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(engl. American Joint Comitee on Cancer staiging)

limfni vor strazar
(engl. sentinel lymph node)

biopsija limfnog ¢vora strazara
(engl. sentinel lymph node biopsio)



1. UVOD

1.1 Definicija malighog melanoma

Maligni melanom (MM) je zlocudni tumor koze, podrijetla iz
melanocita. Naziv potjeCe od pigmenta melanina, koji je prisutan u
velikom broju slu€ajeva. Klini¢ki se o€ituje na razli€ite nacine i razlikuje se
u boji, od hiperpigmentiranin do amelanoticnih promjena (1-4).
Karakterizira ga lokalna agresivnost i sklonost ranom limfogenom i/ili
hematogenom metastaziranju (5,6).

Vecina bolesnika s primarnim MM uspjes$no se lijeci kirurskim
odstranjenjem primarnog tumora. Bolje prezivljenje, koje se biljeZi
posljednjih godina, rezultat je ranije dijagnoze, boljeg razumijevanja
biologije ovog tumora i odredivanja prognosti¢kih ¢imbenika za

bolesnike s primarnim MM (7).

Terapija MM prvenstveno se provodi kirurski. Ostali oblici terapije
koji ukljuuju kemoterapiju, radioterapiju i imunoterapiju primijenjuju se
riede, ovisno o stadiju bolesti (8), dok je bioterapija jo$ u fazi istrazivanja

9).

1.2 Biologija melanocita

Prekursori melanocita su melanoblasti, koji migriraju u prvom trimestru
embrionalnog razvoja iz neuralnog grebena i nastanjuju kozu,
meninge, oko, limfne Zlijezde, ektodermalnu sluznicu respiratornog i
probavnog sustava (10). Diferencijacija melanoblasta u kozi za vrijeme
embrionalnog i neonatalnog razvoja dovodi do stvaranja dedriti¢nih,
tamno pigmentiranih, zrelih melanocita. Potpuno diferencirani
melanociti zadrzavaju se u predjelu bazalne membrane epidermisa i

sintetiziraju pigment melanin u melanosomima pod utjecajem enzima



tirozinaze (10,11). Melanin sluzi kao zastita od Stetnog utjecaja
ultravioletnog zracenja (engl. ultraviolet radiation, UVR). Jacina
pigmentacije koZe ne ovisi o broju melanocita, nego o njihovoj

mogucénosti produkcije melanina (10).

1.3 Epidemiologija malighog melanoma

MM ¢ini priblizno 2 do 3% svih zlo¢udnih tumora i uzrokuje 1 do
2% ukupnog mortaliteta od malignih bolesti (12).

Epidemioloske studije o u¢estalosti MM pokazuju da se broj oboljelih
uvelike razlikuje prema geografskom polozaju. Tako je u podrucju
Australije i Novog Zelanda 10 puta vi$e bolesnika nego u Europi, §to je
u izravnoj vezi s o$tecenjem ozonskog zastitnog omotaca koji filtrira

UV zraCenije. Incidencija i mortalitet stalno su u porastu (13-16).

U Europi najveca ucestalost zabiljezena je u Norveskoj, Danskoj i
Svedskoj (porast incidencije MM s 2,5 na 100 000 stanovnika 1958. na
11,6 na 100 000 stanovnika 1980. godine, dok je niza incidencija
zabiljeZzena u Poljskoj, Rumunjskoj, Bugarskoj, Sloveniji i Hrvatskoj
(17-19). U Hrvatskoj je incidencija za muskarce 5,9, a za Zzene 4,7 na
100 000 stanovnika. Od svih zlo¢udnih tumora, udio MM u incidenciji je
1,6 % za muskarce i 1,5 % za Zene (20).

MM se uglavnom javlja izmedu 20. i 60. godine Zivota, s vrhom
incidencije u 5. desetljeéu (2,4). Izuzetno rijetko se javlja u djecjoj dobi
(21). Displasti¢ni nevusi osobito u obitelji s obiteljskim MM povecéavaju
rizik melanoma u djece (22,23).

S obzirom na spol, na temelju prou¢avanja u Europi, MM dva je
puta ¢eS¢i kod zZena nego kod muskaraca, dok je u vecini americkih
studija taj odnos 1:1 (12).

Opsezni epidemiolodki podaci podupiru negativhu korelaciju
izmedu stupnja pigmentacije i rizika razvoja MM. Stoga se MM c&eScée

javlja u osoba svjetle koze, plavih ociju i plave ili crvene kose (24,25). U



osoba s albinizmom, =zbog nedostatka pigmenta rizik pojave
nemelanomskog karcinoma koze je viSi, osobito planocelularnog, u
usporedbi s rizikom pojave melanoma (26,27).

Incidencija MM je priblizno deset puta veca u bjelaca nego u
crnaca koji Zive na istom podrucju (13).

Uoceno je da se 75% MM pojavljuje na otkrivenim dijelovima koze,
te da pojedina anatomska mjesta pokazuju vecu sklonost razvoja ovog
tumora medu razlicitim etni¢kim skupinama. Naj¢eS¢a lokalizacija MM
kod mus$karaca bijele rase su trup, gornji ekstremiteti, glava i vrat, a kod
Zzena leda, potkoljenice, gornji ekstremiteti, glava i vrat (3,4,28). Kod
pripadnika crne i Zute rase, MM se ¢e&ce javlja na tabanima, mukoznim
membranama, stopalima i noktima. To¢an razlog ¢e$¢eg razvoja MM na

akralnim mjestima u pripadnika crne rase nije jo$ utvrden (4,29,30).

1.4 Etiologija malignog melanoma

MM nastaje kao rezultat maligne transformacije melanocita ili
alteracije nevus stanica u prekursorskim lezijama. Takve promjene
najéesce se zbivaju u kongenitalnom i displastickom nevusu, u lentigo
maligna ili melanocitnom plavom nevusu. Vrlo rijetko MM nastaje

alteracijom visceralno smjestenih melanocita (31-34).

Kako do danas nije poznat pravi uzrok MM, postoje brojne
hipoteze koje pokuSavaju dovesti u uzro¢nu vezu taj tumor i odredene
endogene ili egzogene Cimbenike (15,17,18,31-34). Medu egzogenim
¢imbenicima mozemo navesti UVR, oste¢enje ozonskog sloja, onkogene
viruse, kemikalije, lijekove te jo§ nerazjasnjenu ulogu traume
(6,13,15,31). Izlozenost UVR smatra se glavnim rizi€nim ¢imbenikom u
razvoju MM (33), bazocelularnog i planocelularnog karcinoma koze
(26,27). Uloga UVB u patogenezi karcinoma koze je dokazana u brojnim
epidemioloskim studijama, kao i u eksperimentalnoj fotokarcinogenezi
(34,35). Naime, melanin apsorbira UVR u melanocitima, a oslobodena
energija otpusta slobodne radikale koji dovode do mutacija na uzvojnici



deoksiribonukleinske kiseline (engl. deoxyribonucleic adic, DNA)
(14,28,31,36). Cini se da je izlaganje suncu jakog intenziteta unutar prvih
deset godina Zivota od izuzetnog znac€aja. Ukupan broj nevusa je takoder
jedan od najjacih rizi¢nih faktora za razvoj MM (31). Prvi korak nakon
ste€ene mutacije u DNA uslijed djelovanja UV svjetla je stvaranje
benignih promjena, tj. nevusa. Valja spomenuti i utjecaj umjetnog UV
svjetla, koje se koristi u terapijske i u kozmetske svrhe, a kao moguceg
etioloskog ¢imbenika u nastanku MM (37,38).

U etiologiji MM navedeni su retrovirusi i papiloma virusi, no bez
dovoljno potkrepljujuc¢ih dokaza. Profesionalna izlozenost kemikalijama
kao Sto su poliklorinati i polivinilklorid takoder predstavlja povecani rizik
za razvoja MM (31).

Unato¢ ranijem misljenju, prema danasnjim saznanjima, nije se uocio utjecaj oralnih kontraceptiva ili
nadomijesnih estrogena u nastanku MM kao niti utjecaj na petogodiSnje prezivljenje (39).

UocCeno je da nasljede ima takoder odredenu ulogu u razvoju MM.
Udio bolesnika s anamnestickim podatkom o MM u obitelji u ukupnom
broju bolesnika s melanomom iznosi 8-12% (40).

Prema tome &imbenici povecanog rizika za razvoj MM su prvenstveno
prisutnost brojnih nevusa osobito displasti¢nih nevusa (41), sklonost
pojavi suncevih pjega (42), podatak o jakom “izgaranju” na suncu ili
intermitentnom izlaganju jakom suncu (43), intenzivno izlaganje suncu
prije desete godine Zivota (14,36), podatak o postojanju MM u obitelji
(40,41) i svijetla put (24).

1.5 Klini¢ka slika i prekursori malignog melanoma koze

Rane lezije MM obi¢no karakterizira izgled nepravilnog, tamno
pigmentiranog plaka ili makule. S vremenom dolazi do pojave papule ili
¢vora, $to oznacava prodiranje stanica melanoma u dublje dijelove

dermisa. Sekundarne promjene unutar MM koje se odnose na pojavu



erozije, ulceracije, kruste, krvarenja pridonose raznolikosti klini¢ke slike.

Stoga nema klinicki tipicnog MM (44).

MM kozZe moze se razviti na prethodno nepromijenjenoj koZi ili iz
prekursorskih lezija koje uklju¢uju kongenitalne i ste¢ene melanocitne
nevuse, displasticne nevuse (DN) i lentigo maligna (LM), a vrlo rijetko
moze nastati i iz melanocitnog plavog nevusa i kod xeroderma

pigmentosum (2-4,41,45).

Kongenitalni melanocitni nevusi su prisutni kod rodenja, dok

ste€eni melanocitni nevusi nastaju u tijeku zivota (3,4).

DN su pigmentirane lezije koze gradene od nevus stanica. Klini¢ke
osobine DN su nejednolika pigmentacija, nepravilan oblik, neostri rubovi
prema zdravoj kozi, promjera su ve¢eg od 5 mm. Karakterizira ih ne
samo klini¢ka, ve¢ i histoloSka atipija. Histoloski nevus stanice su
poligonalnog izgleda, takoder izlu€uju melanin, ali nisu prisutne u kozi
svih ljudi. Naj¢esce su nasljedno uvjetovane, makar se javljaju i
sporadi¢no (3). Incidencija pojavnosti sporadi¢nih DN u populaciji je 5-
10%. U osoba sa viSe od Sest DN postoji statisti¢ki potvrden porast
incidencije MM. DN zapaZzeni su u obiteljima s visokom incidencijom MM,

iako se mogu javiti i nevezano za pozitivhu obiteljski anamnezu (41).

Danas se govori i 0 biliezima MM koji se odnose prvenstveno na
fenotip bolesnika. UocCilo se da je rizik pojave MM u osoba svijetle kose
C¢ak do sedam puta veci u usporedbi s osobama crne kose, skoro Cetiri
puta veéi u osoba svjetlo smede kose i dva puta ¢eS¢i u osoba smede
kose (46).

Svjetska zdravstvena organizacija postavila je osnovne kriterije, na
temelju pet glavnih simptoma pri promjeni nevusa u melanom, poznatih
kao ABCDE simptomi, koji ozna€avaju asimetriju, nepravilnost rubova,
nejednolikost boje, promjer i uzdignutost pigmentirane lezije, a dobiveni
su na temelju akronima engleskih rije€i (A - asymmetry, B - border
irregularitiy, C - color variegation, D - diameter, E - elevation) (3).

Pri pregledu bolesnika s pigmentirantnim lezijama koze svakako
treba odgovoriti na dva osnovna pitanja. Prvo, da li bolesnik ima



suspektinu pigmentiranu leziju, te drugo, koji je rizik od razvoja MM kod
tog bolesnika u buduénosti (47). Stoga svaku suspekinu pigmentiranu
koznu leziju valja kirurski odstraniti u cjelosti i histoloski verificirati (48).

1.6 Patohistologija malignog melanoma koze

HistopatoloSka analiza pruza niz podataka koji osim u postavljanju
dijagnoze mogu pomo¢i u odredivanju prognoze i terapije bolesnika.
Mikroskopskom pretragom dobiju se podaci o:

- nacinu rasta tumora, odnosno stupnju njegove invazije

- histolo§kom tipu tumora

- vrsti stanica

- koli¢ini pigmenta melanina

- upalnoj infiltraciji na bazi i rubovima (44).

1.6.1 Nacini rasta malignog melanoma

MM moze pokazivati dva nacina rasta, radijalni i vertikalni.

Radijalna faza rasta karakterizirana je histoloski proliferacijom
melanocita u epidermisu uzduz bazalne membrane (MM in situ) i/ili u
povrSinskom dijelu papilarnog dermisa. Tumori u ovoj fazi rasta smatraju
se netumorigeni¢nim i imaju izrazito povoljnu prognozu.

Vertikalnu fazu rasta karakterizira sposobnost proliferacije

tumora i stvaranje tumorske mase u dermisu (44).

1.6.2 Odredivanje stupnja invazivnosti malignhog melanoma

Stupanj invazivnosti MM moguce je odrediti na dva nacina.

a) ovisno o histolodkoj razini koZe koji tumor infiltrira, prema
Clarku (Tablica 1) i



b) ovisno o debljini tumora u milimetrima, prema Breslowu
(Tablica 2)

Tablica 1 Stupnjevanje malignog melanoma prema Clarku

Stupan; | tumor samo u epidermisu (melanoma in situ)
Stupanj Il tumor infiltrira u papilarni dermis
Stupanj Il tumor ispunjava i proSiruje papilarni dermis, te tumori koji se

nalaze na papilarno retikularnoj granici, ali ne zahvacaju
retikularni sloj koze

Stupanj IV tumor infiltrira retikularni dermis

Stupanj V. tumor infiltrira supkutano masno tkivo (49).

Debljina MM prema Breslowu vrS§i se uz pomo¢ bazdarenog
okularnog mikroskopa, od gornjega ruba granularnog sloja epidermisa,
okomito, do najdubljeg dijela tumora. Ako je tumor ulceriran, mjeri se od
dna vrijeda (krusta na povrS$ini vrijeda se ne mjeri), okomito, do najdubljeg

dijela tumora.

Tablica 2. Stupnjevanje malignog melanoma prema Breslowu

Stupan; | tanji od 0,76 mm

Stupan; Il 0,76 — 1,50 mm
Stupan; llI 1,51 — 2,25 mm
Stupan;j IV 2,26 — 3,00 mm

StupanjV  debilji od 3,00 mm (50).



1.6.3 Histoloski tipovi melanoma
Danas morfoloski razlikujemo Cetiri najéeS¢a histoloska tipa MM,

koja se medusobno razlikuju po sijelu, tipu stanica, nacinu rasta i

klinickom ponasanju (51).

Povrsinsko _Sireéi _melanom (engl. superfitial spreading

melanoma, SSM) predstavlja naj¢esci tip MM kozZe i pojavljuje se u oko
70% slu€ajeva (slika 1). Uglavnom nije udruzen s promjenama koze
karakteristicnim za jaCa aktinitka oStecenja. Nastaje iz obi¢nog ili DN
najcesce u osoba srednje zivotne dobi. U histoloSkoj slici nazo¢na je
pagetoidna proliferacija atipicnih melanocita s posljedi¢nim zadebljanjem
epidermisa (slika 2). Atipiéne stanice su nepravilno rasporedene unutar
epidermisa, pojedinacno ili u nakupinama, te zahvacaju veéinom gornje
dijelove epidermisa na nacin slian Pagetovoj bolesti. Stanice su velike,
bogate citoplazmom, pleomorfne vezikulozne jezgre s naglaSenom
eozinofilnom ozinofilnom jezgricom. U dermisu prisutan je upalni infiltrat.

Horizontalni nacin rasta traje obi¢no dugo, nakon cega prelazi u

vertikalni, invazivni oblik tumora (45).




Slika 1. Klinicka slika povrsinsko Sireceg melanoma (SSM).

Slika 2. HistopatoloSka slika povrSinsko SireCeg melanoma (SSM),
(100xHE).

Nodularni melanom (engl. melanoma nodulare, MN) je slijededi

tip MM prema ucestalosti. Javlja se u 15% slucajeva, takoder najcesée u
srednjoj Zivotnoj dobi. Nastaje na nepromijenjenoj kozi u obliku smede-
crnog ¢vori¢a na trupu, glavi i vratu (slika 3). U histoloSkoj slici nazo¢ne
su intradermalni sferoidalni Cvori¢i sastavljeni od velikih epiteloidnih
melanocita s izrazenim jezgrama dok atipi¢ni melanociti pokazuju svijetle
jezgre i izrazene jezgrice (slika 4). Karakteriziran je iskljucivo vertikalnom
fazom rasta atipi¢nih melanocita ¢ime se objasnjava izrazita agresivnost
ovog tumora (44,45).




Slika 3. Klinicka slika nodularnog melanoma (MN).

Slika 4. Histopatoloska slika nodularnog melanoma (MN), (100xHE).

Akrolentiginozni_melanom (ALM) se javlja do 10% slu€ajeva

svih MM. Nastaje na akralnim predjelima u osoba starije Zivotne dobi,
najées¢e na dlanovima, stopalima i sluznicama. Ne prethode mu nevusi,
kao ni markeri povecanog rizika, niti nastaje na fotoeksponiranim
mjestima. U histoloSkoj slici atipi¢ni vretenasti melanociti smjesteni su u
donjim dijelovima epidermisa, te zamijenjuju vecinu bazalnih keratinocita,
iako mogu biti zahvaceni i gornji dijelovi epidermisa. Pojedinacne stanice
su pleomorfne s hiperkromatskom jezgrom i izrazenom jezgricom. Ceste
su mitotske figure. Karakterizira ga horizontalni i vertikalni nacin rasta.
(45).

Lentigo melanoma malignum (LMM) se javlja u 5 % slu€ajeva u

obliku pigmentirane makule na fotoeksponiranim mjestima osoba starije
Zivotne dobi. Razvija se iz lentigo maligna (LM), lezije koju karakterizira
viSegodisnja radijalna faza rasta. S prijelazom u vertikalnu fazu rasta
nastaje LMM. Histoloski LMM karakteriziraju atipi¢ni vretenasti melanociti,

atrofiCan epidermis i aktinicka elastoza tj. povecana koli¢ina vezivhog

10



tkiva u gornjem dermisu. Atipi¢ni melanociti nazo¢ni su uzdruz bazalne
membrane epidermisa, a zahvacaju i dlacne folikule. Imaju nepravilnu
hiperkromatsku jezgru i vakuoliziranu citoplazmu. S progresijom lezije,
nakupine atipi¢nih stanica zahvacaju epidermodermalnu granicu i prelaze
u dermis (45).

Izuzetno rijetki su slijedeci oblici MM:

Amelanoti¢ni MM klini¢ki se pojavljuje kao crveni ili ruzicasti plak
ili Evori¢, stoga se dijagnoza postavlja tek histoloSkom analizom. BioloSki
je znatno agresivniji nego pigmentirana varijanta MM. No, zasto ovaj oblik
MM ne proizvodi melanin nije jo$ utvrdeno (44,45).

MM balonastih stanica sastoji se od velikih svijetlih stanica s

centralno smjestenom jezgrom i velikom koli€¢inom retikulirane i

vakuolirane citoplazme (44).

MM svijetlih stanica je MM mekih Cesti koji se razvija u blizini tetiva ili

aponeuroze ekstremiteta mladih osoba izmedu 20. i 40. godine. Tumor
se satoji od gnijezda ili tracaka poligonalnih ili vretenastih stanica s
vezikularnom jezgrom i velikom bazofilnom jezgricom, svijetlom ili
blijedom citoplazmom, od stanica s eozinofilnom citoplazmom i od
multinuklearnih gigantskih stanica. Ultrastrukturalno svijetli izgled
citoplazme nastaje zbog prisutnosti velikih nakupina Cestica glikogena
i/ili brojnih mjehuri¢a ili organela (44).

Dezmoplastiéni — neurotropni MM je agresivna varijanta MM

graden od vretenastih stanica. Karakteriziran je dubokom invazijom
vretenastih melanocita i njeznih fibroblasta koji su poslozeni u tracke
uronjenih u kolagensku stromu. Vrlo teSko ga je histoloski razlikovati od

oziljika. Vecina dezmoplasti¢nih melanoma nastaje iz invazivne vertikalne
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faze prethodnog LMM. Kada dezmoplasti¢ni melanom formira strukture
koje nalikuju zivcima ili invadiraju zivce u dermisu, dobiva naziv
neurotropni melanom. Ultrastrukturalne karateristike odnose se na
pleomorfizam jezgre s prominentnom jezgricom, velikom koli¢inom
citoplazmatskih filamenata vimentina i brojnim pinocitoti¢nim
mjehuri¢ima, rijetko prisutnih melanosoma, Sirokim citoplazmatskim

izdancima uz bazalnu membranu i rudimentarne stani¢ne veze (52).

Miksoidni_ MM predstavlja metastatki MM u kojeg stroma

pokazuje miksoidnu promjenu. HistoloSki je karakteriziran epiteloidnim
tumorskim stanica koje formiraju gnijezda ili tratke u miksoidnom
matriksu nastalom iz reaktivnih stromalnih stanica. Moze se pogresno
dijagnosticirati kao primarni miksoidni maligni fibrozni histiocitom,
miksoidni hondrosarkom ili rabdomiosarkom, maligni tumor apendiksa

koze ili maligni miksoidni tumor (53).

1.6.4 Vrsta stanica

Veli¢ina i izgled tumorskih stanica u dermisu pokazuju velike
varijacije. Ipak se mogu razlikovit dva tipa stanica, kubi¢ni i vretenasti.
Veéina tumora pokazuje oba tipa stanica, ali obi¢no jedan prevladava.
Kubi¢ne stanice su ¢e$¢e nego vretenaste i imaju tendenciju smestaja
unutar alveolarnih formacija. Alveolarno rasporedene kubi¢ne stanice su
okruzene tankim vlaknima kolagena koja sadrzavaju malo fibroblasta.
Vretenaste stanice oblikuju nepravilne tracke. Tumor u kojima
prevladavaju vretenaste stanice nalikuju fibrosarkomima, ali se od njih

razlikuju prema tome, $to imaju junkcionalnu aktivnost (54).

1.6.5 Koli€¢ina pigmenta
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Koli¢ina pigmenta melanina vrlo se razlikuje u MM. U nekim
tumorima se veca koli¢ina melanina nalazi ne samo unutar tumorskih
stanica nego i u melanofagima koji se nalaze u stromi. U drugima nema
znakova melanina u hematoksilin-eozinom obojenim preparatima.
Medutim, bojenjem preparata sa srebrnim nitratom otkriva u veéine
malignih melanoma koji izgledaju amelanoti¢ni nekoliko stanica sa
melaninom. Jos je bolje upotrijebiti metodu Masson Fontanove
amonijakalne otopine srebrnog nitrata, jer ¢e se time prikazati i
nepigmentirane argentafilne premelaninske granule. Dopa reakcija i
odredivanje tirozinazne aktivnosti obi¢no daju pozitivhe rezultate, barem

na nekim mjestima, iako katkada MM moZze biti bez tirozinazne aktivnosti

(4).

1.6.6 Koli€ina upalnog infiltrata

U ranim invazivnim MM na bazi tumora nalazi se mononuklearni upalni
infiltrat. Kada jednom dode do dublje invazije dermisa upalni infiltrat se

smanuje, a u uznapredovalim stadijima moZze biti odsutan (4).

1.7 Imunohistokemija malignog melanoma

Imunohistokemijsko prepoznavanje novotvorina nevomelanocitnog
podrijetla vrSi se dokazivanjem biljega, kao $to je vimentin, S-100 protein
i HMB-45 antigen, a u svrhu potvrde histoloSke dijagnoze ili u slu¢aju

postojanja sumnje na nedefinirani tumor (54).

S-100 protein pozitivan je kod razli¢itih tipova madeza, kao i kod
razli¢ih histoloskih oblika MM. U dobro¢udnim promjenama, S-100 protein

moze pomoci u : (i) dijagnozi Sutton nevusa odredivanjem nazocnosti
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nevus stanica “prekrivenih” upalnim limfocitima; (i) razlikovanju
pseudovaskularnin od vaskularnin tumora (glomangioma). Kod MM
postotak S-100 pozitivnih stanica varira od 50-95%. Odredivanje S-100
proteina moze se Kkoristiti za to€nije mjerenje debljine tumora u slu€aju
kada su duboko smjeStene melanomske stanice skrivene upalnim
stanicama, kao i za procjenu ekscizijskih rubova. S-100 protein iako je
senzitivan marker, nije specifi€an za melanocitne tumore; izrazavaju ga i
drugi tumor, na pr. tumori Zlijjezda znojnica, Svanomi, neurofibromi,
hondrocitni tumori, histiocitoza Langerhansovih stanica i lipomi (55).

Monoklonsko protutijelo HMB-45 prepoznaje antigen nezrelih
melanosoma i €¢esto se koristi u dijagnozi melanocitnih tumora. HMB-45
ne pokazuje kriznu reakciju s nemelanocitnim tumorima (osim u
slu€ajevima gdje tumorske stanice fagocitiraju melanosome, kao na pr.
kod metastatskog karcinoma dojke). Protutijelo HMB-45 je viSe specifi¢an
za melanocite, iako nije uvijek pozitivan kao ni kod primarnih koznih MM
tako ni kod metastatskog MM. Postotak MM koji su imunoreaktivni na
HMB-45 protutijelo iznosi 88-93% (54).

Druga antitijela koja se mogu koristiti u dijagnozi MM uklju€uju
NKl/beteb, NKI-C3 i protutijela na tirozinazu. Nedavno je dokazano da
nevomelanocitni tumori izrazavaju i periferin, intermedijarni filament u
razvoju neurona. Bcl-2 onkoprotein je kao sastavni dio izrazen kod
benignih nevusa, primarnih MM i neSto slabije kod metastatskog
melanoma (50). lako senzitivan, taj protein nije specifi€an za melanocitne
tumore, jer ga izrazavaju i drugi epitelijalni tumori (bazocelularni karcinom
i neki tumori znojnica), vaskularni tumori (Kaposi sarkom) i tumori misi¢a.
Unato€ kvantitativnoj razlici u ekspresiji pojedinih antigena na pr.
nuklearni antigen proliferacije stanica (engl. proliferating cell nuclear
antigen, PCNA) i povrSinskih glikokonjugata, danas jo§ nema
jedinstvenog markera pomocu kojeg bi se prepoznale slabo diferencirane
varijante amelanoticnog MM, a takoder postavila sigurna i stroga razlika
izmedu MM i benignih nevusa. To vrijedi i za HMB-45 antigen koji se
veze (iako znatno manje) za razli€ite benigne nevuse (junkcijski, Spitz,

displasti¢ni i plavi nevus) (54).
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1.8

Stadiji malignog melanoma

Godine 1992. American Joint Committee on Cancer staging (AJCC)

usvojio je “staging” sistem za melanom, temeljen na patohistoSkom
nalazu te na TNM klasifikaciji. (Tablica 3) (56).

Tablica 3. Podjela MM prema stadiju bolesti.

| stadij pT1 NO MO
pT2 NO MO
I stadij pT3 NO MO
pT4 NO MO
[l stadij bilo koji pT N1 MO
bilo koji pT N2 MO
IV stadij bilo koji pT bilo koji N M1
(56).

Primarni tumor (pT)

pTx
pTO
pTis
pT1

pT2
pT3

nepoznati primarni tumor
bez primarnog tumora
Melanoma in situ
tumor do 0,75 mm, invadira papilarni dermis (Clark II)
0,76 — 1,5 mm i invadira papilarni retikularni dermis (Clark I11)
1,5 —4 mm i invadira retikularni dermis (Clark 1V)
pT3a Tumorod 1,5do 3 mm
pT3b Tumorod 3 do 4 mm
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pT4 Tumor deblji od 4 mm, i/ili invadira subkutano tkivo (Clark V) i/ili
sateliti unutar 2 cm od primarnog tumora
pT4a Tumor deblji od 4 mm i/ili invadira subkutano masno
tkivo

pT4b Sateliti unutar 2 cm od primarnog tumora (56).

Limfni &vor (N)

Nx  nepoznati
NO  Bez regionalnih metastaza
N1 Metastaze do 3 cm u najve¢em promjeru bilo kojeg limfnog ¢vora
N2  Metastaze > 3 cm u najveéem promjeru bilo kojeg limfnog ¢vora
i/ili in trasit metastaze
N2a Metastaze > 3 cm u najvec¢em promjeru bilo kojeg limfnog
¢vora
N2b In transit metastaze
N2c N2aiN2b (56).

Distalne metastaze (M)

Mx  nepoznate

MO  Bez distalnih metastaza

M1 Distalne metastaze
Mia Metastaze u koZzi, potkoznom masnom tkivu ili limfnom
¢voru udaljenom od regionalnog limfnog ¢&vora

M1b Visceralne metastaze (56).

1.9 Prognosti¢ki ¢imbenici kod malignog melanoma
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U literaturi se navode brojni prognosti¢ki ¢imbenici koji pomazu u
ocjeni bioloskog pona$anja tumora i odredivanju terapije. Klini¢ki stupan;
pokazao se najvaznijim parametrom u odredivanju prognoze. Stoga se
novi prognosticki ¢imbenici odreduju s obzirom na proS8irenost bolesti (57-
58).

MM [i Il stadija predstavlja primarni tumor bez metastaza u regionalne
limfne Evorove i bez udaljenih metastaza. Jedan od parametara koji se
pokazao znac&ajnim u ovoj skupini bolesnika je anatomska lokalizacija
ovih tumora. Naime bolesnici s MM na ekstremitetima imaju statisticki
znacajnije duze prezivljenje nego bolesnici s MM u predjelu glave,
vrata, trupa, Sake i stopala (58,59).

Iz grupe patohistoloskih ¢imbenika koji utje€u na ishod ovog
stadija MM statisticku znacajnost ima debljina tumora koja korelira s
rizikom lokalne rekurencije, pojavom in transit (metastaze unutar limfnih
Zila dermisa i subkutisa izmedu primarnog tumora i regionalnih limfnih
¢vorova), satelitskih (kozne promjene unutar 2 cm od primarne lezije) i
metastaza u regionalne limfne ¢&vorove (85,91). Prisutnost ulceracije
oznacCava bioloski agresivniji tumor. Razina invazije prema Clarku
obrnuto je proporcionalna s prezivljenjem (58).

Nacin rasta MM je takoder znacajan prognosticki pokazatelj. Tako
vertikalni nacin rasta od samog postanka nodulanog melanoma
predstavlja loSiju prognozu (44).

Koli¢ina limfocitnog upalnog infiltrata obrnuto je proporcionalna s
debljinom tumora, a u uznapredovalim slu¢ajevima je prisutna samo na
rubovima (44).

Ulogu prognosti¢kog Cimbenika ima i aneuploidija koja korelira sa
slabim ukupnim prezeivljenjem, kratkom remisijom bolesti i visokom
stopom rekurencije (57-60). Isto se odnosi i na tumore s mitotskim
indeksom (broj mitoza na jedan mm? u vertikalnoj fazi rasta tumora)
veéim od 5 (61).

Od ostalih nepovoljnih ¢imbenika spominje se veci volumen jezgara

(koji oznaCava stanice u S-fazi) i mikroskopske satelitoze (nakupine
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melanomskih stanica vecih od 0,05 mm u promjeru, odvojene od
tumora, smjesStene u dermisu ili subkutisu) (58).

Prema AJCC klasifikaciji stadij Ill MM karakterizira prisutnost

metastaza u regionalnim limfnim &vorovima (56).

Prognosti¢ki ¢imbenici Il stadija obuhvacaju broj i lokalizaciju
zahvacéenih regionalnih limfnih ¢vorova, dob bolesnika kao i nazoénost
ulceracije u primarnom tumoru (58,62).

U dobi do 50 godina prezivljenje je bolje, nego u dobi iznad 50
godina (63).

Broj pozitivnih limfnih &vorova je znacajniji od veliine limfnih
¢vorova (56). Bolesnici s metastazama u aksilarne limfne ¢vorove imaju
vecu sklonost udaljenoj diseminaciji nego sa zahvacenim limfnim
¢vorovima u ingvinalnoj regiji (58).

Tocno odredivanje statusa limfnih ¢vorova je od presudnog znacaja u
postavljanju plana lije€enja. Naime, metastaza melanoma moze se
javiti kao jedna tumorska stanica u limfnom &voru. Za bolju detekciju
takvih mikrometastaza, uz bojanje hematoksilin-eozinom uvode se jo$
senztivnije metode analize limfnog €vora strazara (engl. sentinel
lymph node, SLN) (64). To uklju¢uje imunohistokemijska bojanja
(HMB-45 i S-100 protein) (54), te analizu reverznom transkriptaza
polimeraza lanéanom reakcijom (engl. reverse transcriptase
polymerase chain reaction, RT-PCR) (64). Pozitivan nalaz upucuje na
prisutnost metastatskih stanica melanoma, ¢ime se otkrivaju bolesnici
s mikrometastazama i provodi ekstenzivniji operativni tretman i

adjuvantna terapija (65).

U bolesnika s udaljenim metastazama karakteristike primarnog
tumora postaju relativno nevazne u predvidanju ishoda bolesti. Opcenito
prognoza za bolesnike ovog stupnja bolesti je lo§a. Najznacajniji
prognosticki imbenici u ovoj fazi bolesti su broj metastatskih mjesta,
trajanje remisije i anatomsko mjesto metastaza (66).
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Broj metastatskih mjesta znatno utje€e na prognozu. Bolesnici s
jednim metastatskim mjestom imaju bolju stopu prezivljenja od grupe
bolesnica s brojnijim metastazama (67).

U 59% bolesnika razviju se metastaze u udaljena mjesta koze,
mekana tkiva ili udaljene limfne &vorove. Pluéne metastaze javljaju se od
31-36% bolesnika (68,62,63). Bolesnici s koznim metastazama imaju
bolje prezivljenje nego bolesnici s visceralim metastazama (66-67).

Opcenito, danas se smatra da je debljina tumora prema Breslowu
najjaci prognosticki Cimbenik kod bolesnika s MM-om. Prema tim
podacima postotak petogodiSnjeg prezivljenja prema debljini tumora za
tumore tanje od 0,76 mm iznosi 96-99%, za Breslow Il 87-95%, za
Breslow Ill 75-84%, za Breslow IV manje od 66-70%, te za Breslow V
44-47% (28).

Anatomska razina invazije prema Clarku predstavlja takoder
parametar koji je €vrsto povezan s prezivljenjem. Razina invazije Il prema
Clarku opcenito predstavlja melanome s vrlo niskim metastatskim
potencijalom, a razina Ill i IV lezije s ve¢im rizikom metastaziranja. Tako
dva tumora mogu imati istu debljinu no razli¢itu dubinu, pa prema tome i
razliitu prognozu (66,67). Prema podacima iz literature, petogodisnje
prezivljenje prema dubini MM-a za Clark | iznosi 100%, za Cark Il 95%,
Clark Ill 82%, Clark IV 71% i Clark V 49% (28).

1.10 Proto¢nocitometrijski prognosti¢ki parametri

Sadrzaj DNA u stanici moze se odrediti pomocu: a) tehnika
molekularne biologije, b) citogenetike, c) citofotometrije i d) protocne
citometrije. Kvantitativna promjena kariotipa i promjena sadrzaja stani¢ne
DNA Cest su i osobit nalaz za pojedine oblike tumora. Premda su
citogeneticke studije u ljudskim solidnim tumorima dokazale visok stupanj
kariotipskih abnormalnosti, rutinsko analiziranje je iznad kapaciteta

mnogih laboratorija. Mjerenjem DNA sadrzaja proto¢nim citometrom
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mogu se dobiti neke znacajne informacije o kromosomskom sadrzaju,
premda normalni sadrzaj DNA uzoraka ne podrazumijeva neophodno i
normalni kariotip (68-69).

Mutacije kromosoma mogu se ocitovati u odstupanju u broju ili
nepravilnostima oblika kromosoma. U zdravim tkivima postoji normalan
sadrzaj DNA, koji odgovora diploidnom broju kromosoma u stanicama
(haploidni broj kromosoma vezan je jedino za zrele gamete), dok
zlo¢udno promijenjene stanice ¢esto pokazuju aneuploidiju. Aneuploidija
oznacava poremecaj broja kromosoma, u smislu povecanja broja
(hiperploidija) ili smanjenja (hipoploidija). Pod pojmom poliploidije
podrazumijeva se povecanje haploidnog broja kromosoma, tri, Cetiri ili
vide puta (triploidija, tetraploidija). Aneuploidija je poznata pojava kod
ljudskih tumora, no istrazivanje njenog bioloSkog i klinickog znacaja u
pros$losti bilo je onemogucéeno tehnic¢kim nedostacima (70). Nedostaci su
djelomi¢no svladani razvojem proto¢ne citometrije, ali se uzorci s
kvalitativnim i manjim kvantitativnim poremecajima jo$ uvijek ne mogu
otkriti (71-73).

Proto¢na citometrija je metoda koja pruza moguénost brze i to¢ne
analize pojedinacnih stanica. Koristi se u imunologiji, hematologiji i
onkologij. Prednost joj je velika brzina mjerenja stanica (analizira ih se na
tisu¢e u sekundi), velika osjetljivost i objektivnost, kao i mogucénost
pracenja visSe parametara na jednoj stanici (veli¢ina, zrnatost stanice i
sadrzaj emisije fluorescencije pri nekoliko valnih duljina). Osnovni uvjet
za protocnu citometriju je dobivanje pojedinaéne suspenzije stanica (74).

Ova metoda vrsi se pomocu protocnog citometra koji analizira i
razvrstava stanice od 1 do 60 mikrometara prema njihovim morfoloskim,
molekularnim, biofizikalnim i funkcionalnim svojstvima. Osnovna dva
dijela proto&nog citometra ine viseparametrijski osjetnicki sustav i
racunalni sustav s osciloskopom i pisaCem. ViSeparametrijski osjetnicki
sustav Cine: laser (izvor koherentne monokromatske svjetlosti za
obasjavanje uzoraka), mehanicki sustav za stvaranje protoka stanica i
njihovo razvrstavanje, detektorski sustav zrcala i le¢a, sustav za odvod

otpadnog materijala te sustav za pneumatsku kontrolu. Ra¢unalni sustav

20



sluzi za automatsku obradu signala sa stanica i prikazuje ih u Zeljenom
obliku i kombinacijama. Proto€nim citometrom mjerenja se izvode dok
suspenzija stanica protjeCe ispred laserske zrake. Ta zraka osvjetljava
stanice i na svakoj se rasprsi pod razli€itim kutovima. Stupanj rasprsenja
svjetlosti u smjeru laserske zrake, tj. pod malim kutom, razmjeran je
velic¢ini stanica (engl. forward angle light scatter, parametar FALS).
Stupanj rasprsenja svjetlosti pod pravim kutom od smjera laserske zrake
razmjeran je zrnatosti stnice (engl. 90 light scatter parameter, parametar
90 LS). Za proto¢nu citometriju koriste se fluorescentne boje s
karakteristicnim ekscitacijskim i emisijskim spektrom (69).

Rezultati mjerenja na protoénom citometru dobivaju se u obliku
histograma, koji na osi apscisa prikazuje intenzitet fluorescencije, a na osi
ordinata broj stanica (slika 5). Prema intenzitetu fluorescencije obojenih
jezgara, Sto je razmjerno sadrzaju DNA, dobije se prepoznatljiva
raspodjela postotaka stanica u razli¢itim fazama stani¢nog ciklusa. Tako
je:

GO0/G1-faza - faza mirovanja stanica gdje normalne diploidne stanice
imaju isti broj kromosoma, s time i isti sadrzaj DNA;

S-faza - faza sinteze stani¢ne DNA i udvostucenja broja kromosoma

G2+M-faza - faza udvostru€enja sadrzaja DNA i nastanak dvije nove

stanice.

Prema tome, stanice G2+M-faze stani¢nog ciklusa imaju dva puta veci
sadrzaj DNK od stanica u G0/G1-fazi, pa ¢e one emitirati priblizno dva
puta vecu fluorescenciju od stanica u G0/G1-fazi stani¢nog ciklusa.

Analiza DNA sadrzaja ovom metodom omogucuje analizu

pojedinih dijelova stani€¢nog ciklusa i temelji se na slijedeéim €injenicama:

a) normalne stanice u razli¢itim fazama Zivotnog ciklusa imaju razlicit,
ali poznati sadrzaj DNA;

b) intenzitet obojenosti je izravno razmjeran sadrzaju DNA;

C) normalne stanice su diploidne, dok zlocudne stanice dosta Cesto
pokazuju sklonost aneuploidiji (71,74).
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120 150
Channels

Diploidni uzorak:
GO/G1 = 96.90%
G2/M = 1.45%
S faza = 1.65%
CV =4.09

Instrument: FACS Calibur/Becton Dickinson

ModFitLT V2.0(PMac)

Slika 5a.

DNA diploidni uzorak dobiven protoénom citometrijom.
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Aneuploidni uzorak:
Diploidna populacija 60.60%
Aneuploidna populacija 39.40%
Ukupna S faza 4.99%
DNA indeks (DI) 1.61

Instrument: FACS Calibur/Becton Dickinson

ModFitLT V2.0(PMac)

Slika 5b.

DNA aneuploidni uzorak dobiven proto€nom citometrijom.
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Za ispitivanje stani¢nog ciklusa proto¢nom citometrijom koriste se

svjezi materijali ili parafinski rezovi.

Analizom DNA histograma i obradom podataka mogu se dobiti
slijedeci parametri:

- udio stanica u pojedinim fazama stani¢nog ciklusa izrazen u
postocima (G0/G1, S, G2/M) (69,75);

- DNA-indeks — omjer izmedu srednje vrijednosti relativnog DNA
sadrzaja GO/G1 stanica uzoraka i srednje vrijednosti relativnog DNA
sadrzaja diploidnih GO/G1 referentnih stanica. Diploidne stanice od istog
tkiva i od iste osobe su idealni standard u analizi tumorske ploidnosti
(71,76-78).

- DNA-ploidnost — iskazuje se na temelju broja G0/G1-vrSkova na
DNA histogramu. Jedan GO/G1-vrSak ukazuje na DNA-ploidiju, dodatni
vrSak na DNA-aneuploidiju, a pojava viSe vrSskova na DNA-multiploidiju.
Mnogi autori pri definiciji DNA-aneuploidije uzimaju u obzir postotak
stanica u G2+M-fazi stani¢nog ciklusa. Ukoliko je udio stanica u G2+M-
fazi veci od 10% govori se o DNA-tetraploidiji (76-77);

- koeficijent varijacije (CV) — parametar koji ukazuje na kvalitetu
pripremanja uzoraka. Naime, to¢nost odredivanja sadrzaja DNA ovisi o:
a) kvaliteti uzoraka (stupanj nekroze, fibroze, upale, hemoragije, autolize,
te udio tumorskih u odnosu na netumorske stanice), b) kvaliteti pripreme
uzoraka (enzimatska ili mehanicka priprema uzoraka, upotrijebljeni
fluorokromi), c) tumacenju histograma DNA (kriterij za definiciju
diploidnosti i aneuploidnosti, upotrijebljeni standardi) i d) kvaliteta strojnog
mjerenja (stupanj rezolucije i linearnosti). Uo¢eno je da CV nije rezultat
samo kvalitete pripreme uzoraka, ve¢ djelomi¢no ovisi o karakteristikama
tumorskog tkiva koje se ispituje. Ukoliko se radi o materijalu iz parafinskih
blokova, uobi€ajeno je postupak ponavljati za svaki CV koiji je veéi od
10% (75,78-82).

DNA indeks sluzi kao mjera za DNA-aneuploidiju, a S-faza kao
indikator proliferativne aktivnosti (81). DNA-aneuploidni tumori su
agresivniji, Ce$¢e metastaziraju i imaju nepovoljniju prognozu u usporadbi

s DNA diploidnim tumorima. Kod nekih tumora isti prognosticki znacaj
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ima i visoki postotak G2/M stanica, ili visoki postotak stanica u S-fazi (83-
86). Danas se zna da limfomi, leukemije, mijelomi te ljudski solidni tumori
mogu imati abnormalan sadrzaj DNA. DNA-aneuploidija i povisena
proliferativna aktivnost predskazuju nepovoljan ishod bolesti kod vecine
Zlo¢udnih tumora. To se odnosi na MM, rak dojke, jajnika, endometrija,
pluéa, debelog crijeva, bubrega, mokracnog mjehura i prostate (75,76).
Osim prognosti¢kog znacaja, odredivanje sadrzaja DNA ima vaznu ulogu
i u odredivanju terapije. Tako je dokazano da su DNA-aneuploidni
karcinomi vrata maternice i karcinom mokra¢nog mjehura senzitivniji na

radioterapiju i kemoterapiju od ostalih (77-80).

lako su vrijednosti dobivene mjerenjem DNA sadrzaja pokazale
izuzetnu vrijednost u pogledu dijagnostike, terapije i prognoze, ipak se
smatra da je kombinacija proto¢ne citometrije i morfoloSkih parametara

pouzdanija u prognozi, nego u slu¢aju njihove zasebne primjene (81,87).

1.11 Modaliteti lije€enja malignog melanoma

Terapija MM prvenstveno se provodi kirurski, a u neklm slu¢ajevima,
ovisno o stadiju bolesti primjenjuje se kemoterapija, imunoterapija i u
rijedim slu€ajevima radioterapija (8).

Primarna terapijska metoda u lije€enju MM je kirursi zahvat i to
nekoliko milimetara od ruba lezije. Siroka ekscizija (3-5 cm od ruba
tumora) se viSe ne vrsi u prvom aktu zbog mogucnosti preklapanja
dermatoma i drenaznih limfnih puteva, $to moze remetiti odredivanje
lokalizacije limfnog ¢vora strazara (engl. sentinel lymph node, SLN)
kod MM debljeg od 1 mm. Nakon limfoscintigrafskog odredivanja SLN
pristupa se biopsiji limfnog €vora strazara (engl. sentinel lymph
node biopsio, SLNB), u cilju pronalazenja mikrometastaza u
navedenom limfnom ¢&voru (88). Ukoliko mikrometastaze nisu

dokazane, vrSi se samo reekscizija u predjelu oziljka, a ukoliko su
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mikrometastaze dokazane pristupa se u istom aktu operativhom
odstranjenju limfnih ¢vorova doti¢ne drenazne regije (89).

lako in situ MM nije invazivna lezija, predstavlja rizik lokalnog recidiva i
metastatske bolesti. Stoga preporucena Sirina ekscizije je 0,5 do 1 cm.
Za MM debljine do 1 mm potrebna je reekscizija Sirine 1 cm. Tumor
debljine 1 do 2 mm treba odstraniti od 1 do 2 cm u Sirinu, odnosno 2
cm za tumore debljine 2-4 mm. Siroka ekscizija preko 2 ¢cm od ruba
tumora vrsi se u MM debljine vece od 4 mm (90-94). Ovisno o
anatomskoj lokalizaciji (npr. MM u predjelu Sake ili lica) preporu¢ena
Sirina operacijskih rubova se prilagodava zbog postizanja $to boljeg
kozmetskog ucinka kao i zbog manjeg naruSavanja funkcionalnosti
(65).

Prema AJCC klasifikaciji stadij Ill MM karakterizira prisutnost
metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima. Terapija se sastoji u

operativhom odstranjenju regionalnih limfnih évorova (65,95).

Terapija in transit metastaza (oznacene kao N2b) koje
predstavljaju emboluse tumora u dermalnim i subdermalnim limfnim
Zilama izmedu primarnog tumora i regionalnih limfnih évorova, provodi se

lokalno, regionalno ili sistemski (65,96,97).

Lokalna terapija provodi se kirurskim ili laserskim odstranjivanjem
tumorskih masa. Opisivane su i moguc¢nosti lokalnim injiciranjem
dinitroklorobenzena (DNCB), Bacillusa Calmette-Guérin (BCG) i
interferona u lezijama kojie nisu dostupne kompletnoj kirurskoj eksciziji
(98).

Regionalna terapija podrazumijeva perfuziju ekstremiteta
melfalanom, a sistemska terapija primjenu dakarbazina (DTIC) (99).

Terapija diseminiranog melanoma stastoji se u palijaciji, a
provodi se kirurski i radioterapijski. Svrha je smanijiti tumorsku masu i

sprijecCiti komplikacije prouzrokovane metastazama (97,100).

Amputacije udova nisu indicirane zbog diseminacije bolesti i brze

pojave metastaza na amputacionom rezu (8).
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Radioterapija MM primjenjuje se u ovom stadiju preoperativho s
cillem smanjenja vitaliteta tumorskih stanica, odnosno postoperativno ili
kao jedina metoda u inoperabilnim slu¢ajevima (101). Danas postoje
dovoljno klini¢kih dokaza koji odbacuju dugo postojecu dogmu da
radioterapija nema ulogu u terapiji MM. lako kirur$ki tretman ostaje
metodom izbora kod bolesnika s lokaliziranim MM, navode se podaci koji
potvrduju da je radioterapija alternativa za bolesnike s opseznim LMM,
osobito kod starijih osoba (102). Potom je dokazano da
elektivna/adjunktivna radioterapija poboljSava lokoregionalni nalaz, u
bolesnika s “debelim” primarnim MM glave i vrata sa zahva¢enim limfnim
¢vorovima (103), kao i kod “debelih” dezmoplasti¢ninh melanoma, dakle
onih kod kojih postoji veliki rizik rekurencije. Glavne indikacije za
radioterapiju su dermalne, subkutane i metastaze u limfne ¢vorove,
mozak i u kosti. Ostale indikacije su kompresija ledne mozdine i
simptomatske izolirane visceralne metastaze koje nisu pristupacne
kirurgu. I1zbor optimalnog frakcioniranja ovisi o0 mjestu tumora i o
oCekivanom preZzivljenju, a daljnja istrazivanja na tom podrucju pruzit ¢e

mogucnost veée uporabe radioterapije kod MM (101-3).

U bolesnika Il i IV stadija, samo u odredenim slu€ajevima
primjenjuje se uz kirur8ku terapiju i adjuvantna terapija koja obuhvacéa

primjenu kemoterapije, imunoterapije ili bioterapije (8,104).

Kemoterapija obuhvacéa primjenu dakarbazina (DITC), derivata
nitrozouree (karmustin, lomustin, semustin i fotemustin), melfalana,
thiotepe, cisplatin, vindesin, taksan i temozolomid kao
monokemoterapeutika. U polikemoterapiji primjenjuje se protokol
bleomicin, vinkristin, lomustin i dakarbazin (BOLD) (8). Od hormonalne
terapije uporaba Tamoxifena uputila je da antiestrogeni imaj nevazan

antitumorski u€inak u uznapredovalim melanomima (97).

Imunoterapija, Cija je svrha pojacati imunoloski odgovor

organizma na tumor, primjenuje se u obliku:

- aktivne specificne imunoterapije (terapije tumorskim stanicama)
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- pasivne specificne imunoterapije — adoptivne terapije (terapija in
vitro obradenim limfocitima)
- aktivne nespecificne imunoterapije (terapija mikrobioloskim
imunosimulantima npr. BCG, Corynebacterium parvum ili kemijskim
sredstvima npr. Levamisole) i
- pasivne  specifitcne  imunoterapije  (terapija  specificnim
monoklonskim protutijelima) (8).

Bioterapija predstavlja uporabu rekombinantnih  citokina
(interferona i interleukina—2), te monoklonskih protutijela. Jedno od
djelovanja interferona je direktno protutumorski, a interleukin-2 pojacava

imunolosku reakciju organizma na tumor (9).

Genska terapija predstavija somatsku terapiju buducnosti.
Obuhvaca uporabu genski izmijenjenih limfocita, tumorskih stanica i
fibroblasta u cilju poboljsanja imunoloskog odgovora (8).
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CILJEVI RADA

. Utvrditi u€estalost klini¢kih (spol, dob, lokalizacija) i histopatoloskih
(histoloska razina invazije, debljina tumora, mitotski indeks)
parametara, kao i vrijednosti DNA sadrZzaja (DNA ploidnost,
proliferativna aktivnost) u skupini bolesnika sa MM, te ustanoviti da

li postoje razlike s obzirom na histoloski podtip (SSM i NM).

. Utvrditi prognosticki zna€aj klini¢kih i patohistoloskih parametara,
te vrijednosti DNA sadrzaja. Ujedno iistraziti da i ispitivani

parametri imaju isti prognosticki znac¢aj u bolesnika sa SSM i NM.

. lzraCunati relativne rizike smrti s obzirom na promatrane klinicke i
histopatoloske parametre, te vrijednosti DNA sadrzaja u skupini
bolesnika s MM, i utvrditi da li postoje razlike izmedu bolesnika sa
SSM i NM.
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3. MATERIJALI | METODE

Istrazivanjem je obuhvaéeno 100 bolesnika u kojih je dijagnoza
MM-a postavljena u Klinici za tumore u razdoblju od 1992—-2002. godine.
U studiju je uvrsteno 50 bolesnika s SSM i 50 s MN. Analizirani parafinski
blokovi tumorskog tkiva sakupljani su prema redoslijedu upisivanja
histopatoloskih nalaza u protokol Zavoda za patologiju, sve do ukupnog
broja od 50 uzoraka za oba histolo$ka tipa tumora.

Analiza prezivljenja bolesnika temeljila se na pracenju bolesnika
od datuma postavljanja dijagnoze do smrti od osnovne bolesti. Od
ukupnog broja bolesnika, 28 je umrlo tijekom praéenja, a 72 je uSlo u
grupu «cenzuriranih» (oznaceni kao Zivi bolesnici ili umrli od neke druge
bolesti). Podaci o prezivljenju uzeti su iz Hrvatskog registra za rak, kao i
iz povijesti bolesti.

Podaci o spolu i dobi bolesnika te lokalizaciji tumora dobiveni
su retrospektivnho iz povijesti bolesti. IstraZzivanje je obuhvatilo 48
muskaraca i 52 Zene. Srednja dob bolesnika prilikom postavljanja
dijagnoze bila je 57,1 godina. Raspon dobi bio je od 19 do 92 godine. S
obzirom na dob razvrstali smo bolesnike u dvije skupine, a kao grani¢nu
vrijednost postavili smo dob od 65 godina (58). U skupini bolesnika do 65
godina Zivota bilo je njih 66, dok je starijih bilo ukupno 34. S obzirom na
lokalizaciju bolesnike s MM-om svrstali smo u 4 skupine: ekstremitet,
trup, okrajine te glava i vrat. NajviSe melanoma bilo je lokalizirano na
ekstremitetima (N=42) i trupu (N=48), dok je na okrajinama bilo
dijagnosticirano 6 tumora, a na glavi i vratu svega 4.

Za patohistolosku analizu koristeno je tkivo tumora uklopljeno u
parafinski blok pohranjeno u Klinici za tumore. Dijagnoza MM postavljena
je na temelju bojenja hemalaun-eosinom, mikroskopskog povecéanja 400
puta, a od imunohistokemijskih bojenja koristeni su S-100 protein i HMB-
45 antitjelo. Provjeru postavljenih patohistoloskih parametara (debljina
tumora, histoloska razina invazije, mitotski indeks) vrsila su dva patologa,

a u slu€aju neslaganja bio je konzultiran i treci.
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Stupnjevanje MM-a prema Clarku vrsilo se ovisno o histoloskoj
razini koju tumor zahvac¢a Tako je tumor koji zahvaéa samo epidermis
oznacen kao Clark | (ili MM in situ), a infiltracija tumora u papilarni dermis
kao Clark Il. Kada je tumor ispunio papilarni dermis, a da pri tome nije
zahvatio retikularni sloj koze, obiljeZzen je kao Clark Ill. Ako je tumor
infiltrirao retikularni dermis oznacen je kao Clark 1V, a infiltracija u
supkutano masno tkivo kao Clark V (49).

Grupirajuci tumore prema histolo8koj razini invazije u ovoj studiji
najvise tumora je bilo u skupini Clark Il (N=39) i Clark IV (N=43), a svega
18 u skupini Clark V. Tumori oznaceni kao Clark | i Il nisu bili uvrsteni u
studiju jer je interes studije bio analizirati navedene parametre u
tumorima s loSijom prognozom.

Debljina tumora po Breslowu odredivana je bazdarenim okularnim
mikroskopom od gornjega ruba granularnog sloja epidermisa okomito do
najdubljeg dijela tumora. Ako je tumor bio ulceriran, mjerenje se vrsilo od
dna vrijeda.

Stupnjevanje MM-a prema Breslowu vr§eno je u 5 stupnjeva. Tako
je Breslow | znac¢i MM debljine manje od 0,76 mm, Breslow Il od 0,76 do
1,50 mm, Breslow IIl od 1,51 do 2,25 mm, Breslow IV od 2,26 do 3,00
mm i Breslow V tumori deblji od 3,00 mm (50).

U ovoj analizi s obzirom na debljinu tumora najmanje tumora je
bilo u skupini Breslow Il (N=27) i Breslow IV (N=14), a najviSe njih
(N=59) u skupini Breslow V.

Svi MM koridteni u ovoj studiji su oni koji su klasificirani prema
Clarku i Breslowu u stupanj I, IV i V, dok su stupanj | i Il iskljueni iz

studije.

Mitotski indeks (MI) se izraCunavao brojanjem mitoza na deset
vidnih polja velikog poveéanja mikroskopa. S obzirom na MI bolesnici su
podijeljeni u dvije skupine, a grani¢nu vrijednost je uzeta vrijednost <5.
Od ukupnog broja bolesnika 54 je imalo vrijednost Ml <5, a njih 46

vrijednost >5.
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3.1 Priprema uzorka za proto¢nu citometriju

Za potrebe proto€ne citometrije koristio se Hadleyev postupak
(105) za izoliranje jezgara iz tumorskih parafinskih rezova i Vindelov
postupak (106) za bojenje izoliranih jezgara s propidijevim jodidom. Tri
reza debljine 40 um se izrezu iz parafinskih blokova. Osim ta tri reza
potrebna za proto€nu citometriju, narezu se jo$ dva reza debljine 4 pm i
to jedan od pocetka uzorka (prvi rez) i jedan od kraja uzorka (peti rez).
Tanki uzorci se oboje standardnom bojom hemalaun-eosinom radi
patohistoloSke analize. S debelih rezova se skine vosak umakanjem u
kiselinu i izvede rehidracija uzastopnim umakanjem u 100%, 95% i 70%
alkoholu. Nakon S§to se uzorak dva puta opere u destiliranoj vodi, slijedi
enzimska reakcija s 0,5% pepsinom u 0.9% NaCl (pH 1.5) 30 minuta na
37° C u vodenoj kupelji uz stalno mijeSanje. Uzorak se centrifugira,
vakuum-crpkom odstrani nadtalog, doda se 2 ml medija (RPMI) i filtrira
kroz najlonsku mreZicu. Nakon toga uzorak se ponovo centrifugira na 800
G 5 minuta i doda 1 ml tripsina u citratnom puferu (10 minuta u vodenoj
kupelji na 37°C uz mijeSanje. Nakon centrifugiranja talog dobivenih
jezgara tumorskih stanica obradi se s ribonukleazom S, a zatim se boja

propidijevim jodidom 30 minuta na sobnoj temperaturi.

3.2 Analiza rezultata proto¢ne citometrije

Sadrzaj DNA izmjerenje na FACScan protoénom citometru
(Becton Dickinson, CA, SAD) pri valnoj dulini od 488 nm uz crveni filter i
snagu lasera od 500 mW. Analizirano je 10.000 jezgara po uzorku..
Histogrami intenziteta fluorescencije analizirani su gotovim programom
(CONSORT 30 program) koji nudi proizvodac stroja. Histogram se tumadi
kao diploidni ako postoji jedan GO0/G1 vrSak, kojem je CV<10.0.
Nazocnost viSe od jednog vrSska na histogramu fluorescencije pokazuje
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da se radi o DNA aneuploidiji ili ve¢em broju stanica u G2/M fazi
stani¢nog ciklusa (vise od 10% stanica, DNA tetraploidija).

Analiza DNA sadrzaja proto¢nim citometrom pokazala je da je
53% bolesnika imalo DNA diploidni tumor dok je DNA aneuploidija
dijagnosticirana u preostalih 47% bolesnika.

Kako se u nekim slu€ajevima nije moglo odrediti koliko stanica
spada u S, a koliko u S+G2M fazu stani¢nog ciklusa, za odredivanje
vrijednosti proliferativne aktivnosti (S+G2M) bolesnici su takoder
svrstani u dvije grupe. Jedna grupa s vrijednosti S+G2M <10%, te druga
grupa s vrijednostima >10%. Pokazalo se da je ¢ak 79% bolesnika imalo
udio stanica u S+G2M fazi <10% dok su viSe vrijednosti od toga
zabiljeZzene u 21% bolesnika.

S obzirom na ploidni status i proliferativnu aktivnost osmislen je i
novi parametar koji objedinjuje ove dvije varijable, a nazvali smo ga
kombinirani nalaz proto¢ne citometrije (KNPC). Ukoliko se radilo o
diploidnom tumoru s proliferativnom aktivhoS¢u <10% svrstali smo ga u
povoljnu skupinu, za razliku od DNA aneuploidnih i DNA diploidnih
tumora s povisenom proliferativnom aktivno§éu koje smo smatrali
prognosti¢ki nepovoljnim. Kada smo podijelili bolesnike u povoljnu i
nepovoljinu skupinu s obzirom na KNPC pokazalo se da je vecina
bolesnika (61%) bila u nepovoljnoj skupini s obzirom na vrijednost DNA

sadrzaja.

3.3 Statisticke metode

Razlike izmedu frekvencija za analizirane varijable (spol, dob,
lokalizacija, Clark, Breslow, mitotski indeks, DNA ploidnost, proliferacijska
aktivnost (S+G2M) prema histolokom tipu (SSM i MN) testirane su x?
testom. Ukoliko su ocCekivane frekvencije za odredene kategorije bile
manje od 5 razlika je testirana Fisherovim egzaktnim testom (107).
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Ukoliko je postojala statistiCki znacajna razlika za multikategorijske
varijable (Clark i Breslow), statisticka znacajnost izmedu kategorija
utvrdila se Hockbergovim post hoc testom (108).

Za procjenu duljine Zivota nakon postavljene dijagnoze Kkoristili
smo Kaplan-Meirovu metodu. Vjerojatnost prezivljenja izraCunavala se
metodom Zivotnih tablica i prikazala grafi¢ki Kaplan-Meierovim krivuljama.

Istodobni utjecaj svih pokazatelja (spol i dob bolesnika, lokalizacija
tumora, histoloSka razina invazije, debljina tumora, mitotski indeks, DNA
ploidnost, proliferativna aktivnost i kombinirani nalaz proto€ne citometrije)
na prognozu prezivljenja, odnosno za procjenu relativnog rizika smrti i
95% intervala pouzdanosti analiziran je metodom multivarijantne regresije
na nepotpunim podacima, tj. Coxovom regresijskom analizom
(univarijatno i multivarijatno) (109).

Razlike izmedu funkcija dozivljenja testirane su Log rank testom.
Varijable koje su jako korelirale izdvojene su iz multivarijatne analize
(DNA ploidnost, S+G2M).

Nivo znacajnosti od 5% u svim testovima smatran je statisticki
znacajnim. Za sve analize koriSten je statistiCki programski paket SAS
6.12 i Statistica 6.0.
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4. REZULTATI

Slika 6 i 7 prikazuju ukupno petogodiSnje prezivljenje za sve
bolesnike koji su bili uklju¢eni u studiju. Na slici 6 vidljiivo je da
petogodisnje prezivljenje ispitivane skupine bolesnika s MM bilo 72%. S
obzirom na histolo$ki tip tumora izmedu skupine bolesnika s SSM i MN
nije bila zabiljezena znacajna razlika u petogodiSnjem prezivljenju (slika
7).

O smrt - cenzurirano
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Slika 6. Krivulja doZivljenja bolesnika (N=100) s malignim

melanomom koze.
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Krivuljla dozivljenja bolesnika sa povrSinskoSire¢im
melanomom (SSM) (N=50) i nodularnim melanomom (MN)
(N=50).
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4.1 Klini¢ki, histopatoloski i protoénocitometrijski
parametri u odnosu na histoloski tip malignog melanoma

Tablica 4 prikazuje klinicke, histopatoloske i proto¢nocitometrijske
zanacajke tumora u bolesnika sa MM koze.

Spol. U skupini muskaraca (N=48), SSM bio dijagnosticiran u 19,
a NM 29 bolesnika. Taj odnos bio je obrnut u skupini Zzena (N=52) gdje je
kod 31 bolesnice dijagnosticiran SSM, a kod preostalih 21 MN. Razlika u
zastupljenosti histoloSkih tipova prema spolu statisticki je znacajna
(p=0,045).

Dob. U skupini bolesnika mladoj od 65 godina (N=66) bilo njih 32 s
dijagnozom SSM, i 34 s NM. lako je broj bolesnika bio manji u skupini
starijoj od 65 godina (N=34), od toga njih 18 s dijagnozom SSM i samo 16
s MN, nema statistiCki zna€ajne razlike u zastupljenosti ovih histoloskih
tipova prema dobi bolesnika (p=0,673).

Lokalizacija. Od ukupnog broja bolesnika s SSM njih 44 imalo je
ovaj histoloski tip tumora lokaliziran na ekstremitetima i trupu, a kod MN
46 bolesnika. Vrlo mali broj bolesnika imao je ovaj tip tumora lokaliziran u
predjelu glave i vrata, i to 6 bolesnika s SSM i 4 s dijagnozom MN.
StatistiCki nema znacajne razlike u lokalizaciji s obzirom na histoloki tipa
tumora.

Clark. Analizirajuéi histolosku razinu invazije, u skupini Clark Ill i
IV bilo je 49 bolesnika s dijagnozom SSM, i njih 33 s MN. U skupini Clark
V bio je svega jedan bolesnik s SSM, te ¢ak 17 bolesnika s MN.
StatistiCki postoji znaCajna razlika u frekvenciji bolesnika izmedu
kategorija Clarka Ill i IV te kategorije Clark V u odnosu na histoloski tip
tumora (p=0,001).
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Tablica 4. Usporedba istrazivanih parametara u odnosu na histoloski
podtip malignog melanoma (N=100).

Varijabla ukupno SSM MN test

SPOL x°=4,01
muski 48 19 29 p=0,045
zene 52 31 21

DOB x°=0,18
< 65 god. 66 32 34 p=0,673
>65 god 34 18 16

lokalizacija Fisherov
ekstremitet 42 21 21 test
trup 48 23 25 p=0,853
okrajine 6 3 3
glava, vrat 4 3 1

CLARK ¥*=17,36
3 39 23 16 p=0,001
4 43 26 17
5 18 3 17 Hockberg

(3,4) (5)

BRESLOW ¥°=5,59
3 27 20 7 p=0,014
4 14 6
s = 54 3 Hockberg

(3) (4,5)

Mitotski indeks v?=1,61
<5 54 22 24 p=0,688
>5 46 28 26

DNA ploidija ¥*=1,00
diploidija 53 29 24
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aneuploidija 47 21 26 p=0,316
S+G2M* ¥?=0,54

<10% 79 38 41 p=0,316

>10% 21 12 9

v ¥°=0,378
KNPC
p=0,539

povoljan KNPC*® 39 21 18
nepovoljan 61 29 32
KNPC*
Legenda:

#1 S+G2M = proliferativna aktivnost;

#2 KNPC = kombinirani nalaz proto¢ne citometrije (ploidnost i S+G2M);
#3 povoljan KNPC = DNA diploidija i S+G2M <10%

#4 nepovoljan KNPC = DNA aneuploidija ili DNA diploidija i S+G2M>10%

Breslow. S obzirom na debljinu tumora u skupini Breslow Il bilo je
20 bolesnika s dijagnozom SSM, i njih 7 s MN. Suprotno tome u skupini
Breslow IV i V bilo je 30 bolesnika sa SSM i 42 s MN. Razlika u
frekvenciji bolesnika izmedu skupine Breslow Il u odnosu na Breslow IV i

V prema histoloskom tipu tumora statisti¢ki je znacajna (p=0,014).

Mitotski indeks (MI). Analiziraju¢i prema histoloSkom tipu u grupi
Mi< 5 bilo je 22 bolesnika s SSM, te njih 24 s MN. U grupi ispitanika s
MI>5 bilo je njih 28 sa SSM i 26 s NM. Nije postojala statisti¢ki znacajna
razlika u frekvenciji vrijednosti Ml i s obzirom na histoloski tip tumora
(p=0,688).

DNA ploidnost. Od ukupnog broja bolesnika s diploidnim
tumorima, njih 29 je bilo u skupini SSM, a 24 u skupini MN. Gotovo
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podjednaka raspodjela je bila i u skupini aneuploidnih tumora, od kojih je
21 je bilo u skupini SSM, a 26 u skupini NM. StatistiCki nema razlike u
frekvenciji bolesnika u DNA ploidnosti s obzirom na histolo$ki tip tumora
(p=0,316).

Proliferacijska aktivhost (S+G2M). U skupini tumora s
proliferativnom aktivnosti <10% bilo je 38 bolesnika sa SSM, i 41 s MN. U
grupi bolesnika s proliferativnom aktivnosti >10% bilo je njih 12 s
dijagnozom SSM i 9 s MN. Nema statisticki znacajne razlike u

proliferativnoj aktivnosti s obzirom na histoloski tip tumora (p=0,316).

Kombinirani nalaz proto¢ne citometrije (KNPC). Analizirajuci
KNPC u grupi bolesnika s povoljnijim nalazom (DNA diploidija i
S+G2M<10%) bilo je njih 21 s dijagnozom SSM, te 18 s MN. U
nepovoljnoj skupini (DNA aneuploidnost ili DNA diploidnost i
S+G2M>10%) bilo je 29 bolesnika sa SSM i njih 32 s MN. Statisticki
nema znacajne razlike u vrijednosti KNPC s obzirom na histoloski tip
tumora (p=0,539).
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4.2 Ovisnost ucestalosti mrtvih i «cenzuriranih»
bolesnika o klinickim, histopatoloskim i
protoé¢nocitometrijskim parametrima u odnosu na

histoloski tip melanoma

U tablici 5 prikazana je frekvencija mrtvih i “cenzuriranih”
bolesnika u odnosu na histoloski tip tumora i rezultati log-Rank testa. U
skupini bolesnika sa SSM bilo je 13 mrtvih i 37 cenzuriranih, te u skupini
s MN 15 mrtvih i 35 cenzuriranih.

Tablica 5. Udestalost mrtvih i “cenzuriranih” bolesnika u odnosu na

histoloski podtip melanoma

Histoloski SSM MN SSM+MN
tip
Varijabla Mrtvi | Cenzur log- Mrtvi | Cenzur log- log-Rank
irani Rank irani Rank test
test test
SPOL 13 37 | %?=0,09 15 35 | x°=3,75 |%°=2,260
(ukup.) 5 4 p=0,133
muski 5 14 p=0,757 12 17 p=0,053
(26,3% | (73,7% (41,4% | (58,6%
) ) ) )
Zene 8 23 3 18
(25,8% | (74,2% (14,3% | (85,7%
) ) ) )
DOB 13 37 15 35
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< 65 god. 8 24 | %*=0,00 9 25 | x?=0,64 |%°=0,451
(25,0% | (75,0% | 9 (26,5% | (73,5% | 5 p=0,502
) ) p=0,922 ) ) p=0,422
>65 god 5 13 6 10
(27,8% | (72,2% (37,5% | (62,5%
) ) ) )
Lokalizacija 13 37 | %%=2,95 15 35 | x?=7,43 |x°=7,047
ekstremitet 17 p=0,398 2 19 0 p=0,070
(19,0% | (81,0% | 5 (9,5%) | (90,5% | p=0,059
) ) )
trup 8 15 11 14
(34,8% | (65,2% (46,0% | (56,0%
) ) ) )
okrajine 1 2 1 2
(33,3% | (66,7% (33,3% | (66,7%
) ) ) )
glava, vrat 0 3 1 0
(0,0%) | (100,0 (100,0 | (0,0%)
%) %)

CLARK 13 37 | %°=0,10 15 35 | x%=4,17 |%°=6,412
3 18 |8 1 15 |9 p=0,040
(21,7% | (78,3% | p=0,742 | (6,3%) | (93,7% | p=0,041

) ) )
4 8 18 6 11
(30,8% | (69,2% (35,3% | (64,7%
) ) ) )
5 0 1 8 9
(0,0%) | (100,0 (47,1% | (52,9%
%) ) )
BRESLOW 13 37 | x*=13,5 15 35 | x?=2,91 |x?=15,589
3 0 20 |57 0 7 |0 p=0,0004
(0,0%) | (100,0 | p=0,000 | (0,0%) | (100,0 | p=0,088

%)

%)
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Tablica 5. (nastavak)

Histoloski SSM MN SSM+MN
tip
Varijabla Mrtvi | Cenzur log- Mrtvi | Cenzur log- log-Rank
irani Rank irani Rank test
test test
Mitotski 13 37 | x%=3,87 15 35 |%°=1,82 |%°=5,655
indeks 49 6 p=0,017
<5 2 20 | p=0,049 5 19 | p=0,176
(9,1%) | (90,9% (20,8% | (79,2%
) ) )
>5 11 17 10 16
(39,3% | (60,7% (38,5% | (61,5%
) ) ) )
DNA ploidija | 13 37 | %°=0,00 15 35 | %°=3,53 |%*=2,197
aneuploidij 6 15 19 11 15 6 p=0,138
a (28,6% | (71,4% | p=0,965 | (42,3% | (57,7% | p=0,059
) ) ) )
diploidija 7 22 4 20
(24,1% | (75,9% (16,7% | (83,3%
) ) ) )
S+G2M" 13 37 | x%=0,06 15 385 | x%=1,21 |%=0,366
<10% 10 28 |2 11 30 |8 p=0,545
(26,3% | (73,7% | p=0,803 | (26,8% | (73,2% | p=0,269
) ) ) )
>10% 3 9 4 5
(25,0% | (75,0% (44,4% | (55,6%
) ) ) )
KNPC™ 13 37 15 35
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povoljan 5 16 | %%=0,00 2 16 | x°=4,30 | x°=2,489
KNPC™ (23,8% | (76,2% | 3 (11,1% | (88,9% | 2 p=0,115
) ) p=0,959 ) ) p=0,038
nepovoljan 8 21 13 19
KNPC* (27.6% | (72,4% (40,6% | (59,4%
) ) ) )
Legenda:

#1 S+G2M = proliferativna aktivnost;

#2 KNPC = kombinirani nalaz proto¢ne citometrije (ploidnost i S+G2M);
#3 povoljan KNPC = DNA diploidija i S+G2M <10%;

#4 nepovoljan KNPC = DNA aneuploidija ili DNA diploidija i
S+G2M>10%.

Spol. Kod SSM u skupini muskaraca bilo je 5 (26,3%) mrtvih i 14
(73,7%) cenzuriranih. Sli¢na raspodijela je bila i kod Zena, od kojih je 8
(25,8%) mrtvih i 23 (74,7%) «cenzurirane». Statisticki nema znacajne
razlike u frekvenciji mrtvih i cenzuriranih bolesnika sa SSM (p=0,757).

U skupini bolesnika s MN umrlo je 12 (41,4%) muskih, a 17
(58,6%) je bilo «cenzuriranih». U skupini Zzena umrlo je 3 (14,3%), a 18
(85,7%) bilo je «cenzuriranih». Ovdje je postojala statisti¢ki znacajna

razlika u prezivljenju u skupini MN s obzirom na spol (p=0,53), slika 8.
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Vjerojatnost dozivljenja
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Slika 8. Krivulja doZivljenja bolesnika s MN s obzirom na spol.

Prema rezultatima ispitivanja ukupnog uzorka studije (SSM+MN)
nije bilo statistiCki znac¢ajne razlike u funkciji dozivljenja prema spolu
bolesnika (p=0,133).

Dob. Niti u jednoj od analiziranih skupina nije postojala statisti¢ki
znacajna razlika u funkciji dozivljenja s obzirom na dob. U skupini SSM
p=0,922, kod MN p=0,422, a u skupini ukupnog uzorka studije
(SSM+MN) p=0,502.

Lokalizacija. Podaci o funkciji dozivljenja s obzirom na lokalizaciju i

histoloski tip tumora nisu statisti¢ki znacajni za skupinu SSM (p=0,3985),
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MN (p=0,059) kao i za ukupan uzorak studije (SSM+MN) (p=0,070), slika
9.
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Slika 9. Krivulja dozivljenja kod ukupnog uzorka bolesnika (SSM+MN) s obzirom na lokalizaciju

tumora.
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Clark. U skupini bolesnika sa SSM nema statisti¢ki znacajne razlike u prezivljenju s obzirom na razli¢ite
stupnjeve Clarka (p=0,742).

U skupini bolesnika s MN Clark Il bio je jedan mrtav (6,3%), a 15 (93,7%) cenzuriranih. Kod Clark IV bilo
je 6 (35,3%) mrtvih i 11 (64,7%) cenzuriranih, a u kategoriji Clark V je 8 (47,1%) mrtvih i 9 (52,9%)
cenzuriranih. Prezivljenje bolesnika sa MN statisti¢ki znacajno ovisi o stupnju invazije po Clarku
(p=0,041), slika 10.
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Slika 10. Krivulja dozivljenja bolesnika s MN s obzirom na histolosku razinu invazije koze prema

Clarku.
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StatistiCki znacajna razlika s obzirom na razli¢ite stupnjeve Clarka zabiljeZzena je i kod bolesnika s MM
neovisno o histoloskom tipu (SSM i MN) (p=0,040), slika 11.
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Slika 11. Krivulja dozivljenja bolesnika u ukupnom uzorku (SSM+MN) s obzirom na histoloSku

razinu invazije prema Clarku.
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Kumulativna proporcija dozivljenja

Breslow. U skupini bolesnika s dijagnozom SSM Breslow IlI nije zabiljeZzen ni jedan mrtav bolesnik, a 20
(100,0%) je cenzuriranih. U kategoriji Breslow IV jedan (16,7%) bolesnik je mrtav, a 5 (83,3%)
cenzuriranih. Za Breslow V zbiljezeno je 12 (50,0%) mrtvih i 12 (50,0%) cenzuriranih bolesnika.

Ove razlike u prezivljenju bolesnika sa SSM su statisticki znac¢ajne (p=0,0002) (slika 12). Nasuprot tome,
nema statisti¢ki znacajne razlike u prezivljenju bolesnika sa MN u odnosu na debljinu tumora po Breslowu
(p=0,088).

Slika 12. Krivulja dozivljenja bolesnika sa SSM s obzirom na debljinu tumora prema Breslowu.
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Vjerojatnost dozivljenja

Prezivljenje bolesnika sa MN bez obzira na histolo$ki podtip izrazito ovisi o stupnju debljine tumora po

Breslowu (p=0,

0004), slika 13.
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Slika 13. Krivulja dozivljenja bolesnika u ukupnom uzorku (SSM+MN) s obzirom na debljinu tumora

prema Breslowu.
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Mitotski indeks (MI). U grupi SSM bilo je zabiljezeno 2 (9,1%) mrtva i 20 (90,9%) cenzuriranih bolesnika
u skupini s MI<5. U skupini MI>5 bilo je 11 (39,3%) mrtvih i 17(60,7%) cenzuriranih bolesnika. Te razlike u
dozivljenju s obzirom na vrijednost Ml kod bolesnika sa SSM su statisticki znacajne (p=0,049), slika 14.

Slika 14. Krivulja doZivljenja bolesnika sa SSM s obzirom na vrijednost mitotskog indeksa (Ml).
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U bolesnika s MN nije bilo statisticki znacajne razlike za ove dvije kategorije MI (p=0,176), Ipak
je prezivljenje bolesnika s MN i MI>5 statisticki znacajno krac¢e od bolesnika sa MI<5 (p=0,017), slika 15.
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Vjerojatnost dozivljenja
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Slika 15. Krivulja dozivljena bolesnika u ukupnom uzorku (SSM+MN) s obzirom na vrijednost

mitotskog indeksa (MI).

DNA ploidnost. U skupini SSM (p=0,965), MN (p=0,059), i u skupini ukupnog uzorka (SSM+MN)
(p=0,138) nema statisticki znacajne razlike u prezivljenju u odnosu na DNA aneuploidne i DNA diploidne

tumore.

Profliferativna aktivnost (S+G2M). Analizirajuci proliferativnu aktivnost nije zabiljezena statisticki
znacajna razlika u funkciji dozivljenja za skupinu SSM (p=0,803), za MN (p=0,269) i u ukupnom uzorku
(SSM+MN) (p=0,545).

Kombinirani nalaz protocne citometrije (KNPC). U skupini SSM nema statisticki znacajne razlike u
prezivljenju s obzirom na KNPC (p=0,959), dok se u skupini MN pokazalo da bolesnici s aneuploidnim

tumorima ili poviSenom S+G2M fazom imaju krace prezivljenje (p=0,038),



Vjerojatnost dozivljenja

slika 16.
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Legenda: povoljan KNPC = diploidija i S+G2M<10%
nepovoljan KNPC = aneuploidija ili diploidija i S+G2M>10%
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— povoljan KNPC
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Slika 16. Krivulja doZivljenja bolesnika u skupini ukupnog uzorka

(SSM+MN) s obzirom na povoljan i nepovoljan KNPC.
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No, gledajuéi ukupan uzorak (SSM+MN) nema statisticki znacajne razlike izmedu funkcije dozivljenja i
KNPC (p=0,115).

4.3 Prognosticki znacaj klini¢kih, histopatoloskih i
protoénocitometrijskih parametara u odnosu na histoloski
tip melanoma

Rezultati univarijatne i multivarijatne Coxove regresije s obzirom
na histoloski podtip i ukupni uzorak (SSM+MN) kod bolesnika s MM
prikazani su u tablici 6.

Spol i dob. Prema rezultatima univarijatne i multivarijatne Coxove
regresijske analize prema histoloSkom tipu tumora nema znacajne

statisticke razlike u relativnom riziku (RR) smrti u odnosu na spol i dob.

Lokalizacija. U grupi SSM nema statisticki znacajne razlike u RR
smrti u odnosu na lokalizaciju, za razliku od skupine bolesnika s MN.

Kod MN u univarijatnoj analizi RR smrti je 5,4 puta veéi od onog
lokaliziranog na ekstremitetima i statisticki je znacajan, dok je RR smrti u
toj grupi za glavu i vrati 9,6 puta veci, no nije statisti¢ki znac¢ajan.

U ukupnom uzorku (SSM+MN) u univarijathnom modelu RR smrti
za trup je 3,1 puta veéi od tumora lokaliziranih na ekstremitetima. U
multivarijatnom modelu RR smrti od MM lokaliziranog na okrajinama je
za oko 3,6 puta veéi od onog lokaliziranog na ekstremitetima, ali ti
rezultati nisu statistiCki zna&ajni.

U ukupnom uzorku (SSM+MN) tumori lokalizirani na glavi i vratu
imaju u univarijatnom modelu RR smrti veéi od onih lokaliziranih na
ekstremitetima za 67%, ali taj rezultat nije statistiCki znaCajan, dok u

multivarijatnom modelu taj rizik je 14 puta vedi i statisticki je znacajan.
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Tablica 6. PrognostiCki znacaj klini¢kih, histopatoloskih i
proto¢nocitometrijskih parametara u odnosu na histoloski tip
melanoma - rezultati Coxove regresije. (Relativni rizici smrti i 95%
intervali pouzdanosti za univarijatnu i multivarijatnu Coxovu regresiju).

Coxova SSM MN SSM+MN
regresija : - :
. Multi , Multi . Multi
Uni . Uni .. Uni .
varijatno varijatno varijatno varijatno
varijatno varijatno
RR RR RR RR RR RR
smrti smrti smrti smrti smrti smrti
(95%IP) | (95%IP) | (95%IP) | (95%IP) | (95%IP) | (95%IP)
SPOL
muskKi 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
zene 0,947 0,926 0,318 0,558 0,573 0,712
(0,308- | (0,278- (0,09- (0,120- | (0,268- | (0,296-
2,904) 3,079) 1,127) 2,592) 1,223) 1,714)
DOB
< 65 god. 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
>65 god 1,056 0,944 1,502 1,374 1,286 1,050
(0,344- | (0,265- | (0,534- | (0,480- | (0,602- | (0,487-
3,238) 3,355) 4,220) 3,938) 2,746) 2,267)
LOKALIZACIJA
ekstremitet 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
trup 1,838 2,047 5,404 2,928 3,080 2,331
(0,553- | (0,564- | (1,195- | (0,503- | (1,229- | (0,869-
6,108) 7,439) | 24,439) | 17,026) | 7,718) 6,256)
okrajine 3,543 9,826 3,787 3,253 3,057 3,592
(0,386- | (0,772- | (0,343- | (0,222- | (0,616- | (0,680-
32,499) | 125,040 | 41,866) | 47,696) | 15,181) | 18,980)
)
glava, vrat - - 9,615 15,929 1,675 14,625
(0,871- | (0,531- | (0,202- | (1,044-
106,131 | 477,631 | 13,925) | 204,833
) ) )
CLARK
3 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
4 1,325 0,792 2,385 1,447 1,856 1,090
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5 (0,455- | (0,226- | (1,163- | (0,615- | (1,122- | (0,624-
3,862) | 2,775) | 4,889) | 3,406) | 3,069) | 1,902)
BRESLOW
3 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
4 7,419 | 7,442 2,873 2,006 | 4,507 | 3,994
5 (1,389- | (1,355- | (0,836- | (0,531- | (1,696- | (1,446-
39,630) | 40,856) | 9,871) | 7,576) | 11,977) | 11,028)
MITOTSKI
INDEKS
<5 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
>5 3,927 | 2,510 2,018 1,443 2,635 1,945
(0,870- | (0,479- | (0,689- | (0,478- | (1,120- | (0,811-
17,725) | 13,161) | 5,912) | 4,359) | 6,199) | 4,664)
KNPC*
povoljan KNPC* 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
nepovoljan 0,972 0,702 4,084 | 2,696 1,928 1,469
KNPC* (0,317- | (0,209- | (0,920- | (0,525- | (0,819- | (0,576-
2,980) | 2,363) | 18,126) | 13,842) | 4,536) | 3,750)
Legenda:

#1KNPC = kombinirani nalaz proto¢ne citometrije
#2povoljan KNPC = DNA diploidija i S+G2M <10%;

#3 nepovoljan KNPC = DNA aneuploidija ili DNA diploidija i
S+G2M>10%.

Clark. U univarijatnoj ni u multivarijatnoj analizi nema statisticki
znacajne razlike u RR smrti u odnosu na povecanje stupnja Clarka za
jedan viSe u skupini bolesnika sa SSM.

Za skupinu bolesnika s MN u univarijatnoj analizi RR smrti
povecava se 2,38 puta za povecanje stupnja Clarka za jedan viSe i taj
rezultat je statistiCki znacajan.

U ukupnom uzorku (SSM+MN) pokazalo se da povecanje Clarka

za 1 stupanj na viSe povecava rizik smrti za 85,6%. U multivarijatnoj
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analizi neovisno o histoloSkom tipu tumora nema statisticki znacajne
razlike u RR smrti.

Breslow. Rezultati u skupni SSM, univarijathom i multivarijatnom
analizom pokazuju poveé¢anje RR smrti za 7,4 puta kod povecanje
stupnja Breslowa za jedan vise.

Kod MN nema statisticki znacjne razlike u univarijatnoj i
multivarijatnoj analizi u procjeni RR smrti, dok neovisno o histoloSkom
tipu tumora povecanje Breslowa za jedan stupanj na viSe povecava rizik
4,5 puta u univarijatnoj, te 3,9 puta u multivarijatnoj analizi i takvi rezultati

su statisticki znacajni.

Mitotski indeks (MI). U skupini SSM i MN nije zabiljezena
statisticki znacajna razlka u RR smrti s obzirom na MI. Statisticki
znacajna razlika je zabiljezena u skupini univarijatne analize ukupnog
uzorka (SSM+MN) gdje je RR smirti bio 2,6 puta veéi za grupu bolesnika s
MI>5 i taj rezultat je statistiCki znacajan.

Rezultati univarijatne Coxove regresije s obzirom na histoloSki
podtip i ukupni uzorak (SSM+MN) u odnosu na DNA diploidnost i
proliferativnu aktivnost kod bolesnika s MM prikazani su u tablici 6a.

DNA ploidnost. Analiziraju¢i aneuploidnost tumora u odnosu na
diploidnost nije zabiljezena statisti¢ki znacajna razlika univarijatnom
Coxovom regresijom u relativnom riziku smrti prema histoloskom tipu

tumora, kao niti u ukupnom uzorku (SSM+MN).

Proliferativna aktivnost (S+G2M). Rezultati univarijatne Coxove
regresije prema histoloSkom tipu i ukupno ne prikazuju statisticki
znacajne razlike u RR smrti izmedu grupe bolesnika s viSom i nizom

proliferativnom aktivnosti.
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Tablica 6a. Rezultati univarijatne Coxove regresije

prema histoloskom tipu i ukupno. Relativni rizici

smrti i 95% intervali pouzdanosti.

SSM MN SSM+MN
RR smrti RR smrti RR smrti
(95%IP) (95%IP) (95%IP)
DNA ploidija
diploidija 1,0 1,0 1,0
aneuploidija 1,024 2,768 1,733
(0,344- (0,880- (0,811-3,700)
3,052) 8,702)
S+G2Mm"!
<10% 1,0 1,0 1,0
>10% 0,852 1,847 1,291
(0,234- (0,588- (0,549-3,038)
3,100) 5,804)
Legenda:

#1 S+G2M = proliferativna aktivnost.
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5. RASPRAVA

Incidencija MM-a u cijelom svijetu je u porastu (2-4) Povecanje
broja oboljelih od MM-a zadnjih deset godina pripisuje se vec¢im dijelom
sve ¢eScéim operativnim zahvatima suspektnih pigmentnih lezija, te se na
taj nacin postavlja dijagnoza MM-a u najranijoj fazi. Osim ranijeg
prepoznavanja suspektnih lezija, povecanju incidencije MM-a koze
doprinose i razliciti utjecaji okoliSa, prvenstveno izlaganje UV zrakama Ciji
se mutagenicki u¢inak moze dokazati molekularnom analizom
kromosomskih abnormalnosti (13-16,26,33-35,37). Takvo oSte¢enje DNA
dovodi do mutacija koje su sposobne aktivirati protoonkogene ili
inaktivirati tumor supresorske gene, koji tako dovode do nastanka tumora

i njegove progresije (4-6,32).

Incidencija MM-a nije se smanijila usprkos uporabi lokalnih
preparata s visokim zastitnim faktorom. Naime, uporabom tih preparata
produZuje se vrileme provedeno pod Stetnim utjecajem UV zraka.
Svakako Stetnom ucinku UV zraka doprinosi u novije vrijeme i
osteéenje ozonskog sloja (13-16,33-35,36,37).

Istovremeno s poveéanjem incidencije MM-a razvijaju se nove
tehnologije koje omogucuju otkrivanje novih prognosti¢kih ¢imbenika
vaznih za prognozu i terapiju ove bolesti. Stoga se posljednjih nekoliko
desetljeca pristup dijagnostici MM-a uvelike izmijenio, te tako promjene
koje su se u povijesti dijagnosticirale prostim okom, pocele su se s
razvojem svjetlosne mikroskopije uo€avati u ranijoj fazi bolesti, da bi se u
danas$nje vrijeme analizom DNA poku$alo ne samo odrediti dijagnozu i

prognozu bolesti vec¢ i primijeniti gensku terapiju (8,9).

Tako je danas u eri DNA otvorena mogucnost istrazivanja MM i na
molekularnoj razini u cilju pronalazenja prognostickog parametra koji bi
najbolje mogao razvrstati bolesnike u povoljne i nepovoljne prognosticke

skupine, a u cilju odredivanja prognoze i terapije MM-a. Stoga se
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neprekidno istrazuju nove dijagnosticke metode koje bi Sto preciznije
razdvoijile te dvije grupe bolesnika (10,32,54,61,66,71,82).
lako je poznato da je MM, kao i sve druge zlo¢udne novotvorine,
posliedice poremecene regulacije stani¢nog rasta i razmnozavanja,
genetski mehanizni odgovorni za inicijaciju i progresiju ovog tumora nisu
u potpunosti jo§ razjaSnjeni. Naime, smatra se da su mehanizmi
karcinogeneze razli¢iti, tako da je veliki broj novijih radova posvecen
analizi tumor supresorskih gena i ulozi apoptoze u razvoju melanoma.
Navodi se da u nastanku MM ulogu imaju mutacije na kromosomima 1, 6,
7,9, 10, 11 i 22. Prema novijim literaturnim podacima u ranoj fazi MM
dokazane su mutacije gena na kromosomima 9 i to lokusu 9p21, te na
kromosomu 10. Mutacije na kromosomu 7 i na lokusu p16 kromosoma 9
¢eSc¢e su mutacije u invazivnoj fazi MM-a. U kasnijoj fazi MM prisutne su
mutacije na kromosomima 1, 6, 9 (lokus 19g13) i 11. Na na kromosomu
22 mutacije su zabiljeZzene u radijalnoj i vertikalnoj fazi rasta ovog tumora.
Obiteljsko nasljedivanje potencijalnih tumor supresorskih gena, npr. p16,
kao i razlika u kapacitetu DNA popravka imaju ulogu u individualnom
riziku od MM-a. Naime, gubitak tumor supresorskog gena kao p16
dokazan je kod MM-a i korelira s tumorskom progesijom. Kod MM-a je
dokazana mutacija u tumor supresorskom genu p53, i smatra se da je
uklju€en u patogenezu MM-a (40).
S obzirom da je poznavanje stani¢nog ciklusa pokazatelj dragocjen za
razumijevanje bioloskog pona$anja tumora, mjerenje sadrzaja DNA
(DNA-indeks, proliferacijska aktivnost i DNA-ploidnost) uz pomo¢
proto¢nog citometra pruza velike moguénosti u istrazivanju i
odredivanju agresivnosti tumorske bolesti. U velikog broja tumora s
DNA-aneupoloidijom, poviSenim vrijednostima proliferacijske aktivnosti
i visokim vrijednostima DNA-indeksa uspjela se pokazati povezanost
sa kra¢im prezivljenjem u usporedbi s DNA-diploidnim tumorima koji
imaju nize vrijednosti proliferacijske aktivnosti i nize vrijednosti DNA-
indeksa (68-85).

Danas se zna da limfomi, leukemije, mijelomi te solidni tumori mogu

imati abnormalan sadrzaj DNA koiji je uvjerljiv biljeg maligniteta. DNA
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anuploidija i povisena proliferativna aktivnost predskazuju nepovoljani
ishod bolesti kod vecine malignih tumora (karcinom dojke, karcinom
plu¢a, karcinom debelog crijeva, karcinom jajnika, karcinom bubrega,
mokraénog mjehura prostate i endometrija). Odredivanje sadrzaja DNA
je vazno i zbog lijecenja, jer je na karcinomu vrata maternice i
karcinomu mokraé¢nog mjehura pokazano da su DNA-aneuploidni
tumori senzitivniji na radioterapiju i kemoterapiju od ostalih tumora
(81,85-87).

No, s vremenom se pokazalo da niti jedna metoda nije dovoljna
sama za sebe, ve¢ da je u pogledu odredivanja dijagnostike, terapije i
prognoze zlo¢udnih bolesti vazna kombinacija klini¢kih i patohistoloskih
parametara kao i rezultata proto¢ne citometrije (60,73).

Sve ove tri metode obradene su i u ovom radu. U grupi klini¢kih
parametara obradeni su spol bolesnika, dob i lokalizacija tumora. Od
patoloskih parametara obradeni su histoloski tip, razina invazije i debljina
tumora, te mitotski indeks. Proto€nom citometrijom odredena je DNA

ploidnost i proliferativha aktivnost (S+G2M).

Poznato je da ucestalost MM u oba spola gotovo podjednaka, tek
s nesto veéim brojem sluCajeva kod Zena. Prema nekim literaturnim
podacima taj omjer nije razli€it u podrucju gdje su ljudi izloZeni ve¢em
utjecaju UV zraka, kao §to je to primjer u Australiji, (18), od one koja je
primjerice zabiljezena u Svedskoj, gdje je ta izloZzenost znatno niza (19).

Zastupljenost prema spolu, u ovom radu, za kategoriju MM-a lll, IV
i V prema Clarku i Breslowu bila je u suglasnosti s ostalim objavljenim
radovima, tako da je u ovom radu bilo neznatno viSe Zena nego
muskaraca. Medutim, kada smo bolesnike razvrstali prema histoloSkom
tipu pokazalo se da su SSM zna€ajno CeS¢i u Zena, a da se kod
muskaraca ¢eS¢e javlja MN.

Prosje¢na dob pojavnosti SSM-a i MN-a u ovom radu iznosila je
57,1 godinu, $to je sukladno ostalim autorima koji kao prosjeénu dob
najées¢e navode 50 godina (21,28). MM se rijetko javlja u djecjoj dobi, a
u ovoj studiji najmladi bolesnik imao je 19 godina (23).
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Brojne studije nastojale su procjeniti povezanost lokalizacije
primarnog MM i prezivljenja. lako postoje odrede razlike u tim studijama
(7,21,28), noviji radovi pokazuju da je lokalizacija primarnog tumora
statisti¢ki zna¢ajna u odredivanju relativnog rizika smrti. Tako bolesnici s
MM na ekstremitetima imaju najbolje prezivljenje, slijede bolesnici s MM
na trupu, a najlosiju prognozu imaju bolesnici s MM u predijelu glave i
vrata (59). Vrlo loSu prognozu imaju i bolesnici s MM u predjelu akralnih
regija (28). S obzirom na gore navedene podatke predmet interesa ovog
rada bio je i ispitivanje utjecaja lokalizacije na rizik smrti kod bolesnika s
MM. Pokazalo se naime da bolesnici s MM na ekstremitetima imaju
najbolju prognozu, za razliku od onih na trupu, te glavi i vratu kod kojih je
prognoza puno loSija, $to je sukladno literaturnim podacima.

Za donoSenje odluke o daljnjoj obradi i lije€enju bolesnika s MM-
om neophodno je utvrditi i histoloski tip tumora. U ovu studiju uklju¢ena
su dva najcesc¢a tipa MM-a, to su SSM i MN. Zbog nacina rasta MN
prema literaturnim podacima ima najjaci metastatski potencijal, stoga i
najlosiju prognozu, dok je SSM svrstan u grupu tomora s boljom
prognozom (2,12,57,61). Na temelju podataka dobivenih u ovom radu
navedena opazanja nisu se mogla potvrditi. Medutim, uvidom u novije
literaturne podatke navedene razlike nisu potvrdene u radu Weedon i sur.
koji su ustanovili da se kod MM iste debljine a razliitih histoloskih tipova
ne uoCava razlika u prezivijenju (45).

S obzirom da su u ovom radu analizirani samo oni MM koji su bili
deblji od 1,5 mm i koji su prema Clarku svrstani u lll, IV i V stupanj,
postoji moguénost da se kod viSeg stupnja MM razlike u bioloSkom
ponasanju izmedu SSM i MN gube.

Na multicentri¢nim studijama se pokazalo da MM I i |l stadija prema
Clarku i Breslowu, obi€no ne metastaziraju u regionalne limfne &vorove
ne stvaraju udaljene metastaze, te kao takvi imaju i povoljniju
prognozu (28,59,47,57,59,61). Stoga ispitanici lll, IV i V stupnja prema
Clarku, odnosno Breslowu su interesantnije skupine, jer u tim
skupinama katkad ne mozemo odluciti kome je od tih bolesnika

potreban agresivan tip terapije. To je bitno stoga $to su danasnje
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terapijske metode nekih drugih malignih bolesti toliko agresivne da
mogu same ugroziti zivot bolesnika viSe nego primarna bolest. Stoga
se pokusalo ustanoviti da li postoje razlike u skupini bolesnika s Clark
[l u odnosu na Clark IV i V, odnosno razlike u skupini bolesnika s
Breslow IIl'i IV u odnosu na V. U ovoj studiji pokazalo se da postoji
statistiCki znacajna razlika u relativnom riziku smrti kod MN i ukupnom
uzorku (SSM+MN) za povecéanje Clarka za jedan stupanj na vise. U
procjeni debljine tumora, takoder je ustanovljeno da postoji statisticki
znacajna razlika u relativnom riziku smrti za povec¢anje Breslowa za

jedan i to u skupini SSM, i ukupnog uzorka studije (SSM+MN).

Mitotski indeks je procjenjivan od samih pocetaka patologije. Do
sada objavljeni radovi pokazuju razli¢ite poglede na brojanje mitoza. Tako
su Salman i sur. evaluirali aneuploidnost i Ml kod tankih melanoma (taniji
od 0,76 mm) i dosli do rezultata da tumori s aneuploidijom i Ml veé¢im od 5
imaju loSu prognozu (61). Do sli¢nih podataka su dosli Leon i sur. koji su
uocili da Ml veci od 6 korelira s loSijim prezivljenjem (105).

U ovoj studiji grani¢na vrijednost MI iznosila je 5 mitoza na 10
vidnih polja, a rezultati su sukladni navodima iz literature. Naime u skupini
bolesnika neovisno o histoloSkom tipu tumora postojao je statisticki
znacajano vecdi rizik smrti kod Ml veéeg od 5.

Kod MM-a nadeno je da aneuplodija korelira s loSom prognozom,
Sto se odnosi na kratki period bez manifestne bolesti, eS¢e recidive i
slabim prezivljenjem. Neki autori su dokazali da aneuploidija u | stadiju
MM-a korelira s ostalim loSim prognostickim cCimbenicima kao S$to je
ulceracija, debljina tumora, razina invazije i prisutnost vertikalne faze
rasta (44,45,57,60,61).

U ovom radu ispitivano je znacenje DNA ploidnosti i proliferativne
aktivnosti u odredivanju prognoze bolesnika s MM. S obzirom da
statisticka znacajnost DNA ploidnosti tumora u odredivanju prognoze nije
bila dokazana, ucinjen je i dodatni korak te je formiran i novi parametar
koji je objedinio ove dvije varijable (KNPC). Tako su tumori koji su bili
DNA diploidni s niskom proliferativnom aktivnosti svrtani u prognosticki

povoljnu skupinu, a DNA aneuploidni ili DNA diploidni s visokom
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proliferativnom aktivnosti u prognosticki nepovoljnu skupinu. Svrha
ovakvog udruzivanja bila je odgovoriti na pitanje da li je ovakv nalaz
proto€ne citometrije za bolesnika povoljan ili ne. Ovakvim postupkom
nismo mogli dokazati prognosti¢ku vrijednost proto¢ne citometrije u
skupini svih melanoma, ve¢ samo u skupini bolesnika s NM. Naime,
pokazalo se da bolesnici s NM koji su DNA aneuploidni ili DNA diploidni s
visokom proliferativnom aktivnosti  imaju statisticki znaCajno krace

prezivljenje.
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6. ZAKLJUCCI

Analizom klini¢kih (spol, dob, lokalizacija) i histopatoloskih (histoloska
razina invazije, debljina tumora, mitotski indeks) parametara, te vrijednost
DNA sadrzaja (DNA ploidnost, proliferativna aktivnost) u skupini
bolesnika s SSM i MN dobiveni rezultati upucuju na slijedece zakljucke:

1. Odredivanjem ucestalosti navedenih parametara u odnosu na
histolo$ki tip kao i u ukupnom uzorku u ovom radu nije zabiljezena
znacCajna statisticka razlika u prezivljenju bolesnika s SSM i MN.
SSM se CeSce javlja u Zena, nizeg je stupnja prema Clarku i
Breslowu za razliku od MN koji se ¢e8ce javljaju u muskaraca i
viSeg su stupnja prema Clarku i Breslowu.

S obzirom na vrijednosti sadrzaja DNA nije nadena statisticki

znacajna razlika s obzirom na histolo$ki tip tumora.

2 U odredivanju prognoze bolesnika uoeno je da nepovoljni
prognosticki ¢imbenici u skupini SSM su debljina tumora prema
Breslowu i visina mitotskog indeksa.

Nepovoljni prognosti¢ki &imbenici u skupini MN su muski spol,
razina histolo8ke invazije prema Clarku i nepovoljan KNPC (DNA
aneuploidija ili DNA diploidija sa S+G2M>10%).

Razina histoloske invazije prema Clarku, debljina tumora prema
Breslowu i mitotski indeks su nepovoljni prognosti¢ki ¢imbenici u

ukupnom uzorku.

3. U odredivanju relativnog rizika smrti ustanovilo se da u skupini
SSM visi rizik smrti imaju melanomi vece debljine prema Breslowu.
U skupini MN do povecanja relativnog rizika smrti dolazi ukoliko je
tumor vecée histoloSke razine invazije prema Clarku i ako je
lokaliziran u predjelu trupa.
U ukupnom uzorku do povecanja relativnog rizika smrti dolazi kod

tumora vece razine histoloSke invazije, kod debljih tumora prema
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Breslowu, ukoliko su lokalizirani u predijelu trupa, te glave i vrata. S
obzirom na vrijednost DNA sadrzaja nije bilo zna¢ajnog povecanja

rizika smrti ovisno o histoloskom tipu i u ukupnom uzorku.
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7. SAZETAK

UVOD. Maligni melanom koze nastaje malignom transformacijom
melanocita. Karakterizira ga lokalna agresivnost, i sklonost ranom
limfogenom i/ili  hematogenom metastaziranju. Terapija malignog
melanoma provodi se prvenstveno kirurski, dok se drugi oblici terapija koji
uklju€uju kemoterapiju, radioterapiju i imunoterapiju primijenjuju ovisno o
stadiju bolesti. lako se nekoliko posljednjih godina biljezi bolje
prezivljenje, §to je rezultat dijagnoze u ranoj fazi bolesti, i dalje se nastoje
naéi prognosticki pokazatelji koji bi omogucili pouzdanije predvidanje
tijeka bolesti uz modifikaciju terapije.

Stoga je svrha ovog rada bila utvrditi koji klini€ki i patohistoloski
parametri imaju ulogu u prognozi bolesnika s SSM i MN koji po Clarku i
Breslowu spadaju u lll, IV i V stupanj. Ujedno se Zzeljelo ustanoviti
znacCenje odredivanja DNA sadrzaja proto€nom citometrijom i da li nam i
taj pokazatelj moze pomoéi u odredivanju prognoze kod bolesnika s

malignim melanomom.

MATERIJALI | METODE. Studija je uklju€ila 100 bolesnika s malignim
melanomom koze u razdoblju od 1992. do 2002. godine. Interes
istraZzivanja obuhvatio je klinicke i patohistoloske pokazatelje, te analizu
DNA sadrZzaja dobivenu proto¢nom citometrijom iz tumorskog tkiva
uklopljenog u parafinske blokove. Ispitivanjem se Zeljelo pokazati koji od
tih pokazatelja ima najvazniju ulogu u prezivljenju bolesnika. Od klini¢ko-
patoloskih pokazatelja ispitivani su dob i spol bolesnika, lokalizacija
tumora, histoloSka razina invazije, debljina tumora i mitotski indeks.
Analiza DNA sadrzaja proto¢nom citometrijom obuhvatila je odredivanje

ploidnosti tumora i proliferativhu aktivnost.

REZULTATI. Ukupno petogodiSnje prezivljenje bolesnika iznostilo je
72%. StatistiCki zna€ajnim pokazateljima utvrdeni su spol bolesnika za
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MN (p=0,053), histoloSka razina invazije po Clarku za MN (p=0,041) i
ukupan uzorak (0,040), debljina tumora kod SSM (p=0,0002) i ukupnog
uzorka (p=0,0004), mitotski indeks kod SSM (p=0,049) i ukupnog uzorka
(p=0,017), te kombinirani nalaz proto¢ne citometrije kod MN (p=0,038).

ZAKLJUCAK. Ovisno o histoloskom tipu tumora spol, histolodka razina
invazije, debljina tumora i mitotski indeks vazni su za prognozu bolesnika
s malignim melanomom koze, dok neovisno o histoloS8kom tipu tumora u
prognozi bolesnika ulogu ima histoloSka razina invazije koze, debljina

tumora i mitotski indeks.
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8. SUMMARY

INTRODUCTION. Malignant melanoma of the skin arises due to
neoplastic transformation of melanocytes. lts behavior is characterized
not so much by the local agressiveness of the primary tumor but rather by
the pronounced and often vary early tendency to produce lymphogenous
and /or hematogenous metastases. Management of malignant melanoma
is primarly surgical excision, and the other therapeutical possibilites
include chemotherapy, radiotherapy and immunotherapy in dependance
of stage of disease. The last few years there is better rate survival as the
result of early diagnosis. Hovever, the recent studies have been focused
od determining reliable prognostic parameters that would allow more
reliable predictible course of diseases with modification of therapy.
The aim of this study was to determine the most important clinical and
pathohistological parameters that influence the prognosis and outcome
of patients with SSM and MN stage Ill, IV and V according to Clark and
Breslow, in order offer them the most suitable form of therapy.
Moreover, it was designed to assess the clinical significance of DNA

content analysis by flow cytometry.

MATERIALS AND METHODS. Hundred cases of malignant melanoma,
diagnosed between 1992 and 2002 were selected. In order to assess the
influence of the various prognostic factors on survival, the study included
clinical and pathohistological parameters as well as the results of flow
cytometric DNA analysis of paraffin-embedded tumor samples from all
cases. Clinicopathological parameters focused on the age and sex of
patients, tumor localisation, histological level of tumor progression, tumor
thickness according to Breslow and mitotic rate, while flow cytometric
DNA analysis comprised DNA ploidy and proliferative activity.
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RESULTS. Five year survival of our selected population of patients was
72%. The results of statistical analysis confirmed that statistically
significant prognostic parameters for group of SSM included tumor
thickness according to Breslow (p=0,0002) and mitotic rate (p=0,049).
The group of MN included sex of the patient (p=0,053), histological level
of tumor invasion (p=0,041), and combined analysis of flow citometry
(p=0,038).

In group of all specimens statistically significant prognostic parameters
were histological level of tumor progression according to Clark (p=0,040),
tumor thickness according to Breslow (p=0,0004) and mitotic rate
(p=0,017).

CONCLUSION. Depending of histological tumor type, sex of the patient,
histological level of tumor progression according to Clark, tumor thickness
according to Breslow, mitotic rate and combined analysis of flow
citometry are considered to be the parameters of crucial relevance for the
prognosis of patients with malignant melanoma of the skin. The
histological level of tumor progression according to Clark, tumor thickness
according to Breslow and mitotic rate were proven to be independent
statistically significant parameters relevant for the outcome of patients

with this disease.
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