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POPIS KORISTENIH KRATICA | OZNAKA

AJCC — Americki ujedinjeni odbor za rak (prema engl. American Joint Committee on Cancer)
ALM - akrolentiginozni melanom

APT53 — p53 protoonkogen

C - citozin

DNK — deoksiribonukleinska kiselina

HMB-45 — prema engl. human melanoma black 45

KBC — klinic¢ki bolnicki centar

LDH — laktat dehidrogenaza

LMM - lentigo maligni melanom

Melan A — melanosomalni protein

MM — maligni melanom

NCC — stanice neuralnog grebena (prema engl. neural crest cells)

NM — nodularni melanom

OB — op¢a bolnica

PET/CT - pozitronska emisijska tomografija s kompjutoriziranom tomografijom (prema engl.
positron emission tomography and computed tomography)

SCREEN - Istrazivanje raka koze radi dokazivanja ucinkovitosti probira u Sjevernoj
Njemackoj (prema engl. Skin Cancer Research to Provide Evidence of Effectiveness of
Screening in Northern Germany)

SLN — limfni ¢vor strazar (prema engl. sentinel lympf node)

SPF — zastitni faktor (prema engl. sun protection filter)

SSM — povrsinsko Sire¢i melanom (prema engl. superficial spreading melanoma)
SZS — sredignji zivEani sustav

T - timin

TNM - sustav stupnjevanja tumora

UV zracenje — ultraljubicasto zracenje (prema engl. ultraviolet)



1. UvOD

1. UvOD

Zloc¢udni tumori koze naj¢eséi su tumori u ljudi, a broj oboljelih je u znatnom porastu. Razvoju
najces¢ih tumora koze, bazocelularnom karcinomu 1 spinocelularnom karcinomu, prethodi
viSegodiSnji boravak na suncu dok intermitentno suncanje i opekline nastale sun¢anjem imaju
vaznu ulogu u razvoju najzlo¢udnijeg tumora koze i vidljivih sluznica, malignog melanoma
(MM). Sunceva svjetlost emitira dva tipa ultraljubicastih (UV, prema engl. ultraviolet) zraka,
UVA i UVB. UVB zraenje valne duljine od 290 do 320 nm ima moguénost utjecati na
deoksiribonukleinsku kiselinu (DNK) fotonima koji ju o$te¢uju te uslijed oSte¢enja keratinociti
prelaze u karcinomske stanice (1). Sve mutacije uzrokovane $tetnim UV zraenjem zbivaju se
na dipirimidinskim mjestima, odnosno mjestima na kojima je citozinski (C) ili timinski (T)
nukleotid deoksiribonukelinske kiseline tik uz drugi citozinski ili timinski nukleotid. Dvije
tre¢ine svih mutacija su zamjena timina s citozinom, a svega 10 % otpada na mutacije dva
susjedna citozina (CC) koji prelaze u par timinskih (TT) nukleotida. Navedenim mutacijama
nastaju fotoprodukti: dimeri pirimidin-pirimidon i ciklobutanski dimeri. Ciklobutanski dimeri
mogu uzrokovati mutacije dvama nacinima. Prvo, tijekom replikacije, DNK polimeraza moze
osteceni citozin procitati kao timin 1 spariti ga s adeninom. U iducoj replikaciji polimeraza ¢e
spariti nukleotid adenina s nukleotidom timina Sto ¢e rezultirati zamjenom citozina s timinom.
Uz navedeni na¢in mutacija ciklobutanski dimeri takoder ubrzavaju spontanu deaminaciju
citozina u uracil §to rezultira istom zamjenom navedenom u prvom nacinu. Tumori koji nose
klasi¢ni ,, UV potpis*“ moraju sadrzavati UV inducirane oksidativne mutacije. UVA slabo
inducira mutacije fotosenzibilizacijom, ali stvara oksidativnhe mutacije zamjene timina
gvaninom. Ta zamjena smatra se ,otiskom prsta“ UVA uzrokovane mutacije (1, 2).
Protoonkogen p53 (ATP53), tumor supresorski gen, vaznu ulogu igra u zaustavljanju stani¢nog
ciklusa 1 omogucavanju popravka DNK ukoliko dode do oSte¢enja. Ukoliko ne dode do
popravka DNK, stanica odlazi u apoptozu, stoga keratinociti koji imaju mutirani p53

protoonkogen gube sposobnost apoptoze stanice inducirane UV zra¢enjem (1).

Osim UV zrafenjem, karcinom koZe moze nastati 1 uslijed Stetnog djelovanja kemijskih tvari
poput katrana, arsena i parafinskog ulja. Ljudi koji su profesionalno izlozeni rendgenskim
zrakama mogu razviti karcinom potaknut djelovanjem ioniziraju¢im zra¢enjem, no danas su to

rijetki slucajevi s obzirom na sve mjere predostroznosti i zastite djelatnika (1).
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1.1 Koza

Koza kao najveci organ u tijelu predstavlja sustav koji upravlja tjelesnom temperaturom, osjeca
bolne 1 ugodne podrazaje, sprjecava tvarima da udu u tijelo i pruza zastitu od Stetnog djelovanja
sunca (3). Osnovni su slojevi koze epidermis i dermis. Epidermis, vanjski vidljivi sloj koze, u
najviSem djelu sacinjava stratum korneum (roznati sloj), koji se sastoji od odumrlih stanica te
Stiti kozu od Stetnih tvari. Na dnu epidermisa nalaze se melanociti, stanice koje proizvode tamno
obojeni kozni pigment melanin. Ispod epidermisa nalazi se dermis, unutarnji deblji sloj koze,
koji sadrzi receptore za dodir i bol, mrezu krvnih zila i Zivaca. Dermis se dijeli na papilarni,
tanki sloj graden od rahlog veziva, te deblji retikularni sloj sacinjen od gustog veziva najveé¢im
dijelom sacinjenog od kolagenih vlakana tipa I. U dermisu se uz gustu mrezu krvnih i limfnih

zila nalaze i derivati epidermisa poput Zlijezda znojnica i lojnica te folikula dlake (4, 5).

1.1.1. Melanin

Melanin nepravilan je kompleksni polimer koji sadrzava indole i druge meduprodukte nastale
oksidacijom aminokiseline tirozina. To je pigment prisutan u povrSinskim strukturama
kraljeznjaka. Klju¢ni korak u biogenezi melanina je oksidacija tirozina enzimom tirozinazom.
Navedeni enzim aktivan je u specijaliziranim organelima pigmentnog epitela mreznice i
melanocitima. Melanin u sisavcima nastaje kao unutarstani¢na granula koja s melanocita prelazi
u epitelne stanice. Apsorpcija svjetla od strane melanina ima nekoliko bioloskih funkcija,
ukljucujuci zastitu fotoreceptora, termoregulaciju i foto zastitu. Postoji nekoliko vrsta melanina
— eumelanin, prisutan u kozi, kosi i podru¢ju oko bradavica; feomelanin, pigment je koji daje
crvenu 1 ruzic¢astu boju stoga je ovo glavni pigment pronaden kod crvenokosih ljudi te
neuromelanin, tip melanina pronaden u razlic¢itim dijelovima mozga. Melanin se komercijalno
koristi kao sastojak fotozastitnih krema, no u svrhu uklanjanja slobodnih radikala, a manje zbog

mogucosti upijanja svjetla (6).

1.1.2. Melanociti

Melanociti tvore heterogenu skupinu stanica u tijelu. Svi melanociti imaju sposobnost stvaranja
melanina te potjeCu od istih embrionalnih stanica nazvanih stanicama neuralnog grebena (NCC,
prema engl. neural crest cells), no njihove su posebne funkcije na ciljanim mjestima mnogo
Sire od samo sintetiziranja melanina. Pronadeni su u epidermisu, oku i kosi, gdje strukturama

daju boju, no takoder su pronadeni i u unutarnjem uhu, zZiv€éanom sustavu, srcu te brojnim
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drugim strukturama. Osim melanocita, melanin takoder sintetiziraju pigmente stanice mreznice,

epitela irisa i cijilarnog tijela oka, neki neuroni i adipociti.

Zivotni ciklus melanocita sastoji se od nekoliko koraka ukljudujuéi specifikaciju loze iz
embrionalnih stanica neuralnog grebena (melanoblast), migraciju i proliferaciju melanoblasta
te diferencijaciju u melanocite, sazrijevanje melanocita (proizvodnja melanina u
specijaliziranim organelima - melanosomi), transport zrelih melanosoma do keratinocita ili

eventualne stani¢ne smrti (7).

1.2. Displasti¢ni nevus

Atipi¢ni nevocelularni nevus, displasti¢ni nevus, obi¢no se pojavljuje nakon puberteta ili u
odrasloj dobi. Razlikujemo dva temeljna oblika: hereditarni i nehereditarni. Hereditarni oblik
displasti¢énog nevusa uvijek je multipli te nosi visok rizik razvoja u maligni melanom, dok
nehereditarni displasti¢ni nevusi mogu biti i solitarni i multipli. Karakterizira ih nejednako
smeckasto, crno ili Zuto obojenje, asimetri¢nost, rubova neostro ograni¢enih od okolne koze te
promjera veceg od 5 mm uz blagu elevaciju (8). Displasti¢ni nevusi su intermedijarni stadij
izmedu nevusa i malignog melanoma stoga oni predstavljaju najja¢i postojani faktor rizika za

razvoj MM (9).

1.3. Melanom

MM, tumor sklon ranom lifmogenom i/ili hematogenom metastaziranju ubraja se u jedne od
najagresivnijih zlo¢udnih tumora koze 1 vidljivih sluznica. Visokoj poziciji na listi agresivnih
tumora, takoder pridonosi i lokalna agresivnost koju ovaj tumor pokazuje. Naziv je dobio po
pigmentu melaninu koji je prisutan u velikom broju sluéajeva. Klini¢ki se melanom ocituje na
razli¢ite nacine te postoje velike razlike u boji, od hiperpigmentiranih do amelanoti¢nih
promjena (10). Pri razvoju, MM prolazi kroz tri faze rasta. Prva faza je in situ faza koju odlikuje
pojava malignih melanocita u bazalnom sloju epidermisa. Zatim slijedi druga faza odnosno faza
lateralnog Sirenja U kojoj tumorske stanice invadiraju papilarni dermis te naposljetku, treca faza
ili faza vertikalnog rasta u kojoj je tumorski ¢vor vidljiv klini¢ki i mikroskopski, a tumorske
stanice nalaze se duboko u papilarnom dermisu. Postoji vise vrsta MM koje pomocu klini¢ke i
histoloske slike mozemo klasificirati, a razlikujemo lentigo maligna (melanom in situ), lentigo
maligni melanom (LMM), povrsinsko Sire¢i melanom (SSM, prema engl. superficial spreading

melanoma), nodularni melanom (NM), akrolentiginozni melanom (ALM), te rjede, maligni

3
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melanom sluznica, amelanoti¢ni maligni melanom (AMM), dezmoplasti¢ni maligni melanom,
verukozni, nevoidni te spitzoidni melanoma (11). Od navedenih oblika naj¢eséi je povrsinsko
Sire¢i melanom, a pojavljuje se u ¢ak 70 % svih slu¢ajeva malignog melanoma. Klini¢ki znakovi
koji upu¢uju na MM su asimetri¢an oblik, boja koja moze varirati od svijetlosmede do plavo-
crne, nepravilni i nazubljeni rubovi te veli¢ina naj¢e$ée ve¢a od 6 mm. Prognoza MM izravno
ovisi o stupnju invazije tumora u kozu. Uz debljinu tumora bitni ¢imbenici za prognozu su tip
MM, spol te lokalizacija primarnog tumora. U prognostickom smislu razlikujemo tri klinicka
stadija MM, a to su:
e Prvi stadij, gdje je primarni tumor uocen bez klinicki vidljivih metastaza, a stopa
petogodisnjeg prezivljavanja iznosi od 70 do 80 %
e Drugi stadij, stadij u kojemu su uz primarni tumor vidljive metastaze u regionalnim
limfnim ¢vorovima te petogodiSnje prezivljavanje za ovaj stadij MM iznosi 25 %
e Tre¢i stadij, okarakteriziran primarnim tumorom s udaljenim hematogenim 1i/ili

limfogenim metastazama te petogodisnjim prezivljavanjem od 0 % (8)

1.3.1. Vrste melanoma

Histoloske podtipove prvi su predlozili Clark i Elder 1986. godine. Nedavno je dokazano da
ovi podtipovi koreliraju s odredenim vrstama molekularnih abnormalnosti, a posebno s obzirom
na prisutnost ili odsutnost kroni¢nih ostecenja od sunca (12). Cetiri histoloske vrste melanoma

Su:

e Lentigo maligni melanom, melanom je koji nastaje uslijed teSkog oSte¢enja koze
sun¢evom svjetloS¢u. Karakterizira ga in situ faza rasta atipi¢nih melanocita duz dermo-
epidermalne spojnice protezuéi se niz stijenke folikula dlaka. Melanocitna lezija
povezana je s ozbiljnim aktini¢nim oStecenjem koje se o€ituje epidermalnom atrofijom
i solarnom elastozom. Javlja se u 4 do 10 % slucajeva melanoma te najceS¢e zahvaca
stariju populaciju (65 - 80 godina) (13)

e Najcesc¢i podtip melanoma u svjetlopute populacije jest superficijalno Sire¢i melanom
koji odgovara broju od 70 % slucajeva. Za SSM tipi¢na je radijalna faza rasta ogranic¢ena
na epidermis ili usredotoc¢ena na papilarni dermis nakon koje slijedi vertikalna faza rasta
s prisutnos$¢u invazija u retikularnom dermisu (14). SSM se pojavljuje u dobi izmedu
30 1 50 godina te je neSto ¢e$¢i u Zena nego u muskaraca. Najc¢eS¢e se pojavljuje na

predjelima koze koji su najizlozeniji suncu poput trupa i donjih udova (8)



1. UvOD

e Nodularni melanom karakterizira brza stopa rasta, a procijenjena stopa invazije iznosi
0,5 mm mjese¢no. NM podtip je melanoma koji naj¢es¢e ima ulceriranu povrsinu te mu
je prosjecna debljina najveca usporedujuci s ostalim vrstama melanoma (12). Zasluzan
je za 15 do 30 % slucajeva melanoma te se pretezno pojavljuje u muske populacije uz

lokalizaciju na podrucju glave, vrata i trupa (5)

e Akrolentiginozni melanom histoloska je podvrsta koja se javlja na kozi dlanova, stopala
i ispod nokta. lako u nekim zemljama, posebice Latinskoj Americi, Aziji i Africi
predstavlja najcesce dijagnosticirani podtip bolesti, u populaciji Europe predstavlja
samo mali udio dijagnosticiranih melanoma stoga nije toliko detaljno istrazen kao ostali
podtipovi. Razvoj ove bolesti multifaktorijalnog je oblika, odnosno za razvoj su osim
genetske predispozicije bitni i okoli$ni ¢imbenici poput traume (15). Iz tog razloga ovaj
tumor nastaje na mjestima koja trpe najvise opterecenja i stresa te obuhvaca oba spola

podjednako uz dob pojave izmedu 40. i 50. godine Zivota (8)

1.3.2. Dijagnostika melanoma

Pri dijagnosticiranju melanoma, osim klini¢kih karakteristika i izgleda lezije, vazno je uéiniti
dermatoskopski pregled te patohistolosku i imunohistokemijsku dijagnostiku. Ukoliko postoji
sumnja na pro$irenje bolesti rade se, s obzirom na indikacije, dodatne metode dijagnostike
poput limfoscintigrafije s biopsijom sentinel limfnog ¢vora (SLN, prema engl. sentinel lymph
node), radioloske dijagnostike te pozitronske emisijske tomografije s kompjuteriziranom
tomografijom (PET/CT, prema engl. positron emission tomography and computed tomography)
(16).

1.3.2.1. Klini¢ka dijagnostika MM ABCDEF pravilom

Klini¢ki znakovi prema kojima se postavlja sumnja poznati su kao ABCDEF pravilo (A —
asimetrija, nepravilan oblik; B — rubovi (engl. border), nepravilni nazubljeni rubovi; C — boja
(prema engl. color), od svijetlosmede do tamnosmede, nehomogene boje; D — promjer (prema
engl. diameter), svaka lezija ve¢a od 6 mm trebala bi pobuditi sumnju na melanom; E —
izdizanje (prema engl. elevation), izdizanje iznad koze i F — osjecaj (prema engl. feeling), trajan
osjecaj bolnosti, svrbeza ili peckanja kozne lezije) (17). Benigna promjena obi¢no je simetri¢na
s pravilnim i glatkim rubovima uz jednoliku boju koja je naj¢es¢e smeda te promjera manjeg
od 5 mm, dok asimetri¢ne promjene, neostro ograni¢enih i nazubljenih rubova, nejednolike

pigmentacije, crne, plave, crvene ili bijele boje i promjera ve¢eg od 5 mm bude sumnju na MM

5
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(16). Osim ABCDEF pravila od pomo¢i je i ,,znak ruznog paceta* (prema engl. ugly duckling
sign) prema kojemu je svaka kozna promjena koja odstupa od vecine nevoidnih promjena na
kozi, sumnjiva. Svaki nevus koji se razlikuje od dominantnog oblika nevusa koje osoba ima
treba detaljnije pregledati. Znakovi upale, vlazenje, erozije ili ulceracije, stvaranje krasta ili
krvarenje iz melanocitne lezije ostali su znakovi koji trebaju pobuditi sumnju da se radi o

melanomu (16).

1.3.3. Klasifikacija melanoma

Melanom se klasificira prema Ameri¢kom ujedinjenom odboru za rak (AJCC, prema engl.
American Joint Committee on Cancer) sustavu za klasifikaciju. AJCC u upotrebu stavlja sustav
temeljen na TNM Kklasifikaciji (T — tumor, prema engl. node — N — regionalni limfni ¢vor, M —
udaljene metastaze). TNM temelji se na patoloskim karakteristikama primarnog tumora (T), u
broju metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima (N) ili nenodalnim metastazama te na

prisutnosti i mjestu udaljenih metastaza (M) (Tablica 1) (12).

Tablica 1. Klasifikacija melanoma prema Americkom ujedinjenom odboru za rak (12)

T kategorija Debljina Ulceracija

Tis Ne moze se odrediti Ne moze se odrediti

T1 <1,0mm Nepoznato ili nedefinirano

Tla < 0,8 mm Bez ulceracije

Tib < 0,8 mm S ulceracijom
0,8—1,0mm Sa ili bez ulceracije

T2 >1,0-2,0mm Nepoznato ili nedefinirano

T2a >1,0-2,0mm Bez ulceracije

T2b >1,0-2,0mm S ulceracijom

T3 >2,0-4,0mm Nepoznato ili nedefinirano

T3a > 2,0-4,0mm Bez ulceracije

T3b >20-40mm S ulceracijom

T4 > 4,0 mm Nepoznato ili nedefinirano

T4a > 4,0 mm Bez ulceracija

T4b > 4,0 mm S ulceracijom




1. UvOD

N kategorija

Broj tumorom zahvaéenih

limfnih ¢vorova

Prisutnost in-transit, satelitnih ili

mikrosatelitnih metastaza

NO Bez regionalnih metastaza Ne

N1 Jedan tumorom zahvaceni Ne, osim u N1c podtipu
limfni ¢évor ili in-transit,
satelitna ili mikrosatelitna
metastaza

N2 Dva ili tri tumorom zahvaéena | Ne, osim u N2c podtipu
limfna ¢vora ili in-transit,
satelitna ili mikrosatelitna
metastaza

N3 Cetiri ili vi$e tumorom Ne, osim u N3c podtipu
zahvacena limfna ¢vora ili in-
transit, satelitna ili
mikrosatelitna metastaza

M kategorija Anatomsko mjesto LDH stupanj*

MO Udaljene metastaze nisu Ne primjenjuje se
uocene

M1 Udaljene metastaze uocene

Mla Udaljene metastaze na kozu, Nedefinirano

M1a (0) meko tkivo ukljucujuéi miSi¢ [ Nema uzdignuca

M1la (1) te neregionalne limfne Uzdignucée prisutno
CcvVorove

M1b Udaljene metastaze na pluca | Nedefinirano

M1b (0) sa ili bez M1a mjestom Nema uzdignuca

M1b (1) bolest Uzdignucée prisutno

Milc Udaljene metastaze na Nedefinirano

M1c (0) visceralnim mjestima koja Nema uzdignuéa

M1c (1) nisu SZS+ sa ili bez M1a i/ili Uzdignuée prisutno
M1b mjestima bolesti

M1d Udaljene metastaze u SZS sa | Nedefinirano

M1d (0) ili bez M1a i/ili M1b i/ili M1c | Nema uzdignuéa

M1d (1) mjestom bolesti Uzdignuce prisutno

*LDH stupanj: LDH 0 — nema uzdignuca; LDH 1 — uzdignuce prisutno

SZS — sredis$nji Ziv€ani sustav



1. UvOD

Osim TNM Kklasifikacije prognosticki je vrlo vazna 1 histoloska klasifikacija malignog
melanoma prema dubini prodora tumorskih stanica. Wallace H. Clark predlozio je Clarkove
stupnjeve invazije melanoma prema zahvacéenosti epidermisa i dermisa. Clarkova klasifikacija
uzima u obzir spol, lokalizaciju melanoma, dubinu invazije, mitotski indeks, prisutnost ili

odsutnost regresije tumora i stupanj imunoloSkog odgovora (Tablica 2) (5, 18).

Tablica 2. Clarkova klasifikacija prema dubini invazije tumorskog tkiva

Stupanj Histolo$ke karakteristike

I Tumorske stanice samo u epidermisu (in situ)

I Tumorske stanice zahvacaju papilarni dermis

Il Tumorske stanice prozimaju papilarni dermis te pocinju prodirati u retikularni

dermis
v Tumorske stanice zahvacaju retikularni dermis
\Y Tumorske stanice zahvacaju supkutano masno tkivo

Uz klasifikaciju malignog melanoma prema dubini prodora tumorskih stanica, u uporabi je i
klasifikacija malignog melanoma prema debljini tumora, odnosno Klasifikacija po Breslowu.
Klasifikacija po Breslowu podrazumijeva mjerenje dubine tumora od povrSine koze do
najdubljeg dijela tumora koriste¢i se instrumentom mikrometrom (18). Klasifikacija po
Breslowu prvi je kvantitativni pokazatelj dijagnostike melanoma koji je ujedno i lak za izvedbu
(Tablica 3) (5).

Tablica 3. Klasifikacija malignog melanoma po Breslowu prema debljini tumora

Stupanj Maksimalna debljina tumora
I < 0,75 mm
I 0,76 — 1,50mm
Il 1,51 -2,25mm
v 2,26 — 3,00mm
\% > 3mm




1. UvOD

1.4. Prevencija melanoma

1.4.1. Primarna prevencija

Izlaganje suncu glavni je uzro¢nik u razvoju melanoma. Stoga su napori za prevenciju
usmjereni u obrazovanje op¢e populacije o rizicima izlaganja suncu te poticanje na izbjegavanje
direktne sunceve svjetlosti u Sto vecoj mjeri. U primarne oblike prevencije ubrajamo koristenje
odjece za zastitu od sunca (kape, Sesiri, sunCane naocale), smanjenje vremena suncanja te
koristenje krema koje smanjuju akutne uc¢inke UV zracenja te kreme koje sadrze faktore zastite
od sunceva zraCenja (SPF, prema engl. sun protection factor). Nije jo§ u potpunosti dokazano
stiti li krema s SPF-om od nastanka melanoma, no dokazano je da smanjuje rizik od nastanka
karcinoma skvamoznih stanica. Takoder treba znati da koriStenjem kreme za suncanje ne
produljujemo vrijeme koje mozemo provesti na suncu ve¢ se i tada trebamo ponasati razumno

i izbjegavati sunce u razdoblju izmedu 11:00 i 15:00 sati (19, 20).

1.4.2. Sekundarna prevencija

Cilj sekundarne prevencije ranija je dijagnoza melanoma. Program probira u pocetku moze
dovesti do veée ucestalosti melanoma zbog povecane detekcije, no s vremenom moze smanjiti
smrtnost uzrokovanu melanomom. Takav slu¢aj dogodio se u Njemackoj tijekom trajanja
»Istrazivanja raka koze radi dokazivanja ucinkovitosti probira u Sjevernoj Njemackoj“
(SCREEN, prema engl. Skin Cancer Research to Provide Evidence of Effectiveness of
Screening in Northern Germany), najveceg projekta probira na svijetu. U postupke sekundarne
prevencije ubrajamo samopregled koji obiljeZzava detaljan pregled madeza i uocavanje
promjena u pigmentaciji i veli¢ini te pojavnost novih promjena na kozi. Osim samopregleda, u
sekundarnu prevenciju ubrajamo i odlazak dermatologu te geneti¢ko savjetovanje ukoliko
postoji povecéan rizik od nasljedivanja mutiranih gena ukoliko je jedan od roditelja imao
melanom (19, 20).



2. CILJ

2. CILJ

Ciljevi ovoga zavr$nog rada:
1. Ispitati broj dijagnosticiranih melanoma u ¢etverogodi$njem periodu
2. Ispitati u¢estalost melanoma ovisno o klasifikaciji prema Breslow-u i Clark-u

3. Usporediti specijalno histokemijsko Fontana-Masson bojenje i imunohistokemijske metode

u dijagnostici melanoma
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3. ISPITANICI | METODE

3.1 Ustroj studije

Prilikom izrade zavr$nog rada koriStena je presjecna studija s povijesnim podatcima.

3.2 Ispitanici

Za izradu ovoga rada koristila se medicinska dokumentacija Klini¢kog zavoda za patologiju i
sudsku medicinu dijagnosticiranih melanoma operiranih u KBC Osijek, u periodu od 1. sije¢nja
2017. do 31. prosinca. 2020. godine. Dijagnosticirani bolesnici izdvojeni iz arhive vodit ¢e se
pod Sifrom broja biopsije. Obrada materijala nece utjecati na dijagnozu i lijeCenje bolesnika ¢iji
¢e se materijal koristiti u studiji. Istrazivanje je odobreno od strane Eti¢kog povjerenstva
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Osijeku, 09.06.2021., UR BROJ: 602-04/21-08/07, 2158-
61-07-21-137

3.3 Metode

Analiza postoje¢e medicinske dokumentacije (arhiva) Klini¢kog zavoda za patologiju i sudsku
medicinu dijagnosticiranih melanoma operiranih u KBC Osijek, u periodu od 1. sije¢nja 2017.
do 31. prosinca 2020. g. Prikupljeni su podatci vezani za dob, spol, te je odreden stadij prema
Breslow-u i Clark-u. Uzorci melanoma analizirani su morfoloski, histokemijski i
imunohistokemijski, pomo¢u mikroskopa marke Olympus®, model BX53, na postoje¢im
arhivskim histoloskim staklima, bojenim standardnim hemalaun-eozin i specijalnim Fontana-

Masson bojenjem, te imunohistokemijskim bojenjem.

3.3.1. Obrada tkiva

Kako bismo zadrzali morfologiju tkiva na stakalcu kakvu imamo u tijelu tkivo prvo moramo
fiksirati. Fiksacija se provodi kako bi se izbjeglo razgradivanje tkiva enzimima ili bakterijama
te kako bi se sacuvao fizicki ustroj 1 molekularni sastav. Fiksacija se moZze izvesti kemijskim,
ali rjede i fizikalnim metodama. Kemijska fiksacija podrazumijeva uranjanje tkiva u otopinu
koja stabilizira ili krizno povezuje tkivne bjelancevine. Fiksativ predstavlja otopinu kojom se
vr$i fiksacija, a odlike idealnog fiksativa su ocuvanje stanica bez ikakvog oStecenja,
sprjeCavanje raspada stanica te zaStita tkiva od Stetnih utjecaja tijekom obrade tkiva za analizu.

Jedan od najboljih fiksativa koji se koristi za svjetlosnu mikroskopiju jest puferirana izotoni¢na
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otopina 4 %-tnog formaldehida (21). Uz odabir prikladnog fiksativa vazno je i vrijeme fiksacije,

pH i temperatura (5).

Postupku uklapanja tkiva u parafin ili plastiéne smole prethodi dehidracija i prosvjetljavanje.
Dehidracija je postupak uklanjanja vode iz tkiva. Postupak se provodi prenosenjem tkiva u
otopine alkohola etanola i vode u rastu¢em nizu pocevsi s nizom koncentracijom alkohola (70
%-tni etanol) te zavrSivsi visokom koncentracijom alkohola (apsolutni etanol). Razlog
stupnjevite i polagane dehidracije je taj Sto uslijed nagle dehidracije moze doc¢i do oStecenja
tkiva. Nakon dehidracije slijedi postupak uklapanja tkiva u parafin. Prije uklapanja tkivo se
uranja u otopinu za uklapanje, koja je u slu¢aju uklapanja u parafin ksilol, kako bi se istisnuo
etanol te omogucilo prodiranje parafina u tkivo. Za vrijeme prozimanja ksilola tkivom ono
postane prozirno stoga se ovaj postupak naziva i prosvjetljavanjem. Tkivo potpuno prozeto
ksilolom stavlja se u otopljeni parafin u termostatu, obi¢no na temperaturi od 58 do 60°C. Zbog
povisSene temperature ksilol isparava, a parafin u potpunosti prozima tkivo bez toplinskog i
kemijskog oSteé¢enja. Nakon procesa dobijemo parafinske blokove koji sadrzavaju tkivo te se
takvi blokovi pri¢vrs¢uju na drza¢ na mikrotomu. Mikrotom je uredaj namijenjen rezanju
parafinskih blokova, a postoje rotacijski i klizni. Nakon rezanja, rezovi debeli od 1 do 10 um
stavljaju se na predmetna stakalaca i suSe na termostatu pri temperaturi od 56°C u periodu od

12 sati ili duze (5, 21).

3.3.2. Hemalaun-eozin bojenje

Hematoksilin, komponenta je koja ne vrsi bojenje ve¢ se oksidira u hematein koji koristeéi ione
aluminija stvara bazi¢nu boju hemalaun te boji nukleinske kiseline plavo-ljubi¢astom bojom.
Eozin, kisela je boja koja acidofilne strukture poput citoplazme i tetive boji razli¢itim nijansama
I intenzitetima crvene boje. Uz nizak pH, eozin je i negativno nabijen pa na sebe veze pozitivno

nabijene proteine (5) (Slika 1, slika 2).

Protokol:

1. Supstituent — 2 puta po 15 minuta

2 Ispiranje u apsolutnom alkoholu - 3 puta po 2 minute
3. Ispiranje pod teku¢om vodom
4

Nanijeti Mayerov hematoksilin — 8 minuta i 30 sekundi

12



3. ISPITANICI | METODE

Ispiranje pod teku¢om vodom — 5 minuta
Eozin — 5 minuta
Ispiranje viska boje pod teku¢om vodom — 1 minuta

Ispiranje u apsolutnom alkoholu - 3 puta po 2 minute

© o N o O

Supstituent — 3 puta po 10 minuta

10.  Pokrivanje u uredaju Sakura Tissue-Tek Film® Automated Coverslipper (Slika 3)

Postupak bojenja preparata hemalaun-eozin tehnikom proveden je na aparatu Sakura Tissue-

Tek Prisma® Plus Automated Slide Stainer (Slika 3).

Slika 1. Maligni melanom, nakupine atipi¢nih melanocita s nakupinama pigmenta melanina
tamnosmede boje, hemalaun-eozin, 100x (Izvor: Klini¢ki zavod za patologiju i sudsku medicinu, KBC

Osijek, arhivski materijal).

Slika 2. Maligni melanom, nakupine atipi¢nih melanocita s nakupinama pigmenta melanina
tamnosmede boje, hemalaun-eozin, 400x (lzvor: Klini¢ki zavod za patologiju i sudsku medicinu, KBC
Osijek, arhivski materijal).
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Tehnikom hemalaun-eozin jezgra je obojena plavo-ljubicasto, a citoplazma obojena je

nijansama ruzicaste boje.

Slika 3. Aparat za automatsko bojenje i prekrivanje preparata na Klini¢kom zavodu za patologiju i

sudsku medicinu, KBC Osijek, ,,Sakura Tissue-Tek Film Automated Coverslipper* (Torrance,
California, SAD) i ,,Sakura Tissue-Tek Prisma Plus Automated Slide Stainer* (Torrance, California,

SAD) (lzvor: fotografirao autor rada).

3.3.3. Fontana-Masson bojenje

Bojenje Fontana-Masson koristi se za demonstraciju argentafinskih tvari kao $to su melanin,
argentafinske granule i neke neurosekretorne granule. Obrasci bojenja mogu biti korisni u
slu¢ajevima karcinoidnih tumora i melanoma. Melanin se ovom metodom boji plavo, a jezgre
stanica boje se crveno. Potrebne kemikalije su: 1 %-tna otopina zeljezovog klorida i 1 %-tna
otopina kalijevog fericijanida, Kernechtrot (Nuclear Fast Red) boja, ksilol (22).

Priprema boja:

60 ml/: 4 =15ml 1 %-tnog Zeljezovog klorida

20 ml/ : 4 = 5ml 1 %-tnog kalijevog fericijanida

5 %-tna vodena otopina aluminijevog sulfata — 5g aluminijevog sulfata i 100ml destilirane
vode

0,1 %-tna otopina Kernechtrot boje — Kernechtrot 0,1g i 100ml 5 %-tne vodene otopine

aluminijevog sulfata.

Protokol:

1. Deparafinizacija uzorka u ksilolu — 30 do 45 minuta

14



3. ISPITANICI | METODE

Ispiranje u apsolutnom alkoholu — 3 puta po 10 minuta
Ispiranje pod teku¢om vodom — 5 minuta

Svjeze pripremljena boja — 7 minuta

2
3
4
5. Temeljito ispiranje u destiliranoj vodi
6. Kontrastno bojenje u Kernechtrot — 5 minuta
7. Ispiranje u tekucoj vodi

8. Ispiranje u destiliranoj vodi

9. Alkoholni red (70 %, 96 %, apsolutni alkohol)

10. Pokrivanje entelanom

Metodom Fontana-Masson melanin se boji tamnoplavo, a jezgra stanice razli¢itim nijansama
crvene boje (21) (Slika 4, slika 5, slika 6, slika 7).

Slika 4. NM, pozitivne nakupine pigmenta melanina tamnoplave do crne boje, Fontana-Masson

bojenje, 100x (Izvor: Klini¢ki zavod za patologiju i sudsku medicinu, KBC Osijek, arhivski materijal).

Slika 5. SSM, pozitivne nakupine pigmenta melanina tamnoplave do crne boje, Fontana-Masson
bojenje, 100x (Izvor: Klinicki zavod za patologiju i sudsku medicinu, KBC Osijek, arhivski materijal).
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Slika 6. NM, bez obojenja pigmenta, Fontana-Masson bojenje, 100x (Izvor: Klini¢ki zavod za

patologiju i sudsku medicinu, KBC Osijek, arhivski materijal).

Slika 7. NM, polipoidnog izgleda, bez obojenje pigmenta, Fontana-Masson bojenje, 100x (Izvor:

Klini¢ki zavod za patologiju i sudsku medicinu, KBC Osijek, arhivski materijal).

3.3.4. Imunohistokemija

Imunohistokemija metoda je pomocu koje pronalazimo antigene u tkivima ili stanicama na
temelju reakcije antigen-antitijelo. Osnovni princip metode je da antitijelo obiljezeno
kromogenom ili radioaktivnim izotopom pronalazi antigen te nakon ostvarivanja reakcije dolazi
do ocitavanja signala. Razlikujemo direktnu i indirektnu imunohistokemiju. Direktna metoda
jednostavnija je od indirektne te se bazira na lokaliziranju antigena koriste¢i se specifi¢nim
primarnim antitijelom. Indirektna metoda Kkoristi dva antitijela, primarno antitijelo kojemu je
zadaca pronaci odredeni antigen i1 vezati se na njega, te sekundarno antitijelo, oznaceno
molekulom pomoc¢u koje ¢emo mo¢i vizualizirati reakciju, koje se veze na primarno antitijelo

I vizualizira ostvarenu reakciju antigen-antitijelo. Imunohistokemijske metode nisu dio rutinske
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dijagnostike ve¢ se koriste kod dvojbenih slucajeva i pomo¢ su patologu u postavljanju tocne
dijagnoze (5). Imunohistokemijska dijagnostika novotvorina nevomelanocitnog podrijetla vrsi
se dokazivanjem biljega poput vimentina, S-100 proteina, HMB-45 (prema engl. human

melanoma black 45) antitijela, Melan A proteina i Ki-67 indeksa proliferacije (10).

HMB-45, monoklonalno je antitijelo koje prepoznaje antigen nezrelih melanosoma te reagira s
melanomskim stanicama, funkcionalno smjeStenim nevusnim stanicama 1 fetalnim
melanocitima, ali ne reagira sa zrelim melanocitima smjestenima u dermisu. HMB-45 osim u
slu¢ajevima u kojima tumorske stanice fagocitiraju melanosome kao primjerice kod
metastatskog karcinoma dojke, ne pokazuje kriznu reaktivnost s nemelanocitnim tumorima (5,
10) (Slika 8, slika 9).

Slika 8. NM, vizualizacija imunoreaktivnih stanica na HMB-45 antitijelo (Ultra View Kit), 100x

(Izvor: Klinic¢ki zavod za patologiju i sudsku medicinu, KBC Osijek, arhivski materijal).

Slika 9. SSM, vizualizacija imunoreaktivnih stanica na HMB-45 antitijelo (Red View Kit), 100x

(Izvor: Klini¢ki zavod za patologiju i sudsku medicinu, KBC Osijek, arhivski materijal).
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Melan A koristan je u diferencijalnoj dijagnostici melanocitnih tumora, posebice metastatskih
tumora. S obzirom da Melan A prepoznaje i tumore perivaskularnih epiteloidnih stanica te
tumore stanica koji proizvode steroidne hormone poput adrenokortikalnog karcinoma, potrebno
je uz njega uciniti i HMB-45 dijagnostiku (23) (Slika 10, slika 11).

Slika 10. SSM, vidljiv signal ekspresije Melan A proteina (Red View Kit), 100x (Izvor: Klini¢ki zavod
za patologiju i sudsku medicinu, KBC Osijek, arhivski materijal).

Slika 11. NM, vidljiv signal ekspresije Melan A proteina (Red View Kit), 100x (Izvor: Klini¢ki zavod
za patologiju i sudsku medicinu, KBC Osijek, arhivski materijal).
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Ki-67, protein je ¢&ija je ekspresija strogo povezana s proliferacijom stanica. Cinjenica da je
protein Ki-67 prisutan tijekom svih aktivnih faza stani¢nog ciklusa (G1, S, G2 i mitoza), a
odsutan u mirovanju stanica (G0), ¢ini ga izvrsnim biljegom za odredivanje takozvanog udjela
rasta s obzirom na populaciju stanica (24). S obzirom da je biljeg proliferacije koji se koristi u

dijagnostici mnogih tumora, nije specifican za melanomske lezije (5) (Slika 12, slika 13).
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Slika 12. SSM, vizualizacija ekspresije Ki-67 (Red View Kit), 100x (Izvor: Klini¢ki zavod za
patologiju i sudsku medicinu, KBC Osijek, arhivski materijal).
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Slika 13. NM, vizualizacija ekspresije Ki-67 (Ultra View Kit), 100x (Izvor: Klini¢ki zavod za

patologiju i sudsku medicinu, KBC Osijek, arhivski materijal).
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Postupak imunohistokemijskog bojenja preparata proveden je na uredaju Ventana BenchMark

Ultra tvrtke Roche (Rotkreuz, Svicarska).

Antitijela koriStena za imunohistokemijsko bojenje su: anti-MART-1/melan A (A103) — misje
monoklonalno antitijelo; anti-Melanosome (HMB-45) — misje monoklonalno antitijelo; anti-

Ki-67 (30-9) — ze¢je monoklonalno antitijelo.

3.4 Statisticke metode

Kategorijski podatci predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama. Razlike
kategorijskih varijabli testirane su y2 testom, a po potrebi Fisherovim egzaktnim testom.
Normalnost raspodjele numerickih varijabli testirana je Shapiro-Wilkovim testom. Numericki
podatci opisani su aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom u slucaju raspodjela koje
slijede normalnu, a u ostalim slu¢ajevima medijanom i granicama interkvartilnog raspona.
Razina znacajnosti postavljena je na a = 0,05. Za statisti¢ku analizu koristio se MedCalc®
Statistical ~Software version 19.6 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium;
https://www.medcalc.org; 2020).
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4. REZULTATI

Istrazivanje je provedeno na 120 ispitanika, od kojih je 64 (53 %) muskaraca i 56 (47 %) Zena.

Medijan dobi ispitanika je 63 godine (interkvartilnog raspona od 53 do 74) u rasponu od 25 do

93 godine, bez znacajne razlike u odnosu na spol (Tablica 4).

Tablica 4. Razlike u dobi prema spolu

63 (58 — 73)

Median Hodges-
(interkvartilni Lehmann median 95 % CI p*
raspon) dobi difference
Muskarci 63,5 (52 — 75,5)
< 0 -5do 6 0,98
Zene

*Mann Whitney U test

S obzirom na dob, najvise ispitanika je u dobi od 60 do 69 godina, njih 34 (28 %), a starijih od

80 godina je 17 (14 %). Nema znacajnih razlika u dobi u odnosu na spol (Tablica 5).

Tablica 5. Raspodjela ispitanika prema spolu i dobnim skupinama

Broj (%) ispitanika

Dab Muskarci Zene Ukupno P
20— 29 0 1(1,8) 1(0,8)
30-39 4 (6,3) 0 4(3,3)

40 - 49 10 (15,6) 6 (10,7) 16 (13,3)

50 -59 12 (19) 11 (20) 23 (19) 030
60 -69 14 (22) 20 (36) 34(28) |
70-79 14 (22) 11 (20) 25 (21)
80-89 9 (14) 7 (13) 16 (13)
90-99 1(2) 0 1(1)
Ukupno 64 (100) 56 (100) 120 (100)

*Fisherov egzaktni test
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S obzirom na tip melanoma najucestaliji je tip SSM kod 54 (45 %) ispitanika, i NM kod 51

(42,5 %) ispitanika, bez znacajne razlike u odnosu na spol (Tablica 6).

Tablica 6. Raspodjela ispitanika prema spolu i tipovima

Broj (%) ispitanika N
Tip Muskarci Zene Ukupno P
SSM 33 (5L,6) 21(37.5) 54 (45)
NM 26 (40,6) 25 (44.6) 51 (42,5)
Nevoidni M 1(1,6) 5(8,9) 6 (5) 0.32
LMM 1(2) 1(2) 29|
M u nevusu 2(3) 0 2(2)
Neklasificirani 1(2) 4(7) 5(4)
Ukupno 64 (100) 56 (100) 120 (100)

*Fisherov egzaktni test

Najucestalija lokalizacija je tijelo, u 47 (40,2 %) sluCajeva ili ekstremiteti u 36 (30,8 %)

sluc¢ajeva. Znacajna je raspodjela ispitanika prema lokalizaciji i tipu tumora (Fisherov egzaktni
test, P < 0,001) (Tablica 7).

Tablica 7. Raspodjela ispitanika prema lokalizaciji i tipu tumora

Broj (%) ispitanika
Lokalizaclja | oo\, nv | Nevordni by g | MU Geasificirani | Ukupno ”
M nevusu
Glava i vrat 9(16,7) | 16(31,4) 2/3 1/2 0 3/5 31 (26,5)
Tijelo 24 (44,4) | 21(41,2) 0 0 2/2 0 47 (40,2)
Ekstremiteti 20 (37) | 13(25,5) 1/3 1/2 0 1/5 36 (30,8) | <0,001
Anus 0 1(2) 0 0 0 1/5 2(1,7)
Spol org. 1(2) 0 0 0 0 0 1(0,9
Ukupno 54 (100) | 51 (100) 3/3 212 2/2 5/5 117 (100)

*Fisherov egzaktni test

Na kozi je 117 (97,5 %) tumora, na sluznici samo 2 (1,7 %), a kod jednog ispitanika (0,8 %)

tumor je na oku. Nespecificirani tip tumora je znacajnije ¢eSce na sluznici ili oku u odnosu na

ostale tipove melanoma (Fisherov egzaktni test, P < 0,001) (Tablica 8).
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Tablica 8. Raspodjela ispitanika prema zahvacenosti tkiva i tipu tumora
Broj (%) ispitanika
. . P*
SSM NM Nevl\(;lldnl LMM Mu Neklasificirani | Ukupno
nevusu
Koza 54 (100) | 51(100) |  6/6 2/2 212 2/5 117 (97,5)
Sluznica 0 0 0 0 0 2/5 2(1,7) | <0,001
Oko 0 0 0 0 0 1/5 1(0,8)
Ukupno 54 (100) | 51(100) | 6/6 2/2 212 5/5 120 (100)

*Fisherov egzaktni test

Prema CLARK-u, 42 (37,5 %) ispitanika je CLARK 1V, a 34 (30,4 %) ispitanika CLARK III.
Znacajne su razlike u raspodjeli prema CLARK-u u odnosu na tip tumora (Fisherov egzaktni
test, P < 0,001) (Tablica 9).

Tablica 9. Raspodjela ispitanika prema CLARK-u — po tipu tumora

Broj (%) ispitanika p*
SSM NM Nev&'dm LMM Mu Neklasificirani | Ukupno
nevusu

CLARK | 8 (14,8) 0 0 1/2 0 0 9(8)

18 (33,3) 0 1/6 0 0 0 19 (17)
CLARKII

< 0,001

18 (33,3) | 9(19,6) 3/6 0 2/2 2/2 34 (30,4)
CLARK I
CLARK IV 9(17) 30 (65) 2/6 1/2 0 0 42 (37,5)
CLARK V 1(2) 7(15) 0 0 0 0 8(7,1)
Ukupno 54 (100) | 46 (100) 6/6 2/2 212 2/2 112 (100)

*Fisherov egzaktni test

Po Breslow Kklasifikaciji, najvise ispitanika, njih 42 (35 %) ima Breslow V, a 27 (22,5 %)

Breslow I. Postoji znacajna razlika u raspodjeli ispitanika prema debljini tumora po tipu tumora

(Fisherov egzaktni test, P < 0,001) (Tablica 10).
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Tablica 10. Raspodjela ispitanika prema debljini tumora (Breslow) po tipu tumora

Broj (%) ispitanika

F *
SSM NM Nevoidni LMM Mu Neklasificirani | Ukupno P
M nevusu
23 27
BRESLOW | | (0% | 1) | U6 12 | 12 0 2259
BRESLOW II (31175) 102) | 16 12 | 12 35 24 (20)
BRESLOW Il | 7(13) | 5 1/6 0 0 15 15 <0001
(11,8) (12,5) :
BRESLOW IV | 3(6) | 7(14) | 2/6 0 0 0 12 (10)
BRESLOWV | 4(7) |36(71) | /6 0 0 1/5 42 (35)
Ukupno 54 51 120
a00) | ooy | 68 o | 2 5/5 (100)

*Fisherov egzaktni test

Od ukupno 54 (45 %) ispitanika s SSM tipom melanoma, znacajno je vise, njih 30 (83,3 %) s
indeksom proliferacije do 10 %, a u tipu NM, od ukupno 51 (42,5 %) ispitanika, njih 23 (76,7
%) ima indeks proliferacije ve¢i od 50 % (Fisherov egzaktni test, P < 0,001) (Tablica 11).

Tablica 11. Raspodjela ispitanika prema indeksu proliferacije (Ki-67 %) u odnosu na tip

melanoma

) Broj (%) ispitanika
Tip do 10 11-20 21 - 50 >50 Ukupno P
SSM 30 (83,3) 10 (55,6) 10(27,8) | 4(13,3) | 54 (45)
NM 0 6 (33,3) 22 (61,1) | 23(76,7) | 51 (42,5)
Nevoidni M 2 (5,6) 1(5,6) 2 (5,6) 1(3,3) 6 (5)

<0,001

LMM 2 (6) 0 0 0 2(1,7)
M u nevusu 1(3) 0 1(3) 0 2(1,7)
Neklasificirani 1(3) 1(6) 1(3) 2 (6,7) 5(4,2)
Ukupno 36 (100) 18 (100) 36 (100) 30 (100) | 120 (100)

*Fisherov egzaktni test

Nema znacajnih razlika u raspodjeli ispitanika prema stadiju bolesti i prema lokalizaciji

(Tablica 12).
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Tablica 12. Raspodjela ispitanika prema stadiju bolesti i lokalizaciji

4. REZULTATI

Broj (%) ispitanika p*
Koza Sluznica Oko Ukupno
Tis 9(7,7) 0 0 9 (7,5)
Tla 27 (23,1) 0 0 27 (22,5)
T1lb 5(4,3) 0 0 5(4,2)
T2a 12 (10) 2/2 0 14 (11,7)
T2b 3(3) 0 0 3(2,5) 0,11
T3a 9 (8) 0 0 9 (7,5)
T3b 8 (7) 0 0 8 (7)
T4a 13 (11) 0 1/1 14 (12)
T4b 31 (26) 0 0 31 (26)
Ukupno 117 (100) 2/2 1/1 120 (100)

*Fisherov egzaktni test

Stadij bolesti T4b znacajno viSe imaju ispitanici s NM tipom tumora, njih 26 (51 %). Znacajna

je razlika u raspodjeli ispitanika prema stadiju bolesti i po tipu melanoma (Fisherov egzaktni
test, P < 0,001) (Tablica 13).

Tablica 13. Raspodjela ispitanika prema stadiju bolesti i po tipu melanoma

Broj (%) ispitanika
SSM NM Nevoidni LMM Mu Neklasificirani Ukupno P
M nevusu
Tis 8 (14,8) 0 0 1/2 0 0 9 (7,5)
Tla 21 (38,9) 2 (3,9) 1/6 1/2 1/2 1/5 27 (22,5)
Tib 5(9,3) 0 0 0 0 0 5(4,2)
T2a 8 (15) 2 (4) 1/6 0 1/2 2/5 14 (11,7)
T2b 1(2) 1(2) 0 0 0 1/5 3(2,5) | <0,001
T3a 4(7) 4 (8) 1/6 0 0 0 9 (7,5)
T3b 3 (6) 5 (10) 0 0 0 0 8 (7)
T4a 0 11 (22) 2/6 0 0 1/5 14 (12)
T4b 4(7) 26 (51) 1/6 0 0 0 31 (26)
Ukupno 54 (100) 51 (100) 6/6 2/2 212 5/5 120 (100)

*Fisherov egzaktni test

In situ tumora je ukupno 9, od kojih je 8/9 SMM a 1/9 je LMM. Prema lokalizaciji 3/9 su na

kozi, 2/9 su na sluznicama, a na oku ih je 4/9.

S obzirom na proliferacijski indeks 8/9 ih je imalo Ki-67 od 1 do 10, a 1/9 je imao Ki-67 od 20
do 30. Svi in situ tumori su bili Melan A, HMB-45 i Fontana pozitivni. Nema znac¢ajnih razlika

u raspodjeli ispitanika prema tipu melanoma ili prema lokalizaciji, u pozitivnom ili negativhom
nalazu Melan A testa, HMB-45 i Fontana (Tablica 14 i Tablica 15).
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Tablica 14. Raspodjela prema tipu melanoma i nalazu Melan A, HMB45 i Fontana

4. REZULTATI

Broj (%) ispitanika prema nalazu MELAN A px
Pozitivan Negativan Ukupno
MELAN A
SSM 54 (45,8) 0 54 (45)
NM 49 (41,5) 2/2 51 (42,5)
Nevoidni M 6 (51) 0 6 (5) 041
LMM 2(2) 0 2(2) ’
M u nevusu 2(2) 0 2(2)
Neklasificirani 5(4) 0 5(4)
Ukupno 118 (100) 212 120 (100)
HMB-45
SSM 54 (45,4) 0 54 (45)
NM 50 (42) 1/1 51 (42,5)
Nevoidni M 6 (5) 0 6 (5) 055
LMM 2(2) 0 2(2) ’
M u nevusu 2(2) 0 2(2)
Neklasificirani 5(4) 0 5(4)
Ukupno 119 (100) 11 120 (100)
FONTANA
SSM 52 (48,1) 2 (16,7) 54 (45)
NM 44 (40,7) 7 (58,3) 51 (42,5)
Nevoidni M 4 (3,7) 2 (16,7) 6 (5) 0.05
LMM 1(1) 1(8) 2(2) ’
M u nevusu 2 (2) 0 2(2)
Neklasificirani 5 (5) 0 5 (4)
Ukupno 108 (100) 12 (100) 120 (100)
*Fisherov egzaktni test
Tablica 15. Raspodjela prema lokalizaciji i nalazu Melan A , HMB-45 i Fontana
Broj (%) ispitanika prema nalazu MELAN A p
Pozitivan Negativan Ukupno
MELAN A
Koza 115 (97,5) 212 117 (97,5)
Sluznica 2(1,7) 0 2(1,7) >0,99
Oko 1(0,8) 0 1(0,8)
Ukupno 118 (100) 212 120 (100)
HMB-45
Koza 116 (97,5) 1/1 117 (97,5)
Sluznica 2(L7) 0 2(L7) > 099
Oko 1(0,8) 0 1(0,8)
Ukupno 119 (100) 1/1 120 (100)
Broj (%) ispitanika prema nalazu MELAN A p
Pozitivan Negativan Ukupno
FONTANA
Koza 105 (97,2) 12 (100) 117 (97,5)
Sluznica 2(1,9 0 2(1,7) >0,99
Oko 1(0,9) 0 1(0,8)
Ukupno 108 (100) 12 (100) 120 (100)

*Fisherov egzaktni test
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5. RASPRAVA

Ucestalost pojave malignog melanoma znatno varira uzmemo li u obzir etioloski faktor
insolacije na razli¢itim zemljopisnim Sirinama (1). Incidencija malignog melanoma u svijetu u
stalnom je porastu te se trenutno smatra da ¢e 1 od 34 muskarca i 1 od 53 Zene u svom Zivotu
razviti maligni melanom. Takoder, nalazi se na 15. mjestu najces¢ih tumora koji pokazuju
porast incidencije. Svake godine Sjedinjene Ameri¢ke Drzave broje 38000 novooboljelih, a
Njemacka svake godine broji oko 10000 novooboljelih (25). Tri zemlje s najviSom stopom
incidencije su europske zemlje poput Danske, Svedske i Nizozemske te je incidencija pozitivno
povezana s dobnom skupinom preko 75 godina (26). U istrazivanju iz 2018. godine koje se
baziralo na podacima iz perioda izmedu 1995. i 2012. godine pokazalo je kako se u Europi
biljezi godisnji porast od 8,3 % novootkrivenih melanoma u Zena i jo§ veci broj, odnosno porast
od 10 % novootkrivenih melanoma u muskaraca (27). Veca stopa incidencije malignog
melanoma u proteklih 10 godina pripisuje se brojnijem operiranju suspektnih lezija te
postavljanju dijagnoze melanoma u najranijem stadiju. Takoder, osim povecane stope
uzrokovane povecanim brojem operacija, na nju utjeCu i razli¢iti okoliSni ¢imbenici,
prvenstveno izlaganje UV zracenju koje ima mutageni u¢inak na DNK te takve mutacije mogu
aktivirati protoonkogene ili inaktivirati tumor supresorske gene te tako dovesti do razvoja
tumora (10). U Hrvatskoj se takoder biljezi povecanje broja dijagnosticiranih melanoma.
Maligni melanom jedan je od tumora s najve¢om ekspanzijom u posljednjih nekoliko godina.
Godisnje oboli 7 % vise bolesnika od malignog melanoma te se godiSnje otkrije oko 580
novodijagnosticiranih melanoma (5). Takoder, najveca incidencija je u bolesnika starijih od 40

godina, iako se kroz par godina povecao i broj dijagnosticiranih melanoma u mladoj populaciji.

U ovom istrazivanju provedenom na Klinickom zavodu za patologiju i sudsku medicinu KBC
Osijek u razdoblju od 2017. godine do 2020. godine dijagnosticirano je 120 primarnih
melanoma. Maligni melanom ima nesto ¢e$¢u pojavnost u muskaraca (53 %), a s obzirom na
dob, najvise melanoma dijagnosticirano je u dobnoj skupini od 60 do 69 godina (28 %) te
medijan dobi iznosi 63 godine. Najces¢i dijagnosticirani tip je SSM (45 %), a lokalizacija
primarnog melanoma najcesca je na kozi (97,5 %) na podrucju trupa (40,2 %). Brojna klinicka
istrazivanja pokazala su da maligni melanom lokaliziran na kozi trupa najcesc¢e zahvac¢a dobnu
skupinu od 50 do 60 godina, a populacija starija od 80 godina najcesce razvija melanom vrata

i glave (5).
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Istrazivanje provedeno na Klinickom zavodu za patologiju i sudsku medicinu KBC Osijek
2017. godine, u razdoblju od 2012. do 2016. godine biljezi 189 dijagnosticiranih primarnih
melanoma. Maligni melanom dijagnosticiran je u 113 muskaraca (59,8 %) i 76 zena (40,2 %)
te je prosjecna dob iznosila 61,3 godine. Najvise melanoma bilo je lokalizirano na koZi trupa
(42,3 %). U istrazivanju, raspodjela melanoma prema klasifikaciji po Clarku pokazala je da su
najzastupljeniji stupnjevi bili Clark Il i Clark 1V s ukupno 64,8 %, a nakon ta dva stupnja
slijedi Clark Il s ukupno 17,6 % pojavnosti (5). U ovom istrazivanju raspodjela malignog
melanoma prema klasifikaciji po Clarku pokazuje kako je najvise melanoma svrstano u stupanj
Clark IV (37,5 %) i Clark 111 (30,4 %), a najmanje ih je svrstano u Clark V (7,1 %) i Clark | (8
%).

Istrazivanje iz 1978. godine u SAD-u obuhvatilo je 339 ispitanika s dijagnozom melanoma
tijekom 17 godina te je utvrdilo kako je 70 % ispitanika imalo dijagnosticiran melanom kojemu
je dodijeljen stupanj Clark 111 (34 %) i Clark 1V (36 %) (5).

U istraZivanju iz 2016. godine provedenom u Op¢oj bolnici Varazdin na Odjelu za patologiju
ustanovljeno je kako je najzastupljeniji stupanj po Clarku i u muskaraca i u zena Clark II.
Najcesca lokalizacija kojoj je dodijeljen stupanj Clark II kod Zena bio je trup, dok su kod
muskaraca to bila leda (28).

Istrazivanje iz 2016. godine provedeno u Estoniji prema podacima za razdoblje izmedu 1995. 1
2012. godine pokazalo je povecanje stope incidencije, 8,6/100000 muskaraca 1 11,3/100000
zena. Usto, biljezi se strmi porast novootkrivenin malignih melanoma (14 %) u muskaraca
mladih od 50 godina nakon 2005. godine. Broj malignih melanoma dijagnosticiranih prema
dobnoj raspodjeli izmedu 1995. 1 2004. za muskarce dominirao je u rasponu od 60 do 69 godina
(28,5 %), a zatim u razdoblju izmedu 2005. 1 2012. dobni raspon pomice se na 70 do 79 godina
Zivota (26,5 %). Sto se ti¢e Zena, u razdoblju izmedu 1995. i 2012. broj novootkrivenih malignih
melanoma dominira u dobnom rasponu izmedu 15 i 49 godina Zzivota (27,5 %). Nastavno,
najveci broj dijagnosticiranih melanoma u muskaraca prema lokalizaciji nalazio se na trupu
(54,5 %), a u zena prema lokalizaciji najvise je malignih melanoma dijagnosticirano na

podrucju donjih udova (34,3 %) (29).
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Studija provedena u Danskoj pokazala je znatan porast novootkrivenih melanoma. 1943. godine
zabiljezeno je svega 50 slucajeva dok je 1982. godine broj porastao na 470 slucajeva. U
navedenom razdoblju stopa novootkrivenih melanoma porasla je za faktor 6,1 odnosno 5,1, za
zene 1 muskarce. NajviSe dijagnosticiranih malignih melanoma u Zena bili su prema lokalizaciji
na donjim udovima (47 %), a u muskaraca na ledima (55 %). Istrazivanje je dokazalo da

pojavnost melanoma lokaliziranog na vratu i glavi raste usporedno s dobi (30).

U OB Dubrovniku u petogodisnjem periodu u razdoblju od 2006. do 2010. provedeno je
istrazivanje koje je obuhvatilo 28 muskaraca i 30 zena te je cilj bio utvrditi spolnu i dobnu
raspodjelu te zanimanje u razvoju i stadiju malignog melanoma. Studija je pokazala da ne
postoji znacajna razlika u spolu i broju dijagnosticiranin melanoma (51 % zene i 49 %
muskarci). Prema dobnoj raspodjeli najvise melanoma dijagnosticirano je u dobnoj skupini
izmedu 71 i 80 godina (36 %), a zatim dobne skupine u rasponu od 51 do 60 (20 %) i 61 do 70
godina (20 %), te je prosjeéna dob za muskarce 63 godine (31). | u ovoj studiji prema
lokalizaciji najveca pojavnost malignog melanoma jest na trupu (67 %), a zatim na donjim
ekstremitetima (23 %). U klasifikaciji tumora prema Clarku najzastupljeniji je stupanj Clark 111
(35 %), a slijedi ga stupanj Clark 1l (30 %) (31).

Prema istrazivanju objavljenom 2010. godine u kojemu je proucavana korelacija broja mitoza
kod dijagnosticiranih melanoma i indeksa proliferacije (Ki-67), utvrdeno je kako su povecan
broj mitoza i ekspresija Ki-67 povezani sa raznim znacajkama poput viseg stupnja Clark
vaskularne invazije. Uzevsi u obzir rezultate, znanstvenici su zakljuéili kako je Ki-67 bolji
prognosticki pokazatelj od broja mitoza (5). U ovome istraZivanju ustanovljeno je kako najvise
bolesnika, njih 30 (83,3 %), s podtipom SSM ima indeks proliferacije do 10 %, dok bolesnici s
podtipom NM najcesce imaju indeks proliferacije vec¢i od 50 %. Neovisno o tipu melanoma
najvise bolesnika nalazi se u skupini indeksa proliferacije do 10 % (36 %) i u skupini u rasponu
od 21 do 50 % (36 %). U ovom istrazivanju odredivani su i Melan A i HMB-45. Melan A bio
je pozitivan u 118 (98,3 %) ispitanika, dok je u samo 2 (1,7 %) slucaja bio negativan. HMB-45
pokazuje vrlo sliénu raspodjelu sa 119 (99,2 %) pozitivnih ispitanika i samo 1 (0,8 %)
negativnim ispitanikom. Uz bojenje tkiva hemalaun-eozin tehnikom, uzorci su u ovom
istrazivanju bojeni i specijalnom histoloskom tehnikom Fontana-Masson. S obzirom na tip

melanoma, najvise pozitivno obojenih malignih melanoma pripada podtipu SSM (48,1 %), a
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zatim podtipu NM (40,7 %). Najvise neobojenih malignih melanoma (58,3 %) ovom metodom
pripada NM podtipu. Prema lokalizaciji najvise pozitivno obojenih melanoma nalazi se na kozi
(97,2 %), ali ujedno na kozi se nalazi i najvise neobojenih malignih melanoma, odnosno 12
(100 %). Fontana-Masson, dodatna je metoda koja se koristi. S obzirom na osjetljivost pri
dijagnosticiranju malignih melanoma, imunohistokemijske metode analize tumorskog tkiva
imaju prednost u odnosnu na specijalno histolosko bojenje. U studiji provedenoj 2020. godine
na 15 ispitanika s dijagnozom melanocitne lezije nepoznatog melanomskog potencijala
utvrdeno je kako HMB-45 igra veliku ulogu u postavljanju dijagnoze malignog melanoma.
Naime, bojenje pomo¢u HMB-45 antitijela pokazalo je kako 96 % melanocitnih lezija ima
potencijal prije¢i u melanom, a svega 5 % nevusa nije imalo obojenje (32). Istrazivanje
provedeno 2017. godine baziralo se na usporedivanju histoloskih i imunohistokemijskih bojenja
malignog melanoma koze u 12 ispitanika. Vidljiv signal ekspresije Melan A proteina i HMB-
45 antitijela u navedenom istrazivanju pokazuju svi ispitanici. Preparati 12 ispitanika pokazivali
su slabo hemalaun-eozin bojenje te su lezije bile asimptomatske, a ispitanici nisu imali povijest
bolesti u obitelji. Usto, svih 12 preparata pokazalo je izrazito jak signal ekspresije Melan A i
HMB-45. Uzimaju¢i u obzir ove podatke, od velike je vaZznosti dijagnosticirati melanocitne
lezije imunohistokemijskim metodama kako bi se nevusi malignog potencijala uhvatili u $to

ranijem stadiju (33).
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6. ZAKLJUCAK

ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

1.

U razdoblju izmedu 2017. i 2020. godine u KBC Osijek dijagnosticirano je 120 primarnih
melanoma, nesto ¢es¢e u muskaraca nego u zena

Dijagnosticirani melanomi najc¢es$ce su se pojavljivali na kozi s naj¢e$¢om lokalizacijom na
trupu i na donjim ekstremitetima, sa znacajnom raspodjelom ispitanika prema lokalizaciji
i tipu tumora

Najcesci dijagnosticirani tip melanoma bio je superficijalno Sire¢i melanom te nodularni
melanom, dok su se ostali tipovi javljali u mnogo manjem postotku te sporadi¢no

Prema Clark Klasifikaciji melanomi su u najvecoj mjeri pokazivali stupanj Clark 1V te su
uocene znacajne razlike u raspodjeli CLARK-a u odnosu na tip tumora

Prema Breslow-u najvise melanoma pokazivalo stupanj Breslow V uz znacajnu razliku u
raspodjeli ispitanika prema debljini tumora po tipu tumora

Udio dokazanih nakupina melanina bojanih specijalnom histoloskom Fontana-Masson
tehnikom bojenja, nesto je manji u usporedbi s imunohistokemijskim metodama bojenja
pomocu anti-MART-1/melan A antitijela i anti-Melanosome antitijela, Sto ukazuje na
prednost imunohistokemijskoj analizi tumorskog tkiva u odnosu na specijalno histolosko

bojenje
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CILJ ISTRAZIVANJA. Ispitati broj dijagnosticiranih melanoma u &etverogodi$njem periodu,
ispitati ucestalost melanoma ovisno o klasifikaciji prema Breslow-u i Clark-u i usporediti
specijalno histokemijsko Fontana-Masson bojenje i imunohistokemijske metode u dijagnostici

melanoma.

USTROJ STUDIJE. Presje¢na studija s povijesnim podatcima.

ISPITANICI | METODE. Istrazivanje obuhvaca 120 dijagnosticiranih primarnih melanoma
dijagnosticiranih na Klini¢kom zavodu za patologiju i sudsku medicinu KBC Osijek u periodu
od 2016. do 2020. godine. Uzorci tkiva bojeni su standardnom hemalaun-eozin tehnikom te
Fontana-Masson specijalnom histoloSkom tehnikom. Uz histolosku obradu ulinjena je i
imunohistokemijska analiza na Melan A, HMB-45 i Ki-67. Za tehniku bojenja hemalaun-eozin
koristio se aparat za automatsko bojenje marke Sakura i automatski pokriva¢ marke Sakura. Za

imunohistokemijsku analizu koristio se uredaj Ventana BenchMark Ultra tvrtke Roche.

REZULTATI. Najvise MM zahvaca populaciju od 60 do 69 godina (28 %), bez znacajne
razlike u odnosu na spol. S obzirom na lokalizaciju, najvise melanoma lokalizirano je na kozi
(97,5 %). Prema klasifikaciji po Clarku i Breslowu, najvise je melanoma bilo zastupljeno u
stupnjevima Clark 1V (37,5 %) i Breslow V (35 %). Najvise ispitanika imalo je vrijednosti Ki-
67 do 10 % (36 %), te izmedu 21 i 50 % (36 %). Vecina tumora (98,7 %) pozitivno je pri

imunohistokemijskoj analizi.

ZAKLJUCAK. Razlog poveéane incidencije malignog melanoma je neprestana izlozenost
koze Stetnim okoliSnim ¢imbenicima, posebice Stetnom UV zracenju. Od velike je vaznosti
imunohistokemijska analiza tumorskog tkiva te stupnjevanje po Clarku i Breslowu uz TNM

klasifikacija sustava kao prognosti¢ckog ¢imbenika.

KLJUCNE RIJECT: Breslow; Clark; Fontana-Masson; HMB-45; Ki-67; maligni melanom;
Melan A
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Comparison of histochemical and immunohistochemical methods in the diagnosis of

melanoma

OBJECTIVES. The aim of the study was to look into the number of melanomas diagnosed
over a four-year period, examine the incidence of melanoma depending on classification
according to Breslow and Clark, and compare special histochemical Fontana-Masson staining

and immunohistochemical methods in the diagnosis of melanoma.

STUDY DESIGN. Cross-sectional study with historical data.

PARTICIPANTS AND METHODS. The study covers 120 primary melanomas diagnosed at
the Clinical Department of Pathology and Forensic Medicine, Clinical Hospital Center Osijek
over a four-year period from 2016 to 2020. Tissue samples were stained by the standard
Hemalaun-Eosin staining method and the Fontana-Masson special histological staining method.
In addition to histological processing, immunohistochemical analysis for Melan A, HMB-45
and Ki-67 was performed. Sakura Tissue-Tek Prisma Plus Automated Slide Stainer and Sakura
Tissue-Tek Film Automated Coverslipper were used for the hemalaun-eosin staining technique.
Roche's Ventana BenchMark Ultra was used for immunohistochemical analysis.

RESULTS. The majority of respondents were men (53 %). Most malignant melanomas affect
the population aged 60 to 69 (28 %). Regarding localization, most melanomas is localized on
the skin (97.5 %). According to the Clark and Breslow classification, most common melanoma
stanges were Clark 1V (37.5 %) and Breslow V (35 %). Most respondents had Ki-67 values up
to 10 % (36 %), and in the range of 21 to 50% (36 %). Most tumors (98.7 %) are positive in

immunohistochemical analysis.

CONCLUSION. The reason for the increased incidence of malignant melanoma is the constant
skin exposure to harmful environmental factors, especially harmful UV radiation. Of great
importance is the immunohistochemical analysis of tumor tissue and Clark and Breslow grading

with TNM classification as a prognostic factor.

33



8. SUMMARY

KEY WORDS: Breslow; Clark; Fontana-Masson; HMB-45; Ki-67; malignant melanoma;
Melan A
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