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1. Uvod

1. UvOD

1.1. Dijelovi kozZe

Koza je jedan od najveéih i najtezih organa u tijelu. Tezina joj je oko 16 % ukupne tjelesne
tezine (1). Koza se sastoji od epidermisa i korijuma (dermisa). Izmedu sloja epidermisa i
papilarnog sloja dermisa nalazi se bazalna lamina. Ispod bazalne lamine je mreza retikulinskih
vlakana koja se zove lamina reticularis. Bazalna lamina zajedno s laminom reticularis tvori
bazalnu membranu vidljivu svjetlosnim mikroskopom. Bazalna membrana Cini
dermoepidermalnu granicu koja veze epidermis s dermisom. Dermoepidermalna granica je
vrlo neravna te se tako povecava povrsSina kroz koju difuzijom prolaze hranjive tvari i kisik

potrebni za metabolizam epidermisa (2).

1.1.1. Epidermis

Epidermis je epitelni sloj ektodermalnog podrijetla koji se sastoji od oroZzenog mnogoslojnog
plocastog epitela, no sadrzi i tri posebne vrste stanica: melanocite, Langerhansove stanice i
Merkelove stanice (1). Epidermis se sastoji od nekoliko slojeva, a to su: temeljni sloj (stratum
basale), nazubljeni sloj (stratum spinosum), zrnati sloj (stratum granulosum), svijetli sloj

(stratum lucidum) i povrsinski, roznati sloj (stratum corneum) (2).

1.1.2. Dermis

Dermis je vezivno tkivo mezodermalnog podrijetla koje podupire epidermis i povezuje ga s
potkoznim tkivom. Dermis se dijeli na papilarni i na retikularni dermis. Papilarni dermis je
tanki sloj graden od rahlog vezivnog tkiva. Retikularni sloj je deblji sloj koji se sastoji od
gustog vezivnog tkiva (uglavnom kolagen tip I). U dermisu se nalazi gusta mreza krvnih i
limfnih zila, kao 1 derivati epidermisa poput folikula dlake ili Zlijezde lojnice i1 znojnice (1).
Derivati epidermisa u dermisu vazan su izvor epitelnih stanica koje mogu biti centar
epitelizacije u slucajevima kada je epidermis uklonjen (opekline, uzimanje slobodnog koznog

transplantata) (2).
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1.2. Melanin i melanociti

Melanin je pigment koji nastaje iz aminokiseline tirozina. Nakon toga se pohranjuje u
stanicama epidermisa. Ima zaStitnu ulogu, pa tako $titi tijelo od djelovanja Stetnih UV zraka.
Melanin je takoder odgovoran i za boju kose, zjenice oka, pronaden je i na mozgu. Prisutan je
u kozi na razli¢itim dubinama (2). U sintezi melanina vaznu ulogu ima enzim tirozinaza.
Djelovanjem tirozinaze tirozin se pretvara u 3,4-dihidroksifenilalanin, a nakon toga u
dopakvinon koji se nizom reakcija pretvara u melanin.

Postoji nekoliko vrsta melanina - eumelanin, feomelanin i neuromelanin. Eumelanin je
pronaden u kozi, kosi i tamnim podruc¢jima oko bradavica. Feomelanin je takoder pronaden u
kosi i kozi. Ta vrsta melanina daje crvenu i ruzicastu boju pa je feomelanin glavni pigment
koji je pronaden kod crvenokosih ljudi. Neuromelanin je tip melanina koji je pronaden u
razli¢itim dijelovima mozga (3).

Melanociti su stanice koje proizvode pigment melanin koji je potreban da bi se koza zastitila
od Stetnog ultraljubicastog zracenja (2). Melanociti potje¢u od stanica neuralnog grebena.
Sadrzavaju mitohondrije, Golgijev aparat i hrapavi endoplazmatski retikulum (1). Melanociti
se nalaze u bazalnim slojevima epidermisa kao i u folikulima dlaka, mrezZnici i ovojnicama
mozga. Gustofa melanocita ovisi o izlozenosti UV zracenju, a moze biti u odnosu na

keratinocite 1 : 4 do 1: 30 (2).
1.3. Sto je melanom?

Melanom je jedan od najagresivnijih tumora. Nastaje iz aktiviranih ili genski izmijenjenih
epidermalnih melanocita. Rezultat je kompleksnih interakcija izmedu genskih, konstitucijskih
te okolisnih ¢imbenika. Melanom nastaje malignom preobrazbom melanocita (4).

Najcesce se pojavljuje u bijelaca, dva puta vise kod Zena nego kod muskaraca, posebno u
srednjoj Zivotnoj dobi. Razlicite su lokalizacije melanoma, naj¢eSc¢e lokalizirani melanomi su
oni na podrucju glave i vrata. Melanomi nisu samo zlo¢udni tumori koze, melanom oka je

druga najcesca lokalizacija te bolesti (5, 6).



1. Uvod

1.3.1. Cimbenici nastanka melanoma

Za razvoj melanoma vazne su dvije skupine Cimbenika: ¢imbenici domacina i okoliSni
¢imbenici.

Obiteljska anamneza za melanom je pozitivha u oko 10 do 15 % bolesnika s melanomom.
Takoder, bolesnici kojima je dijagnosticiran melanom koze pripadaju u skupinu s pove¢anim
rizikom za razvoj sljede¢eg primarnog melanoma. Smatra se da atipicni nevusi ili velik broj
urednih nevusa predstavljaju genski biljeg povecanog rizika, a ne premaligne promjene iz
koje bi se mogao razviti melanom. Samo 25 - 40 % melanoma nastaje iz nevusa, vecina
melanoma nastaje de novo (4). Tip koze je takoder jedan od ¢imbenika domacina koji utjecu
na pojavu melanoma. Osobe svijetle puti, crvene ili svijetle kose, plavih o¢iju, s pjegama, a
koje brzo zadobiju opekline pri izlaganju suncu i tesko potamne spadaju u najrizi¢niju
skupinu za nastanak melanoma. Smatra se da jedna treCina bolesnika s obiteljskim
melanomom ima mutaciju CDKNZ2A gena. Od okolisnih ¢imbenika koji su vazni za razvoj

melanoma najznacajnije je UV zracenje (4).

1.4. Vrste melanoma

Razlikujemo cetiri osnovna histoloska tipa melanoma:

e Lentigo maligna melanoma — Melanom koji je povezan s UV zra¢enjem odnosno
sun¢evim svjetlom. Javlja se u 4 do 10 % slucajeva melanoma. Morfoloski se o€ituje
kao nepravilna smeda mrlja na licu koja pokazuje bifazi¢an rast.

e Superficijalno Sire¢i melanom — Melanom koji najce$¢e nastaje u melanocitnih
prekursora, a pojavljuje se u 70 % slucajeva melanoma. Najéesce se nalazi na ledima
kod muskaraca, a kod Zena na donjim udovima. Taj melanom takoder pokazuje
bifazican rast.

e Nodularni melanom — Melanom koji nastaje de novo. Pojavljuje se u 15 do 30 %
slucajeva melanoma, najc¢esce kod muskaraca, a lokaliziran je na podrucju glave, vrata
I trupa. Taj melanom pokazuje monofazican rast.

e Akrolentiginozni melanom — Melanom koji je karakteristiCan za obojene rase. Kod
bijele rase pojavljuje se samo u 2 do 8 % slucajeva. Najces¢e je lokaliziran na

podrucju dlanova, tabana i pod noktima. Taj melanom pokazuje bifazi¢an rast (7).
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1.4.1. Klinicki stadiji melanoma

Razlikujemo tri klinic¢ka stadija melanoma:

e Prvi stadij — Primarni tumor bez klinic¢ki vidljivih regionalnih metastaza

e Drugi stadij — Primarni tumor s klini¢ki vidljivim metastazama u regionalnim

limfnim ¢vorovima

e Tre¢i stadij — Primarni tumor s udaljenim hematogenim ili limfogenim

metastazama (7).

PetogodiSnje prezivljavanje prvog stadija je od 70 do 80 %, drugog stadija 25 %, a treceg 0 %

(7).

1.5. Klasifikacija melanoma

Wallace H. Clark predlozio je Clarkove stupnjeve invazije melanoma prema zahvacéenosti

epidermisa i dermisa, $to je bila jedna od prvih klasifikacija melanoma. Model je obuhvatio

spol, lokalizaciju melanoma, dubinu invazije melanoma, mitotski indeks, prisutnost ili

odsutnost regresije tumora i stupanj imunoloskog odgovora (Tablica 1.1.) (2,7).

Tablica 1.1. Clarkova klasifikacija dubine invazije.

Stupanj

HistoloSke karakteristike

Zahvacen je epidermis (in situ).

Zahvaca papilarni dermis, ali ne doseze papilarno-

retikularnu granicu.

Ispunjava papilarni dermis i dopire do retikularnog dermisa.

Zahvaca retikularni dermis, ali ne zahvaca subkutis.

Zahvaca retikularni dermis 1 subkutis.

Alexander Breslow uveo je odredivanje debljine melanoma kao osnovni prognosticki

pokazatelj lokaliziranog melanoma. To je prvi kvantitativni pokazatelj dijagnostike

melanoma, koji je i jednostavan za mjerenje (Tablica 1.2.) (2,7).
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Tablica 1.2. Breslowova klasifikacija debljine melanoma.

Stupanj Maksimalna debljina melanoma
I <0,75mm
I 0,76 - 1,50 mm
Il 1,51-2,25 mm
v 2,26 - 3mm
Vv >3 mm

1.6. Prevencija melanoma

1.6.1. Primarna prevencija

Prema dostupnim podatcima 80 % svih zlocudnih tumora koZe uzrokovano je UV zrafenjem.
U postupke primarne prevencije ubrajamo kreme za sunanje koje smanjuju akutne ucinke
UV zraéenja, faktore zastite od suncevog zracenja koji imaju SPF (sun protection factor), a

podrazumijevaju stupanj zastite samo od UVB zracenja (4).

1.6.2. Sekundarna prevencija

Cilj sekundarne prevencije je §to ranije otkrivanje i dijagnosticiranje melanoma.

U postupke sekundarne prevencije ubrajamo samopreglede koji oznacavaju detaljan pregled
madeza, primjecivanje promjena pigmentacije i1 strukture koze kao 1 primjecivanje novih
promjena. Osim samopregleda, u postupke sekundarne prevencije pripadaju i odlasci na
pregled kod dermatologa. Dermatolog procjenjuje radi li se o osobi koja spada u rizi¢nu
skupinu 1 ima li na koZi promjene koje su sumnjive ili su za kontinuirano prac¢enje. Geneticko
savjetovanje je takoder dio sekundarne prevencije jer su brojna istrazivanja pokazala da neki

ljudi mogu naslijediti mutirane gene od roditelja, $to povecava rizik za nastanak melanoma

(4).
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2. CILJ

U ovom istrazivanju postavljeni su sljedeci ciljevi:
1. Utvrditi broj dijagnosticiranih melanoma tijekom pet godina
2. Utvrditi ucestalost melanoma ovisno o klasifikaciji prema Breslowu i Clarku
3. Usporediti proliferacijski indeks prema patohistoloskim stadijima po Breslowu i
Clarku.
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3. ISPITANICI | METODE

3.1. Ustroj studije

Istrazivanje je ustrojeno kao presjec¢no, a pri izradi zavrSnog rada koristio se retrospektivni tip
studije (8).

3.2. Ispitanici

U radu ¢e se koristiti postoje¢a medicinska dokumentacija (arhiv) Klini¢kog zavoda za
patologiju i sudsku medicinu dijagnosticiranin melanoma operiranih u KBC-u Osijek, od
2012. do 2016. g.

Svi pronadeni bolesnici ¢e se voditi pod Sifrom broja biopsije. Obrada materijala nece utjecati

na dijagnozu i lije¢enje bolesnika ¢iji ¢e se materijal Koristiti u studiji.
3.3. Metode

Analiza postojece medicinske dokumentacije (arhiv) Klinickog zavoda za patologiju i sudsku
medicinu dijagnosticiranih melanoma operiranih u KBC-u Osijek, od 2012. do 2016. g.
Uzorci tkiva analizirat ¢e se morfoloski, mikroskopom marke Olympus®, model CX40, na
postoje¢im arhivskim histoloskim staklima, bojenim standardnim hemalaun-eozin i

imunohistokemijskim bojenjem na melan A, HMB45 te Ki67.

3.3.1. Obrada tkiva

Fiksacija je prvi i najvazniji postupak u pripremi tkiva za mikroskopiranje. Fiksacija se
provodi kako bi se izbjegla razgradnja tkiva enzimima ili bakterijama. Fiksacija se provodi
tako da se tkivo uroni u otopinu tvari koje stabiliziraju ili krizno povezuju bjelancevine u
tkivu kako bi se bolje o¢uvale morfoloske i molekularne znacajke tkiva. Fiksativi su tvari
kojima se obavlja fiksacija. Idealni fiksativ trebao bi oCuvati stanice bez ikakvog oStecenja
(autoliza, razgradnja bakterijama), sprijeCiti raspadanje stanica, za$tititi tkiva od Stetnih
utjecaja tijekom obrade tkiva za analizu. NajéeS¢e koriSteni fiksativi su neutralni puferirani
formalin ili otopina 10 %-tnog formalina u vodi. Uz pravilan izbor fiksativa jako je vazno
vrijeme fiksacije, pH i temeperatura. Primjerice, formalin brzo prodire u tkivo, ali ga sporo

fiksira. Fiksacija se odvija na nain da se stvaraju metilenski mostovi izmedu karbonilne

7
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skupine formaldehida i amino skupina bo¢nih lanaca proteina. Vazno je napomenuti da je
formalin moguci kancerogen (9).

Dehidracija se provodi radi uklanjanja vode iz tkiva. Postupak dehidracije podrazumijeva
uzastopno prenosenje tkiva u mjesavine etanola i vode, krenuvsi od manjih koncentracija (70
%-tni etanol) do vecih koncentracija (apsolutni etanol). Dehidracija ne smije biti nagla kako
se ne bi ostetilo tkivo. Nakon tog koraka, etanol se zamijenjuje otapalom za sredstvo za
uklanjanje. Nakon dehidracije slijedi uklapanje u parafin, a sredstvo koje se koristi za to je
najéesce ksilol. Tijekom prozimanja otapala, tkivo u veéini slu¢ajeva postane prozirno, pa se
u skladu s tim postupak i naziva prosvjetljivanje. Ksilol je otapalo koje omoguéuje prodor
parafina u tkivo 1 istiskivanje alkohola iz tkiva. Ukoliko je doslo do nepotpune dehidracije
tkiva, ksilol ¢e se zbog sadrzaja vode mlije¢no zamutiti. To predstavlja velik problem jer ¢e
preparati biti nejednoliko obojeni (9).

Za uklapanje tkiva koristi se parafin. Parafin je mjeSavina lancastih ugljikohidrata s 22 - 28
ugljikovih atoma u lancu. Kada je tkivo prozeto otapalom, stavlja se u otopljeni parafin u
termostatu na temperaturu 58 T - 60°C. Pod utjecajem visoke temperature otapalo ispari, a
tekuci parafin prozima tkivo bez toplinskog 1 kemijskog oStec¢enja sve dok se svi prostori ne
ispune parafinom. Metalna kadica napuni se mjeSavinom voska i parafina, tkivo se utisne na
dno kadice i poklopi plasticnom kasetom koja se koristila i za dehidriranje tkiva. Tim
postupkom dobiveni su parafinski blokovi koje treba brzo ohladiti kako bi se sprijecilo
stvaranje velikih kristala vidljivih u preparatu. Mikrotom je uredaj koji sluzi za rezanje
parafinskih blokova. Postoje rotacijski i klizni mikrotomi. Nakon postupka na mikrotomu,
rezovi se postave na predmetna stakalca i suse na termostatu pri temeperaturi od 56 °C
tijekom 12 sati ili vise (9).

Hematoksilin zapravo ne boji. Hematoksilin se oksidira u hematein koji s ionima aluminija
stvara bazi¢nu boju hemalaun. Hemalaun je boja koja dobro boji jezgru i prikazuje jezgrine
detalje. Eozin je kisela boja koja boji acidofilne strukture (citoplazmu, miSi¢no tkivo...)
razliitim intenzitetima crvene boje. Eozin je negativno nabijen pa na sebe veze pozitivo
nabijene protone citoplazme. Potrebne kemikalije za to bojenje su Mayerov hematoksilin, 1

%-tna otopina eozina, apsolutni alkohol, ksilol (9).
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Protokol bojenja preparata hematoksilin - eozin tehnikom:

1. Deparafinizacija U KSIlOIU............cooviiiiiiiii 30 - 45 minuta
2. Ispiranje u apsolutnom alkonolU...........c.coeiiiiiiiiii 3x 10 minuta
3. Ispiranje pod teKuCom VOAOM.........ccueeiuiiiiiiiieciieeciie et 5 minuta
4. NanoSenje Mayerov hematoKSilin...........ccoccveeiiiiieiiiiciiicieeeceeeieeeeve e 5 minuta
5. Ispiranje pod teKucom VOdOM..........cceeuirieriieiieiieieeie et 10 minuta
6. NanoSenje 1 %-tne OtOPINE BOZINA........c.ccveveierierieie et 1 minutu
7. Ispiranje viska boje pod teku¢om vodom

8. Ispiranje u apsolutnom alkoholU...........ccccoviiiiieiicce e 3x 10 minuta
9. lzbistravanje U KSHOIU...........ccoiiiiiei 2x 10 minuta

10. Pokrivanje medijem za montiranje trajnih preparata

3.3.2. Imunohistokemija

Imunohistokemija je metoda kojom pronalazimo antigene u tkivima ili stanicama na temelju
reakcije antigen-antitijelo. Osnovni princip imunohistokemije je da se odredeno antitijelo veze
I prepoznaje ciljni antigen, a nakon tog specifi¢cnog vezanja protutijela slijedi ocitavanje
signala koji je rezultat obiljezavanja protutijela kromogenima. Razlikujemo direktnu i
indirektnu metodu. Direktna metoda podrazumijeva lokaliziranje antigena uz uporabu
specifi¢nog primarnog protutijela koje je obiljezeno za taj antigen. Direktna metoda je
jednostavnija od indirektne. Indirektna metoda ukljucuje primarna i sekundarna antitijela.
Primarna antitijela su neoznafena, a zadaca im je otkriti antigen, dok su sekundarna
protutijela oznacena i njihova je zadaca otkriti primarna protutijela. Reakcija kromogena
zasniva se na pretvorbi kromogena DAB koja je potaknuta preoksidazom hrena u vidljivi
reakcijski produkt na veznim mjestima antigena i antitijela. Imunohistokemijske metode rabe
se samo u dvojbenim slucajevima 1 pomocno su sredstvo koje ¢e patologu olakSati
postavljanje to¢ne dijagnoze (10).

Za potrebe ovog rada pregledana su arhivska histoloska stakla bojena imunohistokemijskim
bojenjem na melan A, HMB45 i Ki-67.

Melan A je manje specifican melanosomalni protein koji se koristi u imunohistokemijskoj
analizi melanocitnih lezija. Membranski je protein kojemu funkcija nije do kraja razjasnjena.

Melan A reagira s melanomskim stanicama i sa stanicama nevusa u kombinaciji s HMB45

(4).
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HMB45 (human melanoma black 45) je monoklonsko antitijelo na antigen prisutan u
melanocitnim tumorima, a Koristi se za analizu primarnih i metastatskin melanoma. HMB45
veze se na glikoprotein koji se nalazi u premelanosomima te reagira s melanomskim
stanicama, funkcionalno smjeStenim nevusnim stanicama i fetalnim melanocitima, ali ne
reagira s dermalno smjestenim nevusnim stanicama (zrelim melanocitima). HMB45 osim kod
primarnih i metastatskih melanoma moze biti pozitivan i kod rijetkih nemelanomskih tumora

(pigmentirani §vanom, sarkom svijetlih stanica...) (4).

Ki-67 je nuklearni protein, biljeg proliferacije koji se koristi u dijagnostici mnogih tumora, pa
tako nije specifican za melanomske lezije. Reagira sa stanicama koje se nalaze u mitozi ili
bilo kojoj od aktivnih faza stani¢nog ciklusa, dok je negativan u stanicama koje se nalaze u

fazi mirovanja (4).

Potpuni postupak imunohistokemijskog bojenja proveden je na aparatu Ventana BenchMark
Ultra.
Antitijela koja su koristena za imunohistokemijsko bojenje su:

1. Anti-Ki-67 (30-9) Rabbit Monoclonal Primary Antibody

2. Anti-Melanosome (HMB45) Mouse Monoclonal Primary Antibody

3. Anti-MART-1/melan A (A103) Mouse Monoclonal Primary Antibody.

3.4. Statisticke metode

Za prikaz podataka u ovom radu koritene su metode deskriptivne statistike. Za statisticku
obradu podataka rabljen je program Microsoft Excel (inacica 14.0, Microsoft, Redmond, WA,
SAD).
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4. Rezultati

4. REZULTATI

Od 1. sije¢nja 2012. godine do 31. prosinca 2016. godine u Zavodu za patologiju i sudsku
medicinu KBC-a Osijek dijagnosticirano je 189 primarnih melanoma. Melanom je
dijagnosticiran kod 113 muskaraca (59,8 %) i 76 Zena (40,2 %). Najmladi ispitanik imao je 14
godina, a najstariji 92 godine. Prosje¢na zivotna dob ispitanika bila je 61,3 godine. Melanomi

su se podjednako javljali svake godine (Tablica 4.1.).

Tablica 4.1. Raspodjela primarno dijagnosticiranih melanoma 2012. - 2016. godine.

Godina Broj melanoma %
2012. 37 19,6
2013. 37 19,6
2014. 40 21,2
2015. 35 18,5
2016. 40 21,2

Melanomi su se najéesée javljali u srednjoj i starijoj zivotnoj dobi S najve¢om ucestalosti u

dobnoj skupini 70 - 79 godina (33,3 %) (Tablica 4.2.).

Tablica 4.2. Raspodjela dijagnosticiranih melanoma po dobnim skupinama.

M Z Ukupno
10-19 3 3
20-29 2 2
30-39 7 3 10
40-49 11 16 27
50-59 21 14 35
60-69 27 12 39
70-79 37 26 63
80-89 4 5 9
90-99 1 1
Ukupno 113 76 189
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4. Rezultati

Najcesce su lokalizacije na kozi, njih 178 (93,2 %), dok je ostalih lokalizacija bilo 13 (6,8 %)

(Tablica 4.3.).

Tablica 4.3. Raspodjela melanoma po lokalizaciji.

%
Koza glava 32 16,9
vrat 7 3,7
trup 80 42,3
gornji udovi | 21 11,1
donji udovi 36 19,1
Ukupno 176
Ostale oko 5 2,7
lokalizacije
nosna 4 2,1
Supljina
usna 1 0,5
Supljina
larinks 1 0,5
anus/rektum 2 11
Ukupno 13

S obzirom na klasifikaciju po Clarku, najzastupljeniji stupnjevi su Clark 111 (32,4 %) i Clark
IV (32,4 %) (Tablica 4.4.).

Tablica 4.4. Raspodjela melanoma prema klasifikaciji po Clarku.

Clark Broj ispitanika %

Clark | 12 6,8
Clark 11 31 17,6
Clark HI 57 32,4
Clark IV 57 32,4
Clark V 19 10,8
Ukupno 176
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4. Rezultati

U odnosu na stupnjeve po Clarku i lokalizaciju na kozi najéesc¢e je zahvacen trup (45,4 %)

(Tablica 4.5.).
Tablica 4.5. Odnos klasifikacije po Clarku i lokalizacije na kozi.
Clark | Clark Il | Clark Il | Clark IV | ClarkV | Ukupno
Glava 2 8 8 8 6 32
(1,1 %) (4,5 %) (4,5 %) (4,5 %) (3,4 %) (18 %)
Vrat 2 2 2 1 7
(1,1 %) (1,1 %) (1,1 %) (0,6 %) (3,9 %)
Trup 9 12 27 25 7 80
(5,1 %) (6,8 %) (15,3%) | (14,2 %) (4 %) (45,4 %)
Gornji 1 3 8 7 2 21
udovi (0,6 %) (1,7 %) (4,5 %) (4 %) (1,1 %) (11,9 %)
Donji udovi 6 12 15 3 36
(3,4 %) (6,8 %) (8,5 %) (1,7 %) (20,4 %)
Ukupno 12 31 57 57 19 176
(6,8%) | (175%) | (32,2%) | (32,3%) | (10,8 %)

Najzastupljeniji stupanj prema klasifikaciji po Breslowu je Breslow | (28,4 %). U 16 (9,1 %)

slucajeva tumori su bili polipoidni ili ulcerirani te Breslow nije napravljen (Tablica 4.6.).

Tablica 4.6. Raspodjela melanoma prema klasifikaciji po Breslowu.

Breslow Broj %
ispitanika
Breslow | 50 28,4
Breslow I1 30 17
Breslow 1 25 14,2
Breslow IV 22 12,5
Breslow V 33 18,8
Nije napravljen 16 91
Ukupno 176
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4. Rezultati

S obzirom na lokalizaciju melanoma na koZi i stupnjeve prema klasifikaciji po Breslowu

najéesce je zahvacen trup (45,1 %). U 16 (9,1 %) slucajeva tumori su bili polipoidni ili

ulcerirani te Breslow nije napravljen (Tablica 4.7.).

Tablica 4.7. Odnos klasifikacije po Breslowu i lokalizacije na kozi.

Breslow Breslow Breslow Breslow Breslow Ukupno
| 1 i v Vv
Glava 11 4 2 5 7 29
(6,9 %) (2,5 %) (1,3 %) (3,1 %) (4,4 %) (18,2 %)
Vrat 3 1 2 6
(1,9 %) (0,6 %) (1,3 %) (3,8 %)
Trup 24 15 11 8 14 72
(15 %) (9,4 %) (6,9 %) (5 %) (8,8 %) (45,1 %)
Gornji 4 3 5 3 5 20
udovi (2,5 %) (1,9 %) (3,1 %) (1,9 %) (3,1 %) (12,5 %)
Donji 8 7 7 4 7 33
udovi (5 %) (4,4 %) (4,4 %) (2,5 %) (4,4 %) (20,7 %)
Ukupno 50 30 25 22 33 160
(31,3 %) (18,8 %) (15,7 %) (13,8%) | (20,7 %)

Nizak proliferacijski indeks (Ki-67) bio je evidentiran kod 33 % ispitanika, srednji kod 19,9

%, dok je 47,1 % ispitanika imalo visok Ki-67. Usporedujuci klasifikaciju po Clarku i stupanj

proliferacijskog indeksa najveéi broj ispitanika evidentiran je s Clarkom IV visokog Ki-67
(23,9 %) (Tablica 4.8.).
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Tablica 4.8. Odnos Ki-67 i klasifikacije po Clarku.

4. Rezultati

Nizak Ki-67 | Srednji Ki-67 | Visok Ki-67
Clark I 10 (5,7 %) 1 (0,6 %) 1 (0,6 %)
Clark Il 24 (13,6 %) 42,3 %) 3(1,7 %)
Clark 111 20 (11,4 %) 17 (9,6 %) 20 (11,3 %)
Clark IV 3(1,7 %) 12 (6,8 %) 42 (23,9 %)
Clark V 1 (0,6 %) 1 (0,6 %) 17 (9,6 %)
Ukupno 58 (33 %) 35 (19,9 %) 83 (47,1 %)

Tablica 4.9. Odnos Ki-67 i klasifikacije po Breslowu.

Nizak Ki-67 | Srednji Ki-67 | Visok Ki-67

Breslow | 40 (22,7 %) 6 (3,4 %) 4 (2,3 %)
Breslow I1 11 (6,3 %) 8 (4,6 %) 11 (6,2 %)
Breslow 111 4 (2,3 %) 11 (6,3 %) 10 (5,7 %)
Breslow 1V 1 (0,6 %) 3(1,7%) 16 (9,1 %)
Breslow V 2 (1,1 %) 5 (2,8 %) 28 (15,9 %)
Bez procjene 2 (1,1 %) 14 (7,9 %)
Ukupno 58 (33 %) 35 (19,9 %) 83 (47,1 %)

Najvise ispitanika (58) je imalo nizak Ki-67, 35 ispitanika srednji Ki-67, a njih 83 visok Ki-
67. Usporedujuéi debljinu tumorske infiltracije (Breslow) i proliferacijski indeks, najveci broj
ispitanika (22,7 %) imao je Breslow | s niskim Ki-67. U 9,1 % ispitanika tumori su bili
polipoidni ili ulcerirani te Breslow nije napravljen (Tablica 4.9.).

NajviSe ispitanika imalo je nizak mitotski indeks (70,4 %). Srednji mitotski indeks imalo je
17,6 % ispitanika, a visok mitotski indeks imalo je 11,9 % ispitanika. Usporedujuci

klasifikaciju po Clarku i mitotski indeks, najveéi broj ispitanika imao je Clark 11 (26,7 %) s
niskim mitotskim indeksom (Tablica 4.10.).
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Tablica 4.10. Odnos mitotskog indeksa i klasifikacije po Clarku.
Nizak broj Srednji broj Visok broj
mitoza mitoza mitoza

Clark | 11 (6,2 %) 1 (0,6 %)

Clark 11 29 (16,5 %) 1 (0,6 %) 1 (0,6 %)

Clark Il 47 (26,7 %) 5 (2,8 %) 5 (2,8 %)

Clark IV 30 (17 %) 18 (10,2 %) 9 (5,1 %)

Clark V 7 (4 %) 7 (4 %) 5(2,8 %)
Ukupno 124 (70,4 %) 31 (17,6 %) 21 (11,9 %)

Najvise ispitanika imalo je nizak mitotski indeks (70,4 %), srednji mitotski indeks imalo je
17,6 % ispitanika, a visok mitotski indeks imalo je 11,9 % ispitanika. Usporedujuci
klasifikaciju po Breslowu i mitotski indeks, najveci broj ispitanika (26,7 %) imao je Breslow |

niskog mitotskog indeksa (Tablica 4.11.).

Tablica 4.11. Odnos mitotskog indeksa i klasifikacije po Breslowu.

Nizak broj Srednji broj Visok broj
mitoza mitoza mitoza
Breslow | 47 (26,7 %) 1 (0,6 %) 2 (1,1 %)
Breslow |1 29 (16,5 %) 1 (0,6 %)
Breslow I11 21 (11,9 %) 2 (1,1 %) 2 (1,1 %)
Breslow IV 7 (4 %) 10 (5,7 %) 3(1,7%)
Breslow V 14 (7,9 %) 14 (7,9 %) 7 (4 %)
Bez procjene 6 (3,4 %) 4 (2,3 %) 6 (3,4 %)
Ukupno 124 (70,4 %) 31 (17,6 %) 21 (11,9 %)

Od ukupno 189 dijagnosticiranih melanoma, u 33 ispitanika, u vrijeme dijagnosticiranja
primarnog tumora, evidentiran je metastatski proces. NajceS¢e se radilo o metastazama u
regionalne limfne ¢vorove (81,8 %), sa naj¢es¢im primarnim sijelom u podrucju koZe trupa i

donjih udova (27,2 %) (Tablica 4.12.). Kod 12,1 % ispitanika, od ukupno evidentiranih
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4. Rezultati

metastaza, dijagnosticirane su multiple udaljene metastaze (jetra, pluca, nadbubrezna Zlijezda,

dojka, Stitnjaca). Metastaze u mozak evidentirane su u 6,1 % ispitanika.

Tablica 4.12. Lokalizacija metastaza u odnosu na primarna sijela melanoma.

Koza glava 4
vrat 1
trup 9
gornji udovi 5
donji udovi 9
Ostale oko
lokalizacije

nosna Supljina 2

usna Supljina
larinks 1
anus/rektum 2
Ukupno 33

17



5. Rasprava

5. RASPRAVA

Incidencija malignih melanoma u konstantnom je porastu. Prema podatcima je 132 000
malignih melanoma dijagnosticirano svake godine u svijetu, dok je svaki tre¢i dijagnosticirani
rak kod ljudi rak koze (11).

Smatra se da ¢e u SAD-u tijekom 2017. godine biti dijagnosticirano 87 110 novih slucajeva
melanoma, a da ¢e 9 730 ljudi umrijeti od posljedica istog tijekom 2017. godine. Prema
istrazivanju provedenom u Velikoj Britaniji, uzrok 86 % melanoma je izlaganje sun¢evom
UV zracenju (12).

U Hrvatskoj se takoder biljezi porast incidencije melanoma. To je jedan od tumora s
najve¢om ekspanzijom u posljednjih nekoliko godina. Godi$nje povecanje broja oboljelih u
Hrvatskoj iznosi 7 %. Godisnje se otkrije oko 580 novootkrivenih melanoma (13). Melanom
je iznimno rijedak tumor u svim populacijama prije 40. godine Zivota, iako je posljednjih
godina uocen rast u mladim dobnim skupinama (4).

U ovom istrazivanju provedenom u KBC-u Osijek od 2012. do 2016. godine dijagnosticirano

je 189 primarnih melanoma. Melanomi su se ¢esée javljali kod muskaraca (59,8 %).

Najvise dijagnosticiranih melanoma bilo je u dobnoj skupini od 70 do 79 godina (33,3 %). U
ovom istrazivanju melanomi su najée$ce bili lokalizirani na kozi i to u podrucju trupa (42,3
%).

Razne klinicke studije pokazale su da, s obzirom na lokalizaciju, melanom najceS¢e zahvaca
trup kod ispitanika u dobnoj skupini izmedu 50 i 60 godina, a kod populacije starije od 80
godina najcesc¢e lokalizacije su vrat i glava (4).

Dvije deskriptivne studije provedene u Kanadi i na Novom Zelandu utvrdile su postupni
porast incidencije melanoma na trupu usporedno sa Zivotnom dobi. Svoj vrhunac melanomi

trupa dosezu u kasnijoj srednjoj Zivotnoj dobi, a potom incidencija polagano opada (14, 15).

Istrazivanje iz 1978. godine u SAD-u obuhvatilo je 339 ispitanika s dijagnosticiranim
melanomom tijekom 17 godina te je utvrdilo da je 70 % ispitanika imalo dijagnosticiran
melanom kojemu je dodijeljen stupanj Clark I11 (34 %) i Clark 1V (36 %) (16).

Istrazivanje koje je provedeno u Opcéoj bolnici Varazdin na Odjelu za patologiju, citologiju i
sudsku medicinu od kraja 2014. do pocetka 2016. godine utvrdilo je da je najvise melanoma u

stupnju Clark II 1 kod Zena 1 kod muSkaraca. NajceS¢a lokalizacija melanoma kojemu je
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5. Rasprava

dodijeljen Clark II kod Zena bio je trup, dok su leda kod muskaraca najce$ca lokalizacija
kojemu je dodijeljen Clark 11 (17).

U ovom istrazivanju raspodjela melanoma prema klasifikaciji po Clarku pokazala je da su
najzastupljeniji stupnjevi bili Clark I11 i Clark IV s ukupno 64,8 %, nakon ta dva stupnja
slijedi Clark 11 s ukupno 17,6 % pojavnosti.

Takoder, obradeni su podatci koji pokazuju odnos klasifikacije po Clarku i lokalizacije na
kozi. Oni pokazuju da je najcesce zahvacen trup (45,4 %) gdje je najzastupljeniji stupanj
Clark 11 (15,3 %). Nakon njega najéesce dijagnosticirani melanom bio je melanom donjih

udova (20,4 %) gdje je najzastupljeniji stupanj bio Clark 1V (8,5 %).

U istrazivanju provedenom 1978. godine u SAD-u utvrdilo se da je najzastupljeniji stupanj
zahvacenosti po Breslowu bio Breslow 111 (36 %), nakon kojeg slijedi Breslow Il (23 %) (16).
Istrazivanje provedeno u Opcoj bolnici Varazdin utvrdilo je da je najviSe dijagnosticiranih
melanoma prema klasifikaciji po Breslowu imalo stupanj Breslow I i kod Zena i kod
muskaraca. Najc¢esca lokalizacija melanoma kojemu je dodijeljen Breslow I kod Zena bio je
trup, dok je kod muskaraca najveca zastupljenost melanoma bila lokalizirana na ledima (17).

U ovom istraZivanju najzastupljeniji stupanj po klasifikaciji po Breslowu bio je Breslow I
(28,4 %), nakon kojeg slijedi Breslow V (18,8 %). Najvise dijagnosticiranih melanoma bilo je

lokalizirano na trupu, a oni su najc¢esce pokazivali stupanj Breslow | (15 %).

Prema istrazivanju koje je objavljeno 2010. godine u kojemu se proucavala povezanost
proliferacijskog indeksa (Ki-67) i broja mitoza kod dijagnosticiranih melanoma, znanstvenici
su utvrdili da su poveéan broj mitoza i ekspresija Ki-67 povezani s raznim znaCajkama
melanoma poput povecanog nivoa Clarkove invazije, prisutnosti tumorske ulceracije,
tumorske nekroze i vaskularne invazije. Kao zakljuCak donijeli su da je Ki-67 bolji
prognostic¢ki pokazatelj od broja mitoza (18).

U ovom je istrazivanju najvise ispitanika imalo visok Ki-67 (47,1 %), najviSe sa stupnjem
Clark IV (23,9 %) i Breslow V (15,9 %). Najmanje ispitanika imalo je srednje vrijednosti Ki-
67 (19,9 %) gdje se isticao Clark 111 (9,6 %) i Breslow 111 (6,3 %).

Analiziranjem odnosa mitotskog indeksa i klasifikacije po Clarku i Breslowu najveci broj
ispitanika imao je nizak broj mitoza (70,4 %), najviSe sa stupnjem Clark Il (26,7 %) i
Breslow | (26,7 %). Najmanji broj ispitanika imao je visok mitotski indeks (11,9 %), najcesce
sa stupnjem Clark V (2,8 %) i Breslow V (4 %).
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Prema podatcima iz literature, melanom najée$¢e metastazira u limfne ¢vorove. Osim limfnih
¢vorova, metastaze mogu biti lokalizirane i u organima kao Sto su pluca, jetra, kosti i mozak
(19). U Hrvatskoj se najceS¢a lokalizacija metastaza melanoma nalazi na ledima kod
muskaraca, dok su to naj¢eS¢e donji udovi kod zena (20).

U ovom su istrazivanju metastaze evidentirane kod 17,5 % ispitanika i to najéeSée u

regionalne limfne ¢vorove (81,8 %).
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6. Zakljucak

ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata moze se zakljuditi:

1.
2.

Od 2012. do 2016. godine dijagnosticirano je 189 melanoma

Melanomi su bili nesto ¢es¢i kod muskaraca (59,8 %). Najéesce su se javljali u dobnoj
skupini od 70 do 79 godina (33,3 %)

Dijagnosticirani melanomi naj¢esce su se javljali na kozi (94,7 %)

Melanomi na kozi najéesée su pokazivali stupanj Clark 1111 Clark 1V (32,4 %)
Ocijenjeni prema stadiju po Breslowu, melanomi su najces¢e imali stadij Breslow I
(28,4 %)

Veéina melanoma pokazivala je visok proliferacijski indeks-Ki-67 (47,1 %)

Ispitanici s visokim Ki-67 najc¢esce su bili stadija Clark 1V (23,9 %).
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7. Sazetak

7. SAZETAK

CILJ ISTRAZIVANJA: Utvrditi broj dijagnosticiranih melanoma tijekom pet godina, utvrditi
ucestalost melanoma ovisno 0 Kklasifikaciji prema Breslowu i Clarku, usporediti proliferacijski

indeks prema patohistoloskim stadijima po Breslowu i Clarku.

USTROJ STUDIJE: Retrospektivna studija.

ISPITANICI | METODE: Obuhvaceno je 189 melanoma dijagnosticiranih na Zavodu za
patologiju i sudsku medicinu KBC-a Osijek tijekom pet godina (2012. - 2016.). Uzorci tkiva
bojeni su standardnim hemalaun-eozin bojenjem. Napravljena je i imunohistokemijska obrada
na melan A, HMB45 i Ki-67. Za imunohistokemijsku obradu koristio se automatizirani bojaé¢

Ventana BenchMark Ultra marke Roche i monoklonska primarna antitijela marke Roche.

REZULTATI: Vecina ispitanika bili su muskarci (59,8 %). Melanomi su najcesce
dijagnosticirani na kozi (93,2 %), prvenstveno na kozi trupa (42,3 %). Prema klasifikacijama
po Clarku i Breslowu, najzastupljeniji stupnjevi bili su Clark 111 (32,4 %) i Clark 1V (32,4 %)
te Breslow | (28,4 %). Najcesca lokalizacija melanoma u odnosu na klasifikaciju po Clarku
bio je trup (45,4 %), kao i kod Klasifikacije po Breslowu (45,1 %). Najvise ispitanika imalo je
visoke vrijednosti Ki-57 (47,1 %), najcesce u stupnju Clark 1V (23,9 %) i Breslow V (15,9
%). Najvise ispitanika imalo je nizak broj mitoza (70,4 %), naj¢escée u stupnju Clark III (26,7
%) i Breslow 1 (26,7 %).

ZAKLJUCAK: ObrazloZenje za veliku pojavnost raka koZe jest to 3to je koza najveéi
covjekov organ. U dijagnostici melanoma neophodna je imunohistokemijska obrada
tumorskog tkiva na melan A i HMBA45, odredivanje Ki-67 kao i stupnjevanje po Clarku i

Breslowu.

KLJUCNE RIJECI: melanom, Clark, Breslow, Ki-67.
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8. SUMMARY

Diagnostics of malignant melanoma by immunohistochemistry

OBJECTIVES: The aim of this study was to determine the number of diagnosed melanoma in
a five year period, to determine the frequency of melanoma depending on the classification of

Clark and Breslow staging.

STUDY DESIGN: Retrospective study.

PARTICIPANTS AND METHODS: There were 189 melanomas diagnosed at Clinical
Department of Pathology and Forensic Medicine at Clinical Hospital Centre Osijek in a five
year period (2012 — 2016). Tissue samples were stained by standard hemalaun eosin staining.
All samples were immunohistochemically treated for Melan A, HMB45 and Ki-67.
Immunohistochemistry treatment included automatic machine Ventana BenchMark Ultra

brand Roche and monoclonal primary antibodies brand Roche.

RESULTS: Most of the respondants were males (59.8 %). The most common localization of
melanomas was skin (93.2 %) with the highest percentage on torso (42.3 %). According to
Clark and Breslow classifications, the most common stages were Clark 111 (32.4 %), Clark 1V
(32.4 %) and Breslow 1 (28,4 %). The most common localization of melanomas in Clark
classification was torso (45.4 %), same as in Breslow classification (45.1 %). The most
patients had very high value of Ki-67 (47.1 %), most frequently in Clark 1V stage (23.9 %)
and Breslow V stage (15.9 %). The most patients had a very low number of mitosis (70.4 %),
most frequently in Clark Il stage (26.7 %) and Breslow I stage (26.7 %).

CONCLUSION: Explanation for high skin cancer frequncy is the fact that the skin is the
biggest human organ. In diagnostics of melanoma immunohistochemistry treatment of tumor
tissue is necessary for Melan A and HMB45, defining Ki-67 as well as staging by Clark and

Breslow.

KEY WORDS: melanoma, Clark, Breslow, Ki-67.
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