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POPIS OZNAKA I KRATICA

AJCC - engl. American Joint Committee on Cancer, Americki zajednicki odbor za rak

AKT — protein-kinaza B

ALM — akrolentiginozni melanom (engl. acral lentiginous melanoma)

ANOVA - analiza varijance (engl. analysis of variance)

ASR — dobno-standardizirana stopa (engl. age-standardized rate)

BAP1 — engl. BRCA1-associated protein 1

BRAF — engl. B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase

CDHI - engl. cadherin 1 (E-kadherin)

CDKN2A - engl. cyclin-dependent kinase inhibitor 2A

c¢DNK — komplementarna deoksiribonukleinska kiselina

CGH — komparativna genomska hibridizacija (engl. comparative genomic hybridization)

CI — interval pouzdanosti (engl. confidence interval)

CTLA-4 — engl. cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4

DAPI — 4',6-diamidino-2-fenilindol

DM - dezmoplasti¢ni melanom (engl. desmoplastic melanoma)

DNK — deoksiribonukleinska kiselina

ECM - izvanstani¢ni matriks (engl. extracellular matrix)

EFS — prezivljenje bez dogadaja (engl. event-free survival)

EIF1AX — engl. eukaryotic translation initiation factor 1A X-linked

EMT - epitelno-mezenhimalna tranzicija (engl. epithelial-mesenchymal transition)

ERK - izvanstani¢no signalno regulirana kinaza (engl. extracellular signal-regulated kinase)

ESMO - engl. European Society for Medical Oncology

FISH — fluorescencijska in situ hibridizacija (engl. fluorescence in situ hybridization)

GAPDH - gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza

GLOBOCAN - baza podataka o incidenciji i smrtnosti od raka (Medunarodna agencija za
istrazivanje raka)

GNA11 —engl. G protein subunit alpha 11

GNAQ - engl. G protein subunit alpha q

H&E — hematoksilin 1 eozin

HIF — engl. hypoxia-inducible factor, cimbenik izazvan hipoksijom

HRAS — engl. HRas proto-oncogene, GTPase



IARC — engl. International Agency for Research on Cancer, Medunarodna agencija za
istrazivanje raka

KIT — engl. KIT proto-oncogene, receptor tyrosine kinase

KLF4 — engl. Kruppel-like factor 4

LDH — laktat-dehidrogenaza

LMM - lentigo maligna melanom

LOX — lizil-oksidaza (engl. lysyl oxidase)

LOXLI — engl. lysyl oxidase-like 1

LOXL2 — engl. lysyl oxidase-like 2

LOXL3 — engl. lysyl oxidase-like 3

LOXL4 — engl. lysyl oxidase-like 4

MAPK — mitogenom aktivirana protein-kinaza (engl. mitogen-activated protein kinase)

MEK - engl. mitogen-activated protein kinase kinase

MIS — melanom in situ (engl. melanoma in situ)

mRNK — glasnicka ribonukleinska kiselina

MSS — prezivljenje specificno za melanom (engl. melanoma-specific survival)

NANOG - engl. Nanog homeobox

NES — nestin

NF1 — engl. neurofibromin 1

NM — nodularni melanom

NRAS - engl. neuroblastoma RAS viral oncogene homolog

NTC — negativna kontrola bez kalupa (engl. no template control)

OCT4 — engl. octamer-binding transcription factor 4 (POUSF1)

PBS — fosfatno puferirana fizioloska otopina (engl. phosphate-buffered saline)

PD-1 — engl. programmed cell death protein 1

PDM - primarni dermalni melanom (engl. primary dermal melanoma)

PI3K — fosfoinozitid-3-kinaza (engl. phosphoinositide 3-kinase)

PRRX1 — engl. paired related homeobox 1

PTEN — engl. phosphatase and tensin homolog

RCM - reflektancijska konfokalna mikroskopija (engl. reflectance confocal microscopy)

RNK - ribonukleinska kiselina

RRX — Rhodamine Red-X (fluorescentna boja)

RT-gPCR — kvantitativna lan¢ana reakcija polimerazom uz reverznu transkripciju (engl.

reverse transcription quantitative polymerase chain reaction)



SD — standardna devijacija (engl. standard deviation)

SEER — engl. Surveillance, Epidemiology, and End Results

SF3B1 — engl. splicing factor 3b subunit 1

SLNB — biopsija limfnoga ¢vora ¢uvara (engl. sentinel lymph node biopsy)
SNAII — engl. snail family transcriptional repressor 1

SPF — zastitni faktor od sunca (engl. sun protection factor)

SSM — povrsinsko Sire¢i melanom (engl. superficial spreading melanoma)
STAT3 — engl. signal transducer and activator of transcription 3

SZO — Svjetska zdravstvena organizacija

TERT — engl. telomerase reverse transcriptase

TMA — tkivni mikroniz (engl. tissue microarray)

TNM - klasifikacija proSirenosti tumora (engl. tumor, node, metastasis)
TP53 — engl. tumor protein p53

UNG - uracil-N-glikozilaza (engl. uracil-N-glycosylase)

UPF — faktor zastite od ultraljubicastog zracenja (engl. ultraviolet protection factor)
UV — ultraljubicasto (zracenje)

WNT - engl. Wingless-related integration site
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1.1. Melanocitne promjene koZe

Melanocitne promjene koze raznolika su skupina tvorbi podrijetlom iz melanocita,
pigmentnih stanica koje su smjestene pretezno u epidermisu i odgovorne za sintezu melanina.
Raspon ovih promjena je Sirok i proteze se od klinicki 1 histoloski dobro¢udnih melanocitnih
madeza, preko genetski intermedijarnih lezija grani¢noga bioloSkog ponasanja, sve do
melanoma, jednog od najzlo¢udnijih tumora u ljudi (1). Iako se naizgled radi o morfoloski
slicnim promjenama, one se znatno razlikuju po svojoj klinickoj prezentaciji, histopatoloSkim
karakteristikama, molekularnim obiljezjima i1 bioloSkom potencijalu (1, 2). Tradicionalna
klasifikacija melanocitnih tumora temeljila se prvenstveno na njihovim histoloskim
obiljezjima, uz zasebne kriterije za dobroc¢udnost i zlocudnost. Medutim, suvremeni
molekularni uvidi otkrili su da razli¢ite vrste melanocitnih promjena nose specifi¢ne mutacijske
profile, koji ne samo da pomaZzu u preciznijem dijagnostickom razvrstavanju, ve¢ i upucuju na
razli¢ite mehanizme nastanka i progresije (2, 3). Dok je za razvoj melanocitnoga madeza
(nevusa) obi¢no dovoljna jedna inicijalna mutacija, razvoj melanoma ukljucuje slozene
kombinacije genetskih promjena koje dovode do poremecaja u regulaciji vise signalnih putova,
ukljucujuéi aktivaciju protoonkogena i gubitak funkcije tumorsupresorskih gena (3). U tome je
kontekstu posebnu pozornost privukla skupina prijelaznih promjena koje se po svojim
genetskim 1 bioloskim karakteristikama nalaze izmedu dobrocudnih madeza i melanoma. Te
promjene, uz inicijalnu mutaciju koja aktivira signalni put mitogenom aktivirane protein-kinaze
(engl. mitogen-activated protein kinase, MAPK), najeS¢e nose i dodatne pokretacke (engl.
driver) mutacije, zbog ¢ega imaju povisen rizik od zlocudne preobrazbe (4). Za te je, genetski
intermedijarne promjene, Svjetska zdravstvena organizacija (SZO) uvela naziv melanocitom,
patogenih zbivanja. Melanocitom bi se dijagnosticki trebao oznaciti dodatnim klasifikatorom
koji upucuje na njegovu molekularnu podskupinu, primjerice WNT-aktivirani duboko
penetrirajuci melanocitom (engl. Wingless-related integration site, WNT). Ipak, unato¢ sve
preciznijem genetskom razumijevanju, klinicke smjernice za zbrinjavanje melanocitoma,
ukljucujuéi preporuke za Sirinu ekscizije ili potrebu za reekscizijom, jo§ uvijek nisu jasno
definirane (2, 4). Dakle, iako melanocitne promjene dijele zajedni¢ko podrijetlo iz melanocita,
razlikuju se prema stupnju genetske sloZenosti i klinickom ponasanju: od dobrocudnih nevusa,
preko melanocitoma s potencijalom za progresiju, do melanoma izrazenoga malignog

potencijala. Upravo to kontinuirano, spektralno poimanje razvoja melanocitnih promjena

10



omogucuje dublje razumijevanje njihove biologije te otvara moguénosti za precizniju
dijagnostiku i individualizirano lijecenje (1, 4).

U nastavku ¢e biti detaljnije obradeni melanocitni madezi, s posebnim naglaskom na
displasticne nevuse, koji svojim morfoloskim i molekularnim obiljezjima predstavljaju vaznu

kariku u razumijevanju prijelaza iz dobro¢udne u zlo¢udnu promjenu.

1.1.1. Melanom

Melanom je zlo¢udni tumor koji nastaje iz melanocita, stanica podrijetlom iz neuralnoga
grebena ili prekursora Schwannovih stanica. Najcesce se pojavljuje na kozi, ali moze zahvatiti
1 sluznice, primjerice sluznicu usne Supljine 1 anogenitalnu sluznicu, zatim cilijarno tijelo,
Sarenicu 1 konjunktivu oka te meningealne ovojnice. Zbog velike sklonosti ranom
hematogenom i limfogenom metastaziranju pripada medu najagresivnije tumore koze i sluznica

te je odgovoran za 75 % smrti uzrokovanih tumorima koze (1, 5).

1.1.2. Epidemiologija melanoma

Posljednja Cetiri desetljeca biljezi se porast incidencije melanoma u svijetu, posebice
medu bijelom populacijom s velikom izloZzenos¢u suncu (6). Godisnje se biljezi porast
incidencije melanoma od 3 do 7 %, ovisno o promatranoj populaciji, te prema tome melanom
koze spada medu tumore s najbrzim rastom incidencije u bijeloj populaciji (1). Prema
projekcijama broja novooboljelih i umrlih, ako se zadrZze stope zabiljezene 2020. godine,
ocekuje se da ¢e broj novooboljelih od melanoma do 2040. godine porasti za vise od 50 %,
dosegnuvsi priblizno 510 000 novih slucajeva godisnje u svijetu. Istodobno se predvida porast
broja smrtnih ishoda uzrokovanih melanomom za oko 68 %, s 57 000 u 2020. godini na
procijenjenih 96 000 u 2040. godini (7).

Posljednji podaci Medunarodne agencije za istrazivanje raka (engl. International
Agency for Research on Cancer, IARC) iz baze GLOBOCAN za 2022. godinu pokazuju kako
je incidencija melanoma koZze u svijetu iznosila 331 722 novooboljela, Sto melanom svrstava
na 17. mjesto medu svim vrstama raka po ucestalosti. Takoder, zabiljezeno je 58 667 smrtnih
slu¢ajeva povezanih s melanomom, ¢ime se naSao na 22. mjestu po smrtnosti medu svim
vrstama raka. Globalno su zabiljezene i1 znacCajne razlike u incidenciji melanoma u razli¢itim
dijelovima svijeta, pa je tako najveca incidencija utvrdena u Australiji i Novom Zelandu, gdje
su dobno-standardizirane stope incidencije (engl. Age-Standardized Rate, ASR) iznosile 49,5

na 100 000 stanovnika. Dobno-standardizirane stope incidencije za Sjevernu Europu iznosile
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su 35,6, za Sjevernu Ameriku 28,4 te za Zapadnu Europu 24,5 na 100 000 stanovnika. Nasuprot
tome, najniZe stope incidencije zabiljeZene su u Africi i dijelovima Azije, s ASR ispod 1 na 100
000 stanovnika (8).

Prema posljednjim dostupnim podacima Registra za rak Hrvatskoga zavoda za javno
zdravstvo, u Republici Hrvatskoj su 2022. godine zabiljezena 994 novooboljela od melanoma
(536 muskaraca 1 458 zena), a stopa incidencije iste je godine bila 25,78 na 100 000 stanovnika,
odnosno 28,81/100 000 za muskarce 1 22,96/100 000 za zene. Melanom je prema ucestalosti
pojavljivanja na 10. mjestu te predstavlja 3,8 % svih zlo¢udnih tumora u Republici Hrvatskoj

(9). Najcesca sijela raka u muskaraca i zena u 2022. godini prikazana su na Slici 1 1 Slici 2.

Najcesca sijela raka u muskaraca, Hrvatska 2022.

Prostata 2609 (19 %)

Dusnik, bronhi i pluca 2392 (17 %)

Debelo i zavrino crijevo 2251 (16 %)

Mokraéni mjehur i

; . 891 (6 %)
drugi urotelni sustav

Bubreg 617 (5 %)

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Broj novih slucajeva

Slika 1. Najcesca sijela raka u muskaraca u 2022. godini. (Preuzeto i prilagodeno prema
Hrvatski zavod za javno zdravstvo. Incidencija raka u Hrvatskoj u 2022. godini
[Internet://www.hzjz.hr/periodicne-publikacije/incidencija-raka-u-hrvatskoj-u-2022-
godini/]. Zagreb: HZJZ; 2024)
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Najcesca sijela raka u zena, Hrvatska 2022.

Dojka 3088 (25 %)

Debelo i zavrsno crijevo 1612 (13 %)

Dusnik, bronhi i plué¢a 1275 (10 %)

817 (7 %)

Tijelo maternice

Stitnjaca 574 (5 %)

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Broj novih sluc¢ajeva

Slika 2. NajceSca sijela raka u zena u 2022. godini. (Preuzeto i prilagodeno prema Hrvatski

zavod za javno zdravstvo. Incidencija raka u Hrvatskoj u 2022. godini [Internet:

https://www.hzjz.hr/periodicne-publikacije/incidencija-raka-u-hrvatskoj-u-2022-godini/].

Zagreb: HZJZ; 2024)

Melanom koze najces¢e se dijagnosticira u osoba starijih od 55 godina, s vrhuncem
incidencije izmedu 65. 1 74. godine zivota. Prema podacima programa nadzora, epidemiologije
1 konacnih ishoda (engl. Surveillance, Epidemiology, and End Results, SEER) medijan dobi pri
postavljanju dijagnoze iznosi 66 godina (10). lako je rijedak u djece i adolescenata, spada u
najcesce vrste raka u mladih odraslih osoba, u dobnoj skupini od 15 do 29 godina. U toj je
dobnoj skupini melanom tre¢i najceS¢e dijagnosticirani rak kod muskaraca i zena (11).
Zanimljivo, dok incidencija melanoma u starijoj populaciji kontinuirano raste, u mladih
odraslih osoba posljednjih se godina biljezi stabilizacija, pa i blagi pad incidencije, $to se dovodi
u vezu s uspjesnijim mjerama primarne prevencije i promjenom navika u izlaganju UV zraCenju
(12). Ovaj zlo¢udni tumor se moze razviti bilo gdje na kozi tijela, ali je zamijeena razlika u
ucestalosti pojedinih lokalizacija ovisno o spolu. U muskaraca naj¢esée nastaje na trupu, ledima
i ramenima, dok se kod Zena najées¢e razvija na udovima, osobito na nogama. Ova se razlika u
anatomskoj raspodjeli tumaci stilom zivota, kulturom, nadinom odijevanja i obiCajima te

akutnim intermitentnim izlaganjem ultraljubi¢astom (engl. ultraviolet, UV) zraenju (13).
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U ranoj fazi melanom je izljeciva bolest, s petogodi$njim prezivljenjem od 99 % (1, 14).
Medutim, kod bolesnika kojima je melanom dijagnosticiran u uznapredovalom stadiju
mogucnosti lijeCenja 1 dalje su ograniCene, pa prezivljenje ostaje nisko. Upravo zbog toga
melanom ostaje jedan od najagresivnijih tumora, a njegov visok potencijal za metastaziranje
¢ini rano prepoznavanje Sirenja bolesti klju¢nim. To naglasava potrebu za pronalazenjem novih
biljega koji bi omoguc¢ili precizniju procjenu bioloskog ponasanja tumora i ujedno posluzili kao

podloga za razvoj i racionalnu primjenu novih metoda lije¢enja (1).

1.1.3. Razvoj melanoma i rizi¢ni ¢imbenici za nastanak melanoma

Melanom je zlocudni tumor koji nastaje zlocudnom preobrazbom melanocita, stanica
smjeStenih u bazalnome sloju epidermisa, folikulu dlake, Sarenici, sluznicama i meningealnim
ovojnicama. Glavna je uloga melanocita sinteza pigmenta melanina, koji se potom skladisti u
melanosomima i prenosi dendritickim nastavcima u obliZnje keratinocite. Unutar keratinocita
melanosomi  se smjesStaju u podrucju oko jezgre 1 na taj nacin Stite jezgrinu
deoksiribonukleinsku kiselinu (DNK) od oSte¢enja nastalih izlaganjem UV zrakama (15).

Pocetni onkogeni dogadaji u razvoju melanoma koze ukljucuju gene BRAF, NRAS 1 KIT,
koji sudjeluju u dvama klju¢nim signalnim putovima: MAPK i fosfoinozitid-3-kinazi (PI3K).
Signalni put MAPK obuhvaca proteine RAS/RAF/MEK/ERK te ima znacajnu ulogu u
patogenezi razlicitih vrsta zlo¢udnih tumora tako Sto prenosi izvanstani¢ne signale do jezgre,
gdje potiCe izrazaj gena odgovornih za stani¢nu proliferaciju i diferencijaciju te na taj nacin
regulira proliferaciju, rast, apoptozu, transformaciju i migraciju tumorskih stanica.

U razvoju melanoma koze najcesce je poremecen signalni put MAPK, pri ¢emu cak do
90 % melanoma pokazuje aberantnu aktivaciju ovoga puta. Prisutnost onkogene mutacije u
genu BRAF rezultira kontinuiranom aktivno§¢éu BRAF-a te posljedicnom aktivacijom MEK-a i
puta MAPK, neovisno o signalizaciji putem kaskade RAS/RAF. Ta aberantna aktivacija potice
nekontrolirani rast i diobu melanocita, §to doprinosi razvoju i progresiji melanoma. Mutacija
V600E gena BRAF, koja nastaje zamjenom valina glutaminskom kiselinom na kodonu 600,
pronadena je u vise od 90 % ste¢enith melanocitnih madeZa i1 oko 50 % melanoma koZze (16).
Druga naj¢es¢a mutacija koja uzrokuje aberantnu aktivaciju signalnih putova MAPK i PI3K
jest ona u genu NRAS koja je prisutna u 15 — 30 % melanoma. Vazno je znati da se mutacije
gena BRAF 1 NRAS u pravilu medusobno iskljucuju, a istodobne mutacije obaju gena rijetko su
dokumentirane. U normalnim uvjetima aktivnost gena BRAF 1 NRAS potice stani¢nu

proliferaciju i nastanak madeza s ograni¢enim potencijalom rasta. Medutim, istrazivanja su
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pokazala da se melanom moze razviti i iz dobrofudnih melanocitnih madeza, linearnim
slijedom od prekursorskih promjena poput displasti¢cnih madeza, preko melanoma in situ, do
invazivnog melanoma (17).

Drugi najcesc¢e aktivirani signalni put u melanomu koze jest put PI3K/AKT, koji ima
kljuénu ulogu u regulaciji stanicnoga prezivljenja, rasta, metabolizma i apoptoze, regulirajuci
na taj naCin homeostazu stanica. Glavni negativni regulator ovoga signalnog puta jest
tumorsupresorski gen PTEN, te upravo njegova inaktivacija dovodi do pojacane aktivacije
PI3K/AKT 1 povecanoga stani¢nog prezivljenja i proliferacije (18). Znacajno je da gubitak
PTEN-a Cesto koegzistira s mutacijama u genu BRAF, §to rezultira pojaCanim zajednickim
uc¢inkom na progresiju melanoma. Kombinacija ovih genetskih promjena povezana je s
povecanom pokretljivos¢u tumorskih stanica, stvaranjem lamelipodija i ve¢im metastatskim
potencijalom (19).

Upravo opisana aktivacija signalnih putova MAPK i PI3K/AKT pokrece pocetne korake
u nastanku melanoma, no za napredovanje benigne melanocitne promjene u invazivni i
metastatski melanom potrebni su dodatni molekularni dogadaji. Medu cimbenicima koji
sudjeluju u toj tranziciji posebnu su pozornost privukli enzim LOXL3 (engl. lysyl oxidase-like
3), transkripcijski ¢imbenik SNAI1 (engl. Snail family transcriptional repressor 1), protein
nestin (NES) i transkripcijski ¢imbenik OCT4 (engl. octamer-binding transcription factor 4),
zbog svoje uloge u epitelno-mezenhimalnoj tranziciji (engl. epithelial-mesenchymal transition,
EMT), regulaciji rasta tumora, stani¢noj diferencijaciji, stjecanju i1 odrzavanju obiljezja
tumorskih mati¢nih stanica te metastaziranju (20-23). Pokazalo se da LOXL3 suraduje s
onkogenim BRAF-om u poticanju melanomageneze te da u misjem modelu s aktiviranim
genom Braf 1 gubitkom gena Pten doprinosi rastu tumora, plasticnosti melanomskih stanica i
metastatskom Sirenju, dijelom kroz modulaciju EMT-a posredovanu transkripcijskim

¢imbenikom SNAI1 (20). (Slika 3)
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Slika 3. Shematski prikaz molekularnoga puta nastanka i progresije melanoma. Pocetni
onkogeni dogadaji uklju¢uju gene BRAF, NRAS i KIT te aktivaciju dvaju klju¢nih signalnih
putova: MAPK (RAS-RAF-MEK-ERK, s mutacijom BRAF V600E) i PI3K/AKT, koji je
negativno reguliran tumorsupresorskim genom PTEN. Aktivacija tih putova potice
proliferaciju, rast i prezivljenje melanocita. Za napredovanje benigne melanocitne promjene u
invazivni 1 metastatski melanom potrebni su dodatni molekularni dogadaji, osobito epitelno-
mezenhimalna tranzicija (EMT) posredovana biljezima LOXL3, SNAII i nestinom (NES). U
donjemu je dijelu prikazan linearni slijed progresije bolesti, od dobro¢udnoga madeza, preko
displasticnoga madeza i melanoma in situ, do invazivnoga i metastatskoga melanoma. Slika je

djelo autorice.

Napredak tehnologija sekvenciranja nove generacije omogucio je podroban uvid u
mutacijski krajolik melanoma, koji se ubraja medu zlo¢udne tumore s najve¢im mutacijskim
opterecenjem. Vecina utvrdenih promjena nosi obiljezja mutageneze posredovane UV

zracenjem, ponajprije prijelaza citozina u timin (C>T) na dipirimidinskim mjestima, ¢ime se
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izloZzenost suncu izravno povezuje s genomskom nestabilno§¢u melanocita. Uz ve¢ opisane
pokretacke mutacije gena BRAF i NRAS, u melanomu su prepoznati i drugi ponavljajuci
pokretacki dogadaji, inaktivacija tumorsupresorskih gena NF'I, TP53 1 CDKN2A te mutacije u
promotoru gena TERT, koji zajednicki pridonose neograni¢enom proliferativnom potencijalu

tumorskih stanica (24).

Suvremeni modeli melanomageneze temelje se na postupnome nizu genomskih
promjena kojima dobroudna melanocitna proliferacija napreduje prema invazivnom
melanomu. Analizom pojedina¢nih podru¢ja unutar istih promjena pokazano je da dobrocudni
madezi u pravilu nose izoliranu pokretacku mutaciju gena BRAF, dok se prijelazom u
displasticne madeze 1 melanom in situ postupno pridruzuju dodatne genomske promjene, poput
mutacija u promotoru gena 7ERT i inaktivacije gena CDKN2A4, a s pojavom invazije i bialelni
gubitak tumorsupresorskih gena (25). Time je model linearnoga napredovanja, od prekursorske

promjene do invazivnoga melanoma, dobio ¢vrstu molekularnu potvrdu. (Slika 4)

Normalni melanociti Displasti¢ni nevus Melanom in situ Invazivni melanom Metastatski melanom
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Slika 4. Shematski prikaz razvoja melanoma. Razvoj melanoma prikazan je kao postupni slijed
promjena melanocita: od urednoga rasporeda u bazalnome sloju epidermisa, preko
displasti¢noga nevusa s arhitektonskom i citoloSkom atipijom te melanoma in sifu u kojem su
atipiCne stanice ograni¢ene na epidermis uz ocuvanu bazalnu membranu, do invazivnoga
melanoma koji probija bazalnu membranu i prodire u dermis te metastatskoga melanoma koji
se Siri krvnim i limfnim Zilama u udaljena tkiva. Debljina invazije u dermis odgovara debljini

tumora po Breslowu. Slika je djelo autorice.
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Osim promjena u samome slijedu DNK, u nastanku i napredovanju melanoma sve se
vece znacenje pridaje epigenetickim mehanizmima. Poremecaji obrasca metilacije DNK, pri
¢emu se izmjenjuju opca hipometilacija genoma 1 lokalna hipermetilacija promotora
tumorsupresorskih gena, kao i promjene u razini 5-hidroksimetilcitozina, pridonose utiSavanju
zaStitnih gena i pojacanoj aktivnosti onkogena. Za razliku od mutacija, epigeneticke su
promjene potencijalno reverzibilne, zbog ¢ega predstavljaju osobito zanimljivu metu za razvoj
novih terapijskih pristupa (26).

Kao i1 kod drugih zlo¢udnih tumora, dvije su skupine rizi¢nih Cimbenika vazne za
nastanak melanoma: ¢imbenici domacina i okoli$ni ¢imbenici. Etioloski ¢imbenici vezani uz
domacina jesu: obiteljska sklonost nastanku melanoma, prethodno dijagnosticiran melanom ili
nemelanomski zlocudni tumor koze, tip i broj madeza, fototip koze te postojanje
imunosupresije. Najvazniji okoliSni ¢imbenik za razvoj melanoma jest izlozenost
ultraljubicastom (UV) zracenju. Pritom se osobito Stetnim pokazalo intermitentno, intenzivno
izlaganje suncu koje dovodi do opeklina, za razliku od kroni¢ne, kumulativne izloZenosti, a
poseban rizik nose teske opekline zadobivene u djetinjstvu i1 adolescenciji (1, 27, 28). Uz
suncevo zracenje, vazan je ¢imbenik i izlozenost umjetnim izvorima UV zracenja, prije svega
uredajima za tamnjenje koze (solarijima), ¢ija je uporaba, osobito u mladoj zivotnoj dobi,
povezana sa znatno povecanim rizikom od melanoma (29).

Otprilike 5 do 10 % melanoma razvija se u osoba s pozitivnom obiteljskom anamnezom
melanoma, iako to nije nuzno posljedica pojedinacne genske mutacije. Taj oblik nasljednog
melanoma, tzv. obiteljski melanom, definiran je s barem dvama slu¢ajevima melanoma medu
rodacima u prvome koljenu. Procjenjuje se da jedna tre¢ina bolesnika s obiteljskim melanomom
ima mutacije gena CDKN2A, dok su mutacije u genu CDK4 rjede. U nekim obiteljima nositelji
mutacija gena CDKN2A4 pokazuju i povecan rizik za razvoj karcinoma guSterace, tumora
ziv€anog sustava 1 karcinoma bubrega (30). Osim navedenih, opazene su mutacije i u sljede¢im
genima: MCIR, NRAS, BRAF, BAPI1 i1 POTI (1, 31). Prepoznavanje bolesnika s nasljednom
sklono$¢u melanomu omogucuje pravodobnu provedbu preventivnih i probirnih mjera, kako u
pojedinca tako i u njegovih srodnika (3). Upravo je taj slijed spoznaja objedinjen u suvremenim
preglednim radovima koji sazimaju napredak u razumijevanju, dijagnostici i lijeCenju koznoga
melanoma tijekom posljednjega desetljeca (32).

Sto se ti¢e osobne anamneze o prethodnom melanomu ili zloéudnom nemelanomskom
tumoru koZe, prema istrazivanjima bolesnici koji su ve¢ lije¢eni od melanoma imaju devet puta
veci rizik za razvoj novog melanoma; taj je rizik najveci u prvoj godini te je zadrzan i nakon

viSe od 20 godina pracenja. Takoder, bolesnici lijeCeni od zlocudnih nemelanomskih tumora
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koze imaju povecan rizik od razvoja melanoma, a taj se rizik povezuje ponajvise sa stilom
zivota 1 navikama pri izlaganju suncu (33, 34). Prema procjenama samo oko 30 % melanoma
nastaje iz postojec¢ih melanocitnih madeza, dok ostatak nastaje de novo (35). Unato¢ tome,
najvazniji rizi¢ni ¢imbenik za razvoj melanoma koze jest ukupan broj melanocitnih madeza, pa
osobe koje imaju 100 ili viSe madeza na kozi imaju 8 do 10 puta povecan rizik za razvoj
melanoma (36). Vazan je ¢imbenik rizika i prisutnost atipi¢nih melanocitnih madeza, pa tako u
osoba s pet ili viSe atipicnih promjena mozemo ocekivati Sest puta veci rizik od razvoja
melanoma. Prema epidemioloSkim studijama, rizik zlo¢udne preobrazbe pojedinog madeza
procjenjuje se na jedan melanom na nekoliko stotina atipi¢énih madeza te jedan melanom na
nekoliko tisu¢a dobro¢udnih melanocitnih madeza (1, 6).

S obzirom na fototip koze, istrazivanja su pokazala da od melanoma najcesce
obolijevaju osobe svijetle puti, crvenkaste ili svijetle boje kose te plavih ili zelenih ociju, s
pjegama, koje pri izlaganju suncu brzo zadobiju opekline (37). Sto se pak ti¢e okolignih
utjecaja, ve¢ je dugi niz godina UV zraCenje prepoznato kao najvazniji ¢imbenik u
etiopatogenezi melanoma. Cijeli je spektar UV zraenja SZO klasificirala kao karcinogen
skupine 1. Prema najnovijoj procjeni IARC-a iz 2025. godine, 83 % svih novih slu€ajeva
koznog melanoma u svijetu 2022. godine bilo je pripisivo izloZenosti UV zracenju, odnosno
priblizno 267 000 od 332 000 slucajeva, pri ¢emu je udio bio ve¢i u muskaraca (86 %) nego u
zena (79 %). U regijama s pretezno svjetloputom populacijom, poput Australije i Novog
Zelanda, Sjeverne Europe 1 Sjeverne Amerike, vise od 95 % slucajeva melanoma pripisuje se
UV zracenju (6, 38). Prvi pokazatelji etioloSke uloge UV zracenja u razvoju melanoma proizasli
su iz opazanja da je incidencija melanoma povecana medu bijelom populacijom koja Zivi
najblize ekvatoru. Primjerice, ucestalost i smrtnost od melanoma u Australiji 5 do 10 puta su
vece nego u Europi (39).

Vazno je naglasiti da se najopasnijim smatra intermitentno izlaganje UV zrakama,
odnosno povremeno intenzivno izlaganje koje Cesto rezultira opeklinama sa stvaranjem
mjehura. Rizik od razvoja melanoma usko je povezan s pojavom opeklina od sunca u
djetinjstvu. Zanimljivo je da su opekline zadobivene tijekom djetinjstva i adolescencije
znacajno povecavale rizik od razvoja melanoma, dok one u odrasloj dobi nisu pridonosile
skupinama (27, 40). Smatra se da svaka opeklina od sunca prac¢ena pojavom mjehura (opeklina
II. stupnja) prije 15. godine Zivota povecava rizik razvoja melanoma za 3,2 %, neovisno o
drugim ¢imbenicima rizika, kao §to su boja o¢iju, boja kose ili ukupna izloZzenost UV zracenju

(28). Prema novijim spoznajama, melanomi koji se javljaju u srednjoj zivotnoj dobi najcesce
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nastaju na podruc¢jima koze s niskim stupnjem kroni¢nog ostecenja od sunca (engl. low chronic
sun damage, low-CSD) i Cesto pokazuju somatske mutacije gena BRAF ili NRAS te su povezani
s povecanim brojem melanocitnih madeza. Upravo se ti melanomi povezuju s povremenom
izlozenos¢u UV zrakama u djetinjstvu. Nasuprot tome, melanomi koji se pojavljuju u starijoj
zivotnoj dobi, osobito lentigo maligna tip melanoma, najcescée se razvijaju na podru¢jima koze
s visokim stupnjem kroni¢nog oSte¢enja od sunca (engl. high-CSD), poput glave 1 vrata. Oni
imaju genetske promjene koje nastaju pod utjecajem UV zraka i1 o€ituju se mutacijama u genima
kao sto su TP53, CDKN2A, NF'I te u promotoru gena TERT (1, 41).

Konacno, vazno je naglasiti i rizik od razvoja melanoma uslijed izlaganja umjetnim UV
zrakama u solarijima. Procjenjuje se da je godiSnje oko 10 000 sluc¢ajeva melanoma u SAD-u,
Europi 1 Australiji povezano s koriStenjem solarija. KoriStenje solarija ucestalo je medu
adolescentima i mladim odraslim osobama te je upravo izlaganje umjetnom UV zracenju prije
35. godine Zzivota pokazalo statisticki znac¢ajno poviSen rizik od razvoja melanoma. Godine
2009. TIARC je solarije klasificirao kao karcinogen skupine 1 za ljude (29). Nakon te objave
koristenje solarija u razvijenim se zemljama znatno smanjilo, osobito medu adolescentima,
dijelom i zbog uvodenja zakonskih ogranicenja pristupa maloljetnicima (42). Dodatni napori u
podrucju zakonodavstva i edukacije javnosti bit ¢e kljucni u rjeSavanju ovoga vaznog
javnozdravstvenog problema (1, 29).

Naposljetku, sve navedeno upucuje na to da je upravo izlozenost UV zrakama jedini
rizi¢ni ¢imbenik za razvoj melanoma koji se moze uspjesno prevenirati. U¢inkovita zaStita od
UV zracenja podrazumijeva izbjegavanje namjerne izloZenosti suncevu ili umjetnom UV
zraCenju u svrhu tamnjenja koze, uz primjenu fotozastitnih mjera na otvorenome kada je UV
indeks visi od 3 te boravak u zatvorenim prostorima pri UV indeksu 8 ili viSem. Pod pojmom
fotozastite podrazumijeva se boravak u sjeni, koristenje zastitne odjece (dugi rukavi 1 hlace) s
visokim faktorom zastite tkanine (engl. Ultraviolet Protection Factor, UPF 50 ili visi), SeSira
sa Sirokim obodom i sun¢anih naocala te redovito nanosenje fotozastitnih krema Sirokog spektra
1 visokoga zastitnog faktora (engl. Sun Protection Factor, SPF 30 — 50) na dijelove koze koji

nisu prekrivene odjecom (6, 43, 44).

1.1.4. Klini¢ka slika melanoma

Glavno klini¢ko obiljezje melanoma jest pigmentirana promjena koja se anamnesticki,
tijekom vremena, mijenja, bilo da raste, bilo da pokazuje promjene u obliku i/ili boji. Tipi¢ne

makroskopske znacajke sazete su u tzv. ABCDEFG pravilu, koje ukljucuje: asimetriju
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promjene (engl. Asymmetry), nepravilne rubove uz neostru ograni¢enost od okolne koze (engl.
Borders), nejednoliku pigmentaciju (engl. Colour), promjer ve¢i od 5 mm (engl. Diameter),
uzdignutost promjene ili promjenu izgleda tijekom vremena (engl. Elevation, Evolution),
specifican subjektivni osjecaj bolesnika, primjerice svrbez, peckanje ili bol (engl. Feeling) te
rast (engl. Growth) (6). Nodularni melanom pritom ¢esto odstupa od klasicnoga ABCDE
obrasca jer moze biti simetri¢an, ostro ogranicen i ujednacene boje, zbog cega su za njegovo
prepoznavanje predlozena dopunska obiljezja ,,EFG* (engl. Elevated, Firm, Growing),
uzdignuce, cvrstoca i rast (45). Rjede se melanom moze prikazati kao hipopigmentirana ili
amelanoti¢na promjena, §to oteZava njegovo prepoznavanje (6).

Izvorno su opisana cetiri glavna podtipa primarnog melanoma koze, temeljena na
obrascima njegova rasta. Medutim, novo izdanje klasifikacije SZO za tumore koze iz 2023.
godine prepoznaje devet glavnih podtipova melanoma: melanom niskoga stupnja kroni¢nog
ostecenja od sunca (low-CSD), lentigo maligna melanom (high-CSD), dezmoplasti¢ni
melanom, Spitz melanom, akralni melanom, melanom sluznice, melanom nastao u sklopu
divovskoga kongenitalnog madeza, melanom nastao u plavome madezu te melanom oka (1, 2).
Ta se klasifikacija temelji na tzv. evolucijskim putovima nastanka melanoma, koji objedinjuju
podrijetlo tumora, mutagene te pokretacke genske promjene, a prvi su ih cjelovito razradili
Bastian 1 suradnici (46).

Razli¢ita su molekularna obiljezja identificirana ovisno o anatomskoj lokalizaciji i
razini izloZenosti suncu. Tako su melanomi koji nastaju na podrucjima koze s niskim stupnjem
kroni¢nog oStecenja od sunca najceSce lokalizirani na trupu i ekstremitetima te ¢esto imaju
mutaciju gena BRAF. Melanomi koji nastaju kao posljedica visoke kroni¢ne izloZenosti suncu
¢esc¢e se nalaze u podrucju glave 1 vrata te su skloniji mutacijama gena NRAS i drugih RAS gena.
Melanomi koji nisu povezani s izloZenos$¢u suncu uglavnom se nalaze na akralnim povrSinama
ili sluznicama, a karakterizirani su mutacijom gena KIT (6). Ta se molekularna raznolikost
odrazava i u mutacijskome optere¢enju: melanomi povezani s UV zraenjem nose visok broj
tockastih mutacija s prepoznatljivim UV potpisom, dok melanomi zasti¢enih podrucja pokazuju
nisko mutacijsko opterecenje i C¢eS€e promjene u broju kopija gena (46). Dodatni oblici
ukljucuju primarni melanom sredi$njega Ziv€anog sustava te nodularni, nevoidni i dermalni
melanom.

Ipak, u svakodnevnoj se klini¢koj praksi najéesc¢e koristimo izvornom klasifikacijom,
temeljenom na obrascima rasta melanoma, pa tako razlikujemo povrSinsko Sire¢i melanom
(engl. superficial spreading melanoma, SSM), nodularni melanom (NM), lentigo maligna

melanom (LMM) i akrolentiginozni melanom (ALM) (1, 2).
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PovrSinsko Sire¢i melanom podtip je melanoma koji odgovara melanomu niskoga
stupnja kroni¢nog ostecenja od sunca (low-CSD) i najces¢i je oblik melanoma koze u osoba
svijetle puti. Taj podtip ¢ini 60 do 70 % svih melanoma i najc¢esSce se dijagnosticira u dobi od
40 do 60 godina. Javlja se na bilo kojem dijelu tijela, naj¢esce na trupu i ledima u muskaraca te
nanogama i trupu u Zena. Na molekularnoj razini najcesc¢e nosi mutaciju gena BRAF, ponajprije
V600E, sto ga svrstava u low-CSD evolucijski put nastanka melanoma (46).

U pocetnoj, horizontalnoj (radijalnoj) fazi rasta SSM se prezentira kao asimptomatska
makula smede do crne boje, s izrazenim varijacijama u pigmentaciji te nepravilnim, neostro
ograni¢enim rubovima. Moze nastati de novo ili iz postojecega madeza. Ta faza, u kojoj su
atipi¢ni melanociti ograniceni na epidermis (pagetoidno se Sire prema povrsini) i eventualno
papilarni dermis, moze trajati od nekoliko mjeseci do viSe godina, a melanom otkriven u toj
fazi izljeCiv je u velikoj vecini sluCajeva. Nakon horizontalne faze moze uslijediti brza,
vertikalna faza rasta, koja se klini¢ki ocituje pojavom papule ili nodusa te nosi bitno veci
metastatski potencijal; mogu¢ je i nastanak ulceracije (47).

Fenomen regresije obiljezje je 1 do dvije treCine slucajeva povrSinsko SireCega
melanoma 1 klinicki se oc€ituje sivkastim ili depigmentiranim podrucjima unutar tumora.
Regresija odrazava reakciju imunoloSkog sustava domacina na tumor, no zbog djelomi¢noga
razaranja tumorskoga tkiva moze otezati tocnu procjenu debljine tumora po Breslowu (48).
Iako je SSM podtip koji najcesc¢e nastaje u sklopu prethodnoga madeza, rizik da pojedini madez
tijekom Zivota progredira u melanom iznimno je nizak (1).

Nodularni melanom drugi je najées¢i podtip melanoma u osoba svijetle puti. Najcesce
se dijagnosticira u Sestome desetljecu Zivota, s nesto ve¢om ucestalos¢u u muskaraca nego u
zena. Cini otprilike 15 do 25 % svih melanoma i moZe se pojaviti bilo gdje na tijelu, najéesce
na trupu, glavi 1 vratu. lako NM nema jasnu povezanost s izlaganjem UV zracCenju, taj se
histoloski oblik moze pojaviti u sklopu vecine podtipova melanoma prema klasifikaciji SZO iz
2023. godine (1, 2).

Klinicki se NM obi¢no ocituje kao plava, smeda ili crna papula ili nodus, koji moze
ulcerirati 1 krvariti, a u nekim sluc¢ajevima moze biti i amelanotican, tj. ruzicaste do crvene boje.
Karakterizira ga brz rast tijekom nekoliko tjedana do mjeseci. Za razliku od ostalih podtipova,
NM od pocetka raste u vertikalnoj fazi, bez prethodne, sporije horizontalne (radijalne) faze, pa
se naj¢esce smatra tumorom nastalim de novo. Zbog izostanka radijalne faze i simetri¢na, oStro
ogranicena izgleda ujednacene boje, NM cesto ne zadovoljava klasicne ABCDE kriterije, zbog

¢ega mu je klinicka dijagnoza otezana (49).
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Upravo zbog takva bioloskog ponasanja NM cesto promice ranom otkrivanju te se
dijagnosticira u uznapredovaloj fazi, s veCom debljinom tumora po Breslowu i posljedi¢no
loSijom prognozom. lako €ini tek 15 do 20 % svih melanoma, odgovoran je za priblizno 40 %
smrtnih ishoda povezanih s melanomom, Sto ga Cini klinicki najznacajnijim agresivnim
podtipom (50).

Lentigo maligna melanom nastaje uslijed visoke kroni¢ne izloZenosti suncu i ¢ini oko
10 do 15 % svih koznih melanoma. BiljeZi se porast incidencije ovoga tipa tumora, koji prati
starenje populacije i promjene u obrascima izlaganja suncu (51). LMM se najcesce
dijagnosticira u sedmome desetljecu zivota, ali se moze javiti i u mladih osoba s izrazenom
kumulativnom izloZeno$¢u UV zraCenju. Razvija se na kroni¢no oSte¢enoj kozi, najces¢e na
licu, nosu i1 obrazima te na vlasiStu starijih muskaraca s androgenom alopecijom.

U klinickoj se slici prikazuje kao polagano rastuca, asimetricna makula u nijansama od
zuckastosmede do tamnosmede ili crne boje, s varijacijama u pigmentaciji i nepravilnim,
neoStro ograni¢enim rubovima. Zbog spore, dugotrajne radijalne faze rasta i sli¢nosti s
dobro¢udnim promjenama poput solarnih lentigina ili seboroi¢ne keratoze, LMM se Cesto
kasno prepoznaje (52). Invazivni se oblik oCituje kao papula ili nodus koji se razvija unutar
preegzistentne makule, koju oznac¢avamo kao lentigo maligna, odnosno melanom in situ tipa
lentigo maligna.

Lentigo maligna smatra se melanomom in situ, a procjenjuje se da priblizno 5 % tih
promjena tijekom Zivota napreduje u invazivni melanom, premda novije studije upucuju na to
da bi taj rizik mogao biti i znatno visi, do 20 %, te da raste s trajanjem promjene (52).

Akralni lentiginozni melanom relativno je rijedak podtip melanoma koze koji se
najcesce dijagnosticira u sedmome desetljecu zivota. Karakteristicno se javlja na dlanovima,
tabanima ili u podrucju nokta (subungvalno). ALM ¢ini priblizno 2 do 5 % svih melanoma, a
njegova je apsolutna incidencija sli¢na medu svim rasnim 1 etnickim skupinama. Medutim,
buduci da osobe tamnijega fototipa koze rjede razvijaju melanome povezane s UV zrafenjem,
ALM ¢ini nerazmjerno veéi udio dijagnosticiranih melanoma u crnackoj (do 34 %), azijskoj
(do 22 %) 1 latinoamerickoj populaciji (oko 9 %) (53).

Klini¢ki se ALM ocituje kao asimetricna makula smede do crne boje, s varijacijama u
pigmentaciji i nepravilnim rubovima, te se ve¢inom dijagnosticira u uznapredovalom stadiju
bolesti. Taj se podatak objasnjava nedostatkom svijesti o riziku nastanka melanoma na akralnim
lokalizacijama, osobito u osoba tamnije puti, koje inae imaju nizak ukupni rizik od melanoma,
zatim klinickom sli¢no$¢u s dobro¢udnim promjenama i traumatskim oSte¢enjima koze 1 nokta

te odgadanjem biopsije zbog moguéega funkcionalnog i estetskog oSte¢enja pri kirurSkim
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zahvatima na akralnim regijama (54). Dodatnu dijagnosticku poteSkocu predstavljaju
amelanoticni oblici ALM-a, koji zbog izostanka pigmentacije jo§ lakSe promicu ranom
prepoznavanju (54).

U otprilike jedne tre¢ine bolesnika postavi se pogreSna primarna klinicka dijagnoza
ALM-a, $to Cesto dovodi do znatnog kasnjenja u postavljanju ispravne dijagnoze i lijecenja.
Primjerice, kada promjena ima verukozna obiljezja, moZze biti pogresno lijeCena kao obi¢na
bradavica (55).

Melanom u podrucju nokta (subungvalni melanom) podvrsta je akralnoga lentiginoznog
melanoma koja se moZze razviti iz matriksa, lezista ili nabora nokta, a klinicki se ocituje kao
smeda ili crna longitudinalna pruga ili kao hiperpigmentacija koja se $iri na hiponihij te bocne
ili proksimalne rubove nokta (Hutchinsonov znak). Svojim rastom dovodi do razaranja ploce i
distrofije nokta, uz nastanak ulceracije i krvarenja. Valja razlikovati pravi Hutchinsonov znak
od tzv. pseudo-Hutchinsonova znaka, prividnoga Sirenja pigmenta vidljivog kroz prozirni nabor
nokta, koje se javlja u dobrocudnim promjenama (56).

ALM 1 genetski predstavlja zaseban podtip melanoma te se razlikuje od ostalih koznih
oblika. Za razliku od melanoma povezanih s UV zracenjem, rijetko nosi mutacije gena BRAF,
a najcesce je obiljezen aktiviraju¢im mutacijama gena KIT, koje se ¢eS¢e nalaze u akralnim 1
sluznickim melanomima (57).

Od ostalih oblika melanoma isti¢u se amelanoti¢ni melanom, dezmoplasticni melanom,
melanom s obiljezjima Spitz madeza, melanom koji nastaje u plavome madezu, primarni
dermalni melanom, melanom sluznice te melanom oka. Amelanoti¢ni melanom oblik je bez
vidljive pigmentacije, a sva Cetiri glavna podtipa (SSM, NM, LMM, ALM) mogu biti
amelanotic¢na, Sto uvelike otezava njihovo prepoznavanje. Zbog ruzicaste do crvenkaste boje
Cesto se klinicki zamjenjuje s dobro¢udnim ili drugim zloudnim promjenama, poput
bazocelularnog ili planocelularnog carcinoma (58).

Dezmoplastiéni melanom (DM) histoloski se definira prisutno$éu vretenastih
melanocita i izrazene stromalne fibroze. Klinicki se ocCituje kao plak ili nodus boje okolne koze,
ruzicast ili crven, lokaliziran na kozi izlozenoj suncu. Zbog atipic¢ne prezentacije dijagnoza se
¢esto postavlja u uznapredovalim stadijima bolesti. DM se moze razviti de novo, iz postojecega
LMM-a, ALM-a ili SSM-a, a rjede na sluznicama. U usporedbi s ostalim oblicima melanoma
DM je skloniji infiltrativnom rastu i perineuralnoj invaziji (neurotropizmu), zbog ¢ega su ceste
nepotpune ekscizije 1 lokalni recidivi (59).

Nadalje, valja spomenuti i spitzoidne melanome, unutar kojih se izdvaja Spitz melanom,

tzv. zlo¢udni oblik iz obitelji Spitz tumora s jasno definiranim genetskim obiljezjima. Za razliku
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od konvencionalnih melanoma, Spitz melanom ne nosi pokretacke mutacije gena BRAF, NRAS
ni NF1, nego je obiljezen aktiviraju¢om mutacijom gena HRAS ili, ¢eSce, fuzijama kinaza koje
aktiviraju signalni put MAPK, naj¢eS¢e onih koje zahvacaju gene ALK, ROS1, NTRKI,
NTRK3, RET, MET, BRAF i MAP3KS8. Zbog nedostatka Siroko prihvacenih patohistoloskih
kriterija za postavljanje pouzdane dijagnoze razvijeno je nekoliko molekularnih metoda, poput
fluorescencijske in situ hibridizacije (FISH), komparativne genomske hibridizacije (CGH),
analize izrazaja gena 1 sekvenciranja nove generacije (60). Prema vazecoj klasifikaciji SZO,
upravo prisutnost karakteristicne fuzije kinaze ili mutacije gena HRAS, uz spitzoidnu
morfologiju, definira tumor kao pripadnika obitelji Spitz (2).

Melanom koji nastaje u plavome madezu (engl. melanoma ex blue nevus, ranije
malignant blue nevus) rijedak je oblik dermalnoga zlo¢udnog tumora melanocitnog podrijetla.
NajceSce se nalazi na glavi, osobito u vlasistu, a klinicki se ocituje kao plavkast do crn, duboko
smjeSten nodus ili papula. Klinicki je tijek bolesti agresivan, s visokom stopom recidiva i
metastaza. Po svojim se molekularnim i histopatoloskim obiljezjima taj tumor podudara s
melanomom oka, s kojim dijeli isti obrazac genetskih promjena. U pridruZzenome plavom
madeZzu mogu se na¢i mutacije gena GNAQ ili GNA11, dok zlo¢udni dio tumora dodatno nosi
mutacije gena BAPI, SF3BI ili EIFIAX. Pritom se gubitak funkcije gena BAP1 povezuje s
osobito loSom prognozom i visokim metastatskim potencijalom, dok se mutacije gena SF3B1 1
EIF1AX povezuju s povoljnijim ishodom (61).

Jos jedan rijedak oblik jest primarni dermalni melanom (engl. primary dermal
melanoma, PDM), koji histoloski oponasa kozne ili limfne metastaze melanoma, a klinic¢ki
nalikuje cisti ili drugom dermalnom tumoru. Karakteriziran je smjeStajem u dermisu ili
potkozju, bez zahvacanja epidermisa i bez regresije, zbog Cega se teSko prepoznaje i najcesce
se prezentira debljinom od tri do devet milimetara. Budu¢i da se histoloski gotovo ne moze
razlikovati od metastaze melanoma, dijagnoza se postavlja isklju¢ivanjem, nakon §to se
anamnezom 1 slikovhom obradom cijeloga tijela isklju¢i prethodni ili istodobni primarni
melanom, odnosno druga metastatska bolest. Unato¢ histoloSkoj slicnosti s metastatskim
melanomom, primarni dermalni melanom ima neocekivano povoljnu prognozu: petogodisnje
prezivljenje krece se od 73 do 100 %, za razliku od znatno loSijeg preZivljenja u metastatskoj
bolesti istoga stadija. Zbog te bitne prognosticke razlike ispravno prepoznavanje ovoga podtipa
presudno je za odgovarajuce lijecenje i pracenje bolesnika (62).

Melanomi sluznice rijedak su oblik melanoma i obuhvacaju promjene koje se javljaju u
usnoj Supljini, nazofarinksu, larinksu te anogenitalno. Naj¢esce se nalaze u blizini mukokutanih

prijelaza, na granici ploCastoga i cilindri¢nog epitela, a ¢ine priblizno 1 % svih melanoma. Za
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razliku od koznih melanoma, nastanak melanoma sluznice nije povezan s izlozenos¢u UV
zraCenju, a molekularno se razlikuje po tome S$to rijetko nosi mutaciju gena BRAF, a ceSce
mutacije gena KIT, NRAS i NFI. Otprilike jedna tre¢ina melanoma sluznice amelanoticna je,
Sto uz njihovu skrivenu lokalizaciju dodatno otezava rano prepoznavanje. Zbog svoje klinicke
prezentacije 1 teSko dostupne lokalizacije melanomi sluznice najceS¢e se dijagnosticiraju u
lokalno uznapredovalom stadiju te imaju loSu prognozu. Uobicajeni prognosti¢ki pokazatelji
koznoga melanoma, poput debljine tumora po Breslowu i ulceracije, kod melanoma sluznice
ne omogucuju pouzdanu procjenu ishoda, pa je za njih uveden zaseban sustav odredivanja
stadija (63).

Naposljetku, melanom oka ¢ini oko 5 % svih melanoma, a dijelimo ga na konjunktivalni
1 uvealni (64). Konjunktivalni melanomi pokazuju sli¢nosti s koznim melanomima te nose
mutacije gena BRAF, NRAS ili NF1, a rjede PTEN 1 KIT. Naj¢esce se javljaju na bulbarnome
dijelu konjunktive, a mogu nastati de novo, iz postojeega madeZza ili iz primarne steene
melanocitoze s atipijom. Klinicki se o€ituju kao pigmentirana ili amelanoti¢na promjena. Za
razliku od uvealnih melanoma, konjunktivalni se, poput koznih, mogu Siriti i limfogenim
putem, pa u obradi ima mjesta i za procjenu regionalnih limfnih ¢vorova (65).

Uvealni melanomi molekularno se bitno razlikuju te najéeS¢e nose somatske mutacije
gena GNAQ ili GNA11, dok su mutacije gena BRAF i NRAS iznimno rijetke. Dodatne genetske
promjene, osobito inaktivacija gena BAPI, povezane su s osobito visokim rizikom od
metastaziranja 1 loSom prognozom. Zbog odsutnosti limfne drenaze unutar oka uvealni se
melanomi Sire gotovo isklju¢ivo hematogenim putem, pri cemu je jetra najcesce i prvo mjesto

metastaza (66).

1.1.5. Dijagnoza melanoma

Dijagnoza melanoma temelji se na pregledu cijele koze, dostupnih sluznica i koznih
adneksa. Pritom se traze promjene koje zadovoljavaju jedno ili viSe prethodno navedenih
obiljezja ABCDEFG pravila, promjene koje se izgledom razlikuju od ostalih madeZza u istoga
bolesnika (tzv. znak ruznoga paceta, engl. ugly duckling sign) (67) te promjene Ciji se razvoj
moze pratiti kada je dostupna dokumentacija s prethodnih pregleda, u obliku klini¢kih nalaza s
opisom dermatoskopskoga statusa ili fotodokumentacije. Upravo je rano prepoznavanje
melanoma klju¢no za poboljSanje ishoda i prezivljenja oboljelih (6).

Pri svakom je pregledu koznih promjena nuzna primjena dermatoskopije jer je upravo

ta metoda pokazala zna€ajno vecu dijagnosticku to¢nost u odnosu na klinicku procjenu golim
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okom. Metaanalizom klini¢kih ispitivanja potvrdeno je da dodavanje dermatoskopije klini¢kom
pregledu znatno povecava dijagnosticku tocnost, s osjetljivoséu od priblizno 89 % i
specifi€nos¢u od 79 % (68).

Karakteristicna dermatoskopska obiljezja melanoma jesu atipi¢na pigmentna mrezica,
nepravilne smede i crne tocke i globule, nepravilne linije, tamne mrlje, sjajne bijele linije ili
kristalne strukture te postojanje regresije. U slucaju invazivnog melanoma nalaze se i plavo-
bijeli veo te polimorfne krvne zile. Amelanoticni melanomi najce$¢e nemaju pigmentnih
struktura te ih obiljezavaju polimorfne krvne Zile i sjajne bijele linije (69), dok ALM na kozi
okrajina obiljeZava paralelni uzorak grebena i nepravilna pigmentacija. Subungvalni se
melanom obic¢no ocituje kao pigmentirana uzduzna pruga ispod nokta, a dermatoskopski se
prikazuje nepravilnim linijama razliite boje 1 debljine te Sirenjem pigmenta na okolnu kozu.
Za LMM na licu postavljen je dermatoskopski model progresije koji obuhvaca Cetiri uzorka:
anularno-granularni uzorak, uzorak s asimetri¢no pigmentiranim folikularnim otvorima,
romboidne strukture te u kasnim fazama, izrazenu neovaskularizaciju s crvenim romboidnim
strukturama.

Zbog svega navedenoga dermatoskopiju treba primjenjivati pri pregledu svake pojedine
kozne promjene, a ne samo klinicki sumnjivih, budu¢i da omogucuje otkrivanje najfinijih
morfoloskih odstupanja prije nego $to melanom postane klini¢ki prepoznatljiv. Preporucuje se
1 fotodokumentiranje svih promjena predvidenih za probatornu biopsiju ili kirurSku eksciziju u
cijelosti (6).

Ipak, valja imati na umu da se ne prezentiraju svi melanomi tipicnim klinickim
obiljezjima te da 10 do 25 % melanoma, unato¢ primjeni dermatoskopije, moZe ostati
neprepoznato. Za dijagnosticki izazovne promjene, koje dermatoskopski ne pokazuju
specificna obiljezja melanoma, uveden je pojam melanoma bez karakteristicnih obiljezja (engl.
featureless melanoma) (70). Budu¢i da su ponekad upravo bolesnici ti koji prvi primijete takvu
promjenu, svaku promjenu koja izaziva njihovu zabrinutost treba pomno analizirati i, prema
potrebi, bioptirati odnosno kirurski odstraniti (1).

Zahvaljujuci napretku umjetne inteligencije razvijeni su i algoritmi dubokoga ucenja
(engl. deep learning) za analizu dermatoskopskih slika. U eksperimentalnim uvjetima pojedini
su modeli u prepoznavanju melanoma dosegnuli dijagnosticku uspjesnost usporedivu s onom
iskusnih dermatologa, a u nekim su ispitivanjima nadmasili i prosjek skupine lijecnika. Iako
takvi sustavi obecavaju kao potpora u probiru i donosenju odluka, njihova klinicka primjena
zahtijeva daljnju prospektivnu validaciju, pa se zasad promatraju kao nadopuna, a ne zamjena

za struénu lije¢nicku prosudbu (71).
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Refleksijska konfokalna mikroskopija (engl. reflectance confocal microscopy, RCM)
neinvazivna je metoda koja omogucuje prikaz koZe na stani¢noj razini te tako premoscuje jaz
1izmedu dermatoskopije i patohistoloske analize. Metaanalize su pokazale da uporaba te metode,
kao dodatka dermatoskopiji u dijagnosticki dvojbenim promjenama, poboljSava dijagnosticku
tocnost 1 pridonosi smanjenju broja nepotrebnih biopsija, s osobitom vrijednoS¢u u procjeni
promjena na licu te u razlikovanju ranoga melanoma od dobro¢udnih pigmentnih promjena
(72).

Uz klinicku prosudbu i dermatoskopiju, u ranom se otkrivanju melanoma sve veca
pozornost pridaje sustavnome prac¢enju promjena tijekom vremena. Fotografiranje cijeloga
tijela uz sekvencijsku digitalnu dermatoskopiju (engl. total-body photography and sequential
digital dermoscopy) omogucuje usporedbu istih promjena i prepoznavanje suptilnih odstupanja
koja upucuju na zlocudnost, ¢ime se povecava osjetljivost otkrivanja melanoma i istodobno
smanjuje broj nepotrebnih ekscizija dobroudnih promjena, osobito u bolesnika s brojnim
madeZima i poviSenim rizikom za razvoj melanoma (73).

U analizi dijagnosticki zahtjevnih melanocitnih promjena, u kojima ni patohistoloska
analiza ne omogucuje jednoznacno razlikovanje dobro¢udne od zlocudne promjene, kao
pomo¢na metoda mogu posluziti molekularni testovi, poput analize profila ekspresije gena
(engl. gene expression profiling). Takvi testovi pruzaju dodatne informacije o bioloSkom
ponasanju promjene i mogu pomoc¢i u odlu¢ivanju o daljnjem postupanju, no njihove rezultate
uvijek treba tumaciti u klini¢ko-patoloskom kontekstu pojedinog tumora (74). Usporedno se
razvija i tekuca biopsija (engl. liquid biopsy), kojom se iz uzorka krvi analiziraju cirkuliraju¢a
tumorska DNK, cirkuliraju¢e tumorske stanice i izvanstani¢ne vezikule, s potencijalnom
ulogom u ranom otkrivanju, procjeni proSirenosti bolesti, praenju odgovora na lijeCenje i
pravodobnom prepoznavanju povrata bolesti (75).

Svaka klinicki sumnjiva promjena koja se kirurSki odstrani mora biti podvrgnuta
patohistoloskoj analizi, koja predstavlja zlatni standard u dijagnostici melanoma.
Patohistoloska se dijagnoza temelji na nizu arhitekturalnih, citomorfoloskih i dodatnih obiljezja
koja upucuju na zlo¢udnost melanocitne promjene. Arhitekturalno su promjene asimetri¢ne i
slabo ograni¢ene od okolnoga tkiva, a gnijezda melanocita nepravilno su rasporedena u
epidermisu, razli¢itih veli¢ina i oblika te cesto konfluiraju. Epidermalno prevladavaju
pojedinacni melanociti nad gnijezdima, uz povremeni gubitak medustanicnih veza, te se ¢esto
protezu duz adneksalnih struktura (folikula dlaka i Zzlijezda). Pojedini melanociti i manja
gnijezda mogu dosezati visoko iznad dermoepidermalne granice, sve do gornjih slojeva

epidermisa. Izostaje jasno sazrijevanje melanocita prema dubljim slojevima dermisa.
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Citomorfoloski su melanomi obiljezeni atipi¢nim melanocitima s izrazenim nuklearnim
polimorfizmom, ucestalim mitozama i nekrozom. Dodatna obiljezja zlocudnosti jesu prisutnost
regresije, osobito kada zahvaca viSe od 75 % promjene, aktinicka elastoza koZe te nakupine
plazma-stanica u dnu promjene (1).

Patohistoloski bi nalaz, prema pravilima struke, trebao sadrzavati dijagnozu i klinicko-
patoloski podtip melanoma, debljinu tumora u milimetrima (prema Breslowu), anatomsku
razinu invazije prema Clarku (I-1V), prisutnost ili odsutnost ulceracije i regresije, postojanje
mikrosatelita, udaljenost od bo¢nih 1 dubokih rubova, broj mitoza po mm? te podatke o
perineuralnoj ili limfovaskularnoj invaziji i o infiltraciji tumora limfocitima (6). Ti su parametri
temelj odredivanja patoloSkoga stadija prema TNM Kklasifikaciji, pri ¢emu se debljina tumora
po Breslowu i prisutnost ulceracije izdvajaju kao najvazniji neovisni prognosticki ¢imbenici i
odreduju T kategoriju. U bolesnika s invazivnim melanomom procjena statusa sentinel-
limfnoga ¢vora daje dodatnu, ¢esto i presudnu prognosticku informaciju te usmjerava daljnje
lijeCenje (76). U uznapredovaloj se bolesti dodatno preporucuje molekularno testiranje na
pokretacke mutacije, prije svega gena BRAF, koje uz prognosticko ima i prediktivno znacenje

za primjenu ciljane terapije (2).

1.1.6. Stadij bolesti i prognoza

Svrstavanje melanoma prema stadijima bolesti provodi se prema osmome izdanju
klasifikacije AJCC-a (engl. American Joint Committee on Cancer) iz 2017. godine, izradenome
na temelju analize medunarodne baze podataka s viSe od 46 000 bolesnika. Tocno je
odredivanje stadija klju¢no za procjenu prognoze i1 planiranje daljnjega lijeCenja. Ta se
klasifikacija temelji na obiljezjima primarnoga tumora (T, engl. tumour), zahvacenosti limfnih
¢vorova (N, engl. [ymph node) i prisutnosti udaljenih metastaza (M, engl. metastases).

Kategorija T odreduje se prema debljini tumora po Breslowu u milimetrima te
prisutnosti ili odsutnosti ulceracije, dok mitotski indeks, za razliku od prethodnoga izdanja, vise
nije kriterij za odredivanje T kategorije. Kategorija N oznaCava prisutnost metastaza u
regionalnim limfnim ¢vorovima te in framsit metastaza, mikrosatelita, satelita i potkoznih
metastaza; prognosticki su pritom najvazniji broj metastatski zahvacenih limfnih ¢vorova
(klinicki okultna ili klini¢ki ocCita zahvacéenost) te prisutnost satelitskih, mikrosatelitskih ili in
transit metastaza. Naposljetku, kategorija M odnosi se na udaljene metastaze i temelji se na
anatomskom smjeStaju metastaza te razini laktat-dehidrogenaze (LDH) u serumu. Novost je

osmoga izdanja zasebna podkategorija M1d za metastaze u srediSnjemu zZiv€anom sustavu,
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uvedena zbog njihove osobito lose prognoze, dok povisena vrijednost LDH, kao nepovoljan
prognosticki cimbenik, ostaje sastavnicom M kategorije (14). (Slika 5)

Na temelju TNM Kklasifikacije melanom se svrstava u klinicke, patohistoloske i
prognosticke stadije. Klinicki stadij obuhvaca sve podatke dobivene klinickim i radioloskim
pregledom, dok se patohistoloski stadij temelji na nalazu Siroke ekscizije, biopsije limfnoga
¢vora Cuvara (engl. sentinel lymph node biopsy, SLNB) te, prema potrebi, nalazu regionalne
limfadenektomije. Kombinacijom tih kategorija odreduje se AJCC stadij bolesti, ¢ime se
omogucuje procjena prezivljenja i usmjerava izbor terapijskoga pristupa (14).

Stadij 0 oznacava melanom in situ, dok stadiji I i II oznacavaju lokaliziranu koZznu
bolest. Vazno je razlikovati bolesnike u stadiju IA (T1a, Breslow < 0,8 mm, bez ulceracije), za
koji se u pravilu ne preporucuje SLNB, od bolesnika u stadiju IB (T1b, Breslow < 0,8 mm s
ulceracijom ili 0,8 do 1 mm neovisno o ulceraciji; T2a, 1 — 2 mm bez ulceracije) i stadiju I,
kod kojih se SLNB obi¢no preporucuje. Stadij III bolesti ukljuuje metastatsku zahvacenost
regionalnih limfnih ¢vorova i/ili mikrosatelite, satelite te in transit metastaze. Naposljetku,
stadij IV oznacava udaljene metastaze koje mogu zahvacati kozu, udaljene limfne ¢vorove,
visceralne organe 1/ili sredi$nji ziv€ani sustav (14, 76).

Prognoza oboljelih od melanoma ovisi o stadiju bolesti u trenutku postavljanja
dijagnoze. Opcenito, izvrsnu prognozu imaju bolesnici s lokaliziranim melanomom koze koji
je kirurSki uklonjen, stadija I i II. PetogodiSnja specificna stopa prezivljenja povezana s
melanomom (engl. Melanoma Specific Survival, MSS) za bolesnike stadija IA (T1aNOMO)
iznosi priblizno 99 %, dok u bolesnika s debljim (> 4 mm) i ulceriranim melanomom bez
regionalnih metastaza (T4bNOMO; stadij IIC) iznosi oko 82 %. Osim patohistoloskih obiljezja
tumora, 1 drugi klini¢ki podaci dodatno utjecu na prognozu u stadijima I 1 II, ukljucujuci dob,
spol 1 anatomski smjestaj tumora. Primjerice, Zene stadija I ili I imaju bolji MSS u usporedbi
s muskarcima. Nadalje, smjesStaj primarnog melanoma na trupu, glavi (vlasistu) ili vratu
povezan je s loSijom prognozom u usporedbi sa smjestajem na udovima (14, 32).

Bolesnici stadija III ¢ine heterogenu skupinu u pogledu rizika od razvoja udaljenih
metastaza 1 MSS-a. Prema podacima AJCC-a, petogodis$nja stopa prezivljenja varira od 93 %
za stadij IIIA do samo 32 % za stadij I[IID. Medutim, u posljednjem se desetljecu, uvodenjem
ciljane terapije i1 inhibitora kontrolnih tocaka, prezivljenje u stadijima III i IV znacajno
poboljsalo. Glavni prognosticki ¢imbenici u stadiju IIl jesu obiljezja primarnog tumora
(debljina 1 postojanje ulceracije), broj zahvacenih limfnih ¢vorova te tumorsko opterecenje.
Tumorsko se optere¢enje definira na temelju toga jesu li metastaze u limfnim ¢vorovima

mikroskopske (klinicki okultne, otkrivene SLNB-om) ili makroskopske (klini¢ki ocite) te
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prema prisutnosti ili odsutnosti limfne diseminacije (mikrosatelitske, satelitske i in transit
metastaze) (14, 32).

Nadalje, kod bolesnika stadija IV najvazniji je prognosticki Cimbenik anatomski
smjestaj udaljenih metastaza, pa loSiju prognozu imaju bolesnici s visceralnim metastazama u
odnosu na one s koznim, potkoznim ili metastazama u udaljene limfne ¢vorove. Prije ere
suvremenih sustavnih terapija medijan prezivljenja bolesnika s melanomom stadija IV iznosio
je svega oko 6 do 9 mjeseci, dok je petogodisnja stopa prezivljenja uz povisene vrijednosti LDH
u serumu bila manja od 10 %. Dodatni ¢imbenici koji utjeCu na prezivljenje jesu: pocetni
smjeStaj metastaza, vrijeme potrebno za razvoj udaljenih metastaza, stadij bolesti koji je
prethodio sistemskom Sirenju te ukupno tumorsko optereCenje u trenutku postavljanja
dijagnoze. Kod bolesnika s neresektabilnim stadijem III 1 IV niZe je tumorsko opterecenje
povezano s boljim odgovorom na provedeno lijecenje, Sto potvrduje da bi ranije otkrivanje i

lijeCenje metastatske bolesti poboljsalo dugorocne ishode (32).

TNM klasifikacija (AJCC, 8. izdanje)

T (tumour) — debljina primarmog N (node) — regionalni M (metastasis) —
tumora po Breslowu limfni &vorovi udaljene metastaze
Tis-T1<1,0-T2>1-2-T3>2-4-T4 >4 mm NO - N1-N3 (broj ¢vorova, in-transit / sat. mts) MO - M1 (udaljene metastaze)
[ STADIJ 0 } [ STADUJ | } [ STADUJ II } [ STADIJ 111 } L STADUJ IV }
° e ° ° ° e
[} [ ] ® [ ) [ ] [}
o.. o.. o.. o.. o.. o.. [ ] ° (] o 0.
[} [ ] °
L (] e e e
Tis NO MO T1-T2a NO MO T2b-T4b NO MO bilo koji T, N1-N3, M0 bilo koji T i N, M1
melanomin situ tanki tumor <2 mm deblji tumor > 2 mm i/ili metastaze u regionalnim udaliene metastaze
(unutar epidermisa) bez zahvacenih ¢vorova ulceracija; ¢vorovi negativni limfnim ¢vorovima (pluca, jetra, mozak...)
5-god. prezivijenje 5-god. prezivijenje 5-god. prezivijenje 5-god. prezivijenje 5-god. prezivijenje
~99-100 % ~99-97 % ~94-82 % ~93-32 % <10 %*
(IA— 1B) (HA—1IC) (IIA — 11ID) *v. napomenu

v

visi stadij — lo$ija prognoza
Prikazani su rasponi petogodisnjega prezivljenja specificnog za melanom (MSS) prema 8. izdanju AJCC klasifikacile; priblizni su i ovise o podstadiju te dodatnim prognostickim
gimbenicima.
*Za stadij IV AJCC ne navodi jedinstvenu stopu MSS -a: prije ere suvremene sustavne terapije petogodi$nje preZivljenje uz povisen LDH bio je < 10 %, dok uz kombiniranu
imunoterapiju premasuje 50 %.

Slika 5. Odredivanje stadija melanoma prema TNM Kklasifikaciji (AJCC, 8. izdanje) . Stadij
bolesti temelji se na obiljezjima primarnoga tumora (T — debljina po Breslowu i ulceracija),
zahvacenosti regionalnih limfnih ¢vorova (N) i prisutnosti udaljenih metastaza (M). Prikazani
su stadiji od 0 (melanom in situ) do IV (udaljene metastaze) s pripadajuéim pribliznim
rasponima petogodiSnjega prezivljenja, koji opadaju s porastom stadija bolesti. Slika je djelo

autorice.
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1.1.7. Lijecenje melanoma

Tijekom posljednjeg se desetljeca lijeCenje melanoma temeljito promijenilo, ponajprije
zahvaljujuc¢i molekularnim testovima koji doprinose dijagnostici te uvodenju ciljanoga lijecCenja
u bolesnika s mutacijom gena BRAF, kao i imunoterapije temeljene na inhibiciji kontrolnih
tocaka (1).

Nakon primarne kirurSke ekscizije i postavljanja patohistoloske dijagnoze melanoma
koze potrebno je uciniti Siroku eksciziju postoperativnoga oziljka, uz sigurnosne rubove
prilagodene debljini primarnoga tumora, ¢ime se smanjuje rizik od zaostatnoga tumora i
satelitskih metastaza. Prema europskim smjernicama, za melanome in situ preporucuje se
sigurnosni rub od 5 mm, za tumore debljine do 2 mm rub od 1 c¢m, a za one deblje od 2 mm rub
od 2 cm. Ovo bi se konac¢no kirursko lijecenje, po potrebi dopunjeno biopsijom limfnoga ¢vora
cuvara (SLNB), trebalo provesti unutar Cetiri do Sest tjedana od postavljanja dijagnoze (77).

Nadalje, odnedavno se ve¢ od stadija IIB i IIC preporucuje adjuvantna sistemska terapija
inhibitorima PD-1 (engl. programmed cell death protein 1), pembrolizumabom ili
nivolumabom, budu¢i da ti bolesnici imaju klinicki znacajan rizik od povrata bolesti (77-79).
Adjuvantna terapija inhibitorima PD-1 primjenjuje se i u bolesnika s potpuno reseciranim
stadijem III (77, 80). U bolesnika s mutacijom gena BRAF V600 ciljana terapija inhibitorom
BRAF-a dabrafenibom u kombinaciji s inhibitorom MEK-a trametinibom predstavlja
alternativu imunoterapiji te ujedno jedinu mogucénost lijeCenja u onih s kontraindikacijama za
imunoterapiju ili specificnim komorbiditetima (77).

U lijecenju stadija IV, bilo neresektabilne bolesti ili metastatskoga rasapa, imunoterapija
¢ini temeljni oblik prve linije sustavnoga lijecenja (77, 81). Monoterapija inhibitorima PD-1
preporucuje se bolesnicima s indolentnom slikom bolesti, nizim tumorskim optere¢enjem i bez
simptomatske visceralne zahvacenosti. U bolesnika s agresivnijim fenotipom bolesti,
poviSenim vrijednostima LDH 1 opseznim zahvacanjem organa boljom se pokazala
kombinirana imunoterapija inhibitorom PD-1 uz inhibitor CTLA-4 (engl. cyftotoxic T-
lymphocyte-associated protein 4), odnosno nivolumabom uz ipilimumab, no ta kombinacija
znatno povecava rizik od razvoja imunoloski posredovanih nuspojava (82). U bolesnika s
mutacijom gena BRAF V600E ili V600K na raspolaganju je 1 ciljana terapija inhibitorima
BRAF-a i MEK-a, koja rezultira visokom poc¢etnom stopom odgovora i brzim ublaZzavanjem
simptoma, ali slabijom dugoronom ucinkovito§¢u u odnosu na imunoterapiju. Stoga se

imunoterapija u vecini sluCajeva preferira kao terapija prvoga izbora, dok se ciljana terapija
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rezervira za bolesnike u kojih je potrebno brzo smanjenje tumorske mase ili za one s
kontraindikacijama za imunoterapiju (77, 83).

Naposljetku, radioterapija je zadrzala svoje mjesto u lijeCenju primarnih neresektabilnih
tumora (MIS, LMM), kao i u adjuvantnome lije¢enju desmoplasticnoga melanoma s visokim
rizikom od recidiva (1, 77). Kod stadija IV bolesti radioterapija se primjenjuje pretezno u
palijativne svrhe, radi ublazavanja simptoma uzrokovanih udaljenim metastazama, poput
kontrole boli, kompresije kraljezni¢ne mozdine, stabilizacije koStanih metastaza te lijeCenja
presadnica u mozgu (77). Metastaze u srediSnjem zivéanom sustavu mogu se lijeciti
stereotaksijskom radiokirurgijom, frakcioniranom stereotaksijskom radioterapijom ili, sve
rjede, ozracivanjem cijeloga mozga, pri ¢emu se potonje primjenjuje iskljucivo palijativno,
kada drugi oblici lijeCenja nisu izvedivi ili su se pokazali neuspjesnima (84).

Zbrinjavanje bolesnika oboljelih od melanoma u svim stadijima bolesti danas je
objedinjeno u medunarodnim smjernicama, koje na temelju razine dokaza i snage preporuke
usmjeravaju dijagnostiku, lijecenje i praéenje te omogucéuju ujednacen i na dokazima utemeljen
pristup (81). Uvodenje imunoterapije inhibitorima kontrolnih tocaka i ciljane terapije korjenito
je promijenilo ishode lijeCenja melanoma, i to ne samo u uznapredovaloj bolesti. Dokaz je tomu
1 pomak imunoterapije prema ranijim stadijima bolesti: u adjuvantnome lije¢enju potpuno
reseciranoga melanoma stadija III primjena je pembrolizumaba, u usporedbi s placebom,
znacajno produljila prezivljenje bez povrata bolesti (80).

U uznapredovaloj su bolesti dugoroc¢ni ishodi jednako uvjerljivi. Kombinirana
imunoterapija inhibitorom PD-1 i inhibitorom CTLA-4 omogucuje petogodisSnje prezivljenje
vecée od 50 %, uz trajan odgovor u znatnoga udjela bolesnika kakav je prije uvodenja tih lijekova
bio nezamisliv (82). Usporedno se u bolesnika s resektabilnom bolescu sve vise istrazuje
neoadjuvantni pristup, primjena imunoterapije prije kirurSkoga zahvata rezultirala je boljim
prezivljenjem bez dogadaja (engl. event-free survival, EFS) nego isklju¢ivo adjuvantna
primjena, vjerojatno zahvaljujuéi poticanju snaznijega protutumorskog imunosnog odgovora
dok je tumor jos prisutan (85).

Istodobno se razvijaju personalizirani terapijski pristupi, poput individualiziranih
cjepiva utemeljenih na neoantigenima. Kombinacija cjepiva na osnovi informacijske
ribonukleinske kiseline (mMRNA), mRNA-4157 (V940), s pembrolizumabom u ranim je
istrazivanjima dodatno produljila prezivljenje bez povrata bolesti u odnosu na samu
imunoterapiju (86). U bolesnika s metastatskom boleS¢u refraktornom na standardne pristupe
mogucnost predstavlja i1 terapija tumor-infiltriraju¢im limfocitima, koja je pokazala trajne

odgovore u prethodno lijecenih bolesnika (87).
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Unato¢ postignutom napretku, lijeCenje melanoma prate i vazni izazovi. U bolesnika
lijeCenih inhibitorima BRAF-a i MEK-a s vremenom se gotovo redovito razvija stecena
otpornost, koja nastaje ponovnom aktivacijom signalnoga puta MAPK ili aktivacijom
alternativnih signalnih putova, Cime se ograni¢ava dugoro¢na u¢inkovitost ciljane terapije (88).
Usto, imunoterapija moze izazvati imunoloski posredovane nuspojave koje mogu zahvatiti
gotovo svaki organski sustav, zbog ¢ega je za njihovo pravodobno prepoznavanje i zbrinjavanje
nuzan multidisciplinarni pristup u skladu s postoje¢im smjernicama (89). Napokon, sve
navedene terapijske mogucnosti pocivaju na izrazitoj imunogenosti melanoma, tumora bogato
infiltriranoga imunosnim stanicama, u kojemu sastav i funkcija tumorskoga imunosnog

mikookolisa bitno utjecu na tijek bolesti i odgovor na lijecenje (90).

1.2. Uloga LOXL3, NES, SNAI1 i OCT4 u tumorigenezi

Enzim LOXL3 pripada obitelji lizil-oksidaza (engl. lysyl oxidase, LOX), koja se sastoji
od pet ¢lanova: prototipa LOX i €etiriju enzima sli¢énih LOX-u, LOXL1 —4 (engl. lysy! oxidase-
like, LOXL). Analiza aminokiselinskoga sastava ovih enzima pokazala je da najvecu sli¢nost
imaju LOXL3 i LOXL2, s homologijom od oko 69 %, dok je homologija izmedu LOXL3 te
LOX, LOXL1 i LOXL4 priblizno 50 %. Svi su ¢lanovi amin-oksidaze, enzimi ovisni o bakru
koji reguliraju ravnotezu izvanstanicnoga matriksa (engl. extracellular matrix, ECM) tako S§to
omogucuju kovalentno umrezavanje kolagenih 1 elastinskih vlakana u netopive oblike te tako
povecavaju ¢vrstocu i stabilnost ECM-a (91). Istrazivanja su pokazala da ti enzimi djeluju i
unutarstani¢no te da sudjeluju u transkripciji gena, EMT-u, diferencijaciji i rastu tkiva. Uloga
LOXL3 u embrionalnome razvoju prvi je put potvrdena na modelu vrste Danio rerio, gdje je
nedostatak njegova ortologa Lox/3b uzrokovao kraniofacijalne deformacije. Sli¢ni su razvojni
poremecaji, ukljucujuéi rascjep nepca, mikrognatiju i1 deformacije kraljeznice, kao i1 rana
smrtnost, zabiljezeni u misSeva s deficijencijom Lox/3. Mutacije u ljudskom genu LOXL3
povezane su s pojavom Sticklerova sindroma, kolagenopatije koja se o€ituje mikrognatijom,
glosoptozom, rascjepom nepca i teSkom miopijom (91).

Nadalje, LOXL3 se povezuje s razli¢itim bolestima oka i plu¢a. Snizen izrazaj LOXL3
mogao bi biti znacajan u razvoju keratokonusa, a njegova pojacana aktivnost, u vidu povecanog
odlaganja ECM-a, u razvoju glaukoma. LOXL3 se pokazao pojacano izrazenim i u idiopatskoj
plu¢noj fibrozi te u idiopatskoj pluénoj arterijskoj hipertenziji. U arterijskoj je hipertenziji
zabiljezen visok izrazaj LOXL3 u sr€anim fibroblastima i kardiomiocitima, §to dovodi do

pojacanog umrezavanja kolagena i remodeliranja ECM-a srca te posljedicno do razvoja
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hipertrofije klijetke i dijastolicke disfunkcije srca (91). LOXL3 djeluje i na imunoloski sustav:
deacetilacijom transkripcijskoga c¢imbenika STAT3 prekida njegovu aktivnost, cime
ogranicava daljnju proliferaciju 1 diferencijaciju stanica, negativno regulira nastanak limfocita
Th17 1 Treg te tako pridonosi kontroli imunosnoga odgovora. Osim navedenoga, dokazana je i
uloga LOXL3 u tumorigenezi. Tu ulogu ostvaruje supresijom izrazaja gena za E-kadherin
(CDHI), djeluju¢i u interakciji s transkripcijskim ¢imbenikom Snail, kljuénim regulatorom
EMT-a; ta interakcija pridonosi smanjenju izrazaja CDH1 te progresiji i metastaziranju tumora.
Nadalje, LOXL3 utjece 1 na izrazaj drugih proteina vaznih za oCuvanje genske stabilnosti i
mitotsku kontrolu, kao §to su BRCA2, RAD51, SMC1A, MSH2, SMC3 i NUMAI1 (91, 92).
Povecan izrazaj LOXL3 dokazan je u melanomu, karcinomu Zeluca, dojke i jajnika,
kolorektalnom karcinomu, hepatocelularnom karcinomu te u mijeloproliferativnim
poremec¢ajima (91). U melanomu se LOXL3 pokazao klju¢nim za prezivljenje tumorskih
stanica i oCuvanje genomske stabilnosti, a u suradnji s onkogenim BRAF-om pridonosi
nastanku i progresiji tumora (20, 92).

Nestin je protein koji pripada klasi VI intermedijarnih filamenata, izvorno prepoznat u
neuralnim progenitorskim 1 mati¢nim stanicama tijekom razvoja srediSnjega ziv€anog sustava.
Ima ulogu u organogenezi, stanicnome metabolizmu i organizaciji citoskeleta, odrzavajuci
strukturu i stabilnost stanica. Kao biljeg mati¢nih stanica ima izravnu ulogu u regeneraciji tkiva
te se njegov pojacan izrazaj pokazao u fibrozi pluca, jetre 1 srca. Dokazana je i uloga nestina u
tumorigenezi, ponajprije karcinoma plu¢a ne-malih stanica, jajnika, dojke, hepatocelularnoga
karcinoma i glioblastoma (93). SniZen izrazaj nestina povezan je sa smanjenom fosforilacijom
kljuénih signalnih proteina, ukljucujuéi Akt i GSK3p, Sto rezultira inhibicijom signalnoga puta
PI3K-Akt-mTOR 1 moze dovesti do smanjenoga tumorskog rasta i migracijskog potencijala
stanica (94). Drugi vazan mehanizam povezan s nestinom jest njegov odnos s
tumorsupresorskim proteinom p53: u normalnim stanicama p53 potiskuje izrazaj nestina, pa
gubitak ili poremecaj funkcije p53 dovodi do pojacanog izrazaja nestina i nakupljanja nezrelih,
progenitorskih stanica sklonih zlocudnoj preobrazbi (95). U melanomu je izrazaj nestina
povezan s migracijom, invazijom 1 progresijom bolesti, a izraZeniji je u uznapredovalim
stadijima nego u dobro¢udnim madezima (96).

Transkripcijski ¢imbenik Snail ima kljuénu ulogu u regulaciji EMT-a tijekom
embrionalnoga razvoja, osobito u procesu migracije i diferencijacije stanica zametnih listi¢a
(97). Osnovna mu je funkcija supresija izrazaja E-kadherina uz pojacan izrazaj mezenhimalnih
biljega, kao Sto su fibronektin, kolagen i matriks metaloproteinaze. Na taj nacin dovodi do

gubitka epitelnih obiljeZja i stjecanja mezenhimalnog fenotipa te povecava pokretljivost i
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invazivnost stanica (98). Osim toga, podrzava funkciju mati¢nih stanica, obnovu tkiva i
cijeljenje rana (99, 100). PoviSen izrazaj SNA/I zabiljezen je u fibrozi organa i drugim upalnim
bolestima, u kojima pridonosi stani¢noj plasti¢nosti i otpornosti na apoptozu (101).

U kontekstu tumorigeneze Snail se isti¢e kao kljucni pokretac progresije tumora: potice
invaziju, metastaziranje te stjecanje obiljezja matic¢nih stanica, §to dovodi do razvoja otpornosti
na terapiju i povecava rizik od povrata bolesti (21, 102, 103). PoviSen izrazaj ovoga
transkripcijskog ¢imbenika utvrden je u razliitim vrstama zlo¢udnih tumora, ukljucujuci
karcinom dojke, pluca i jetre te melanom, a povezan je sa slabijom diferencijacijom tumora,
kra¢im prezivljenjem i sveukupno loSijom prognozom (104, 105). U melanomu utiSavanje
SNAII u pretklinickim modelima zaustavlja metastaziranje i1 ublaZzava imunosupresiju
tumorskoga mikookoli$a, Sto dodatno potvrduje njegovu ulogu u progresiji bolesti (106-108).

Transkripcijski ¢imbenik OCT4 (POUSFI) pripada obitelji POU, nazvanoj prema
proteinima Pit-1, Oct-1/2 i Unc-86. Kljucan je za odrzavanje pluripotentnosti i samoobnove
embrionalnih mati¢nih stanica tako §to sprjecava njihovu diferencijaciju i odrzava ih nezrelima
(109, 110). Tijekom embrionalnog razvoja njegov je izrazaj vremenski i prostorno kontroliran,
a njegov poremecaj dovodi do razliCitih razvojnih poremecaja (111). Fizioloski je izrazen u
germinativnim stanicama, dok je u somatskim stanicama potisnut. Medutim, patoloSka
reaktivacija ovoga transkripcijskog ¢imbenika zabiljezena je u brojnim stanjima, ukljucujuéi
fibrozu, kroni¢ne upalne procese, regeneraciju tkiva te razlicite vrste tumora, gdje pridonosi
stani¢noj plasti¢nosti 1 otpornosti na apoptozu te potice EMT (112, 113). U tumorima OCT4
ima klju¢nu ulogu u odrzavanju populacije tumorskih mati¢nih stanica, koje su odgovorne za
invazivnost, otpornost na lijekove i povrat bolesti (114). Pojacan izrazaj OCT4 pronaden je u
razli¢itim vrstama zlocudnih tumora, poput karcinoma vrata maternice, zeluca, pluca, jajnika,
rektuma 1 testisa, te je povezan s nepovoljnom prognozom, nizim stupnjem diferencijacije
tumora 1 kra¢im prezivljenjem oboljelih (115-119). I u melanomu je pojacan jezgreni izraZaj
OCT4 povezan s ve¢om debljinom tumora po Breslowu, ulceracijom i metastaziranjem te s

agresivnijim bioloSkim ponaSanjem i loSijim prezivljenjem oboljelih (120).
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2. CILJEVI I HIPOTEZE ISTRAZIVANJA



2.1. Ciljevi istrazivanja

e Analizirati izrazaj biljega LOXL3, SNAII1, NES i OCT4 u melanomima in situ, BRAF+ 1
BRAF— metastatskim melanomima te u displasticnim madezima.
e Analizirati suizrazaj biljega LOXL3, SNAII, NES 1 OCT4 u melanomima in situ, BRAF+

1 BRAF— metastatskim melanomima te u displastiénim madezima.

2.2. Hipoteze istrazivanja

e Izrazaj proteina i gena LOXL3 ve¢i je u skupini metastatskih melanoma nego u skupini
displasticnih madeza i melanoma in situ.

e Izrazaj SNAII, NES i OCT4 ve¢i je u skupini melanoma in situ nego u skupini
displasti¢nih madeza.

e Izrazaj SNAII, NES i OCT4 ve¢i je u skupini metastatskih melanoma nego u skupini
displasticnih madeza.

e Suizrazaj LOXL3, SNAII, NES i OCT4 prisutan je u skupini metastatskih melanoma.
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3. MATERIJALI I METODE ISTRAZIVANJA



Istrazivanje je provedeno na Medicinskome fakultetu Sveucili§ta u Splitu, uz suradnju
Klinickoga zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju Klinickoga bolnickog centra

Split.

3.1. Ispitanici

Uvidom u medicinsku dokumentaciju baze podataka Klinickoga zavoda za patologiju,
sudsku medicinu i citologiju Klinickoga bolnickog centra Split izdvojeno je ukupno 45 uzoraka
(Tablica 1) s patohistoloskom dijagnozom displasticnog madeza (N = 10), melanoma in situ (N
= 15) i metastatskog melanoma (BRAF+ N = 10, BRAF— N = 10), operiranih u Klinickome
bolnickom centru Split od 2017. do 2020. godine. Kriteriji za ukljucenje u studiju bili su jedna
od triju dijagnoza (displasticni madez, melanom in situ ili metastatski melanom), dostupnost
parafinskih tkivnih blokova te potpuni klinicki podaci. Kriteriji iskljuc¢enja bili su nedostupnost
medicinske dokumentacije ili nedovoljna koli¢ina tkiva za analizu. Istrazivanje je odobrilo
Eticko povjerenstvo Klinickoga bolnickog centra Split (klasa: 520-03/24-01/95, urudzbeni broj:
2181-147/01-06/LJ.Z.24-02), u skladu s HelsinsSkom deklaracijom (121).

Tablica 1. Sociodemografska obiljezja ispitanika.

Histoloska dijagnoza Broj bolesnika Dob (godine) Spol (M/Z)
Displasti¢ni madez 10 369+12,2 6/4
Melanom in situ 15 55,9+10,9 9/6
BRAF+ melanom 10 60,8 + 13,1 5/5
BRAF- melanom 10 65,3+ 15,9 7/3

Dob je prikazana kao srednja vrijednost + standardna devijacija. M — muski spol; 7 — Zenski

spol.

3.2. Metode

3.2.1. HistoloSka analiza

Uzoreci biopsija koze prikupljeni su u obliku parafinskih blokova. Tkivo je fiksirano u 4
%-tnoj otopini paraformaldehida u 0,1 M PBS-u preko no¢i, potom isprano radnim PBS-om,

dehidrirano u uzlaznoj seriji otopina etanola (25 %, 50 %, 75 %, 90 % 1 100 %) i u ksilenu te
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uklopljeno u parafin. Rezovi debljine 5 um izradeni su mikrotomom i preneseni na predmetna
stakalca. Svaki je deseti rez obojen hematoksilinom i eozinom (H&E) radi procjene histoloske
grade tkiva. Uzorci su najprije inkubirani u otopini Mayerova hematoksilina tijekom 15 minuta,
zatim isprani mlakom teku¢om vodom i uronjeni u otopinu eozina u trajanju od cetiri do pet
minuta. Nakon toga provedena je dehidracija serijom rastu¢ih koncentracija etanola i ksilena, a
uzorci su uklopljeni u kanada-balzam i prekriveni pokrovnim stakalcem. Tako obradeni uzorci
analizirani su svjetlosnim mikroskopom (Olympus BX40, Tokyo, Japan) kako bi se potvrdila
prethodno postavljena dijagnoza 1 procijenila morfoloSka ocuvanost tkiva prije
imunofluorescencijskog bojenja. Bojenje hematoksilinom i eozinom osnovna je histoloSka
metoda jer je tehnicki jednostavna i jasno prikazuje brojne tkivne strukture. Hematoksilin plavo
boji jezgru te dobro prikazuje jezgrine detalje i druge kisele sastojke, dok eozin razli¢itim

intenzitetom crveno boji citoplazmu, eritrocite te misi¢no 1 vezivno tkivo.

3.2.2. Imunofluorescencijska analiza

Nakon deparafiniranja uzoraka u ksilolu i rehidracije u seriji etanola 1 destiliranoj vodi,
antigeni su otkriveni kuhanjem uzoraka tijekom 30 minuta u 0,01 M citratnom puferu (pH 6,0)
u kuhalu na paru pri 95 °C. Uzorci su potom ohladeni na sobnu temperaturu, isprani u 0,1 M
PBS-u, odvojeni PAP-olovkom te inkubirani 30 minuta s otopinom za blokiranje proteina
(ab64226, Abcam, Cambridge, Ujedinjeno Kraljevstvo) radi sprjeCavanja nespecificnog
bojenja. Zatim su inkubirani preko no¢i u vlaznoj komori s primarnim protutijelima protiv
LOXL3, SNAII, nestina i OCT4. Nakon ispiranja PBS-om nanesena su sekundarna protutijela:
Rhodamine Red™-X (RRX) konjugirano protutijelo za detekciju SNAII te Alexa Fluor® 488
konjugirano protutijelo za detekciju LOXL3, NES odnosno OCT4. Sva koriStena primarna i
sekundarna protutijela, s pripadaju¢im razrjedenjima i proizvodacima, navedena su u Tablici 2.
Uzorci su potom inkubirani u vlaznoj komori tijekom jednog sata, isprani PBS-om te inkubirani
s bojilom za jezgre DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) u trajanju od jedne minute. Naposljetku
su uklopljeni medijem Immu-Mount i prekriveni pokrovnim stakalcem.

Uzorci su pregledani na fluorescencijskom mikroskopu (Olympus BX51, Tokyo, Japan)
1 snimljeni digitalnom kamerom (Nikon DS-Ri2, Nikon Corporation, Tokyo, Japan) uz softver
NIS-Elements F (verzija 5.22.00). Radi kvantifikacije imunoekspresije proteina od interesa
analizirano je najmanje deset nepreklapajucih reprezentativnih vidnih polja, snimljenih pri

ukupnom povecanju x1000 uz uporabu imerzijskog ulja (Carl Roth, Karlsruhe, Njemacka) i
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konstantno vrijeme ekspozicije. Zeleni signal tumacen je kao pozitivha imunoekspresija

LOXL3, NES odnosno OCT4, a crveni kao pozitivna imunoekspresija SNAIL.

Tablica 2. Primarna 1 sekundarna protutijela koristena u imunofluorescencijskoj analizi.

Proizvoda¢ (kat.

Protutijelo Naziv / klon br) Razrjedenje
r.
Merck KGaA
Anti-LOXL3 Rabbit Anti-LOXL3 1:100
(SAB4301652)
Anti-SNAITI Goat Anti-SNAI1 Abcam (ab53519) 1:500
Anti-NES Rabbit Anti-Nestin (SP103) Abcam (ab105389) 1:100
Rabbit polyclonal Anti- Merck KGaA
Anti-OCT4 1:100
OCT4 (AB3209)
Donkey Rhodamine Red-X  Jackson
Anti-Goat
AffiniPure Anti-Goat IgG ImmunoResearch 1:300
(RRX)
(H+L) (705-295-003)

Donkey Alexa Fluor 488 Jackson
AffiniPure Anti-Rabbit IgG  ImmunoResearch 1:300
(H+L) (711-545-152)

Anti-Rabbit
(AF488)

RRX — Rhodamine Red-X; AF488 — Alexa Fluor 488; H+L — teski i laki lanci imunoglobulina.
Sekundarno protutijelo Anti-Rabbit (AF488) koristeno je za detekciju LOXL3, NES i OCT4, a
Anti-Goat (RRX) za detekciju SNAII.

Mikrofotografije su obradene pomocu softvera ImagelJ (verzija 1.54, National Institutes
of Health, Bethesda, MD, Sjedinjene Americke Drzave) radi kvantitativne procjene
imunoreaktivnosti stanica (122-124). Slike su pripremljene za analizu oduzimanjem crvenoga
signala od zelenoga fluorescencijskog signala te primjenom medijan-filtra polumjera 2,0
piksela. Odredivanjem praga metodom granic¢ne vrijednosti (,,triangle) 1 uporabom opcije
»analyze particles izmjeren je postotak povrSine presjeka prekriven pozitivnim signalom.
Dobivene su vrijednosti uprosje¢ene po skupinama. S obzirom na moguce varijacije medu
ocjenjivacima, analizu su neovisno provela tri iskusna histologa, postavljaju¢i pozadinske
grani¢ne vrijednosti pomoc¢u negativnih kontrolnih slika. Pouzdanost medu ocjenjivacima

procijenjena je analizom medurazredne korelacije. Intenzitet imunoreaktivnosti procijenjen je
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semikvantitativno, u Cetiri stupnja: odsutnost reaktivnosti (—), blaga reaktivnost (+), umjerena
reaktivnost (++) i jaka reaktivnost (+++). Mikrofotografije su, za potrebe prikaza, dodatno
obradene 1 sastavljene pomocu softvera Adobe Photoshop (Adobe, San Jose, CA, Sjedinjene
Americke Drzave), uz primjenu funkcija za oduzimanje pozadine i prilagodbu kontrasta radi

smanjenja pozadinske fluorescencije i optimizacije kontrasta izmedu kanala.

3.2.3. Lanc¢ana reakcija polimerazom i analiza

Iz svakoga je parafinskog bloka iglom zaokruzeno i1 izdvojeno po 5 mm? tkiva
displasti¢énih madeza ili melanoma, pri ¢emu je izbjegnuto okolno zdravo i nekroticno tkivo.
Ukupna RNK (ribonukleinska kiselina) izolirana je iz 24 uzorka (displasticni madez n = 6,
melanom in situ n = 6, BRAF+ n = 6 i BRAF— n = 6). Odabrano je tkivo rezano na rezove
debljine 6 um 1 pohranjeno u sterilne mikroepruvete bez RNaza. 1zolacija RNK provedena je
kompletom High Pure RNA Paraffin (kat. br. 03270289001, Roche, Basel, Svicarska), prema
uputama proizvodaca.

Protokol je zapoceo deparafinizacijom tkiva, ispiranjem u etanolu i centrifugiranjem pri
najvecoj brzini tijekom dvije minute. Osusenom talogu dodani su proteinaza K i pufer za lizu
tkiva (engl. tissue lysis buffer) radi homogenizacije stanica i razgradnje proteina, nakon ¢ega je
stanicni lizat inkubiran preko no¢i. Sljede¢ega su dana dodani pufer za vezanje (engl. binding
buffer) 1 etanol, a otopina je prenesena u spin-kolonu. Vezana je RNK isprana puferom za
ispiranje te eluirana iz kolone puferom za eluiranje (engl. elution buffer). Zaostala DNK
razgradena je inkubacijom eluata s DNazom I. Koncentracija ukupne RNK u svakom uzorku
izmjerena je uredajem Qubit™ Fluorometer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
Sjedinjene Americke Drzave), a svi su uzorci razrijedeni do najnize izmjerene koncentracije.
Reverzna transkripcija 1,34 ng ukupne RNK u komplementarnu DNK (cDNK) provedena je
kompletom High-Capacity Reverse Transcriptase (kat. br. 4368814, Applied Biosystems,
Foster City, CA, Sjedinjene Americke Drzave), prema uputama proizvodaca. Za daljnju
kvantifikaciju izrazaja gena 20 uL ¢cDNK pohranjeno je na —80 °C. Izrazaj gena analiziran je
metodom RT-qPCR na uredaju Applied Biosystems Fast 7500 (Waltham, MA, Sjedinjene
Ameri¢ke Drzave), uporabom smjese TaqMan Fast Advanced Universal Master Mix II
(Applied Biosystems, Waltham, MA, Sjedinjene Americke Drzave), koja sadrzi uracil-N-
glikozilazu (UNG) AmpErase i inertnu referentnu boju ROX. Za ljudske gene LOXL3, SNAII,
NES 1 OCT4 koriStene su gotove TaqMan probe (Applied Biosystems, Waltham, MA,

Sjedinjene Americke Drzave), a kao endogeni kontrolni gen koriSten je GAPDH (gen za
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gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenazu). Oznake koriStenih proba navedene su u Tablici 3.
Reakcija je provedena uporabom 2 pL predloska ¢cDNK, 1 pL probe TaqMan i 10 pL
univerzalne smjese TagMan Master Mix. Svi su uzorci ¢cDNK analizirani u duplikatu.
Negativna kontrola (NTC) sadrzavala je sve komponente smjese Master Mix i vodu bez
nukleaza umjesto cDNK. Protokol se sastojao od pocetnog zagrijavanja na 50 °C tijekom dviju
minuta radi aktivacije uracil-N-glikozilaze, potom dviju minuta pri 95 °C radi aktivacije
polimeraze te, naposljetku, 40 amplifikacijskih ciklusa (3 sekunde pri 95 °C 1 30 sekundi pri 60
°C). Za analizu rezultata koriStena je komparativna Ct-metoda (2"—AACt) (125) radi procjene
relativnih promjena u izrazaju ciljnih gena, pri ¢emu je referentna vrijednost postavljena na

razinu izrazaja u uzorcima displasti¢nih madeza.

Tablica 3. Geni i pripadaju¢e TagMan probe koriStene u analizi RT-qPCR.

Gen Naziv gena TaqMan oznaka eseja
LOXL3 lizil-oksidaza sli¢na 3 Hs01046945 ml1
SNAII Snail obiteljski transkripcijski represor 1 Hs00195591 m1

NES Nestin Hs01895061 ul

oktamer-vezujuci transkripcijski ¢imbenik

OCT4 Hs00707120 sl

4 (POUSF1)

gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenaza
GAPDH Hs99999905 ml
(endogena kontrola)

RT-gPCR — kvantitativna lancana reakcija polimerazom uz reverznu transkripciju. Kao

endogena kontrola koristen je gen GAPDH.

3.3. Statisti¢ke analize

Statisticka analiza podataka dobivenih obradom mikrofotografija provedena je
softverskim paketom GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla, CA, Sjedinjene Americke
Drzave). Razina statisticke znacajnosti postavljena je na P < 0,05, a svi su intervali pouzdanosti
(engl. confidence interval, Cl) izrazeni na razini od 95 %. Za potvrdu normalne raspodjele
podataka koriSten je Shapiro-Wilkov test. Podaci su analizirani jednosmjernom analizom
varijance (engl. one-way ANOVA) s Tukeyjevim testom viSestrukih usporedbi. Postotak

povrsine zahvacene signalom izrazen je kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD). Za
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podatke dobivene metodom RT-qPCR takoder je koriStena jednosmjerna analiza varijance s
Tukeyjevim testom viSestrukih usporedbi; rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost + SD, uz
prag statisticke znacajnosti P < 0,05.

Pri primjeni metode 2"—AACt kao kalibrator je koriStena prosjecna vrijednost ACt
uzoraka displasticnih madeza, na temelju koje su izracunate relativne promjene izraZaja gena u

svim ostalim uzorcima u odnosu na displasti¢ni madez.
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4. REZULTATI



Na preparatima bojenima H&E utvrdene su morfoloSke razlike izmedu displasticnih
madeZa, melanoma in situ te BRAF+ i BRAF— melanoma. Imunofluorescencijskom metodom
analiziran je izrazaj i suizrazaj biljega LOXL3, OCT4, NES 1 SNAII, s razli¢itim intenzitetom
1 obrascima izrazavanja signala fluorescencije. Kvantitativna procjena imunoreaktivnosti
biljega OCT4, NES i SNAII provedena je na uzorcima displasticnih madeza, melanoma in situ
te BRAF+ i BRAF—- melanoma odredivanjem postotka povrSine pozitivnog signala
fluorescencije u podrucju epidermisa. Dobiveni su rezultati prikazani kao postotni udjeli
ukupne povrsine epidermisa s pozitivnom imunoreaktivno$¢u. Analiza RT-qPCR provedena je
na bioptatima koze istith uzoraka radi odredivanja promjene relativne razine izraZaja
promatranih mRNK medu displasticnim madezima, melanomima in situ t¢ BRAF+ 1 BRAF—

melanomima.

4.1. HistoloSka analiza (H&E bojenje) displasticnog madeza, melanoma in situ te BRAF+

i BRAF— metastatskog melanoma

Histoloskim pregledom uzoraka displasti¢nih madeza utvrden je poremecaj arhitekture
1 citoloska atipija. Poremecaj arhitekture ukljucivao je prisutnost junkcijskih ,,ramena® uz
dermalnu komponentu, povezivanje nakupina melanocita izmedu susjednih izduzenih
epidermalnih grebena, suprabazalno rasprSenje melanocita ograniceno na donje slojeve
epidermisa, koncentricnu i1 lamelarnu fibroplaziju oko izduZenih epidermalnih grebena te
zari$no nepravilan limfocitni infiltrat. Citoloska je atipija bila obiljezena uvecanim jezgrama s
razli¢itim stupnjem nepravilnosti, zbijanjem kromatina, hiperkromazijom te razlicito izraZzenim
nukleolima.

Sli¢na atipi¢na obiljezja uoCena su i u melanomima in situ te u metastatskim
melanomima. Medutim, u tim su slucajevima bila pracena dodatnim obiljezjima, kao Sto su
izrazeno pagetoidno Sirenje melanocita, opsezna i kontinuirana bazalna proliferacija atipi¢nih
melanocita, izraZenija citoloska atipija, mitoze te, kod invazivnih melanoma, izostanak

sazrijevanja dermalne komponente. (Slika 6)
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Slika 6. Bojenje H&E melanocitnih promjena ukljucenih u istrazivanje. Displasti¢ni madez
karakteriziran je arhitektonskim poremecajem 1 umjerenom citoloskom atipijom (A, B).
Melanom in situ prikazuje konfluentnu proliferaciju melanocita s izrazenom atipijom duz
bazalnog sloja epidermisa, uz pagetoidno Sirenje melanocita, ali bez invazivne komponente (C,
D). Invazivni dijelovi BRAF+ i BRAF— melanoma sastoje se od kohezivnih nakupina

neoplasti¢nih melanocita (E — H). Slika je iz istrazivanja za doktorat.

4.2. Izrazaj LOXL3

Obrazac imunofluorescencijske obojenosti proteina LOXL3 u svim je analiziranim
tkivnim uzorcima varirao od negativnoga do tockastoga u podrucju jezgre i citoplazme. Signal
obojenja proteina LOXL3 bio je Siroko rasporeden kroz sve slojeve epidermisa u stanicama
gnijezda melanocita displasti¢nih madeza te u tumorskim stanicama bazalnoga sloja epidermisa
u uzorcima melanoma in situ. U usporedbi s ostalim uzorcima tkiva, najsnaznija
imunoreaktivnost LOXL3 zabiljezena je u epitelu uzoraka BRAF+ i BRAF— metastatskih
melanoma.

Suizrazaj LOXL3 1 SNAIl uocen je sporadi¢no u perinuklearnome podrucju svih

analiziranih uzoraka tkiva. Statisticki znaCajno najveci postotni udio povrSine prekrivene
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signalom LOXL3 zabiljezen je u displasticnome madezu u usporedbi s BRAF+ (P = 0,006) i
BRAF— melanomom (P = 0,027) (Slika 7a).

Analiza izrazaja gena metodom RT-qPCR pokazala je statisticki znacajno visu relativhu
ekspresiju gena LOXL3 u BRAF+ melanomu u odnosu na BRAF— melanom (P = 0,021),
displasti¢ni madez (P = 0,004) i melanom in situ (P = 0,002) (Slika 7b).
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Slika 7. Imunoekspresija signala proteina LOXL3, SNAII i DAPI te slika preklopljenih (engl.
Merge) signala imunoekspresije LOXL3, SNAI1 i DAPI u displasticnome madezu, melanomu
in situ te BRAF+ 1 BRAF— melanomu. Strelice oznacavaju obrasce izrazaja LOXL3 i SNAI1 u

tkivu koze. Suizrazaj proteina prikazan je strelicama na mikrofotografijama s preklopljenim
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signalima imunoekspresije. Mikrofotografije su snimljene pri povecanju x1000. Postotci
povrsine presjeka prekriveni pozitivnim signalom LOXL3 prikazani su u dijagramu a. U svakoj
je skupini analizirano deset reprezentativnih mikrofotografija. Usporedba relativne promjene
izrazaja mRNK za LOXL3 izmedu displasti¢nog madeza, melanoma in situ te BRAF+1 BRAF—
melanoma prikazana je u dijagramu b. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost = SD
(okomita crta) te analizirani jednosmjernom analizom varijance s Tukeyjevim testom
visestrukih usporedbi. Statisticki znacajne razlike oznacene su s P < 0,05, * P < 0,01. Slika je

1z istrazivanja za doktorat.

4.3. Izrazaj NES

Obrazac imunofluorescencijske obojenosti proteina nestina bio je prisutan kao blago
difuzno obojenje koje se sporadi¢no pojavljivalo u tumorskim stanicama gnijezda melanocita
displasti¢nih madeza i melanoma in situ. U uzorcima BRAF+ melanoma uoceno je jako difuzno
citoplazmatsko obojenje (Slika 8). U usporedbi s ostalim promatranim skupinama uzoraka,
najsnaznija je imunoreaktivnost zabiljezena u epitelu uzoraka BRAF+ melanoma, dok je
umjerena imunoreaktivnost uocena u uzorcima BRAF— melanoma.

Suizrazaj proteina NES i SNAI1 uocen je u stanicama melanoma (Slika 8). Postotni udio
povrsine s pozitivnim signalom NES 1 analiza metodom RT-qPCR pokazali su slicne rezultate
u svim analiziranim skupinama uzoraka. Uzorci BRAF+ melanoma pokazali su statisticki
znacajno vedi postotni udio NES-pozitivnih stanica u odnosu na displasti¢ni madez (P = 0,020)
1 melanom in situ (P = 0,016) (Slika 8a).

Usporedbom relativne promjene izrazaja mRNK za NES u svim analiziranim tkivima
utvrdena je statistiCki znacajno viSa vrijednost ekspresije gena NES u BRAF+ melanomu u

odnosu na displasti¢ni madez (P = 0,036) i melanom in situ (P = 0,037) (Slika 8b).
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Slika 8. Imunoekspresija signala proteina NES, SNAI1 1 DAPI te slika preklopljenih signala
imunoekspresije NES, SNAI1 i DAPI u displasticnome madezu, melanomu in situ te BRAF+ i
BRAF— melanomu. Strelice prikazuju obrasce izrazaja NES 1 SNAII u tkivu koze, dok strelice

na preklopljenim mikrofotografijama oznacavaju podrucja gdje je zabiljeZen suizrazaj tih dvaju
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proteina. Mikrofotografije su snimljene pri povecanju x1000. Postotci povrSine presjeka
prekriveni pozitivnim signalom NES prikazani su u dijagramu a. U svakoj je skupini analizirano
deset reprezentativnih mikrofotografija. Usporedba relativne promjene izrazaja mRNK za NES
izmedu displasticnog madeza, melanoma in situ t¢e BRAF+ 1 BRAF— melanoma prikazana je u
dijagramu b. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD (okomita crta) te analizirani
jednosmjernom analizom varijance s Tukeyjevim testom viSestrukih usporedbi. Statisticki

znacajne razlike oznacene su s P < 0,05, * P <0,01. Slika je iz istrazivanja za doktorat.

4.4. Izrazaj SNAI1

Imunofluorescencijski obrazac obojenosti proteina SNAII1 bio je prisutan kao tockasto
obojenje jezgre i citoplazme u svim analiziranim uzorcima tkiva. U uzorcima BRAF+
melanoma uoceno je jako difuzno citoplazmatsko obojenje (Slika 8). Polukvantitativna analiza
pokazala je umjerenu imunoreaktivnost u stanicama BRAF+ i BRAF— melanoma u usporedbi
s ostalim promatranim skupinama.

Postotni udio stanica s pozitivnim signalom SNAII bio je statisticki znacajno visi u
uzorcima BRAF+ i BRAF— melanoma u usporedbi s displasticnim madezom (P < 0,01) 1
melanomom in situ (P < 0,001) (Slika 9a). Analiza metodom RT-qPCR potvrdila je izrazaj
mRNK SNAII u svim ispitivanim tkivima, bez statisticki znacajne razlike u relativnoj promjeni
izrazaja gena izmedu usporedivanih skupina. NajviSa razina ekspresije mRNK SNA/I

zabiljezena je u BRAF+ i BRAF— melanomima (Slika 9b).

1

@)
|

a SNAIL b SNAIL
* ok kK s .
157 %% ] = 2.57
) i Z [] dysplastic nevus
&b % ok ok % & 2.0 A
£ ’ melanoma in situ
S 10+ *%* § i [
g g 157 I BRAF+
5
8, % 1.0 B BRAF-
5 s
= G
S

0- 0.0-

Slika 9. Postotci povrSine presjeka prekriveni pozitivnim signalom za SNAII prikazani su u
dijagramu a. U svakoj je skupini analizirano deset reprezentativnih mikrofotografija.
Usporedba relativne promjene izrazaja mRNK za SNAII izmedu displasticnog madeza,

melanoma in situ t¢ BRAF+ i BRAF— melanoma prikazana je u dijagramu b. Podaci su
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prikazani kao srednja vrijednost + SD (okomita crta) te analizirani jednosmjernom analizom
varijance s Tukeyjevim testom viSestrukih usporedbi. Statisticki znacajne razlike oznacene su

s* P <001, ** P<0,001. Slika je iz istrazivanja za doktorat.

4.5. Izrazaj OCT4

Protein OCT4 bio je izraZzen kao zeleni tockasti signal u jezgrama i citoplazmi stanica
unutar tumorskih nakupina, u stromi te u endotelu krvnih zila strome (Slika 10). Suizrazaj
OCT4 i SNAII uocen je u svim analiziranim uzorcima tkiva.

Postotni udio stanica s pozitivnim signalom OCT4 bio je statisticki znacajno visi u
uzorcima BRAF+ i BRAF— melanoma u usporedbi s displasticnim madeZom i melanomom in
situ (P < 0,001) (Slika 10a). Analiza metodom RT-qPCR pokazala je izrazaj mRNK OCT4 u
svim analiziranim uzorcima, bez znacajne razlike u relativnoj promjeni ekspresije gena izmedu

promatranih fenotipova (Slika 10b).
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Slika 10. Imunoekspresija signala proteina OCT4, SNAII i DAPI te slika preklopljenih signala
imunoekspresije OCT4, SNAII i DAPI u displasticnome madezu, melanomu in situ te BRAF+
1 BRAF— melanomu. Strelice prikazuju obrasce izrazaja OCT4 i SNAII u tkivu koZe. Suizrazaj
proteina prikazan je strelicama na mikrofotografijama s preklopljenim signalima
imunoekspresije. Mikrofotografije su snimljene pri povecanju x1000. Postotci povrSine
presjeka prekriveni pozitivnim signalom OCT4 prikazani su u dijagramu a. U svakoj je skupini
analizirano deset reprezentativnih mikrofotografija. Usporedba relativne promjene izrazaja
mRNK za OCT4 izmedu displasticnog madeza, melanoma in situ te BRAF+ i BRAF—

melanoma prikazana je u dijagramu b. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost £ SD
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(okomita crta) te analizirani jednosmjernom analizom varijance s Tukeyjevim testom
viSestrukih usporedbi. Statisticki znacajne razlike oznacene su s *** P < (0,001. Slika je iz

istrazivanja za doktorat.

Zbirni prikaz izrazaja svih analiziranih biljega na proteinskoj i transkripcijskoj razini, po

istrazivanim skupinama, prikazan je u Tablici 4.

Tablica 4. Zbirni prikaz izrazaja biljega LOXL3, NES, SNAII i OCT4 na proteinskoj i

transkripcijskoj razini po ispitivanim skupinama.

Biljeg DM MIS BRAF+ BRAF—-  Najvisi izrazaj
displasticni
LOXL3 111 1 1 1 V
madez*
BRAF+
LOXL3 i 1 "M 1
melanom*
. BRAF+
nestin i 1 "M "
melanom*
BRAF+
NES 7 7 (N} 7
melanom*
SNATL BRAF+1
7 7 (N} (N} BRAF_*
SNALL BRAF+1
! ! i i BRAF— (n. z.)
0CT4 BRAF+1
7 7 (N} (N} BRAF_*

bez razlike (n.

OCT4 T 1 1 1 2)

DM — displasticni madez; MIS — melanom in situ; n. z. — razlika nije statisticki znacajna.

Strelice oznacavaju relativnu razinu izrazaja (1 niska, 11 umjerena, 111 visoka / najvisa). *
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statisticki znacajna razlika (P < 0,05) u odnosu na ostale skupine. Imena gena pisana su

kurzivom, a proteina uspravno.
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5. RASPRAVA



S porastom incidencije melanoma, jednog od najzlo¢udnijih tumora u ljudi te sve ve¢im
brojem mogucénosti lijecenja i potencijalom ciljanja specifi¢nih proteina, razumijevanje njegove
tumorigeneze nikada nije bilo vaznije. Pregledom literature sve je viSe dokaza koji upucuju na
to da se odredeni biljezi, poput LOXL3, SNAII1 i NES, povezuju s nastankom i progresijom
melanoma. Unato¢ tomu, njihove specificne uloge, kao ni izrazaj i suizrazaj tih biljega u
razli¢itim skupinama melanoma i u displasticnim madezima kao prekursorima melanoma, nisu
dosad temeljito istraZeni.

Nase se istrazivanje temelji na dvjema komplementarnim eksperimentalnim metodama,
imunofluorescenciji i analizi izrazaja gena metodom RT-qPCR, kojima smo na proteinskoj 1
transkripcijskoj razini ispitali izrazaj LOXL3, SNAIl, NES i OCT4 te njihov suizrazaj u
displasticnim madezima, melanomu in situ t¢ BRAF+ i BRAF— melanomu. Isti su se
metodoloski pristupi pokazali vrijednima i u nedavnom istraZivanju Vazquez-Naharra i
suradnika (20), koji su na genetski modificiranom misjem modelu melanoma istrazili ulogu
gena LoxI3 u progresiji 1 diseminaciji bolesti. Na tom je modelu, u kontekstu aktivirajuce
mutacije Braf V60OE 1 gubitka Pten, delecija gena Lox!3, specifi¢na za melanocite, produljila
latenciju nastanka melanoma, smanjila rast tumora i1 ograni¢ila metastatsku diseminaciju u
limfne ¢vorove. Dopunska istrazivanja na mi§jem modelu melanoma potvrdila su doprinos gena
LoxI3 progresiji i metastaziranju melanoma, dijelom regulacijom fenotipske preobrazbe (engl.
phenotype switching) posredovane transkripcijskim ¢imbenicima Snail i1 Prrx1, pri ¢emu je u
humanom melanomu prepoznata i nova os LOXL3-SNAI1-PRRX1, za koju se pretpostavlja da
pridonosi stani¢noj plasti¢nosti zlo¢udnih melanocita i dodatno funkcionalno povezuje LOXL3
1 SNAII. U skladu s tim, utiSavanje gena Lox/3 u stani¢nim linijjama melanoma dovelo je do
izrazitog smanjenja izrazaja Snail u odnosu na kontrolu, $to je potvrdeno i1 na proteinskoj razini
te upucuje na to da bi LoxI3 mogao regulirati izrazaj i aktivnost Snail 1 tako poticati EMT 1
progresiju melanoma (20). Taj je odnos u skladu s ranijim spoznajama prema kojima srodni
enzimi LOXL2 i LOXL3 izravno stupaju u interakciju sa SNAI1 i suraduju s njime u poticanju
EMT-a i smanjenju izrazaja E-kadherina (126).

Nestin je intermedijarni filament izvorno povezan s neuralnim mati¢nim 1
progenitorskim stanicama, koji je danas prepoznat kao biljeg tumorskih mati¢nih stanica Ciji
izrazaj korelira s uznapredovalim stadijima brojnih zlocudnih tumora, ukljucujué¢i melanom
(127). U melanomu je izrazeniji nego u dobro¢udnim melanocitnim promjenama, a njegova se
imunoreaktivnost pojacava s napredovanjem bolesti (128). Pojacan izrazaj nestina pokazao se
pouzdanim biljegom sklonosti metastaziranju i nepovoljnoj prognozi; u istrazivanju na 130

primarnih melanoma i 32 metastaze melanoma u limfnim ¢vorovima, pozitivnost nestina u
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stadijima I 1 II upucivala je na krace prezivljenje (22), a slicno su potvrdili i Yamamoto i
suradnici, u ¢ijem je istrazivanju pozitivan imunohistokemijski izrazaj nestina, uz fascin i
stariju zivotnu dob, bio statisti¢ki znacajno povezan s pojavom metastaza (129). Funkcionalnu
podlogu tih opaZanja razjasnila su istrazivanja na stani¢nim linijjama humanog melanoma, u
kojima je utiSavanje izrazaja nestina dovelo do smanjenja rasta, migracije 1 invazivnosti
tumorskih stanica, §to upucuje na to da nestin aktivno pridonosi metastatskom potencijalu
melanoma (130).

Transkripcijski ¢imbenik OCT4 kljucan je regulator pluripotentnosti i samoobnove
embrionalnih mati¢nih stanica (111). Njegova je patoloska reaktivacija prepoznata kao obiljezje
tumorskih mati¢nih stanica u brojnim zlocudnim tumorima, u kojima se pojacan izrazaj
povezuje s nizim stupnjem diferencijacije, sklonos¢u metastaziranju i nepovoljnom prognozom
(23). U melanomu, tumoru izrazite stani¢ne plasticnosti, OCT4 se povezuje s agresivhim
bioloSkim ponaSanjem. U istraZivanju na bolesnicima s melanomom pozitivan izrazaj OCT4 u
jezgri tumorskih stanica bio je znacajno povezan s prognosti¢ki nepovoljnim ¢imbenicima,
debljinom tumora po Breslowu, razinom invazije po Clarku, ulceracijom 1 metastaziranjem, pri
¢emu je prezivljenje bolesnika s pozitivnim jezgrinim izrazajem OCT4 iznosilo 56 %, naspram
94,2 % u bolesnika s niskim izrazajem (120). Funkcionalna istrazivanja na stani¢nim linijama
melanoma pokazala su da prekomjeran izrazaj OCT4 (zajedno s NANOG-om) povecava
pokretljivost 1 transendotelnu migraciju stanica stjecanjem ameboidnog nacina kretanja, ¢ime
pridonosi njihovoj invazivnosti i agresivnosti (131). Buduc¢i da OCT4 potice stjecanje obiljezja
mati¢nih stanica i sudjeluje u EMT-u, pretpostavlja se da bi mogao djelovati uskladeno s drugim
regulatorima EMT-a, poput SNAII, u odrzavanju invazivnog i slabo diferenciranog fenotipa
stanica melanoma (131, 132).

Nase je istrazivanje pokazalo znatan porast izrazaja LOXL3 u BRAF+ melanomu u
usporedbi s BRAF— melanomom, displasticnim madezima i melanomom in situ. Taj nalaz
upucuje na vaznu ulogu LOXL3 u nastanku i progresiji melanoma, od prekursorskih promjena
1 in situ tumora do metastatske bolesti, §to je u skladu s rezultatima prija$njih istraZivanja (20,
92). Povezanost prekomjernog izrazaja LOXL3 sa zlo¢udnom preobrazbom besmrtnih humanih
melanocita izvorno je opisana na stanicnim linijama. U melanocitima s mutacijom BRAF
V600E (stanice HMEL) prekomjeran je izrazaj LOXL3 znatno pojacao rast neovisan o
supstratu, prepoznatljivo obiljezje zloudne preobrazbe, te potaknuo migraciju i invazivnost
stanica, dok je smanjenje njegova izrazaja u tumorskim stanicama produljilo latenciju 1 usporilo
rast tumora (92). Ti nalazi pokazuju da LOXL3 suraduje s onkogeno aktiviranim BRAF-om u

zlo¢udnoj preobrazbi melanocita. Suradnja gena Lox/3 i onkogena Braf, jedne od najcescih
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mutacija u humanom melanomu, potvrdena je i na genetski modificiranim misjim modelima,
na kojima je olakSavala razvoj i progresiju tumora (20). Uskladenost naSeg nalaza s ulogom
LOXL3 u progresiji melanoma dodatno potkrepljuje istrazivanje Zhanga i suradnika (132),
provedeno na tkivhom mikronizu (engl. tissue microarray) od 373 biopsije u razli¢itim
stadijima melanocitnih promjena, uz funkcionalne pokuse na stani¢nim linijjama melanoma.
Jaci citoplazmatski izrazaj proteina LOXL3 bio je povezan s uznapredovalim stadijima bolesti
(P <0,001), ve¢om debljinom tumora i ucestalijim mitozama, a bolesnici s viS§im izrazajem
LOXL3 imali su znacajno losiju prognozu (P = 0,043), pri cemu se LOXL3 u multivarijatnoj
analizi pokazao neovisnim prognosti¢kim ¢imbenikom za prezivljenje bolesnika s primarnim
melanomom (P = 0,04). Funkcionalnu su podlogu tih opazanja potvrdili pokusi u kojima je
utiSavanje izrazaja LOXL3 u stani¢nim linijama melanoma (A375 1 WM-115) smanjilo
proliferaciju, migraciju i invazivnost tumorskih stanica (132). Valja istaknuti da taj nalaz nije
posve u skladu s navedenim rezultatima, budu¢i da smo najvisi izrazaj proteina LOXL3 utvrdili
u displasticnim madezima u usporedbi sa svim istrazivanim podtipovima melanoma. Jedno od
mogucih objasnjenja te razlike jest izbor referentne skupine: za razliku od istrazivanja koja kao
polaziste uzimaju zdravu kozu, u naSem su istrazivanju referentnu tocku cCinili displasticni
madezZi, koji se smatraju prekursorima melanoma i u kojima je izrazaj LOXL3 mogao ve¢ biti
poviSen (25, 133). K tome, na$ se nalaz poviSenog izrazaja proteina LOXL3 u displasticnim
madeZzima odnosi na proteinsku razinu, dok je na razini izrazaja gena LOXL3 najvisa vrijednost
zabiljezena u BRAF+ melanomu. Takvo neslaganje izmedu proteinske i transkripcijske razine
nije neuobicajeno i moze imati vise bioloskih uzroka (134). Razina mRNK ne mora se nuzno
podudarati s kolicinom funkcionalnog proteina, budu¢i da glasnicka RNK ne mora biti
ucinkovito prevedena, a novonastali protein moze podlijegati posttranslacijskim preinakama,
razgradnji ili promjenama stanicne lokalizacije, zbog <¢ega postaje slabije uocljiv
imunofluorescencijom. S druge strane, ve¢ sintetizirani proteini mogu imati razmjerno dug
poluvijek, §to omogucuje njihovu trajnu imunoreaktivnost ¢ak i kada su razine pripadajuce
mRNK snizene. U skladu s tim, visok izrazaj proteina LOXL3 uz niZzu razinu mRNK u
displasticnim madezima mogao bi odrazavati nakupljanje stabilnog proteina dugog poluvijeka,
dok visoka razina mRNK uz nesto slabiji proteinski signal u BRAF+ melanomu moze upucivati
na pojacanu transkripciju gena LOXL3 koja joS nije u cijelosti prevedena u protein ili na ubrzani
obrt proteina (engl. protein turnover). Stoga proteinski i transkripcijski profil istoga biljega
mogu odrazavati razli¢ite faze njegove regulacije, Sto treba uzeti u obzir pri tumacenju izrazaja

LOXL3, ali i ostalih analiziranih biljega.

61



Najvisi izrazaj nestina u naSem je istrazivanju zabiljezen u BRAF+ melanomu, u
usporedbi s displasticnim madezima i melanomom in situ, dok izmedu BRAF— skupine i ostalih
skupina nije bilo statisticki znacajnih razlika. Sukladan je obrazac uocen i na transkripcijskoj
razini, gdje je izrazaj mRNK za NES bio znacajno visi u BRAF+ melanomu nego u
displasticnom madezu i melanomu in situ. Ti su rezultati u skladu s nalazima prijas$njih
istrazivanja: izrazaj nestina u humanim je melanomima prvi put dokumentiran jo§ devedesetih
godina (135), a kasnija su istrazivanja pokazala da se izrazaj ovoga biljega postupno povecava
tijekom napredovanja melanocitnih promjena, visi je u zlo¢udnim melanomima nego u
dobrocudnim madezima te u metastatskim u odnosu na primarne tumore (136, 137). Takav
stupnjeviti porast upucuje na ulogu nestina kao biljega progresije bolesti, pri ¢emu njegov
izrazaj prati svaki korak pretpostavljenoga razvoja tumora. S obzirom na to da displasti¢ni
madezi predstavljaju prijelazni stupanj izmedu dobro¢udnih madeza i melanoma, u budu¢im bi
istrazivanjima bilo vrijedno usporediti izrazaj nestina u dobro¢udnim i displasticnim madezima
te tako poblize odrediti u kojoj se fazi melanocitne transformacije njegov izrazaj pocinje
povecavati.

Izrazaj SNAI1 ispitali smo u displasticnim madezima i podskupinama melanoma te
utvrdili visi izrazaj proteina SNAIl u uzorcima BRAF+ i BRAF— melanoma nego u
displastiénim madezima i melanomu in sifu. Taj je nalaz u skladu s ranijim istrazivanjem ucinka
prekomjernog izrazaja SNAI1 na humane stani¢ne linije melanoma u hipoksi¢nim uvjetima, u
kojem je poviSen izrazaj SNAII, reguliran ¢imbenikom HIF-2a, doveo do stjecanja obiljezja
stanica nalik tumorskim maticnima te do povecane sposobnosti migracije i metastaziranja
(138). Time se potvrduje uloga SNAI1 kao snaznog represora epitelnih obiljezja koji tumorske
stanice aktiviraju kako bi se odvojile od susjednih stanica i stekle pokretljiv, invazivan fenotip
(21, 105). Kao jedan od klju¢nih transkripcijskih ¢imbenika EMT-a, SNAIl u melanomu
pokrece fenotipsku preobrazbu i pridonosi otpornosti na lijecenje (139, 140). Sukladan obrazac
uocili smo i na transkripcijskoj razini: izrazaj mRNK za SNA/I bio je prisutan u svim ispitanim
tkivima, a najviSe vrijednosti, premda bez statisticki znacajne razlike medu skupinama,
zabiljezene su u BRAF+ i BRAF— melanomu. Za razliku od LOXL3, kod kojega su se
proteinska i transkripcijska razina razilazile, izrazaj SNAIl pokazao je istosmjeran trend na
objema razinama, najvisi u melanomu, $to dodatno potkrepljuje njegovu ulogu u progresiji
bolesti. Izostanak statisticki znacajne razlike na transkripcijskoj razini, uz jasniji obrazac na
proteinskoj, moze se, kao i pri tumacenju izrazaja LOXL3, pripisati nepodudaranju razina
mRNK i funkcionalnog proteina, primjerice, neucinkovitoj translaciji, posttranslacijskim

preinakama 1 razgradnji proteina te razlikama u njihovu poluvijeku (134). Osim toga,
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ogranicena veli¢ina uzorka mogla je pridonijeti varijabilnosti rezultata i dodatno naglasiti
nesklad izmedu dviju metoda.

U nasem je istrazivanju OCT4 bio izrazen u jezgrama i citoplazmi tumorskih stanica,
ali 1 u stromi te u endotelu krvnih zila, a postotni udio OCT4-pozitivnih stanica bio je statisticki
znac¢ajno visi u BRAF+ i BRAF— melanomu nego u displasticnim madeZima i melanomu in
situ (P < 0,001). Takav obrazac, s porastom izrazaja OCT4 u invazivnim i metastatskim
melanomima u odnosu na prekursorske promjene, u skladu je s dosadasnjim saznanjima o ulozi
OCT4 u melanomu. Pokazano je da se OCT4 izrazava u podskupini tumorskih stanica
melanoma, pretezno u uznapredovalim stadijima bolesti; u jednom je istrazivanju OCT4-
pozitivne stanice bilo mogucée otkriti u melanomima vertikalne faze rasta i metastatskim
melanomima, ali ne 1 u melanomima radijalne faze rasta, Sto upucuje na povezanost izrazaja
OCT4 s progresijom bolesti (141). Osim toga, u melanomu se izrazaj OCT4 povezuje s
prognosticki nepovoljnim obiljeZjima: pozitivan izrazaj OCT4 u jezgri tumorskih stanica
znaCajno je povezan s debljinom tumora po Breslowu, Clarkovom razinom invazije,
ulceracijom 1 metastaziranjem te s kra¢im prezivljenjem bolesnika (120). Funkcionalna
istrazivanja rasvjetljavaju mogucu ulogu OCT4 u opazenom obrascu. Pokazano je da ve¢ samo
eksperimentalno povecéanje izrazaja OCT4 dovodi do dediferencijacije stanica melanoma u one
nalik tumorskim mati¢nim stanicama, pracene reaktivacijom drugih embrionalnih
transkripcijskih ¢imbenika, poput NANOG-a 1 KLF4, te poveanom tumorigenom i
metastatskom sposobnos§cu; pritom je izrazaj OCT4 u melanomu reguliran hipoksijom (141).
U skladu s ulogom OCT4 u odrzavanju mati¢nih svojstava stanica, njegov pojacan izrazaj,
zajedno s NANOG-om, povecava pokretljivost i transendotelnu migraciju stanica melanoma
stjecanjem ameboidnog nacina kretanja (131). Time se moze objasniti zasSto je izrazaj OCT4
izrazeniji u agresivnijim, metastatskim melanomima, obrazac kakav smo uocili i u naSem
istrazivanju. Za razliku od proteinske razine, analiza metodom RT-qPCR pokazala je izrazaj
mRNK za OCT4 u svim analiziranim uzorcima, no bez statisticki znacajne razlike medu
promatranim skupinama. Takvo neslaganje proteinske i transkripcijske razine, kao $to je ve¢
razmotreno pri tumacenju izrazaja LOXL3 i SNAII, moze se pripisati nepodudaranju razina
mRNK i funkcionalnog proteina, odnosno posttranslacijskim mehanizmima i razlikama u
stabilnosti i poluvijeku proteina (134). Tomu valja pridodati i osobitost gena OCT4: za njega je
opisan velik broj pseudogena i transkripcijskih inacica, zbog ¢ega tumacenje njegova izrazaja
na transkripcijskoj razini moze biti otezano i zahtijeva oprez (142). Naposljetku, suizrazaj
OCT4 1 SNAII uocili smo u svim analiziranim uzorcima. O moguc¢em znacenju toga nalaza

podrobnije raspravljamo u nastavku, u kontekstu suizrazaja svih analiziranih biljega.
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Zanimljivo je da smo izrazaj OCT4 uocili ne samo u tumorskim stanicama, nego i u stanicama
strome te u endotelu krvnih zila. Slican je obrazac opisan i u metastatskom melanomu, gdje su
OCT4-pozitivne subpopulacije stanica nalik tumorskim mati¢nima utvrdene unutar tumorskih
nakupina, u peritumorskoj stromi te u endotelu tumorskih krvnih zila (143). Takva raspodjela
upucuje na to da OCT4-pozitivne stanice nisu ograni¢ene na sam tumorski parenhim, Sto bi
moglo odrazavati njihovu ulogu u stani¢noj plasticnosti i u oblikovanju tumorskoga
mikrookoliSa.

Sredi$nji cilj nasega istrazivanja bio je ispitati suizrazaj biljega LOXL3, NES, OCT4 i
SNAII u razvoju melanoma te njihovu pretpostavljenu ulogu u EMT-u. Pregledom dostupne
literature nismo pronasli prijasnja istrazivanja koja bi opisivala suizrazaj ovih biljega, premda
su svi povezani s istim procesom EMT-a, koji predstavlja vaznu prekretnicu u progresiji
tumora.

U naSem smo istrazivanju utvrdili suizrazaj LOXL3 i SNAII u perinuklearnom podrucju
svih istrazivanih podskupina te suizrazaj NES i SNAIl u stanicama melanoma. Osim toga,
suizrazaj OCT4 1 SNAIl uocili smo u svim analiziranim uzorcima tkiva. Ti nalazi, u
kombinaciji s ranijim spoznajama prema kojima LOXL3 i SNAII olakSavaju odvajanje i
migraciju stanica iz primarnog melanoma (20, 104), dok nestin pojacava pokretljivost stanica i
njihovu strukturnu reorganizaciju (144, 145), upucuju na odredenu razinu meduovisnosti ili
suradnje tih biljega tijekom EMT-a u melanomu. Suizrazaj OCT4 i SNAII osobito je zanimljiv
jer povezuje odrzavanje mati¢nih svojstava stanica s procesom EMT-a. Budu¢i da OCT4 potice
dediferencijaciju i stjecanje obiljezja tumorskih mati¢nih stanica (141), a SNAIIL, uz pokretanje
EMT-a i gubitak epitelnih obiljezja, doprinosi i stjecanju svojstava nalik mati¢nima (106, 146),
njihov istodobni izrazaj u istim stanicama upucuje na moguce uskladeno djelovanje dvaju
procesa koji zajedno pridonose invazivnom i slabo diferenciranom fenotipu stanica melanoma.
Takvo opazanje otvara mogucnost da su mati¢na svojstva i pokretljivost zlo¢udnih melanocita
regulirani povezanim, mozda i meduovisnim mehanizmima.

Naposljetku, spoznaje o ulozi LOXL3 u nastanku i progresiji melanoma, kojima
pridonose 1 na$i nalazi, otvaraju pitanje njegove vrijednosti kao potencijalne terapijske mete.
Cijela je porodica lizil-oksidaza posljednjih godina prepoznata kao privlacna meta u onkologiji,
budu¢i da svojom izvanstani¢nom katalitickom aktivno$¢u preoblikuje izvanstani¢ni matriks i
tumorski mikookolis, a unutarstani¢no, mehanizmima neovisnima o toj aktivnosti, utjece na
signalne putove i transkripciju gena povezanih s progresijom tumora (147). U tom je kontekstu
razvijeno viSe malomolekularnih inhibitora lizil-oksidaza, ukljucujuc¢i pan-LOX inhibitore te

spojeve usmjerene ponajprije na LOXL2, kao i monoklonsko protutijelo simtuzumab; premda
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su pojedini od njih usli u ranu fazu klinickih ispitivanja, njihova je selektivnost prema
pojedinim ¢lanovima porodice i dalje ogranicena, a klini¢ka u€inkovitost dosad nije potvrdena
(148). Specifican inhibitor usmjeren na LOXL3, kao ni ciljanje ovoga enzima u melanomu, jo$
nisu istrazeni, $to uz njegovu ulogu u zlocudnoj preobrazbi melanocita i suradnju s onkogeno
aktiviranim BRAF-om predstavlja obe¢avajuce podrucje za buduca istrazivanja. S obzirom na
to da smo povisen izrazaj LOXL3 utvrdili ve¢ u prekursorskim promjenama i ranim stadijima
melanoma, ovaj bi biljeg mogao biti zanimljiv ne samo kao terapijska meta u uznapredovaloj
bolesti, nego 1 kao pokazatelj rane zlo¢udne preobrazbe. Prekidanje kaskade koja vodi do EMT-
a moglo bi znatno utjecati na prezivljenje bolesnika oboljelih od melanoma, pa bi vrijednost
LOXL3 i ostalih ispitivanih biljega kao potencijalnih terapijskih ciljeva valjalo dodatno
istraziti, i to na ve¢im uzorcima te u prospektivnim istrazivanjima.

Naposljetku, razjasnjavanje to¢ne naravi odnosa medu ovim biljezima, njihove
funkcionalne meduovisnosti, zajednicke regulacije ili tek istodobnoga izrazaja, zahtijeva
daljnja mehanisticka istrazivanja, koja bi mogla otkriti djeluju li unutar zajednicke regulacijske

mreze ili tek supostoje u istim fazama progresije melanoma.
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6. ZAKLJUCAK



U ovome smo istrazivanju, primjenom metoda imunofluorescencije i analize izrazaja
gena metodom RT-qPCR, ispitali izrazaj i suizrazaj biljega LOXL3, SNAII, NES i OCT4 na
proteinskoj 1 transkripcijskoj razini u displasticnim madezima, melanomu in situ te BRAF+ i
BRAF— metastatskom melanomu.

Utvrdili smo da je izrazaj gena LOXL3 najvisi u BRAF+ melanomu, dok je na
proteinskoj razini LOXL3 bio najizrazeniji u displasticnim madezima, $to upucuje na njegovu
ulogu ve¢ u ranim stadijima melanocitne transformacije te na slozenu, posttranslacijski
uvjetovanu regulaciju ovoga biljega. IzraZaj nestina, i na proteinskoj 1 na transkripcijskoj razini,
bio je najvisi u BRAF+ melanomu, §to potvrduje njegovu povezanost s progresijom bolesti.
SNAIl je bio izraZzeniji u metastatskim melanomima nego u displasticnim madezima i
melanomu in situ, uz istosmjeran trend na objema razinama, ¢ime se potkrepljuje njegova uloga
pokretaca EMT-a. Izrazaj OCT4 bio je znaCajno viSi u metastatskim melanomima nego u
prekursorskim promjenama, §to ga povezuje s agresivnijim, slabije diferenciranim fenotipom
tumora.

Najznacajniji doprinos ovoga istrazivanja jest opazanje suizrazaja ispitivanih biljega:
utvrdili smo suizrazaj LOXL3 1 SNAIL, NES i SNAI1 te OCT4 i SNAII u stanicama melanoma.
Prema nasSim saznanjima, suizrazaj ovih biljega dosad nije bio opisan, a upucuje na moguéu
meduovisnost procesa EMT 1 odrzavanja mati¢nih svojstava stanica tijekom nastanka i
progresije melanoma. Osim toga, ovo je istrazivanje, prema naSim saznanjima, prvo koje je
ispitalo izrazaj navedenih biljega u displasti¢cnim madezima kao prekursorima melanoma.

Dobiveni rezultati upucuju na to da LOXL3, SNAII1, NES i OCT4 sudjeluju u nastanku
1 progresiji melanoma te da bi mogli imati ulogu u njegovoj zlo¢udnoj preobrazbi. Njihov
suizrazaj otvara mogucnost postojanja zajednickih ili povezanih regulacijskih mehanizama koji
bi mogli predstavljati potencijalne terapijske ciljeve. Za potvrdu tih pretpostavki i razjaSnjenje
tone naravi odnosa medu ovim biljezima potrebna su daljnja istrazivanja na veem broju

uzoraka, kao i funkcionalna i mehanisticka ispitivanja.
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7. SAZETAK NA HRVATSKOM JEZIKU



Izrazaj LOXL3, NES, SNAI1 i OCT4 u razvoju melanoma

Uvod/Ciljevi

Melanom je zlocudni tumor melanocita ¢ija incidencija raste, a ¢ije rano prepoznavanje
1 lijecenje ovise o razumijevanju molekularnih mehanizama njegova nastanka i progresije.
Lizil-oksidaza slicna 3 (LOXL3), nestin (NES), SNAI1 i OCT4 biljezi su povezani s epitelno-
mezenhimalnom tranzicijom (EMT) 1 stjecanjem obiljezja tumorskih mati¢nih stanica, no
njihov izraZaj i suizrazaj u razli¢itim stupnjevima razvoja melanoma dosad nije bio sustavno
istrazen. Ciljevi ovoga istrazivanja bili su analizirati izraZaj i suizrazaj biljega LOXL3, SNAII,
NES i OCT4 u displastiénim madezima, melanomu in situ te BRAF+ i BRAF— metastatskom

melanomu.

Materijali i metode

Istrazivanje je provedeno na 45 formalinom fiksiranih i parafinom uklopljenih uzoraka
tkiva s dijagnozom displasti¢nog madeza (N = 10), melanoma in situ (N = 15) i metastatskog
melanoma (BRAF+ N =10, BRAF— N = 10), prikupljenih u Klini¢(kome bolnickom centru Split
od 2017. do 2020. godine. Izrazaj proteina LOXL3, SNAII, NES i OCT4 te njihov suizrazaj
ispitani su metodom imunofluorescencije, a izrazaj pripadajucih gena metodom kvantitativne
lancane reakcije polimerazom uz reverznu transkripciju (RT-qPCR). Podaci su analizirani

odgovarajucim statistickim metodama.

Rezultati

Izrazaj proteina 1 gena LOXL3 bio je povisen u BRAF+ melanomu u odnosu na ostale
skupine, dok je najvisi proteinski signal LOXL3 zabiljezen u displasticnim madeZima. Izrazaj
nestina bio je najvisi u BRAF+ melanomu, na proteinskoj i na transkripcijskoj razini. Izrazaj
proteina SNAI1 bio je vis§i u BRAF+ i BRAF— melanomu nego u displasti¢nim madezima i
melanomu in situ. Udio OCT4-pozitivnih stanica bio je statisticki znacajno vis§i u BRAF+ i
BRAF— melanomu nego u displasticnim madezima i melanomu in situ (P < 0,001), uz izrazaj
1 u stromi te endotelu krvnih zila. Suizrazaj LOXL3 1 SNAII, NES i SNAI1 te OCT4 i SNAII

uocen je u analiziranim uzorcima.

Zakljucci
Izrazaj biljega LOXL3, NES, SNAII i OCT4 povezan je s progresijom melanoma, pri

¢emu su najizrazenije razlike zabiljezene u metastatskom, osobito BRAF+ melanomu. Uoceni
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suizrazaj tih biljega upucuje na njihovo moguce uskladeno djelovanje u EMT-u i stjecanju
mati¢nih svojstava stanica melanoma. Ovi nalazi doprinose razumijevanju tumorigeneze
melanoma 1 ukazuju na potencijalnu vrijednost navedenih biljega kao mete za daljnja

istrazivanja 1 moguce terapijske pristupe.

Klju€ne rijeci: displasti¢ni nevus; melanom; metastatski melanom; BRAF; LOXL3;

nestin; SNAI1; OCT4; epitelno-mezenhimalna tranzicija; tumorske mati¢ne stanice
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8. LAICKI SAZETAK NA HRVATSKOM JEZIKU



Uvod/Ciljevi

Melanom je najopasniji oblik raka koZe, a broj oboljelih iz godine u godinu raste. Kako bi se
bolest ranije prepoznala 1 uspjesnije lijecila, vazno je razumjeti kako melanom nastaje 1 kako
se Siri. U tome mogu pomo¢i takozvani biljezi, molekule koje se pojavljuju u tumorskim
stanicama i mogu ukazati na to koliko je tumor agresivan. Cilj ovoga istrazivanja bio je ispitati
Cetiri takva biljega (LOXL3, nestin, SNAIl i OCT4) u razli¢itim stupnjevima razvoja

melanoma 1 vidjeti pojavljuju li se zajedno.

Metode

Analizirani su uzorci koze 45 bolesnika, i to madezi s promjenama koje se smatraju
prethodnicom melanoma, rani melanomi te uznapredovali (metastatski) melanomi. Uzorci su
prikupljeni u Klinickome bolnickom centru Split. Na njima su primijenjene dvije laboratorijske
metode: jedna koja pod posebnim mikroskopom prikazuje spomenute biljege u obliku obojenih

signala, 1 druga koja mjeri njihovu aktivnost na razini gena.

Rezultati

Pokazalo se da su ispitivani biljezi bili izrazeniji u uznapredovalim melanomima nego u ranim
promjenama i madezima, §to znaci da njihova pojava prati napredovanje bolesti. Osim toga,
biljezi su se ¢esto pojavljivali zajedno u istim stanicama, Sto upucuje na to da bi mogli suradivati

u procesima koji tumoru omogucuju da raste 1 §iri se.

Zakljucci

Rezultati pokazuju da su ova Cetiri biljega povezana s napredovanjem melanoma i da bi njihova
zajednicka pojava mogla biti vazna za razumijevanje nacina na koji bolest postaje agresivnija.
Takve spoznaje mogu u buduénosti pomo¢i u razvoju novih nacina za procjenu tezine bolesti 1,

potencijalno, novih ciljanih terapija.
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9. SAZETAK NA ENGLESKOM JEZIKU



Expression of LOXL3, NES, SNAI1 and OCT4 in melanoma development

Background/Objectives

Melanoma is a malignant tumour of melanocytes with rising incidence, whose early
recognition and treatment depend on understanding the molecular mechanisms of its
development and progression. Lysyl oxidase-like 3 (LOXL3), nestin (NES), SNAI1 and OCT4
are markers associated with epithelial-mesenchymal transition (EMT) and the acquisition of
cancer stem cell features, yet their expression and co-expression across the stages of melanoma
development have not been systematically investigated. The aims of this study were to analyse
the expression and co-expression of LOXL3, SNAII, NES and OCT4 in dysplastic nevi,

melanoma in situ, and BRAF+ and BRAF— metastatic melanoma.

Materials and Methods

The study was performed on 45 formalin-fixed, paraffin-embedded tissue samples
diagnosed as dysplastic nevus (N = 10), melanoma in situ (N = 15), and metastatic melanoma
(BRAF+ N =10, BRAF— N = 10), collected at University Hospital Centre Split between 2017
and 2020. The protein expression of LOXL3, SNAI1, NES and OCT4 and their co-expression
were assessed by immunofluorescence, and the expression of the corresponding genes by
reverse transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR). Data were analysed

using appropriate statistical methods.

Results

LOXL3 protein and gene expression was increased in BRAF+ melanoma compared
with the other groups, whereas the highest LOXL3 protein signal was recorded in dysplastic
nevi. Nestin expression was highest in BRAF+ melanoma at both the protein and transcriptional
level. SNAII protein expression was higher in BRAF+ and BRAF— melanoma than in
dysplastic nevi and melanoma in situ. The proportion of OCT4-positive cells was significantly
higher in BRAF+ and BRAF— melanoma than in dysplastic nevi and melanoma in situ (P <
0.001), with expression also observed in the stroma and vascular endothelium. Co-expression
of LOXL3 and SNAII, NES and SNAII, and OCT4 and SNAII was observed in the analysed

samples.

Conclusions
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The expression of LOXL3, NES, SNAIl and OCT4 is associated with melanoma
progression, with the most pronounced differences observed in metastatic, particularly BRAF+
melanoma. The observed co-expression of these markers suggests their possible coordinated
role in EMT and in the acquisition of stem cell features by melanoma cells. These findings
contribute to the understanding of melanoma tumorigenesis and point to the potential value of

these markers as targets for further research and possible therapeutic approaches.

Keywords: dysplastic nevus; melanoma; metastatic melanoma; BRAF; LOXL3; nestin;

SNAII; OCT4; epithelial-mesenchymal transition; cancer stem cells
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10. LAICKI SAZETAK NA ENGLESKOM JEZIKU



Background/Objectives

Melanoma is the most dangerous form of skin cancer, and the number of people affected is
rising every year. To detect the disease earlier and treat it more successfully, it is important to
understand how melanoma develops and spreads. So-called markers, molecules that appear in
tumour cells, can help by indicating how aggressive a tumour is. The aim of this study was to
examine four such markers (LOXL3, nestin, SNAI1 and OCT4) at different stages of melanoma

development and to see whether they appear together.

Methods

Skin samples from 45 patients were analysed, including moles with changes considered to be a
precursor of melanoma, early melanomas, and advanced (metastatic) melanomas. The samples
were collected at University Hospital Centre Split. Two laboratory methods were used: one that
shows these markers as coloured signals under a special microscope, and another that measures

their activity at the gene level.

Results

The markers studied were more strongly expressed in advanced melanomas than in early
changes and moles, meaning that their appearance follows the progression of the disease. In
addition, the markers frequently appeared together in the same cells, suggesting that they may

cooperate in the processes that allow a tumour to grow and spread.

Conclusions

The results show that these four markers are linked to melanoma progression and that their joint
appearance may be important for understanding how the disease becomes more aggressive.
Such findings may, in the future, help in developing new ways to assess the severity of the

disease and, possibly, new targeted therapies.
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