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1. UVOD



1.1. Anatomija koZe

Koza (lat. cutis) je najveci Covjekov organ koji oblaze povrsinu cijelog tijela (1). U
odraslog covjeka koza zauzima povrsinu od 1,1 do 1,8 m? te ¢ini 1/6 ukupne tjelesne mase
(2).

Koza sluzi kao fizi¢ka barijera prema okolini, $to je njena osnovna i najvaznija funkcija.
Stiti organizam od fizi¢kih, kemijskih i mikrobioloskih utjecaja okoline te sprje¢ava gubitak
vode i elektrolita. Sudjeluje u regulaciji tjelesne temperature, sintezi vitamina D, izlu¢ivanju
Stetnih tvari i imunoloSkom odgovoru organizma. Ujedno je i medijator osjeta pomocu
receptora za dodir, hladnoc¢u 1 toplinu (1, 2).

Morfoloski gledano, koza se sastoji od dva sloja, epidermisa i dermisa. Ispod dermisa
se nalazi potkoZzno masno tkivo koje se ne smatra dijelom koze, ali joj €ini potporu (1).

Epidermis je vanjski sloj koze, podrijetlom iz ektoderma. Sastoji se od pet slojeva:
temeljni, nazubljeni, zrnati, svijetli 1 roZnati sloj. Temeljni sloj (lat. stratum basale) je najdublji
sloj epidermisa u kojem se nalaze epidermalne mati¢ne stanice. One se intenzivno mitotski
dijele i tako osiguravaju neprekidno obnavljanje epidermisa. Nakon diobe jedna stanica ostaje
u temeljnom sloju dok druga migrira kroz ostale slojeve te je podlozna diferencijaciji i
keratinizaciji. Nazubljeni sloj (lat. stratum spinosum) se sastoji od 4 do 7 redova stanica s
jezgrama koje sintetiziraju keratin i pri sintezi se poc¢inju morfoloSki mijenjati i diferencirati.
Zrnati sloj (lat. stratum granulosum) se sastoji od 3 do 5 slojeva stanica u kojima zapocinje
razgradnja jezgre. Svijetli sloj (lat. stratum lucidum) je prisutan samo u dijelovima koze koji su
izloZeni trenju. U ovom sloju dolazi do potpune razgradnje jezgre i daljnje keratinizacije
stanica. Roznati sloj (lat. stratum corneum) sadrzi 10 do 30 slojeva mrtvih, spljoStenih stanica
koje ne posjeduju jezgru kao ni ostale stani¢ne organele. Stanice su nepovezane, kontinuirano
se ljuSte 1 zamjenjuju novima iz dubljih slojeva epidermisa. Vrijeme potrebno da stanica iz
temeljnog sloja stigne do povrSine iznosi otprilike 15 do 30 dana, a to ovisi o dobi, spolu, i
podrucju tijela na kojem se koza nalazi (2-4).

Epidermis ne sadrzi krvne Zile, ve¢ se transport hranjivih tvari odvija difuzijom izmedu
epidermisa i dermisa preko dermoepidermalne granice. Ona je vrlo neravna te se tako povecava
povrsina kroz koju difuzijom prolaze tvari potrebne za metabolizam epidermisa (3, 4).

Dermis je unutarnji sloj koZe, podrijetlom iz mezoderma. Sastoji se od dva sloja
vezivnog tkiva: papilarnog i retikularnog dermisa. Slojevi su izgradeni od kolagenih i elasti¢nih
vlakana rasporedenih u snopove. Papilarni dermis je gornji sloj dermisa, koji se sastoji od
pravilno rasporedenih snopova kolagena i elastina. U ovom sloju se nalaze krvne kapilare,

zavrSetci Zivaca 1 osjetilna tjeleSca za dodir. Retikularni dermis je donji sloj dermisa, sastavljen
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od nepravilno rasporedenog vezivnog tkiva s debljim vlaknima kolagena (3). U retikularnom
dermisu se nalaze krvne i limfne Zile, Zivci, receptori za hladnodu, Zlijezde lojnice i misi¢ koji

podize dlaku (lat. m. arrector pili) (2).

1.2. Novotvorine koZe

Novotvorine koze predstavljaju najc¢es¢u skupinu malignih neoplazmi i ¢ine tre¢inu svih
dijagnosticiranih tumora (5). Kada govorimo o novotvorinama koZe najceS¢e mislimo na
bazocelularni i planocelularni karcinom te melanom. Bazocelularni karcinom ¢ini izmedu 70 1
80%, planocelularni karcinom oko 20%, a melanom oko 4% svih dijagnosticiranih slucajeva
malignih neoplazmi koZe. Uz ova tri najcesc¢a tipa postoje i drugi tipovi novotvorina koze koji
zajedno Cine manje od 1% dijagnosticiranih sluc¢ajeva. To su karcinom Merkelovih stanica,
dermatofibrosarkom, Pagetova bolest i kozni limfom T stanica (6, 7).

Ucestalost pojavljivanja novotvorina koze se kontinuirano povecava te u svijetu
predstavlja sve veci javnozdravstveni problem (8). Prema podacima Svjetske zdravstvene
organizacije (eng. World Health Organization) godiSnje se dijagnosticira izmedu 2 i 3 milijuna
slucajeva malignih neoplazmi koze. Taj broj se smatra preniskim, osobito u svjetlu istrazivanja
Rogersa i sur. koji procjenjuju da se samo u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama (SAD) godisSnje

dijagnosticira 3,5 milijuna slucajeva novotvorina koze (9).

1.3. Melanom

Melanom je neuroektodermalni tumor koji nastaje zlo¢udnom preobrazbom melanocita.
Melanociti su stanice koje potjeu od stanica neuralnog grebena. Prekursorske stanice
melanocita migriraju u prvom tromjesecju embrionalnog razvoja iz neuralnog grebena te
nastanjuju kozu, meningealne ovojnice, oko i sluznice organa (10). Zbog ove migracije
melanocita, primarno sijelo melanoma moze biti bilo koja od ovih lokacija. U 91,2% slucajeva
primarno sijelo melanoma je koza, u 5,2% slucajeva je oko, a u 1,3% slucajeva sluznica organa
(11).

Melanociti se u koZi nalaze u temeljnom sloju epidermisa i u folikulima dlaka. Zaduzeni
su za proizvodnju melanina, pigmenta odgovornog za boju koze i kose 1 zaStitu stanica od
oSte¢enja induciranog ultraljubicastim (UV) zracenjem (12). Melanin u koZi nastaje prilikom
izlaganja suncevoj svjetlosti u procesu koji se naziva melanogeneza. Tijekom melanogeneze
melanociti sintetiziraju pigment melanin te ga pohranjuju u citoplazmatskim organelama,
melanosomima. Melanosomi se nakupljaju u citoplazmi iznad jezgre stanice te tako Stite stanicu

od Stetnog djelovanja UV zraenja (3).



1.3.1. Epidemiologija

Melanom kozZe ¢ini 1,79% ukupne incidencije svih zlo¢udnih tumora. Prema podacima
Svjetske zdravstvene organizacije (eng. World Health Organization, WHO) u 2018. godini je
dijagnosticirano 287 723 slucaja melanoma (13).

Posljednjih nekoliko desetljeca incidencija melanoma ubrzano raste (8). Primjerice u
SAD-u, 1975. godine stopa incidencije melanoma je iznosila 7,9/100 000 stanovnika. U 2018.
godini je iznosila 22,8/100 000 stanovnika (14). O ozbiljnosti ove pojave govori procjena Halla
isur. da ¢e svaka 75. osoba rodena 2000. godine u SAD-u oboljeti od melanoma koze (15). Kao
i broj novodijagnosticiranih bolesnika, i broj bolesnika umrlih od melanoma koZe tijekom
posljednjih nekoliko desetljec¢a pokazuje trend rasta. U 2018. godini u svijetu je broj umrlih od
melanoma iznosio 60 712 (13). Guy i sur. u 2019. godini predvidaju stabilnost stope smrtnosti,
dok ¢e stopa incidencije i dalje rasti (16).

Epidemioloske studije o ucestalosti melanoma koze pokazuju povezanost broja
oboljelih i geografskog polozaja zemlje. NajviSa stopa incidencije je u Australiji i Novom
Zelandu (ASR, eng. age standardised rate 33,6 i 33,3/100 000 stanovnika), a najniza u
zemljama srednje Azije (0,3/100 000 stanovnika). U Europi je najvisa stopa incidencije
zabiljeZena u zemljama sjeverne Europe: Norveskoj, Danskoj i Svedskoj (29,6, 27,6 i 24,7/100
000 stanovnika) (13).

Melanom se najées¢e dijagnosticira izmedu 40. 1 70. godine Zivota. Medijan godina u
trenutku postavljanja dijagnoze iznosi 65 (14). Melanom se mozZe pojaviti i u bolesnika mladih
od 40 godina i takvih je 15% od ukupnog broja dijagnosticiranih slucajeva (17).

Muskarci ¢eS¢e obolijevaju od melanoma koze nego Zene. Tijekom 2018. godine
postotak muSkaraca oboljelih od melanoma je iznosio 52,4%, a Zena 47,6% (13). Istovremeno
promatrajuci spol, starost i incidenciju, moze se primijetiti da to ne vrijedi za sve dobne skupine.
Adolescentice i mlade, odrasle Zene podloznije su razvoju melanoma nego muskarci iste dobi.
Nakon 40. godine zivota ovaj podatak se mijenja te ucestalost melanoma medu muskarcima
postaje visa (18).

Melanom koZe je poznat kao bolest bijele rase. Stopa incidencije melanoma je priblizno
deset puta veca u bijelaca nego u osoba crne rase koje Zive na istom podrucju. Usprkos manjoj
pojavnosti melanoma u osoba crne rase, stopa smrtnosti je visa (19, 20).

Prema podacima Registra za rak Republike Hrvatske iz 2015. godine melanom ¢ini 3%
svih zlocudnih novotvorina. Prema ucestalosti pojavljivanja medu malignomima je na 11.
mjestu. Oboljeli su u 55,8% slucajeva bile osobe muskog spola, dok su 44,2% slucajeva bile

osobe zenskog spola. Gledajuci regionalnu raspodjelu najvise oboljelih je bilo u gradu Zagrebu



i Zagrebackoj Zupaniji, potom slijede Primorska-goranska i Osjecko-baranjska zupanija.

Vecina bolesnika je u vrijeme dijagnoze bila izmedu 75. 1 79. godine Zivota (21).

1.3.2. Etiologija i ¢imbenici rizika

Iako precizna etiopatogeneza melanoma jo$ nije u potpunosti razjasnjena, poznati su
brojni ¢imbenici koji povecavaju rizik za nastanak melanoma. Te ¢imbenike dijelimo u dvije
skupine: ¢imbenici rizika vezani uz pojedinca i ¢cimbenici rizika vezani uz okoli§ (22).
1.3.2.1. Cimbenici rizika vezani uz pojedinca

Cimbenici rizika vezani uz pojedinca su obiteljska sklonost razvoju melanoma,
prethodno dijagnosticiran melanom ili neki drugi zlo¢udni tumor koze, broj i tip nevusa,
pigmentacija i tip koZe te imunosupresija (22).

Obiteljska anamneza melanoma je pozitivha u 6-14% oboljelih od melanoma (23).
Bolesnici koji imaju jednog rodaka u prvom koljenu oboljelog od melanoma imaju dvostruko
veci rizik za razvoj istog. Ako se melanom dijagnosticira u dva ili viSe rodaka u prvom koljenu,
rizik postaje 6 puta veci (24). Ovi bolesnici su najé¢es¢e mladi u trenutku pojave bolesti i imaju
vecu vjerojatnost razvoja visestrukih primarnih lezija (25).

U obiteljima visokorizicnima za nastanak melanoma koze identificirana su dva gena
odgovorna za sklonost razvoju bolesti. To su geni CDKN2A i CDK4, koji sudjeluju u regulaciji
stani¢nog ciklusa. Gen koji je najceS¢e ukljucen u razvoj obiteljskog melanoma je CDKN2A.
Njegova mutacija se pojavljuje u 20% obitelji sklonih razvoju bolesti. Kod bolesnika bez
pozitivne obiteljske anamneze, vjerojatnost mutacije gena CDKN2A je oko 1%. Pojavnost
mutacije gena CDK4 je mnogo rjeda. Pojavljuje se u 1% obitelji sklonih razvoju melanoma
(26).

Prisutnost drugih zlo¢udnih tumora koZe povecava vjerojatnost nastanka melanoma.
Bolesnici s osobnom anamnezom karcinoma koZe imaju 4 puta veci rizik od razvoja melanoma
(27). Takoder ve¢ postavljena dijagnoza melanoma povecava vjerojatnost nastanka nove lezije.
Ovi bolesnici imaju 9 puta ve¢i rizik koji ostaje poviSen 20 godina nakon prvotne dijagnoze
(28).

Pod povecanim rizikom razvoja melanoma su i osobe s ve¢im brojem nevusa. Osobe s
viSe od 100 melanocitnih nevusa imaju 7 puta ve¢i rizik za razvoj melanoma u usporedbi s
osobama koje imaju manje od 15 melanocitnih nevusa (29). Cho 1 sur. su ustanovili da je
poviSen broj nevusa bio jafe povezan s pojavom melanoma na trupu, a manje s pojavom na
glavi i udovima (30).

Osim broja nevusa, za razvoj melanoma je vazna i vrsta prisutnih nevusa. Displasti¢ni



nevusi predstavljaju ¢imbenik rizika neovisan o ukupnom broju istih. Osobe sa sporadi¢nim
displasticnim nevusom imaju 27 puta veéi rizik razvoja melanoma u usporedbi s opéom
populacijom. U bolesnika s obiteljskim sindromom displasti¢nih nevusa rizik postaje 148 puta
veci (22, 31).

Fenotipske znacajke pojedinca poput pigmentacije i tipa koze, boje kose i ociju
predstavljaju bitnu znacajku u razvoju melanoma (32). U dermatologiji se tip i pigmentacija
koZe klasificiraju prema reakciji na UV zracenje. Tu metodu je 1975. godine razvio Thomas B.

Fitzpatrick te se po njemu naziva Fitzpatrickova klasifikacija tipova koze (Tablica 1) (33).

Tablica 1. Tipovi koze prema Fitzpatricku (33).

Tip Znacajke koZe Karakteristike koZe
I  Bijela koza s pjegicama Nikada ne potamni, uvijek izgori
II Bijela koza Katkad potamni, uvijek izgori
I Maslinasta koza Obic¢no potamni, nekada izgori
v Svijetlo smeda koza Uvijek potamni, rijetko izgori
v Tamno smeda koza Uvijek potamni, nikada ne izgori
VI Crna koza Uvijek potamni, nikada ne izgori

U osoba s tipom koze I i II prema Fitzpatricku te u osoba s prisutnim pjegicama rizik
nastanka melanoma je dvostruko ve¢i. Takoder, rizik je dvostruko ve¢i u crvenokosih i
plavokosih osoba. Boje Sarenice oka je takoder su povezana s melanomom koZe. Osobe s
plavom i zelenom bojom oc¢iju imaju 50% ve¢i rizik razvoja melanoma u usporedbi s osobama
s tamnim o¢ima (34).

Imunosuprimiranost je jo§ jedan ¢imbenik koji povecava vjerojatnost nastanka
melanoma koze. U primatelja transplantiranih organa, rizik nastanka bolesti je 2,4 puta vec¢i u
usporedbi s opéom populacijom (35). Rizik obolijevanja je povecan i kod bolesnika s bolestima
koje uzrokuju imunodeficijenciju organizma poput AIDS-a (36).
1.3.2.2. Cimbenici rizika vezani uz okoli§

Od ¢imbenika rizika vezanih uz okoli§, najve¢i zna¢aj u nastanku melanoma koze ima
izlaganje UV zrakama. Smatra se da izmedu 60 i 70% svih melanoma nastaje zbog prekomjerne
izloZenosti UV zraCenju (37). Ultraljubicasto zracenje koje direktno utje¢e na malignu alteraciju
melanocita je UVB zracenje. Ono se nalazi izmedu 280 i 320 nm u elektromagnetskom spektru
svjetlosti. Nukleinske kiseline i proteini u stanicama koze apsorbiraju ovaj tip zracenja, Sto
rezultira oSte¢enjem deoksiribonukleinske kiseline (DNK) u melanocitima. Ovo oStecenje

uzrokuje alteraciju genskog materijala i posljedi¢ni razvoj melanoma (38, 39). Fears i sur. su



utvrdili da povecanje UVB zracenja za 10% povecava rizik nastanka melanoma u muskaraca
za 19%, a u zena za 16% (40).

Osim vrste zraenja kojoj se bolesnici izlazu, za razvoj melanoma je vazan i nacin
ekspozicije suncevoj svjetlosti. U etiologiji melanoma vaznije je intermitentno, povremeno, ali
intenzivno izlaganje, naspram kontinuiranog izlaganja tijekom duzeg vremenskog razdoblja
(41). Kontinuirano izlaganje sunc¢evoj svjetlosti je manje intenzivno te ¢ak ima blagi zastitni
ucinak za razvoj svih podtipova melanoma osim lentiginoznog zlo¢udnog melanoma (42, 43).
Za vrijeme intermitentnog izlaganja UV zraenju ne dolazi do pojacavanja sposobnosti
popravka oste¢ene DNK, niti do sinteze melanina koji ju $titi od oSte¢enja. Zbog toga lakSe
dolazi do zlo¢udne pretvorbe melanocita i nastanka melanoma (41).

Opekline izazvane pretjeranim izlaganjem suncevoj svjetlosti povezane su s ve¢om
ucestalosti razvoja melanoma. Smatra se da jednom zadobivene opekline s mjehurima
udvostrucuju rizik nastanka melanoma (44).

Do sada provedena istrazivanja navode da izlaganje umjetnim izvorima UV zraenja,
kao npr. solarijima, povecava rizik nastanka melanoma (45). Rizik je povecan za 20% kod onih
osoba koje su se jednom izlozile ovom tretmanu suncanja (46). S povecanjem broja izlaganja
rizik raste te se udvostrucuje kada se s tretmanima zapocinje prije 35. godine zivota (47).

Fotokemoterapija koja se koristi u lijeCenju psorijaze povecava rizik od razvoja
melanoma. Rizik je povecan kod bolesnika koji su primili viSe od 250 tretmana. Zbog toga je
oboljele koji su bili podvrgnuti ovakvoj vrsti terapije potrebno pazljivo pratiti tijekom cijelog

zivota (48).

1.3.3. Klinic¢ka slika

Melanom se klinicki manifestira kao pigmentirana kozna lezija koja pokazuje
morfoloSke promjene tijekom vremena. Prati ga neuobicajena raznolikost jer varira u veli€ini,
obliku, boji i dubini prodora. Upravo zbog razliCite klinicke slike kojom se prezentira,
otkrivanje melanoma koZze je otezano (49).

Da bi olaksali prepoznavanje melanoma u §to ranijoj fazi bolesti, skupina dermatologa
sa SveuciliSta u New Yorku je 1985. godine navela 4 klini¢ka znaka pod akronimom ABCD na
temelju kojih se postavlja sumnja na melanom i indicira dodatna obrada. Svjetska zdravstvena
organizacija je 2004. godine proSirila akronim na ABCDE (50). Slovo A predstavlja asimetriju
(eng. Assymetry). Za razliku od benignih nevusa melanomi su neravne i nepravilno oblikovane
promjene. Slovo B predstavlja rubove (eng. Border). Rubovi melanoma su nepravilni,

nazubljenti ili izbrazdani. Slovo C predstavlja boju (eng. Color). Boja melanoma je raznolika,



najces¢e nehomogena. Moze varirati od crne, tamnosmede, svijetlosmede do Zute. Rijetko se
moze pojaviti melanom bez melanina-amelanoti¢éni melanom. Slovo D predstavlja promjer
(eng. Diameter). Promjena u promjeru lezije moZze uputiti na razvoj melanoma. Slovo E
predstavlja evoluciju (eng. Evolving). Bilo koja promjena boje, oblika, promjera ili pojava
krvarenja moze ukazivati na razvoj melanoma (2, 49, 50). Osjetljivost ove metode je izmedu
82 196%, a specifi¢nost izmedu 28 1 46% (51).

U uznapredovalim stadijima bolesti dolazi do promjene konzistencije primarne lezije te
pojave sekundarnih promjena, kao §to su vlazenje, stvaranje krasta, erozija, ranica i ulceracija.
Takoder se mogu pojaviti znakovi krvarenja i upale na podrucju tvorbe te povecanje regionalnih
limfnih ¢vorova. Melanom koji je metastazirao, osim navedenih simptoma, moZe uzrokovati
nespecificne simptome poput gubitka apetita, mu¢nine, povra¢anja i umora (52).

Tijekom klini¢kog pregleda posebnu pozornost treba obratiti na dijelove tijela na kojima
se melanom najcesce pojavljuje. Primarna lezija se u 43% slu€ajeva nalazi na ekstremitetima,
u 34% slucajeva na trupu, 12% slucajeva na licu, 7% slucajeva na vlasistu te u 4% slucajeva na
drugim, neklasificiranim mjestima (53). Kod muskaraca se primarni melanom u 52% sluc¢ajeva
javlja na ledima 1 ramenima, a kod Zena u 31% slu¢ajeva na donjim udovima (54).

Melanom se u 70-80% slu€ajeva razvija de novo, au 20-30% slucajeva iz prekursorskih
lezija (55). Zato je pri klinickom pregledu koze nuzno obratiti pozornost na novonastale lezije
kao i na promjene nastale na ve¢ postoje¢im lezijama. Prekursorske lezije melanoma koje je
potrebno prepoznati i kontinuirano pratiti su displasti¢ni nevus i kongenitalni melanocitni nevus
(56).

Diferencijalna dijagnoza obuhvaca c¢itav niz dermatoloskih entiteta koje je bitno
razlikovati od samog melanoma koZe. Neki od njih su melanocitni nevus, Spitzin nevus, naevus
coeruleus, kongenitalni nevus, nevus spilus, bazocelularni karcinom, aktinicka keratoza,
Bowenova bolest, seboroi¢na keratoza, virusna bradavica, angiokeratom, dermatofibrom i

Kaposijev sarkom (57).

1.3.4. Dijagnostika

Rano prepoznavanje melanoma ima znacajan utjecaj na smanjenje smrtnosti uzrokovane
ovom zlo¢udnom novotvorinom. Debljina lezije je parametar koji je najsnaZnije povezan s
dugoro¢nom prognozom. Tijekom vremena debljina melanoma se povecava §to nepovoljno
utjeCe na prognozu oboljelih (58). Prema epidemioloskoj studiji Referentnog centra za
melanom Ministarstva zdravlja Republike Hrvatske, srednja vrijednost debljine melanoma u

trenutku postavljanja dijagnoze je 2,24 mm. To ve¢inu oboljelih svrstava u 3. stupanj debljine



tumora prema Breslowu s petogodiSnjim prezivljenjem od 63%. Ova cinjenica ukazuje na
vaznost pravovremenog otkrivanja i postavljanja dijagnoze melanoma, ¢ime se oboljelima
poboljsava prognoza (59).

Klini¢ki pregled koze je temeljno sredstvo za rano otkrivanje melanoma. Obuhvaca
pregled cijele koze, koznih adneksa, genitalne regije i vidljivih sluznica (60). U svakodnevnoj
praksi se klini¢ari, uz ABCDE pravilo, oslanjaju i na znak ruznog paceta (eng. ugly duckling
sign). On oznaCava promjenu koja je drugacija od svih promjena na koZi te se kao takva istice
1 moZe uputiti na razvoj melanoma (61). U uporabi je i Glasgowska lista sedam karakteristi¢nih
znakova, kojom se tvorba oznaCava sumnjivom te se u budu¢nosti pomno prati (62).

Do 80-ih godina proSlog stoljeca dijagnoza melanoma se postavljala isklju¢ivo na
temelju makroskopskih znacajki lezije. Melanomi su se Cesto prepoznavali samo kad su bili
velike, ulcerirane tvorbe, zbog Cega je prognoza bolesti bila losa. No tada u klini¢ku praksu
polako ulazi dermatoskopija, koja postaje dio klinickog pregleda sumnjivih koznih lezija (63).

Dermatoskopija je neinvazivna dijagnosticka metoda koja omogucuje bolju
vizualizaciju pigmentnih lezija koze. Primjenom dermatoskopije morfoloske strukture i
promjene koze, inace nevidljive golim okom, postaju vidljive. Uz pomo¢ optickog instrumenta-
dermatoskopa, moguce je analizirati strukture u podrucju epidermisa, bazalne membrane i
papilarnog dermisa (64). Dermatoskopija omogucuje preciznije prepoznavanje zlo¢udnih i
dobro¢udnih promjena, bolje planiranje kirurSkih zahvata te smanjenje broja nepotrebnih
biopsija i ekscizija. To¢nost klinickog pregleda je oko 65% $to se moZe poboljsati za 20% uz
koristenje dermatoskopa (65).

Pigmentirane lezije koje se prilikom klinickog i dermatoskopskog pregleda
identificiraju kao sumnjive, podvrgnu se biopsiji. Biopsija je temeljna dijagnosticka metoda na
temelju koje se postavlja dijagnoza melanoma koze. Postoji viSe vrsta biopsija koje se mogu
koristiti pri dijagnosticiranju melanoma. To su ekscizijska, incizijska (eng. punch) i
tangencijalna (eng. shave) biopsija (66).

Ekscizijska biopsija obuhvaca potpunu eksciziju pigmentirane promjene s 1 do 2 mm
susjednog zdravog ruba koZe. Uzorak mora obuhvacati koZzu pune debljine 1 potkoZno tkivo,
bez ostecenja miSi¢ne fascije. Trenutno, Nacionalni institut za zdravlje SAD-a (eng. National
Institute for Health) preporucuje ekscizijsku biopsiju kao najbolju metodu za dobivanje tocne
dijagnoze lezije koja je sumnjiva na melanom (66, 67).

Incizijska biopsija se provodi u podruc¢ju najvisSeg ili najnepravilnijeg dijela
pigmentirane promjene. Uzorak mora biti veli¢ine 5-7 mm, te mora obuhvacati kozu pune

debljine i dio potkoZznog tkiva. Incizijska biopsija ne pogorSava prognozu, ali se njome moze



izostaviti najdeblji dio tumora. Prihvatljiva je za velike lezije lica i sluznice, kada je ekscizija
cijele lezije neprakticna, a vjerojatnost melanoma malena (66, 68).

Tangencijalna biopsija je korisna metoda za uklanjanje povrSinskih lezija. Izvodi se
dovoljno duboko da ukloni leziju, ali dovoljno plitko da sprije¢i oSteéenje dermisa.
Tangencijalnu biopsiju treba izbjegavati pri sumnji na melanom, jer ometa histolosku dijagnozu
i procjenu Breslow debljine tumora (66, 69).

Nakon biopsije obavlja se patohistoloska analiza bioptiranog uzorka za potvrdu
dijagnoze melanoma. Potom slijedi podvrgavanje oboljelog dodatnim pretragama kojima se
nastoji iskljuciti klini¢ki neispoljena metastatska bolest. Pretrage mogu ukljucivati snimanje
srca 1 plu¢a rendgenom, magnetsku rezonancu mozga, ultrazvuéni pregled regionalnih limfnih
¢vorova 1 trbusne Supljine, kompjuteriziranu tomografiju prsnog koSa, trbusne Supljine 1
zdjelice te pozitronsku emisijsku tomografiju. Rezultati pretraga se koriste za klasifikaciju
primarne lezije melanoma i razvrstavanje bolesnika u prognosticke skupine (66). Rezultati
metaanaliza upucuju na ultrazvuk kao najpouzdaniju metodu za procjenu statusa regionalnih
limfnih ¢vorova, s osjetljivosti izmedu 60 1 80% 1 specifi¢nosti koja doseze 97%. Pozitronska

emisijska tomografija je najpouzdanija metodu za procjenu statusa cijelog tijela (70, 71).

1.3.5. Patohistoloska analiza

Patohistoloska analiza melanoma se temelji na kombinaciji morfoloskih i citoloskih
znacajki lezije. Ona pruza niz podataka koji, osim u postavljanju dijagnoze, mogu pomoc¢i u
odredivanju prognoze i terapije za oboljele. Mikroskopskom analizom tumora dobiju se podaci
o histoloskom podtipu lezije, stupnju invazije melanoma, prisutnosti ulceracije, mitotskom
indeksu, limfokapilarnoj invaziji, neurotropizmu, stani¢noj regresiji 1 prisutnosti infiltriraju¢ih
limfocita u leziji (72).

Razlikuju se Cetiri naj¢esca histoloSka podtipa melanoma: povrSinsko-Sire¢i melanom
(lat. melanoma superficiale), nodularni melanom (lat. melanoma nodulare), lentiginozni
zlo¢udni melanom (lat. lentigo maligna melanoma) i akralni lentiginozni melanom (lat. lentigo
melanoma acrale) (2, 73).

PovrSinsko-§ire¢i melanom je najce$¢i podtip melanoma u ljudi bijele rase te ¢ini 70-
80% svih slu€ajeva. Javlja se izmedu 30. 1 50. godine Zivota, ¢eS¢e u Zena (74). Ovaj podtip
melanoma se moZe pojaviti na bilo kojoj anatomskoj lokalizaciji, ali se najées¢e javlja na trupu
u muskaraca i na donjim udovima u zena. U 20-50% oboljelih povrSinsko-Sire¢i melanom
nastaje iz nevusa (75). Histoloski gledano, stanice povrSinsko-SireCeg melanoma su velike,

bogate citoplazmom i s naglaSenom eozinofilnom jezgricom. U dermisu je prisutan upalni
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infiltrat (73).

Nodularni melanom je drugi najces¢i histoloski podtip melanoma. Javlja se u 15-30%
svih oboljelih. Obi¢no nastaje izmedu 40. i 50. godine zZivota, podjednako ucestalo u oba spola.
Najcesc¢e lokalizacije nodularnog melanoma su trup, glava i vrat (76). Razvoj ovog podtipa je
brz, tako da se dijagnoza postavlja unutar nekoliko mjeseci do dvije godine od njegova nastanka
(77). U histoloskoj slici nodularnog melanoma prisutni su intradermalni ¢voriéi sastavljeni od
velikih epiteloidnih melanocita s izraZzenim jezgrama (73).

Lentiginozni zlo¢udni melanom ¢ini 5-15% svih melanoma. Nastaje u starijoj Zivotnoj
dobi, najces¢e nakon 65. godine Zivota. Pojavnost ovog podtipa je ¢eS¢a u Zena nego u
muskaraca (78). Lentiginozni zlo¢udni melanom je oblik melanoma kod kojeg je kumulativni
uc¢inak UV zraCenja presudan za nastanak irazvoj. Nastaje na dijelovima tijela koji su kroni¢no
izloZeni suncevoj svjetlosti, poput koZe na obrazima, nosu 1 rukama. Iznimno rijetko se javlja
na ostalim djelovima koZe (79). U histoloskoj slici lentiginozni zlo¢udni melanom
karakteriziraju atipicni melanociti, atrofi¢an epidermis i povecana koli¢ina vezivnog tkiva u
gornjem dermisu (80).

Akralni lentiginozni melanom je najrjedi histoloski podtip melanoma. Javlja se u 2-8%
svih oboljelih. Iako je po pojavnosti najrjedi, u ljudi crne 1 Zute rase ovaj podtip melanoma je
najces¢i. Nastaje izmedu 60. i 70. godine zivota, CeS¢e u musSkaraca. Akralni lentiginozni
melanom se javlja na neobraslim podruc¢jima koze, najces¢e na okrajinama i subungvalno (81).
Histoloski gledano, akralni lentiginozni melanom se sastoji od atipi¢nih melanocita smjesStenih
u donjim dijelovima epidermisa. Obic¢no raste tijekom nekoliko mjeseci do nekoliko godina
(82).

Uz ova Cetiri najCesca histoloska podtipa melanoma, postoji jo§ nekoliko podtipova koji
se rjede javljaju. To su amelanoti¢ni, dezmoplasti¢ni, verukozni, nevoidni melanom i melanom
nepoznatog primarnog sijela (74).

Stupanj invazije melanoma se mikroskopski mjeri od vrha zrnatog sloja epidermisa do
najdublje stanice na bazi tumora. Nakon mikroskopske procjene stupnja invazije, melanom se
svrstava u pripadajucu kategoriju prema Breslowljevoj klasifikaciji debljine tumora (Tablica
2). Odredivanje stupnja invazije melanoma je vazno jer je visi stupanj invazije povezan s ve¢om

ucestalo$¢u metastaziranja 1 pogorSanjem prognoze u oboljelih (83).
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Tablica 2. Breslowljeva klasifikacija debljine tumora (83).

Stupanj Debljina lezije od povrSine do baze tumora

I <0,75 mm
1I 0,76-1,5 mm
I 1,51-4 mm
v > 4 mm

Mikroskopskom analizom uzorka utvduje se ulceriranost lezije melanoma. Ulceriranje
se definira kao odsustvo netaknutog epidermisa u punoj debljini te postojanje reaktivnih
promjena poput depozita fibrina i neutrofila. Ulcerirani melanomi tipi€no pokazuju invaziju
kroz epidermis dok neulcerirani melanomi odizu nadleze¢i epidermis. Ulceriranje se smatra
znaCajkom bioloski agresivnijeg oblika tumora koji ima vecu sposobnost metastaziranja (72,
85)

Patohistoloskom analizom melanoma utvrduje se prisutnost neurotropizma u uzorku
melanoma. Neurotropizam se oznacava kao prisutnost atipicnih melanocita u endoneuriju i
perineuriju zivaca koze. Pojava neurotropizma je povezana s povec¢anom frekvencijom lokalnih
recidiva (72, 85).

Mikroskopska analiza melanoma obuhvaca 1 procjenu mitotskog indeksa u leziji
tumorskog tkiva. Mitotski indeks se navodi kao broj mitoza na 1 mm? lezije. Sto je veéi mitotski
indeks, to je veca vjerojatnost diseminacije melanoma te je prezivljenje oboljelih krace (72, 85).

Limfovaskularna invazija se definira kao prisutnost stanica melanoma unutar lumena
krvnih i limfnih Zila. Invazija se smatra znakom agresivne bolesti te je znacajan prognosticki
¢imbenik za Sirenje melanoma u regionalne limfne ¢vorova, pojavu recidiva te prezivljenje
bolesnika s melanomom koze (72, 86).

Limfociti koji infiltriraju tumorsku leziju predstavljaju imunolosku reakciju organizma
na stanice melanoma. Prisutnost limfocitnog infiltrata u primarnoj leziji melanoma je povezana
s manjom vjerojatno$¢u Sirenja bolesti u regionalne limfne ¢vorove i daljnjeg metastaziranja
(72, 87).

Regresija tumorskih stanica se definira kao proces smanjenja broja stanica melanoma
pracen dermalnom fibrozom, upalnim infiltratom i melanofagima. Prisutna je u 13% svih
melanoma, ¢eS¢e u tanjih lezija. Klinicki znacaj ove pojave je nepoznat. Ronan i sur. navode
da je pojava regresije tumorskih stanica povezana s loSijom prognozom jer omogucava brzi
razvoj vertikalne faze rasta koja izbjegava imunoloski odgovor organizma (88). Nasuprot tome,

Ribero 1 sur. navode da je prisutnost regresije u primarnom melanomu povezana s negativnim

12



statusom regionalnih limfnih ¢vorova (89).

1.3.6. Genska analiza

Tijekom posljednjeg desetljec¢a napravljen je znacajan napredak u otkrivanju genetskih
alteracija koje imaju vaznu ulogu u patogenezi melanoma. Molekularno i genetsko
razumijevanje tumorskih stanica melanoma dovelo je do razvoja ciljne terapije kao jednog od
nacina lijecenja ove bolesti. Zbog toga odredivanje i analiziranje genskih promjena u uzorcima
melanoma postaje nezaobilazan dio postavljanja dijagnoze, odredivanja prognoze te
predvidanja odgovora na terapiju (90).
1.3.6.1. Gen BRAF

Gen BRAF, smjesten na kromosomu 7, je gen koji se naj¢eS¢e povezuje s melanomom
kozZe. Njegov produkt je citoplazmatska serin/treonin kinaza koja sudjeluje u MAPK/ERK
signalnom putu. Glavna uloga tog signalnog puta je kontrola ekspresije gena koji reguliraju
rast, diferencijaciju i kretanje stanica te proces apoptoze (91). Kada se dogodi mutacija gena
BRAF, on postaje onkogen. Dolazi do kontinuirane aktivnosti serin/treonin kinaze kodirane
BRAF genom, uslijed ¢ega dolazi do stalne aktivacije nizvodnih kinaza u MAPK/ERK
signalnom putu. Ova promjena uzrokuje nekontroliranu proliferaciju i malignu alteraciju
melanocita (92).

Mutacija gena BRAF se najces¢e dogada na 600 kodonu 15. egzona, gdje aminokiselinu
valin zamjeni glutamicna kiselina (BRAF V600E). Ostale ¢este mutacije se dogadaju na istom
kodonu a uklju€uju zamjenu valina lizinom (BRAF V600K), argininom (BRAF V600R),
asparaginskom kiselinom (BRAF V600D) i metioninom (BRAF V600M) (93). Bolesnici s
mutacijom gena BRAF u leziji melanoma su mladi i nemaju oSteCenja koze povezana s
kroni¢nim izlaganjem suncevoj svjetlosti (94). Takoder mutacija je najceS¢e prisutna u
povrsinsko-Sire¢em podtipu melanoma kozZe (95).
1.3.6.2. Gen NRAS

Gen NRAS pripada RAS obitelji protoonkogena. Ona ukljucuje jo§ dva gena: HRAS i
KRAS, koji su zaduzeni za kontrolu stani¢ne proliferacije, diferencijacije i apoptoze. Smatra se
da jedna trecina svih ljudskih novotvorina ima mutaciju u RAS obitelji gena (96).

Produkt NRAS gena je RAS protein vezan za transmembranski receptor. Vezanjem
liganda za transmembranski receptor dolazi do aktivacije RAS proteina, te nizvodne aktivacije
proteina koji sudjeluju u MAPK/ERK 1 PI3K/AKT/MYC signalnim putevima stanice. Mutacija
gena NRAS dovodi do produzZenog aktivnog stanja RAS proteina te kontinuirane stani¢ne

proliferacije, promjena u metabolizmu stanica te daljnjeg razvoja melanoma (97). Otprilike

13



80% mutacija gena NRAS se dogada na 3. egzonu, kodonima 60 i 61. Preostalih 20% mutacija
se dogada na 2. egzonu, kodonima 12 i 13 (98). Mutacija gena NRAS se najc¢esce pojavljuje u
nodularnom podtipu melanoma kao i u oboljelih koji imaju povijest kroni¢ne izlozenosti UV
zracenju (99).
1.3.6.4. Divlji tip

Oni melanomi koji nemaju navedene genske mutacije u uzorku tumorskog tkiva se
oznacavaju kao divlji tip melanoma koze. Najc¢eS¢e imaju nereguliranu aktivnost MAPK/ERK
signalnog puta zbog mutacija u genima KIT, GNAQ, GNA11, RAF1, MEK1/2, KRAS, HRAS
1 NF1 (100). Divlji tip je najcesce prisutan u nodularom podtipu melanoma koze kao i u lezijama

s poviSenim mitotskim indeksom (101).

1.3.7. Klasifikacija melanoma

Klasifikacija melanoma omogucuje razvrstavanje bolesnika u skupine koje se
medusobno razlikuju prema prognozi i nacinu lije€enja. lako je situacija svakog oboljelog
razli¢ita, melanomi koji pripadaju istom stadiju ima slicne karakteristike i tretiraju se na isti
nacin. Klasificiranje bolesti daje mogucénost usporedbe razli¢itih oblika lijeCenja i pomaze
klinicarima pri donosenju odluka u lije¢enju bolesnika (8).

Prvi klasifikacijski model za melanom koze uveo je Wallace H. Clark, 1967. godine,
procjenjuju¢i dubinu invazije melanoma u pet razina, ovisno o infiltraciji tumorskih stanica u

pojedine anatomske slojeve koze (Tablica 3) (102).

Tablica 3. Clarkova klasifikacija dubine invazije (102).

Stupanj Dubina infiltracije tumora u slojeve koZe
| tumor u epidermisu, melanom in situ
I zahvaca papilarni dermis, ali ne doseZe papilarno-retikularnu granicu
I ispunjava papilarni dermis, ali ne zahvaca retikularni dermis
v zahvaca retikularni dermis, ali ne zahvaca potkozno tkivo
v zahvaca retikularni dermis i potkozno tkivo

Godine 1970. Alexander Breslow objavljuje klasifikaciju u kojoj svrstava melanome u
skupine s obzirom na debljinu primarnog tumora. Za razliku od originalne klasifikacije koja je
bolesnike svrstavala u 5 grupa, danas je u uporabi modificirana Breslowljeva klasifikacija koja
razlikuje 4 grupe (Tablica 2) (83).

Danas se najsveobuhvatnijim sustavom klasificiranja melanoma smatra TNM sustav

Americkog udruzenja za rak (eng. American Joint Committee on Cancer, AJCC). Najnovija
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revizija sustava je objavljena u sije¢nju 2018. godine. TNM sustav klasificiranja ukljucuje
procjenu primarnog tumora (T), zahvacenost regionalnih limfnih ¢vorova (N) i prisutnost
udaljenih metastaza (M) (85).

T kategorija melanoma temelji se Breslovljevoj klasifikaciji debljine primarnog tumora
1 prisutnosti ulceracije u primarnoj leziji melanoma (Tablica 4) (85).

N kategorija melanoma se temelji na broju zahvacenih regionalnih limfnih ¢vorova te
prisutnost in-transit, satelitskih i mikrosatelitskih metastaza (Tablica 5) (72, 85). In-transit
metastaze su metastaze koze ili potkoznog tkiva koje su udaljene viSe od 2 cm od primarne
lezije, ali nisu izvan drenaznog podrucja regionalnog limfnog cvora (85, 103). Satelitske
metastaze se klasificiraju se kao lezije koje se javljaju unutar 2 cm od primarnog tumora.
Mikrosatelitske metastaze su nakupina melanomskih stanica odvojenih normalnim dermisom
od primarne lezije melanoma. Pronalaze se prilikom patohistoloSkog pregleda primarnog
tumora (66, 85).

M kategorija se temelji na prisutnosti udaljenih metastaza. Ako one postoje, dodatno se

klasificiraju prema lokalizaciji u tijelu (Tablica 6) (72, 85).

Tablica 4. T kategorija prema TNM klasifikaciji (85).

T kategorija

TX primarni tumor se ne moze odrediti

TO nema dokaza o postojanju primarnog tumora

Tis melanom in situ

T1 melanom do 1,0 mm debljine,

Tla melanom <0,8 mm debljine, bez ulceracije

T1b melanom <0,8 mm debljine s ulceracijom ili melanom 0,8-1,0 mm debljine sa ili bez ulceracije
T2 melanom >1,0 do 2,0 mm debljine,

T2a melanom >1,0 do 2,0 mm debljine, bez ulceracije
T2b melanom >1,0 do 2,0 mm debljine, s ulceracijom
T3 melanom >2,0 do 4,0 mm debljine

T3a melanom >2,0 do 4,0 mm debljine, bez ulceracije
T3b melanom >2,0 do 4,0 mm debljine, s ulceracijom
T4 melanom >4,0 mm debljine

T4a melanom >4,0 mm debljine, bez ulceracije

T4b melanom >4,0 mm debljine, s ulceracijom
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Tablica 5. N kategorija prema TNM klasifikaciji (85).

N kategorija

NX zahvacenost limfnih ¢vorova se nemoze odrediti

NO uregionalnim limfnim ¢vorovima nema presadnica

N1 presadnica u 1 regionalni limfni ¢vor ili prisutnost mikrosatelitnih presadnica bez zahvaéenosti limfnih
¢vorova

Nla klini¢ki okultna presadnica u 1 regionalni limfni ¢vor, bez prisutnosti in-transit, satelitskih i/ili
mikrosatelitskih metastaza

N1b klini¢ki vidljiva presadnica u 1 regionalni limfni ¢vor, bez prisutnosti in-transit, satelitskih i/ili
mikrosatelitskih metastaza

Nlc prisutnost in-transit, satelitskih 1/ili mikrosatelitskih metastaza, bez zahvacenosti regionalnih limfnih
¢vorova

N2 presadnice u 2 do 3 regionalna limfna ¢vora, ili prisutnost in-transit, satelitskih i/ili mikrosatelitskih
metastaza s presadnicom u 1 regionalni limfni ¢vor

N2a Kklinicki okultne presadnice u 2 do 3 regionalna limfna ¢vora, bez prisutnosti in-transit, satelitskih i/ili
mikrosatelitskih metastaza

N2b presadnice u 2 do 3 regionalna limfna ¢vora, od ¢ega je barem jedna klinicki otkrivena, bez prisutnosti
in-transit, satelitskih i/ili mikrosatelitskih metastaza

N2¢ presadnica u 1 regionalni limfni ¢vor s prisutnim in-transit, satelitskim i/ili mikrosatelitskim
metastazama

N3 presadnice u 4 ili viSe regionalnih limfnih ¢vorova ili prisutnost in-transit, satelitskih ili
mikrosatelitskih metastaza u 2 ili viSe regionalna limfna ¢vora

N3a klinicki okultne presadnice u 4 ili vise regionalnih limfnih ¢vorova, bez prisutnosti in-transit,
satelitskih i/ili mikrosatelitskih metastaza

N3b presadnice u 4 ili vise regionalnih limfnih ¢vorova, od ¢ega je barem jedna klinicki otkrivena, bez
prisutnosti in-transit, satelitskih i/ili mikrosatelitskih metastaza

N3¢ presadnice u 2 ili viSe regionalna limfna ¢vora s prisutnim in-transit, satelitskim i/ili mikrosatelitskim

metastazama

Tablica 6. M kategorija prema TNM klasifikaciji (85).

M kategorija

MO bez udaljenih metastaza

M1 prisutne udaljene metastaze

Mla prisutne udaljene metastaze u kozu, meka tkiva ukljucujuéi misice i/ili neregionalne limfne ¢vorove

M1b prisutne udaljene metstaze u pluca, sa ili bez M1a zahvacenim podru¢jem

Mlc prisutne udaljene metastaze u visceralna podrucja koja isklju¢uju CNS, sa ili bez M1a i M1b zahvac¢enim
podrucjima

M1d prisutne udaljene metastaze u CNS, sa ili bez M1a, M1b i Mlc zahva¢enim podrucjima
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1.3.8. Terapijski postupak

Terapijska metoda izbora u bolesnika s patohistoloski dijagnosticiranim melanom koze
je kirurska ekscizija, no ovisno o stadiju bolesti jo§ se primjenjuju kemoterapija, imunoterapija,
radioterapija te u novije vrijeme ciljana terapija (8).
1.3.8.1. Kirurgija

Nakon biopsije kojom se potvrduje dijagnoza melanoma, na mjestu primarne lezije se
provodi Sira 1 dublja kirurSka ekscizija. Njen cilj je potpuno uklanjanje primarnog melanoma,
smanjenje rizika od lokalnog recidiva i dobivanje histoloski ¢istih resekcijskih rubova (66).

Sirina ekscizijskih rubova ovisi o vrsti primarnog melanoma i dubini tumora. Preuski
rezni rubovi rezultiraju ve¢im brojem lokalnih recidiva, ali ne utjecu na metastatski potencijal
melanoma i prezivljenje bolesnika (104). Broj recidiva pada ispod 3% kada se kirurska ekscizija

izvodi prema preporukama Americke dermatoloske akademije (Tablica 7) (105).

Tablica 7. Preporuke Americke dermatoloSke akademije za Sirinu reznih rubova pri kirurskoj

eksciziji primarnog melanoma (105).

Debljina tumora Sirina rubova

in situ 0,5-1 cm
< 1,0 mm 1 cm

> 1,0do 2,0 mm 1-2 cm
> 2,0 mm 2 cm

Nakon kirurske ekscizije primarnog sijela melanoma, vazno je odrediti prisutnost bolesti
u regionalnim limfnim ¢vorovima. To omogucuje precizno klasificiranje lezije, odredivanje
prognoze i donoSenje odluke o adekvatnom obliku terapije za oboljelog (104). Prilikom §irenja
melanoma u limfni sustav, prvi zahvaéeni limfni ¢vor se naziva limfni ¢vor ¢uvar. Biopsijom
limfnog ¢vora Cuvara (eng. sentinel lymph node biopsy, SLNB) se identificiraju bolesnici sa
subklinickim metastazama u regionalnim limfnim ¢vorovima. SLNB  zapocinje
limfoscintigrafskim snimanjem 24 sata prije samog postupka. Oko periferije postoperacijskog
oziljka intradermalno se injicira izmedu 0,1 1 0,5 ml nanokoloida obiljeZenog tehnecijem 99m.
Injicirano podrucje se zatim prati transkutanom gama kamerom kojom se prikazuje drenazno
podrucje melanoma, kao i1 limfni ¢vor cuvar (34, 106). Ovim postupkom se omogucuje to¢na
identifikacija limfnog ¢vora Cuvara u 99% slucajeva (107). Sljedeci dan prije pocetka same
biopsije u ve¢ obiljezeno podrucje koze se injicira do 2 mL 2,5% patent blue-V boje. Potom

slijedi ekstirpacija limfnog ¢vora cuvara koji je obojen plavom bojom, a gama kamerom se
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potvrduje njegova radioaktivnost (34, 106).

Daljnji postupak u terapiji melanoma ovisi o patohistoloskoj analizi odstranjenog
limfnog ¢vora. Ako je nalaz biopsije limfnog ¢vora Cuvara negativan smatra se da ni u ostalim
limfnim ¢vorovima tog drenaznog podrucja nema tumorskih stanica te se takve bolesnike samo
klinicki prati. Ako je nalaz pozitivan, smatra se da se i u drugim limfnim ¢vorovima te regije
mogu pronaci tumorske stanice te se preporucuje obaviti limfadenektomiju limfnih ¢vorova
regije (107).
1.3.8.2. Radioterapija

Radioterapija nema raSirenu primjenu u lijeenju melanoma jer je on najmanje
radiosenzitivan od svih novotvorina koZe (8). Ona se kao definitivan oblik terapije moZze
primjenjivati prilikom lijeCenja lentiginoznog zlocudnog melanoma, ali samo u onim
slu¢ajevima kada kirurska resekcija melanoma nije moguca. Takvim se terapijskim pristupom
postize lokalna kontrola bolesti u 85-95% slucajeva (107). Kao adjuvantan oblik terapije,
radioterapija se moze koristiti nakon odstranjenja infiltriranih limfnih ¢&vorova, kod
ekstrakapsularnog Sirenja bolesti 1 kod patohistoloSki utvrdenog veceg broja infiltriranih
limfnih ¢vorova. Radioterapija se moze koristiti i kao palijativan oblik terapije s ciljem
smanjenja izoliranih ili multiplih metastaza melanoma (107, 108).
1.3.8.3. Kemoterapija

Kemoterapija nije toliko ucinkovita u lijeCenju melanoma, no moze utjecati na
smanjenje simptoma ili produljenje prezivljenja kod nekih bolesnika (8, 107).

Citostatici se u terapiji melanoma mogu koristiti samostalno (monokemoterapija) ili u
kombinaciji (polikemoterapija). U monokemoterapiji melanoma se najceS¢e primjenjuje
citostatik dakarbazin. Odgovor na terapiju dakarbazinom je nizak (10-20%), a potpuna remisija
se javlja u manje od 5% oboljelih (109). U malobrojnih bolesnika u kojih postoji odgovor na
terapiju, on kratko traje. Medijan trajanja terapijskog odgovora je izmedu 5 i 6 mjeseci (110).
Razocaravajué¢i u€inci monokemoterapije potaknuli su razvoj polikemoterapije u lijecenju
melanoma. Polikemoterapijski protokoli koji se naj¢eS¢e koriste su Dartmouth protokol
(carmustin, cisplatina, dakarbazin, tamoksifen 1 ) 1 CVD protokol (cisplatina, vinblastin 1
dakarbazin). No ni njihova primjena nije pokazala poboljSanje preZivljenja te se rijetko
primjenjuju (111).
1.3.8.4. Imunoterapija

Imunoterapija je jedna od metoda lijeCenja melanoma, kojoj je cilj stimulirati
imunoloski sustav oboljelog kako bi sam prepoznao i unistio stanice tumora. Postoji vise

razli¢itih oblika imunoterapije: imunoterapija interleukinima, interferonima i inhibitorima
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kontrolne tocke (eng. checkpoint inhibitor) (8).

Interleukini su skupina citokina koje proizvode CD4+ T-limfociti. Djeluju kao kemijski
signali izmedu bijelih krvnih stanica. Interleukin koji se koristi kao oblik imunoterapije
prilikom lije¢enja melanoma je interleukin 2 (IL-2). On ne djeluje izravno na tumorske stanice,
ve¢ podrzava rad CD4+ regulatornih T-limfocita i igra kriticnu ulogu u njihovoj diferencijaciji
u razli¢ite podtipove. U istrazivanjima gdje se IL-2 koristio kao terapija u uznapredovalim
stadijima melanoma, zabiljeZen je odgovor u 16% ispitanika (112).

Interferoni su skupina citokina ¢ija je glavna funkcija usporavanje angiogeneze i rasta
stanica tumora te poticanje jaCe aktivacije imunoloSkog sustava. U terapiji melanoma se koristi
interferon a-2b (IFN a-2b). On pokazuje dobre rezultate u lijeCenju bolesnika s visokim rizikom
za razvoj udaljenih metastaza (113). Analizom ucinkovitosti IFN a-2b nadeno je statisticki
znaCajno produZenje intervala bez bolesti te povecanje petogodiSnjeg prezivljenja nakon
primjene ovog lijeka. Visina primijenjene doze utjeCe na rezultat imunoterapije interferonom
a-2b. Primjena visokih doza smanjuje rizik od recidiva i od smrti u oboljelih od melanoma, dok
se primjenom interferona u nizim dozama ne postize jednak ucinak (114).

Jedan od perspektivnijih pristupa u terapiji melanoma je inhibicija imunoloskih
kontrolnih to¢aka. U fizioloskim uvjetima, imunoloSke kontrolne tocke su klju¢ne za prevenciju
autoimunih zbivanja (115). Njihova ekspresija se razvojem melanoma mijenja, kako bi on
izbjegao imunoloski odgovor organizma. Terapijskom blokadom kontrolnih to¢aka organizmu
se pokuSava vratiti pravilna reakciju na stanice tumora. Kontrolne tocke na kojima se ovaj oblik
terapije temelji su molekule CTLA-4 i PD-1 (116).

CTLA-4 (eng. cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) je molekulski receptor koji se nalazi
na T-limfocitima. Melanom na svojim stanicama eksprimira ligand koji se veze za CTLA-4
receptor te dovodi inhibicije aktiviranih T-limfocita i zaustavljanja fizioloskog imunoloskog
odgovora. Da bi potaknuli imunoloski odgovor bolesnika na stanice tumora koristi se anti-
CTLA-4 monoklonsko protutijelo-ipilimumab (116). Njegovom primjenom trogodiSnje
prezivljenje u bolesnika s metastatskim melanomom iznosi izmedu 20 i 26% (117).

Druga ciljana molekula u imunoterapiji inhibitorima kontrolnih to¢aka je PD-1 receptor
(eng. programmed cell death I). Vezanjem PD-1 receptora za ligand koji je eksprimiran na
tumorskim stanica, suprimira se funkcija T-limfocita i nastaje blokada fizioloskog imunoloSkog
odgovora. U imunoterapiji se koriste anti PD-1 monoklonska protutijela koja se vezu na PD-1
receptor te tako pojacavaju odgovor imunoloskog sustava na stanice melanoma (nivolumab)
(118). Najbolji u¢inak u bolesnika s metastatskim melanomom ima kombinacija anti-CTLA-4

1 anti PD-1 protutijela koja u 80% oboljelih dovodi regresije tumora (117).
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1.3.8.5. Ciljana terapija

Ciljana terapija, zajedno sa imunoterapijom, je osnova modernog sistemskog lijeCenja
metastatski prosirenog melanoma. Temelji se na inhibiciji signalnih puteva koji dovode do
prekomjerne proliferacije tumorskih stanica. Signalni put ¢ija je neregulirana aktivacija prisutna
u visokom postotku melanoma koze je MAPK/ERK signalni put. On je meta do sada poznatih
oblika ciljane terapije (119).

Ciljana terapija se temelji na primjeni BRAF inhibitora: vemurafeniba i dabrafeniba.
Oni, vezanjem na serin-treonin kinazu kodiranu BRAF genom, sprje€avaju kontinuiranu
aktivnost MAPK/ERK signalnog puta. Primjena BRAF inhibitora u bolesnika u stadiju IIIC ili
IV je povezana s niZzim rizikom od progresije tumora (za 74%) 1 nizim smrtnim rizikom (za
63%), u usporedbi s primjenom monokemoterapije. lako ovi lijekovi imaju brz i ucinkovit
terapijski odgovor, najveci problem predstavlja brz razvoj rezistencije (120).

U bolesnika rezistentnih na terapiju BRAF inhibitorima, koriste se MEK inhibitori.
Djelovanje MEK inhibitora se temelji na inhibiciji MEK kinaze, koja zatim inhibira
MAPK/ERK signalni put i sprjecava proliferaciju melanoma. Primjena MEK inhibitora se
pokazala boljom od monokemoterapije u bolesnika s metastatskim melanomom. U prvih 6
mjeseci stopa prezivljavanja je 81% naspram 61% kod primjene citostatika (121).

Ucinkovitost ciljane terapije je veca ako se koristi kombinacija BRAF i MEK inhibitora.

Stopa odgovora na kombiniranu terapiju bila je 76% naspram 54% u monoterapiji (122).

1.3.9. Prognosticki ¢imbenici

Na temelju T, N i M kategorija melanoma (Tablice 4, 5, 6) odreduje se stadij bolesti
(Tablica 8). Odredivanje stadija bolesti omogucuje planiranje najprikladnijeg tretmana lijeCenja
za oboljele te predvida prognozu i prezivljenje bolesnika s dijagnosticiranim melanomom koze
(89).

Stadij 0 ozna¢ava melanom in situ, stadiji I 1 II lokaliziranu bolest, stadij III bolest
prosirenu na regionalne limfne ¢vorove te stadij IV bolest s utvrdenim udaljenim metastazama
(86). Na temelju stadija bolesti odreduje se prosje¢no petogodiSnje prezivljenje oboljelih. U
stadiju I petogodiSnje prezivljenje iznosi 95-100%, u stadiju II iznosi 65-93%, u stadiju III
iznosi 41-71%, a u stadiju IV 9-28% (123).
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Tablica 8. Prognosticki stadiji (85).

AJCC prognosticke grupe stadija

T kategorija N kategorija M kategorija STADILJ
Tis NO MO 0
Tla NO MO IA
T1b NO MO IA
T2a NO MO 1B
T2b NO MO A
T3a NO MO A
T3b NO MO 1B
T4a NO MO 1B
T4b NO MO IIC
TO N1b, Nlc MO I11B
TO N2b, N2¢, N3b ili N3¢ MO 1ic
Tla/b-T2a Nlaili N2a MO 1A
Tla/b-T2a N1b/c ili N2b MO 1B
T2b/T3a Nla-N2b MO 1B
Tla-T3a N2c ili N3a/b/c MO IC
T3b/T4a bilo koji N >N1 MO 1ic
T4b Nla-N2c MO IC
T4b N3a/b/c MO 1D
bilo koji T, Tis bilo koji N Ml v

Najvazniji prognosticki ¢imbenik kod lokalizirane bolesti (stadij I i II) je debljina
tumora prema Breslowu (Tablica 2). Ve¢i stupanj debljine oznafava loSiju prognozu za
oboljelog. Kod melanoma koji prema Breslowljevoj klasifikaciji pripadaju stupnju 1 (debljina
<1 mm) petogodiSnje prezZivljenje iznosi 92%. Kod melanoma stupnja 2 (debljina 1-2 mm)
petogodi$nje prezivljenje je 80%, u stupnju 3 (debljina 2-4 mm) je 63% te u bolesnika s
tumorom koji pripada stupnju 4 (debljina>4 mm) petogodiSnje prezivljenje iznosi 50% (124,
125).

Drugi vaZan prognosticki ¢imbenik kod lokaliziranog melanoma je prisutnost ulceracije,
koja oznaava loSiju prognozu za oboljelog. Ostali prognosticki ¢imbenici za lokaliziranu
bolest su se pokazali manje znacajnima. To su mitotski indeks, dubina tumora prema Clarku,
lokalizacija i histoloski podtip primarnog tumora te dob i spol bolesnika (72, 85).

U bolesnka u kojih se bolest prosirila u regionalne limfne ¢vorove (stadij III) najvazniji
prognostic¢ki ¢imbenik je broj zahvacenih ¢vorova. PetogodiSnje preZivljenje u bolesnika s

jednim pozitivnim limfnim ¢vorom je 65%, u bolesnika s dva pozitivna ¢vora je 59%, u
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bolesnika s tri pozitivna ¢vora je 47%, u bolesnika s Cetiri pozitivna ¢vora je 32% te u bolesnika
s viSe od Cetiri pozitivna limfna ¢vora prezivljenje iznosi 26% (125).

U bolesnika s prisutnim udaljenim metastazama (stadij IV) najvazniji prognosticki
¢imbenik je lokalizacija metastaza. PetogodiSnje prezivljenje u oboljelih s prisutnim
metastazama na kozi ili u potkoznom tkivu je 18,8%. Kada su metastaze prisutne u plu¢ima
prezivljenje iznosi 6,7%, a kod metastaza prisutnih u mozgu i drugim visceralnim organima
prezivljenje iznosi 9,5%. Manje vazZni prognosticki ¢imbenici kod diseminirane bolesti su broj
udaljenih metastaza, klinicki stadij u kojem je bolesnik bio prije otkrivanja udaljenih metastaza

te razina enzima laktat-dehidrogenaze u serumu (125, 126).

1.3.10. Praéenje

Skrb za osobe s dijagnosticiranim melanom koZe ne prestaje sa zavrSetkom aktivnog
lijeCenja. Nastavlja se sa intenzivnim prac¢enjem bolesnika, kojemu je svrha traziti relaps
bolesti, diseminaciju iste te razvijanje nove primarne lezije. Pracenje bolesnika s melanomom
nema jedinstven, uniforman pristup. Razli¢ite dermatoloske i onkoloske organizacije su razvile
vlastite strategije prac¢enja, koje se medusobno razlikuju (127).

Europsko drustvo za medicinsku onkologiju (eng. European Society for Medical
Oncology, ESMO) ne prati klasifikaciju prema stadijima, ve¢ daje opcenite preporuke za
pracenje bolesnika s dijagnosticiranim melanomom koze. Tanki primarni melanomi imaju mali
rizik od razvoja recidiva, pa ESMO ne preporucuje provodenje radioloskih pretraga nad tim
bolesnicima, ve¢ samo redovite klinicke preglede. Kod visoko rizi¢nih bolesnika, ESMO
preporucuje koriStenje kompjuterizirane tomografije i pozitronske emisijske tomografije za
rano otkrivanje relapsa. ESMO takoder predlaze edukaciju bolesnika o izbjegavanju sunca i
redovitom samopregledu koze (128).

U Republici Hrvatskoj pracenje oboljelih se temelji na prognostickim stadijima (Tablica
8), a smjernice koje se koriste su napravljene prema preporukama Hrvatskog drusStva za
internistiC¢ku onkologiju iz 2017. godine. U stadiju IA preporucuju se redoviti klinicki pregledi
svakih Sest mjeseci. U stadijima IB do IIB preporucuju se redoviti klinicki pregledi, ultrazvuk
perifernih limfnih ¢vorova i mjerenje tumorskog markera S100B svakih Sest mjeseci. U stadiju
IIT indicirani su redoviti klinicki pregledi, ultrazvuk perifernih limfnih ¢vorova, mjerenje
S100B prve tri godine svaka tri mjeseca, kasnije Sestomjesecno. Obrada kompjuteriziranom
tomografijom ili pozitronskom emisijskom tomografijom preporucuje se u prve tri godine
svakih Sest mjeseci. Magnetna rezonanca, koja ima najvecu osjetljivost za otkrivanje metastaza

mozga, indicira se jedino kod kolesnika s prisutnim neuroloskim simptomima. U stadiju IV se
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pracenje bolesti kreira individualno, prema procjeni onkologa. Ovisno o okolnostima, pracenje

ovih bolesnika moze biti potrebno na mjese¢noj ili ¢ak tjednoj razini (107).

1.3.11. Prevencija

S obzirom na godi$nji porast incidencije i vaznost ranog prepoznavanja za dugoro¢no
prezivljenje bolesnika, prevencija melanoma poprima sve veéi znacaj. Razlikujemo primarnu,
sekundarnu i tercijarnu prevenciju nastanaka melanoma (129).

Cilj primarne prevencije je smanjenje rizika od nastanka melanoma i unapredenje opceg
zdravstvenog stanja bolesnika kako bi se sprijecio nastanak bolesti. Temelji se na edukaciji
populacije o Stetnosti prekomjernog izlaganja suncevoj svjetlosti te na¢inima zastite od UV
zracenja. Preporuke AmeriCkog udruzenja za rak uklju¢uju noSenje zastitne odjece s dugim
rukavima, suncanih naocala, pokrivala za glavu, izbjegavanje sunca izmedu 10:00 i 16:00 sati
u ljetnom periodu i redovitu upotrebu krema za zaStitu od sunca (130).

[ako preporuke jasno naglaSavaju vaZnost primjene krema za zaStitu od sunca,
povezanost izmedu smanjenja ucestalosti melanoma i uporabe krema jo$ uvijek nije jasna.
Budu¢i da trenutno dostupni podaci ne podrzavaju niti osporavaju ucinkovitost krema za
suncanje, preporucuje se njihovo koriStenje, ali kao dodatak drugim oblicima zasStite (131).

Sekundarna prevencija oznacava Sto ranije dijagnosticiranje melanoma, kada je
prognoza bolesti jo§ uvijek dobra. Nacini sekundarne prevencije su samopregledi bolesnika,
pregledi lije¢nika specijaliste, geneticko testiranje i1 javnozdravstvene preventivne aktivnosti u
cilju ranog otkrivanja melanoma (129).

O vaznosti samopregleda koze govori istrazivanje Brady i sur. koji navode da se 57%
slu¢ajeva melanoma detektira samopregledom koze (132). Samopregledi, kao i pregledi
lijecnika dermatologa, se trebaju detaljno i sistematic¢no izvoditi, moraju se temeljiti na ABCDE
pravilu i obuhvatiti cijelo tijelo. Pregled lije¢nika dermatologa treba ukljucivati dermoskopiju.
Osobama koje dermatolog nakon temeljitog pregleda koZe procjeni riziénima za nastanak
melanoma, preporucuju se daljnji redoviti pregledi jednom godisnje (129, 133).

U obiteljima gdje viSe ¢lanova boluje od melanoma ili jedan ¢lan ima multiple primarne
melanome preporucuje se geneticko testiranje kojim se utvrduje postojanje mutacije gena
CDKN2A (134).

U zemljama u kojima se desetlje¢ima provode javnozdravstvene akcije za rano
otkrivanje melanoma, ve¢i je broj rano otkrivenih i tanjih melanoma, a time i nizi mortalitet
kod oboljelih. U Australiji, gdje se javnozdravstvene akcije provode jo§ od 80-ih godina proslog

stoljeca, petogodisnje prezivljenje u muskaraca iznosi 90%, a u Zena 95% (135). IstraZivanje
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provedeno medu ispitanicima na podrucju Republike Hrvatske ukazuje da petogodisnje
prezivljenje ispitanika s melanomom koze iznosi 72% $to ukazuje na povecanu potrebu
provodenja javnozdravstvenih akcija i podizanja svijesti gradana o opasnostima ove bolesti
(136).

Tercijarna prevencija obuhvaca ogranienje smrtnosti i produZenje prezivljenja u
bolesnika s dijagnosticiranim melanomom. Ona ukljucuje pracenje oboljelih prema veé
navedenim preporukama onkoloskih drustava da bi se na vrijeme uocile sekundarne promjene

i diseminacija bolesti (127).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA



Primarni cilj ovog diplomskog rada je istraziti pojavnost mutacija gena BRAF i NRAS
u ispitanika oboljelih od melanoma ¢iji su uzorci tumorskog tkiva analizirani u Klinickom
zavodu za patologiju, citologiju i sudsku medicinu u periodu od sije¢nja 2017. do sije¢nja 2019.

godine.

Sekundarni ciljevi su:
1. analizirati raspodjelu ispitanika prema dobi i spolu,
2. analizirati raspodjelu ispitanika s mutacijama gena BRAF i NRAS prema dobi, spolu i
genotipu mutacije,
3. odrediti pojavnost divljeg tipa melanoma i melanoma s mutacijama gena BRAF i NRAS u
primarnim 1 metastatskim lezijama te s obzirom na sijelo uzorka tumorskog tkiva za

molekularnu analizu.

Hipoteze su:
1. Udio ispitanika s pozitivnim BRAF/NRAS mutacijskim statusom je ve¢i nego udio ispitanika
s divljim tipom melanoma.
2. Udio ispitanika s pozitivhim mutacijskim statusom gena BRAF je vec¢i nego udio ispitanika

s negativnim mutacijskim statusom gena BRAF.
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3. ISPITANICI I METODE



3.1. Organizacija i opis istraZivanja

Prema nacinu prikupljanja podataka istrazivanje je opservacijsko, a prema vremenskoj
orijentaciji retrospektivno. Prikupljanje podataka je obavljeno na Klinickom zavodu za
patologiju, citologiju i sudsku medicinu Klinickog bolni¢kog centra Split u razdoblju od 1.
sijecnja 2019. do 1. lipnja 2019. godine. Istrazivanje je odobreno od Eti¢kog povjerenstva
Klini¢kog bolni¢nog centra Split te je provedeno u skladu sa svim etickim principima sedme

revizije Helsinske deklaracije iz 2013. godine.

3.2. Metoda prikupljanja i obrade podataka

Podaci su prikupljeni pretrazivanjem baze podataka Laboratorija za klinicku 1 sudsku
medicinu i1 Odjela za patologiju Klinickog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju.
Prikupljeni podaci uneseni su u programske pakete Microsoft Office za obradu teksta te
Microsoft Excel za izradu tabli¢nog prikaza.

U statistickoj obradi prikupljenih podataka koristen je racunalni program MedCalc za

racunalno sucelje Windows 10 (MedCalc software, Mariakerke, Belgija; verzija 11.5.1.0).

3.3. Ispitanici

U ovo istrazivanje je ukljueno 70 ispitanika s dijagnozom melanoma kojima je u
uzorcima tumorskog tkiva provedena molekularna analiza mutacija gena BRAF i NRAS.
Nakon prikupljanja podataka utvrdeno je da molekularna analiza uzoraka napravljena u
Klinickom zavodu za patologiju, sudsku medicinu i citologiju Klini¢kog bolni¢kog centra Split
ukljucuje bolesnike iz razli¢itih bolnica na podrucju Republike Hrvatske i Federacije Bosne i
Hercegovine (Mostar).

NajviSe analiziranih uzoraka ispitanika je iz Klinickog bolni¢kog centra Split (n=38),
zatim Opce bolnice Sibenik (n=11), Op¢e bolnice Zadar (n=7), Opce bolnice Dubrovnik (n=6),
Sveucilisne klinicke bolnice Mostar (n=6), Klinickog bolni¢kog centra Osijek (n=1) i Opce

zupanijske bolnice Vinkovci (n=1).
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Slika 1. Raspodjela uzoraka prema bolnicama iz kojih su poslani na molekularnu analizu.

Za istrazivanje su prikupljeni podaci o spolu 1 dobi ispitanika, prisutnosti mutacija gena
BRAF i NRAS te podaci o mjestu uzorkovanja melanoma. Tijekom prikupljanja podataka
ustanovljeno je da za 9 ispitanika nisu dostupni podatci o mjestu uzorkovanja. Prilikom analize
pojavnosti mutacija u primarnim i metastatskim lezijama melanoma te analize pojavnosti

mutacija ovisno o mjestu uzorkovanja tumorskog tkiva, ovi ispitanici su iskljuceni (Slika 2).

Slika 2. Prikaz ispitanika koji su uklju€eni u analizu pojavnosti mutacija u primarnim i

metastatskim lezijama te analizu ovisno o mjestu uzorkovanja.

Uzorci ispitanika s primarnom lezijom melanoma, kojima je poznato mjesto

uzorkovanja su razvrstani u 3 kategorije: kategorija ekstremiteta, kategorija trupa i kategorija
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glave i vrata. U kategoriji ekstremiteta su melanomi kojima je mjesto uzorkovanja na rukama,
dlanovima, ramenima, nogama i stopalima. Kategorija trup oznacava melanome koji su
lokalizirani na podrucju leda, prsa, trbuha i straznjice. Kategorija glava i vrat oznacavaju
melanome kojima je mjesto uzorkovanja na licu, vratu, usima i vlasistu (95).

Uzorci ispitanika s metastatskim melanomom, kojima je poznato mjesto uzorkovanja su
razvrstani u 3 kategorije: kategorija koze i potkoznog tkiva, kategorija limfnih ¢vorova i

kategorija udaljenih tkiva (137).

3.4 Test za molekularnu analizu

Prisutnost mutacija gena BRAF 1 NRAS je odredena testom BRAF/NRAS Mutation
Test (Basel, Svicarska ROCHE). Ovaj test koristi metodu lancane reakcije polimeraze u
stvarnom vremenu (real-time PCR). Test moze otkriti 1 identificirati prisutnost mutacija gena
BRAF na egzonima 11 i 15 te postojanje mutacija gena NRAS na egzonima 2, 3 i 4. Test je
visoko osjetljiv 1 specifican te otkriva prisutnost 36 razli¢itih mutacija. Ponovljivost testa je
100% (138).

Prisutnost mutacija se moze odrediti u svjeZem i smrznutom tkivu. Za sve ispitanike
analizirane u ovom istrazivanju, mutacija je odredena u uzorcima tkiva uklopljenima u parafin.
Cimbenici koji mogu utjecati na neuspjeh detekcije su starost uzorka, loga fiksacija uzorka i
izrazena melaninska pigmentiranost. Za uspjeSno testiranje izuzetno je vaZan udio stanica

melanoma u uzorku koji mora biti visok da bi rezultat bio pouzdan i reprezentativan (139).
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4. REZULTATI



Od ukupnog broja ispitanika obuhvaéenih ovim istrazivanjem (n=70), broj osoba

muskog spola je 54 (77,14%), a broj osoba zenskog spola je 16 (22,86%) (Slika 3).

60 54
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Slika 3. Raspodjela ispitanika prema spolu.

Medijan godina ispitanika s melanomom koze je 69. Najmladi ispitanik ima 28 godina,
a najstariji 85 godina. Gledaju¢i raspodjelu ispitanika prema dobi, 50% ispitanika je izmedu 60.
175. godine zivota, 25% ispitanika je izmedu 28. 159. godine Zivota, a 25% ispitanika je izmedu

75.185. godine zivota (Slika 4).

GODINE

ISPITANICI

Slika 4. Raspodjela ispitanika prema dobi.
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Od ukupnog broja ispitanika (n=70), njih 37 ima pozitivan BRAF/NRAS mutacijski
status (52,86%), dok 33 ispitanika ima divlji tip melanoma (47,14%). U jednog ispitanika su
prisutne istodobne mutacije gena BRAF i NRAS (1,43%). Pozitivan mutacijski status gena
BRAF ima 28 ispitanika (40%), dok 42 ispitanika ima negativan mutacijski status (60%) (Slika
5). Pozitivan mutacijski status gena NRAS ima 10 ispitanika (14,29%), dok 60 ispitanika ima

negativan mutacijski status (85,71%) (Slika 6).

40%

POZITIVNI
NEGATIVNI

60%

Slika S. Postotak ispitanika s pozitivnim i negativnim nalazom mutacije gena BRAF.

14,29%

POZITIVNI
NEGATIVNI

85,71%

Slika 6. Postotak ispitanika s pozitivnim i negativnim nalazom mutacije gena NRAS.
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Hi-kvadrat testom utvrdena je statisticki znacajna razika izmedu ispitanika s
melanomom koze s obzirom na pojavnosti mutacija gena BRAF i NRAS (y2 test; P=0,0018;
P<0,05 postavljen kao statisticki znacajan).

U populaciji ispitanika pozitivnih na mutaciju gena BRAF (n=28), broj osoba muskog
spola je 18 (64,29%), a broj osoba zenskog spola je 10 (35,71%). U populaciji ispitanika
pozitivnih na mutaciju gena NRAS (n=10), broj osoba muskog spola je 8 (80%), a broj osoba
zenskog spola je 2 (20%) (Tablica 9).

Tablica 9. Raspodjela ispitanika s mutacijama gena BRAF i NRAS prema spolu.

Varijable Zenski spol Muski spol

Gen BRAF 35,71% 64,29%
Gen NRAS 20% 80%

Medijan godina ispitanika s mutacijom gena BRAF iznosi 64 (raspon 28-85), dok
medijan godina ispitanika s mutacijom gena NRAS iznosi 74 (raspon 65-83). Polovica
ispitanika s mutacijom gena BRAF se nalazi izmedu 56. 1 71. godine zZivota, dok se polovica

ispitanika s mutacijom gena NRAS nalazi izmedu 70. 1 77. godine zivota (Slika 7).

GODINE

MUTACIJA GENA BRAF MUTACIJA GENA NRAS

Slika 7. Raspodjela ispitanika s mutacijama gena BRAF i NRAS prema dobi.
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Medu ispitanicima s mutacijom gena BRAF (n=28), genotip V60OE je prisutan u 17
osoba (60,72%), genotip V600K je prisutan u 7 osoba (25%), genotip V60OR u jedne osobe
(3,57%) te genotip K601E takoder u jedne osobe (3,57%). Mutacija na egzonu broj 11 je
prisutna u dvije osobe (7,14%) (Slika 8). Hi-kvadrat testom utvrdena je statisticki znacajna
razika izmedu ispitanika s mutacijom gena BRAF s obzirom na genotip mutacije (¥2 test;
P=0,0013; P<0,05 postavljen kao statisticki znacajan). Svi ispitanici s mutacijom gena NRAS

(n=10), imaju Q61x genotip mutacije (100%).

0,
7,4%) 3 oo,
3,57%
V600E
EXON 11
V600R
0,
o K601E
61% V600K

Slika 8. Postotak ispitanika s razli¢itim genotipovima mutacije gena BRAF.

Medu ispitanicima s mutacijom gena BRAF (n=28), mutacija je prisutna u uzorku
primarnog melanoma u 12 ispitanika (46,15%), a u uzorku metastatskog melanoma u 14
ispitanika (53,85%). Dva ispitanika su iskljuc¢ena zbog nedostupnih podataka. Kod ispitanika s
mutacijom gena NRAS (n=10), mutacija je prisutna u uzorku primarnog melanoma u 4
ispitanika (44,44%), dok je u uzorku metastatskog melanoma prisutna u 5 slucajeva (55,56%).
Jedan ispitanik je iskljuen zbog nedostupnih podataka. Medu ispitanicima s divljim tipom
melanoma (n=33), u 10 slucajeva se radi o uzorku primarnog melanoma (37,04%). dok se u 17
slu¢ajeva radi o uzorku metastatskog melanoma (62,96%). Sest ispitanika je isklju¢eno zbog
nedostupnih podataka (Tablica 10). Hi-kvadrat testom utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika
izmedu pojavnosti mutacija gena BRAF 1 NRAS 1 divljeg tipa melanoma s obzirom na
uzorkovanje u primarnim i metastatskim lezijama (y2 test; P=0,0019; P<0,05 postavljen kao

statisticki znacajan).
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Tablica 10. Postotak ispitanika s divljim tipom melanoma i mutacijama gena BRAF i NRAS

u primarnim i metastatskim lezijama.

Varijable Primarna lezija Metastatska lezija P vrijednost*

Gen BRAF 46,15% 53,85%

Gen NRAS 44,44% 55,55% 0,0019
Divlji tip 37,04% 62,96%

* y2 test

Medu ispitanicima s mutacijom gena BRAF (n=12), primarno sijelo u 2 ispitanika je
glavaivrat (16,67%), u 4 ispitanika je trup (33,33%), u 6 ispitanika su ekstremiteti (50%) (Slika
9).

16,67%

GLAVA | VRAT
TRUP
EKSTREMITETI

50%

33,33%

Slika 9. Postotak ispitanika s mutacijom gena BRAF kojima je primarno sijelo melanoma na

glavi 1 vratu, trupu 1 ekstremitetima.

U ispitanika pozitivnih na mutaciju gena NRAS (n=4), primarno sijelo je u 1 ispitanika

glava i vrat (25%), u 1 ispitanika je trup (25%), u 2 ispitanika su ekstremiteti (50%) (Slika 10).
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Slika 10. Postotak ispitanika s mutacijom gena NRAS kojima je primarno sijelo melanoma na

glavi i vratu, trupu i ekstremitetima.

U ispitanika s divljim tipom melanoma (n=10), primarno sijelo je u 2 ispitanika glava i

vrat (20%), u 4 ispitanika trup (40%) te u 4 ispitanika su ekstremiteti (40%) (Slika 11).

20%

40%

GLAVA | VRAT
TRUP
EKSTREMITETI

40%

Slika 11. Postotak ispitanika s divljim tipom melanoma kojima je primarno sijelo na glavi i

vratu, trupu 1 ekstremitetima.

Medu ispitanicima s mutacijom gena BRAF u metastatskom melanomu (n=14), mjesto
uzorkovanja u 5 ispitanika je koZa i potkoZno tkivo (35,71%), u 7 ispitanika su limfni ¢vorovi

(50%), a u 2 ispitanika je udaljeno tkivo tankog crijeva (14,29%) (Slika 12).
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Slika 12. Postotak ispitanika s mutacijom gena BRAF u metastatskom melanomu, kojima je

mjesto uzorkovanja u kozi 1 potkoZznom tkivu, limfnim ¢vorovima i udaljenim tkivima.

Medu ispitanicima s mutacijom gena NRAS u metastatskoj leziji melanoma (n=5),
mjesto uzorkovanja u 2 ispitanika je koZza 1 potkozZno tkivo (40%), a u 3 ispitanika su limfni

¢vorovi (60%) (Slika 13).

0,
60% 40%
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Slika 13. Postotak ispitanika s mutacijom gena NRAS u metastatskom melanomu, kojima je

mjesto uzorkovanja u koZi i potkoznom tkivu i limfnim ¢vorovima.

Medu ispitanicima s divljim tipom metastatskog melanoma (n=17), mjesto uzorkovanja

u 6 ispitanika je koza i potkozno tkivo (35,29%), u 7 ispitanika su limfni ¢vorovi (41,18%), au
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4 ispitanika su udaljena tkiva (23,53%) (Slika 14).

23,53%
35,29%
KOZA | POTKOZNO TKIVO
LIMENI CVOROVI
UDALJENA TKIVA
41,18%

Slika 14. Postotak ispitanika s divljim tipom metastatskog melanoma, kojima je mjesto

uzorkovanja u kozi i potkoZznom tkivu, limfnim ¢vorovima i udaljenim tkivima.
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5. RASPRAVA



Melanom ¢ini 4% primarnih zlo¢udnih tumora koze, ali je odgovoran za oko 80%
smrtnih slucajeva uzrokovanih koznim novotvorinama (140). Karakterizira ga lokalna
agresivnost i sklonost ranom limfogenom i/ili hematogenom metastaziranju. Odredivanje
mutacijskog statusa melanoma koze postaje od iznimne vaznosti jer identificira bolesnike koji
mogu imati koristi od ciljane terapije (8).

U populaciji ispitanika obuhvacéenih ovim istrazivanjem postotak osoba muskog spola
iznosi 77,14%, a osoba zenskog spola 22,86%. Prema podacima GLOBOCAN registra iz 2018.
godine, postotak osoba muskog spola medu novodijagnosticiranima iznosi 52,37%, a osoba
zenskog spola 47,62% (13). U usporedbi s podacima GLOBOCAN registra, postotak ispitanika
muskog spola u ovom istraZivanju je veci.

Prema podacima Nacionalnog instituta za tumore SAD-a najveéi broj bolesnika u
vrijeme postavljanja dijagnoze melanoma je izmedu 65. 1 74. godine Zivota. Medijan godina
prilikom postavljanja dijagnoze iznosi 65 (14). U ovom istrazivanju najvise oboljelih se nalazi
izmedu 60. i 75. godine Zivota (50%), a medijan godina iznosi 69. 1z toga se moZze zakljuciti da
je raspodjela ispitanika prema godinama u ovom radu pomaknuta prema starijoj Zivotnoj dobi.

Carlino i sur. navode da je prezivljenje bolesnika s metastatskim melanomom i
prisutnom mutacijom gena BRAF jednako prezivljenju bolesnika s divljim tipom metastatskog
melanoma (141). Razli¢it ishod pokazuje istrazivanje Long 1 suradnika, u kojemu je medijan
prezivljenja kra¢iu bolesnika s BRAF mutiranim metastatskim melanomom (142). No prilikom
primjene BRAF inhibitora prezivljenje bolesnika s mutacijom gena BRAF se znatno produzava.
Devitt i sur. navode da su melanomi s mutacijom gena NRAS agresivnije naravi te da je
pozitivan NRAS mutacijski status prediktor loSeg ishoda s nizim medijanom prezivljenja (143).
Zbog toga odredivanje BRAF/NRAS mutacijskog statusa u tumorskom tkivu postaje bitan
prognosticki faktor u oboljelih od melanoma koze.

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da je postotak ispitanika s pozitivhim
BRAF/NRAS mutacijskim statusom visi (52,86%), nego postotak ispitanika s divljim tipom
melanoma (47,14%). To potvrduje prvu hipotezu ovog istraZivanja. Heppt i sur. u uzorku 212
ispitanika, takoder potvrduju rezultate ovog istraZivanja, ali u drugac¢ijem omjeru. Oni navode
da postotak ispitanika s pozitivnim BRAF/NRAS mutacijskim statusom iznosi 66,8%, dok
postotak ispitanika s divljim tipom melanoma iznosi 33,2% (101).

Prema istraZivanju Brose i sur. koje je provedeno u uzorku 35 ispitanika, mutacija gena
BRAF je prisutna u 63% slucajeva melanoma kozZe (144). Neka istraZzivanja navode niZu
pojavnost mutacije gena BRAF, poput onog Jakoba i suradnika, koje obuhvaca 677 ispitanika.

Rezultati tog istrazivanja pokazuju prisutnost mutacije u 48% oboljelih (145). U ovom
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istrazivanju postotak ispitanika pozitivnih prilikom testiranja na mutaciju gena BRAF iznosi
40%, Sto negira drugu hipotezu ovog istrazivanja. Takoder mutacija gena NRAS je prisutna u
14,29% ispitanika obuhvacenih ovim istrazivanjem. Visi postotak navode Jakob i suradnici, u
¢ijem je istrazivanju mutacija gena NRAS prisutna u 20% ispitanika (145).

Mutacije gena NRAS i BRAF se medusobno iskljucuju, no postoje rijetki sluc¢ajevi kada
postoji istodobna mutacija gena u leziji melanoma. Leonardi i sur. navode prisutnost takve
pojave u 0,5% oboljelih (146). U ovom istraZzivanju postotak ispitanika s istodobnom
mutacijom gena BRAF i NRAS je trostruko ve¢i nego $to navode Leonardi i suradnici (1,43%).

U ve¢ navedenom istrazivanju Heppta i sur. navodi se ujednacena spolna raspodjela
medu ispitanicima s mutacijom gena BRAF (101). Chan i sur. u uzorku 114 ispitanika navode
drugaciju raspodjelu. U njihovom istrazivanju postotak muskaraca s mutacijom gena BRAF je
62,3%, a postotak zena je 37,7% (147). S ovim podacima se podudaraju rezultati ovog
istrazivanja. Postotak ispitanika muskog spola s pozitivnom mutacijom gena BRAF iznosi
64,29%, a ispitanika zenskog spola iznosi 35,71%. Gledajuéi spolnu raspodjelu medu
ispitanicima s mutacijom gena NRAS, u ovom istrazivanju 80% ispitanika su osobe muskog
spola, a 20% ispitanika su osobe zenskog spola. Usporedujuci rezultate ovog istrazivanja s
rezultatima istrazivanja Ellerhorst i sur. koje obuhvaca 223 ispitanika, proizlazi da je postotak
ispitanika zenskog spola s mutacijom gena NRAS u ovom istrazivanju dvostruko manji (148).

Bauer i sur. navode da se mutacija gena BRAF javlja u mladih osoba s dijagnosticiranim
melanomom koze (149). U ve¢ navedenom istrazivanju Ellerhorst i sur. medijan godina
ispitanika s mutacijom gena BRAF iznosi 52 (148). U ovom istrazivanju medijan godina
ispitanika s mutacijom gena BRAF iznosi 64. 1z toga proizlazi da su ispitanici s mutacijom gena
BRAF obuhvadeni ovim istrazivanjem stariji od populacije ispitanika obuhvacenih
istrazivanjem Ellerhorst i suradnika. Mufioz-Couselo i sur. navode da su ispitanici s mutacijom
gena NRAS stariji od 55 godina (150). Ovu tvrdnju potvrduju Jakob i suradnici, koji navode da
je medijan godina ispitanika s mutacijom gena NRAS 59,5 (145). Takoder ispitanici obuhvaceni
ovim istrazivanjem s mutacijom gena NRAS su stariji od 55 godina, ali medijan godina
ispitanika iznosi 74. 1z toga proizlazi da je raspodjela ispitanika s mutacijom gena NRAS u
ovom istrazivanju pomaknuta prema starijoj zZivotnoj dobi.

Najces¢i genotip mutacije gena BRAF je V60OE, koji se prema Asciertu i sur. javlja u
95% ispitanika s prisutnom mutacijom (151). Cheng i sur. navode niZzu ucestalost genotipa
V600E, koji se javlja u 84,6% ispitanika. Takoder navode prisutnost genotipa V600K u 7,7%
ispitanika, genotipa V60OR u 1% ispitanika dok su ostali genotipovi prisutni u manje od 1%

ispitanika (152). U populaciji ispitanika obuhvacéenih ovim istraZivanjem raspodjela medu
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genotipovima je drugacija. Genotip V600E je prisutan u znatno nizem postotku nego u
navedenim istrazivanjima (60,72%), dok su genotipovi V600K, V600R i K601 cesce
zastupljeni (25%, 3,57%, 3,57%). Takoder mutacija gena BRAF na egzonu 11 je prisutna u
7,14% ispitanika. Taj podatak je viSestruko veéi nego $to je zabiljezeno u istrazivanju Greavesa
i suradnika (0,4%) (153). Posch i sur. navode da se mutacija gena NRAS u 84% slucajeva
dogada na kodonu 61, gdje aminokiselinu glutamin zamjeni razli¢ita aminokiselina (Q61x). U
niZim postotcima navode prisutnost mutacije na kodonima 12 1 13 (otprilike 7% 1 5% slu€ajeva)
(154). U ovom istrazivanju svi ispitanici s mutacijom gena NRAS imaju mutaciju na kodonu
61 (100%).

Shinozaki i sur. navode da je u populaciji 127 ispitanika s mutacijom gena BRAF,
ucestalost mutacije u primarnim lezijama 43%, dok je ucestalost u metastatskim lezijama 57%
(155). Sli¢na raspodjela je prisutna i u ovom istrazivanju, gdje je mutacija gena BRAF u uzorku
primarnog tumora prisutna u 46,15% ispitanika, a u uzorku metastaze u 53,85% ispitanika. No
Colombino i sur. navode da je u uzorku 135 ispitanika s mutacijom gena BRAF, mutacija u
ve¢em postotku prisutna u uzorku metastatskog melanoma (67,4%) (156). Takoder navode da
su i mutacija gena NRAS 1 divlji tip melanoma u uzorku 221 ispitanika ¢eS¢e prisutni u
metastatskoj leziji melanoma (65,12% 1 73,65%) (156). Rezultati ovog istrazivanja potvrduju
da su mutacija gena NRAS i divlji tip melanoma c¢eSée prisutni u metastatskoj leziji nego u
primarnoj leziji, no opet u nizem postotku nego sto navode Colombino 1 suradnici (55,55% i
62,96%).

U ovom istrazivanju naj¢esce primarno sijelo melanoma medu ispitanicima s mutacijom
gena BRAF su ekstremiteti (50%), zatim trup (33,33%) te glava i vrat (16,67%). Metaanaliza
Lee i sur. pokazuje druk¢iju raspodjelu. U uzorku 2521 ispitanika s mutacijom gena BRAF
primarno sijelo melanoma je najcesce trup, zatim slijede ekstremiteti. Lee i sur. takoder navode
da su glava i vrat najrjede primarno sijelo. U uzorku 1972 ispitanika s mutacijom gena NRAS,
Lee i sur. navode da su ekstremiteti najéeS¢e primarno sijelo, potom slijede glava i vrat te trup
(95). U populaciji ispitanika obuhvacenih ovim istraZivanjem najc¢e$¢e primarno sijelo
melanoma s mutacijom gena NRAS su takoder ekstremiteti (50%), no ucestalost melanoma na
trupu i glavi i vratu je jednaka (25%). Prema istraZivanju Thomas i suradnika, koje obuhvaca
912 ispitanika, primarno sijelo divljeg tipa melanoma su jednako Cesto ekstremiteti i trup, dok
je rjede glava i vrat (157). Ovo istrazivanja pokazuje jednaku raspodjelu primarnog sijela medu
ispitanicima s divljim tipom melanoma.

Adler 1 sur. navode da se u uzorku 1955 ispitanika, mutacija gena BRAF u metastatskoj

leziji melanoma javlja u 8% ispitanika u kozi i potkoZznom tkivu, u 67% ispitanika u limfnim
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¢vorovima, te u 24% ispitanika u udaljenim tkivima (137). Rezultati ovog istrazivanja pokazuju
5 puta veéi postotak BRAF mutiranih metastatskih melanoma u kozi i potkoznom tkivu
(35,71%) 1 nizi postotak u udaljenim tkivima (14,29%). Svim ispitanicima s BRAF mutiranim
metastatskim melanomom u udaljenim tkivima, mjesto uzorkovanja je tkivo tankog crijeva.
Adler i sur. takoder navode da se NRAS mutirani metastatski melanom u 16% slucajeva
pojavljuje u kozi i potkoznom tkivu, u 64% slucajeva u limfnim ¢vorovima, te u 21% slucajeva
u udaljenim tkivima. Prema rezultatima njihovog istrazivanja, divlji tip metastatskog melanoma
se u 22% slucajeva pojavljuje u kozi i potkoznom tkivu, u 53% slucajeva u limfnim ¢vorovima,
te u 25% slucajeva u udaljenim tkivima (137). U populaciji ispitanika obuhvacenih ovim
istrazivanjem nema slucajeva s NRAS mutiranim metastatskim melanomom u udaljenim
tkivima, dok je postotak slu¢ajeva s mutacijom u kozi i potkoznom tkivu dvostuko ve¢i nego
Sto navode Adler i1 suradnici (40%). Takoder usporedujuci rezultate ovog istrazivanja, s
istrazivanjem Adlera i suradnika, postotak ispitanika s divljim tipom metastatskog melanoma i
mjestom uzorkovanja u limfnim ¢vorovima je nizi (41,18%), dok je postotak ispitanika s
mjestom uzorkovanja u kozi i potkoznom tkivu visi (35,29%) nego Sto su zabiljezili Adler i
suradnici.

Nedostatci ovog istrazivanja su nedostupnost podataka za pojedine ispitanike te
retrospektivno prikupljanje podataka iz pismohrana povijesti bolesti. Ovi nedostaci mogu
ukazivati na manjkavost prikupljenih podataka. Takoder ograniCenje ovog istrazivanja je
relativno mali uzorak ispitanika. Za ekstrapolaciju dobivenih rezultata na opéu populaciju
bolesnika s melanomom kozZe u buducnosti je potrebno provesti istrazivanje na ve¢em uzorku

ispitanika.
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6. ZAKLJUCAK



BRAF/NRAS mutacijski status je pozitivan u 52,86% ispitanika. Postotak ispitanika bez
mutacije gena BRAF je veéi u odnosu na postotak ispitanika koji imaju mutaciju.
Takoder postotak ispitanika bez mutacije gena NRAS je veéi u odnosu na postotak
ispitanika koji imaju mutaciju.

Melanom koze se u ve¢em postotku javlja u osoba muskog spola, nego u osoba zenskog
spola. Medijan godina ispitanika iznosi 69. NajviSe ispitanika je izmedu 60. i 75. godine
Zivota.

U populaciji ispitanika s mutacijom gena BRAF, postotak muskaraca je vec¢iod postotka
zena. NajceS¢i genotip BRAF mutacije je V60OE. Medu ispitanicima s mutacijom gena
NRAS postotak muskaraca je 4 puta veci nego postotak zena. Svi ispitanici imaju
mutaciju na kodonu 61.

Divlji tip melanoma, kao i mutacije gena BRAF i NRAS, su u ve¢em postotku prisutni
u metastatskom melanomu, nego u primarnoj leziji. Primarno sijelo melanoma s
mutacijom gena BRAF su naj¢esce ekstremiteti, zatim trup te glava i vrat. Primarno
sijelo melanoma s mutacijom gena NRAS su najces¢e ekstremiteti, dok su u jednakom
postotku trup i glava i vrat. Primarno sijelo divljeg tipa melanoma su u jednakom
postotku trup i ekstremiteti, dok su u manjem postotku glava i vrat. Medu ispitanicima
s mutacijom gena BRAF u metastatskom melanomu, mjesto uzorkovanja su najcesce
limfni ¢vorovi, zatim koZa i potkozno tkivo te udaljena tkiva. Medu ispitanicima s
mutacijom gena NRAS u metastatskom melanomu, najéeS¢e mjesto uzorkovanja su
limfni ¢vorovi, zatim koza i1 potkozno tkivo. Medu ispitanicima s divljim tipom
metastatskog melanoma, mjesto uzorkovanja su najces¢e limfni ¢vorovi, zatim koza i

potkozno tkivo te udaljena tkiva.
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8. SAZETAK



Cilj istrazivanja: Melanom koZe ¢ini 1,79% ukupne incidencije svih zlo¢udnih tumora (13).
lako ¢ini samo 4% svih karcinoma koze, on je odgovoran za 80% smrtnih slucajeva
uzrokovanih karcinomima koze (140). Cilj ovog istrazivanja je odrediti pojavnost mutacija
gena BRAF i NRAS u bolesnika oboljelih od melanoma ¢iji su uzorci tumorskog tkiva
analizirani u Klini¢ckom zavodu za patologiju, citologiju i sudsku medicinu u periodu od 2017.

do 2019. godine.

Ispitanici i metode: U istrazivanje je uklju¢eno 70 ispitanika s dijagnosticiranim melanomom
koZe, kojima je u uzorku tumorskog tkiva provedena molekularna analiza mutacija gena BRAF
1 NRAS. Podaci su prikupljeni pretrazivanjem baze podataka Laboratorija za klini¢ku 1 sudsku
medicinu i Odjela za patologiju Klinickog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju.
Svim ispitanicima su prikupljeni i analizirani podaci o spolu, dobi, prisutnosti i genotipu

mutacija gena BRAF i NRAS.

Rezultati: Od ukupnog broja ispitanika s melanomom koze (n=70), na muskarce otpada 54
(77,14%), a na Zene 16 (22,86%). Medijan godina ispitanika je 69 (raspon 28-87). Najveci broj
ispitanika je izmedu 60. i 75. godina (50%). Od ukupnog broja ispitanika njih 28 ima mutaciju
gena BRAF (40%), 10 ima mutaciju gena NRAS (14,29%), a 33 ispitanika ima divlji tip
melanoma (47,14%). Jedan ispitanik ima istodobno prisutnu i mutaciju gena BRAF i mutaciju
gena NRAS (1,43%). Medu ispitanicima s mutacijom gena BRAF, genotip V60OE je prisutan
u 17 osoba (60,72%), genotip V600K je prisutan u 7 osoba (25%), genotip V60OR u jedne osobe
(3,57%) te genotip K601E u jedne osobe (3,57%). Mutacija na egzonu broj 11 je prisutna u 2
osobe (7,14%). Mutacija gena NRAS na kodonu 61 je prisutna u 10 ispitanika (100%).

Zakljucak: U ovom istrazivanju melanom koZe se 3 puta ceS¢e javlja u osoba muskog spola
nego u osoba zenskog spola. BRAF/NRAS mutacijski status je pozitivan u viSe od polovice
ispitanika obuhvacenih ovim istraZivanjem. Postotak ispitanika bez mutacije gena BRAF je
ve¢i u odnosu na postotak ispitanika koji imaju mutaciju. Takoder postotak ispitanika bez
mutacije gena NRAS je vec¢i u odnosu na postotak ispitanika koji imaju mutaciju. I mutacija
gena BRAF 1 mutacija gena NRAS se ¢eS¢e javljaju u osoba muskog spola, nego u osoba
zenskog spola. Najces¢i genotip mutacije gena BRAF je V60OE. Svi ispitanici s mutacijom

gena NRAS imaju mutaciju na kodonu 61.
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9. SUMMARY



Objective: Melanoma of the skin accounts for 1.79% of all malignant diseases (13). Although
it accounts for only 4% of all skin cancers, it is responsible for 80% of deaths caused by them
(140). The aim of this thesis is to determine the occurrence of mutations in BRAF and NRAS
genes in patients with melanoma, whose tumor tissue samples were analyzed in the Clinical

Institute of Pathology, Cytology and Judicial Medicine in the period from 2017 to 2019.

Subjects and methods: The study included 70 patients with diagnosed melanoma of the skin
who were analysed on mutation of BRAF and NRAS genes in the tumor tissue samples. Data
was collected by searching the database of the Clinical and Judicial Medicine Laboratory and
Department of Pathology of the Clinical Institute of Pathology, Judicial Medicine and Cytology.
All patients were collected and analyzed on gender, age, presence and genotype of BRAF and

NRAS mutations.

Results: Of the total number of patients analyzed on BRAF and NRAS mutation (n =70), men
are 54 (77.14%) and women are 16 (22.86%). The median age of patients is 69 (range 28-87).
The analysis showed that most patients are between 60 and 75 years old (50%). Of the total
number of patients, 28 has mutation of BRAF gene (40%), 10 has mutation of NRAS gene
(14.29%), and 33 has wild type of melanoma (47.14%). One patient has mutation of both BRAF
and NRAS gene (1.43%). Among the patients with mutation of BRAF gene, the V600OE
genotype is present in 17 people (60.72%), V600K genotype is present in 7 (25%), V60OR
genotype in one person (3.57%) and K601E genotype in one person (3.57%). Mutation in exon
11 is present in 2 people (7.14%). Mutation of NRAS gene at codon 61 is present in 10 subjects
(100%).

Conclusion: In this thesis, melanoma appears 3 times more often in males than in females.
BRAF/NRAS mutation status is positive in more than half of the patients covered by this thesis.
The percentage of patients without mutation of BRAF gene is higher than the percentage of
patients with mutation. Also, the percentage of patients without mutation of NRAS gene is
higher than the percentage of patients with mutation. Both mutation of BRAF gene and NRAS
gene are more common in a males than in females. The most common genotype of BRAF

mutation is VOOOE. All patients with mutation of NRAS gene have a mutation at codon 61.
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