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SAZETAK

Cilj istrazivanja: Da bi se predvidjela u€inkovitost i optimiziranje anti-PD-1 i anti-PD-
L1 terapije vazno je razjasniti regulaciju tih molekula. Imunohistokemijskim metodama
i metodama molekularne dijagnostike ispitivali smo ulogu tri skupine regulacije:
promjene u genetskom materijalu i signalnim putevima melanomske stanice, regulacija

od strane imunoloSkog sustava i regulacija od strane enzima tumorskog mikrookolisa.

Ispitanici i metode: |z reprezentativnog dijela tkiva melanoma koristilo se 3 cilindra
promjera 1 mm za izradu tkivnih mikroareja (TMA). U istrazivanje smo ukljucili 39
bioptata primarnih melanoma (Breslow <1,5 mm), 42 uzorka primarnih melanoma
(Breslow >1,5 mm) te 31 uzorak metastaza melanoma. Uz odredivanje ekspresije PD-
1 i PD-L1 molekula identificirali smo limfocite koji infiltriraju tumor (TIL)
imunohistokemijskim bojanjem na CD3 molekulu. Nadalje, ispitivali smo prisutnost
CD8*, CD4* i Foxp3+ limfocita kao i CD20* B limfocita. TIL je kategoriziran u BRISK
kategorije. Odreden je odnos ekspresije MITF, ciklina D1 i Bcl-2 proteina kao i enzima
metaloproteinaza s istrazivanim molekulama. Genetska preuredba MITF gena

analizirana je metodom gReal-time PCR.

Rezultati: Molekule PD-1 i PD-L1 jaCe su izraZzene u melanomima svrstanim u
kategoriju Breslow > 1.5 mm. Ekspresija PD-L1 proteina na tumorskim stanica gotovo
uvijek iznosi > 50% kada je TIL u kategoriji BRISK B. U kategoriji BRISK B statisticki
je znacajna razlika u ekspresiji PD-1 molekule (p=0.003). Nismo dokazali dominantno
prisustvo odredenih limfocita (CD8*, CD4" ili Treg) u nekom od kategorija TIL-a.
Dokazana je statisticki znacajna korelacija ekspresije PD-1 i PD-L1 proteina s
ekspresijom ciklina D1 u jezgri stanice i MITF te Bcl-2 proteina u citoplazmi tumorskih
stanica (p<0.001). Razlika u ekspresiji PD-L1 je bila statistiCki zna¢ajna ovisno o tome
postoji li MITF amplifikacija, u grupi metastaza (p=0.008). Nije pronadena povezanost

izmedu ekspresije metaloproteinaza s ekspresijom PD-1i PD-L1 (p=0.723).

Zaklju€ak: Ekspresija proteina uklju¢enih u PD-1/PD-L1 signalni put regulirana je
medusobnim djelovanjem stanice melanoma i stanica imunoloSkog sustava. Ovisi o
smijestaju limfocita i gustocCi TIL-a, a ne o njihovoj vrsti. Ekspresija PD-L1 ovisna je o

aktivnosti MITF Cimbenika i njegovih ciljnih proteina, regulatora stani¢nog ciklusa.

Kljuéne rije€i: PD-1 protein; PD-L1 protein; transkripcijski faktor povezan s

mikroftalmijom; tumor-infiltrirajuci limfociti
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SUMMARY

Objectives: Immunohistochemical methods and molecular diagnostic methods have
been used to examine the role of three groups of regulation: changes in the genetic
material and signalling pathways of the melanoma cell, regulation by the immune
system, and regulation by the enzyme of the tumour microenvironment. Patients and
methods: From a representative part of the melanoma tissue, 3 cylinders with a
diameter of 1 mm were used for the preparation of tissue microarrays (TMAs). The
study included 39 biopsies of primary melanoma (Breslow < 1.5 mm), 42 samples of
primary melanoma (Breslow > 1.5 mm) and 31 samples of metastatic melanoma. In
addition to determining the expression of the PD-1 and PD-L1 molecules, by
immunohistochemical staining of the CD3 molecule we identified tumour infiltrating
lymphocytes (TILs). Furthermore, we examined the presence of CD8+, CD4* Foxp3+
and CD20+ B lymphocytes. TIL is classified into BRISK categories. The relationship
between the expression of MITF, cyclin D1 and Bcl-2 proteins, as well as the
metalloproteinase (MMPs) enzymes, and the investigated molecules has been
determined. The genetic rearrangement of the MITF gene was analysed using the
gReal-time PCR method. Results: PD-1 and PD-L1 are more strongly expressed in
melanomas categorized as Breslow > 1.5 mm. The expression of PD-1 and PD-L1
almost always > 50% when TIL is in BRISK B category. We did not prove the dominant
presence of certain lymphocytes (CD8+, CD4+ or Treg) in any of the TIL categories.
We proved a statistically significant correlation of expression of PD-1 and PD-L1
proteins with expression of cyclin D1 in the cell nucleus and MITF, as well as Bcl-2
proteins in the cytoplasm of tumour cells (p< 0.001). The difference in PD-L1
expression was statistically significant, depending on whether MITF amplification was
present, in the metastasis group (p=0.008). No correlation was found between the
expression of MMPs and the expression of PD-1 and PD-L1 (p=0.723). Conclusion:
The expression of proteins involved in the PD-1/PD-L1 signalling pathway is regulated
by the interaction of the melanoma cell and the immune system cells. It depends on
the location of the lymphocytes and the density of the TIL, not on their type. The
expression of PD-L1 is dependent on the activity of the MITF factor and its target

proteins, the cell cycle regulators.

Key words: PD-1 protein; PD-L1 protein; microphthalmia-associated transcription
factor; tumour-infiltrating lymphocytes
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1. UVOD | PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

1.1 Incidencija i epidemiologija

Melanom je tumor s velikim utjecajem na epidemiologiju malignih bolesti zbog svoje
brzo rastu¢e ucestalosti, visoke smrtnosti te stalnog povecanja troSkova skrbi u
uznapredovanim stadijima. Diljem svijeta svakim danom ulazu se istrazivacki napori
kako bi se dijagnoza pomaknula prema ranijim fazama, sprijecila ukupna incidencija
melanoma i razvili revolucionarni tretmani [1]. Pomno promatranje epidemioloSkih
podataka i trendova je u tijeku, a sve kako bi se pronasli prvi znakovi uspjeha ovih
inicijativa kroz promjene u incidenciji ili smrtnosti. Takoder, isto je od interesa kako bi
se verificirali tragovi novih ¢imbenika rizika ili prognostickih markera. Digitalno doba
nudi mogucnost prikupljanja, dijeljenja i usporedbe podataka. Incidencija melanoma u
Europi tako postaje sve veca, a do izraZaja dolazi i njena heterogenost. Epidemioloske
analize, koliko god bile slozene, dobre su onoliko koliko su dobri njihovi izvori
podataka. Temelj epidemioloSkog nadzora raka Cine populacijski registri raka (eng.
population-based cancer registries PCRs) [2,3]. PCRs su slozene organizacije
namijenjene sustavnom prikupljanju, pohrani i analizi podataka o svim slucCajevima
raka koji se javljaju u odredenoj populaciji, obi€no na odredenom zemljopisnom
podrucju [1]. Diliem svijeta, melanom je 20. najeSc¢i tumor, procjenjuje se da je 2018.
godine bilo 287 723 novih sluajeva (1,6% svih tumora) i 60 712 smrtnih slu€ajeva
(0,6% svih smrti od raka), a utvrdena je rastuca petogodiSnja prevalencija od 965 623
slu¢aja. U Europi je melanom Sesti najéeS¢i tumor, procijenjeno je 144 209 novih
slu€ajeva (3,4% svih tumora) i 27 147 smrtnih slu¢ajeva (1,4% svih smrti od raka), a
petogodiSnja prevalencija od 494 111 sluCajeva [4-6]. Najvece dobno standardizirane
stope incidencije (standardizirane na svjetsku populaciju) zabiliezene su u Oceaniji
(28,3 na 100 000 stanovnika), a najnize u Aziji i Africi (0,48 odnosno 0,51 na 100 000
stanovnika). U Ujedinjenom Kraljevstvu melanom je 5. naj¢e&¢i tumor s oko 16 200
novih sluajeva (4% svih karcinoma) i 2300 smrtnih slu€ajeva (1,0% svih smrti od raka)
u 2017. godini. Otprilike polovica slu¢ajeva dijagnosticira se u dobi od 65 i viSe godina,
a velika vecCina slu€ajeva javlja se na trupu kod muskaraca i na donjim udovima kod
Zena [2]. Kumulativni rizik od razvoja melanoma do 74 godine Zivota je 1,34% kod
muskaraca i 1,35% kod Zena. Melanom se javlja izmedu 20. i 60. godine Zivota, s

vrhom incidencije u 5. desetljec¢u [7,8]. Na srecu, vrlo rijetko se javlja u djecjoj dobi.
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Displasticni nevusi osobito u obitelji s obiteljskim melanomom povecavaju rizik
melanoma u djece. Osobe s jednim ili viSe rodaka u 1. koljenu koji u anamnezi imaju
melanom su u vecoj opasnosti (do 6 — 10 puta) od onih bez optereéene obiteljske
anamneze. Procijenjene stope mortaliteta od melanoma koze za Hrvatsku u 2020.
nalaze se medu najviSim stopama u zemljama Europske unije (EU): 7,7 za muski spol
i 3,8 za zenski. Nazalost, Hrvatska se nalazi medu Clanicama EU koje imaju najnize
stope preZivljanja, i to 64,96% za muskarce i 76,02% za Zene (za dob 15 godina i viSe)
[2,8].

1.2 Bazi¢na etiologija melanoma i nasljedni oblici

Melanociti su stanice neuralnog grebena koje se mogu naci uglavhom u bazalnom
epidermisu i u folikulima dlake, duz povrSina sluznice, mozdanih ovojnica i u
koroidalnom sloju oka. Kao odgovor na oStec¢enje DNA izazvano suncevim zraCenjem,
keratinociti koZze proizvode hormon koji stimulira melanocite (MSH) [9]. Taj hormon
veze receptor melanokortina 1 (MC1R) na melanocitima, koji zatim proizvode i
otpustaju melanin. Pigment melanin u konacnici djeluje kao $tit za ultraljubi¢asto (UV)
zraCenje, Cime se sprjeCava daljnje oSte¢enje DNA. Primarni okolidni ¢imbenik rizika
za razvoj melanoma koze je UV zracCenje sunca, kao i umjetno stvorene UV zrake
[9,10]. Osim svijetle puti, broj opeklina nakupljenih tijekom zivota, posebno tijekom
djetinjstva, povezan je s vecim rizikom od nastanka melanoma. Nadalje, broj madeza
na tijelu osobe takoder povecava rizik za razvoj melanoma kozZe [11]. Tijekom proteklih
godina postignuto je bolje razumijevanje razvoja i biologije melanoma. Postalo je jasno
da razvoj melanoma iz preneoplasti¢nih lezija nije odreden jednim evolucijskim
obrascem. Svaki podtip melanoma moze se razviti iz razli€itih prekursorskih lezija i
moze ukljuCivati razliite genske mutacije i stupanj transformacije [2,12]. Zanimljivo,
BRAF mutacija je pronadena u do 80% benignih nevusa, to rezultira ograniCenom
proliferacijom melanocita putem onkogenom posredovane aktivacije starenja stanica.
Ovi nevusi ostaju indolentni desetljeCima upravo zbog imunoloSkog nadzora. Stoga,
sam mutirani onkogen BRAF nije dovoljan za razvoj melanoma. Rijetko benigni nevusi
napreduju do melanoma [13]. Kada se to dogodi, kljune su naknadne mutacije u
razli¢itim genima, kao §to su TERT ili CDKN2A. S druge strane, melanomi povezani s
koZom koja je kroni¢no izlozena suncu obi¢no ne nastaju iz ve¢ postojecih nevusa, veé

iz melanoma in situ ili displasti¢nih lezija.



lzmedu 7 i 15% bolesnika s melanomom ima obiteljsku anamnezu bolesti, a rizik od
melanoma se udvostrucuje ako je melanom prethodno dijagnosticiran u prvom koljenu
srodnika. Vecina rizika je povezana sa zajednickim izlaganjem suncu medu ¢lanovima
obitelji, a manji broj sluCajeva su nasljedne prirode [10,12,14]. Naj¢eS¢e nasljedno
stanje je obiteljski sindrom atipi¢nih madeza-melanoma (eng. familial atypical multiple
mole melanoma - FAMMM) [15]. Ovi pacijenti su u opasnosti od koZznog melanoma,
karcinoma gusteraCe i tumora neuralnog sustava. Kriteriji za dijagnozu FAMMM
sindroma ukljuc€uju obiteljsku povijest koZnog melanoma kod rodaka prvog ili drugog
koljena; vise od 50 nevusa s viSe atipiCnih nevusa; specificne histoloSke znafajke u
nevusima, kao §&to su asimetrija, subepidermalna fibroplazija i lentiginozna
melanocitna hiperplazija s vretenastim ili epiteloidnim melanocitima. Ovaj sindrom je
naj¢eS¢e povezan s mutacijom u genu CDKN2A, a takoder je opisan s mutacijama
CDK4. Ukupno je 45% melanoma povezanih s genetskom etiologijom povezano s
mutacijom germinativne linije u CDKN2A ili CDK4 [16,17]. CDKN2A je gen smjesten
na kromosomu 9p21.3 koji kodira p16 i/ili p14ARF, dva inhibitorna proteina. Protein
p16 je kinaza ovisna o ciklinu uklju¢ena u put Rb (retinoblastoma), a mutacija rezultira
nereguliranom stani€énom diobom zbog ne inhibiranog G1-S faznog prijelaza. Nadalje,
p14ARF regulira ubikvitinaciju tumorskog supresora p53, oznaCavajuéi ga za
razgradnju u proteosomu. Disfunkcija P14ARF smanjuje odgovor stanice na osteéenje
DNA. Istovremeni gubitak p14 i p16 dovodi do melanom-astrocitom sindroma [18]. Taj
rijetki sindrom karakteriziran je prisutnoS§éu melanoma i astrocitoma kao i drugih
neoplazmi ziv€anog sustava, poput tumora ovojnice perifernih zZivaca i meningeoma.
Uloga genetskog testiranja nasljednog melanoma je kontroverzna buduci da
dermatolosko lijeCenje pojedinaca s obiteljskim melanomom (tj. nadzor, edukacija o
zastiti od sunca, itd.) rijetko zahtijeva informaciju o CDKNZ2A statusu pacijenta.
Medutim, fenotip melanoma moze biti prozor za procjenu latentnog rizika za razvoj
melanoma koze [2,6,19]. Zaklju€no, buduénost u personaliziranoj onkologiji svakako

ukljuCuje procjenu genetskog rizika i savjetovanje.
1.3 Patohistoloska dijagnoza melanoma

PatoloSko izvjeS¢e o melanomu treba uklju€ivati opis znacajki na kojima se temelji
dijagnoza melanoma kao i znaCajke koje su vazne za prognozu i lijeCenje bolesnika.
Koristenje strukturiranog formata nalaza olak§ava komunikaciju patologa i klini¢ara.
Prognoza za bolesnike s klini¢ki lokaliziranim primarnim melanomom uglavnom ovisi
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o debljini tumora. Isto je opisao Breslow, Cija je klasifikacija i danas neizostavan dio
patoloSskog nalaza. Klasifikacija koju je predlozio Clark, temelji se na histoloSkim
parametrima i u stupnjevima od 1-5 opisuje do kojeg je sloja koze proSiren melanom.
[20] (Tablica 1)

Tablica 1: Clark klasifikacija melanoma — opis invazije slojeva kozZe

STUPANJ OPIS

| melanom in situ

[l infiltracija melanoma u papilarni dermis

[l melanom ispunjava i proSiruje papilarni dermis

A infiltracija melanoma u retikularni dermis

\% melanom proSiren na subkutis

Druge vazne prognosticke znacCajke primarnog melanoma uklju€uju ulceraciju, stopu
mitoza, limfovaskularnu invaziju, limfocite koiji infiltriraju tumor (eng. tumor-infiltrating
lymphocytes - TIL), podtip melanoma (npr. dezmoplasti¢ni melanom koji je povezan s
boljom prognozom), kao i karakteristike bolesnika kao Sto su dob, spol i anatomsko
mjesto tumora (mlada dob bolesnika, zZenski spol i melanom koji nastaje na
ekstremitetima povezani su s povoljnijom prognozom) [21,22]. Ackerman i sur.
predlozili su koncept histoloSke klasifikaciie melanoma na temelju morfoloskih i
citoloskih znacajki. Arhitektonska obiljezja melanoma uklju€uju asimetriju, prisutnost
nepravilno rasporedenih melanocita, pojedinacno ili u gnijezdima, a koji zauzimaju
epidermis, adnekse i dermis. Melanociti iznad spoja epidermisa i dermisa ponekad
tvore nepravilna gnijezda. Gnijezda i pojedina¢ni melanociti nemaju sazrijevanje s
progresivnim spustanjem u dermis [23]. Nadalje, melanin je nepravilno rasporeden u
leziji unutar epidermisa, dermisa i adneksa. CitoloSke karakteristike ukljucuju
prisutnost atipiCnih melanocita, nekroticnih melanocita i melanocita koji prolaze kroz
proces mitoze. Standardizirani i suvremeni sustav odredivanja stadija tumora olakSava
toCnu stratifikaciju rizika i klju€an je za usmjeravanje lije€enja bolesnika [24]. (Slika 1)

Osmo izdanje sustava odredivanja stadija AmeriCkog odbora za rak (American Joint
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Committee on Cancer - AJCC) trenutno je najSire prihvacen pristup odredivanja stadija

i klasifikacije melanoma pri pocetnoj dijagnozi [25]. (Tablica 2)

Tablica 2: Osmo izdanje sustava odredivanja stadija Americkog odbora za rak

(American Joint Committee on Cancer - AJCC)

T Category 8™ Edition (implemented 2018)
Thickness Ulceration status

TX N/A N/A

TO N/A N/A

Tis N/A N/A

T1 =1.0 mm Unknown or unspecified
Tla <0.8 mm Without ulceration
Tib <0.8 mm With ulceration

0.8-1.0 mm With or without ulceration

T2 >1.0-2.0 mm Unknown or unspecified
T2a >1.0-2.0 mm Without ulceration
T2b >1.0-2.0 mm With ulceration

T3 >2.0-4.0 mm Unknown or unspecified
T3a >2.0-4.0 mm Without ulceration
T3b >2.0-4.0 mm With ulceration

T4 >4.0 mm Unknown or unspecified
Tda >4.0 mm Without ulceration
T4b >4.0 mm With ulceration

TABLE 1

| STAGES OF MELANOMA

EX7H N T TR
0 Tis NO MO

1A Tia NO MO
1B Tib NO MO
T2a NO MO
1A T2b NO MO
T3a NO MO
1B T3b NO MO
T4a NO MO
1iCc T4b NO MO
HIA T1-T4a N1a MO
T1-T4a N2a MO
1B T1-T4b N1a MO
T1-T4b N2a MO
T1-T4a N1b MO
T1-T4a N2b MO
T1-T4a N2c MO
1ic T1-T4b N1b MO
T1-T4b N2b MO
T1-T4b N2c MO
Any T N3 MO
v Any T Any N M1

Slika 1. Shematski prikaz odredivanja stadija melanoma



Jos je 1967. godine eminentni ameriCki patolog, Wallace Clark, predlozio klasifikaciju
melanoma u kojoj je ova maligna bolest podijeljena uglavhom na temelju
histopatoloskih znacCajki intraepidermalne komponente tumora [26]. Podtipovi su bili
povrsinski SireCi melanom, lentigo maligna melanom i nodularni melanom. Dok su od
tada opisani dodatni entiteti, ukljuCujuci akralni lentiginozni melanom, melanom
sluznice, dezmoplasti¢ni melanom i nevoidni melanom, prije spomenuti ,osnovni“ tipovi
melanoma ostaju kljuni i u posljednjoj verziji klasifikacije melanoma Svjetske
zdravstvene organizacije [9,21,24]. Povrsinsko Sire¢i melanomi obi¢no se javljaju kod
mladih bolesnika (srednja dob je 5. desetljecCe zivota). Obi¢no zahvacaju kozu izloZzenu
suncu kao Sto su trup, leda i ekstremiteti. TipiCno je to ravna polagano rastuca
nepravilna lezija s raznolikom pigmentacijom koja se radijalno povecava. HistoloSki,
intraepidermalni sloj povrSinsko SireCeg melanoma karakterizira prisutnost velikih
pleomorfnih epiteloidnih melanocita. Ostala obiljeZzja ovog tipa melanoma ukljucuju
promjenjivo zadebljanje epidermisa i izrazenu intracitoplazmatsku melanizaciju [27].
Nodularni melanomi (NM) obi¢no se javljaju kod nesto starijih pacijenata (srednja dob
je 7. desetljece). Mogu se pojaviti na bilo kojem mjestu i obiéno se pojavljuju kao ¢vorici
koji se brzo Sire uz ulceraciju i krvarenje. KliniCki se mogu zamijeniti s drugim koznim
tumorima kao Sto su karcinomi bazalnih stanica, osobito ako su amelanoticni.
Histoloski, postoji dermalna masa displasticnih tumorskih stanica s epidermalnom
invazijom prema gore, ali minimalnim susjednim epidermalnim Sirenjem ili
horizontalnim rastom. Tumorske stanice su ¢esto okrugle i epiteloidne morfologije s
hiperkromatskim jezgrama. Lentigo maligna melanom histoloski je karakteriziran
lentiginoznom proliferacijom atipi¢nih melanocita u UV zraenjem oste¢enoj kozi koja
pokazuje epidermalnu atrofiju, teSku dermalnu solarnu elastozu i dermalno stanjivanje.
Cesto su takvi melanomi uz adneksalne strukture i uz pristutne tipiéne multinuklearne

ili divovske melanocite [20,21,28].
1.4 Kljuéni signalni putevi u patogenezi melanoma

Metode molekularne biologije, osobito sekvencioniranja cijelog genoma identificirale
su izuzetnu genetsku sloZzenost melanoma. Ona se sastoji od tisu¢a mutacija, delecija,
amplifikacija, translokacija kao i promjena u metilaciji DNA. Unato¢ ovom obilju i
slozenosti genetskih promjena, od kojih su mnoge takozvane "driver" mutacije,
identificirano je nekoliko klju¢nih za patogenezu melanoma [29]. Mozda je najbolje
prou¢ena onkogena mutacija u melanomu ona proto-onkogena misjeg sarkoma
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(BRAF) koji kodira serin/treonin protein kinazu. Taj enzim djeluje u putu RAS-RAF-
MEK-ERK protein kinaze aktivirane mitogenom (MAPK) [22,29]. (Slika 2.) Aktivirajuce
mutacije u BRAF genu javljaju se u vise od 50% melanoma, a naj¢e$¢a mutacija dovodi
do valin — glutaminska kiselina supstitucije na poziciji 600 (V600E). Dok divlji tip BRAF
kinaze tipicno aktivira KRAS, mutacija pV600E uzrokuje nereguliranu aktivnost iste
kinaze. Takva promjena dovodi do konstitutivne aktivacije MEK gena koja pokrece put
ERK kinaze. Zanimljivo je da melanomi koji posjeduju divlji tip BRAF obi¢no imaju
mutacije u klju¢nim genima koji kodiraju uzvodne proteine MAPK puta, ukljuCujuci
NRAS, KIT, GNAQ i GNA11 [22]. Ovo opazanje snazno ukazuje na sredisSnju ulogu
prekomjerne aktivacije puta RAS-RAF-MEK-ERK u patogenezi melanoma. Stovise,
aktiviraju¢e mutacije BRAF Cesto se nalaze u benignim i displasticnim nevusima, a
aktivacija BRAF dovodi do razvoja nevusa kroz proces poznat kao starenje izazvano
onkogenom. UnatoC prekomjernoj aktivaciji BRAF-a u nevusima, postoji mehanizam
zaustavljanja stani¢nog ciklusa koja je rezultat ekspresije klju¢nog inhibitora kinaze
ovisne o ciklinu, p16INK4A [12,29,30]. Ipak, mutacije BRAF-a smatraju se uobicajenim
genetskim mutacijama ranog stadija u progresiji melanoma. Medutim, same

aktiviraju¢e mutacije u BRAF-u nisu dovoljne da izazovu melanom.

(P XPNP]
@ M
l Proliferation

Survival . i /
/ c-MYC

DNA ——————— Cyclin D1 /
MITF | 4

Slika 2. Prikaz prekomjerne aktivacije puta RAS-RAF-MEK—ERK u patogenezi

melanoma. Preuzeto iz rada Scolyer i sur. [20]



Kao i u razvoju svakog tumorskog klona, potrebne su dodatne genetske promjene u
BRAF mutiranim stanicama kako bi se izazvao potpuno kancerogeni fenotip. Jedna
takva genetska promjena, visoke penetracije u melanomu, je gubitak ili mutacija lokusa
inhibitora kinaze ovisne o ciklinu 2A (CDKN2A) [31]. Znacajno je da se ovaj lokus nalazi
na kromosomu 9p21 i kodira dva tumor supresorska proteina, p16INK4A i p14ARF
(razlikuju se u posttranslacijskim modifikacijama), a oba djeluju na zaustavljanje
stani€nog ciklusa. Kao Sto je gore navedeno, p16INK4A je kljuéni negativni regulator
stanicnog ciklusa koji se veze na i inhibira kinazu ovisnu o ciklinu (CDK4), Cime aktivira
Rb [27,30]. Na taj nacin sprjeCava napredovanje stani¢nog ciklusa, odnosno ,prolazak”
stanice kroz kontrolne to¢ke G1-S faze stani¢nog ciklusa. S druge strane, p14ARF
djeluje kao pozitivni regulator p53 inhibicijom njegovog glavnog negativhog regulatora,
jezgreno lokalizirane E3 ubikvitin ligaze. 1z tog razloga, inaktivacija CDKN2A delecijom,
utiSavanjem promotora ili mutacijom dovodi do nekontrolirane staniCne proliferacije.
Zanimljivo je da kontinuirana ekspresija onkogena BRAFV600E u melanocitima
inducira ekspresiju p16INK4A, za koju se Cini da ne ukljuCuje troSenje telomera i
gubitak replikativnog potencijala. Ova barijera "onkogenom izazvanog starenja" u
melanocitima potiCe razvoj nevusa i kontrolirana je p16INK4A-ciklin D/CDK4-RB
interakcijom [12,31-33]. U normalnim melanocitima, indukcija p16INK4A MAPK puta
tipi€no ukljuCuje aktivaciju transkripcijskog faktora povezanog s mikroftalmijom (MITF).
Kljuéno je da se amplifikacija MITF lokusa nalazi u 20-30% melanoma i Cesto je

praéena aktiviranjem BRAF mutacija i gubitkom p16INK4 [34].
1.5 Molekularna osnova metastaziranja melanoma

Metastaze tumora najvazniji su uzrok loSe prognoze bolesnika s melanomom.
Opcéenito, pojava metastaza uglavnhom uklju€uje sljedece klju¢ne korake: invaziju,
intravazaciju, cirkulaciju, ekstravazaciju i kolonizaciju udaljenog tkiva. Vazno je
naglasiti i neke vazne bioloSke procese ukljuéene u metastaziranje: epitelno-
mezenhimalni prijelaz (EMT), adheziju stanica melanoma i produkciju egzosoma. EMT
se odnosi na stanic¢ni proces karakteriziran snizenom ekspresijom viSestrukih epitelnih
markera poput E-kadherina, laminina, citokeratina i pojaanom regulacijom i
ekspresijom mezenhimskih markera poput N-kadherina, vimentina i a-SMA [35,36].
EMT je fizioloSki klju¢an u embriogenezi, fibrozi i cijeljenju rana. Kod tumora, pojava
EMT-a je popracena morfoloSkim prelaskom iz epiteloidnog u mezenhimalni/vretenasti
stani¢ni oblik, daju¢i tumorskim stanicama poboljSanu invazivhu i migracijsku
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sposobnost. Cini se da je EMT upravo pod kontrolom kanonskih onkogenih putova kao
Sto su BRAF/MEK, AKT/mTOR, Wnt/B-katenin i TGF-B. NajceSce su istrazivane
ekspresije transkripcijskih ¢imbenika koji induciraju EMT (EMT-TF) ukljuCujuci MITF,
SOX2 i NF-kB [37]. Kao odgovor na aktivaciju MEK/ERK u melanomima koji sadrze
BRAF ili NRAS mutaciju, dolazi do promjene molekularne mreze, a time raste i
invazivna sposobnost tumora. Autori opisuju aktivaciju AKT i mTOR signalnog puta koji
je u snaznoj pozitivnoj korelaciji s agresivhoS¢u melanoma i loSom prognozom
pacijenata. Gubitak PTEN-a glavni je razlog hiperaktivacije AKT puta. Neke klinicke
analize ukazuju na blisku vezu izmedu aktivacije AKT-a i pojave metastaza u
odredenim regijama kao $to su mozak, limfni &vorovi i pluéa. Stovise, prekomjerna
ekspresija AKT-a dramati¢no inducira invazivni fenotip melanoma, promicuéi pretvorbu
iz radijalnog u vertikalni rast [12,30]. Osim MAPK i AKT puta, Wnt/B-katenin je takoder
usko povezan s EMT-om i metastazama melanoma. Sinnberg i sur. je dokazali su da
je B-katenin Cesto eksprimiran na invazivhom prednjem dijelu melanoma, $to ukazuje

na medusobnu interakciju stanica tumora i tumorskog mikrookolisa [38,39].
1.6 Signalni putevi koji reguliraju upalu i angiogenezu u melanomu

Signalni putevi upalne reakcije uvelike su povezani s karcinogenezom i
napredovanjem melanoma. Upalni ¢imbenici ukljuCujuci Cimbenik nekroze tumora
(TNFa), interferon gama (IFN-y), interleukine i molekule vezane za NF-kB regulatorni
put priviaCe sve viSe pozornosti u istrazivanju biologije melanoma i njegovog
mikrookoli$a [40]. (Slika 3.)

Prethodna istrazivanja potvrdila su povecanu ekspresiju TNFa u stanicama melanoma.
Za razliku od Cinjenice da visoke doze egzogenog TNFa mogu inducirati apoptozu
melanoma, Sto je koriSteno u raznim KliniCkim ispitivanjima i terapiji drugih tumora,
TNFa izveden iz tumorske stanice ili mikrookoliSa melanoma ima istaknutu regulatornu
ulogu u prezivljavanju, proliferaciji, invaziji i metastaziranju melanoma. TNFa koji
izluCuju tumorske stanice potiCe nizvodnu aktivaciju kaskade RIPK1-NF-kB te
omogucuje prezivljavanje tumorskih stanica [29,41]. Stoga bi blokada TNFa mogla biti
obecavajuci terapijski pristup uz ciljanu terapiju. Osim toga, Zhu i sur. dokazali su da
TNFa stimulira migracijski potencijal stanica melanoma preko pojacane ekspresije
fibronektina i integrina [42]. Sukladno tome, TNFa poti¢e ekspresiju MMP2 i MMP9

kako bi se olak$ala migracija tumorskih stanica. Sto je jo$ vaznije, otkriveno je da TNFa
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odreduje fenotipsku plasticnost stanica melanoma povecavaju¢i MITF ekspresiju.
Slabije diferencirano stanje stanica melanoma karakterizirano je niskom razinom MITF
te sukladno tome potiCe jaku upalnu reakciju oko tumora [40,43]. Nedavne studije
koncentriraju se na ulogu interferon gama (IFN-y) signalizacije u regulaciji imunoloskog
odgovora oko tumora. Konkretno, IFN-y bi mogao inducirati ekspresiju molekula
vaznih u putevima imunoloskih kontrolnih to€aka, uklju€ujuci citotoksi¢ni T limfocitni
antigen-4 (CTLA-4), a djelujuéi putem transkripcijske kaskade ovisne o JAK-STAT
signalnom putu [44]. Cini se da IFN-y moze modulirati imunoloske kontrolne togke kako
bi se prekinulo i ,nadziranje” tumorskih stanica od strane limfocita. Intrigantno je da
IFN-y izlu€en od strane limfocita koji infiltriraju tumor, a nakon imunoterapije ili
radioterapije moze izvrsiti svoj izravan ucinak na tumorske stanice putem smanjene
regulacije sustava feroptoze, novog modaliteta stani¢ne smrti koja je karakterizirana

prekomjernom oksidacijom lipida [45].
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Slika 3. Prikaz interakcije citotoksi¢nog limfocita i tumorske stanice kao i kaskada

signalnih puteva reguliranih IFN-y. Preuzeto iz rada Nardone i sur. [40]
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Interleukini i kemokini dva su klju¢na tipa Cimbenika povezanih s upalom u patogenezi
melanoma, a posebno u regulaciji imunoloskih stanica u tumorskom mikrookruzenju.
Razni interleukini imaju razliCite, Cak suprotne ucinke na antitumorsku imunost. IL-2 je
snazan aktivator CD8"* T stanica i NK stanica. U pokus$ajima lijeCenja, 1998. godine,
visoke doze IL-2 odobrene su za lije€enje melanoma te su postigle zna¢ajan odgovor,
¢ak u 15-20% pacijenata s uznapredovalim melanomom. Medutim, povecani rizik od
ozbiljnih nuspojava ukljuCujuci gastrointestinalne nuspojave, vrucicu i zimicu ogranicio
je kontinuiranu upotrebu IL-2 [46]. Angiogeneza se definira kao stvaranje novih krvnih
Zila proizaslih iz ve¢ postojece neoplastiCne vaskulature, koja je uglavnhom odgovorna
za opskrbu dovoljnom koli¢inom hranjivih tvari i kisika kako bi se osigurala brza
proliferacija tumorskih stanica. Utvrdeno je da je status angiogeneze u visokoj
korelaciji s progresijom melanoma, osobito s prijelazom iz radijalne faze rasta u
vertikalnu fazu rasta [21,29,47]. Razvoj bogate vaskularne arhitekture unutar
tumorskog mikrookruzenja reguliran je angiogenim prekidacem, Sto znaci pojaCanje
ekspresije proangiogenih ¢imbenika i supresija antiangiogenih ¢imbenika. Nekoliko je
glavnih ¢imbenika koji pridonose neovaskularizaciji melanoma, ukljuCuju¢i VEGF-A,
bazi¢ni faktor rasta fibroblasta (bFGF), faktor rasta placente (PIGF), angiopoetin (
Ang), IL-8 i PDGF [48,49]. (Slika 4.) Ove Cimbenike uglavnom proizvode tumorske
stanice, uz sudjelovanje alternativnih tipova stanica poput endotelnih stanica i
imunoloskih stanica. Preciznije, VEGF-A izlu€en iz stanica melanoma ostvaruje svoj
u€inak na angiogenezu kroz vezanje na receptor VEGFR na stanicama endotela.
Posljedi¢no, sinteza dusikovog oksida i PI3BK/AKT signalizacija se aktiviraju kako bi se
povecala propusnost krvnih Zila i pospjesila proliferacija endotelnih stanica. Osim toga,
aktivacija fokalne adhezijske kinaze (FAK) pridonosi ekstravazaciji stanica melanoma.
Sliéno drugim vrstama raka, razina ekspresije VEGF-A u melanomu takoder je pod
transkripcijskom regulacijom HIF1a, Sto je inducirano lokalnom tkivhom hipoksijom
[31,50]. Osim VEGF-A, bFGF je jo$ jedan Cimbenik pro-angiogeneze koiji je fizioloski
uklju€¢en u modulaciju zacjeljivanja rana stimuliranjem proliferacije endotelnih stanica i
migracije makrofaga i fibroblasta. Mehanicki, bFGF izlu€ene iz stanica melanoma ne
samo da mogu komunicirati s receptorom na povrsini endotelnih stanica kako bi se
olakSala neovaskularizacija, vec i aktivirati tumorske stanice na autokrini nacin kako bi
se pospjesila njihova proliferacija. Supresija aktivnosti bFGF koristenjem ciljanih
protutijela dovodi do izrazene regresije angiogeneze i smanjenja rasta tumora. Stoga

je bFGF terapijska meta s visestrukim u€inkom za lije¢enje melanoma [51,52].
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Slika 4. Faktori angiogeneze u melanomu, kljucni za sprjeCavanje hipoksije

tumorskog tkiva kao i metastaziranje. Preuzeto iz rada Raiabi i sur. [48]

1.7 Matriks metaloproteinaze u mikrookoliSu melanoma

Razgradnja bazalnih membrana i remodeliranje izvanstanicnog matriksa od strane
matriks metaloproteinazama (MMP) vaZzni su koraci u lokalnoj invaziji i metastaziranju
melanoma. MMP su skupina od 26 ljudskih endopeptidaza koje vezu cink i reguliraju
proteolizu elemenata mikrookoliSa kao i stani€nu migraciju u nizu karcinoma [53].
Klasificiraju se kao kolagenaze (MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-18), gelatinaze
(MMP-2, MMP-9), stromelizini (MMP-3, MMP -10), i matrilizini (MMP-7, MMP-26).
Ekspresija MMP-a inducira se kada je potrebno remodeliranje tkiva u fizioloSkim i
patoloskim uvjetima. MMP stupaju u interakciju sa Sirokim rasponom ne-matri¢nih
proteina koje djeluju kao adhezijske molekule, Cimbenici rasta i posrednici
angiogeneze [54]. (Slika 5.) lako su brojne studije ispitivale MMP i njihovu ekspresiju
i/ili aktivaciju u stani¢noj liniji melanoma in vitro i in vivo, jo$ uvijek postoji potreba za
istrazivanjem ekspresije MMP-a u kliniCkim uzorcima. Kao regulator proteinske
ekspresije PD-1 i PD-L1 molekule spominju se i odredeni enzimi prisutni u tumorskom
mikrookoliSu. Do sada je ovaj proteolitiCki enzim bio oznaCen kao jedan od glavnih

mehanizama tumorske invazije [55,56].
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Slika 5. Enzimi matriks metaloproteinaza u funkciji remodeliranja tumorskog

mikrookolisa. Preuzeto iz rada Docampo i sur. [54]
1.8 Apotoza stanica melanoma

Apoptoza, programirana stani¢na smrt, djeluje na odrzavanje ravnoteze razliCitih
stanicnih procesa, $to znaci da je izbjegavanje apoptotickog puta klju¢no za stvaranje
tumora i nekontroliranu proliferaciju stanica melanoma. Apoptoza je posredovana
proenzimom inicijatorom i efektorom — kaspazama koje propagiraju proteolitiCku
kaskadu proteina koja naposljetku zavrSava smrc¢u stanice. Apoptozu pokrecu tri puta,
unutarnji, vanjski i put neovisan o kaspazi [57]. Unutarnji put, takoder poznat kao
mitohondrijski put, iniciran je nepovoljnim uvjetima okoline kao $to su UV zracenje,
nedostatak hranijivih tvari i oksidativni stres. Ovaj proces reguliraju proapoptoticke i
antiapoptoticke molekule u obitelji Bcl-2, koje djeluju na povecCanje propusnosti
mitohondrija i naknadno oslobadanje citokroma c. S druge strane, vanjski put je
posredovan TNFa i vezanjem na njihove odgovarajuce receptore Fas i TNFR. Put
neovisan kaspazama induciran je citotoksi¢nim T stanicama [58,59,60]. Stanice
malignog melanoma mogu izbjeéi apoptozu putem sljedecih procesa: poremecene
ravnoteze pro-apoptotskih i anti-apoptotskih proteina, smanjene funkcije kaspaze i
poremecajima u signalizaciji receptora smrti. Proliferacija melanoma povezana je s
disregulacijom nekoliko modulatora apoptoze kao $to su protein p53 i inhibitori proteina

apoptoze (IAP). Avery-Kiejda i sur. dokazali su smanjenu ekspresiju p53 koja je u
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korelaciji s proliferacijom stanica melanoma. IAP su endogeni inhibitori kaspaza i
prekomjerna ekspresija ovih proteina povezana je s farmakoloSkom rezistencijom
stanica karcinoma [61]. Vucic i sur. opisuju povecanu ekspresiju |IAP kod stanica
melanoma. Razvoj ciljanih terapija u svrhu djelovanja na ¢lanove obitelji Bcl-2, p53,
IAP, kaspaza i drugih molekula uklju¢enih u apoptozu, mogao bi se pokazati klju¢an

za buduce lije€enje melanoma [62].
1.9 Uloga ciklina u staniénom ciklusu melanoma

Ciklini su proteini koji reguliraju progresiju stani¢nog ciklusa, tj. niz dogadaja koji se
javljaju u stanicama kako bi se podijelile i razmnozile. Oni su odgovorni za kontrolu
pravilnog prolaska stanica kroz razliCite faze stani¢nog ciklusa, uklju€ujuci fazu G1, S,
G2 i M. U melanomu, poremecéena regulacija stani¢nog ciklusa igra vaznu ulogu u
razvoju i napredovanju bolesti. Genetske mutacije ili promjene u ekspresiji proteina koji
kontroliraju stani¢ni ciklus mogu dovesti do nekontrolirane podjele stanica, stvarajuci
tumor [20, 63,64].

Postoji nekoliko kljuénih ¢imbenika koji su povezani s ciklinima u malignom melanomu
[65]:

e PovecCana ekspresija ciklina - promjene u ekspresiji razliCitih ciklina mogu
rezultirati ubrzanjem stani€nog ciklusa i nekontroliranom podjelom stanica u
melanomu pa je tako povecana ekspresija ciklina D1, D2 i E Cesto je povezana
s melanomom

¢ Inhibicija ciklinskih inhibitora - postoje i proteini nazvani ciklinski inhibitori kinaza
(CDKi) koji obi¢no inhibiraju aktivnost ciklinskih kompleksa; u malignom
melanomu, moze doc¢i do smanjenja ekspresije ili funkcionalnosti ovih inhibitora,
Sto rezultira nekontroliranom podjelom stanica

e Aktivacija onkogenih signalnih putova - signalni putovi koji su uklju¢eni u razvoj
melanoma, kao $to je put RAS/BRAF/MEK/ERK, mogu utjecati na ekspresiju i
aktivnost ciklina; aktivacija tih putova moze potaknuti proliferaciju stanica
melanoma

e Ciljanje ciklina u terapiji - Inhibitori ciklinskih kinaza (CDK inhibitori) su jedan od
takvih pristupa koji mogu usporiti progresiju bolesti inhibirajuéi aktivnost

ciklinskih kompleksa
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Ukratko, poremecaj u regulaciji stani¢nog ciklusa i povezanost s ciklinima igra vaznu
ulogu u melanomu. Razumijevanje ovih mehanizama moze pomoci u razvoju novih

terapijskih pristupa.
1.10 Uloga MITF-a u odgovoru melanoma na imunoterapiju

MITF se sastoji od osam izoformi razli€ito izrazenih unutar razlicitih vrsta stanica i tkiva.
|zoforma MITF-M (u daljnjem tekstu oznacena kao MITF) je glavni regulator melanocita
i identificirana je kao onkogen u melanomu [66]. VodecCa hipoteza u novijim
istraZivanjima je da je visoka ekspresija MITF-a (MITFnigh) povezana s diferenciranim i
proliferativnim fenotipom, dok je niska ekspresija MITF-a (MITFiow) povezana s
dediferenciranim, invazivnim stani¢nim fenotipom otpornim na apoptozu. Stanice
MITFnigh i MITFiow koegzistiraju u melanomu, a time povecavaju intratumorsku
heterogenost. Signali u mikroookoliSu tumora, kao $to su hipoksija, dostupnost
hranjivih tvari i citokini, prigusuju razine MITF-a [67,68]. (Slika 6.) Za istaknuti je da se
MITF pokazao vaznim u odgovoru na ciljane terapije, no njegova je uloga slozena s
obzirom da i povec¢ana i smanjena ekspresija MITF-a mozZe posredovati u otpornosti
na BRAF/MEK inhibitore. Osim toga, prikupljeno je viSe dokaza koji sugeriraju ulogu
MITF-a u otpornosti na imunoterapiju [69]. Uloga u rezistenciji na imunoterapiju

predmet je istraZivanja u recentnim znanstvenim radovima.
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Slika 6. Prikaz utjecaja MITF proteina u imunomodulaciji stanice melanoma.

Preuzeto iz rada Dilshat i sur. [67]
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1.11 Limfociti koji infiltriraju tumor - prognostic¢ki i prediktivni ¢imbenik

melanoma

Tijekom vremena razvoja terapije i dijagnostike melanoma, histopatoloski parametri u
primarnom melanomu koze bili su predmet brojnih istrazivanja. Stoga su multivarijatne
analize pokazale da su debljina tumora i ulceracija najvazniji prognosticki prediktori u
lokaliziranoj bolesti. Sve vise dokaza ukazuje na to da limfociti koji infiltriraju tumor
(TIL) predstavljaju neovisni prognosticki biljeg. Brojne studije opetovano su pokazale
da gustoca i obrazac distribucije TIL-a u vertikalnoj fazi rasta primarnih melanoma ima
prognosticki znacaj. Isto nije dokazano u radijalnoj fazi rasta [70]. Hussein i sur.
pokazali su progresivho povecCanje TIL-a tijekom tumorogeneze u melanocitnim
lezijama, Sto se tumaci kao ucCinak povecanja ekspresije antigena tumora [71].
Zanimljivo je da smanjenje TIL-a kod metastatskog melanoma odrazava sposobnost
izbjegavanja imunoloskog odgovora. StoviSe, isto se moze smatrati neovisnim
prediktivnim ¢imbenikom za status limfnih &vorova Cuvara [72]. Uoceno je da je
prognoza bolesnika s jakim upalnim infiltratom bila znacajno bolja od prognoze
bolesnika s odsutnim TIL-om i korelirala s produljenim preZivljenjem do progresije
bolesti i ukupnim prezivljenjem. Zbog njegovog prognostickog znacaja, neki autori

smatraju da ovaj parametar treba ukljuciti i kvantificirati u histoloSkom nalazu [71,73].
1.12 Mikrookolis tumora i limfociti koji infiltriraju tumor

Tumorsku masu ¢ine tumorske stanice, ali i stromalne stanice, endotelne stanice,
infiltrirajuéi leukociti, fibroblasti i sloZeni izvanstaniCni matriks koji €ine tumorski

mikrookolis.

TIL su polimorfna skupina koja se sastoji od efektorni T limfocita, regulatornih T
limfocita, stanica ubojica (NK), dendritiCnih stanica i makrofaga. Distribucija, gustoca,
profil i stanje aktivacije stanica koje €ine TIL mogu biti promjenijivi i modulirati klini¢ki
ishod [74]. Prvikorak u pokretanju imunoloskog odgovora domacina u melanomu koze
je prepoznavanje antigena koji ¢e inducirati upalni intratumorski infiltrat. Postoje dvije
vrste tumorskih antigena u melanomu: specificni antigeni koje eksprimiraju tumorske
stanice (tumor-specifi¢ni antigeni, TSA) i tumorski povezani antigeni (TAA) koji se
uglavnhom produkti raspada tumorskih stanica [70,71,75]. TSA se nazivaju i
neoantigeni jer su novoformirani antigeni i ne nalaze se u normalnom ljudskom
genomu. TSA pokazuje visoku imunogenost i induciraju T-limfocite [76]. I1znimno je
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velik broj mogucih mutacija, tako da je tumor svakog bolesnika jedinstven. S druge
strane, TAA se takoder mogu eksprimirati u normalnim melanocitima, a vecina njih je
intracelularnog proteinskog podrijetla. Naj¢eS¢e stanice melanoma izrazavaju samo
MHC klase | i ne eksprimiraju molekule MHC klase Il. TAA ne inducira idealnu
citotoksi€nu T-stani€nu reakciju i generira smanjeno stvaranje tumor-specificninh CD4".
Stanice malignog tumora mogu upotrijebiti razliCite strategije kako bi izbjegle
citotoksiCnu ulogu T-stanica. U nekim sluCajevima, stanice mogu smanijiti svoju
ekspresiju TAA ili mogu proizvesti kemokine i citokine s imunosupresivnim ucinkom.
[72,77]

DendritiCke stanice (DC) prepoznaju tumorske antigene i igraju klju¢nu ulogu u
pokretanju i regulaciji urodene i adaptivne imunosti. One su stanice koje predstavljaju
antigene. Nakon toga, induciraju specifiCan antitumorski odgovor unakrsnom
prezentacijom antigena CD8* T limfocitima pomoc¢u MHC molekula klase |I. DC moze
dodatno pridonijeti citotoksi¢noj imunoloskoj reakciji izravno i aktivacijom NK stanica.
DC iz koze, Langerhansove stanice, dermalni DC i plazmacitoidni DC mogu pokazivati
razliCite fenotipove, s razli€initim funkcijama [78]. U mikrookruzenju tumora, medijatori
koje oslobadaju tumorske stanice ili makrofagi povezani s tumorom (TAMs) kao $to su
IL-8, IL-10, TGF-B1 i VEGF ograniCavaju normalno sazrijevanje DC-a i na taj nacin
inhibiraju imunoloski odgovor domacina. DC u nezrelom stanju ne uspijevaju pravilno
stimulirati T-stanice [77]. S druge strane, pogodujuci proliferaciji regulatornih T-stanica,
one blokiraju ucinak citotoksi¢nih T-stanica. Na taj su nacin nezreli DC posrednici
imunoloSke tolerancije unato€ imunoloskoj aktivaciji, fenomenu koji su 1997. godine
opisali Enk i sur. u bolesnika s melanomom [79]. Nezreli DC reguliraju angiogenezu
tumora i pogoduju aktivnom rastu tumora. Zreli DC rasporedeni su uglavnhom na
periferiji tumora, a njihova gusto¢a zajedno sa statusom aktivacije limfocita T, korelirala
s debljinom melanoma i preZivljenjem bolesnika. Radi navedenog, autori preporucuju
koriStenje ovih parametara kao prediktora odgovora na lijeCenje u bolesnika lije¢enih
imunoterapijom. Lotze je pokazao da je infiltracija zrelih DC u primarnim tumorima

povezana s manjim brojem metastaza i boljom prognozom [80].

U idealnoj situaciji, stanice koje prezentiraju antigen dovode do aktivacije efektornih
memorijskih T-stanica u limfnim &vorovima koje posreduju antitumorske ucinke na
mjestu tumora, proizvodeéi nove antigene iz unisStenih tumorskih stanica i stvarajuci

tumorski ,imunitet” . Nakon prepoznavanja antigena predstavljenog APC-om, T-stanice
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zahtijevaju nekoliko signala za punu aktivaciju. Prvi signal ovisi o antigenu i predstavlja
li ga MHC 1| ili MHC II molekula. Kompleks s prezentiranim peptidom vezZe se na T-
stani¢ni receptor (TCR). Molekule stani¢ne adhezije odgovorne su za odrzavanje veze
izmedu dviju stanica i omogucuju aktivaciju $to je moguce vise TCR-a na T-stanici.
Drugi signal aktivacije zahtijeva specificnu interakciju izmedu T-stani¢nih receptora i
njihovih liganada na APC (iz obitelji CD28/B7). Ovi receptori mogu djelovati kao
kostimulatori ili koinhibitori [81,82]. Medudjelovanje izmedu kostimulacijskih receptora
i njihovog liganda potpuno aktivira T-stanice i inducira aktivaciju tumor-specificnih T-
stanica. U normalnim uvjetima, koinhibitorni receptori [programirana stanicna smrt-1
(PD-1), citotoksi¢ni T-limfocitni antigen-4 (CTLA-4), B i T-limfocitni atenuator (BTLA) i
T-stani€ni imunoglobulin i mucinska domena-3 (TIM-3), poznate kao 'molekule
imunoloSke kontrolne tocke'] i njihovi ligandi [ligand programirane smrti 1 (PD-L1) ili
(PD-L2), CD80 ili CD86, posrednik ulaska herpesvirusa (HVEM) i galektin 9] inhibiraju
aktivnost T-stanica i ukljuCeni su u odrzavanje autoimunosti te moduliranje intenziteta
i trajanja imunoloSskog odgovora [78,83]. Aktivacijom inhibicijskih imunoloskih
kontrolnih toCaka, stanica raka $titi sebe od imunoloSskog napada. Uoceno je da
imunoloski sustav ima dvostruku ulogu, modificiraju¢i interakcije izmedu
kostimulacijskih i koinhibicijskih signala. S jedne strane moze kontrolirati maligne
stanice, ali s druge strane moze pogodovati progresiji tumora. TIL limfocita ukljuCuje
razliCite podskupine limfocita, u razliitim omjerima, prilagodene citokinima koje luce
tumorske stanice i stanice mikrookoliSa. Limfociti T imaju glavnu ulogu u antitumorskim
imunoloskom odgovoru i dominantni su u mikrookruzenju tumora. TSA generiraju vrlo
osjetljivo i specificno CD8" T prepoznavanje. CD8 efektorske T-stanice inhibiraju
proliferaciju tumora, bilo izravnim citolitiCckim djelovanjem na tumorske stanice ili
otpustanjem IFN-y i TNF-a. Stoga je velika infiltracija CD8* T-stanica u tumor povezana
s dobrom prognozom u bolesnika s melanomom. Produljena izloZenost antigenu moze
uzrokovati 'iscrpljenost' T-stanica specificnih za tumorski antigen. PD-1 i TIM-3
smatraju se imunohistokemijskim markerima koji verificitaju "iscrpljenost" citotoksi¢nih
limfocita [84]. Dio regulacije aktivnosti odvija se i posredovanjem T pomoc¢nih stanica.
Postoje Cetiri glavne vrste CD4* T-stanica, s razliCitim svojstvima i u promjenjivom
postotku: Th1, Th2 Th17 i Treg. Th1, Th2 pomazu u borbi protiv tumora stimulirajuci
aktivnost CD8* T-stanica preko medijatora kao $to su IFN-y, TGF-B ili IL-2. Th1 takoder
moze pogodovati aktivaciji makrofaga i sazrijevanju dendritiCnih stanica, dok Th2 moze

stimulirati aktivhost eozinofila. Konzistentna intratumorska infiltracija CD8* T-stanica i
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Th1 stanica povezana je s povoljnom prognozom i boljim prezivljenjem u vecini vrsta
karcinoma [81,85,86]. Th17 stanice imaju dva antagonistiCka oblika: u odredenim
citokinskim miljeima mogu se pretvoriti u Th1 i ispoljavati antitumorske ucinke, dok se
u drugim stanjima mogu prebaciti na karakteristike regulatornih T-stanica i potaknuti
progresiju tumora. Regulacijske T-stanice (CD25/Foxp3+; supresivne T-stanice, TreQ)
su podvrsta T-stanica s kljuénom ulogom u prevenciji autoimunih bolesti. Njihova
prisutnost u mikrookoliSu tumora inhibira antitumorske imunoloSke odgovore. Njih u
tumorski mikrookoli$ privlaCe kemokini koje izlu€uju tumorske stanice i makrofagi. Treg
se aktiviraju nakon prepoznavanja TAA oslobodenog iz uniStenih tumorskih stanica, a
zatim specifi€no potiskuju aktivaciju TAA-specifiCnih efektorskih T-stanica i u€inkovito
unistavanje tumorskih stanica razli¢itim mehanizmima (IL-10, TGF-B). Stovige, Treg
moze suzbiti djelovanje nekoliko vrsta stanica imunoloSkog sustava kao Sto su CD8*
T-stanice, NK stanice, B stanice i APC. Nekoliko je studija provedeno o prognostickoj
ulozi Treg u melanomu. Neki su primijetili povezanost izmedu prisutnosti visokog Treg
infiltrata s lokalnim recidivom bolesti, brzom progresijom tumora, viSom stopom
metastaza u limfnom ¢voru Cuvaru, ali bez ikakve povezanosti s debljinom tumora i

prezivljenjem bolesnika [72,75,82].

Smatra se da omjeri izmedu razli€itih podskupova T-stanica mogu dati toCnije
informacije o lokalnoj imunoloskoj ravnotezi, a najc¢eS¢e se koriste omjeri CD8/Foxp3+
(efektor/regulator) i CD8/CD4 (efektor/pomocénik). Kako bi izbjegle imunoloski napad,
tumorske stanice potiskuju tumor-specificni T efektor i induciraju imunosupresivne
Treg stanice, Cime se smanjuju omjer CD8/Treg. U bolesnika lije€enih kombiniranom
terapijom kontrolnim to¢kama, omjeri CD8/Treg porasli su i bili su povezani s boljim

prezivljenja kod melanoma [77, 81].

NK su efektorske stanice urodenog imunoloskog sustava i igraju kljuénu ulogu u
imunoloskom nadzoru tumora zbog svoje sposobnosti unistavanja tumorskih stanica
neovisno o MHC ili prethodnoj aktivaciji. NK stanice takoder sudjeluju u regulaciji
adaptivnih imunoloskih reakcija kroz interakcije s predoCnim stanicama koje aktiviraju
NK stanice i odreduju njihov snazan citotoksi¢ni imunoloski odgovor. Tumorske stanice
mogu suprimirati NK stani¢ni odgovor otpustanjem TGF-B, niskom ekspresijom
antigenosti ili povecanom ekspresijom MHC | [78]. Treg limfociti takoder mogu

pridonijeti supresji regulacijom IL-2. PrognostiCka uloga infiltracije NK stanica u
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melanomu nije jasno definirana, ali Cini se da one ograni¢avaju razvoj hematogenih

metastaza [87].

B stanice B stanice predstavljaju 15-20% svih infiltriranih limfocita . ToCne uloge B
stanica koje infiltriraju tumor u antitumorskom imunoloSkom odgovoru nisu definirane.
Trend njihove vece prevalencije uoCen je u debljim tumorima, a povecana gustoca B
limfocita koji infiltriraju primarne koZne melanome povezana je sa smanjenim rizikom
od udaljenih metastaza i duzim prezivljavanjem. Bosisio i sur. nedavno su izvijestili o
statistiCki znacCajno loSijem prezivljenju u primarnim melanomima s nakupinama
plazma stanica u usporedbi s boljim ishodom u slu€ajevima s oskudnim infiltratom
plazma stanica [88]. Vec€ina plazma stanica bile su poliklonalne, izrazavajuci pretezno
lgG i IgA [81,89].

Makrofagi su heterogena skupina stanica sa sposobno$¢u prezentiranja antigena i
predstavljaju dominantne upalne stanice koji infiltriraju tumor. Nalaze se u svim
stadijima tumorske progresije. M1 makrofagi, klasi¢ni tip, imaju visoko antigen-
prezentirajuCe djelovanje, a takoder mogu proizvoditi Th1 citokine i ispoljavati
antitumorski ucinak. M2 makrofagi imaju nisku aktivhost prezentiranja antigena,
inhibiraju aktivhost CD8" T-stanica i NK stanica, stimuliraju dominaciju Th2 i Treg,
stimuliraju proizvodnju antitijela i pogoduju migraciji tumorskih stanica. Upravo je zato
jasna Cinjenica kako se tijekom rasta i progresije tumora, makrofagi pretvaraju iz M1 u
M2 fenotip [90].

1.13 Inhibitori kontrolnih to€aka u lijeéenju melanoma

Prije uvodenja imunoterapije u lije€enju uznapredovalog melanoma, rezultati su
uglavnhom bili loSi unato€ primjeni mnogih citotoksi¢nih sredstava i njihovih
kombinacija. Medijan prezivljenja ne operabilne metastatske bolesti bio je 6-9 mjeseci
[12]. Nakon odobrenja imunoterapije, odnosno prve i druge generacije inhibitora
kontrolnih to€aka, preZivljenje se znacajno poboljSalo. U dugotrajnim analizama
praéenja, studije pokazuju medijan prezivljenja od gotovo 6 godina za kombinaciju
CTLA4 i PD1 blokade. Protein 4 povezan s citotoksi¢nim T limfocitima (CTLA-4) igra
kljuénu ulogu u imunoloskoj toleranciji i ukljuCen je u regulaciju antitumorskog
imunoloSkog odgovora. CTLA-4 je stani¢ni receptor i homolog CD28, eksprimiran na
regulatornim T stanicama. Vezanje B7 na CTLA-4 inicira se inhibicijska signalna

kaskada koja rezultira supresijom funkcije T stanica. Anti-CTLA-4 monoklonska
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protutijela sprjeCavaju vezanje CD28 na B7, Sto rezultira povecanom aktivacijom T

stanica. Upravo je u tu svrhu odobreno lijeCenje ipilimumabom [91].

PD-1 eksprimira se na povrsini limfocita, dok je njegov ligand (PD-L1) Siroko
eksprimiran i na imunoloskim i na drugim stanicama razli€itih tkiva. Vezanje PD-1 na
PD-L1 rezultira smanjenom aktivhoS¢u T stanica. PD-L1 je prekomjerno izrazen na
velikom broju tumora, uklju€uju¢i melanom, $to rezultira izbjegavanjem imunoloskog
odgovora. Inhibicija PD-1 vrac¢a standardno imunoloSko prepoznavanje malignih
stanica i naknadno imunoloski posredovano unistenje. Antitumorski ucinak inhibicije
PD-1 dokazan je pomocu dvaju monoklonskih protutijela specificnih za PD-1,
pembrolizumaba i nivolumaba. KEYNOTE-001, faza 1 ispitivanja koja je istrazivala
upotrebu pembrolizumaba u multiplim uznapredovalim solidnim tumorima, prva je
signalizirala potencijalnu klinicku u€inkovitost za lijeCenje uznapredovalog melanoma.
Ti su rezultati dodatno ispitani u KEYNOTE-002, koja je pokazala ucinkovitost
pembrolizumaba nakon progresije na ipilimumab u usporedbi sa standardnom
kemoterapijom. Pembrolizumab je rezultirao poboljSanim prezivljenjem bez progresije
bolesti i pri dozama od 2 mg/kg i 10 mg/kg (omjer rizika 0,57 odnosno 0,50), sa 6-
mjesecnim preZivljenjem bez progresije bolesti od 34% u skupini koja je primala
pembrolizumab 2 mg/kg, 38 % u skupini koja je primala 10 mg/kg i 16% u skupini koja
je primala kemoterapiju. Dodatno, manje nuspojava stupnja gradusa = 3 prijavljeno je
za bolesnike lijeCene pembrolizumabom u usporedbi s kemoterapijom. Rezultati ovog
ispitivanja utvrdili su pembrolizumab kao novi standard lijecenja. Nakon rezultata koji
pokazuju njegovu kliniCku korist kao adjuvantne terapije za bolesnike sa stadijem Il
melanoma, pembrolizumab je ispitan za upotrebu kod bolesnika s visokoriziCnim
stadijem Il bolesti u usporedbi s placebom u KEYNOTE-716, studije faze 3.
Visokorizi¢ni stadij Il melanoma definiran je kao melanom stadija IIB ili IIC. Rezultati
su pokazali zna¢ajno smanjenje recidiva bolesti ili smrti (omjer rizika 0,61, interval
pouzdanosti 0,45-0,82) s toksi¢noscu sli€nom onoj uo€enoj u prethodnim ispitivanjima.
Nakon ovih rezultata, pembrolizumab je 2021. dobio odobrenje FDA za adjuvantno

lije€enje melanoma stadija IIB ili IC nakon potpune resekcije [92-94].

Nivolumab je potpuno ljudsko IgG4 monoklonsko protutijelo usmjereno protiv PD-1.
Godine 2012. objavljeni su rezultati ispitivanja prve faze, koji pokazuju aktivhost BMS-
936558, kasnije nazvanog nivolumab, kod pacijenata s uznapredovalim solidnim

tumorima, ukljuCuju¢i melanom. Nakon ovih rezultata, nivolumab je 2014. dobio
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ubrzano odobrenje FDA za lijeCenje uznapredovalog melanoma. Ipilimumab i
nivolumab, u kombinaciji, pokazali su sinergistiCke ucinke na imunoloski odgovor.
Ispitivanje faze lll, CheckMate-067 istrazivalo je klinicku ucinkovitost kombinacije
ipilimumaba i nivolumaba u usporedbi sa svakim lijekom pojedinacno. Bolesnici s
neoperabilnim stadijem Il ili IV randomizirani su 1:1:1 na nivolumab + ipilimumab,
samo nivolumab ili samo ipilimumab. Rezultati su pokazali da je kombinirana terapija
poboljSala prezivljenje bez progresije bolesti i ukupno prezivlenje u odnosu na
ipilimumab kao i u usporedbi s monoterapijom nivolumabom. Dugorocni ishodi nakon
6,5 godina pokazali su medijan ukupnog prezivljenja od 72,1 mjesec za skupinu koja
je primala ipilimumab i nivolumab, 36,9 mjeseci za monoterapiju nivolumabom i 19,9
mjeseci za monoterapiju ipilimumabom. Nuspojave povezane s lijeCenjem, koje su
dovele do prekida uzimanja ispitivanog lijeka, javile su se u 7,7% pacijenata u skupini
na nivolumabu u usporedbi s 36,4% onih u skupini na kombiniranoj terapiji. Nuspojave
stupnja = 3 pojavile su se u 59% skupine s kombinacijom ipilimumaba i nivolumaba,

24% s monoterapijom nivolumabom i 28% s monoterapijom ipilimumabom [95,96].
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

lako je imunoterapija melanoma postigla izvrstan i revolucionaran ucinak, nesto viSe
od polovice pacijenata nema kliniCki odgovor na datu terapiju. Upravo iz tog razloga
vazna je definicija regulacije molekula PD-1 / PD-L1 signalnog puta. U ovoj studiji koja
obuhvaca istrazivanje regulacije na tri razine, imunoloskoj, genetskoj i epigenetskoj,
cilj je doc¢i do vrijednih biomarkera i obiljezja koje Ce biti moguce Koristiti pri samoj
patohistoloskoj dijagnozi melanoma. Definiranjem dinamicne promjene ekspresije PD-
L1 molekule, uslijed promjena genoma i tumorskog mikrookoliSa, ucvrstit ¢e i bolje
razjasniti njezinu ulogu kao do sada jedinog vrijednog biomarkera kod terapije

inhibitorima kontrolnih tocaka.

HIPOTEZA ISTRAZIVANJA: Ekspresija proteina uklju¢enih u PD-1 / PD-L1 signalni
put inhibicije limfocita, regulirana je medusobnim djelovanjem tumorske stanice
malignog melanoma i stanica imunoloskog sustava. Hipoteza nasih istrazivanja jest da
se promjene vazne za regulaciju PD-1/PD-L1 signalnog puta nalaze se na razini

genoma melanomske stanice, enzima strome i tumorskog upalnog infiltrata.

GLAVNI CILJ ISTRAZIVANJA: Imunohistokemijskim metodama odrediti profil,
odnosno tip limfocita uklju€enih u tumorski upalni infiltrat melanoma te statisticki
odrediti vezu profila imunolo$kih stanica s dinamikom ekspresije molekule PD-1 na T-

limfocitima i PD-L1 na membrani tumorske stanice.
SPECIFICNI CILJEVI:

e vrstu limfocita u TIL-u povezati s promjenom imunoloske reakcije u histoloSkim

stadijima i tipovima melanoma

e metodama molekularne genetike odrediti MITF amplifikaciju i ispitati vezu s

tipom TIL-a i ekspresijom PD-1/PD-L1 proteina

e odrediti povezanost ekspresije proteina ciklin D1 i Bcl-2, kao poznatih proteina

reguliranih MITF-om, s ekspresijom proteina PD-1 i PD-L1 signalnog puta

e odrediti povezanost ekspresije metaloproteinaza, podvrste kolagenaza (MMP-
11 MMP-13) s ekspresijom proteina PD-1 i PD-L1 signalnog puta

e retrospektivni pregled pacijenata lije€enih imunoterapijom kao i prospektivho

praéenje pacijenata (odredivanje vremene do progresije bolesti)
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3. ISPITANICI | METODE

3.1 Ispitanici u istrazivanju

Istrazivanje je provedeno na Zavodu za patologiju i patolosku anatomiju Medicinskog
fakulteta u Rijeci. U istrazivanju se, retrospektivno, koristio dijelom arhivski materijal
(parafinske kocke s tkivom melanoma iz arhive Zavoda za patologiju) kao i
prospektivno prikupljeni uzorci novo dijagnosticiranih melanoma odnosno primarnih
melanoma pacijenata u tijeku imunoterapije. Retrospektivni materijal obuhvacao je
biopsije tkiva melanoma nakon ekscizije u razdoblju od 2017. do 2021. godine.
Nadalje, biopsije pacijenata u tijeku lijeCenja imunoterapijom prikupljene su u vrijeme
provodena projekta, poCevsi u prosincu 2018. godine do kraja 2021. godine. U
istrazivanje je, nakon paZljive selekcije parafinskih kocki sa zadovoljavaju¢om
koli€inom tumorskog tkiva, koje je proveo specijalist dermatopatolog i doktorand,
ukljuCen 81 uzorak tkiva primarnih melanoma i 31 uzorak metastaze melanoma.
Biopticki uzorci su preko noci fiksirani u 10% puferiranom formaldehidu (Kemika,
Zagreb, Hrvatska), fiksirani materijal je viSestruko narezan radi procjene najvece
dubine invazije tumora i uzorci su uklopljeni u parafin. Parafinski blokovi su
mikrotomom narezani na rezove debljine 3-4 um, postavljeni na mikroskopsko stakalce
i obojani hemalaun-eozinom (HE) radi provodenja patohistoloSke analize. Protokol je
obuhva¢ao ponovni pregled kliniCkih podataka i patohistoloSkog reza od strane
mentora i doktoranda u cilju formiranja skupina: Clark i Breslow klasifikacija; AJCC
TNM kategorija; histoloSkog tipa melanoma po dominantnom nacinu rasta i invazije;
odredivanje koliCine i mjesta tumorskog upalnog infiltrata — BRISK kategorija. Kod
analize histoloSkog tipa melanoma isti su podijeljeni u tri najéesc¢a tipa: povrSinsko
SireCi melanom, nodularni melanom i lentigo maligna melanom. |z analize su iskljuceni
rijetki oblici MM: amelanoti¢ni, MM svijetlih stanica, dezmoplasti¢ni i miksoidni MM.
Navedeni nisu istrazivani radi njihove dokazane razli¢itosti u genetskoj osnovi maligne
proliferacije, $to uzrokuje izostanak poznatih biliega melanoma. Pri formiranju grupa
na osnovu klini¢kog stadija uklju¢eno je 39 primarnih melanoma (Breslow <1,5 mm),
42 uzoraka primarnih melanoma (Breslow >1,5 mm) te 31 uzorak metastaza malignog
melanoma. Grupu metastaza melanoma cinili su uzorci pacijenata koji do trenutka
uzimanja biopsije metastaze nisu primali sistemsku terapiju lijec¢enja MM. Broj uzoraka

metastaza melanoma ¢&ine i uzorci suradnicke Ustanove KBC Sestre Milosrdnice,
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Zagreb. Na osnovu kliniCkog stadija prema AJCC klasifikaciji uzorke smo grupirali u
sljedecCe kategorije: kategorija 1 — klinicki stadiji O, I, lla; kategorija 2 — kliniCki stadiji
lIb, lic; kategoriju 3 je Cinio klinicki stadij Il dok su u kategoriju 4 uvrsteni inicijalno
metastatski melanomi klinicke kategorije IV. Unutar skupine primarnih melanoma
izdvojili smo one pacijente koji su primali lijeCenje ili bili u tijeku lijeCenja
imunoterapijom. Analizirao se kliniCki odgovor i provedeno je pracenje 31 pacijenta koji
su imunoterapiju zapoceli u vremenskom periodu 2017. do 2021. godine. Takoder, na
ovim uzorcima provedena je imunohistokemijska i molekularna analiza te je pracen
njihov odgovor na terapiju do dovrSetka ovog projekta (sijeCanj 2023 godine), a
najmanje dvije godine od pocCetka aplikacije imunoterapije. KliniCkopatoloski podatci

primarnih melanoma prikazani su u Tablici 3.
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Tablica 3. Klinicke i patoloske karakteristike ispitivane skupine pacijenata primarnih

melanoma.
Skupina primarnih Postotak
melanoma
n=81
Spol
Zene 23 28%
Muskarci 58 72%
Godine kod postavljanja
dijagnoze
Median (raspon) 67,0 (21-90)
Anatomska lokalizacija
melanoma
trup 42 52%
ekstremiteti 23 28%
glava i vrat 16 20%
Stupnjevanje melanoma
prema Breslow-u (debljina)
(0,1-1.5 mm) 39 48%
(>1,5 mm) 42 52%
Histoloski tip melanoma
Lentigo maligna 9 1%
PovrSinsko Sireci 29 35%
Nodularni 43 54%
Sentinel limfni &vor
Pozitivan 29 36%
Negativan 52 64%
Kategorije na osnovu
kliniCkog stadija
KATEGORIJA1 -0, |, lla 38 47%
KATEGORIJA 2 - lIb, llc 14 17%
KATEGORIJA 3 -l 26 32%
KATEGORIJA4 - IV 3 4%
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3.1.1 Izjava o postivanju eti¢kih principa u istraZivanju

Ovim istrazivanjem osigurano je postivanje temeljnih etickih i bioetiCkih principa —
osobni integritet, pravednost, dobrocinstvo i neSkodljivost za ispitanika. U prikupljanju
i prikazivanju podataka oCuvala se privatnost ispitanika i zastito njihov identitet. Uzorci
su oznaceni Sifrom te e se kao takvi koristeni tijekom cijelog istrazivanja. Pri
znanstvenom istraZivanju pridrzavali smo se preporuka HelsinSke deklaracije i njezinih
revizija, Kodeksa medicinske etike i deontologije (NN 55/08), Pravilnika o kliniCkim
ispitivanjima i dobroj klini¢koj praksi (NN 121/2007, NN 175/2003) koji je uskladu sa
Smjernicama Europske medicinske agencije i njenog tijela Committee for Proprietary
Medicinal Products (»Note for Guidance on Good Clinical Practice« -
CPMP/ICH/135/95). Tijekom ispitivanja postivani su i drugi pravni akti RH (Zakon o
lijekovima, NN 71/07; Zakon o lijekovima i medicinskim proizvodima NN 121/03; Zakon
o lije¢nistvu NN 121/03; Statut Hrvatske lijeCnicke komore) i druge preporuke. Svi
pacijenti u tijeku lijeCenja imunoterapijom potpisali su informirani pristanak. Obrazac
informiranog pristanka sastavljen je u skladu sa Zakonom o zdravstvenoj zastiti
Republike Hrvatske (NN 158/08, 71/10, 139/10, 22/11, 84/11, 12/12, 35/12, 70/12 i
82/13) i Zakonom o pravima pacijenata Republike Hrvatske (NN 169/04, 37/08)).
Istrazivanje je odobreno od strane EtiCkog povjerenstva Medicinskog fakulteta

SveuciliSta u Rijeci i Etickog povjerenstva Klinickog bolnickog centra Rijeka.
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3.2 Metode istrazivanja

3.2.1 Metoda tkivnih mikroareja (TMA, tissue microarray)

Imunohistokemijske analize ucinjene su na uzorcima tkiva MM metodom tkivnih
mikroarea (TMA). To je tehniCki postupak prijenosa uzoraka ispitivanog tkiva s vise
parafinskih blokova u jedan zajednicCki parafinski blok. Takva metoda omogucava
istovremenu analizu pregled velikog broja uzoraka na jednom preparatu i pod istim
eksperimentalnim uvjetima. TMA metoda pridonosi ustedi protutijela i/ili proba za
imunofluorescentne tehnike. Ipak, najvaznija je Cinjenica da se ovom metodom Stedi
bioloSki materijal potreban za druga istrazivanja i/ili potencijalu reviziju patohistolo$ke
dijagnoze. lako se ne moze tvrditi da nece biti odredenih odstupanja zbog
nemogucnosti analize Citavog tumora, provedene studije su pokazale visoku
podudarnost izmedu rezultata dobivenih metodom TMA i metoda koje su koristile pune
rezove tumora. Na standardnom tkivhom rezu obojenom HE patolog oznaci tumorsko
tkivo bez nekroze. Sa odgovarajuceg parafinskog bloka punktiraju se Supljom iglom
po tri cilindra tumorskog ili kontrolnog tkiva promjera 1mm iz parafinskog bloka donora,
pomocu uredaja MTA Booster Ol i prenose se u parafinski blok primatelj. Razmak
izmedu dva uzorka 0.5 mm. Kao orijentacija koristilo se zdravo tkivo jetre. Nakon izrade
TMA bloka, isti se ostavlja se preko noc¢i u termostatu na 45°C da bi se parafin i

uneseno tkivo homogenizirali.
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3.2.2 Imunohistokemijske analize - opéi protokol Zavoda za patologiju i
patolosku anatomiju

Rezovi TMA parafinskih blokova debljine 4 ym stavljaju se na predmetno stakalce
oblozeno silanom te se suse tijekom noci i to 12 sati, na 37 °C. Slijedi deparafinizacija
supstitucijom ksilena (Tissue Clear firme Sakura,UK) tri puta tijekom 10 minuta. Daljnja
priprema vrsi se rehidracijom, tri puta po 5 minuta, redom apsolutnim etilnim alkoholom
100%-im, 96%-im i 70%-im. Nakon opisanog postupka vrsi se ispiranje u destiliranoj
vodi kroz 10 minuta. Predmetna stakla s tkivnim rezovima za dokazivanje cyclin D1 i
Bcl-2 antigena uranjaju se u Target Retrieval otopinu (DakoCytomation Glostrup,
Denmark) u aparat PT link na 20 minuta na temperaturi od 97 °C. Predmetna stakla
sa tkivnim rezovima za dokazivanje antigena specificnih za limfocite (PD-1, CD8, CDA4,
CD3, CD20 i Foxp3+) kao i MITF te PD-L1 antigena te enzima metaloproteinaza,
uranjaju se u Tris/EDTA pufer pH 9, a zatim stavljaju u laboratorijski pretis lonac Pascal
firme DakoCytomation i u njemu se pufer sa stakalcima zagrijava do 125 °C i po
postignutoj temperaturi mjeri se efektivno vrijeme inkubacije 30 sekundi.

Nakon 20 minuta hladenja na sobnoj temperaturi i ispiranja u destiliranoj vodi
predmetna stakla su spremna za imunohistokemijsko bojenje. Imunohistokemijsko
bojanja vrsi se u automatskom imunobojacu (Dako Autostainer Plus, DakoCytomation,
Glostrup, Danska ). Koristena odgovarajuca protutijela navedena su u Tablici 4. Za
odredivanje izrazaja proteina koristi se ,EnVision“-imunohistokemijska metoda s REAL

ENVISION DETECTION sustavom (Glostrup, Denmark) prema uputama proizvodaca.
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Tablica 4: Karakteristike protutijela koristenih za imunohistokemijske analize

Protutijelo, kat.broj Proizvodaé Razrueqenje Demaskiranje Obojenje/
protutijela oéitanje
Anti-PD-1 - antibody TAS/EDTA, pH 9 N
[EPR4877(2)] 100ul kat AbCam, UK 1:100 ) . . Stanicna
! Zagrijavanje 125°C- 35 membrana, %
broj. ab137132 ; : '
s, hladenje 20 min
Anti-PD-L1 - antibody [28- THS/EDTA, pH 9 .
8] 50 ul; kat. broj AbCam, UK 1:100 . . . Stanicna
Zagrijavanje 125°C- 35 membrana. %
ab205921 - ! '
s, hladenje 20 min
Anti-CD3 — antibody RB Dako, Tris/EDTA, pH 9 .
A-HU T-CELL, kat. broj CytomationDan 1:100 ) . . Stanicna
Zagrijavanje 125°C- 35 membrana, %
A045201 ska ; . '
s, hladenje 20 min
Anti-CD8 — antibody MO Dako Tris/EDTA, pH 9
A-HU T CELL,CDS8, ) . Stani¢na
C8/114B, kat. broj CytomationDan 1:100 Zagrijavanje 125°C-35 | membrana. %
M710301 s, hladenje 20 min
Tris/EDTA, pH 9
Anti-CD4 - antibody kat. Cell Marque, 1:100 Stanié¢na
broj 104R-16 Njemacka ’ Zagrijavanje 125°C- 35 membrana, %
s, hladenje 20 min
Anti-Foxp3+ - antibody THS/EDTA, pH 9 .
[236A/E7] 250ug kat broj. AbCam, UK 1:100 " . o Stanicna
Zagrijavanje 125°C- 35 membrana, %
ab20034 X ! '
s, hladenje 20 min
Anti-CD20 - antibody Dako Tris/EDTA, pH 9
MONOCLONAL DAKO-B ) . Stani¢na
CELL, L26 Kat. broj CytOm:ktf”Da” 1:100 Zagrijavanje 125°C-35 | membrana, %
M075501 s, hladenje 20 min
Tris/EDTA, pH 9
Anti-MMP-1 - antibody Santa Cruz 1:200 . o
3B6 kat. broj sc-21731 Biotech, USA ' Zagrijavanje 125°C- 35 Citoplazma; %
s, hladenje 20 min
Tris/EDTA, pH 9
Anti-MMP-13 — antibody Santa Cruz 1:200 . o
kat broj. sc-101564 Biotech, USA : Zagrijavanje 125°C- 35 |  Citoplazma; %
s, hladenje 20 min
Target Retrieval
Dako, otopina, Dako
Anti-cyclinD1- antibody; . . S
Target Retrieval otopina, CytomannDan 1:50 Cytomation Jezgra; %
clon EP12 ska ,
97°C, 20 min
Dako, Tris/EDTA, pH 9
Anti-MITF — antibody MO | CytomationDan 1:100 Zaqrii . o
. agrijavanje 125°C- 35 Jezgra; %
A-HU kat. broj M362129 ska s. hladenje 20 min
Target Retrieval
Dako, otopina Dako,
Anti-cyclinD1- antibody; . . .
Target Retrieval otopina, CytomaﬂonDan 1:200 Cytomation Citoplazma; %
clon 134 ska ,
97°C, 20 min
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3.2.3 Evaluacija imunohistokemijskih preparata i istraZivanje proteina tumorskih
stanica

Dva patologa i istraziva€ su nezavisno ocitavali imunohistokemijske (IHC) preparate
melanoma na nacin da smo u svakom od tri kopije TMA mikroskopskih rezova izbrojali
pozitivho obojane stanice na 100 tumorskih stanica. Broj obojenih stanica izrazili smo
u postotcima. IHK obojenje na Bcl-2 protein i metaloproteinaze ocitavali smo u
citoplazmi, PD-L1 ekspresiju odredivali smo na membranama stanica, a IHK obojenje

na ciklin D1 i MITF proteine u jezgrama tumorskih stanica.

3.2.4 Evaluacija imunohistokemijskih preparata u svrhu odredivanja limfocita
koji infiltriraju tumor

Podrucja izolirana za IHC analizu morala su uz tumorsko tkivo sadrzavati i podrucja
upalnog infiltrata oko tumora. Nakon pripreme TMA blokova slijedilo je IHC bojenje na
CDa3. Isti marker odreduje prisustvo T limfocita u upalnom infiltratu. Bojenje nam je
omogucilo kategorizaciju prema BRISK klasifikaciji, a istu smo za potrebe ove studije

modificirali. Detaljan opis prikazuje Slika 7.

Drugi rezovi sluzili su za ispitivanje podvrsta T limfocita kao i odredivanje moguce
infiltracije B limfocitima. Broj obojanih stanica izrazio se u postotcima u usporedbi s
ukupnim brojem T limfocita utvrdenih IHK bojenjem na CD3. Na osnovu prisustva
CD20* limfocita melanome smo svrstali u dvije kategorije obzirom na prisustvo B

limfocita u infiltratu oko ili u tumorskom tkivu.
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BRISK TIL

DERMIS

@ MELANOMA CELL
® LYMPHOCYTE

NON-BRISK TIL

BRISK KLASIFIKACUA:

BRISK A —infiltracija na bazi i oko
tkiva melanoma, kontinuirana s
najmanje 4 reda limfocita

BRISK B — limfociti izmedu stanica
melanoma

1. epidermis
2. dermis
3. epidermis + dermis

NON BRISK KLASIFIKACIA:

NON BRISK A —infiltracija na bazi i
oko tkiva melanoma,
diskontinuirana ili s najmanje od 4
reda limfocita

NON BRISK B — limfociti izmedu
stanica melanoma, ali fokalno
rasporedeni

ABSENT TIL KLASIFIKACUA:

ABSENT TIL A —infiltracija na bazi
udaljena od samog tkiva melanoma,

odnosno bez kontakta sa stanicama
melanoma

ABSENT TIL B — lokaliziran TIL oko
krvnih Zila ili na mjestima fibroze

Slika 7. Madificirana BRISK klasifikacija shematski prikazuje distribuciju limfocita u

TIL-u. . Modificirano prema Betof i sur. [74]
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3.2.5 Izolacija DNA iz tumorskog materijala

Za potrebe analize amplifikacije MITF gena, DNA je izolirana iz arhivskog materijala
primarnih melanoma u lijeCenju imunoterapijom i biopsija metastaza melanoma,
uklopljenih u parafinske kocke. Nekoliko mikrotomskih rezova debljine 5-10 um
naneseni su na predmetna stakalca i po jedan rez je obojen hemalaun-eozinom.
Patolog je pod mikroskopom oznacio podrucje gdje je broj tumorskih stanica i bio
odgovrajucu. To podrucje tumorskog tkiva bilo je bez znakova nekroze i infiltracije s
imunoloSkim stanicama. Mikrodisekcija oznaCenih podrucja je nacinjena pomocu
sterilnog skalpela s neobojenih rezova. DNA je izolirana pomocu komercijalnog
reagensa NucleoSpin Tissue (proizvodaca Macherey-Nagel, Duren, Njemacka),
posebno prilagodenog za taj tip materijala, a prema uputama proizvodaca. Kvaliteta i
koncentracija izolirane DNA provjerena je na fluorometru Qubit 3.0 s reagensom Qubit
DNA HS (Invitrogen, Carlsbad, California, SAD). Koncentracija DNA bila je u rasponu
od 0,5 do 12 ng/uL.

3.2.6 Analiza amplifikacije MITF gena metodom SyberGreen Real- time PCR-a

Amplifikacija MITF gena provedena je metodom SybrGreen Real- time PCR (PCR u
stvarnom vremenu), prema metodama opisanim u radovima Garraway i sur. (2005) i
Ugurel i sur. (2007) [97,98]. PCR reakcija provedena je u duplikatu koristeci reagens
SYBER Premix Ex Taq (Perfect Real Time) tvrtke Takara Bio. Inc. (Shiga, Japan).
Svaka tumorska DNA umnoZena je pomocu pocetnica za navedene gene, a referentni
gen je bio GAPDH, repetitivha sekvenca Cciji su brojevi kopija po haploidnom genomu
sliéni medu svim humanim normalnim i neoplasticnim stanicama. Relativni broj MITF i
GAPDH kopija u uzorcima tumorske DNA normaliziran je u odnosu na genomsku DNA
izoliranu iz stanica zdrave koze. DNA zdravih stanica koZe je umnoZena s istim
poCetnicama, kao i tumorska DNA i predstavljala je kalibrator s diploidnim brojem
kopija. (Tablica 5.)
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Tablica 5. Popis koristenih primera i njihove karakteristike

< . VELICINA
NAZIV POCETNICA POCETNICE (PRIMERI)
AMPLIKONA
MITF 5 - GACCCACCTCGAAAACCCCACCAAGT
3 - GTGGGAATCATATTCAACAGACAAG 293 bp
GAPDH 5 - GGAAGGTGAAGGTCGGAGTCAA 183 b
3 - GACGGTGCCATGGAATTTGC P

Stopa amplifikacije (SA) MITF i GAPDH gena u tumorskoj DNA (SATu-DNA) odredena

je uporabom formule:

SA Tu-DNA = 2 ~AACT

AACT (MITF) = [CT (MITF; tumor) - CT (LINE1; tumor)]/ [CT (MITF; kalibrator) - CT (GAPDH;
kalibrator)].

Postotak tumorskih stanica (PTS), obojenih protutijelima na MITF proteina koristen je
za procjenu stope amplifikacije (SA) u uzorku tumorskog tkiva (melanoma). Stopa
amplifikacije MITF gena u tumorskom tkivu (SA Tu-T) izraCunata je pod pretpostavkom
da kontaminiraju¢e ne-tumorske stanice imaju normalnu diploidnu konfiguraciju,

koriste¢i formulu: (Ugurel i sur. 2007.)

SA Tu-T = (SA Tu-DNA -1 + PTS) / PTS

Porast stope amplifikacije za 0,5 ukazuje na dobitak jedne kopije MITF gena. PCR su
radeni u duplikatu, na Real-time PCR uredaju ABI 7500 (Applied Biosystem). Grani¢na
vrijednost (Cut-off) za amplifikaciju postavljen je na 4 kopije - kada je stopa

amplifikacije 2.
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3.3 Statisticka obrada podataka

StatistiCka obrada prikupljenih podataka odradena je pomoc¢u osobnog racunala. Baza
podataka oblikovala se u MS Excel programu, a obrada i analiza izvrsila se koriStenjem
statistickih programskih paketa Dell Statistica v.12 (Dell Inc. 2015, software.dell.com)
i MedCalc Statistical Software version 18.2.1 (MedCalc Software bvba, Ostend,
Belgium; http://www.medcalc.org; 2018). Podatci su uneseni u proracunsku tablicu i
ovisno o pripadanju odredenoj mjernoj ljestvici, ovisnosti i broju skupina, raspodijeli
podataka i veliCini uzorka, koristili su se odredeni parametrijski ili neparametrijski
testovi. Razina statisticke zna€ajnosti postavljena je na p < 0,05. Podatci su prikazani
mjerom srediSnjice i rasprSenja s obzirom na njihovu raspodjelu. Kod opisa podataka
koristili smo se klasicnim metodama deskriptivne statistike. Za testiranje razlika
pokazatella mjera srediSnjice, nezavisnih uzoraka, ovisno o0 zadovoljavanju
pretpostavke normalnosti, koristio se t-test za nezavisne uzorke i jednosmijerna
ANOVA ili Mann-Whitneyev test i Kruskal-Wallisov test. Kod usporedbe proporcija
koristio se Fisherov i x 2 — test. Prezivljavanje bez progresije (PFS, dogadaj: prva
progresija bolesti ili smrt po bilo kojem uzroku) izraCunata je s obzirom na pocetnu
toCku datuma pocetka lijeCenja imunoterapijom; parametri ishoda vremena do
dogadaja procijenjeni su metodom Kaplan-Meier-ov proizvodni limit i Cox modelom
proporcionalnih opasnosti uz procjenu omjera rizika (HR), kako bi analizirali
prognostiCke Cimbenike koji su utjecali na vrijeme do dogadaja i ocijenili statistiCku

snagu naSe studije.
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4. REZULTATI

4.1 Analiza ekspresije PD-1 i PD-L1 proteina u odnosu na klinicke i patoloSke

znacajke primarnih melanoma

U ovom istrazivanju evaluirano je 81 biopsija primarnog melanome te je utvrden
median ekspresije PD-L1 proteina 26% u rasponu od 0% do 84%. Median ekspresije
PD-1 proteina na povrsini limfocita iznosio je 5%, takoder u rasponu od 0% do 59%.
Nije potvrdena statistiCki znacCajna razlika u ekspresiji PD-1 molekule na osnovu
kategorija anatomske lokalizacije primarnog melanoma (p=0.59). Takoder, PD-L1
molekula bila je slicno izrazena na membrana tumorskih stanica u svih lokalizacija
melanoma (p=0.27). U kategorijama histoloSkog tipa melanoma nije postignuta
satistiCki znaCajna razlika u PD-1 ekspresiji, iako je trend poviSenog izrazaja tog
proteina vidljiv u nodularnom melanomu (p=0.06). (Slika 8.) Statisticki je bitna razlika

u ekspresiji PD-L1 molekule (p=0.01). (Slika 9.)
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Slika 8. Box & whisker dijagram odnosa PD-1 ekspresije u grupama prema

histolo§kom tipu ispitivanih primarnih melanoma; (p=0.06)
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Boxplot by Group
Variable: IHC PD-L1 ekspresija (%)
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Slika 9. Box & whisker dijagram odnosa PD-L1 ekspresije u grupama prema

histoloSkom tipu ispitivanih primarnih melanoma; (p=0.01)

Analizom molekula PD-1 i PD-L1 u melanoma koji su imali invaziju tumorskih stanica
u limfnom ¢voru Cuvaru potvrdena je statistiCki znaCajna razlika u ekspresiji PD-L1
proteina (p=0.002) (Slika 10.), dok je razlika u PD-1 ekspresiji nije postigla statistiCku
znacajnost (p=0.052).

Boxplot by Group
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Slika 10. Box & whisker dijagram odnosa PD-L1 u grupama melanoma prema

podatku prisutnosti invazie tumorskih stanica u limfnom ¢&voru ¢uvaru; (p=0.002)
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Analiza IHC ekspresije u€injena je i u grupama na osnovu Breslow kategorije, odnosno
dubine invazije stanica melanoma u slojeve koze. Utvrdena je statistiCki znacajna
razlika u PD-1 ekspresiji (Kruskal-Wallis ANOVA test; H=6.08; p= 0,013). Razlika je i
izrazenija u PD-L1 molekuli (Kruskal-Wallis ANOVA test; H=6.78; p= 0,009). (Slika 11.
i Slika 12.)
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Slika 11. Box & whisker dijagram odnosa PD-L1 u grupama na osnovu Breslow

kategorije 1 < 1.5mm te kategorija 2 — Breslow > 1.6mm; (p=0.009)

Slika 12. Imunohistokemijsko bojanje na PD-L1 stanica melanoma i difuzna

ekspresija PD-L1 proteina na membrani melanomske stanice (povecanje x200)
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4.2 Regulacija ekspresije PD-1i PD-L1 molekule od strane infiltrata [imfocita oko

tumora

Na prikupljenim uzorcima, a nakon IHC bojanja CD3 molekule, kategoriziran je TIL.
Graficki je prikaza raspodjela TIL-a u modificirane BRISK kategorije. (Slika 13. i Slika
14.) Potvrdeno je kako €ak 43% svih upalnih infiltrata melanoma pripada kategoriji
NON BRISK A za koju znamo da oznacava infiltraciju limfocitima na rubovima
melanoma, ali diskontinuirano u ne viSe od Cetiri sloja. U naSem istrazivanju samo je
jedan uzorak svrstan u kategoriju ABSENT TIL A i Cetiri biopsije imale su vidljiv
ABSENT TIL B.

BRISK A
/ BRISK B
% = NON BRISK A

14 = NON BRISK B

&
// g

Slika 14. Imunohistokemijsko bojanje na CD3 limfocita TIL-a: A- infiltracija limfocita

medu stanicama melanoma u BRISK B kategoriji; B — periferno smjesteni limfociti u >

4 sloja u BRISK A kategoriji (povecanje x200)

39



Na verificiranom infiltratu limfocita uCinjeno je IHC bojenje na PD-1 molekulu. Analiza
rezultata pokazala je da postoji statistiCki znaCajna povezanost izmedu ekspresije
proteina PD-L1 i PD-1 ekspresije na limfocitima (Pearsonov koeficijent korelacije r =
0.48 ; p <0.05), (Slika 15)

IHC PD-1 ekspresija (%) = 3.1354 + .27640 * IHC PD-L1 ekspresija (%)
Correlation: r = .47713
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Slika 15. Dijagram rasprSenja - postoji statistiCki znacajna povezanost izmedu
ekspresije proteina PD-L1 i PD-1 ekspresije na limfocitima primarnih melanoma; (r =
0.48; p <0.05)
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4.2.1 Analiza ekspresije PD-1 i PD-L1 proteina u odnosu na BRISK kategorije
tumorskog upalnog infiltrata

Usporedba IHC PD-L1 ekspresije prema BRISK kategorijama je statistiCki znacajna
(Kruskal-Wallis ANOVA test; H=34,4; P < 0,001). (Slika 16.) (Tablica 6.) Za istaknuti je
da ekspresija PD-L1 molekule na tumorskim stanica gotovo uvijek iznosi > 50% kada
je TIL u kategoriji BRISK B. S druge strane, vidljivo je kako u slu€aju smjestaja limfocita
na rubovima melanoma ekspresija PD-L1 molekule ima statistiCki znaCajno manje
razine. U kategoriji BRISK B statisticki je znaCajna razlika u ekspresiji PD-1 molekule
limfocita u odnosu na kategoriju NON BRISK A. (H=20,45; P = 0,001). (Slika 17.)
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Slika 16. Box & whisker dijagram usporedbe IHC PD-L1 ekspresije prema BRISK
kategorijama; (p<0.001)
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Tablica 6. IzraZene p vrijednosti medusobne usporedbe IHC PD-L1 ekspresije

primarnih melanoma u grupama prema BRISK kategorijama

i p vrijednosti nakon analize Kruskal-Wallis testom: H ( 5, N= 81) =34,40639 p =,0000
visn
IHC PD-L1 (Sek(s)poresiji (%) NON BRISK A |BRISK B|NON BRISK B |BRISK A|ABSENT TIL B|ABSENT TIL A
R:35,871 R:71,250 R:43,389 R:34,472 R:9,2500 R:20,000
NON BRISK A 0,000030 1,000000 1,000000 0,480615 1,000000
BRISK B 0,000030 0,083622 0,000173 0,000050 0,529994
NON BRISK B 1,000000 0,083622 1,000000 0,236198 1,000000
BRISK A 1,000000 0,000173 1,000000 0,786692 1,000000
ABSENT TIL B 0,480615 0,000050 0,236198 0,786692 1,000000
ABSENT TIL A 1,000000 0,529994 1,000000 1,000000 1,000000
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Slika 17. Box & whisker dijagram usporedbe IHC PD-1 ekspresije prema BRISK

kategorijama; (p<0.001)
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4.2.2 Analiza ekspresije PD-1 i PD-L1 proteina u odnosu na prisustvo CD20* B
limfocita u TIL-u

IHC bojenje na CD20 molekulu u€injeno je na svim uzorcima primarnog melanoma.
Radi oekivanog malog udjela u ukupnom broju limfocita TIL-a, biopsije smo grupirali
u dvije grupe obzirom na prisustvo B limfocita. Utvrdeno je njihovo prisustvo u TIL-u
18 (22%) istraZivanih melanoma. Za istaknuti je Cinjenica kako je kategorija TIL-a u 8
pozitivnih uzoraka bila upravo BRISK A. Nije pronadena statistiCki bitna razlika u
ekspresiji PD-1 molekule ovisno o prisustvu B limfocita. (H=2.87, p=0.09). Nasuprot toj
Cinjenici, potvrdili smo statistiCki vaznu razliku u ekspresiji PD-L1 molekule. Naime,
verificirano je da je median ekspresije PD-L1 zna¢ajno maniji u sluc¢aju prisustva CD20*
limfocita. (Slika 18.)
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Slika 18. Box & whisker dijagram usporedbe IHC PD-L1 ekspresije u slucaju
prisustva CD20* limfocita u TIL.u; p = 0.002
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4.2.3 Analiza ekspresije PD-1i PD-L1 proteina u odnosu na prisustvo CD8*, CD4*
i foxp3+* T limfocita u TIL-u i ispitivane klinicko-patoloske znacajke melanoma

Na osnovu identifikacije T limfocita IHC bojanjem CD3 molekule istrazili smo udio CD8"
i CD4* limfocita u TIL-u svih primarnih melanoma uklju¢enih u ovu studiju. Median
ekspresije CD8" limfocira u TIL-u bio je 60% u rasponu od 1% do 90%, dok je median
ekspresije CD4* limfocira u TIL-u bio je 20% u rasponu od 1% do 90%. Prou€avani su
i Treg limfociti tako da je njihov marker Foxp3+ imao median pozitiviteta 1% u rasponu
od 0% do 70%. Usporedba IHC CD8" prema BRISK kategorijama nije bila statistiCki
znacajna (H=7,73; p=0,172). Takoder, usporedba IHC CD4* prema BRISK
kategorijama nije statistiCki znacajna (H=6,94; p= 0,225). Nismo dokazali i dominantno
prisustvo Treg limfocita u nekom od kategorija TiL-a (H=3.01, p=0.697). U usporedbi s
klinickim i patoloSkim znacCajkama melanoma utvrdili smo kako je ekspresija CD4*
statistiCki znacajno ve¢a kod melanoma tipa lentigo maligna (H=6.76, p=0.034). (Slika
19.) U usporedbi ekspresija ispitivanih limfocita u drugim grupama klinickih znacajki

nije pronadena statisticki vazna razlika.
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Slika 19. Box & whisker dijagram usporedbe IHC CD4* pozitiviteta u razlicitim

histolo$kim tipovima melanoma; p = 0.034
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U medusobnoj usporedbi ispitivanih podvrsta T limfocita utvrdena je negativna
korelacija izmedu prisustva CD8" i CD4* limfocita (r= - 0.894, p < 0.01). (Slika 20)

Ekspresija foxp3+ pozitivnih limfocita nije korelirala s prisustvom drugih T limfocita.

Scatterplot: IHC CD8+ pozitivitet (%) vs. IHC CD4+ pozitivitet (%)
Correlation: r = -.8944
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Slika 20. Dijagram rasprSenja — u usporedbi ispitivanih podvrsta T limfocita utvrdena

Je negativna korelacija izmedu prisustva CD8* i CD4* limfocita (r= - 0.894, p < 0.01).

Analizirana povezanost izmedu IHC ekspresije PD-L1 i CD8* limfocita nije bila
statisticki znac€ajna (r=1647, p=0.142). Takoder, nije pronadena povezanost prisustva
citotoksi¢nih limfocita i povecane ekspresije PD-1 molekule (r=0.1196, p=0.288).
Utvrdena je negativha korelacija u odnosu prisustva CD4* limfocita i ekspresije
molekula PD-1 i PD-L1, ali ona nije statistic¢ki znacajna (p=0.750; p=0.132). Takoder,
dokazali smo kako prisustvo foxp3+ limfocita ne utje€e na ekspresiju molekula PD-1 i

PD-L1 inhibitornog puta.
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4.3 Regulacija ekspresije PD-1 i PD-L1 molekule od strane proteina vaznih u

staniénom ciklusu stanice melanoma

U istrazivanju ove vrste regulacije ispitivanih molekula analizirali smo proteinsku
ekspresiju ciklin D1, Bcl-2 kao i MITF proteina. Median ekspresije ciklin D1 proteina u
citoplazmi tumorskih stanica iznosi 32% u rasponu od 5% do 90%. Median ekspresije
Bcl-2 proteina, vaznog u apoptozi tumorske stanice, iznosi 28% u rasponu od 1% do

81%. Konacno, MITF protein imao je median ekspresije 33% u rasponu od 2% do 95%.
(Slika 21.)

Slika 21. Imunohistokemijsko bojanje na Bcl-2, MITF i ciklin D1 stanica melanoma i

difuzna ekspresija tih proteina u citoplazmi i jezgri (ciklin D1)i melanomske stanice
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4.3.1 Analiza ekspresije PD-1 i PD-L1 proteina u odnosu na ekspresiju ciklin D1
proteina i ispitivane klinicko-patoloske znacajke melanoma

Povezanost izmedu ekspresije PD-1 molekule limfocita i ekspresije ciklina D1
tumorske stanice je bila statistiCki znaCajna. (r=0.519, p<0.001).(Slika 22.) Takoder
utvrdena je statisticki znaCajna povezanost izmedu ekspresije PD-L1 molekule i ciklina
D1 (r=0.787, p<0.001). (Slika 23.) Povezanost s ekspresijom ostalih istrazivanih

proteina prikazana je u Tablici 7.

Scatterplot: IHC ciklin D1 pozitivitet (%) vs. IHC PD-1 ekspresija (%)
Correlation: r = .51974
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Slika 22. Dijagram rasprsenja — povezanost izmedu ekspresije PD-1 molekule

limfocita i ekspresije ciklina D1 tumorske stanice (r=0.519, p<0.001).
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Scatterplot: IHC ciklin D1 pozitivitet (%) vs. IHC PD-L1 ekspresija (%)
Correlation: r =.78757
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Slika 23. Dijagram rasprsenja — statistiCki znaCajna povezanost izmedu ekspresije
PD-L1 molekule i ciklina D1 (r=0.787, p<0.001)

Tablica 7. Prikaz analize korelacije, odnosno Pearsonovog koeficijenta korelacije i p
vrijednosti medusobne povezanosti IHC ekspresije ciklina D1 s ostalim ispitivanim

proteinima tumorske stanice i limfocita oko tumora

Variabla: Analizirane korelacije
anjab'a. IHCPD-1 | |HCPD-L1 | IHCBcl-2 | IHC MITF
IS GIRE N DT ekspresija ekspresija ekspresija ekspresija
EKSPRESIJA (%
SPRESLIA () (%) (%) (%) (%)
Koeficijent korelacije, r 0.519 0.7876 0.5601 0.4952
p vrijednost <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
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Analizom ekspresije ciklina D1 u razli€itim grupama na osnovu Klini¢kih i patoloskih
znacajki ispitivanih melanoma utvrdili smo statistiCki znaCajnu razliku kod ekspresije u
tumorskim stanicama melanoma sa Sirenjem u limfni ¢vor ¢uvar (H=8.65, p=0.003).
(Slika 24.) U ostalim ispitivanim grupama nije bilo statistiCki znaCajne razlike u
ekspresiji ovog proteina.
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Slika 24. Box & whisker dijagram statisticki znaCajne razlike ekspresije ciklina D1 u

tumorskim stanicama melanoma sa Sirenjem u limfni ¢vor ¢uvar; p=0.003

Povezanost regulacije PD-L1 molekule i ekspresije ciklina D1 o€ituje se i u sli€énim
rezultatima njihovog izrazaja kod melanoma s istom kategorijom TlL-a u BRISK
klasifikaciji. Naime potvrdili smo kako je usporedba ciklina D1 ekspresije prema BRISK
kategorijama statisticki znaCajna (H=28,73; p < 0,001) (Tablica 8.). Nije utvrdena
statisticki znaCajna povezanost ekspresije ciklina D1 s prisutnosti neke od odredenih
podvrsta T limfocita. Zanimljivo je da kako je utvrdena statistiCki znacajno
manjaekspresija ciklina D1 kada su u TIL-u prisutni B limfociti. (H=5.89, p=0.015).
(Slika 25.)
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Tablica 8. IzraZene p vrijednosti medusobne usporedbe IHC ciklin D1 ekspresije

primarnih melanoma u grupama prema BRISK kategorijama

i p vrijednosti nakon analize Kruskal-Wallis testom: H ( 5, N= 81) =28.73 p =,0000
VIS
IHC ciklin Dlseﬁs(:)resiji (%) NON BRISK A [BRISK B|NON BRISK B [BRISK A[ABSENT TIL B|[ABSENT TIL A
R:38,414 |R:70,214| R:29,056 |R:33,806 R:27,500 R:13,500
NON BRISK A 0,000288 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
BRISK B 0,000288 0,000634 0,000211 0,020445 0,297960
NON BRISK B 1,000000 |0,000634 1,000000 1,000000 1,000000
BRISK A 1,000000 |0,000211| 1,000000 1,000000 1,000000
ABSENT TIL B 1,000000 0,020445 1,000000 1,000000 1,000000
ABSENT TIL A 1,000000 0,297960 1,000000 1,000000 1,000000
Boxplot by Group
Variable: IHC ciklin D1 pozitivitet (%)
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Slika 25. Box & whisker dijagram statistiCki znacajne razlike ekspresije ciklin D1

proteina u slucaju prisutnosti B limfocita u TIL-u; p=0.015

50



4.3.2 Analiza ekspresije PD-1 i PD-L1 proteina u odnosu na ekspresiju Bcl-2
proteina i ispitivane klinicko-patoloske znacajke melanoma

Analiza rezultata pokazala je da postoji statisticki znaCajna povezanost izmedu
ekspresije proteina Bcl-2 s ekspresijom proteina PD-1/PD-L1 signalnog puta ( u oba
slucaja p < 0.001). (Slika 26. i 27.) Povezanost s ekspresijom ostalih istrazivanih

proteina prikazana je u Tablici 9.

Tablica 9. Prikaz analize korelacije, odnosno Pearsonovog koeficijenta korelacije i p
vrijednosti medusobne povezanosti IHC ekspresije Bcl-2 s ostalim ispitivanim

proteinima tumorske stanice i limfocita oko tumora

Analizirane korelacije

e IHCPD-1 | IHCPD-L1 | IHCciklin D1 | IHC MITF
ekspresija ekspresija ekspresija ekspresija
EKSPRESIJA (%
R (%) (%) %)
Koeficijent
korelacije, r 0.3806 0.6336 0.5601 0.4715
p vrijednost <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Scatterplot: IHC bcl-2 pozitivitet (%) vs. IHC PD-1 ekspresija (%)
Correlation: r = .38063
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Slika 26. Dijagram rasprSenja — statistiCki znacajna povezanost izmedu ekspresije

proteina Bcl-2 s ekspresijom proteina PD-1

51



Scatterplot: IHC bcl-2 pozitivitet (%) vs. IHC PD-L1 ekspresija (%)
Correlation: r = .63357
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Slika 27. Dijagram rasprSenja — statistiCki znaCajna povezanost izmedu ekspresije

proteina Bcl-2 s ekspresijom proteina PD-L1
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Analizom ekspresije Bcl-2 proteina u razli€itim grupama na osnovu klini¢kih i patoloskih

znacajki ispitivanih melanoma utvrdili smo statistiCki znaCajnu razliku kod ekspresije u

tumorskim stanicama melanoma sa Sirenjem u limfni ¢vor Cuvar (H=7.84, p=0.005).

(Slika 28.) Takoder, utvrdena je statistiCki znaCajna razlika u ekspresiji ovog proteina

kod nodularnog melanoma u odnosu na druge ispitivane histoloSke podtipove.

(H=6.74, p=0.034). (Slika 29.) U ostalim ispitivanim grupama nije bilo statisticki

znacajne razlike u ekspresiji ovog proteina.
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Slika 28. Box & whisker dijagram statistiCki znacajne razlike ekspresije Bcl-2 u

tumorskim stanicama melanoma sa Sirenjem u limfni ¢vor ¢uvar; p=0.005
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Boxplot by Group
Variable: IHC bcl-2 ekspresija (%)
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Slika 29. Box & whisker dijagram je statistiCki zna¢ajna razlika u ekspresiji Bcl-2
proteina kod nodularnog melanoma u odnosu na druge ispitivane histoloske

podtipove; p=0.034

Usporedba IHC Bcl-2 ekspresije prema BRISK kategorijama je statisticki znaCajna te
odgovara podacima ekspresije ostalih analiziranih proteina tumorske stanice.
(H=19.41; p = 0,002). (Tablica 10.) Nije utvrdena statistiCki znaCajna povezanost
ekspresije Bcl-2 proteina s prisutnosti neke od odredenih podvrsta T limfocita kao ni s

prisutnosti B limfocita u TIL-u.

Tablica 10. IzraZene p vrijednosti medusobne usporedbe IHC Bcl-2 ekspresije

primarnih melanoma u grupama prema BRISK kategorijama

Ovisne o p vrijednosti nakon analize Kruskal-Wallis testom: H (5, N= 81) =19.41 p =,002
IHC Bcl-2 ekspresiji (%) NON BRISK A [BRISK B [NON BRISK B |BRISK A|ABSENT TIL B |NON BRISK A
R:37,614 |R:64,071 R:39,278 R:36,639 R:17,125 R:37,614
NON BRISK A 0,005644| 1,000000 |1,000000 1,000000 1,000000
BRISK B 0,005644 0,204590 |0,016010 0,006481 1,000000
NON BRISK B 1,000000 |0,204590 1,000000 1,000000 1,000000
BRISK A 1,000000 (0,016010| 1,000000 1,000000 1,000000
ABSENT TIL B 1,000000 [0,006481| 1,000000 |1,000000 1,000000
ABSENT TIL A 1,000000 (1,000000( 1,000000 |1,000000 1,000000
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4.3.3 Analiza ekspresije PD-1 i PD-L1 proteina u odnosu na ekspresiju MITF
proteina i ispitivane klinicko-patoloske znacajke melanoma

Analiza rezultata pokazala je da postoji statisticki znaCajna povezanost izmedu

ekspresije proteina MITF s ekspresijom proteina PD-1/PD-L1 signalnog puta inhibicije

limfocita (u oba slu€aja p < 0.001). (Slika 30 i 31) Povezanost s ekspresijom ostalih

istrazivanih proteina tumorske stanice prikazana je u Tablici 11.

Tablica 11. Prikaz analize korelacije, odnosno Pearsonovog koeficijenta korelacije i p

vrijednosti medusobne povezanosti IHC ekspresije Bcl-2 s ostalim ispitivanim

proteinima tumorske stanice i limfocita oko tumora

Variiabla: Analizirane korelacije
IH"’ICr”,"\",”TaF' IHC PD-1 IHC PD-L1 IHC Bcl-2 | IHC ciklin D1
ekspresija ekspresija ekspresija ekspresija
EKSPRESIJA (%
ARG (%) (%) %)

Koeficijent

korelacije, r 0.3272 0.5553 0.4715 0.4952
p vrijednost 0.003 <0.001 <0.001 <0.001

Scatterplot: IHC MITF ekspresija (%) vs. IHC PD-1 ekspresija (%)
Correlation: r = .32715
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Slika 30. Dijagram rasprSenja — statistiCki znacajna povezanost izmedu ekspresije

proteina MITF s ekspresijom proteina PD-1; p < 0.001
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Scatterplot: IHC MITF ekspresija (%) vs. IHC PD-L1 ekspresija (%)
Correlation: r = .55530
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Slika 31. Dijagram rasprSenja — statistiCki znacajna povezanost izmedu ekspresije

proteina Bcl-2 s ekspresijom PD-L1; p < 0.001

Analizom ekspresije MITF proteina u razli€itim grupama na osnovu KliniCkih i
patoloskih znacajki ispitivanih melanoma utvrdili smo statistiCki znac€ajnu razliku kod
ekspresije u tumorskim stanicama melanoma ovisno o lokalizaciji primarnog
melanoma. StatistiCki se znacCajno razlikuje ekspresija u grupama primarnog
melanoma trupa i ekstremiteta (Tablica 12.). Kao i kod drugih ispitivanih proteina,
ekspresija MITF-a je poviSsena kod Sirenja melanoma u limfni ¢vor Cuvar (H=5.21,
p=0.022). (Slika 32.) Takoder, utvrdili smo statistiCki znaCajnu poviSenu ekspresiju
MITF proteina u uznapredovanim klinickim stadijima melanoma (H=8.41, p=0.03).
(Slika 33.) U ostalim ispitivanim grupama nije bilo statistiCki znacajne razlike u

ekspresiji ovog proteina.
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Tablica 12. Prikazi p vrijednosti dobivenih Kruskal-Wallis testom analiziranih grupa

po anatomskoj lokalizaciji primarnog melanoma, ovisno o ekspresiji MITF proteina

p vrijednosti nakon analize Kruskal-Wallis testom:
Qvisno o H ( 5, N= 81) =8.09 P :,017
IHC MITF ekspresiji primarni primarni melanom | Primarni melanom
(%) melanom trupa ekstremiteta glave i vrata
R:47.012 R:29.674 R:41.500
primarni melanom 0.013492 1,000000
trupa
primarni melanom | 575,95 0,367696
ekstremiteta
primarni melanom |, 55,0, 0,367696
glave i vrata
Boxplot by Group
Variable: IHC MITF ekspresija (%)
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Slika 32. Box & whisker dijagram statistiCki znacajne razlike ekspresije MITF proteina

u tumorskim stanicama melanoma sa Sirenjem u limfni ¢vor ¢uvar; p=0.022
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Boxplot by Group
Variable: IHC MITF ekspresija (%)
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Slika 33. Box & whisker dijagram statistiCki znaCajne razlike MITF proteina u

uznapredovanim klinickim stadijima melanoma

Usporedba MITF ekspresije prema BRISK kategorijama nije bila statistiCki znacajna
(p=0.07). Nije utvrdena statistiCki znaajna povezanost ekspresije MITF proteina s
prisutnosti neke od odredenih podvrsta T limfocita. Ipak, utvrdena statisticki zna¢ajna
razlika u ekspresiji MITF proteina u slu€aju prisutnosti B limfocita u TIL-u. (H=6.75,
p=0.009).
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4.4 Regulacija ekspresije PD-1 i PD-L1 molekule od strane enzima matriks

metaloproteinaza

Ovu vrstu potencijalne regulacije ekspresije molekula PD-1 / PD-L1 signalnog puta
istrazivali smo analizom ekspresije proteina MMP-1 i MMP-13. Pozitivho IHC bojanje
citoplazme i membrane tumorske stanice i stanica tumorskog mikrookoliSa oznacavalo
je prisutnost produkcije ovih enzima. Mean ekspresije MMP-1 bio je 38% + SD 29.45%.
Mean ekspresije MMP-13 iznosio je 6.13% + SD 10.67%. Utvrdeno je kako ne postoli
statisticki znacCajna povezanost izmedu ekspresije metaloproteinaza, podvrste
kolagenaza (MMP-1) s ekspresijom proteina PD-1 i PD-L1 signalnog puta (r=-0.21,
P=0.059) (r=-0.04, p=0.723). Takoder, ne postoli statistiCki znaCajna povezanost
izmedu ekspresije MMP-13 s ekspresijom proteina PD-1 i PD-L1 (r=0.15, p=0.173) (r=-
0.074, p=0.510). Analizom ekspresije MMP-1 u razli€itim grupama na osnovu klini¢kih
i patoloskih znacajki ispitivanih melanoma nismo utvrdili statisticki znacCajnu razliku.
Takoder, u istim grupama nije bilo statistiCki znaCajne razlike u ekspresiji MMP-13.
Usporedba ekspresije MMP-1 i MMP-13 po BRISK kategorijama nije pokazala
statisticku znacajnost. Za istaknuti je Cinjenica kako postoji znaCajna povezanost u
ekspresiji MMP-1 i prisutnosti foxp3+ pozitivnih Treg limfocita (r=0.4783, p=0.006).
(Slika 34) Korelacije MMP-1 i MMP-13 s ostalim ispitivanim proteinima i limfocitima

nisu bile statisticki znaCajne.

Scatterplot: IHC MMP1 ekspresija (%) vs. IHC CDFoxP3 pozitivitet (%)
Correlation: r = .47832
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Slika 34. Dijagram rasprsenja — povezanost ekspresije MMP-1 i prisutnosti foxp3+

pozitivnih Treg limfocita; p = 0.006
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4.5 Regulacija ekspresije PD-1 i PD-L1 molekule u grupi pacijenata lije€enih

imunoterapijom

|z skupine istraZivanih primarnih melanoma izdvojeni su oni koji su tijekom trajanja ove
studije zapoceli lijeCenje imunoterapijom. Nakon probira istih i isklju€enja onih koji su
prethodno primali neku vrstu onkoloSkog lijeCenja, u grupu pacijenata lijeCenih
imunoterapijom ukljucili smo 31 bolesnika s melanomom. Klini€ki i patoloski podaci kao

i raspodjela u definirane grupe prikazani su u Tablici 13.

Tablica 13. Klinicke i patoloske karakteristike ispitivane skupine pacijenata primarnih

melanoma lijecenih imunoterapijom

Skupina pacijenata Postotak
lije€enih imunoterapijom
n=31
Spol
Zene 10 32%
Muskarci 21 68%
Godine kod postavljanja
dijagnoze
Median (raspon) 65,0 (28-80)
Anatomska lokalizacija
melanoma
trup 17 54%
ekstremiteti 8 26%
glava i vrat 6 20%
Stupnjevanje melanoma
prema Breslow-u (debljina)
(0,17-1.5 mm) 8 26%
(>1,5mm) 23 74%
Histolos$ki tip melanoma
Lentigo maligna / /
PovrSinsko Siredi 8 26%
Nodularni 23 74%
Sentinel limfni évor
Pozitivan 18 58%
Negativan 13 42%
Kategorije na osnovu
kliniCkog stadija
KATEGORIJA1 -0, I, lla 6 20%
KATEGORIJA 2 - lIb, llc 6 20%
KATEGORIJA 3 -1l 16 51%
KATEGORIJA4 - IV 3 9%
Vrsta imunoterapije
Pembrolizumab 27 87%
Nivolumab 4 13%
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Odredena je i klasifikacija TIL-a po BRISK kategorijama koja je za potrebe analize u
OVOj grupi, a na osnovu rezultata navedenih prethodno, uvrstena u dvije grupe. Naime,
grupu A Cinile su skupine BRISK klasifikacije gdje se limfociti nalaze unutar tumorskog
tkiva (BRISK B i NON BRISK B) dok su grupu B Cinile skupine s TIL-om na rubovima
tumorskog tkiva (BRISK A, NON BRISK A te ABSENT TIL Ai B). Grupu A Cinilo je 15

uzoraka melanoma dok je u grupi B bilo njih 16.

Median ekspresije PD-1 proteina na povrSini limfocita iznosio je 10%, u rasponu od
0% do 59%. Nije pronadena statistiCki bitna razlika u ekspresiji PD-1 na membrani
limfocita u grupama kategoriziranin na osnovu Kklini¢kih i patoloskih obiljezja
melanoma. Analizom je potvrdena statistiCki znacajno veca ekspresija PD-1 u grupi A
klasifikacije TIL-a (H=5.591, p=0.018). (Slika 35.) U analizi povezanosti PD-1
ekspresije s udjelom odredenih vrsta limfocita u TIL-u pronasli smo statisti¢ki znacajnu
povezanost s ekspresijom foxp3+ na Treg limfocitima (r=0.427, p=0.001). (Slika 36.)
Za istaknuti je kako nije bilo razlike u postotku odredenih limfocita u grupi pacijenata
ljeCenih imunoterapijom u odnosu na ostale primarne melanome. Dodatno, nismo

pronasli statisti¢ki znacajnu dominaciju neke od podvrsta T limfocita u grupama Aii B.

Boxplot by Group
Variable: IHC PD-1 ekspresija (%)
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Slika 35. Box & whisker dijagram statisticki znacajno vece ekspresije PD-1 u grupi A
klasifikacije TIL-a, p=0.018
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Scatterplot: IHC PD-1 ekspresija (%) vs. IHC foxP3 pozitivitet (%)
Correlation: r = .42750
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Slika 36. Dijagram rasprsenja — povezanost ekspresije PD-1 i prisutnosti foxp3+

pozitivnih Treg limfocita; p = 0.001

Analizirana je povezanost ekspresije PD-1 s ispitivanim proteinima vaznim u
stani€nom ciklusu stanice melanoma. U ovoj grupi pacijenata pronadena je statisticki
znacajna povezanost ekspresije PD-1 i ciklina D1 (r=0.4275, p=0.016). Nije potvrdena

statisticki zna€ajna povezanost s ekspresijom ostalih proteina.

Utvrden je median ekspresije PD-L1 proteina 31% u rasponu od 1% do 81%. Nije
pronadena statistiCki bitna razlika u ekspresiji PD-L1 na membrani tumorskih stanica
u grupama kategoriziranih na osnovu klinickih i patoloSkih obiljezja melanoma.
Analizom je potvrdena statistic¢ki znacajno vecéa ekspresija PD-L1 u grupi A klasifikacije
TIL-a (H=6.201, p=0.012). (Slika 37.) U analizi povezanosti PD-L1 ekspresije s udjelom
odredenih vrsta limfocita u TIL-u prona$li smo statisticki znaCajnu povezanost s

ekspresijom foxp3+ na Treg limfocitima (r=0.3971, p=0.027).

Analizom povezanosti ekspresije PD-L1 s ostalim ispitivanim proteinima, potvrdeni su

rezultati dobiveni u cjelovitoj grupi primarnih melanoma. Naime, PD-L1 ekspresija

62



statisticki znacajno korelira s izrazajem ciklin D1, Bcl-2 i MITF proteina u tumorskim
stanicama. (Tablica 14.) Niti u ovoj grupi uzoraka nije pronadena povezanost u
ekspresiji PD-1 / PD-L1 molekula s aktivnosti enzima MMP-1 i MMP-13.

Boxplot by Group
Variable: IHC PD-L1 ekspresija (%)
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Slika 37. Box & whisker dijagram statistiCki znacajno vece ekspresije PD-L1 u grupi
A klasifikacije TIL-a, p=0.012

Tablica 14. Prikaz analize korelacije, odnosno Pearsonovog koeficijenta korelacije i p
vrijednosti medusobne povezanosti IHC ekspresije PD-L1 s ostalim ispitivanim

proteinima tumorske stanice i limfocita oko tumora u grupi pacijenata lijeCenih

imunoterapijom

Variabla: Analizirane korelacije

Al et IHCPD-1 | IHCMITF | IHCBcl-2 | IHC ciklin D1

ekspresija | ekspresija ekspresija ekspresija
EKSPRESIJA (%) (%) (%) (%) (%)
Koeficijent korelacije, (3534 0.5256 0.6666 0.8068
; : : .
p vrijednost 0.003 0.002 <0.001 <0.001
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4.5.1 Molekularna analiza amplifikacije MITF gena u uzorcima primarnog
melanoma pacijenata lije¢enih imunoterapijom

U grupi pacijenata lijeCenih imunoterapijom metodom SybrGreen Real- time PCR-a
odredena je prisutnost amplifikacije MITF gena. 1z svih utoraka izolirana je dovoljna
koli¢Gina DNA za analizu. Amplifikacija je potvrdena u 9 uzoraka, odnosno u njih 29%.
Razlika u ekspresiji PD-L1 je statistiCki znaCajna ovisno o tomu postoji li MITF
amplifikacija ili ne postoji (Mann-Whitney U test, p=0,008). (Slika 38.) Protein PD-1 nije
bio statistiCki znaajno ovisan o MITF amplifikaciji (p=0.127). Za istaknuti je da
statisticka znacajnost nije postignuta ni za vrijednost IHC ekspresije MITF proteina,
iako je trend vidljiv (p=0.058). Analizom ekspresije ostalih proteina vidljivo je da u grupi
uzoraka s MITF amplifikacijom imamo viSu ekspresiju ciklina D1 (p=0.008) i Bcl-2
proteina (p=0.001) u odnosu na uzorke kojima nije potvrdena amplifikacija MITF gena.
Ostali analizirani parametri, klinicke i patoloSke znacajke kao i kategorizacija TIL-a, nije

se statisti¢ki zna€ajno razlikovala ovisno o tome postoji li MITF amplifikacija ili ne.

Boxplot by Group
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Slika 38. Box & whisker dijagram ekspresije PD-L1 ptoreina u grupi pacijenata
lije¢enih imunoterapijom ovisno o tomu postoji li MITF amplifikacija ili ne postoji
(Mann-Whitney U test, p=0,008)
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4.5.2 Analiza prezZiviljenja bez progresije bolesti u grupi pacijenata lijec¢enih
imunoterapijom — ovisno o kliniCkim obiljeZjima i analiziranim parametrima
regulacije PD-1/ PD-L1 signalnog puta

Svi pacijenti u ispitivanoj grupi primali su imunoterapiju u prvoj liniji lijecenja
metastatskog melanoma. Takoder, prije ukljuCenja u studiju nisu primali drugo
onkolosko lijeCenje. Median vremena do progresije bolesti (eng. progression-free
survival — PFS) u ispitivanoj grupi iznosio je 22 mjeseca (95%, Cl 16.2 do 29.4).
Prosje¢no vrijeme pracenja pacijenata ove grupe bilo je 47 mjeseci (u rasponu od 0.03
do 51 mjeseca). Srednje vrijeme do progresije bolesti za kategoriju melanoma s
Breslow < 1.5mm iznosilo je 30,2 mjeseca, a za kategoriju melanoma s dubinom
invazije > 1.5mm iznosilo je 22,2 mjeseca. Razlika izmedu te dvije kategorije nije bila

statisticki znac¢ajna (p=0.239).

Za potrebu ove analize grupirana je ekspresija PD-L1 proteina i to kako slijedi: grupa
1 — ekspresija od 1 do 25% te grupa 2 melanoma s PD-L1 > 25%. Razlika u srednjem
vremenu do progresije bolesti u ovih grupa nije bila statistiCki znacajna (p=0.778) (Slika
39.) Nadalje, izvrSeno je i grupiranje melanoma ovisno o ekspresiji PD-1 molekule
limfocita TIL-a: grupa 1 uzorci s PD-1 < 1%, grupa 2 uzorci s PD-1 1% do 25% te grupa
3 s PD-1>25%. Konacno, nije postignuta statistiCki znacajna razlika u PFS-u tih grupa.
(Slika 40.)

Analizom PFS-a u drugim ispitivanim grupama klinickih i patoloSkih parametara nismo
pronasli statisticku znacCajnost. Takoder, analiziran je PFS pacijenata Ciji melanomi
pripadaju nekom od grupa klasificiranih po TIL-u, odnosno BRISK klasifikaciji. Razlike
u PFS-u nisu bile statisti¢ki zna¢ajne u grupama formiranim obzirom na infiltraciju
limfocita u tumor (p=0.383), kao niti kada se analiza ucini po svakoj BRISK skupini
pojedinacno (p=0.543). (Slika 41.142.)
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Slika 39. Kaplan-Meier krivulja prezZivljenja pokazuje kako nema statistiCki znacajne
razlike u ispitivanim grupama na osnovu PD-L1 ekspresije (grupa 1 — ekspresija od 1
do 25% te grupa 2 melanomi s PD-L1 > 25%)
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Slika 40. Kaplan-Meier krivulja preZivljenja pokazuje kako nema statistiCki znaCajne
razlike u ispitivanim grupama na osnovu PD-1 ekspresije (grupa 1— ekspresija <
1%, grupa 2 ekspresija od 1 do 25% te grupa 3 melanomi s PD-1 > 25%)
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Slika 41. Kaplan-Meier krivulja preZivljenja pokazuje kako nema statistiCki znaCajne

razlike u ispitivanim grupama po mjestu infiltrata limfocita.
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Slika 42. Kaplan-Meier krivulja preZivljenja pokazuje kako nema statistiCki znaCajne

razlike u ispitivanim grupama po BRISK klasifikaciji
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4.6 Analiza ekspresije PD-L1 proteina u grupi metastaza melanoma i njezin

odnos s drugim analiziranim proteinima tumorske stanice

U analiziranoj grupi uklju¢ene su biopsije metastaza prethodno ne lijeCenih pacijenata
uznapredovanog klinickog stadija melanoma. Grupa se sastojala od 19 (61%) muskih
pacijenata i 12 (39%) Zenskih pacijentica. Median dobi iznosio je 51 godinu u rasponu
od 35 do 82 godine. Median ekspresije PD-L1 proteina na stanicama metastaza bio je
15% u rasponu od 0% do 60%. Analiza rezultata pokazala je da postoji statisticki
znacajna povezanost izmedu ekspresije proteina PD-L1 i IHC MITF ekspresije (r =
0.495 ; p = 0,0046). (Slika 43.) Nadalje, analiza rezultata pokazala je da ne postoji
statisticki zna€ajna povezanost izmedu ekspresije proteina PD-L1 i IHC ciklina D1 (r
= -0,21 ; p=0,25). Korelacija je negativna i nije statisticki znaCajna. Utvrdena je
statistiCki znaCajna povezanost izmedu ekspresije proteina PD-L1 i IHC Bcl-2 (r =
0,496 ; p = 0,0045). Povezanost izmedu ekspresije proteina PD-L1 i IHC MMP-1 i
MMP-13 aktivnosti nije bila statistiCki znac¢ajna (r = -0,22 ; p=0,231); (r = 0,33 ;
p=0,067). Usporedeni su analizirani parametri ovisno o tome postoji li MITF
amplifikacija ili ne. Utvrdena je amplifikacija u 10 analiziranih uzoraka tkiva metastaza.
Razlika je bila statistiCcki znacajna za IHC PD-L1 ekspresiju (p < 0,001). Ostali
parametri se nisu razlikovali statisticki znaCajno ovisno o tome postoji li MITF
amplifikacija ili ne.

Scatterplot: IHC MITF ekspresija (%) vs. IHC PD-L1 ekspresija (%)

Correlation: r = .49545
0.7

0.6 o o (6]

IHC PD-L1 ekspresija (%)

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9

IHC MITF ekspresija (%)

Slika 43. Dijagram rasprsenja — povezanost ekspresije PD-L1 i ekspresije MITF

proteina u uzorcima metastaza melanoma; p = 0.004
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5. RASPRAVA

Tumori mogu izrazavati PD-L1 molekulu na povrsini stanica kako bi formirali takozvani
.,molekularni stit* protiv antitumorskih imunoloskih efektorskih stanica, olakSavajuci
izbjegavanje imunolosSkog odgovora i invaziju u okolno tkivo i zilni sustav. Nasi rezultati
govore o jednakom izrazaju PD-1 i PD-L1 molekule u osnovnim histoloSkim grupama
melanoma koZe. Hodis i sur. navode kako je upravo PD-L1 ekspresija najviSa u
melanomima koze uzorkovanim kronic¢nim i Stetnim djelovanjem UV zracenja. U svojoj
studiji iznose podatak kako je ¢ak 66% takvih melanoma PD-L1 pozitivho, Sto znaci
ekspresiju proteina > 1% [10, 99]. Thierauf i sur. proucavali su sve vrste melanoma
koZe te njihov rezultat prosje¢ne ekspresije PD-L1 molekule od 35% odgovara nasim
analizama ispitivane skupine primarnih melanoma [100]. Zanimljivo je da autori
povezuju nacin tumorskog rasta s medusobnom interakcijom PD-1 i PD-L1 molekule.
Naime, Lee i sur. istiCu kako je ekspresija PD-L1 proteina vidljiva samo u podrucjima
melanoma koji je u kontaktu sa stanicama TlL-a. Sukladno tome, u melanomima s
radijalnim nacinom rasta i prisutnim TIL-om, opisuju najgu$¢u ekspresiju PD-L1
molekule [23,46,101]. Takav je rezultat na prvi pogled suprotan nasoj analizi koja
verificira zna€ajno izrazeniju ekspresiju PD-L1 molekule u nodularnim melanomima.
Ipak, treba uzeti u obzir €injenicu da limfociti Cesto infiltriraju unutar samih stanica ove
vrste melanoma. Upravo je to jedan od mogucih razloga ekspresije PD-L1 i kod ove

agresivne histolo$ke slike melanoma.

U istrazivanju skupine melanoma sa slabijim odgovorom na imunoterapiju, Massi i sur.
u analizu uzimaju i primarno sijelo melanoma, odnosno anatomsku lokalizaciju. Nije
dokazana povezanost tog klinickog podatka s odgovorom na lijeCenje
pembrolizumabom [102]. Nasi rezultati govore u prilog toj analizi, ekspresija ispitivanih
molekula bila je podjednaka u melanomima nastalim na koZi trupa, ekstremiteta i koZi
glave i vrata. Potonja skupina znaci loSiju prognozu pacijenata i predmet je istraZivanja
radi Cesto inicijalno uznapredovanog stadija. Visnji¢ i sur. donose petogodisnji pregled
ljeCenja 116 pacijenata te molekularni profil koji se ne razlikuje od drugih primarnih
sijela. U studiji nije istrazen TIL koji se u naSem istrazivanju ne razlikuje od onog u

ostalih anatomskih lokalizacija [19,103].

Temeljito razumijevanje prognostickih ¢imbenika i stadija melanoma koze presudno je

za pocetnu procjenu bolesnika i planiranje lije€enja. Osmo izdanje AJCC sustava
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stadija melanoma je standardizirani i suvremeni sustav stratifikacije rizika pacijenta i
usmjeravanja lijeCenja. Nedavno objavljena kliniCka ispitivanja adjuvantnih terapija u
pacijenata sa stadijem Ill i IV melanoma, istrazuju razliku u prognozi pacijenata kod
kojih se nakon utvrdenog pozitivnog limfnog €vora strazara ucini disekcija pripadajuce
limfne regije s pacijentima kod kojih se uz terapiju redovito prati dinamika moguceg
porasta limfnih €vorova. Rezultati takvih istrazivanja mijenjaju klini¢ku praksu [72,104].
Gledajuéi unaprijed, vjerojatno ¢e se izvoditi manje disekcija pripadajucih limfnih
¢vorova, Sto Ce rezultirati manjkom prognostickih informacija. Klinicke odluke u vezi s
adjuvantnim terapijama morat ¢e se donijeti na osnovu informacija o0 molekularnom
profilu. Upravo iz tog razloga, vazne su studije koje opisuju molekularne razlike u
odredenim klinickim stadijima melanoma. Kakavand i sur. objavljuju rezultate koji
potvrduju znacajno veéu tumorsku ekspresiju PD-L1 u melanomima stadija Ill i IV
[105]. S druge srane, Takeuchi i sur. na velikom uzorku istiCu kako nema statisticki
bitne povezanosti ekspresije PD-1 i PD-L1 proteina sa Sirenjem tumora u sentinel limfni
¢vor [106]. Tarhini i sur. bavili su se pitanjem potrebe adjuvantnog lijeCenja u slu€aju
mikrometastaze u sentinel limfnom &voru. Oni su pokazali kako PD-L1 ekspresija
snazno korelira s prisutno§¢u mikrometastaza [107]. NaSi rezultati nisu pokazali
statisticki zna¢ajnu povezanost metastaza u limfne ¢vorove s PD-1 ekspresijom. Ipak,
podatak o statistiCki znacajno viSoj ekspresiji PD-L1 kod melanoma sa Sirenjem
malignih stanica u limfni ¢vor uvar podrZava ideju adjuvantnog lije¢enja ovog stadija

melanoma bez nuzne disekcije limfnih regija.

Prognoza melanoma je primarno povezana sa debljinom tumora. Alexander Breslow
uveo je odredivanje debljine melanoma kao osnovni prognosticki pokazatelj
lokaliziranog melanoma. Ekspresija molekule PD-L1 Cesto je opazena upravu kod
melanoma Breslow debljine 2-4 mm. Caraban i sur. opisuju pozitivhu korelaciju
ekspresije PD-L1 i Breslow stadija. U toj studiji istaknuto je kako ve¢ melanomi debljine
vecCe od 1 mm gotovo uvijek eksprimiraju PD-L1 [108]. Tome u prilog govore i rezultati
ove studije u kojoj smo potvrdili izrazenu ekspresiju PD-L1 u melanomima svrstanim u
kategoriju Breslow > 1.5 mm. Zanimljivo je da Obeid i sur. istiCu kako stanice TIL-a u
tumorima Breslow > 4 mm rijetko eksprimiraju PD-1 molekulu [109]. Takav zakljucak
su opravdali Cinjenicom ocitog uspjeSnog izbjegavanja imunoloskog odgovora i
Jiscrpljivanjem® T limfocita. Konacno, nasi rezultati pokazuju povisenu ekspresiju PD-

1 molekule kod grupe Breslow > 1.5mm.
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Prema Clarku i sur., TIL se moze klasificirati kao: BRISK, NON BRISK i ABSENT. TIL
se smatra odsutnim (ABSENT TIL) kada nema infiltracije leukocita na bazama ili u
samom tumoru. Ovoj kategoriji pripada i TIL lokaliziran oko krvnih Zila na periferiji
tumorskog mikrookoliSa. NON BRISK TIL predstavlja infiltrat rasporeden samo fokalno,
a ne duz cijele baze invazivhe komponente. BRISK TIL definiran je limfocitima koji
difuzno infiltriraju cijelu invazivnu komponentu ili infiltriraju preko cijele baze vertikalne
faze rasta. lako je ova klasifikacija prihvacena od strane vecéine autora, modifikacije
kao i u ovoj studiji otezavaju usporedbu rezultata. Na primjer, Balatoni i sur. proveli su
istraZivanje na kohorti od 30 pacijenata i predlozili da je viSi stupanj TIL-a, lokaliziran
na rubovima tumora, povezan s boljim ukupnim prezivljenjem pacijenata s melanomom
[110]. Nadalje, de Moll i sur. proucavali su kohortu 94 pacijenta i pokazali da su TIL-ovi
usko povezani s prezivlienjem samo u ulceriranom melanomu [111]. Heterogenost
medu populacijama pacijenata i kriteriji odabira mogu povecati poteskoce u procjeni i
usporedbi razli€itih zakljuCaka. Na primjer, Nicolau i sur. prouCavali su pacijente s
koznim melanomom u svim stadijima, uz ukljuCene pacijente iz razliCitih zemljama i
zakljucili da je TIL BRISK kategorija povezana s boljim ukupnim preZivljenjem. S druge
strane, Barnhill i sur. sugeriraju da ne postoji povezanost izmedu grupa TIL po BRISK
klasifikaciji i ukupnog prezivljenja na temelju kohorte studije koja se sastoji od vecine
pacijenata s melanomima Breslow < 1,7 mm [112,113]. Kuempers i sur. istrazivali su
TIL kategoriziran po BRISK klasifikaciji u odnosu na odgovor na terapiju inhibitorima
kontrolnih toCaka. U toj studiji nisu utvrdili vezu ekspresije PD-L1 molekule s
odredenom grupom TIL-a [114]. Po nasSim saznanjima, rezultati nasSe studije jedini
dovode u vezu ekspresiju PD-L1 proteina sa odredenom skupinom TIL-a. Naime, za
istaknuti je kako gotovo svi melanomi Ciji TIL ulazi u kategoriju BRISK B imaju
ekspresiju PD-L1 > 50%. Jacquelot i sur. istiCu kako je ekspresija PD-L1 snazno
povezana s povecanom prisutnosti CD8* T limfocita u TIL-u kao i u perifernoj krvi
pacijenata. U ovoj studiji nismo potvrdili vezu CD8" limfocita s PD-L1 proteinom, ali
svakako je Cinjenica prisustva citotoksi¢nih limfocita izmedu stanica melanoma bitan
faktor u regulaciji ekspresije PD-L1 [115]. Aktivirane CD8" T stanice inducirat ce
stanicnu smrt putem Fas liganda. Glavna uloga CD8" T stanica je u izlu€ivanju
interferona gama odgovornog za poja¢anu regulaciju MCH | i I| molekula. Tako djelujudi
izravno utjeCu na diferencijaciju CD4* Th stanica. Feroptoza je oblik stani¢ne smrti koji
je posljedica nakupljanja lipidnih peroksida ovisnih o Zeljezu. U studiji koju su proveli

Wang i sur., primije¢eno je da imunoterapijom aktivirane CD8* T stanice poboljSavaju
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peroksidaciju lipida u malignim stanicama. Upravo tim naCinom djelovanja,
induciranjem feroptoze, doprinose ucinkovitosti imunoterapije [116]. Aktivirane CD8*
stanice eksprimiraju na povrsini stanice CD152 (CTLA-4 molekulu), koja ima ulogu u
inhibiciji imunoloSkog odgovora. Terapije temeljene na ipilimumabu (anti-CTLA-4
protutijelo) pokazuju rano povecanje apsolutnog broja limfocita koje se u pravilu dogodi
unutar 2-8 tjedana nakon prvog ciklusa lijeCenja. Ovo povecanje je u korelaciji s
poboljSanjem prezivljenja. Povecanje apsolutnog broja limfocita postiZze se na temelju
povecanja gustoce i CD8" i CD4* stanica. S glediSta imunoterapije, ona obnavlja i
poboljSava djelovanje CD8" limfocita u melanomu. Dva gore navedena dogadaja
ukazuju na promjenu u imunoloSskom sustavu, Sto moze istaknuti prijelaz iz
nespecificne imunosti u specifican tip. Prema rezultatima koje su dobili Piras i sur.,
ovisno o gustoci stanica poredanih uz normalni dermis kod melanoma s vertikalnom
fazom rasta, stopa mortaliteta varirala je od 81% u slu€ajevima niske gusto¢e do 20%
u slu€ajevima visoke gustoce limfocita CD8*. Stopa 5-godiSnjeg prezivljenja u
slu¢ajevima niske gustoce bila je 25% i 78,8% u slu€ajevima limfocita visoke gustoc¢e
[117]. Ovakvi rezultati podupiru nas zaklju¢ak kako je lokacija tumorskog infiltrata i
njegova gustoca vazna i u regulaciji potencijalnih biomarkera u imunoterapiji kao Sto
su PD-1iPD-L1 molekula. Osim potpore koju daju CD8* citotoksi¢nim limfocitima, CD4
* T stanice mogu imati izravan citotoksi¢ni u€inak na maligne melanocite. CD4* T
stanice zajedno sa svojim markerima aktivacije, kao $to su CD25 ili CD134, imaju
povoljnu prognosti¢ku ulogu u melanomu. Takav ucinak je utvrden kada su CD4*
limfociti identificirani u poveéanoj peritumoralnoj gustodi, ali ne kada su identificirani

unutar tumora [59, 118].

Treg je visoko imunosupresivna subpopulacija CD4* T stanica. Treg limfociti su
prethodno identificirani kao CD4*CD25* T-stanice i potvrdeno je da inhibiraju T stanice
kako bi se izbjegla oStecenja uzrokovana njihovom ekstremnom aktivacijom. Stoga
Treg limfociti igraju kljuénu ulogu u odrzavanju imunoloSke homeostaze. Cioplea i sur.
su procijenili korelacije prognostic¢kih ¢imbenika melanoma (Breslow stadij i mitotski
indeks) s ekspresijom foxp3+ regulatornih T stanica i dendritiCnih stanica u tumorskoj
stromi.. Zakljucili su kako je foxp3+ vjerojatno korisna terapeutska meta u melanomu,
buduc¢i da inhibicija regulatornih T stanica moze eliminirati sposobnost tumorskih
stanica da izbjegnu imunolo$ku obranu domacina [119]. Rezultati studije Li i sur.

sugeriraju da bi PD-L1 i Treg limfociti mogli djelovati sinergisticki te da njihova pojacana
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ekspresija potiCe inhibiciju imunoloSskog sustava kod raka dojke [120,121]. NaSe
istrazivanje nije dokazalo znac€ajnu korelaciju u navedenoj ekspresiji. Takoder, Cini se
kako PD-1 pozitivni limfociti TIL-a melanoma nisu u cijelosti pod regulacijom samo Treg

limfocita.

CD20, B-stanic¢ni marker, je fosfoprotein ugraden u membranu limfocita, kodiran
genom MS4A1. Izrazen je u B limfocitima i obi€no se gubi kada B stanice postanu
plazma stanice. Kod autoimunosti i transplantacije organa, T-stanice i B-stanice
suraduju kako bi generirale snazne imunoloSke reakcije koje mogu rezultirati velikim
oSte¢enjem tkiva i odbacivanjem organa. U tim situacijama, B stanice pojaCavaju
odgovore T stanica proizvodnjom citokina i kemokina, sluzeci kao lokalne antigen
prezentirajuce stanice i formiraju limfoidne strukture koje odrzavaju dugoro&ni imunitet.
Uklju€ivanje B limfocita reaktivnih na tumor moZze biti vazan uvjet za stvaranje snaznih,
dugorocnih odgovora T stanica protiv raka. Kod karcinoma grlica maternice, CD20* TIL
povezan je s nizom stopom recidiva. Willsmore i sur. navode kako B limfociti nisu samo

e

,promatradi“ u imunoterapiji melanoma. Cini se da je njihova uloga indukcije T limfocita
vazan element u dobrom odgovoru na imunoterapiju [121]. Sukladno tome, znacajan
je rezultat ove studije u kojem istiCemo Cinjenicu da je PD-L1 ekspresija zna¢ajno

manja u tumorima Ciji TIL sadrzi i B limfocite.

Ciklin D1, kodiran genom CCND1 koji se nalazi na dijelu kromosoma 1113, potiCe
napredovanje stani¢nog ciklusa tigkom G1 u S fazu. Ve¢ nekoliko godina poznato je
da CCND1 moze djelovati kao relevantan onkogen u nekim vrstama tumora,
promoviraju¢i povecanje kapaciteta migracije stanica, inhibiciju diferencijacije,
inhibiciju popravka DNA i poremecajima u metabolizmu mitohondrija. Meta-analiza
Gonzalez-Ruiz i sur. pokazuje povezanost izmedu regulacije CCND1/ciklina D1 i nekih
klinicko-patoloskih znacCajki melanoma. Medu njima se istiCe znaCajna povezanost
utvrdena izmedu regulacije CCND1/ciklina D1 i invazije po Breslowu otkrivena
uglavnom preko imunohistokemijske prekomjerne ekspresije proteina ciklina D1 [122].
Nasi rezultati pokazuju samo trend porasta ekspresije ciklina D1 u Breslow kategoriji
> 1.5mm, bez statistiCke znacajnosti. S druge strane, amplifikacija gena CCND1 ne
pokazuje povezanost s patoloskim zna¢ajkama melanoma. Ovo opazanje moglo bi se
objasniti viSestrukim aktivnim onkogenim putevima u melanomu koji konvergiraju u
regulaciji CCND1/ciklina D1 bez genetske amplifikacije. Isto tako, primijeéena je

znacajno veca ucestalost abnormalnosti CCND1/ciklin D1 u primarnom tumoru u
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usporedbi s udaljenim metastazama. Takvo opazanje odgovara i nasim rezultatima
gdje smo utvrdili ve¢i median ekspresije u grupi primarnih melanoma u odnosu na
uzorke metastaza melanoma. Zanimljiva je Cinjenica da smo dokazali povecanu
ekspresiju ciklina D1 uz podatak o Sirenju primarnog melanoma u regionalni limfni ¢vor-
Cini se da su procesi stanice koji uzorkuju prekomjernu ekspresiju ciklina D1 vazni u

razvoju agresivnijih oblika melanoma.

Mehanizmi regulacije CCND1/ciklin D1 povezani s CCND1 genom i njegovom
amplifikacijom nisu €esti u melanomima. IzvjeS¢éima govore da se ovaj gen amplificiran
u samo 4% sluCajeva. Uclestalost amplifikacije varira ovisno o tipu melanoma,
primijeCena je najceSc¢e kod akralnih melanoma (11%), a amplifikacija je pronadena
samo u 1% slu€ajeva melanoma sinusa koje su proucavali Turri-Zanoni i sur. [122,
123]. Ekspresija ciklina D1 u nasSoj ispitivanoj grupi sliCna je u svim anatomskim
lokalizacijama melanoma koze. Melanomi s amplificiranjem CCND1 imaju velik broj
kopija gena i €esto su u korelaciji s razinama ekspresije ciklina D1 proteins. Medutim,
opisani su i slucajevi prekomjerne ekspresije ciklina D1 bez amplifikacije gena, Sto
predstavlja 25% melanoma u seriji koju su objavili Bastian i sur. Ova zapazanja su
vazna jer ukazuju na to da ciklin D1 moze ispoljavati svoje onkogeno djelovanje drugim
putovima osim mijenjanjem pripadajuc¢eg gena [124]. U studiji Gerami i sur. utvrdena
je korelacija amplifikacije CCDN1 gena i prognoze prezivljenja pacijenata, dok su
Vizkeleti i sur. amplifikaciju CCDN1 gena povezali s ulceracijom melanoma, ali uz
izostanak korelacije sa prezivljenjem [125,126]. Curtin i sur. navode rijetke slucajeve
amplifikacije CCDN1 gena u koZnim melanomima [127]. Smalley i sur. su pokazali
povezanost povecane ekspresije ciklina D1 i rezistencije na terapiju BRAF inhibitorima
u BRAF V600E mutiranim melanomima [128]. Tufano i sur. u svojoj studiji pruzaju nove
elemente koji povezuju ekspresiju PD-L1 sa stani€nom proliferacijom [129]. O odnosu
izmedu ekspresije PD-L1 i proliferacije prvi su izvijestili Xue i sur., koji su istrazivali
proteinske profile PD-L1 i KI-67 u bolesnika s gliomom, Prirodna varijabilnost
proliferativnog kapaciteta uofena medu stanicama tumora znacajno utjeCe na
progresiju tumora i terapijsku u€inkovitost [130]. Zhang i sur. u svom priop¢enju iznose
vrlo zanimljive podatke o utjecaju CDK4/6 inhibitora na povec¢anu ekspresiju PD-L1
[131]. Cini se da ciklin D1 u kompleksu s kinazama utje¢e na razgradnju PD-L1
molekule. Rezultati naSeg istraZivanja ipak govore o pozitivhoj korelaciji izmedu

ekspresija PD-L1 i ciklin D1 proteina stanica melanoma. Rezultati studije Assaf i sur.

74



isto pokazuju na stanicama trostruko negativnhog karcinoma dojke [132]. U tom
agresivnom obliku tumora zabiljeZen je bolji odgovor na neoadjuvantnu kemotapiju u
slugaju ekspresije PD-L1 i ciklina D1, koji su i tada bili u pozitivnoj korelaciji. Cini se da
kontrola proliferaciji stanica posredovana kompleksom kojeg €ini i ciklin D1 utjeCe na
regulaciju izrazaja PD-L1 molekule. Svakako su zanimljivi i rezultati koji povezuju
ekspresiju ciklina D1 s ekspresijom PD-1 proteina. Chen i sur. navode kako
prekomjerna ekspresija ciklina D1 moze utjecati i na aktivaciju imunoloSkog odgovora
[133]. Takav zaklju€ak ide u prilog znacajno vecoj ekspresija ciklina D1 u tumorskim
stanicama kada njihov TIL svrstamo u kategoriju BRISK B za koju znamo da oznaCava

direktnu infiltraciju tumorskog tkiva T limfocitima.

Cini se da su putevi mitohondrijske apoptoze od posebne vaznosti za melanom i
aktiviraju se kao odgovor na razliCite podrazaje. Antiapoptotski proteini kao Sto su Bcl-
2, Bel-xL i Mcl-1 visoko su izraZeni, a visok omjer Bcl-2/Bax korelira s otporno$c¢u na
apoptozu. Regulacija ekspresije Bcl-2 pripisuje se transkripcijskom faktoru povezanom
s mikroftalmijom, dok ekspresija Bcl-xL moZe ovisiti o aktivhosti NF-kB. Zbog svoje
uloge, prekomjerna ekspresija Bcl-2 smanjuje osnovnu apoptozu i osjetljivost stanica
melanoma na proapoptotske podrazaje. Pronadena je i prognosti¢ka vrijednost
proapoptotskih Bcl-2 proteina. Naime, smanjeni Bax i Bak u primarnim melanomima u
korelaciji su s nepovoljnom prognozom. U literaturi postoji nekoliko izvjeS¢a koja
opisuju interakcije izmedu proteina iz obitelji Bcl-2 i puta PD-1/PD-L1 [133,134].
Medutim, rezultati dostupnih studija dali su samo teorijsku osnovu za Kklinicka
ispitivanja koja se trenutno provode. Struktura proteina athanogen-1 (BAG-1)
povezanog s Bcl-2 ne dopusta njegovu klasifikaciju u obitelj Bcl-2. Vezuéi se s Bcl-2
sudjeluje u jednom od puteva koji inhibiraju apoptozu. Povecana ekspresija PD-L1
neizravno, putem signalizacije zatvorene petlje (receptor epidermalnog faktora rasta
(EGFR) / izvanstani¢ne jednostruko regulirane kinaze (ERK)/PD-L1/BAG-1), inducira
BAG-1 koji potie fosforilaciju anti-apoptotskog kompleksa s Bcl-2. U miSjem modelu
kroni¢ne bolesti presatka protiv domacina, blokiranje ekspresije PD-L1 na tumorskim
stanicama povecalo je razine Bcl-2, ali je smanjilo Bax i Bak u T limfocitima,
povecéavajuci njihovo prezivljavanje [135]. Rezultati naseg istraZivanja na uzorcima
tkiva melanoma, svakako doprinose zaklju¢ku kako postoji medusobna regulacija ove

dvije molekule. Zanimljivo je da takva pozitivha sprega vjerojatno doprinosi upalnom
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odgovoru jer je znaCajno viSa ekspresija Bcl-2 proteina pronadena u melanomima s
BRISK B kategorijom TIL-a.

Nedavna meta analiza u€inka terapije anti-PD-1 (nivolumab i pembrolizumab) ispitala
je dvadeset studija, sedam u bolesnika s melanomom. Potvrdila je da je ukupni
odgovor bio znacajno veci u tumorima pozitivnim na PD-L1, odnosno s ekspresijom
vec¢om od 5% [136]. Upravo su sli¢ni rezultati kod drugih tumora skrenuli pozornost na
istraZivanje regulacije ekspresije PD-L1. Znamo kako je IHC nalaz i postotak pozitivnih
stanica na PD-L1 samo ,screenshot” dinamicne promjene ekspresije. Dokazano je
kako IFN-y te ostali citokini tumorskog upalnog infiltrata reguliraju ekspresiju PD-L1.
Takoder, literatura govori i 0 mutacijama vaznim u regulaciji, kao sto je JAK1 i JAK2
mutacija u MM. Alys Lo u svojoj dizertaciji istrazuje mogucnost regulacije prepisivanja
PD-L1 gena sa strane MITF i to na stani¢nim linijjama melanoma kao i na animalnim
modelima. ChlIP sekvencioniranje koristeno je u svrhu procjenu razine MITF i
acetilacije histona H3 na lizinu 27 (H3K27Ac) u blizini gena PD-L1. Poznati geni ovisni
o MITF, otkriveni su 6,45 kb uzvodno od mjesta pocetka transkripcije PD-L1 u ljudskim
melanocitima [137]. Isto sugerira da bi ova regija mogla biti aktivni pojaciva¢ koji
pokrece transkripciju PD-L1 na nacin ovisan o MITF-u. Takoder, u istoj studiji utvrdena
je veza amplifikacije MITF gena i ekspresije PD-L1 molekule. U nasem istrazivanju
poveéanu razinu MITF proteina takoder prati i visoka ekspresija PD-L1. Takoder,
razlika u ekspresiji PD-L1 je bila statistiCki znacajna ovisno o tomu postoji li MITF
amplifikacija ili ne postoji, kako na uzorcima primarnog melanoma tako i u grupi
metastaza. Razina proteinske ekspresije MITF-a je kritiCcha za stanice melanoma.
Visoka razina stimulira diferencijaciju, proliferaciju i preZivljenje, a niska podrzava
starenje stanice i usmjerava stanicu u apoptozu. Istrazivana je i uloga MITF kao
biomarkera u imunoterapiji. Zanimljivi su rezultati koji istiCu kako stanice s manjom
ekspresijom ovog proteina pokazuju vecéu rezistenciju na imunoterapiju [138]. Onkogen
BRAF V600E stimulira aktivnost MITF-a fosforilacijom ERK-a, $to usmjerava MITF u
degradaciju i na taj nacin reducira razinu MITF proteina potrebnu za preZivljenje i
proliferaciju. S druge strane BRAF VG600E stimulira transkripciju MITF-a putem
pojacane aktivacije transkripcijskog faktora BRN-2. Na taj nacin se postize da, unato¢
djelomi€noj razgradniji u proteosomu, opstaje dovoljna koli¢ina MITF proteina, da bi se

odrzavala proliferacijska sposobnost stanice [139].
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Neke studije kao regulator proteinske ekspresije PD-1 i PD-L1 molekule spominju i
odredene enzime prisutne u tumorskom mikrookoliSu. Miyazawa i sur. dolaze do
zanimljivih rezultata u kojima opisuju protektivnu vrijednost MMP-13 [140]. Do sada je
ovaj proteoliticki enzim bio oznaCen kao jedan od glavnih mehanizama tumorske
invazije. Poznata je i povec¢ana prisutnost MMP na povrSini stanica melanoma, kao i u
okoliSu tumora. Huntington i sur. sugerirali su da je konstitutivna ekspresija MMP-1
povezana s aktivacijom mutacije BRAF V600 puta RAS/RAF/MEK/ERK. U tri ispitivane
stanicne linije melanoma, aktivacija ovog puta je posredovana mutacijom BRAF V600,
a u jednoj stani¢noj liniji autokrinim djelovanjem faktora rasta fibroblasta [141].
Heterogenost tumora i aktivacija imunoloskog sustava znacajni su ¢Cimbenici koji utjeCu
na prezivljenje bolesnika i izbor odgovarajuce terapije. Pokusaj blokiranja MMP-a u
terapijske svrhe nije pokazao ohrabrujuée rezultate. Nekoliko faktora rasta (EGF,
PDGF, bFGF, VEGF) i citokina (IL-1, IL-6, TNF-a, TGF-B) mogu utjecati na de novo
sintezu MMP. Nasi rezultati utvrduju znacajnu povezanost u ekspresiji MMP-1 i
prisutnosti foxp3+ pozitivnih Treg limfocita u TIL-u ispitivanih melanoma. Nadalje,
Aguirre i sur. isticu kako inhibicija aktivhosti MMP s inhibitorima MMP ili anti-MMP-10
neutraliziraju¢im protutijelima obnavlja PD-L1 eskpresiju na stanicama fibroblasta
[142]. Ipak, u ovom istrazivanju nije pronadena korelacija aktivnosti enzima MMP-1 i

MMP-13 s ekspresijom molekula PD-1/PD-L1 signalnog puta.

U analizi bolesnika s uznapredovalim melanomom lije€enih pembrolizumabom u
KEYNOTE-001 studiji, procijenjena je stopa OS nakon 5 godina u ukupnoj populaciji i
kod onih koji prethodno nisu bili onkolo$ki aktivno lijeCeni. Postotak bolesnika s trajnim
odgovorom bio je veci u onih koji prethodno nisu primali drugu terapiju nego u svih
pacijenata. Ovi podaci, koji predstavljaju najdulje pracenje pembrolizumaba, potvrduju
trajno antitumorsko djelovanje pembrolizumaba u uznapredovalom i metastatskom
melanomu. Sigurnosni profil pembrolizumaba u bolesnika s melanomom djelomi¢no je
utvrden kroz KEYNOTE-001 [92].

Petogodisnje stope OS-a opazene kod pacijenata u terapiji pembrolizumabom u ovoj
analizi bile su znac¢ajno viSe od onih prijavljenih za monoterapiju ipilimumabom (12,3%
naspram 28,4%). Kao i kod ovdje predstavljenih rezultata [pembrolizumab, stope 5-
godisnjeg OS: 34% (svi pacijenti) naspram 41% (bolesnici koji prethodno nisu bili
lije€eni)], nesto viSe stope 5-godidnjeg preZivljenja postignute su s ipilimumabom u

pacijenata koji prethodno nisu bili lijeceni [ipilimumab , 5-godiSnje stope OS: 12,3%—
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28,4% (svi pacijenti) naspram 21,4%-49,5% (nelijeCeni pacijenti)] [93,94,96].
Nivolumab u monoterapiji pokazao je stopu OS-a od 34% i medijan OS-a od
17,3 mjeseci nakon = 45-mjesecnog pracenja u bolesnika koji su prethodno intenzivno
ljeCeni. Plato u OS-u primijeCen je nakon otprilike 48 mjeseci, Sto ukazuje na
dugoroCnu korist kod nekih pacijenata. Biomarkeri za predvidanje odgovora na
imunoterapiju kod uznapredovalih zlo¢udnih bolesti opsezno se proucavaju, a neki su
i kliniki potvrdeni. Oni se mogu detektirati i mjeriti u tumorskom tkivu ili u perifernoj
krvi. Tkivni biomarkeri odobreni od strane FDA za solidne tumore ukljuCuju PD-L1,
optereCenje mutacija tumora (TMB) i mikrosatelitsku nestabilnost (MSI). Kako je to
slucaj i u velikim klini¢kim studijama, ekspresija PD-1 i PD-L1 nije imala utjecaj na PFS
kod ispitivane grupe pacijenata lijeCenih imunoterapijom [91]. ZakljuCci koje donosi i
ova studija temelj su modernog shvacanja daljnjeg poboljSanja ucinkovitosti
imunoterapije. Sada je gotovo pa sigurno da se strategija predvidanja boljeg odgovora
na lijeCene imunoterapijom Krije upravo u razumijevanju regulacije signalnog puta PD-
1 / PD-L1. Slozeni mehanizmi spomenute regulacije pa i mehanizmi otpornosti
ograni¢avaju otkrice pojedinacnih prognosti¢kih i prediktivnin biomarkera. Zakljucci
ovakvih studija mogli bi biti korisni u identificiranju klinickih skupina pacijenata s

najvec¢om koristi imunoterapije.
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6. ZAKLJUCCI

. Ekspresija molekula PD-1 i PD-L1 nije se statistiCki znaCajno razlikovala kod

razli¢itih anatomskih lokalizacija melanoma. (p=0.59)

. Ekspresija PD-L1 molekule bila je statisticki znaCajno ve¢a u nodularnim
melanomima $to ukazuje na Cinjenicu njezine pozitivne regulacije u agresivnijim
oblicima melanoma s dominantno vertikalnim na¢inom rasta. (p=0.06)

. Cinjenicu poviene ekspresije PD-L1 proteina u invazivnijim oblicima melanoma
moze potkrijepiti i podatak o statistiCki znacajno viSoj ekspresiji kod melanoma sa
Sirenjem malignih stanica u limfni ¢vor €uvar. (p=0.002)

. Kljuéne molekule istrazivanog signalnog puta, PD-1 i PD-L1 jaCe su izrazene u

melanomima svrstanim u kategoriju Breslow > 1.5 mm. (p= 0,013 i p=0.009)

. Vecina istrazivanih primarnih melanoma posjeduje TIL u kategoriji NON BRISK A,
Sto oznacuije infiltraciju limfocitima na rubovima melanoma, ali diskontinuirano u ne
viSe od Cetiri sloja (43% uzoraka ispitivane grupe)

. Analiza rezultata pokazala je da postoji statisticki znaCajna povezanost izmedu
ekspresije proteina PD-L1 na membrani stanica melanoma i PD-1 ekspresije na
limfocitima (p =0.005)

. Pronadene su razlike u izrazaju ispitivanih molekula ovisno o smjeStaju TIL-a.
Ekspresija PD-L1 molekule na tumorskim stanica gotovo uvijek iznosi > 50% kada
je TIL u kategoriji BRISK B. S druge strane, vidljivo je kako u sluaju smjestaja
limfocita na rubovima melanoma, ekspresija PD-L1 molekule ima statistiCki
znacajno manje razine. U kategoriji BRISK B statistiCki je znacajna razlika u
ekspresiji PD-1 molekule limfocita u odnosu na kategoriju NON BRISK A, kojoj
pripada vecina analiziranih uzoraka.

. Utvrdeno je prisustvo CD20 pozitivnih B limfocita u TIL-u 18 (22%) istrazivanih
melanoma. lako nema razlike u ekspresiji PD-1 molekula kada TIL ¢ine i B limfociti,
verificirano je da je median ekspresije PD-L1 zna¢ajno maniji u slu¢aju prisustva
CD20* limfocita. (p=0.002)

. Nismo dokazali dominantno prisustvo odredenih podtpova limfocita (CD8*, CD4* ili
Treg) u nekom od kategorija TiL-a po BRISK klasifikaciji. Takoder, nije utvrdena
povezanost u regulaciji ekspresije PD-1 i PD-L1 molekule s dominantnim

prisustvom nekih od podtipova T limfocita u TIL-u.
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10. Analizom nasih rezultata dokazano je kako proteini uklju€eni u regulaciju stani¢nog
puta i apoptoze tumorske stanice (ciklin D1, Bcl-2 i MITF) reguliraju ekspresiju PD-
L1 proteina na stanici tumora te utjecu i na izrazenost PD-1 molekula na limfocitima
oko tumora
a. Dokazana je statistiCki znacCajna korelacija ekspresije PD-1 i PD-L1 proteina
s ekspresijom ciklina D1 u citoplazmi tumorskih stanica. (p<0.001 u oba
slucaja)
e Utvrdena je statisticki znaCajno vecCa ekspresija ciklina D1 u
tumorskim stanicama kada njihov TIL svrstamo u kategoriju BRISK
B

¢ Nije utvrdena statistiCki znaCajna povezanost ekspresije ciklina D1

s prisutnosti neke od odredenih podvrsta T limfocita

e Utvrdena je statisticki znaCajna povecCana ekspresija ciklina D1

kada su u TIL-u prisutni B limfociti

b. Postoji statistiCki znaCajna povezanost izmedu ekspresije proteina Bcl-2 s

ekspresijom proteina PD-1/PD-L1 signalnog puta ( u oba slu¢aja p < 0.001).

e Utvrdena je statistiCki znaCajna razlika u ekspresiji ovog proteina
kod nodularnog melanoma u odnosu na druge ispitivane histoloSke
podtipove

e Utvrdena je statisticki znaajno veca ekspresija Bcl-2 proteina u
tumorskim stanicama kada njihov TIL svrstamo u kategoriju BRISK
B

c. Utvrdena je statistiCki znaCajna povezanost izmedu ekspresije proteina
MITF s ekspresijom proteina PD-1/PD-L1 signalnog puta inhibicije limfocita
(u oba slu¢aja p < 0.001).

o Ekspresija MITF proteina statistiCki se znacajno razlikuje u grupama
primarnog melanoma trupa i ekstremiteta

e Utvrdili smo statistiCki znacajnu povisenu ekspresiju MITF proteina

u uznapredovanim klinickim stadijima melanoma
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11. Utvrdeno je kako ne postoli statistiCki znaCajna povezanost izmedu ekspresije
metaloproteinaza, podvrste kolagenaza (MMP-1) s ekspresijom proteina PD-1 i
PD-L1 signalnog puta (p=0.059) (p=0.723). Takoder, ne postoli statistiCki znacajna
povezanost izmedu ekspresije MMP-13 s ekspresijom proteina PD-1 i PD-L1
(p=0.173) (p=0.510).

a. Postoji znaCajna povezanost u ekspresiji MMP-1 i prisutnosti foxp3+
pozitivnih Treg limfocita u TIL-u ispitivanih melanoma (p=0.006).

12. U analizi povezanosti PD-1 ekspresije, uzoraka melanoma prije lijeCenja
imunoterapijom, s udjelom odredenih vrsta limfocita u TIL-u pronasli smo statisticki
znacajnu povezanost s ekspresijom foxp3+ na Treg limfocitima (p=0.001).

13. Ekspresija PD-1 i PD-L1 proteina, u grupi pacijenata lijeCenih imunoterapijom, bila
je znacajno veca u sluc€aju TIL-a gdje se limfociti nalaze unutar tumorskog tkiva
(BRISK B i NON BRISK B)

14. MITF amplifikacija je potvrdena u 9 uzoraka, odnosno u njih 29% grupe pacijenata
koji su lijeCeni imunoterapijom. Razlika u ekspresiji PD-L1 je bila statistiCki znaCajna
ovisno o tomu postoji li MITF amplifikacija ili ne postoji (Mann-Whitney U test,
p=0,008). (Slika 34.) Protein PD-1 nije bio statistiCki znacajno ovisan o MITF
amplifikaciji. (p=0.127). Rezultati ovisnosti PD-L1 ekspresije o MITF amplifikaciji
potvrdeni su i u grupi metastaza melanoma.

15. Median vremena do progresije bolesti (PFS) u ispitivanoj grupi pacijenata lije€enih
imunoterapijom iznosio je 22 mjeseca (95%, Cl 16.2 do 29.4). Prosje¢no vrijeme
praéenja pacijenata ove grupe bilo je 47 mjeseci (u rasponu od 0.03 do 51
mjeseca). Nije utvrden statistiCki znacajan utjecaj na PFS u grupama razliCite
ekspresije PD-1 i PD-L1 molekule. Nije bilo statisticki znacajne razlike u PFS-u u
grupama klasifikacije TIL-a.

16.U grupi uzoraka metastaza melanoma, n=31, potvrdili smo rezultat koji ukazuje na
mogucu regulaciju ekspresije PD-L1 molekule od strane MITF proteina i njegovih
interakcija u tumorskim stanicama. Ekspresija je bila statisticki znacajno veca i kod

prisutne amplifikacije MITF gena (utvrdene u 10 uzoraka metastaza melanoma).
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melanoma lije¢enih imunoterapijom
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Tablica 14. Prikaz analize korelacije, odnosno Pearsonovog koeficijenta korelacije i
p vrijednosti medusobne povezanosti IHC ekspresije PD-L1 s ostalim ispitivanim
proteinima tumorske stanice i limfocita oko tumora u grupi pacijenata lije¢enih

imunoterapijom

POPIS SLIKA

Slika 1. Shematski prikaz odredivanja stadija melanoma

Slika 2. Prikaz prekomjerne aktivacije puta RAS—-RAF—-MEK-ERK u patogenezi
melanoma. Preuzeto iz rada Scolyer i sur. [20]

Slika 3. Prikaz interakcije citotoksi¢nog limfocita i tumorske stanice kao i kaskada
signalnih puteva reguliranih IFN-y. Preuzeto iz rada Nardone i sur. [40]

Slika 4. Faktori angiogeneze u melanomu, kljucni za sprjeCavanje hipoksije
tumorskog tkiva kao i metastaziranje. Preuzeto iz rada Raiabi i sur. [48]

Slika 5. Enzimi matriks metaloproteinaza u funkciji remodeliranja tumorskog
mikrookoliSa. Preuzeto iz rada Docampo i sur. [64]

Slika 6. Prikaz utjecaja MITF proteina u imunomodulaciji stanice melanoma.
Preuzeto iz rada Dilshat i sur. [67]

Slika 7. Modificirana BRISK klasifikacija shematski prikazuje distribuciju limfocita u
TIL-u. . Modificirano prema Betof i sur. [74]

Slika 8. Box & whisker dijagram odnosa PD-1 ekspresije u grupama prema
histolo§kom tipu ispitivanih primarnih melanoma; (p=0.06)

Slika 9. Box & whisker dijagram odnosa PD-L1 ekspresije u grupama prema
histolo§kom tipu ispitivanih primarnih melanoma; (p=0.01)

Slika 10. Box & whisker dijagram odnosa PD-L1 u grupama melanoma prema
podatku prisutnosti invazie tumorskih stanica u limfnom ¢voru ¢uvaru; (p=0.002)
Slika 11. Box & whisker dijagram odnosa PD-L1 u grupama na osnovu Breslow
kategorije 1 < 1.5mm te kategorija 2 — Breslow > 1.5mm; (p=0.009)

Slika 12. Imunohistokemijsko bojanje na PD-L1 stanica melanoma i difuzna
ekspresija PD-L1 proteina na membrani melanomske stanice (povecanje x200)
Slika 13. Raspodjela melanoma na osnovu odredene BRISK kategorije.

Slika 14. Imunohistokemijsko bojanje na CD3 limfocita TIL-a: A- infiltracija limfocita
medu stanicama melanoma u BRISK B kategoriji; B — periferno smjesteni limfociti u >

4 sloja u BRISK A kategoriji (povecanje x200)
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Slika 15. Dijagram rasprSenja - postoji statistiCki znacajna povezanost izmedu
ekspresije proteina PD-L1 i PD-1 ekspresije na limfocitima primarnih melanoma; (r =
0.48 ; p <0.05)

Slika 16. Box & whisker dijagram usporedbe IHC PD-L1 ekspresije prema BRISK
kategorijama; (p<0.001)

Slika 17. Box & whisker dijagram usporedbe IHC PD-1 ekspresije prema BRISK
kategorijama; (p<0.001)

Slika 18. Box & whisker dijagram usporedbe IHC PD-L1 ekspresije u slucaju
prisustva CD20* limfocita u TIL.u; p = 0.002

Slika 19. Box & whisker dijagram usporedbe IHC CD4* pozitiviteta u razlicitim
histolo$kim tipovima melanoma; p = 0.034

Slika 20. Dijagram rasprsenja — u usporedbi ispitivanih podvrsta T limfocita utvrdena
Je negativna korelacija izmedu prisustva CD8* i CD4* limfocita (r= - 0.894, p < 0.01).
Slika 21. Imunohistokemijsko bojanje na Bcl-2, MITF i ciklin D1 stanica melanoma i
difuzna ekspresija tih proteina u citoplazmi i jezgri (ciklin D1)i melanomske stanice
Slika 22. Dijagram rasprsenja — povezanost izmedu ekspresije PD-1 molekule
limfocita i ekspresije ciklina D1 tumorske stanice (r=0.519, p<0.001).

Slika 23. Dijagram rasprSenja — statistiCki znacajna povezanost izmedu ekspresije
PD-L1 molekule i ciklina D1 (r=0.787, p<0.001)

Slika 24. Box & whisker dijagram statistiCki znacajne razlike ekspresije ciklina D1 u
tumorskim stanicama melanoma sa Sirenjem u limfni ¢vor ¢uvar; p=0.003

Slika 25. Box & whisker dijagram statistiCki znacajne razlike ekspresije ciklin D1
proteina u slucaju prisutnosti B limfocita u TIL-u; p=0.015

Slika 26. Dijagram rasprsenja — statistiCki znaCajna povezanost izmedu ekspresije
proteina Bcl-2 s ekspresijom proteina PD-1

Slika 27. Dijagram rasprSenja — statistiCki znacajna povezanost izmedu ekspresije
proteina Bcl-2 s ekspresijom proteina PD-L1

Slika 28. Box & whisker dijagram statistiCki znacajne razlike ekspresije Bcl-2 u
tumorskim stanicama melanoma sa Sirenjem u limfni ¢vor ¢uvar; p=0.005

Slika 29. Box & whisker dijagram je statistiCki zna¢ajna razlika u ekspresiji Bcl-2
proteina kod nodularnog melanoma u odnosu na druge ispitivane histoloske
podtipove; p=0.034

Slika 30. Dijagram rasprsenja — statistiCki znacajna povezanost izmedu ekspresije

proteina MITF s ekspresijom proteina PD-1; p < 0.001
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Slika 31. Dijagram rasprSenja — statistiCki znacajna povezanost izmedu ekspresije

proteina Bcl-2 s ekspresijom PD-L1; p < 0.001

Slika 32. Box & whisker dijagram statistiCki znacajne razlike ekspresije MITF

proteina u tumorskim stanicama melanoma sa Sirenjem u limfni ¢vor ¢uvar; p=0.022

Slika 33. Box & whisker dijagram statisticki znacajne razlike MITF proteina u

uznapredovanim kliniCkim stadijima melanoma

Slika 34. Dijagram rasprSenja — povezanost ekspresije MMP-1 i prisutnosti foxp3+
pozitivnih Treg limfocita; p = 0.006

Slika 35. Box & whisker dijagram statistiCki znacajno vece ekspresije PD-1 u grupi A
klasifikacije TIL-a, p=0.018

Slika 36. Dijagram rasprSenja — povezanost ekspresije PD-1 i prisutnosti foxp3+

pozitivnih Treg limfocita; p = 0.001

Slika 37. Box & whisker dijagram statistiCki znacajno vece ekspresije PD-L1 u grupi
A klasifikacije TIL-a, p=0.012

Slika 38. Box & whisker dijagram ekspresije PD-L1 ptoreina u grupi pacijenata
lije¢enih imunoterapijom ovisno o tomu postoji li MITF amplifikacija ili ne postoji
(Mann-Whitney U test, p=0,008)

Slika 39. Kaplan-Meier krivulja prezZivljenja pokazuje kako nema statistiCki znacajne
razlike u ispitivanim grupama na osnovu PD-L1 ekspresije (grupa 1 — ekspresija od
1 do 25% te grupa 2 melanomi s PD-L1 > 25%)

Slika 40. Kaplan-Meier krivulja prezZivljenja pokazuje kako nema statistiCki znacajne
razlike u ispitivanim grupama na osnovu PD-1 ekspresije (grupa 1 — ekspresija <
1%, grupa 2 ekspresija od 1 do 25% te grupa 3 melanomi s PD-1 > 25%)

Slika 41. Kaplan-Meier krivulja prezZivljenja pokazuje kako nema statistiCki znacajne

razlike u ispitivanim grupama po mjestu infiltrata limfocita.

Slika 42. Kaplan-Meier krivulja prezZivljenja pokazuje kako nema statistiCki znaCajne

razlike u ispitivanim grupama po BRISK klasifikaciji

Slika 43. Dijagram rasprSenja — povezanost ekspresije PD-L1 i ekspresije MITF

proteina u uzorcima metastaza melanoma; p = 0.004
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POPIS POKRATA

AJCC - Americki odbor za rak (eng. American Joint Committee on Cancer)
APC — antigen prezentirajuce stanice (eng. antigen presenting cells)

Bcl- 2 - ¢lan porodice anti-apoptotiCkih proteina (eng. B-cell lymphoma 2)
bFGF - faktor rasta fibroblasta

BRAF - Serin/treonin protein kinaza; (eng. v-raf murine sarcoma viral oncogene
homolog B1)

CDK2 - ciklin ovisna kinaza 2
CDK4 - ciklin ovisna kinaza 4

CDKN2A - gen inhibitora ciklin ovisne kinaze 2A(eng. cyclin dependent kinase
inhibitor 2a)

CTLA-4 - citotoksi¢ni T limfocitni antigen-4

DC - dendritiCke stanice

DNA - deoksiribonukleinska kiselina (eng. deoxyribonucleic acid)
EMT - epitelno-mezenhimalna tranzicija (prijelaz)

EU - Europska unija

FAMMM - obiteljski sindrom atipi¢nih madez-melanoma (eng. familial atypical
multiple mole melanoma)

IFN-y - interferon gama
IHC - imunohistokemija
KIT — receptor tirozin kinaze (eng. receptor tyrosine kinase)

MAPKI/ERK signalni put - Signalni put citoplazmatskih kinaza (Ras-Raf-MEK-ERK)
koje prenose signal od receptora na povrsini stanicne membrane do jezgre, odnosno
DNA)

MC1R - hormon koji veZe receptor melanokortina 1

MITF - Transcripcijski faktor udruzen s mikroftalmijom ( eng. Microphthalmia
associatedtranscription factor)

MMP - matriks metaloproteinaza

MSH - hormon koji stimulira melanocite

NK - prirodno ubilacke stanice (eng. natural killer cell)

PCRs - populacijski registri raka (eng. population-based cancer registries)

PD-1 - Protein programirane smrti stanice 1 (eng. Programmed Cell Death Protein 1)
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PD-L1 - ligand proteina programirane smrti stanice 1 (eng. Programmed Cell Death

Protein 1 Ligand)

PI3K-Akt — eng. phosphatidylinositol 3-kinase; protein kinase B
PIGF - faktor rasta placente

TCR - T-stani¢ni receptor

TERT — gen reverzne transkriptaze telomeraza (eng. telomerase reverse
transcriptase)

TIL - limfociti koji infiltriraju tumor (eng. tumor-infiltrating lymphocytes)
TMA - kivni mikroarej (eng. Tissue microarrey)

TNFa - Cimbenik nekroze tumora

Treg — regulacijske T-stanice (eng. regulatory T cells)

UV - ultravioletno, ultraljubi¢asto

VEGF - faktor rasta krvih Zila (eng. Vascular endothel growth factor A)
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Rijeka, 2017 (sazetak, ostalo)
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Summit 2017 (sazetak, ostalo)
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