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POPIS KRATICA

AIDS - sindrom ste¢ene imunodeficijencije (prema engl. Acquired Immune Deficiency
Syndrome)

ALM - akralno-lentigozni melanom (prema engl. Acral lentiginous melanoma)
BRAF - ljudski gen koji kodira protein B-Raf/protoonkogen B-Raf

BRAFi - inhibitori BRAF mutacije

DNA - deoksiribonukleinska kiselina (prema engl. Deoxyribonucleic Acid)

ERK - kinaza regulirana izvanstani¢nim signalom (prema engl. Extra-cellular Signal Regulated
Kinase)

KBC - Klini¢ko bolnicki centar

LMM - lentigo maligni melanom (prema engl. Lentigo maligna melanoma)

LVI - limfovaskularna invazija (prema engl. Lymphovascular invasion)

MAPK - mitogenom aktivirane protein-kinaze (prema engl. Mitogen-activated protein kinase)
NM - nodularni melanom (prema engl. Nodular melanoma)

PNI - perineuralna invazija (prema engl. Perineural invasion)

SSM - superficijalno Sire¢i melanom (prema engl. Superficial spreading melanoma)

TNM - sustav za procjenu prosSirenosti tumora (ukljuéuje procjenu primarnog tumora-T, stanje
regionalnih limfnih ¢vorova-N, te prisutnost udaljenih metastaza-M, prema engl. Tumour,
Node, Metastasis)

UV - ultraljubicasto zracenje (prema engl. ultraviolet)
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1. UvOD

Melanom je jedan od najagresivnijih oblika malignog tumora koze koji se razvija iz
melanocita - specijaliziranih pigmentiranih stanica. Melanociti se uglavnom nalaze u dubokom
sloju epidermisa (povrsinskog sloja koze), no ima ih i u sluznicama, oku, unutarnjem uhu te
ovojnicama sredi$njega ziv€éanog sustava (1). Melanin, pigment koji proizvode melanociti,
prirodni je pigment proteinske strukture ¢ija je funkcija odredivanje boje kose, koze i o¢iju na
temelju razlika u koli¢ini i vrsti melanina. Razlikujemo dvije vrste melanina - eumelanin i
feomelanin. Eumelanin je odgovoran za tamnije nijanse ociju, kose i1 koze, dok njegov
nedostatak ili smanjena koli¢ina dovodi do svijetle boje kose. Feomelanin daje ruzi¢astu boju
usnama i bradavicama. Osobe s crvenom kosom imaju podjednaku koli¢inu obiju vrsta

melanina (2).

Melanom karakterizira brz i nekontrolirani rast melanocita te sposobnost metastaziranja,
odnosno $irenja na druge dijelove tijela. Maligni se melanom moze razviti iz benignih nevusa
ili de novo. Sre¢om, s obzirom na veliku ucestalost benignih nevusa, potencijal je maligne
transformacije ovih lezija nizak (3). Takoder, poznati su faktori rizika koji doprinose nastanku
melanoma, a dijele se na okoli$ne faktore te na faktore povezane s domacinom. Najvazniji je
okolisni faktor UV zracenje. Sunce emitira dva tipa UV svjetla koja mogu dospjeti do povrSine
Zemlje, UVA 1 UVB. Najonkogeniji dio Sunceva svjetla su UVB zrake ¢iji fotoni oStecuju
deoksiribonukleinsku kiselinu (DNA) u stanicama koze. UVB zrake najvaznije su za nastanak
melanoma (4). Faktori rizika povezani s domac¢inom ukljucuju obiteljsku sklonost melanomu,
prethodnu dijagnozu melanoma, vrstu i broj nevusa, tip koze i pigmentaciju (osobe svijetle puti,
plave ili crvenkaste kose te s plavim ili zelenim o¢ima su pod ve¢im rizikom) (5), te
imunodeficijentne i imunosuprimirane osobe (oboljeli od kroni¢nih leukemija, AIDS-a ili

pacijenti nakon transplantacije organa).

Jedna od kljuénih genetskih karakteristika melanoma je prisutnost BRAF mutacije. BRAF
je gen koji kontrolira stani¢ni rast i diobu, a mutacija u tom genu moze dovesti do
nekontroliranog rasta stanica i stvaranja tumora. BRAF gen kodira protein B-Raf, serin/treonin-
protein kinazu koja je dio MAPK (mitogen-aktivirane protein kinaze) signalnog puta (6, 7).
Ovaj je signalni put klju¢an za regulaciju stani¢ne diobe, diferencijacije 1 prezivljavanja.
MAPK/ERK signalni put je lanac proteina u stanici koji prenosi signal od receptora na povrsini
stanice do DNA u jezgri stanice (6, 8). Kinaza regulirana izvanstani¢nim signalom (ERK) je

vrhunac kaskade protein kinaze aktivirane mitogenom koja regulira stani¢ne procese poput
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proliferacije, migracije i prezivljavanja. Posljedi¢no, abnormalno ERK signaliziranje ¢esto ima
ulogu u tumorigenezi i metastazama brojnih karcinoma. Ova je mutacija Cesto prisutna,
posebice kod metastatskih oblika melanoma. Zbog toga je molekularno testiranje na BRAF
mutaciju postalo vazan dio dijagnostike i lijeCenja melanoma. U lijeCenju metastatskih oblika
melanoma klju¢ni su BRAF inhibitori (BRAFi). Oni djeluju na specificne mutacije u BRAF
genu, inhibiraju njegovu aktivnost i usporavaju njegov rast (9). Pokazali su se znacajnima u
smanjenju veli¢ine tumora, kontroliranju bolesti i produzavanju zivotnog vijeka pacijenta, §to
je kljuéno za razumijevanje mehanizma razvoja melanoma i razvoju personalizirane terapije.
BRAF mutacija vezana je za primjenu terapije BRAF inhibitorima i primjenjuje se kod

pacijenata klini¢kog stadija III i viSe.

1.1 Klasifikacija melanoma

Postoje Cetiri glavna oblika melanoma i nekoliko rjedih ¢iji klinicki izgled varira ovisno

o nacinu rasta i dijelu tijela na kojem nastaje (10).

1.1.2. Superficijalno $ire¢i melanom (SSM) ili povrSinsko Sire¢i melanom

Superficijalno Sire¢i melanom naj¢esci je oblik melanoma koji se uglavnom pojavljuje
kod Zena, i to na donjim udovima, dok se u manjoj mjeri javlja kod muskaraca (na trupu). Cesto
je asimptomatski. Klinicki se prezentira kao plak nepravilnog oblika s izdignutim
svijetlosmedim ili smedim podruc¢jima, ¢esto s crvenim, bijelim, crnim ili plavim mrljama ili
izboc¢enim plavo-crnim ¢vori¢ima. Na rubovima lezije mogu se vidjeti mala udubljenja, a lezija
se moZe povecavati ili mijenjati boju. Histoloski, atipi¢ni melanociti prodiru u epidermis i

dermis (11, 12).

1.1.3. Nodularni melanom

Nodularni melanom (NM) drugi je po ucestalosti medu melanomima. Najveéu
incidenciju ima u pedesetim godinama zivota, podjednako u oba spola, a ponajprije se
pojavljuje na trupu, glavi i vratu. Vecinom je asimptomatski, osim u slucajevima kada je
prisutna ulceracija. Karakteriziran je ranom vertikalnom fazom rasta i brzom progresijom, dok

je horizontalna faza rasta kratka ili izostaje u potpunosti, §to znatno oteZzava postavljanje
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dijagnoze u ranom stadiju. Izgledom je Cvorast ili polipoidan, ravnomjerne pigmentacije, a
cesto su prisutne ulceracije i krvarenja. MozZe se pojaviti bilo gdje na tijelu, ¢esto u obliku
tamne, izboCene papule ili plaka. Boja lezije varira od biserne do sive i crne. NM je agresivniji
oblik melanoma i obi¢no se brzo Siri u dublje slojeve koze i1 druge dijelove tijela, Sto ga Cini

posebno opasnim (11).

1.1.4. Lentigo maligni melanom

Lentigo maligni melanom (LMM) najée$ce se javlja kod starijih bolesnika. Nastaje iz
lentigo maligne (poznate i kao Hutchinsonova mrlja ili maligni melanom in situ), koja se
pojavljuje kao svijetlosmeda ili smeda makula. Obi¢no se javlja na podrucjima koZze izlozenima
suncu, najc¢esée na licu, te se prezentira kao asimptomatska plosnata smeda mrlja s crnim ili
tamnosmedim toCkicama na povrSini. Kod lentigo maligne i normalni i zlo¢udni melanociti
ograni¢eni su na epidermis. Kada maligni melanociti prodru u dermis, promjena se naziva

lentigo maligni melanom koji moze metastazirati (11).

1.1.5. Akralni lentiginozni melanom

Akralni lentiginozni melanom (ALM) pokazuje iste histoloske karakteristike kao 1
lentigo maligni melanom. Budu¢i da ljudi s tamnijom bojom koze rijetko razvijaju druge oblike
melanoma, ovaj je oblik kod njih najéesc¢i. ALM se pojavljuje na kozi tabana, dlanova ili ispod
noktiju. S obzirom na neobi¢ne lokacije manifestiranja, Cesto se teSko prepoznaje u ranim
fazama, §to rezultira kasnom dijagnozom i losijim ishodom. UV zracenje ne igra glavnu ulogu
U razvoju i nastanku ovog tipa melanoma upravo zbog specifi¢nih lokalizacija na kojima se

manifestira. Najrjedi je oblik melanoma, s pojavnosti 2 do 3 % (11, 13).

1.1.6. Amelanoti¢ni melanom

Amelanoti¢ni melanom je oblik melanoma koji ne proizvodi pigment. MoZe biti bilo
koji od cCetiriju glavnih oblika melanoma, ali se najceS¢e svrstava medu rjede tipove, uz
spitzoidni, dezmoplasti¢ni, neurotropski melanom 1 druge. Lezije mogu biti ruZi€aste, crvene

ili njezno svijetlosmede te imati pravilne rubove. Zbog svoga izgleda cCesto nalikuje
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dobro¢udnim promjenama ili nemelanomskim tumorima koze pa se kasno dijagnosticira, $to u

lijeCenju moze dovesti do losije prognoze (14).

1.1.7. Nevoidni melanom

Nevoidni melanom je rijedak i histoloski atipi¢an oblik melanoma koji moze izgledati
poput benignih nevusa, Sto otezava dijagnozu. Moze se pojaviti kao tamni, pigmentirani ¢vor
ili plak koji s vremenom promijeni boju, veli¢inu i oblik. Ranije otkrivanje i pazljivo histolosko
ispitivanje klju¢ni su za uspjesno lijeCenje. U razlikovanju nevoidnog melanoma od benignih
nevusa moze pomoc¢i dermatoskopija, no za to¢nu su dijagnozu kljuc¢ni biopsija 1 histoloski

pregled.

1.1.8. Dezmoplasticni melanom

Ovaj se tip melanoma uglavnom sastoji od amelanotskih vretenastih melanocita i javlja
se obi¢no u podrucjima koja su kroni¢no izlozena suncevoj svjetlosti. Tesko ih je prepoznati jer
mogu nalikovati oziljcima pojavljujuéi se kao Cvrsta nepigmentirana papula ili plak s lose
definiranim rubovima. Cesce se javlja kod muskaraca, a najéeséi je u Sezdesetim godinama

zivota (15).

1.2. Prognoza malignog melanoma i odredivanje stadija bolesti

1.2.1. Histopatoloski pregled

Postoje razliciti tipovi biopsija kojima se moze utvrditi dijagnoza melanoma.

Prognoza malignog melanoma ovisi o klinickom stadiju bolesti, dubini invazije te lokalizaciji
samog melanoma. Prognosticki je vrlo vazna histoloSka klasifikacija prema dubini prodora

tumorskih stanica (Clarkova klasifikacija) i prema debljini tumora (klasifikacija po Breslowu).

1.2.2. Klasifikacija po Breslowu

Debljina po Breslowu, nazvana po Alexanderu Breslowu, mjerenje je koje odreduje

dubinu invazije u kozu (I - tumor debljine do 0,75 mm; Il —od 0,76 mm do 1,5 mm; 11l — od

4



UvoD

1,51 mm do 4 mm; IV 4 mm i viSe). Deblji su tumori obi¢no loSije prognoze od tanjih
melanoma. Histopatoloski pregled omoguéuje tocno mjerenje debljine po Breslowu, $to

pomaze pri odredivanju stadija bolesti i odluci o lije¢enju.

1.2.3. Klasifikacija po Clarku

Clarkova razina invazije kategorizira lezije na temelju dubine njihove penetracije u
slojeve koze. Svaka razina predstavlja dublju invaziju u slojeve koze koja je pod ve¢im rizikom
za lo$iju prognozu i metastaziranje od prethodne (I - promjena samo u epidermisu, Il — promjena
zahvaca papilarni dermis, III — promjena ispunjava Citav papilarni dermis, IV — promjena

zahvaca retikularni dermis, V — promjena zahvaca subkutis) (16).

1.2.4. TNM Kilasifikacija

Ranije se stadij bolesti odredivao samo po klasifikaciji po Clarku i klasifikaciji prema
Breslowu. Danas se koristi TNM klasifikacija koja uz debljinu primarnog tumora u obzir uzima
i ostale najvaznije prognosticke faktore, kao S§to su prisutnost ulceracije te broj mitoza.
Ulceracija tumora je raspadanje koze na vrhu melanoma. Melanomi s ulceracijom su ozbiljniji
jer imaju vedi rizik od Sirenja, pa su za stadij visi od tumora bez ulceracije. Broj mitoza je
procjena broja stanica koje se dijele. Ve¢i broj mitoza ukazuje na brzi rast tumora, a samim

time i njegovu vecu agresivnost.

Uz TNM Kklasifikaciju, za bolju odluku o lijecenju te procjenu prognoze bolesti, lije¢nici u
nalazima navode 1 druge patohistoloske karakteristike poput limfovaskularne invazije,
perineuralne invazije te ekspresije Ki67 faktora. Prisutnost limfovaskularne invazije (LVI)
oznac¢ava prodor karcinoma u krvne Zile (bilo da se radi o malim kapilarama, limfnim ili krvnim
zilama) 1 samim time predstavlja rizik za povrat bolesti i negativno utjece na prezivljavanje.
Treba se navesti u svakom nalazu jer njezino postojanje ili ¢injenica da je nema pomaze
onkologu pri odluci o lijeCenju. Ako je LVI negativna, manja je mogucnost da se karcinom
prosirio u limfne ¢vorove ili metastazirao. Perineuralna invazija (PNI) koristi se za opisivanje
tumorskih stanica u prostoru oko zivaca. Obi¢no se vidi samo u zlo¢udnih tumora pa ih patolozi
koriste kao dokaz malignosti (16). Pozitivan PNI povecava rizik od ponovnog rasta tumora

nakon lijecenja. Taj se podatak ne mora navoditi u nalazu jer postojanje ili odsutnost
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perineuralne invazije ne utjee na prognozu bolesti. U melanocitnim lezijama ekspresija Ki67
predlozena je kao pomocéni dijagnosticki biomarker, a njegova je uloga dokazana u debljim

primarnim melanomima.
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2. CILJEVI

ispitati razlike u ucestalosti melanoma s obzirom na dob i lokalizaciju na kozi
ispitati ucestalost BRAF mutacije u populaciji ispitanika
ispitati postoji li razlika skupine BRAF pozitivnih i BRAF negativnih melanoma s

obzirom na klini¢ko patoloSke karakteristike u objema skupinama
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3. MATERIJAL | METODE

3.1 Ustroj studije

Istrazivanje je presje¢no, a pri pisanju rada upotrijebljeni su povijesni podatci.

3.2. Ispitanici

U radu je upotrijebljena postoje¢a medicinska dokumentacija (arhiva) Klini¢kog zavoda
za patologiju i sudsku medicinu patohistoloski dokazanih melanoma operiranih u KBC-u Osijek
od sijenja 2011. do prosinca 2023. godine. Obrada i rezultati upotrijebljeni u studiji nece

utjecati na dijagnozu i lijeCenje pacijenata.

3.3. Metode

Iz arhivskih patohistoloskih nalaza pohranjenih na Zavodu za patologiju i sudsku
medicinu KBC-a Osijek prikupljeni su podatci o dobi i spolu ispitanika, lokalizaciji i veli¢ini
promjene, histoloskom podtipu melanoma, dubini infiltracije po Breslowu i Clarku i broju
mitoza. Ovi su podatci deskriptivno statisticki obradeni te je napravljena usporedba s nalazom
BRAF mutacije koja se takoder odreduje na Zavodu za patologiju i sudsku medicinu i

pohranjuje kao dodatak nalazu.

3.4. Statisti¢ke metode

Kategorijski podatci predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama. Razlike
kategorijskih varijabli testirane su y2 testom, a po potrebi Fisherovim egzaktnim testom.
Numericki podatci opisani su aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom u slu¢aju
raspodjela koje slijede normalnu, a u ostalim slucajevima medijanom i granicama
interkvartilnog raspona. Razlike normalno raspodijeljenih numerickih varijabli izmedu dviju
nezavisnih skupina testirane su Studentovim t testom, a u slucaju odstupanja od normalne
raspodjele Mann-Whitneyevim U testom. Sve P vrijednosti su dvostrane. Razina znacajnosti

postavljena je na a = 0,05. Za statisticku analizu koristen je statisticki program MedCalc®
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Statistical Software version 22.016 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium;
https://www.medcalc.org; 2023)
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4. REZULTATI

U razdoblju od dvanaest godina (od sije¢nja 2011. do prosinca 2023. godine) na Zavodu
za patologiju i sudsku medicinu KBC-a Osijek, kod bolesnika u dobi medijana 64 godine
(interkvartilnog raspona od 55,5 do 73 godine) u rasponu od 27 do 86 godina, operirano je
ukupno 48 melanoma kod kojih je napravljena i molekularna analiza na BRAF mutaciju. Od
ukupnog broja, najviSe je pacijenata starijih od 50 godina. Kod 26 je pacijenata utvrdena BRAF
mutacija, od kojih je njih 22 starijih od 50 godina (tablica 1).

Tablica 1. Razdioba dobi pacijenata s BRAF mutacijom i bez BRAF mutacije.

N Pozitivha BRAF Negativha BRAF Ukupan broj
Dob pacijenta N N N
mutacija mutacija pacijenata
Mladi od 50
) 4 5 9
godina
50 1 viSe godina 22 17 39
Ukupno 26 22 48

Od ukupno 48 pacijenata, 35 je muSkaraca (aritmetiCka sredina dobi 61,3 sa
standardnom devijacijom 1,2 godine) i 13 Zena (aritmeticka sredina dobi 69,9 sa standardnom

devijacijom 3,1 godina).

Od ukupnog broja muskaraca, njih je 24 pozitivno na BRAF mutaciju, kao i dvije Zene (tablica
2). Fisherovim egzaktnim testom uocena je statisticki znaCajna razlika spola i prisutnosti,

odnosno odsutnosti BRAF mutacije, posebice kod Zena (P = 0,002).

Tablica 2. Razdioba spola pacijenata u odnosu na prisutnost/odsutnost BRAF mutacije.

Spol Broj pacijenata | Pozitivha BRAF mutacija | Negativha BRAF mutacije
Muskarci 35 24 11
Zene 13 2 11
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REZULTATI

Najvecem je broju pacijenata melanom utvrden na trupu te gornjim ekstremitetima, a najmanje
na podrucju lica (tablica 3). Takoder, test nije uocio razliku u povezanosti lokalizacije
melanoma ovisno o tome je li pacijentu molekularnom analizom dokazana BRAF mutacija ili

nije jer je P = 0,051 (2 test).

Tablica 3. Razdioba lokalizacije melanoma u odnosu na BRAF mutaciju.

L okalizaciia Pozitivna ?RAF Negativna'I-BRAF Ukup.)fem broj
mutacija mutacija pacijenata

Trup 14 7 21
Gornji ekstremiteti 4 9 13
Vlasiste 3 4 7
Donji ekstremiteti 4 1 5
Koza lica 0 2 2
Ukupno 26 22 48

Najvise pacijenata s melanomima lokaliziranima na trupu starije je od 50 godina, a svi pacijenti
s melanomom na kozi lica, koja je najrjeda lokalizacija u uzorku, mladi su od 50 godina.
Melanomi lokalizirani na trupu, gornjim ekstremitetima i vlasistu ¢escée se pojavljuju kod osoba
starijih od 50 godina, dok su donji ekstremiteti te koza lica ¢e$¢i kod mladih od 50 godina.
Uoceno je da postoji statisti¢ki znacajna razlika u povezanosti lokalizacije i dobi pojavnosti

melanoma u cijelom uzorku jer je P = 0,02 (32 test) (tablica 4).
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Tablica 4. Razdioba lokalizacije melanoma i dobi pacijenta.

REZULTATI

Pacijenti dobi

Pacijenti dobi 50 i

pacijenata

Lokalizacija Ukupno
manje od 50 godina viSe godina
Trup ) 16 21
Gornji ekstremiteti 2 11 13
Donji ekstremiteti 0 5 5
Vlasiste 0 7 7
Koza lica 2 0 2
Ukupan broj

9 39 48

NajviSe je pacijenata imalo tumor promjera veli¢ine od 1 do 2 centimetra, kod kojih je najcesce

i utvrdena BRAF mutacija. Kod 10 pacijenata je tumor bio veli¢ine promjera manje od 1

centimetra, od kojih je njih 4 molekularnom analizom pozitivno na BRAF mutaciju. Test nije

uocio statisticki znacajnu razliku jer je P = 0,57 (y2 test) (tablica 5).

Tablica 5. Razdioba veli¢ine tumora u centimetrima i BRAF mutacije.

Veli¢ina tumora u

Pozitivha BRAF

Negativha BRAF

Ukupan broj

centimetrima mutacija mutacija pacijenata
<1 4 6 10
1-2 12 8 20
>2 10 8 18
Ukupno 26 22 48

Histoloskom je analizom kod vecine pacijenata utvrdeno da se radi o nodularnom i/ili

superficijalnom melanomu, dok je jedan sluc¢aj dezmoplasticnog i jedan slucaj akralno-

lentiginoznog melanoma (tablica 6).
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Tablica 6. Razdioba histoloskog podtipa melanoma i BRAF mutacije.

Histolo$ki podtip Pozitivha BRAF Negativha BRAF Ukupan broj
mutacija mutacija pacijenata
Nodularni 12 10 22
Superficijalni 11 6 17
Nevoidni 2 4 6
Akralno-lentiginozni 1 0 1
Dezmoplasti¢ni 0 1 1

Testom je uoceno da kod slucajeva s nodularnim melanomom nema statisti¢ki znacajne razlike

u povezanosti dobi i lokalizacije jer je P = 0,19 (y2 test) (tablica 7).

Tablica 7. Razdioba dobi pacijenta i lokalizacije nodularnog melanoma.

Lokalizacija Mladi od 50 godina | 50 i viSe godina Ukupno
Trup 2 7 9
Gornji ekstremiteti 1 4 5
Donji ekstremiteti 0 2 2
Vlasiste 0 5 3)
Koza lica 1 0 1
Ukupan broj pacijenata 4 18 22

Kod slucajeva sa superficijalno Sire¢cim melanomom test nije uocio znacajne razlike u

povezanosti lokalizacije samog melanoma i dobi pacijenta jer je P = 0,3 (y2 test) (tablica 8).
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Tablica 8. Razdioba lokalizacije melanoma i dobi pacijenata superficijalno Sire¢eg melanoma.

Lokalizacija Mladi od 50 godina | 50 i viSe godina Ukupno
Trup 3 8 11
Gornji ekstremiteti 0 3 3
Donji ekstremiteti 0 1 1
Vlasiste 0 1 1
Koza lica 1 0 1
Ukupan broj pacijenata 4 13 17

Najvise je melanoma u uzorku debljine vise od 4 milimetra, Sto pripada ¢etvrtoj i posljednjoj

razini infiltracije po Breslowu. Najmanje je melanoma debljine do 0,75 milimetara, odnosno

melanoma koji pripadaju prvoj razini inflitracije. Test nije uocio zna¢ajnu razliku povezanosti
jer je P =0,88 (2 test) (tablica 9).

Tablica 9. Razdioba razine infiltracije po Breslowu u odnosu na BRAF mutaciju.

Razina infiltracije Pozitivha BRAF Negativha BRAF Ukupan broj
po Breslowu mutacija mutacija pacijenata
I 2 2 4
I 3 3 6
Il 10 6 16
v 11 11 22

Najvise je pacijenata iz ukupnog uzorka po klasifikaciji po Clarku u ¢etvrtoj razini infiltracije

u kojoj lezija zahvaca retikularni dermis. Test nije uo¢io povezanost jer je P = 0,58 (y2 test)

(tablica 10).
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Tablica 10. Razdioba razine infiltracije po Clarku u odnosu na BRAF mutaciju.

Razina infiltracije Pozitivha BRAF Negativha BRAF Ukupan broj
po Clarku mutacija mutacija pacijenata
I 0 0 0
I 1 2 3
i 10 4 14
v 9 11 20
Vv 6 5 11

Fisherovim egzaktnim testom uoceno je da nema statisticki znacajne razlike u povezanosti

prisutnosti ulceracije i prisutnosti mutacije jer je P = 0,56 (tablica 13).

Tablica 11. Razdioba ulceracije i BRAF mutacije.

Ulceracija Pozitivha BRAF mutacija | Negativha BRAF mutacija | Ukupno
Da 16 11 27
Ne 10 11 21

Usporedbom prisutnosti limfovaskularne (tablica 12) i perineuralne invazije (tablica 13), Mann-
Whitney test je uocio da nema statisticki znacajne povezanosti izmedu prisutnosti invazija i

prisutnosti BRAF mutacije jer su P = 0,27 (limfovaskularna invazija) i P = 0,22 (perineuralna

invazija).

Tablica 12. Razdioba limfovaskularne invazije i BRAF mutacije.

Limfovaskularna Pozitivha BRAF Negativha BRAF Ukupan broj
invazija mutacija mutacija pacijenata
Da 4 2 6
Ne 22 20 42
Ukupno 26 22 48




Tablica 13. Razdioba perineuralne invazije i BRAF mutacije.

REZULTATI

Perineuralna Pozitivha BRAF Negativha BRAF Ukupan broj
invazija mutacija mutacija pacijenata
Da 2 1 3
Ne 24 21 45
Ukupno 26 22 48

Raspon neparametrijskih podataka o mitotskom indeksu je od 0 do 41 mitoza na milimetar

kvadratni. Mann-Whitney testom uoceno je da nema statistiCki znacajne razlike mitotskog

indeksa kod pacijenata pozitivnih i negativnih na BRAF mutaciju jer je P = 0,74.

Unutar neparametrijskog raspona podataka od 0 do 87% ekspresije Ki67, Mann-Whitney

testom uoceno je da nema statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na prisutnost, odnosno odsutnost

BRAF mutacije jer je P =0,17.
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RASPRAVA

5. RASPRAVA

U istrazivanje je bilo ukljuceno 48 pacijenata, od kojih je 35 muskaraca i 13 Zena, Koji su u
dvanaestogodi$njem razdoblju bili operirani na KBC-u Osijek i na ¢ijim je uzorcima
napravljena molekularna analiza BRAF mutacije. Uocena je znaCajna povezanost spola i
prisutnosti BRAF mutacije, posebice kod Zena. Jedanaest od trinaest Zena bilo je negativno na

BRAF mutaciju, kao i jedanaest muskaraca.

Melanomi u uzorku ¢eséi su kod starije populacije, $to je ocekivan rezultat s obzirom da je
starenje jedan od kljuc¢nih faktora rizika nastanka i razvoja brojnih bolesti pa tako i melanoma

(17). Testom nije uocena povezanost prisutnosti BRAF mutacije i dobi pacijenta.

Isto tako, gotovo su sve lokalizacije u uzorku cesée u starijoj dobnoj skupini. Iznimno su
melanomi koze lica prisutni samo kod dobne skupine mlade od 50 godina i to kod muske
populacije. U prijasnjim je istrazivanjima dokazano da je najce$¢a dob muskaraca s
melanomom, kao posljedicom izlaganja $tetnim UV zrakama, upravo do 50 godina zivota (18,
19). Testom je uocena znaCajna povezanost lokalizacije i dobi pacijenta. NajceS¢e su
lokalizacije grupe ispitanika starijih od 50 trup i gornji ekstremiteti, odnosno dijelovi tijela koji
nisu ucestalo izlozeni UV zrac¢enju. Kako se u uzorku ispitanika pojavio i broj pacijenata mladih
od 50 godina s melanomom lokaliziranim na kozi lica, pretpostavka je da je razlog tomu
¢injenica da mladi viSe vremena provode na otvorenom uz kontinuirano izlaganje UV zracenju,
Cesto bez upotrebe sredstava sa zastitnim faktorima, kao i ¢injenica da koriste usluge solarija i
tretmane za umjetno tamnjenje. Istrazivanja su pokazala i da od melanoma, koji su posljedice
ovog tipa izlaganja UV zracenju, u ve¢em postotku obolijevaju zene. Broj melanoma u mladoj
dobnoj skupini u svijetu raste s obzirom da sve veéi broj zena upotrebljava neki oblik umjetnog
tamnjenja (20). No ipak, u ovom su uzorku zene gotovo u potpunosti starije Zivotne dobi. Na

ovakav je rezultat utjecao ograni¢eni uzorak pacijenata.

Najveci broj operiranih tumora iz uzorka odgovara veli¢ini promjera 1 do 2 centimetra (20
pacijenata), od ega je 12 pozitivno na BRAF mutaciju. Cetiri je od deset pacijenata, &iji je
tumor promjera manjim od 1 centimetra, pozitivno, kao i 10 od 18 pacijenata s promjerom

tumora vec¢im od 2 centimetra. Test nije uo¢io povezanost izmedu ovih dvaju obiljezja.

Najmanje je melanoma u uzorku u prvoj razini infiltracije po Breslowu, dok melanom jo$ nije
invadirao podrucje izvan epidermisa te je veca vjerojatnost da je bolest u ranijem stadiju s

boljom prognostickom slikom za pacijenta. NajviSe je pacijenata u uzorku u posljednjem
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stadiju klasifikacije, sto ukazuje na tezi oblik bolesti s loSijom prognozom za pacijenta.
Debljina tumora po Breslowu, kao i ulceracija, povecava se s dobi pacijenta, vjerojatno zbog
kasne dijagnoze. Takoder, moguce je da je s dobi imunitet osobe slabiji, §to u konacnici
rezultira agresivnijim oblikom tumora (17). Nije uocena znacajna povezanost prisutnosti

mutacije i debljine infiltracije.

Najvise je pacijenata iz ukupnog uzorka po klasifikaciji po Clarku u Cetvrtoj razini infiltracije
u kojoj lezija zahvaca retikularni dermis. Svaka razina predstavlja dublju invaziju u slojeve
koze od prethodne pa tako i veéi rizik od metastaziranja i rezultira losijom prognozom za
pacijenta (16).

Istrazivanje je pokazalo da je najviSe pacijenata s nodularnim i superficijalno Sire¢im
melanomom, $to odgovara i dosadasnjim svjetskim istrazivanjima. Najcesca je lokalizacija
nodularnog melanoma na trupu i to kod skupine starije od 50 godina, pri ¢emu nije uo¢ena
povezanost lokalizacije u odnosu na dob. U uzorku od 17 superficijalno $ire¢ih melanoma 11
ih je pozitivno na BRAF mutaciju (s naj¢es¢om lokalizacijom na trupu, kod skupine starije od
50 godina), kao i dva od sest nevoidnih melanoma i jedan primjer akralno lentiginoznog.
Histoloski rijetkim melanomima pripada dezmoplasti¢ni melanom, na $to ukazuje i njegova

rijetka prisutnost u uzorku (21).

Vise je od polovine melanoma u uzorku ulcerirano te su za stadij visi i ozbiljniji od melanoma

bez ulceracije.

Vecinski, kod pacijenata u uzorku nisu prisutne niti perineuralna invazija (¢ija prisutnost ili
odsutnost ne utjecu na stadij bolesti i njenu prognozu) niti limfovaskularna invazija. Ako je

LVI negativna, manja je moguénost da se melanom prosirio u limfne ¢vorove ili metastazirao

(16).

Testom nije uo¢ena povezanost mitotskog indeksa i Ki67 proteina s prisutnoscu ili odsutnoscu
BRAF mutacije.

Neznatno vise od polovine pacijenata u uzorku pozitivno je na BRAF mutaciju. U nekima od
dosadasnjih istrazivanja BRAF se mutacija spominje kao znac¢ajan faktor u odgovoru na
terapiju i losiju prognosticku sliku za pacijenta. U ovom istrazivanju prisutnost mutacije nije
uocena kao poveznica s loSijim prognostickim faktorima (veca infiltracija po Clarku, veca

infiltracija po Breslowu, prisutne limfovaskularna i perineuralna invazija, veli¢ina tumora,
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prisutnost ulceracije, visoki Ki67 te veci broj mitoza), Sto bi rezultiralo i losijim odgovorom
na terapiju (22).

Ogranicavajuci faktor ovog istrazivanja je mali uzorak koji moze znacajno utjecati na
rezultate. Mali uzorci imaju nizu statisticku vrijednost, sto smanjuje vjerojatnost otkrivanja

stvarne razlike medu skupinama.
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ZAKLJUCAK

6. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljede¢i zakljucci:

Neznatno viSe od polovine pacijenata iz uzorka ima pozitivan nalaz na BRAF mutaciju.
Nije uocena povezanost prisutnosti BRAF mutacije i ostalih losijih klini¢ko-patoloskih
obiljezja poput razine infiltracije po Clarku i Breslowu te prisustva ulceracije,
limfovaskularne i perineuralne infiltracije kao i mitotskog indeksa te razine ekspresije
Ki67.

Na svim je lokalizacijama (trup, gornji ekstremiteti, donji ekstremiteti i vlasiste)
melanom ¢e$¢i kod pacijenata starijih od 50 godina, osim koze lica koja je u uzorku

prisutna kod mladih od 50 godina.
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SAZETAK

7. SAZETAK

Ciljevi istrazivanja: U sklopu izrade zavrSnoga rada provedeno je istrazivanje ¢iji su ciljevi
bili ispitati razlike u uéestalosti melanoma s obzirom na dob i lokalizaciju na koZi te uéestalost
BRAF mutacije u uzorku te odrediti klinicko-patoloske karakteristike radi usporedbe BRAF
pozitivnih i BRAF negativnih melanoma.

Nacrt studije: Istrazivanje je presje¢no, a pri pisanju rada upotrijebljeni su povijesni podatci.

Materijali i metode: Istrazivanje je provedeno na temelju postoje¢e medicinske dokumentacije
na Zavodu za patologiju i sudsku medicinu KBC-a Osijek. Prikupljeni su podatci o dobi i spolu
ispitanika te lokalizaciji i veli¢ini promjene, histoloskom podtipu melanoma, dubini infiltracije
po Breslowu i Clarku i broju mitoza. Podatci su deskriptivno statisticki obradeni te usporedeni
s nalazom BRAF mutacije.

Rezultati: Obradom podataka iz arhive nije uo¢ena povezanost prisutnosti BRAF mutacije s
dobi, lokalizacijom, veli¢inom, razinom inflitracije po Breslowu i Clarku, mitozom,
ulceracijom i razinom ekspresije Ki67. Test je uocio znacajnu razliku u pojavnosti lokalizacije

melanoma u odnosu na dob pacijenta.
Zakljucak: Na svim je lokalizacijama (trup, gornji ekstremiteti, donji ekstremiteti i vlasiste)
melanom c¢e$¢i kod pacijenata starijih od 50 godina, osim koZe lica koja je u uzorku prisutna

kod mladih od 50 godina.

Kljuéne rije¢i: BRAF mutacija; Breslow; Clark; lokalizacija; melanom; mitoze; UV zracenje
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8. SUMMARY

Clinicopathological characteristic of melanoma with BRAF mutation diagnosed at
University Hospital Osijek

Objectives: As part of the final thesis, research was conducted with the objectives of examining
the differences in melanoma frequency based on age and skin localization, the frequency of
BRAF mutations in the sample, and determining the clinical and pathological characteristics

for comparing BRAF-positive and BRAF-negative melanomas.

Study Design: The research is cross-sectional, and historical data was used in writing the thesis.

Materials and methods: The research was conducted based on existing medical
documentation from the Department of Pathology and Forensic Medicine at the University
Hospital Osijek. Data was collected on the age and gender of the participants, as well as the
localization and size of the lesion, histological subtype of melanoma, depth of infiltration
according to Breslow and Clark, and the number of mitoses. The data was descriptively

statistically processed and compared with the BRAF mutation findings.

Results: Data analysis from the archive did not show any correlation between the presence of
the BRAF mutation and age, localization, size, Breslow and Clark infiltration level, mitoses,
ulceration, or the level of Ki67 expression. The test revealed a significant difference in the

occurrence of melanoma localization in relation to the patient's age.

Conclusion: Melanoma is more common in patients over 50 in all localizations (trunk, upper
limbs, lower limbs, and scalp), except for facial skin, found in patients younger than 50 in the
sample.

Keywords: BRAF mutation; Breslow; Clark; localization; melanoma; mitosis; UV radiation
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