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EKSPRESIJA PROTEINA ODRZAVANJA MINIHROMOZOMA U
KERATINOCITNOJ INTRAEPIDERMALNOJ NEOPLAZIJI I INVAZIVNOM
PLANOCELULARNOM KARCINOMU KOZE

SAZETAK:

Aktini¢na keratoza (AK) predstavlja proliferaciju neoplasticno transformisanih
keratinocita ograni¢enih na deo epiderma i1 smatra se inicijalnom klinickom
manifestacijom bolesti koja moze da progredira do planocelularnog tj. skvamocelularnog
karcinoma (engl. squamous cell carcinoma, SCC), ranim stadijumom u bioloskom spektru
SCC. Iz tog raloga, a prema konceptu progresije u evoluciji AK, predloZena je nova
nomenklatura za AK, keratinocitna intraepidermalna neoplazija (engl. keratinocyte
intraepidermal neoplasia, KIN), prema anlanogiji sa cervikalnom intraepidermalnom
neoplazijom. Skvamocelularni karcinom koze in situ (engl. squamous cell carcinoma in
situ - SCCIS) ili Bowenova bolest (engl. Bowen disease, BD) je maligna neoplazma
ograni¢ena na epiderm, kod koga se neoplasticno tranformisani keratinociti nalaze
Citavom debljinom epiderma, bez znakova dermalne invazije. Kutani SCC je drugi
najces¢i maligni tumor koze, koji se manifestuje razli¢itim promenama od lako izlecivih,
superficijalno invazivnih kancera do veoma infiltrovanih tumora koji metastaziraju
dovode¢i do smrtnog ishoda. Moze nastati de novo, ali ¢eS¢e nastaje iz prekursorskih
lezija, AK 1 SCCIS, koje, kao §to je ve¢ pomenuto, prema pojedinim autorima
predstavljaju SCC u ranijim evolutivnim fazama. Iako AK, SCCIS i SCC mozemo
smatrati razli¢itim stadijumima iste bolesti, ne progrediraju sve lezije u SCC. Molekularni
mehanizmi ove progresije jo§ uvek nisu u potpunosti razjasnjeni.

Proteini odrzavanja minihromozoma (engl. minichromosome maintenance
proteins, MCM) predstavljaju kompleks proteina koji ima kljuénu ulogu u regulaciji
replikacije DNK tokom celijskog ciklusa. MCM grupa jedarnih proteina ucestvuje u
zapoc¢injanju 1 odrzavanju replikacije DNK molekula. Uskladenost funkcionalne
interakcije izmedu MCM proteina i drugih komponenti, posredstvom protein kinaza koje
ucestvuju u regulaciji ¢elijskog ciklusa, omogucéava pocetak sinteze DNK molekula samo
jednom tokom c¢elijskog ciklusa, odrzavanjuéi, na taj nacin stabilnost genoma celije.
MCM proteini eksprimovani su u ¢elijama u kojima je ¢elijski ciklus u toku, dok se u
¢elijama koje su u stanju mirovanja i diferencijacije njihova ekspresija gubi, pa

predstavljaju potencijalno korisne markere proliferacije ¢elija, posebno u tumorima.



Kancerogeneza planocelularnih (skvamocelularnih) neoplazmi koze jos uvek nije
u potpunosti razjasnjena i u fazi je ispitivanja. Jedan od poremecaja koji ima uticaja na
neadekvatnu proliferaciju keratinocita svakako je i abnormalna ekspresija i funkcija
MCM proteina.

Cilj ove studije bio je ispitivanje ekspresije MCM 2, 51 7 u AK, BD i invazivhom
SCC, analiza ispoljavanja ovih proteina u in situ lezijama klasifikovanim kao
keratinocitna intraepidermalna neoplazija (KIN), poredenje ekspresije MCM 2, MCMS i
MCM7 i prognosti¢kih parametara SCC kao §to su dimenzije, dubina invazije, debljina i
gradus tumora, kao i procena razli¢itih nacina evaluacije imunohistohemijskog bojenja i
ekspresije MCM proteina u odnosu na tip lezije i prognosticke paramete.

Istrazivanje je sprovedeno na 315 slucajeva, od ¢ega 91 promena AK, 50 promena
BD i 174 invazivni SCC, od toga podjednak broj dobro (G1), srednje (G2) i slabo (G3)
diferentovanih SCC (po 58 slucajeva). Prema KIN klasifikaciji, od 141 preinvazivne
lezije, 50 promena KIN 1, 40 KIN 2, a 51 KIN 3. Ekspresija MCM2, MCM5 i MCM7
proteina je ispitivana imunohistohemijski (IHH). Radi efikasnije, ekonomicnije, brze i
lakSe analize tokom IHH pocesa koriS¢ena je tehnika tkivnog mikroniza, (engl. tissue
microarray — TMA). Analizirani su distribucija imunopozitivnosti i broj pozitivnih ¢elija
tj. obim ekspresije (semikvantitativno).

Ekspresija MCM2, MCMS5 i MCM?7 bila je znacajnao razli¢ita kod svakog od
pojedinacnih, ispitivanih histopatoloskih entiteta. U analizi distribucije pozitivnih Celija
bazalna distribucija bila je dominatna kod AK, difuzna kod BD, dok su periferna i difuzna
distrivucija bile gotovo podjednako zastupljene kod SCC. U slucaju in situ lezija,
klasifikovanih kao KIN, difuzna distribucija bila je uoc¢ena ¢es¢e kod KIN3 u odnosu na
KINT1, KIN2 ili KIN1 i KIN2 zajedno. Takode, difuzna distribucija bila je izraZenija kod
KIN2 lezija u odnsou na KIN1. U slucaju SCC, MCM2, MCMS5 i MCM?7 pokazala su
dominantno perifernu distibuciju u najve¢em broju sluc¢ajeva dobro diferentovanih SCC
(G1). U slucaju srednje diferentovanih SCC (G2) periferna i difuzna distribucija sva tri
proteina bile su uocene u gotovo podjednakom broju slucajeva, dok je kod najveceg broja
slabo diferentovanih SCC (G3) dominirala difuzna distribucija pozitivnih celija.
Analizom distribucije MCM2, MCM5 i MCM7 u odnsou na prognosticke parametre SCC
iako je kod vecih i debljih tumora difuzna distribucija bila dominatna, znacajna razlika
uocena je u slucaju kada je granica debljine tumora iznosila 6mm.

Semikavantitativnom procentom broja pozitivnih c¢elija, sa granicom 50%

utvrdena je razlika u obimu ekspresije u odnosu na histopatoloski tip lezije. Procenat



pozitivnih MCM2, MCMS5 1 MCM7 ¢elija rastao je od AK, BD do SCC, ali je razlika u
broju pozitivnih ¢elija bila je znacajna samo za MCM2 1 MCMS. U slucaju MCM7,
utvrdena je znacajna razlika u ekspresiji izmedu AK i SCC. I kod KIN lezija procenat
pozitivnih ¢elija rastao je od KIN1 do KIN3. Obim ekspresije MCM2, MCMS5 i MCM7
bio je razlic¢it izmedu KIN3, KIN1 i KIN2, kao i kada su KIN1 i KIN2 ¢inile jednu grupu.
Razlika u ekspresiji MCM2 i MCMS bila je manja izmedu KIN1 i KIN2, a u slucaju
MCM?7 i nije imala statistiCku znacajnost. Ekspresija sva tri proteina takode se razlikovala
kod SCC razliCitog stepena diferentovanosti. Procenat MCM2, MCMS5 i MCM?7
pozitivnih ¢éelija povecavao se od dobro ka slabo diferentovanim tumorima i bio zna¢ajno
razli¢it izmedu tumora razli¢itih gradusa, SCC G1, SCC G2 i SCC G3. Pojedina¢nim
poredenjem, razlika u ekspresiji bila neSto manje izrazena izmedu SCC G2 i G3. Kada je
analiziran obim ekspresije MCM2, MCMS5 i MCM7 pozitivnih ¢elija, sa granicom 50%, u
odnosu na prognosticke parametre SCC, utvrdena je razlika u ekspresiji sva tri proteina
samo u odnsou na debljinu tumora, kada je granica debljine iznosila 6mm. Ekspresija se
nije znacajno razlic¢ikovala kod SCC razlicite veli¢ine.

Ovo je prva studija u kojoj je procenjivana distribucija i ekspresija MCM proteina
u keratinocitnim neoplazmama koze. Prema rezulatima ove studije difuzna distribucija i
veéi obim ekspresije MCM2, MCMS5 1 MCMT7 proteina ¢elijskog cikusa u BD u odnosu
na AK, KIN3 u odnosu na KIN1 i KIN2, kao i kod slabodiferentovanih SCC u odnosu na
dobrodiferentovane SCC ukazuje na njihovu ulogu u progresiji in situ 1 invazivnih
keratinocitnih neoplazmi. Utvrdena korelacija sa debljinom tumora 6mm, kao
prognostickim parametrom SCC, ukazuje na zakljucak da je ekspresija MCM2, MCMS i
MCM7 proteina udruzena sa faktorima rizika SCC. Takode, Cinjenica da su sli¢ni
rezultati dobijeni u slucaju svakog od proteina pojedina¢no govori u prilog i dokazuje
njihov znacaj u evaluaciji progresije in situ lezija, kao i mogucih prognostickih indikatora

invazivnijih tumora sa ve¢im rizikom za diseminaciju.

KLJUCNE RECI: aktiniéna keratoza; planocelularni karcinom koZe; proteini odrzavanja

minihromozoma.

NAUCNA OBLAST: Dermatoonkologija



EXPRESSION OF MINICHROMOSOME MAINTENANCE PROTEINS IN
KERATINOCYTIC INTRAEPIDERMAL NEOPLASIA AND INVASIVE
SQUAMOUS CELL CARCINOMA OF THE SKIN

ABSTRACT:

Actinic keratosis (AK) is proliferation of a neoplastic transformed keratinocytes
confined to the epidermis and is considered as part of the initial clinical manifestation of
the disease which can progress to squamous cell carcinoma (SCC), early stage in the
biological spectrum SCC. The concept of progression with three possible steps in
evolution from AK towards SCC is defined as a keratinocyte intraepidermal neoplasia
(KIN), according to the level of epidermal involvement, analogous to cervical
intraepithelial neoplasm (CIN). Squamous cell skin carcinoma in situ (SCCIS) or
Bowen's disease (BD) is a malignant neoplasm confined to the epidermis, with full-
thicknes keratinocyte atypia, but no signs of dermal invasion. Cutaneous SCC is the
second most common malignant tumor of the skin, which is manifested as broad spectrum
of lesions, from easily curable superficial to invasive and very infiltrated tumors that
metastasize, leading to death. Although it can arise de novo, SCC, however, often arises
from precursor lesions, AK and BD, which, as already mentioned, according to some
authors actually represent SCC in earlier evolutionary stages. Although AK, SCCIS and
SCC can be considered as different stages of the same disease not all the lesions
progressed in SCC. Molecular mechanisms of progression have not yet been fully
understood and explained.

Minichromosome maintenance proteins (MCM) represent a complex of proteins
that play a key role in the regulation of DNA replication during the cell cycle. MCM are
group of the nuclear proteins involved in initiation and maintenance of DNA replication.
Functional interactions between the MCM proteins and other components, by means of
protein kinases which are involved in regulation of cell cycle, allows the DNA synthesis
initiation, complete and accurate DNA replication to once per cell cycle, maintaining the
genome stability.

Expressed in cells in which the cell cycle is in progress, with lost of expression in
quiescent and differentiated cells, MCM proteins represent potentially useful markers of
cell proliferation, particularly in cancer.

The aim of this study was to investigate MCM 2, 5 and 7 expression in AK, BD

and invasive SCC, analysis of expression in situ lesions classified as keratinocyte



intraepidermal neoplasia (KIN), comparison MCM 2, MCMS5 and MCM7 expression and
prognostic parameters of SCC such as size, depth of invasion, thickness and tumor grade,
as well as the evaluation of different methods of evaluation and immunohistochemical
staining in relation to the type of lesion and prognostic parametrs.

The study was conducted on 315 cases, of which 91 were AK, 50 BD and 174
invasive SCC, of which an equal number of good (G1), medium (G2) and poorly (G3)
differentiated SCC (58 cases). According KIN classification from 141 preinvasive
lesions, 50 changes were KIN 1, 40 KIN 2 and 51 KIN 3. For MCM2, MCMS5 and
MCM?7 expression immunohistochemiry (IHH) was done. Tissue microarray (TMA) was
used for efficient, more economical, faster and easier analysis. The distributions of
immunopositive cells were evaluated.

Semiquantitative estimation of the number of positive cells was determined and
expressed semiquantitatively. The MCM2, MCMS5, and MCM7 immunostaining
distribution was significantly different in AK, BD, and SCC . Basal expression of all
three proteins was observed more frequently in AK, diffuse expression dominated in BD,
and peripheral and diffuse distributions were observed in almost equal numbers in SCC.
For in situ lesion classified as KIN, diffuse staining was more frequent in KIN3 than in
KINT1, KIN2, or KIN1 and KIN2 combined and more frequent in KIN2 than in KIN1. All
three proteins showed peripheral distribution in most SCC-WD cases and diffuse
distribution in SCC-PD; peripheral and diffuse distributions were present in similar
numbers of SCC-MD cases. Analysis of the immunostaining distribution in relation to
SCC prognostic parameters showed more frequent diffuse staining in larger and thicker
tumors, but the difference was statistically significant only for the 6-mm thickness
threshold. Semiquantitative estimation of the number of positive cells showed the
strongest association with lesion type using the 50% cut-off value. There was a
statistically significant difference between AK, BD, and SCC, except for MCM7 between
AK and SCC. There was an increase in the number of positive cells from KIN1 to KIN3
and from SCC-WD to SCC-PD. The most pronounced difference was between KIN 3 and
KINT1, KIN2, and KIN1 and KIN2 combined, whereas the difference was less prominent
when KIN1 and KIN2 were compared for MCM2 and MCMS, or did not reach statistical
significance for MCM7. With respect to SCC grade, all MCM proteins showed highly
significant differences between SCC-WD and both SCC-MD and SCC-PD and slightly
less prominent differences between SCC-MD and SCC-PD. Analysis of the extent of

immunostaining using the 50% threshold revealed statistically significant differences for



all MCM proteins in relation to 6-mm thick SCC. No association between the size of the
lesion and the level of MCM expression could be established.

This is the first study in which distribution and expression of MCM proteins was
evaluated in the keratinocyte skin neoplasms. Results from this analysis on MCM2,
MCMS, and MCM7 expression in AK, BD, and SCC showed more prominent diffuse
distribution and higher numbers of positive cells in BD than in AK, in KIN3 than in KIN1
and KIN2, and in SCC-PD than in SCC-WD, suggesting their role in the progression of
both in situ and invasive cutaneous SCC. Comparison with SCC prognostic features
revealed correlation only with 6 mm tumor thickness, which could imply association of
MCM proteins with the high-risk factors in SCC. Finally, we observed similar results
with all three MCM proteins, supporting them as suitable markers for the evaluation of
progressing in situ lesions and possible indicators of invasive tumors with higher risk for

metastatic dissemination.

KEYWORDS: actinic keratosis; squamous cell carcinoma of the skin; minichromosome

maintenance proteins
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1.1. In situiinavazivni planocelularni karcinom koze

1.1.1. SOLARNA (AKTINICNA) KERATOZA

1.1.1.1. DEFINICIJA

Aktinicna keratoza (engl. actinic keratosis, AK) predstavlja kutanu neoplazmu
nastalu proliferacijom citoloski abnormalnih epidermalnih keratinocita (Duncan 1 sar.,
2012; Ackerman i Mones, 2006), usled izmenjene regulacije razvoja ovih ¢elija (Rossi 1
sar., 2007). Neoplasti¢no izmenjeni keratinociti ograni¢eni su na epiderm (Rigel 1 sar.,
2008; Berner 2005) te se, stoga, AKmoze definisati kao intraepidermalna proliferacija
atipi¢nih keratinocita (Ackerman i Mones, 2006).

U bukvalnom prevodu, aktini¢na keratoza zna¢i stanje (-osis) povecanja
keratoti¢nog tkiva (kerat-) indukovano svetlosnim zracima (-aktis), uglavnom UV (engl.
ultraviolet — UV) zracenjem (Duncan i sar., 2012). Zbog uloge suncevih (UV) zraka u
etiologiji ove vrste promena, AK je nazivana solarna, a zbog pojave u starijoj Zivotnoj
dobi i senilna keratoza (Duncan i sar., 2012; Rigel i sar., 2008). Termin aktini¢na
keratoza je relativno skorasnji i krace se koristi, ali je u potpunosti je zamenio prethodna
dva naziva, umnogome jer se skrac¢enica SK najces¢e koristi za temin seboroi¢na keratoza
(Rigel i sar., 2008).

Prvi histoloski opis koji odgovara AK dao je francuski dermatolog Dubreuilh jo$
krajem devetnaestog veka, imenuju¢i ga “keratosis senilis” 1 prvi predstavio koncept
prekancerozne keratoze koja ima prirodnu tendenciju da prede u epitelini kancer
(Dubreuilh 1898). Freudenthal, nemacki dermatolog i dermatopatolog, je 1926.godine
prikazao definitivne histopatoloske karakteristike keratosis senilis, pokusavajuci da utvrdi
“tranziciju ovih lezija do kancera (Freudenthal 1926). Nakon toga, americki
dermatopatolog Sutton je dao svoju histopatoloSku verziju suprotno prekanceroznom
konceptu koji je Dubreuilh predloZzio, a podrzavaju¢i Fureudenthalov koncept konverzije
ka karcinomu, tvrde¢i da solarna keratoza nije niSta drugo do superficijalni
skvamocelularni karcinom (engl. squamous cell carcinoma, SCC) (Sutton 1938).
Nemacki dermatolog i dermatopatolog Lever je 1949.godine definisao keratosis senilis

kao SCC gradusa . (Lever 1949). U daljoj kategorizaciji ove vrste promena, Pinkus je



1958.godine u potpunosti opisao ovaj entitet i predlozio naziv aktini¢na keratoza (Pinkus
1958). Dakle, AK je kao entitet/ pojam opisana krajem devetnaestog veka, a akademska o
rasprava o njenom bioloskom toku razvoja (engl. natural history) i malignom potencijalu
traje od pocetka dvadesetog veka (Werner i sar., 2013). Pojedini autori idalje smatraju
AK prekanceroznom ili premalignom lezijom, sa potencijalom za razvoj u
skvamocelularni/planocelularni karcinom (Callen 1997; Habif 1996; MacKie 2004;
Jorizzo 1 sar., 2004; Yu i sar., 2003; Odom i sar., 2000; Feldman i Fleischer, 2011).
Termin “premaligna” koristi se jer su u ovoj vrsti lezija atipi¢ni keratinociti ograni¢eni na
deo epiderma (Rigel i sar., 2008). U ovom svetlu AK se predstavlja kao intraecpidermalna
keratinocitna displazija (Heaphy i Ackerman, 2000) ili samo epidermalna displazija
(Rosen i Lebwohl, 2013), a pojedni autori je ¢ak definiSu kao benignu intraepitelialnu
neoplazmu koju ¢ine proliferisani atipi¢ni keratinociti, a koja moze progredirati u SCC
(Schmitt 1 Miot, 2012). Drugi autori, pak, redefiniSu AK i prema ovom konceptu termin
“premaligno” nije tac¢an i adekvatan, ve¢ se AK smatra kancerskom lezijom (Heaphy i
Ackerman, 2000), malignom neoplazmom — kancerom (Akerman 1997; Ackerman i
Mones, 2006; Duncan i sar., 2012; Rigel i sar., 2008), incipijentnim SCC (Ackerman
1997), malignom neoplazmom u evoluciji (Fu 1 Cocckerell, 2003), epitelnom neoplazijom
od samog pocetka (Salache 2000; Cockerell 2000), superficialnim SCC (Hearphy,
Ackerman 2000; Werner 1 sar., 2013), superficijalnim SCC in situ (Rosen i sar., 2013),
pocetnom formom ili inicijalnom fazom SCC tj. intraepitelnim SCC u evoluciji (Duncan i
sar., 2012). AK se, dakle, moze definisati kao pocetni deo spektra ne-melanomskog
kutanog kancera (engl. non-melanoma skin cancer — NMSC) (Duncan i sar., 2012), t;.
keratinocitne neoplazme (Ackerman i Mones, 2006) ili inicijalna lezija u kontinuumu
bolesti koja moze progredirati u SCC (Duncan i sar., 2012; Rosen i Lebwohl, 2013). Na
¢elijskom nivou, AK i superficijalni SCC su identi¢ni ne mogu se razlikovati (Cockerell
2003; Fu i Cockerell, 2003; Yantsos i sar., 1999). Cinjenicu da je AK incipijentna forma
SCC, osim preklapajucée histoloske abnormalnosti i karakteristike da se AK najcece nalazi
na obodu SCC lezija, potvrdjuju i saznanja da oba entiteta imaju veoma sli¢an profil
genske ekspresije. Molekularnom analizom utvrden je slican genski profil AK i SCC,
ukljucujuéi alteraciju p53, pl6INK4a, MYC 1 receptora za epidermalni faktor rasta
(Ratushnu i sar., 2012). Prema podacima studije u kojoj je analizirano 47 000 gena kod
AK 1 SCC, tehnikom mikronizova DNK, (DNA microarray) i njihovim profiliranjem,

samo devet gena je pokazalo razli¢itu ekspresiju (Ra i sar., 2011).



U tom smislu, s obzirom da AK karakteriSe proliferacija keratinocita ogranic¢enih
na epidem, a odrazavajuci kontinuum progresije ove vrste promena, predloZene su i nove
nomenklature za AK, npr. keratinocitna intraepidermalna neoplazija (engl. keratinocytic
intraepidermal neoplasia, KIN) prema anlanogiji sa cervikalnom intraepidermalnom
neoplazijom (Yantsos i sar., 1999; Cocckerel 2000; Cockerel i Wharton, 2005), zatim
solarni keratoticni intraepitelialni skvamocelularni karcinom (Heaphy 1 Ackerman,
2000) ili in situ SCC tip AK I-IIT (Rowert-Huper 1 sar., 2007), proliferativna aktinicna
keratoza, prema Goldenbergovom konceptu ili inflamirana aktinicna keratoza, u okviru
kog naziva Berhane deli spektar AK na tri podgupe prema klinickim kategorijama
(Anwar 1 sar., 2004). Iako ovi nazivi bolje odrazavaju prirodu samog oboljenja,
naglaSavaju¢i progresivnu karakteristiku ovih keratinocitnih lezija i koncept AK kao
inicijalne lezije u kontinuumu bolesti, jo§ uvek nisu stekli Siroku primenu.

Ono S§to AK ¢ini jo§ uvek nepotpuno definisanim entitetom je hroni¢na i
dinamicna priroda ove dermatoze. U tom smislu razumljivo je zaSto postoje kontroverze u
definisanju AK, s obzirom da ova vrsta promena moze imati potpuno razli¢ito bioloSko
ponasanje tokom vremena, pokazujuci, sa jedne strane, potenijal za progresiju u SCC ili,
sa druge strane, sklonost regresiji, a kod pojedinih AK, mogu biti izraZena oba oblika
ponaSanja istovremeno (Werner i sar., 2013). Dakle, ne progrediraju sve AK u SCC
(Duncan 1 sar., 2012), a koja AK ¢e se razviti u invazivni SCC (engl. invasive squamous
cell carcinoma, ISCC) nije lako predvidivo (Marks i sar., 1988) i1 za sada nema striktnih,
klini¢kih kriterijuma prema kojima bi se moglo odrediti koja AK ¢e vremenom preci u
invazivni tumor (Rosen i Lebwohl, 2013; Marks i sar., 1988). To zavisi od puno faktora,
prvenstveno imunskog odgovora domacdina i karakteristika keratinocita (Fu i Cockerell,
2003). Prema pojedinim studijama, progresija AK u SCC iznosi 0-0.53% po leziji
godisnje; regresija pojedinacnih lezija javlja se kod 15-63% godisnje, sa procentom
ponovnog javljanja od 15-53%. Sponatna, kompletna regresija na ve¢em polju kao $to je
lice ili skalp moze nastati se kod 0-7.2% pacijenta (Werner 1 sar., 2013). Takodje, u
literaturi se navodi da ¢ak do 25% AK moze regredirati tokom godinu dana, narocito
ukoliko se smanji izloZzenost UV zracima ili redovno koristi antisolarna zastita (Duncan 1
sar., 2012). Prema drugim podacima razvoj invazivnog SCC iz postojece AK se
procenjuje na 0.075-0.096% po leziji godisnje (Cocckerell 2003; Rigel i sar., 2008).
Dakle, za osobu sa 7.7 AK, §to predstavlja prosecan broj lezija na kozi kod jedne osobe,
SCC ¢e se razviti u stopi 10.2% u periodu od 10 godina (Cocckerell 2003; Rigel i sar.,

2008). Druge publikovane stope su i vece 1 iznose 13-20% kod neleenih promena u
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desetogodisnjem periodu. Ovi podaci su sliéni podacima kod drugih intraepitelijalnih
neoplazija (Rigel i sar., 2008) kao npr. u slucaju nelecene neoplazme grli¢a materice gde
priblizno 15% cervikalne intraepidermalne neoplazije (CIN) niskog ili srednjeg gradusa
(CIN I I II) progredira u in situ formu (CIN III) i uznapredovalu formu karcinoma sa
zahvatanjem dubljih slojeva, obi¢no tokom perioda od 10-20 godina, a retko i tokom
samo 6 meseci (Rigel i sar., 2008).Vrema za koje AK predje u invazivni SCC iznosi
priblizno dve godine, s tim $to kod imunokompromitovanih pacijenata moze biti i krace
(Schmitt i Miot, 2012). Marks i saradnici su izracunali da rizik od progresije AK u SCC
iznosi manje od 1 prema 1000 tokom jedne godine (Marks i sar., 1988). U drugoj studiji
autori su, koriste¢i matematicku ekstrapolaciju, utvrdili znacajno vecu stopu
transformacije, od 6 do 10% tokom 10 godina (Dodson i sar., 1991). Prema podacima iz
pet klinickih studija za period od 1988. do 1998. godine, rizik od progresije AK u SCC za
individulanu leziju iznosio je od 0.025% do 16% godisnje (Duncan i sar., 2012). Takodje,
procenjeno je da se 27-82% SCC razvije iz postoje¢e AK (Schmitt i Miot, 2012), 26.7%
iz same lezije, a 55.7% iz neposredne blizine/okoline (Lebwohl 2003), kao i da se u 82
(Schmitt i Miot, 2012) -97% (Schmitt i Miot, 2012; Cockerell 2003) slucajeva AK nalazi
u okolini SCC.

Osim zbog njihovog potencijanog razvoja u invazivni SCC, AK su klinicki
znaajne lezije 1 zbog Cinjenice da su pokazatelji individualne sklonosti za razvoj
melanoma ili ne-melanomskih kancera koze kod odredene osobe, pre svega
bazocelularnog karcinoma (engl. basal cell carcinoma, BCC) (Duncan i sar., 2012).
Restrospekivnom multivariacionom analizom utvrdeno je da starije osobe sa AK imaju
Sest puta veéi rizik za razvoj malignih tumora generalno, pa se AK mogu smatrati
markerom za fenotip sa ve¢im rizikom za razvoj razli¢itih tumora (Schmitt i Miot, 2012).
Prisusvo AK Sestostruko povecava rizik od razvoja kutanih maligniteta generalno (Chen i
sar., 2005). U tom smislu, osobe sa AK je neophodno dugorocno pratiti u smislu
prevencije, rane dijagnostike i blagovremenog lecenja kutanih maligniteta (Duncan i sar.,

2012).

1.1.1.2. ETIOLOGIJA I PATOGENEZA

Iako u razvoju AK ulogu imaju i genteski faktori i faktori sredine (Duncan i sar.,

2012; Schmitt i Miot, 2012), odavno je sasvim jasno da je najznacajniji faktor koji



doprinosi stvaranju AK cesta izloZzenost UV zrafenju tj.suncevoj svetlosti (Duncan i sar.,
2012). UV radijacija predstavlja glavni faktor u nastajanju AK (Duncan i sar., 2012;
Berman i Cockerell, 2013), jer dovodi do inicijalne mutacije u keratinocitima (Berneri
sar., 2005). Pored toga, ima uticaj i na ekspanziju tumorskih ¢eija (Berman i Cockerell,
2013). Dakle, UV radijacija UVB deo spektra (290-320nm) svojim mutagenim efektom
ima kljuénu ulogu u oSteéenju keratinocitne DNA, uti¢u¢i na formranje timidinskih
dimera (Cockerell 2003; Schmitt i Miot, 2012). Ove promene, posledi¢no, dovode, do
mutacija na genima za telomerazu i p5S3 tumor supresorni protein (Schmitt i Miot, 2012).
Pojacana aktivnost telomeraze i inaktivacija p53 onemogucavaju apoptozu oSte¢enih
¢elija vode¢i akumulaciji genskih ostecenja i produzenju zivotnog veka celije do tacke
besmrtnosti (Cockerell 2003). Kada sistem apoptoze ne funkcioniSe, genski i
imunosupresivni poremecaji dovode do aberantne proliferacije, koja moze nastati usled
poremecaja razliCitih signalnih puteva (Berman i Cockerell, 2013). Pomenuta genska
ostecenja dokazuju malignu prirodu AK (Cocckerell 2003). U tom smislu, smanjenje
ozonskog omotaca u stratosferi, kao prirodnog filtera za UV-B radijaciju, omogucava
prodiranje veée koli¢ine ovog zracenja do zemljine povrSine predstavljajuéi, na taj nacin,
glavni etioloSki factor u porastu incidencije AK (Rossi i sar., 2007). Ozonski omotac
filtira najve¢i deo UVB spektra, omogucavajuéi prodiranje samo 3-6% ovih zraka
(Berman 1 Cockerell, 2013). Takodje, i UVA deo spektra (320-400nm) doprinosi
oSte¢enju 1 to stvaranjem reaktivnih kiseoni¢nih jedinjenja, oksidativnim oStecenjima
nukleinske kiseline, membrane i lipida (Berman i Cocckerell, 2013), imunosupresijom i
parakrinim proliferativnim stimulusima iz fibroblasta (Schmitt i Miot, 2012). Ponovno
jatrogeno izlaganje UV zracenju, u formi fototerapije, posebno UV A bez ili u kombinaciji
sa psoralenom (PUVA) kao fotosenzibilizatorom, moze indukovati AK i1 poveéava rizik
za nastanak AK 1 SCC (46% 1 19%) (Schmitt i Miot, 2012). Dakle, UV radiacija utice na
nastanak AK i posledi¢nu transformaciju u ISCC na dva nacina — prvo, ono izaziva
mutacije na dezoksiribonukleinskoj kiselini (DNK), koje, ukoliko se ne poprave, vode u
nekontrolisan ¢elijski rast 1 formiranje tumora; i drugo, deluje imunosupresivno,
onemogucavajuéi borbu organizma protiv tumora (Duncan i sar., 2012). Vitiligo kao
entitet, udruzen je sa povecanim rizikom za razvoj AK usled nedostatka UV protekcije

melaninom, ali i zbog prolongirane UV terapije (Akimoto 2000).



1.1.1.3. UCESTALOST, UZRAST I POL

AK predstavlja veoma Cestu kutanu neoplazmu (Rossi i sar., 2007) i ¢injenica da
milioni pacienata §irom sveta imaju promene ovog tipa €ini je jednom od najceS$¢ih
dermatoloskih stanja (Schmitt i Miot, 2012). IncidenicjaAK je u porastu (Schmitt i Miot,
2012), narocito medu starijom populacijom (Uhlenhake i sar.,2010) i u populaciji koja
zivi u zoni blize ekvatoru (Lucas i sar., 2006; Rosen i Lebwohl, 2013). Prema sudiji
sprovedenoj u Juznoj Koreji koja je obuhvatila SesnaestogodiSnji period od 1991.do 2006.
godine, utvrdeno je povecanje incidencije 2.14 puta u odnosu na poslednju dekadu
dvadesetog veka (1991-1998) (Kim i sar., 2010).

Prevalencija AK razlikuje se prema regiji i populaciji u kojoj se procenjuje.
Regioni sa ve¢om UV ekspozicijom imaju vecu prevalenciju AK. Na primer, u Australiji
(Queensland) ona iznosi 55% kod muskaraca i 37% kod Zena, izmedu 30-70.godine
zivota (Frost 1 sar., 2000), dok je u Engleskoj 15.4% kod muskaraca i 5.9% kod zena
starijih od 40 godina (Memon i sar., 2000; Rosen i Lebwohl, 2013). Ova stopa se
retrospektivno povecava na 34.1% i1 18.2% kod osoba starijih od 70 godina, posebno
ukoliko postoji udruzenost sa znacima ekspozicije suncu kao sto su solarna elastoza i
lenigo (Memon 1 sar., 2000; Rosen i Lebwohl, 2013). U Juznom Velsu prevalencija je
23% (Rosen i Lebwohl, 2013), dok se u SAD se krece od 16-25% (Salashe 2000). U
studiji radenoj u Sao Paulu (Sao Paulo), na grupi ispitanika japanskog porekla,
prevalencija je iznosila 13.4%, a prosecna godina pojave promena bila je 69 (Isaoka i sar.,
2009). Prevalencija AK raste kod populacije starije Zivotne dobi i iznosi od 10% kod
osoba svetle puti uzrasta od 20-29. godina, do 80% kod osoba uzrasta 60-69 godina
(Duncan i sar., 2012). U SAD, 2004.godine prevalencija je procenjena na 39.5 miliona,
od ¢ega su 26 miliona bili pacijenti stariji od 65 godina (Uhlenhake 2013).

Da je AK cesto kutano oboljenje pokazuju i podaci iz SAD, gde je tokom
desetogodisnjeg perioda (1990-1999. godine) AK je bila razlog pregleda kod 47 miliona
pacjenata ili je Cinila 14% svih dermatoloSkih pregleda (Gupta i sar., 2002), a 2002.
godine viSe od 8.2 miliona poseta lekaru bilo je u vezi sa AK (Cohen 2010). Kao
primarna dijagnoza AK je utvrdena kod 4.55 miliona prvih lekarskih pregleda u periodu
1993-1994.godine, prema podacima Nacionalne ambulante za zravstvenu zastitu i
istrazivanje u SAD (Salashe 2000). Prema studiji radenoj u Brazilu 2006.godine, AK je
bila cetvrta dijagnoza po ucestalosti, utvrdena kod 5,1% pacijenata, a u Francuskoj je

2008. godine djagnostikovana kod 4.7% pacijenata (Schmitt i Miot, 2012). U Australiji
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se pocenjuje da 40-50% populacije uzrasta preko 40 godina ima najmanje jednu leziju
(Schmitt i Miot, 2012), dok prema podacima studije koja je radena u Italiji, prosecan broj
AK bio je 6-8 AK kod pacijenata na prvom pregledu (Rossi i sar., 2007).

U nezavisne faktore rizika za razvoj AK spadaju godine - stariji uzrast (Rigel i
sar., 2008; Rosen i Lebwohl, 2013; Duncan i sar., 2012; Rossi i sar., 2007; Schmitt i
Miot, 2012), pol (Rossi i sar., 2007; Duncan i sar., 2012) i to muski (Duncan i sar., 2012;
Rosen i Lebwohl, 2013; Schmitt i Miot, 2012), kumulativna izloZenost suncu (Berman 1
Cockerell, 2013; Duncan 1 sar., 2012; Rosen i Lebwohl, 2013; Rossi i sar.,2007; Rigel 1
sar., 2008; Uhlenhake i sar., 2010), tip koZe (Duncan i sar., 2012; Rosen i Lebwohl, 2013;
Rossi i sar.,2007; Rigel i sar., 2008; Uhlenhake i sar.,2010), geografska Sirina (Stockfleth
i Kerl, 2006), povecana izlozenost suncevoj svetlosti (tokom odmora ili rekreacije)
(Stockfleth i Kerl, 2006), kumulativna izloZenost sunc¢evim zracima (Duncan i sar., 2012;
Rosen i Lebwohl; 2013, Rigel i sar.; 2008), izlozenost arteficijalnim izvorima UV
zraenja (Rossi 1 sar., 2007) kao $to je koriS¢enje solarijuma (Duncan i sar.,2012),
pozitivna licna anamneza u smislu kancera koze (Schmitt i Miot, 2012), ranijeg prisustva
AK (Duncani sar., 2012), intenzivnim opekotinama od sunca u detinjstvu (Stockfleth i
Kerl, 2006), pojedina genetska oboljenja kao §to su xeroderma pigmentosum (Rossi i sar.,
2007; Stockfleth i Kerl, 2006) i albinizam (Rossi 1 sar., 2007), imunodefincijencija
(Duncan 1 sar., 2012; Stockfleth i Kerl, 2006) i primena hemioterapije (Duncan i sar.,
2012). Svakako, AK se mogu javiti i kod mladih osoba, posebno ukoliko su pretrpele

znacana izlaganja suncu (Duncan i sar., 2012).

1.114. LOKALIZACIJA

AK se najcesce javljana na fotoeksponiranim regijama (Berman i Cockerell, 2013,
Rosen 1 Lebwohl, 2013; Rossi i sar., 2007; Duncan i sar., 2012; Schmitt i Miot, 2012;
Rigel i sar., 2008), najcesce na glavi, (Cohen 2010; Rosen i Lebwohl; 2013, Duncan i
sar., 2012; Rigel i sar., 2008), poglavini (Schmitt i Miot, 2012; Rossi i sar., 2007)
posebno bez kose ili sa proredenom kosom (Berman i Cockerell, 2012, Rosen i sar.,
2013), na licu (Berman, Cockerel 2012; Schmitt i Miot, 2012; Rosen i Lebwohl, 2013;
Rigel i sar., 2008), vratu (Duncan i sar., 2012; Rigel i sar., 2008; Schmitt i Miot, 2012),
predelu dekoltea (Schmitt i Miot, 2012), podlakticama (Berman i Cockerell, 2012;

Duncan i sar., 2012; Rosen i sar., 2013), dorzumima Saka (Berman i Cockerell, 2012;



Duncan i sar., 2012; Rossi i sar., 2007; Schmitt i Miot, 2012; Rosen i sar., 2103) i
gornjim partijama leda (Rossi i sar., 2007). Od toga 75% promena se verifikuje na glavi,
vratu i podlakticama (Rosen i Lebwohl, 2013). Promene mogu biti pojedina¢ne, mada su
obi¢no grupisane na zonama najintenzivnijeg izlaganja suncu. Promene se, znacajno rede,
mogu nadi i na drugim lokalizacijama, ¢ak i na delovima koze koji nisu izlozeni UV

zraCenju (Rigel i sar., 2008).

1.1.1.5. KLINICKA SLIKA

Prema klinickim karakteristikama, AK moZemo podeliti na tipi¢ne i atipicne.
Tipicne ili eritematozne se najc¢esce, javljaju se u vidu sporo rastu¢ih (Schmitt i Miot,
2012), crvenih papula (Rigel i sar., 2008; Duncan i sar., 2012; Schmitt i Miot, 2012),
minimalno infiltrovanih (Schmitt i Miot, 2012), najces¢e 2 do 6mm u dijametru, rede u
vidu plakova (Rossi i sar., 2007) koji mogu varirati u veli¢ini, dostizué¢i i viSe cm u
dijametru (Duncan i sar., 2012). Obi¢no su ravne povrsine (Duncan i sar., 2012), nekada
sa telangiektazijama (Rossi i sar., 2007; Schmitt i Miot, 2012), mada se inicijalno mogu
javiti i u formi eritematoznih makula sa pri¢vr§¢enom skvamom (Rigel i sar., 2008), za
koje se kaze da ih je “Cesto lakSe napipati nego videti” (Duncan i sar.,2012). Na okolnoj
kozi obi¢no se, klinicki, uocavaju znaci fotoosSte¢enja u vidu suve koze (Rossi i sar.,
2008) izmenjene pigmetacije (Duncan i sar., 2012; Rigel i sar., 2008), sa pegama ili
solarnim lentigom (Duncan i sar.,2012) i ve¢im brojem bora (Rigel i sar., 2008), Retko,
AK mogu biti pigmentovane, sa perifernim Sirenjem, $to diferencijalno-dijagnosticki
moze li¢iti na lentigno maligna (Rossi i sar., 2007).

AK se retko razvijaju kao solitarne lezije (Stockfleth i Kerl, 2006), uglavnom su
promene ovog tipa multiple (Schmitt i Miot, 2012; Rossi i sar., 2007; Rosenn i Lebwohl,
2013) i javljaju se na tzv. poljima kancerizacije (engl. field cancerisation) (Rossi i sar.,
2007). Prosecan broj AK kod jedne osobe iznosi 6 do 8 prilikom prvog dermatoloskog
pregleda (Rossi i sar., 2007).

Pored tipi¢nih-eritematoznih AK postoje i drugi klinicki subtipovi ovih promena.
Hipertrofi¢cne AK (HAK) se karakteriSu debljim, skvamoznim papulama ili plakovima,
boje koze, sivkastog ili eritematoznog tona (Duncan i sar., 2012; Rigel i1 sar., 2008).
Eritematozna osnova je obicno Sira od skvame koja je prekriva (Rigel i sar., 2008).

Hiperkeratoti¢na skvama vremenom postaje beliCasta ili zuckasto-smeda (Rigel 1 sar.,
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2008). Ovakve vrste promena mogu se naci na bilo kojoj foto-eksponiranoj regiji, ali se
najces¢e vidaju na dorzumima Saka, ramenima 1 kapilicijumu (Duncan 1 sar., 2012), a
pacijentima smetaju upravo zbog debljine (Rigel i sar., 2008). HAK je cesto tesko
klini¢ki razlikovati od SCC, pa je biopsija u ovoj formi AK neophodna (Duncan i sar.,
2012; Rigel i sar., 2008) i to dovoljno duboka kako bi ta¢no mogla da se proceni
eventulana proliferacija keratinocita u dermu (Duncan i sar., 2012). Jedna od klinickih
varijanti HAK je tzv. koZni rog (cornu cutaneum, CC) (Rigel i sar., 2008; Duncan i sar.,
2012), koji se manifestuje honi¢nom hipertroficnom protuberancijom na papuloznoj bazi
eritematoznoj ili boje koze (Duncan i sar.,2012). Prema definiciji CC mora biti visine
koja iznosi barem Y2 najduzeg dijametra osnove. Od 38% do 40% CC predstavlja AK
(Duncan 1 sar.,, 2012). Aktini¢ni heilitis (engl. actinic heilitis, AH) predstavlja
konfluentnu AK na usnama i to uglavnom na donjoj (Duncan i sar., 2012; Rigel i sar.,
2008), obicno kod ljudi hroni¢no izlozenim suncu (Rigel i sar., 2008). Klinicki, AH moze
liciti na klasicnu formu AK, u vidu jasno ograniCene eritematozne papule ili plaka,
nekada samo eritema sa skvamom koji moze zahvatati ¢itavu donju usnu (Rigel i sar.,
2008). Rede, AH se manifestuje erozijom ili frisurom na izmenjenoj, eritematoznoj,
suvoj, ispucaloj usni, perzistentna ulceracija ili infiltrisana zona i leukoplakija (bela
plo¢a) uvek zahteva histoloSku verifikaciju u smislu mogué¢eg SCC (Duncan i sar., 2012;
Rigel i sar., 2008).

Pigmentna AK (engl. pigmented AK - PAK), je podtip AK kod koga cesto
nedostaje eritem, ali je prisutna pigmentacija mrezastog oblika. Ove vrste promena je
klini¢ki Cesto teSko razlikovati od retikularne seboroi¢ne keratoze, lentiga, pa Cak i
lentigo maligna vrste melanoma. Dermatoskopski pregled, u tom slucaju, moze biti od
pomo¢i (Tschandl i sar., 2015). Klinicka prezentacija na fotoeskponiranoj kozi, znaci
solarnog ostecenja u okolini, hiperkeratoza koja se moZze palpatorno utvrditi govore u
prilog PAK, ali je Cesto histopatoloska (HP) verifikacija neophodna u diferenciajlnoj
dijagnozi u odnosu na melanom (Rigel i sar., 2008). Lihenoidna AK (engl. lichenoid AK,
LAK) ¢ija je glavna karakteristika histolosko prisusvo gustog, trakastog inflamatornog
infiltrata, klinicki se obi¢no prezentuje (ili karakterise) lezijama slicnim klasi¢énoj AK sa
izrazenijim eritemom, posebno u okolini lezije. Subjektivni simptomi u vidu pruritusa i
senzitivnosti kod ove vrste AK su obi¢no izrazeniji 1 najées¢e koincidiraju sa pojavom
lihenoidnog infiltrata u postoje¢oj AK (Rigel i sar., 2008). Atroficna AK (engl. atrophic

AK) se klinicki manifestuje minimalnim promenama na povrsini koze obi¢no u vidu
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blagog crvenila sa diskretnom skvamom, a histoloski atrofi¢nim epidermom (Rigel i sar.,
2008).

Svaka induracija ili zadebljanje, bol i pojava ulceracija na ve¢ postojeéim
promenama ukazuju na mogucu transformciju AK u SCC (Duncan 1 sar., 2012). Iako,
nema jasnog nacina da se klinicki razlikuju AK i mikroinvazivni SCC, ipak, parametri
koji mogu da upucuju na povecéan rizik su induracija, (Duncan i sar., 2012; Schmitt i
Miot, 2012), inflamacija (Duncan i sar., 2012; Schmitt i Miot, 2012; Berhane i sar.,
2002), dijametar veci od 1cm, brzi rast, eritem, ulceracije (Duncan i sar., 2012, Schmitt 1
Miot, 2012), a HP verifikacijom klini¢ki indurovanih AK u preko 50% slucajeva bude
utvrden SCC (Duncan i sar., 2012). Procenat metastaziranja SCC nastalih iz AK se
razli¢ito navodi, od 1- 2% do preko 20% u zavisnosti, pre svega, od dubine invazije i
lokalizacije promena (Duncan i sar., 2012). AK koje se javljaju na mukozi, posebno
aktini¢ni heilitis (Schmitt i Miot, 2012), kao i promene na u$nim $koljkama i poglavini
(Duncan 1 sar., 2012) obi¢no prelaze u invazivni SCC slabijeg stepena differencijacije
(Duncan i sar., 2012) uz ve¢i metastatski potencijal (Schmitt i Miot, 2012; Duncan i sar.,
2012).

Dijagnoza AKse najcece postavlja se na osnovu klinicke slike (Schmitt i Miot,
2012; Cockerell 2000) i dermoskopije kao neizvazivne metode (Tschandl i sar., 2015;
Senel 2011; Lee 1 sar., 2013; Stockfleth 1 Kerl, 2006; Zalaudek 1 sar., 2012; Peris i sar.,
2007). Novije dijagnosticke tehnike, kao Sto je konfokalna mikrokopija jo$ uvek su u fazi
klini¢kih ispitivanja (Stockfleth i Kerl, 2006; Pellacani i sar., 2015).

Mada je klini¢ka slika AK uglavnom karakteristi¢na, lezije ponekad mogu li¢iti na
seboroi¢nu karatozu, Bowenovu bolest, SCC, BCC, diskoidni lupus erythematosus,
solarni lentigo, porokeratozu i virusne bradavice (Schmitt i Miot, 2012). Dermoskopski,
pigmentnu AK je neophodno razlikovati od lentigo maligna melanoma i superficijalnog

1/ili pigmentovanog bazocelularnog karcinoma (Senel 2011).

1.1.1.6. HISTOLOSKA SLIKA

Histoloska potvrda AK je neophodna ukoliko postoji klinicka sumnja (u
dijagnostickom smislu), kada su lezije u bilo kom smislu neobi¢ne, kao u slucaju velikih,
eritematoznih, pruriticnih, infiltrativnih lezija, lezija koje krvare i ulceriSu (Cockerell

2003; Fu i Cockerell, 2003; Rossi i sar., 2007) ili ukoliko se planiraju specijalni vidovi

11



terapije (Stockfleth, Karl 2006). Sve pomenute pojave mogu govoriti u prilog progresije
AK u SCC (Fu i Cockerell, 2003). Biopsiju je tehnicki potrebno udariti tako da je, pored
epiderma, neophodno zahvatiti i derm kako bi se mogla iskljuciti eventualna zahvacenost
dubljih struktura (Cockerell 2003; Fu i Cockerell, 2003).

Histoloski, AK se karakteriSe fokusima u epidermu, u kojima se nalaze atipi¢ni,
pleomorfni keratinociti (Cockerell 2000; Cockerell 2003; Fu i Cockerel, 2003; Rossi i
sar., 2007). Bazalni sloj obi¢no izgleda bazofilnije, zbog nagomilanih atipi¢nih
keratinocita (Cockerell 2000; Cockerell 2003; Fu i Cockerell, 2003) koji pokazuju
gubitak polarizacije, a atipi¢ne celije imaju pleomorfne nukleuse (ve¢ih dimenzija i
hiperhromati¢ne), svetlu ili vakuolizovanu eozinofilnu citoplazmu (Cockrerel 2003).
Prisutni su hiperkeratoza i parakeratoza (parakeratoza obi¢no nad zonama abnormalnih
keratinocita u epidermu (Cockrell 2000; Cockerell 2003; Fu i Cockerell, 2003).Epiderm
izmedu adneksa, obi¢no je izmenjen, dok je u okolini folikula dlake i ekrinih Zlezda
neizmenjen. Ovakav nalaz daje aspekt naizmenic¢nih vertikalnih pruga hiperkeratoze i
parakeratoze, neizmenjenog epiderma i izmenjenog adneksalnog epiderma. U dermu su,
obi¢no, prisutni znaci bazofilne solarne elastoze i limfocitni infiltrat, perivaskularni ili
lihenoidan, varijabilnog intenziteta (Rossi i sar., 2007; Roewert-Hubert, 2007). AK se
gotovo uvek histoloski nalazi sa znacima solarne elastoze u dermu, tako da je u slucaju
nedostatka elementata solarne elastoze neohodno revidirati dijagnozu, osim ukoliko se
radi o pacijentu sa genodermatozom i adnormalnom DNK reparacijom (Cockerell 2000;
Cockerel 2003; Fu i Cockerell, 2003). Promene kod AK i SCC na citoloSkom novou su
identi¢ne (Cockerel 2000; Cockerell 2003; Fu i Cockerell, 2003; Yantsos 1 sar., 1999,
Schmitt i Miot, 2012), jer se u oba slucaja histoloski nalaze atipi¢ni keratinociti sa
gubitkom polariteta, nuklearnim pleomorfizmom, poremecenim sazrevanjem i povecanim
brojem mitotskih figura (Akerman 2003), pa mozemo da kazemo da citotoloski AK
ispunjava sve kriterijume SCC.

Histoloske karakteristike AK mogu se podeliti na promene koje se vidaju kod
ranih 1 kod u potpunosti razvijenih lezija. Rane lezije kakteriSu atipi¢ni keratinociti
fokalno u bazalnom sloju epiderma, sa velikim pleomorfnim nukleusima, povecane
gustine jedara, naizmeni¢na pojava orto- i parakeratoze, kao i znaci solarne elastoze.
Potpuno razvijene lezije karakeriSe hiperlazija (retko atrofija) epiderma, naizmeni¢na orto
1 parakeratoza, atipi¢ni keratinociti koji involviraju uglavnom donju polovinu epiderma,
ponekad fokalno i Ccitav epiderm, atipi¢ni keratinociti duz adneksalnog epitela,

diskeratoticne Celije i mitotske figure, solarna elastoza i limfocitni infiltrat varijabilne

12



gustine (Stockfleth i Kerl, 2006). Postoje razli¢iti histoloski tipovi AK, pa se u tom
smislu ove vrste promena dele se na hipertrofi¢ni (James i sar., 2006; Rosso i sar., 2007),
atrofi¢ni (James i sar., 2006; Rosso 1 sar.,2007), bovenoidni (James i sar., 2006; Rosso i
sar., 2007), akantoliticki (James i sar., 2006; Rosso i sar., 2007; Cockerell 2003),
lihenoidni (James i sar., 2006; Rosso i sar., 2007), pigmentni (James i sar., 2006; Rosso 1
sar., 2007; Cockerell 2003) i epidermoliti¢ni tip (Rosso i sar., 2007). Hipertrofi¢ni tip se
karakteriSe izrazenom hiperkeratozom, zadebljalim epidermom u pojedinim zonama, bez
oCigledne invazije derma. Kod atrofi¢nog tipa hiperkeratoza je umereno izrazena, postoji
atrofija epiderma sa atipi¢nim keratinocitima u bazalnom sloju. Kod Bovenoidnog tipa,
atipija se uocava Citavom Sirinom epiderma, slicno kao kod Bowenove bolesti (engl.
Bowen’s disease, BD) sa tom razlikom $to je kod ovog tipa AK u folikularnom epidermu
nema atipicnih keratinocita. Akantoliticki tip karakteriSe pojava “praznina” ili
intercelularnih lakuna i gubitkom povezanosti keratinocita. U lihenoidnoj AK histoloski
se nalazi trakast infiltrat u zoni bazalne membrane, a kod pigmentovane forme postoji
povecana koli¢ina melanina, posebno u bazalnim celijama, kao i veca koncentracija
melanofaga u dermu. Treba naglasiti da se pomenute posebne karakrteristike mogu
preklapati, a da se histoloski tip odreduje prema najizrazenijim karakteristikama (Rossi 1

sar., 2007; Roewert-Hubert i sar., 2007).

1.1.1.7. KIN KLASIFIKACIJA AK

Kao sto je ve¢ pomenuto, AK predstavlja proliferaciju keratinocita ograni¢enu na
epiderm, a prema nivou atipicnih keratinocita u epidermu predloZena je posebna
klasifikacija ovih promena. Naziv “keratinocitna intraepidermalna neoplazija” predlozili
su Cockerell 1 saradnici, 1999.godine (Yantsos i sar.,1999), analogno nazivu “cervikalna
intraepidermalna neoplazija”’, u kome cervikalna intraepitelialna neoplazija (CIN)
predstavlja inicijalnu “preinvazivnu” leziju cervikalnog kacinoma (Cockerell i Wharton,
2005). KIN klasifikacija bazirana je na klinickoj slici, stepenu celijske atipije
epidermalnih keratinocita i proSirenosti atipi¢nih keratinocita u epidermu (Yantsos i sar.,
1999). Ovako definisana AK ima tri faze tokom razvoja u SCC i to KIN1, KIN2 i KIN3
(Yantsos 1 sar.,1999). Najranije, obi¢no subklinicke lezije, oznacene su kao KINI.
Ukoliko su klinicki vidljive, lezije se obi¢no manifestuju vidu ravnih eritematoznih

makula ili plaza (engl. patch) na fotooSteCenoj kozi. Ponekad, postoji samo izmenjena
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boja koze indikativna za solarno oStecenje, bez hrapavosti ili skvame. Histoloski, kod
KIN1 lezija uoc€avaju se hiperhromati¢ni nukleusi sa malim ali prominentnim
nukleolusima. Obi¢no zadrzavaju okrugli ili ovalni oblik, ali su varijabilni u veli¢ini, uz
gubitak nuklearnog polariteta. U vecini Celija nukleusi se nalaze orjentisani pod tupim
uglom umesto normalno u odnosu na epiderm. Suprabazalni keratinociti retko ispoljavaju
citoplazamtsku bazofiliju ili eozinofiliju. Nema znakova hiperkeratoze ili parakeratoze.
Histoloske i citoloske abnormalnosti su veoma diskretne u odnosu na okolni epiderm i
epitel infundibuluma folikula, jer adneksali epiderm nije zahva¢en u KIN1 lezijama
(Yantsos i sar.,1999). U ovom slucaju atipija je ograni¢ena na bazalni i suprabazalni sloj
(Schmitt 1 Miot, 2012). Slede¢a faza u progresiji ovog procesa je KIN2. Ove lezije se
manifestuju u vidu eritematoznih ili bledo eritematoznih papula ili plakova sa grubom,
hiperkeratoticnom povr§inom i minimalnom induracijom i predstavljaju promene koje se
obi¢no klini¢ki smatraju AK (Yantsos i sar.,1999). Histoloski, kod ove vrste promena
proliferacija atipi¢nih keratinocita nalazi se u donje dve treine epiderma (Yantsos i
sar.,1999; Schmitt i Miot, 2012). Na manjem uveliCanju, uofavaju se promene
karakteristicne za AK u vidu intraepidermalnih zona atipi¢nih keratinocita koje se
smenjuju sa zonama neizmenjenog (normalnog) epiderma. Postoje zone orto- i
parakeratoze. Na ve¢em uveli¢anju nukleusi keratinocita u zahvaéenim zonama imaju
nepravilne obrise i prominentne nukleoluse zbog kondenzovanog hromatina na periferiji
nuklearne membrane. Broj mitotskih figura je poviSen u bazalnom i suprabazalnom sloju.
Promene u citoplazmi su ociglednije u odnosu na KIN1, i nalazi se eozinofilija, bazofilija,
diskeratoza i ponekad svetlocelijska promena. Akantoliza 1, retko, intraepidermalna
vakuolizacija, mogu biti prisutne, a Cesta je i povecana pigmentacija. Lezije KIN2 se
dodatno dele na KIN2a i KIN2b. KIN2a se sastoje od promena kod kojih atipi¢ni
keratinociti zahvataju najmanje donje dve trecine epiderma uz abnormalno orozavanje.
Ostale abnormalnosti, kao §to su znafajna akantoza ili zahvacenost epitelnih struktura
adneksa su odsutne. Ako se atipi¢ni keratinociti nalaze u strukturama adneksa ili ako
postoji produzetak atipi¢nih keratinocita paralelno sa epidermom u papilarnom dermu
lezije se klasifikuju kao KIN2b. Stepen hiperkeratoze, parakeratoze i akantoze je obi¢no
izrazeniji nego u KIN2a. Klinicki, KIN2a lezije su eritematoznije, indurovanije, a
hiperkeratoza je vise izrazena nego kod KIN2a lezija. Sve KIN lezije na usni i konjuktivi
se klasifikuju kao KIN2b kada zahvataju laminu propriju, zbog izraZenijeg malignog
potencijala (Yantos 1 sar.,1999). KIN3 je uznepredovalija forma proliferacije atipi¢nih

keratinocita, ograni¢ena na epiderm. Klinicki, ove lezije su obi¢no eritemo/skvamozni
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plakovi na znacajnije fotooSteCenoj kozi ili na kozi bez fotooSte¢enja kao na primer kod
Bowenoidne papuloze, eritroplazije Queyrat ili SCC in situ indukovanog arsenom
(Yantsos 1 sar.,1999). Histoloski, postoji proliferacija atipicnih keratinocita c¢itavom
debljinom epiderma (Yantsos i sar.,1999; Schmitt i Miot, 2012), ukljucuji¢i i adneksalne
structure (Yantsos i sar.,1999). Akantoza je Cesto iregularna, a nalaze se i papilomatoza,
hiperkeratoza, parakeratoza i zahvatanje epitela infundibulima folikula dlake. Celije su
upadljivo atipicne sa binuklearnim keratinocitima, prominentnom diskeratozom i ponekad
abnormalnim mitotskim figurama. Akantoliza takode moze biti prisutna. Bowenoidna AK

1 SCC in situ predstavljaju forme KIN3.

1.1.1.8. TERAPIJA AK

Na pocetku price o terapiji AK neophodno je napomenuti da je odredenim
merama prevencije moguée u znacajnoj meri smanjiti pojavu ovih promena. U tom
smislu, na prvom mestu je upotreba fotoprotektivnih faktora, prvenstveno antisolarnih
kremova (engl. sun protection factor, SPF) vise od 15, na svakih 2-3 sata, mehanicka
fotoprotekcija odeCom 1 izbegavanje najjaceg sunca sredinom dana. Redovna primena
antisolarnih kremova i koriS§¢enje preventivnih faktora vremenom mogu redukovati i do
24% AK (Uhlenhake 2013).

Nedostatak klinickih kriterijuma i nemogucnost predvidanja koja AK ce
perzistirati, koja ¢e regredirati, a koja ¢e postati invazivni SCC (Duncan i sar., 2012;
Goldenberg 1 Perl, 2014; Samrao i Cockerell, 2013) ¢ini terapiju ovog entiteta
nestandardizovanom (Duncan i sar., 2012). Ipak, cinjenica da postoji mogucnost
progresije u SCC, obavezuje na eradikacioni tretman svake AK (Uhlenhake 2013). Rizik
od progresije AK u SCC se smatra niskim, ali je visoko varijabilan (Werner i sar., 2013).
Faktori rizika za progresiju AK su imunosupresija, podatak o prethodnim
nemelanomskim kutanim kancerima, visokorizi¢ne lokalizacija (usne, nos, obrve), muski
pol, stariji uzrast, Fitzpatrik tip koze I i II, kao i kontinuirana izloZenost suncevom
zracenju (Samrao i Cockerell, 2013). Takode, opravdanost terapije AK postoji i u smislu
smanjivanja simptoma kao §to su bol ili pruritus (Duncan i sar., 2012); neretko razlog za
zapocinjanje terapije AK je i estetski momenat, narucito jer se ve¢ina AK nalazi na

vidljivim delovima koze.
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Prilikom izbora adekvatnog tretmana ne postoje apsolutne smernice ili prihvacéeni
algoritmi. U tom smislu, pre odluke o terapiji neophodno je razmotriti broj lezija
(Uhlenhake 2013; Samrao i Cockerell, 2013), debljinu (Goldenberg i Perl, 2014,), trajanje
(Uhlenhake 2013), lokalizaciju (Uhlenhake 2013; Goldenberg i Perl, 2014; Samrao i
Cockerell, 2013), prosirenost (Uhlenhake 2013; Samrao i Cockerell, 2013), klinicki tok
(Uhlenhake 2013), godine pacijenta (Uhlenhake 2013; Samrao i Cockerell, 2013),
komorbiditete (Uhlenhake 2013; Samrao i Cockerell, 2013), faktore rizika kao Sto je
imunosupresija (Uhlenhake 2013, Samrao i Cockerell, 2013), anamnezu u smislu kutanih
kancera (Uhlenhake 2013), prethodne terapije, eventualne recidive (Goldenberg i Perl,
2014), izlozenost suncu, kao i cenu terapije (Uhlenhake 2013; Goldenberg i Perl, 2014;
Samrao 1 Cockerell, 2013), upuéenost terapeuta u terapijske procedure (Uhlenhake 2013;
Samrao 1 Cockerell, 2013) 1 sposobnost tolerancije nezeljenih efekata (Goldenberg i Perl,
2014).

Terapijski modaliteti se mogu grubo podeliti na terapiju lezija (engl. lesion-
directed therapy) ili terapiju zone lezija (engl. fild-directed therapy) (Duncan i sar., 2012;

Uhlenhake 2013). Kao Sto sama re¢ kaZe, terapijom lezija deluje se na svaku AK
ponaosob, dok se terapija zone lezija koristi u tretmanu brojnih klinickih lezija na
odredenoj zoni kao i subklinickih promena (Uhlenhake 2013).Vecina terapijskih varijanti
pojedinacnih lezija je destruktivna i funkcioniSe po principu fizickog otklanjanja AK.
Takvi, destruktivni vidovi terapije su, ujedno, i najceséi u tretiranju AK (Duncan 1 sar.,

2012). U terapiju pojedinacnih lezija spadaju (Duncan i sar., 2012):

1. Krioterapija tecnim azotom (krioterapija)

2. Kiretiranje promena (sa ili bez elekrohirurgije)

3. Povrsna (tangencijalna) ekscizija (engl. shave excision)

Najcéesce koris€en terapijski modalitet je krioterapija, bilo da se aplikuje u vidu
spreja ili nanosi na leziju Stapicem sa pamu¢nim vrhom (Uhlenhake 2013; Duncani sar.,
2012). Optimalno vreme aplikacije je 10-15 sekundi (od 5, 6 do 20 sekundi) (Duncani
sar., 2012). Sprej terapija je efikasna u 98,8%, za vreme pracenja 1-8.5 godina, a procenat
efikasnosti zavisi od duzine aplikacije (1-5 sekundi 39% izlecenja, 20 sekundi 83%i
zleCenja) (Uhlenhake 2013). Ova tehnika pogodna je za tretiranje malog broja klinic¢ki
jasnih simptomatskih lezija (Duncan 1 sar., 2012). Nezeljeni efekat moze biti
hiperpigmentacija, usled oSte¢enja melnocita hladno¢om, naruéito usled duze aplikacije.
Prednost su lako izvodenje, bez anestezije, a negativne strane su bol i1 neprijatnost

prilikom primene, pojava bula i krasti (Uhlenhake 2013; Duncan i sar., 2012), eventualne
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infekcije (Uhlenhake 2013), hiperpigmentacija, oziljaci i alopecija u tretiranim zonama
(Uhlenhake 2013; Duncan i sar., 2012). Prilikom prolongirane i dublje aplikacije na
rukama retko je moguce oStecenje tetiva i nerava (Duncan i sar., 2012). Ova terapijska
metoda nije pogodna za imunokompromitovane pacijente (Uhlenhake 2013). Kiretiranje
— mehanicko odstranivanje (struganje) atipi¢nih keratinocita, sa ili bez upotrebe
elektrohirurgije, je terapijska metoda pogodna za mali broj lezija, za zaostale lezije nakon
biposije 1 tretiranje hipertroficnih AK. Za izvodenje je potrebna lokalna anestezija.
Ukoliko se koristi elektrohirurgija, ona sluzi ujedno za destrukciju atipi¢nih Celija i
hemostazu. U slucaju primene ovog terapijskog modaliteta savetuje se njena minimalna
upotreba radi prihvatljivog kozmetskog efekta. Ukoliko nije moguce uspostaviti
homeostazu elektorhiruski moze se koristiti aluminijum hlorid. Kiretaza je, generalno,
efeikasna terapija ali su mogu¢i oziljci, neprijatnost prilikom davanja anestezije, potrebno
je nekoliko nedelja za potpuni oporavak, postoji rizik od infekcija 1 rezidulanih
depigmentacija (Duncan i sar., 2012). Povr$na ekscizija (engl. shave excision), tre¢i vid
terapije po ucestalosti, indikovana je kada postoji sumnja na SCC ili BCC, za HP
verifikaciju, pa je to ujedno terapijska i dijagnosticka procedura. Izvodi se skalpelom,
nakon primene lokalne anastezije. Neophona je hemostaza nakon procedure, period
zarastanja traje 1-2 nedelje, a potencijalne komplikacije su infekcija, oziljak i poremecaji
pigmentacije (Duncan i sar., 2012).

Terapija zone lezija (engl. field-directed therapy) se koristi kod slabije

definisanih lezija, lezija koje imaju tendenciju spajanja, kod veéeg broja klini¢kih i
subklinickih lezija na vecoj povrSini. S obzirom da kod osoba sa ve¢im brojem AK
kumulativni rizik za razvoj barem jednog invazivnog SCC iznosi od 6 do10% u odnosu
na broj lezija i period perzistiranja, od velikog je znaaja tretiranje citave zone
(Uhlenhake 2013). Ova vrsta terapije moze se podeliti na lokalnu koju primenjuje
pacijent i proceduralnu, koju primenjuje lekar (Duncan i sar., 2012; Uhlenhake 2013). U
prvoj grupi najznacajniji su:
* 5-fluorouracil (5FU) (Duncan i sar., 2012; Uhlenhake 2013; Cohen 2010,
Stockfleth 1 Kerl, 2006)
* imiquimod (Duncan i sar., 2012; Uhlenhake 2013; Cohen 2010; Stockfleth
i Kerl, 2006)
» diclofenac (Duncan i sar.,2012; Uhlenhake 2013; Cohen 2010; Stockfleth i
Kerl, 2006)
* ingenol mebutat (Uhlenhake 2013)
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U proceduralnu terapiju koju primenjuje lekar ubrajaju se:

* Kriopiling (Duncan i sar., 2012; Uhlenhake 2013; Cohen 2010; Stockfleth
i Kerl, 2006)

* Dermoabrazija (Duncan i sar., 2012; Uhlenhake 2013; Cohen 2010)

* Hemijski piling (Duncan 1 sar., 2012; Uhlenhake 2013; Cohen 2010,
Stockfleth 1 Kerl 2006)

» Laserska terapija (Laser resurfacing) (Duncan i sar., 2012; Uhlenhake
2013; Cohen 2010; Stockfleth i Kerl 2006)

* Fotodinamska terapija (Duncan i sar.,2012; Uhlenhake 2013; Cohen 2010;
Stockfleth i Kerl, 2006)

1.1.2. BOWEN-ova BOLEST

1.1.2.1. DEFINICIJA

Bowenova bolest (engl. Bowen disease, BD) ili skvamocelularni karcinom in situ
(engl. squamous cell carcinoma in situ - SCCIS) koZe je maligna neoplazma ogranicena
na epiderm, bez znakova dermalne invazije (Arlette i Trotter, 2004). Americki
dermatolog John T. Bowen, po kome je SCCIS nazvan Bowenova bolest, dao je prvi opis
ovog entiteta jo§ 1912. godine (Bowen 1912) pod nazivom “prekancerozna dermatoza”
(Bowen 1912), opisavS§i dva pacijentasa histoloskim karakteristikama poremecene
arhitekture epiderma (Bowen 1912, Bowen 1920). Godinu dana ranije, francuski
dermatolog Louis Auguste Queyrat opisao je identicne histopatoloske karakteristike
promena sa glansa kod tri pacijenta, upotrebivsi naziv “erythroplasia” (Queyrat 1911), po
kome se koristi naziv Erythroplasia Queyrat (EQ) za odredene forme SCCIS.

Mada je naziv Bowenova bolest za ovu vrstu karcinoma in situ opSte prihvacen i
zvanican sinonim koji se i danas koristi, sama re¢ “bolest” nije u potpunosti odgovarajuca
jer se zapravo radi o vrsti tumora (Sterry 1 Stockfelth, 2009). Moze se re¢i da naziv
Bowenova bolest predstavlja klinicki izraz za SCCIS koze (Arlette i Trotter, 2004). Za

SCCIS na mukozama koristi se naziv Erythroplasia Queyrat (Sterry i Stockfelth, 2009).
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lako se ovaj sinonim upotrebljava za promene na penisu, prema pojedinim autorima
podrazumeva i sliéne promene na Zenskim genitalijama, u okolini anusa i na oralnoj
mukozi (Sterry i Stockfelth, 2009). Drugi autori, pak, samo genitalne lezije koje imaju
histoloSke karakteristike SCCIS kod muskaraca klasifikuju kao Erythroplasia Queyrat,
odvajajuci vulvarnu intraepitelijalnu neoplaziju (VIN) kod Zena i Bowenoidu papulozu
(engl. Bowenoid papulosis, BP) kao posenu formu genitalnih lezija (Rigel i sar., 2008;

Cox i sar., 2007).

1.1.2.2. ETIOLOGIJA I PATOGENEZA

Maligna alteracija epidermalnih celija mozZe biti izazvana brojnim, razli¢itim
faktorima koji su znacanji za nastanak i razvoj SCCIS. U tu grupu spadaju izloZenost
suncevom zracenju (Duncan i sar., 2012; Rigel i sar., 2008; Sterry i Stockfelth, 2009; Cox
i sar., 2007), jonizujuca radijacija (Duncan i sar., 2012; Sterry i Stockfelth, 2009, Arlette 1
Trotter, 2004, Cox i sar., 2007), izlozenost arsenu (Rigel i sar., 2008; Duncan i sar.,
2012; Sterry i Stockfelth, 2009; Arlette i Trotter, 2004),imunosupresija (Duncan i sar.,
2012; Arlette i Trotter, 2004; Cox 1 sar., 2007) sindrom steCene imunodeficijencije
(engl.aquired immunodeficiency syndrome, AIDS) ili jatrogena, obi¢no kod osoba sa
transplantiranim organima (Cox 1 sar., 2007) i infekcije odredenim vrstama humanih
papiloma virusa (engl. Human papillomavirus, HPV) (Duncan i sar., 2012; Arlette i
Trotter, 2004; Cox 1 sar., 2007). UV radijacija, posebno kumulativni efekat UV zracenja
tokom dugotrajne izloZenosti suncu najées¢i je uzrok SCC koze generalno, pa u tom
smislu ima ulogu u i patogenezi SCCIS (Arlette i Trotter, 2004). Ocekivano, veca
incidencija SCCIS utvrdena je u geografskim regijama sa vecom izloZeno$¢u suncu
Reizner i sar., 1994; Arlette i Trotter, 2004). Cinjenica da se promene kod SCCIS
najéesc¢e javljaju u kasnijoj zivotnoj dobi (Duncan i sar., 2012; Cox 1 sar., 2007), da su
predilekciona mesta za pojavu promena uglavnom fotoeksponirane zone (Duncan i sar.,
2012; Arlette 1 Trotter, 2004), da se promene ¢esce javljaju kod pripadnika bele rase, sa
svetlom koZom osetljivom na sunce koji su ¢eS¢e boravili na suncu (Arlette i Trotter,
2004), a rede kod osoba sa tamnijim tipom koze, kao 1 da je ucestalost veca kod osoba na
PUVA terapiji (dozno zavisno) (Arlette i Trotter, 2004; Duncan i sar., 2012) potvrduju
zna¢aj UV radijacije u patogenezi ovog tumora. UV radijacija dovodi do razvoja ovog

kutanog maligniteta uzrokujuéi oSte¢enja DNK 1 imunosupresiju (Arlette i Trotter, 2004).
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Efekat osteCenja DNA je multigenski i utie, pre svega, na smanjenu sposobnosti DNA
popravke (Arlette i Trotter, 2004). Osnova oSte¢enja je nastanak celijskih klonova sa p53
mutacijom medu fotooSte¢enim ¢elijama koze sa posledicnom displasticnom progresijom
1 in situ lezijama (Arlette 1 Trotter, 2004). Pacijenti sa transplantiranim organima, nakon
niza godina imunosupresivne terapije, imaju veci rizik za nastanak SCCIS (Duncan i sar.,
2012; Arlette i Trotter, 2004). Kod ovih osoba promene se mogu javiti i na foto-
neeksponiranim regijama (Arlette i Trotter, 2004). I u ovom slucaju dolazi do klonalne
ekspanzije p53 mutiranih celija, mada razliiti tipovi imunosupresivne terapije
(ciklosporin, azatioprin, sitemski kortikosteroidi) mogu imati razli¢ite puteve indukcije
maligne transformacije (Arlette 1 Trotter, 2004). Nastanak odredenih vrsta SCCIS
direktno je povezana i sa HPV infekcijom (Duncan i sar., 2012; Arlette i Trotter, 2004),
najces¢e kod genitalnih lezija, rede i ekstragenitalnih (Cox i sar., 2007). HPV 16 tip
virusa se detektuje kod velikog broja anogenitalnih formi (Duncan i sar., 2012), a u
pojedinim slu¢ajevima i periungvalnih i palmoplantarnih (Duncan i sar., 2012; Arlette i
Trotter, 2004). U ekstragenitalnim formama SCCIS, HPV DNK izolovana je kod oko
31% slucajeva, a konkretno HPV tip 16 dokazan je u oko 60% slucajeva periungvalnih i
palmoplantarnih lezija (Arlette i Trotter, 2004; Cox i sar., 2007). Dakle, HPV infekcija
predstavlja znacajan etioloski faktor za razvoj SCCIS u opstoj populaciji, kao i kod
imunosuprimiranih (Arlette 1 Trotter, 2004). Ostali faktori znacajni za razvoj SCCIS su
izlozenost elementarnom arsenu u vodi ili neorganskom arsenu u pojedinim
medikamentima (Arlette 1 Trotter, 2004). Ovi pacijenti uglavnom imaju veci broj lezija i
keratoticne promene na dlanovima i tabanima (Arlette i Trotter, 2004). Jonizujuca
radijacija, termalna oSte¢enja i hroni¢ne dermatoze takode mogu dovesti do razvoja
SCCIS (Arlette 2004; Cox 2007). SCCIS pokazuju veliki stepen ¢elijske proliferacije, sa
40-50% Ki-67 (proliferativni marker) imunohistohemijski pozitivnih keratinocita (Arlette
i Trotter, 2004). Takode, kod SCCIS postoji gubitak adekvatne kontrole ¢elijskog cikusa,
odnosno uocene su posebne karakteristike ekspresije pojedinih proteina koji ucestvuju u
regulaciji ovog cikusa u odnosu na ¢elije normalne koze i invazivne forme SCC.
Ekspresija inhibitora ciklin zavisne kinase (engl. cyclin dependent kinase inhibitors,
CDKI), proteina p21VAFYCP! je  (paradoksalno) veoma izrazena kod SCCIS, kao
fenotipski nediferenciarne lezije, dok invazivne forme SCC ekspresija korelira sa
stepenom diferencijacije (Arlette i Trotter, 2004). P16™** inhibitor CDK4 i CDK6
pokazuje ekspresiju ¢itavom debljinom u 70% SCCIS, a takode je znacajno eksprimovan

i kod invazivnog SCC. UV indukovana pl16 mutacija uocena je kod SCC, tako da je
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abnormanla ekspresija p16 rezultat prekomerne ekspresije mutiranog proteina. Ekspesija
pl6 ima uticaja na progresiju SCC. Malo se zna o ciklin E/CDK2/p27 putu kod kutanih

SCCIS, mada je ekspresija ciklina E smanjena u invazivnim formama tumora.

1.1.2.3. UCESTALOST, UZRAST I POL

Tacna incidencija SCCIS jo§ uvek nije definitivno utvrdena. Prema podacima
studuje radenoj upopulaciji na Havajima, procenjena je na 142 na 100.000 (Reizner i
sar.,1994). U Kanadskoj pokrajini Alberta, za petogodisnji period od 1990.do 2000.
godine prosecna godisnja incidencija iznosila je 22.4 lezije na 100.000 zena 1 27.8 na
100.000 muskaraca (Arlette i Trotter, 2004). Utvrdena incidencija prema studiji radenoj u
Velikoj Britaniji iznosi 15 na 100.000 (Cox i sar., 2007).

SCCIS se moze javiti u bilo kom uzrastu, ali su pacijenti najéesc¢e stariji od 60
godina (Duncan i sar., 2012; Cox i sar., 2007). Veoma retko promene ovog tipa mogu se
naci i kod osoba mladih od 30 godna, npr. kod pacijenata sa transplantiranim organima
(Drake 1 Walling, 2008). Periungvalne promene, kao posebna prezentacija SCCIS, obi¢no
se nalaze kod osoba uzrasta oko 55.godine i najéesée su prisutne 3-5 godina pre
postavljanja dijagnoze (Arlette i Trotter, 2004). Promene na penisu najc¢esce se javljaju
kod osoba u srednjim pedesetim godinama, a uobicajeno je da do postavljanja prave
dijagnoze protekne, u proseku, dve godine (Arlette i Trotter, 2004).

Ucestalost SCCIS u odnosu na pol se procenjuje kao podjednaka kod muskaraca i
kod zena, mada odreden broj sudija pokazuje neznatno vecu ucestalost kod zena (Duncan
isar., 2012; Cox 2007).

Potencijal za razvoj invazivnog SCC iz SCCIS iznosi od 3% (Duncan i sar., 2012;
Arlette 2003; Cox 1 sar., 2007; Shimitzu i sar., 2011; Westers-Attema i sar., 2014, Arlette
i Trotter, 2004) do 5% za kutane promene (Duncan i sar., 2012; Cox 2007; Shimitzu 1
sar., 2011; Wester-Attemai sar., 2014). Ukoliko SCCIS prede u invazivni SCC,
procenjuje se da, priblizno 13% (Duncan i sar., 2012) ili do 1/3 (Westers-Attema i sar.,
2014) ovih karcinoma metastazira, od ¢ega se oko 10% slucajeva zavrsi letalno usled
diseminacije bolesti (Duncan i sar., 2012). Ranije misljenje da pacijenti sa SCCIS imaju
generalno povecan rizik za razvoj maligniteta drugih organa danas se ne smatra
relevantnim (Duncan i sar., 2012; Cox i sar., 2007). U tom kontekstu, nema racionalnog
opravdanja za rutinsku eksploraciju ovih pacijenta u cilju utvrdivanja malignitata drugih

organa (Duncan i sar., 2012; Arlette i Trotter, 2004), osim u slucajevima prethodne
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izlozenosti aresnu (Duncan i sar., 2012). Sa druge strane, pacijenti sa SCCIS imaju veci
rizik za razvoj ne-melanomskih tumora koze (NMSC) (Duncan i sar., 2012; Arlette 1
Trotter, 2004) i priblizno 30-50% ovih pacijenata ima takav tumor uz SCIS ili posle njega
(Duncan 1 sar., 2012; Cox i sar., 2007), najées¢e bazocelularni karcinom (Cox 1 sar.,
2007). Pretpostavka je da pomenuti poveéan rizik predstavlja poledicu sli¢ne etiologije
kod svih NMSC, a to je pre svega UV radijacija (Cox i sar., 2007). Kod zZena sa
promenama u vulvarnoj regiji ili musSkaraca sa perianalnim promenama, postoji povecan
rizik od kancera materice, cerviksa, vagine ili anusa, zbog HPV infekcije kao

potencijalnog etioloSkog faktora (Duncan i sar., 2012).

1.1.24. LOKALIZACIJA

Mada se SCCIS moze pojaviti na bilo kom delu tela, naj¢es¢e se nalazi na
fotoeksponiranim zonama kao sto su glava i vrat (Duncan i sar., 2012; Rigel i sar., 2008;
Westers-Attema i sar., 2014). Osim pomenutih zona promene se Cesto nalaze i na
potkolenicama (Duncan i sar., 2012; Westers-Attema i sar., 2014), narocCito kod zena
(Duncan 1 sar., 2012). Ostala mesta na kojima se mogu pojaviti SCCIS lezije su trup
(Rigeli sar., 2008; Sterry i Stockfelth, 2009) lice, prsti (Sterry i Stockfelth, 2009),
periungvalno (Duncan i sar., 2012), nokatnio leziste (Sterry i Stockfelth, 2009) i pregibne
zone (Duncan i sar., 2012). Prema studiji koja je obuhvatila 3274 pacijenata, lokalizacija
promena bila je neSto drugacija prema polu. Naime, kod zena u 55% slucajeva promenesu
bile lokalizovanena glavi i vratu, 17% na donjim esktremitetima, 17% na gornim
ekstremitetima, a 11% na trupu. Kod muskaraca, pak, distribucija promena je bila na
glavi i vratu u 63% slucajeva, kod 5% na donjim ekstremitetima, 17% na gornjim
ekstremitetima i 15% na trupu (Arlette 1 Trotter, 2004). Prema drugim podacima kod 75%
pacijenata zenskog pola (Cox i sar., 2007) promena je lokalizovan na potkolenicama
(Kossard i Rossen, 1992; Council i Ha, 2002). Kao §to je pomenuto, SCCIS se osim na
kozi moze javiti i na sluzokozi i to oralnoj ili genitalnoj (Duncan i sar., 2012; Kangi sar.,
2014; Sterry 1 Stockfelth, 2009). Gentitalne, promene se najées¢e vidaju naglansu penisa,
vulvi (Sterry i Stockfelth, 2009; Kang i sar., 2014) i perianalnoj regiji (Sterry i Stockfelth,
2009).

22



1.1.2.5. KLINICKA SLIKA

Izgled promena SCCIS razlikuje se prema tome da li se one nalaze na kozi ili na
sluzokozi 1 klinicke karakteristike promena umnogome =zavise od karakteristika
koze/sluzokoZe na kojoj promena nastaje (Arlette i Trotter, 2004). Na koZi, SCCIS moze
nastati de novo ili iz postoje¢e AK (Rigel i sar.,2008). Tipi¢na prezentacija na kozi je u
vidu diskretnog, spororastuceg, jasno ogranic¢enog eritematoznog plaka, iregularnih ivica,
obi¢no sa skvamom ili krastom (Duncan 1 sar., 2012; Sterry i Stockfelth, 2009; Rigel 1
sar., 2008; Arette i Trotter 2004; Cox i sar., 2007). Eritem moze varirati od bledo
ruziCaste, boje lososa do zagasito lividnog tona, a skvama moze biti belicasta, zuc¢kasta
(Arlette 2003), neatherentna ili veoma atherentna (Arlette i Trotter, 2004). Plakovi
vremenom mogu dobiti nodularni ili verukozni izgled (Arlette i Trotter, 2004). Ponekad,
promene mogu imati anularni ili bizarni aspekt sa izgledom centralne involucije (Sterry,
Stockfelth, 2009). Hiperkeratoti¢ne promene su uglavnom sivog ili smedeg tona (Arlette i
Trotter, 2004). Promene su obi¢no asimptomatske, mada mogu biti pracene svrabom
(Arlette i Trotter, 2004; Arlette 2003). Lezije su obi¢no solitarne, ali se kod 10-20%
pacijenata mogu naci i multiple (Duncan i sar., 2012; Cox 1 sar., 2007). Veli¢ina lezije
obi¢no zavisi od njenog trajanja; ponekad dostize 1 nekoliko santimetara u dijametru
(Arlette 1 Trotter, 2004). Retka, ali tipi¢na varijanta SCCIS javlja se na periungvalno i/ili
na nokatnom lezistu (Sterry i1 Stockfelth, 2009). Ove vrste promena su se ranije uglavnom
nalazile kod stomatologa i radiologa zbog profesionalne izlozenosti. U ovom slucaju i
HPV infekcija takode predstavlja etioloski faktor (Sterry i Stockfelth, 2009). SCCIS
indukovani arsenom obi¢no se javljaju u vidu klasi¢ne klinicke prezenatcije, s tim sto su
promene obi¢no multifokalne i pojavljuju se na foto-neeksponiranim zonama trupa (Rigel
i sar., 2008). Promene su obi¢no udruzene sa palmo-platarnom keratozom i gutatnom
hipo- ili hiperpigmentacijom (Rigel i sar., 2008). U rede oblike SCCIS spada i pigmentna
varijanta ovog tumora, koja se nalazi kod manje od 2% slucajeva (Duncan i sar., 2012),
uglavnom kod osoba sa tamnijim tipom koZe i moze li¢iti na melanocitne lezije (Rigel i
sar., 2008). Hiperkeratoti¢na i verukozna forma SCCIS, sa druge strane, mogu klinic¢ki
simulirati virusnu bradavicu (Duncan i sar., 2012; Rigel i sar., 2008).

Klini¢ki, kao §to je delom ve¢ pomenuto, SCCIS moze li¢iti na superficijalni
BCC, dermatitis, psoriazu, lichen planus, AK, benignu lihenoidnu keratozu, amelanoti¢ni
melanoma (Duncan i sar., 2012) i gljivicne infekcije (Arlette 1 Trotter, 2004).

Hiperkeratoti¢ne ili verukozne promene je ponekad teSko razlikovati od virusnih
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bradavica, seboroi¢nih keratoza, dok pigmentni tip nekada predstavlja diferencialno-
dijagnosticki problem u odnosu na melanoma (Duncan i sar., 2012). Osnovna histoloska
karakteristika SCCIS je atipija keratinocita koja se uocava ¢itavom debljinom epiderma
(Kirkham 2008; Sterry i Stockfelth, 2009) uz nepravilnu arhitekturu, poremeceno
sazrevanje cCelija, gubitak polariteta, brojne mitoze ukljucujuéi atipi¢ne forme,
diskeratoticne ¢elije 1 zahvacenosti susedne pilosebacealne jedinice (Kirkham 2008). U
okviru atipije koja se nalazi ¢itavom debljinom epiderma kod SCCIS su ukljucene i
intraepidermalne porcije adneksalnih struktura (Duncan i sar., 2012). Zahvacenost se
proteze od bazalnog do kornealnog sloja (ukljucujuc¢i i njega), s tim Sto bazalna
membrana ostaje intaktna (Duncan i sar., 2008). Karakteristi¢no, prisutne su parakeratoza
i hiperkeratoza, akantoza sa kompletnom dezorganizacijom epidermalne arhitekture.
Mestimi¢no, u epidemu se mogu naci i velike, okrugle, kreatinizovane celije sa
eozinofilnom citoplazmom i hipehromati¢nim nukleusom, kao i multinuklearne celije.
Ove atipicne Celije se mogu videti i u pilosebacealnoj jedinici unutar izvodnih delova
dla¢nog folikula u epidermu, folikularnog infundibuluma i sebacealne Zlezde. Gornji

slojevi derma su obi¢no infiltrovani brojnim hroni¢nim inflamatornim ¢elijama

......

1.1.2.6. HISTOLOSKA SLIKA

Osnovna histoloska karakteristika SCCIS je atipija keratinocita koja se uoc¢ava
¢itavom debljinom epiderma (Kirkham 2008, Sterry 2009) uz nepravilnu arhitekturu,
poremeceno sazrevanje Celija, gubitak polariteta, brojne mitoze ukljucujuéi atipi¢ne
forme, diskeratoti¢ne celije i zahvacenosti susedne pilosebacealne jedinice(Kirkham
2008). U okviru atipije koja se nalazi ¢itavom debljinom epiderma kod SCCIS su
ukljucene i intraepidermalne porcije adneksalnih struktura (Duncan 2012). Zahvaéenost
se proteze od bazalnog do kornealnog sloja (ukljucujuéi i njega), s tim $to bazalna
membrana ostaje intaktna (Duncan 2008). Karakteristicno, prisutne su parakeratoza i
hiperkeratoza, akantoza sa kompletnom dezorganizacijom epidermalne arhitekture.
Mestimi¢no, u epidemu se mogu naci i velike, okrugle, kreatinizovane ¢elije sa
eozinofilnom citoplazmom 1 hipehromati¢nim nukleusom, kao i multinuklearne ¢elije.
Ove atipicne Celije se mogu videti i u pilosebacealnoj jedinici unutar izvodnih delova

dla¢nog folikula u epidermu, folikularnog infundibuluma i sebacealne zlezde. Gornji
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slojevi derma su obi¢no infiltrovani brojnim hroni¢nim inflamatornim ¢elijama

......

1.1.2.7. TERAPIJA BD

Postoje brojni, razli€iti terapijski modaliteti za eradikaciju SCCIS lezija (Duncan i
sar., 2012; Arlette i Trotter, 2004). Naravno, nisu svi vidovi terapije odgovarajuci za sve
vrste SCCIS (Duncan i sar., 2012; Westers-Attema i sar.,2014).Takode, nakon primene
bilo koje terapijske opcije postoji rizik od terapijskog neuspeha i recidiva u oko 5-10%
slucajeva (Westers-Attema i sar., 2014). Pre odluke o adekvanoj terapiji neophodno je
proceniti iskustvo i obucnost lekara (Arlette i Trotter, 2004),veli¢inu i lokalizaciju
promene (Duncan i sar.,, 2012; Arlette 2003, Wester-Attema i sar., 2014) kao i
karakteristike pacijenta (Wester-Attema i sar., 2014) u smislu godiSta i opsteg
zdravstvenog stanja (Duncan i sar., 2012), ali i posledi¢nog kozmetskog efekta (Kang
2014). Kako SCCIS ima prolongiran tok i relativno nizak potencijal za progresiju u
invazivnu formu, moguce je pacijentu predstaviti/ponuditi terapijske opcije (Arlette
2003). Generalno, terapija SCCIS se deli u tri osnovne kategorije (Duncan i sar., 2012):

1. HiruSka i destruktivna terapija

2. Lokalna terapija

3. Nehiruska, ablativna terapija

U prvu grupu sadaju ekscizija, Mohs mikrografska hirurgija, kiretaza sa ili bez
elektrohirurgije, hemijska ablacija trihlorsiréetnom kiselinom i krioterapija tecnim
azotom (Duncan i sar., 2012). U lokalne terapeutike spadaju SFU i 5% imikvimod
(Duncan i sar., 2012). U nehiruske ablativne tehnike spadaju laserska ablacija,
radioterapija i fotodinamicka terapija (Duncan i sar., 2012; Kang 2014).

Ostale terapijske opcije su kombinovani tretmani i to kiretaza i1 krioterapija,
posebno za promene na usnim Skoljkama, krioterapija i SFU (Shimizu i sar., 2011),
imikvimod i1 SFU (Cox i sar.,2007), intraleziona primena interferona alfa 2b i bleomicina;
oralna primena isotretinoina uz subkutanu primenu interferona alfa i/ili SFU za multiple
lezija kod paijenta prethodno izlozenih arsenu, zatim kombinacija bleomicina i
krioterapije, posebno kod pacijenta sa HPV 16 indukovanim SCCIS (Shimizu i sar.,
2011). S obzirom da pacijenti sa transplantiranim organima imaju vec¢i rizik za ponovni
razvoj tumora nakon leenja (Shimizu i sar, 2011) izbor adekvatnog tretmana je veoma

znaCajan.U jednoj studiji ~ kod imunokompromitovanih pacijenta sa hronicnom
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limfocitnom leukemijom uspes$no je primenjivana kombinovana terapija imikvimoda

topikalno sa oralnom primenom sulindaka (Shimizu 1 sar.,2011; Cox 1i sar., 2007).

1.1.3. PLANOCELULARNI KARCINOM KOZE

1.1.3.1. DEFINICIJA

Kutani planocelularni ili skvamocelularni karcinom (engl. squamous cell
carcinoma, SCC) je maligna neoplazma epidermalnih keratinocita koja predstavlja Sirok
spektar promena od lako izlecivih, superficijalno invazivnih kancera do veoma
infiltrovanih tumora koji metastaziraju dovode¢i do smrtnog ishoda (Grossman i Leffel,
2012). Mada moze nastati de novo, SCC ipak, ¢eS¢e nastaje iz prekursorskih lezija, AK
(Stratigos i sar., 2015; Grossman i Leffel, 2012; Kallini i sar., 2015) i SCCIS (Grossman i
Leffel, 2012; Stratigos 1 sar., 2015), koje, kao $to je ve¢ pomenuto, prema pojedinim
autorima zapravo predstavljaju SCC u ranijim evolutivnim fazama (Akerman 1997,
Ackerman i1 Mones, 2006; Duncan i sar., 2012; Rigel i sar., 2008; Wu i sar., 2006,
Salache 2000; Cockerell 2000; Hearphy, Akerman 2000; Werner 1 sar., 2013; Rosen i
Lebwohl, 2013) De novo, SCC obi¢no nastaje na inicijalno ozracenoj kozi (sa ili bez
manifestacija hroni¢nog radiodermatitisa) ili na hroni¢no inflamiranoj kozi (hroni¢ne rane

ili hroni¢ne inflamatorne bolesti) (Stratigos i sar., 2015).

1.13.2. ETIOLOGIJA I PATOGENEZA

Postoje brojni faktori koji mogu dovesti do nastanka SCC, kao i pojedina stecena i
urodena kutana stanja koja predstavljaju predispoziciju za razvoj SCC. Najznacajniji
etioloSki faktor za nastanak SCC predstavlja kumulativha hroni¢na izlozenost UV
zracenju (Breuninger i sar., 2013; Kallini i sar., 2015; Grossman 1 Leffel, 2012; Edge 1
sar., 2010; Stratigos i sar., 2015), narocito kod osoba ¢ija je koza osetljiva na UV zrake
(Breuninger 1 sar., 2013; Stratigos i sar., 2015). Dokazana je linearna korelacija izmedu
SCC incidencije i izlozenosti UV zracima (Grossman i Leffel, 2012), a tumorske promene
se mogu javiti decenijama nakon intenzivnoj izlaganja suncu (Kallini i sar., 2015).

Intenzivna UV radijacija je, ¢ak, znacajnija za nastanak i razvoj SCC u odnosu na pojavu

26



BCC (Grossman i Leffel, 2012), dva naj¢es¢a NMSC (Kallini 1 sar., 2015). U tom
smislu, u faktore rizika za razvoj SCC spadaju svetliji tip koze (Kallini i sar., 2015;
Breuninger i sar., 2013; Edge 2010, Grossman i Leffel, 2012) -Fitzpatrik tip I i II (Kallini
i sar., 2015), starija zivotna dob (Breuninger i sar., 2013; Edge i sar., 2010; Grossman i
Leffel, 2012; Stratigos i sar., 2015), prisustvo AK (Breuninger i sar., 2013), zanimanja na
otvorenom (Stratigos i sar., 2015; Kallini i1 sar., 2015) (poljoprivrednici, gradevinski
radnici) (Kallini i sar., 2015), od Cega se, ipak, najznacajnijim faktorom rizika smatra
prisustvo AK (Breuninger i sar., 2013; Grossman i Leffel, 2012) i SCCIS (Grossmani
kutani kancer i1 kod afro-americke populacije (Kallini i sar., 2015), ali se kod njih se
obi¢no javlja na foto-neeksponiranim zonama (Kallini i sar., 2015). Takode, i vestacki
izvori UV zraenja kao to je PUVA terapija i solarijumi imaju znacaj u patogenezi SCC
(Stratigos 1 sar., 2015). Kao dokaz da je UV zrafenje znacajno u nastanku SCC je i
Cinjenica da postoji direktna korelacija PUVA terapije i incidencije SCC, zbog
mutagenog ali i opSte imuno-supresivnog efekta ovog terapijskog modalieta (Kallini 1
sar., 2015).

Pored maligne transformacija usled UV ekspozicije i drugi faktori imaju ulogu u nastanku
ove vrste tumora, a to su hroni¢ne infekcije (posebno ukoliko su udruzene sa dreniraju¢im
sinusima kao §to je perianalna pioderma, osteomijelitis, lupus vulgaris, lepra (Grossman i
Leffel, 2012), zatim hroni¢ne ulceracija na nogama (Grossman i Leffel, 2012; Rigel i sar.,
2008; Stratigos i sar., 2015), opekotine (Grossman i Leffel, 2012; Breuninger i sar.,
2013; Stratigos i sar., 2015), oziljci (Grossman 1 Leffel, 2012; Rigel i sar., 2008;
Breuninger 1 sar., 2013; Stratigos i sar., 2015), lihenoidne i bulozne dermatoze
(Breuninger 1 sar., 2015), diskoidni lupus, oralna forma lichen planus-a, morfea, lichen
sclerosus, pilonidalni sinus, acne conglobata, hidradenitis suppurativa, benigni familijarni
pemfigus (Haily-Haily disease), disekantni folikulitis u kapilicijumu, necrobiosis
lipoidica (Grossman i Leffel, 2012) i izlozenost HPV tipa 16, 18 i 31 (Kallini i sar.,
2015). SCC je ceS¢e uoen i na transplantiranoj kozi, epidermalnim, dentalnim i
dermoidim cistama (Grossman i Leffel, 2012). Izlozenost arsenu (Breuninger i sar., 2013;
Grossman 1 Leffel, 2012; Stratigos 1 sar.,, 2015), aromati¢nim/policiklicnim
ugljovodonicima (Grossman i Leffel, 2012), insekticidima, herbicidima (Grossman i
Leffel, 2012) takode moZe pokrenuti malignu transformaciju (Breuninger i sar., 2013).
Imunosupresivna stanja kao §to je jatrogena imunosupresija nakon transplantacije organa

(Breuninger 1 sar., 2013; Kallini i sar., 2015; Edge 1 sar., 2010; Stratigos i sar., 2015) ili
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imunosupresija u malignim bolestima (Breuninger i sar., 2013; Grossman i Leffel, 2012;
Stratigos 1 sar., 2015), nakon hemioterapije, posebno kod pacijenata sa leukemijom i
limfomima (Edge i sar.,, 2010; Stratigos 1 sar., 2015), usled terapije klasicnim
inunosupresivima ili bioloskim agensima (Stratigos 1 sar., 2015) kao i u infekciji virusom
humane imunodeficijencije(HIV) (Breuninger i sar., 2013; Grossman i Leffel, 2012)
takode predstavljaju povecéan rizik za razvoj SCC 1 predispoziciju za nepovoljniji tok
bolesti (Breuninger i sar., 2013). Genetski sindromi kao Sto su okulokutani albinizam
(Breuninger 1 sar., 2013; Kallini i sar., 2015; Grossman i Leffel, 2012; Stratigos i sar.,
2015), xeroderma pigmentosum (Breuninger 1 sar., 2013; Kallini i sar., 2015; Grossman i
Leffel, 2015; Stratigos i sar., 2015) retko autozomalno-recesivno oboljenje (Kallini i sar.,
2015) kod koga postoji redukovana sposobnost za popravku DNA oStecenja (Kallini i
sar., 2015; Grossman i Leffel, 2012; Stratigosi sar., 2015) uzrokovanim suncevim
zracenjem (Kallini i sar., 2015), Muir-Torre sindrom i hereditarne forme epidermolysis
bullosa (Breuninger i sar., 2013; Stratigos 1 sar., 2015) takode spadaju u faktore rizika za
SCC. Pojava SCC opisivana je i kod supeficijalne aktini¢ne, palmarne i plantarne
diseminovane forme porokeratoze (Grossman i Leffel, 2012) i epidermodysplasia
verruciformis, oboljenja sa naslednim defektom u protekciji od specificnih tipova HPV
(Stratigos 1 sar., 2015). Pacijenti sa dijagnostikovanim SCC imaju 44-50% kumulativni
rizik za nastanak drugog NMSC (18-30% rizik od SCC) tokom nardenih 3-5 godina
(Grossman 1 Leffel, 2012). Kod ovih pacijenata postoji i povecan rizik od ekstrakutanih
kancera (Hemminki i Dong, 2000).

Razvoj SCC odvija se viSestepenim procesom maligne transformacije koji
pocinje nastankom klona mutiranih ¢éelija u epidermu, sa posledi¢nim stvaranjem
fokalnih zona u kojima se nalazi gubitak normalne arhitekture i celularna atipija koja
rezultira fokalnim poremecajem keratinizacije (Stratigos 1 sar., 2015). U najve¢em
broju slu€ajeva, razvoj SCC iz normalnih keratinocita po¢inje mutacijama na ¢elijskoj
DNK i posledicnom genskom nestabilnoS¢u. Alteracija u genskoj ekspresiji dovodi do
gubitka kontrole rasta celija, penetracije bazalne membrane i, konacno, invazije u
okolno tkivo. Tokom razvoja SCC, keratinociti postaju rezistentni na apoptozu
(programirana c¢elijska smrt) i imunski odgovor (Grossman i Leffel, 2012). Najvaznija
mutacija je na tumor supresormom genu p53 (Stratigos i1 sar., 2015). Osim toga
utvrdeni su i1 poremecaji ekspresije ciklina D1, humane telomerazne reverzne
transkriptaze 1 pl6 (Grossman i Leffel, 2012). Za apoptozu keratinocita koji su

pretrpeli UV radijaciju neophodna je adekvatna funkcija p53 tumuor supresornog gena,
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jer predstavlja kljuéni mehanizam protiv nastanka i razvoja malignih ¢elija, uklanjajuci
premaligne celije koje nose mutaciju. Kod keratinocita, UV radijacija pozitivho
reguliSe p53, Sto dovodi do kasnjenja u progresiji Celijskog ciklusa dok se DNK
oSteCenje ne popravi, ili omogucava apoptozu, a na taj nacin i eliminaciju ¢elije kod
kojih nije moguca ispravka (Grossman i Leffel, 2012). E6 protein, koji je kodiran
onkogenim HPV, vezuje se za p53 dovode¢i do njegove brze degradacije, Sto
onemogucava pS53-apoptoticki put. To je osnovni mehanizam kojim HPV indukuju

nastanak SCC (Grossman i Leffel, 2012).

1.1.3.3. UCESTALOST, UZRAST I POL

SCC pripada grupi NMSC u okviru koje, zajedno sa BCC (Grossman i Leffel,
2012), spada u najceS¢e malignitete bele populacije (Stratigos i sar., 2015; Grossman i
Leffel, 2012). SCC predstavlja drugi po ucestalosti kutani kancer (Stratigos i sar., 2015;
Kallini i sar.,2015; Breuninger i sar., 2013) posle BCC (Kallini i sar., 2015) i ¢ini 20%
svih kutanih maligniteta (Stratigos i sar., 2015). Uoceno je da se broj novoobolelih od
SCC rapidno povecava medu belom populacijom (Breuninger i sar., 2013). Tacna
incidencija SCC, ipak, nije utvrdena jer se u vecini drzavnih registara za rak, ova dva
NMSC obi¢no ne beleze posebno (Grossman i Leffel, 2012). Iako epidemioloski podaci
nisu u potpunosti precizni, utvrdeno je sa se incidencija SCC poslednjih 30 godina
povecala za 50-200% (Stratigos i sar, 2015). Generalno je prihvaéeno da se godiSnje
dijagnostikuje oko 200.000 SCC slucajeva u SAD (Grossman i Leffel, 2012). Prema
podacima nacionalne baze podataka, takode u SAD, 2006.godine registrovano je 2.2
miliona pacijenata leCenih od NMSK, od toga oko 600.000 sluc¢ajeva SCC (Stratigos 1
sar., 2015). Prema podacima novije studije u SAD, procenjeno je da 3900 do 9000 osoba
godisnje umire od SCC (Karia i sar., 2013). Incidencija SCC varira u odnosu na
geografsku Sirinu i oStecenje ozonskog omotaca (Edge i sar., 2010), povecava se sa
smanjenjem geografske Sirine (Stratigos 1 sar., 2015), pa najvecu incidenciju imaju
Australija (Edge i sar., 2010; Stratigos i sar., 2015) i Novi Zeland (Edge i sar., 2010).
Prema podacima 19 studija u Evropi, incidencija kutanog SCC medu belom populaciom
varira, sa najvisom u Svajcarskoj (28.9 na 100.000 godisnje), a najnizom u Hrvatskoj (8.9
na 100.000), uz zaklju€ak da se incidencija ipak viSe razlikuje zbog sveobuhvatnosti i

preciznosti evidencije slucajeva, nego fenotipske varijabilnosti (Xiang 2014; Stratigos i
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sar., 2015). Prema izveStaju Nemackog federalnog kancer registra, u sadaSnjem trenutku
zivotni rizik od SCC medu belom populacijom iznosi oko 15%, skoro duplo vise nego
dve decenije ranije. Ovakvi podaci posledica su drugacijeg zivotnog stila u kome se vise
vremena provodi na otvorenom, promena u stilu odevanja u kome je ve¢i deo koze
izlozen suncu, smanjenja ozonskg omotaca, ali i generalno duzeg zivotnog veka ljudi
(Grossman 1 Leffel, 2012). Bez obzira na povecanu incidenciju SCC, moralitet od SCC
se, za isti period, smanjio za 20%, usled boljeg saznanja o prirodi tumora ali i
agresivnijim oblicima lecenja visoko rizi¢nih lezija (Grossman i Leffel, 2012).

lIako se smatra malignom neoplazmom sa relativno niskim metastatskim
potencijalom, za razliku od BCC, SCC ipak nosi odredeni rizik od metastaziranja
(Grossman 1 Leffel, 2012), inicijalno u regionalne limfne noduse, a potom u udaljene
organe (Stratigos i sar., 2015) i zato je uzrok vecéine smrtnih sluajeva od NMSC
(Grossman i Leffel, 2012; Edge i sar., 2010). Procenat metastaziranja procenjuje se na 2-
5% godisnje, ali se ovi podaci uzimaju sa odredenom rezervom (Stratigos i sar., 2015).
Uprkos niskom stepenu udaljenih metastaza njihova pojava je udruzena sa loSom
prognozom i prezivljavanjem manje od 2 godine (Stratigos i sar., 2015). Metastatski
potencijal SCC je reletivno nizak, posebno UV indukovane forme (Rigel i sar., 2008;
Grossman i Leffel, 2012). Oko 5% pacijenata sa SCC ima udaljene metastaze, koje
obi¢no nastaju limfogeno (Breuninger i sar., 2013; Grossman i Leffel, 2012). Incidencija
metastaza takode raste sa veli¢inom tumora i stepenom imunosupresije (Rigel i sar., 2008;
Grossman 1 Leffel, 2012). Metastatski potencijal se povecava na 9.2% tumore 2-5cm i
14.3% za one vece od Scm (Grossman i Leffel, 2012). Takode, tumori manje od 4mm
duboki, gradirani kao Clark I-III, imaju limitiran metastatski potencijal, dok polovima
tumora dubine preko 4mm i Clark novoa IV I V moze metastazirati (Grossman i Leffel,
2012). Prema podacima jedne studije 23% pacijenata sa metastastkim SCC je bilo
imunosuprimirano iz nekog razloga (Dinegard i sar.,1990; Grossman i Leffel, 2012).
Lezije na mestima oziljka ili inflamacije takode su viSe sklone metastaziranju (Rigel i
sar., 2008). Takode, promene sa pojedinih lokalizacija (usna i uvo), imaju nesto veci rizik
za pojavu metastaza (Rigel i sar., 2008; Grossman i Leffel, 2012). Stepen diferencijacije
tumora, takode, korelira sa procentom recidiviranja i metastaziranja. LoSije diferentovani
SCC (Broders gradus 3 i 4) imaju procenat recidiva 28.6%, metastaziranja 32.8% u
odnosu na dobro diferentovane SCC, sa procentom recidiva 13.6% i metastaziranja 9.2%

(Grossman i Leffel, 2012).
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SCC obic¢no nastaje u poodmaklom Zivotnom dobu (Kallini i sar., 2015; Stratigos
i sar., 2015; Grossman 1 Leffel, 2012, Breuninger i sar.,2013), a znacajno povecanje
incidencije ovog tumora belezi se nakon 40te godine Zivota (Grossman i Leffel, 2012). U
SAD, SCC se najcecSe javlja sredinom Seste dekade (Kallini i sar., 2015), u Nemackoj
oko 70. godine (Breuninger i sar., 2013). U drugim svetskim regionima kao §to su
Australija, Novi Zeland, Florida i Kalifornija, SCC se javlja u ranijoj Zivotnoj dobi, cak i
kod osoba mladih od 20-30 godina (Kallini i sar., 2015). Kod pacijenta sa oboljenjem
Xeroderma pigmentosum, SCC obi¢no nastaje u znacajno ranijem zivotnom dobu, obi¢no
oko 8. godine, a pacijenti preko 20 godina zivota imaju preko 1000 puta veci rizik za
razvoj SCC (Kallini i sar., 2015). Kod pacijenata sa transplantiranim organima incidencija
SCC je osamnaestostruko povecana tokom perioda od 20 godina i ovi pacijenti, iz raznih
razloga, razviju SCC u oko 70% slucajeva (Kallini i sar., 2015), najces¢e 3-7 godina
nakon imunosupresivne terapije kortikosteroidima, azatioprinom 1 ciklosporinom
(Grossman i Leffel, 2012). Kod ovih pacijenta rizik za nastajanje SCC povecan je za 65-
250 puta u odnosu na opstu populaciju (Stratigos i sar.,2015).

1.134. LOKALIZACIJA

Lokalizacija SCC lezija se donekle razlikuje kod osoba svetle ili tamne koze. Kod
belaca, promene se u 90% slucajeva nalaze na foroeksponiranim zonama (Grossman i
Leffel, 2012; Kallini i sar., 2015; Edge i sar., 2010; Rigel i sar., 2008; Stratigos i sar.,
2015) i to na glavi, vratu (Kallini 1 sar., 2015; Brauninger i sar., 2013; Grossman i Leffel,
2012; Edge i sar., 2012; Stratigos i sar., 2015) u oko 55% (Kallini i sar., 2015), zatim na
dorzumima Saka (Grossman 1 Leffel, 2012; Kallini i sar., 2015; Stratigos i sar., 2015) 1
podlakticama (Kallini i sar., 2015; Stratigos i sar., 2015) u 18% slucajeva (Kallini i sar.,
2015). Pomenute lokalizacije se odnose na muskarce i Zene, mada se kod zena promene
Cesto nalaze i na nogama (Kallini i sar., 2015; Grossman i Leffel, 2012) i to u oko 13%
sluc¢ajeva (Kallini i sar., 2015). Ostale lokalizacije podrazumevaju ramena i leda (4%),
gornje ekstreitete (3%) 1 druge zone (7%) (Kallini 1 sar., 2005). Kutani SCC se cesto
nalazi i na o¢nim kapcima (Edge 1 sar., 2010) 1 u$nim Skoljkama (Stratigos i sar., 2015).
Kod osoba sa tamijim tipom koze SCC se javlja podjednako i na fotoeskponiranim i

fotoneeksponiranim zonama (Gossman i Leffel 2012).
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1.1.3.5. KLINICKA SLIKA

Tipi¢na prezentacija SCC je u vidu solitarne lezije (Grossman i Leffel, 2012;
Rigel i sar.,2008) nastale iz prekusornih promena (Grossman i Leffel, 2012), AK, BD i
EQ (Breuninger i sar., 2013), rede de novo (Breuninger i sar.,2013), osim kod
imunosuprimiranih osoba kod kojih se mogu javiti brojne, eruptivne promene (Grossman
i Leffel, 2012). Klinicki izgled kutanog SCC moze biti raznolik (Grossman i Leffel, 2012,
Breuninger i sar., 2013, Kallini i sar., 2015) i zavisi, pre svega, od lokalizacije (Kallini i
sar., 2015). Najcesca klinicka prezentacija SCC je u vidu ¢vrste papule (Grossman i
Leffel, 2012; Rigel i sar., 2008; Kallini i sar., 2015) ili plaka (Kallini i sar., 2015;
Breuninger i sar., 2013; Grossman i Leffel, 2012) eritematoznih ili boje koze, rede
pigmentovanih (Grossman i Leffel, 2012), Cesto povrSine prekrivene krastom (Breuninger
i sar., 2013) ili ulcerisane (Breuninger i sar.,. 2013; Rigel i sar., 2008; Stratigos i sar.,
2015).Takode, promena moze biti inicijalno samo u vidu ulceracije (Grossman i Leffel,
2012; Breuninger i sar., 2013; Stratigos i sar., 2015; Kallini 1 sar., 2015), ravnih ili
uzdignutih ivica (Breuninger 1 sar., 2013; Stratigos 1 sar., 2015), bez tendencije
zarastanja (Kallini i sar., 2015), rede nodusa (Grossman i Leffel, 2012; Rigel i sar., 2008)
glatke povrsine ili u formi koznog roga (Grossman i Leffel, 2012). Kada nastaje de novo,
keratoticna faza obi¢no nedostaje 1 tada se SCC kliniki manifestuje u vidu
asimptomatskog plaka manjih dimenzija ili nodusa koji se vremenom uvecava, nekada i
ulceriSe (Stratigos 1 sar., 2015).Tumor, dakle, moze imati endofitnu ili egzofitnu
(invazivnu) komponentu (Rigel i sar.,2008). Granica ¢esto moze biti nejasna u odnosu na
okolnu kozu. Sa uvecanjem, promena obicno postaje ¢vrS¢a i uzdignuta. Progresivna
tumorska invazija na kraju rezultira fiksacijom za dublja tkiva i promena postaje
palpatorno nepokretna (Grossman i Leffel, 2012). Ukoliko nastaje na mestu prethodne
opekotine ili oziljka razli¢ite etiologije naziva se Marjolin ulkus i obi¢no se nalazi na
donjim ekstremitetima (Kallini i sar., 2015). Ova forma SCC ima agresivnu prirodu,
sklonost lokalnom recidivu i metastazama u limfne noduse (Kallini i sar., 2015).

Kada se javlja na usnama SCC se obi¢no nalazi na donjoj (Kallini i sar., 2015;
Grossman i Leffel, 2012) i to ¢eS¢e kod muskaraca, uzrasta prose¢no 53 godine (Kallini i
sar., 2015). Obi¢no pocinje kao papula (Kallini i sar., 2015; Grossman i Leffel, 2012),
hrapave povrSine (Grossman i Leffel, 2012) ili plak (Kallini i sar., 2015) na kojima se
javljaju fissure i koji, vremenom, moze postati erodovan ili ulcerisati (Kallini i sar.,

2015). Genitalne promene (na vulvi, penisu ili perianalno) indukovane su HPV i najcesce
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se manifestuju u vidu promena verukozne povrsine, koja se uvecava, a dimenzije mogu
biti varijabilne (od manje od 1cm do vise od Scm) (Kallini i sar., 2015). Takode, promene
koje klinicki imaju aspekt veruke, ali su rezistente na terapiju najcece su zapravo SCC
(Kallini i sar., 2015).

Na kraju, na Kklinicki izgled ili karakteristike SCC znaajno utice stepen
diferencijacije tumora. Dobro diferentovani tumori obi¢no imaju karakteristike
zadebljalih, papula ili plakova sa skvamom. Sa druge strane, slabo diferentovani SCC
najc¢es¢e su mekane konzitencije, bez skvame, erodovani ili ulcerisani, uz posledi¢nu
hemoragiju (Kallini i sar., 2015).

Cesto je diferenciranje izmedu rano invazivnog SCC i hiperkeratoti¢ne AK veoma
teSko i skoro nemoguce samo na osnovu klini¢kog izgleda. U tim slulajevima neophodna
je biopsija i hitopatoloSka verifikacija, narucito kod pacijenata sa pove¢anim rizikom za
nastanak metastaza (Brauninger i sar., 2013). U diferencijalnoj dijagnozi, u obzir dolaze
promene koje mogu klinicki li¢iti na AK (BD, ravna i iritirana SK, superficijalni BCC,
veruka plana, benigna lihenoidna keratoza, psoriaza, seboroi¢ni dermatitis, hroni¢ni
kutani lupus, porokeratoza, verruca vulgaris, lentigo maligna, solarni lentigo), zatim
promene koje mogu li¢iti na SCCIS (AK, amelanoti¢ni melanom, condyloma acuninatum,
numularni ekcem (Kallini i sar., 2015). Pigmentni SCC moze imitirati melanom, a
ulcerativne lezije mogu li¢iti na traumu, BCC, herpes virus infekcije (Grossman i Leffel,

2012).

1.1.3.6. HISTOLOSKA SLIKA

Sumnja na SCC se inicijalno bazira na klinickom nalazu (Stratigos i sar., 2015),
ali se definitivna dijagnoza kutanog SCC potvrduje biopsijom lezije i histopatoloskom
analizom (Kallini i sar., 2015; Brauninge ri sar., 2013), koja je znacajna u odredivanju
prognostickih parametara (Stratigos i sar., 2015). Uzorak za biopsiju moZze biti u vidu
incizione biopsije ili terapijske ekscizije (Brauninger i sar., 2013). Osnovna histoloska
karakteristika SCC je prisustvo atipi¢nih keratinocita ispod bazalne membrane, u dermu
ili dublje (Grossman i sar., 2012; Brauninger i sar., 2013). Donja ivica moze Siroko
invadirati derm ili moze biti u vidu pojedinacnih fokusa mikroinvazije. Atipicne
skvamozne celije karakteriSe prisustvo povecanog broja mitoza, atipi¢ne mitotske figure,

nuklearna hiperhromazija i gubitak intercelularnih mostova. Skvamozna diferencijacija se
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histoloSki uocava kao fokusi keratinizacije u koncentri¢nim krugovima skvamoznih ¢elija
koji se nazivaju keratinske perle (Brauninger i sar., 2013). Gubitak diferencijacije
udruZzen je sa smanjenom produkcijom keratina (Grossman i Leffel, 2012). Sa druge
strane, prisustvo oziljka moze indikovati rekurentnu bolest ili agresivniji SCC udruzen sa
oziljkom.

Histolosko gradiranje SCC bazira se na stepenu celijske diferencijacije. Tumori
manjeg gradusa su uglavnom sacinjeni od uniformnih C¢elija koje podseaju na
diferencirane (zrele) keratinocite, sa intercelularnim mostovima i produkcijom keratina.
Sa druge strane, SCC veceg gradusa karakteriSu atipi¢ne celije, gubitak interéeljiskih
mostova i minimalna ili u potpunosti odsutna produkcija keratina, kao i manje jasna
razlika izmedu malignih ¢elija i susedne strome (Grossman i Leffel, 2012). Formalnu
gradirajuéu Semu prema keratinocitnoj diferencijaciji ustanovio je Broders jo$
1932.godine (Broders 1932) i ona je i danas aktuelna. Prema tome, tumori su gradirani na
skali od 1 do 4 prema procentu nediferentovanih ¢elija (Gossman i Leffel, 2012). Gradus
I podrazumava dobro diferentovane tumore, kod kojih je 75-100% skvamoznih celija
diferentvano. Gradus II podrazumeva srednje diferentovane tumore, sa 50-75%
diferentovanih ¢elija. Gradus III ¢ine slabije diferentovani tumori, kod kojih je 25-50%
¢elija diferentovano. Gradus IV su anaplasti¢ni tumori sa manje od 25% diferentovanih
¢elija (Kallini i sar., 2015). U praksi se ¢eS¢e koristi podela na dobro, srednje i slabo
diferentovane SCC koja pored obima keratinizacije razmatra i prisustvo citoloske atipije i
mitoza (Calonjei sar.,2011).

Postoji nekoliko histoloskih podtipova SCC. Kod akantoloti¢kog tipa (Stratigos i
sar., 2015, Breuningeri sar., 2013, Grossman i Leffel, 2012) postoji akantoliza
keratinocita koja stvara pseudozlezdane strukture (Stratigos i sar., 2015; Grossman i
Leffel, 2012). Ova varijanta ¢ini 2-4% svih SCC i ima ve¢i metastatski rizik u odnosu na
uobicajene forme SCC (Stratigos i sar., 2015). Kod svetlo€elijskog SCC, keratinociti
deluju prozra¢no zbog hidropsnog citoplazmatskog otoka (Grossman i Leffel, 2012).
Vretenastoéelijski SCC (Breuninger i sar., 2013; Grossman i Leffel, 2012, Stratigos 1
sar., 2015) je relativno retka forma koja se obi¢no vida na fotoeksponiranim regijama kod
starijih pacijenata (Stratigos i sar., 2015) i agresivnog je ponaSanja (Stratigos i sar., 2015,
Breuninger 1 sar., 2013), a karakteriSu ga atipi¢ne celije vretenastog oblika. Kod
verukoznog karcinoma (Breuningeri sar., 2013, Grossman i Leffel, 2012, Stratigos i sar.,
2015), koji je dobro diferentovan (Stratigos i sar., 2015) sa lokalno invazivnim rastom ali

malim metastatskim potencijalom (Stratigos i sar., 2015), superficijalna komponenta lici
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na virusnu bradavicu sa papilomatozom, dok se dublji delovi protezu u derm i dublje
structure (Grosman i Leffel, 2012). Kod keratoakantoma se nalaze keratinom ispunjeni
krateri (Grossman i Leffel, 2012), a uz donju ivicu gust limfocitni infiltrat odgovoran za
spontanu regresiju u najve¢em broju slucajeva.

Tumori koji imaju znacajniji stepen recidiva i metastaziranja nazivamo SCC
visokog rizika (engl. high risk SCC). Karakteristike prema kojima se odreduje rizik SCC
su:

1. Dijametar tumora (ve¢i od 2cm) (Edge i sar., 2010; Grossman i Leffel, 2012)

2. Dubina invazije viSe od 2mm (Edge i sar., 2010), i invazija retikularnog derma 1

potkoznog masnog tkiva (Grossman i Leffel, 2012; Edge i sar., 2010)

3. Tumorska invazija kosti (Grossman i Leffel, 2012; Edge i sar., 2010), misica

(Grossman i Leffel, 2012), nerva (Grossman i Leffel 2012; Edge i sar., 2010)

4. Lokalizacija na usni ili u$noj Skoljci (Grossman i Leffel, 2012; Edge i sar.,

2010)

5. Tumor na terenu oziljka (Edge i sar., 2010)

6. Diferentovanost tumora (Edge i sar., 2010) 1 Broders gradus 3 ili 4 (Grossman i

Leffel, 2012)

7. Mitotski indeks (Kallini i sar.,2015)

8. Imunosuresija (Grossman i Leffel, 2012; Edge i sar.,2010)

9. Odsustvo inflamatornog infiltrata (Grossman i Leffel, 2012)

Dijagnoza SCC se, kao S§to je pomenuto, uvek postavlja biopsijom i
histopatoloskim pregledom. Svaka perzistentna lezija koja se uvecava ili ne zarasta,
posebno ukoliko se nalazi na fotoeksponiranim regijama zahteva biopsiju. Vazno je da se
biopsijom obezbedi dovoljno duboko tkivo kako bi se mogla napraviti razlika izmedu in
situ 1 invazivne forme SCC. Ako su lezije ravne (engl. flat) ili minimalno iznad nivoa
koze (manje od Imm), moguéa je povrSna (shave) biopsija, sa minimalnom post
biosionom ranom i oziljkom. Za elevirane lezije, koristi se tzv. “busSe¢a” tehnika (engl.
punch technique) ili dublja shave ekscizija. S obzirom da kod keratoakantoma dijagnoza
umnogome zavisi od kompletne arhitekture, preporucuje se eksciziona biopsija ili
inciziona elipsa koja prolazi kroz ¢itavu leziju (Grossman i Leffel, 2012).

Kod prosirenije forme bolesti, pored histopatoloske analize neophodne su i
dodatne dijagnosticke procedure. U slucaju zahvacenosti limfnih nodusa (u kom slucaju
su mogudi recidivi bolesti, a mortalitet je znacajno povecan) neophodan je ultrazvuéni

pregled, posebno kod tumora visokog rizika (Stratigos i sar., 2015). U slucaju klinicke

35



sumnje neophodna je histoloska potvrda i to punkcionom biopsijom ili otvorenom
biopsijom limfnog nodusa (Stratigos i sar., 2015). Kod ve¢ih, infiltrativnih tumora sa
znacima zahvacenosti dubljih struktura potrebne su dodante dijagnosticke procedure, kao
Sto je kompjuterizovana tomografija (engl. computerized, computed tomography, CT) ili
magnetna rezonanca (engl. magnetic resonance imaging, MRI) za preciznu procenu

prosirenosti tumora, kao i eventulanih (udaljenih) metastaza (Stratigos i sar., 2015).

Odredivanje stadijuma SCC

Trenutni klasifikacioni sistemi obuhvataju TNM sistem UICC (Union for
International Cancer Control) iz 2009.godine (Tabela 1) (Sobin i sar., 2009) i AJCC
(American Joint Committee on Cancer) iz 2010. godine (Tabela 2) (Edge i sar., 2010).
Obe Kklasifikacije podrazumevaju odredivanje stadijuma prema karakteristikama
primarnog tumora i prisustvi zahvacéenosti regionalnih limfnih nodusa i udaljenih mesta

(metastaza).

Tabela 1. UICC TNM Kklasifikacija (Union for International Cancer Control)

UICC TNM Klasifikacija

T Kklasifikacija
T1 | Tumori manje i jednako 2cm najveée horizontalne
Sirine

T2 | Tumori veéi od 2cm najvece horizontalne Sirine

T3 | Duboka infiltracija (skeletni misi¢i, hrskavica, kost)
T4 | Infiltracija baze lobanje i vertebralnih prsljenova
(column)

N Kklasifikacija

Nx | Regionalni limfni nodusi ne mogu biti evaluirani

No | Bez merastaza u regionalnim limfnim nodusima

N1 | Metastaza u solitarnom limfnom nodusu, najvecag
dijametra vise od 3cm

N2 | Metastaze u solitarnom limfnom nodusu, najveceg
dijametra manje i jednako 3cm do maksimalno 6cm
Multiple metastaze u linfnim nodusima, sve
maksimalnog dijametra manje i jednako 6cm

N3 | Metastaze u limfnim nodusima dijametra veceg od
6cm

M Klasifikacija

Mo | Bez udaljenih metastaza

M1 | Udeljene metastaze
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Tabela 2. AJCC TNM Kklasifikacija (American Joint Committee on Cancer)

AJCC TNM Klasifikacija

T Kklasifikacija

TX | Primarni tumor se ne moZze oceniti

TO | Nema dokaza o primarnom tumoru

Tis | Karcinom in situ

T1 | Tumori manje i jednako 2cm najvece horizontalne Sirine
+0-1 karakteristike visokog rizika*

T2 | Tumori manje i jednako 2cm najvece horizontalne Sirine
+2-5 karakteristike visokog rizika

T3 | Infiltracija facijalnih i kranijalnih kostiju'

T4 | Infiltracija skaletnih kostiju ili baze lobanje

N klasifikacija

Nx | Regionalni limfni nodusi ne mogu biti evaluirani

No | Bez metastaza u regionalnim limfnim nodusima

N1 | Metastaza u solitarnom, ipsilateralnom limfnom nodusu,
najvecag dijametra manje i jednako 3cm

N2a | Metastaze u solitarnom, istostranom linfnom nodusu,
najveceg dijametra vise od 3cm do maksimalno 6cm
Multiple metastaze u limfnim nodusima, sve maksimalnog
dijametra manje i jednako 6cm

N2b | Multiple metastaze u istostranim limfnim nodusima, sve
maksimalnog dijametra manje i jednako 6cm

N2c | Multiple metastaze u istostranim ili kontraleteralnim
limfnim nodusima, sve maksimalnog dijametra manje i
jednako 6cm

N3 | Metastaze u limfnim nodusima dijametra ve¢eg od 6cm

M klasifikacija

Mo | Bez udaljenih metastaza

M1 | Udeljene metastaze

*Karakteristike visokog rizika podrazumevaju: manje od 2 mm histoloske debljine
tumora, manje i jednako novo invazijhe u retikularnom dermu, perineuralna invazija,
perioralni region, uvo, slabo diferentovani ili nediferentovani tumori
'Infiltracija misic¢a i hrskavica nije klasifikovana
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Histolosko merenje vertikalnog rasta tumora predstavlja dodatni parametar u

klasifikaciji koji omoguc¢ava bolju procenu rizika od metastaziranja (Tabela 3).

Tabela 3. Klasifikacija prema vertikalnom rastu tumora

Stepen rizika Karakteristike tumora Procenat
metastaziranja
Bez rizika (T1) Vertikalna debljina  manje 1| 0%

jednako 2mm
Niskog rizika (T2) Vertikalna debljina 2.01-6mm 4%

Visokog rizika (T3) | Vertikalna debljina vise od 6 mm | 16%

Povecan rizik od metastaza za T2 i T3: imunosupresija, lokalizacija na usnoj Skoljci,
dediferencijacija i dezmopalsti¢ni tip tumora

Konacno, prema TNM Kklasifikaciji formirana je podela na klini¢ke stadijume

bolesti (Tabela 4).

Tabela 4. TNM klasifikacija i klini¢ki stadijum bolesti

Klinic¢ki T N M
stadijum
Stadujum O Tis | NO MO
Stadijum | Tl NO MO
Stadijum II T2 | NO MO
Stadijum III T3 | NO MO
Tl | NI MO
T2 | NI MO
T3 | NI MO
Stadijum IV Tl N2 MO
T2 | N2 MO
T3 | N2 MO
Sva | N3 MO
kiT
T4 | SvakiN | MO
Sva | SvakiN | Ml
kiT
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1.1.3.7. TERAPIJA SCC

Postoje razli€iti terapijski modaliteti u terapiji SCC, a odluka o izboru terapijske
opcije zavisi od procene rizika recidiva tumora i metastaziranja (Grossman i Leffel,
2012). Osnovni cilj primarnog lecenja SCC je odstranjenje tumora u potpunosti uz
oCuvanje funkcije i prihvatljiv estestki efekat (Stratigos i sar., 2015).Terapija SCC se
moze se podeliti u pet grupa (Grossman i Leffel, 2012):

1. Neekscizione ablativne tehnike

2. Mohs mikrografska hirurgija (engl. Mohs micrographic surgery)

3. Konvencijalna hiruSka ekscizija

4. Lokalna terapija

5. Radioterapija

Primarni tretman ili terapija prvog izbora SCC je kompletna hiruska ekcizija, sa
histopatoloSkom proverom ekscizionih margina (Stratigos i sar., 2015). Ipak, u posebim
slu¢ajevima (rede) moguca je primena neekcizionih ablativnih tehnika, kao Sto su
elekrodisekacija, kiretaza, terapija tecnim azotom, CO; laser, intraleziona hemioterapija
i fotodinamska terapija. Ovakvi vidovi terapije ne daju mogucnost kontrole hirurskih
margina, pa iz tog razloga nisu, kao tretman, u potpunosti prikladne za ve¢inu invazivnih
SCC (Grossman i Leffel, 2012).

Konvecionalna kompletna hiruska ekscizija, sa histopatoloSkom kontrolom
ekscizionih margina, kao $to je napomenuto, predstavlja terapiju prvog izbora za kutani
SCC (Stratigos 1 sar., 2015), posebno za male primarne SCC (Grossman 1 Leffel, 2012).
Postoje dve forme hiruske ekscizije koje je mogucée primeniti: standardna hiruska
ekscizija i mikrografska hirurgija i njene varijane (Mohs mikrografska hirurgija).
Hiruske margine treba da budu prilagodene klini¢koj veli€ini i agresivnosti SCC, §to je
definisano brojnim klinickim i histoloskim faktorima (Stratigos i sar., 2015). Preporucene
margine su 4 mm za lezije niskog rizika ili SCC dubine manje od 2mm (Grossman i
Leffel, 2012, Stratigos i sar., 2015); za SCC klinickog dijametra ve¢eg od 2cm, vise od
6mm debljine, ili tumore sa ostalim prognostickim karakteristikama (srednja ili loSa
diferencijacija, rekurentni tumori, perineuralna invazija, zahvacenost dubljih subkutaih
slojevai/ili lokalizacija na poglavini, uSnim Skoljkama, usnama, i o¢nim kapcima)
margina od 6mm se smatra neophodnom. Prema EDF-EADO-EORTC konsenzusu, pak,
preporuka je minimalna margina od Smm ¢ak i za tumore niskog rizika, tumore vertikalne

debljine manje od 6mm bez faktora visokog rizika (Stratigos i sar., 2015). Za tumore
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histoloSke debljine vece ili jednako 6 mm ili kod tumora visoko rizi¢nih patohistoloSkih
karakteristika, subkutane invazije, perineuralne invazije, rekurentnih tumora i/ili tumora
na visoko rizi¢nim lokalizacijama preporucuje se prosirena margina od 10mm (Stratigos i
sar., 2015).Mohs mikrografska hirurgija je terapija izbora kada je potreban visok
stepen izlecenja 1 odstranjenje tumora u potpunosti sa minimalnim ostecenjem tkiva, tako
da su indikacije za Mohs hiruski pristup duboko infiltrovani SCC, loSe definisane klinicke
margine, lokalizacija tumora na usnama, uSnim Skoljkama, nokatnom leZziStu, vrhu nosa,
kapcima, genitalijama; prethodna radiaciona terapija na zoni na kojoj se nalazi tumor,
zahvacenost nerva, kostiju, miSi¢a, imunosuprimirani pacijenti, recidiv velikog SCC,
verukozani karcinom i SCC na hroni¢im oZiljnim stanjima (Grossman i Leffel, 2012).

U slucaju tipicnih keratoakantoma, posebno na licu, moguca je primena
intralezionalane hemioterapije (metotreksat, SFU, bleomicin). Ukoliko povlacenje
tumora nije rapidno, ovi tumori se tretiraju hiruski kao ostali SCC (Stratigos 1 sar., 2015).

Zracna terapija se koristi za leCenje superficijalno invazivnih i lezija srednjeg
rizika (Grossman i Leffel, 2012), kao alternativna terapija hiruskoj kod SCC malih
dimenzija na regijama niskog rizika, kod inoperabilinih tumora (Stratigos i sar., 2015), za
tumore dijametra manje od 2 cm niskog rizika centralno na licu, kapcijma, obrvama,
periorbitalnoj regiji, nosu, usnama, bradi, periaurikularnoj zoni, za tumore dijametra vise
od 2 cm na obrazima, Celu, vratu, poglavini, kod pacijenata starijih od 55 godina (Kallini i
sar., 2015) ili za vece tumore na licu 1 Sakama (Stratigos i sar., 2015).Takode, sluzi i kao
zna¢ajna adjuvantna (pomoc¢na) terapija uz hirusku eksciziju, za tretiranje rezidualne
mikroskopske bolesti i kao profilaksa metastatske bolesti (Grossman i Leffel, 2012). Ne
preporucuje se za leCenje verukoznog karcinoma gde postoji nizak stepen anaplasti¢ne
transformacije (Grossman i1 Leffel, 2012, Stratigos i sar., 2015) ili kod pacijentata sa
gendermatozama sa sklonos¢u ka kutanim kancerima (Xeroderma pigmentosum, Basal
cell nevus syndrome) (Stratigos i sar., 2015). Zracna terapija se moze koristiti kao
adjuvantna u slu€ajevima identifikovanog perineuralnog SCC u uzorcima tkiva.

U novije terapijske modalitete spadaju inhibitori EGFR (engl. Epidermal growth
factor receptor — receptor epidermalnog faktora rasta), kao druga terapijska linija, posle
mono ili polihemioterapiskog neuspeha, mada jo§ uvek na nivou klini¢kih studija
(Stratigos i sar., 2015).

Prevencija je najznacajniji aspekt u smanjenju incidencije i razvoja SCC,
ukljucujuéi edukaciju u smislu izbegavanja izlaganja suncu i primenjivanje mera zastite
(protektivna garderoba i antisolarni kremovi visokog zastitnog faktora). Nadoknada
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vitamina D, statini i nesteroidni anti inflamatorni lekovi kao hemoprotektivni agensi su
jo§ u ispitivanju. Tretiranje tzv. polja kancerizacije (engl. field cancerisation) foto
oSte¢ene koze je takode jedna od preventivnih mera za razvoj SCC. Kod pacijanata sa
visokim rizikom za razvoj SCC, kao S§to su pacijenti na dugogodiSnjoj PUVA terapiji,
transplantiranim organima ili pacijenti na terapiji BRAF inhibitorima, moguca je
hemoprevencija primenom oralnih retinoida (acitretin ili isotretinoin). Mada je pokazano
da redukuje pojavu tumora, ova terapija je udruzena sa nezeljenim efektima $to limitira

primenu, uz ¢injenicu da protektivni efekat nestaje ubrzo nakon prestanka uzimanja leka.

1.2. Celijski ciklus i kancerogeneza

1.2.1. CELIJSKI CIKLUS

Celijski ciklus predstavlja niz dogadaja koji se desavaju unutar éelije i koji dovode
do njene podele i umnozavanja AbreuVelez i Howard, 2015; Imoto 1 sar., 2011). Tokom
ovog fundamentalnog procesa, generisanja Celija iz njih samih, dolazi do dupliranja
kompletnog ¢elijskog sadrzaja, a potom podele tog sadrzaja na dve identi¢ne “Cerke”
¢elije (Imoto i sar., 2011; Sanchez-Berrondo i sar., 2012; Morgan i sar., 2002; Tachibana 1
sar., 2005). Celijski ciklus je veoma organizovan i regulusan proces, koji odgovara
specificnim potrebama odredenog tkiva ili tipu celija (Sandal 2002; Israels i1 Israelis,
2001), ¢ija je svrha podela genetskog materijala ¢elije 1 prenoSenje genetskih informacija
sa jedne Celijske generacije na drugu (Israels i Israelis, 2001). U tom smislu, inicijalni 1
najvazniji dogadaj tokom Ccelijskog ciklusa je unozavanje (replikacija) i podela genoma
(Knockleby i Lee, 2010) tj.deoksiribonukleinske kiseline, DNK, nosioca genskih
informacija, koja mora biti potpuna, precizna i ta¢na kako bi obe ¢elije imale identicnu
kopiju hromozoma (Israelis i Israelis 2001; Takisawa i sar., 2000). Pravilna duplikacija i
segregacija Citavog genoma podrazumeva koordinaciju razli¢itih regulatornih tacaka u
¢eliji (Knockleby i Lee, 2010), koje sluze za pracenje i regulaciju progresije celijskog
ciklusa (AbreuVelez i Howard, 2015). Bilo kakva abnormalnost ili poremecaj regulacije

¢elijskog ciklusa je osnova patoloskog procesa na nivou ¢elije (Buru i Cross, 2003).
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Ostecenje gena koji su ukljuceni u regulaciju celijskog ciklusa predstavlja osnovu
neoplasti¢ne transformacije ¢elije (Sandal 2002).

Celijski ciklus obuhvata nekoliko faza. U ciklusu éelija eukariota, koje imaju
nucleus, mozemo da izdvojimo tri osnovne: 1. interfaza, tokom koje celija raste i
nakulplja hranljive materije neophodne za mitozu i dupliciranje DNK (G1, S, G2 faze), 2.
mitoza (M faza) tokom koje ¢elija po€inje da se deli na dve identi¢ne “Cerke celije” 1 3.
zavrs$na faza, citokineza, tokom koje su nove celije kompletno podeljene (AbreuVelez i
Howard, 2015). Dakle, dva su klju¢na dogadaja koja se deSavaju tokom ¢elijskog ciklusa
- sinteza DNK, nazvana S faza, i mitoza, nazvana M faza (Sandal 2000; Israelis i Israelis
2001; Canepa i sar., 2007; Tachibana i sar., 2005; Imoto i sar., 2011). Tokom S faze
deSava se sinteza ili duplikacija DNK u hromozomima, a tokom M faze dupliranje ostalih
delova ¢celije koji se potom dele podjednako na dve ¢erke ¢elije (Sandal 2002; Morgan 1
sar., 2002; Canepa i sar., 2007; Van der Heuvel 2005; Tachibana i sar., 2005; Imoto i sar.,
2011). Periodi izmedu ova dva procesa nazivaju se pauze (engl. gap, G) (Buru i Corss,
200; Canepa i sar., 2007; van der Heuvel 2005; Imoto i sar., 2011), tokom kojih se deSava
priprema za sitnezu DNK i mitozu (Tachibana i sar., 2005). U tom smislu, ¢elijski ciklus
je podeljen na Cetiri faze G1, S, G2, M (Slika 1) (Buru i Cross, 2003; Israelis i Israelis
2001; Sandal 2002; Tachibana i sar., 2005; Canepa i sar., 2007; Gillett i Barnes, 1998;
Morgan i sar., 2002; Imoto i sar., 2011).

' Celije u fazi
mirovanja

GO

G2 Celije u deobi
Gl

Slika 1. Celijski ciklus - Faze éelijksog ciklusa. G1 i G2 pauze — faze “odmora” tokom
interfaze. S faza replikacije DNK.M, mitoza (Modifikovano iz Emersy’s Elements of
Medical genetics)

G1 faza povezuje zavrSetak M faze i inicijaciju S faze sledeceg cikusa (van der
Heuvel 2005; Imoto i sar., 2011) i u njoj se deSava priprema celije za sintezu DNK
(Tachibana i sar., 2005). G2 faza razdvaja S i M fazu (van der Heuvel 2005; Imoto i sar.,
2011) i sluzi za pripremu ¢elije za mitozu (Tachibanai sar., 2005). Pored toga, utvrdeno je

1 postojanje posebne tzv.faze mirovanja, GO (Buru i Cross, 2003; Canepa i sar., 2007;
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Gillett i Barnes, 1998; Morgan i sar., 2001), tokom koje se ¢elija ne deli i u koju moze
alternativno pre¢i, napustaju¢i celijski ciklus (Slika 2). Veéina ¢elija u ljudskom
organizmu se zapravo nalazi u fazi mirovanja, tj.metabolicki aktivnom stanju van
¢elijskog ciklusa (Tachibana i sar., 2015), dok se u manjem broju ¢elija (kao Sto su celije
kostane srzi, epitelne celije), koje su aktivne, Celijski ciklus kontinuirano odigrava

(Tachibana i sar., 2005).

Replikacija DNK

S \
Gl G2

Ulazak u

celijski ciklus,
GO
( )
Faza Izlazak iz

. . celijskog ciklusa
mirovanja
Segregacija hromozoma

podela na ¢erke celije

Slika 2. Celijs!(i ciklus. DNA replikacija se deSava jednom tokom ¢elijskog ciklusa,
tokom S faze. Celija moZze napustiti Celijksi ciklus prelazeé¢i u fazu mirovanja GO, tokom
starenja i diferencijacije (Modifikovano prema Tachibana i sar.,. J.Pathol 2005)

Regulacija ¢elijskog ciklusa podrazumeva da se dogadaji tokom svake faze u
potpunosti zavrSe pre prelaska u sledecu. Tzv. kontrolne tacke za pracenje integriteta
DNK postavljene su u drugom delu G1 faze i na prelasku G2 u M fazu, kako bi se
sprecila progresija mutiranih i oste¢enih celija (Israelis i Israelis 2001). Tokom G1 faze,
¢elija raste i metabolicki je najaktivnija. Trajanje ove faze je promenljivo, za razliku od S,
G2 1 M faze, ¢ija duzina je prili¢no konstantna. Zato je duzina G1 faze najznacajnija za
trajanje Citavog celijskog ciklusa.

Proteini ukljuceni u regulaciju ¢elijskog ciklusa u diretknoj su i uskoj medusobnoj
povezanosti 1 interakciji sa ciljem da se nakon odgovarajuce stimulacije i ulaska ¢elije u
¢elijski ciklus (ili zapo€injanja Celijskog ciklusa) osigura tacna i potpuna replikacija DNK
pred ¢elijsku deobu (Gillett iBarnes, 1998; Arias, Walter 2007). Osim precizne regulacije
replikacije DNK tokom ¢elijskog ciklusa od velikog znacaja za pravilnu ¢éelijsku deobu je

1 neohodnost da se replikacija DNAdesi samo jednom tokom ¢elijksog ciklusa (Bell i
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Dutta, 2002; Tachibana i sar., 2005; Li i Jin, 2010; Truong i Wu, 2011; Takisawa i sar.,
2000; Wu 1 sar., 2014; Lei 2005; Madine i sar., 2000; Wu 1 sar., 2012; Samson 1 Bell,
2013; Chuang i sar., 2012).

U celijama vecine tkiva, celijski ciklus i deoba c¢elija se ne desava tokom rasta i
razvoja u stanje terminalnog sazrevanja i diferencijacije u kojem celija dostize svoju
finalnu funkcionalnu ulogu (Lei 2001), osim u tkivima i organima koji tokom Zzivota
zadrZavaju sistem regeneracije iz sopstvenih stem celija, kao §to je koza, debelo crevo ili
grli¢ materice, gde su celije kontinuirano u dinami¢nom stanju rasta i diferencijacije

tokom kojeg se ¢elijski ciklus neprakidno odvija (Stoeber i sar., 2001).

1.2.1.1. INICIJACIJA REPLIKACIJE DNK

Replikacija hromozomalne DNA je centralni bioloski dogadaj koji se odigrava
unutar Celije (Wu i sar., 2014; Takisawa i sar., 2000; Wu i sar., 2012) To je korak
integrisan u Celijski ciklus deobe celije 1 stogo je regulisan (Chuang i sar., 2012;
Fernandez-Ciz 1 sar., 2013; Stoeber i1 sar., 2001) kompleksnom mrezom ekstra i
intracelularnih signalnih puteva (Stoeber 1 sar., 2001). Zbog svoje kompeksnosti (Tye
1999) i veli¢ine (Tye 1999) (koja se procenjije na od 10" do preko 10° bp (Li i Jin, 2010;
Wau i sar., 2014)) genom eukariota se, u ¢eliji, nalazi organizovan u hromozome (Lei i
Tye, 2001), pa humani genom nije jedna kontinuirana spirala DNK, ve¢ je podeljen na 46
hromozoma svake diploidne ¢elije (Tachibana i sar.,2005). Da bi se sinteza DNK zavrSila
u ograni¢enom vremenskom roku, svaki hromozom sadrzi hiljade polaznih tacaka (engl.
starting points) na kojima se replikacija simultano deSava, koje se nazivaju mesta pocetka
replikacije (engl. origins of replication) (Tachibana i sar., 2005; Diffley 2011; Wu i sar.,
2014, Samson i sar., 2013). Aktivacija ovih mesta je uskladena i odvija se u odredenom
trenutku tokom S faze (Lei i Tye, 2001; Type i sar., 1999; Tachibana i sar., 2005, Madinei
sar., 2000; Chuang i sar., 2012), samo jednom tokom ¢elijskog ciklusa (Tachibana i sar.,
2005; Wu i sar., 2014; Maioranoi sar., 2006; Takisawai sar., 2000; Samson 2013; Wu i
sar., 2012; Troung i sar., 2011; Wu i sar., 2012; Diffley 2011, Li i Jin, 2010) radi odrzanja
genske stabilnosti (Wu 1 sar., 2014; Wu 1 sar., 2012; Troung i sar., 2011). Pre pocetka
replikacije DNK, ta mesta moraju, na neki nain biti “pripremljena” za dalji proces
sinteze (Chuang i sar., 2012; Stoeber i sar., 2001). To se desSava tokom G1 faze ¢elijskog

ciklusa, kao uvod u sintezu DNK, a podrazumeva tacno odredene korake tokom kojih
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dolazi do stvaranja “privlacenja” i “montiranja” kompleksa odredenih proteina na
mestima replikacije - delovima replikacione viljuske (Lei i Tye, 2001; Diffley 2011).
Ovaj veoma komplesan proces je univerzalan za sve organizme i u njegovom izvodenju i
regulaciji funkciju ima najmanje dvadeset proteina, od kojih jednu od glavnih uloga
ostvaruju proteini odrazavanja minihromozoma (engl. minichromosome maintenance
proteins, MCM) (Lei i Tye, 2001; Tye 1999; Medine 2000). Njihovo prisutvo na
hromatinu tokom S faze je krucijalno za proces DNA replikacije (Tachibanai sar., 2005;
Knockleby i Lee, 2010; Chuang i sar., 2012; Arias i sar., 2007; Wu i sar., 2012, Truong i
Wu; 2011). Kompletan hromatin koji ¢e biti replikovan tokom S faze mora, prethodno
biti, uslovno, “obelezen” (Chuang i sar., 2012; Arias i sar., 2007; Wu 1 sar., 2012;
Stoeber 1 sar., 2001) vezivanjem ovih proteina tokom rane M i G1 faze ¢elijskog ciklusa
(Tachibana i sar.,2005, Masatai sar.,2011, Stoeber i sar., 2001), Sto se drugaclije,
figurativno, naziva “davanjem dozvole” (eng. licencing) za zapocinjanje DNK replikacije
(Tachibana i sar., 2005; Kanocklebly 2010, Chuang i sar., 2012; Arias i sar., 2007, Wu 1
sar., 2012; Troung i sar., 2011). Inicijacija sinteze DNK je uskladena sa fazom celijskog
ciklusa, pozitivnom 1 negativhom regulacijom (Tye 1999). Pozitivna regulacija
podrazumeva signalizaciju pokretanja DNK sinteze, a negativna - prevenciju reinicijacije
(Tye 1999). Odredeni red i matematicka preciznost kojom se pomenuti dogadaji odvijaju
osiguran je taénim obrascem genske ekspresije u diferenciranim ¢elijama(Tye
1999).Inicijacija zapocinje istovremeno na vise replikacionih mesta na DNK (Wu i sar.,
2014; Samson i Bell, 2013), a desava se u dva koraka. Prvi je selekcija ili odabir mesta
replikacije, a drugi je regrutovanje proteina koji imaju ulogu u replikaciji na pomenutim
mestima 1, posledi¢no, proces sinteze DNK (Wu i sar., 2014). Uvodenje u sintezu
mozemopodeliti nal. formiranje prereplikativnog kompleksa (engl. prereplicative
complex, pre-RC) na mestima replikacije, ¢ime se uslovno daje dozvola za pocetak
replikacije; 2. aktivaciju pre-RC tj. konverziju pre-RC u inicijalni kompleks (Takisawa i
sar., 2000; Truong i Wu, 2011), ¢ime aktivno zapocinje sinteza DNK 1 3. prevenciju
eventulane re-replikacije (Takisawa i sar., 2000).Klju¢nu ulogu u regulaciji rane faze
inicijacije imaju dva kompleksa: kompleks prepoznavanja mesta pocetka replikacije
(engl. origin recognition complex, ORC) i kompleks odrzavanja minihromozoma
(Knockleby 2010), kao pozitivni regulatori (Knockleby 2010). Osim ovih i drugi
regulatorni proteini (Cdtl, Cdc6, geminin, Cdc45 i Cdc7- DDK su neophodni u regulaciji
inicijacije DNK replikacije (Knockleby 2010). Inicijatorni protein, ORC, sastavjen je od
viSe podjedinica (Li 2010; Diffley 2011), (ORC1-5)(Knockleby 2010), ¢ije je formiranje
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neohodno pre pocetka sinteze DNK, prepoznaje, a potom se i vezuje za mesta replikacije
(Samson 1 Bell, 2013; Knockleby 2010; Li i Jin, 2010), po izlasku ¢elije iz mitoze, tokom
rane Gl faze (Knockleby 2010; Li i Jin, 2010). U daljem toku G1 faze, dolazi do
regrutovanja proteina koji se naziva protein ciklusa celijske deobe 6 (engl. cell division
cycle 6 — Cdc6) (Samson i Bell, 2013), a potom vezivanje drugog faktora DNK
replikacije, Cdtl (Li i Jin, 2010; Knocklebly 2010; Samson i Bell, 2013). Dakle, ORC
predstavlja platformu za vezivanje Cdc6 i Cdtl proteina (Wu i sar.,2014), a svi oni
platformu koja olakSava vezivanje MCM2-7 kompleksa posredno za hromatin (Li 1 Ji
2010; Tachibana i sar., 2005; Samson 1 Bell, 2013; Fernandez-Cid i sar., 2013), tokom G1
faze (Fernandez-Cid i sar., 2013). Vezivanje MCM2-7 kompleksa omogucéava protein
MCMO (Li i Jin, 2010; Takisawa i sar.,2000; Truong i Wu, 2011), koji se direktno vezuje
za Cdcl (Truong i Wu, 2011), a taj nacin mu (Cdcl) omogucava ulogu u 1. stabilizaciji
MCM2-7 tokom njihovog regrutivanja (Samson i Bell, 2013) i 2. aktivaciji ovog
kompleksa, stimuliSu¢i njegovu helikaznu aktivnost (Truong i Wu, 2011).0sim toga, u
vezivanju MCM kompleksa za hromatin znacajnu ulogu ima i MCM10(Takisawai sar.,
2000, Truong i Wu, 2011), nazvan protein vezivanja za hromatin (engl. chromatin-
binding protein) (Takisawa i sar., 2000).

Vezivanje MCM2-7 kompleksa je proces koji zavisi od hidrolize ATP-a (Samson
i Bell, 2013; Fernandez-Cid 1 sar., 2013), koju vr$i Cdc6 (Fernandez-Cid i sar., 2013).
Medusobno vezani pomenuti proteini (ORC, Cdc6, Cdtl i MCM2-7) formiraju pre-RC
(Li 1 Jin, 2010, Wu 1 sar., 2014; Tachibana i sar., 2005; Fernandez-Cid i sar., 2013;
Truong i Wu, 2011) (Slika 3), a njihovo medusobno povezivanje traje nekoliko sekundi
(Samson 1 Bell, 2013), tokom kasne mitoze i rane Gl faze (Truong i Wu, 2011).
Formiranjm i vezivanjem pre-RC za mesta replikacije, uslovno se “daje dozvola” za
zapocinjanje replikacije (Tachibana i sar., 2005; Knocklebly i sar., 2010; Chuang i sar.,
2012; Arias 1 sar., 2007; Wu i sar., 2012; Fernandez-Cid 1 sar., 2013). To se smatra
kljuénim korakom koji omogucava pocetak replikacije DNK (Li i Jin, 2010), a deSava se

tokom kasne M i rane G1 faze (Diffley 2011).
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Slika 3. Montiranje pre-RC tokom “davanja dozvole” za replikaciju. (I) U ranoj
G1 fazi, Cdc6 se regrutuje na mesto replikacije preko interakcije sa ORC kompleksom.
(IT) Cdc6 regrutuje Cdtl na mesto replikacije. (III) Dva pozitivna regulatora Mcm9 i
Hbol se preko Cdtl vezuju za mesto replikacije. (IV) MCM2-kompleks se montira na
mesto replikacije tokom kasne G1 faze. Pre-RC je kompletno formiran i mesto replikacije
je spremno za kopiranje (engl.fired) tokom S faze (Modifikovano prema Li, Jin. Protein
Cell. 2010)

Mozemo da kaZzemo da je uvod u sintezu DNK vezivanje inicijatora i replikatora.
U tom kontekstu, replikator je DNK sekvenca za koju se vezije inicijator, a inicijator
kompleks koji ¢ine ORC, Cdc6, Cdl i MCM 2-7 (Bell i Duta, 2002). Regulacija pre-RC
komponenti vrs§i se fosforilacijom, dejstvom ciklin zavisnih kinaza (engl. cyclin
dependent kinases, CDKs), a dodatnu kontrolu ovog kompkeksa ostvaruju MCM9 i Hbol
proteini (Li 1 Jin, 2010). Inaktivacija ovih inicijatornih faktora (ORC, Cdc6, Cdl i MCM
2-7) krucijalna je u prevenciji reinicijacije DNA replikacije (Li i Jin, 2010, Truong i Wu,
2011). Pre-RC ostaje vezan za hromatin do kasne G1 faze (Tachibana i sar., 2005).Tokom
tranzicije iz G1 u S fazu (G1-S granica), pre-RC aktiviraju CDK2i Dbf4-zavisna kinaza
(Dbf4-dependent kinase, DDK)(Wu i sar., 2012, Tachibana i sar., 2005, Wui sar., 2014,
Truong i Wu, 2011).U daljem toku, dolazi do porasta koncentracije ciklinA/E/CDK2 i
Cbf4/Cdc7, dalje aktivacije pre-RC (Tachibana i sar., 2005; Wu i sar., 2014), formiranjem
pre-inicijalnog kompleksa (engl. pre-initiation complex, pre-IC)(Douglasi sar.,2008) i
nastavka S faze (Tachibana i sar., 2005; Wu 1 sar., 2014). Iako se vezivanje MCM2-7
kompleksa i1 formiranje pre-RC deSava u G1 fazi, oni bivaju aktivirani od strane CDK2 i
DDK tek tokom S faze (Truong i Wu, 2011).Ulogu u aktivaciji pre-RC ima i Cdc45
(Takisawa i sar., 2000; Truong i Wu, 2011), vezivanjem za MCM kompleks na pocetku S
faze (Truong i Wu, 2011), Sto je preduslov za dalje delovanje drugih kinaza (Takisawa 1

sar., 2000) u inicijaciji DNA replikacije (Truong i Wu, 2011
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1.2.1.2. STVARANJE REPLIKACIONE VILJUSKE

Nakon aktivacije pre-RC, u nastavku ¢elijskog ciklusa, dolazi do aktivacije MCM
proteina kao replikativnih helikaza (Wu 1 sar., 2014; Sanchez-Ferrondo i sar., 2012),
vezivanjem Cdc45 i GINS (jap. 'go, ichi, ni, san' - '5, 1, 2, 3") proteina (Makarova i sar.,
2005) na mestima replikacije (Wu 1 sar., 2014) - pretpostavka je da se Cdc45 vezuje
direktno za MCM, tokom G1 faze, ali da ta povezanost postaje stabilna tek tokom S faze
(Takisawa 1i sar.,2000). Vezivanje Cdc45 i GINS uslovljeno je aktivacijom pre-RC (Wu 1
sar.,2014), ali, sa druge strane i samo vezivanje Cdc45 predstavlja korak u aktivaciji pre-
RC (Takisawa i sar., 2000; Truong i Wu, 2011). Cdc45, GINS i MCM medusobno raguju
formiraju¢i CMG kompleks koji deluje kao aktivna helikaza (Wu i sar., 2014), dovodeci
do odvijanja DNK navoja tokom elongacione faze DNK replikacije (Diffley 2011), ali 1
privladenja brojnih replikatronih proteina: DNK polimeraza, replikacionog proteina A
(engl. replication protein A, RPA), jedarnog antigena proliferiSu¢ih celija (engl.
proliferating cell nuclear antigen, PCNA (Takisawa i sar., 2000, Truong i Wu, 2011),
replikacionog faktora C (engl. replication factor C, RFC) (Truong i Wu, 2011),
topoizomeraze i primaza (Wu 1 sar.,2014), kao 1 njihovog vezivanja za hromatin
(Takisawa 1 sar., 2000) tj. mesta replikacije (Wu i sar., 2014). Smatra se da i Cdc1 protein
takode stimuliSe MCM2-7 helikaznu aktivnost, kojom dolazi do odvijanja DNK (Truong i
Wu, 2011).

Dakle, u daljem toku replikacije dolazi do razdvajanja DNK navoja i formiranja
tzv. replikacione viljuske, u kome ucestvuje na desetine polipeptida koji deluju
sinhronizovano koordinisu¢i sintezu DNK, medu kojima je i pomenuti CMG kompleks
(Cdc45/MCM2-7/GINS) (Wu i sar., 2014).

Mehanizam odvijanja DNK heliksa tokom inicijacije i elongacije idalje nije u
potpunosti jasan (Sanchez-Berrondo i sar., 2012). Pojedini podaci ukazuju na ¢injenicu da
aktivacija DDK dovodi do promena grade MCM, sto posledi¢no indukuje “topljenje”
(engl. melting) mesta replikacije na DNK (Takisawa i sar.,2000). Uoceno je da pre-RC
ostaje izvesno vreme na mestu replikacije pre nego Sto se helikaza aktivira i aktivno
zapoc¢ne DNK replikacija (Diffley 2011). Aktivacija helikaze deSava se samo tokom S i
G2 faze (Diffley 2011). To je kompleksan proces koji obuhvata preoblikovanje MCM2-7
grupe proteina, u kojoj se dupli heksamer razdvaja i pojedinac¢ni heksameri posebno
vezuju oko svake niti DNK lanca (Diffley 2011). Za ovaj korak je neophodno prethodno
vezivanje Cdc45 i GINS proteina za MCM2-7 (uz uces¢e Sld2, Sld3, S1d7 i Dpbl1) i
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delovanje Cdc45-Mcm2-7-GINS kompleksa kao helikaze, za odvijanje DNK lanca tokom
elongacione faze replikacije DNK (Diffley 2011). U prosecu ostvarivanja pomenute uloge
prvo dolazi do vezivanja, a potom aktivacije helikaze, a postojanje ova dva odvojena
koraka i1 njihova razli¢ita regulacija takode ima znaaja u kontroli replikacije DNK
(Diffley 2011). Helikaza ne moZe ponovo vezati za mesta replikacije u S fazi i na taj
nain je onemoguceno ponovno replikovanje DNK, odnosno mogucée je samo jednom

tokom ¢elijskog ciklusa (Diffley 2011).

1.2.1.3. ODRZAVANJE GENSKE STABILNOSTI

U kontroli DNA replikacije tj.pravilne duplikacije DNK i ocuvanja genske
stabilnosti (kao preduslova normalne ¢elijske proliferacije) uklju€eni su 1. ograni¢avanje
replikacije na S fazu i 2. prevencija ponovne replikacije (Bell i Dutta, 2002; Tachibana i
sar., 2005; Li i Jin, 2010; Truong i Wu, 2011; Takisawa i sar., 2000; Wu i sar., 2014, Lei i
Tye, 2001, Madine i sar., 2000; Wu 1 sar., 2012; Samson i Bell, 2013; Chuang i sar.,
2012).0Odrzavanje stabilnosti genoma u ¢eliji regulisano je direktnom inhibiciom pre-RC i
to inhibicijom Cdc6, MCM2-7 ORC, inhibicijom Cdt1-MCM2-7 kompleksa i njegovim
izmeStanjem iz jedra, kao 1 direktnom fosforilacijom MCM2-7, sve pod uticajem CDK
(Diffley 2011).

Tokom C¢elijskog ciklusa i procesa replikacije DNK, dolazi do fosforilacije MCM
podjedinica i izmeStanja MCM kompleksa sa dela DNK koji je replikovan (Tahibana i
sar., 2005). Na taj nacin replikovana DNK viSe nije “obelezena” za nastavak replikacije
(za razliku od nereplikovanog dela DNK vezanog za MCM), §to obezbeduje da se
replikacija desi samo jednom tokom celijskog ciklusa (Tachinbana i sar.,2005), odnosno
prevenira rereplikaciju (Li i Jin, 2010). Ovo je regulisano na dva nacina: 1. kontrolom
dostupnosti odredenih komponenti pre-RC u nukleusu i 2. regulaciom aktivnosti
komponenti pre-RC, hemijskom modifikacijom (Wu 1 sar., 2014). Na primer, Cdc6 i
Cdc1 proteini, prisutni samo u kasnoj M i G1 fazi, fosforilisani su kada je pre-RC aktivan
tokom tranzicije iz G1 u S fazu, a kada celija ude u S fazu dolazi do njihove brze
degradacije (Wu 1 sar.,, 2014). Pored toga, funkcija Cdtl se inhibira direktnom
interakcijom sa malim nuklearnim proteinom, gemininom (Diffley 2011; Knockleby
2010; Truong i Wu, 2011), sa posledicnim blokiranjem CdtlI-MCM interakcije na
hromatinu (Knockleby 2010; Li i Jin, 2010; Truong i Wu, 2011) i prevencijom vezivanja
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pre-RC (Li 1 Jin, 2010; Truong i Wu, 2011) ili PCNA-zavisnom degredacijom Cdtl
(Diffley 2011), tokom S (Diffley 2011; Truong i Wu, 2011) i G2 faze (Truong i Wu,
2011). Smanjenje regulacije Cdc6 desava se, ubikvitin-posredovanom proteolizom i
inhibicijom Cdc6 transkripcije 1 vezivanjem specifi¢nih inhibitora (Li i Jin, 2010), a
nakon fosforilacije i izbacivanjem iz jedra (Tachibana i sar.,2000) (Slika 4). Kontrola
dostupnosti pojedinih komponenti pre-RC - MCM, Cdc6 (Wu i sar., 2014; Li i Jin, 2010)
i1 Cdtl (Li i Jin, 2010) ostvaruje se i njihovim transportom iz nukleusa, tokom S, G2 i M
faze (Wu i sar., 2014). Cak i MCM2-7 kompleks moze biti fosforilisan, dejstvomCdc28 i
prebacen iz jedra u citolpazmu tokom S, G2 i M faze (Li i Jin, 2010). pored degradacije
proteina i translokacije pojedinih komponenti pre-RC i foforilacija svake od komponenti
pre-RC remeti/prekida njihovu aktivnost neophodnu za vezivanje, “montiranje” pre-RC
za mesta replikacije. Glavnu ulogu u pomenutom procesu regulacije imaju CDK (Wu i
sar., 2014, L, Jin 2010). U tom smislu, CDK-zavisna fosforilacija MCM igra negativhu
ulogu u replikaciji DNA (Takisawa 1 sar., 2000). Kada je akivnost CDKs minimalna,

tokom G1 faze, komponente pre-RC nisu fosforilisane i omogucéeno je vezivanje pre-RC.
Suprotno, kada su CDKs aktivne, tokom prelaska u S fazu, od komponenti pre-RC koje
su fosforilisane, pojedine bivaju degradirane ili transportivane u citoplazmu, ostale gube

svoju funkciju u formiranju pre-RC (Wu i sar., 2014).

Cdcé

Slika 4.MCM vezani
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Geminin platforma za Cdc6 i

MCMs _ Cdc6 cdtl MCMs oS Cdtl (engl. liCCSing
— — ore - e 62 . factors), neophodne za
cit  regrutovanje MCM
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cde namotaja  hromatina

(engl. super coiled state of chromatin). MCM se izmeStaju sa replikovanog hromatina, a

ponovno vezivanje tokom S, G2 i rane M faze je prevenirano/spreeno 1. izmeStanjem

Cdc6 u citolpazmu, 2. degradacijom Cdtl i 3. inibicijom Cdtl, gemininom. Tokom

mitoze, nuklearna opna se dezintegriSe/raspada i degradacija inhibitora DNK replikacije
omogucava formiranje pre-RC (Modifikovano prema Tachibana i sar.,. J Pathol. 2005)

MCMs

MCMs
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1.2.2. PROTEINI ODRZAVANJA MINIHROMOZOMA

Proteini odrzavanja minihromozoma (engl. Mini Chromosome Maintenance

proteins) su familija proteina koja se nalazi u svim c¢elijama eukariota i sastoji se od 6
proteina, koji su oznaceni kao MCM2-7 (Labib 1 Diffley, 2001; Knockleby 2010; Bailis i
Frosburg, 2006; Tye 1999; Simon i Schwacha, 2014). Oni su, prvobitno identifikovani
kao proteini neohodni za odrZzavanje minihromozoma (engl. maintenance of
minichromosome) kod gljivice Saccharomyces cerevisiae (Tay 1999; Maiorano 1 sar.,
2006; Masata i sar., 2011), Sto je sugerisalo njihovu ulogu u replikaciji DNK (Tay 1999,
Maiorano i sar., 2006). Danas se, definitivno, zna da ovaj kompleks, koji sadrzi 2-7
navoja (Simon i Schwacha, 2014) ima klju¢nu ulogu u regulaciji replikacije DNK
(Maiorano i sar., 2006; Tachibana i sar., 2005; Samson 1 Bell, 2013; Knocklebly 2012;
Simon i Schwacha, 2014; Truong i Wu, 2011; Fernandez-Cidi sar., 2013; Kusunoki i
Ishimi, 2013; Li i Jin, 2010; Masata i sar., 2010; Wu i sar., 2012; Chuang i sar., 2012;
Arias 1 sar., 2007). MCM2-7 je heksamer Sest srodnih polipeptida (mcm?2-7) koji imaju
sposobnost medusobne interakcije (Maiorano i sar., 2006; Lei i Tye, 2001). Na taj nacin,
oni, in vivo, formiraju prstenastu strukturu, tj.heteroheksamer (Labib i Diffley, 2001,
Bailis i Frosburg, 2006; Maiorano i sar.,2006) i tako se, u pocesu sinteze DNK (Lei i Tye,
2001), vezuju za mesta replikacije (Bailis 1 Frosburg, 2006; Maiorano i sar., 2006), u
okviru pre-RC (Bailis i Frosburg; 2006, Maiorano i sar., 2006; Simon i Schwacha, 2014,
Li i Jin, 2010, Wu 1 sar., 2014; Tachibana 1 sar., 2005; Fernandez-Cid 1 sar., 2013;
Truong i Wu, 2011; Kanocklebly 2010; Chuang i sar., 2012; Arias i sar.,2007; Wu i sar.,
2012; Simon i Schwacha, 2014). MCM kompleks, dakle, predstavlja komponentu faktora
licenciranja (pre-RC), pa se drugacije naziva faktor davanja dozvole (engl. licencing
factor) za replikaciju DNK (Labib i Diffley, 2001; Knocklebly 2010; Chuang i sar., 2012;
Arias 1 sar., 2007; Wu 1 sar., 2012; Fernandez-Cid 1 sar., 2013; Tachibana 1 sar., 2005;
Troung i Wu, 2011).

MCM kompleks ima esencijaln uulogu u regulaciji replikacije DNK eukariotskih
¢elija (Tachibana i sar., 2005; Maiorano 1 sar., 2006; Samson i Bell, 2013; Knocklebly
2012; Simon i Schwacha, 2014; Truong i Wu, 2011; Fernandez-Cid i sar., 2013;
Kusunoki i Ishimi, 2013; Li 2010; Masata i sar., 2010; Wu 1 sar., 2012; Chuang i sar.,
2012; Arias i sar.,2007), na taj nacin Sto ucestvuje u inicijacijalnoj (Takisawa i sar.,

2000; Diffley 2011; Knocklebly 2010; Labib 2001; Bailis i Frosburg, 2006; Cortezi sar.,
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2004; Tye 1999; Maiorano i sar., 2006; LiiJin, 2010; Wu i sar., 2014; Tachibana i sar.,
2005; Fernandez-Cid i sar., 2013; Truong i Wu, 2011; Wu 1 sar., 2014) i elongacionoj
fazi replikacije eukariotske DNK (Bailis i Frosburg 2006; Labib i Diffley, 2006; Cortez i
sar., 2004; Tye 1999; Maiorano i sar., 2006; Simon i Schwacha; 2014), specifi¢no u
formiranju i elongaciji replikacione viljuske (Knocklebly 2010; Bailis i Frosburg, 2006;
Laskey, Madine 2003). MCM2-7 proteini su jedarni proteini (Tye 1999), koji se vezuju za
hromatin zavisno od faze ¢elijskog ciklusa (Maiorano i sar., 2006). Tokom kasne M i
tokom G1 faze dolazi do njihovog c¢vrstog povezivanja sa hromatinom (Simon i
Schwacha 2014; Maiorano i sar.,2016) i to traje tokom S faze (Blow i Dutta, 2005), da bi
krajem S 1 tokom G2 faze oni bili uklonjeni sa hromatina (Maiorano i sar., 2006; Li i Jin;
2010, Wu i sar., 2014; Knockleby 2010; Truong i Wu, 2011; Tachibana i sar., 2005).
Ovaj fenomen desava se precizno uskladenom interakcijom sadrugim komponentama pre-
RC, koja je pod uticajem CDK (Tye 1999; Li i Jin, 2010; Truong i Wu, 2011; Wu i sar.,
2012). Na taj nacin se ostvaruje ogranicavanje replikacije hromozoma samo jednom
tokom celijskog ciklusa (Maioranoi sar., 2006, Bell i Dutta,2002, Tachibana i sar., 2005,
Truong i Wu, 2011; Takisawa i sar., 2000; Wu i sar., 2014; Lei i Tye, 2001; Madine i sar.,
2000; Wu i sar., 2012; Samson i Bell, 2013; Chuang i sar., 2012; Wu i sar., 2012; Diffley
2011; Li 1 Jin, 2010), Sto zna¢i da MCM kompleks igra glavnu ulogu u odrzavanju
stabilnosti genoma (Bailis i Frosburg, 2006; Diffley 2011). Nakon mitoze njihova
eskprecija se smanjenuje i oni gube svoju ulogu odvajajuci se od ORC (Blow i Dutta,
2005).

Tokom ¢elijskog ciklusa MCM kompleks je moguce detetktovati u jedru, na
mestima replikacije DNK (Maiorano i sar., 2006; Knockleby 2010), na aktivnoj
replikacionoj viljusci (Bailis 1 Frosburg, 2006) ali i na drugim mestima, npr. centrozomu
(Knockleby 2010). U fazi celijskog mirovanja, MCM proteini bivaju izmeSteni iz
nukleusa (Bailis 1 Frosburg, 2006). Kada je DNK replikacija zavrSena svi MCM proteini
se izmestaju sa hromatina, ali ostaju rastvoreni u jedru tokom G2 faze i rane mitoze
(Tachibana i sar., 2005). Sprecavanje ponovnog vezivanja MCM za DNK ostvaruje se
povecanom aktivnos¢u ciklinA/CDK2 i funkcionalnom inaktivacijom faktora koji imaju
ulogu u njihovom vezivanju (Tachibana i sar., 2005).

Osim familije Sest MCM2-7 proteina identifikovani su jo§ i MCM1, MCMS,
MCM9 1 MCM10 proteini (Maiorano i sar., 2006). MCM1 je transkripcioni faktor sa
potencijalnom ulogom u sintezi DNK i smatra se da reguliSe Cdc6 ekspresiju; MCM10 je

neophodan za inicijaciju sinteze DNK (Maiorano i sar., 2006), vezivanje MCM2-7 za
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hromatin (Takisawa i sar., 2000) i stabilizaciju DNA polimeraze (Maiorano 2006); MCM
9 ima ulogu u vezivanju MCM2-7 kompleksa za Cdtl u okviru pre-RC, kao i u kontroli
pre-RC kompleksa (Li i Jin, 2010), moguce i kao DNK helikaza (Maiorano i sar., 2006),
dok uloga MCMS jos uvek nije u potpunosti jasna, sa pretpostavkom da ima udela kao
DNK helikaza (Maiorano i sar., 2006).

Pored uloge u inicijaciji i1 elongaciji replikacije DNA (Takisawa i sar., 2000;
Bailis i Frosburg, 2006; Bell i Duta, 2002; Tachibana i sar., 2005; Takisawa i sar., 2000;
Diffley 2012; Konocklebly 2010; Labib i Diffley, 2001; Cortez i sar., 2004; Tye 1999,
Maiorano i sar., 2006; Li i Jin, 2010; Wu i sar., 2014; Fernandez-Cid i sar., 2013; Truong
1 Wu, 2011; Wu i sar., 2012; Bailis i Frosburg, 2006; Labib i Diffley, 2006; Tye 1999,
Maiorano 1 sar., 2006; Simon i Schwacha, 2014) MCM2-7 deluju i kao DNA helikaze
(Labib i Diffley, 2001; Knockleby 2010; Takisawa i sar., 2000; Diffley 2012; Maiorano i
sar., 2006, Tachibana i sar., 2005; Bailis i Frosburg, 2006; Lei i Tye, 2001; Simon i
Schwacha, 2014; Truong i Wu, 2011), a smatra se da posreduju i u regulaciji
reduplikacije centrozoma i segregaciji hromozoma (Knocklebly 2010).

U inicijalnoj fazi replikacije DNK, MCM protein ucestvuju u prepoznavanju i
izdvajanju dela hormatina adekvatnog za replikaciju, koji, na taj na¢in dobija “dozvolu”
za replikaciju (Tachibana i sar., 2005; Kanocklebly 2010; Chuang i sar., 2012; Arias 1
sar., 2007; Wui sar., 2012; Fernandez-Cid i sar., 2013), tokom G1 faze ¢elijskog ciklusa
(Fernandez-Cid 1 sar., 2013; Knocklebly 2010; Diffley 2012), u odnosu na hromatin koji
je nekompetentan za replikaciju (tokom G2 faze i mitoze) (Labib i Diffley, 2001).
MCM2-7 kompleks se (u okviru pre-RC, zajedno sa ORC, Cdc6 i Cdtl (Li i Jin, 2010;
Wu i sar., 2014; Tachibana i sar., 2005; Fernandez-Cid i sar., 2013; Truong i Wu, 2011)),
tokom G1 faze, nakupljaoko odredenih delova DNK, na kojima ¢e, posledi¢no, do¢i do
replikacije (Labib i Diffley, 2001; Bailis i Frosburg, 2006; Li i Jin, 2010; Wu 1 sar.,
2014; Tachibana i sar., 2005; Fernandez-Cid 1 sar., 2013; Truong i Wu, 2011). Direktno
vezivanje MCM 2-7 proteinskog kompleksa za Cdtl protein (u okviru pre-RC) (Labib i
Diffley, 2001), a time i za hromatin omoguc¢avaju MCM9 (Li i Jin, 2010, Takisawa i sar.,
2000; Truong i Wu, 2011) i MCM10 (Takisawa i sar., 2000; Truong i Wu, 2011), koji
osim direktne interakcije, dovode do pozitivne regulacije Cdtl (Li i Jin, 2010, Truong i
Wu, 2011). Nakon vezivanja MCM kompleksa na mestu replikacije, dolazi do njegove
aktivacije, (pod) dejstvom CDK2 i DDK (Wu i sar., 2012; Tachibana i sar., 2005, Wu 1
sar., 2014; Truong i Wu, 2011; Bailis i Frosburg, 2006; Kusunoki i Ishimi, 2014), a na taj
nacin i aktivacije replikacije DNK (Knocklebly 2010). U daljem toku postaje aktivan deo
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MCM kompleksa koji ima funkciju DNK helikaze (Labib i Diffley, 2001; Knockleby
2010; Takisawa i sar., 2000; Diffley 2012), replikativne helikaze (Tachibana i sar., 2005;
Bailis 1 Frosburg, 2006; Lei i Tye, 2001; Labib i Diffley, 2001; Simon i Schwacha, 2013;
Truong i Wu, 2011; Fernandez-Cid 1 sar., 2013; Arias i sar., 2014) tj. ATPaza-zavisne
helikaze (Koncklebly 2010). Svojom APTaznom aktivnos¢u MCM kompleks omogucava
odmotavanje DNK navoja u inicijalnoj fazi, na mestima replikacije (Simon 2014;
Konocklebly 2010), tokom S faze (Simon i Schwacha, 2014), ali i dalju aktivnost kao
helikaza, tokom elongacije (Knocklebly 2010). Nakon aktivacije replikacije, MCM
proteini se pomeraju se duz hromatina, na replikacionoj viljusci (Bailis i Frosburg, 2006)
1 ucestvuju u elongaciji DNK lanca (Labib i Diffley, 2001; Samson i Bell, 2014).
Pretpostavlja se da oni imaju jo§ neku od uloga u strukturiranju replikacione viljuske, kao
i da je ta uloga neohodna u odrzanju stabilnosti genoma tokom S faze (Bailis i Frosburg,
2006). Takode, i na centrozomu MCM kompleks deluje u ATPaza- zavisnom maniru, $to
ukazuje na mogucu dodatnu ulogu ovih proteina u razdvajanju hromozoma (Knocklebly
2010). Osim toga, postoje indicije da MCM proteini mogu biti klju¢ne kontrolne tacke u
oCuvanju stabilnosti replikacione viljuSke, posredovati u signaliziranju u kontrolnim
tackama tj. popravci eventulane greske, tokom G1 faze, pre inicijacije replikacije, kada su
lokalizovani na mestima na kojima jo$ nije doslo do replikacije (Bailis i Frosburg, 2006).
U tom smislu, MCM proteini ostvaruju ulogu u stabilnosti genoma tokom S faze (Bailis
i Frosburg, 2006). Posredni dokaz za dodatne uloge MCM kompleksa je tzv.“MCM
paradoks” tj.¢injenica da je koli¢ina MCM proteina u ¢eliji daleko veca u odnosu na broj
mesta replikacije, kao i da ve¢ina ovih proteina nije lokalizovana na mestima nove sinteze
DNA. Osim toga, ¢ak i malo smanjenje nivoa MCM dovodi do nestabilnosti hromozoma i
moze dovesti do greSke tokom inicijacije sinteze DNA. Dakle, postoje brojni ili
rezervoari MCM proteina koji imaju razli¢itu ulogu replikaciji i oCuvanju integriteta

genoma (Bailis i Frosburg, 2006).
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1.2.3. CELIJSKI CIKLUS, PROTEINI ODRZAVANJA MINIHROMOZOMA I
KANCEROGENEZA

Kako je ve¢ pomenuto, da bi se odrzavao integritet ¢elijskog genoma razvijeni su
brojni mehanizmi koji kontroliSu i osiguravaju jednu i pravilnu duplikaciju genoma
tokom svakog celijskog ciklusa (Lei 1 Tye, 2001; Li i Jin, 2010). Bilo koja vrsta
neadekvatne replikacije tokom celijskog ciklusa, prekomerna ili nedovoljna, uzrokuje
nestabilnost genoma, $to je osnovna karakteristika kancera jer je preduslov abnormalne
¢elijske proliferacije (Lei i Tye, 2001). Proliferacija je programiran proces kojim dolazi
do produkcije ograni¢enog broja ¢elija tokom razvoja multinuklearnog organizma (Tye
1999). Nekontrolisana 1 nepravilna proliferacija je glavna odlika neoplasti¢ne
transformacije ¢elija kancera, a tumorske celije imaju steCeno oSteenje gena koji su
direktno ukljuceni u regulaciju ¢elijskog ciklusa. Normalno, u zrelim tkivima, u kojima je
funkcija ovih gena oc€uvana, postoji ravnoteza izmedu programirane celiske smrti
(apoptoze) i proliferacije (¢elijske deobe) (Sandal 2001). Kod neoplasticno izmenjenih
¢elija postoji poremecena ili neadekvatna regulacija ¢elijskog ciklusa u nekom njegovom
segmentu (Buru i Cross, 2003). Gubitak pravilne funkcije MCM protein uzrokuje
neadekvatnu regulaciju sinteze DNK 1 nestabilnost genoma (Bailis i Frosburg, 2006),
osnovu noplasticne tranformacije Celije.

Povecana ekspresija MCM molekula nalazi se u ¢elijama koje aktivno proliferiSu i
u kojima je ¢Celijski ciklus aktivan, a smanjena je u ¢elijama koje su u stanju mirovanja,
(Madine 1 sar., 2000; Freeman i sar.,1999), kada se nalaze odvojeni od hromatina (Bailis 1
Frosburg, 2006). Ta karakteristika ¢ini ih potencijalno dobrim dijagnostickim markerima
malignih ¢elija, ali i ¢elija sa potencijalom za malignu transformaciju (Bailis i Frosburg,
20006), tj, pre-kancerskih celija koje su u nekoj fazi maligne transformacije (Lei 2005).
Krucijalna uloga ovih proteina u ograni¢avanju DNK replikacije jednom tokom ¢elijskog
ciklusa 1 ocuvanju stabilnosti genoma, €ini ih potencijalnim metama ¢elijskih onkogena
koji na taj nacin mogu da dovedu do poremecaja regulacije replikacionog procesa (Bailis
i Frosburg, 2006). Dakle, izmenjena regulacija aktivhosti MCM moZe doprineti
nestabilnosti genoma i abnormalnoj ¢elijskoj proliferaciji (Bailis i Frosburg, 2006).

Zbog uloge MCM u sintezi DNK, njihova aktivnost je bitna u regulaciji
replikacije DNK kod ¢elija koje su u deobi, dok izostaje kod ¢elija u koje su u stanju

mirovanja (Madine i sar., 2000; Freeman 1 sar.,1999). 1z tog razloga nihova ekspresija
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korelira sa c¢elijskom proliferacijom, Sto to ih ¢ini znaCajnim markerima celijske
proliferacije (Tye 1999). Takode, znacaj MCM proteina je i u njihovoj ekspresiji tokom
Citavog Celijskog ciklusa, ¢ak i tokom prelaska ¢elije iz GO u ranu G1 fazu, Sto ih ¢ini
superiornijim u odnso u na druge proliferativne markere, kao sto su Ki-67 (Szelachowska
1 sar., 2006; Gueiros i sar., 2011; Freeman 1 sar.,1999; Ha i sar., 2004; Gambichler i sar.,
2009a; Gambichler i sar., 2008; Chantral i sar.,2003; Kato i sar.,2003; Torrres-Rendoni
sar., 2009; Kodani i sar., 2001; Scott i sar., 2006; Gueiros i sar.,2011), PCNA (Liu i sar.,
2007; Ha 1 sar., 2004; Shin i sar., 2010; Gambichler i sar., 2008; Chantral i sar., 2003;
Kato 1 sar., 2003; Torrres-Rendon 1 sar., 2009; Kodani 1 sar., 2001; Scott i sar., 2006;
Gueiros 1 sar., 2011) nuklearni proteini pl6, p21 (Ha i sar., 2004; Freemani sar., 1999) i
p53. (Ha i sar.,2004; Freeman i sar.,1999; Gambichler i sar.,2009a).

Ekspresija MCM proteina ukazuje na celije u proliferaciji, ali ih nije moguce
detektovati u celijama koje su proSle proces DNK reparacije, za razliku od PCNA
markera (Liu i1 sar., 2007). Iz navedenih razloga jasno je da MCM proteini imaju
potencijal da postanu nova generacija proliferativnih markera, znafajna za skrining,
procenu ishoda i terapijskog odgovora razli¢itih tumora (Tachibana i sar., 2005).
Uzajamni odnos ¢elijske proliferacije i povecane ekspresije MCM u ¢elijama kod kojih je
aktivan celijski ciklus, ¢ini ove proteine veoma korisnim i znacajnim dijagnostickim
markerima malignih ¢elija, ¢elija sa malignim potencijalom (Bailis 2004), tj, ¢elija koje
su u fazi maligne transformacije (Lei 2005), ali i potencijalnim, obecavaju¢im metama
savremene antineoplasti¢ne terapije (Yu i sar.,2004; Lei 2005), koja bi bila usmarena ka
generalnoj inhibiciji proliferacije, kroz specificnu inhibiciju MCM2-7 u tumorskim
¢elijama (Simon i Schwacha, 2014)

Za poboljSanje prognoze kod pacijenata oboljelih od maligne bolesti, najznacajna
je prvenstveno rana detekcija, a potom i blagovremeno leenje kancera. U tom smislu
pronalazenje proteina koji direktno reguliSu DNK replikaciju i preciznije odslikavaju
proliferaciju ¢elija tumora, samim tim i1 potencijalne bioloSke karakteristike i ponaSanje
tumora, ima veliki zna¢aj. Cinjenica da su MCM proteini pokazatelji upravo proliferacije
malignih ¢elija, ¢ini ith veoma interesantnim u onkoloskim ispitivanjim i to u viSe
je odnedavno u fokusu ekstenzivnog istrazivanja, u pokusaju da se poboljsa i olaksa
dijagnoza tumora i proceni ishod u klinickom istrazivanju. Pokazano je da su MCM
proteini znacajno ispoljeni u malignim Ccelijama razli¢itih tkiva, u poredenju sa
neizmenjenim ¢elijama istih tkiva (Giaginis i sar., 2010). Takode, razlika u ekspresiji ovih
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proteina utvrdena je izmedu normalnih, displasti¢nih i malignih ¢elija odredenih tkiva
(Freeman 1 sar., 1999). Postoje znacajni klini¢ki dokazi o identifikaciji antitela prema
MCM proteinima u velikom broju ¢elija kod kojih je aktivan celijski ciklus, znacajnije
nego antitela prema drugim, zasada poznatim markerima celijske proliferacije kao $to su
PCNA i Ki-67 (Giaginis 1 sar., 2010). Dakle, zbog neospornih dokaza o korisnosti ovih
proteina kao markera celijske proliferacije, MCM predstavljaju obecavaju¢e molekule,
znacajne za odredivanje dijagnostickihi i prognostickih parametara, u razli¢itim humanim
malignitetima (Giaginis i sar., 2010).

MCM proteini, ukljuceni u proces replikacije DNA i regulacije ¢elijskog ciklusa,
su u odredenom broju studija procenjeni kao pouzdani markeri proliferacije malignih
¢elija (Feeman 1 sar.,1999; Scott i sar., 2006; Tamura i sar., 2010; Going i sar., 2002;
Murphy 1 sar., 2005). 1z tog razloga, ekspresija ovih proteina proucavana je u brojnim
skvamocelularnim tumorima ukljucuju¢i SCC wusne duplje (Tamura i1 sar., 2010;
Szelachowska 1 sar., 2006; Torres-Rendon i sar., 2009; Kodani i sar., 2003; Kodani i sar.,
2001; Scott i sar., 2006), jednjaka (Kato i sar., 2003; Ahn et Chan i sar., 2010), grkljana
(Chantral 1 sar., 2003; Chantral 1 sar., 2006), grli¢ca materice (Das 1 sar., 2013) i jezika
(Gueiros i sar., 2011) i brojnim drugim tumorima. Osim u tumorima, patoloSka ekspresija
je uocena i u displastilécnom tkivu (medustanje u progresiji od normalnog tkiva do
neoplazije; u funkcionalnom smislu ¢elije koje se nalaze u ¢elijskom ciklusu), kao Sto je
skvamozna cervikalna intraepitelna displazija (Shi i sar., 2007; Nicol i sar., 2012),
vulvarna intraepidermalna neoplazija (Davidson i sar., 2003), laringealna (Chantral i sar.,
2003; Chantral i sar.,2006) i oralna displazija (Scott i sar.,2006; Kodani i sar.,2001).

U kozi, ekspresija MCM proteina je do sada ispitivana kod nevusa, kutanog
melanoma (Boyd i sar., 2008; Gambichler i sar., 2009) i u metastazama melanoma (Boyd
1 sar., 2008), zatim kod T ¢elijskih limfoproliferativnih oboljenja (Gambichler i sar.,
2008), carcinoma Merkelovih ¢elija (Gambichler i1 sar., 2009a), bazocelularnom
karcinomu (Liaw i Boyd, 2009; Abdou i sar.,2014; Liu i sar.,2007) trihoepiteliomu, (Liaw
i Boyd, 2009), keratoakantomu (Abdou i sar.,2014) i seboroi¢noj keratozi, (Abdou i sar.,
2014). Do sada su pubikovane (ili objavljeni rezultati) samo tri studije u koljima je
procenjivana ekspresija MCM u SCC (Liui sar., 2007; Abdou i sar., 2014), BD (Liu i
sar., 2007; Abdou i sar.,2014) i AK (Shini sar.,2010).
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1.2.4. CELIJSKI CIKLUS I PLANOCELULARNI KARCINOM KOZE

Kancerogeneza planocelularnih (skvamocelularnih) neoplazmi koze jo$ uvek nije
u potpunosti razjasnjena i u fazi je ispitivanja. Mali broj studija koji je do sada objavljen o
ulozi pojedinih proteina celijskog ciklusa neosporno govori o njihovom znacaju u
nastanku ovih neoplazmi, ali jo§ uvek nije moguce doneti konacan zakljucak, jer su
rezultati razli¢iti, ponekad ¢ak i1 oprecni. Za sada je, ipak, sasvim jasno da je osnovni
uzrok nastanka SCC koze UV zracenje i da je oko 90% ne-melanocitnih tumora koze
posledica ove vrste zracenja (Breuninger i sar., 2013; Kallini i sar.,2015; Grossman i
Leffel, 2012; Edge i sar., 2010; Stratigos i sar., 2015; Duncan i sar., 2012; Berman i
sar.,2013; Berner i sar., 2005; Schmitt i Miot, 2012; Rossi i sar., 2007; Rigel 1 sar., 2008,
Sterry 1 Stockfelth, 2009; Cox i sar., 2007; Arlette i Trotter, 2004). Takode, do sada je
definitivno potvrdeno i da je najceS¢a genetska abnormalnost, koja se nalazi kod vise od
80% SCC, mutacija p53, tumor-supresora koji indukuje apoptozu (Grossman i Leffel,
2012; Stratigos 1 sar., 2015). Pored toga, i disfunkcije drugih gena imaju uticaj na
nastanak ove vrste neoplazme, ¢ine¢i da ne funkcioniSu razliiti regulatorni i kontrolni
menanizmi ¢elijskog ciklusa, omogucavaju¢i na taj nacin celijama sa genetskim
nedostacima da se umnozavaju i prenose genetsko oStec¢enje na ¢elije potomke.

Jedan od poremecaja koji ima uticaja na neadekvatnu proliferaciju keratinicita
svakako je i abnormalna ekspresija i funkcija MCM proteina. U slucaju skvamoznog
epitela, MCM pozitivne celije ograniCene su na bazalni, proliferativni sloj celija
epiderma, a ekspresija ovih proteina odsutna kod terminalno diferenciranih keratinocita
(Tachibana 1 sar., 2005). Kod neoplasticno transformisanog epitela, veci je broj
proliferativnih ¢elija 1 one se nalaze u povrSnijim slojevima (iznad bazalnog), a sa
povecanjem histoloSkog radusa (tj. stepena slabo ili nediferentovanih ¢elija) raste i broj
¢elija u proliferaciji (Tachibana i sar., 2005). Dakle, nediferencirane, proliferiSuce celije
lokalizovane su povrSnije, tako da je MCM pozitivne celije moguée pronaéi i u
povrsnijim slojevima epiderma (Tachibana i sar.,2005).

AK, BD i SCC imaju istu molekularnu osnovu, a to je neoplasti¢na transformacija
1 proliferacija atipi¢nih keratinocita (Cockerell 2000; Cockerell 2003; Fu i Cockerell;
2003), i na ¢elijskoj osnovi oni su nerazdvojivi (Cockerell 2003; Fu i Cockerell, 2003).
Takode, u odredenom broju slucajeva i klinicka diferencijacija AK, BD i incipijentnog

SCC je teska, ponekad nemoguca, upravo zbog njihove velike sli¢nosti u izgledu, a
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nedostataka specificnih identifikujucih karakteristika svake od lezija ponaosob. Isto tako,
kod ve¢ine SCC, u na ivici lezije, u epidermu se mogu prepoznati karakteristike AK
(Cockerel 2003; Fu i Cockerell, 2003), govoreci u prilog €injenici da u evoluciji ove vrste
neplazme dolazi do progresije, a ne transformacije (Evans i Cockerell, 2000), kao i da su
transformisane ¢elije u okolini invazivnog dela tumora najverovatnije neoplasti¢ni klon
od koga je karcinom i nastao. Prema tome, a uz ¢injenicu da nema jedinstvenih klini¢kih i
histopatoloskih karakteristika AK koje bi mogle da predskazuju njenu transformaciju u
invazivni SCC (Heaphy 1 Ackerman, 2000; Moy 2000; Fu i Cockerell, 2003), namece se
potreba za specificnim markerima koji bi mogli da identifikuju malignu leziju u
razli¢itim klinickim uvorcima (za dijagnostikovanje, diferenciranje i razgrani¢avanje
izmedu entiteta — AK, BD i invazivnog SCC), kao i za predvidanje koja od lezija ima
potencijalno agresivnije ponasanje na molekularnom nivou. Cockerell je predlozio da
stepen cCelijske atipije AK mozZe biti znacajan faktor progresije u SCC i da bi njegova
evaluacija mogla biti od koristi u procenjivanju prognoze ove vrste neoplazme (Cockerel
2000). Proliferativna aktivnost ¢elija kancera ima prognosticku znacajnost (Tachibana i
sar., 2005), a veca proliferacija karakteriSe progresiju in situ lezija, od AK do BD
(Brasanac i sar.,2005).

Koriste¢i samo  morfoloske  kriterijjume, Cesto je, takode, tesko
razlikovati/razdvojiti displasticne c¢elije od onih kod kojih postoje samo reaktivne
promene. U identifikaciji displasti¢nog epitela, kriterijumi koji se koriste su prisustvo
mitoza u vecem broju i patoloskoj distribuciji, ukazuju¢i da postoji veéi stepen
proliferacije (Freeman i sar., 1999). Ekspresija MCM proteina, kao rani dogadaj u
neoplazmi omogucava to razlikovanje (Liaw i Boyd, 2008). Cinjenica da je MCM
proteine moguce identifikovati kod ¢elija koje su u aktivnom procesu proliferacije, ali i
¢elija koje potencijalno mogu postati proliferativno aktivne, ¢ini ove proteine
specifi¢nijim 1 senzitivnijim markerima kancerogeneze kancerogeneze epitelinih ¢elija u
odnosu na konvencionalne markere proliferacije (Liu i sar., 2007, Stoeber i sar., 2001). U
tom smislu, poslednjih godina aktuelna je procena ekspresije ovih markera u odnosu na
znacajne klini¢ko-patoloske karakteristike, vazne za prognozu i stepen prezivnjavanja
pacijenata obolelih od ove vrste tumora (Giaginis i sar., 2010). MCM proteini imaju
krucijalnu ulogu u regulaciji ¢elijskog ciklusa (Giaginis i sar., 2010), a verifikacija
parametara celijskog ciklusa od znacaja je u predvidanju rasta, progresije i odgovora na
terapiju (Chantral i sar., 2006). Takode, karakteristike tumora koje mogu biti od koristi za

predikciju agresivnosti ne tumace se uvek dosledno tokom histopatoloske evaluacije, §to
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povecava stepen subjektivnosti 1 neuniformnost prilikom dijagnostikovanja, pa su
neopehodni dodatni pouzdaniji parametri za objektivniju procenu displasti¢nih i malignih
lezija, koji bi bili od pomo¢i u interpretaciji nedovoljno morfoloski jasnih slucajeva ili

prilikom analize heterogenog tkiva.
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2.

CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Ciljevi istrazivanja su:

1. Ispitivanje ekspresije proteinA odrzavanja minihromozoma MCM 2, 5 i 7 u aktini¢noj
keratozi, Bowen-ovoj bolesti i invazivnom planocelularnom karcinomu koze.

2. Analiza ispoljavanja MCM 2, 51 7 u in situ lezijama klasifikovanim kaokeratinocitna
intraepidermaln aneoplazija (KIN).

3. Poredenje ekspresije MCM 2, 5 i 7 i prognostickih parametara planocelularnog
karcinoma koZe — dimenzije, debljina i gradus tumora.

4. Procena razliCitih na¢ina evaluacije imunohistohemijskog bojenja i ekspresije MCM

proteina u odnosuna tip lezije i prognosticke parametre.
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3. MATERIJAL I METODE
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3.1. MATERIJAL

Za imunohistohemijsko bojenje koriS¢eni su parafinski kalupi Instituta za
patologiju, Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Iz ranije specijalno
dizajnirane i popunjene baze podataka o biopsijama koze odabirani su, od 2012. godine
unazad, slucajevi AK, BD i SCC do popunjavanja po 50 slucajeva KIN1, KIN2 i KIN3
preinvazivnih lezija kao i po 50 slucajeva dobro, srednje i slabo diferentovanog SCC.
Iako je inicijalno, bilo odabrano 360 slucajeva, posle imunohistohemijskog bojenja, iz
tehniCkih razloga, doslo je do gubitka odredenog broja uzoraka, tako da je konacan broj,
adektvatan za evaluaciju i tumacenje dobijenih rezultata bio 315.

Od ukupnog broja, na osnovu histoloske dijagnoze, 91 promena bila je aktini¢na
keratoza (AK), 50 promena Bowenova bolest (BD) i 174 invazivni planocelularni
karcinom (SCC), od toga podjednak broj dobro (Gl), srednje (G2) i slabo (G3)
diferentovanih SCC (po 58 slucajeva). Prema KIN klasifikaciji, od 141 preinvazivne
lezije, 50 promena (35.5%) bile su KIN 1, 40 KIN 2, a 51 KIN 3.

Medu ispitanicima bilo je 198 muskaraca i 117 Zena. Prose¢na starost pacijenata
bila je 72.94+10.5 (raspon 9-100 godina), a u odnosu na pol 73.094+9.7 godina za muskarce
(raspon 31-100 godina) 1 72.6+11.7 godina za Zene (raspon 9-97 godina). Prema
histoloSkim dijagnozama, kod pacijenata sa AK prosecna starost bila je 72.1£7.5 (u
rasponu 44-91 godina), sa BD bila je 72.24+11.2 (raspon 36-100), a sa SCC 73.5+11.6 (u
rasponu 9-99) godina. Prema KIN klasifikaciji, prosecna starost pacijentata sa KIN1
iznosila je 71.9+£7.9 (raspon 44-86), KIN2 72.1+7.2 (raspon 57-91), a KIN3 72.3+11.1
(raspon 36-100).

Najveéi broj uzoraka bio je lokalizovan na glavi i vratu, 224 promene (71.1%),
potom na ekstremitetima, 60 promena (19.0%), a najmanje na trupu 31 promena (9.8%).
Razvrstano prema dijagnozama, na glavi je bilo 75 AK (82.4%), 22 BD (44.0%) i1 127
SCC (73.0%); na trupu 6 AK (6.6%), 15 BD (30.0%) i 10 SCC (5.7%), a na
ekstremitetima 10 AK (11.0%), 13 BD (26.0%) 1 37 SCC (21.3%)).

Trajanje promena do ekscizije, izraZzeno u mesecima, iznosilo je 43.9+28 (raspon
2-120) kod AK, 47.9+£28.3 (raspon 3-120) kod BD i 38.6+37 (raspon 0-360).

Maksimalna dimenzija tumora iznosila je u proseku 24.5 mm (raspon 11-85mm)
kod AK, 30.54 mm (raspon 11-85 mm) kod BD i 35.89 mm (raspon 3-160) kod SCC.
Koriste¢i KIN klasifikaciju dimenzije su bile 23.8 mm (raspon 11-85) za KIN1, 24.5 mm
(raspon 11-85) za KIN2, i 30.3 mm (raspon 9-63) za KIN3.
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Debljina tumora odredivana je okularnim mikroskopom, a iznosila je u proseku
20.0 mm (raspon 11-85) kod AK, 28.0 mm (raspon 9-63) i 31.0 mm (raspon 3-160.0) kod
SCC. U KIN lezijama.

Povriina tumora iznosila je 113.3 mm” (u rasponu 12-981) u slutaju AK, 228.8
mm” (raspon 24-1060) kod BD, a 482.05 mm” (raspon 5-6304) u slu¢aju SCC. Prema
tumorskom gradusu (diferentovanosti) vrednosti povrsina lezija su bile: SCC-G1 484.3
mm” (raspon 5-4239), SCC-G2 443.24 mm” (raspon 44-6304) i SCC-G3 518.62 mm’
(raspon19-3572). Kod lezija klasifikovanih kao KIN prosecna povrsina iznosila je 93.98
mm” kod KIN1 (raspon 16-754), 134.75 mm® KIN2 (raspon 12-981), i 226.20 mm” kod
KIN3 (raspon 24-1060).

Nijedan od pacijenata nije primao imunosupresivnu terapiju, niti je imao udruzen
visceralni ili kutani malignitet. Sve promene dobijene su hiruskom ekcizijom i sve su bile

primarne promene koje nisu prethodno lecene.

3.2. METODE

3.2.1. Formiranje tkivnog mikroniza

Radi efikasnije, ekonomicnije, brze i lakSe analize tokom IHH pocesa kori$¢ena je
tehnika tkivnog mikroniza, (engl. tissue microarray —TMA), specijalna vrsta formiranja
histopatoloskih uzoraka (Konoen i sar., 1998) kojom se moze uraditi IHH bojenje za
krace vreme, na ve¢em broju uzoraka, uz manji utroSak imunohistohemijskih reagenasa i
oCuvanje najvecej dela originalnog tkivnog uzorka. Za konstrukciju TMN koriS¢eni su
delovi tkiva koze iz uzoraka fiksiranih formalinu i kaluplljenih u parafinske blokove.

Na HE bojenim ploc¢icama, u svakom uzorku, flomasterom razli¢ite boje
oznacavana su tri tipicna mesta sa kojih su, iz odgovarajuceg parafinskog kalupa (kalup
davalac), iglom unutrasnjeg promera 1,2 mm uzimani tkivni cilindri za formiranje
tkivnog mikroniza. Ukupno 60 tkivnih cilindara (20 slucajeva) je prenoseno u svaki kalup
primalac u 6 kolona i 10 redova, uz dodatna 2 cilindra (uzorci limfnog nodusa 1 sluznice
debelog creva) koji su bili postavljani u prvom i tre¢em redu za orijentaciju TMA i kao
pozitivne 1 negativne kontrole pri imunohistohemijskom bojenju. Po formiranju
pojedinacnog TMA u metalni kalup se izlivao te¢ni parafin iz kojeg su, posle hladenja, na
mikrotomu uradeni preseci debljine Sum, za HE bojenje, kojim je kontrolisano da li

uzorak odgovara planiranom i konsekutivni preseci prebacivani na specijalne adhezivne
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plo¢ice (Superfrost Ultra Plus, Thermo Scientific, Germany) za dalju IHH proceduru.
Tehnika tkivnog mikroniza je kori§¢ena jer omogucava ispitivanje veéeg broja uzoraka sa
znatno manjim utroskom antitela i drugih hemikalija, uz minimalno oSte¢enje parafinskih
kalupa iz kojih se materijal uzima, a u cilju testiranja veceg broja uzoraka smestenih u

jednom parafinskom bloku, za kratko vreme 1 uz identi¢ne tehni¢ke uslove bojenja.

3.2.2. Imunohistohemijski protokol

3.2.2.1. Priprema uzoraka
Najpre su na mikrotomu iz parafinskih kalupa seceni uzorci tkiva debljine 4-5um

na specijalne plo¢ice (Superfrost Ultra Plus, Thermo Scientific) koje omogucéavaju bolje
pripajanje tkiva. Zatim su suSeni u termostatu 120 minuta na 60°C ¢ime je postignuto
bolje prijanjanje tkiva za plo€icu.
3.2.2.2. Deparafinizacija

Deparafinizacija se obavljala potapanjem preparata u ksilol (20 minuta) i seriju
alkohola opadajuce koncentracije(100%, 96%, 70% - 2 puta po 4 minuta), a zavrSavala se
potapanjem isecaka u destilovanu vodu (ispiranje dva puta).

Svrha deparafinizacije bila je odstranjivanje parafina sa plocice jer njegovo
prisustvo otezava bojenje, a ujedno pojacava nespecificno bojenje.
3.2.2.3. Blokiranje endogene peroksidaze

Ova etapa je vrSena potapanjem plocica u 3% vodeni rastvor vodonik peroksida,
tokom 15 minuta. Nakon toga ploCice su ispirane u vodi (2 puta). Na taj nacin je
inaktivirana endogena peroksidaza prisutna u tkivima u cilju samanjivanja nespecificng
bojenja.
3.2.2.4. Antigensko demaskiranje

Naredni korak bilo je demaskiranje antigena (engl. antigen retrieval, AR) koje je
postignuto visokom temperaturom, u vodenom kupatilu sa citratnim puferom na 95°C, PH
6.0. u trajanju 30 min. IHH bojenje, kao Sto je ve¢ spomenuto, radi se na parafinskim
uzorcima fiksiranim u formalinu. Svrha fiksacije tkiva je ocuvanje celularnog integriteta
kojim se olakSava morfololosko ispitivanje. Fiksiraju¢i efekat formalina i do stvaranja
metilenskih veza izmedu susednih proteinskih lanaca $to na kraju rezultuje Cvrstim
vezama u tkivnom matriksu kao i moguéim izmenama trodimenzionalne grade proteina,
dovode¢i do redukcije ili gubitka antigenske reaktivnosti (Jasani 2001). Fiksacija u

formalinu, tako, dovodi do maskiranja (sakrivanja) mnogih antigena (antigenskih
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epitopa), koji zato ne mogu biti prepoznati od strane specificnih antitela, dovode¢i do
neadekvatnog IHH bojenja (Dodson 2002). Jedan od nacina antigenskog demaskiranja je
demaskiranje visokom temperaturom koja uklanja formalinske veze na povrsini proteina.
Nakon kuvanja plocice su se hladile 30 minuta na sobnoj temperaturi, a potom je vr$eno
ispiranje preparata u fosfatnom puferu (engl. phosphate buffered saline, PBS) i to dva
ispiranja po tri minuta.

3.2.2.5. Primarna antitela

Nakon toga na preparate je nanoSeno primarno antitelo. KoriS¢ena su sledeca
primarna, miSja monoklonska antitela: MCM2 (Abcam, ab 109459, razblazenje 1:200),
MCMS5 (Abcam, ab 76023, razblazenje 1:100) i MCM7 (Abcam, ab 2360, razblaZenje
1:200).

Preparati su sa svim primarnim antitelima inkubirani u vlaznoj komori, na sobnoj
temperaturi, tokom 60 minuta. Potom je vrSeno ispiranje preparata u PBS i to dva
ispiranja po pet minuta. Na ovaj nacin se uklanja viSak antitela koja nisu vezana za
specificne antigene.
3.2.2.6. Vizuelizacioni sistem

Za vizuelizaciju je koriS¢en Ultravisoin LP sistem za dekteciju (Lab Vision
Thermo scientific, CA, USA), baziran na dekstranskom polimeru za koji je vezan enzim
peroksidaza (engl. horseradish peroxidase, HRP), koji ima afinitet vezivanja za
primenjena antitela. Kao hromogen (boja za vizuelizaciju mesta na kojima se dogodila
reakcija primenjenih antitala s atkivnim antigenom) kori$¢en je 3.3” diamino-benzidin —
DAB, nakon ¢ega su prepararati kontrastrirani (za vizuelizaciju tkivne morfologije)
Mayer-ovim hematoksilinom.
3.2.2.7. Dehidratacija isecaka

Dehidratacija tkiva je vrSena  potapanjem preparata u alkohol rastuce
koncentracije - etanol (70%, 96%, 100%), po 2.5 minuta i ksilol, 2.5 minuta. Nakon
dehidratacije radenjeno je pokrivanje plocica ¢ime je bio zavrSen proces.
3.2.2.8. Kontrolni uzorci

Za pozitivhu kontrolu koriS¢eno je tkivo limfnog Evora (germinativni centri
folikula), odnosno crevna mukoza. Za negativnu kontrolu koris€eni su interfolikularni
limfociti limfnog ¢vora, kao i1 vezivno-vaskulna stroma lamine proprije crevne mukoze.
3.2.2.9. Evaluacija IHH bojenja

Mikroskopsko analiziranje plocica je radeno je na Olympus BX50 svetlosnom

mikroskopu, na uveli¢anju 200 puta.
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Pozitivno bojenje podrazumevalo je braon obojenost jedara. Ocenjivanje rezultata
IHH jedarnog bojenja bazirano je na analizi distribucije i obima bojenja pod svetlosnim
mikroskopom. Distribucija pozitivnih ¢elija ocenjivana je kao bazalna (B), suprabazalna
(S) 1 difuzna - ¢itavom debljinom preparata (D) kod intraepidermalnih lezija (AK, DB,
KIN1-3), a kod SCC kao periferna (P), centralna (C) i difuzna - razbacana (D), u zonama
tumorskog tkiva.

Obim ekspresije procenjivan je u delovima sa najizrazenijom ekspresijom,
semikvantitativno na dva nacina.

Prvi naéin: 1+ obojeno do 25% ¢elija,; 2+ obojeno 26-50% celija; 3+ obojeno 51-
75% ¢elija, 1 4+ obojeno vise od 75% ¢elija.

Drugi na¢in: 1+ obojeno do 33% celija, 2+ obojeno 33%-66% celija, 3+ obojeno

viSe od 66% celija.

3.2.2.10. Automatsko brojanje Celija
Pored semikavantitativnog odredivanja MCM pozitivnih ¢elija u preparatima, u

ovom istrazivanju radeno je prepoznavanje pozitivnih ¢elija i korisS¢enjem kompjuterskog
sistema. To je uradeno u cilju poredenja rezultata dobijenih razli¢itim metodama i
procene adekvatnosti rutinske upotrebe ovakvog nacina evaluiranja broja IHH pozitivnih
¢elija u preparatima keratinocitnih lezija, a radi lakSe rutinske analize i kao (eventulana)
dodanta kontrola subjektivne procene posmartaca. Za ovu vrstu analize kori¢en je deo
uzorka, a obuhvatao je 34 AK (6 KIN1 i 28 KIN2) i 36 SCC (9 dobro diferentovanih, 3
srednje diferentovana i 24 slabo diferentovana). U ovaj poduzorak je odabran veci broj
lezija viSeg gradusa buduci da je u njima i beéi procenat pozitivnih ¢elija te su bile
reprezentativnije za provcenu upotrebljivosti ovakvog nacina analize imunohistohemijske
ekspresije MCM proteina. Broj MCM pozitvnih ¢elija, u pomenutim preparatima prvo je
odredivan ruc¢no, uz koriSzenje ekranske mrezice (engl. screen grid). Potom je isti proces
raden koriS¢enjem kompjuteraskog programa, a onda su dobijeni rezultati uporedivani.

U cilju automatskog odredivanja broja imunohistohemijskih pozitivnih (DAB-

pozitivnih) ¢elija koriSéen je besplatni program za analizu slike, Fiji (http://fiji.sc/Fiji)

(Schindelin i sar., 2012). Za analizu su koriS¢ene digitalne slike dobijene pomocu
Leica DM4000 B LED mikroskopa pod uveli¢anjem od 200x (objektiv 20x), digitalnom
kamerom Leica DFC29, a uz pomo¢ Leica Application Suite (LAS, v4.4.0) programskog
sistema. Digitalne fotografije su satuvane u TIFF formatu, dimenzija 2048 x 1536

piksela, sa rezolucijom od 300 DPI (engl. dots per inch) i dubinom bita (boja) (engl. bit
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depth) od 24 (Slika 3.2.2.10.1.A). Za analizu je ukupno koris¢eno 70 digitalnih slika, od
toga 32 uzoraka sa dijagnozom SCC i 34 sa dijagnozom AK.

Nakon ucitavanja slika u programski paket Fiji, pomocu commande Color
Deconvolution i odabiranja opcije H DAB (putanja: Fiji>Image>Color>Color
Deconvolution), izvrSeno je izdvajanje DAB signala, odnosno boje, od signala poreklom
od hematoksilina, koji je koriS¢en za kontrastiranje imunohistohemijskih preparata (Slika
3.2.2.10.1.B). U daljoj analizi, fotografijama sa DAB signalom odreden je prag (eng.
threshold) (putanja: Fiji>Image>Adjust>Threshold), pri ¢emu su za svaku sliku
automatski odredene podrazumevane pragovne (eng. default threshold) vrednosti (Slika
3.2.2.10.1.C). Ova metoda je neophodan korak u automatskom brojanju celija, a
podrazumeva da se slika u boji konvertuje u 8-bitnu paletu sivih tonova (engl. grayscale),
a zatim u crno-belu sliku (engl. binary), prema unapred zadatim vrednostima, odnosno
granicama. Da bi se izbegao uticaj nespecificnog bojenja DAB-om na vrednosti
automatskog brojanja ¢elija, pomoc¢u Freehand selections alatke i opcije Clear (putanja:
Fiji>Edit>Clear), obeleZeni su i obrisani oni delovi slike, koji bi eventualno mogli uticati
na konacnu vrednost broja DAB-pozitivnih ¢elija (Slika 3.2.2.10.1.D). Ovako obradene
slike su predstavljale finalne digitalne fotografije, koje su koriS¢ene za automatsko
brojanje ¢elija, koje je uradeno uz pomo¢ opcije Analyze Particles (putanja:
Fiji>Analyze>Analyze Particles) (Slika 3.2.2.10.2). Vrednosti veli¢ine (engl. size) i
cirkularnosti (engl. circularity) ¢éelija, kao parametri koje je neophodno uneti prilikom
automatskog brojanja ¢elija, utvrdeni su prethodnim poredenjem sa slikama na kojima je
manuelnom metodom odreden tacan broj DAB-pozitivnih ¢Eelija, nakon ¢ega su uzete
prosecne vrednosti ova dva parametra, koje su zatim primenjene na sve slike ukljucene u
ovo istrazivanje. Za svaki tip tumora odredene su posebne vrednosti veliCine i

cirkularnosti ¢elija.
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Slika 3.2.2.10.1.Prikaz graficke obrade slike u procesu automatskog brojanja celija.
Aoriginalna imunohistohemijska slika AK (uvelicanje x200); B — Ista slika nakon
izdvajanja DAB signala. C — Konverzija u crno-belo sliku pomocu threshold efekta; D —
Isecanje onih delova slike koji bi mogli uticati na proces automatskog brojanja ¢elija. U
ovom slucaju sa slike je uklonjeno vezivno tkivo ispod epitela, Sto je predstavljeno crnim
regionom, koji nece biti uzet u obzir prilikom automatskog izratunavanja broja ¢elija.
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Slika3.2.2.10.2. Prikaz metode automatskog brojanja celija. Na slici su prikazani obrisi,
odnosno konture (engl. outline) DAB-pozitivnih signala. U zavisnosti od vrednosti
zadatih veli¢ina i cirkularnosti, program odabira konture koje ¢e automatski izbrojati. Na
ovaj slici, metodom manuelnog brojanja izbrojano je 706 DAB-pozitivnih ¢elija, dok je
automatskom metodom izbrojano 715 ¢elija, Sto predstavlja razliku od 9 ¢elija, odnosno
gresku od 1.3%.

3.2.2.11. Statisticka analiza rezultata

Za sve imunohistohemijske markere (MCM2, MCM5 i MCM7) vrSeno je
poredenje distribucije pozitivnih ¢elija sa histopatoloskim tipom lezije -AK, BD i SCC, i
KIN tipom, kao i parametrima koji ukazuju na vecu agresivnost tumora: maksimalna
dimenzija lezije, stepen diferentovanosti i maksimalna debljina i povrSina SCC.

Vrseno je poredenje bazalne, suprabazalne i1 difuzne distribucije ¢elija kod in situ
lezija (AK, BD i KIN), odnosno periferne, centralne i difuzne kod SCC. U cilju validnijih
statistiCkih rezultata difuzna distribucija je poredena sa ostalim tipovima distribucije
objedinjenim u grupu ne-difuznih, a to je podrazumevalo bazalno i suprabazano za in situ
lezije, odnosno periferno i centralno za SCC.

Isti tipovi poredenja vrSeni su i kod obima ekspresije pri cemu su slucajevi

grupisani u one sa do 50% pozitivnih ¢elija (0/4+/++) i preko 50% pozitivnih ¢elija
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(+++/++++), kao 1 do 33% (0/+), izmedu 33-66% (++) i preko 66% pozitivnih celija
(+++).

Za statisticku analizu rezultata koris¢en je softverski paket SPSS (engl.
Statistical Package for Social Sciences) za Windows, verzija 20.0 (SPSS, Inc, Chicago,
IL, USA). KoriS¢ene su metode deskriptivne i analiticke statistike. Od metoda
deskriptivne statistike koriS¢ene su: mere centralne tendencije (aritmeticka sredinai
medijana), mere varijabiliteta (interval varijacije - opseg, standardna devijacija,
koeficijent varijacije) 1 relativni brojevi (frekvence).Vrednosti kontinuiranih varijabli
prikazane su kao prosecna vrednsot + SD, a diskoninuiranih varijabli kao brojevi i
procenti.Distribucija vrednosti (provera numerickih vrednosti, tj. procena normalnosti
raspodele) proveravana je upotrebom Shapiro-Wilk testa.Od metoda analiticke statiatike
koriS¢eni su neparametarski testovi za nezavisneuzorke: y2 test, Kruskall-Walis i Mann-
Withey test. Za procenu rasporeda (distribucije) i broja (obima) MCM pozitivnih ¢elija u
odnosu na histopatolosku dijagnozu, stepen diferentovanosti (gradus) tumora, dijametrar
(granica 20mm) i debljinu tumora (granice 2mm, 4 mm i 6 mm) koriS¢en je y2 test. Za
procenu rasporeda (distribucije) i broja (obima) MCM pozitivnih ¢elija u odnosu na
povrsinu tumora kori$€en je Kruskall-Wailis test, a za medugrupno poredenje Mann-
Withey test. Podaci su prikazani tabelarno i grafic¢ki. Vrednosti verovatnoce () manje od

0.05 smatrane su statisticki znacajnim.
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2.

REZULTATI
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4.1 Ekspresija MCM2

4.1.1 Distribucija

4.1.1.1. Distribucija MCM2 prema histopatolo$koj dijagnozi

Najve¢i broj aktini¢nih keratoza (AK) je imao bazalnu distribuciju (Slika
4.1.1.1.a) MCM2 pozitivnih ¢elija — 62 slucaja (68.1%), a potom, gotovo podjednak broj
difuznu 15 (16.5%) i suprabazalnu — 14 (15.4%). Najveci broj - 45 slucajeva (90.0%)
Bovenove bolesti (BD) imao je difuzni tip distribucije. Preostali slucajevi su imali
suprabazalnu 4 (8.0%), a samo jedan bazalnu (2.0%) distribuciju pozitivnih ¢elija. Kod
SCC, u gotovo istom broju bili su zastupljeni periferni (88 slucajeva — 50.6%) i difuzni
raspored (Slika 4.1.1.1.b) pozitivnih ¢éelija (86 slucajeva — 49.4%). Centralna distribucija
nije bila zastupljena ni kod jednog SCC.

s AR 2O T - .

Slika 4.1.1.1.a Bazalna distribucija MCM2 kod aktini¢ne keratoze
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Slika 4.1.1.1.b Difuzna distribucija MCM2 kod planocelularnog karcinoma

Poredenjem distribucije proteina MCM2 1 histopatoloske dijagnoze, primenom
y'testa, utvrdeno je da postoji statisticki znadajna razlika u distribuciji ovog proteina
izmedu AK, BD i SCC (p<0.001). Istim testom statisticki znacajna razlika u ekspresiji
MCM2 nadena je kada je uporedivana distrubucija pojedina¢no izmedu AK i BD, AK i
SCC, kao 1 BD 1 SCC (p<0.001).

Grupisanje svih slucajeva bez difuznog rasporeda ¢elija u grupu ne-difuznih, u
odnosu slucajeve sa difuznom distribucijom prikazano je u Tabeli 4.1.1.1a. Upotrebom
y’testa, utvrdena je visoko statisticki zna¢ajna razlika izmedu AK, BD i SCC, kao i kada
su uporedivane AK i BD, AK i SCC, BD i SCC(p<0.001).

Tabela 4.1.1.1a. Distribucija MCM2 proteina prema histopatoloskoj dijagnozi

MCM2 UKUPNO AK BD SCC
distribicija broj (%) broj (%) broj (%) broj (%)
difuzno 146 (46.3%) 15 (16.5%) 45 (90.0%) 86 (49.4%)
ne-difuzno 169 (53.7%) 76 (83.5%) 5 (10%) 88 (50.6%)

Skracenice: AK — aktini¢na keratoza, BD — Bowen-ova bolest, SCC — planocelularni
karcinom

Kada su slucajevi grupisani kao intraepidermalne lezije (AK i BD) i poredeni sa
invazivnim SCC, gotovo podjednak broj intraepidermalnih promena pokazao je bazalnu
63 (44.7%) 1 difuznu 60 (42.6%) distribuciju MCM2, dok je kod znacajno manje lezija -
18 (12.8%), bila uoena suprabazalna distribucija. Upotrebom y’testa, utvrdena je
statisti¢ki znacajna razlika izmedu intraepidermalnih lezija i SCC (p<0.001). Grupisanjem

svih slu¢ajeva intraepidermalnih lezija (AK+BD) i SCC bez difuznog rasporeda ¢elija u
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grupu sa ne-difuznom distribucijom MCM2, u odnosu na grupu sa difuznom
distribucijom (Tabela 4.1.1.1b.) i medusobnim uporedivanjem, u tom slucaju, upotrebom
¥ testa, nije utvrdena statisticki zna¢ajna razlika u distribuciji MCM2 izmedu AK+BD u
odnosu na SCC (p=0.224, p>0.05).

Tabela 4.1.1.1b.Distribucija MCM2 proteina prema histopatoloskoj dijagnozi, grupa

intraepidermalnih promena u odnosu na SCC

MCM2 UKUPNO AKiBD SCC
distribicija broj (%) broj (%) broj (%)
difuzno 146 (46.3%) 60 (42.6%) 86 (49.4%)
ne-difuzno 169 (53.7%) 81 (57.4%) 88 (50.6%)

Skrac¢enice: AK — aktinicna keratoza, BD — Bowen-ova bolest, SCC —

planocelularni karcinom
4.1.1.2. Distribucija proteina MCM2 prema Keratinocitnoj intraepidermalnoj
neoplaziji (KIN)

Kada su lezije klasifikovane kao KIN, u KIN1 i KIN2 lezijama dominirala je
bazalna distribucija, 40 (80.0%) KIN1 i 22 (55.0%) KIN2, a kod KIN3 difuzna - 46
(90.2%) (Slika 4.1.1.2.).
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Slika 4.1.1.2. Distribucija MCM?2 kod keratinocitne intraepidermalne neoplazije

Upotrebom y* testa, utvrdena je statistiGki zna¢ajna razlika u distribuciji MCM2
izmedu KIN1, KIN2 i KIN3 (p<0.001). Kada su posebno uporedivani KIN1 i KIN2,
razlika u distribuciji MCM2 bila je statisticki znacajna (p=0.012, p<0.05), a poredenjem
KINT i KIN3 (p<0.001), kao 1 KIN2 i KIN3 (p<0.001), visoko statisticki znacajna.

Kada su grupisani slucajevi ne-difuzne u odnosu na difuznu distribuciju, KIN1 i
KIN2 lezije su dominantnije imale ne-difuznu distribuciju MCM2 pozitivnih ¢elija, u

odnosu na KIN3 (Tabela 4.1.1.2.)
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Tabela 4.1.1.2. Distribucija MCM2 proteina prema KIN

MCM2 UKUPNO KIN1 KIN2 KIN3
distribucija  broj (%) broj (%) broj (%) broj (%)
difuzno 60 (42.6%) 3 (6.0%) 11 (27.5%) 46 (90.2%)

ne-difuzno 81 (57.4%) 47 (94.0%) 29 (72.5%)  5(9.8%)

Skracenice: KIN — keratinocitna intraepidermalna neoplazija

Upotrebom x> testa, poredenjem slutajeva sa ne-difuznom i difuznom
distribucijom, utvrdena je visoko statisticki znac¢ajna razlikau distribuciji MCM2 izmedu
KIN1, KIN2 i KIN 3 lezija (p<0.001).Poredenjem slucajeva sa ne-difuznom i difuznom
distribucijom, izmedu KINI:KIN2, KIN1:KIN3 i KIN2:KIN3, y* testom, utvrdena je
visoko statisticki znacajna razlika medu svim grupama (p<0.001).

Kada su grupisane in situ lezije koje ne zahvataju citavu debljinu epiderma
(KIN1+KIN2) najveéi broj slucajeva KIN1+KIN2 grupe imao je bazalnu distribuciju
MCM?2 pozitivnih éelija, 62 (68.9%), dok je podjednak broj imao suprabazalnu i difuznu
distribuciju, 14 (15.6%). Najveéi broj lezija koje su se nalazile ¢itavom debljinom
epiderma (KIN3) imao je difuznu distribuciju 46 (90.2%), a znac¢ajno manji suprabazalnu
4 (7.8%), dok je samo kod jedne lezije bila uoCena bazalna distribucija (2.0%).
Upotrebom y’testa, utvrdena je visoko statisti¢ki zna¢ajna razlika u distribuciji MCM?2
izmedu lezija koje ne zahvataju Citav epiderm (KINI1+KIN2) i lezija koje se nalaze
¢itavom debljinom epiderma (KIN3) (p<0.001). Grupisanjem na promene sa ne-difuznom
1 difuznom distribucijom, kod vecéeg broja promena iz KIN1+KIN2 grupe - 76 (84.4%),
uocena je ne-difuzna distribucija, dok je veci broj KIN 3 lezija 46 (90.2%) imao izrazenu
difuznu distibuciju. Upotrebom y’testa, utvrdena je visoko statisticki znadajna razlika i

izmedu ovih grupa (p<0.001).

4.1.1.3. Distribucija MCM2 proteina prema stepenu diferentovanosti (gradusu)
planocelularnog karcinoma (SCC)

Nijedan SCC nije pokazao centralnu distribuciju MCM2. U SCC-G1 distribucija
MCM2 pozitivnih ¢elija bila je domimantno periferna 53 (91,4%). SCC-G2 i SCC-G3
pokazali su izrazeniju difuznu distribuciju, zastupljenije kod SCC-G3 49 (84.5%), nego
kod SCC-G2, 32 (55.2%). (Slika 4.1.1.3.)
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Slika 4.1.1.3. Distribucija MCM2 kod planocelularnih karcinoma (G1, G2, G3)

Poredenjem distribucije MCM2 prema gradusu tumora, upotrebom ’testa,
utvrdeno je da postoji visoko statisticki znacajna razlika izmedu sve tri grupe SCC, kao i
kada su posebno poredeni SCC-G1 i SCC-G2, SCC-G1 i G3 i SCC-G2 i G3, cak i kada
su poredene grupa SCC G1+G2 1 SCC G3 (p<0.001).

4.1.1.4. Distribucija MCM2 prema dimenzijama planocelularnog karcinoma (SCC)

SCC su, prema dimenzijama, bili podeljeni u dve grupe: najveéeg precnika do 20
mm, i preko 20 mm. Difuzni tip distribucije bio je zastupljen u 51 slucaju (46.4%) u
lezijama do 20 mm i 35 (54.7%) slucajeva prec¢nika veceg od 20 mm. Periferni tip
distribucije bio je uocen kod 59 (53.6%) lezija do 20 mm 1 29 (45.3%) kod promena
pre¢nika veceg od 20 mm.

Poredenjem distribucije MCM2 izmedu lezija dimenzija do 20 mm i vecih od 20
mm, upotrebom y? testa, utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika (Tabela
4.1.14.).

Tabela 4.1.1.4. Distribucija MCM2 proteina prema dimenzijama lezije

MCM2 UKUPNO <20 mm >20mm
distribucija broj (%) broj (%) broj (%)
difuzno 86 (49.4%) 51 (46.4%) 35 (54.7%)
periferno 88 (50.6%) 59 (53.6%) 29 (45.3%)

78



4.1.1.5. Distribucija MCM2 proteina prema debljini planocelularnog karcinoma
(SCO)

Svi SCC, bez obzira na gradus, bili su, prema debljini, podeljeni u tri grupe. Prva
grupa: SCC debljine do i1 viSe od 2mm, druga grupa SCC debljine do i vise od 4mm i
tre¢a grupa SCC debljine do i viSe od 6mm.

U grupi SCC debljine do 2 mm bilo je samo 20 tumora, od ¢ega je 13 (65.0%)
imalo perifernu distribuciju MCM2 pozitivnih ¢elija. Tumora debljine preko 2 mm bilo je
145, od toga je gotovo podjednak broj imao difuznu 79 (51.3%) i perifernu 75 (48.7%)
distribuciju(Tabela 4.1.1.5a.)

Tabela 4.1.1.5a.Distribucija MCM2 prema debljini SCC, prva grupa

MCM2 UKUPNO <2 mm >2 mm
distribucija broj (%) broj (%) broj (%)
difuzno 86 (49.4%) 7(35.0%) 13 (65.0%)
periferno 88 (50.6%) 75 (48.7%) 79 (51.3%)

y> testom, utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u distribuciji
MCM?2 izmedu ovih grupa.

U drugoj grupi tumori debljine do 4 mm imali su perifernu distribuciju u 54
slucaja (63.5%), a tumori deblji od 4 mm difuznu distribuciju u 55 slucajeva (61.8%)
(Tabela 4.1.1.5b.).

Tabela 4.1.1.5b.Distribucija MCM2 prema debljini SCC, druga grupa

MCM2 UKUPNO <=4 mm >4 mm
distribucija broj (%) broj (%) broj (%)
difuzno 86 (49.4%) 31 (36.5%) 55 (61.8%)
periferno 88 (50.6%) 54 (63.5%) 34 (38.2%)

¥ testom, utvrdeno je da postoji visoko statisticki znac¢ajna razlika izmedu ovih
grupa (p=0.001).

U trec¢oj grupi, kod SCC debljine do 6mm ¢esce je uocavana periferna distribucija
- kod 74 slucaja (56.9%), za razliku od SCC debljih od 6mm koji su ¢esce, 30 (68.2%),
ispoljavali difuznu distribuciju MCM2 pozitivnih ¢elija (Tabela 1.1.5¢.).
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Tabela 4.1.1.5¢.Distribucija MCM2 prema debljini SCC, treca grupa

MCM2 UKUPNO <6 mm >6 mm
distribucija broj (%) broj (%) broj (%)
difuzno 86 (49.4%) 56 (43.1%) 30 (68.2%)
periferno 88 (50.6%) 74 (56.9%) 14 (31.8%)

Upotrebom 1y testa, utvrdeno je da postojivisoko statisticki znacajna razlika u

distribuciji MCM2 izmedu ovih grupa (p=0.001).

4.1.1.6. Distribucija MCM2 proteina prema povrsini planocelularnog karcinoma
(SCO)

Srednja vrednost povrsine SCC koji su imali difuznu distribucija MCM2 iznosila
je 260.62mm? (raspon 18.8-3571.8mm?), a onih kod kojih je uoena periferna distribucija
176.63mm” (raspon 4.71-6303.6mm?”). Tumori veée povriine imali su dominantnije
difuznu distribuciju MCM2 pozitivnih ¢elija, za razliku od tumora manje povrSine kod
kojih je bila izraZenija periferna distribucija. Upotrebom Mann-Whitney testa utvrdeno je
da postoji statisticki znacajna razlika u distribuciji MCM2 prema povrSini SCC

(p=0.026).

4.1.1.7. Distribucija MCM2 proteina prema povrsini keratinocitne intraepidermalne
neoplazije (KIN)

Promene klasifikovane kao KIN, srednje vrednosti povrsine 54.95mm’ (raspon
11.8-981.3mm?) imale su bazalnu distribuciju MCM2 pozitivnih éelija. Sa povecanjem
povrsine, MCM distribucija se menjala od bazalne ka difuznoj, tako da je suprabazalna
bila zastupljena kod KIN lezija srednje vrednosti povriine 80.86mm’ (raspon 23.6-
494.6mm?), a difuzna kod lezija srednje vrednosti povriine 107.94mm’ (raspon 15.7-

1059.8mm?) (Grafikon1.1.7.)
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Grafikon 4.1.1.7. Distribucija MCM2 prema povrsini KIN
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Koris¢enjem Kruskal-Wallis testa utvrdeno je da postoji visoko statisticki
znacajna razlika u distribuciji MCM2 u odnosu na povrSinu KIN (p=0.001).

Upotrebom Mann-Whitney testa, kada su porednjene grupe sa bazalnom i
suprabazalnom distribucijom nije utvrdena statisti¢ni znacajna razlika (p=0.073), kao i
izmedu grupa sa suprabazalnom i difuznom distribucijom (p=0.403), ali je izmedu grupa
sa bazalnom i difuznom distribucijom MCM2 pozitivnih Celija, razlika bila visoko
statisticki znacajna (p<0.001).

Kada su grupisani slucajevi sa ne-difuznom i difuznom distribucijom MCM2, u
odnosu na povrSinu lezija klasifikovanih kao KIN, kod promena srednje vrednosti
62.8mm’ (raspon 11.8-981.3mm”) zastupljenija je bila ne-difuzna distribucija, a promene,
srednje vrednosti 107.94mm” (raspon 15.7-1059.8mm?) imale su difuznu distribuciju
MCM2 pozitivnih €elija. Upotrebom Mann-Whitney testa utvrdena je statisti¢ki znacajna
razlika u MCM2 distribuciji prema povrsini KIN (p=0.001).

Kod grupisanih in situ lezija koje ne zahvataju citavu debljinu epiderma,
(KIN1+KIN2 grupa), promene sa srednjom vrednosti povriine - 73.0mm” (raspon 31.4-
494.6mm?) imale su suprabazalnu distribuciju, dok su promene sa bazalnom i difuznom
distribucijom imale sli¢nu srednju vrednost povriine lezija, 52.2mm” (raspon 11.8-981.25
mm®), odnosno 51.42 mm? (raspon 15.7-150.7 mm®).

Upotrebom, Kruskal-Wallis testa, nije utvrdena statistiCki znacajna razlika u
MCM2 distribuciji izmedu ovih grupa (p=0.216), kao nikada su, upotrebom Mann-
Whitney testa, posebno poredene grupe sa bazalnom i suprabazalnom (p=0.131),
bazalnom 1 difuznom (p=0.625), kao i suprabazalnom i difuznom distribucijom
(p=0.085).

Grupisanjem KIN slucajeva sa ne-difuznom i difuznom distribucijom, kod in situ

promena koje ne zahvataju Citavu debljinu epiderma (KIN1+KIN2), srednje vrednosti
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povriine, 62.8mm” (raspon 11.78-981.3mm?) imale su ne-difuznu distribiciju, dok je
difuzna distribucija uotena kod promena srednje povriine 107.94mm’ (raspon 15.7-
1059.8mm?).

Upotrebom Mann-Whitney testa utvrdena je visoko statisticki znacajna razlika u

MCM2 distibuciji izmedu ovih grupa (p=0.001).

4.1.2 Obim ekspresije (semikvantitativno, do i preko 50% pozitivnih celija)

4.1.2.1. Odnos obima ekspresije MCM2 proteina prema histopatoloskoj dijagnozi
Veci broj AK - 64 (70.3%) imao je manje od 50% MCM2 pozitivnih ¢elija. U
slucaju BD skoro svi sucajevi imali su vise od 50% pozitivnih ¢elija 49 (98.0%), dok je
samo kod jedne lezije bilo je manje od 50%. Kod SCC, 81 slucaj (46,6%) je imao manje
od 50% pozitivnih ¢elija u odnosu na 93 (53,4%) SCC sa vise od 50%. Obim ekspresije u

odnosu na histopatoloski tip lezije prikazan je u Tabeli 4.1.2.1.

Tabela 4.1.2.1. Obim ekspresijeMCM2 proteina prema histopatoloskoj dijagnozi

MCM2 UKUPNO AK BD SCC

obim broj (%) broj (%) broj (%) broj (%)
ekspresije

Manje od 50% 146 (46.3%) 64 (70.3%) 1 (2.0%) 81 (46.6%)
Vise od 50% 169 (53.7%) 27 (29.7%) 49 (98.0%) 93(53.4%)

Skracenice: AK — aktini¢na keratoza, BD — Bowen-ova bolest, SCC — planocelularni
karcinom

Upotrebom 2 testa, utvrdeno je da postoji visoko statisticki znacajna razlika u
ekspresiji izmedu AK, BD i SCC (p<0.001). Takode upotrebom > testa, a poredenjem
svake od grupa pojedinacno, AK:BD AK:SCC, kao i BD:SCC utvrdena je visoko
statistiCki znacajna razlika u ekspresiji MCM2 (p<0.001).

Grupisanjem intraepidermalnih lezija u odnosu na SCC, nesto vec¢i broj AK i BD
lezija 76 (53.9%) je imao vise od 50% pozitivnih ¢elija, u odnosu na 93 (53.4%) SCC kod
kojih je bilo manje od 50% pozitivnih ¢elija. Upotrebom y? testa, utvrdeno je da ne
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postoji statisticki znacajna razlika u ekspresiji MCM2 pozitivnih ¢éelija izmedu grupe

intraepidermalnih lezija i SCC (p=0.936).

4.1.2.2. Odnos obima ekspresije MCM2 proteina prema Kkeratinocitnoj
intraepidermalnoj neoplaziji (KIN)

Veci broj KINI slucajeva - 40 (80.0%) imao je manje od 50% MCM?2 pozitivnih
¢elija. U slucaju KIN2, iako je veci broj ¢elija opet imao manje od 50% pozitivnih ¢elija
ta razlika je bila manja, dok je kod KIN3 znacajno ve¢i broj slucajeva 50 (98.0%) imao
je vise od 50% pozitivnih ¢elija(Tabela 4.1.2.2a.).

Tabela 4.1.2.2a.0bim ekspresije MCM2 proteina prema KIN

MCM2 UKUPNO KIN1 KIN2 KIN3
obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 50% 65 (46.1%) 40 (80.0%) 24 (60.0%) 1 (2.0%)
Vise od 50% 76 (53.9%) 10 (20.0%) 16 (40.0%) 50 (98.0%)

Skracenice: KIN — keratinocitna intraepidermalna neoplazija

Upotrebom y? testa, utvrdena je visoko statisti¢ki znacajna razlika izmedu KIN
grupa (p<0.001).Medugrupnim poredenjem KIN1:KIN2 utvrdena je statisti¢ki znacajna
razlika (p=0.038, p<0.05), dok je izmedu grupa KIN1:KIN3 i KIN2:KIN3, razlika bila
visoko statisticki znacajna (p<0.001).

Grupisanjem in situ lezija koje ne =zahvataju Ccitavu debljinu epiderma
(KIN1+KIN2), veéi broj - 64 (71.1%) je imao manje od 50% pozitivnih ¢elija, za razliku
od lezija koje se nalaze ¢itavom debljinom epiderma (KIN3) ¢iji je znacajno veci broj, 50

(98.0%), imao vise od 50% pozitivnih ¢elija (Tabela 4.1.2.2b).
Tabela 4.1.2.2b. Obim ekspresijeMCM?2 proteina prema histopatoloskoj dijagnozi

MCM2 UKUPNO KIN1+KIN2  KIN3
obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 50% 65 (46.1%) 64 (71.1%) 1 (2.0%)
Vise od 50% 76 (53.9%) 26 (28.9%) 50 (98.0%)

Skracenice: KIN — keratinocitna intraepidermalna neoplazija

Upotrebom y? testa, utvrdena je visoko statisticki znacajna razlika u ovom
obimu ekspresije MCM2 poredenjem in situ lezija koje ne zahvataju citavu debljinu

epiderma (KIN1+KIN2) sa lezijama koje se zahvataju ¢itav epiderm (KIN3).
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4.1.2.3. Odnos obima ekspresije MCM2 proteina prema stepenu diferentovanosti
(gradusu) planocelularnog karcinoma (SCC)

SCC podeljeni prema histopatoloSkom gradusu, razvrstani na slu¢ajeve koji imaju
do 50% 1 one koji imaju vise od 50% MCM2 pozitivnih ¢elija prikazani su u Tabeli
4.1.2.3.

Tabela 4.1.2.3. Obim ekspresije MCM2 proteina prema gradusu SCC

MCM2 obim UKUPNO SCCG1 SCC G2 SCC G3
ekspresije broj (%) broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 50% 81 (46.6%) 50 (86.2%) 22 (37.9%) 9 (15.5%)
Vise od 50% 93 (53.4%) 8 (13.8%) 36 (62.1%) 49 (84.5%)

Skracenice: SCC — planocelularni karcinom

Primenom y? testa utvrdeno je da postoji visoko statistiCki znacajna razlika u
obimu ekspresije MCM2 pozitivnih ¢elija i gradusa SCC, medu grupama SCC G1, SCC
G2 i SCC G3 (p<0.001), kao i pojedina¢nim poredenjem grupa SCC G1:G2 (p<0.001),
SCC G1:G3 (p<0.001) i SCC G2:G3 (p=0.006). Takode, kada su poredene grupa SCC
G1+G2 1 SCC G3, upotrebom istog testa, razlika u ekspresiji MCM2 bila je viskoko

statisticki znacajna(p<0.001).

4.1.2.4. Odnos obima ekspresije MCM2 proteina prema dimenzijama
planocelularnog karcinoma (SCC)

Kada su SCC, prema dimenzijama, bili podeljeni u dve grupe (najveceg precnika
do i preko 20 mm), gotovo podjednak broj SCC precnika do 20 mm pokazao je pozitivno
bojenje kod manje i kod vise od 50% Ccelija (Tabela 4.1.2.4.).Upotrebom y? testa, nije
utvrdena statisticki znacajna razlika.

Tabela 4.1.2.4. Obim ekspresije MCM2 prema dimenzijama lezije

MCM2 UKUPNO <20 mm >20mm
obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 50% 81 (46.6%) 54 (49.1%) 27 (42.2%)
Vise 0d 50% 93 (533.4%) 56 (50.3%) 37 (57.8%)
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4.1.2.5. Odnos obima ekspresije MCM2 prema debljini planocelularnog karcionoma

(SCC)

Kod procene obima ekspresije MCM2 prema debljini SCC, tumori su bili

podeljeni u tri grupe, sa grani¢nim vrednostima 2mm, 4mm i 6mm.

Tumori debljine do 2mm imali su nesto vise slu¢ajeva sa manje do 50% pozitivnih

¢elija, dok je kod tumora debljine vise od 2mm bilo obrnuto (Tabela 4.1.2.5a.).

Tabela 4.1.2.5a. Obim ekspresije MCM2 prema debljini SCC, prva grupa

MCM2 UKUPNO <2 mm >2 mm
obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 50% 81 (46.6%) 11 (55.0%) 70 (45.5%)
Vise od 50% 93 (53.4%) 9 (45.6%) 84 (54.5%)

Upotrebom y? testa, nije utvrdena statisticki znacajna razlika u obimu ekspresije
MCM2 izmedu SCC debljine do i preko 2 mm (p=0.421).

U slucaju grupe SCC debljine do 1 visSe od 4mm vrednosti su date u tabeli Tabeli

4.1.2.5b.

Tabela 4.1.2.5b. Obim ekspresije MCM?2 prema debljini SCC, druga grupa

MCM2 UKUPNO <4 mm >4 mm
obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 50% 81 (46.6%) 49 (57.6%) 32 (36.0%)
Vise od 50% 93 (53.4%) 36 (42.4%) 57 (64.0%)

U ovom slucaju, primenom % testa, poredenjem ove dve grupe SCC utvrdena je

statistiCki znacajna razlika u ekspresiji MCM2 (p=0.004).

Vrednosti za trecu grupu SCC prema debljini date su u Tabeli 4.1.2.5¢
Tabela 4.1.2.5¢. Obim ekspresije MCM2 prema debljini SCC, tre¢agrupa

MCM2 UKUPNO <6 mm >6 mm
obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 50% 81 (46.6%) 68 (52.3%) 13 (29.5%)
Vise od 50% 93 (53.4%) 62 (47.7%) 31 (70.5%)
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Upotrebom y? testa, utvrdena je visoko statisti€ki znacajna razlika u obimu

ekspresije MCM2 izmedu SCC debljine do i preko 6 mm (p=0.009).

4.1.2.6. Odnos obima ekspresije MCM2 prema povrSini planocelularnog karcinoma
(SCO)

SCC proseéne vrednosti povrsine 176.63mm” (opseg 4.71-6303.6mm?) imali su
manje od 50% pozitivnih éelija, a SCC proseéne vrednosti povr§ine 253.6mm” (opseg
18.8-3571.8mm?) vise od 50% MCM2 pozitivnih éelija.

Primenom Mann-Whitney testa nije utvrdena statisticki znacajna razlika u ovom

obimu ekspresije MCM2 u odnosu na povrsinu SCC (p=0.088).

4.1.2.7. Odnos obima ekspresije MCM2 prema povrSini keratinocitne
intraepidermalne neoplazije (KIN)

Promene klasifikovane kao KIN, srednje vrednosti povrsine 62.8mm? (opseg 11.8-
981.5mm’) u veéem broju sluajeva imale manje od 50% MCM?2 pozitivnih éelija, i
obrnuto, promene srednje povrsine 102.Imm* (opseg 15.7-1059.8mm?) vise od 50%
(Grafikon 4.2.1.7.)

Grafikon 4.2.1.7. Odnos obima ekspresije MCM2 prema povrsini KIN
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Upotrebom Mann-Whitney testa utvrdena je visoko statisticki znac¢ajna razlika
u ovom obimu ekspresije MCM2 u odnosu na povrsinu KIN (p=0.004).

Kod grupisanih in situ lezija koje ne zahvataju citavu debljinu epiderma,
(KIN1+KIN2 grupa), promene sa vise od 50% pozitivnih ¢elija imale su srednju vrednost
povrsine 51.02mm’ (raspon 11.8-981.25mm?), ali to nije bilo znagajno drugaije od
srednje vrednosti povriine sluajeva sa manje od 50% pozitivnih éelija, 59.7mm” (raspon
11.8-981.3mm”) i, primenom Mann-Whitney testa nije utvrdena statisticki znaGajna
razlika (p=0.575).
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U slucaju KIN3 lezija, koje se nalaze ¢itavom debljinom epiderma, samo jedan
slu¢aj je imao manje od 50% pozitivnih ¢elija, dok je srednja vrednost povrSine ostalih

sluGajeva iznosila 178.9mm? (23.6-1059.8mm?).

4.1.3. Obim ekspresije (semikvantitativno, manje od 33%, od 33-66% i
preko 66% pozitivnih Celija)

4.1.3.1. Odnos obima ekspresije MCM2 proteina prema histopatoloskoj dijagnozi
Najveci broj AK - 60 (65.9%) imao je izmedu 33-66% MCM?2 pozitivnih ¢elija. U

slucaju BD najveéi broj, 46 (92.0%) je imao vise od 66% pozitivnih ¢elija, ali nije bilo

slucajeva sa manje od 33% pozitivnih ¢elija. Najveci broj SCC imao je izmedu 33-66%

MCM2 pozitivnih ¢elija. Obim ekspresije u odnosu na histopatoloski tip lezije prikazan je

u Tabeli 4.1.3.1a.

Tabela 4.1.3.1a. Obim ekspresijeMCM2 proteina prema histopatoloskoj dijagnozi

MCM2 UKUPNO AK BD SCC

obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 33% 64 (20.3%) 20 (22.0%) 0 44 (25.3%)
0Od 33-66% 138 (43.8%) 60 (65.9%) 4 (8.0%) 74 (42.5%)
Vise od 66% 113 (35.9%) 11 (12.1%) 46 (92.0%) 56 (32.2%)

Skracenice: AK — aktini¢na keratoza, BD — Bowen-ova bolest, SCC — planocelularni
karcinom

Upotrebom ? testa, utvrdeno je da postoji visoko statistiCki znacajna razlika u
ekspresiji izmedu AK, BD i SCC (p<0.001). Takode,poredenjem svake od grupa
pojedinacno, AK i BD AK i SCC, kao i BD i SCC,upotrebom % testa, utvrdena je visoko
statistiCki znac¢ajna razlika u ekspresiji MCM2 (p<0.001).

Grupisanjem slu¢ajeva na AK 1 BD, kao grupu intraepidermalnih lezija, u odnosu
na SCC najve¢i broj slucajeva intraepidermalnih lezija - 64 (45.4%) 1 SCC - 74 (42.5%)
imao je od 33 do 66% pozitivnih ¢elija. Obim ekspresije u odnosu na histopatoloski tip

lezija grupisanih kao intraepidermalne i invazivni SCC prikazan je u Tabeli 4.1.3.1b.
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Tabela 4.1.3.1b. Obim ekspresijeMCM?2 proteina prema histopatoloskoj dijagnozi

MCM2 UKUPNO AK+BD SCC

obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 33% 64 (20.3%) 20 (14.2%) 44 (25.3%)
0Od 33-66% 138 (43.8%) 64 (45.4%) 74 (42.5%)
Vise od 66% 113 (35.9%) 57 (40.4%) 56 (32.2%)

Skracenice: AK — aktini¢na keratoza, BD — Bowen-ova bolest, SCC — planocelularni
karcinom

Upotrebom  §* testa, utvrdeno je da postoji statistiCcki znacajna razlika u
ekspresiji. MCM2 pozitivnih ¢elija izmedu grupe intraepidermalnih lezija i SCC
(p=0.042).

4.1.3.2. Odnos obima ekspresije MCM2 proteina prema Kkeratinocitnoj
intraepidermalnoj neoplaziji (KIN)

Najveci broj KIN1 -38 (76.0%) i KIN2 slucajeva - 22 (55.0%) imao je od 33-66%
MCM?2 pozitivnih ¢elija. U slucaju KIN3, najveci broj slucajeva 47 (92.2%) imao je vise
od 66% pozitivnih ¢elija, bez ijednog slucaja sa manje od 33% pozitivnih ¢elija (Tabela
4.1.3.2a.).

Tabela 4.1.3.2a.0bim ekspresije MCM2 proteina prema KIN

MCM2 UKUPNO KIN1 KIN2 KIN3
obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 33% 20 (14.2%) 11(22.0%) 9 (22.5%) 0 (0.0%)
0Od 33-66% 64 (45.4%) 38 (76.0%) 22 (55.0%) 4 (7.8%)
Vise od 66% 57 40.4%) 1 (2.0%) 9 (22.5%) 47 (92.2%)

Skracenice: KIN — keratinocitna intraepidermalna neoplazija

Upotrebom y? testa, utvrdena je visoko statisti¢ki znacajna razlika izmedu KIN
grupa (p<0.001).Takode, i poredenjem KIN1:KIN2 (p=0.007), KIN1:KIN3, KIN2:KIN3
(p<0.001), upotrebom istog testa utvrdena je visoko statisti¢ki zna¢ajna razlika.

Kada su grupisane in situ lezije, najveci broj slucajeva KIN1+KIN2 grupe - 60
(66.7%) imao je izmedu 33-66%, dok je najveci broj KIN3 imao vise od 66% pozitivnih
¢elija (Tabela 4.1.3.2b).
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Tabela 4.1.3.2b. Obim ekspresijeMCM?2 proteina prema KIN

MCM2 UKUPNO KIN1+KIN2 KIN3
obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 33% 20 (14.2%) 20 (22.2%) 0 (0%)

0Od 33-66% 64 (45.4%) 60 (66.7%) 4 (7.8%)
Vise od 66% 57 (40.4%) 10 (11.1%) 47 (92.2%)

Skracenice: KIN — keratinocitna intraepidermalna neoplazija

Upotrebom y* testa, utvrdena je visoko statisti¢ki zna¢ajna razlika u obimu
ekspresije MCM2 poredenjem lezija koje ne zahvataju citavu debljinu epiderma

(KIN1+KIN2) sa lezijama koje se nalaze ¢itavom debljinom epiderma (KIN3) (p<0.001).

4.1.3.3. Odnos obima ekspresije MCM2 proteina prema stepenu diferentovanosti
(gradusu) planocelularnog karcinoma (SCC)

Izmedu SCC razli¢itih gradusa, broj slucajeva sa ve¢im brojem pozitivnih ¢Celija
rastao je sa povecanjem gradusa. Najveci broj SCC G1 33 (56.9%) imao je manje od 33%
pozitivnih ¢elija. Najveci broj SCC G2 imao je izmedu 33-66% pozitivnih ¢elija, dok je
najveci broj SCC G3, 39 (67.2%) imao preko 66% ¢elija. (Tabela 4.1.3.3.).
Tabela 4.1.3.3. Obim ekspresije MCM2 proteina prema gradusu SCC

MCM2 UKUPNO SCCG1 SCC G2 SCC G3
obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 33% 44 (25.3%) 33 (56.9%) 9 (15.5%) 2 (3.4%)
0Od 33-66% 74 (42.5%) 24 (41.4%) 33 (56.9%) 17 (29.3%)
Vise od 66% 56 (32.2%) 1 (1.7%) 16 (27.6%) 39 (67.2%)

Skracenice: SCC — planocelularni karcinom

Primenom y? testa utvrdeno je da postoji visoko statistiCki znacajna razlika u
obimu ekspresije MCM2 i gradusa SCC, medu grupama SCC G1, SCC G2 i SCC G3
(p<0.001), kao i pojedinacno medu grupama SCC G1:G2, SCC G1:G3 i SCC G2:G3
(p<0.001). Takode, kada su poredene grupe SCC G1+G2 i SCC G3, a upotrebom istog
testa, razlika u ekspresiji MCM2 bila je visoko statisticki znac¢ajna (p<0.001).
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4.1.3.4. Odnos obima ekspresije MCM2 proteina prema dimenzijama
planocelularnog karcinoma (SCC)

Najve¢i broj SCC pre¢nika do 20 mm imao je izmedu 33 1 66% MCM2 pozitivnih
¢elija, dok je podjednak broj tumora precnika preko 20 mm imao 33-66% i preko 66%
pozitivnih Celija (Tabela 4.1.3.4).Upotrebom > testa, nije utvrdena statisti¢ki znacajna
razlika u obimu ekspresije MCM2 proteina izmedu tumora dimenzija do i preko 20mm
(p=0.475).
Tabela 4.1.3.4.0bim ekspresije MCM2 prema dimenzijama lezije

MCM2 UKUPNO <20 mm >20mm
obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 33% 44 (25.3%) 28 (25.5%) 16 (25.0%)
Od 33-66% 74 (42.5%) 50 (45.5%) 24 (37.5%)
Vise od 66% 56 (32.2%) 32(29.1%) 24 (37.5%)

4.1.3.5. Odnos obima ekspresije MCM2 prema debljini planocelularnog karcinoma
(SCO)

Kod procene ovog obima ekspresije MCM?2 prema debljini SCC, tumori su bili
podeljeni u tri grupe, sa grani¢nim vrednostima 2mm, 4mm i 6mm.

Najveéi broj tumora debljine manje od 2mm i vise od 2mm imao je izmedu 33-
66% MCM?2 pozitivnih ¢elija, dok je veci broj tumora debljine . (Tabela 4.1.3.5a.)
Tabela 4.1.3.5a. Obim ekspresije MCM2 prema debljini SCC, prva grupa

MCM2 UKUPNO <2 mm >2mm
obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 33% 44 (25.3%) 7 (35.0%) 37 (24.0%)
Od 33-66% 74 (42.5%) 9 (45.0%) 65 (42.2%)
Vise od 66% 56 (32.2%) 4 (20.0%) 52 (33.8%)

Upotrebom y? testa, nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u obimu ekspresije
MCM2 izmedu SCC debljine do i preko 2 mm (p=0.383).

U slucaju grupe SCC debljine do i preko od 4mm, vrednosti su date u tabeli
Tabeli 4.1.3.5b.

90



Tabela 4.1.3.5b. Obim ekspresije MCM2 prema debljini SCC, druga grupa

MCM2 UKUPNO <4 mm >4 mm
obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 33% 44 (25.3%) 27 (31.8%) 17 (19.1%)
0d 33-66% 74 (425%)  39(45.9%) 35 (39.3%)
Vite 0d 66% 56 (322%)  19(224%) 37 (41.6%)

U ovom slucaju, primenom % testa, poredenjem ove dve grupe SCC, debljine do i

preko 4mm utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika u ekspresiji MCM2 u ovom obimu

(p=0.017).

U tre¢em slucaju, za SCC koji su prema debljini bili podeljeni na one cija je

debljina bila do i ve¢a od 6 mm (Tabela 4.1.3.5¢c.), upotrebom > testa, nije utvrdena

statisticki znacajna razlika u obimu ekspresije MCM2 izmedu ovih grupa (p=0.119).

Tabela 4.1.3.5¢. Obim ekspresije MCM2 prema debljini SCC, treca grupa

MCM2 UKUPNO <6 mm >6 mm
obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 33% 44 (25.3%) 38 (29.2%) 6 (13.6%)
Od 33-66% 74 (42.5%) 52 (40.0%) 22 (50.0%)
Vise od 66% 56 (32.2%) 40 (30.8%) 16 (36.4%)

4.1.3.6. Odnos obima ekspresije MCM2 prema povrSini planocelularnog karcinoma

(SCC)

SCC sa manje od 33% pozitivnih ¢elija 1 izmedu 33-66% pozitivnih ¢elija bili su

identiéne proseéne vrednosti povriine 176.63mm?, ali razli¢itog opsega; SCC opsega

4.71-6303.6mm> imali

su manje od 33%

pozitivnih Celija, a opsega 38.5-

2355.0mm’izmedu 33-66% pozitivnih éelija. Tumori sa vise od 66% MCM2 pozitivnih

¢elija imali su prose¢nu vrednost povrsine 268.5mm?” (opseg 18.8-3571.8mm?).

Primenom Kruskal-Wallis testa nije utvrdena statisticki znacajna razlika u ovom

obimu ekspresije MCM2 u odnosu na povrsinu SCC (p=0.115).

Upotrebom Mann-Whitney testa i daljim (medugrupnim) poredenjem grupa:

manje od 33% 1 grupe 33-66% MCM?2 pozitivnih ¢elija (p=0.770), grupe sa manje od

33% 1 grupe sa vise od 66% pozitivnih ¢elija (p=0.086), kao i grupe 33-66% i grupe sa
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viSe od 66% pozitivnih ¢elija (p=0.064) nije utvrdena statisticki znacajna razlika.

4.1.3.7. Odnos obima ekspresije MCM2 prema povrsini keratinocitne
intraepidermalne neoplazije (KIN)

KIN lezije sa srednjom vrednosti povr§ine 49.5mm” (opseg 11.8-981.3mm”) imale
su 33-66% pozitivnih éelija, KIN lezije sa srednjom vredno$éu povrine 75.4mm? (11.8-
961.6mm”) manje od 33% pozitivnih ¢elija, a KIN lezije sa srednjom vredno§¢u povrsine
117.8mm?* (opseg 15.7-1059.8mm? ) imale su vise od 66% MCM2 pozitivnih ¢elija.

Upotrebom Kruskal-Wallis testa nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu
grupasa manje od 33%, 33-66% i viSe od 66% pozitivnih ¢elija u odnosu na povrsinu KIN
lezija (p<0.001).

Upotrebom Mann-Whitney testa i daljim poredenjem grupa sa manje od 33% i
grupe 33-66% MCM2 pozitivnih ¢elija (p=0.560) nije utvrdena statisticki znacajna
razlika. Za razliku od toga, medu grupom manje od 33% i vise od 66% pozitivnih ¢elija
(p=0.009), kao i grupe 33-66% i grupe sa vise od 66% pozitivnih ¢elija (p<0.001),
uvrdena je visoko statisti¢ki znacajna razlika.

Kada su grupisane in situ lezije, koje ne zahvataju celu debljinu epiderma
(KIN1+KIN2), lezije srednje vrednosti povriine 75.36mm? (opseg 11.8-961.6mm”) imale
su manje od 33% MCM2 pozitivnih éelija, lezije srednje vrednosti povrsine 49.5mm’
(opseg 11.8-981.3.6mm?) izmedu 33-66% pozitivnih ¢elija, dok su KINI+KIN2 lezije,
srednje vrednosti povrsine 72.22mm’ (opseg 15.7-150.7mm”) imale vise od 66%
pozitivnih ¢elija.

Upotrebom Kruskal-Wallis testa nije utvrdena statisticki znacajna razlika medu
grupama sa manje od 33%, 33-66% 1 vise od 66% pozitivnih ¢elija u odnosu na povrsinu
KIN1+KIN2, in situ lezija koje ne zahvataju ¢itavu debljinu epiderma(p<0.001). Daljim
medugrupnim poredenjem, a uporebom Mann-Whitney testa, izmedu KIN1+KIN2 lezija
sa manje od 33% 1 33-66% (p=0.545), grupa sa manje od 33% i vise od 66% (p=0.619),
kao 1 grupa sa 33-66% i vise od 66% (p=0.827) nije utvrdena statisticki znacajna razlika.

U slucaju lezija koje se nalaze Citavom debljinom epiderma (KIN3), promene
manje srednje vrednosti povrine, 80.07mm?” (opseg 23.6-150.7mm?) imale su izmedu 33-
66% MCM2 pozitivnih ¢elija, dok je srednja vrednost povrsine KIN3 koji su imali viSe
od 66% pozitivnih éelija iznosila 189.97mm* (opseg 32.9-1059.8mm?”). Upotrebom
Mann-Whitney testa, statisti¢ka razlika medu ovim grupama nije utvrdena (p=0.071).
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4.2. Ekspresija MCMS5

4.2.1 Distribucija

4.2.1.1. Distribucija MCMS prema histopatoloskoj dijagnozi

Najveci broj AK je imao bazalnu distribuciju (Slika 4.2.1.1.a) MCMS5 pozitivnih
¢elija — 66 slucajeva (72.5%), potom difuznu 19 (20.9%), a najmanji broj suprabazalnu —
6 (6.6%). Najveci broj sluajeva BD je imao difuzni tip distribucije — 45 slucajeva
(90.0%), preostali slucajevi su imali suprabazalnu 4 (8.0%), osim jednog slucaja sa
bazalnom (2.0%) distribucijom MCMS pozitivnih ¢elija. Kod SCC, u sliénom broju bila
je zastupljena periferna (90 slucaja — 51.7%) 1 difuzna distribucija (Slika 4.2.1.1.b)
pozitivnih ¢elija (84 slucaja — 48.3%). Centralna distribucija nije bila uocena ni kod

jednog SCC.

Slika 4.2.1.1.a Bazalna distribucija MCM5 kod aktini¢ne keratoze
- T BT T ST 50T

e ¥ mga ¢

Slika 4.2.1.1.b Difuzna distribucija MCMS5 kod planocelularnog karcinoma
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Poredenjem distribucije proteina MCMS prema histopatoloSkoj dijagnozi,
upotrebljavajuci y* test, utvrdeno je da postoji visoko statisti¢ki znadajna razlika u
distribuciji ovog proteina izmedu AK, BD i SCC (p<0.001). Istim testom, takode je
utvrdena visoko statistiCki znacajna razlika kada je uporedivana MCMS5 distrubucija
izmedu AK i BD, AK i SCC, kao i BD i SCC (p<0.001)

Grupisanjem svih slu¢ajeva bez difuznog rasporeda ¢elija u grupu ne-difuznih
prikazano je u Tabeli 4.2.1.1a. Upotrebom y” testa, utvrdena je visoko statisti¢ki znaajna
razlika izmedu AK, BD i SCC, kao i kada su medusobno uporedivane AK i BD, AK i
SCC, BD 1 SCC (p<0.001).

Tabela 4.2.1.1a. Distribucija MCMS5 proteina prema histopatoloskoj dijagnozi

MCM5 UKUPNO AK BD SCC
distribicija broj (%) broj (%) broj (%) broj (%)
difuzno 148 (47.0%) 19 (20.9%) 45 (90.0%) 84 (48.3%)
ne-difuzno 167 (53.0%) 72 (79.1%) 5 (10.0%) 90 (51.7%)

Skracenice: AK — aktini¢na keratoza, BD — Bowen-ova bolest, SCC — planocelularni
karcinom

Kada su sluc¢ajevi intraepidermalnih lezija, grupisani kao AK i BD, uporedivani sa
SCC, gotovo podjednak broj intraepidermalnih promena pokazao je bazalnu 67 (47.5%) 1
difuznu 64 (45.4%) distribuciju MCMS5, dok je kod znafajno manje lezija 10 (7.1%)
uodena suprabazalna distribucija. Upotrebom * testa, utvrdena je visoko statisti¢ki
znacajna razlika izmedu grupe AK i BD u odnosu na SCC (p<0.001).

Grupisanjem svih slu¢ajeva bez difuznog rasporeda ¢elija u grupu sa ne-difuznom
distribucijom MCM5 (Tabela 4.2.1.1b.) i medusobnim uporedivanjem, upotrebom %’
testa, nije utvrdena statisticki znaCajna razlika u MCMS5 distribuciji izmedu grupe
intraepidermalnih lezija (AK 1 BD) u odnosu na SCC (p=0.610, p>0.05).

Tabela 4.2.1.1b Distribucija MCMS5 proteina prema histopatoloskoj dijagnozi, grupa

intraepidermalnih promena u odnosu na SCC

MCMS UKUPNO AKiBD SCC
distribicija broj (%) broj (%) broj (%)
difuzno 148 (47.0%) 64 (45.4%) 77 (54.6%)
ne-difuzno 167 (53.0%) 77 (54.6%) 90 (51.7%)

Skracenice: AK - aktinicna keratoza, BD — Bowen-ova bolest, SCC —
planocelularni karcinom
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4.2.1.2. Distribucija proteina MCMS prema Keratinocitnoj intraepidermalnoj
neoplaziji (KIN)

Kada su lezije klasifikovane kao KIN, kod KINI i KIN2 lezija dominirala je
bazalna distribucija, kod 44 (88.0%) KIN1 i 22 (55.0%) KIN2, dok je kod KIN3 bila
dominantna difuzna distribucija MCMS5 pozitivnih ¢elija, uocena kod 46 (90.2%). (Slika
1-3). Upotrebom y* testa, utvrdena je visoko statisticki znadajna razlika u distribuciji
MCMS5 izmedu KINI1, KIN2 i KIN3 (p<0.001) kao i medusobnim poredenjem
KIN1:KIN2 (p=0.002), KIN1:KIN3 i KIN2:KIN3 (p<0.001).

Kada su grupisani slucajevi ne-difuzne u odnosu na difuznu distribuciju MCMS5,
bilo je vise KIN1 i KIN2 slucajeva sa ne-difuznio distribuiranim MCMS5 pozitivnim
¢elijama, za razliku od KIN3 (Tabela 4.2.1.2.)

Tabela 4.2.1.2. Distribucija MCMS proteina prema KIN

MCMS5 UKUPNO KIN1 KIN2 KIN3
distribucija broj (%) broj (%) broj (%) broj (%)
difuzno 64 (45.4%) 4 (8.0%) 14 (35.0%) 46 (90.2%)

ne-difuzno 77 (54.6%) 46 (92.0%) 26 (65.0%) 5(9.8%)

Skracenice: KIN — keratinocitna intraepidermalna neoplazija

Upotrebom x> testa, poredenjem slutajeva sa ne-difuznom i difuznom
distribucijom, utvrdena je visoko statisticki znacajna razlika u distribuciji MCMS5
izmedu KIN1, KIN2 i KIN 3 lezija (p<0.001). Poredenjem slucajeva sa ne-difuznom i
difuznom distribucijom medu grupama KIN1:KIN2 (p=0.001), KIN1:KIN3 i KIN2:KIN3
(p<0.001), takode je, istim testom, utvrdena je visoko statisticki zna¢ajna razlika.

Kada su poredene in situ lezije koje ne zahvataju celu debljinu epiderma
(KIN1+KIN2) najveéi broj slucajeva KIN1+KIN2 grupe imao je bazalnu distribuciju
MCMS pozitivnih ¢elija, 66 (73.3%), a znacajno manji broj difuznu 18 (20.0%) 1
suprabazalnu 6 (6.7%). Sa druge strane, najveéi broj lezija koje se nalaze citavom
debljinom epiderma (KIN3) imao je difuznu distribuciju 46 (90.2%), a znac¢ajno manji
suprabazalnu 4 (7.8%), dok je smo kod jedne lezije bila uofena bazalna distribucija
(2.0%). Upotrebom 7 testa, utvrdena je visoko statisti¢ki znadajna razlika u distribuciji
MCMS izmedu lezija koje ne zahvataju Citav epiderm (KINI+KIN2) i lezija koje se
nalaze Citavom debljinom epiderma (KIN3) (p<0.001).
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Grupisanjem na promene sa ne-difuznom i difuznom distribucijom kod veceg
broja promena iz KIN1+KIN2 grupe 72 (80.0%) uocena je ne-difuzna distribucija, dok je
vecéi broj KIN 3 lezija 46 (90.2%) imao izrazenu difuznu distibuciju MCMS5. Upotrebom

¥ testa, utvrdena je visoko statisti¢ki zna¢ajna razlika izmedu ovih grupa (p<0.001).

4.2.1.3. Distribucija MCMS5 proteina prema stepenu diferentovanosti (gradusu)
planocelularnog karcinoma (SCC)

Nijedan SCC nije pokazao centralnu distribuciju MCMS. Kod SCC Gl
distribucija MCMS5 pozitivnih ¢elija bila je domimantno periferna 53 (91,4). SCC G2 1
SCC G3 pokazali su izraZenije difuznu MCMS5 distribuciju, kod 30 (51.7%) SCC G2 i1 49
(84.5%) SCC G3 slucajeva (Slika 4.2.1.3.).

Slika 4.2.1.3. Distribucija MCM2 kod planocelularnih karcinoma (G1, G2, G3)

Poredenjem distribucije MCMS5 prema gradusu tumora, upotrebom y’testa, utvrdeno je da
postoji visoko statistiCki znacajna razlika izmedu sve tri grupe SCC (p<0.001), kao 1
kada su posebno poredeni SCC G1:G2, SCC G1:G3 1 SCC G2:G3, ¢ak i kada su poredene
grupa SCC G1+G2 :SCC G3 (p<0.001).

4.2.1.4. Distribucija MCMS prema dimenzijama planocelularnog karcinoma (SCC)
SCC su prema dimenzijama su podeljeni u dve grupe: najveéeg precnika
do/jednako 20 mm i preko 20 mm. Periferni tip distribucije bio je zastupljeniji u lezijama
do/jednako 20 mm, u 61 slucaju (55.5%), dok je kod SCC najvecéeg precnika veéeg od 20
mm dominantno bio zastupljen diffuzni tip distribucije, kod 35 (54.7%) slucajeva

(Tabela 4.2.1.4.).
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Tabela 4.2.1.4. Distribucija MCMS proteina prema dimenzijama lezije

MCMS5 UKUPNO <20 mm >20 mm
distribucija broj (%) broj (%) broj (%)
difuzno 84 (48.3%) 49 (44.5%) 35 (54.7%)
periferno 90 (51.7%) 61 (53.6%) 29 (45.3%)

Poredenjem ove dve grupe SCC, upotrebom > testa, nije utvrdena statistiCki
znacajna razlika u distribuciji MCMS5 (p=0.197).

4.2.1.5. Distribucija MCMS proteina prema debljini planocelularnog karcinoma
(SCO)

Svi SCC, bez obzira na gradus su, prema debljini, bili podeljeni u tri grupe. Prva
grupa: SCC debljine manje/jednako i vise od 2 mm, druga grupa: SCC debljine
manje/jednako 1 vide od 4 mm i treca grupa: SCC debljine manje/jednako i viSe od 6 mm.

U prvoj grupi, bilo je 20 tumora SCC debljine do/jednako 2 mm, od Cega je 13
(65.0%) imalo perifernu distribuciju MCMS5 pozitivnih ¢elija. Tumora debljine preko 2
mm bilo je 154, od toga je isti broj 77 (50.0%) imao difuznu i perifernu distribuciju
(Tabela 4.2.1.5.).

Tabela 4.2.1.5a. Distribucija MCMS5 prema debljini SCC, prva grupa

MCMS UKUPNO <2 mm >2 mm
distribucija broj (%) broj (%) broj (%)
difuzno 84 (48.3%) 7 (35.0%) 77 (50.0%)
periferno 90 (51.7%) 13 (65.0%) 77 (50.0%)

Upotrebom y? testa, utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu
ovih grupa (p=0.207). U drugoj grupi, tumori debljine manje/jednako 4mm imali su
dominantnije perifernu MCMS5 distribuciju, kod 54 (63.5%), a tumori deblji od 4mm
difuznu, kod 55 (61.8%) (Tabela 4.2.1.5b).

97



Tabela 4.2.1.5b. Distribucija MCMS5 prema debljini SCC, druga grupa

MCMS UKUPNO <4 mm >4 mm
distribucija broj (%) broj (%) broj (%)
difuzno 84 (48.3%) 29 (34.1%) 55 (61.8%)
periferno 90 (51.7%) 56 (65.9%) 34 (38.2%)

Upotrebom y? testa, utvrdeno je da postoji visoko statistiCki znacajna razlika
izmedu ovih grupa (p<0.001).

U tre¢oj grupi, kod SCC debljine manje/jednako 6 mm c¢eSCe je uocavana
periferna distribucija, kod 76 (58.5%), za razliku od SCC debljih od 6 mm koji su cesce,
30 (68.2%), ispoljavali difuznu distribuciju MCMS5 pozitivnih ¢elija (Tabela 4.2.1.5¢).
Tabela 4.2.1.5¢. Distribucija MCMS5 prema debljini SCC, trec¢a grupa

MCMS UKUPNO <6 mm >6 mm
distribucija broj (%) broj (%) broj (%)
difuzno 84 (48.3%) 54 (41.5%) 30 (68.2%)
periferno 90 (51.7%) 76 (58.5%) 14 (31.8%)

Upotrebom y? testa, utvrdeno je da postoji visoko statisti¢ki znacajna razlika

izmedu ovih grupa (p=0.002).

4.2.1.6. Distribucija MCMS proteina prema povrSini planocelularnog karcinoma
(SCO)

Srednja vrednost povrsine SCC koji su imali difuznu distribuciju MCMS5 iznosila
je 266.90mm” (raspon 18.8-3571.8mm?), a SCC kod kojih je bila uodena periferna
distribucija 176.23mm” (raspon 4.71-6303.6mm2). Upotrebom Mann-Whitney testa
utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika u distribuciji MCMS5 prema povrsini

tumora (p=0.010) (Grafikon 4.2.1.6.).
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Grafikon 4.2.1.6. Distribucija MCMS5 prema povrsini SCC
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4.2.1.7. Distribucija MCMS proteina prema povrsini keratinocitne intraepidermalne
neoplazije (KIN)

Promene klasifikovane kao KIN, koje su imale srednju vrednost povrSine 54.95
mm” (raspon 11.8-961.6 mm®) imale su bazalnu distribuciju MCM5 pozitivnih éelija.
Suprabazalna distribucija bila zastupljena kod KIN lezija srednje vrednosti povrSine
125.6 mm® (raspon 23.6-494.6 mm®), a difuzna kod lezija srednje vrednosti povriine
107.94 mm® (raspon 15.7-1059.8 mm?).

Koris¢enjem Kruskal-Wallis testa utvrdeno je da postoji visoko statisticki
znacajna razlika u distribucija MCMS5 u odnosu na povrsinu KIN lezija (p=0.001)

Upotrebom Mann-Whitney testa, kada su poredene grupe sa bazalnom i
suprabazalnom distribucijom nije utvrdena statisticni znac¢ajna razlika (p=0.088), kao ni
izmedu grupa sa suprabazalnom i difuznom distribucijom (p=0.806), ali je izmedu grupa
sa bazalnom 1 difuznom distribicijom MCMS pozitivnih ¢elija, razlika bila visoko
statisticki znacajna (p<0.001).

Kada su grupisani slucajevi sa ne-difuznom u odnosu na difuznu distribuciju
MCMS pozitivnih ¢elija, u odnosu na povrsinu lezija klasifikaovanih kao KIN, kod
promena povrsine srednje vrednosti 62.8 mm?” (raspon 11.8-961.6 mm?) zastupljenija je
bila ne-difuzna distribucija, a promene povrine, srednje vrednsoti 107.94 mm? (raspon
15.7-1059.8 mm®) imale su difuzno distribuirane MCM5 pozitivne éelije. Upotrebom
Mann-Whitney testa utvrdena je statisti¢ki znac¢ajna razlika u distribuciji (p=0.001).

Kod grupisanih in situ lezija koje ne zahvataju citavu debljinu epiderma,
(KIN1+KIN2 grupa), promene sa najveéom srednjom vrednoéu povriine, 78.5 mm®

(raspon 42.4-494.6 mm®) imale su suprabazalnu distribuciju MCM5 pozitivnih Celija;
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sluGajevi sa srednjom vredno3éu povrsine 54.95 mm? (raspon 11.8-961.63 mm?) bazalnu,
a slucajevi sa srednjom vredno§¢u povrsine 51.42 mm? (raspon 15.7-981.25 mm?) difuznu
distribuciju pozitivnih ¢elija.

Upotrebom, Kruskal-Wallis testa, nije utvrdena statistiCki znacajna razlika u
distribuciji izmedu ovih grupa (p=0.442), kao ni kada su posebno poredene grupe sa
bazalnom i suprabazalnom (p=0.209), bazalnom i difuznom (p=1.0), kao i suprabazalnom
1 difuznom distribucijom MCMS5 (p=0.280), u odnsou na povrSinu KIN+KIN2 lezija, a
koris¢enjem Mann-Whitney testa.

Grupisanjem na promene sa ne-difuznom i difuznom distribucijom, in situ
promene (KIN1+KIN2) srednje vrednosti povrsine, 55.74 mm? (raspon 11.8-961.6 mm?)
imale su ne-difuznu distribiciju, dok je difuzna distribucija MCMS5 uocena kod promena
srednje vrednosti povrsine 51.42 mm? (raspon 15.7-981.25 mm?).

Upotrebom Mann-Whitney testa utvrdena je visoko statisticki znacajna razlika

izmedu ovih grupa (p<0.001).

4.2.2 Obim ekspresije (semikvantitativno, do i preko 50% pozitivnih Celija)

4.2.2.1. Odnos obima ekspresije MCMS5 proteina prema histopatoloskoj dijagnozi
Veci broj AK 62 (68.1%) imao je manje od 50% MCMS pozitivnih ¢elija. Gotovo

svi sluc¢ajevi BD imali su viSe od 50% pozitivnih ¢elija 49 (98.0%), samo kod jedne lezije

bilo je manje od 50%. Kod SCC, viSe slucajeva 101 (58.0%) imalo viSe od 50%

pozitivnih ¢éelija. Obim ekspresije u odnosu na histopatoloski tip lezije prikazan je u

Tabeli 4.2.2.1.

Tabela 4.2.2.1a. Obim ekspresije MCMS5 proteina prema histopatoloskoj dijagnozi

MCMS5 UKUPNO AK BD SCC

Obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 50% 136 (43.2%) 62 (68.1%) 1 (2.0%) 73 (42.0%)
Vise od 50% 179 (56.8%) 29 (31.9%) 49 (98.0%) 101 (58.0%)

Skrecenice: AK — aktini¢na keratoza, BD — Bowen-ova bolest, SCC — planocelularni
karcinom
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Upotrebom 92 testa, utvrdeno je da postoji visoko statisticki znac¢ajna razlika u
ekspresiji MCMS5 izmedu AK, BD i SCC (p<0.001). Takode upotrebom y> testa, a
poredenjem svake od grupa pojedinacno, AK:BD AK:SCC i BD:SCC, utvrdena je visoko
statistiCki znacajna razlika u ekspresiji MCMS5 (p<0.001).

Grupisanjem slucajeva intraepidermalnih lezija (AK i BD), u odnosu na SCC u
oba slucaja ve¢i broj lezija imao vise je od 50% pozitivnih ¢elija (Tabela 4.2.2.1b).

Tabela 4.2.2.1b. Obim ekspresije MCMS5 proteina prema histopatoloskoj dijagnozi

MCM5 UKUPNO AK+BD SCC

Obim ekspresije  broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 50% 136 (43.2%) 63 (44.7%) 73 (42.0%)
Vise od 50% 179 (56.8%) 78 (55.3%) 101 (58.0%)

Skracenice: AK - aktinicna keratoza, BD — Bowen-ova bolest, SCC —

planocelularni karcinom

Upotrebom 2 testa, utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u
ekspresiji. MCMS5 pozitivnih ¢elija izmedu grupe intraepidermalnih lezija i SCC
(p=0.627).

4.2.2.2 Odnos obima ekspresije MCMS proteina prema Kkeratinocitnoj
intraepidermalnoj neoplaziji (KIN)

Veci broj KINI slucajeva 41 (82.0%) imao je manje od 50% MCMS pozitivnih
¢elija. Kod KIN2, nesto veci broj sluc¢ajeva je imao manje od 50% pozitivnih ¢elija, dok
je kod KIN3 znacajno veci broj slucajeva 50 (98.0%) imao je vise od 50% pozitivnih
¢elija. (Tabela 4.2.2.2a.)

Tabela 4.2.2.2a. Obim ekspresije MCMS5 proteina prema KIN

MCMS UKUPNO KIN1 KIN2 KIN3
obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 50% 63 (44.7%) 41 (82.0%) 21 (52.5%) 1 (2.0%)
Vise od 50% 78 (55.3%) 9 (18.0%) 19 (47.5%) 50 (98.0%)

Skracenice: KIN — keratinocitna intraepidermalna neoplazija

Upotrebom y? testa, utvrdena je visoko statisti¢ki znacajna razlika u ekpresiji
MCMS izmedu KIN grupa (p<0.001). Poredenjem KIN1:KIN2 (p=0.003), KIN1:KIN3 i
KIN2:KIN3 (p<0.001), razlika bila visoko statisti¢ki znacajna.
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Grupisanjem in situ lezija koje ne zahvataju celu debljinu epiderma
(KIN1+KIN2), veci broj 62 (68.9%) je imao manje od 50% pozitivnih ¢elija, za razliku
od lezija koje se nalaze Citavom debljinom epiderma (KIN3) gde je znacajno veci broj
slucajeva 50 (98.0%) imao vise od 50% pozitivnih ¢elija (Tabela 4.2.2.2b).

Tabela 4.2.2.2b. Obim ekspresije MCMS5 proteina prema KIN

MCM5 UKUPNO KIN1+KIN2 KIN3
Obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 50% 63 (44.7%) 62 (68.9%) 1 (2.0%)
Vise od 50% 78 (55.3%) 28 (31.1%) 50 (98.0%)

Skracenice: KIN — keratinocitna intraepidermalna neoplazija

Upotrebom y? testa, utvrdena je visoko statisticki znacajna razlika u obimu
ekspresije MCMS5 poredenjem in situ lezija koje ne zahvataju celu debljinu epiderma

(KIN1+KIN2) sa lezijama koje se nalaze ¢itavom debljinom epiderma (KIN3) (p<0.001).

4.2.2.3. Odnos obima ekspresije MCMS proteina prema stepenu diferentovanosti
(gradusu) planocelularnog karcinoma (SCC)

SCC podeljeni prema histopatoloskom gradusu, razvrstani na one kojih je bilo
manje od 50% 1 vise od 50% MCMS pozitivnih ¢elija dati su u Tabeli 4.2.2.3.
Tabela 4.2.2.3. Obim ekspresije MCMS5 proteina prema gradusu SCC

MCMS obim UKUPNO SCC Gradusl  SCC Gradus 2 SCC gradus 3
ekspresije broj (%) broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 50% 73 (42.0%) 49 (84.5%) 17 (29.3%) 7 (12.1%)
Vise od 50% 101 (53.4%) 9 (15.5%) 41 (70.7%) 51 (87.9%)

Sracenice: SCC — planocelularni karcinom

Primenom y? testa utvrdeno je da postoji visoko statistiCki znacajna razlika u
ekspresiji MCM5 kod SCC razli¢itih gradusa, medu grupama SCC G1, SCC G2 i SCC
G3 (p<0.001). Kada su medusobno poredene grupe SCC G1:G2, SCC G1:G3, razlika je
bila visoko statisticki znacajna (p<0.001), a izmedu SCC G2:G3 (p=0.022), statisticki
znacajna. Takode, kada su poredene grupa SCC G1+G2:SCC G3, upotrebom istog testa
utvrdena je viskoko statisti¢ki znacajna razlika u ekspresiji MCMS5 (p<0.001).
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4.2.2.4. Odnos obima ekspresije MCMS proteina prema dimenzijama
planocelularnog karcinoma (SCC)

Veci broj SCC precnika manje/jednako 20 mm i preko 20 mm imalo je vise od
50% MCMS5 pozitivnih ¢Celija (Tabela 4.2.2.4.). Upotrebom y* testa, nije utvrdena
statistiCki znacajna razlika u obimu ekspresije MCMS5 proteina izmedu ovih grupa
(p=0.555)
Tabela 4.2.2.4. Obim ekspresije MCMS5 prema dimenzijama lezije

MCMS5 UKUPNO <20 mm >20 mm
obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 50% 73 (42.0%) 48 (43.6%) 25 (39.1%)
Vise od 50% 101 (53.4%) 62 (56.4%) 39 (60.9%)

4.2.2.5. Odnos obima ekspresije MCMS prema debljini planocelularnog karcionoma
(SCO)

Kod procene obima ekspresije MCMS prema debljini SCC, tumori su bili
podeljeni u tri grupe. Prva grupa: SCC debljine manje/jednako i viSe od 2 mm, druga
grupa: SCC debljine manje/jednako i visSe od 4 mm 1 tre¢a grupa: SCC debljine
manje/jednako 1 viSe od 6 mm.

Tumori debljine manje/jednako od 2 mm imali su nesto viSe slucajeva sa manje od
50% pozitivnih ¢elija, dok je kod tumora debljine visSe od 2 mm bilo obrnuto (Tabela
4.2.2.5a.).

Tabela 4.2.2.5a. Obim ekspresije MCMS5 prema debljini SCC, prva grupa

MCMS5 UKUPNO <2 mm >2 mm
obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 50% 73 (42.0%) 12 (60.0%) 61 (39.6%)
Vise od 50% 101 (53.4%)  8(40.0%) 93 (60.4%)

Upotrebom y? testa, nije utvrdena statisticki znacajna razlika u obimu ekspresije
MCMS izmedu SCC imedu ovih grupa (p=0.082).
U slucaju SCC debljine manje/jednako i vise od 4 mm vrednosti su date u Tabeli

4.2.2.5b.
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Tabela 4.2.2.5b. Obim ekspresije MCMS5 prema debljini SCC, druga grupa

MCMS5 UKUPNO <4 mm >4 mm
obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 50% 73 (42.0%) 49 (57.6%) 24 (27.0%)
Vise od 50% 101 (53.4%) 36 (42.4%) 65 (73.0%)

Primenom y? testa i poredenjem ove dve grupe SCC utvrdena je visoko statisticki
znacajna razlika u ekspresiji MCMS5 (p<0.001).

U tre¢em slucaju, kod SCC koji bili podeljeni na one c¢ija je debljina bila
manja/jednaka ili veéa od 6 mm (Tabela 4.2.2.5¢c.), upotrebom y* testa, takode je
utvrdena visoko statisticki znac¢ajna razlika u obimu ekspresije MCMS5 (p<0.001)

Tabela 4.2.2.5¢. Obim ekspresije MCMS5 prema debljini SCC, druga grupa

MCMS5 UKUPNO <6 mm >6 mm
obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 50% 73 (42.0%) 62 (47.7%) 11 (25.0%)
Vise od 50% 101 (53.4%) 68 (52.3%) 33 (75.0%)

4.2.2.6. Odnos obima ekspresije MCMS5 prema povrsini planocelularnog karcinoma
SCC proseéne vrednsoti povrine 176.63 mm?® (opseg 4.71-6303.6 mm) imali su
manje od 50% pozitivnih éelija i obrnuto, SCC proseéne vrednosti povrsine 251.2 mm’
(opseg 18.8-3571.8 mm?) vise od 50% MCMS5 pozitivnih ¢elija.
Primenom Mann-Whitney testa nije utvrdena statisticki znacajna razlika u ovom

obimu ekspresije MCMS5 u odnosu na povrsinu SCC (p=0.057).

4.2.27. Odnos obima ekspresije MCMS5 prema povrsini keratinocitne
intraepidermalne neoplazije (KIN)

Promene klasifikovane kao KIN, srednje vrednosti povriine 54.9 mm® (opseg
11.8-961.6 mm®) u veéem broju slu¢ajeva imale su manje od 50% MCMS5 pozitivnih
¢elija, a promene srednje vrednosti povrsine 104.0 mm? (opseg 15.7-1059.8 mm?) vise od

50%. (Grafikon 4.2.2.7.)
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Grafikon 4.2.2.7. Odnos obima ekspresije prema povrsini KIN

naTumm2

|
: =

pt

Marge od 207
MCMSsemikvantitativno

Upotrebom Mann-Whitney testa utvrdena je visoko statisticki znac¢ajna razlika
u ovom obimu ekspresije MCMS5 u odnosu na povrsinu KIN (p=0.001).

Kod grupisanih in situ lezija koje ne zahvataju citavu debljinu epiderma,
(KIN1+KIN2 grupa), promene sa manje od 50% pozitivnih ¢elija imale srednju vrednost
povrsine 53.38 mm?® (raspon 11.8-961.63 mm?®), a slutajevi sa vise od 50% pozitivnih
éelija, srednju vrednost povrsine 63.98 mm?” (raspon 15.7-981.3 mm?). Primenom Mann-
Whitney testa nije utvrdena statisticki znacajna razlika ovog obima ekspresije MCMS5 u
odosu na povsinu (p=0.903)

U slucaju KIN3 lezija, koje se nalaze Citavom debljinom epiderma, nije bilo

sluc¢ajeva sa manje od 50% MCMS pozitivnih ¢elija.

4.2.2. Obim ekspresije (semikvantitativno, manje od 33%, od 33-66% i
preko 66% pozitivnih Celija)

4.2.3.1 Odnos obima ekspresije MCMS proteina prema histopatoloskoj dijagnozi
Najveci broj AK, 58 (63.7%) imao je izmedu 33-66% MCMS pozitivnih ¢elija. U
slu¢aju BD, najve¢i broj imao je viSe od 66% pozitivnih Celija 44 (88.0%), ali nije bilo
slucajeva sa manje od 33% pozitivnih ¢elija. Najveci broj SCC imao je izmedu 33-66%
MCM2 pozitivnih ¢elija. Obim ekspresije u odnosu na histopatoloski tip lezije prikazan je

u Tabeli 4.2.3.1a.
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Tabela 4.2.3.1a. Obim ekspresije MCMS5 proteina prema histopatoloskoj dijagnozi

MCMS5 UKUPNO AK BD SCC
Obim ekspresije  broj (%) broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 33% 58 (18.4%) 19 (20.9%) 0 39 (22.4%)
0Od 33-66% 135 (42.9%) 58 (63.7%) 6 (12.0%) 71 (40.8%)
Vise od 66% 122 (38.7%) 14 (15.4%) 44 (88.0%) 64 (36.8%)

Skracenice: AK — aktini¢na keratoza, BD — Bowen-ova bolest, SCC — planocelularni
karcinom

Upotrebom y? testa, utvrdeno je da postoji visoko statisti¢ki znacajna razlika u
ovom obimu ekspresije MCMS5 izmedu AK, BD i SCC (p<0.001). Takode upotrebom >
testa, a poredenjem svake od grupa pojedinacno, AK:BD AK:SCC i BD:SCC utvrdena je
visoko statisticki znacajna razlika u ekspresiji MCMS5 (p<0.001).

Grupisanjem intraepidermalnih lezija (AK i BD), u odnosu na SCC najve¢i broj
sluc¢ajeva intraepidermalnih lezija 64 (45.4%) 1 SCC 71 (40.8%) imao je od 33 do 66%
MCMS pozitivnih ¢elija. Obim ekspresije u odnosu na histopatoloski tip lezije prikazan je
u Tabeli 4.2.3.1b.

Tabela 4.2.3.1b. Obim ekspresije MCMS5 proteina prema histopatoloskoj dijagnozi

MCMS5 UKUPNO AK+BD SCC
Obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 33% 58 (18.4%) 19 (13.5%) 39 (22.4%)
0Od 33-66% 135 (42.9%) 64 (45.4%) 71 (40.8%)
Vise od 66% 122 (38.7%) 58 (41.1%) 64 (36.8%)

Skracenice: AK - aktinicna keratoza, BD — Bowen-ova bolest, SCC —
planocelularni karcinom

Upotrebom ¥* testa, utvrdeno je da ne postoji statisticki znaCajna razlika u
ekspresiji. MCMS5 pozitivnih ¢elija izmedu grupe intraepidermalnih lezija i SCC
(p=0.126).

4.23.2 Odnos obima ekspresije MCMS proteina prema Kkeratinocitnoj
intraepidermalnoj neoplaziji (KIN)

Najveci broj KINT 40 (80.0%) i KIN2 slucajeva 18 (45.0%) imao je od 33-66%
MCMS pozitivnih ¢elija. U slucaju KIN3, najveci broj slucajeva 45 (88.2%) imao je vise
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od 66% pozitivnih ¢elija, bez ijednog slucaja sa manje od 33% pozitivnih ¢elija (Tabela

4.2.3.2a).

Tabela 4.2.3.2a. Obim ekspresije MCMS5 proteina prema KIN
MCMS5 UKUPNO KIN1 KIN2 KIN3
Obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 33% 19 (13.5%) 10 (20.0%) 9(22.5%) 0 (0.0%)
Od 33-66% 64 (45.4%) 40 (80.0%) 18 (45.0%) 6 (11.8%)
Vise od 66% 58 (41.1%) 0 (0.0%) 13 (32.5%) 45 (88.2%)

Skrecenice: KIN — keratinocitna intraepidermalana neoplazija

Upotrebom y? testa, utvrdena je visoko statistiCki znacajna razlika izmedu KIN
grupa (p<0.001), kao i mezugrupnim poredenjem KINI1:KIN2, KIN1:KIN3, KIN2:KIN3
(p<0.001).

Kada su grupisane in situ lezije koje ne zahvataju celu debljinu epiderma
(KIN1+KIN2) najveci broj slucajeva KIN1+KIN2 grupe 58 (64.4%) imao je izmedu 33-
66%, a najveci broj KIN3 vise od 66% pozitivnih ¢elija (Tabela 4.2.3.2b).
Tabela4.2.3.2b. Obim ekspresije MCMS5 proteina prema KIN

MCM5 UKUPNO KIN1+KIN2 KIN3
Obim ekspresije  broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 33% 19 (13.5%) 19 (21.1%) 0 (0%)
0Od 33-66% 64 (45.4%) 58 (64.4%) 6 (11.8%)
Vise od 66% 58 (41.1%) 13 (14.4%) 45 (88.2%)

Skracenice: KIN — keratinocitna intraepidermalna neoplazija

Upotrebom y” testa, utvrdena je visoko statisti¢ki znacajna razlika u obimu
ekspresije MCMS5 izmedu lezija koje ne zahvataju celu debljinu epiderma (KIN1+KIN2)

u odnosu na lezije koje se nalaze ¢itavom debljinom epiderma (KIN3) (p<0.001).

4.2.3.3. Odnos obima ekspresije MCMS proteina prema stepenu diferentovanosti
(gradusu) planocelularnog karcinoma (SCC)

Medu SCC razlicitih gradusa, broj slucajeva sa vecim brojem pozitivnih celija
rastao je sa povecanjem gradusa. Najveci broj SCC G1 32 (55.2%) imao je manje od

33% pozitivnih ¢elija, najveéi broj SCC G2 27 (46.6%) izmedu 33-66% pozitivnih ¢elija,
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dok je najve¢i broj SCC G3 35 (60.3%) imao preko 66% MCMS pozitivnih celija.
(Tabela 4.2.3.3.).
Tabela 4.2.3.3. Obim ekspresije MCMS5 proteina prema gradusu SCC

MCM2 UKUPNO SCC Gradusl  SCC Gradus 2 SCC gradus 3
Obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 33% 39 (22.4%) 32 (55.2%) 5 (8.6%) 3 (5.2%)

0Od 33-66% 71 (40.8%) 23 (39.7%) 27 (46.6%) 26 (44.8%)
Vise od 66% 64 (36.8%) 3 (5.2%) 21 (36.2%) 35 (60.3%)

Skacenice: SCC — planocelularni karcinom

Primenom 2 testa utvrdeno je da postoji visoko statisticki znacajna razlika u
ovom obimu ekspresije MCM5 1 gradusa SCC, izmedu grupa SCC G1, SCC G2 i SCC
G3 (p<0.001), kao i poredenjem pojedinacno SCC G1:G2, SCC GI1:SG3 (p<0.001).
Poredenjem SCC G2:G3, upotrebom istog testa, nije utvrdena statisticki znacajna razlika
(p=0.186). Kada su poredene grupe SCC G1+G2:SCC G3, upotrebom y? testa, razlika u
ekspresiji MCMS bila je visoko statisticki znac¢ajna(p<0.001).

4.2.3.4. Odnos obima ekspresije MCMS proteina prema dimenzijama
planocelularnog karcinoma (SCC)

SCC precnika manje/jednako i viSe od 20 mm imali su najveci broj slucajeva sa
preko 66% MCMS pozitivnih ¢éelija (Tabela 4.2.3.4.).
Tabela 4.2.3.4.0bim ekspresije MCMS5 prema dimenzijama lezije

MCMS UKUPNO <20 mm >20 mm
Obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 33% 7 (6.0%) 3 (4.3%) 4 (8.7%)
0Od 33-66% 48 (41.4%) 33 (47.1%) 15 (32.6%)
Vise od 66% 61 (52.6%) 34 (48.6%) 27 (58.7%)

Upotrebom %2 testa, nije utvrdena statisticki znacajna razlika u ovom obimu

ekspresije MCMS proteina izmedu SCC ove dve grupe (p=0.240).
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4.2.3.5. Odnos obima ekspresije MCMS prema debljini planocelularnog karcionoma
(SCO)

Kod procene ovog obima ekspresije MCMS5 prema debljini SCC, tumori su bili
podeljeni u tri grupe. Prva grupa: SCC debljine manje/jednako i viSe od 2 mm, druga
grupa: SCC debljine manje/jednako i vise od 4 mm 1 treéa grupa: SCC debljine
manje/jednako 1 viSe od 6 mm.

Najveéi broj tumora prve grupe imao je izmedu 33-66% MCMS pozitivnih Celija
(Tabela 4.2.3.5a.).

Tabela 4.2.3.5a. Obim ekspresije MCM5 prema debljini SCC, prva grupa

MCMS5 UKUPNO <2 mm >2 mm
Obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 33% 7 (6.0%) 0 (0.0%) 7 (6.6%)
0Od 33-66% 48 (41.4%) 6 (60.0%) 42 (39.6%)
Vise od 66% 61 (52.3%) 4 (40.0%) 57 (53.8%)

Upotrebom %> testa, nije utvrdena statisticki znacajna razlika u ovom obimu
ekspresije MCMS5 izmedu SCC debljine manje/jedanko 2 mm i preko 2 mm (p=0.385).

U slucaju grupe SCC debljine manje/jednako i vise od 4 mm vrednosti su date u
Tabeli 4.2.3.5b.
Tabela 4.2.3.5b. Obim ekspresije MCMS5 prema debljini SCC, druga grupa

MCMS5 UKUPNO <4 mm >4 mm
Obim ekspresije  broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 33% 7 (6.0%) 4 (8.9%) 3 (4.2%)
0Od 33-66% 48 (41.4%) 21 (46.7%) 27 (38.0%)
Vise od 66% 61 (52.3%) 20 (44.4%) 41 (57.7%)

I u ovom slucaju, primenom y? testa, poredenjem SCC nije utvrdena statisticki
znacajna razlika u ekspresiji MCMS5 izmezu grupa (p=0.299).

Takode, ni u treem slucaju, SCC koji su, prema debljini, bili podeljeni
manje/jednako ili visSe od 6 mm (Tabela 4.2.3.5¢.), upotrebom y? testa, nije utvrdena
statisticki znacajna razlika u obimu ekspresije MCM5 (p=0.375).
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Tabela 4.2.3.5¢. Obim ekspresije MCMS5 prema debljini SCC, druga grupa

MCMS5 UKUPNO <6 mm >6 mm
Obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 33% 7 (6.0%) 6 (7.3%) 1(2.9%)
0Od 33-66% 48 (41.4%) 36 (43.9%) 12 (35.3%)
Vise od 66% 61 (52.3%) 40 (48.8%) 21 (61.8%)

4.2.3.6. Odnos obima ekspresije MCMS5 prema povrSini planocelularnog karcinoma
(SCO)

Prose¢na vrednost povr§ine SCC sa manje od 33% pozitivnih ¢elija iznosila je
197.82 mm® (opseg 4.7-6303.6 mm?), SCC sa 33-66% pozitivnih éelija 175.84 mm®
(opseg 18.84-2331.45 mm?), dok su SCC najvece srednje vrednosti porsine 267.69 mm®
(19.6-3571.8 mm?) imali vise od 66% MCMS3 pozitivnih éelija (Grafikon 4.2.3.6.).

Grafikon 4.2.3.6. Odnos obima ekspresije MCMS5 prema povrSini SCC
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Primenom Kruskal-Wallis testa utvrdena je statisticki zna¢ajna razlika u ovom
obimu ekspresije MCMS5 u odnosu na povrsinu SCC (p=0.014).

Upotrebom Mann-Whitney testa i daljim poredenjem grupa: manje od 33% 1 33-
66% MCMS pozitivnih ¢elija (p=0.427), manje od 33% i viSe od 66% pozitivnih Celija
(p=0.133) nije utvrdena statisticki znacajna razlika, ali je poredenjem grupe 33-66% i vise
od 66% pozitivnih Celija, istim testom, utvrdena visoko statisti¢ki znac¢ajna razlika u

ekspresiji MCMS5 u odnosu na povrSinu SCC (p=0.003).
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4.2.377. Odnos obima ekspresije MCMS5 prema povrsini keratinocitne
intraepidermalne neoplazije (KIN)

KIN lezije sa srednjom vrednosti povrsine 50.6 mm® (opseg 11.8-753.6 mm?)
imale su 33-66% pozitivnih éelija, KIN lezije sa srednjom vredno$¢u povriine 70.7 mm®
(11.8-961.6 mm®) manje od 33% pozitivnih éelija, a KIN lezije sa najve¢om vredno§éu
srednje povrine 117.8 mm?® (opseg 15.7-1059.8 mm®) vise od 66% MCMS5 pozitivnih
¢elija (Grafikon 4.2.3.7.)

Grafikon 4.2.3.7. Odnos obima ekspresije MCMS5 prema povrsini KIN
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Upotrebom Kruskal-Wallis testa utvrdena je visoko statisticki znacajna razlika
izmedu grupa sa manje od 33%, 33-66% i viSe od 66% MCMS5 pozitivnih ¢elija u odnosu
na povrsinu KIN lezija (p<0.001).

Upotrebom Mann-Whitney testa i daljim poredenjem grupa sa manje od 33% i
grupe 33-66% MCMS pozitivnih ¢elija (p=0.965) nije utvrdena statisticki znacajna
razlika. Za razliku od toga, izmedu grupa sa manje od 33% i viSe od 66% pozitivnih ¢elija
(p=0.002), kao i grupe 33-66% i grupe sa vise od 66% pozitivnih ¢elija (p<0.001), razlika
je bila visoko statisti¢ki znacajna.

Kada su grupisane in situ lezije, koje ne zahvataju celu debljinu epiderma
(KIN1+KIN2), lezije srednje povrsine 75.36 mm” (opseg 15.7-981.3 mm?) imale su vise
od 66% MCMS5 pozitivnih ¢elija, lezije srednje vrednosti povrsine 50.63 mm?> (opseg
11.8-753.6 mm®) izmedu 33-66% pozitivnih ¢elija, dok su KIN1+KIN2 lezije, srednje
vrednsti povrsine 70.65 mm® (opseg 11.8-961.6 mm®) imale manje od 33% pozitivnih
¢elija.

Upotrebom Kruskal-Wallis testa nije utvrdena statisticki znacajna razlika medu

grupama sa manje od 33%, 33-66% 1 vise od 66% pozitivnih ¢elija u odnosu na povrsinu
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KIN1+KIN2, in situ lezija ne zahvataju ¢itavu debljinu epiderma (p=0.990). Daljim
medugrupnim poredenjem, a uporebom Mann-Whitney testa, izmedu KIN1+KIN2 lezija
sa manje od 33% 1 33-66% (p=0.929), grupa sa manje od 33% i vise od 66% (p=0.791),
kao 1 grupa sa 33-66% 1 vise od 66% (p=0.941) takode nije utvrdena statisticki znacajna
razlika u ovom obimu ekspresije MCMS5 u odnosu na povrSinu KIN1+KIN2.

U slucaju lezija koje se nalaze Citavom debljinom epiderma (KIN3), promene
srednje vrednosti povrine, 99.02 mm” (opseg 37.68-288.9mm?) imale su izmedu 33-66%
MCMS pozitivnih ¢elija, dok je srednja vrednost povrSine KIN3 koji su imali viSe od
66% pozitivnih ¢elija iznosila 189.97 mm”* (opseg 23.6-1059.8 mm?).

Upotrebom Mann-Whitney testa, medu ovim grupama utvrdena je statisti¢ki
znacajna razlika u ovom obimu ekspesije MCMS5 u odnsu na povrSinu KIN3 (p=0.34).

Nijedan od KIN 3 slu¢ajeva nije imao manje od 33% MCMS pozitivnih ¢elija.

4.3. Ekspresija MCM7

4.3.1. Distribucija

4.3.1.1 Distribucija MCM?7 prema histopatoloskoj dijagnozi

Najveci broj AK je imao bazalnu distribuciju (Slika 4.3.1.1.a) MCM7 pozitivnih
¢elija, 63 slucaja (69.2%), potom difuznu 15 (16.5%), a najmanji broj suprabazalnu, 13
(14.3%). Najveci broj sluc¢ajeva BD je imao difuzni tip distribucije — 43 slucaja (86.0%).
Preostali slucajevi imali su suprabazalnu 5 (10.0%), odnosno bazalnu 2 (4.0%)
distribuciju pozitivnih ¢éelija. Kod SCC, bili su zastupljeni periferni - 91 slucaj (52.3%) 1
difuzni tip distribucije - 83 slucaja (47.7%) (Slika 4.3.1.1.b). Centralna distribucija nije
bila uocena ni kod jednog SCC.
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Slika 4.3.1.1.b Difuzna distribucija MCM?7 kod planocelularnog karcinoma

Poredenjem distribucije proteina MCM7 prema histopatoloSkoj dijagnozi,
upotrebljavajuéi y” test, utvrdeno je da postoji visoko statisti¢ki zna¢ajna razlika u
distribuciji ovog proteina izmedu AK, BD i SCC (p<0.001). Istim testom, takode je
utvrdena visoko statisticki znacajna razlika u MCM?7 distrubuciji izmedu AK i BD, AK i
SCC, kao i BD i SCC (p<0.001)

Grupisanje svih slucajeva bez difuznog rasporeda celija u grupu ne-difuznih
prikazano je u Tabeli 4.3.1.1a. Upotrebom y° testa, utvrdena je visoko statisti¢ki
znacajna razlika izmedu AK, BD i SCC, kao i kada su medusobno uporedivane grupe

AK:BD, AK:SCC, BD:SCC (p<0.001).
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Tabela 4.3.1.1a. Distribucija MCM7 proteina prema histopatoloskoj dijagnozi

MCM?7 UKUPNO AK BD SCC
distribicija broj (%) broj (%) broj (%) broj (%)
difuzno 174 (55.2%) 15 (16.5%) 43 (86.0%) 83 (47.7%)
ne-difuzno 141 (44.8%) 76 (83.5%) 7 (14.0%) 91 (52.3%)

Skracenice: AK — aktini¢na keratoza, BD — Bowen-ova bolest, SCC — planocelularni
karcinom

Kada su slucajevi grupisani na intraepidermalne lezije (AK+BD) u odnosu na
SCC, najvedi broj intraepidermalnih promena pokazao je bazalnu 65 (46.1%), potom
difuznu 58 (41.1%) distribuciju MCM?7, dok je kod 18 lezija (12.8%) bila uocena
suprabazalna distribucija. Upotrebom y° testa, utvrdena je visoko statisti¢ki zna¢ajna
razlika izmedu grupe AK+BD u odnosu na SCC (p<0.001). Grupisanjem svih slucajeva
bez difuznog rasporeda ¢elija u grupu sa ne-difuznom distribucijom MCM7 (Tabela
4.3.1.1b.) i medusobnim uporedivanjem, upotrebom x> testa, nije utvrdena statisticki
znacajna razlika u distribuciji MCM7 izmedu grupe intraepidermalnih lezija (AK+BD) i
SCC (p=0.244, p>0.05)
Tabela 4.3.1.1b. Distribucija MCM7 proteina prema histopatoloskoj dijagnozi, grupa

intraepidermalnih promena u odnosu na SCC

MCM7 UKUPNO AKiBD SCC
distribicija broj (%) broj (%) broj (%)
difuzno 174 (55.2%) 58 (41.1%) 83 (47.7%)
ne-difuzno 141 (44.8%) 83 (58.9%) 91 (52.3%)

4.3.1.2. Distribucija proteina MCM?7 prema Keratinocitnoj intraepidermalnoj
neoplaziji (KIN)

Kada su lezije klasifikovane kao KIN, kod KIN1 i KIN2 lezija dominirala je
bazalna distribucija, 41 (82.0%) KIN1, 22 (55.0%) KIN2), dok je kod KIN3 bila
dominantna difuzna distribucija, uocena kod 45 slucajeva (88.2%) (Slika 3-3).
Upotrebom y” testa, utvrdena je visoko statisti¢ki zna¢ajna razlika u distribuciji MCM7
izmedu KIN1, KIN2 i KIN3 (p<0.001). Kada su posebno uporedivane grupe KIN1:KIN2
(p=0.009), KIN1:KIN3 i KIN2:KIN3(p<0.001), razlika u distribuciji MCM?7 bila je

takode visoko statisti¢ki znacajna.
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Grupisanjem slucajeva ne-difuzne u odnosu na difuznu distribuciju MCM?7, KIN1
1 KIN2 lezije imale su dominatnije izrazenu ne-difuznu distribuciju, u odnosu na KIN3
(Tabela 4.3.1.2.)
Tabela 4.3.1.2. Distribucija MCM?7 proteina prema KIN

MCM7 UKUPNO KIN1 KIN2 KIN3
distribucija broj (%) broj (%) broj (%) broj (%)
difuzno 58 (41.1%) 3 (6.0%) 11 (25.5%) 44 (86.3%)

ne-difuzno 83 (58.9%) 47 (94.0%) 29 (72.5%) 7 (13.7%)

Skracenice: KIN — keratinocitna intraepidermalna neoplazija

Upotrebom x> testa, poredenjem slutajeva sa ne-difuznom i difuznom
distribucijom, utvrdena je visoko statisticki znacajna razlika u distribuciji MCM7
izmedu KINI1, KIN2 i KIN 3 lezija (p<0.001).

Poredenjem slucajeva sa ne-difuznom i difuznom distribucijom, pojedinac¢no
medu grupama KINT:KIN2 (p=0.005), KIN1:KIN3 i KIN2:KIN3 (p<0.001), * testom,
urazlika je, takode, bila visoko statisticki znacajna.

Kada su poredene in situ lezije koje ne zahvataju celu debljinu epiderma
(KIN1+KIN2) najveéi broj slucajeva KINI1+KIN2 grupe imao je bazalu distribuciju
MCM?7 pozitivnih celija, 22 (55.0%), a znacajno manji difuznu, 11 (20.0%) 1
suprabazalnu, 7 (17.5%) . Najve¢i broj lezija koje se nalaze ¢itavom debljinom epiderma
(KIN3) imao je difuznu distribuciju 45 (88.2%), a znacajno manji suprabazalnu 5 (9.8%),
dok je u samo u jednom slu¢aju bila uoena bazalna distribucija (2.0%). Upotrebom >
testa, utvrdena je visoko statisticki znacajna razlika u distribuciji MCM?7 izmedu lezija
koje ne zahvataju citav epiderm (KIN1+KIN2) i koje se nalaze Citavom debljinom
epiderma (KIN3) (p<0.001). Grupisanjem na promene sa ne-difuznom i difuznom
distribucijom kod veéeg broja promena iz KIN1+KIN2 grupe 29 (72.5%) uocena je ne-
difuzna distribucija, dok je veci broj KIN 3 lezija 44 (86.3%), obrnuto, imao izrazenu
difuznu distibuciju. Upotrebom 7> testa, utvrdena je visoko statisticki znalajna razlika

izmedu ovih grupa (p<0.001).
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4.3.1.3. Distribucija MCM?7 proteina prema stepenu diferentovanosti (gradusu)
planocelularnog karcinoma (SCC)

Nijedan SCC nije pokazao centralnu distribuciju. U SCC G1 distribucija MCM7
pozitivnih ¢elija bila je dominantno periferna 53 (91,4); podjednak broj SCC G2 29
(50%) imao je difuznu i perifernu distribuciju, dok je znacajno vec¢i broj SCC G3, 49
(84.5%), imao difuznu distribuciju MCM?7 pozitivnih ¢elija (Slika 3-4).

Poredenjem distribucije MCM7 prema gradusu tumora, upotrebom ’testa,
utvrdeno je da postoji visoko statisti¢ki znacajna razlika izmedu sve tri grupe SCC
(p<0.001), kao i kada su posebno poredeni SCC G1:G2, SCC G1:G3 i SCC G2:G3, ¢ak i
kada su poredene grupe SCC G1+G2 :SCC G3 (p<0.001).

4.3.1.4. Distribucija MCM?7 prema dimenzijama planocelularnog karcinoma (SCC)
SCC su prema dimenzijama bili podeljeni u dve grupe: najveéeg precnika

do/jednako 20 mm i preko 20 mm. Periferni tip distribucije bio je zastupljeniji u lezijama

do/jednako 20 mm, u 62 slucaja (56.4%), a difuzni kod SCC prec¢nika ve¢eg od 20 mm,

35 (54.7%) slucajeva (Tabela 4.3.1.4.).

Tabela 4.3.1.4. Distribucija MCM?7 proteina prema dimenzijama lezije

MCM7 UKUPNO <20 mm >20 mm
distribucija broj (%) broj (%) broj (%)
difuzno 83 (47.7%) 48 (43.6%) 35 (54.7%)
periferno 91 (52.3%) 62 (56.4%) 29 (45.3%)

Upotrebom x> testa, utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika
(p=0.159) u distribuciji MCM7 izmedu lezija najveceg precnika do/jednako 20 mm i

veéih od 20 mm.

4.3.1.5. Distribucija MCM7 proteina prema debljini planocelularnog karcinoma
(SCO)
Svi SCC, bez obzira na gradus bili su, prema debljini, podeljeni u tri grupe. Prva

grupa: SCC debljine manje/jednako i vise od 2 mm, druga grupa: SCC debljine
manje/jednako i vise od 4 mm i tre¢a grupa: SCC debljine manje/jednako i vise od 6 mm.

U prvoj grupi, 13 od 20 SCC (65.0%) debljine do/jednako 2 mm imalo je
perifernu distribuciju MCM7 pozitivnih ¢elija. Od 154 tumora debljine preko 2 mm
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gotovo isti broj sluc¢ajeva imao perifernu, 78 (50.6%) i difuznu 76 (49.4%) distribuciju
(Tabela4.3.1.5a.)
Tabela 4.3.1.5a. Distribucija MCM7 prema debljini SCC, prva grupa

MCM7 UKUPNO <2 mm >2 mm
distribucija broj (%) broj (%) broj (%)
difuzno 83 (47.7%)  7(35.0%) 76 (49.4%)
periferno 91(52.3%) 13 (65.0%) 78 (50.6%)

¥* testom, utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu ovako
podeljenih SCC (p=0.227).

U drugoj grupi, tumori debljine manje/jednako 4 mm imali su dominantnije
perifernu distribuciju - 57 (67.1%), a tumori deblji od 4 mm difuznu - 55 (61.8%)
(Tabela 4.3.1.5b.).

Tabela 4.3.1.5b. Distribucija MCM?7 prema debljini SCC, druga grupa

MCM7 UKUPNO <=4 mm >4 mm
distribucija broj (%) broj (%) broj (%)
difuzno 83 (47.7%) 28 (32.9%) 55 (61.8%)
periferno 91(52.3%) 57 (67.1%) 34 (38.2%)

Upotrebom y? testa, utvrdeno je da postoji visoko statistiCki znacajna razlika
izmedu SCC razli¢itih dimenzija (p<0.001).

U tre¢oj grupi, kod SCC debljine manje/jednako 6 mm ceSée je uocavana
periferna distribucija, kod 77 (59.2%) slucajeva, za razliku od SCC debljih od 6 mm koji
su u ve¢em broju ispoljavali difuznu distribuciju MCM?7 pozitivnih ¢elija (Tabela3.1.5c¢.).
Upotrebom 2 testa, utvrdeno je da postoji visoko statisti¢ki znacajna razlika izmedu
ovih SCC (p=0.002).

Tabela 4.3.1.5¢.Distribucija MCM?7 prema debljini SCC, treca grupa

MCM7 UKUPNO <6 mm >6 mm
distribucija broj (%) broj (%) broj (%)
difuzno 83 (47.7%) 55 (40.8%) 30 (68.2%)
periferno 91 (52.3%) 77 (59.2%) 14 (31.8%)
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4.3.1.6. Distribucija MCM?7 proteina prema povrSini planocelularnog karcinoma
(SCO)

Srednja vrednost povr§ine SCC koji su imali difuznu distribuciju MCM?7 iznosila
je 266.90 mm® (raspon 18.8-3571.8 mm?), a SCC kod kojih je bila uotena periferna
distribucija imali su srednju vrednsot povrsine 175.84 mm® (raspon 4.71-6303.6 mm®).
Upotrebom Mann-Whitney testa utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika u

distribuciji MCM?7 prema povrsini tumora (p=0.008) (Grafikon 4.3.1.6.)

Grafikon 4.3.1.6. Distribucija MCM?7 proteina prema povrsini SCC
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4.3.1.7. Distribucija MCM7 proteina prema povrsini keratinocitne intraepidermalne
neoplazije (KIN)

Promene klasifikovane kao KIN, srednje vrednosti povriine 53.38 mm” (raspon
11.8-981.3 mm?®) imale su bazalnu distribuciju MCM?7 pozitivnih éelije, KIN lezije
srednje vrednosti povrsine 80.86 mm” (raspon 31.4-494.6 mm?®) suprabazalnu, a srednje
vrednosti povriine 111.47mm” (raspon 15.7-1059.8mm?) difuznu distribuciju.

Koris¢enjem Kruskal-Wallis testa utvrdeno je da postoji visoko statisticki
znacajna razlika u distribuciji MCM?7 u odnosu na povrsinu KIN lezija (p=0.001).

Upotrebom Mann-Whitney testa, kada su porednjene grupe sa bazalnom i
suprabazalnom distribucijom utvrdena je statisticni znacajna razlika (p=0.045) u
distribuciji MCM?7 pozitivnih Celija, izmedu grupa sa bazalnom i difuznom visoko
statistiCki znaCajna razlika (p<0.001), dok izmedu grupa sa suprabazalnom i difuznom
distribucijom nije utvrdena statisticki znacajne razlike (p=0.372).

Kada su grupisani slucajevi sa ne-difuznom i difuznom distribucijom MCM7, u
odnosu na povrSinu lezija klasifikaovanih kao KIN, kod promena, srednje vrednsoti
povririne 56.52 mm® (raspon 11.8-981.3 mm?) zastupljenija je bila ne-difuzna

distribucija, a promene, srednje vrednsoti povrsine 111.47 mm? (raspon 15.7-1059.8 mm?)
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imale su difuznu distribuciju MCM7 pozitivnih ¢elija. Upotrebom Mann-Whitney testa
utvrdena je visoko statisticki znacajna razlika u distribuciji MCM7 u odnosu na
povrsinu KIN (p=0.001) (Grafikon 4.3.1.7.)

Grafikon 4.3.1.7.Distribucija MCM7 proteina prema povrsini KIN
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Kod grupisanih in situ lezija koje ne zahvataju citavu debljinu epiderma,
(KIN1+KIN2 grupa), promene sa srednjom vredno§éu povriine, 78.36 mm” (raspon
31.4-494.6 mm®) imale su suprabazalnu distribuciju MCM7 pozitivnih éelija. Srednja
vrednost povriine KIN1+KIN2 sa bazalnom - 51.81 mm® (raspon 11.8-981.25 mm?), i
difuznom distribucijom - 51.42 mm? (raspon 15.7-981.25 mm?), bila je gotovo identi¢na.

Upotrebom, Kruskal-Wallis testa, nije utvrdena statistiCki znacajna razlika u
distribuciji izmedu ovih grupa (p=0188), kao ni kada su posebno, medusobno poredene
grupe sa bazalnom i suprabazalnom (p=0.112), bazalnom i difuznom (p=0.603), kao 1
suprabazalnom 1 difuznom distribucijom (p=0.068) MCM7, u odnosu na povrsinu
KIN+KIN2 lezija, a upotrebom Mann-Whitney testa.

Grupisanjem na promena sa ne-difuznom i difuznom distribucijom, in situ
promene koje ne zahvataju celu debljinu epiderma (KIN1+KIN2) srednje vrednsoti
povrdine, 51.42 mm? (raspon 15.7-150.72 mm?®) imale su difuznu, a sludajevi srednje
vrednosti povriine 55.74 mm? (raspon 11.8-981.25 mm?) ne-difuznu distribiciju MCM7.

Upotrebom Mann-Whitney testa nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu
ovih grupa (p=0.410).

Kod promena koje se nalaze ¢itavom debljinom epiderma, KIN3, slu¢ajevi srednje
vrednosti povriine 164.85 mm’ (opseg 43.9-307.7 mm®) imali su suprabazalnu
distribuciju MCM7 pozitivnih éelija, a srednja vrednost povrine bila je 193.11 mm?®
(opseg 23.6-1059.75 mm?) kod sluGajeva koji su imali difuznu distribuciju MCM?7

pozitivnih ¢elija.
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Grupisanjem na slucajeve sa ne-difuznom i difuznom distribucijom, kod promena
koje se nalaze Citavom debljinom epiderma, KIN3, slucajevi srednje vrednosti povrSine
150.72 mm?® (opseg 37.7-307.72 mm?®) imali su ne-difuznu, a sluéajevi srednje vrednosti
povriine 193.11mm” (opseg 23.55-1059.8mm”) difuznu MCM?7 distribuciju. Upotrebom
Mann-Whitney testa, uvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u difuznoj i ne-

difuznoj distribuciji MCM?7 u odnosu na povsinu KIN3 (p=0.189).

4.3.2. Obim ekspresije (semikvantitativno, do i preko 50% pozitivnih celija)

4.3.2.1. Odnos obima ekspresije MCM?7 proteina prema histopatoloskoj dijagnozi
Veci broj AK 54 (59.3%) imao je manje od 50% MCM?7 pozitivnih ¢elija. Skoro

svi slucajevi BD imali su viSe od 50% pozitivnih celija - 49 (98.0%), a samo je jedan

slucaj imao manje od 50%. Kod SCC, skoro podjednak broj slucajeva imao je manje i

viSe od 50% pozitivnih ¢elija. Obim ekspresije u odnosu na histopatoloski tip lezije

prikazan je u Tabeli 4.3.2.1a.

Tabela 4.3.2.1a. Obim ekspresije MCM?7 proteina prema histopatoloskoj dijagnozi

MCM7 UKUPNO AK BD SCC
Obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 50% 140 (44.4%) 54 (59.3%) 1 (2.0%) 85 (48.9%)
Vise od 50% 175 (55.6%) 37 (40.7%) 49 (98.0%) 89 (51.1%)

Skracenice: AK — aktini¢na keratoza, BD — Bowen-ova bolest, SCC — planocelularni
karcinom

Upotrebom y? testa, utvrdeno je da postoji visoko statisti¢ki znacajna razlika u
ekspresiji MCM7 izmedu AK, BD i SCC (p<0.001), kao i poredenjem AK:BD, BD:SCC
(p<0.001). Poredenjam AK:SCC nije utvrdena statisticki znacajna razlika (p=0.104).

Grupisanjem slucajeva intraepidermalnih lezija (AK i BD), u odnosu na SCC u

oba slucaja ve¢i broj lezija imao vise je od 50% pozitivnih ¢elija (Tabela 4.3.2.1b).
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Tabela 4.3.2.1b. Obim ekspresije MCM7 proteina prema histopatoloskoj dijagnozi

MCM?7 UKUPNO AK+BD SCC
Obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 50% 140 (44.4%) 55 (39.0%) 85 (48.9%)
Vise od 50% 175 (55.6%) 86 (61.0%) 89 (51.1%)

Skracenice: AK — aktini¢na keratoza, BD — Bowen-ova bolest, SCC — planocelularni
karcinom

Upotrebom y? testa, utvrdeno je da nije utvrdena statistiCki znacajna razlika u
ekspresiji. MCM7 pozitivnih ¢elija izmedu grupe intraepidermalnih lezija i SCC
(p=0.080).

4.3.2.2 Odnos obima ekspresije MCM7 proteina prema Kkeratinocitnoj
intraepidermalnoj neoplaziji (KIN)

Veci broj KIN1 slucajeva 33 (66.0%) imao je manje od 50% MCM?7 pozitivnih
¢elija. U slucaju KIN2, neznatno veci broj slucajeva 21 (52.6%) je imao manje od 50%
pozitivnih ¢éelija, dok je kod KIN3 znacajno veci broj slucajeva 50 (98.0%) imao je vise
od 50% pozitivnih ¢elija. (Tabela 4.3.2.2a.)
Tabela 4.3.2.2a. Obim ekspresije MCM7 proteina prema KIN

MCM7 UKUPNO KIN1 KIN2 KIN3
obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 50% 55 (39.0%) 33 (66.0%) 21 (52.5%) 1 (2.0%)
Vise od 50% 86 (61.0%) 17 (34.0%) 19 (47.5%) 50 (98.0%)

Skracenice: KIN — keratinocitna intraepidermalna neoplazija

Upotrebom y? testa, utvrdena je visoko statisticki znacajna razlika u ovom
obimu ekpresije MCM7 izmedu KIN grupa (p<0.001). Medugrupnim poredenjem
KIN1:KIN2 (p=0.194) nije utvrdena statisticki znacajna razlika, ali je izmedu KIN1:KIN3
KIN2:KIN3, istim testom, utvrdena visoko statisticki znacajna razlika (p<<0.001).

Grupisanjem in situ lezija koje ne zahvataju celu debljinu epiderma
(KIN1+KIN2), veci broj 54 (60.0%) je imao manje od 50% pozitivnih ¢elija, za razliku
od lezija koje se nalaze ¢itavom debljinom epiderma (KIN3) gde je znacajno veci broj

slucajeva - 50 (98.0%) imao vise od 50% pozitivnih ¢elija (Tabela 4.3.2.2b).
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Tabela 4.3.2.2b. Obim ekspresije MCM7 proteina prema KIN

MCM7 UKUPNO KIN1+KIN2 KIN3
Obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 50% 55 (39.0%) 54 (60.0%) 1 (2.0%)
Vise od 50% 86 (61.0%) 36 (40.0%) 50 (98.0%)

Skracenice: KIN — keratinocitna intraepidermalna neoplazija

Upotrebom y? testa, utvrdena je visoko statisticki znacajna razlika u ovom
obimu ekspresije MCM7, poredenjem in situ lezija koje ne zahvataju celu debljinu
epiderma (KIN1+KIN2) u odnsou na lezije koje se nalaze Citavom debljinom epiderma

(KIN3) (p<0.001).

4.3.2.3. Odnos obima ekspresije MCM7 proteina prema stepenu diferentovanosti
(gradusu) planocelularnog karcinoma (SCC)

Slucajevi SCC, podeljeni prema histopatoloSskom gradusu, razvrstani na one koji
suimali do 50% i1 vise od 50% MCM7 pozitivnih ¢elija dati su u Tabeli 4.3.2.3.
Tabela 4.3.2.3. Obim ekspresije MCM?7 proteina prema gradusu SCC

MCM7 UKUPNO SCC Gradusl SCC Gradus 2 SCC gradus 3
obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 50% 85 (48.9%) 50 (86.2%) 26 (44.8%) 9 (15.5%)
Vise od 50% 89 (51.1%) 8 (13.8%) 32 (55.2%) 49 (84.5%)

Skracenice: SCC — planocelularni karcinom

Primenom y? testa utvrdeno je da postoji visoko statistiCki znacajna razlika u
ekspresiji MCM7 kod SCC razli¢itih gradusa, medu grupama SCC G1, SCC G2 i SCC
G3 (p<0.001). Kada su medusobno poredeni SCC G1:G2, SCC G1:G3 (p<0.001), SCC
G2:G3 (p=0.001), kao i kada su poredeni SCC G1+G2:SCC G3 razlika u ekspresiji
MCMY bila je visoko statisti¢ki zna¢ajna (p<0.001).

4.3.2.4. Odnos obima ekspresije MCM7 proteina prema dimenzijama SCC
Veci broj SCC precnika manje/jednako 20 mm i preko 20 mm imalo je vise od

50% MCM?7 pozitivnih Celija (Tabela 4.3.2.4.). Upotrebom y* testa, nije utvrdena
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statistiCki znacajna razlika u obimu ekspresije MCM?7 proteina izmedu tumora dimenzija
do 20 mm i ve¢ih od 20 mm (p=0.305).
Tabela 4.3.2.4.0bim ekspresije MCM7 prema dimenzijama lezije

MCM7 UKUPNO <20 mm >20 mm
obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 50% 85 (48.9%) 57 (51.8%) 28 (43.8%)
Vise od 50% 89 (51.1%) 53 (48.2%) 36 (56.2%)

4.3.2.5. Odnos obima ekspresije MCM7 prema debljini SCC

Kod procene obima ekspresije MCM7 prema debljini SCC, tumori su bili
podeljeni u tri grupe. Prva grupa: SCC debljine manje/jednako i viSe od 2 mm, druga
grupa: SCC debljine manje/jednako i vise od 4 mm 1 treéa grupa: SCC debljine
manje/jednako 1 viSe od 6 mm.

Tumori debljine manje/jednako od 2 mm imali su jednak broj slucajeva sa manje i
viSe od 50% pozitivnih slucajeva (Tabela 4.3.2.5a.).
Tabela 4.3.2.5a. Obim ekspresije MCM7 prema debljini SCC, prva grupa

MCM7 UKUPNO <2 mm >2 mm
obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 50% 85 (48.9%) 10 (50.0%) 75 (48.7%)
Vise od 50% 89 (51.1%) 10 (50.0%) 79 (51.3%)

Upotrebom y? testa, nije utvrdena statisticki znacajna razlika u obimu ekspresije
MCM7 izmedu SCC debljine manje/jednako 2 mm i preko 2 mm (p=0.913).

U slucaju SCC debljine manje/jednako i visSe od 4mm vrednosti su date u Tabeli
4.3.2.5b.
Tabela 4.3.2.5b. Obim ekspresije MCM?7 prema debljini SCC, druga grupa

MCM7 UKUPNO <4 mm >4 mm
obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 50% 85 (48.9%) 52 (61.2%) 33 (37.0%)
Vise od 50% 89 (51.1%) 33 (38.8%) 56 (62.9%)

Primenom y? testa, utvrdena je visoko statisticki znacajna razlika u ekspresiji

MCM?7 izmedu tumora ovih dimenzija (p=0.001).
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U treCem slucaju SCC koji bili podeljeni na one cija je debljina bila
manja/jednaka ili ve¢a od 6 mm (Tabela 4.3.2.5¢c.), upotrebom y* testa, takode je
utvrdena visoko statisticki znacajna razlika u obimu ekspresije MCM?7 izmedu SCC.
(p=0.009).

Tabela 4.3.2.5¢. Obim ekspresije MCM?7 prema debljini SCC, druga grupa

MCM7 UKUPNO <6 mm >6 mm
obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 50% 85 (48.9%) 71 (54.6%) 14 (31.8%)
Vise od 50% 89 (51.1%) 59 (45.4%) 30 (68.2%)

4.3.2.6. Odnos obima ekspresije MCM7 prema povrSini planocelularnog karcinoma
(SCO)

SCC proseéne vrednosti povrine 176.63 mm® (opseg 4.71-6303.6 mm) imali su
manje od 50% pozitivnih éelija i obrnuto, SCC proseéne vrednosti povrsine 251.2 mm’
(opseg 18.8-3571.8 mm?) vise od 50% MCM7 pozitivnih ¢elija.

Primenom Mann-Whitney testa nije utvrdena statisticki znacajna razlika u ovom

obimu ekspresije MCM7 u odnosu na povrsinu SCC (p=0.069).

4.3.27. Odnos obima ekspresije MCM7 prema povrsini keratinocitne
intraepidermalne neoplazije (KIN)

Promene klasifikovane kao KIN, srednje vrednosti povrsine 70.65 mm’® (opseg
11.8-981.6 mm®) u veéem broju slu¢ajeva imale su manje od 50% MCM7 pozitivnih
¢elija, a pomene srednje vrednosti povriine 93.8 mm® (opseg 15.7-1059.8mm?) vise od
50% (Grafikon 4.3.2.7.).

Grafikon 4.3.2.7. Odnos obima ekspresije MCM7 prema povrsini KIN
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Upotrebom Mann-Whitney testa utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika u ovom
obimu ekspresije MCM7 u odnosu na povrsinu KIN (p=0.020).

Kod grupisanih in situ lezija koje ne zahvataju citavu debljinu epiderma,
(KIN1+KIN2 grupa), promene sa manje od 50% pozitivnih ¢elija imale su srednju
vrednost povr§ine 69.87 mm” (raspon 11.8-981.25 mm?), a sludajevi sa vise od 50%
pozitivnih ¢elija, srednju vrednsot povrsine 49.85 mm? (raspon 15.7-753.6 mm?®).

Primenom Mann-Whitney testa nije utvrdena statistiCki znaCajna razlika u
ekspresiji MCM7 u odnosu na povsinu KIN1+KIN2 (p=0.561).

U slucaju lezija, koje se nalaze ¢itavom debljinom epiderma, KIN3, nije bilo
nijednog sluc¢aja sa manje od 50% pozitivnih ¢elija. Srednja vrednost povrSine ostalih

slu¢ajeva (vise od 50% pozitivnih éelija), iznosila je 178.9mm? (23.6-1059.8mm?).

4.3.2. Obim ekspresije (semikvantitativno, manje od 33%, od 33-66% i

preko 66% pozitivnih Celija)

4.3.2.1. Odnos obima ekspresije MCM?7 proteina prema histopatoloskoj dijagnozi
Najveci broj AK - 70 (76.9%) imao je izmedu 33-66% MCM?7 pozitivnih ¢elija. U

slu¢aju BD najve¢i broj imao je vise od 66% pozitivnih ¢elija 44 (88.0%), ali nije bilo

slucajeva sa manje od 33% pozitivnih ¢elija. Najveci broj SCC imao je izmedu 33-66%

MCMY7 pozitivnih ¢elija. Obim ekspresije u odnosu na histopatoloski tip lezije prikazan je

u Tabeli 4.3.2.1a.

Tabela 4.3.2.1a. Obim ekspresije MCM?7 proteina prema histopatoloskoj dijagnozi

MCM?7 UKUPNO AK BD SCC
Obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 33% 54 (17.1%) 7 (7.7%) 0 47 (27.0%)
0Od 33-66% 152 (48.3%) 70 (76.9%) 6 (12.0%) 76 (43.7%)
Vise od 66% 109 (34.6%) 14 (15.4%) 44 (88.0%) 51 (29.3%)

Skracenice: AK — aktini¢na keratoza, BD — Bowen-ova bolest, SCC — planocelularni
karcinom
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Upotrebom y? testa, utvrdeno je da postoji visoko statisti¢ki znacajna razlika u
ovom obimu ekspresije MCM?7 izmedu AK, BD i SCC (p<0.001). Takode upotrebom >
testa, a poredenjem svake od grupa pojedina¢no, AK:BD AK:SCC i BD:SCC, utvrdena je
visoko statisti¢ki znacajna razlika u ekspresiji MCM7 (p<0.001).

Grupisanjem intraepidermalnih lezija (AK i BD), u odnosu na SCC, najvise
slucajeva u obe grupe imalo - identi¢an broj 76 (53.9%), ima je od 33 do 66% MCM7
pozitivnih ¢elija. Obim ekspresije u odnosu na histopatoloski tip lezije prikazan je u
Tabeli 4.3.2.1b.

Tabela 4.3.2.1b. Obim ekspresije MCM7 proteina prema histopatoloskoj dijagnozi

MCM?7 UKUPNO AK+BD SCC
Obim ekspresije  broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 33% 54 (17.1%) 7 (5.0%) 47 (27.0%)
0Od 33-66% 152 (48.3%) 76 (53.9%) 76 (53.9%)
Vise od 66% 109 (34.6%) 58 (41.1%) 51 (29.3%)

Skracenice: AK - aktinicna keratoza, BD — Bowen-ova bolest, SCC -
planocelularni karcinom

Upotrebom y? testa, utvrdeno je da postoji visoko statisti¢ki znacajna razlika u
ovom obimu ekspresije MCM?7 pozitivnih ¢elija izmedu grupe intraepidermalnih lezija i

SCC (p<0.001).

4.3.2.2. Odnos obima ekspresije MCM7 proteina prema Kkeratinocitnoj
intraepidermalnoj neoplaziji (KIN)

Najveci broj KIN1 45 (90.0%) i KIN2 slucajeva 25 (62.5%) imao je od 33-66%
MCM7 pozitivnih ¢elija. U slucaju KIN3, najveci broj 45 (88.2%) imao je vise od 66%
pozitivnih ¢elija, bez ijednog slucaja sa manje od 33% (Tabela 4.3.2.2.)

Tabela 4.3.2.2a. Obim ekspresije MCM7 proteina prema KIN

MCM7 UKUPNO KIN1 KIN2 KIN3
Obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 33% 7 (5.0%) 2 (4.0%) 5 (12.5%) 0 (0.0%)
0d 33-66% 76 (53.9%) 45 (90.0%) 25 (62.5%) 6 (11.8%)
Vise od 66% 58 (41.1%) 3 (6.0%) 10 (25.0%) 45 (88.2%)

Skracenice: KIN — keratinocitna intraepidermalna neoplazija
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Upotrebom y? testa, utvrdena je visoko statisticki znacajna razlika izmedu KIN
grupa (p<0.001), kao i medugrupnim poredenjem KIN1:KIN2, KIN1:KIN3, KIN2:KIN3
(p<0.001).

Kada su grupisane in situ lezije koje ne zahvataju celu debljinu epiderma
(KIN1+KIN2) najveci broj sluc¢ajeva KIN1+KIN2 grupe 70 (77.8%) imao je izmedu 33-
66% pozitivnih ¢elija (Tabela 4.3.2.2b.)

Tabela 4.3.2.2b. Obim ekspresije MCM?7 proteina prema KIN

MCM?7 UKUPNO KIN1+KIN2 KIN3
Obim ekspresije  broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 33% 7 (5.0%) 7 (7.8%) 0 (0%)

Od 33-66% 76 (53.9%) 70 (77.8%) 6 (11.8%)
Vise od 66% 58 (41.1%) 13 (14.4%) 45 (88.2%)

Skracenice: KIN — keratinocitna intraepidermalna neoplazija
Upotrebom y* testa, utvrdena je visoko statisti¢ki znatajna razlika u ekspresiji
MCM7 izmedu lezija koje ne zahvataju celu debljinu epiderma (KIN1+KIN2) u odnosu

na lezije koje se nalaze ¢itavom debljinom epiderma (KIN3) (p<0.001).

4.3.2.3. Odnos obima ekspresije MCM?7 proteina prema stepenu diferentovanosti
(gradusu) planocelularnog karcinoma (SCC)

Kod SCC razli¢itih gradusa, broj slucajeva sa vecim brojem pozitivnih Celija
rastao je sa povecanjem gradusa. Najveci broj SCC G1 38 (65.5%) imao je manje od 33%
pozitivnih ¢elija, najveci broj SCC G2 38 (65.5%) izmedu 33-66% pozitivnih ¢elija, dok
je najveéi broj SCC G3 36 (62.1%) imao preko 66% MCM?7 pozitivnih ¢elija (Tabela
4.3.2.3.).
Tabela 4.3.2.3. Obim ekspresije MCM?7 proteina prema gradusu SCC

MCM7 UKUPNO SCC Gradusl  SCC Gradus 2 SCC gradus 3
Obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 33% 47 (27.0%) 38 (65.5%) 7 (12.1%) 2 (3.4%)

0d 33-66% 76 (43.7%) 18 (31.0%) 38 (65.5%) 20 (34.5%)

Vise od 66% 51(29.3%)

2 (3.4%)

13 (22.4%)

36 (62.1%)

Skracenice: SCC — planocelularni karcinom
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Primenom y? testa utvrdeno je da postoji visoko statistiCki znacajna razlika u
ovom obimu ekspresije MCM7 u odnosu na gradus, a medu grupama SCC G1, SCC G2 i
SCC G3 (p<0.001), kao i pojedina¢nim poredenjem SCC G1:G2, SCC G1:SG3 i SCC
G2:G3 (p<0.001). Takode, kada su poredene grupe SCC G1+G2:SCC G3, upotrebom >

testa, utvrdena je viskoko statisticki znacajna razlika u ekspresiji MCM7 (p<0.001).

4.3.2.4. Odnos obima ekspresije MCM7 proteina prema dimenzijama
planocelularnog karcinoma (SCC)

Obe grupe SCC, prec¢nika manje/jednako i viSe od 20 mm, imali su najveci broj
slucajeva sa 33-66% MCM?7 pozitivnih ¢elija (Tabela 4.3.2.4.).
Tabela 4.3.2.4. Obim ekspresije MCM7 prema dimenzijama lezije

MCM7 UKUPNO <20 mm >20 mm
Obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 33% 47 (27.0%) 32 (29.1%) 15 (23.4%)
Od 33-66% 76 (43.7%) 49 (44.5%) 27 (42.2%)
Vise od 66% 51(29.3%) 29 (26.4%) 22 (34.4%)

Upotrebom y? testa, nije utvrdena statisticki znacajna razlika u ovom obimu

ekspresije MCM7 proteina izmedu SCC ove dve grupe (p=0.493).

4.3.2.5. Odnos obima ekspresije MCM?7 prema debljini planocelularnog karcinoma
(SCO)

Kod procene ovog obima ekspresije MCM7, SCC su, prema debljini, bili
podeljeni u tri grupe. Prva grupa: SCC debljine manje/jednako i viSe od 2 mm, druga
grupa: SCC debljine manje/jednako i vise od 4 mm 1 treéa grupa: SCC debljine
manje/jednako 1 viSe od 6 mm.

Jednak broj tumora prve grupe imao je manje od 33% i izmedu 33-66% MCM?7
pozitivnih ¢elija. Najveéi broj SCC druge grupe imao je 33-66% pozitivnih celija (Tabela
4.3.2.5a.).
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Tabela 4.3.2.5a. Obim ekspresije MCM7 prema debljini SCC, prva grupa

MCM7 UKUPNO <2 mm >2 mm
Obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%)
Manje 0d 33% 47 (27.0%) 8 (40.0%) 39 (6.6%)
0d 33-66% 76 (43.7%) 8 (40.0%) 68 (44.2%)
Vise 0d 66%  51(293%) 4 (20.0%) 47 (30.5%)

Upotrebom %2 testa, nije utvrdena statisticki znacajna razlika u ovom obimu
ekspresije MCM7 izmedu SCC debljine manje/jedanko 2 mm i preko 2 mm (p=0.341).

Za SCC debljine manje/jednako i viSe od 4 mm vrednosti su date u Tabeli
4.3.2.5b.

Tabela 4.3.2.5b. Obim ekspresije MCM7 prema debljini SCC, druga grupa
MCM7 UKUPNO <4 mm >4 mm
broj (%) broj (%)

Obim ekspresije  broj (%)

Manje od 33% 47 (27.0%) 30 (35.3%) 17 (19.1%)
0d 33-66% 76 (43.7%) 40 (47.1%) 36 (40.4%)
Vise od 66% 15 (29.3%) 15 (17.6%) 36 (40.4%)

I u ovom slucaju, primenom y? testa, poredenjem ove dve grupe SCC utvrdena je
visoko statisticki znacajna razlika u ekspresiji MCM7 (p=0.002).

Takode, i u treCem sluc¢aju, SCC koji su, prema debljini, bili podeljeni
manje/jednako ili viSe od 6 mm (Tabela 4.3.2.5¢.), upotrebom y> testa, utvrdena je
statisticki znacajna razlika u obimu ekspresije MCM7 (p=0.036).

Tabela 4.3.2.5¢. Obim ekspresije MCM?7 prema debljini SCC, druga grupa

MCM7 UKUPNO =6 mm >6 mm
Obim ekspresije broj (%) broj (%) broj (%)
Manje od 33% 47 (27.0%) 41 (31.5%) 6 (13.6%)
0Od 33-66% 76 (43.7%) 56 (43.1%) 20 (45.5%)
Vise od 66% 51 (29.3%) 33 (25.4%) 18 (40.9%)




4.3.2.6. Odnos obima ekspresije MCM7 prema povrSini planocelularnog karcinoma
(SCO)

Prose¢na vrednost povr§ine SCC sa manje od 33% pozitivnih ¢Celija iznosila je
176.62 mm® (opseg 4.7-4239.0 mm?), SCC sa 33-66% pozitivnih éelija 176.63 mm’
(opseg 12.56-6303.55 mm?), dok su SCC najveée srednje vrednsoti porsine 268.47 mm®
(19.6-3571.8 mm?) imali vise od 66% MCM?7 pozitivnih ¢elija (Grafikon 4.3.2.6.).

Grafikon 4.3.2.6. Odnos obima ekspresije MCM7 prema povrSini SCC
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Primenom Kruskal-Wallis testa utvrdena je visoko statisti¢ki znacajna razlika u
ovom obimu ekspresije MCM7 u odnosu na povrsinu SCC (p=0.009).

Upotrebom Mann-Whitney testa i daljim poredenjem grupe sa manje od 33% i
grupe vise od 66% pozitivnih ¢elija (p=0.010) uvrdena je statisti¢ki znac¢ajna razlika.
Izmedu grupa 33-66% i viSe od 66% pozitivnih ¢elija razlika je bila visoko statisticki
znacajna (p=0.005). Jedino poredenjem grupa manje od 33% i 33-66% MCM7
pozitivnih ¢elija (p=0.992) nije utvrdena statisticki znacajna razlika u ekspresiji MCM7 u

odnosu na povrsinu SCC.

4.3.27. Odnos obima ekspresije MCM7 prema povrsini keratinocitne
intraepidermalne neoplazije (KIN)

KIN lezije sa srednjom vrednosti povriine 54.95 mm® (opseg 11.8-981.25 mm?)
imale su 33-66% pozitivnih ¢elija, KIN lezije sa srednjom vrednoiéu povriine 82.43 mm®
(19.63-961.6 mm?) manje od 33% pozitivnih ¢elija, a KIN lezije sa najveéom vredno$éu
srednje povrsine 113.04 mm® (opseg 19.6-1059.8 mm*) vise od 66% MCM?7 pozitivnih
¢elija (Grafikon 4.3.2.7.).
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Grafikon 4.3.2.7. Odnos obima ekspresije MCM7 prema povrsini KIN
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Upotrebom Kruskal-Wallis testa utvrdena je visoko statisticki znacajna razlika
medu grupama sa manje od 33%, 33-66% 1 viSe od 66% MCM?7 pozitivnih ¢Celija u
odnosu na povrsinu KIN lezija (p<0.001).

Upotrebom Mann-Whitney testa i daljim medugrupnim poredenjem: grupa sa
manje od 33% 1 33-66% (p=0.676) i manje od 33% i vise od 66% (p=0.169) MCM7
pozitivnih ¢elija, nije utvrdena statisticki znacajna razlika. Za razliku od toga, poredenjem
grupe 33-66% 1 vise od 66% pozitivnih Celija razlika je bila visoko statisticki znacajna
(p<0.001).

Kada su grupisane in situ lezije, koje ne zahvataju celu debljinu epiderma
(KIN1+KIN2), lezije srednje povriine 82.43 mm® (opseg 19.6-961.6 mm®) imale su
manje od 33% MCM?7 pozitivnih ¢elija, lezije najmanje vrednosti srednje povrSine 53.38
mm’ (opseg 11.8-981.25 mm?) izmedu 33-66% pozitivnih éelija, dok su KINI+KIN2
lezije, srednje vrednsti povriine 58.88 mm” (opseg 19.63-150.72 mm?) imale vie od 66%
pozitivnih ¢elija.

Upotrebom Kruskal-Wallis testa nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu
grupa sa manje od 33%, 33-66% i vise od 66% pozitivnih ¢elija u odnosu na povrsinu
(KIN1+KIN2), in situ lezija koje ne zahvataju celu debljinu epiderma (p=0.839). Daljim
medugrupnim poredenjem, a uporebom Mann-Whitney testa, izmedu KIN1+KIN2 lezija
sa manje od 33% i1 33-66% (p=0.601), grupa sa manje od 33% i vise od 66% (p=0.757),
kao 1 grupa sa 33-66% i vise od 66% (p=0.726) takode nije utvrdena statisticki znacajna
razlika.

U slucaju lezija koje se nalaze Citavom debljinom epiderma (KIN3), promene

manje srednje vrednosti povriine, 114.61 mm” (opseg 37.68-706.5 mm?) imale su izmedu
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33-66% MCM2 pozitivnih ¢Celija, dok je srednja vrednost povrSine KIN3 koji su imali
vise od 66% pozitivnih éelija iznosila 188.40 mm? (opseg 23.6-1059.8 mm?).
Upotrebom Mann-Whitney testa, medu ovim grupama nije utvrdena statisticki

znacajna razlika u ovom obimu ekspesije MCM7 u odnsu na povrsinu KIN3 (p=0.502).

4.4. Automatsko brojanje Celija

U Tabeli 4.4.1 i 4.4.2 prikazani su uporedni rezultati manuelnog i automatskog
brojanja ¢elija, kao i numericka i procentualna razlika izmedu ove dve metode za svaku

analiziranu sliku.
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Tabela 4.4.1. Rezultati ru¢nog i1 automatskog brojanja ¢elija kod SCC

MCM protein i SCC gradus  Ruéno Automatski Razlika+  Procenat
MCM2-G3 1299 992 307 23.7
MCM2-G3 592 556 36 6.1
MCM2-G1 395 335 60 15.2
MCM2-G3 1078 1004 74 6.9
MCM2-G1 132 145 -13 9.9
MCM2-G3 1298 1361 -63 4.9
MCM2-G3 1091 1105 -14 1.3
MCM2-G3 915 1214 -299 32.7
MCM2-G3 430 482 -52 12.1
MCM2-G1 440 489 -49 11.1
MCM2-G2 389 393 -4 1
MCMS5-G3 818 784 34 4.2
MCM5-G3 419 442 -23 5.5
MCMS5-G3 225 366 -141 62.7
MCMS5-G1 362 317 45 12.4
MCMS5-G3 456 524 -68 14.9
MCM5-G1 139 131 8 5.8
MCMS5-G3 406 506 -100 24.6
MCMS5-G3 413 478 -65 15.7
MCMS5-G3 797 1061 -264 33.1
MCMS5-G3 374 358 16 4.3
MCMS5-G1 626 548 78 12.5
MCMS5-G2 323 307 16 5
MCM7-G3 896 862 34 3.8
MCM7-G3 382 394 -12 3.1
MCM7-G3 381 347 34 8.9
MCM7-G3 129 190 -61 473
MCM7-G1 245 247 -2 0.8
MCM7-G3 444 445 -1 0.2
MCM7-G1 84 84 0 0
MCM7-G3 497 761 -264 53.1
MCM7-G3 512 514 -2 0.4
MCM7-G3 823 1091 -268 32.6
MCM7-G3 287 374 -87 30.3
MCM7-G1 346 324 22 6.4
MCM7-G2 257 284 -27 10.5

Skrac¢enice: SCC planocelularni karcinima, G1: dobro diferentovan; G2: srednje
diferentovan; G3: slabo diferentova
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Tabela 4.42. Rezultati ru¢nog i automatskog brojanja ¢elija kod AK

MCM protein i KIN Ruéno+ Automatski Razlika Procenat

MCM2-KIN2 433 573 -140 323
MCM2-KIN2 135 136 -1 0.7
MCM2-KIN2 437 542 -105 24
MCM2-KIN2 586 584 2 0.3
MCM2-KIN2 190 223 -33 17.4
MCM2-KIN2 630 629 1 0.2
MCM2-KIN2 292 259 33 11.3
MCM2-KIN2 321 374 53 16.5
MCM2-KIN2 484 491 -7 1.4
MCM2-KIN2 706 715 -9 1.3
MCM2-KIN1 126 102 24 19
MCM2-KIN1 87 104 -17 19.5
MCMS5-KIN2 611 717 -106 17.3
MCMS5-KIN2 392 417 -25 6.4
MCMS5-KIN2 547 421 126 23
MCMS5-KIN2 183 206 -23 12.6
MCMS5-KIN2 615 601 14 23
MCMS5-KIN2 427 254 173 40.5
MCMS5-KIN2 454 441 13 2.9
MCMS5-KIN2 687 832 -145 21.1
MCMS5-KIN1 123 97 26 21.1

MCMS5-1KIN1 96 79 17 17.7
MCMT7-KIN2 93 172 -79 85
MCMT7-KIN2 163 172 -9 5.5
MCM7-KIN2 353 393 -40 11.3
MCM7-KIN2 480 481 -1 0.2
MCMT7-KIN2 173 211 -38 22
MCMT7-KIN2 576 622 -46 8
MCMT7-KIN2 325 266 59 18.2
MCMT7-KIN2 409 404 5 1.2
MCMT7-KIN2 599 618 -19 3.2
MCMT7-KIN2 507 550 -43 8.5
MCM7-KIN1 134 124 10 7.5
MCM7-KIN1 107 102 5 4.7

Skracenice: KIN: keratinocitna intraepidermalna neoplazija
Metodom deskriptivne statistike utvrdena je minimalna vrednost (-84.95 za AK i — 797.62
za SCC), maksimalna vrednost (40.52 za AK 1 23.63 za SCC), srednja vrednost (-4.25 za

AK 1-30.29 za SCC), SD (21.15 za AK 1 133.02 za SCC). Koeficijent variacije (CV) kod
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AK iznosio je 0.55 (55%) za manulano i 0.58 (58%) za automatko brojanje. Koeficijent
varijacije kod SCC iznosio je 0.61 (61%) za manulano i 0.61 (60%) za automatko
brojanje. Za odredivanje statisticki znacajne razlike izmedu automatskog i manuelnog
brojanja koris¢en je neparametarski test za zavisan uzorak Wilcoxon test (p=0.201 za AK,
p=0.136 za SCC) kojim je utvrdeno da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu
manuelnog i automatskog brojanja. Procenat odstupanja ili razlika odredivan je kao
razlika broja ru¢no i automatski odredenih pozitivnih ¢éelija 1 broja ru¢no odredenih MCM

pozitivnih ¢elija.
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3.

DISKUSIJA
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Iako MCM proteini generalno spadaju u grupu nuklearnih proteina, njihova
lokalizacija je promenjljiva, a to je regulisano funkcijom CDKs (Sclafani i Hozen, 2007).
MCM proteini bivaju uneti u nukleus tokom rane Gl faze, kada je aktivnost CDK
minimalna, a dislocirani iz nukleusa tokom S faze, kada je aktivnost CDK intenzivna
(Labib i Diffley, 2001, Truong i Wu, 2011, Wu i sar., 2012). Dakle, aktivnost MCM je
bitna u replikaciji DNK ¢elija koje se dele, a gubi se u ¢elijama koje su u stanju mirovanja
(Madine 2000). U tom smislu, povisen nivo MCM2-7 proteina ukazuje na manifestnu
proliferaciju ¢elija, kako malignih, tako i ¢elija sa malignim potencijalom, tj. ¢elija koje
su u fazi maligne transformacije (Lei 2005). Superiornost proteina i njihova veca
senzitivnsot u odnosu na standardne proliferativne markere ogleda se u cinjenici da
njihova ekspresija postoji tokom citavog Celijskog ciklusa (Bell i Duta, 2002) i zato
komponente MCM kompleksa mogu biti od znacaja kao potencijalni markeri proliferacije
displasticnih lezija i kancera (Abdou i sar, 2014), ali i potencijalni ciljni molekuli za
naprednu anti-kancersku terapiju (Lei 2005).

U ovom radu ispitivana je nuklearna imunopozitivhost MCM2 u AK, BD i SCC.
Svi slucajevi, svake od dijagnoza bili su pozitivni na bojenje MCM2 tj. dokazano je
prisustvo MCM?2 proteina u svim lezijama. Distribucija MCM2 pozitivnih ¢elija bila je, u
najve¢em broju slucajeva AK — 62 (68.1%) bazalna, znacajno, manje suprabazalna i
difuzna; grupisanjem AK na promene sa difuznom i ostalim formama distribucije u grupu
(ne-difuzno) upadljivo veci broj slucajeva 76 (83.5%) je imao ne-difuzno rasporedene
MCM2 ¢elije. Ovakav rezultat u potpunosti odslikava i1 potvrduje histoloske
karakteristike AK gde su maligno transformisane celije ograni¢ene na odredeni deo
debljine epiderma. Kod BD je dominirala difuzna distribucija MCM2 pozitivnih ¢elija (45
slucajeva - 90.0%), S§to odgovara Cinjenici da je to zapravo SCC in situ, tj. lezija u kojoj
se maligne ¢elije nalaze ¢itavom debljinom epiderma.

Kod SCC, gotovo podjednako je bila zastupljena difuzna (86 slucajeva — 49.4%) i
periferna (88 — 50.6%) distribucija ovog proteina. Podjednak broj SCC sa razlicitim
vidovima ditribucije (perifernom i difuznom distribucijom) moze se objasniti razli¢ito
diferentovanim tumorima koje je Citava grupa obuhvatala, i ide u prilog pretpostavci da se
distribucijom ovog proliferativnog markera moze razlikovati SCC prema toj morfoloskoj
karakteristici. Uvrdena je statisti¢ki znacajna razlika u distribuciji MCM2 proteina prema
histopatoloskoj dijagnozi, izmedu AK, BD i SCC, kao i kada su grupisane samo
intraepidermalne lezije u odnosu na SCC. Takode razlika je bila znacjana i kada su

poredeni slucajevi sa ne-difuznom i difuznom ditribucijom izmedu AK, DB i SCC, c¢ak i
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kada su grupisane intreapidermalne lezije u odnosu na invazivne. Ovakav rezultat ukazuje
da procena distribucije MCM2 moze biti od koristi za razlikovanje keratinocitnih
neoplazija rali¢itih histopatoloskih karakteristika, tj. stepena zahvacéenosti epiderma, ali i
invazivnih lezija, u slu¢aju kada morfoloske karakteristike nisu u dovoljno jasne.

U radu Freeman i saradnika , kod kojih je ispitivana ekspresija MCM2 proteina u
normalnoj kozi (2 uzorka), psoriazi (3 slucaja), AK (1 slucaj), BD (5 slucajeva) i SCC (13
sluc¢ajeva), distribucija u normalnoj kozi bila je ograni¢ena na bazalni sloj, kod AK
MCM2 pozitivne ¢elije nalazile su se kod vise od 50% epiderma, odnosno vise od 90%
epiderma kod BD (Freeman i sar.,1999). U studiji Abdou i saradnikaispitivana je
nuklearna ekspresija MCM2 u normalnoj kozi, lezijama psorijaze, keratoakantomima,
seboroi¢nim keratozama, bazocelularnom karcinomu (BCC) i SCC (Abdou i sar., 2014).
U slucaju SCC, ekspresija MCM2 bila je uglavnom na periferiji malignih gnezda -
ukupan broj SCC bio znacajno manji u odnosu na nasu studiju, samo 21 SCC, a samo
10% slucajeva SCC bilo je slabodiferentovano. U morfoloski normalnoj kozi je MCM2
distribucija bila ograni¢ena na bazalni sloj, gde su proliferativno aktivne ¢elije. Kod
psorijaticnih lezija MCM2 ekspresija je bila utvrdena u 100% slucajeva, ogranicena na
bazalni i suprabazalni sloj epiderma, dok kod ostalih tipova lezija distibucija nije ni bila
navedena.

U slucaju drugih lezija u kozi, deCarvalho i saradnici publikovali su slucaj
melanoakantoma (MA), kod koga je uofena MCM2 pozitivnost, u bazalnom i
suprabazalnom sloju, uz objasnjenje da je MCM2 kao marker proliferacije posledica
akantoticnog fenomena kod MA, potvrdujuci reaktivnu etiologiju lezije (das Chagas E
Silva de Carvalho i sar., 2013).

S obzirom da nema drugih radova o ekspresiji MCM2 u kozi sa kojim bi bilo
moguce komparirati dobijene rezultate, najslicnija ¢elijska struktura nalazi se u organima
sa plocastoslojevitim epitelom.Chatrathi saradnici su procenjivali eskpresiju MCM2 u
larinksu i to neizmenjenom epitelijumu larinksa (8), laringealnoj displaziji (10) i SCC
(10). Ekpresija je odredivana kvantitativno, odredivanjem LI, kao procenat pozitivnih
¢elija (nukleusa) u odnosu na ukupan broj ¢elija (minimim 500). U skvamoznom epitelu
neizmenjene mukoze larinksa, MCM2 espresija bila je ograni¢en na bazalni sloj, u
lezijama atipi¢ne hiperplazije (niskog gradusa) na donju tre¢inu epiderma, a kod in situ
lezija (visoki gradus), MCM2 pozitivne ¢elije bile su eksprimovane ¢itavom debljinom
epiderma (Chatrath i sar., 2006). Dakle, distribucija MCM2 pozitivnih ¢elija se menjala,

od striktno bazalne kod normalnog epitela, do difuzne kod in situ lezija, i bila je statisticki
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znacajna, slicno naSem istrazivanju, a ovakvi rezultati potvrdujuci korisnost MCM2 kao
markera proliferacije kod lezija poreklom od skvamocelularnog epitela. Sli¢no, u radu
Scarpini 1 saradnika ispitivana je ekspresija MCM2 u normalnom epitelu (3), analnoj
intraepidermalnoj neoplaziji (AIN) (42) i analnom SCC (9). Pozitivnost je odredivana kao
LI, odnos pozitivnih ¢elija u odnsou na ukupan broj ¢elija po sluc¢aju (minimim 400).
Distribucija je procenjivana prema tre¢inama, superficijalni deo, srednja i bazalna trecina.
Za svaki pojedinac¢ni slu¢aj merena je epitelna debljina i podeljena na 3. Kako se manjao
epitel od normalnog preko AIN, distribucija MCM2 se menjala od bazalnog, preko
srednjih do superficialnih slojeva i bila znacajno izraZzenija u gornjim, identi¢no kao u
nasim rezultatima. Sa druge strane, kod SCC, gde je doslo do gubitka epitelne orjentacije,
ekspresija bila je znacajno veca, uniformno, analogno difuznom u naSem slucaju. LI kod
SCC bio je slican kao u bazalnom i srednjem sloju AIN 2/3, ali veéi nego u
superficijalnim slojevima AIN2/3. Na osnovu ovih rezultata zakljuceno je da je MCM2
obecévajuci marker u poboljsanju detekcije AIN i SCC (Scarpini i sar., 2008).

U istrazivanju Kodani i saradnika procenjivana eskpresija MCM2 u odnosu na
klini¢ko patoloske parametre oralnih SCC. U njihovim rezultatima, espresija ovog
proteina bila je predominantno na periferiji tumorskih gnezda, a MCM2 ekspresija
znaajan parametar u prognozi kod pacijenata sa oralnim SCC (Kodani i sar., 2003).

Sa druge strane, u radu Gueiros i saradnika koji su ispitivali eskpresiju MCM2 u
SCC jezika, rezultati su bili drugaciji u odnosu na naSe. U njihovom slucaju, distribucija
pozitivnih ¢elija bila je uocena na periferiji 1 u centralnim partijma tumora, dok prema
nasim rezultatima nijedan SCC nije pokazao centralnu distribuciju pozitivnih celija
(Gueiros 1 sar., 2011). Broj ispitivanih slu¢ajeva bio znacajno manji nego u nasoj studiji
(63 pacijenata), a distribucija iskazana u odnosu na celu grupu tumora bez analize u
odnosu na stepen diferentovanosti SCC.

Ekspresija MCM2 tj. distribucija pozitivnih MCM2 ¢elija procenjivana je i u
drugim organima, drugacije histoloske grade. U radu Ananthanarayanan i saradnika koji
su procenjivali MCM2 ekspresiju u tkivu prostate, takode je uocCen rastu¢i trend
pozitivnih ¢elija, kao i u nasoj studiji, ali u njthovom slu¢aju od normalnog tkiva, preko
prostaticne intraepitelijalne neoplazije (PIN) i kancera, sa promenom lokalizacije
proliferativnih ¢elija od bazalnog ka luminalnim slojevima. Takode, u zZlezdama blize
izmenjenom (kancerskom) tkivu uocena je vece ekspresija MCM2 u odnosu na udaljene
zlezde i1 ovakav rezultat ukazuje na Cinjenicu izmenjena proliferacija moze postojati ne

samo kod pre-neoplasti¢nih lezija, ve¢ i kod normalnog epitela u neposrednoj blizini
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tumorski izmenjenih ¢elija, kao jo$ jedan od dokaza da je MCM2 obecéavajuci marker za
detekciju Celija sa potencijalom za malignu transformaciju (Ananthanarayanani sar.,
2006).

U slucaju ostalih tumora, u studiji Ramnath i saradnika isitivana je eskpresija
MCM2 kod ne-sitnocelijskih karcinoma pluéa - NSCLC (adenokarcinoma, SCC,
krupnocelijskih karcinoma, adenoskvamoznih karcinoma i meSovitth NSCLC). Procenat
pozitivnih ¢elija procenjivan je i kategorizovan kao 1 (0-24% pozitivnih celija), 2 (25-
49%), 3 (50-74%) 1 4 (75-100% pozitivnih ¢elija). Prema njihovim rezultatima, postojala
je razlika u ekspresiji MCM2 u odnsou na histopatoloski tip tumora. Kod
adenokarcinoma je uoceno znacajno manje pozitivnih ¢elija, a razlika je bila statisticki
znacana (Ramnath i sar., 2001). U radu Ayaru i saradnika ispitivana je ekspresija MCM2
proteina u normalnom, benignom 1 malignom biliarnom 1 pankreaticnom tkivu.
Semikvantitativna determinacija obima ekspresije je izraZzena racunanjem LI, kao procnat
pozitivnih ¢elija tj. broj pozitivnih ¢elija u odnosu na minimum 200 epitelijalnih ¢elija. U
benignim bilijarnim strukturama ekspresija je bila ograni¢ena na bazalnu proliferativnu
zonu, za razliku od malignih struktura (karcinom pankreasa, ampularni karcinom i
holangiokarcinom), gde su se pozitivne ¢elije nalazile u svim slojevima tkiva, analogno
difuznom u nasem slucaju (Ayaru i sar., 2008). U studiji Meng 1 saradnika ispitivana je
ekspresija MCM2 kod 92 pacienta sa kancerom prostate. Ekpsresija je bila niska i
ogranicena na bazalni sloj kod ne-malignih Zlezda, dok je kod malignih bila povecana
(Meng i sar.,2 001).

Nalazi svih pomenutih studija idu u prilog ¢injenici da distribucija MCM?2
markera moze biti od znacaja u IHH diferenciranju razli¢itih tipova tumora. Sa druge
strane, u radu Gray 1 saradnika ispitivana je ekspresija MCM2 proteina kod 107
kolorekatalnih polipa sa idejom da bi ekspresija pomenutog proteima mogla da bude od
koristi u diferenciranju reckastih polipa sa abnormalnom proliferacijom (SAPA) u odnosu
na tradicionalne hiperplasticne polipe (HPP). Kod ve¢ine SPAP (59.0%) i HP (52.9%)
uocena je skpresija ogranicena na atipi¢nu trec¢inu kripti. Razlika nije bila znacajna uz
zaklju¢ak da MCM2 imunohistohemijska analiza nema znacaja u diferenciranju ove dve

vrste polipa.

U slucaju kada su, u nasoj studiji, lezije bile klasifikovane kao KIN, u prvoj grupi,
kod KIN1, distribucija MCM2 pozitivnih ¢elija bila je dominantno bazalna, uocena kod
40 (80.0%) slucajeva, razlic¢ito od KIN2 i KIN 3 kod kojih je bila zastupljenija difuzna
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distribucija. Takode, uoceno je da je broj slucajeva KIN2 i KIN3 sa difuznom MCM 2
ditribucijom rastao od 11 (27.5%) KIN2 ka KIN3 - 90.2% (46 slu¢jeva). Kada su bile
grupisane KIN1 i KIN2 lezije i u ovoj grupi znacano veci broj promena 62 (68.9%)
pokazao je bazalnu distribuciju, a grupisanjem na difuznu i sve ostale forme distribucije
kao ne-difuzno, dominirao je ne-difuzni tip kod 76 (84.4%). Kod KIN3 lezija dominirala
je difuzna distribucija kod 46 (90.2%) slucajeva. Ovakav rezultat distribucije MCM2
proliferativnog markera pokazuje da je distribuciju MCM2 proteina moguce koristiti za
gradiranje AK (KIN) lezija i odredivanje stepena epidermalne zahvacéenosti.

Freeman 1 saradnici objavili su u svojoj studiji jos 1999. godine da je ekspresija
MCM2 kod normalnog cervikalnog epitela ogranic¢ena na bazalni (proloferativni) sloj, a
odsutna kod terminalno diferenciranih keratinocita u superficijalnim slojevima (Freeman
i sar., 1999). Kod premaligne cervikalne intraepitelijalne neoplazije (CIN) proliferativni
¢elijski slojevi se povecavaju sa vecom histoloskim gradusom, Sto dovodi do pojave
MCM2 pozitivnih ¢elija prema povrSini lezija (Freeman i sar., 1999), kao i u naSem
slucaju, ¢ime se potvrduje analogija KIN i CIN klasifikacije, osnovna ideja prema kojoj je
KIN podela inicijalno osmisc¢ljena i primenjena. Rezultati sli¢ni naS§ima objavljeni suiu
radu Scott 1 saradnika, gde je ispitivana eskpresija MCM2 u oralnom epitelu, kod
benignih keratoza (9 slucajeva), blage displazije (17 slucajeva), umerene (16 slucajeva) i
izrazene diplazije (14 slucajeva), a distribucija ocenjivana u superficijalnoj, srednjoj i
donjoj tre¢ini epiderma i bazalnom sloju. Distribucija ovog proteina bila je ograni¢ena na
bazalni sloj kod benigne oralne keratoze, a nalazila se u superficijalnijim slojevima kod
promena sa umerenemom 1 izrazenom displazijom i SCC. U displaziji, MCM2 je bio
eksprimovan u svim slojevima epitela. Od keratoze, preko slabe, umerene i veoma
izrazene displazije MCM2 protein je bio izrazen u rastu¢em broju ¢elija, kao i u nasoj
studiji, posebno u superficijalnijim ¢elijama. MCM2. LI (odnos ukupnog broja ¢elija 1
pozitivnih ¢elija — minimun 500) je bio razliit izmedu benignih keratoza i lezija sa
slabom displazijom u odnosu na promene sa umerenom i veoma izrazenom displazijom,
uz zaklju¢ak da MCM2 predstavlja sentitivni marker za histolosku i citolosku dijagnozu
oralnih maligniteta i displasti¢nih lezija i da MCM2 IHH mozZe biti od velikog znacaja u
klini¢koj praksi, u odredenim slu¢ajvima, za detekciju displasti¢nih lezija oralne sluznice
(Scott i sar., 2006). U studiji Torres-Rendon i saradnika, u kojoj je ispitivana ekspresija
MCM?2 kod 81 slucajeva oralne epitelne displazije (1 slucaj slabe displazije, 28 slucajeva
umerene, 52 slucajeva izrazene displazije), uo€ena je ekspresija MCM2 pozitivnih Celija

od bazalnog, suprabazalnog sloja do superficijalnih slojeva u (Torres-Rendon 1 sar.,
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2009). U studiji Going 1 saradnikaispitivana je ekspresija MCM2 proteina u
nedisplasticnom skvamoznom epitelu ezofagusa (NDSEE) i displasticnom skvamoznom
epitelu ezofagusa (DSEE) i odredivana semikvantitativno (0, manje od 10%, 10-30%, 30-
70%, 70-90% vise od 90%, 100%). MCM2 pozitivne ¢elije kod NDSEE bile su uocene u
suprabazalnom sloju, dok su se pozitivne ¢elije kod DSEE nalazile i u povrsnijim
slojevima. U slucaju DSEE ekspresija MCM2 pozitivnih ¢éelija bila je ¢itavom debljinom
mukozne pozvrSine. Uocen je visok nivo ekspresije u proliferativno aktivnim slojevima, u
odnsou na nizi nivo ekspresije u diferenciranijim slojevima, ukazuju¢i da MCM2 moze
biti dijagnosticki marker i marker koji ukazuje na poremecaj Celijskog ciklusa i
diferencijacije kod displasticno izmenjenog epitela ezofagusa (Going i sar., 2002).
Kodani i saradnici ispitivali su ekspresiju MCM2 proteina u displasti¢énim lezijama oralne
mukoze (pored normalne oralne mukoze i SCC). Nuklearna obojenost tretirana je kao
pozitivan rezultat. Prema njihovim rezultatima uocena je MCM2 pozitivnost u bazalnim
displasticnim ¢elijama, a sa stepenom gradusa displazije pozitivne celije su bile
eksprimirane ka povr$nijim slojevima, analogno nasim rezultatima (Kodani i sar., 2001).
U radu Nicol i saradnika, procenjivana je ekspresija MCM2 kod CIN lezija i invazivne
forme SCC. Evaluacija je procenjivana semikvantitativno, brojanje je radeno manulano,
LI je odredivan kao procenat pozitivnih (nukleusa) ¢elija u odnsou na ukupan broj celija
(minimum 200) u reprezntetivnom polju. Odredivanje pozitivnosti bilo je prema
bazalnom i peribazalnom sloju (1-3 sloja), srednji/intermedijarni (oko 8 slojeva) i
superficijalni/gornji (5-6 slojeva), a uzorak je ¢inio 54 normalna epitela, 24 CIN1 (low
grade), 20 CIN2/CIN3 (high grade) i 216 invazivnih tumora, od toga 192 SCC. Uocena je
progresija ekspresije MCM2 ¢elija od bazalnog, preko srednjeg do superficijalnog (Citav
epiderm) sa progresijom CIN lezija (Nicol i sar., 2012). Davidson i saradnici ispitivali su
ekspresiju MCM2 u VIN lezijama (3 VINI1, 8 VIN2 i 20 VIN3) kao i u normalnom
epitelu (6). Pozitivnost je su izrazavana kao procenat pozitivnih ¢elija u odnsou na 1000
¢elija u tri vidna polja, a distribucija ocenjivana od bazalnog sloja ka povrs$nijim
slojevima. U VINI lezijama pozitivne Celije bile su ograni¢ena na suprabazane slojeve;
kod VIN2 osim u suprabazalnim i u povrSnijim slojevima, dok su kod VIN3 lezija,
pozitivne Celije zahvatale Citav epitel, a razlika je bila statisticki znacajna, uz zakljucak da
koris¢enje MCM2 ekpresije moze biti od znacaja u dijagnostikovanju VIN (Davidson
2003). U radu Scarpini 1 saradnikaispitivana je ekspresija MCM2 analnoj
intraepidermalnoj neoplaziji (AIN), gradirano kao AIN1 (20), 2 i 3 (22). Distribucija

MCM2 bila je izrazenija od bazalnog ka superficijalnim slojevima i korelirala je sa AIN
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gradusom (Scarpini i sar,. 2008). Procena distribucije MCM?2 ispitivana je i u normalnom
tkivu, premalignim lezijama 1 kanceru prostate. Tkivo je bilo selektovano kao
neizmenjeno/normalno, intraepitelijalna neoplazija niskog gradusa (LGPIN) i1 visokog
gradusa (HGPIN). Procenjivan je intenzitet i procenat imunopozitivne zone. Intenzitet je
odredivan na skali od 0-3, u kom slucaju je 0 oznacavala odsutnu obojenost, a 3
intenzivnu obojenost. Procenat pozitivnih ¢elija takode je izrazavan na skali 0-3 na 40x
uveli¢anju (vidnom polju). MCM2 pozitivnost se povecavala od normalnog tkiva ka
HGPIN i kanceru sa promenom distribucije pozitivnih ¢elija od bazalnih ka luminalnim
slojevima (Ananthanarayanan i sar., 2006). Rezultati svih prethodno navedenish studija u
skladu su sa nasim rezultatima i na taj nacin procenom distribucije MCM2 proteina
potvrduje se smislenost i adekvatnost podele keratinocitnih kutanih lezija ograni¢enih na
epiderm.

Kada je procenjivana distribucija MCM2 pozitivnih ¢elija u SCC podeljenim
prema stepenu diferentovanosti, utvrdeno je da je kod dobro-diferentovanih tumora
distribucija MCM2 dominantno bila periferna, kod 54 (91.4%). Srednje (SCC G2) i
slabije diferentovani SCC (G3) dominantno su imali difuzno distribuirane MCM2
pozitivne Celije. Takode je utvrdeno da se broj SCC sa difuznom distribucijom MCM2
povecavao kako je diferentovanost tumora opadala. Neznatno vise od polovine SCC G 32
(55.2%), a znacajno veci broj SCC G3, 49 (84.5%) imalo je difuznu ditribuciju MCM2
pozitivnih ¢elija. Ako bazalnu distribuciju kod AK, na neki nacin poistovetimo sa
perifernom distribucijom kod dobro diferentovanih SCC mozemo da uo¢imo analogiju
distribucije ¢elija u proliferaciji kod ova dva entiteta, ¢ime se moZe potvrdi titeorija da je
AK pocetni SCC, a ne prekancerozna lezija. U tom smislu, takode, difuzna distribucija
kod BD tj. progresivnijim intraepidermalnim lezijama, korelira sa slabije diferentovanim
SCC, sto potkerpljuje pomenutu pretpostavku. Statisticki znacajna razlika u distribuciji
MCM2 kao markera Ccelijske proliferacije izmedu tumora razli¢itog stepena
diferentovanosti govori u prilog ¢injenici da se distribucija MCM2 proteina moze koristiti
kao potencijalni marker stepena atipije tj. odredivanje gradusa SCC. U studiji Torres-
Rendon i saradnika, u kojoj je ispitivana ekspresija kod 38 oralnih SCC (5 rano
invazivnih, 22 dobro diferentovanih, 10 umereno diferentovanih, 1 slabo diferentovan),
ekspresija MCM2 proteina bila je intenzivna - u ¢itavim invazivnim frontovima (pandan
difuznoj distribuciji), a periferno distribuirana oko keratinskih perli (karakteristika bolje
diferentovanih SCC) (Torres-Rendon i sar., 2009). Nesto drugacije rezultate objavili su

Kodani i saradnici koji su ispitivali ekspresiju MCM2 proteina u SCC oralne mukoze. Oni
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su uocili perifernu ekspresiju pozitivnih ¢elija u dobro i srednje diferentovanim SCC, dok
su pozitivne celije u slabo diferentovanim tumorima bile «rasute» bez specificne
lokalizacije, analogno difuznoj ekspresiji u naSem sluc¢aju (Kodanii sar.,2001). Iste
rezultate dobili su Kato isaradnici, koji su ispitivali ekspresiju MCM2 proteina kod 93
SCC ezofagusa u odnosu na gradus tumora, kao jednu od klinicko-patoloskih
karakteristika tumora. Imunoreaktivnost, tj. eskpresija je uoCena na periferiji dobro i
srednje diferentovanih SCC, dok su MCM2 pozitivne celije bile tumora bile rasute
(scattered) kod slabo diferentovanih tumora. U ovoj studiji pokazana je znacajna
korelacija (povezanost) MCM2 ekspresije (LI) i gradusa tumora (Kato i sar., 2003).

Kada su, u nasoj studiji, tumori bili razvrstani prema dimenzijama, $to predstavlja
jedan od klini¢kih kriterijuma agresivnosti tumora, kod SCC pre¢nika do i viSe od 20 mm
periferna i difuzna distribucija je bila gotovo podjednako zastupljena, a poredenjem nije
utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u distribuciji MCM2, uz zakljucak da ovaj protein t;.
njegova distribucija ne korelira sa veli¢inom tumora, tj. da veli¢ina tumora ne govori
direktno o proliferativnom kapacitetu SCC. Za sada nema objavljenih radova u kojima je
procenjivana distribucija MCM2 u odnosu na dimenzije tumora, kao zna¢ajnog klinicko-
patoloSkog parametra, koji bi mogao govoriti o bioloSkom ponasSanju tumora, a time i
eventulanoj prognozi kod pacijenata.

Kada je, pak, procenjivana distribucija MCM2 prema debljini tumora, kao jednog
od parametara koji ukazuje na vecu agresivnost, razultati su bili drugaciji. U prvoj grupi,
SCC debljine manje i visSe od 2 mm, tanji tumori imali su ¢eS¢e perifernu distribuciju
(65%), a kod debljih tumora periferna i difuzna distribucija bila je gotovo podjednako
zastupljena. Statisticki, nije utvrdena znaajna razlika u distribuciji MCM2 poteina, pa
zakljucujemo da granica debljine tumora od 2 mm nije u korelaciji sa distribucijom
proliferativnih ¢elija, a samim tim ni stepenom agresivnosti. Ovaj parametar u
odredivanju stadijuma SCC razlikuje tumore koji nemaju (do 2 mm) od onih koji imaju
(preko 2 mm debljine) metastatski kapacitet, te izostanak korelacije sa MCM?2
ekspresijom mozda govori o tome da ovaj protein nije primaran u ranoj fazi pojave
agtresivnijeg bioloskog ponasanja.Sa druge strane, kada su kao granica debljine tumora
uzimane vrednosti 4 mm i 6 mm, u oba slucaja tanji tumori imali su perifernu, a deblji
difuznu distribuciju MCM2 pozitivnih ¢elija. U oba slu¢aja razlika u distribuciji u odnosu
na debljinu tumora bila je statisti¢ki znacaja, Sto ukazuje da difuzna distribucija MCM2
proteina, kao markera proliferacije, korelira sa parametrima vece agresivnosti (tumori

preko 6 mm imaju znacajan procenat pojave metastatskog Sirenja), ponasanjem tumora i
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da je, ujedno, procenu distibucije ovog proteina moguce koristiti za procenu agresivnosti
tumora. U radu Brantsch i1 saradnika, u kome je procenjivan rizik od metstaziranja i
lokalnih recidiva kao faktora agresivnosti SCC, uzorku od 615 pacijenata, uocene su
metastaze kod 4%, a lokalni recidivi kod 3% SCC debljine 2.1-6 mm, odnosno metastaze
kod 16%, i lokalni recidivi kod 12% SCC debljine preko 6 mm. Prema njihovim
rezultatima zakljucak je da je debljina tumora preko 2 mm rizik za mestataziranje, a preko
6 mm taj rizik postaje znacajno veéi (Brantch i sar., 2012).Medusobnim poredenjem
utvrdeno je da postoji statistiCki znacajna razlika u distribuciji MCM2 proteina kod
tumora razli¢ite povrSine: tumori veée povrSine pokazali su dominantno difuznu
distribuciju i obrnuto, tumori manje povrsine perifernu. Za sada nema objavljenih radova
u kojima je procenjivana distribucija MCM2 u odnosu na povrsinu bilo koje vrste tumora.
Kada je semikvantitativno odredivan tj. procenjivan obim ekspresije (manje i vise

od 50% MCM2 pozitivnih ¢elija), veéi broj AK (70.3%) imao je manje od polovine
pozitivnih ¢elija, dok su skoro svi slucajevi BD imali su vise od 50% pozitivnih ¢elija (49
BD, 98.0%). Ovakav nalaz potkrepljuje da su AK i BD lezije u kojima postoji progresija
neoplasti¢ne transformacije keratinocita. Statisticki utvrdena znacajna razlika izmedu AK
1 BD, u naSem radu, govori u prilog MCM2 proteina kao markera proliferacije, korisnog u
IHH diferenciranju intreepidermalnih keratinocitnih lezija. MCM2 ekspresija se uocava
kod keratinocitnih neoplazmi u zacetku, tako da moze biti od koristi za razlikovanje
malignih ¢elija od reaktivno izmenjenih, §to ponekad moze biti tesko koriS¢enjem samo
morfoloskih karakteristika. Sa druge strane priblizno jednak broj SCC imao je manje (81
— 46.6%) 1 visSe (93 -53.4%) od 50% pozitivnih celija, Sto se moze objasniti
procenjivanjem ekspresije MCM 2 u grupi SCC razliCitiog stepena diferentovanosti.
Freeman 1 saradnici procenjivali su ekspresiju MCM2 u normalnoj kozi (2 uzorka),
psoriazi (3 slucaja), AK (1 slucaj), BD (5 slucajeva) i SCC (13 slucajeva). Prema
njihovim rezulatima procenat MCM2 pozitivnih ¢elija kod BD iznosio je 89%, kod
kutanih SCC 79%, a vrednosti za jedan slu¢aj AK nisu navedene. U studiji Scott i
saradnika, ispitivana je ekspresija MCM2 kod 11 SCC, izrazavana kao LI (odnos broja
epitelialnih ¢elija i MCM2 pozitivnih ¢elija - minimum 500 po slu¢aju). Ukupan LI MCM
2 kod oralnih SCC iznosio je 92% (opseg 80-98%). U radu Freeman i saradnika utvrdena
je statisticki znacajna razika u ekspresiji MCM2 izmedu normalne koze i BD, kao i
poredenjem normalne koze i SCC (Freeman i sar., 1999). Medutim, kada su, u naSem
radu, grupisane intraecpidermalne lezije (AK i BD) i SCC, iako je veéi broj lezija obe
grupe (76- 53.9% vs 93 - 53.4%) imao vise od polovine MCM2 pozitivnih ¢elija nije
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utvrdena statisticki znacajna razlika. Na osnovu toga zakljuujemo da ovaj obim
ekspresije MCM2 proliferativnog markera moze biti od koristi za diferenciranje AK, BD 1
invazinvog SCC, ali ne i za diferenciranje intraecpidermalnih od invazivnih lezija. Razlog
za to moZze biti moguénost progresije preinvazivnih lezija u SCC u bilo kom momentu,
dakle i iz lezija sa manjim brojem MCM2 pozitivnih ¢elija. U radu Abdou i saradnika,
kod kojih je procenjivan obim imunorektivnosti kao procent pozitivnih ¢elija, ekspresija
MCM2 je utvrdena kod 14 - 66.7% SCC (Abdou i sar., 2014). U slucaju drugih kutanih
maligniteta, Abdou i saradnici su uocili MCM2 ekspresiju MCM2 proteina kod 16 (80%)
BCC koja se kretala se u rangu od 0-90%, sa srednjom vrednos$éu 24.4%. Ekspresija
MCM2 bila je ve¢a kod BCC, a poredenjem ove dve vrste kutanih tumora, utvrdena je
statisti¢ki znacajna razlika u ekspresiji MCM2. Poredenjem malignih lezija (BCC i SCC)
1 nemalignig (benignih) hiperproliferativnih lezija koZe (psoriaza, seboroi¢na keratoza,
keratoakantom) nije utvrdena statisticki znacajna razlika (Abdou i sar.,2014). U radu
Liaw i Boyd-a, gde je ispitivana ekspresija MCM2 proteina kod 15 sluc¢ajeva BCC sa
folikularnom diferencijacijom (BCCFD) i trihoepitelioma (TE) ekspresija je odredivana
na 200 evaluiranih ¢elija u 5 posebnih polja, a procenat pozitivnih ¢elija je izrazavan u
cetiri kategorije (I 0-25%, II 25-50%, III 50-75%, IV 75-100%). Najveci broj BCCFD je
imao 25-50% pozitivnih ¢elija, a TE od 0-25% MCM2 pozitivnih ¢elija i nije utvrdena
statistiCki znacajna razlika u ekspresiji ovog proteina, pa MCM2 ekspresija nije od
znacaja u diferenciranju ove dve vrste tumora (Liaw i Boyd 2009). Ekspresija MCM2
proteina u melanocitnim lezijama, odredivana je u studiji Boyd 1 saradnikakoji su
procenjivali ekspresiju ovog proteina kod benignih i displastiénih nevusa, primarnih
melanoma 1 metastaza melanoma. Broj MCM?2 imunopozitivnih ¢elija procenjivan je
brojanjem celija sa pozitivno obojenim nukleusom, medu 200 celija svakog preparata.
Prema njihovim rezultatima ekspresija je procentualno rasla od benignih nevusa (1.2%),
displasticnih nevusa (6.15%), primarnih kutanih melanoma (49.1%) 1 metastaza
melanoma (40.9%). lako se radi o melanocitnim tumorima, kao i u nasem slucaju, uoceno
je da je ekspresija MCM2 bila veca kod invazivnih melanocitnih neoplazmi, melanoma u
odnosu na nevuse, tj. da je postojala statisticki znacajna razlika u ekspresiji MCM2 prema
histopatoloskoj dijagnozi, te da procena ekspresije MCM2 moze biti od koristi za
razlikovanje benignih od malignih formi melanocitinh tumora. Razlike nije bilo jedino
poredenjem ekspresije u primarnim kutanim melanomima u odnosu na metastaze
melanoma (Boyd i sar., 2008). Osim u kozi, ekspresija MCM2 proteina ispitivana je i u

sluznicama. U studiji Torres-Rendon i saradnika , uporedivana je ekspresija MCM?2

146



proteina u normalnoj oralnoj mukozi (NOM), oralnoj epidermalnoj displaziji (OED) i
oralnom SCC (OSCC), izrazavana kao LI (odnos ukupnog broja ¢elija i broj pozitivnih
¢elija, umnozen sa 100). Ekspresija MCM2 bila je progresivno ve¢a od NOM, preko OED
do OSCC, a razlika je bila visoko statisticki znac¢ajna. Takode, utvrdena je veca ekpresija
kod OED koje su progredirale u OSCC u odnosu na one kod kojih nije doslo do
ekspresije 1 razlika je bila statisticki znacajna. (Torres-Rendon i sar., 2009). I u drugoj
studiji, ekspresija MCM2 procenjivana je u normalnoj oralnoj mukozi (12), displasticnim
lezijama (69) i SCC (35) (Kodani i sar., 2001). Ekpsresija je procenjivana prema broju
pozitivnih ¢elija (nukeusa) na 1000 celija, u 5 vidnih polja, izrazavana u procentu
pozitivnih Celija. I prema njihovim rezultatima uocena je statisticki znacajna razlika u
broju pozitivnih ¢elija (LI) izmedu normalne mukoze, displazije i SCC (Kodani i sar.,
2001). Kodani i saradnici su takode utvrdili znac¢ajno ve¢i LI (%) MCM2 pozitivnih ¢elija
kod SCC oralne sluznice u odnosu na displasticne lezije i normalan epitel (Kodani i sar.,
2001), dokazuju¢i na ovaj naCin da lezije oralne displazije karakteriSe niza Celijska
proliferacija, kao i da se ekspresija MCM2 moze koristiti u predikciji maligne
transformacije oralne displazije. Povecana ekspresija MCM2 uocena je tokom
transformacije od normalnog laringealnog epitela, preko displazije do SCC. U radu
Chantrath i1 saradnika, koji su ispitivali ekspresiju MCM2 u normalnom skvamoznom
epitelu laringsa, laringealnoj displaziji i SCC, a ekpresija je odredivana kvantitativno,
odredivanjem LI, kao procenat pozitivnih ¢elija (nukleusa) u odnosu na ukupan broj ¢elija
(minimim 500), vrednost LI rasla je progresivno od normalne sluznice, preko displazije
do SCC i razlika u ekspresiji MCM2 bila je visoko statisticki znacajna (Chantrathi
sar.,2003). U radu Nicol i saradnika, procenjivana je ekspresija MCM2 kod CIN lezija i
invazivne forme SCC. Brojanje je radeno manulano, LI je odredivan kao procenat
pozitivnih (nukleusa) ¢elija u odnosu na ukupan broj celija (minimum 200) u
reprezntetivnom polju, a uzorak je ¢inio 54 normalna epitela, 24 CIN1 (low grade), 20
CIN2/CIN3 (high grade) i 216 invazivnih tumora, od toga 192 SCC. Uocen je
progresivan rast procenta pozitivnth MCM?2 ¢elija sa progresijom CIN lezija i razlika je
bila statisticki znacajna. UoCena je znacajna razlika u procentu pozitivnih ¢elija izmedu
normalnog epitela i CIN1, CIN visih gradusa i invazivnog SCC, kao i CIN i invazivnih
tumora. (Nicol i sar.,, 2012). U radu Mukherjee i saradnika, ispitivana je MCM2
pozitivnost u uzorcima cervikalnog brisa kod Zena koje su rutinski pregledane (404) i
koje su kontrolisane jer su prethodno imale SCC (51). Od 404 Zena nalaz cervikalnog

brisa pokazao je pozitivnost u 16 slucajeva, a potom je histopatolski potvrdeno da kod
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svakog od ovih slu¢ajeva postoji maligna transformacija (neoplazma) i to u 6 slucajeva
CINI1-3, u jednom slucaju adenokacinoma, kod 9 sluc¢ajeva SCC. Sa druge strane, od 51
zene koje su primarno imale SCC, 40 je bilo MCM2 negativno, dok je 3 sluc¢aja histoloski
potvrden SCC. Senzitivnost i specificnost imunohistohemisjkog MCM?2 testa bila je
visoka, bez lazno negativnih rezultata, dokazujuéi korisnost MCM imunohistohemije kao
znaajne tehnike za dijagnostikovanje cervikalnih kancera ali i pre-kancerskih stanja,
znacajno vece od opste koriS¢enog Pap testa (Mukherjee i sar., 2007). Reena 1 saradnici
ispitivali su ekspresiju MCM2 u benignom (30) i malignom tkivu dojke (70, IDC 56,
DCIS 4, ILC 2, nonductal 4, meSoviti tip 4). Ekspresija MCM2 kvantifikovana je kao LI,
procenat pozitivnih epitelijalnih ¢elija (na malom uveli¢anju, u zonama maksimalne
ekspresije, u odnosu naminimum 500 celija po slucaju). Ekspresija u malignom tkivu
dojke bila je znacajno veca u odnosu na benigne lezije. S obzirom da su bile ispitivane
benigne lezije sa niskim rizikom za malignu transformaciju slaba ekspresija ovog
proliferaivnog markera bila je oc¢ekivana. U tom smislu, dakle, ve¢a MCM2 ekspresija
kod benignih lezija visokog rizika mogla bi da potvrdi rizik za potencijalnu malignu
transformaciju (Reena 1 sar., 2008). U studiji Vargas i saradnika, ispitivana je ekspresija
MCM2 kod razli¢itih tumora pljuvacne zlazde (13 cisticnih adenoid karcinoma ACC, 10
karcinoma ex pleomorfnih adenoma CEPA, 10 mukoepiermoidnih karcinoma MEC, 10
polimorfnih adenokarcinoma niskog gradusa PLGA, 10 pleomorfnih adenoma PA i 9
acinic-cell karcinoma AcCC), u cilju procenjivanja korisnosti u dijagnostikovanju i
predikciji ponaSanja tumora. Ekspresija MCM2 je izrazavana je kao LI, tj. procenat
pozitivnih ¢elija u odnosu na ukupan broj tumorskih ¢elija. Ekspresija MCM2 bila je veca
kod ACC nego CEPA, AcCC, MEC, PA i PLGA. Determinisano MCM2 ekspresjijom,
ACC imaju vecu proliferativnu stopu u odnosu na ostale tumore pljuvacne zlezde, §to je u
skladu sa ¢injenicom da su ACC visokog stepana malignosti sa velikom stopom recidiva i
lo$ijom dugoro¢nom pognozom. Razlika u ekspresiji u odnosu na PLGA ima posebnog
znaCaja jer oba tumora mogu imati slicna histopatoloske karakteristike, pa mogu
predstavljati dijagnosticke teSkoce posebno kod malih biopsija, u kom slu¢aju MCM2 kao
znacajan proliferativni marker moze biti od koristi za diferenciranje grani¢nih slucajeva.
Prema dobijenim podacima MCM2 moze biti senzitivan proliferativni marker kod
malignih tumora pluvacne zlezde i moze se koristiti u diferenciranju pleomorfnih
adenoma 1 karcinoma, adenoidnih cisticnih karcinoma i polimorfnih adenokarcinoma
niskog gradusa (Vargasi sar.,2008). Ekspresija MCM?2 ispitivana u normalnom, benihnom

1 malignom bilijarnom i pankreati¢nom tkivu, u radu Ayaru i saradnika (izrazavana kao
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semikvantitativna determinacija obima ekspresije je izrazena racunanjem LI, kao procnat
pozitivnih ¢elija tj. broj pozitivnih ¢elija u odnosu na minimum 200 epitelijalnih ¢elija),
bila je ekstremno niska u normalnom pankreaticnom i bilijarnom znacajno viSa u
malignom tkivu i razlika je bila znacajna (Ayary i sar., 2008).Rezultati svih prethodno
navedenih studija, bez obzira §to se radilo o razli¢itim tkivima (tumorima), razli¢itom
broju ispitivanih slucajeva i razli¢itim nacinima evaluacije imunohistohemijskog bojenja,
nedvosmisleno koreliraju sa rezultatima nase studije, odnsno idu u prilog pretpostavci da
je procena proliferativnog statusa analizom ekspresije MCM2 proteina veoma znacajna i
u dijagnostikovanju neoplazmi, ali i eventualnom IHH razgrani¢avaju histoloski
nedovoljno jasnih lezija, potvrduju¢éi da MCM2 moze naé¢i mesto u dodatnim
dijagnostickim metodama.

U znacajno manjem broju istrazivanja dobijeni su drugaciji rezulati. U studiji
Ferenc 1 saradnikaispitivana je ekspresija MCM2 na uzorku kod 32 dezmoidna tumora.
Slucajevi su karakerisani kao pozitivni ukoliko je bilo preko 5% pozitivnih celija.
Pozitivnost se izradavala kao procenat pozitivnih ¢elija, LI, odnos pozitivnih ¢elija u
odnosu na ukupan broj ¢elija izbrojan kod svakog slucaja na 10 polja velikog uvelicanja
(400x). Prema njihovim rezultatima MCM2 ekspresija nije uocena ni kod jednog tumora
ukazuju¢i na nisku mitotsku aktivnost dezmoidnih tumorskih ¢elija, obzirom da je
dezmoida fibromatoza klonalna proliferacija dubokog mekog tkiva koja se karakteriSe
infiltrativnim rastom 1 tendencijom ka lokalnom recidiviranju bez sposobnosti
metastaziranja (Ferenc i sar., 2010). U radu Guzinska-Ustymowicz i saradnika u kome je
ispitivana ekspresija MCM2 kod 47 pacinata sa kolorektalnim kancerom ekspresija ovog
proteina odredivana je semikvantitativno i definisana kao negativna (ukoliko je je bilo
manje od 50% pozitivnih ¢éelija) 1 pozitivna (pozitivna reakcija kod vise od 50% celija).
Prema nijovim rezultatima nije bilo znacajne razlike u ekspresiji MCM2 u odnsou na
histoloski tip tumora (Guzinska-Ustymowicz i sar., 2009).

Primenom KIN klasifikacije, a procenjivanjem ekspresije MCM2 u nasem radu je
utvrdeno da ve¢i broj KIN1 i KIN2 lezija imao je manje od polovine pozitivnih ¢elija, ali
je taj broj opadao od KIN1 (40-80.0%) ka KIN2 (24 — 60.05%). U slucaju KIN 3 gotovo
sve lezije (50 — 98.0%) imale su vise od 50% MCM2 pozitivnih ¢elija, samo 1 KIN3 imao
je manje od 50%. StatisticCkom analizom utvrdena je statisticki zna€ajna razlika izmedu
KIN grupa, kao i kada su grupisane lezije koje zahvataju 2/3 epiderma (KIN1 i KIN 2) u
odnosu na ¢itav epiderm, KIN3. Na osnovu ovakvog rezultata moguce je zakljuciti da je

ovaj vid klasifikacije adekvatan, kao i da se ekspesija MCM2 moze koristiti u IHH
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diferenciaranju intrepeidermalnih lezija koje morfoloski nije lako kategorisati. Takode,
dati rezultati pokazuju da ekspresija MCM2 proteina korelira sa progresijom in situ
promena, ukazujuéi da ekspresija MCM2 proteina moze biti pouzdan marker za dijagnozu
i gradiranje AK 1 in situ lezija kao KIN promena, $to je veoma vazno s obzirom da stepen
atipije ¢elija predstavlja znacajan faktor za progresiju u invazivni SCC (Cockerel 2000).
U studiji Shin i saradnika, takode je ispitivana ekspresija MCM2 proteina kod AK
gradiranih prema KIN klasifikaciji. Za procenu imunoreaktivnost koriS¢en je kvatitatini
metod i odredivana srednja vrednost broja imunopozitivnih ¢elija. I prema njihovim
rezultatima, broj pozitivnih ¢elija rastao je sa gradusom AK (KIN) i utvrdena je znacajna,
pozitivna korelacija u imunoreaktivnosti MCM2 i KIN gradusa. Takode poredenjem KIN
1 1 KIN 2, kao i KIN 2 i1 KIN3 utvrdena je visoko statistiki znacajna razlika, §to se u
potpunosti slaze sa rezultatima u naSoj studiji. To je jedini do sada publikovani rad u
kome je ekspresija MCM2 analizirana u odnosu na KIN klasifikaciju (Shin i sar., 2010).
U radu Freeman i saradnika, gde je ispitivana ekspresija MCM2 proteina kod cervikalne
intraepidermalne neoplazije, kao promena analognim KIN lezijama, kod CIN1 promena
bilo je 44% MCM?2 pozitivnih ¢elija, a kod CIN3 97% (90-100). Statisticka analiza u ovoj
studiji radena je samo normalnog epitela cerviksa i CIN3, i pri tome utvrdena statisticki
zna¢jna razlika u ekspresiji MCM2 proteina (Freeman i sar 1999). U radu Scott i
saradnika, u kome je ispitivana ekspresija MCM2 proteina u lezijama usne duplje,
izrazavana kao labelling index (LI), procenom imunopozitivnosti kao odnos svih
epitelialnih ¢elija i1 broja pozitivnih ¢elija (minimum 500 po slu¢aju), srednja vrednost LI
bila je 9.2% kod benignih keratoza, a procentulano rasla od 21.6% kod blage displazije,
58.8% umerene displazije 1 77.7% kod izrazene displazije, dakle utvrdena je povecana
ekspresija MCM2 pozitivnih ¢elija. (Scott i sar., 2006). Davidson i saradnici ispitivali su
ekspresiju MCM2 u VIN lezijama (3 VINI, 8 VIN2 i 20 VIN3) kao i u normalnom
epitelu (6). Pozitivnost je su izrazavana kao procenat pozitivnih ¢elija u odnosu na 1000
¢elija u tri vidna polja. Procenat pozitivnih ¢elija rastao je od VIN 1 ka VIN 3 lezijama
(32.3% vs 85.0%vs 93.4%) i uocena je statisticki znaCajna razlika u ekspresiji MCM2
proteina uz zaklju¢ak da je eskpresiju ovog proteina mogucée koristiti za bolju
dijagnostiku VIN (Davidsoni sar.,2003).Tan i saradnici, ispitivali su ekspresiju MCM2
kod 41 uzorka bronhijalnih biopsija koje su €inili normalna mukoza, metaplasti¢ne lezije,
displasti¢ne lezije, 1 in situ karcinomi. Procenat poziivnih ¢elija rastao je od normalne
mukoze ka metaplaziji, kao i od metaplazije ka displaziji. U tom smislu, MCM2 protein

ocenjen je kao senzitivan marker za detekciju premalignih ¢elija plu¢a (Tan i sar.,
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2001).Dakle, razlultati nase i svih pomenutih studija govore da MCM2 kao marker
proliferacije predstavlja obecavaju¢i protein koji je moguée koristiti u dodatnoj
dijagnostici. Sa druge strane, u studiji u kojij je ispitivana eskpresija MCM2 kod oralne
epitelijalne displazije (OED), nije utvrdena korelacija LI MCM2 i gradusa displazije
(Torres-Rendon i sar., 2009). Mogu¢i razlozi nekompatibilnih rezulta su selekcija
sluc¢ajeva za analizu (od 134 slucajeva ukupno bilo je 41 OED koje su progredirale u
karcinom, od 81 slucaja OED, samo 1 je okarakterisan kao slaba/blaga displazija, 28
umerena, a 52 izrazena displazija). Takode i prema rezultatima Kodani i saradnika , koji
su ispitivali ekspresiju MCM2 u displasti¢cnim lezijama oralne sluznice, LI tj. procenat
MCM?2 pozitivnih ¢elija povecavao se od slabe, umerene i izrazene displazije, ali razlika
nije bila statisticki znalajna (Kodani i sar., 2001).

Kada je, u nasoj studiji, bio procenjivan obim ekspresije MCM2 prema gradusu
tumora, dobro diferencirani SCC imali su ve¢i broj slucajeva sa manje manje od polovine
pozitivnih ¢elija (SCC G1 50-86.2%). Kako je stepen diferentovanosti tumora bivao
manji, tako je rastao broj slucajeva sa viSe od polovine pozitivnih ¢elija (SCC G2 36-
62.1% 1 SCC G3 49-84.5%). Dakle, losSije diferentovani tumori su u vecoj meri
eksprimovanli protein MCM2. Statistickom analizom utvrdeno je da postoji znacajna
razlika u ovom obimu ekspesije MCM2 kod tumora razliitog gradusa tj. celijske
diferentovanosti, $to je dokazalo da je broj maligno transformisanih ¢elija u proliferaciji
ve¢i kod slabije diferentovanih tumora. To potvrduje ulogu MCM2 proteina kao
pouzdanog markera proliferacije i malignosti tumora, ali i govori u prilog pretpostavci da
je ovaj marker moguce koristiti za odredivanje stepena diferentovanosti SCC. I u radu
Freeman i saradnika, u komen je ispitivana ekspresija MCM2 proteina kod 13 SCC koze
razli¢itog gradusa, utvrdeno je poveéanje ekspesije ovog proteina od dobro, preko srednje
do slabo diferentovanih tumora (Freeman i sar., 1999). Sa druge strane, nasi rezultati
ralikuju se od rezultata jedine studije Abdou i saradnika, u kojoj je procenjivana
ekspresija MCM2 u odnosu na gradus SCC koze, prema kojima nije bilo statisticki
znacajne razlika u ekspresiji kod tumora razli¢itog gradusa. Razli¢ite rezultate moguce je
eventulano objasniti znacajno manjim brojem ispitivanih slucajeva (21 SCC) i razli¢itom
evaluacijom imunopozitivnih ¢elija. Takode, u proceni ekspresije MCM?2 proteina, kod
oralnih SCC, u studiji Torres-Rendon i saradnika, nije utvrdena korelacija u ekspresiji
(LI) 1 diferencijaciji tumora, kod kojih su za evaluaciju eskpresije MCM2 selektovani
invazivni frontovi OSCC (Torres-Rendon i sar., 2009). I kod drugih vrsta humanih

neoplazmi, ispitivana je ekspresija MCM?2 u odnosu na diferentovanost tumora. U studiji
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Vargas i saradnika ispitivana je ekspresija MCM2 kod razli¢itih tumora pljuvacne zlazde.
Medu ovim tumorima ispitivana je ekspresija MCM?2 (izrazavana je kao LI, tj. procenat
pozitivnih ¢elija u odnosu na ukupan broj tumorskih ¢elija) u odnosu na gradus
mukoepidermoidnih karcinoma. Ovi tumori bili su podeljeni na grupu tumora niskog,
srednjeg i visokog gradusa, ali nije bilo statisticke korelacije. Dakle, MCM2 LI nije bio
udruzen sa histopatoloskim gradusom tumora (Vargas i sar., 2008). U slucaju ekspresije
MCM2 kod gastri¢nih adenokarcinoma karcinoma ispitaivana je ekspresija ovog proteina
kod 30 intestinalnih i 36 difuznog tipa. Ekspresija je izrazavana kao LI, procenat
pozitivnih ¢elija odreden kao odnos pozitivnih ¢elija MCM2 u odnosu na ukupan broj
¢elija (minimim 1000 nasumicno izabranim poljima u ¢itavom preparatu) nije bila u
korelaciji sa tumorskim gradusom (dobro+srednje diferentovani u odnosu na slabo
diferentovane tumore) kao jednom od klinicko-patoloskih karakteristika (Giaginis i sar.,
2011). U radu Czyzewske i saradnika , ispitivana je ekspresija kod 100 kancera Zeluca u
odnosu na histoloski gradus tumora. Procenat pozitivnih <¢elija je odredivan
semikvantitativno na svakom od 10 polja vizualizacije u odnosu na celokupan broj ¢elija.
Potom je odredivana srednja vrednost u odnosu na sva polja, oznac¢ena kao prolifercioni
indeks (PI), izrazen kao procenat pozitivnih ¢elija. Prema PI slucajevi su podeljeni na
pozitivne (sa vise od 50% pozitivnih ¢elija) i negativne (manje od 50%). Prema njihovim
rezultatima nije bilo znacajne razlike u ekspresiji u odnsu na gradus histoloske
diferencijacije (Czyzewska i sar., 2009). I u studiji Ramnath i saradnikakoji su ispitivali
ekspresiju MCM2 kod SCC i adenocarcinoma plu¢a nije utvrdena znacajna udruZenost
MCM?2 ekspresije i1 histopatoloskog gradusa tumora (Ramnath i sar., 2001). Ipak, u
daleko vecem broju studija u kojima je ispitivana ekspresija MCM2 u tumorima drugih
organa, potvrdena je identi¢na opservacija da ekspresija MCM2 korelira sa gradusom
tumora. Npr. u studiji Scott i saradnika, u kojoj je ispitivana ekspresija MCM2 kod SCC
oralne duplje, a izrazavana kao LI, uocena je veca ekspresija kod slabije diferentovanih
tumora (Scott i sar., 2006). Chantrath i saradnici ispitivali su ekspresiju MCM2 u
laringealnim SCC. Ekpresija je odredivana kvantitativno, izrazavana kao LI, kao procenat
pozitivnih ¢elija (nukleusa) u odnosu na ukupan broj ¢éelija (minimim 500). Poredenjem
SCC razli¢itog stepena diferencijacije, veéu ekspresiju MCM2 imali su slabije
diferentovani SCC (Chantrath i1 sar., 2006). U radu Kato i saradnikaispitivana je
ekspresija MCM2 proteina u SCC ezofagusa. Ekspresija je izrazavana kao LI, procenat
pozitivnih (nukleusa) ¢elija u invazivnim frontovima tumora u tri uzastopna vidna polja.

Ekpresija je procenjivana u odnosu na histoloski gradus tumora i LI se povecavao sa
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ve¢im gradusom tumora, kao i u naSoj studiji. Razlika u ekspresiji bila je statisticki
znaCajna, uz zakljuak da je ekspresija MCM2 pouzdan marker u evaluaciji
proliferativnog potencijala tumora, sa ve¢om ekspresijom kod tumora veceg stepena
bioloSke agresivnosti, a samim tim i znacajan prognosticki parametar (Kato i sar., 2003).
U studiji u kojoj je procenjivana ekspresija MCM2 kod kancera prostate utvrdeno je da se
ekspresijaovog proteina povecavala od kancera niskog, srednjeg dovisokog gradusa
(Ananthanarayanan 1 sar., 2006).U studiji Gozalez 1 saradnikaispitivana je eskpresija
MCM2 u tumorima dojke, u odnosu na gradus tumora. Ekspresija je izrazavana kao LI,
procenat pozitivnih ¢elija (nukleusa epitelijalnih ¢elija), u zonama tumora sa
maksimalnom frekvencijom pozitivnih ¢elija na malom uveliCanju. Prema njihovim
rezultatima utvrdena je korelacija ekspresije ovog proteina u odnosu na gradus tumora,
dokazuju¢i da ekspresija MCM2 moze biti od znacaja za bolju procenu prognoze u
evaluaciji tumora dojke, kao i odlukama o terapijskom pristupu (Gonzalezi sar., 2003).
Ovakav zakljucak potvrdiju i rezultati Shettu i saradnikakod invazivnih tumora dojke
(invazivni duktalni, lobularni, mucinozni, miksni) Ekpresija MCM2 je izrazavana kao LI,
procenat pozitivnih (nukleusa) ¢elija, odnosu pozitivnih ¢elija u odnosu na 400 celija u
preparatu. I prema njihovim rezultatima tumori veceg gradusa (slabije diferentovanosti)
pokazali su povecanu ekspresiju MCM2 proteina. U ovoj studiji MCM2 je procenjen kao
najznacajniji samostalni prediktor ishoda (Shetty i sar., 2005). Takode, Reena 1 saradnici
koji su ispitivali su ekspresiju MCM?2 u malignom tkivu dojke (70, IDC 56, DCIS 4, ILC
2, neduktalni 4, meSoviti tip 4). Ekspresija MCM2 kvantifikovana je kao LI, procenat
pozitivnih epitelijalnih ¢elija (na malom uveli¢anju, u zonama maksimalne ekspresije, u
odnosu na minimum 500 ¢elija po slucaju). Ekspresija je bila procenjivana u odnosu na
histoloski gradus, a tumori su bili podeljeni u tri grupe (gradus 1, gradus 2 i gradus 3).
MCM?2 LI bio je najveci kod najslabije diferentovanih tumora (gradus 3), manji kod
srednje diferentovanih (gradus 2), a najmanji kod dobro diferentovanih tumora (gradus 1)
(Reena i sar., 2008). U radu Kobierzycki i saradnikaprocenjivana je eskpresija MCM2
kod 51 invazivnog duktalnog kancera dojke i to na citavom uzorku. Ekspresija je
izrazavana kao procenat pozitivnih ¢elija na odredenom vidnom polju, pod uvelicanjem
400x, a ocenjivanje pozitivnih ¢elija tj. obojenih nukleusa ¢elija vrSeno je kompjuterskim
softverom. Konacan rezultat svakog uzorka bio je prosek procenata pozitivnih ¢elija u tri
zone (hot spot). Prema njihovim rezultatima postojala je pozitivna korelacija u ekspresiji
MCM?2 i gradusa tumora, u ¢itavom uzorku, kao i u tkivnom mikronizu (Kobierzycki 1

sar., 2012). U radu Giaginis i saradnikaispitivana je ekspresija MCM2 kod 96
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kolorektalnih kancera u odnosu na gradus tumora. Ekspresija je bila izrazavana kao LI,
procenat pozitivnih ¢elija (odnos pozitivnih u odnosu na ukupan broj minimum 1000
¢elija po jednom slucaju). Tumori su prema hisoloskom gradusu bili podeljeni na dobro,
srednje 1 slabo-diferentovane, a takode gradirani prema Dukes klasifikaciji na A, B, Ci1 D
grupu. MCM2 ekspresija bila je znacajno udruzena sa Dukes stadijumom i histoloskom
gradusom tumora (Giaginis 1 sar.,2009). U studiji Gakiopoulou i saradnika ispitivana je
ekspresija MCM2 kod 43 kancera ovarijuma niskog malignog potencijala 1 85
adenokarcinoma. Ekspresija je izrazavana kao procenat pozitivnih ¢elija, LI, odnos
potitivnih (nukleusa) ¢elija u odnosu na ukupan broj tumorskih ¢elija u preparatu (oko
1000 izbrojanih tumorskih ¢elija). Adenokarcinomi su bili gradirani prema histoloskoj
diferencijaciji, tj. gradusu tumora i ekspresija je bila veca kod tumora veceg gradusa t;.
losije diferentovanih tumora (Gakiopoulou i sar., 2007). U radu Sington i saradnika
ispitivana je ekspresija MCM2 proteina kod 51 miksofibrosarkoma u odnosu na gradus
tumora. Ekspresija je izrazavana kvantitativno, izracunavanjem MCM2 pozitivnih ¢elija,
a izrazavan kao LI procenat pozitivnih ¢elija, tj. odnos pozitivnih ¢elija u odnosu na
ukupan broj 500-100 ¢elija u reprezentativnom vidnom polju. Poredenjem ekspresije kod
miksofibrosarkoma visokog (20), srednjeg (21) i niskog gradusa (10), LI se povecavao sa
povecanjem gradusa. Utvrdena je znaCajna razlika u ekspresiji MCM2 poredenjem
tumora visokog i srednjeg gradusa, kao i srednjeg u odnosu na tumore niskog gradusa,
ukazujuéi da bi odredivanje ekspresije (LI ) MCM2 u pojedina¢nim slu¢ajevima moglo da
omoguci odredivane kategorizacije tumora prema gradusu. U tom smislu odredivanje
MCM2 LI moglo bi biti od znacaja/korisnosti u gradiranju uzoraka dobijenih punkcionom
biopsijom i/ili citoloskih uzoraka ove vrste tumora, a upotreba antitela prema MCM2
proteinima znacajna u histopatoloSkoj analizi. (Sington i sar.,2004). Dudderidge i
saradnici ispitivali su ekspresiju MCM2 proteina kod 170 slucajeva karcinoma bubrega u
odnosu na gradus tumora. Tumori su bili podeljenji u Cetiri grupe (G1-4). Ekpresija
MCM2 bila je uzrazavana kvantitativno odredivanjem c¢elija sa pozitivnim nukleusima (u
proseku 681 po slucaju), a procenat pozitivnih ¢éelija LI je odredivan kao odnos
pozitivnih ¢elija u odnosu na ukupan broj ¢elija. Utvrdena je jasna udruZenost povecanja
ekspresije MCM2 (LI) sa povecanjem gradusa tumora, ukazujuci da je MCM2 koristan
prognosticki molekularni marker koji moze biti koriS¢en u rutinskoj klini¢koj praksi
(Dudderidge 1 sar.,2005). Isti autor sa saranicima ispitivao je ekspresiju MCM2 proteina
kd 58 kancera prostate u odnosu na gradus tumora, kao jednu od klini¢ko/patoloskih

parametara. Tumori su bili podeljenji prema Gleason skoru. Ekspresija je odredivana
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kvantitativnom analizom, a broj pozitivnih ¢elija oznacavan kao LI, odnos pozitivnih
¢elija u odnosu na ukupan broj ¢elija (srednja vrednost 893 po slucaju). Prema rezultatima
ovog istrazivanja utvrdena je znacajena razlika u ekspresiji MCM2 u odnsou na Gleason
gradus tumora (Dudderidge i sar., 2007). Rodins 1 saradnici koji su ispitivali eskpresiju
MCM2 u tumorima bubrega uoc€ili su takode znacajnu poveznost ekspresije MCM?2
proteina i histopatoloskog gradusa tumora (Rodins 1 sar., 2002). U studiji Hashimoto i
saradnika, u kojoj je ispitivana ekspresija MCM2 kod 145 adenokarcinoma plu¢a, MCM2
LI je korelirao sa histopatoloskim gradusom tumora (Hashimoto i sar.,2004). U slucaju
neuroloskih neoplazmi, Wharton i saradnici ispitivali su ekspresiju MCM2 kod 32
oligodendroglioma (ekspresija je izrazavana kao LI — procenat pozitivnih ¢elija na 1000
¢elija) 1 utvrdili udruzenost ekspresije i gradusa tumora, tj. znacajno vecu ekspresiju
MCM2 kod tumora gradus III u odnsou na gradus II (Wharton i sar., 2001). Kod
intracerebralnih glioma (ukljucujué¢i difuzne i anaplasti¢ne astrocitome i globlastome)
ekspresija. MCM2 se povecavala je sa povecanjem gradusa tumora, od difuznih
astrocytoma, preko anaplasti¢nih astrocitoma do glioblastoma (Scott i sar., 2005).

Prema rezultatima naSe studije, 1 tumori manjeg i veceg precnika (kojim se
odreduje veli¢ina tumora), dakle manjih i veé¢ih dimenzija, imali su visSe od polovine
MCM2 pozitivnih ¢éelija (56-50.3% vs 37-57.8%). Statisticki, nije utvrdena razlika u
ovom obimu ekspresije MCM2 proteina kod tumora razli¢itih dimenzija, kao jednog od
parametara koji govore o agresivnosti. Ovakvi rezultati su u skladu sa rezultatima studije
Abdou i saradnikakoji su takode procenjivali ekspresiju MCM2 proteina kod SCC u
odnosu na veli¢inu tumora i kod kojih, takode, nije utvrdena razlika u ekpresiji MCM2 u
odnosu na veli¢inu tumora, iako je nacin evaluacije bojenja u ovoj studiji bio drugaciji, a
ocena imunoreaktivnost ocenjivana kao procenat pozitivnih ¢éelija izraZzen kroz srednju
vrednsot, medijana i opseg (Abdou i sar., 2014). Sa druge strane, u radu Shettyi
saradnikakod invazivnih tumora dojke, tumori su, prema veli¢ini bili podeljenji na manje
od 11mm, dimenzija od 11-20 mm, 21-30 mm, 31-40 mm i preko 40mm. StatistiCkom
analizom nije utvrdena korelacija ekspresije sa veli¢inom tumora (Shetty i sar., 2005). U
studiji Reena i saradnika ispitivana je ekspresija MCM2 kod malignih tumora dojke u
odnosu na veli¢inu tumora do 2cm, viSe od 2 cm i viSe od Scm. Prema njihovim
rezultatima nije utvrdena korelacija u ekspresiji MCM2 i veli¢ine tumora (Reena i sar.,
2008). U radu Giaginis i1 saradnikaispitivana je ekspresija MCM2 kod 96 kolorektalnih
kancera u odnosu na veli¢inu tumora tumora, ali nije utvrdena znacajna razlika (Giaginis i

sar., 2009). Prema rezultatima Tokuyasu i saradnika, koji su ispitivali ekspresiju MCM2
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kod karcinoma Zeluca, LI ovog proteina nije bio znacajno drugaciji kod tumora razlicith
dimenzija (Tokuyasu i sar., 2008). U radu Rodins 1 saradnika, koji su ispitivalii
eskpresiju MCM2 u tumorima bubrega takode nije utvrdena poveznost ekspresije MCM2
proteina i veli¢ine tumora (Rodins i sar., 2002). Prema rezultatima studije Vargas i
saradnika, koji su ispitivali ekspresiju MCM2 kod tumora pluvacnih zlezda nije bilo
korelacije veli¢ine tumora i ekspresije MCM2 (izrazavane kao LI, tj. procenat pozitivnih
¢elija u odnosu na ukupan broj tumorskih ¢elija). Ovakav rezultat upucuje na zakljucak da
veéi tumori nisu nuzno udruZeni sa ve¢om proliferativnom aktivno$éu (Vargasi sar.,
2008). Szajerka 1 saradnici ispitivali su ekspresiju MCM2 proteina kod 48
adenokarcinoma nadbubrezne zlezde, razlicitih dimenzija. Ni u slu¢aju ove vrste tumora
nije bilo korelacije u ekspresiji MCM2 i dijametra tumora (Szajerka i sar., 2008).

Razli¢ito od navedenih, u manjem broju studija utvrdena je korelacija ekspresije
MCM2 proteina u odnosu na veli¢inu tumora. Dudderidge i saradnici ispitivali su
ekspresiju MCM?2 proteina kod 170 slucajeva karcinoma bubrega u odnosu na veli¢inu
tumora. Tumori su prema dimenzimama bili podeljenji u Cetiri grupe (15-45 mm, 50-65
mm, 70-90 mm, 95-150 mm). Utvrdeno je povecanje ekspresije MCM2 sa povecanjem
veli¢ine tumora, a razlika je bila statisticki znacajna. (Dudderidge i sar., 2005) I u radu
Gonzalez i saradnika, u kome je ispitivana je ekspresija u tumorima dojke koji su bili
podeljeni u grupe manje od 1.1 cm, 1.1-2.0 cm, 2.1-3.0 cm, 3.1-4.0 cm 1 viSe od 4 cm.
Ekspresija je odredivana LI, a utvrdena je znaCajna korelacija sa veli¢inom tumora
(Gonzalez i sar., 2003).

Kada su, u nasem istrazivanju, tumori bili podeljeni prema debljini, §to je jedan
od parametara potencijalne agresivnosti SCC, u grupi tumora tanjih i debljih od 2 mm
nije bilo razlike u ekspresiji MCM2. S druge strane, u slucaju granica debljine 4 1 6 mm,
veéi broj tanjih tumora imao je manje od 50% pozitivnih Celija i obrnuto. Poredenjem
sluc¢ajeva utvrdena je statisticki znacajna razlika u obe grupe. Nema publikovanih radova
koji su analizirali debljinu SCC koZze i obim MCM2 ekspresije. U radu Gueiros i
saradnika , koji su ispitivali ekspresiju MCM2 u SCC jezika, u odnosu na klini¢ko-
patoloSke parametre nije utvrdena korelacija u odnosu na debljinu tumora, mada u
njihovim rezultatima nisu navedene vrednosti debljine (Gueiros i sar., 2011). Ipak,
zakljuceno je da se ekspresija MCM2 moze smatrati zna¢ajnim parametrom prognoze
SCC jezika obzirom da je utvrdena korelacija sa nodalnim recidivima.

Kada je procenjivana ekspresija MCM2 pozitivnih ¢elija i povrSina tumora, nasi

rezultati su pokazali da tumori manje povrsine u ve¢em broju imaju manje od polovine
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pozitivnih ¢elija, i obrnuto - tumori vece povrSinecesce su imali vise od 50% pozitivnih
¢elija. Statistickom analizom dokazano je da postoji znacajna razlika, tj. da ekspresija
korelira sa povrSinom SCC. Za sada nema studija u kojima je to ispitivano humanim
neoplazmama.

Procenjivanjem obima ekspresije MCM2, semikvantitativnom metodom, prema
tre¢inama, AK, BD i SCC razultati su pokazali da je kod najveceg broja AK 60 (65.9%)
utvrdeno izmedu 33-66% pozitivnih ¢elija, a samo 11 slucajeva (12.1%) imalo vise od
66%, za razliku od BD gde je preko 90% slucajeva imalo vise od 66% pozitivnih ¢elija, a
samo 4 slucaja (8.0%) od 33-66% MCM?2 pozitivnih ¢elija. Nijedan slu¢aj BD nije imao
manje od 1/3 pozitivnih ¢elija, $to je i objasnjivo ¢injenicom da se radi o in situ lezijama
koje zahvataju Citav epiderm. StatistiCkom analizom dokazana je visoko znacajna razlika
u ovom obimu ekspresije izmedu AK i BD, pa zakljucujemo da ekspresija MCM2
proteina, i procena ekspresije u ovom obimu, moze biti od znacaja za IHH diferenciranje
in situ lezija. Najveci broj slucajeva SCC imao je 74 (42,5%) izmedu 33-66% pozitivnih
¢elija, ali broj slucajeva sa manje od 1/3 (44-25.3%) 1 viSe od 2/3 pozitivnih ¢elija nije bio
drasti¢no razli¢it, moguée zbog Cinjenice da su ispitivanjem bili obuhvaceni tumori
razli¢itih stepena diferentovanosti. Kada su grupisane intraepidermalne lezije (AK i BD)
u odnosu na SCC, u obe grupe, najveci broj slucajeva, u gotovo podjednakom procentu
(64-45.4% vs 74-42.5%), imalo je izmedu 33-66% pozitivnih Celija. Statistickom
analizom utvrdena je znacajna razlika u ekspresiji MCM2 kod razli€itih lezija, AK, BD i
SCC, ¢ak i izmedu intraepidermalnih promena i invazivih oblika. Prema tome, ovaj obim
ekspresije MCM2 proteina se moze koristiti za IHH diferenciranje intraepidermlnih
keratinocitnih lezija i invazivnih formi neoplazmi poreklom od ovih ¢elija.

Kod tumora razli¢itog stepena diferentovanosti, broj sluc¢ajeva sa ve¢im brojem
MCM2 pozitivnih ¢€elija, podeljeno na tre¢ine, rastao je sa gradusom. Najveéi broj SCC
G1(33-56.9%) imao je manje od 33% pozitivnih ¢elija, isti broj SCC G2, izmedu 33-66%,
a najveci broj slucajeva SCC G3 (39-67.2%) preko 2/3 MCM2 pozitivnih ¢elija. Drugim
re¢ima, bolje diferentovani timori imali su manji broj pozitivnih ¢elija (u proliferaciji) i
obrnuto, $to je i ocekivan rezultat. StatistiCkom analizom, utvrdena je znacajna razlika u
ovom obimu ekspresije MCM2 u odnosu na stepen diferentovanosti SCC izmedu SCC
svih gradusa, kao i kada su grupisani SCC G1 i G2 u odnosu na SCC G3.

Odredivanjem obima ekpresije MCM2 proteina prema tre¢inama, kod tumora
manjeg 1 veéeg pre¢nika od 20 mm, kao pokazatelja veli¢ine tumora, najveéi broj
slu¢ajeva manjih SCC imao je od 33-66% MCM2 pozitivnih Celija (74-42.5%), dok je
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podjednak broj vecih tumora (24-37.5%) imao od 33% i preko 66% pozitivnih Celija.
Statistickom analizom nije utrvdena znacajna razlika, sa zakljuckom da ekspresija
MCM2, ni u ovom obimu, ne korelira sa veli¢inom SCC.

Najveci broj SCC i tanjih i debljih od 2 mm (9-45.0% vs 65-42.2%) 1 tanjih i
debljih od 6 mm (52- 40.0% vs 22-50.0%) imao je izmedu 33 i 66% MCM2 pozitivnih
¢elija. U oba slucaja nije bilo statisticki znacajne razlike. Za razliku od toga, kod tumora
tanjih od 4 mm najveéi broj (39-45.9%) je imao od 33-66%, a debljih od 4 mm vise od
2/3 MCM2 pozitivnih Celija. Statistickom analizom utvrdena je znalajna razlika u
ekspresiji MCM2 prema tre¢inama pozitivnih ¢elija kod tumora debljih i tanjih od 4 mm.

U slu€aju grupisanja tumora prema povrsini, ¢ija vrednost moze govoriti o
agresivnosti, SCC identi¢nee prosec¢ne vredonsti povrSine imali su tumori sa manje od
33%, kao 1 izmedu 33-66% pozitivnih Celija. Statisti¢ki nije utvrdena znacajna razlika u
ekspresiji MCM2, procenjivano prema trecinama pozitivnih ¢elija u odnosu na povrsinu
tumora, tako da nema korelacije u ekspresiji MCM 2 i prema ovom pokazatelju ponaSanja
tumora.

Kompletna analiza obima ekspresije MCM2 proteina u odnosu na tip lezije, KIN
klasifikaciju 1 prognosticke parametre SCC pokatala je slicne rezultate primenom 50% i
33%-66% grani¢nih vrednosti broja pozitivnih celija, ali je primena 50% grani¢ne
vrednosti dobijena statisticki znafajna povezanost sa viSe potencijalno znacajnih

prognostickih karakteristika.
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Imunopozitivnost MCMS5 je bila utvrdena kod svih sluc¢ajeva AK, BD SCC, a
distribucija je, kao i kod MCM2, u najve¢em broju AK bila bazalna (66 — 72.5%), dok su
lezije BD imale najve¢i broj slucajeva sa difuznom distribucijom (45-90%). Ovakav
raspored pozitivnih ¢elija je u skladu sa morfoloskim karakteristikama i ve¢im brojem
proliferiSu¢ih keratinocita od AK ka BD. Kod invazivnih tumora, periferna i diffuzna
distribucija bile su zastupljene u slicnom broju slucajeva (90 — 51.7%, odnosno 84 —
48.3%), najverovatnije zbog tumora razliitog stepena diferencijacije koji su bili
obuhvaceni u ispitivanoj grupi. Centralna distribucija nije bila uocena ni kod jednog SCC.

Statistickom analizom utvrdena je visoko znacajna razlika izmedu pojedina¢nih
dijagnoza tj. tipa lezija, kao i kada su grupisane AK i BD kao intraepidermalne lezije u
odnosu na SCC. Kada su analizirani slu¢ajevi sa difuznom distribucijom u odnosu na sve
ostale (ne-difuzno), razlika izmedu pojedinacnih entiteta (AK, DB i SCC) je i dalje
postojala, ali nije bila znacajna izmedu grupe intraepidermalnih promena u odnosu na
invazivne forme, identi¢no kao i u slu¢aju MCM2 proteina.

I u radu Freeman 1 saradnika, kod kojih je ispitivana ekspresija MCMS proteina u
normalnoj kozi (2 uzorka), psoriazi (3 slucaja), AK (1 slucaj), BD (5 slucajeva) i SCC (13
sluc¢ajeva), prezentovani su sli¢ni rezultati. Naime, u njihovom instrazivanju, kod AK
nuklearno bojenje uoc¢eno je kod 40% celija, pretezno u donjim delovima epiderma, a kod
BD, bilo je 90% pozitivnih ¢elija ¢itavom debljinom epiderma (Freeman i sar.,1999). U
studiji Liu 1 saradnika, ispitivana je ekspresija MCMS u kozi, a procenjivana kod
normalne koze i razli¢itih kutanih lezija (psorijaze, Bowenoidne papuloze, BD, SCC i
BCC). VrSena je semikvantitativna evaluacija, a broj pozitivnih celija izrazavan je
racunanjem LI (procenat pozitivnih ¢elija izrazavan je kao odnos pozitivnih ¢elija, u polju
najveceg broja pozitivnih ¢elija, minimum 200, prema ukupnom broju ¢elija). Prema
njihovim rezultatima MCMS5 ekspresija u normalnoj kozi bila je ograni¢ena na bazalni
sloj 1 susedne celije suprabazalnog sloja, Sto je u skladu sa ulogom MCMS5 proteina kao
proliferativnog markera, koji je bio eksprimovan samo u mitotski aktivnim ¢elijama. Kod
BP i BD ekspresija je uocena difuzno, u ¢itavom epidermu, identi¢no nasim rezultatima.
U slucaju SCC lezija MCMS5 pozitivne ¢elije bile su uocene u razli¢itim delovima
tumorskih plaza, u zavisnosti od stepena diferentovanosti SCC (Liu i sar., 2007).

Budu¢i da nema drugih publikovanih studija ekspresije MCMS5 u in situ i
invazivnom SCC koze, dobijeni rezultati su uporedivani sa drugim tumorima, pre svega
poreklom od plocasto-slojevitog epitela, zbog analogije sa promenama u epidermu. U

radu Scott i saradnika, ispitivana je MCMS5 pozitivnost u ¢elijama briseva usne duplje i to
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kod 23 slu¢aja normalne mukoze (NM), benignih proliferativnih lezija (BPL), lezijama
blage displazije (LBD) kao i 33 SCC. Celije NM, BPL i LBD bile su MCM5 negativne,
ali su svi slu¢ajevi SCC bili MCMS5 pozitivni, ukazujuéi da procena MCMS5
imunopozitivnosti omogucéava detekciju malignih ¢elija i da na taj nacin moze doprineti
dijagnostici invazivnog SCC bez biopsije. (Scott i sar., 2006) U radu Scarpini i saradnika
ispitivana je ekspresija MCMS5 u normalnom epitelu anusa, analnoj intraepidermalnoj
neoplaziji (AIN) i analnom SCC. Distribucija MCMS5 se menjala od bazalne, preko
srednjih do povrsnih slojeva i bila znacajno izraZenija u gornjim delovima kako se epitel
menjao od normalnog do invazivnog SCC, tj kako se menjala histopatoloska dijagnoza
(Scarpini i sar., 2008). U radu Ayaru i saradnika ispitivana je ekspresija MCMS5 proteina
u normalnom benignom 1 malignom biliarnom 1 pankreaticnom tkivu 1 to
semikvantitativnom determinacijom pozitivnih ¢elija. U benignim bilijarnim strukturama
ekspresija je bila ograni¢ena na bazalnu proliferativhu zonu, za razliku od malignih lezija,
gde su se pozitivne ¢elije nalazile u svim slojevima tkiva (Ayary i sar., 2008).

Kod intaepidernalnih lezija, klasifikovanih kao KIN, bazalna distribucija je
dominirala, u zna¢ajnom broju KINT1 lezija (44 — 88.0%), u nesto manjem kod KIN2 (22
— 55.0%), gde je bilo uoceno nesto vise slucajeva sa diffuznom distribucijom 14 (35.5%),
koja se, pak, predominantno nalazila kod KIN3 lezija (46 — 90.2%). Kada su grupisane
KIN1+KIN2 bazalna distribucija bila je dominantno izrazena (66 — 73.3%). Statistickom
analizom, utvdena je znacajna razlika u distribuciji MCMS5 pozitivnih ¢elija izmedu KIN
lezija pojedinac¢no, kao i1 izmedu lezija koje su zahvatale 2/3 epiderma (KIN1+KIN2) u
odnosu na one sa pozitivnim ¢elijama u ¢itavom epidermu (KIN3). I u sluc¢aju grupisanja
KIN lezija na one sa difuznom u odnosu na sve ostale (ne-difuzna distribucija) razlika je
bila statisticki veoma znacajna. Freeman 1 saradnici uocili su da je ekspresija MCMS5
proteina kod normalnog cervikalnog epitela ograni¢ena na bazalni (proliferativni) sloj, a
odsutna kod terminalno diferenciranih keratinocita u superficijalnim slojevima (Freeman
i sar., 1999). Sa druge strane, kod cervikalne intraepitelijalne neoplazije (CIN) gde se
proliferativni celijski slojevi povecavaju sa ve¢om histoloskim gradusom, MCMS5
pozitivne celije nalazile su se u povrsnijim slojevima lezija (Freeman i sar., 1999).
Davidson i saradnici ispitivali su distribuciju MCMS proteina u VIN lezijama (3 VINI, 8
VIN2 i 20 VIN3) kao i u normalnom epitelu (6). Pozitivnost je su izrazavana kao
procenat pozitivnih ¢elija u odnsou na 1000 ¢elija u tri vidna polja, a distribucija
ocenjivana od bazalnog sloja ka povrsnijim slojevima. Prema njihovim rezultatima, u

VINI slucajevima MCMS pozitivne ¢elije su se nalazile samo u suprabazalnim epitelnim
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slojevima, kod VIN2 u suprabazalnim i u povr$nijim slojevima, dok su u slucaju VIN3
bile distribuirane ¢itavom debljinom epitela, sliéno naSim rezultaima u slucaju KIN3
lezija (Davidson i sar., 2003). U studiji Going i saradnika ispitivana je ekspresija MCMS5
proteina u nedisplasticnom skvamoznom epitelu ezofagusa (NDSEE) i displasticnom
skvamoznom epitelu ezofagusa (DSEE). MCMS5 pozitivne ¢elljie kod NDSEE bile su
uocene u suprabazalnom sloju, dok su se pozitivne Celije kod DSEE nalazile i u
povrsnijim slojevima (Going i sar., 2001). U radu Scarpini i saradnika ispitivana je
ekspresija MCMS5 analnoj intraepidermalnoj neoplaziji (AIN), gradirano kao AIN1 (20), 2
13 (22). Distribucija MCMS bila je izrazenija od bazalnog ka superficijalnim slojevima i
korelirala je sa AIN gradusom (Scarpini i sar., 2008).

Kao §to je pomenuto u delu o distribuciji MCMS prema histopatoloskim
dijagnozama, generalno kod SCC su bile zastupljene periferna i difuzna distribucija
MCMS pozitivnih ¢Celija. Kada je, pak, distribucija MCMS bila posmatrana u odnosu na
stepen diferentovanosti tumora, uoceno je da su bolje diferentovani tumori imali
dominantno periferno rasporedene MCMS5 pozitivne celije (53 — 91.4%), ali se
distribucija menjala u difuznu kod umereno (30 — 51.7%) 1 slabije diferentovanih SCC
(49 — 84.5%). Dakle, MCMS5 proliferativni marker moguce je upotrebiti za IHH procenu
gradusa tumora, kao pokazatelja negove agresivnosti. Liu i saradnici su takode
procenjivali espresiju MCMS5 u odnosu na gradus SCC. Prema njihovim rezultatima,
ekspresija je uocena u svim slojevima tumorskih gnezda kod umereno i slabo
diferentovanih SCC, osim u centru keratinskih fokusa. U slucaju dobro-diferentovanih
SCC, bilo je neobojenih ¢elija (bez ekspresije MCMS5) u blizini keratinskih perli (Liu 1
sar., 2007).

Dimenzije tumora su u korelaciji sa stepenom njegove agresivnosti i invazivnog
potencijala. Iz tog razloga, uporedivana je distribucija proliferativnog marekara MCM5
prema SCC definisanih dimenzija pre¢nika manje i viSe od 20 mm. Iako je periferni tip
distribucije bio izrazeniji kod manjih (61 — 55.5%), a difuzni kod ve¢ih SCC (35 —
54.7%), ta razlika nije imala statistiCku znacajnost. U tom smislu nije dokazana korelacija
MCMS i dimenzija SCC. U literaturi nema publikacija u kojima je procenjivana
distribucija MCMS pozitivnih ¢elija u odnosu na dimenzije SCC.

Veci broj SCC debljine do 2 mm (3 — 65.0%) imao je periferno distribuirane
MCMS pozitivne ¢elije dok su tumori deblji od 2 mm u podjednakom broju (77 — 50.0%)
imali perifernu i difuznu distribuciju MCMS5 pozitivnih ¢elija. Statistickom analizom nije

utvrdena razlika u ekspresiji MCMS5 imedu ovako podeljenjih tumora. Sa druge strane, u
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sluc¢aju tumora debljine do 4 mm ve¢i broj je pokazao perifernu distribuciju MCMS5 (56 —
65.9%), kao 1 kod grani¢ne vrednosti 6 mm (76 — 58.5%), dok je distribucija kod tumora
debljih od 4 mm (55 — 61.8%), odnosno 6 mm (30 — 68.2%) bila difuzna. U oba slucaja
postojala je statisticki znacajna razlika u ekspresiji ovog proteina, prema debljini tumora.
Ovakav rezultat se u potpunosti podudara sa rezultatima u slu¢aju MCM2 proteina, $to
ukazuje da proliferativni kapacitet neoplasti¢no transformisanih keratinocita korelira sa
debljinom tumora ali ne za tanje tumore (grani¢na vrednost 2 mm), Sto moze ukazivati na
povezanost MCMS5 ekspresije sa karakteristikama SCC koje se vizaju kod tumora
agresivnijeg bioloskog ponaSanja. Za sada nema publikovanih radova u kojima je
procenjivana distibucija MCMS5 u odnosu na debljinu tumora.

U slucaju distribucije MCMS5 pozitivnih ¢elija prema povrsini tumora, SCC manje
povrsine imali su ¢es¢e periferno rasporedene MCMS5 pozitivne Celije, za razliku od onih
sa ve¢om povrSinom kod kojih je dominirala difuzna distribucija. Ni ovaj potencijalni
parametar tumorske agresivnosti nije do sada ispitivan u odnosu na distribuciju MCMS5
pozitivnih ¢elija. Kod promena klasifikovanih kao KIN, lezije manje povrSine imale su
bazalnu MCMS5 distribuciju, dok su vece imale difuznu, ali su promene sa najve¢om
povrSinom imale suprabazalno rasporedene MCMS5 pozitivne ¢éelije. Statisticka analiza
nije pokazala znacajnu razliku, tj.korelaciju distribucije MCMS5 kod KIN lezija. Medutim,
u slucaju grupisanja sluc¢ajeva sa difuznom distribucijom, u odnosu na ostale forme
distribucije (ne-difuzno), promene manje povrSine imale su u veéem broju ne-difuzno
rasporedne celije, dok je kod lezija vece povrSine uocena difuzna distribucija u ve¢em
broju slucajeva. Statisticki, utvrdena je razlika i korelacija distribucije prema povrSini
KIN lezija. Nema studija u kojima je na ovaj nacin analizirana distribucija MCMS5
proliferativnog markera kod neoplazmi ograni¢enih na epiderm u kozi ili epitel u drugim
organima.

Kada je procenjivan obim ekspresije MCMS5, uoceno je da je najveci broj AK (62
— 68.1%) imao manje od 50% MCMS pozitivnih ¢elija, a da su gotovo svi slulajevi BD
(49 — 98.0%) imali preko 50%. U sluc¢aju SCC neznatno veéi broj (101 — 58.0%) je imao
visSe od 50%. StatistiCkom analizom utvrdena je znaCajna razlika u ovom obimu
ekspresije izmedu AK, BD i SCC. I u radu Freeman 1 saradnika, broj pozitivnih ¢elija bio
je znacajno veci kod BD 1 SCC, nego kod (Freeman i sar., 1999).U studiji Liu i saradnika,
procenat pozitivnih MCMS5 ¢elija kod BD bio je 83.8%. Takode, utvrdena je statisticki
znacajna razlika u ekspresiji MCMS5 izmedu BD i1 BP, uz zaklju¢ak da MCMS protein

predstavlja koristan marker proliferacije u kozi (Liu i sar., 2007).0Osim u lezijama koze,
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ekspresija MCMS ispitivana je i u drugim organima. U radu Ayaru i saradnika, u
normalnom, benignom i malignom biliarnom i pankreaticnom tkivu, ekspresija je bila je
ekstremno niska u normalnom pankreaticnom i bilijarnom tkivu, a znafajno visa u
malignom tkivu, statisticki znacajno razli¢ita (Ayary i sar., 2008). U radu Gakiopoulou,
ispitivana je ekspresija MCMS5 kod 43 kancera ovarijuma niskog malignog potencijala i
85 adenokarcinoma. Ekspresija je izraZzavana kao procenat pozitivnih ¢elija (LI) u odnosu
na ukupan broj izbrojanih tumorskih ¢elija u preparatu (oko 1000). LI MCMS5 je bio
znacajnije veéi kod adenokarcinoma u odnosu na tumore nizeg stepena maligniteta.
(Gokiopoulou i sar., 2007). U studiji Ferenc i saradnika ispitivana je ekspresija MCMS5 na
TMA uzorku kod 32 dezmoidnih tumora. Slucajevi su karakerisani kao pozitivni ukoliko
je bilo preko 5% pozitivnih ¢elija. Pozitivnost se izrazavala kso procenat pozitivnih ¢elija,
LI, odnos pozitivnih ¢elija u odnsou na ukupan broj ¢elija izbrojan kod svakog slucaja in
10 high-power fields na uveli¢anju 40x. Prema nithovim rezultatima MCMS5 ekspresija
nije uoCena ni kod jednog tumora ukazuju¢i na nisku mitotsku aktivnost dezmoidnih
tumorskoh celija, s obzirom da je dezmoid-type fibromatoza klonalna proliferacija
dubokog mekog tkiva koja se karakteriSe infiltrativnim rastom i tendencijom ka lokalnoj
rekurenciji, ali ne i sposobnosti metastaziranja (Ferenc 1 sar., 2010). U radu Guida 1
saradnika uocena je povecana ekspresija MCMS proteina u anaplasticnom tiroidnom
kanceru za razliku od normalnog tireoidnog tkiva i papilarnog tireoidnog kancera (Guida i
sar., 2005). Williams i saradnici koristili su imunofluoromerticni esej za detektovanje
nivoa MCMS5 u ¢elijama izolovanim iz gastricnog aspirata kod 40 pacijenata nakon
gastroskopije u sluCajevima suspektinih ili potvrdenih ezofagealnih karcinoma ili
simptoma dispepsije. Ovim testom su, sa visokom specificno$¢u i senzitivnoscu,
razlikovani pacijenti sa ili bez kancera, s obzirom da je uoc¢ena povisSena vrednost MCM5
u gastricnom aspiratu, kod pacijenata sa ezofagealnim kancerom. Imajucéi u vidu razliku u
nivou MCMS u sluc¢aju malingne i nemaligne (benigne) bolesti utvrdenu u ovoj studiji,
zakljuceno je da je ovim nac¢inom moguce detektovati i male lezije u ranom stadijumu
SCC ezofagusa, tj. da je u tom smislu moguée koristiti MCMS5 proteina, ali da je
neophodan veci broj slucajeva radi determinacije da li se ovaj test moze koristiti kao
dijagnosticki skrining test za detekciju ranih, izle€ivih tumora (Williams i sar., 2004). U
radu Mukherjee i saradnika ispitivana je MCMS pozitivnost u uzorcima cervikalnog brisa
kod zena koje su rutinski pregledane (404) i koje su kontrolisane jer su prethodno imale
SCC (51). Od 404 Zena nalaz cervikalnog brisa pokazao je pozitivnost u 16 slucajeva, a

potom je histopatolSki potvrdeno da kod svakog od ovih slucajeva postoji maligna
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transformacija (neoplazma) i to u 6 sluajeva CIN1-3, u jednom slucaju adenokacinom,
kod 9 slulajeva SCC. Sa druge strane, kod 51 Zene koje su primarno imale SCC, 40 je bilo
MCMS negativno, dok je u 3 slucaja histoloski potvrden SCC. Senzitivnost i specificnost
imunohistohemisjkog MCMS5 testa bila je visoka, bez lazno negativnih rezultata,
dokazujuéi korisnost MCM imunohistohemije kao znacajne tehnike za dijagnostikovanje
cervikalnih kancera ali 1 pre-kancerskih stanja (Mukherjee i sar., 2007).

Kod promena klasifikvanih kao KIN, broj pozitivnih ¢elija rastao je od KIN1 ka
KIN3. Vise sluc¢ajeva KIN1 (41 — 82.0%), u nesto manim broju KIN2 (21 — 52.5%) su
imali su manje od od 1/2 pozitivnih ¢elija, dok su gotovo sve promene KIN 3 imale vise
od 50% pozitivnih ¢elija (50 — 98.0%). I lezije grupisane na one kod kojih je do 2/3
epiderma zahvacéeno neoplasti¢nim ¢elijama (KIN1+KIN2) imale su procentualno najvise
lezija sa manje od 50% pozitivnih ¢elija (62 — 68.9%), a samo 1 KIN3 lezija (2.0%) je
imunopozitivnost manje od 50% celija. U oba slucaja, utvrdena je statisticki znacajna
razlika u ekspresiji MCM 5 kod KIN lezija. Ovakav rezultat potvrduje da je obim
ekspresija MCMS5 koristan za diferenciranje 1 gradaciju KIN lezija, kao i MCM2.
Davidson i saradnici ispitivali su ekspresiju MCMS5 u VIN lezijama (3 VINI, 8 VIN2 i 20
VIN3) kao i u normalnom epitelu (6). Pozitivnost je su izrazavana kao procenat
pozitivnih ¢elija u odnsou na 1000 ¢elija u tri vidna polja. Procenat MCMS5 pozitivnih
¢elija rastao je 1 u ovom slucaju rastao od VIN1 ka VIN 3 lezijama (44.2%, 85.1% i
94.1%) 1 uocena je statisticki znacajna razlika u ekspresiji MCMS5 proteina uz zakljucak
da je eskpresiju ovog proteina moguce koristiti za bolju dijagnostiku VIN (Davidson i
sar., 2003). Sli¢no, Murphy 1 saradnici ispitivali su ekspresiju MCMS5 u CIN lezijama i
utvrdili linearnu korelaciju ekspresije ovog proteina i gradusa displazije (Murphy i sar.,
2005).

Kada je procenjivan obim ekspresije kod SCC razliCitog stepena Celijske
diferetovanosti broj MCMS5 pozitivnih ¢elija je rastao sa povecanjem gradusa tj.
smanjanjem diferentovanosti tumora. Manje od 2 pozitivnih ¢elija imalo je 49 — 84%
dobro diferentovanih tumora. Tumori slabije i veoma loSe diferentovani imali su u ve¢em
broju vise od 50% pozitivnih ¢éelija (41 — 70.7% vs 51 — 87.9%). Visoko statisticki
znaCajna razlika u eskpresiji MCMS5 markera proliferacije, izmedu SCC razli¢itog
gradusa potvrduje da kod slabije direrentovanih tumora postoji nalazi veci broj ¢elija u
procesu proliferacije, i da MCMS5 moze biti od koristi u dodatnom IHH odredivanju
gradusa SCC, kao i u sluc¢aju MCM2 proteina. I u radu Freeman i saradnika, kod kojih je
ispitivana ekspresija MCMS5 proteina kod 13 SCC razlic¢itog gradusa, utvrdeno je
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povecanje ekspesije ovog proteina od dobro, preko srednje do slabo diferentovanih
tumora (Freeman i sar., 1999). U studiji Liu 1 saradnika, umereno i slabo diferentovani
tumori imali su sliénu ucestalost MCMS5 pozitivnih ¢elija, dok je kod dobro
diferentovanih procenat bio manji. Izrazena numericki, ekspresija MCMS5 pozitivnih
¢elija iznosila je 63.5% kod dobro diferentovanih, 77.5% kod umereno diferentovanih, a
79.8% slabo diferentovanih SCC (Liu i sar., 2007).0sim u kozi ekspresija MCMS5 u
odnosu na gradus tumora ispitivana je i u drugim organima. U studiji Gakiopoulou i
saradnika, ispitivana je ekspresija ovog proteina kod 43 kancera ovarijuma niskog
malignog potencijala i 85 adenokarcinoma. Adenokarcinomi su bili stratifikovani prema
gradusu tumora i ekspresija je, kao i u slu€aju nasih rezultata, bila veca kod tumora veéeg
gradusa tj.losije diferentovanih tumora (Gakiopoulou i sar., 2007). U studiji Gigantis i
saradnika, rezultati nisu bili identi¢ni kao i nasoj. Ispitivano 96 kolorektalnih kancera,
ekspresija je bila izrazavana kao LI, procenat pozitivnih ¢elija (odnos pozitivnih u odnosu
na minimum 1000 ¢elija po jednom slucaju). Tumori su prema hisoloSkom gradusu bili
podeljeni na dobro, srednje i slabo-diferentovane, a takode gradirani prema Dukes
klasifikaciji na A, B, C i D grupu. Prema njihovim rezultatima nije bilo znacajne
korelacije u ekspresiji ovog proteina u odnosu na sa Dukes stadijum i histoloski gradus
kolorektalnih kancera (Giaginis 1 sar., 2009)

U sluc¢aju procene dimenzija tumora, SCC precnika do i preko 20 mm, veéi broj
slu¢ajeva imao je vise od 50% pozitivnih Celija, pa statsitika analiza nije pokazala
znaCajnost. Nema publikovanih studija sa analizom MCMS5 ekspresije u odnosu na
dimenzije tumora.

U eskpresiji MCMS5 proteina kod tumora razli¢ite debljine, iako je veéi broj
tumora debljine do 2 mm imao manje od 50% MCMS pozitivnih ¢elija (12 — 60.0%), a
debljih od 2 mm viSe od 50% (93 — 60.4%), statsisticka analiza nije pokazala znacajnu
razliku. Kada su koriS¢ene grani¢ne vrednosti 4 mm i 6 mm, deblji tumori su znac¢ajno
cesce pokazivali viSe od 50% pozitivnih ¢elija postoji Sto navodi na zaklju€ak da je donja
granica 4 mm, a posebno 6 mm debljine adekvatnija u proceni agresivnijeg ponasanja.
Nema publikovanih radova sa ovim tipom poredenja MCMS5 ekspresije.

U slucaju rezultata ekspresije MCMS5 prema povrSini SCC, u ovom radu, iako su
tumori manje povrSine ekprimovali manje pozitivnih ¢elija i obrnuto, to nije imalo
statistiCku znacajnost. Ovakav rezultat je drugaciji u odnosu na ekresiju MCM2 proteina
prema ovom tipu procene agresivnije prirode SCC. Ne postoji nijedan rad koji je

analizirao povrSinu SCC u odnosu na MCMS5 ekspresiju, ali razlika uo¢ena za MCM2 i
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MCMS protein moze biti indicator razlika u njihovom uticaju na rast tumora, $to je
potrebno ispitati u ve¢em broju tumora razli¢itog porekla.

U slucaju ispitivanih promena klasifikovanih kao KIN, svi slu¢ajevi KIN3 imali
su visSe od 50% MCMS pozitivnih Celija. Kod ostale dve grupe, broj pozitivnih ¢elija,
rastao je sa porastom povrSine promena. Statistickom proverom uvrdena je znacajna
razlika u ekspresiji MCMS proteina u odnosu na povrSinu KIN1 i KIN2 lezija. Dakle, kod
intraepidermalnih promena, za razliku od invazivnog SCC, ekspresija MCMS5 proteina
korelira sa povrSinom i tipom lezija, §to moZe biti posledica razli¢itih mehanizama rasta
in situ lezija (veéa povrSina) u odnosu na invazivne (veca debljina) uz povecan
proliferativni kapacitet ispoljen preko visSe MCMS5 imunopozitivnosti. Za sada nema
publikovanih radova u kojima je na ovaj nacin ispitivana ekspresija MCMS5
proliferativnog proteina.

Kada je, semikvantitativno procenjivana pozitivnost MCMS5 ¢elija prema
tre¢inama, i kod AK i SCC najveéi broj slucajeva imao je izmedu 33-66% pozitivnih
¢elija, a BD preko 66%. Staistickom analizom, razlika u ekspresiji izmedu ova tri entiteta
bila je visoko znacajna. Sa druge strane, kada je uporedivana grupa intraepidermalnih
lezija u odnosu na invazivhe promene, razlika u ekspresiji nije pokazala statisticki
znacajnu razliku, uz zakljucak da ovaj obim ekspresije MCMS nije koristan za IHH

Kod promena gradiranih kao KIN, iako su i KINI i KIN2 imale najve¢i broj
slucajeva sa 33-66% MCMS pozitivnih ¢elija, njihov broj se smanjivao od 40 — 80.0%
KINT do 18 — 45.0% KIN2. U slucaju KIN3 promena oc¢ekivano, najveci broj slucajeva
imao je preko 66% MCMS pozitivnih Celija. Ova ekspresija MCMS5 proteina, bila je
statisti¢ki znacajno razli¢ita izmedu KIN lezija pojedinacno, kao i kada u bile grupisane
lezije sa zahvatanjem dela epiderma (gde je najveci broj slucejeva 58 — 64.4% imao
izmedu 33-66%,) u odnosu na KIN3 koje su nejées¢e imale preko 66% (45 — 88.2%).
Ovakav rezultat je u skladu sa rezultatima MCM2 proteina, §to ukazuje da je ekspresija
oba proliferativna markera i u ovom obimu moze biti od znacaja za gradiranje ovih lezija.

U proceni obima ekspresijie MCMS5 pozitivnih ¢elija prema stepenu
diferentivanosti SCC, broj pozitivnih ¢elija rastao je sa porastom gradusa tumora, pa su
dobro diferentovani SCC najées¢e imali manje od 33% pozitivnih ¢elija (32 — 55.2%),
umereno diferentovani od 33-66% (27 — 46.6%), a slabo diferentovani preko 66%
pozitivnih ¢elija. Ovakav rezultat, identican kao i kod MCM2 proteina, u kome ekspresija
markera proliferacije korelira sa loSijjom diferencijacijom SCC u skladu je povecanim

proliferativnim kapacitetom slabije diferentovanih tumora.
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U slucaju obima ekspresije 1 dimenzija tumora, SCC pre¢nika do i preko 20 mm, u
obe grupe bilo je vise tumora sa vise od 66% pozitivnih MCMS5 ¢elija (34 — 48.6% vs 27
— 58.7%) 1 razlika nije bila statisticki znacajna, tako da ekspresija MCMS5, ni u ovom
obimu ne korelira sa veli¢cinom SCC, kao prognosticki parametrom.

Kod grupisanja tumora prema debljini i proceni ekspresije MCMS, bilo je tri
grupe tumora sa granicama 2 mm, 4 mm i 6 mm. Prema rezultatima, statistickom
analizom ni u jednoj od grupa nije utvrdena znacajan razlika u ekspresiji MCMS5 proteina
kod tumora razlilite debljine, za razliku od podele tumora sa grani¢nom vredno$cu
pozitivnih  ¢elija 50%, Sto govori 1 da metoda semikvantitativne procene
imunopozitivnosti uti¢e na upotrebljivost dobijenih rezultata u proceni agresivnosti SCC.

U proceni obima ekspresije MCMS5 semikvantitativno prema tre¢inama, u odnosu
na povrSinu SCC kao eventualnog pokazatelja faktora agresivnosti, tumori najmanje
povrsine imali su od 33-66% pozitivnih ¢elija, a najveée povrsine vise od 66% pozitivnih
MCMS ¢elija. Satisticka analiza pokazala je znacajnu razliku u ekspesiji MCMS5 prema
povrsini SCC. U slucaju procene ovog obima ekspresije MCMS5 u odnosu na lezije
klasifikovane kao KIN, u odnosu na povrsinu, promene najmanje vrednosti povrSine
imale su 33-66% pozitivnih ¢elija, KIN lezije ve¢om vrednoscu povrSine manje od 33%
pozitivnih ¢elija, dok su slucajevi lezije sa najve¢om vrednos$¢u povrSine imale vise od
66% MCMS pozitivnih Celija 1 razlika mezu njima bila je satisticki znacajna. Dakle,
grani¢ne vrednosti od 66% su bolje korelirale sa povrSinom tumora od podele na nivou
50% pozitivnih ¢elija. Budu¢i da ne postoji nijedna studija koja je analizirala povrSinu
tumora u odnosu na MCM5 ekspresiju, neophodno je dalje ispitivanje u cilju utvrdivanja

znacaja ovog odnosa za ponasanje tumora razli¢itih lokalizacija.
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Procenom distribucije pozitivnih ¢elija, uocen je isti obrazac kao i kod prethodna
dva proteina. Naime, kod AK, dominirana je bazalna distribucija pozitivnih ¢éelija (63 —
69.2%), kod BD difuzna (43 — 86.0%), dok je kod SCC bila gotovo podjenako
zastupljenja periferna (91 — 52.3%) 1 difuzna distribucija (83 — 47.7%), bez centralne
distribucije. Statistickom analizom utvrdena je visoko znacajna razlika izmedu pomenutih
dijagnoza, kao i kada su grupisane AK i BD kao intraepidermalne lezije u odnosu na
SCC. Kada su analizirani slu¢ajevi sa difuznom distribucijom u odnosu na sve ostale (ne-
difuzno), razlika izmedu pojedinacnih entiteta (AK, DB i SCC) je idalje postojala, ali nije
bila znacajna izmedu grupe intraepidermalnih promena u odnosu na invazivne forme,
identi¢no kao i u slu¢aju MCM2 i MCMS proteina.

MCM?7 do sada nije ispitivan u keratinocitnim tumorima koze, ali jeste u
melanocitnim lezijama gde nije ustanovljeno postojanje razlike izmedu uobicajenih i
displasti¢nih nevusa, i malignog melanoma (Gambichler i sar., 2009). U slucaju
skvamocelularnih lezija drugih tkiva, Tamura i saradnici ispitivali su ekspresiju MCM7
kod oralne displazije i oralnog SCC (OSCC). Analizirano je 10 neizmenjenih oralnih
epitela, 50 displazija i 113 OSCC. U neizmenjenom epitelu pozitivne celije bile su
ograni¢ene na bazalni i suprabazalni slojev, dok su se kod displazije pozitine celije
nalazile u bazalnom i spiniznom sloju. Kod OSCC bila je zastupnjena periferna ili
nespecificna distribucija ovog proteina (Tamura i sar., 2010). U radu Padmanabhan i
saradnika procenjivana je ekspresija MCM?7 u tkivu prostate i to benignom epitelu,
intraepitelnoj neoplazmi prostate (engl. prostate intraepithelial neoplasia, PIN) i
adenokarcinomu. Rezulati su pokazali veéu ekspresiju MCM7 u bazalnim celijama
benignog epitela, PIN i epitelijalnim tumorskim ¢elijama adenocarcinoma, ali ne i u
benignim luminalnim epitelijalnim ¢elijama. Na osnovu ovakvog nalaza zakljuceno je da
MCM?7 moze predstavljati dobar diskriminatorni marker proliferacije izmedu benignog
epitela, PIN i invazivnog adenokacinoma (Padmanabhani i sar., 2004).

I u ovoj kategoriji, identi¢no kao i1 u slucaju prethodna dva proteina, kod KINTI i
KIN2 dominirala je bazalna distribucija, ali opadaju¢em procentu slucajeva (41 — 82.0%)
vs (22 — 55.0%), dok je kod KIN3 lezija difuzna distribucija bila dominantno zastupljena,
kod najveceg broja lezija (45 — 88.2%). Kada su grupisane KIN1+KIN2 i u ovoj grupi,
najvedi broj slucajeva imao je bazalnu distribuciju MCM?7 pozitivnih ¢elija (22 — 55.0%),
za razliku od difuzne kod KIN3 (45 — 88.2%) Statistickom analizom, utvdena je visoko
znacajna razlika u distribuciji MCM7 pozitivnih ¢elija izmedu KIN lezija pojedinacno,

kao 1 izmedu lezija koje su zahvatale 2/3 epiderma (KIN1+KIN2) u odnosu na one sa
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pozitivnim ¢eijama u ¢itavom epidermu (KIN3). I u slucaju grupisanja KIN lezija na one
sa difuznom u odnosu na sve ostale (ne-difuzna distribucija), razlika je bila statisticki
veoma znacajna, kao i poredenjem onih KIN koje nisu zahvatale Citav epiderm i in situ
lezija. Dakle, koriste¢i rezultate distribucije MCM?7, a posebno uzevs$i u obzir da su
identi¢ni rezultati dobijeni 1 u slu€aju MCM2 i1 5 ptoteina, moZzemo da kazemo da
distribucija MCM proteina korelira sa morfoloskim karakteristikama intreepidermalnih
keratinocitnih neoplasti¢nih lezija i da moze biti od koristi za njihovu dopunsku IHH
dijagnostiku. Freeman i saradnici su uocili da je ekspresija kod normalnog cervikalnog
epitela ogranicena na bazalni (proliferativni) sloj, a odsutna kod terminalno diferenciranih
keratinocita u superficijalnim slojevima (Freeman 1 sar., 1999). Sa druge strane, kod
premaligne cervikalne intraepitelijalne neoplazije (CIN) proliferativni Celijski slojevi su
se povecavaju sa ve¢im histoloskim gradusom, $to je dovelo do pojave MCM7 pozitivnih
¢elija u povrsinjim slojevima lezija (Freeman i sar., 1999). U radu Kreuter i saradnika
ispitivana je eskpresija MCM?7 proteina kod analne intraepitalijalne neoplazije (AIN) u
cilju rane dijadnostike AIN i prevencije razvoja analnog kancera kod 49 HIV pozitivnih
pacijenata. Ispitivana je ekspresija MCM7 (pored MCM3, MCM4, MCM6) u
normalnoj/neizmenjenoj mukozi, i analnoj displaziji niskog i visokog gradusa. AIN je
histoloski gradirana u 3 grupe razli¢itog stepena maligniteta (ograni¢eno na donju tre¢inu,
donje dve trecine i ¢itavom deljinom epitela. AIN 1 je oznacena kao displazija niskog
stepena maligniteta (low-grade), a AIN2-3 analna displazija visokog stepana maligniteta
(high-grade). Ekspresija je procenjivana kvantitativno kao procenat pozitivnih ¢elija u
odnsou na ukupan broj ¢elija u vidnom polju. Odredivana je senzitivnost i specificnost, a
procenat pozitivnih ¢elija rangiran kao 25%, 50% 1 75% imunopozitivnih celija.
Ispitivano je 49 uzoraka (8 AIN1, 10 AIN2 i 14 AIN3). U sluc¢aju normalne mukoze
MCM7 pozitivne ¢elije bile su ograni¢ene na bazalni sloj. Progresijom lezija odlezija
nizeg ka viSem gradusu, tj. stepenu maligiteta, MCM7 ekspresija se povecavala od
bazalnog, preko srednjih do superficijalnih (povrsnih) slojeva, a znaCajna statisticka
razlika u ekspresiji utvrdena je izmedu normalne mukoze i AIN1, normalne mukoze i
AIN2-3, kao 1 izmedu AIN1 i AIN2-3 i zakljuceno ja da je MCM7 protein dobar IHH
marker za dodatnu dijagnstiku analne displazije visokog stepena maligniteta (Kreuter i
sar., 2009).

U ovoj studiji, distribucija MCM?7 proteina menjala se u odnosu na stepen
diferentovanosti SCC od periferne kod dobro diferentovanih tumora (53 — 91.4%), do
difuzne kod slabo diferentovanih SCC (49 — 84.5%), dok je podjednak broj srednje
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diferentovanih tumora pokazao perifernu i difuznu distribuciju (29 — 50%). Statisticki
znacajna razlika u distribuciji u odnosu na stepen diferentovanosti SCC, kao 1 poredenjem
dobro i srednje diferentovanih tumora u odnosu na slabo diferentovane, ukazuje da se
distribucija MCM?7, koja se menja sa stepenom diferentovanosti tumora, samim tim sa
agresivnim ponaSanjem i invazivno$¢u tumora, u tom smislu moze koristiti u dodatnoj
IHH analizi, kod morfoloski nedovoljno jasnih lezija, i da ju je, stoga, moguce koristiti u
proceni bioloskog ponasanja tumora. Uz to, ¢injenica da su rezultati distribucije u odnosu
na diferentovanost tumora identi¢ni kao i kod MCM2 i MCMS5, dodatno potvrduje znacaj
MCM proteina kao novih (znacajnih) biomarkera u procenjivanju ove vrste tumora. Samo
u jednom radu do sada, Timura i saradnici ispitivali su eskpresiju MCM7 u odnosu na
gradus tumora i to kod 113 oralnih SCC (OSCC). Kod dobro i srednje diferentovanih
OSCC distribucija MCM?7 dominirala je u perifernim delovima tumora, dok kod slabo
diferentovanih tumora nije bilo specificne distribucije pozitivnih ¢elija (Timura 1 sar.,
2010).

Kao i u slu¢aju MCM2 i MCMS, dimenzije tumora nisu bile u korelaciji sa
distribucijom MCM?7. Iako su tumori manjih dimenzija u ve¢em broju slucajeva imali
perifernu (62 — 56.4%), a veci difuznu (48 — 43.6%) distribuciju pozitivnih ¢Celija razlika
nije bila statisticki znaCajna. Do sada nema publikovanih radova koji bi poredili
dimenzije tumora i MCM7 distribuciju.

U slucaju procene distribucije MCM?7 proteina kod invazivnih SCC razlicite
debljine, tumori debljine do 2 mm imali su dominantno periferno rasporedene MCM7
pozitivne ¢elije (20 — 65%), dok je medu debljim tumorima gotovo podjednak broj imao
perifernu 1 difuznu distribuciju (78 — 50.6% vs 76 — 49.4%). Kako nije potvrdena
statistiCki znacajna razlika u distribucija MCM?7, granica od 2 mm u debljini SCC ne
korelira dobro sa ekspresijom MCM proteina kao proliferativnih markera. Za razliku od
toga, kada je granica debljine SCC bila 4 mm i 6 mm, u oba slucaja tanji tumori pokazali
su u vecem broju slucajeva perifernu distribucijiu MCM 7 (u prvoj grupi 57 — 67.1%, u
drugoj 77 — 59.2%), a tumori deblji od 4 i 6 mm dominantno difuznu (prva grupa 55 —
61.8, druga 30 — 68.2%). Takode, u oba slucaja, utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika u
distribuciji MCM7 u odnosu na debljinu SCC. U tom smislu, moZemo re¢i da postoji
korelacija distribucije MCM7 1 SCC debljine 4 mm 1 viSe. Ni za ova poredenja nema
literaturnih podataka.

Procenom distribucije MCM7 prema povrsini tumora, uoceno je da SCC manje

povrSine imaju perifernu, a tumori vece difuznu distribuciju MCM7 pozitivnih Celija.
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Statisticki znacajna razlika ukazuje da postoji korelacija distribucije MCM7 pozitivnih
¢elija 1 povrSine tumora. Za sada nema publikovanih radova u kojim je radeno sli¢no
istrazivanje u tumorskom tkivu.

I u slucaju intraepidermalnih lezija klasifikovanih kao KIN postojala je razlika u
distribuciji MCM?7 pozitivnih Celija prema povrSini lezija. Distribucija se menjala od
bazalne kod promena najmanje povrsine, preko suprabazalne kako su vrednosti povrSine
bivale vece, do difuzne kod KIN lezija najvece povrsine. Razlika je bila visoko statisticki
znacajna, ukazujuci da postoji korelacija distribucije MCM7 pozitivnih ¢elija, dakle ¢elija
koje su u proliferaciji i povrSine KIN. Grupisanjem promena na one sa ne-difuznom i
difuzom distribucijom MCM7 pozitivnih ¢éelija, promene manje povrSine imale su cesce
ne-difuznu distribuciju MCM?7 1 obrnuto. Statisti¢ki uvrdena visoko znacajna razlika i
korelacija distribucije prema povrsini KIN takode govori u prilog povrsine KIN lezija kao
potencijalnog prognostickog parametara kod ove vrste keratinocitnih neoplazmi.
Medutim, kada su grupusani KINI i KIN2, lezije sa bazalnom i difuzom distribucijom
MCM?7 bile su slicnih vrednosti povrSine, dok je kod promena vece povrSine
najzastupljenija bila suprabazana distribucija. Statistickom analizom nije utvrdena
znacajna razlika u distribuciji, ¢ak ni kada su grupisane KIN1 i KIN2 lezije sa difuznom u
odnosu na ostale tipove distribucije. Ni kog in situ lezija (KIN3), kod kojih su slucajevi
vece povrsine imal difuznu, a manje suprabzalnu distribuciju, nije utvrdena korelacija,
¢ak ni medu grupama sa difuznom i ne-difuzmom distribucijom. Ne postoji nijedan rad u
kome je MCM?7 ekspresija poredena sa preinvazivnim lezije razli¢itog gradusa, bilo kog
epitela.

Semikvantitativnim odredivanjem stepena ekspresije MCM?7 proteina, uoceno je
viSe AK koje su imale manje od polovine MCM7 pozitivnih ¢elija (54 — 59.3%).
Ekspresija je bila sasvim drugacija kod BD, gde je samo jedan sluaj imao manje od
polovine pozitivnih ¢elija. U slu¢aju SCC, u gotovo istom broju tumori su imali manie i
viSe od 50% pozitivnih ¢elija (85 — 48.9% vs 89 — 51.1%). Satisticki znacajna razlika u
obimu ekspresije ovog proteina izmedu histoloski razli¢itih tipova neoplasti¢no
transformisanih  keratinoicitnih lezija, ukazuje na korelaciju ekspresije ovog
proliferativnog proteina i tipa neoplazme. Medutim, u sluc¢aju procene ekspresije kod
lezija ogranicenih na epiderm (AK i BD) u odnosu na invazivne tumore, u oba slucaja,
ekspresija MCM7 proteina bila je kod vise od 50% kod veceg broja lezija, a razlika nije
bila statisti¢ki znacjana. Potpuno isti rezultat MCM2 i MCMS proteina definitivno

potvrduje zaklucak da ekspresija ovih proliferativnih proteina, u ovom obimu ima znacaja
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za IHH diferenciranje razli¢itih histoloskih tipova keratinocitnih neoplazmi, ali ne i
intreepidermalnih lezija u odnosu na invazivnhu formu tumora. Od drugih kutanih
neoplazmi, sli¢no istrazivanje radili su Gembichler i saradnici ispitujuéi ekspresiju
MCMY7 proteina (uz MCM4 i MCM6) u karcinomu Merkelovih ¢elija (MCC) u odnosu na
melanom (MM). Istrazivanje je radeno na vrlo malom broju (8 sluc¢ajeva) oba tumora.
Nuklearna pozitivnost je smatrana pozitivnim rezultatom, a obim ekspresije odredivan je
kao procenat pozitivnih ¢elija u odnosu na ukupan broj ¢elija na odredenom vidnom
polju. Prema njihovim rezultatima, eskpresija MCM7 bila je duplo ve¢a u tumorskim
¢elijama MCC u odnosu na MM 1 razlika je bila statisticki znacajna ukazujuci na veci
proliferativni kapacitet MCC kao neuroendokrinog karcinoma koze (Gambichler i sar.,
2009). Takode, isti autor ispitivao je ekspresiju MCM?7 proteina u T-Celijskim
limfoproliferativnim oboljenjima, kod 14 pacijenata sa parapsorijazom u plakovima (PP),
17 pacijenata sa Mycosis fungoides (MF) i1 8 pacijenata sa CD30-pozitivnom
limfomatoidnom papulozom (LyP). Ekspresija je odredivana kvantitativno, kao procenat
pozitivnih limfocita (nukleusa) u odnosu na ukupan broj limfocita u odredenom vidnom
polju. I prema njihovim rezultatima postojala je znacajna razlika u ekspresiji MCM?7
pozitivnih ¢elija u odnsou na histopatolosku dijagnozu, na taj nacin Sto je ekspresija je
bila ve¢a kod MF i1 LyP u odnosu na PP, dakle lezije ve¢eg malignog potencijala, uz
zaklju¢ak da MCM7 moze biti koristan marker u diferencijaciji ove vrste kutanih
maligniteta (Gambichler i sar., 2008). Sa druge strane, u drugom radu Gambicher i
saradnika ispitivana je ekspresija MCM7 proteina, u melanocitnim kutanim lezijama, kod
benignih melanocitnih nevusa (37), displastiénih nevusa (25) i suprficijalno Sireceg
melanoma (58). Ekspresija MCM?7 je procenivana kao pozitivno nuklearno bojenje, a
odredivana kvantitativno, kao procenat pozitivnih ¢elija (melanocita) na vidnom polju, u
odnosu na ukupan broj pozitivnih ¢elija. Statistickom analizom, nije utvrdena znacajna
rezlika u ekspresiji ovog proteina u odnosu na razliite histopatoloSke dijagnoze
melanocitnih lezija. Prema njihovim rezultatima IHH procenom MCM?7 ekspresija nema
zna¢aja u diferecijalnoj dijagnozi kutanih melanocitnih lezija (Gambichler 2009). U
slu¢aju drugih skvamocelularnih lezija, Tamura i saradnici ispitivali su ekspresiju MCM7
kod oralne displazije i oralnog SCC (OSCC). Analizirano je 10 neizmenjenih oralnih
epitela, 50 displazija i 113 OSCC. Procenat pozitivnih ¢elija odredivan je kao LI, odnost
pozitivnih (nukleusa) ¢elija u odnosu na minimum 1000 ¢elija u vidnom polju. Procenat
pozitivnih ¢elija je rastao od normalnog epitela (29.2% srednji LI), preko displazije

(32.2%) do OSCC (51.1%). Razlika je bila statisticki znacajna, utvdena izmedu displazije
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1 OSCC (Tamura i sar., 2010). U radu Padmanabhan i saradnika ispitivana je ekspresija
MCM7 epitelnim ¢elijama benignog tkiva prostate, intraepitelialne neoplazme prostate
(PIN) i epitelialnim ¢elijama adenokarcinoma, a izrazavana kao proliferacioni indeks (PI),
procenat ¢elija sa pozitivnim nukleusom (broj pozitivnih ¢elija u odnsou na minimum 200
¢elija). Vrednost PI je progresivno rasla od benignog luminalnog epitela, preko ne-
bazalnog epitela PIN do invazivnog kancera i razlika je bila satisticki znacajna. U tom
smislu MCM7 predstavlja marker proliferacije koji moze sluziti za dodatno razlikovanje
epitela benigne prostate, PIN i adenokarcinoma (Padmanabhan i sar., 2004). U studiji
Facoetti i1 saradnika procenjivana je ekspresija MCM?7 proteina kod 15 glioblastoma.
Glioblastomi su bili podeljeni u dve citoloske grupe (sitnocelijski i pleomorfnih ¢éelija).
MCM7 pozitivnost je izrazavana kao LI, procenat pozitivnih (nukleusa) ¢elija u odnosu
na ukupan broj ¢elija u vidnom polju (40x). Oni su utvrdili statisticki znacajnu razliku u
ekspresiji ovog proteina izmedu dve razli¢ite histoloske vrste glioblastoma. Ekspresija
MCM?7 bila je veta kod sitnocelijskih glioblasoma  (glioblastomi koji pokazuju
agresivnije biolosko ponasanje). Takode, utvrdena je je znacajnije veca MCM?7 ekspresija
kod sitnocelijskih glioblastoma nego kod oligodendroglioma. Prema njihovim rezultatima
MCM proteini predstavljaju znacajan marker proliferacije, validan i za dijagnozu
cerebralnih glioblastoma (Faconetti i sar., 2006). U radu Fuijoka i saradnika ispitivana je
ekspresija MCM?7 kod adenokarcinoma pluc¢a, dijametra manje od 3 cm, i to 84 non-
bronho-alveolarnih i 16 bronho-alveolarnih karcinoma. Eskpresija je izrazavana kao
procenat pozitivnih ¢elija tj. odnos pozitivnih u odnosu na minimum 1000 Ccelija.
Ekspresija MCM?7 bila je znacajno veca kod ne-bronhoalveolarnih tumora, ukazujuéi da
ovaj histopatoloski tip ima veci potencijal proliferacije i agresivnosti (Fuijoka i sar.,
2009). U radu Toyokawa i saradnika ispitivana je eskpresija MCM?7 proteina u
normalnom tkivu ina TMN uzorku kod 331 pacijenata sa ne-sitnocelijskim kancerom
pluéa (NSCLC). U normalnom tkivu pluéa nije bilo ekspresije MCM7. Kod NSCLC
ekspresija je utvrdena kod 61.1% slucajeva. Ekspresija je znacajno korelirala sa
histopatoloskim tipom tumora, a veca ekspresija MCM7 uocena je i u tumorskom tkivu u
odnosu na normalne ¢éelije (Toyokava i sar., 2011). U radu Guida i saradnika utvrdena je
povecana ekspresija MCM7 proteina u anaplasticnom tireoidnom kanceru za razliku od
normalnog tiroidnog tkiva i, manje agresivnog, papilarnog karcinoma Stitaste zlezde
(Guida i sar., 2005). Sa druge strane, prema rezultatima Li i saradnika koji su ispitivali
espresiju MCM?7 proteina kod 212 endometrijalnih karcinoma u odnosu na histoloski tip

(173 endometriumskih i 39 ne-endometrijumskih) nije bilo znacajne korelacije (Li 1 sar.,
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2005). U studiji Ferenc i saradnika ispitivana je ekspresija MCM7 na TMA uzorku kod
20 dezmoidnih tumora. Sluajevi su karakerisani kao pozitivni ukoliko je bilo preko 5%
pozitivnih celija. Pozitivnost je izraZzavana kao procenat pozitivnih ¢elija, LI, odnos
pozitivnih ¢elija u odnsou na ukupan broj ¢elija izbrojan kod svakog slucaja na 10 polja
uveliCanja 40x. Prema nithovim rezultatima MCM?7 ekspresija je uoCena kod 20%
dezmoidnih slucajeva (vise od 5% nuklearnog bojenja u tumoru). Kod ostalih slucajeva
izostala je ekspresija MCM?7 proteina ili je bila uocena kod malog broja celija. Ovako
nizak nivo MCM7 ekspresije moze se objasniti ¢estom niskom mitotskom aktivnséu
dezmoidnih tumorskih ¢elija, obzirom da je dezmoidna fibromatoza klonalna proliferacija
dubokog mekog tkiva koja se karakteriSe infiltrativnim rastom i tendencijom ka lokalnoj
rekurenciji bez sposobnosti metastaziranja (Ferenc i sar., 2010).

U slucaju ekspresije MCM7 kod intraepidermalnih lezija klasifikovanih kao KIN,
KINT1 1 KIN2 lezije imale su viSe slu€ajeva sa manje od polovine pozitivnih ¢éelija (33 —
66.0% vs 21 — 52.5%), ali je taj broj bio neznatno manji u slu¢aju KIN2. Gotovo sve
KIN3 lezije ispoljavale su MCM?7 pozitivnost u vise od 50% ¢elija (50 — 98.0%). Razlika
izmedu svake od pomenutih grupa bila je visoko statistcki znacajna. Takode, znacajna
razlika uoc€ena je i u ekspresiji MCM7 izmedu KIN 1 i KIN3, kao i KIN2 i KIN3, ali nije
utvrdena poredenjem KIN1 i KIN 2. Moze se zakljuciti da ekspresija MCM?7 korelira sa
progresijom intraepidermalnih lezija, posebno viseg gradusa (KIN3). U radu Kreutier i
saradnika, u kome je ispitivana ekspresija MCM7 kod analne intraepitelne neoplazije
(AIN) u cilju rane dijadnostike AIN, koriS¢en je obim ekspresije 25%, 50 1 75%
pozitivnih ¢elija, a odredivana senzitivnost i specificnost. U slucaju granice 25% 1 50%
pozitivnih ¢elija utvrdena je znacajna senzitivnost i specificnost MCM7 proteina u
dijagnostikovanju AIM visokog stepena maligniteta (Kreutier i sar., 2009). U radu
Henderson i saradnika utvrdena je minimalna nuklearna ekspresija anti MCM7 antitela u
normalnom tkivu i CIN I lezijama, a znafajno veca ekspresija (tj. ve¢i broj pozitivnih
¢elija) kod displazije ve¢eg gradusa (CIN II 1 CIN III) (Henderson i sar., 2011).

Semikvantitativno odredivana ekspresija ovog proliferativnog markera se
povecavala sa smanjenjem stepena diferentovanosti, od najveéeg broja kod dobro
diferentovanih SCC sa manje od 50% pozitivnih ¢éelija (50 — 86.2%), preko nesto veéeg
broja srednje diferentovanih SCC sa vise od polovine pozitivnih ¢elija (32 — 55.2%) 1
najvise slabo diferentivanih formi tumora sa vise od polovine pozitivnih celija (49 —
84.5%). Ovakav rezultat u skladu je sa pretpostavkom da dobro diferentovani tumori
imaju manji broj ¢elija u proliferaciji, a samim tim i potencijalno manje agresivan tok.
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Statisticki znacajna razlika izmedu SCC razliCitog stepena agresivnosti ukazuje da
ekspresija MCM 7 proteina korelira sa gradusom i da se moze koristiti kao prognosticki
marker kod invazivnih formi ove vrste tumora. Razlika u ekspresiji u odnosu na
diferentovanost SCC uocena je i u slu¢aju MCM2 i MCMS5. Tamura i saradnici ispitivali
su ekspesiju MCM?7 kod oralnih SCC u odnosu na histolosku diferencijaciju tumora. Kod
47 dobro diferentovanih tumora LI MCM7 bio je 44.0% , kod 46 srednje diferentovanih
53.6%, a kod 20 slabo-diferentovanih 62.3%., a razlika je bila statisticki znacajna.
(Timura 1 sar., 2010).U radu Fuijoka i saradnika ispitivana je ekspresija MCM?7 kod
adenokarcinoma pluca, a veca ekspresija je korelirala sa slabijom diferencijacijom tumora
(Fuijoka 1 sar., 2009). Li i saradnici ispitivali su espresiju MCM7 proteina kod
endometrijalnih karcinoma u odnosu na histoloski gradus tumora kao jedan kod klini¢ko-
patoloskih parametara. Procenat MCM?7 pozitivnih ¢elija bio je manji kod dobro
diferentovanih promena, odnosno ve¢i kod srednje i slabije diferentovanih, a koralacija je
bila statisticki znacajna u odnosu na histoloski gradus tumora (Li i sar., 2005). U studiji
Facoetti 1 saradnika ispitivana je ekspresija MCM?7, kao dijagnostickog tumorskog
markera kod 66 primarnih astrocitoma u odnosu na gradus tumora (Gradus I-IV, WHO).
Prema WHO klasifikaciji tumori su diferencirani na pilociti¢ne astrocitome (PA, gradus
I), difuzne astrocitome (DA, Gradus II), anaplasti¢e astrocitome (AA, gradus III) i
glioblastoma multiforme (GBM, gradus IV). Ekspresija je izrazavana kao LI, tj. procenat
pozitivnih ¢elija u odnsou na 1000 ¢elija po slucaju, u reprezentativnom vidnom polju,
uveli¢anje 40x. Li MCM2 se znacajno povecavao od 2.94% kod PA, 8.37% kod DA,
13.8% AA do 26,6% GBM, a razlika je bila statisti¢ki znacajna. (Facoetti i sar., 2000).

Kao ni u slu¢aju procene ekspresije MCM2 i MCMS5 proteina prema dimenzijama
SCC 1 u slucaju MCM?7, ve¢i broj tumora manjih dimenzija imao je manje od polovine
MCM?7 pozitivnih ¢elija (57 — 51.8%), ali razlika u odnosu na vece tumore nije bila
statistiCki. U radu Timura 1 saradnika ispitivana je ekspresija MCM7 kod oralnih SCC.
lako se LI povecavao sa porastom veli¢ine tumora, takode nije utvrdena statisticki
znacajna razlika, (Tamura i sar., 2010). Suprotno tome, u radu Fuijoka i saradnika kod
adenokarcinoma pluc¢a, tumori su, prema veli€ini, bili podeljeni na dve grupe - manji od 2
cm i grupu vecih od 2 cm. Prema njihovim rezultatima ekspresija MCM7 je korelirala sa
veli¢inom tumora, tj. veci tumori su pokazivali vecu ekspresiju ovog proteina (Fuijoka i
sar., 2009).

Kod SCC tanjih i debljih od 2mm identican broj tumora imao je manje i vise od

50% pozitivnih ¢elija (10 — 50.0%), pa nije utvrdena statisticki znac¢jna razlika. Sa druge
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strane, kada je granica u debljini tumora iznosila 4 mm i 6 mm, u oba slucaja, tanji
tumori su imali manje od polovine pozitivnih ¢elija i obrnuto, a razlika je bila statistiki
znaajna. U kozi, ekspresija MCM7 u odnosu na debljinu lezija, ispitivana je u radu
Gambichler i saradnika, kod 58 superficijalno Sire¢ih melanoma, i to prema Breslow
debljini. Medijana Breslow tumorske debljine iznosila je 0.93 mm (0.1 — 4.6 mm).
Ekspresija MCM7 bila je procenivana kao pozitivno nuklearno bojenje, a odredivana
kvantitativno, kao procenat pozitivnih ¢elija (melanocita) na vidnom polju, u odnosu na
ukupan broj pozitivnih ¢elija. I u njihovom sluc¢aju utvrdena je statisticki znacana razlika
u ekspresiji MCM7 u odnosu na Breslow debljinu (i Clark nivo) (Gamblichler i sar.,
2009).

U slucaju poredenja ekspresije MCM7 prema povrsini SCC, iako su tumori manje
povrsine u ve¢em broju sluc¢ajeva imali manje od 50% pozitivnih ¢elija razlika nije bila
statisti¢ki znacajna. U slu€aju intraepidermalnih lezija, klasifikovanih kao KIN, ekspresija
MCM7 povecavala se sa povecanjem povrsine lezije. Statisticki znacajna razlika ukazala
je da postoji korelacija povrSine ovih vrsta keratinocitnih neoplazmi i proliferativnog
kapaciteta, tj. da je povrSina u ovom slu¢aju moZze biti parametar tumorske agresivnosti.
Ovakav nalaz sugeriSe mogucu povezanost MCM proteina kao proliferativnih markera sa
povrSinom preinvazivnih lezija ali ne i invazivnog planocelularno karcinoma c¢ija
egresivnost se ispoljava ve¢om debljinom koja kotrelira sa obimom MCM?7 ekspresije. Ne
postoje do sada publikovani radovi koji analiziraju broj MCM?7 pozitivnih Celija sa
povrSinom tumora.

Kada je, semikvantitativno procenjivan broj pozitivnth MCM?7 C¢elija prema
tre¢inama, 1 kod AK (70 — 76.9%) i kod SCC (76 — 43.7%) najveci broj slucajeva imao je
izmedu 33-66% pozitivnih celija, dok je kod BD najveéi broj imao preko 66% (44 —
88.0%). Statistickom analizom, razlika u ekspresiji izmedu ova tri entiteta bila je visoko
znacajna.

Procenjivanjem ekspresije MCM?7 proteina semikvantitativno, na ovaj nacin,
medu intraepidermalnim lezijama klasifikovanim kao KIN, najve¢i broj KIN1 i KIN 2
sluc¢ajeva imao je od 33-66% pozitivnih ¢elija, dok je veéina KIN 3 lezija imala preko
66% MCMT7 pozitivnih Celija 45 — 88.2%. Utvrdeno je da postoji statisticki znacajna
razlika u ekspresiji MCM7 medu KIN lezijama, kao i izmedu intraepidermlnih promena
koje zahvataju 2/3 epiderma (KIN1 i KIN2), u odnosu na one sa zahvatanjem citave
debljine epiderma. Dakle, ekspresia MCM7 moze se koristiti kao IHH marker

proliferacije KIN lezija za njihovo gradiranje. Do sada nisu publikovani radovi sa
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analizom preinvazivnih lezija klasifikovanih kao KIN u odnosu na brofMCM?7 pozitivnih
¢elija.

Kao i u slucaju semikavantitativnog odredivanja MCM7 pozitivnih ¢elija prema
polovinama, i u ovom slucaju, ekspresija MCM7 postepeno je rasla sa opadanjem gradusa
SCC. Dakle, dobro diferentovani tumori imali su najvise slucajeva sa manje od 33% ceija
(38 — 65.5%). U istom broju srednje diferentovati tumori imali su 33-66% pozitivnih
¢elija, dok je najveci broj slabo diferentovanih SCC imao preko 66% pozitivnih celija.
Statisticki visoko znacjana razlika ukazala je na korelaciju ekspresije MCM7 proteina u
odnosu na gradus SCC. Tumori nizeg/manjeg gradusa tj. boljeg stepena diferencijacije, a
samim tim i1 manjeg malignog potencijala imali su manji broj ¢elija u proliferaciji
(aktivnom ¢elijskom ciklusu). Za sada nema objavljenih rezultata sa kojima koje bi moglo
vrsiti poredenje.

U sluc¢aju ovog obima ekspresije i dimenzijaSCC, tumori precnika manje i viSe od
20 mm, u obe grupe bilo je najvise tumora sa 33-66% pozitivnih MCM7 ¢elija (49 —
44.5% vs 27 — 42.2%) 1 razlika nije bila statisti¢ki znacajna, tako da ekspresija MCM?7
(proliferacija ¢elija), ni u ovom obimu ne korelira sa veli¢inom SCC, kao prognosticki
faktorom.

U proceni ekspresije MCM?7, na ovaj nacin, kod tumora razlicite debljine, kada je
ta granica bila 2 mm, podjednak broj SCC tanjih od 2 mm imao je manje od jedne trec¢ine
1 od 33-66% pozitivnih Celija. Statistickom analizom nije utvrdena znacajna razlika u
ovom obimu ekspresije MCM?7, identi¢no kao i u slu¢aju MCM2 i MCMS5 proteina.
Medutim kod tumora debljine do i preko 4 mm razlika je bila statisticki znacajna. I u
slucaju SCC debljine do i preko 6 mm najveéi broj slucajeva imao je 33-66% MCM7
pozitivnih celija (56 — 43.1% vs 20 — 45.5%), ali je razlika takode bila statisticki
znacajna. To je drugacije od rezultata kod MCMS5 gde ni u jednoj od grupa nije utvrdena
znacajan razlika u ekspresiji MCMS5 proteina prema tumorima razlilite debljine. S druge
strane, u slucaju ekspresije MCM2 proteina rezultati su u skladu sa dobijenim kod
MCM?7. Sve ovo govori da, iako pokazuju vrlo sli¢an obim ekspresije u svim ispitivanim
lezijama, pojedini pripadnici MCM familije proteina se razlikuju u odnosu na odredene
prognosticke karakteristike SCC. Potrebno je viSe ispitivanje multiplih MCM proteina u
razli¢itim tumorima da bi se ove razlike bolje objasnile, a ve¢ina dosadasnjih radova se
odnosi na ispitivanje samo jednog ili dva MCM proteina u pojedina¢nim tumorima. Nema
publikovanih radova koji su procenjivali obim ekspresije MCM7 u odnosu na debljinu

bilo koje humane neoplazme.
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Kada je procenjivana ekspresija MCM?7 prema tre¢inama u odnosu na povrsinu
tumora kao parametra agresivnosti, tumori vece povrSine imali su veéi procenat
pozitivnih ¢elija i razlika je bila statisticki znac¢ajna (kao i kod MCMS5). Tumori najmanje
povrsine imali su od 33-66% pozitivnih ¢elija, a najveée povrsine vise od 66% pozitivnih
MCMS ¢éelija.

KIN lezije najmanje povrSine imale su 33-66% pozitivnih celija, a najvece
povrsine preko 66% MCM7 pozitivnih ¢elija Uvrdena je statisticki znacajna razlika u
ekspresiji MCM7 u odnosu na povrSinu KIN lezija. Ne postoji nijedan publikovani rad o
odnosu obima MCM?7 ekspresije 1 povrSine tumora, $to predstavlja pogodan parameter za

pracenje rasta tumora koZze.

U ovom istrazivanju, kao jedna od, tj. dodatna metoda za odredivaneje MCM
pozitivnih ¢elija bilo je i kompjutersko prepoznavanje i memorisanje pozitivnih ¢éelija za
koji je koriS¢en specijalizovani kompjuterski program (ili softver), besplatni program za

analizu slike, Fiji (Fiji is just ImagelJ; http://fiji.sc/Fiji) (Schindelin i sar., 2012).

Cilj ovakvog nacina procene tj. preciznog markiranja pozitivnih ¢elija bilo je procena
adekvatnoti pomenutaog pristupa preparatima u svakodnevnoj, rutinskoj imunopatoloskoj
analizi IHH potvrdeno pozitivnih ¢elija za odredeni MCM protein (marker). Takode, ideja
je bila da se proceni i uporedi rezultat dobijen ovim nadinom analize sa rezultatom
pozitivnih ¢elija koji je odreden maualnim brojanjem od strane stru¢nog/obucenog
posmatraa. Na taj nacin, ideja je bila da se oceni adekvatnost, tacnost, tj. stepen
eventualne greske koju kompjuterski sitema pravi iz odrezenih razloga, kao i da se
procene razlozi eventualnih nedostataka pomenute metode, kako bi se na njih moglo u
daljem toku uticati. Pored toga, bilo je od znacaja da se utvrdi da li bi ovo mogao da bude
nacin provere objetivnosti posmatraca, kao, eventulani, kontrolni mehanizam, lak za
koris¢enje, ¢ime bi se moglo brze i jednostavnije do¢i do Zeljenog rezultata, sa Sto

1z rezultata je proisteklo da je stepen odstupanja oko 15%. Takav stepen odstupanja,
sam po sebi 1 nije drasti¢no razli€it, i na osnovu njega moglo bi se zakljuciti da je ovaj
metod procenjivanja broja pozitivnih ¢elija u preparatu adekvatan za upotrebu. Ali,

odredeni tehicki problemi, koji su uoceni u pojedina¢nim slucajevima bitno menjaju
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sveobuhvatan pogled na pomenuti pristup problemu, doprinose drugacijoj analizi i imaju
uticaj na konacan zakljucak. To se odnosilo na pojedinacne slucajeve, kod kojih je
uoceno znacajnije odstupanje u procenjenom broju pozitivnih ¢elija koji je odredivao
posmatra¢ u odnosu na komjuterski sistem. U slu¢aju AK, jedan od ograni¢avajucih
faktora, bilo je nehomogeno jedarno bojenje i intenzitet bojenja kao kriterijum
pozitivnosti; u tri preparata AK, jedra su bila krupnija (viSe su li¢ila na jedra kod SCC)
nego u ostalim AK, pa su u tom slucaju bili odgovaraju¢i parametri zadati sistemu za
SCC. Dakle, postojala je neselektivnost u odnosu na HP dijagnozu. U pet razliitih
analiziranih slucajeva intenzitet jedarnog bojenja, tj. stepen obojenosti nije bio adekvatan,
kao kriterijum pozitivnosti. U sedam slucajeva AK, problem je bilo dodirivanje ¢elija u
preparatu, jer je kompijterski program registrovao grupisane celije, tj. njihova jedra
registrovao kao jedno.

U slucaju preparata SCC, pak, u jednom slucaju, komputerski sistem je zbijena jedra
tumacio kao jednu masu koju je automatski iskljucivao iz analize zbog zadatih parametara
veli¢ine 1 cirkularnosti. Takode, u pet slucajeva, zakljuceno je da je osetljivost programa
velika u odnosu na ljudsko oko, te su markirane i ¢elije koje je ljudsko previdelo. Dalje,
program nije adekvano razlikovao tipove tkiva - endotelne celije nisu bile iskjucene iz
analize, na osnovu veli¢ine i cirkularnosti. Nukleolarno bojenje, kao i intenzitet bojenja
su, takode, predstavljali problem, tj. kompjuterski sitem i ljudsko oko su ih razli¢ito
uocavali 1 tumacili. Takode, treba spomenuti i neselektivnost programa u odnosu na tip
¢elija. Konkretno, limfocite koji su se u preparatu nalazili blizu jedan drugom, program je
on tumacio i registrovao kao kao jednu veéu pozitivhu ¢eliju. Pored toga i1 broj
intraepitelnih limfocita pravio je smetnju u smislu neadekvatnog tumacenja intenziteta
bojenja u odnsou intenzitet koji je postavljen kao kriterijum pozitivnosti.

Iz pomenutih razloga na osnovu rezultata dobijenih u ovom studiji zakljucak je da
automatsko boljene nije adektavan model koji bi mogao da se koristi u rutinskoj praksi,

za procenu imunohistohemijske MCM pozitivnosti u keratinocitnim neoplazmam
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5.ZAKLIJUCCI
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1. Distribucija sva tri ispitivana proteina znaCano se razlikovala u odnosu na
histoloski tip lezije, idu¢i od bazalne kod AK ka difuznoj kod BD, odslikavajuci
proliferativnideo  neoplasticno  transformisanih  keratinocita. ~Semikvantitativnom
procenom ekspresije MCM pozitivnih ¢elija utvrdeno je da se obim ekspresije povecavao
od AK, preko BD do SCC, dakle postojala je i kvantitativna razlika u odnosu na tip lezije.
Ovakav rezultat govori u prilog uloge pomenutih proteina u progresiji in situ lezija. Na
osnovu ovog nalaza moze se zakljuciti da je MCM proteine moguce koristiti u IHH
analizi morfoloski negovoljno jasnih lezija.

I u slucaju invazivne forme SCC, distribucija MCM pozitivnih ¢elija kretala se od
periferne ka difuznoj sa smanjenjem diferencijacije tumorskih ¢elija, odnosno broj MCM
pozitivnih ¢elija povecavao se sa gradusom tumora. Ovakav rezultat potvrduje
pretpostavku da MCM proteini imaju znacajnu ulogu i u progresiji invazivnih
keratinocitnih neoplazmi, kao i da mogu biti od znacaja za procenu agresivnosti SCC i

dodatnu IHH dijagnostiku.

2. U slucajuin situlezija, klasifikovanihkao KIN, difuznadistribucijabila je
uocenacescekod KIN 3, u odnsu na KIN1 i KIN2, a obimekspresijeva rastao je od KIN1
do KIN3. Ovakav nalaza dekvatno odslikava bioloSku prirodu intraepidermalnih lezija

klasifikovanih na ovaj nacini idu¢i u prilog neoplasti¢ne prirode ove vrste promena.

3. Analizom distribucije MCM2, MCM5 i MCM7 u odnosu na prognostic
keparametre SCC, uoceno je da su veéi i deblji tumori imali dominantno difuznu
distribuciju pozitivnih ¢elija, ali je znacajna razlika uo¢ena samo u slucaju kada je granica
debljine tumora iznosila 6 mm. Sli¢na povezanost sa debljinom preko 6 mm utvrdena je 1
za obim ekspresije preko 50% pozitivnih ¢elija. Ovakav nalaz ukazuje na povezanost
difuzne distribucije i povecanog obima ekspresije MCM sa prognostickim

karakteristikama SCC koje ukazuju na agresivnije biolosko ponasanje.

4. I distribucija i semikvantitaivno odreden obim ekspresije MCM proteina dali su
slicne rezultate kada su poredeni sa histopatoloskim tipom lezije i prognostickim
karakteristikama SCC, ali je obim ekspresije uz koriS¢enje granice od 50% dao bolju
povezanost sa ispitivanim parametrima nego kada su 33% 1 66% koris¢ene kao grani¢ne

vrednosti broja pozitivnih ¢elija.

181



Automatsko brojanje ¢elija nije se pokazalo dovoljno pouzdanim za procenu
obima MCM imunopozitivnosti u keratinocitnim intraepidermalnim 1 invazivnim

lezijama.
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SPISAK SKRACENICA:

5FU — 5-fluorouracil

ACC - cisti¢ni adeno karcinom

AcCC - acinic-cell karcinoma

AH — aktini¢ni heilitis

AIDS — sindrom stecene imunodeficijencije (acquired immune deficiency syndrome)
AIN - analna intraepidermalna neoplazija

AK — aktini¢na keratoza (actinic keratosis)

BCC — bazocelularni karcinom (basal cell carcinoma)

BCCEFD - BCC sa folikularnom diferencijacijom

BP - Bowenoidna papuloza

BP — Bowenoid-na papuloza

CC — cornu cutaneum (kozni rog)

Cdc6 — (protein) ciklusa ¢elijske deobe 6 (cell division cycle 6 (protein))
CDKI —inhibitor ciklin zavisne kinase (cyclin dependent kinase inhibitor)
CEPA karcinom ex pleomorfni adenom

CIN — cervikalna intraepitelna neoplazija (cervical intraepithelial neoplasia)
CT- kompjuterizovana tomografija (computed tomography)

DDK- Dbf4-zavisna kinaza (Dbf4-dependent kinase)

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

DSEE - displasti¢nom skvamoznom epitelu ezofagusa

EGFR - receptor epidermalnog faktora rasta (epidermal growth factor receptor)
EQ — Erythroplasia Queyrat

G - pauza (gap)

HAK - hipertrofi¢na aktini¢na keratoza

HGPIN - intraepitelijalna neoplazija visokog gradusa

HIV - virus humane imunodeficijencije (human imunodefficiency virus)
HP — histopatoloski

HPP - hiperplasti¢ne polipe

HPV — humani papilloma virus

IDC 56, DCIS 4, ILC dojka

ISCC — invazivni skvamocelularni karcinom (invasive squamous cell carcinoma)

KIN — keratinocitna intraepidermalna neoplazija (keratinocytic intraepidermal neoplasia)



LAK — lihenoidna aktini¢na keratoza

LGPIN - intraepitelijalna neoplazija niskog gradusa

LI — labelling index

LyP - limfomatoidna papuloza

M - mitoza

MA - melanoakantom

MCM- (protein) odrazavanja minihromozoma (minichromosome maintenance (protein))
MEC - mukoepiermoidni karcinom

MF — mycosis fungoides

MM - melanom

MRI — magnetna rezonanca (magnetic resonance imaging)
NDSEE - nedisplasti¢ni skvamozni epitel ezofagus

NMSC - ne-melanomski tumori koze (non-melanoma skin cancer)
NOM - normalnoj oralnoj mukozi

NSCLC - ne-sitnocelijski karcinom pluca

OED - oralna epitelijalna displazija

OED - oralnoj epidermalnoj displaziji

ORC- kompleks prepoznavanja mesta pocetka replikacije (origin recognition complex)
OSCC - oralni planocelularni karcinom

PA- pleomorfni adenom

PAK — pigmentna aktini¢na keratoza

PCNA- jedarni antigen proliferiSucih €elija (proliferating cell nuclear antigen)
PI - prolifercioni indeks

PIN - prostati¢na intraepitelijalna neoplazija

PLGA - polimorfni adenokarcinom niskog gradusa

pre-IC- pre-inicijalni kompleks (pre-initiation complex)

pre-RC- prereplikativni kompleks (prereplicative complex)

PP - parapsorijaza u plakovima

RFC — replikacioni faktor C (replication factor C)

RPA- replikacioni protein A (replication protein A)

S - sinteza (DNK)

SAPA — reckasti polipi sa abnormalnom proliferacijom

SCC — skvamocelularni karcinom (squamous cell carcinoma)

SCCIS — skvamocelularni karcinom in situ (squamous cell carcinoma in situ)



SPF — zastitni factor od suncevog zracenja (sun protection factor)
TE - trihoepitelioma
UV — ultravioletno

VIN — vulvarna intraepitelna neoplazija
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