¢vorova
Najcesce limfonodalne metastaze kod melanoma jesu u:
e aksilama
e vratu
e ingvinumu

e retroperitonealno duz ilijakalnih krvnih sudova
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1.6.3. Drugi terapijski modaliteti u leCenju melanoma

Radioterapija se uspe$Sno moze primeniti i u palijativnom leenju pacijenata s
bolnim metastazama melanoma u kostima ili u cilju sprecavanja patolosSke frakture
metastazom zahvacene kosti. U cilju postizanja antidoloroznog efekta, aplikovanje doze
od 8 Gy u jednoj frakciji efikasnije je u odnosu na aplikovanje doze koja je < 8 Gy.

Na osnovu procenjenih prognostickih parametara, leCenje metastaza melanoma
u CNS i kostima ima za cilj postizanje lokalne kontrole bolesti, postizanje
antidoloroznog efekta, poboljSanje neuroloskog statusa, kvaliteta zivota i ukupnog
perioda preZivljavanja.

Na ASCO sastanku juna 2013. godine objavljeni su rezultati Hendersonove
studije u kojoj su pacijenti s kompletno resekovanim palpabilnim limfnim ¢vorovima
metastatskog melanoma, postoperativno leceni adjuvantnom radioterapijom ili samo
praceni. Zaklju€eno je da adjuvantna radioterapija znatno redukuje incidenciju relapsa u
limfnim ¢vorovima, ali da nema znacajnog uticaja na DFS i OS.

Adjuvantna terapija podrazumeva primenu sistemske terapije posle kompletne
hirurske resekcije melanoma s velikim rizikom za relaps bolesti, bez obzira na to da li se
radi o lokalizovanom melanomu (stadijumi I i 1) ili metastatskom melanomu (stadijumi
III i IV). Visokorizi¢nim pripadaju stadijumi IIC i IIT (A-C), kod kojih je procenat
desetogodisnjeg prezivljavanja manji od 50%, dok se stadijum IIA (prema NCCN) i |IB
smatra melanomom srednjeg rizika (procenat desetogodiSnjeg prezivljavanja 50%—
65%). Adjuvantna terapija ima za cilj da produZzi period bez bolesti (engl. disease free
survival, DFS) 1 ukupno prezivljavanje (engl. overall survival, OS) pacijenata.

Najveci broj prospektivnih randomizovanih studija ispitivao je terapijske efekte
primene interferona-o. u adjuvantnoj terapiji stadijuma IIB, IIC i stadijuma IlI,
koris¢enjem niskih, srednjih i visokih doza. U nedavno publikovanoj meta-analizi svih
dosada$njih studija nije, medutim, utvrdena znacajna razlika u efikasnosti razlicitih
doza, Sema i duZine davanja interferona, te za sada o tome ne postoji jedinstvena
preporuka. Nova generacija interferona je pegilovani interferon (PegIFNa2b).Terapija
interferonom-a i pegilovanim interferonom, ima znatne nezeljene efekte, posebno kada

se primenjuje u visokim dozama.
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Dakarbazin (DTIC) je joS§ uvek najceS¢e korisceni citostatik u metastatskom
melanomu i smatra se referentnim lekom za sistemsku hemioterapiju, uz stopu RR od
7.5-20% (kompletne remisije, CR 1%) i medijanom trajanja odgovora 2.5 meseca.
Sliéna stopa RR i trajanja odgovora postize se i monohemioterapijom derivatima
nitrozoureje, cisplatinom, karboplatinom, vindezinom i temozolomidom.

Polihemioterapijskim rezimom koji sadrzi cisplatin, vindezin i DTIC (CVD)
ostvaruje se, kod agresivne simptomatske bolesti, RR od 40%, bez uticaja na OS (A, la).
Darthmouth rezim koji sadrzi cisplatin, dakarbazin, BCNU i tamoksifen (CDBT) ne
postize statistiCki znacajno ve¢i odgovor u odnosu na dakarbazin, uz izraZeniju
hematolosku toksi¢nost.

Biohemioterapija, kombinacija IL-2 i/ili IFN-a sa citostatskim lekovima (DTIC,
TMZ, fotemustin, cisplatin, karboplatin, vinblastin, paklitaksel ili docetaksel) ostvaruje
veci RR bez produzenja OS u odnosu na monohemioterapiju. Istovremeno je primeceno
1 zna¢ajno povecanje toksicnosti, te se ova terapija ne moze preporuciti u svakodnevnoj
praksi.

Najnovije terapijske strategije, kao S§to su imunoterapija (ipilimumab,
nivolumab, pembrolizumab), selektivni BRAF inhibitori (vemurafenib i dabrafenib), C-
KIT inhibitori i MAPK/ERK kinaza (MEK) inhibitori (trametinib), pokazale su
impresivnu antitumorsku aktivnost kod pacijenata s metastatskim melanomom. Ovi
lekovi su znatno poboljsali stopu odgovora i/ili prezivljavanje bolesnika koji su bili
ukljuceni u prospektivne randomizovane studije.

Pre odluke o terapiji metastatskog melanoma, tumorsko tkivo, po moguénosti
metastske lezije, trebalo bi testirati na odredene genske mutacije (BRAF, NRAS, c-KIT
kod melanoma koze i sluzokoza) koje pomazu u odabiru pacijenata za ciljanu (target)
terapiju. Kod pacijenata sa BRAF V600 mutiranim melanomom, optimalan izbor za
prvu liniju sistemske terapije (I1, B) jesu ipilimumab, monoterapija BRAF inhibitorom
ili kombinacija BRAF i MEK inhibitora. Faze Ill kontrolisane randomizovane studije
okoncane su odobravanjem vemurafeniba, dabrafeniba, trametiniba i ipilimumaba od
strane FDA (engl. Food & Drug Administration) u Sjedinjenim Ameri¢kim DrZavama i
Evropske agencije za lekove (engl. European Medicine Agency, EMA) (osim
trametiniba) kod bolesnika sa uznapredovalim, neresektabilnim i/ili metastatskim

melanomom koze (Novakovi¢ M i sar., 2014).
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1.7. PRACENJE PACIJENATA NAKON OPERACIJE MELANOMA KOZE

Melanom je primarno bolest mladih ljudi prosecne starosti oko 45 godina pri
postavljanju dijagnoze. Protokol kontrolnih pregleda mora zadovoljiti rano
dijagnostikovanje i leCenje recidiva bolesti. Studije su pokazale da nema razlike u
prezivljavanju pacijenata kod kojih je recidiv otkriven u ranom stadijumu putem
radioloskih pretraga i bolesnika kod kojih je recidiv otkriven fizikalnim pregledom.
Izuzetno je vazno pracenje bolesnika sa melanomom sprovoditi prema klinicki
definisanom protokolu kontrolnih pregleda.

U literaturi postoje razliciti protokoli pracenja pacijenata sa melanomom, Koji se
razlikuju prema ucestalosti kontrolnih pregleda i prema obimu dijagnostickih pregleda.
Opste je prihvaceno da su radi rane dijagnoze recidiva bolesti ili novog primarnog
tumora neophodni kontrolni pregledi unutar prvih pet godina od inicijalnog lecenja.
Nakon pete godine od inicijalnog lecenja preporucuju se kontrolni pregledi jednom
godiSnje do kraja zivota. Ucestalost kontrolnih pregleda povecava se sa povecanjem
debljine primarnog tumora, odnosno stadijumom bolesti (Stanec S i, Stanec Z., 2006;
Dzodi¢ R, 2008).

Kontrolni pregledi pacijenata obolelih od melanoma obuhvatju slede¢e metode:
anamneza, fizikalni pregled, dermatoloski pregled, laboratorijske analize 1 radioloSke

metode.

Stadijum 0 (melanoma in situ) i 1A

Detaljna anamneza je osnov svakog kontrolnog pregleda. Pitanja su u vezi sa
faktorima rizika za nastanak novog primarnog tumora ili simptome vezane za recidiv
bolesti. Fizikalni pregled obuhvata pregled lokoregionalne regije, pregled cele koze i
koznih adneksa, genitalne organe i vidljive sluzokoze. Pregledi se sprovode dva puta
godi$nje unutar prve dve godine, a potom jednom godiSnje. Dermatoloski pregled se
preporucuje jednom godiSnje zbog povisenog rizika od nastanka novog primarnog
melanoma. Dermatoskopija, digitalna epiluminiscentna mikroskopija mogu pomoc¢i u
dijagnozi novog primarnog melanoma i znacajne su za odvajanje i prac¢enje suspektnih
promena na koZzi. Pacijenti sa poviSenim rizikom od primarnog melanoma (displasti¢ni
nevus sindrom) zahtevaju dermatoloski pregled dva puta godisnje (Stanec S i, Stanec Z.,
2006; Poo-Hwu WJ i sar., 1999).
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Stadijum IB i Il

Anamneza i fizikalni pregled su sastavni deo kontrolnih pregleda. Posebnu
paznju treba posvetiti pregledu podru¢ja regionalne limfne drenaze uz nacinjenu
limfoscintigrafiju. Takve preglede je neophodno sprovoditi na 3 do 6 meseci unutar
prve tri godine, nakon toga na 6 do 12 meseci tokom slede¢e dve godine i nakon toga
jednom godis$nje. S obzirom na poviSen rizik za nastanak novog primarnog melanoma,
preporucuje se dva puta godiSnje dermatoloski pregled cele koze i adneksa. Pacijenti sa
poviSenim rizikom za nastanak novog primarnog melanoma zahtevaju dermatoloske
preglede na 3 do 6 meseci tokom prvih pet godina, a nakon toga jednom godisnje.
Laboratorijski testovi (KKS, LDH, AST, ALT, AP, GGT) sprovode se na 3 do 6 meseci
unutar prve tri godine, nakon toga na 6 do 12 meseci naredne dve godine, a nakon toga
jednom godis$nje. Jednom godi$nje u ovom stadijumu je indikovan i Rtg pluc¢a, UZ
regionalnih limfnih ¢vorova 1 UZ abdomena. Ostale radioloske pretrage su indikovane
samo u simptomatskih bolesnika (Poo-Hwu WJ i sar., 1999, Coit C i Ferrone CR.,
2003).

Stadijum 111

Anamneza i fizikalni pregled su sastavni deo kontrolnih pregleda. U sklopu
anamneze potrebno je ispitati pacijenta o simptomima vezanim za naj¢eS¢e udaljene
metastaze (umor, ucestale glavobolje, neuroloski ispadi, gubitak telesne tezine,
poremecaj vida). Takode je potrebno obratiti paznju na simptome vezane za rede
udaljene metastaze (pojava krvi u stolici ili mokraéi). Dermatoloski pregledi se
preporuc¢uju na svakih 3 do 6 meseci tokom prvih pet godina, praceni dopunskim
neinvazivnim dijagnostickim metodama. Nakon toga dermatoloski pregledi se
preporucuju jednom godiSnje. Laboratorijski testovi se sprovode na 3 do 6 meseci
tokom prve tri godine, nakon toga na 4 do 12 meseci tokom sledece dve godine, a nakon
toga jednom godiSnje. Dva puta godi$nje u ovom stadijumu je indikovan Rtg pluca, UZ
regionalnih limfnih ¢vorova i UZ abdomena. Ostale radioloske pretrage su indikovane

samo u simptomatskih bolesnika (Karakousis CP. i sar., 1991).
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Stadijum IV

Uzimanje detaljne anamneze je sastavni deo kontrolnih pregleda i u IV
stadijumu bolesti. Neophodno je obratiti paznju na simptome vezane za udaljene
metastaze bolesti (umor, ucestale glavobolje, neuroloski ispadi, gubitak telesne tezine,
poremecaj vida, pojava krvi u stolici ili mokraéi). Posebnu paznju treba obratiti na
pregled regionalnog limfati¢nog podrué¢ja. Takvi pregledi se obavljaju na svaka 2 do 3
meseca. Dermatoloski pregledi se preporucuju na svaka tri meseca i obuhvataju pregled
cele koze i koznih adneksa, genitalnih organa i vidljivih sluzokoza. Melanom najcesce
metastazira u kozu 1 potkoZno tkivo 1 u podrucje regionalne limfati¢ne drenaze i u
mozak. Laboratorijski testovi se sprovode na svaka tri meseca. Najce$¢i znak
metastatske bolesti moze biti izolovan porast LDH ili serumske alkalne fosfataze.
Izolovani porast LDH je u korelaciji sa loSijjom prognozom i kra¢im prezivljavanjem.
Veoma je znacajno 1 odredivanje proteina S100B koji ima ulogu, ne samo u dijagnostici
pacijenata sa melanomom, ve¢ i u monitoringu pacijenata u toku terapije. Naime,
povecanje vrednosti ovog proteina javlja se tokom progresije bolesti, a smanjenja
njegove vrednosti srec¢u se u regresiji bolesti (Abraha HD. i sar., 1997). Bez obzira na
obecavajuci potencijal S100B, postoje stanja u kojima se nespecificno povecava njegov
serumski nivo, kao §to su povrede bubrega ili jetre, metastaze razli¢itih karcinoma u
jetru 1 razli¢ite inflamatorne i infektivne bolesti. Dva puta godiSnje je indikovano
naciniti Rtg plu¢a, UZ regionalnih limfatika i UZ abdomena. Ostale radioloSke metode
(Rtg, UZ, CT, MR, PET, scintigrafija kostiju, endoskopski pregledi uz biopsiju i PH
verifikaciju) indikovane su samo u simptomatskih bolesnika. Ucestalost novog
primarnog melanoma kod lec¢enih pacijenata iznosi od 2 do 6%. Incidenca je veca u
pacijenata sa poviSenim rizikom (displasti¢ni nevus sindrom) i/ili u pacijenata sa
pozitivnom porodi¢énom anamnezom. Pojava recidiva je u korelaciji sa stadijumom
bolesti. Dvadeset pet procenata bolesnika sa stadijumom 1 i Il ima pojavu recidiva
bolesti. In transit metastaze pojavljuju se kao prvo sediSte recidiva u 2 do 38%
pacijenata. lako melanom moze da metastazira u svaki organ, naj¢e$¢a mesta

metastaziranja su: plu¢a, mozak, jetra i gastrointestinalni trakt.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Glavni cilj ovog istrazivanja je da se utvrde klinicki prediktori kod pacijenata i

klinicki i patohistoloski prediktori primarnog melanoma za prisustvo patohistoloski

verifikovanih metastaza u strazarskim (sentinel) limfnim ¢vorovima kod pacijenata sa

melanomom koze i sa tankim melanomom koze po staroj (< 1 mm) i novoj klasifikaciji
(< 0,8 mm).
Radi realizacije ovog cilja postavili smo dodatne ciljeve:

1.

Prikazati demografske karakteristike pacijenata (uzrast, pol i lokalizacija tumora) i
patohistoloske parametre primarnog melanoma koze (prisustvo ulceracije,
mitotski indeks, nivo po Klarku i Breslovu, prisustvo regresije i limfovaskularne

invazije) kod pacijenata sa melanoma koze

Prikazati demografske karakteristike pacijenata (uzrast, pol i lokalizacija tumora) i
patohistoloSke parametre primarnog melanoma koZe (prisustvo ulceracije,
mitotski indeks, nivo po Klarku i Breslovu, prisustvo regresije i limfovaskularne
invazije) u grupi pacijenata sa tankim melanomom koze po staroj (< 1 mm) 1

novoj klasifikaciji (< 0,8 mm).

Utvrditi najznacajnije prediktivne parametre za prisustvo metastaza u straZzarskom

(sentinel) limfnom ¢voru kod pacijenata sa melanomom koZe.

Analiza ROC krive debljine melanoma po Breslovu i identifikacije patohistoloski

verifikovanih pozitivnih sentinel limfnih ¢vorova

Prikazati vreme do pojave lokalnog i/ili udaljenog relapsa bolesti pacijenata sa
melanomom u odnosu na patohistoloski status strazarskih limfnih ¢vorova i
poznatih prediktora (uzrast, pol i lokalizacija tumora, prisustvo ulceracije,
mitotski indeks, nivo po Klarku, prisustvo regresije i limfovaskularne invazije) u

periodu pracenja.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. SELEKCIJA ISPITANIKA

U periodu od januara 2014. do decembra 2017. na Institutu za onkologiju i
radiologiju Srbije u Beogradu je operisano 799 pacijenata sa primarnim koznim
melanomom. Na osnovu dostupnih podataka najvec¢i broj pacijenata, njih 45,4% je
imalo lokalizaciju primarnog koznog melanoma na trupu, 27,3% na donjim
ekstremitetima, 14,3% na gornjim ekstremitetima i 13% pacijenata na glavi i vratu. Iz
ove grupe pacijenata u naSu retrospektivnu studiju je uklju¢eno 148 pacijenata prosecne
starosti 53,9+15,1 godina obolelih od primarnog melanoma koze (49% muskaraca, 51%
zena) stadijuma I 1 II kod kojih je uradena biopsija strazarskog limfnog cvora
lokoregionalnih limfatika.

Studija je planirana u skladu sa etiCkim standardima datim u Helsinskoj
deklaraciji (prema revidiranoj verziji iz 1983. godine) i u skladu sa pravilima Etickog
komiteta Medicinskog fakulteta u Beogradu (broj eticke dozvole 29/1V-13 od
25.04.2016.god.). U studiju su bili uklju¢eni pacijenti koji su primarno operisani zbog
melanoma koze sa klini¢ki nezahva¢enim limfnim ¢vorovima (NO). Pacijenti sa klinicki
uvecanim lokoregionalnim limfnim ¢vorovima (N1) ili udaljenim metastazama (M1)
nece biti ukljuceni u ovu studiju.

Za odredivanje znacaja u predikciji pozitivnih sentinel limfnih ¢&vorova

analizirane su sledece klinicko-patohistoloSke karakteristike pacijenata:
Klinicke karakteristike:
e uzrast —do 40 godina, preko 40 godina starosti
e pol

e lokalizacija tumora — ekstremiteti, trup, glava i vrat

Patohistoloski parametri primarnog melanoma koze:
e debljina u milimetrima (Breslov)

e prisustvo ulceracije
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e mitotski indeks

e nivo po Klarku

e prisustvo regresije

e prisustvo limfovaskularne invazije

e relaps bolesti (prisustvo lokoregionalnih ili udaljenih metastaza u periodu od

poslednje kontrole bolesti u periodu pracenja)

3.2. DIJAGNOSTIKA

Svi pacijenti su dijagnostikovani i leCeni prema postoje¢em protokolu za
dijagnostiku i le¢enje melanoma koze, modifikovanom sa najnovijim preporukama za
biopsiju strazarskog limfnog ¢vora AJCC od 2010. godine. (AJCC, 2010) Dijagnostika
podrazumeva klini¢ki pregled, ultrasonografiju abdomena i male karlice, rtg. pluca,
laboratorijske analize krvi sa akcentom na hepatogram, kao i nalaz interniste kardiologa
kao preoperativni zakljucak, a kod pacijenata iz studije su radeni jo$ i limfoscintigrafija
nanokoloidom Tc99m i injiciranje vitalne boje, metilen-plavo, pojedinac¢no ili kao
kombinacije dve metode radi odredivanja klinicki ne palpabilnih regionalnih limfnih
¢vorova u aksili ili ingvinumu, kao prvih koji primaju metastazu iz primarnog tumora
Sto odreduje dalji tok lecenja.

Pre operacije sa pacijentima se obavlja informativni razgovor o injiciranju
nanokoloida i/ili vitalne boje u dijagnosticke svrhe u sklopu hirurSke procedure oko
samog tumora ili mesta primarne ekscizije HP verifikovanog melanoma koze, kao i o
toku same operacije koja zavisi od ex tempore histopatoloSke analize markiranog
sentinel limfnog ¢vora.

Pacijent potpisuje opsStu saglasnost za lecenje koja je u skladu sa zakonskim
regulativama, saglasnost o mogué¢im komplikacijama hirurske intervencije. Takode,

potpisuje posebnu saglasnost za injiciranje nanokoloida.

3.3. HIRURSKA PROCEDURA

Preoperativno se u okolinu primarnog tumora ili mesta primarne ekscizije

ubrizgava 0,1ccm Tc99m nanokoloida, te se radi limfoscintigrafija u odredenim
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vremenskim intervalima (30 min, 60 min. i 120 min.). Na osnovu scintigrafskog nalaza
pristupi se hirurskoj intervenciji, radikalnoj eksciziji primarnog melanoma koze ili
reeksciziji oziljka i regionalnim limfaticima (aksila ili ingvinum), gde se uz pomo¢
gama kamere identifikuje "vru¢" sentinel, limfni ¢vor koji se ekstirpira i poSalje na ex
tempore HP verifikaciju. Svi limfni ¢vorovi se pregledaju i na standardnim HE i IHH
metodama. U slucaju potvrde metastaze, radi se disekcija limfnih ¢vorova u istom aktu

ili po dobijanju definitivnog HP nalaza.

3.4. HISTOPATOLOSKA PROCEDURA

Primarni melanom koze i reekscidirani oziljak sa okolnom kozom, kao i svi
limfni ¢vorovi se analiziraju na smrznutim preparatima (hematoxilyn eosin, HE)
standardnim HE preparatima. Melanom poseduje Citav spektar histoloskih osobina koje
mogu da predstavljaju diferencijalno dijagnosticki problem u odnosu na epitelne,
hematoloske, mezenhimalne 1 neuralne neoplazme, kao i pojedine benigne i1 reaktivne
lezije.

Uloga histohemijske analize u dijagnostici melanoma se moze podeliti na
primenu imunohistohemijske analize primarnog melanoma, metastaza u sentinel
limfnim ¢vorovima, regionalnim limfnim ¢vorovima i u udaljenim metastazama. U
rutinskoj histopatoloskoj dijagnostici koristice se: S-100 antitelo koje pokazuje visoku
senzitivnost (95%), ali malu specificnost, HMB-45 i Melan A koji pokazuju veéu
specifi¢nost, ali manju senzitivnost od S-100.

Za detekciju klinicki nepalpabilnih metastaza u sentinel limfnim ¢vorovima i u
regionalnim limfnim ¢vorovima koristi¢e se Melan A i HMB-45 u odnosu na S-100 Kkoji
pored melanocita daje pozitivnost i u drugim ¢elijama u limfnom ¢voru i obzirom da je
S-100 jedarno bojenje otezana je analiza jedarne morfologije. Upotreba antitela Ki-67
kao markera proliferativnosti u dijagnostici melanoma je znacajna u dijagnostici retkih
histoloskih tipova melanoma (dezmoplasticni melanom), kao 1 razlikovanja
displasti¢nih high grade nevusa u odnosu na melanom. Pored navedenih antitela koja se
rutinski koriste (obi¢no kao panel antitela) koriste se i slede¢a antitela Microphtalmia
transkripcioni faktor, anti-tyrozinaza, NKIC 3, PNL-2 i MAGE.
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3.5. STATISTICKA ANALIZA

Za analizu primarnih podataka korisS¢ene su deskriptivne statisticke metode,
metode za testiranje statistickih hipoteza, metode za analizu odnosa ishoda i
potencijalnih prediktora i metode za analizu vremena do nastanka dogadaja od interesa.
Od deskriptivnih statistiCkih metoda koriS¢ene su mere centralne tendencije, mere
varijabiliteta i relativni brojevi. Od metoda za testiranje statistickih hipoteza kori$éeni
su: hi-kvadrat test, Fisherov test tacne verovatno¢e i MannWhitney test. Od metoda za
analizu odnosa binarnih ishoda i potencijalnih prediktora koriS¢ena je logisticka
regresija. Za analizu prezivljavanja obolelih od melanoma koze koriS¢ena je Kaplan
Meierova metoda, za procenu funkcije do prvog relapsa ovih pacijenata u zavisnosti od
pola, anatomske lokalizacije, debljine po Breslovu, prisustva ulceracije i mitotskog
indeksa Log Rank test, a za pronalazenje nezavisnog prediktora relapsa kod osoba
obolelih od melanoma univarijantni Coxov regresioni model sa 95% intervalom
poverenja. Podaci su cenzorisani iz sledecih razloga: pacijent preZiveo celokupan period
pracenja ili je izgubljen iz evidencije. Za ispitivanje diskriminacionog potencijala
faktora od znacaja i njegovih grani¢nih vrednosti za dihotomni ishod, koristie se

metodologija ROC krive (eng, Receiver Operating Characteristic curve).
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4. REZULTATI

4.1. PRIKAZ DEMOGRAFSKIH KARAKTERISTIKA PACIJENATA |
PATOHISTOLOSKIH PARAMETARA PRIMARNOG MELANOMA
KOZE

4.1.1. Demografske karakteristike pacijenata

U istrazivanje je bilo uklju¢eno 148 pacijenata od kojih je 72 (48,6%) je bilo
muskog, a 76 (51,4%) zenskog pola (Grafikon 1).

Grafikon 1. Polna struktura svih pacijenata ukljuc¢enih u istrazivanje

Prosecna starost svih pacijenata ukljucenih u istraZivanje iznosila je 53,9 + 15,1 godinu.

Najmladi pacijent imao je 16 a najstariji 85 godina (Grafikon 2).
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Grafikon 2. Histogram starosti svih pacijenata ukljucenih u istrazivanje

Najveci broj pacijenata odnosno 116 (78,4%) je bio starosti preko 40 godina, dok je 32
(21,6%) pacijenata bilo mlade od 40 godina (Grafikon 3).
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Grafikon 3. Distribucija pacijenata prema kategorijama starosti

Lokalizacija primarnog tumora najcesce je bila na lumbalnom delu leda (28,4%),
kao i donjim ekstremitetima (27,7%), dok je na gornjim ekstremitetima lokalizaciju
melanoma imalo 30 pacijenata (20,3%). Ostale lokalizacije su bile rede zastupljene,
grudni ko$ i prednji trbusni zid kod 13 pacijenata (8,8%) i glava i vrat kod 9 pacijenata
(6,1%) (Grafikon 4)
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Grafikon 4. Distribucija pacijenata prema lokalizaciji primarnog tumora
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4.1.2. Patohistoloske karakteristike primarnog melanoma

Debljina po Breslovu
Medijana debljine tumora po Breslovu iznosila je 1,8 mm (opseg, 0,1-26,2)
(Grafikon 5).
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Debljina Breslov
Grafikon 5. Histogram debljine melanoma po Breslovu svih pacijenata ukljuc¢enih u

istrazivanje

Od 147 pacijenata sa podatakom o debljini primarnog melanoma po Breslovu,
debljinu manju ili jednaku 0,8 mm imalo 29 (19,7) pacijenata (Grafikon 6), dok je
debljinu manju ili jednako 1 mm imalo je 51 (34,7%) pacijenata (Grafikon 7).
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Grafikon 6. Distribucija pacijenata prema debljini po Breslovu po novoj klasifikaciji
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Grafikon 7. Distribucija pacijenata prema debljini po Breslovu po staroj klasifikaciji

(<1 mm).

Medijana mitotskog indeksa iznosila je 3 (opseg, 0-40) (Grafikon 8). Najveéi

broj pacijenata 88 (67,7%) imao je mitotski indeks 1-5, mitotski indeks > 6 je bio
prisutan kod 37 (28,5%), a mitotski indeks 0 je imalo 8 (3,8%) pacijenata.
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Grafikon 8. Histogram mitotskog indeksa kod pacijenata sa melanomom koze

Od 148 pacijenata, 135 ima u patohistoloskom nalazu podatak o prisustvu ili

odsustvu ulceracije na tumoru. Ulceraciju primarnog tumora imalo je 49 (36,3%)

pacijenata (Grafikon 9).
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Grafikon 9. Distribucija pacijenata u odnosu na ulceraciju primarnog tumora

Pacijenti su naj¢esc¢e imali 4 stepen debljine po Klarku (40,8%) (Grafikon 10).
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Grafikon 10. Distribucija pacijenata prema debljini po Klarku

Od 148 pacijenata kod 24 pacijenata postoji podatak o regresiji tumora od kojih
je regresiju imalo 7 (29,2%) pacijenata (Grafikon 11).
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Grafikon 11. Distribucija pacijenata prema regresiji tumora

Od 88 pacijenata sa podatakom o limfovaskularnoj invaziji, limfovaskularnu
invaziju imalo je 9 (10,2%) pacijenata, a kod 79 (89,8%) nije bilo limfovaskularne
invazije (Grafikon 12).
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Grafikon 12. Distribucija pacijenata prema limfovaskularnoj invaziji
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4.2. TANKI MELANOMI

4.2.1. Prikaz demografskih karakteristika pacijenata i patohistoloskih parametara

primarnog melanoma koZe debljine po Breslovu <0,8

Pacijenata muskog pola sa debljinom melanoma < 0,8 mm po Breslovu bilo je 16

(55,2%), dok je 13 (44,8%) pacijenata bilo zenskog pola (Grafikon 13).

Grafikon 13. Polna struktura pacijenata sa debljinom melanoma < 0,8 mm po Breslovu
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Prosecna starost pacijenata sa debljinom melanoma < 0,8 mm po Breslovu
iznosila je 51,3+14,0 godina. Najmladi ispitanik imao je 28, a najstariji 71 godinu
(Grafikon 14).
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Grafikon 14. Histogram starosti pacijenata sa debljinom melanoma < 0,8 mm po

Breslovu

Do 40 godina starosti bilo je 9 (31,0%) pacijenata, dok je 20 (69,0%) bilo preko 40
godina starosti (Grafikon 15).
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Grafikon 15. Distribucija pacijenata prema kategoriji starosti sa debljinom melanoma <
0,8 mm po Breslovu

Kod pacijenata sa debljinom melanoma < 0,8 mm po Breslovu, tumori su najéesc¢e bili

lokalizovani na lumbalnom delu leda 8 (27,6%) i donjim ekstremitetima 6 (20,7%)

(Grafikon 16).
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Grafikon 16. Distribucija pacijenata prema lokalizaciji primarnog tumora sa debljinom

melanoma < 0,8 mm po Breslovu
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Od pacijenata koji su imali taj podatak, ulceraciju primarnog tumora imalo je 2 (7,4%)
pacijenta sa debljinom melanoma < 0,8 mm po Breslovu, 25 (92,6%) pacijenata je bilo

bez ulceracije primarnog tumora (Grafikon 17).
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Grafikon 17. Distribucija pacijenata u odnosu na ulceraciju primarnog tumora sa

debljinom melanoma < 0,8 mm po Breslovu

Kod ispitanika sa veli¢inom melanoma < 0,8 mm po Breslovu, medijana mitotskog
indeksa iznosila je 2 (opseg, 1-7). Najveci broj pacijenata 24 (92,3%) imao je mitotski
indeks 1-5, a 2 (7,7%) pacijenata mitotski indeks >6 (Grafikon 18).
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Grafikon 18. Histogram mitotskog indeksa kod pacijenata sa debljinom melanoma <
0,8 mm po Breslovu
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Grafikon 19. Distribucija pacijenata u odnosu na debljinu prema Klark-u sa debljinom
melanoma < 0,8 mm po Breslovu
Kod pacijenata sa debljinom melanoma < 0,8 mm po Breslovu, najéesce je bio 2
stepen debljine kod 15 (51,7%) i 3 stepen debljine 9 (31,0%) pacijenata po Klarku.
Stepen 1 debljine po Klarku imala su 3 (10,3%), a stepen 4 svega 2 (6,9%) pacijenata.
Stepen debljine 5 po Klarku nije imao ni jedan pacijent (Grafikon 19).

Kod pacijenata sa debljinom melanoma < 0,8 mm po Breslovu i kod kojih

postoji taj podatak, limfno vaskularnu invaziju nije imao ni jedan pacijent.

Kod pacijenata sa debljinom melanoma < 0,8 mm po Breslovu, pozitivan

sentinel nije imao nijedan pacijent (0,0%) od 29 pacijenata (Grafikon 20).
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Grafikon 20. Distribucija pacijenata prema statusu straZaraskog limfnog ¢vora sa

debljinom melanoma < 0,8 mm po Breslovu.

Kod pacijenata sa debljinom melanoma < 0,8 mm po Breslovu, relaps nije imao

ni jedan pacijent.

Kod pacijenata sa debljinom melanoma < 0,8 mm po Breslovu, smrtni ishod

imao je jedan pacijent (3,4%).
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4.2.2. Prikaz demografskih karakteristika pacijenata i patohistoloskih parametara

primarnog melanoma koZe debljine po Breslovu <1 mm

Kod pacijenata sa debljinom melanoma < Imm po Breslovu, 28 (54,9%)

pacijenata je bilo muskog, a 23 (45,1%) zenskog pola (Grafikon 21).

Grafikon 21. Polna struktura pacijenata sa debljinom melanoma <1 mm po Breslovu
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Grafikon 22. Histogram starosti pacijenata sa debljinom melanoma <1 mm po Breslovu
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Kod pacijenata sa debljinom melanoma < Imm po Breslovu, prose¢na starost
iznosila je 52,1+13,5 godina. Najmladi pacijent imao je 26, a najstariji 71 godinu
(Grafikon 22). Do 40 godina starosti bilo je 13 (25,5%) pacijenata, dok je 38 (74,5%)
bilo preko 40 godina starosti (Grafikon 23).
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Grafikon 23. Distribucija pacijenata prema kategoriji starosti sa debljinom melanoma

<1 mm po Breslovu

Kod pacijenata sa debljinom melanoma < 1 mm po Breslovu, tumori su najcesce
bili lokalizovani na lumbalnom delu leda kod 17 (33,3%) i donjim ekstremitetima kod
10 pacijenata (19,6%). Lokalizaciju na gornjim ekstremitetima imalo je 9 (17,6%)
pacijenata, a kod 6 (11,8%) pacijenata melanom je bilo lokalizovano na grudnom kosu i
prednjem trbusnom =zidu, dok je samo 3 (5,9%) pacijenata imalo je melanom

lokalizovan na glavi i vratu. (Grafikon 24).
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Grafikon 24. Distribucija pacijenata prema lokalizaciji primarnog tumora sa debljinom

melanoma < Imm po Breslovu

Od pacijenata koji su imali taj podatak, ulceraciju primarnog tumora imalo je 5
(10,2%) pacijenata sa debljinom melanoma < 1 mm po Breslovu, a 44 (89,8%)

pacijenata je bilo bez ulceracije primarnog tumora (Grafikon 25).
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Grafikon 25. Distribucija pacijenata u odnosu na ulceraciju primarnog tumora sa

debljinom melanoma < 1mm po Breslovu
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Grafikon 26. Histogram mitotskog indeksa kod pacijenata sa debljinom melanoma
< Imm po Breslovu

Kod ispitanika sa debljinom melanoma < 1mm po Breslovu, medijana mitotskog
indeksa iznosila je 2 (opseg, 0-8). Najveéi broj pacijenata 42 (89,4%) je imalo mitotski
indeks 1-5, 4 (8,5%) pacijenta imala su mitotski indeks >6, dok je 1 pacijent (2,1%)
imao mitotski indeks 0 (Grafikon 26).
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Grafikon 27. Distribucija pacijenata u odnosu na debljinu prema Klark-u sa debljinom
melanoma < Imm po Breslovu
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Kod pacijenata sa debljinom melanoma < 1 mm po Breslovu, najc¢esce je bio 3
stepen debljine kod 24 (47,1%) i 2 stepen debljine kod 20 (39,2%) pacijenata po Klarku.
Stepen 1 debljine po Klarku imalo je 3 (5,9%), a 4 (7,8%) pacijenata je imalo stepen 4
po Klarku. Stepen debljine 5 po Klarku nije imao ni jedan pacijent (Grafikon 27).

Kod pacijenata sa debljinom melanoma < 1 mm po Breslovu i kod kojih postoji

taj podatak, limfno vaskularnu invaziju je imao jedan pacijent (2,8%).

Kod pacijenata sa debljinom melanoma < 1 mm po Breslovu, pozitivan sentinel

nije imao nijedan (0,0%) od 51 pacijenta (Grafikon 28).
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Grafikon 28. Distribucija pacijenata prema statusu straZaraskog limfnog ¢vora sa

debljinom melanoma < 1mm po Breslovu.

Kod pacijenata sa debljinom melanoma < 1 mm po Breslovu, relaps je bio

prisutan kod 2 (3,9%) pacijenata.

Kod pacijenata sa debljinom melanoma < 1 mm po Breslovu, smrtni ishod su

imala 2 pacijenata (3,9%).
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Tabela 3. Komparativni prikaz karakteristika pacijenata i patohistoloskih karakteristika
tankog melanoma po novoj (>0,8mm) i staroj (=1mm) klasifikaciji

Breslov < 0,8 Breslov >0,8 Breslov<1 Breslov >1

Karakteristike

n (%) n (%) n (%) n (%)
Godine
<40 9 (31,0 23 (19,5) 13 (25,5) 19 (19,8)
> 40 20 (69,0) 95 (80,5) 38 (74,5) 77 (80,2)
Pol
Muski 16 (55,2) 55 (46,6) 28 (54,9) 43 (44,8)
Zenski 13 (45,8) 63 (53,4) 23 (45,1) 53 (55,2)
Anatomska
lokalizacija
glava i vrat 2 (6,9) 7(5,9) 3(5,9) 6 (6,3)
gornji ekstremiteti 5(17,2) 25 (21,2) 9 (17,6) 21 (21,9)
donji ekstremiteti 6 (20,7) 34 (28,8) 10 (19,6) 30 (31,3)
grudni ko$ 4 (13,8) 9 (7,6) 6 (11,8) 7(7,3)
lumbalni deo leda 8 (27,6) 34 (28,8) 17 (33,3) 25 (26,0)
prednji trbusni zid 4 (13,8) 9 (7,6) 6 (11,8) 7(7,3)
Ulceracija* 2(7,4) 46 (43,0) 5 (10,2) 43 (50,6)
Regresija * 2 (33,3) 5 (27,8) 4 (36,4) 3(231)
Stepen mitotskog indeksa
0 0 (0) 5(4,9) 1(2,1) 4 (4,9)
1-5 24 (92,3) 64 (62,1) 42 (89,4) 46 (56,1)
> 6 2(7,7) 34 (33,0) 4 (8,5) 32 (39,0)
Limfovaskularna
_ B 0 (0,0) 9(13,2) 1(2,8) 8 (15,7)
invazija*
Pozitivan
sentingl 0 (0,0) 14 (11,9) 0 (0) 14 (14,6)
Relaps 0 (0,0) 23 (19,5) 2(3,9) 21 (21,9)

*svi pacijenti sa melanomom koji su u studiji nisu imali sve histopatoloske podatke
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4.3. STATUS (STRAZARSKIH) LIMFNIH CVOROVA

4.3.1. Prikaz statusa (strazarskih) limfnih ¢vorova u grupi pacijenata sa

melanomom koze

Na tabeli 4 prikazani pacijenti kod kojih je radena provera strazarskog limfnog
¢vora. Od 148 pacijenata 15 (10,1%) je imalo pozitivan, metastaski izmenjen strazarski

limfni ¢vor.

Tabela 4. Distribucija pacijenata prema statusu strazaraskog limfnog ¢vora

Status sentinel n %

negativan 133 89,9
pozitivan 15 10,1
Ukupno 148 100,0

Od 15 pacijenata sa metastatski izmenjenim SLC kod njih 14 samo je sentinel
bio pozitivan, dok su kod jednog pacijenta uz 2 pozitivna sentinel limfna ¢vora u
disektatu limfnih ¢vorova pronadena jos 2 limfna ¢vora sa prisutnim metastazama. Od
15 pacijenata sa metastaskim strazarskim limfnim ¢vorom na definitivnom HP
preparatu, njih 12 su imali metastaze preko 2 mm u strazarskom limfnom ¢voru. Kod 3
pacijenta strazarski limfni ¢vorovi su bile mikrometastaze (metastaza < 2 mm). Kod 3
pacijenta ekstirpirani su po jedan sentinel, kod 5 po dva sentinela od kojih je jedan bio
pozitivan, kod dva pacijenta su identifikovana 3 sentinela, jedan je bio pozitivan, kod 2
pacijenta izvadena su po 4 sentinela od kojih je kod jednog pacijenta bilo 2 pozitivna
limfna ¢vora, a kod jednog samo jedan pozitivan. Kod 2 pacijenta su identifikovana 5
sentinela od kojih je po jedan bio pozitivan i u slu¢aju jednog pacijenta ekstripirano je
10 sentinel limfnih ¢vorova sa 2 pozitivna i samo kod tog pacijenta su u histologiji koja
je brojala jo§ 15 limfnih ¢vorova identifikovane jo§ 2 metastaze. Prosecno su
ekstirpirana 3 strazarska limfna ¢vora, 1 najmanje, a 10 najvise. U proseku je u
histologiji pregledano 14 limfnih ¢vorova od ¢ega je najmanji broj u disektatu bio 7, a
najveéi 25 limfnih ¢vorova. Na tabeli 5 prikazane su klinicke karakteristike pacijenata

sa klini¢ko-patologkim karakteristikama tumora kod pozitivnog SLC.
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Tabela 5. Klinicke karakteristike pacijenata sa klinicko-patoloskim karakteristikama

tumora kod pozitivnog SLC

Eslc/ié?)r;t Lokalizacija Tip ﬁrnislov, rl;l\;a(:k, Mitoza | U R LVI +SLC Disektat SDIi‘sgktat i
1.M/64 Prepona S 3 v + + + 1/4 0/9 1/13
2.7/61 Predwjiwbusni N I 510 | + 11 0/12 113
3.M/25 Natkolenica S 2,9 11 7/10 + 1/2 0/11 1/13
4.M/49 Leda N 3,25 11 18/10 - + 1/2 0/9 1/11
5.2/66 Rame S 1,5 v 2/10 - + 11 0/11 1/12
6.M/62 Leda N 24 \Y% 20/10 + 1/5 0/13 1/18
7.2/78 Potkolenica S 13,2 \Y 13/10 + N.P. 1/3 0/7 1/10
8.7/58 Nadlaktica 7 11 6/10 + N.P. N.P. 1/3 0/14 1/17
9. M/85 Natkolenica S N.P. N.P. 7/10 + N.P. N.P. 11 0/6 1/7
10.m/64 Stopalo S 5 11 15/10 - N.P. + 1/2 0/8 1/10
11.2/44 Leda N 3,5 v 4/10 + N.P. + 1/5 0/9 1/14
12.2/25 Potkolenica SM. |18 v 2/10 + 1/2 0/11 1/13
13.M/75 Leda S 57 v 1/10 + 2/10 2/15 4/25
14.M/55 Glava S 10,9 v 17/10 + 1/1 0/18 1/19
15.M/86 Podlaktica N 4 \Y 6/10 + N.P. + 2/4 0/12 2/16

SLC-sentinel limfni &vor, S-superficijalni, N-nodularni, S.M-Spitz melanom, U-ulceracija, R-regresija, N.P.-nema
podataka, LVI-limfovaskularna invazija

Svi pacijenti sa pozitivnim SLC su i dalje pod redovnim kontrolama. Nije bilo

lokalnog recidiva bolesti, niti smrtnog ishoda u dosadasnjem periodu pracenja.

Tabela 6 prikazuje distribuciju pacijenata prema koris¢enom sredstvu za

obelezavanje strazarskog limfnog ¢vora (radiokoloid, vitalna boja, metilen plavo ili oba).

Mapiranje sa radiokoloidom je izvedeno kod 35,1% pacijenata, samo metilen plavim kod

15,5%, a skoro polovina pacijenata (49,3%) je mapirana kori$¢enjem oba sredstva.

Tabela 6. Distribucija pacijenata prema kori§¢enom sredstvu za mapiranje strazarskog

limfnog ¢vora

Sredstvo za mapiranje sentinela n %

radiokoloid 52 351
vitalna boja, metilen plavo 23 15,5
oba 73 49,3
Ukupno 148 100,0
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Na tabeli 7. prikazane su klinicke i histoloSke karakteristike pacijenata u odnosu
na status strazarskog limfnog c¢vora. Prisustvo metastaza u strazarskim limfnim
¢vorovima bilo je znacajno povezano sa debljinom po Breslovu i Klarku, prisustvom
ulceracija i visim mitotskim indeksom. Prisustvo metastaza u strazarskim limfnim
¢vorovima nije bilo povezano sa polom, godinama starosti, anatomskom lokalizacijom,
regresijom ili infiltracijom tumora.

Tabela 7. Klinicke karakteristike pacijenata i patohistoloske karakteristike melanoma u
odnosu na metastatski strazarski limfni ¢vor

Broj (%) pacijenata Broj (%) pacijenata sa
Karakteristike sa negativnim limfnim  pozitivnim limfnim p-vrednost
cvorovima cvorovima

Godine
<40 30 (22,6) 2 (13,3)

0,525
>40 103 (77,4) 13 (86,7)
Pol
Muski 63 (47,7) 9 (60,0) 0353
Zenski 70 (52,6) 6 (40,0 '
Anatomska lokalizacija
Glava i vrat 8 (6,0) 1(6,7)
Ekstremiti 62 (46,6) 9 (60,0) 0,580
Trup 63 (47,4) 5(33,3)
Stepen debljine po Breslovu, mm*
<0,8 29 (21,8) 0(0,0)
0,81-2,0 49 (36,8) 2(14,3) 0001
2,01-4,0 27 (20,3) 5(35,7) '
> 4,0 27 (21,1) 7 (50,0)
Debljina po Klarku *
1 3(2,3) 0 (0)
2 22 (16,5) 0 (0)
3 52 (39,1) 5(35,7) 0,048
4 52 (39,1) 8 (57,1)
5 4 (3,0) 1(7,1)
Ulceracija*
Odsutna 83 (69,2) 3(20,0)
Prisutna 37 (30,8) 12 (80,0) <0,001
Regresija*
Odsutna 14 (70,0) 8 (75,0) 1.000
Prisutna 6 (30,0) 1 (25,0) '
Stepen mitotskog indeksa*
0 5 (4,3) 0 (0)
1-5 84 (72,4) 4 (28,6) <0,001
> 6 27 (23,3) 10 (71,4)
Limfovaskularna invazija*
Odsutna 71 (91,0) 8 (80,0) 0270
Prisutna 7 (9,0) 5 (20,0) ’

*-ne postoje podaci kod svih pacijenata
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Na tabeli 8, prikazani su rezultati univarijantne logisti¢ke regresije sa prisustvom
metastaze u strazarskom limfnom ¢voru kao zavisnom varijablom kod pacijenata sa
melanomom koZe. Dobijeni rezultati ove analize pokazuju da su debljina po Breslovu i
Klarku, prisustvo ulceracija 1 visok mitotski indeks bili znacajno povezani sa
pozitivnos¢u strazarskog limfnog ¢vora. Naime, pacijenti sa svakim viSim stepenom
debljine po Breslovu imaju 2,6 veéi rizik za prisustvo metasataza u strazarskom
limfnom (B=0,964; p=0,003). Sli¢no, pacijenti sa svakim vi§im stepenom debljine po
Klarku imaju 2,2 puta ve¢i rizik za prisustvo metasataza u strazarskom limfnom
(B=0,795; p=0,048). Prisustvo ulceracije povecava rizik od metastaza u strazarskom
limfnom ¢voru oko 9 puta (B=2,194; p=0,001), dok svaki visi stepen mitotskog indeksa
povecava rizik od metastaza u strazarskom limfnom ¢&voru oko 8 puta (B=2,071,
p=0,001). Zbog nepovoljnog odnosa broja ishoda od interesa i potencijalnih prediktora

nije bilo moguce uraditi multivarijantnu logisticku regresiju.

Tabela 8. Univarijantna logistiCka regresija Ssa metastatskim strazarskim limfnim
¢vorovima kao zavisnom varijablom kod pacijenata sa melanomom koze

OR

Karakteristike (95% CI) p-vrednost
Starost

<40 1,00

>40 1,89 (0,40-8,86) 0,418
Pol

Muski 1,00

Zenski 0,60 (0,20-1,78) 0,357
Anatomska lokalizacija

Glavai vrat 1,00

Trup 0,64 (0,07-6,14) 0,695
Ekstremiteti 1,16 (0,13-10,41) 0,894
rSntrerﬁ)en debljine po Breslovu, 2,62 (1,38-4,99) 0,003
Debljina po Klarku 2,21 (1,01-4,86) 0,048
Ulceracija

Odsutna 1,00

Prisutna 8,97 (2,39-33,70) 0,001
Regresija

Odsutna 1,00

Prisutna 0,78 (0,07-9,08) 0,841
Stepen mitotskog indeksa 7,93 (2,33-26,96) 0,001
Limfovaskularna invazija

Odsutna 1,00

Prisutna 2,54 (0,45-14,35) 0,293

63



4.4, RELAPS KOD PACIJENATA SA MELANOMOM

Na grafikonu 29. i tabeli 9. prikazan je relaps pacijenata sa melanomom, tokom
perioda pracenja do 43 meseca. Medijana vremena pracenja iznosila je 14,5 meseci.
Najkrace vreme pracenja iznosi 1 mesec a najduze 43 meseca.

Relaps je imalo 23 (15,5%) pacijenata uklju¢enih u istrazivanje. Bez relapsa bilo
je 125 pacijenata (84,5%) (grafikon 29).

Grafikon 29. Relaps pacijenata u istrazivanju

Procenjena aritmeti¢ka sredina vremena do relapsa kod svih pacijenata iznosi
32,0 meseca (95% CI 28,1 — 35,9) (Grafikon 30).
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Grafikon 30. Vreme do relapsa kod pacijenata sa melanomom koze

U tabeli 9. prikazani su rezultati log rank test prvog relapsa u odnosu na pol,
anatomsku lokalizaciju, debljinu po Breslovu, ulceracije i mitotski indeks kod
pacijenata sa melanomom koze. Postoji statisticki znacajna razlika u vremenu pojave
prvog relapsa izmedu musSkaraca i zena (p=0,046). Postoji statisti¢ki znacajna razlika u
vremenu do relapsa u odnosu na stepen debljine po Breslovu (p=0,001). Pored toga,
postojala je statisticki znacajna razlika u vremenu pojave prvog relapsa kod pacijenata
sa melanomom sa i bez ulceracije (p=0,016). Vreme pojave prvog relapsa je bilo manje
ako je melanoma bio lokalizovan na glavi i vratu (23,2 meseca) i trupu (23,5 meseca), u
poredenju sa lokalizacijom melanoma na ekstremitetima (33,8 meseca). Medutim, ova
razlika ipak nije bila i statisticki znacajna (p=0,413). Pacijenti sa melanomom koji
imaju visok mitotski indeks (>6 /mm2) imali su 21,1 meseca do pojave prvog relapse
bolesti, dok su oni sa nizim mitotskim indeksom imali 32 meseca do ponovne pojave

bolesti. Medutim, ova razlika nije i statisti¢ki znacajna (p=0,159).
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Tabela 9. — Log Rank test vremena do pojave prvog relapsa

Vreme do pojave 95% Cl

Karakteristike prvog relapsa p-vrednost
(meseci)
Pol
Muski 27,9 22,3-33,5 0,046
Zenski 34,6 29,7-39,5
Anatomska lokalizacija
Glava i vrat 23,2 11,9-345
0,413
Trup 23,5 18,3 - 28,7
Ekstremiteti 33,8 29,1 -38,6
Stepen debljine po Breslovu, mm
<0,8 *
0,81-2 33,9 28,3-39,5 0,001
2,01-4 26,4 22,7-30,1
>4,0 17,8 14,2-21,3
Ulceracija
Odsutna 34,2 29,5-38,8 0,016
Prisutna 21,0 17,4 - 24,6
Stepen mitotskog indeksa
0 *
1-5 32,2 27,5-36,9 0,159
>6 21,1 16,6-25,5

*nije bilo ishoda od interesa

4.4.1. Cox regresioni modeli sa relapsom kao zavisnom varijablom

Na tabeli 10. prikazani su rezultati univarijantne COX regresione analize.
Varijable koje su povezane sa pove¢anim hazardom za pojavu relapsa su: visi stepen
debljine tumora po Breslovu (B=0,810; p<0,001), visi stepen debljine tumora po Klarku
(B=1,046; p=0,001), postojanje ulceracije primarnog tumora (B=1,024; p=0,023) i
pozitivan sentinel (B=2,022; p<0,001).
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Tabela 10. Univarijantni cox regresioni modeli sa relapsom kao zavisnom varijablom

95% interval

poverenja
Nezavisna varijabla B p HR
donja  gornja
granica granica
Starosna grupa (>40/<40) 0,389 0,482 1,48 0,50 4,36
Pol (zenski/muski) -0,829 0,054 0,44 0,19 1,02
Lokalizacija TU
glava i vrat referentna kategorija
trup -0,230 0,736 0,79 0,21 3,02
esktremiteti -0,697 0,287 0,50 0,14 1,80
Breslov (stepen debljine) 0,810 <0,001 2,25 1,43 3,53
Klark (stepen debljine) 1,046 0,001 2,85 1,55 5,22
Ulceracije (ima/nema) 1,024 0,023 2,78 1,15 6,74
Regresija (ima/nema) -0,583 0,625 0,56 0,05 5,80
Mitotski indeks (stepen) 0,816 0,064 2,26 0,95 5,36
Limfovaskularna invazija
) 0,091 0,907 1,10 0,24 5,04
(ima/nema)
Sentinel (pozitivan/negativan) 2,022 <0,001 7,55 2,78 20,52
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U multivarijantnom COX regresionom modelu varijabla koja je povezana sa
poveéanim hazardom za pojavu relapsa je pozitivan sentinel (B=1,513; p=0,004)
(Tabela 11). Pacijenti sa pozitivnim sentinelom imaju 4,5 puta veéi hazard za nastanak

relapsa.

Tabela 11. Multivarijantni cox regresioni model sa relapsom kao zavisnom varijablom

95% interval

poverenja
Nezavisna varijabla B p HR
donja  gornja
granica granica
Breslov (stepen debljine) 0,506 0,105 1,66 0,90 3,06

Klark (stepen debljine) 0653 0084 1,92 092 4,03

Ulceracije (ima/nema) 0252 0657 078 0,26 2,36

Sentinel (pozitivan/negativan) 1513 0004 454 161 12 81

4.5. PREZIVLJAVANIJE KOD PACIJENATA SA MELANOMOM

Tabeli 12. prikazan je ishod (prezivljavanje) kod pacijenata sa melanomom.
Smrtni ishod imalo je 3 (2,0%) pacijenata. U pitanju je troje pacijenata starosti 48, 62 i
70 godina, Breslov tumora debljine 0,85, 0,25 i 1,6 mm, respektivno. Mitotski indeks ie
iznosio 8, bez podatka o mitotskom indeksu i 2, dok je Klark nivo bio 3, 2, i 4,
respektivno. Ulceraciju je imao samo pacijent od 70 godina.Kod pacijenta od 48 godina
prvi relaps se javio nakon 22 meseca, a ekzitirao 27 meseci posle prvog relapsa, dok za
pacijente od 62 i 70 godina nema podataka za relaps bolesti, samo podatak da je pacijent
starosti 62 zZiveo 23 meseca od intervencije, a pacijent od 70 godina 7 meseci od

posednje kontrole. Svi umrli pacijenti su imali negativne SLC.
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Tabela 12. Ishod pacijenata u istrazivanju

Ishod n %
Ziv 145 98,0
nije ziv 3 2,0
Ukupno 148 100,0

Procenjena aritmeticka sredina vremena do smrtnog ishoda kod svih pacijenata

iznosi 41,3 meseci (95% CI 39,3 — 43,3) (Grafikon 31).
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Grafikon 31. Kaplan-Meier kriva prezivljavanja kod pacijenata sa melanomom koze

Zbog nepovoljnog odnosa broja ishoda i potencijalnih prediktora nije bilo

moguce raditi dodatne analize.
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4.6. ROC KRIVA ZA DEBLJINU MELANOMA PO BRESLOVU KOD
POZITIVNOG STRAZARSKOG LIMFNOG CVORA

Na grafikonu 32. prikazana je ROC (engl. Receiver Operating Characteristic,
ROC) kriva za debljinu po Breslovu kod pozitivnog strazarskog limfnog ¢vora. Ocene
tacnosti debljine melanoma po Breslovu u otkrivanju pozitivnosti sentinel limfnih
¢vorova iznose: Senzitivnost=86% i Specificnost=67%. Optimalna vrednost praga
debljine melanoma po Breslovu za detekciju pozitivnosti sentinel limfnih ¢vorova iznosi
2,9 mm. Povrsina ispod krive debljine melanoma po Breslovu iznosi 0,79 (95% CI 0,72
-0,85).
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Grafikon 32. ROC kriva ocene ta¢nosti debljine melanoma po Breslovu u otkrivanju

pozitivnosti sentinel limfnih ¢vorova
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5. DISKUSIJA

U grupi od 148 pacijenata sa primarnim koznim melanomom nasi rezultati su
pokazali da su debljina po Breslovu i Klarku, mitotski indeks i prisustvo ulceracije
znaCajni nezavisni prediktori metastaza u sentinel limfnim ¢vorovima. Pored toga,
utvrdena je povezanost debljine po Breslovu i prisustvo ulceracije sa pojavom prvog
relapsa bolesti. Prema AJCC-a, Breslov debljina, prisustvo ulceracije i metastaze u
strazarskim limfnim ¢vorovima smatraju se najvaznijim prognostickim faktorima kod
pacijenata sa melanomom (Kruper LL., i sar., 2006; Wong SL. i sar., 2012), dok se
mitotski indeks (MI) prepoznaje samo kao prognosti¢ki faktor u podgrupi tankih
melanoma (Kesmodel SB., i sar., 2005). Naime, Kruper L. i saradnici su ispitivali 682
pacijenata sa melanomom bez klinickih dokaza metastatske bolesti. Metodom logisticke
regresije analizirana je veza izmedu SLC pozitivnosti i debljine po Breslovu i Klarku,
prisustvu ulceracije, MI, pola i starosti pacijenata. U multivarijantnoj analizi utvrdeno je
da su MI i debljina po Breslovu i Klarku nezavisni prognosti¢ki faktori za SLC
pozitivnost, $to je u saglasnosti sa nasSim rezultatima. Velika metaanaliza Wonga i sar.
koja je obuhvatala sistematski pregled 73 studije objavljene u periodu 1990-2011.
godine pokazala je da je biopsija SLC prihvatljiva metoda za potvrdu pozitivnosti
limfnih ¢vorova veéine pacijenata sa novo dijagnostifikovanim melanomom, stadijum
NO (Wong SL i sar., 2012). Na osnovu dobijenih rezultata ove metaanalize SLC biopsija
se preporucuje za pacijente sa melanomom srednje debljine (debljina po Breslovu, 1-4
mm), bilo koje anatomske lokalizacije. Stavise, pokazano je da upotreba SLC biopsije u
ovoj populaciji omoguéava preciznu potvrdu pozitivnosti limfnih ¢vorova (Wong i sar.,
2012). lako postoji nekoliko studija koje su fokusirane na pacijente sa debelim
melanomom (T4, Breslov debljina>4 mm), biopsija SLC se moZe preporuditi zbog
staziranja i lokoregionalne kontrole bolesti (Wong i sar., 2012). Pored toga, nema
dovoljno dokaza za podrsku rutinskoj SLC biopsiji za pacijente sa tankim melanomom
(T1, debljina Breslov <I mm), iako se moze uzeti u obzir kod odredenih pacijenata sa
prisutnim faktorima rizika (ulceracija, visok mitotski indeks, histoloski mikrosateliti...).
S druge strane, radikalna disekcija regionalnih limfatika je preporucena za sve pacijente

sa pozitivnom SLC biopsijom i na osnovu toga se postize dobra lokoregionalna kontrola
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bolesti. Da li radikalna disekcija regionalnih limfatika nakon pozitivne biopsije SLC
poboljsava prezivljavanje, bila je predmet multicenteri¢nih selektivnih studija I i Il
(Multicenter Selective Lymphadenectomy Tria, MSLT 1i Il). (Morton DL. i sar., 2014, ;
Faries i sar., 2017). Rezultati prve velike internacionalne, multicentri¢ne, prospektivne,
randomizovane studije o selektivnim limfadenektomijama kod melanoma (Multicenter
Selective Lymphadenectomy Trial, MSLT) (Morton DL. i sar., 2005; Morton DL. i sar.,
2006; Morton DL. i sar., 2014) ukazali su na znacaj rane nodalne evaluacije i lecenja,
obzirom da je patohistoloski status sentinel limfnih ¢vorova bio najvazniji prognosticki
faktor i da su oni pacijenti kod kojih je u¢injena SLCB imali manje recidiva, nego oni
koji su tretirani samo Sirokom ekscizijom primarnog tumora, uz dalju observaciju
limfnih ¢vorova. Kod pacijenata sa melanomima srednje debljine (definisano u MSLT-I
kao debljina primarnog tumora 1,2-3,5mm) i nodalnim metastazama, rano hirur§ko
le¢enje ovih metastaza, vodeno SLCB, bilo je povezano sa boljim preZivljavanjem
specificnim za bolest (definisano u MSLT-I kao prezivljavanje do smrtnog ishoda od
melanoma). Rezultati ove prve MSLT studije bili su osnova za preporuke referentnih
onkoloskih udruzenja (Wong SL. i sar. 2012; Garbe C. i sar., 2002; Coit DG. i sar.,
2016) da se SLCB primeni za staziranje limfnih ¢vorova, kada je to moguée. Uprkos
pokazanom prognostickom znacaju statusa limfnih ¢vorova kod melanoma, benefit od
kompletiranja limfonodalne disekcije kod dokazanih metastaza u sentinelima i dalje je
predmet rasprava, a nekolicina autora, umesto kompletiranja limfonodalne disekcije kod
ovih pacijenata, preporucuje samo pracenje u smislu pojave nodalne bolesti (Wong SL. i
sar., 2006; Bamboat ZM. i sar., 2014; Lee DY. i sar., 2016; Leiter U. i sar., 2016).
Razlozi za preispitivanje “smisla” limfonodalnih disekcija nakon pozitivnih sentinela
odnose se na komplikacije hirurskog lecenja (Faries MB. i sar., 2010), ali i ¢injenicu da
ve¢ina pacijenata sa nodalnom boleS¢u ima metastaze samo u sentinel limfnim
&vorovima koji su uklonjeni tokom SLCB. Sa druge strane, pokazano je da pacijenti
koji imaju mikroskopske metastaze izvan sentinel limfnih ¢vorova imaju losSiju
prognozu i slican ishod lecenja kao pacijenti sa klinicki evidentnim nodalnim
metastazama (Reintgen M. i sar., 2013; Leung AM. i sar., 2013).

U nastavku MSLT, autori su analizirali klinicki benefit od limfonodalnih

disekcija kod pacijenata sa melanomom i metastazama u sentinel limfnim ¢vorovima, u
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odnosu na ultrazvuc¢no pracenje i disekciju samo kod onih pacijenata kod kojih se
Klini¢ki verifikuje recidiv nodalne bolesti (Faries i sar., 2017).

Rezultati MSLT-II su, nasuprot rezultatima MSLT-I, pokazali da kompletiranje
disekcije kod pozitivnih sentinela (disekciona grupa) nije bilo povezano sa boljim
prezivljavanjem specificnim za bolest u odnosu na pracenje takvih pacijenata
(observaciona grupa), iako je stopa prezivljavanja bez znakova bolesti nakon 3 godine
bila neznatno veca u disekcionoj, u odnosu na observacionu grupu. Sa druge strane,
metastaze izvan sentinel limfnih ¢vorova, koje su verifikovane kod 11,5% pacijenata
disekcione grupe, bile su nezavistan prognostic¢ki faktor za recidiv bolesti. Ovi rezultati
su u saglasnosti sa rezultatima nase studije u kojoj je kod 1 pacijenta (7%) bilo prisutna
metastaza izvan sentinel limfnih ¢vorova. Naime, najvaznija varijabla koja je povezana
sa poveanim rizikom za relaps bolesti u nadoj studiji je SLC pozitivnost. Njihovi
rezultati su doveli do zakljucka da kompletiranje disekcije kod pozitivnih sentinel
limfnih ¢vorova povecava stopu kontrole regionalne bolesti, iako ne povecava
prezivljavanje specificno za bolest kod pacijenata sa melanomom i metastazama u
sentinelima, ali je procenat zabelezenih komplikacija u disekcionoj grupi 4 puta veci
nego u observacionoj. Prema DeCOG studiji kod SLC metastaza koje su 1mm ili tanji
nije potrebno raditi kompletnu disekciju lokoregionalnih limfatika budu¢i da nema
razlike od relapsu bolesti 1 ukupnog prezivljavanja u odnosu na pacijente kod kojih je
uradena kompletna disekcija lokoregionalnih limfatika, a znacajno se smanjuje stopa
intraoperativnog i postoperativnog komplikacija (krvarenje, limfedem ekstarmiteta)
(Leiter U. i sar, 2016). U naSem istrazivanju ukupna stopa pozitivnosti strazarskog
limfnog ¢vora je bila prisutna kod 10% pacijenata, $to je nize u odnosu na prijavljenu
stopu od 13 do 25% vecine drugih autora (Berk DR. i sar., 2005). Medutim, Kesmodel i
saradnici su pronasli da je ukupna stopa SLC pozitivnosti bila svega 5% (Kesmodel SB.
i sar., 2005). Svi njihovi pacijenti sa pozitivnim SLC imali su MI>0. Univarijantnom
analizom, MI i debljina melanoma su bili zna¢ajni prediktori SLC pozitivnost u ovoj
studiji, kao $§to su pokazali i rezultati naseg istrazivanja. Pored toga, ovi autori su
pokazali da pacijenti sa MI>0 i debljinom tumora >0,76 mm su grupa sa vec¢im rizikom
i sa stopom pozitivnih SLC od 12,3%. Studija Berka i saradnika je pokazala da su
pozitivni SLC otkriveni u 39 (15%) od 260 slu¢ajeva, ukljudujuéi 0 (0%) od 45 za

kozne melanome 1,0 mm debljine ili manje (T1), 21 (18%) od 115 za melanome
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debljine od 1,01 do 2,0 mm (T2), 12 (19%) od 64 za melanome od 2,01 do 4,0 mm
debljine (T3) i 5 (16%) od 32 za melanome debljine od 4,0 mm (T4). Ovo istrazivanje je
pokazalo da je srednja vrednost debljine tumora po Breslovu bila 1,89 mm za SLC-
pozitivne biopsije i 1,50 mm za SLC-negativne biopsije. Stopa recidiva je iznosila 46%
kod SLC-pozitivnih pacijenata, sa srednjim vremenom ponavljanja bolesti od 8 meseci.
Ovi autori daljom analizom pokazuju da je SLC pozitivnost povezana sa AJCC
tumorskom klasifikacijom, lokalizacijom na grudnom koSu i prisustvom ulceracije
(Berk DR. i sar., 2005). Nasi rezultati takode pokazuju vezu SLC pozitivnosti sa
prisustvom ulceracije. Medutim, nasi rezultati nisu pokazali ovu vezu i sa primarnom
lokalizacijom koznog melanoma. Pored toga, autori ove studije, multivarijantnom
logisti¢kom regresijom su potvrdili da je ulceracija bila prediktivna za SLC pozitivnosti,
dok su SLC status, ulceracija i lokacija bili prediktori za rekurentnu bolest. Ovi rezultati
u vezi relapsa bolesti su u skladu sa rezultatima naSeg istrazivanja. Naime, i naSi
rezultati pokazuju da su SLC pozitivnost i ulceracija povezani sa kraéim vremenskim
intervalom do pojave relapsa bolesti. Jos jedna velika metaanaliza Valsecchi ME i sar.
bavila se ulogom biopsije SLC za postavljanje dijagnoze kod pacijenata sa melanomom.
Pregledani su objavljeni radovi na svim jezicima u periodu 1990-2009. godine i kriticki
Su procenjeni. Primarni ishod uklju¢ivao je razmeru uspe$no mapiranih pacijenata
(proportion successfully mapped, PSM) i procenu testa, ukljucujuéi lazno negativnu
stopu (false-negative rate, FNR), kao i pozitivnu prediktivnost za rekurentnu bolesti.
Ukupno 71 studija, ukljucujuéi 25,240 pacijenata, ispunjavale su pune kriterijume za
ukljuc¢ivanje u metaanalizu. Rezultati ove velike metaanalize su pokazali da je prose¢na
PSM 98,1%. Stopa je bila vec¢a ukoliko su analizirani radovi novijeg datuma, kod osoba
zenskog pola, ukoliko je prisutna i ulceracija i kod starijih osoba. FNR se kretao od
0,0% do 34,0%, u proseku 12,5%. FNR se povecao sa duzinom pracenja pacijenata, ali
se smanjio sa ve¢im indeksom PSM limfnih ¢vorova. Oko 20% pacijenata sa pozitivnim
SLC imalo je jos dodatnih pozitivnih limfnih &vorova u kompletanom disektatu, dok je
7,5% bolesnika sa pozitivnim SLC i nakon disekcije dobilo metastazu u istom
limfatickom region (Valsecchi ME. i sar., 2011). U nasem istrazivanju 15 (10,1%)
pacijenata je imalo pozitivan SLC, dok je samo 1 pacijent imao jo$ dodatnih pozitivnih
limfnih ¢vorova u kompletanom disektatu. Njihovi razultati su takode pokazali da je

procenjeni rizik pojave metastaze u regionalnim limfaticima nakon negativne SLC
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biopsija bio je <5%, Sto ide u prilog ovoj tehnici obelezavanja regionalnih limfnih
¢vorova za staging bolesnika sa melanomom.

Nasa stopa identifkacije biopsije strazarskog limfnog ¢vora (procenat pacijenata
koji su uspesno mapirani) bio je 98%, §to odgovara rezultatima sli¢nih serija i ukupnim
prijavljenim stopama uspeha za biopsije od 98% (opseg 87-100%) (Wong SL. i sar.,
2012). Sistematski pregled literature i metaanalize pokazuju da je biopsija SLC
izvodljiva 1 precizna tehnika, pri ¢emu se procene PSM kre¢u od 97,3% do 98,6% u
meta-analizi (Wong i sar., 2012). Pored toga, dobijene stope od 12,5% i 3,4% za FNR, u
veéini studija podrzavaju pouzdanost ove minimalno invazivne tehnike (Tejera-
Vaquerizo A. i sar., 2015). Nasi rezultati su pokazali da je prisustvo metastaza u
strazarskim limfnim ¢vorovima bilo znacajno povezano sa pove¢anom debljinom po
Breslovu i Klarku, prisustvom ulceracije i visokim mitotskim indeksom, dok
povezanost ne postoji za pol, starost, anatomsku lokalizaciju, regresiju i infiltraciju
tumora. Sli¢ne rezultate pokazuje studija Tejera-Vaquerizo i sar. koja je takode navodi
da su ulceracija, debljina tumora i visoki mitotski indeks (>6 mitoza/mm2) nezavisno
povezani sa prisustvom metastaza u strazarskom limfnom ¢voru (Tejera-Vaquerizo A. i
sar., 2015) Pored toga, Tejera-Vaquerizo A. i saradnici su pokazali da je najvazniji
prediktor SLC pozitivnosti debljina po Breslovu. Rezulati ovih autora govore u prilog
tome da su odsustvo inflamatornog infiltrata, starost pacijenata i lokalizacija tumora bili
prediktivni za SLC metastazu kod pacijenata sa tumorima debljim od 2 mm. U slu¢aju
tanjih melanoma, prediktori su bili mitotski indeks (> 6 mitoza/mm?), prisustvo
ulceracije i debljina tumora. S druge strane, ova studija pokazuje da starost pacijenta,
mitotski indeks, debljina i lokalizacija tumora su vazni prediktori prezivljavanja kod
pacijenata sa koznim melanomom. Grupa Konofaosa i saradnika analizirala je sentinel
limfne ¢vorove melanoma koze kod 144 pacijenata, sli¢nog broja pacijenata kao 1 mi u
nafem istrazivanju. Kod 37 bolesnika (25,69%) SLC je bio pozitivan. Nodularni
melanomi, limfocitni infiltrat, mitotski indeks i debljina po Breslovu bili su prediktori
SLC pozitivnosti u njihovoj studiji. Recidiv bolesti, mortalitet i ukupna stopa
prezivljavanja bez bolesti (desease free survivol, DFS) bila je 6,25, 1,4 i 93,75%.
Pokazano je da je SLC biopsija najvazniji prediktor za ranu pojavu bolesti i

prezivljavanje kod pacijenata sa koznim melanomom (Konofaos P. i sar., 2014).
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Stavise, nasi dobijeni rezultati pokazuju da debljina po Breslovu i Klarku,
zajedno sa prisustvom ulceracije i visokim mitotskim indeksom imaju vaznu ulogu u
predvidanju metastaza u strazarskom limfnom ¢&voru. Naime, prisustvo ulceracije
povecava rizik od metastaza u strazarskom limfnom ¢voru oko 9 puta, a visoka mitotski
indeks povecava rizik gotovo 8 puta. Pored toga, pacijenti sa debljinom po Breslovu>
0,8 mm i Klark nivoom 5 su imali oko 2,5 puta veéi rizik od metastaza u strazarskom
limfnom &voru SLC. Sliéno nadim rezultatima, ulceracija je istaknuta kao vazan
nezavisni prediktor metastaza u strazarskom limfnom ¢voru u nekoliko studija
(Konofaos P. i sar., 2014; Tejera-Vaquerizo A. i sar., 2015). Studija Sartore L. i sar. je
metodama univarijntne i multivarijantne logisticke regresione analize ispitivala odnose
izmedu prognostickih faktora i pozitivnih limfnih ¢vorova. Dobijeni rezultati su
pokazali da je 16% pacijenata imalo metastaze strazarskih limfnih ¢vorova.
Univarijatnom analizom utvrdeno je da su debljina po Breslovu, ulceracija i
limfovaskularna invazija znaCajni prognosticki faktori za predvidanje postojanja klinicki
nepalpabrilnih limfnih ¢vorova u regionalnim limfaticima. Pored toga, u daljoj analizi
autori su kori§¢enjem ROC krive odredili debljinu po Breslovu zbog koje bi se izvrSila
SLC biopsija. ROC kriva je identifikovala Breslov debljinu od 1,19 mm kao cut off
vrednost, odnosno najbolju vrednost za postojanje rizika od metastaze limfnih ¢vorova
(p = 0,003, senzibilnost 80%, specifi¢nost 69,6%). Pacijenti sa debljinom po Breslovu >
ili = 1,19 mm, ulceracijom i limfovaskularnom invazijom imaju ve¢i rizik od okultnih
metastaza limfnih ¢vorova (Sartore L. i sar., 2008). Pored toga, naglasili su da je vazno
koristiti viSestruke kriterijume selekcije pri izvodenju biopsije sentinel limfnih ¢vorova,
naro¢ito kod pacijenata sa tankim melanomom. Interesantno, u nasoj podgrupi
melanoma sa Breslov debljinom 0,8 mm ili manje, ucestalost pozitivnosti strazarskog
limfnog ¢vora bila je 0%, verovatno kao rezultat relativno malog broja pacijenata. S
obzirom da se debljina po Breslovu tradicionalno smatra najvaznijim prediktorom
prisustva metastaza u strazarskom limfnom ¢voru, nakon analize ROC krive, dobili smo
grani¢nu vrednost od 2,9 mm kao najbolju vrednost za postojanje rizika od metastaze
limfnih ¢vorova. Rezultati razli¢itih studija pokazali su nesSto nize grani¢ne vrednosti
(1,23, 1,50 i 1,8 mm) (Nguyen CL. i sar., 2001; Kesmodel SB i sar., 2005; Rex J. i sar.,
2005; Tejera-Vaquerizo A. i sar., 2015). I pored toga Sto je u nasSoj studiji cut off

vrednost 2,9 mm, kod dva pacijenta (14%) ¢iji je Breslov 1,5 1 1,8 mm pronadeni su

76



pozitivni SLC. lako se bilo koja grani¢na vrednost mora paZljivo uzeti u obzir i trebalo
bi uzeti u razmatranje vise faktora od znacaja kod pacijenata sa koznim melanomom.

lako mitotski indeks nije potvden kao konstantni prediktor metastaza u
strazarskom limfnom ¢voru kod pacijenata sa melanomom, nasi rezultati pokazuju da
mitotski indeks moze imati znaCajnu prediktivhu ulogu metastaza u strazarskom
limfnom ¢voru, $to je u skladu sa rezultatima studija Nagorom i sar. i Azzola i sar.
(Azzola MF. i sar., 2003; Nagore E. i sar., 2005). Nagore E. i saradnici u svojoj studiji
su odredivali nezavisne klinicke 1 patoloske prognosticke faktore za opste prezivljavanje
i prezivljavanje bez bolesti kod pacijenata sa melanomom u Spaniji. Pregledano je 823
pacijenta sa lokalizovanim melanomom koze sa kompletnim klini¢ko-patoloskim
podacima (pol, lokalizacija, debljina tumora, stepen invazije, ulceracija, histoloski
podtip, inflamatorni infiltrat, mitotski indeks, vaskularna invazija, prisustvo
mikroskopskih satelita, regresija tumora). Njihovi rezultati pokazuju da su pol,
histoloski podtip, debljina tumora, nivo invazije, ulceracija, inflamatorni infiltrat,
prisustvo mikroskopskih satelita, vaskularna invazija i mitotski indeks bili povezani sa
ukupnim prezivljavanjem bez bolesti u ovoj studiji. Ovi autori navode da je debljina po
Breslovu najznacajniji prognosticki faktor za prezivljavanje pacijenata sa primarnim
melanomom koze. Pored toga, mitotski indeks se i u ovoj studiji potvrdio kao objektivni
i nezavisni prediktor prezivljavanja bez bolesti kod pacijenata sa melanomom (Nagore
E. i sar., 2005).

U nasoj studiji dalje smo analizirali asocijaciju ovih prognostickih faktora sa
ponovnom pojavom melanoma. lako je prose¢no vreme do prvog ponavljanja bilo 32
meseca, znacajno kraci period bez relapsa bolesti bio je kod muskaraca. Pripadnici
muskog pola imaju mnogo ¢esce 1o§iji prognosticki ishod kod melanoma koze u odnosu
na Zene. Naime, pokazano je da pripadnici muskog pola imaju mnogo ¢eSc¢e loSiji
prognosticki ishod kod melanoma koze (Joosse A. i sar., 2011; Joosse A. i sar., 2013).
Studija Joosse i sar. (2011) je pokazala da pacijenti zenskog pola sa melanomom
generalno pokazuju znacajno duze prezivljavanje nego muskarci. Ova kohortna studija
zasnovana na populaciji imala je za cilj ispitivanje razlika kod polova u prezivljavanju i
progresiji bolesti u svim stadijumima melanoma koze. Analizirano je ukupno 11.774
slu¢ajeva melanoma izvuéenih iz registra karcinoma u Minhenu (Nemacka),

dijagnostikovanih izmedu 1978. i 2007. godine Ovo istrazivanje je pokazalo znacajno
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duze prezivljavanja kod pacijenata Zenskog pola. Pored toga, zene su imale manje rizik
metastaza. Lokallizovani primarni melanom kod Zena pokazivao je manju sklonost
metastazama, $to je rezultiralo boljim prezivljavanjem u poredenju sa muskarcima, ¢ak i
nakon prve progresije bolesti. Ovi rezultati ukazuju na razlike u interakciji izmedu
tumora 1 domacina po polu. Rod je vazan faktor kod pacijenata sa koznim melanomom.
Muskarci pacijenti imaju losiji ishod u poredenju sa Zenama. Razlozi za ovu razliku
slabo su shvaceni. I istrazivacka grupa Scoggins CR. i sar. se bavila pacijentima od 18
do 70 godina sa melanomom> ili = 1,0 mm debljinom po Breslovu. Klini¢ko-patoloski
faktori, ukljucujuéi rod, procenjivani su u ovoj studiji su i koreliraju sa prezivljavanjem
bez bolesti (DFS), i ukupnim prezivljavanjem (OS). Rezultati univarijantne analize
pokazuju da je bilo vise muskaraca od Zena starijih od 60 godina, da muskarci imaju
deblje melanome, imaju ces¢e primarnu regresiju tumora, ulceraciju i aksijalno
primarno mesto tumora. Medutim, autori su pokazali da nije bilo razlike u stopi SLC
metastaze izmedu muSkaraca i Zena. Kada su razmotreni faktori koji utiCu na
prezivljavanje, prognoza je bila loSija za muskarce, $to je potvrdeno nizim DFS i OS.
Muski pol je povezan sa vecom ucestaloS¢u nepovoljnih primarnih tumorskih
karakteristika bez povecanog rizika za metastazu u ¢vorovima. Ipak, rod je nezavisni
faktor koji utice na prezivljavanje (Scoggins CR. i sar., 2006).

Log rank analiza nasih razultata pokazala je da samo debljina po Breslovu i
ulceracija znacajno uti¢u na relaps bolesti. Naime, vreme za pojavu relapsa kod
pacijenata sa melanomom debljine po Breslovu manje od 0,8-2 mm je 33,9 meseci, dok
kod bolesnika sa melanomom debljine po Breslovu vise od 4 mm iznosi 17,8 meseci.
Sli¢no tome, u prisustvu ulceracije do pojave recidiva bolesti bilo je samo 21 mesec u
odnosu na 34,2 meseca kod pacijenata bez ulceracije. Tako se debljina po Breslovu i
prisustvo ulceracije smatraju najvaznijim prediktorima relapsa bolesti u naSem
istrazivanju. Starost i anatomska lokalizacija melanoma kod pacijenta u nasem
istrazivanju nisu bili statisticki znacajno povezani sa prisustvom metastaza u
strazarskom limfnom ¢voru i recidivom bolesti. Ipak, najkrac¢e vreme za pojavu recidiva
u nasoj studiji, koje je primeceno u sluéaju anatomske lokalizacije na glavi, vratu i
trupu, potvrdili su i drugi autori (Fincher TR. i sar., 2004; Lin D. i sar., 2006). Svrha

studije Lin i sar. bila je procena limfnih drenaznih obrasca koznog melanoma glave i
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vrata, koja je pokazana na preoperativnoj limfoscintigrafiji i tokom SLCB, kao i da se
utvrdi diskrepanca od klinicki predvidenih limfnih drenaznih podrucija. IzvrSen je
retrospektivni pregled 114 bolesnika sa melanomom koze glave i vrata, koji su imali
preoperativnu limfoscintigrafiju i SLCB u periodu od 2001. do 2004. Najmanje jedan
strazarski limfni ¢vor je identifikovan u 97% slucajeva. Na preoperativnoj
limfoscintigrafiji, SLC je identifikovan na podru¢ju koja nije klini¢ki predvidena u 49
slu¢ajeva (43%). Najcesce drenazno mesto koje nije zahvaceno standardnim
disekcijama vrata bilo je u retroaurikularnoj regiji. Histoloske karakteristike kao Sto je
debljina po Breslovu, ulceracija i mitotski indeks su glavni kriterijumi za izvodenje
biopsije limfnih &vorova (SLCB) u melanomu. Pored toga, sloZenost limfnog sistema na
nivou glave i vrata izgleda da povecava verovatnocu hematogene metastaze (Lin D. i
sar., 2006). Zaista, ovi nalazi su bioloski prihvatljivi, jer je krace vreme bez bolesti i
ukupno prezivljavanje u slucaju lokalizacije na glavi, vratu i trupu melanoma mogu biti
posledica povecane vaskularizacije ovih tumora.

Dermoskopija moze dodati komplementarne informacije ovim kriterijumima. Da
bi se procenila korelacija izmedu dermoskopije i SLCB pozitivnosti studija Gonzalez-
Alvarez i sar. analizirala je 123 pacijenata sa melanomom koZe i Breslov debljinom
>0,75 mm. SLCB je izvedena tokom klinickog pracenja i nalaza dermoskopije.
Prisustvo ulceracije i odsustvo pigmentirane mreze u dermoskopiji Korelirao je sa
pozitivnim SLCB. Histoloska ulceracija takode je u korelaciji sa pozitivnim SLCB.
Dermoskopija SCORE predvida SLC status sa osetljivoséu od 96,3% i specifiénost od
30,2%. Kada su dodata i debljina po Breslovu i pol (SCOREBRESEX), osetljivost je
ostala na 96,3%, ali specifi¢nost se povecala na 52,1%. Dermoskopija je omogucila
preciznije prognoziranje SLC statusa. Ako se kombinovani SCOREBRESEX Koristi za
odabir bolesnika za SLCB, 41,5% procedura se moze izbe¢i (Gonzalez-Alvarez T. i sar.,
2015). Nasa studija ne ukljucuje podatke o dermoskopskim pregledima, ali prisustvo
ulceracije i debljina po Breslovu su statisti¢ki zna¢ajani prediktori SLC pozitivnosti. U
narednim istrazivanjima bilo bi pozeljno ukljuciti 1 rezultate dermoskopskih pregleda
kao potencijalne prediktivne parameter za SLCB. Studija Rossi i sar. je pokazala da je
kod 20% pacijenata sa melanomom koji su imali pozitivan sentinel ¢vor imalo
metastazu u drugim ne-sentinelnim limfnim &vorovima (NSC), a nedavni dokazi dovode

u pitanje terapeutsku korist zavrsne disekcije limfnih ¢vorova. U ovoj studiji su izradili
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nomogram za prognozu pozitivnih NSC kod pacijenata sa melanomom i pozitivnim
SLC. Stoga su prikupljeni podaci iz devet italijanskih centara o antropometrijskim i
Klinicko-patoloskim karakteristikama pacijenata sa koznim melanomom koji su bili
podvrgnuti disekciji lokoregionalnih limfatika nakon pozitivnog SLC-a. Multivarijantna
logisti¢ka regresija koris¢ena je za identifikaciju prediktora NSC statusa. Podaci su bili
dostupni za 1220 pacijenata koji su bili tretirani od 2000. do 2016. godine. Rezultati su
pokazali da rizik od pozitivnosti NSC-a bio je veéi kada (1) je primarni melanom deblji
ili (2) lokalizovan na trupu/glavi i vratu (3) kad je manje ¢vorova ekstirpirano i (4) kada
postoji veéi broj pozitivnih sentinel ¢vorova i (5) kada je metastatski izmenjen limfni
¢vor vedi ili (6) je lociran u dubljem lokoregionalnom limfatiCkom slivu. Nomogram
ukljucujuci ovih sest klinicko-patoloskih varijabli izvrsio je znatno bolju diskriminaciju
I kalibraciju od pet drugih prethodno objavljenih modela. Ovaj nomogram bi mogao biti
koristan za personalizaciju pra¢enja u klini¢koj praksi, kao i za stratifikaciju rizika kod
pacijenta tokom sprovodenja klinickih ispitivanja ili analiziranja njihovih rezultata
(Rossi CR. i sar., 2018). Nedavni rezultati prospektivne studije Lee i sar. (Lee DY i
Huynh KT; 2016) koja se bavila ispitivanjem 2986 pacijenata sa medijanom pracenja od
93 meseca. Prose¢na starost kohorte bila je 56 godina, a srednja vrednost debljine po
Breslovu bila je 1,8 mm. Vecina bolesnika bila je muskog pola (61,0%) i1 imala je IV-V
Klark nivo tumora (51,4%), dok je trup (38,7%) bio najces¢a primarna lokalizacija
tumora. Muski pol, in tranzit metastaze kod primarnog tumora glave i vrata naj¢esce su
povezani sa lazno negativnim strazarskim limfnim ¢vorovima. Pacijenti sa lazno
negativnim strazarskim limfnim ¢vorovima imali su ¢eS¢e udaljene metastaze i
lokoregionalne recidive u poredenju sa onima koji su imali metastaze otkrivene tokom
SLCB i onih koji su imali negativan SLCB. Osim toga, nalaz lazno negativnih
strazarskih limfnih ¢vorova je bio nezavisni prediktor loSeg prezivljavanja kod
melanoma <4 mm, ali ova razlika u preZivljavanju je postala ocigledna tek nakon 5

godina pracenja.
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ZAKLJUCCI

Pacijenti sa viSim stepenom debljine po Breslovu i1 Klarku, ulceracijama 1 viSim
stepenom mitotskog indeksa, imaju vedi rizik za prisustvo metastaza u strazarskim
limfnim c¢vorovima. Pacijenti sa svakim viS§im stepenom debljine tumora po
Breslovu imaju 2,6 puta veci rizik za prisustvo metasataza u strazarskom limfnom
¢voru. Pacijenti sa svakim visSim stepenom debljine po Klarku imaju 2,2 puta veci
rizik za prisustvo metasataza u strazarskom limfnom C¢voru. Prisustvo ulceracije
povecava rizik od metastaza u strazarskom limfnom ¢voru oko 9 puta, dok svaki
visi stepen mitotskog indeksa povecava rizik od metastaza u strazarskom limfnom

¢voru oko 8 puta.

Kracée vreme do prvog relapsa imali su pacijenti muskog pola, sa viS§im stepenima

debljine tumora po Breslovu i ulceracijama.

Visi stepen debljine tumora po Breslovu i Klarku, postojanje ulceracije primarnog
tumora i pozitivan SLC povezani su sa pove¢anim hazardom za pojavu relapsa

bolesti.

Pacijenti sa pozitivnim SLC nalazom imaju 4,5 puta veéi hazard za nastanak

relapsa bolesti.

Optimalna vrednost praga debljine melanoma po Breslovu za detekciju pozitivnosti

sentinel limfnih ¢vorova iznosi 2,9 mm.

Prilikom izvodenja i predvidanja SLC pozitivnosti, kao i ponovnog pojavljivanja

bolesti, treba koristiti viSestruke kriterijume u analizi.
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SPISAK SKRACENICA

SLC-strazarski limfni &vor

SLCB- strazarski limfni &vor biopsija
NSC-nesentinel limfni évorovi

TNM-tumor nodus metastaze klasifikacija
UICC-The Union for International Cancer Control
AJCC-The American Joint Committee on Cancer
ROC-Receirver Operating Characteristic
HP-histopatoloski

FNA- Fine Needle Aspiration

LDH-laktat dehidrogenaza
ELISA-Enzyme-linked Immunosorbent Aassay
ASCO-American Society of Clinical Oncology
DFS-disease free survival

OS-overall survival

DTIC-dakarbazin

MAPK-mitogen activating protein kinase

IHH-imunohistohemija

MSLT- Multicenter Selective Lymphadenectomy Trial

FNR-false negative rate

PSM-proportion successfully mapped
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