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POPIS OZNAKA | KRATICA

AEC - 3-amino-9-etilkarbazol

AKT — protein kinaza B, serin/treonin-specificna protein kinaza

BAP1 — bjelan€evina povezana s BRCA1 (eng. BRCA1 associated protein-1)

BRCAL - gen i bjelanCevina raka dojke 1 (eng. Breast Cancer 1)

C-KIT - gen za receptor tirozin kinazu

COMS - suradno istrazivanje melanoma oka (eng. Collaborative Ocular
Melanoma Study)

CT - kompjuterizirana tomografija

DAB - 3,3'-diaminobenzidin hidroklorid

FISH - fluorescentna in situ hibridizacija

FNAB - aspiracijska biopsija tankom iglom (eng. fine-needle aspiration biopsy)

GEP - analiza profila genske ekspresije (eng. gene expression profiling)

GNAL1 - gen za podjedinicu alfa-11 bjelan€evine koja veze guanin nukleotid /G-
protein (eng. guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-11)

GNAQ - gen q polipeptida bjelancevine koja veze guanin nukleotid /G-protein
(eng. guanine nucleotide-binding protein G - q polypeptide)

HMW-MAA - antigen velike molekularne teZine povezan s melanomom (eng. high
molecular weight melanoma-associated antigen)

ICG - angiografija zilnice uz pomo¢ indocijaninske boje (eng. indocyanine green
chorioangiography)

LTD - najveci promjer baze tumora (eng. largest tumor diameter)

MAPK - signalni put protein kinaza aktiviranih mitogenom (eng. mitogen-
activated protein kinases)

MITF — transkripcijski Cimbenik mikroftalmije (eng. microphthalmia-associated
transcription factor)

MLN - medijan promjera 10 najvecih jezgrica (eng. mean of the ten largest
nucleoli)

MSA - analiza mikrosatelita (eng. microsatellite analysis)

MVD - mikrovaskularna gusto¢a (eng. microvascular density)

NEI - Americ¢ki nacionalni o¢ni institut (eng. National Eye Institute)

NIH - Ameri¢ki nacionalni institut za zdravlje (eng. National Institute of Health)

OCT - opticka koherencijska tomografija (eng. optical coherence tomography)



OP - opce prezivljenje

p - vjerojatnost

PAS - perjodni Schiffov reagens

PDGFR - receptor ¢imbenika rasta trombocita (eng. platelet-derived growth factor
receptor)

PDT - fotodinamska terapija

PHHS - fosfohiston H3 (eng. Phospho-histone H3)

PI3K — fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfat 3-kinaza ili fosfatidilinozitol-3-kinaza (eng.
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase ili phosphatidylinositol-3-
kinase)

SNP - analize polimorifizama (eng. single-nucleotide polymorphism analysis)

SP - prezivljenje bez znakova bolesti ili prezivljenje specificno za bolest

SSEA-1 - embrijski antigen 1 specifiCan za stadij (eng. stage-specific embryonic
antigen 1)

TNM - klasifikacija malignih tumora prema veli€ini, zahvacenosti limfnih Evorova i
prisutnosti metastaza (eng .tumor, lymph nodes, metastasis)

UM - melanom srednje ocne ovojnice ili uvealni melanom

VEGFR - receptor vaskularnog endotelnog ¢imbenika rasta (eng. vascular

endothelial growth factor)



1. UvVOD

Melanom srednje o¢ne ovojnice ili uvealni melanom (UM) naj¢esdéi je
primarni maligni intraokularni tumor kod odraslih (1) premda €ini manje
od 1% svih malignih tumora. Znatno su ¢eS¢i sekundarni maligni tumori
koji u oko metastaziraju iz drugih organa, u prvom redu dojke kod Zena i
pluca kod muskaraca (2).

Srednja o¢na ovojnica ili uvea nalazi se izmedu vanjske fibrozne
ovojnice ili sklere i senzorne mreznice. Prema smjestaju, uvealni
melanomi najc¢esc¢e se dijele na melanome Sarenice, cilijarnog tijela i
Zilnice, pri Cemu je Zilnica zahvacena u oko 90% sluc€ajeva (1). Klinicki
tijek i prognoza melanoma Sarenice znacajno su povoljniji od melanoma
Zilnice i cilijarnog tijela (3) zbog ¢ega melanomi Sarenice nisu predmet
ove disertacije.

Melanom srednje ovojnice oka ugrozava vid i Zivot oboljelih. Vid oboljelih
mozZze biti ugrozen lokalnim Sirenjem ili kao posljedica primjene terapijskih
postupaka. Usprkos velikim naporima uloZzenim u unaprjedenje rane
dijagnostike i lije€enja, epidemioloSke studije nisu pokazale znacajniji

napredak u prognozi UM u proteklim desetljec¢ima (4).
1.1 Epidemiologija

Uvealni melanom ¢ini 5% svih malignih melanoma i drugi je melanom po
uCestalosti iza melanoma koze (5). U Europi se godiSnje pojavljuje kod
dvije do osam osoba na milijun stanovnika, sa znaajno vecom
uCestaloS¢u na sjeveru u odnosu na jug Europe (6). Incidencija
melanoma u SAD-u kreée se od 4.3 do 5.1 na milijun stanovnika. Podaci
za Republiku Hrvatsku vrlo su oskudni. Incidencija UM u Splitsko-
dalmatinskoj Zupaniji, procjenjena na temelju broja enukleacija u€injenih
zbog UM u KBC-u Split, iznosila je 4.4% (7).

UcCestalost melanoma povecéava se s dobi i svoj vrhunac doseze u dobi
od oko 60 godina (8). Oba spola su zahva¢ena u podjednakom broju. Za
razliku od porasta incidencije koznog i konjunktivalnog melanoma u
posljednjih nekoliko desetljeca, Sto se povezuje s poveé¢anom

izloZenoS$cu ultraljubi€astom zraCenju, incidencija uvealnog melanoma u
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vecini zemalja je ostala nepromijenjena ili se ¢ak smanijivala (5,9).
Uvealni melanom kod bijelaca je do 18 puta ¢eS¢i nego kod osoba crne

rase te do 16 puta ¢eS¢i nego kod osoba azijskog porijekla (10).
1.2 Etiologija i predispozicija
1.2.1. Etiologija

Pretpostavlja se kako uvealni melanomi nastaju unutar populacije
dendriticnih melanocita u Zilnici te stromi cilijarnog tijela i Sarenice.
Uvealni melanociti su, poput koznih melanocita, potekli iz neuralnog
grebena s glavnom razlikom da melanociti srednje o€ne ovojnice
zadrzavaju melanosome dok ih koZni melanociti otpustaju u obliznje
epitelne stanice (11). Tamnije pigmentirane oCi kod stanovnika juzne
Europe te maniji indirektni zastitni uc€inak ultraljubiCastog zraCenja zbog
manjeg stvaranja vitamina D u sjevernim zemljama Europe i Amerike
moguci su uzroci znacajnih razlika u incidenciji UM ovisno o zemljopisnoj
Sirini (6,12).

Kromosomske anomalije melanoma srednje ocne ovojnice razliCite su u
usporedbi s koznim melanomima te naj¢eSc¢e zahvacaju kromosome 3, 6
i 8 (13). Monosomija 3 je rani genetski dogadaj klju€an za nastanak oko
50% UM s loSijom prognozom. Dodatne kopije kraka kromosoma 8q
takoder nose povecani rizik od metastatske bolesti i Cesto se pojavljuju
zajedno s monosomijom 3. Amplifikacije kraka 6p nisu prisutne u
tumorima s monosomijom 3 i nose bolju prognozu (13,14).

Napredak u tehnologiji istrazivanja ljudskog genoma u posljednjem
desetlje¢u doveo je do boljeg razumijevanja mehanizama nastanka UM
(14). Identificiranje vaznih signalnih puteva, u€estalih mutacija na
onkogenima GNAQ i GNA11, gubitka tumorskog supresorskog gena
BAP1, kao i analiza profila genske ekspresije (GEP) znac¢ajno su
unaprijedili ranu dijagnostiku, omogucili diferencijaciju UM u dvije
prognosti¢ke skupine te otvorili vrata pronalasku novih selektivnijih
terapijskih postupaka.



1.2.2. Predisponirajuci ¢imbenici
1.2.2.1. Dob

Melanom srednje o€¢ne ovojnice u dobi manjoj od 10 godina iznimno je
rijedak (15). Kod oboljele djece u toj dobi ¢esto je uz UM moguce naci i
kozZne bolesti poput sindroma displasti¢nih nevusa (15). U&estalost UM
se povecava s dobi i doseze plato nakon 75 godina (6). Postoji nekoliko
objasnjenja za zaustavljanje porasta incidencije u toj dobi: kliniCka pojava
melanoma do 70. godine s odgodom od 1 do 2 desetlje¢a nakon
izlozenosti okoliSnim utjecajima, nepovoljan okoli§ za rast malignih
stanica unutar oc€iju nakon 70. godine Zivota te rjede dijagnosticiranje UM

zbog manje redovitih pregleda i zanemarivanja simptoma (6).
1.2.2.2. Rasa

Melanom se kod bijelaca pojavljuje 18 puta ¢eS¢e nego kod osoba crne
rase Ukoliko se promatra samo skupina bijelaca nehispanskog porijekla
uCestalost je josS i veca, oko 19 puta, dok je kod osoba hispanskog
porijekla UM 5 puta ucestaliji u odnosu na crnu rasu (10). Dio istrazivanja
pokazao je kako su blijeda put i svijetla boja Sarenica znacajan rizi¢ni
faktor za nastanak UM, dok je ultraljubiCasto zraCenje manje vazan

¢imbenik u etiologiji uvealnog u odnosu na kozne melanome (5).
1.2.2.3. Nevusi zilnice

KliniCke studije pokazale su kako se nevusi Zilnice oka nalaze kod 3 do
8% bijelaca (16,17,18). U histopatoloSkim istraZivanjima taj broj je
znacajno veci: u seriji Naumanna i suradnika klinicki pregledi oCiju s
opticki prozirnim medijima otkrili su samo trecinu histoloski dokazanih
nevusa (19). Pretpostavlja se kako su moguci razlozi malena veliina
nevusa, slaba pigmentacija, prozirnost opti¢kih medija, te manja
prozirnost pigmentnog epitela mreznice i koriokapilarnog sloja Zilnice.
Stopa maligne transformacije nevusa zilnice je relativno malena i
procjenjuje se na 1 u 8845 slucajeva (17). lako su danas brojni simptomi
i znakovi prepoznati kao faktori rizika za UM, razlikovanje nevusa Zilnice

kod pocetnog UM jo$ uvijek predstavlja veliki izazov za kliniare.



1.2.2.4. Okularna i okulodermalna melanocitoza

Okularna melanocitoza je kongenitalna pigmentna anomalija kod koje je
neuobicajeno veliki broj melanocita migrirao u srednju o¢nu ovojnicu.
Manifestira se kao sivkastoplavi madez smjeSten duboko u episkleri,
bjeloocnici i/ili uveji, te kao heterokromija Sarenice. Kada je okularna
melanocitoza prac¢ena i melanocitozom u obliku tamnoplavih
hiperpigmentacija koze u inervacijskom podrucju prve i druge grane
trigeminalnog Zivca naziva se okulodermalnom melanocitozom ili Otovim
madezom (eng. nevus of Ota). Okularna i okulodermalna melanocitoza
povezane su s povecanim rizikom od razvoja UM (20,21). Uz to, ove
melanocitoze su 35 do 70 puta ¢es¢e prisutne kod oboljelih od UM
(20,21).

1.2.2.5. Nasljedivanje

O¢ni melanom ne smatra se nasljednom boles¢u, no u pojedinim
obiteljima postoji vise ¢lanova s melanomom srednje oCne ovojnice i
drugim malignim tumorima. Obitelji u kojima postoje oboljeli od
melanoma koZe i srednje oCne ovojnice ¢esto boluju od sindroma
displasti¢nih nevusa (22). Prosje¢na dob oboljelih od UM u sklopu
navedenih sindroma znacajno je manja nego kod sporadi¢nih sluCajeva i
iznosi 40 godina (23). Uz navedeno, u pojedinim obiteljima identificirane
su mutacije gena BAP1 na kromosomu 3 u zametnim stanicama $to je
predisponirajuci ¢imbenik za razvoj UM, mezotelioma i drugih malignoma
(24).

1.2.2.6. Ostali ¢imbenici

Brojna istrazivanja pokusala su utvrditi postoji li znacajnije povecanje
rizika od nastanka UM kod povecane izloZenosti sunéevom zraceniju ili
ultraljubi¢astom zracenju na radnom mjestu. Rezultati su jo$ uvijek
kontradiktorni ili se povecanije rizika nije pokazalo dovoljno zna¢ajnim
(5,16). Dosadasnja istrazivanja nisu dala kona&ne odgovore niti 0 ulozi

pusenja i hormonskih ¢imbenika u nastanku UM (25).



1.3. Kliniéka slika

Temeljiti pregled oftalmologa jo$ uvijek je najvazniji nacin otkrivanja
melanoma srednje o¢ne ovojnice. Zbog relativho kasne pojave simptoma
u vecini slucajeva UM, za njegovo rano otkrivanje vrlo su vazni redoviti
pregledi prednjeg i straznjeg segmenta oka, posebno kod osoba starijih
od 40 godina. Diferencijalna dijagnoza UM uklju€uje nevuse, metastatske
lezije, hemangiome, hamartome mreznice i pigmentnog epitela, difuznu
melanocitnu proliferaciju, te odignuée pigmentnog epitela, mreznice ili
Zilnice koje nije izazvano uvealnim melanomom. Debljina tumora vecéa od
2 mm, prisutnost tekucine ispod mreznice, simptomi vezani uz vid,
prisutnost naranCastog pigmenta na povrsini i blizina o€nog Zivca

povecavaju vjerojatnost da se radi o uvealnom melanomu (26,27)
1.3.1. Simptomi uvealnog melanoma

Simptomi melanoma Zilnice i cilijarnog tijela nespecifi¢ni su i povezani sa
smjestajem Cesto ve¢ uznapredovalog tumora. Karakteristicni simptomi
su pad vidne ostrine, gubitak dijela vidnog polja te plivaju¢e mutnine i
svjetlaci (28,29,30). Navedeni simptomi najceS¢e nastupaju kasno i kao
posljedica sekundarnog odignu¢a mreznice uz tumor, katarakte,
prekrivanja dijela vidnog polja tumorskom masom ili krvarenja u
staklovinu. Moguc¢a je pojava jake boli zbog zahvacéanja straznjih cilijarnih
Zivaca ili porasta o€nog tlaka. Osim zbog pritiska i infiltracije tumorske
mase u podrucju o¢nog kuta, do povecanja ocnog tlaka i sekundarnog
glaukoma moze doci i zbog disperzije pigmenta i neovaskularizacija
Sarenice (31). Rani simptomi karakteristi¢ni su jedino za melanom
Sarenice kod kojeg se pacijenti ¢esto sami javljaju na pregled zbog

vidljivih promjena na Sarenici.
1.3.2. Znakovi uvealnog melanoma

Oko 30% uvealnih melanoma dijagnosticira se tijekom rutinskog pregleda
bez prethodnih simptoma (29,30). Melanom srednje o¢ne ovojnice
najCeSce se otkriva standardnim pregledom straZznjeg segmenta oka uz

pomo¢ lupa, i to indirektnom i direktnom oftalmoskopijom te



biomikroskopijom. Karakteristi¢ni nalaz je polukruzno uzdignuta smeda ili
sivopigmentirana masa. Ponekad je povrSina samo proSarana
pigmentom, dok je kod amelanoti¢nih melanoma blijedozuta (28). Nalaz
narancastog pigmenta na povrsini je Cest, no ne i patognomonican.
Ukoliko probije Bruchovu membranu, UM poprima karakteristi¢ni gljivasti
oblik. Sekundarno eksudativno odignu¢e mreznice je Cesto i ne smije se
zamijeniti s regmatogenom ablacijom. Povremeno je moguce vidjeti
nabore zZilnice, krvarenje, znakove sekundarnog glaukoma, sive mrene te

uveitiCnu reakciju.
1.3.3. Dijagnostic¢ki postupci

Uz vizualni pregled o¢ne pozadine, ultrazvu¢ni pregled je najvaznija
pretraga u dijagnostici UM. Klasi¢no je moguée prikazati solidnu
tumorsku masu s poc€etnim Siljkom i niskim do srednjim unutarnjim
odjekom, odnosno refleksivitetom (32). Nazalost, metoda unutarnjeg
odjeka kod lezija manjih od 1.5 mm u promjeru ne daje dovoljno
informacija za dijagnozu UM (33). Ultrazvu€na pretraga posebno je
korisna u odredivanju vaznih prognostickih parametara kod UM, u prvom
redu veliCine, smjestaja i eventualnog ekstraskleralnog proSirenja tumora
(34). Tvorbe koje zahvacaju cilijarno tijelo mogu se bolje vizualizirati
ultrazvu€nom biomikroskopijom uz upotrebu visokofrekventnih sondi
(35).

Opticka koherencijska tomografija ili OCT moze dati korisne informacije o
debljini i strukturi manjih povrsih tvorbi. Ultrazvucna pretraga jo$ uvijek je
superiornija OCT-u, posebno kod vecih tumora i tumora smjestenih u
prednjem dijelu oka (36). U postavljanju dijagnoze klini¢arima korisna je i
fluoresceinska angiografija te ICG angiografija zilnice uz pomoc¢
indocijaninske boje uz pomoc¢ kojih se mogu vizualizirati krvne Zile
tumora i zZilnice (28). Radioimunoscintigrafijom je moguce otkriti tumor uz
pomo¢ radioaktivnih fragmenata monoklonalnih protutijela koja se vezu
za antigene povezane s melanomom. Magnetska rezonanca i CT oka i
orbita koristi se uglavhom kod sumnje na ekstraokularno proSirenje

tumora te kod nejasnih ultrazvuénih nalaza.



Probir i pracenje sumnjivih nevusa uz pomo¢ serijskih fotografija o¢ne
pozadine vazan je dio dijagnostike. Jednako tako, kod osnovane sumnje
na melanom potrebno je napraviti op¢i medicinski pregled kako bi se
okrila eventualna primarna zarista u slu€aju relativnho Cestih metastatskih
tumora u oku ili dijagnosticirale eventualne sekundarne metastatske
lezije melanoma srednje o€ne ovojnice. U tu svrhu najcesSc¢e se rade
serumski testovi jetrene funkcije, ultrazvuéna pretraga abdomena te
radiogram prsnog ko$a (28).

Aspiracijska biopsija tankom iglom ili FNAB koristi se ukoliko do
dijagnoze nije moguce doci neinvazivnim metodama. Moguce je kako ¢e
genetske analize uzoraka dobivenih aspiracijskom biopsijom u
buduénosti postati nezaobilazne u odabiru ciljanih terapijskih protokola
(37,38).

1.4 Lije€enje uvealnog melanoma

1.4.1. Lije€enje primarnog tumora

Od kada su Zimmerman i suradnici 1978. godine, na temelju podataka o
pracenju enukleiranih pacijenata, posumnjali u uc€inkovitost enukleacije
kao primarnog tretmana uvealnih melanoma (39) traze se ucinkovitiji i
postedniji nacini lije¢enja UM. Danas je poznato kako porast mortaliteta
nakon kirurske ili konzervativne terapije ipak nije direktna posljedica
samog terapijskog postupka nego i diseminacije malignih stanica prije
terapijskog postupka (39,40). Kako bi razjasnili neke od dvojbi i postavili
nove smjernice za terpiju UM, Americki nacionalni institut za zdravlje
(NIH) i Ameri¢ki nacionalni o€ni institut (NEI) osmislili su i podrzali niz
multicentri€nih istrazivanja melanoma oka poznatih kao COMS. Jedan od
najvaznijih rezultata COMS studija bila je podjednaka ucinkovitost
brahiterapije i enukleacije u prevenciji metastaza (41). Pacijenti koji su
imali tumore s najve¢im promjerom ili LTD-om manjim od 16.0 mm i
debljinom manjom od 3 mm nisu bili izravno uklju€eni u glavnu kohortu
nego u 5-godiSnje prospektivno istrazivanje o prirodnom tijeku malenih
suspektnih lezija (42). Od tumora koji su praceni u okviru navedenog

istrazivanja, rast je primjec¢en u njih 31%. Prirodni tijek malenih uvealnih



melanoma joS$ uvijek je slabo poznat, te jo$ ne postoji konsenzus o

toCnim kriterijima za dijagnozu i vrijeme pocetka njihova lijeCenja.
1.4.1.1. Radioterapija

lonizirajuce zraCenije ili radioterapija moze se, u lijec¢enju UM, primijeniti
kao kontaktna brahiterapija, CestiCna terapija, te kao gama-noz i
stereotakti¢na radioterapija (43).

Brahiterapija je danas postupak izbora za lijeCenje srednje velikih tumora
ako nisu deblji od 7 mm i ako im je promjer manji od 23 mm.
Brahiterapija se moze primijeniti i u lije€enju vecih tumora, ako se isti
mogu obuhvatiti zraCenjem, ako se nisu prosSirili izvan bjelooCnice za vise
od 5 mm, te ako se ne radi o slijepom i bolnom oku (44). Rezultati
COMS istrazivanja nisu ukazali na znaCajne razlike u mortalitetu izmedu
osoba lije€enih brahiterapijom i enukleiranih osoba. Primjena manjih
doza prije enuklacije nema ucinak na prezivljenje (45).Tumori se
najéesée ozracuju plogicama rutenija (Ru'®/Rh1%), joda (1*2°), paladija ili
kobalta (Ko®°) koje se postavljaju na odgovaraju¢e mjesto na vanjsku
povrsinu bjeloo¢nice s vremenom primjene od 1 do 14 dana, ovisno o
debljini tumora i starosti izotopa. Cilj brahiterapije je inducirati greSke u
DNA lancima stanica tumora kako bi doslo do smrti tumorskih stanice te
zaustavila proliferacija preostalih stanica (46), kao i izazvala ishemijska
nekroza u tumoru. Brahiterapijom se postiZze lokalna kontrola bolesti u
preko 90% slucajeva (47). Regresija tumora pocinje 1 do 2 mjeseca
nakon tretmana (28). Komplikacije brahiterapije ovise o veli€ini i lokaciji
tumora, vrsti izotopa, dozi zraenja, kao i o drugim bolestima poput
dijabetesa. NajCesce komplikacije su kemoza spojnice, siva mrena,
opticka neuropatija, uveitis sa sinehijama, rubeozom Sarenice i
sekundarnim glaukomom, edem mreZznice te eksudativna ablacija zilnice
i mreznice (43, 48,49). Nazalost, kod 68% lije€enih brahiterapijom unutar
10 godina dolazi do zna€ajnog smanjenja vidne ostrine (48).

Vanjska ili teleradioterapija najceS¢e se primjenjuje Cesticnim zratenjem
ili fotonima. Radioterapija tumora ¢esticama, odnosno snopom protona,
iona ugljika ili helija, dostupna je samo u rijetkim centrima koji posjeduju

ciklotron. Zbog boljeg usmjeravanja zracenja korisna je u lijecenju vecih
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tumora i tumora smjestenih unutar 4 mm od vidnog Zivca ili foveje (28,50)
Tretmani se naj¢eSc¢e sastoje od 4 doze u trajanju od 30 sekundi
primjenjene tijekom 4 dana. Komplikacije vanjskog zraenja naj¢esSc¢e su
gubitak trepavica, oZziljkavanje suzonosnih kanali¢a i suho oko, upala
roznice, neovaskularni glaukom, kao i katarakta, radijacijska retinopatija i
eksudativno odignu¢e mreznice te optiCka neuropatija (43).

Dobru lokalnu kontrolu bolesti omogucuju i stereotakticka radiokirurgija
(51) te radiokirurgija uz pomo¢ gama-noza (52). Primjenjuju se u jednoj
dozi, pri Cemu distribucija zraenja nije precizna kao kod Cesti¢ne
radioterapije. Za sada postoji razmjerno malo podataka o dugorocnim
rezultatima te o usporedbi s brahiterapijom i ¢estiChom radioterapijom
(43).

1.4.1.2. LijeCenje laserom

Fotokoagulacija tumora izvodi se naj¢eS¢e uz pomoc¢ argon lasera. Za
fotokoagulaciju su pogodni maniji tumori debljine do 2 mm bez prisutne
serozne ablacije ili krvarenja. Laser se primjenjuje prvo oko tumora, a
zatim, nakon 2 do 3 tjedna, direktno u tumor. Primjena sektorske
panretinalne fotokoagulacije nakon brahiterapije moze smanijiti u€estalost
pojave edema Zute pjege (53,54).

Fotodinamska terapija ili PDT radi na principu ekscitacije intravenski
primjenjenog fotoosjetljivog sredstva, najéesce verteporfina, laserom
odgovarajuce valne duljine. UCinak mu se temelji na vaskularnoj okluziji,
stvaranju slobodnih kisikovih radikala, te aktivaciji imunog sustava, a ne
na zagrijavanju tkiva tumora (55). Postoje dokazi kako je PDT ucinkovitiji
kod manje pigmentiranih melanoma (56). U€inkovitost fotodinamske
terapije josS uvijek je upitna. HistopatoloSka analiza uzoraka UM nakon
PDT postupka pokazala je zive tumorske stanice, bez prisutne nekroze
(55).

Transpupilarna termoterapija (TTT) izvodi se uz pomo¢ infracrvenog
diodnog lasera kako bi se izazvalo zagrijavanje, no ne i koagulacija tkiva
tumora. Indicirana je za malene pigmentirane tumore u blizini o€nog
Zivca ili makule, a moze se koristiti kao nadopuna brahiterapiji.

Ucinkovitost TTT-a kao primarne terapije UM nije zadovoljavajuca:



lokalni recidiv javlja se u ¢ak 17% slu€ajeva unutar medijana praé¢enja od
37 mjeseci (57). NajceSce komplikacije su okluzija ogranaka arterija i
vena mreznice, epiretinalne membrane, cistoidni makularni edem i edem
vidnog zivca (57,43). Ohrabruju rezultati retrospektivnog istrazivanja
primjene kombinirane TTT-a i brahiterapije s boljom lokalnom kontrolom,
oCuvanjem ociju i prezivljenjem bez povrata bolesti u odnosu na lije€enje
samo brahiterapijom (28). Ukupno prezivljenje i stopa pojave

metastatske bolesti pritom su bili identi¢ni.
1.4.1.3. Kirursko lijeCenje

Enukleacija je u proslosti bila glavna terapija izbora u lijeCenju primarnih
melanoma srednje o¢ne ovojnice. Nakon $to je multicentricna COMS
studija pokazala podjednako prezivljenje nakon enukleacije ili terapije
zraCenjem (41), u praksi se dogodio zaokret prema konzervativnijim
terapijama poput brahiterapije. Enukleacija se i danas koristi u
slu€ajevima velikih UM sa znac€ajnim ekstraskleralnim proSirenjem,
tumora u podrucju o€nog zivca, tumora preéenih obilnim krvarenjem ili
odignu¢em mreznice te bolnih o€iju s gubitkom vida.

Lokalna ekscizija ili koroidektomija je postednija mogucnost kirurSkog
lije€enja kojom se uklanja tumor bez odstranjivanja o¢ne jabucice.
Tumorima smjestenim u straznjem dijelu pristupa se transretinalno
(endoresekcija), dok se u u ostalim slu€ajevima izvodi transkleralna
egzoresekcija. Preduvjet su hipotenzivni uvjeti u op¢oj anesteziji kako bi
se smanijio rizik od krvarenja. Kako bi se sprijecio recidiv, uz
egzoresekciju se Cesto izvodi i adjuvantna brahiterapija (59). Pitanje
adjuvantne terapije kod endoresekcija jo$ uvijek nije razjasnjeno (60).
Rizici lokalne ekscizije su znacajni i uklju€uju odignu¢e mreznice,

krvarenje u staklovinu te povecanje o€nog tlaka.
1.4.1.4. Adjuvantni (dodatni) postupci

Adjuvantna terapija nakon primarnog postupka lijeCenja moze biti
radioterapija, sustavna kemoterapija, imunoterapija, hormonska ili
bioloSka terapija te ciljana terapija. lako dosada$nja manja istrazivanja

adjuvantnih postupaka nisu pokazala zna€ajan ucinak na preZivljenje,
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pretpostavlja se kako ¢e upravo uvodenje novih generacija lijekova u
narednim godinama konacno smanijiti rizik od metastatske bolesti koji je

nepromijenjen unatrag nekoliko desetljeca (43,61).
1.4.2. Lije€enje metastaza

Dosadasnji rezultati lijeCenja metastatske bolesti su razoCaravajuéi.
ProsjeCno oCekivano trajanje zivota pacijenata s metastatskom boleScu
je od 2 do 12 mjeseci, a 1-godisSnje prezivljenje od 10 do 15% s upitnim
uc€inkom dosadasnjih kemoterapijskih protokola (8,62). Vise od 95%
metastaza zahvaca jetru, no moze zahvatiti i crijeva, kosti, pluca i limfne
cvorove.

Nekoliko terapija pokazalo je zna€ajan ucinak na prezivljenje, iako jo$
nije sigurno jesu li rezultati ohrabrujuci dijelom i zbog moguceg ranijeg
otkrivanja metastaza ili razlika u vremenu pracenja bolesnika (62).
Hepatektomija izoliranih metastaza moze se primijeniti u manjini
slu€ajeva, jer su metastaze UM najCeSce multifokalne (8,63). Kod
manjeg broja zariSta obecava i intrahepati¢na kemoterapija melfalanom
(64), te radiofrekventna i mikrovalna ablacija kao i stereotakti¢na
radiokirurgija (60). Donekle ohrabruju rezultati imunoterapije
ipilimumabom, protutijelom koje blokira citotoksicne T limfocite (65),
selektivnim inhibitorom MEK1 i MEK2 kinaza selumetinibom (66),
inhibitorom receptora tirozin kinaza C-KIT, VEGFR, i PDGFR

sunitinibom, kao i intrahepati¢na infuzija kuglica radioaktivnog itrija (67).
1.5. Prognoza uvealnog melanoma

Dosadas$nji napredak u dijagnosticiranju i lije€enju UM nazalost nije
znacajnije utjecao na prognozu. Istrazivanja pokazuju kako je medijan
preZivljenja u velikim istrazivanjima oko 7 godina (68), te da oko 50%
oboljelih razvije metastatsku bolest i umre unutar 15 godina od dijagnoze
bez obzira na nacin lijeCenja (69).

Medunarodna TNM klasifikacija donedavno se rijetko koristila u procjeni
prognoze u klini¢koj praksi. Razlog tome su zastarjele podijele u
dosadas$njim TNM klasifikacijama te malen broj histolo$kih analiza

uvealnih melanoma jer se vecina bolesnika danas lijeci nekiruskim
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postupcima. Mjere dobivene ultrazvu¢nim mjerenjem veli€ine tumora
naj¢esce nisu identiCne histopatoloskim mjerama kao Sto to pretpostavlja
TNM klasifikacija. Usporedba ovih dvaju mjerenja u velikoj COMS studiji
pokazala je kako je najveci promjer baze tumora (LTD) patohistolo$kog
uzorka tumora u prosjeku 1.6 mm maniji, a debljina 0.8 mm manja od
ehografskih mjera (70). U 7. izdanju TNM Klasifikacije napravljena je
ravnomijernija raspodjela veliine tumora unutar kategorija, s
potkategorijama veli€ine tumora u cilijarnom tijelu i lokalnog
ekstraskleralnog Sirenja (69,71) $to ¢e vjerojatno utjecati na njenu ¢eScu

primjenu u klini¢koj praksi i budu¢im istrazivanjima.
1.5.1. Klini¢ki prognosticki €¢imbenici

Kratkoro€na 5-godi$nja prognoza kod pacijenata mladih od 20 godina je
bolja nego kod odraslih, iako je dio istrazivanja pokazao kako je
dugoro€na 15-godiSnja prognoza identi¢na kod mladih i odraslih (72,73).
Vazan kliniCki parametar koji negativno utjeCe na prezivljenje je i veca
ultrazvukom izmjerena debljina i promjer tumora (74). Na kraée
prezivljenje jo$ utjeCu zahvacenost cilijarnog tijela i/ili o€nog Zivca,
prisutnost subretinalne tekucine, vidljivi naran€asti pigment na povrsini
tumora, rast tumora izvan bjelooCnice, tumorom izazvani glaukom, te
simptomi bljeskova, plivaju¢ih mutnina i zamucenog vida (13,27). Osobe
sa svjetlijom bojom ociju (75) i osobe s koZnim displasti¢énim nevusima

(76) takoder imaju povecani rizik od metastatske bolesti.
1.5.2. Patohistoloski prognostic¢ki €imbenici
1.5.2.1. Veli¢ina tumora

Brojna istrazivanja potvrdila su vezu izmedu veliCine tumora i kraceg
prezivljenja bolesnika s UM (68,69,74). Najveéi promjer baze tumora
(LTD) i debljina tumora smatraju se najvaznijim prognosti¢kim
Cimbenicima za UM (69). Desetogodi$nje prezivljenje prema novoj podijeli
veli¢ine tumora na podkategorije T1 do T4 u 7. izdanju TNM klasifikacije
za uvealni melanom Ameri¢kog povjerenstva za klasifikaciju raka (26)
iznosilo je redom 89%, 77%, 58% i 39% (tablica 1).
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Tablica 1. Potkategorije veli¢ine tumora T1 do T4 prema 7. izdanju TNM
klasifikacije Ameri¢kog povjerenstva za klasifikaciju raka (AJCC) za melanom
Zilnice i cilijarnog tijela s obzirom na debljinu i najveci promjer baze tumora.

Debljina (mm)

>15
12.1-15.0 T4
9.1-12.0 T3
6.1-9.0
3.1-6.0
<3.0
< 3.1- 6.1- 9.1- 12.1- 15.1- >
3.0 6.0 9.0 12.0 15.0 18.0 18.0

Najveci promjer baze tumora (mm)

1.5.2.2. Smjestaj tumora

Prednji smjestaj tumora uz zahvacanje cilijarnog tijela povezan je s
krac¢im prezivljenjem (4,77). Ova €injenica objaSnjava se na nekoliko
nacina. Smjestaj u prednjem dijelu straZnje oCne sobice €ini tumore
manje dostupnim oftalmoloSkom pregledu, te se tumori otkrivaju kasnije.
Osim toga, unutar melanoma cilijarnog tijela esc¢e se razvijaju
karakteristicne mikrovaskularne mreze koje su povezane s kra¢im
prezivljenjem (78). Dio istrazivanja pokazao je kako su u melanomima
koji zahvacaju cilijarno tijelo uCestalije aberacije kromosoma 1,3 i 8, za
koje je poznato da nose loSiju prognozu, dok su u melanomima koji
zahvacaju samo Zilnicu ¢eSce promjene kromosoma 6 i 11. (79).
Melanomi zilnice koji zahvacaju vidni Zivac takoder imaju loSiju prognozu
Sto se povezuje s ¢eS¢im ekstraskleralnim prodorom ovih tumora
(Shields, 1995).
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1.5.2.3. Sirenje izvan oéne jabugice

Ekstraokularno Sirenje tumora ¢es¢e je kod vecih i uznapredovalih
tumora. Prodor tumora moZze biti kroz bjeloo¢nicu, putem vidnog Zivca,
krvnih Zila, cilijarnih Zivaca i Schlemmovog kanala. Sirenje UM izvan
ocCne jabucice povezano je sa kra¢im prezivljenjem (4,69,71,74,80), pri
Cemu veci promjer ekstraokularnog dijela tumora ima loSiju prognozu
(69) Zbog toga je u TNM7 Klasifikaciji dodana nova T4 podkategorija za
ekstraskleralni dio tumora veci od 5 mm (71). Ekstraokularno Sirenje UM
povezano je s prognosticki losijim prednjim smjestajem tumora, vec¢im
LTD-om, prisutno$¢u epiteloidnih stanica, uzorcima mikrovaskularne

mimikrije, velikom mitotskom aktivnoS¢u i monosomijom 3 (80).
1.5.2.4. Histolo$ki tip

Prema izvornoj Callenderovoj klasifikaciji uvealni melanomi podijeljeni su
prema izgledu tumorskih stanica u 6 skupina: vretenasti A, vretenasti B,
fascikularni, mjeSoviti, epiteloidni i nekroti¢ni (81). Vretenaste stanice
medusobno su smjestene blisko, bez vidljive citoplazmatske membrane.
Jezgre su ovalne i izduzene s uzduznim naborom jezgrine membrane (tip
A) ili su nesto okruglije s izrazenim nukleolima (tip B). Melanom graden
od vretenastih stanica tipa A ima vrlo maleni metastatski potencijal te ih
dio autora svrstava u skupinu nevusa (82). Epiteloidne stanice su vece i
okruglije od vretenastih, dok je njihova citoplazma eozinofilnija i jasno
ograni¢ena membranom. Tumori u kojima su prisutne epiteloidne stanice
brze rastu i imaju loSiju prognozu (83). Pacijenti s tumorima u kojima
prevladava nekroza takoder imaju krace prezivljenje (84). McLean je
modificirao Callenderovu klasifikaciju i predlozio 3 osnovna tipa tumora:
vretenasti, mjeSoviti i epiteloidni (82). Navedena modifikacija pokazala je
bolju reproducibilnost te se jo$ uvijek koristi kao standardna histoloSka

klasifikacija uvealnih melanoma.
1.5.2.5. Stupanj pigmentiranosti

Postoje velike razlike u jacCini i distribuciji pigmentiranosti tumora i to ne

samo izmedu pojedinih uvealnih melanoma nego i unutar samih tumora
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Sto je jedan od razloga zbog kojih nije usuglasena jedinstvena
klasifikacija pigmentacije uvealnog melanoma. Danas se pigmentiranost
tumora ne smatra nezavisnim prognostickim ¢imbenikom (83). Ipak, u
nekoliko istrazivanja univarijatne analize pokazale su povezanost

izrazene pigmentiranosti tumora s kra¢im prezivljenjem (85,86)
1.5.2.6. Mikrovaskularni uzorci i mikrovaskularna gusto¢a

U pionirskim radovima Folberga i suradnika identificirano je viSe
morfoloskih tipova mikrovaskularnih uzoraka identificiranih uz pomoc
PAS bojanja (87). Njihova istrazivanja, kao i istrazivanja drugih autora
nakon njih, pokazala su kako su uzorci u obliku zatvorenih petlji ili
spojenih paralelnih malenih krvnih Zila ¢eSce prisutni kod pacijenata
umrlih od UM, te da je njihova prisutnost nezavisni prognosticki faktor
vezan uz krace prezivljenje oboljelih (88,89,90,91).

Mikrovaskularna gustoca ili MVD joS je jedan mikrocirkulacijski Cimbenik
s prognosti¢kim znaCajem. Tumorska mikrocirkulacija detektira se uz
pomoc¢ imunohistokemijskih markera endotelnih stanica CD34, CD31i
antigena vezanog uz faktor VIII. Vezu izmedu velike mikrovaskularne
gustocCe tumora i kraceg prezivljenja prvi je pokazao Foss sa
suradnicima. Njihove rezultate potvrdila su kasnije i druga istrazivanja
koja su koristila istu metodologiju mjerenja MVD-a u najguséim,
takozvanim hot-spot, podrucjima unutar tumora (91,92). Istrazivanja u
kojima je MVD mjeren na slu€ajno odabranim podrucjima unutar tumora
nisu pokazala vezu s prezivljenjem (93). lako se marker CD34 najceSc¢e
koristi za odredivanje mikrovaskularne gustoée, treba imati na umu kako
neke tumorske stanice UM mogu imati difuznu ekspresiju CD34 sli¢no
kao u melanocitima dijela nevusa. Chen i suradnici zbog toga su zakljucili
kako mjerenje MVD-a u UM najvjerojatnije uklju€uje CD34 pozitivhe
endotelne stanice krvnih Zila Zilnice i tumorske mikrocirkulacije, kao i
CD34 pozitivne melanomske stanice i mozai¢ne krvne Zile koje se

sastoje od endotelnih i tumorskih stanica (94).
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1.5.2.7. Ostali histopatolo$ki Cimbenici

Brojni markeri proliferacije tumorskih stanica imaju prognosticki znacaj.
Broj mitickih figura na 40 mikroskopskih polja pod velikim pove¢anjem
Siroko je prihvac¢en parametar koji znacajno utje€e na smanjenje
prezivljenja pacijenata s uvealnim melanomom (80,86). Medijan promjera
deset najvecih jezgrica ili MLN je takoder povezan sa slabijim
prezivljenjem posebno ukoliko se u multivarijatne modele ukljuci i
mikrovaskularna gustoca, odnosno MVD (95). Dobri prediktori pojave
metastatske bolesti su i imunohistokemijski markeri: biljeg proliferacijske
aktivnosti Ki-67, jezgrin antigen proliferirajucih stanica PC-10 i
fosfohiston H3 (96,97). Nazalost, nacini brojanja pozitivnih stanica i
protokoli pripreme uzoraka nisu standardizirani te rezultati razlicitin
istrazivanja znacajno variraju (97).

Infiltracija UM makrofagima tipa M2 povezana je s prognosticki
nepovoljnpom momnosomijom 3, ve¢im LTD-om i pove¢anom ekspresijom
HLA klase | i Il $to se pripisuje njihovom proangiogenom i protuupalnom
djelovanju (98,99). Vedi broj tumor-infiltriraju¢ih limfocita takoder je

povezan s povec¢anom smrtnoS¢u od UM (100).
1.5.3. Citogenetski i genetski prognosti¢ki €imbenici

Najvaznija kromosomska promjena koja se pojavljuje u 50% melanoma
Zilnice i cilijarnog tijela i koja je povezana s pove¢anom smrtnoscu od
metastatske bolesti uvealnog melanoma je djelomicni ili potpuni gubitak
kromosoma 3, odnosno monosomija 3 (97,101). Dodatne kopije -
izokromosomi kraka 8q se pojavljuju u 50 do 60% slu€ajeva, a u 45%
tumora pojavljuju se zajedno s monosomijom 3 (102). Promjene na
kromosomu 8 takoder su povezane s loSijim prezivljenjem oboljelih od
UM i CeScCe se nalaze u tumorima smjeStenim u cilijarnom tijelu.
Zanimljivo je kako se delecije 6q i dodatne kopije - izokromosomi 6p u
pravilu nalaze u tumorima koji ne sadrze monosomiju 3 i imaju nizak
metastatski potencijal (14).

Heterogenost stanica unutar tumora i problem uzorkovanja kod klasi¢nih

citogenetskih i FISH postupaka za otkrivanje djelomi¢nih delecija
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kromosoma glavni su razlozi zasto se danas istrazivanja i klini¢ka praksa
usmjeravaju prema suvremenijim postupcima poput analize profila
genske ekspresije ili GEP-a, analize mikrosatelita (MSA) i SNP analize
polimorifazama (103). Na temelju profila genske ekspresije, melanomi se
mogu podijeliti u 2 skupine. Tumori u drugoj skupini, odnosno klasi 2,
imaju promijenjenu ekspresiju gena koji sudjeluju u razvoju neuralnog
grebena. Ovi tumori izrazito koreliraju s pojavom monosomije 3 te nose
znacajno loSiju prognozu od tumora koji pokazuju profil klase 1 (14,104).
Testovi koji se temelje na analizi GEP-a pokazali su odli¢nu osjetljivost i
specificnost kod malih uzoraka dobivenih aspiracijskom biopsijom te kod

parafinskih uzoraka uvealnog melanoma (105).
1.6 Modeli progresije malignih tumora

Jos uvijek ne postoji opéeprinvacen model koji bi u potpunosti objasnio
nastanak heterogene populacije stanica raka iz monoklonalnog izvora.
Danas prevladavaju 3 modela koji nisu medusobno iskljucivi.
Pretpostavlja se da se barem dio tumora razvija prema viSe nego jednom
modelu (106).

1.6.1 Model klonalne evolucije

Najstariji je model klonalne evolucije s temeljnom pretpostavkom kako
vecina stanica malignih tumora ima potencijal za daljnju progresiju
(107,108). Kod ovog modela stanice postupnom akumulacijom
ireverzibilnih genetskih mutacija ostvaruju pretpostavke za daljnji rast ili

metastaziranje.
1.6.2 Model mati¢nih stanica raka

Nedovoljna ucinkovitost dosadasnjih terapijskih postupaka usmjerenih
prema eradikaciji svih malignih stanica u tumoru ponovno je oZivjela ideju
0 postojanju malog broja stanica velikog tumorigenog potencijala. Ove
stanice nazivaju se mati¢ne stanice raka (eng. cancer stem cells) jer se
pretpostavlja da, slicno mati¢nim stanicama netumorskih tkiva, imaju
sposobnost samoobnavljanja koja vodi nastanku i odrzavanju tumora,

kao i sposobost daljnje diferencijacije u ,nemati¢ne” stanice prema
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hijerarhijskom modelu $to pridonosi fenotipskoj heterogenosti
(106,109,110). lako dio autora pretpostavlja kako su dugozivuc¢e maticne
stanice zdravih tkiva najvjerojatniji kandidati za akumulaciju ranih
mutacija neophodnih za nastanak malignoma, drugi autori smatraju kako
maligni tumori mogu nastati i iz progenitorskih i drugih stanica u viSem
stupnju diferencijacije (109,111). Nuzni preduvjet akumulacije genetskih
mutacija u nastanku mati¢nih stanica raka upucuje na mogucu
komplementarnost modela mati¢nih stanica raka i modela klonalne
evolucije (106).

MatiCne stanice raka razlikuju se od zdravih mati¢nih stanica po
mutacijama koje utjeCu na njihovu samoregulaciju i odgovore na
stimuluse iz okoline §to dovodi do fenotipske nestabilnosti i nastanka
heterogenih populacija tumorskih stanica. Kod zdravih mati¢nih stanica
heterogenost je dominantno posljedica asimetricne diobe stanica. Zbog
toga dio autora predlaze toc¢niji naziv ,stanice raka nalik mati¢nim
stanicama“ (eng. stem cell-like cells) koji zasada nije zazivio u praksi
(112).

1.6.3 Model fenotipske plasti¢nosti

Protivnici modela matiCnih stanica raka zalaZzu se za zasebni model
fenotipske plasti¢nosti, odnosno interkonverzije, kao osnovne znacajke
stanica malignih tumora. Kod ovog modela pretpostavlja se kako vecina
stanica tumora ima tumorigeni potencijal te da fenotipsku heterogenost
tumora pokreéu reverzibilne fenotipske i funkcijske promjene koje nisu
odredene genetskim ili epigenetskim promjenama (113).
Eksperimentalni dokazi postojanja ili nepostojanja maticnih stanica raka
za sada nisu jednoznacni te ovise o razli€itim nacinima pripreme
tumorskih stanica te odabiru razlitiCith imunodeficijentnih Zivotinjskih
modela. Tako su rezultati dijela istrazivanja pokazali kako vecina
tumorskih stanica mozZe posjedovati svojstva mati¢nih stanica raka i
prebacivati se iz aktivnijeg u stanje manje aktivnhog malignog ponasanja
pri ¢emu teorija 0 malenoj subpopulaciji tumorigenih stanica gubi smisao

(106,113). Konacno razrjeSenje ovih kontroverzi ili razvoj novog modela
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koji ¢e objediniti sve tri teorije vjerojatno ¢e imati dalekosezne posljedice

na razvoj novih terapija malignih bolesti u buduénosti.
1.7 Imunohistokemijski biljezi mati¢nih stanica raka

Prvi dokazi o postojanju maticnih stanica raka pojavili su se prije nesto
viSe od 10 godina na modelu akutne mijeloi¢ne leukemije kod
imunodeficijentnih NOD-SCID miSeva (114). U navedenom modelu
sposobnost diferencijacije, proliferacije i samoobnavljanja imale su
iskljucivo stanice s CD34+CD38- fenotipom. Zbog tehnickih poteskocéa
prilikom izolacije subpopulacija tumorskih stanica solidnih tumora i
njihovog ksenogenog presadivanja, dokazi o moguc¢em postojanju
maticnih stanica raka kod tumora dojke, mozga, kolona, gusterace, jetre,
jajnika i melanoma, pojavili su se kasnije te su danas predmet intenzivnih
istrazivanja (109).

lako se pretpostavlja kako stanice svih vrsta melanoma porijeklo vuku od
stanica neuralnog grebena, utvrdene su znacajne razlike izmedu
melanoma kozZe i melanoma oka. Osim citogenetskih i fenotipskih razlika
te razlika u neposrednom okoliSu tumora, poput imunoloski privilegirane
unutradnjosti oka, poznate su znacajne razlike u nacinu i vremenu
metastaziranja. Za razliku od koznih melanoma, melanomi srednje oCne
ovojnice metastaziraju isklju€ivo hematogeno i u prosjeku imaju znacajno
duZi period usnulosti, odnosno razdoblja mirovanja primarne bolesti do
pojave metastaza (115). Navedene znacajke, kao i iznimno slab odgovor
melanoma na kemoterapiju i radioterapiju, dodatno potkrjepljuju
mogucénost postojanja zasebne populacije mati¢nih stanica raka s
pove¢anom sposobnosScu preZivljavanja i stvaranja udaljenih metastaza.
Zajedni¢ko embrionalno porijeklo svih melanoma daje osnovu za
koriStenje biljega koji su izdvojeni u in vitro i in vivo studijama kao
potencijalni biljezi mati¢nih stanica raka za istrazivanje njihove ekspresije
na uzorcima melanoma ljudskog oka. lako do sada nije dokazan niti
jedan biljeg maticnih stanica raka koji bi bio jedinstven za sve maligne
tumore, intenzivno se istrazuju sljedeci potencijalni biljezi: mikroftalmijski
transkripcijski Cimbenik MITF, Slug, Sox10, Sox2, Notch1, Pax3, Pax6,
ABCBS5, JARID1B, CD271, CD271, CD166, CD133, CD117, CD90,
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CD68, CD45, CD44, CD34, CD24, CD20, CD15, nestin, Musashi,
vimentin, protein toplinskog Soka 27 ili HSP-27 i drugi. (112,113,116,117,
118,119,120,121,122,123). U ovoj disertaciji istrazena je ekspresija
billega CD133, CD117, CD34, CD20 i CD15.

1.7.1. CD133

Glikoproteinski billeg CD133, takoder poznat kao Prominin-1, bio je prvi
otkriveni membranski protein iz obitelji prominina koji je kod ljudi i miSeva
prepoznat kao biljeg primitivnih hematopoetskih i neuralnih mati¢nih
stanica (124). Zbog svog posebnog smjestaja u staniénoj membrani,
CD133 nazvan je organizatorom stanicne membrane (125). Uz odredene
varijacije, koje su uglavhom povezane s upotrebom specifi€nih protutijela
koja prepoznaju njegove razliCite epitope, CD133 je biljeg izbora za
identifikaciju mati¢nih stanica tumora mozga (124,126). Ekspresija
CD133 kao potencijalnog biljega maticnih stanica raka dokazana je i u
drugim ljudskim tumorima, poput karcinoma prostate, adenokarcinoma
gusterace, hepatocelularnog te kolorektalnog karcinoma (124). Vrijednost
CD133 kao neovisnog prognosti¢kog faktora kod bolesnika s
kolorektalnim karcinomom potvrdena je u meta istrazivanjima (127).
Medutim, jo$ uvijek nije potvrdeno da je CD133 biljeg tumorskih mati¢nih
stanica melanoma koze (128). U istrazivanju Sharme i suradnika
ekspresija CD133 bila je uCestalija na parafinskim uzorcima lokalnih i
udaljenih metastaza koznih melanoma u usporedbi s benignim nevusima
(121).

IstraZivanja ekspresije biliega CD133 na stanicama uvealnih melanoma
takoder su malobrojna. U svom istrazivanju, Thill i suradnici dokazali su
ekspresiju CD133 i drugih predlozenih biliega mati¢nih stanica raka na
dijelu stani¢nih linija te na parafinskim uzorcima uvealnih melanoma
(120). Pritom se CD133+/Nestin+ fenotip nalazio na 3 od 8 stani€nih linija
primarnih i metastatskih melanoma oka. Kako sve tri linije potjecu od
primarnog tumora i metastaza jetre istog pacijenta, autori pretpostavljaju
kako bi u navedenim tumorima CD133 pozitivhe stanice mogle biti
ukljuCene u proces metastaziranja. Svih 8 parafinskih uzoraka pokazalo

je CD133-pozitivhe tumorske stanice koje su pretezno bile smjeStene u
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prednjem invazivnom dijelu tumora. Kako bi isklju€ili nespecifi€no bojanje
makrofaga unutar tumora autori su prikazali drugaciji, dominantno
sredis$nji smjestaj CD68-pozitivnih stanica unutar tumora, kao i
nepostojanje CD133 biljega na CD68-pozitivhim stanicama Sarenice
(120). Isti autori su u ranijem istrazivanju dokazali ekspresiju i
transkripciju izoforme CD133-1 u zdravom tkivu mreznice i pigmentnom
epitelu, te izoforme 133-2 u tkivima prednjeg segmenta oka (129). Novi
rezultati istrazivanja jetrenih metastaza bolesnika umrlin od UM potvrdili
su postojanje CD133-pozitivnih mati¢nih stanica raka u ranim fazama

razvoja metastaza (130)

1.7.2. CD117

Protoonkogen CD117 (c-kit) kodira receptor tirozin kinazu (kit) Ciji ligand
je ¢imbenik mati¢nih stanica (eng. stem cell factor, SCF), poznat i kao
steel factor ili kit-ligand. Aktivacija tirozin kinaze pokrecée niz signalnih
puteva koji su vazni za proliferaciju i prezivljenje stanica, apoptozu,
diferencijaciju te migraciju stanica (131). C-kit je vazan za razvoj
melanocita koze, hematopoetskih matic¢nih stanica, mastocita i drugih
stanica.

IstraZzivanja su pokazala ekspresiju CD117 u zdravim i tumorskim
tkivima. lako varijabilna, ekspresija je pronadena u sarkomima, plu¢nim
karcinomima malih stanica, adenoidnom cisti¢hom karcinomu te nekim
ovarijskim i karcinomima dojke (131). Ekspresija CD117 znacajno je
uCestalija kod uvealnih melanoma u odnosu na kozne melanome (132).
Ipak, pretrazivanje Pubmed baze podataka otkrilo je svega nekoliko
istrazivanja u kojima je analizirana ekspresija CD117 kod pacijenata s
UM (132,133,134,135,136). Postotak pacijenata s primarnim UM koji su
pokazivali ekspresiju CD117 u navedenim istrazivanjima bio je izmedu
63% i 87%, dok je u jednom istrazivanju ekspresija nadena kod svih
oboljelih (135). U tri istrazivanja analiziran je i prognosticki znacaj
CD117, no znacajna korelacija ekspresije CD117 s prezivljenjem ili

metastatskom boleScu nije pronadena (133,134,135).
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1.7.3. CD34

Glikoproteinski biljeg CD34 poznat je kao biljeg endotelnih stanica s
funkcijom stani¢ne adhezije. Imunohistokemijska pozitivnost na ovaj
bilieg utvrdena je kod mati¢nih stanica hematopoeze u kostanoj srzi, kod
endotelnih progenitorskih stanica te zrelih endotelnih stanica krvnih Zila,
mastocita, dendritiCnih stanica i drugdje. Ekspresija CD34 nadena je i
kod vaskularnih tumora, dijela sarkoma te, rijetko, u koznim melanomima
(237).

Kao $to je ranije navedeno, CD34 bio je jedan od prvih specifiCnih
markera koji je opisan u malenoj populaciji stanica sposobnih za
stvaranje novih tumora u imonokompromitiranom primatelju (114). U
istrazivanju Helda i suradnika pojedinacne CD34+/Cd271- melanomske
stanice formirale su nove tumore u 57% slu€ajeva, dok CD34-/CD271-
stanice i CD271+ stanice nisu formirale tumore niti kod ksenogeni¢nog
presadivanja 1000 stanica. lako su CD34+/Cd271- stanice imale
sposobnost samoobnavljanja, hovostvoreni tumori iz navedenih klonova
nisu prikazali heterogenost karakteristicnu za matiCne stanice raka (138).
Biljeg CD34 Cesto se koristi u procjeni mikrovaskularne gustoce koja je
povezana s loSim ishodom kod pacijenata s melanomima Zilnice i
cilijarnog tijela (94). U literaturi do sada nije bilo podataka o
imunohistokemijskoj analizi eventualne ekspresije CD34 u uvealnim

melanomima.
1.7.4. CD20

Billeg CD20 je fosforilirani glikoprotein na povrsini B limfocita. Analiza
genske ekspresije koznih melanoma svrstala je CD20 u skupinu 22
najvaznija gena koji odreduju agresivno ponasanje tumora (139). U
istrazivanju Schmidta i suradnika subpopulacija manje od 2% tumorskih
stanica stani¢nih linija koZnog melanoma s koekspresijom antigena
CD20 i HMW-MAA antigenom povezanim s melanomima na proto¢nom
citometru imala je sposobnost stvaranja novih melanomskih lezija nakon
presadivanja u imunodeficijentne NIH-11l miSeve. Ciljano unistenje CD20-

pozitivnih melanomskih stanica uz pomo¢ T-limfocita potpuno je
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eradiciralo stvorene tumorske lezije tijekom razdoblja pra¢enja od 36 i
viSe tjedana (118,119). Za sada nema podataka o imunohistokemijskoj
ekspresiji CD20 biljega na stanicama uvealnog melanoma.

1.7.5. CD15

Ugljikohidratni antigen CD15 ili SSEA-1 (eng. stage-specific embryonic
antigen 1) adhezijska je molekula koja nastaje djelovanjem sijalidaze na
Sialyl Lewis X ili CD15s antigen. NajCeSce se nalazi u sklopu
glikoproteina te djeluje kao medijator fagocitoze i kemotaksije na
neutrofilima. Osim $to se koristi za prepoznavanje diferenciranih
mijeloidnih stanica, CD15 je prisutan na mati¢nim stanicama ziv€anog
sustava u mozgu odraslih ljudi (140). Koristi se i u identifikaciji Reed-
Sternbergovih stanica Hodgkin limfoma, a prisutan je i u
adenokarcinomima i meduloblastomima. Istrazivanja bolesnika s
karcinomom dojke te kolorektalnim karcinomom pokazala su pozitivhu
korelaciju stanica koje izrazavaju sijalil Lewis A ili X antigen s kracim
prezivljenjem i pojavom metastaza (141,142).

U jednoj stani¢noj liniji koznog melanoma iz NCI60 panela, koji uz
melanomske stani¢ne linije uklju€uje i linije stanica hematoloskih
zlo¢udnih bolesti, karcinoma pluca, srediSnjeg ziv€anog sustava, debelog
crijeva, dojke, jajnika i prostate, 20.5% tumorskih stanica na protoénom
citometru pokazalo je ekspresiju CD15 (122). Za sada nema podataka o
ekspresiji ovog biljega na stanicama primarnih melanoma oka te

njegovom potencijalnom prognostickom znacaju.
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2. HIPOTEZA

Uzorci melanoma srednje ocne ovojnice izrazavaju biljege maticnih
stanica raka CD133, CD117, CD34, CD20 i CD15 ¢ija je pozitivha
ekspresija obrnuto proporcionalna s prezivljenjem bolesnika s uvealnim

melanomom.
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3. CILJEVI RADA
3.1 Opéi i specifiéni ciljevi istrazivanja

OPCI CILJ: utvrditi postojanje subpopulacija tumorskih stanica primarnih
uvealnih melanoma na osnovi potencijalnih imunohistokemijskih biljega
mati¢nih stanica raka te utvrditi korelaciju ekspresije navedenih biljega s

prezivljenjem.

SPECIFICNI CILJEVI:
1) Ponovno klasificirati obradene melanome oka prema modificiranoj

Callenderovoj klasifikaciji.

2) Ispitati imunohistokemijsku ekspresiju billega CD133, CD117, CD34,

CD20 i CD15 na tumorskim stanicama uvealnih melanoma.

3) Utvrditi postoiji li korelacija ekspresije navedenih biliega s morfoloSkim

tipom tumora i najve¢im promjerom tumora.

4) Utvrditi postojanje korelacije ekspresije navedenih biljega s klini¢kim

parametrima (dob, ukupno prezivljenje i prezivljenje bez znakova bolesti).

25



4. BOLESNICI I METODE

4.1 Ispitanici

Retrospektivno istrazivanje provedeno je na parafinskim uzorcima tkiva
bolesnika s histoloSki potvrdenim primarnim melanomima zilnice i
cilijarnog tijela koji se Cuvaju u Klinickom zavodu za patologiju i citologiju
KBC-a Zagreb. Uzorci tkiva uklopljeni su u parafin nakon operativnih
zahvata enukleacije o¢nih jabucica na Klinici za o€ne bolesti KBC-a u
razdoblju od 1979. do 2000. godine. Patohistoloski i klini¢ki podaci
prikupljeni su na temelju klinickog pregleda mjesta enukleacije i zdravog
oka, podataka Registra za rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo te
medicinske dokumentacije iz arhiva navedenih klinika.

Patohistoloski kriteriji za uklju€enje u studiju bili su:

1. adekvatan materijal u arhiviranim parafinskim kockama

2. podatak o najvecem promjeru tumora (LTD) prije uklapanja u parafin
3. Klini€ki kriteriji koji ukljuCuju postojanje podataka o spolu bolesnika,
dobi pri dijagnozi te datum posljednjeg kontakta s najkra¢im razdobljem
pracenja od 7 godina.

4. bolesnici koji nisu primili terapiju prije enukleacije.

Navedene patohistoloske i kliniCke kriterije zadovoljilo je 40 bolesnika
enukleiranih u razdoblju od 1985. do 2000. godine. Dodatnih devet
bolesnika isklju¢eno je iz istrazivanja zbog slijededih razloga: a) kod 6
bolesnika tikvo nije bilo adekvatno za imunohistokemijske postupke zbog
loSe fiksacije ili premalo tumorskog tkiva dostupnog analizi, (b) za dva
tumora utvrden je smjestaj u Sarenici, (c) izraZzena nekroza onemogucila
je evaluaciju kod jednog bolesnika. U zavr$nu analizu ukljuéen je 31

bolesnik.
4.2 Materijal i metode

4.2.1 Reklasifikacija dijagnoza

Reklasifikacija dijagnoza melanoma oka napravljena je na histoloskim
preparatima obojenim standarnom hemalaun-eozin metodom u skladu s

modificiranom Callenderovom klasifikacijom. Tumori koji se sastoje samo
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od vretenastih stanica klasificirani su kao melanomi vretenastih stanica,
tumori koji sadrze i vretenaste i epiteloidne stanice kao mjeSoviti
melanomi (slika 1), dok su tumori s viSe od 50% epiteloidnih stanica
klasificirani kao epiteloidni melanomi.

oo ity . AN TN
Slika 1. MjeSoviti tip uvealnog melanoma, bojenje H&E, povecanje 400x

4.2.2 Imunohistokemija i analiza ekspresije biljega

Imunohistokemijska bojanja napravljena su u laboratoriju Klini¢kog
zavoda za patologiju i citologiju KBC-a Zagreb. Imunohistokemijska
obrada s protutijelima CD20, CD34 i CD117 napravljena je na
automatskom uredaju DAKO autostainer, dok je bojanje C15i CD133
ucinjeno ru¢no prema standardnom imunohistokemijskom protokolu.
Uzorci tkiva fiksirani su u 10% puferiranom formaldehidu, dehidrirani u
alkoholnom nizu i uklopljeni u parafinske blokove. Debljina dobivenog
tkivnog reza bila je 4 um. Demaskiranje antigena (eng. antigen retrieval)
napravljeno je u aparatu PT LINK na 97°C tijjekom 20 minuta. Primarna
misja monoklonalna protutijela CD15 (klon za epitop Carb-3, razrjedenje
1:30, Dako, Glostrup, Denmark), CD20 (klon za L26, 1:200, Dako), CD34

27



(klon QBend 10, 1:50, Dako), CD133/1 (klon AC133, razrjedenje 1:50,
Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Njemacka) te poliklonsko zecje
protutijelo CD 117 (1:300, Dako) inkubirana su 45 minuta na sobnoj
temperaturi. Kako bi se sprijecila endogena peroksidazna aktivnost,
rezovi su inkubirani 10 minuta u 0,3% vodikovom peroksidu. Za
vizualizaciju je koriSten DAKO Envision Flex Plus SISTEM. Kompleks
protutijela i antigena vizualiziran je kromogenom 3-amino-9-
etilkarbazolom (AEC) te 3,3'-diaminobenzidin hidrokloridom (DAB). Dva
vizualizacijska protokola koristena su zbog moguce interferencije
endogenog pigmenta s detekcijom DAB kromogena u melanomskim
uzorcima (143,144). Kako bi se saCuvali epitopi, nije primijenjeno
izbjeljivanje uzoraka $to je za posljedicu imalo iskljuCenje 5 izrazito
pigmentiranih melanoma obojanih DAB kromogenom iz konacne analize.
|z analize je takoder iskljuen jo$ jedan pacijent u skupinama bojanim
AEC kromogenom sa CD15 i CD133 protutijelima, te dodatnih 8
pacijenata (ukupno 9) u skupini bojanoj AEC kromogenom sa CD133
protutijelom zbog potroSenog materijala tumora u parafinskim kockama
najvecim dijelom kod bolesnika u kojih su enukleacija i fiksacija uzoraka
napravljene prije 1993. godine.

Rezovi su kontrastno obojani u hematoksilinu. Pozitivne i negativne
kontrole koristene su prilikom svakog bojenja.

Ekspresija biljega utvrdena je od strane doktoranta uz superviziju
mentora svjetlosnim mikroskopom (Olympus BX-41) tehnikom
semikvantitativne analize.

Rezultati imunohistokemijskog bojenja izraZeni su semikvantitativnhom
metodom, i to: nema obojenja u tumorskim stanicama (-); do 10%
tumorskih stanica ima pozitivhu reakciju, slabo pozitivha reakcija (+); od
10 do 50% tumorskih stanica pozitivno, umjereno pozitivna reakcija (++);
vise od 50% tumorskih stanica pozitivno, jako pozitivna reakcija (+++)
Za potrebe statistiCke analize uzorci su podijeljeni na skupinu s
pozitivnom ekspresijom biljega, u kojima je vise od 10% tumorskih
stanica pokazivalo ekspresiju ispitivanih biljega, te negativnu skupinu bez

znacajnije ekspresije biljega (134).
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4.2.3 Statisticke metode

Povezanost ekspresije ispitivanih biljega s morfoloskim tipom tumora
analizirana je Fisherovim egzaktnim testom. Odnos ekspresije ispitivanih
biljega s najve¢im promjerom tumora i dobi analiziran je Studentovim t-
testom (145). Primarni ishod bio je ukupno opce prezivljenje (OP), dok su
sekundarni ishodi bili 5-godiSnje opce preZivljenje, te ukupno i 5-godisSnje
prezivljenje specificno za bolest (SP). Opca i za bolest specificna
prezivljenja odredivana su od trenutka postavljanja dijagnoze do smrti
(dosegnut primarni ishod ili cenzurirano) ili posljednjeg kontakta
(cenzurirano) i prikazana Kaplan-Meierovoim krivuljama prezivljenja
(146). Povezanost izmedu ekspresije biljega s ishodima analizirana je uz
pomoc¢ log-rank testa. Univarijatna i multivarijabilna Cox-ova regresija
koriStena je za analizu utjecaja rizi¢nih ¢imbenika na OP i SP (145). Cox-
ova regresijska analiza prikazana je regresijskim koeficijentom (b),
standardnom devijacijom regresijskog koeficijenta (SD(b)) i omjerom
rizika (HR) s 95% intervalom pouzdanosti (CI). P vrijednosti manje od
0,05 smatrane su statistiCki znacajnima. U analizi i grafickom prikazu
koriStena je aplikacija IBM SPSS Statistics V.21 (IBM, Armonk, USA).
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5. REZULTATI

5.1 Demografske i klinickopatoloSke karakteristike

U istraZivanju je sudjelovao ukupno 31 pacijent, od kojih 16 Zena (52%) i
15 muskaraca (48%) oboljelih od melanoma Zilnice i cilijarnog tijela.
Prosje€na dob pri postavljanju dijagnoze bila je 59.2 godine (SD 13.7), a
medijan dobi 63 godine. Najmladem pacijentu melanom je dijagnosticiran
s 29 godina, a najstarijem s 85 godina Zivota. Kod sedam bolesnika
(23%) naden je melanom vretenastih stanica, kod njih 19 (61%) mjeSoviti
tip, dok je epiteloidni histolo$ki tip tumora naden kod 5 (16%) bolesnika
(tablica 2).

Prosje¢ni LTD tumora bio je 16 mm (SD 3.65 mm). Ukupno 14 (45%)
bolesnika imalo je najveéi promjer tumora prije fiksacije od 10 do 15 mm,
kod 6 (19%) bolesnika promjer je bio od 15.1 do 18 mm, dok je kod 11
(36%) bolesnika promjer bio veci od 18 mm. Pigmentirani dio zauzimao
je manje od 1/3 analiziranog tumorskog tkiva kod 9 (29%) oboljelih, do
2/3 tumora kod 21-og (68%) oboljelog, dok je viSe od 2/3 tumora
zauzimao kod jednog (3%) bolesnika. Cetiri (13%) analizirana tumora
zahvacala su cilijarno tijelo, a limfocitna infiltracija bila je prisutna kod 6
(19%) bolesnika (tablica 2).

Prosje¢no vrijeme pracéenja bilo je 8.7 godina (SD 5.6, raspon od 0.5 do
22 godine). Za vrijeme pracenja 20 bolesnika je umrlo (65%), od kojih je

17 (55%) umrlo zbog metastatske bolesti (tablica 2).
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primarnim melanomom Zilnice i cilijarnog tijela

Tablica 2. Demografske i histopatoloSke karakteristike 31 bolesnika s

Karakteristike Broj (%)
Dob (godine) medijan 63
prosjek (raspon) 59.2 (29-85)
Dobna <60 13 (42%)
rapodjela
(godine) >60 18 (58%)
Spol muskarci 16 (52%)
zene 15 (48%)
Histoloski tip vretenasti 7 (23%)
mjeSoviti 19 (61%)
epiteloidni 5 (16%)
10-15 mm 14 (45%)
Najveci
promjer 15.1-18 mm 6 (19%)
tumora (LTD)
>18 mm 11 (36%)
niska (<1/3 tumora) 9 (29%)
Pigmentiranost
tumora srednja (<1/3 do 2/3 21 (68%)
tumora)
velika (>2/3 tumora) 1 (3%)
Zahvacéenost da 4 (13%)
cilijarnog tijela
ne 27 (87%)
Limfocitna prisutna 6 (19%)
infiltracija
nije prisutna 25 (81%)
Zivi 11 (36%)
Prezivljenje
umrli 20 (64%)
Zivi + umrli (od drugih 14 (45%)
uzroka)
Umrli (od uvealnog 17 (55%)

melanoma)
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5.2 Ekspresija imunohistokemijskih biljega

Tumorske stanice s pozitivnom imunohistokemijskom reakcijom (>10%
tumorskih stanica) na CD15 i CD133 prikazivale su pretezno
citoplazmatski tip pozitivnosti, dok su stanice pozitivnhe na CD117
pokazivale pretezZno membransku pozitivhost. Zbog iskljucenja najjace
pigmentiranih melanoma iz zavr$ne analize ukupni broj bolesnika €iji su
uzorci bili obojani sa CD15 i CD117 protutijelima uz koriStenje DAB
kromogena bio je 26. Zbog nemogucnosti analize tumorskog materijala
koji je potroSen prilikom rezanja parafinskih kocaka ukupan broj
bolesnika ¢iji su uzorci bili obojani s CD15 i CD133 protutijelima uz
koristenje AEC kromogena bio je 30 i 22 (tablica 3).

Ekspresija biljega CD15 bila je prisutna u 3 od 30 (10%) uzoraka kada je
koristen AEC te kod 6 od 26 (23%) uzoraka kada je koristen DAB

kromogen (slika 2, tablica 3).

Slika 2. Prisutnost billega CD15 vidi se kao blago crveno obojenje
citoplazmi tumorskih stanica, AEC kromogen, povec¢anje 400x
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Billeg CD117 bio je pozitivan kod 12 od 31 (39%) uzorka kada je koristen
AEC, te kod 14 od 26 uzoraka (54%) kada je koriSten DAB (slika 3).
Ekspresija CD133 bila je pozitivha kod 16 od 22 (73%) uzorka uz

koristenje AEC kromogena (tablica 3).

Tablica 3. Imunohistokemijska ekspresija biljega CD15, CD117 i CD133
uz koristenje kromogena AEC - 3-amino-9-etilkarbazol i DAB - 3,3'-

diaminobenzidin hidroklorid.

Ekspresija biljega Broj bolesnika Ukupan broj
(%) bolesnika

CD15 AEC pozitivna (>10%) 3 (10%)

negativha 27 (90%) 30*
CD15 DAB pozitivna (>10%) 6 (23%)

negativna 20 (77%) 26**
CD117 AEC pozitivna (>10%) 12 (39%)

negativna 19 (61%) 31
CD117 DAB pozitivna (>10%) 14 (54%)

negativna 12 (46%) 26**
CD133 AEC pozitivna (>10%) 16 (73%)

negativna 6 (27%) 22*

* ukupan broj bolesnika ¢iji su uzorci bili obojani uz koristenje AEC kromogena
u skupini koja je analizirana sa CD15 protutijelom bio je 30, a u skupini sa
CD133 protutijelom 22 zbog potroSenog tumorskog materijala.

**zbog isklju€enja najjace pigmentiranih melanoma ukupni broj bolesnika Ciji
uzorci su bili obojani sa CD15 i CD117 protutijelima koriste¢i DAB kromogen bio
je 26.
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Slika 3. Membranski pozitivna reakcija imunohistokemijskim bojenjem

na CD117, DAB kromogen, povecéanje 400x

Imunohistokemijskom analizom biljega CD20 i CD34 nije dokazana
njihova ekspresija na uzorcima melanoma bez obzira na vrstu

kromogena koji je koristen.

U tablici 4. prikazana je distribucija semikvantitativne procjene
imunohistokemijske ekspresije billega CD15, CD117 i CD133 na
stanicama tumora prema ranije opisanim kriterijima. OcCekivano, veéi broj
uzoraka bojanih DAB kromogenom pokazivao je umjereno i jako
pozitivnu ekpresiju istog antigena u usporedbi s uzorcima bojenih AEC
kromogenom. Broj uzoraka bojanih AEC kromogenom sa slabom
ekspresijom biljega pritom je za isti antigen bio vedi ili jednak broju
uzoraka bojanih DAB kromogenom. Broj uzoraka u pojedinim
podskupinama bio je premalen statistiCku analizu povezanosti s drugim

patohistoloskim i kliniCkim parametrima.
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Tablica 4. Semikvantitativha analiza imunohistokemijske ekspresije
billega CD15, CD117 i CD133.

Ekspresija Broj pacijenata (%)

CD15 CD15 CD117 CD117 CD133

AEC DAB AEC DAB AEC
negativna (-) 27 20 19 12 6

(90,0) (76,9) (61,3) (46,2) (27,3)
slabo pozitivna 1 1 4 1 3
(+) (3,3 (3,9 (12.9) (3,9 (13,6)
umjereno 2 3 3 5 3
pozitivha (++) (6,7) (11,5) (9,7) (19,2) (13,6)
jako pozitivha 0 2 5 8 10
(+++) (0,0) (7,7) (16,1) (30,8) (45,5)
UKUPNO 30* 26** 31 26** 22*

* ukupan broj bolesnika €iji su uzorci bili obojani uz koristenje AEC kromogena
u skupini koja je analizirana sa CD15 protutijelom bio je 30, a u skupini sa
CD133 protutijelom 22, zbog potroSenog tumorskog materijala.

**zbog isklju€enja najjae pigmentiranih melanoma ukupni broj bolesnika Ciji
uzorci su bili obojani sa CD15 i CD117 protutijelima koriste¢i DAB kromogen bio
je 26.

Postoji statistiCki znaCajna razlika u ekspresiji billega CD133 AEC izmedu
razli€itih histoloskih tipova tumora (p=0,045). ViSe uzoraka tumora
vretenastog (100%) i mjeSovitog (77%) tipa izrazavalo je CD133 AEC,
dok je epiteloidni tip izraZzavalo manje (25%) CD133 AEC pozitivnih
uzoraka.Kod drugih analiziranih biljega nije nadena znacajna razlika u
ekspresiji izmedu razli€itih histoloskih tipova.

Uzorci koji su pokazivali ekspresiju CD117 uz koristenje DAB i AEC
kromogena imali su znacajno vedéi prosjecni promjer tumora (p=0.009 i
p=0.003) u usporedbi s uzorcima koji nisu pokazivali ekspresiju ovog
biljega. Povezanost ekspresije drugih ispitivanih biljega s LTD-om nije
nadena. Jednako tako, analizom ekspresije svih biljega nije nadena

znacajna razlika u prosjecnoj dobi pacijenata s tumorima.
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5.3 Analiza prezivljenja

Prosjeéno vrijeme pracenja bolesnika uklju€enih u istrazivanje bilo je 8
(SD 5.6) godina. Petogodidnje OP bilo je 67,7% (SD 8,4%, slika 4), a
petogodisnje SP 66,1% (SD 9,2%). Analiza Kaplan-Meierovih krivulja
pokazala znacajno krace ukupno OP (p=0,005, slika 5A) i SP (p=0,009,
slika 5B) te 5-godiSnje OP (log-rank, p=0,001, slika 6A) i SP (P=0,006,
slika 6B) kod pacijenata s ekspresijom CD117 kada je AEC koristen kao
kromogen. Nije bilo znaCajne razlike u preZivljenju kada je za CD117
koristen DAB kao kromogen. Analiza Kaplan-Meierovih krivulja nije
pokazala utjecaj ekspresije CD15 i CD133 na OP i SP bez obzira na

kromogen koji je upotrijebljen.

Survival Function
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Slika 4. Kaplan-Meierova krivulja ukupnog opc¢eg prezivljenja (OP) za 31-
og pacijenta s melanomom Zilnice i cilijarnog tijela

(y — kumulativna stopa prezivljenja; x — vrijeme pracenja u godinama).
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Survival Functions
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Slika 5. Kaplan-Meierove krivulje ukupnog OP (slika 5A) i SP (slika 5B)

pacijenata s melanomom Zilnice i cilijarnog tijela s obzirom na CD117

AEC pozitivhe (zelena crta, N=12) i CD117 AEC negativne (plava crta,
N=19) uzorke.
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Slika 6. Kaplan-Meierove krivulje 5-godiSnjeg opéeg preZivljenja (slika
6A) i 5-godiSnjeg prezivljenja specificnog za bolest (slika 6B) pacijenatas
melanomom Zilnice i cilijarnog tijela s obzirom na CD117 AEC pozitivhe

(zelena crta, N=12) i CD117 AEC negativne (plava crta, N=19) uzorke.
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Od 13 demografskih i histopatoloskih varijabli koje su prikazane u
tablicama 2 i 3, univarijatna analiza otkrila je znacajnu povezanost
izmedu dobi (p=0,038), epiteloidnog histoloskog tipa tumora (p=0,005,
slika 7A), LTD-a >18 mm (p=0,016), pozitivhe reakcije na CD117 AEC
(p=0,008) s op¢im prezivljenjem. Jednako tako nadena je i povezanost
izmedu dobi (p=0,043), epiteloidnog histoloskog tipa (p=0,013, slika 7B) i
pozitivne reakcije na CD117 AEC (p=0,014) s prezivljenjem specificnim

za bolest.
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Slika 7. Krivulje povezanosti histoloSkog tipa tumora s opéim
prezivljenjem (A) i preZivljenjem specificnim za bolest (B) prema Cox-
ovoj regresiji (plava crta: vretenasti tip - V, zelena crta: mjeSoviti tip — M,

smeda crta: epiteloidni tip — E).
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Ekspresija CD117 zadrzala je zna€ajnost i u multivarijatnoj analizi za OP
nakon prilagodbe za histoloski tip i dob (tablica 5), te za SP nakon
prilagodbe za histoloski tip, dob, spol, limfocitnu infiltraciju i zahvacenost
cilijarnog tijela (tablica 6).

Pacijenti s ekspresijom CD117 na uzorcima s AEC kromogenom imali su
4.13 puta veci rizik (p=0,017, 95% interval pouzdanosti od 1,289 do
13,223) od smrtnog ishoda u usporedbi pacijentima €iji melanomi nisu
pokazivali ekspresiju CD117 AEC (tablica 6). U navedenom modelu, dob
je grani¢no utjecala na SP uz povecanje omjera rizika za 4,3% svake
godine (p=0,048, 95% interval pouzdanosti od 1,000 do 1,087, tablica 6).

Tablica 5. Model Cox-ove analize regresije opceg preZivljenja s obzirom

na ekspresiju biliega CD117, histoloSki tip melanoma i dob.

Varijabla B SD HR p 95% ClI

CD117AEC 1,35 0,52 3,85 0,009 | 1,40do 10,60

vretenasti tip 0,114

0,22 0,68 1,25 0,744 | 0,39do 4,76

mjesSoviti tip
T 1,39 | 0,82 4,03 0,090 | 0,80 do 20,24
epiteloidni tip
0,04 | 0,02 1,04 0,102 | 0,99to 1,09
Dob

B- koeficijent regresije, SD — standardna devijacija koeficijenta regresije,
HR — omjer rizika, 95% CI - 95% intervali pouzdanosti, p<0,05 je

statistiCki znaCajan
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Tablica 6. PrognosticCki utjecaj ekspresije biliega CD117, histoloSkog tipa
melanoma, dobi, spola, limfocitne infiltracije te zahvacenosti cilijarnog

tijela na prezivljenje specificno za bolest (Cox-ova regresijska analiza).

B SD HR p 95% CI
Varijabla
CD117AEC 1,42 ,59 4,13 ,017 11,292t20
vretenasti tip 393
e 1,27 1,10 3,55 ,251 0,41 to
mjesSoviti tip 31.00
T 1,61 1,18 5,03 172 0,490
epiteloidni tip 50 99
,04 ,02 1,04 ,048 1,00 to 1,09
Dob
-1,02 ,69 ,36 ,137 0,09t0 1,38
Spol
Wirfastine ,03 74 1,03 971 0,24 to 4,35
infiltracija
Zahvacenost ,04 ,91 1,04 ,967 0,17 t0 6,22
cilijarnog tijela

B- koeficijent regresije, SD — standardna devijacija koeficijenta regresije,
HR — omijer rizika, 95% CI - 95% intervali pouzdanosti, p<0,05 je statisticki

znacajan
Jedini marker koji je pokazao statistic¢ki znacajnu korelaciju s OP i SP u

Cox-ovoj regresijskoj analizi je bilieg CD117 uz koristenje AEC

kromogena, dok ostali biljezi nisu bili statistiCki znacajni.
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6. RASPRAVA

Dugo razdoblje do pojave metastatske bolesti nakon primarnog tretmana
uvealnog melanoma i slab odgovor metastaza na lije¢enje
konvencionalnom sustavnom kemoterapijom (1) posljednjih su godina
ponovno potaknuli zanimanje za teorijom maticnih stanica raka. Ova
teorija trebala bi posluziti kao osnova za razumijevanje mehanizama
nastanka i diseminacije tumorskih stanica, kao i u pronalasku novih
usmijerenijih nacina lije€enja UM (4,116,136). Metastaze uvealnog
melanoma u pravilu se Sire hematogeno Sto UM ¢ini jednostavnim
dihotomnim modelom za istrazivanje razliCitih potencijalnih prognostickih
faktora u malim kohortama pacijenata. Pretpostavlja se kako je razlog
nemogucnosti limfogenog Sirenja metastaza UM nedostatak limfne
drenaze u neupaljenoj srednjoj ocnoj ovojnici (147).

U svom istraZivanju, Schmidt i suradnici dokazali su postojanje
subpopulacije stanica UM s pove¢anom otporno$¢u na kemoterapiju koja
moze odrzavati progresiju tumora (118). Pretpostavlja se da takve
malene skupine stanica mogu pokrenuti nastanak i progresiju tumora
oponasajuci pritom otpornost zdravih mati¢nih stanica na citotoksi¢ne
lijekove i radijaciju $to opravdava naziv mati¢ne stanice raka (110).

Do danas su opisani brojni potencijalni biljezi mati¢nih stanica raka, no
nije naden jedinstveni imunohistokemijski biljeg koji bi bio prisutan u svim
ili ve€ini solidnih tumora. U ovoj studiji istrazili smo ekspresiju i
prognosticki znacaj potencijalnih biljega mati¢nih stanica raka CD15,
CD20, CD34, CD117 i CD133 kod melanoma srednje o¢ne ovojnice. lako
Su u ovoj seriji samo dva melanoma nastala u Sarenici, zbog znacajno
povoljnijeg klinickog tijeka i prognoze melanoma Sarenice (3), kona¢na
imunohistokemijska i statisticka analiza napravljena je samo na
melanomima Zilnice i cilijarnog tijela.

Na tumorskim stanicama bolesnika dokazana je imunohistokemijska
ekspresija biljega CD15, CD117 i CD133. Prema nasem saznanju
temeljenom na pregledu Pubmed baze podataka, prije istraZivanja koje je
predmet ove disertacije ekspresija biljega CD15 nije dokazana kod

pacijenata s uvealnim melanomom. U nasem istraZivanju po prvi puta
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smo na uzorcima melanoma Zilnice i cilijarnog tijela kod 10 do 23%
pacijenata dokazali ekspresiju CD15 uz primjenu AEC ili DAB
kromogena. U ranijim istrazivanjima preZivljenja pacijenata s
kolorektalnim karcinomom i karcinomom dojke dokazana je povezanost
ekspresije CD15 s loSim ishodom, §to dio autora objasnjava moguc¢om
ulogom sijalil Lewis X antigena u medudjelovanju diseminiranih
tumorskih stanica i endotelnih stanica oboljelih (141,142). NasSi razultati
nisu pokazali povezanost izmedu ekspresije CD15 i preZivljenja, no broj
pacijenata s ekspresijom CD15 u naSem istrazivanju bio je razmjerno
malen.

Ekspresija i prognosti¢ka vrijednost biljiega CD117 dobro je opisana kod
brojnih karcinoma u ljudi s razliCitim i Cesto kontradiktornim rezultatima
(148). Pregledom literature dostupne na PubMed bazi podataka pronasli
smo tri istraZzivanja koja su istrazila ekspresiju i prognosti¢ki znac¢aj biljega
CD117 u uvealnim melanomima (133,134,135). U navedena tri
istrazivanja, kao i u naSem istrazivanju, OP i SP bila su kra¢a u
usporedbi s velikim epidemioloskim studijama (4) Sto je bilo i oekivano
jer su uzorci tumora prikupljeni enukleacijom koja se uglavnom izvodi kod
tumora s ve¢im promjerom baze s loSijom prognozom.

U nasSem istrazivanju pokazali smo znacajnu povezanost ekspresije
CD117 s opéim i za bolest specifi€énim preZivljenjem u uzorcima UM
obojanim AEC kromogenom. Navedeni rezultat u suprotnosti je s
podacima iz tri navedene studije (133,134,135). Kako su prikupljeni
osnovni demografski podaci bili razmjerno sli€ni u svim istrazivanjima,
navedena razlika moze se objasniti razliCitim imunohistokemijskim
tehnikama i nacinima fiksacije. Naime, poznato je kako razli€ite tehnike
obnavljanja antigena i razrijedenja, kao i arbitrarne grani¢ne vrijednosti
mogu utjecati na interpretaciju imunohistokemijskih rezultata (149).
Navedena varijabilnost moZe objasniti i razlike u proporcijama CD117-
pozitivnih tumora u istaZivanjima. Postotak pacijenata koji su pokazivali
ekspresiju CD117 s DAB kromogenom u istraZivanju s najve¢om
skupinom pacijenata bio je 63% (134) Sto je nesto viSe nego u naSem
istrazivanju. U istom istrazivanju postotak CD117-pozitivnih uzoraka bio

je visi (88%) kada je koridtena western blot tehnika na svjeZze smrznutim
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uzorcima tumora, $to potvrduje razliCite pragove detekcije istog antigena
kod primjene razliCitih metoda.

Rezultati istrazivanja ukazuju i na jasnu razliku u ekspresiji i
prognostickom znacaju biliega CD117 kod upotrebe razli€itih kromogena.
Naime, kao i u istrazivanju All-Ericsson i suradnika, nismo pronasli
znacajnu korelaciju biljega CD117 s prezivljenjem kada smo koristili DAB
kromogen. Mozemo pretpostaviti kako su ove razlike posljedica vece
specificnosti i manje osjetljivosti bojanja AEC-om, posebno s obzirom na
¢injenicu da su svi AEC-pozitivni uzorci u nasem istrazivanju bili pozitivni
i kada je koristen DAB kromogen. Koristenje crvenog kromogena
preporucuje se za imunohistokemijsku analizu melanoma zbog moguce
interferencije endogenog smedeg pigmenta s detekcijom antigena kod
koriStenja DAB kromogena (143,144). Izbjeljivanje melanina kod uzoraka
obojanih DAB kromogenom nismo Koristili kako bi izbjegli dodatne
promjene u ekspresiji antigena. Zbog toga su izrazito pigmenitrani uzorci
u serijama s DAB kromogenom isklju€eni iz zavrSne analize. Moguci
utjecaj ovog iskljucenja na konacan rezultat pritom ne bi trebao biti
znacajan jer u naSem istrazivanju stopa pigmentiranosti nije korelirala s
prezivljenjem. U treCem istraZivanju, Luke i suradnici nisu pronasli
prognosti¢ku vrijednost uzoraka s jakom ekspresijom CD117 u usporedbi
s uzorcima sa slabom ekspresijom. U navedenoj studiji analizu otezava
Cinjenica da su svi UM pokazivali ekspresiju CD117.

Zanimljivo, Kaplan-Meierove krivulje prezivljenja skupina bolesnika s
CD117-pozitivnim i CD117-negativnim melanomima Zilnice i cilijarnog
tijela u istrazivanju Mouriauxa i suradnika, koji su takoder koristili AEC
kromogen, bile su takoder razmjerno slicne krivuljama prezivljenja
pacijenata s obzirom na CD117 AEC-pozitivhost tumora u nasem
istrazivanju. U navedenom istrazivanju stopa prezivljenja nakon 87
mjeseci bila je 25% za CD117-pozitivne pacijenate i 78% za pacijente
bez ekspresije CD117, §to je usporedivo s 33% i 78% stopom
prezivljenja u nasem istrazivanju. Razlika u stopama preZivljenja u istom
istraZivanju nije dosegla statisticku znacajnost, no nadena je znacajna
povezanost ekspresije CD117 s mitotskom aktivho$¢u tumorskih stanica

(133). U nasSem istrazivanju mitotska aktivnost nije analizirana, no
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ekpresija CD117 uz upotrebu oba kromogena znacajno je korelirala s
najvecim promjerom baze tumora, jednim od najvaznijih patohistoloskih
prognostickih ¢imbenika za UM (69).

Antigen CD133 pokazao je pozitivhu ekspresiju uz upotrebu AEC
kromogena kod 73% oboljelih u nasem istrazivanju, no njegova
ekspresija nije znacajnije korelirala s op¢im ili za bolest specificnim
prezivljenjem. Moguci razlog nepostojanja statistiCki znacajne
povezanosti je i maniji broj uzoraka dostupnih za konacnu analizu, njih
ukupno 22. Naime, imunohistokemijsko bojanje nije bilo adekvatno kod 9
uzoraka, pretezno fiksiranih prije 1992. godine uz upotrebu nepuferiranog
formalina. Buduéa istrazivanja na ve¢em uzorku oboljelih od UM trebala
bi ponuditi odgovore na mogucu prognosticku i terapijsku vrijednost
biliega CD133, posebno u svjetlu novijih istrazivanja koja su potvrdila
postojanje pojedinacnih stanica s ekspresijom CD133 u poc¢etnim
oblicima metastaza u jetri kod bolesnika umrlih od UM (130).

Nakon viSe desetljeca stagnacije u prevenciji i tretmanu metastatskog
UM (136) nedavni napredak u molekularnim tehnikama daje razloge za
optimizam. To se u prvom redu odnosi na rezultate analize profila genske
ekspresije ili GEP-a koja se pokazala boljim prognosti¢kim pokazateljem
u odnosu na klinicku TNM klasifikaciju te klasi€ne citogenetske metode
Ciji je glavni nedostatak neravnomjerna raspodjela citogenetskih
promjena unutar tumora (104).

Imunohistokemijska analiza tumorskih biljega Siroko je dostupna i
omogucuje vizualizaciju smjestaja pojedinih antigena unutar tkivne
morfologije. Ipak, kod oboljelih od UM s imunohistokemijskom
ekspresijom CD117 nije zamjecen klini¢ki odgovor na lijeCenje imatinib
mesilatom, inhibitorom tirozin kinaze (131). Pretpostavlja se kako je
razlog slaboj klini¢koj ucinkovitosti imatinib mesilata malena u€estalost
(1% do 11%) aktiviraju¢ih mutacija KIT gena kod o¢nih melanoma te
slaba korelacija KIT mutacija i imunohistokemijske ekspresije CD117
(132). Pretpostavlja se kako je imunohistokemijska ekspresija CD117
kod UM u vecini sluajeva posljedica autokrine stimulacije ¢imbenikom
mati¢nih stanica (SCF) te konstitucijskom fosforilacijom receptora
(132,134).
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Nedavni napredak u razumijevanju genetskih i molekularnih
mehanizama u razvoju uvealnih melanoma dao je novi poticaj
istraZivanjima ciljanih lijekova na nastanak i razvoj metastatske bolesti.
Za razliku od kozZnih melanoma, kod kojih MAPK (eng. mitogen-activated
protein kinases) i druge vazne signalne puteve aktiviraju pretezno
mutacije gena BRAF i RAS, uvealne melanome karakteriziraju toCkaste
mutacije u dijelovima gena koji kodiraju za a-podjedinice G-proteina
GNAQ i GNA11 (150). Ove dvije medusobno isklju¢ujuée mutacije
prisutne su kod viSe od 80% oboljelih od UM (151). Prisutnost GNAQ
mutacije u svim stadijima UM ukazuje na Cinjenicu da su ove mutacije
rani dogadaiji u malignoj progresiji (152), za raziku od mutacija gena
BAP1 koje se pojavljuju kasnije u progresiji bolesti i povezane su s
razvojem metastatske bolesti (153).

Bolje poznavanje signalnih puteva i njihovog medudjelovanja u uvealnim
melanomima omogucilo je novi uvid u razloge dosadasnjih slabih
klini¢kih rezultata imatiniba i drugih sustavnih lijekova, primjenjenih bilo
kao adjuvantna terapija ili nakon pojave metastaza. Zbog toga se
istrazivanja usmjeravaju na lijekove koiji ciljaju nizvodne efektore

MAPK, PI3K/Akt/mTOR te u manjoj mjeri YAP signalnih kaskada kod
uvealnih melanoma s GNAQ/GNA11 mutacijama. U tijeku su ili se
planiraju I. ili . faza klinickih istrazivanja lijekova koji inhibiraju PKC
(sotrastaurin), MEK (selumetinib), PI3K/Akt (LY294002), mTOR kinaze
(AZD8055), c-Met receptor (carbozantinib), kao i njihove kombinacije kod
oboljelih od UM (153,154,155). Primjena kombinacije lijekova inhibitora
MEK i PI3K bila je u€inkovitija u indukciji apoptoze u stani¢nim linijama
melanoma s GNAQ/11 mutacijama od monoterapije inhibitorima MEK ili
PI3K. Stovise, kod monoterapije je primjeéena obrnuta korelacija u
MAPK i AKT fosforilaciji ovisno o lijeku (156). Sinergijski uinak na
Sirokom spektru in vitro i in vivo modela UM pokazala je i kombinacija
PI3K inhibitora GDC0941 i mTOR inhibitora Everolimusa (157). U istom
istraZivanju potvrdena je reaktivacija AKT izazvana monoterapijskom
inhibicijom mTORC1 kompleksa koji sadrzi mTOR kinazu. Autori
pretpostavljaju da se u ovom slucaju radi o mehanizmu povratne sprege

koji djeluje preko receptora tirozinske kinaze. Rezultati ovih i brojnih
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drugih istrazivanja proteklih godina poti€u sve vedéi broj svjetskih
onkolo$kih centara da visokorizicne bolesnike uklju€uju u istraZivanja s
novim ciljanim terapijama koje tako ve¢ postaju standardi u lije€enju
oboljelih od uvealnog melanoma (158).

U analiziranim uzorcima osoba oboljelih od melanoma srednje oCne
ovojnice lijeCenih na KBC Zagreb nasli smo pozitivhu ekspresiju biljega
mati¢nih stanica raka CD15, CD117 i CD133, pri cemu ekspresija CD15
dosada nije opisana u literaturi. Ekspresija billega CD15 u ovom
istrazivanju nije korelirala s prezivljenjem, no utvrdena je povezanost
ekspresije biljega CD117 i prezivljenja u istoj skupini bolesnika kada je
koriSten AEC kromogen. Buduca istraZivanja trebala bi utvrditi prakticnu
vrijednost navednih imunohistokemijskih biljega i komplementarnih

molekularnih postupaka u novim dijagnosti¢kim i terapijskim protokolima.
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7. ZAKLJUCCI

¢ Dio uzoraka melanoma srednje oCne ovojnice izrazava potencijalne
imunohistokemijske biljege mati¢nih stanica raka CD15, CD117 i CD133.

e Uzorci koji su pokazivali ekspresiju CD117 uz koristenje DAB i AEC
kromogena imali su znacajno veci prosjecni promjer tumora (p=0.009 i
p=0.003) u usporedbi s uzorcima koji nisu pokazivali ekspresiju ovog

biljega.

e Znacajno viSe uzoraka tumora vretenastog i mjeSovitog tipa izrazavalo je
CD133, dok je epiteloidni tip izrazavalo manje CD133 pozitivnih uzoraka

uz koristenje AEC kromogena.

e Bolesnici s tumorima koji su izrazavali pozitivhu ekspresiju biliega CD117
uz upotrebu AEC kromogena imali su kra¢e 5-godiSnje opce i prezivljenje
bez znakova bolesti, te krace ukupno opce i prezivljenje bez znakova
bolesti, dok ekspresija biljega CD15, CD133 te CD117 uz upotrebu DAB

kromogena nije znacajno utjecala na prezivljenje.

e Ekspresija biliega CD117 uz koristenje AEC kromogena, epiteloidni
histoloski tip i dob povezani su s loSijim opcim prezivljenjem i s
prezivljenjem bez znakova bolesti, dok je najveéi promjer baze tumora
povezan samo s opc¢im preZivljenjem oboljelih. Ekspresija ovog biljega
zadrzala je znaCajnost za opce preZivljenje nakon prilagodbe za tip
tumora i dob, te za preZivljenje bez znakova bolesti nakon prilagodbe za

tip tumora, dob, spol, limfocitnu infiltraciju i zahvacenost cilijarnogtijela.

e Bolesnici s pozitivnom ekspresijom biliega CD117 uz koristenje AEC
kromogena imali su 4.13 puta veci rizik od smrti u odnosu na bolesnike

koji nisu pokazivali ekspresiju biljega.

e Upotreba razliitih tehnika vizualizacije biljega na uzorcima melanoma
srednje o¢ne ovojnice poput koristenja AEC ili DAB kromogena, sa ili bez

izbjeljivanja pigmenta, moze znacajno utjecati na konacne rezultate.
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8. SAZETAK

Melanom srednje o¢ne ovojnice rijedak je ocni tumor sa svojstvom
rezistencije na konvencionalnu sustavnu kemoterapiju. U ovom
istrazivanju analizirani su uzorci tumorskog tkiva 31 bolesnika s
primarnim melanomom Zilnice i cilijarnog tijela uklopljeni u parafin kako bi
se utvrdilo postojanje tumorskih stanica s ekspresijom potencijalnih
biliega mati¢nih stanica raka CD133, CD117 (c-kit), CD34, CD20 i CD15
te njihov moguci utjecaj na prezivljenje.

Imunohistokemijska ekspresija billega CD133 bila je izrazena kod 16 od
22 uzorka uz upotrebu AEC kromogena. Ekspresija CD117 zamije¢ena
je kod 12 od 31 uzorka kada je koristen AEC kromogen i kod 14 od 26
uzoraka kada je koriSten DAB. Ekspresija CD15 bila je izrazena kod 3 od
30 uzoraka kada je koristen AEC i kod 6 od 26 uzoraka uz upotrebu DAB
kromogena. Ekspresija nije bila izrazena kod biliega CD20 i CD34.
Tijekom prosje¢nog vremena pracenja od 8.7 godina, nesto visSe od
polovine pacijenata umrlo je od metastaske bolesti. Kaplan-Meierove
krivulje ukazuju na znacajno krace opce i prezivljenje bez znakova
bolesti kod bolesnika s pozitivnom ekspresijom CD117 kada je koriSten
AEC kromogen. Ekspresije biliega CD133 i CD15 nisu imale znac¢ajan
utjecaj na prezivljenje. U multivarijatnoj analizi, bolesnici s ekspresijom
CD117 AEC imali su 4 puta veci rizik od smrtnog ishoda u usporedbi s
bolesnicima kod kojih nije nadena ekspresija CD117 AEC.
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9. SUMMARY

Expression and prognostic value of cancer stem cell markers in
patients with uveal melanoma
Adrian Lukenda, 2017.

Uveal melanoma is a rare ocular malignancy with intrinsic resistance to
conventional systemic chemoterapy. This study investigated paraffin
embedded samples of 31 patient with primary choroidal and ciliary body
melanoma in order to determine the presence of tumor cells that express
putative cancer stem cell markers CD133, CD117 (c-kit), CD34, CD20
and CD15 and their possible impact on survival.

Immunohistochemical expression of CD133 was observed in 16 of 22
samples with AEC chromogen. CD117 expression was observed in 12 of
the 31 samples when AEC chromogen was used and in 14 of 26 samples
when DAB was used. CD15 positivity was seen in 3 out of 30 samples
with AEC and in 6 out of 26 samples with DAB. CD20 and CD34
exhibited no positivity in the tested samples.

During the average follow-up time of 8.7 years, more than half of the
patients died due to metastatic disease. The Kaplan-Meier plots showed
a significantly shorter overall and disease-free survival in CD117-positive
patients when AEC chromogen was used. CD133 and CD15 expression
had no impact on patients’ survival. In multivariate analysis, patients
expressing CD117 AEC had 4 times higher risk of lethal outcome in
comparison with CD117 AEC negative patients.
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