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1. UVOD

Spitzoidne melanocitne lezije su melanocitni tumori sa svojstvenim patohistoloskim
karakteristikama. U njih se ubrajaju benigni tumori (Spitz nevusi), maligni tumori (Spitz
melanomi) i tumori s granicnim histomorfoloskim znafajkama i neizvjesnim klinickim
ishodom (atipi¢ni Spitz nevusi) (1-3). Zajednicko patohistolosko obiljezje svih melanocitnih
tumora iz spektra spitzoidnih lezija jesu krupni vretenasti i/ili epiteloidni melanociti, a
patogenetski se radi o tumorima koji ¢esto sadrze mutacije gena HRAS ili kromosomalne
translokacije koje ukljucuju gene za BRAF, ALK, ROS, RET ili NTRK kinaze (4, 5). Ova se
skupina tumora obi¢no pojavljuje u djece i mladih odraslih osoba §to predstavlja dodatni izazov
u smislu precizne dijagnoze i lijecenja. Naime, znacajan dio ovih tumora ne moze se sa
sigurnoS¢u obiljeziti kao benigni nevus ili maligni melanom samo na temelju klinicke i
dermatoskopske slike, pa niti na temelju mikroskopskih odnosno histomorfoloskih obiljezja.

Kada patohistoloski kriteriji nisu dovoljno specifi¢ni, a s ciljem lakSe procjene radi li se o
benignom ili malignom tumoru, spitzoidne melanocitne lezije se imunohistokemijski boje
protutijelima protiv razli¢itih biljega, ukljucujuci i tumor-supresorske proteine p15 i p16 (6,7).
Protein pl6 kodiran je genom CDKN2A (od engl. cyclin-dependent kinase inhibitor 2A4), a
protein pl15 genom CDKN2B (od engl. cyclin-dependent kinase inhibitor 2B) smjestenim na
kromosomu 9p21, u podrucju genoma koje je podlozno mutacijama i delecijama. Oba proteina
funkcioniraju kao tumor supresori inhibicijom kinaza ovisnih o ciklinu (CDK, od engl. cyclin-
dependent kinase) 4 1 6 spreCavajuéi pritom prijelaz iz G1 u S fazu stani¢nog ciklusa te
usporavajuci tako diobu stanice. Mutacije ili delecije ovih gena prisutne su u razli¢itim vrstama
malignih tumora. ViSe od polovine svih melanoma nosi mutaciju ili deleciju CDKN2A gena, a
mutacije ovog gena su prisutne oko 40% slucajeva nasljednog melanoma. Dosadasnje studije

su pokazale da bi gubitak ekspresije pl6 mogao biti koristan u razlikovanju nevusa od



melanoma, njegov je gubitak takoder CeS¢i kod agresivnih melanoma jer je povezan s
povecanjem dubine invazije, medutim, ne pokazuju svi melanomi gubitak p16 (6, 7). Protein
p15 pojavio se kao obecavajuéi dijagnosticki biljeg za razlikovanje nevusa od melanoma, jer je
imunohistokemijsko bojanje p15 pozitivno u veéini nevusa, a odsutno kod mnogih melanoma.
Zanimljivo je da se pl6 zadrzava u nekim slucajevima melanoma u kojima se pl5 gubi, Sto
pove¢ava mogucénost da imunohistokemijsko obiljezavanje pl5 moze biti specificniji

dijagnosticki alat od p16 (6).



2. SVRHA RADA

Svrha rada je uz pomo¢ literature na zadanu temu opisati spitzoidne melanocitne lezije s
naglaskom na dijagnostiku, klasifikaciju i potencijalno dijagnosti¢ko i prognosticko znacenje

imunohistokemijskog bojenja na tumor supresorske proteine p15 i p16.



3. SPITZOIDNE MELANOCITNE LEZIJE

Spitzoidne melanocitne lezije obuhvacaju spektar lezija od benignih Spitz nevusa do
zlo¢udnih spitzoidnih melanoma. Spitzoidne melanocitne lezije imaju znacajne morfoloske i
molekularne razlike od konvencionalnih melanocitnih lezija te predvidanje bioloskog
ponasanja i rizika od metastaza moze biti izazovno. Najizazovniji je atipicni Spitz nevus ili
atipi¢ni Spitz tumor, grani¢na melanocitna lezija neizvjesnog malignog potencijala koja ima

preklapajuce histoloske znacajke i Spitz nevusa i spitzoidnog melanoma (8).

3.1 SPITZ NEVUS

Spitz nevus je benigna, simetri¢na, dobro ograni¢ena melanocitna lezija koja se
histoloski sastoji od vretenskih stanica ili velikih epitelioidnih stanica, ili kombinacije obje vrste
stanica. Mogu biti junkcijski, sloZeni i intradermalni (8, 9). Klinicki se lezija obi¢no manifestira
kao kupolasta papula crvenkastosmede boje €iji promjer moZe varirati od nekoliko milimetara
do nekoliko centimetara, premda je u ve¢ine promjer oko 0,8 cm (Slika 1). lako se mogu pojaviti
posvuda na tijelu, najéeS¢a mjesta pojavnosti su glava i vrat kod djece te ekstremiteti kod
odraslih (2). Prevalencija Spitz nevusa u op¢oj populaciji nije u potpunosti istrazena, medutim,
medu bioptiranim melanocitnim lezijama ¢ak 1% su Spitz nevusi. Veéina Spitz nevusa je
stecena, ali do 7% moze biti urodeno. Mogu se pojaviti u svim dobnim skupinama, ali su rjedi
iza 50-e godine Zivota.

Dermatoskopska obiljezja pigmentiranih nevusa Spitz ukljucuju zvjezdasti pigmentni
obrazac (engl. starburst pattern) sa pseudopodijima simetri¢no postavljenim oko cijelog opsega
lezije. Dodatno se u Spitz nevusima moze prikazati vaskularni obrazac s jednoli¢nim, pravilnim

tockastim rasporedom kapilara ili globularni obrazac retikularnim depigmentacijama (10).



DermNetNZ.org

Slika 1. Klasi¢ni Spitz nevus, klinicki i histoloski izgled

Izvor: https://dermnetnz.org

Patohistoloski je osobit nalaz prisustvo velikih i brojnih Kamino tjelesaca (eozinofilnih
globula) koja su svojstvena Spitz nevusu iako ih rijetko mozemo vidjeti i kod drugih vrsta
nevusa 1/ili melanoma. Kamino tjeleSca su sastavljena od laminina, kolagena tipa IV i
fibronektina te stoga ne predstavljaju morfoloski sli¢na apoptotska ili citoidna tjelesca (4,11).

Citoloski, Spitz nevus se sastoji od vretenastih ili velikih epiteloidnih stanica (Slika 1).
Udio pojedine vrste stanica se razlikuje od lezije do lezije. Cesta je i kombinacija obje vrste
stanica. Pleomorfizam je redovito prisutan, ali, za razliku od melanoma, zahvaca sve stanice u
sli¢nom stupnju. Pojedinac¢ni intraepitelni dendriticni melanociti se mogu Cesto vidjeti i izvan
junkcijskih gnijezda, koja su uglavnom orijentirana okomito na epidermis. Citoplazma
epiteloidnih stanica je obilna i neprozirna poput ,,brusenog stakla®. Jezgre su krupnije, okrugle
do ovalne ili fuziformne te obi¢no sadrze fino rasprSen kromatin. Nukleolus je obi¢no mali, ali
izrazen, a moguce je i prirsustvo nekoliko nukleolusa. Takoder, u nekim lezijama jezgre mogu
biti hiperkromatske i/ili sadrzavati pseudoinkluzije. Veéina Spitz nevusa pokazuje znakove
sazrijevanja, Sto znaci da su gnijezda melanocita i pojedinac¢ne stanice prema dubini lezije

postepeno sve manje i zaobljenije te imaju sve manje citoplazme i jezgre (4,9).



Histoloski se razlikuje nekoliko vrsta Spitz nevusa koje ukljucuju angiomatoidni Spitz
nevus, atipicni Spitz nevus, kombinirani Spitz nevus, dezmoplasti¢ni Spitz nevus, epiteloidni
Spitz nevus, granulomatozni Spitz nevus, halo Spitz nevus, hijalinizirani Spitz nevus, miksoidni
Spitz nevus, pagetoidni Spitz nevus, pigmentirani Spitz nevus, pleksiformni Spitz nevus,
rekurentni Spitz nevus, regresivni Spitz nevus, vretenasti Spitz nevus, tubularni Spitz nevus i
verukozni Spitz nevus (Tablica 1) (9). Nedavno je opisana podskupina spitzoidne proliferacije
s prepoznatljivim morfoloskim znafajkama koje sadrze mutacije BAP1 gena, a koje se

pojavljuju u obiteljskom ili sporadi¢nom obliku (12).



Tablica 1. HistoloSke varijante Spitz nevusa

Morfoloska varijanta

Mikroskopski nalaz

Angiomatoidni Spitz nevus

Spitz nevus s umnozenim i dilatiranim krvnim zilama

Atipi¢ni Spitz nevus

Spitz nevus koji je asimetrican i pokazuje poremeca;j arhitekture

i citolosku atipiju

Kombinirani Spitz nevus

Spitz nevus povezan s drugom vrstom nevusa (npr. urodeni ili

uobicajeni nevus)

Dezmoplasti¢ni Spitz nevus

Spitz nevus s istaknutom stromalnom sklerozom

Epiteloidni Spitz nevus

Spitz nevus u kojem prevladava nalaz velikih epitelioidnih

melanocita

Granulomatozni Spitz nevus

Spitz nevus s nodularnim nakupinama melanocira nalik

granulomima

Halo Spitz nevus

Spitz nevus povezan s obilnim limfocitima i klinickim halo

fenomenom

Hijalinizirani Spitz nevus

Spitz nevus s hijaliniziranom stromom

Miksoidni Spitz nevus

Spitz nevus sa miksoidnom stromom

Pagetoidni Spitz nevus

Spitz nevus s nekoliko suprabazilarnih melanocita

Pigmentirani Spitz nevus

Ostro ograni¢ena lezija s izrazeno celularnim junkcijskim
gnijezdima pigmentiranih vretenastih stanica, obi¢no uz mnogo

melanofaga u dermisu

Pleksiformni Spitz nevus

Spitz nevus s pleksiformnim rastom: fascikuli i izduljena

gnijezda rastu poput neurovaskularnih snopova

Rekurentni Spitz nevus

Spitz nevus sa znacajkama rekurentnog nevusa

Regresivni Spitz nevus

Spitz nevus povezan s fibrozom i gubitkom melanocita

Vretenasti Spitz nevus

Spitz nevus koji karakterizira pretezno fuziformna citologija

Tubularni Spitz nevus

Spitz nevus s rasporedom stanica nalik tubulima

Verukozni Spitz nevus

Spitz nevus s verukoznom epidermalnom hiperplazijom




3.2 REED NEVUS

Reed nevus je dobro¢udni nevus vretenastih stanica 1 predstavlja varijantu
pigmentiranog Spitz nevusa. To je posebno vazno jer se moze lako zamijeniti s
melanomom, i to klini¢ki, dermatoskopski i patohistologki (Slika 2) (1, 4). Cesto se
prezentira kao brzo rastuca, tamnosmeda ili crna makula ili kupolasta lezija. Najcesce se
vida u prva Cetiri desetljeca, i ¢eS¢e kod Zena u odnosu na muskarce (2:1), a predilekcijska
mjesta su donji udovi. Obi¢no su promjera manjeg od 1,0 cm, karakteristicno glatke
povrsine i ostro odijeljeni od okolne koze. Na dermatoskopiji, rani Reed nevus pokazuje
globularni uzorak, prelaze¢i u tipi¢ni zvjezdasti pigmentni obrazac (engl. starburst pattern)
koji se sastoji od nestrukturiranog sredista s obodnim radijalnim linijama ili pseudopodijima
koji se u kasnijem stadiju razvijaju u retikularni uzorak (10). Ova lezija histoloski moze biti
junkcijska 1 slozena. Hiperkeratoza je cCesto prisutna, a epidermis je akantotiCan s
hiperplazijom i produljenjem grebena. Junkcijska gnijezda imaju karakteristican kruskolik
oblik 1 sastoje se pretezno od nakupina vretenastih stanica s ovalnim ili izduzenim
vezikularnim jezgrama, koje Cesto sadrze male nukleole, no pleomorfizam obi¢no nije
prisutan. Ponekad se unutar lezije mogu naci epiteloidne stanice te se Reed nevus tada moze
preklapati sa Spitz nevusom. Mitoze nisu rijetkost, ali su obi¢no prisutne u malom broju (1,
4, 13, 14). Nedavno otkrice je ucestala prisutnost genskih fuzija kao inicijalnih genomskih
dogadaja u nastanku ovih tumora (15). Vrlo se rijetko susreéu hipopigmentirane ili

amelanoti¢ne varijante koje se preklapaju sa Spitz nevusom.



Slika 2. Reed nevus, klini¢ki (A), dermatoskopski (B) i histoloski (C) izgled

Izvor: Peternel S., Klinika za dermatovenerologiju, Klinicki bolnicki centar Rijeka



3.3 ATIPICNI SPITZ NEVUS

Termin atipi¢ni Spitz nevus ili atipi¢ni Spitz tumor odnosi se na lezije koje pokazuju
jednu ili vise obiljezja koja odstupaju od klasi¢nih Spitz nevusa. Stoga je taj izraz od
prakti¢ne vaznosti jer se odnosi na dijagnosticku dvojbu: patolog nije siguran da li je lezija
benigni nevus s atipi¢énim mikroskopskim obiljezjima ili melanom koji imitira atipi¢ni
spitzoidni melanocitni nevus. Neki patolozi koriste izraz ,.atipi¢ni Spitz nevus“ kao
dijagnosticki entitet za bioloSki neodredenu skupinu melanocitnih lezija ili ,,melanoma
niskog stupnja‘“ koji su €esto povezani s klini¢ki indolentnim metastazama u regionalne
limfne ¢vorove, ali rijetko prelaze u potpuno maligni ili diseminirani metastatski melanom
(22). Takoder oznacava i potrebu za osobitom brigom od strane klini¢ara u pracenju
pacijenta.

Atipi¢ni Spitz nevus se klini¢ki prezentira kao kupolasta ruzicasta do crvena lezija
promjera Gesto veéeg od 1,0 cm. Ceséi su kod Zena prosjeéne dobi od 23,7 godina, a
predilekcijsko mjesto su donji ekstremiteti (23). lako niti jedna histoloska znacajka ne
oznacava nuzno malignost, potencijalno zabrinjavajuce histoloske znacajke ukljucuju
nedostatak simetrije, slabu ograniCenost, prisutnost ulceracije, zahvacenost dubokog
dermisa ili potkoZznog masnog tkiva, poremecaj sazrijevanja, povecanu mitotsku aktivnost
(>2-3 mitoze/mm?), pretjerano intraepidermalno ili pagetoidno Sirenje, nuklearni
hiperkromatizam, odsutnost Kamino tjelesaca, velika ekspanzivna dermalna gnijezda,
nekroza i atipi¢ne dermalne mitoze (Slika 3) (24, 25). Visestruka ispitivanja jasno su
pokazala da atipi¢ni Spitz nevusi imaju visoku stopu pozitivnosti sentinelnih limfnih
¢vorova, s prosjecnom stopom od 38-39% (26). Uz to je dokazano i da posjedovanje
pozitivnog sentinel limfnog ¢vora ne predvida losiji ishod u bolesnika (27). S obzirom na
dijagnosticki 1 prognosticki izazov koje predstavljaju atipicni Spitz nevusi,

imunohistokemijsko bojanje, komparativna genomska hibridizacija i fluorescentna in situ

10
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hibridizacija (FISH) su postali potencijalno korisni pomo¢ni alati za dijagnozu i

odgovarajucu klasifikaciju Spitz lezija.
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x400 [B], i x200 [C]).

B. Snopic¢i vretenastih i fuziformnih stanica s

9

Slika 3. Atipi¢ni Spitz tumor, histoloski izgled.

limfnom ¢voru (hematoksilin-eozin, uveéanje x5 [A],
Preuzeto i adaptirano iz izvora: Harms KL, Lowe L, Fullen DR, Harms PW. Atypical

Spitz Tumors: A Diagnostic Challenge. Arch Pathol Lab Med 2015;139(10):1263-70.

A. Veliki, polipoidni tumor s ulceracijom
rijektim mitozama (zuta strelica), C. Depoziti spitzoidnih stanica (zuta strelica) u sentinel



3.4 SPITZOIDNI MELANOM

Spitzoidni melanom se prezentira u obliku papule koja se mijenja ili povecava, a moze
nalikovati na hemangiom (Slika 4). Moze biti pigmentiran ili nepigmentiran. MoZe nastati
de novo ili iz postojeéeg Spitz nevusa. Cesto je okruglog oblika i jednoli¢ne boje §to znadi
da ne slijedi uobicajene ABCDE kriterije melanoma (1, 2). Zbog poteskoca u razlikovanju
atipi¢nih Spitz nevusa i Spitz melanoma, mnogi su autori koristili pojavu metastaza ili
smrtni ishod kao definiraju¢i kriterij.

Dijagnoza Spitz nevusa, a posebno njegovo razlikovanje od melanoma, jedno je od
najizazovnijih podrucja u dermatologiji i dermatopatologiji. Spitz nevus je uglavnom lezija
djece 1 mladih, dok se melanom ce$c¢e pojavljuje u srednjoj i starijoj zivotnoj dobi. Stoga
postoji tendencija kada se naide na spitzoidnu leziju kod djece da je se automatski pokusa
svrstati u dobrocudnu leziju samo na temelju dobi (19, 20). Pretjerano oslanjanje na dob
opasna je praksa, jer iako je rijedak, melanom koji se pojavljuje u djetinjstvu i pokazuje
spitzoidne znacajke je ipak prisutan u praksi.

Dogovor izmedu stru¢nih dermatopatologa o procjeni malignosti u spitzoidnim
melanocitnim lezijama je prilicno lo$ (21). HistoloSke znacajke koje mogu pogodovati
dijagnozi spitzoidnog melanoma su slijedece: veliki promjer (> 1,0 cm), zahvacanje
dubokih slojeva, prisustvo ulceracije, parakeratoza, atrofija epidermisa (za razliku od
izrazite hiperplazije tipi¢ne za Spitz nevus), asimetrija, neostra ogranic¢enost, pagetoidni rast
na rubu lezije (pagetoidno Sirenje melanocita u srediStu lezije je prilicno Cesto u Spitz
nevusu), odsutnost Kamino tjelesaca, praSnjava pigmentacija (engl. dusty pigmentation),
dermalna gnijezda vec¢a od junkcijskih, poremecaj sazrijevanja, nuklearni pleomorfizam i

hiperkromatizam, uocljive duboke i atipi¢ne mitoze (1, 2, 4, 21-25).

12



Neki autori preporucuju biopsiju sentinel limfnog ¢vora kod suspektnih spitzoidnih
lezija kako bi pomogli u uspostavljanju dijagnoze melanoma dodaju¢i prognosticke
informacije, iako ovaj pristup nije sveopée prihvacen. Pacijenti mladi od 11 godina sa
spitzoidnim melanomom mogu imati bolju prognozu od starijih adolescenata i odraslih, ali

ovo pravilo nije univerzalno (27-29).

DermhetNZ:org

Slika 4. Spitzoidni melanom u djeteta, klini¢ki izgled

Izvor: https://dermnetnz.org
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4. IMUNOHISTOKEMIJA U DIFERENCIJACIJI SPITZOIDNIH

MELANOCITNIH LEZIJA

Kako patohistoloske znacajke melanocitnih lezija iz spektra Spitz tumora mogu biti
preklapaju¢e, kao pomoéna metoda diferencijacije pocela se primjenjivati
imunohistokemija. Medutim, i ova je metoda pokazala svoje nedostatke poput problema
specificnosti 1 osjetljivosti, pa se Cesto koriste dva ili ¢ak tri "markera melanoma" u
problemati¢nim slu¢ajevima (30). Rijetko bi se uopcée trebala koristiti kao jedini kriterij
prema kojem se postize dijagnoza melanoma buduci da je ona samo pomo¢ni alat u potvrdi
patohistoloSke dijagnoze. 1z godine u godinu sve je veci broj imunohistokemijskih markera
koji se mogu koristiti kao potencijalno korisni u dijagnostici ili prognozi klinickog tijeka.
Medutim, tek nekolicina njih se primjenjuje kao alat diferencijacije spitzoidnih
melanocitnih lezija.

Ki-67 (MIB-1) je posebno vrijedan alat u razlikovanju izmedu benignih spitzoidnih
melanocitnih nevusa i melanoma (31). Rije¢ je o nuklearnom proteinu eksprimiranom u
proliferiraju¢im stanicama koji naglasava prisutnost ili odsutnost sazrijevanja. U Spitz
nevusima je manje od 5% jezgri pozitivno (i one se obi¢no nalaze u najpovr$nijem sloju
dermalne komponente) dok je u melanomu cesto oznaceno 25% ili vise stanica. Povecana
ekspresija Ki-67 takoder korelira s prekomjernom ekspresijom proteina p53 i gubitkom p16
(32).

HMB-45 (od engl. human melanoma black 45) je monoklonsko protutijelo na antigen
koji je prisutan u melanocitnim lezijama. Ono reagira s citoplazmatskim
premelanosomskim glikoproteinom gp100, ali ne i sa zrelim melanocitima. Spitz nevusi su

Cesto prema povsini pozitivni na HMB-45 ¢ija se ekspresija gubi sa dubinom lezije. Ovaj
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nalaz moze biti od koristi u razlikovanju od spitzoidnog melanoma kod kojeg je bojanje
tipi¢no prisutno u cijelom tumoru (26, 30, 33).

Spitzoidnim melanomima uglavnom nedostaju mutacije gena kao $to su BRAF i NRAS
koje su uobicajene u drugim, ucestalijim podtipovima melanoma. Spitzoidne lezije su Cesto
potaknute translokacijama odnosno genskim fuzijama koje zahvacaju ALK, RET, ROS,
BRAF, NTRK i druge kinaze, ¢ija se povecana ekspresija takoder moze odrediti
imunohistokemijski, medutim, takva bojenja nisu korisna u razlikovanju benignih od
zlo¢udnih lezija, jer predstavljaju vrlo rani genomski dogadaj te su prisutne u cijelom

spektru od Spitz nevusa do malignog Spitz melanoma (34-37).

4.1 EKSPRESIJA p16 U SPITZOIDNIM LEZIJAMA

Protein p16 kodiran je genom CDKN2A (od engl. cyclin-dependent kinase inhibitor
24), te funkcionira kao tumor supresor inhibicijom kinaza ovisnih o ciklinu CDK4 i CDK6
sprecavajuci pritom prijelaz iz G1 u S fazu stani¢nog ciklusa te usporavajuci tako diobu
stanice. Protein p16 je slabije izraZen kod normalnih proliferirajuc¢ih stanica, ali dogadaji
poput oste¢enja DNA, onkogeni stres i starenje pokre¢u njegovo izrazavanje (38, 39). Vise
od polovine svih melanoma nosi mutaciju ili deleciju CDKN2A gena, a mutacije ovog gena
su prisutne oko 40% slucajeva nasljednog melanoma.

Imunohistokemijska ekspresija pl6 vidi se u jezgri i u citoplazmi u skladu sa
subcelularnom lokalizacijom proteina p16 i njegovim primarnim signalnim ciljem CDK4.
Zamijeéena su tri nacina ekspresije p16, homogena ekspresija, potpuni gubitak ekspresije i
intratumorski heterogeni gubitak ekspresije. Homogena ekspresija predstavlja netaknuti
kromosom 9 ili heterogeni gubitak kromosoma 9 (ili 9p) na kojem se nalazi CDKN2A.
Potpuni gubitak ekspresije p16 predstavlja ili homozigotni gubitak kromosoma 9 (ili 9p),

tockastu mutaciju p16 ili epigenetske dogadaje poput metilacije promotora gena p16 (38).
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Intratumorski heterogeni gubitak moze se vidjeti u tumorima sastavljenim od mijeSanih
klonova s potpunim gubitkom ili homogenom ekspresijom. Heterogena ekspresija je
moguca je i po mozai¢nom obrascu nalik Sahovskoj ploci (Slika 5). Nekoliko je studija na
pokazalo sli¢na zapazanja; i displastini nevusi i Spitz nevusi pokazuju heterozigotni
gubitak 9p21, dok je homozigotni gubitak 9p21 ces¢i kod spitzoidnih melanoma (40).
Homozigotni gubitak imunohistokemijske ekspresije p16 u samo jednom dijelu lezije moze
se primijeniti za razlikovanje invazivnih melanoma od koegzistiraju¢ih intradermalnih
melanocitnih nevusa. U benignim melanocitnim nevusima koji eksprimiraju mutaciju
BRAF V600E uocena je prekomjerna ekspresija pl6 koja vjerojatno doprinosi starenju i
stanju zaustavljenog rasta (39, 40).

Dosadasnje studije su zakljucile da bi gubitak ekspresije pl6 mogao biti koristan u
razlikovanju Spitz nevusa od Spitz melanoma. Gubitak ekspresije p16 ima dva uzorka: (1)
gubitak nuklearnog bojenja, ali zadrzavanje citoplazmatskog bojenja i (2) gubitak bojenja
pl61iujezgriicitoplazmi; i dok je prvi obrazac ¢es¢i, drugi obrazac je specifi¢niji, ali manje
osjetljiv u otkrivanju melanoma. Takav potpuni gubitak imunohistokemijskog bojenja p16
predlozen je kao specifi¢an, iako ne osjetljiv biljeg grani¢nih i malignih spitzoidnih lezija
(40-43). Ritter 1 suradnici su usporedujuci 25 invazivnih melanoma i 18 klasi¢nih Spitz
nevusa, ustanovili da je imunohistokemijska ekspresija pl6 znacajno veca u benignim
lezijama, pri ¢emu su u obzir uzimali i intenzitet bojenja i broj stanica koji pokazuje
pozitivnu ekspresiju p16 (26). S druge strane, Harms i suradnici su ustanovili da je gubitak
pl6 ekspresije prisutan u 26% atipi¢nih Spitz tumora (7/27) i 16% (3/19) spitzoidnih
melanoma, ali niti u jednom (0/24) slucaju Spitz nevusa (41). U studiji sa akralno
smjeStenim melanocitnim lezijama, 90.5% akralnih Spitz nevusa je pokazivalo snazno
nuklearno i citoplazmatsko obojenje na p16 u vise od 75% dermalnih melanocita, a niti

jedan nevus nije pokazivao potpuni gubitak ekspresije, za razliku od potpunog gubitka ili
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niske razine ekspresije u vise od 90% slucajeva akralnog melanoma (44). U studiji na 30
spitzoidnih lezija (7 spitzoidnih melanoma, 9 astipi¢nih Spitz tumora i 14 Spitz nevusa),
Garola i sur. su takoder uocili da je ekspresija p16 ¢esS¢e odrzana u Spitz nevusu te potpuno
izgubljena u Spitz melanomu, medutim da to nije pravilo, te da je pouzdanije koristenje

kombiniranog bodovnog sustava u evaluaciji imunohistokemijskog bojenja na p16, HMB-

45 i Ki-67 (33).
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Slika 5. Imunohistokemijska ekspresija p16 proteina u sloZenom Spitz nevusu.
A. pozitivna ekspresija u junkcijskoj i dermalnoj komponenti lezije, B. homogeni
obrazac citoplazmatske i nuklearne ekspresije u junkcijskim gnijezdima, C. mozai¢ni
(engl. checkerboard) nuklearni i citoplazmatski obrazac ekspresije u dermalnim
gnijezdima. Uvecéanje x100 (A), x400 (B i C)
Izvor: Peternel S., Klinika za dermatovenerologiju, Klinicki bolnicki centar Rijeka
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4.2 EKSPRESIJA p15 U SPITZOIDNIM LEZIJAMA

Protein p15 kodiran je inhibitorom kinaza ovisnih o ciklinu (CDKN2B) smjeStenom na
kromosomu 9p21 i takoder funkcionira kao tumor supresor inhibicijom CDK4 i CDK6
kinaza.

Kao $to je slucaj s prethodno opisanim i viSe istrazenim p16 proteinom, pokazano je da
Spitz nevusi iskazuju veliku ekspresiju p15 proteina (6). Ustanovljeno je i da ekspresija p15
nije prisutna samo u melanocitima, ve¢ i u epidermalnim keratinocitima, keratinocitima
vanjskog omotaca dla¢nog folikula i epitelu adneksa. Epidermalni melanociti u susjednom
tkivu, koji nisu povezani s nevusom, pokazali su se pl5-negativnima.

Nedavno istrazivanje potvrdilo je da 93% melanoma s homozigotnom delecijom
CDKN2A takoder imaju homozigotne delecije CDKN2B, vjerojatno posljedi¢no
neposrednoj blizini u smjestaju gena na 9p21.3 lokusu. Iako je rijetka, dokumentirana je i
izolirana delecija CDKN2B u sluc¢aju melanoma dok je CDKN2A ostao netaknut (50), §to
ukazuje na znacajnu ulogu p15 u melanomagenezi. U istrazivanju Taylor L i suradnika,
testirana je (i potvrdena) hipoteza da je pl5 robustan biomarker povezan s prijelazom
nevusa u melanom. Na uzroku od 53 melanocitna tumora, imunohistokemijska ekspresija
p15 je bila statisticki znacajno vec¢a u melanocitnim nevusima negoli u melanomima, i ta je
razlika bila vec¢a od one zabiljezene za p16 protein (46). Sukladno tome, autori sugeriraju
da je imunohistokemijska ekspresija p15 specifi¢niji biomarker za razlikovanje nevusa od
melanoma nego sto je to ekspresija p16 proteina.

Sto se ti¢e spitzoidnih melanocitnih lezija, o tome postoji samo jedna studija (6). Ma i
suradnici su usporedili imunohistokemijsku ekspresiju p15 molekule na uzorku od 19 Spitz
nevusa, 41 atipi¢nog Spitz tumora i 17 spitzoidnih melanoma i ustanovili da je snazna
ekspresija prisutna u 68.4% Spitz nevusa, 34.2% atipi¢nih Spitz nevusa i 17.7% melanoma.

Nasuprot tome, ustanovili su i da je snazna ekspresija p16 proteina podjednako ucestala u
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ove tri kategorije spitzoidnih lezija tj. u 57.9% nevusa, 56.1% atipi¢nih Spitz tumora i u
58.8% spitzoidnih melanoma. Ti podaci zajedno ukazuju da je smanjenje ekspresije p15

pouzdaniji biomarker melanoma negoli je smanjenje ekspresije p16 proteina (6).
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4. RASPRAVA

Spitzoidne melanocitne lezije su melanocitni tumori sa svojstvenim patohistoloskim
karakteristikama. Kako su dermatoskopske i patohistoloske karakteristike spitzoidnih lezija
katkad preklapajuce, diferencijacija lezija na benigne i maligne predstavlja izazov za
kliniare 1 dermatopatologe. Cilj mnogih dosadas$njih istrazivanja bio je pronaci kriterije
koji omoguéavaju svrstavanje spitzoidnih lezija u benigne ili maligne. Pritom su koriStene
tehnike poput fluorescentne in situ hibridizacije (FISH), komparativne genomske
hibridizacije (CGH) i sekvenciranje nove generacije. Medutim, zbog visokih troskova i
niske dostupnosti u svakodnevnoj su rutini ove metode ipak rezervirane samo za izazovne
spitzoidne melanocitne lezije.

Spitz nevusi obi¢no se pojavljaju u djetinjstvu, ali su pojedina istrazivanja dokazala i
njihovu pojavu kod odraslih. Za razliku od njih spitzoidni melanomi su u djetinjstvu rijedak
dogadaj. Sto se ti¢e udestalosti izmedu spolova, istrazivanja su bila opre¢na, dok su jedni
pokazali da je veca ucestalost Spitz nevusa kod Zena u odnosu na muskarce (2:1), druga
istrazivanja su pokazala jednaku raspodjelu izmedu spolova (1:1). Predilekcijsko mjesto
Spitz nevusa su donji ekstremiteti, a u spitzoidnih melanoma u 35% slucajeva je to bio trup.
Ipak u 28% slucajeva je spitzoidni melanom bio i na donjim ekstremitetima. Stoga dob, spol
1 lokalizacija mogu dati neke naznake, ali de facto nisu pouzdani kriteriji za razlikovanje
Spitz nevusa od spitzoidnog melanoma.

Imunohistokemijske metode mogu biti korisne u diferencijaciji spitzoidnih
melanocitnih lezija. Osobito se pri tome primjenjuju markeri poput Ki-67, HMB-45 i p16.
Nekoliko istrazivanja se koncentriralo na p16, kodiran CDKN2A genom te se pokazalo
kako mutacije CDKN2A lokusa imaju znacajnu ulogu u nastanku melanoma. Pokazan je

gubitak ekspresije pl6 u 22—-100% melanoma, dok su Spitz nevusi 1 drugi benigni nevusi
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uglavnom zadrzali ekspresiju p16. Potpuni gubitak ekspresije pl16 predlozen je stoga kao
specifican, ali ne i osjetljiv biljeg grani¢nih i zlo¢udnih spitzoidnih novotvorina.

Spitz nevusi in vivo pokazuju snaznu ekspresiju p15. Atipi¢ni Spitz nevusi su pokazali
srednji stupanj ekspresije i p15 1 p16, koji je, uzimajuci u obzir rezultate viSestrukih studija
zajedno, bio viSe intenzivan od spitzoidnih melanoma i manje intenzivan od Spitz nevusa.
Povec¢an mitotski indeks (broj mitoza po mm?), zabrinjavajuca znacajka kod spitzoidnih
melanocitnih lezija, i ona koja moze nagovijestiti loSu prognozu, povezana je s gubitkom
ekspresije p16 te se Ki-67 kao marker proliferacije i p16 Cesto koriste zajedno u evaluaciji
spitzoidnih lezija. Ipak, iako temeljem znacajno manje literaturnih podataka, ¢ini se da je
imunohistokemijska ekspresija p15 potencijalno koristan alat za razlikovanje Spitz nevusa

od spitzoidnih melanoma, te mozda ¢ak superiorniji marker u odnosu na p16.
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5. ZAKLJUCAK

Kako su patohistoloSke znacajke spitzoidnih melanocitnih lezija uglavnom
preklapajuce, kao pomo¢ni alat diferencijacije primjenjuje se imunohistokemija koja je
nazalost pokazala nedostatke poput problema specificnosti i osjetljivosti, te potrebu da se
primjenjuju Cesto dva ili tri ,,markera melanoma* u tezim sluc¢ajevima. U takve markere
pripadaju i proteini p15 i p16.

Proteini p16 i p16 kodirani su genima CDKN2A i CDKN2B koji su blisko smjeSteni na
9p21 kromosomskom lokusu. Ovi proteini predstavljaju tumor supresore koji inhibicijom
CDK4 i CDK6 usporavaju stani¢nu diobu. Iako su rane studije sugerirale da se ekspresija
pl6 uglavnom zadrzava u benignim Spitz nevusima i gubi u spitzoidnim melanomima,
postoje i studije kojima se utvrdilo je da ekspresija p16 nije znacajno razli¢ita izmedu Spitz
nevusa 1 spitzoidnih melanoma. Stoga je potpuni gubitak ekspresije pl6 predlozen kao
specifican, ali ne i osjetljiv biljeg grani¢nih i malignih spitzoidnih lezija.

Za razliku od p16, p15 se ¢ini puno specifiénijim markerom jer je, za razliku od p16,
gubitak njegove ekspresije bio prisutan samo kod melanoma, dok je gubitak ekspresije p16
primijecen i kod melanoma i kod atipi¢nih Spitz nevusa. Osim toga, razlike u ekspresiji p15
izmedu nevusa i melanoma ¢ine se ve¢ima negoli razlike u ekspresiji p16 proteina. Dodatne
studije u buducénosti bit ¢e korisne u daljnjoj potvrdi korisnosti p15 kao dijagnostickog i

potencijalno prognostickog biljega za spitzoidne melanocitne lezije.
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8. SAZETAK

Precizna klasifikacija spitzoidnih melanocitnih lezija u koje se ubrajaju Spitz nevusi,
atipi¢ni Spitz nevusi i spitzoidni melanomi predstavlja izazov za dermatologe 1 patologe
zbog preklapanja klini¢kih, dermatoskopskih i patohistoloskih znacajki izmedu njih. Kao
dopuna patohistoloskoj dijagnozi pocela se koristiti imunohistokemija kao pomo¢ni, ali ne
1 potpuno specifi¢an nacin dijagnostike ove vrste lezija. Do sada su koriStene ekspresije p16
(CDKN2A), Ki-67 i gradijent ekspresije HMB-45 u evaluaciji spitzoidnih lezija. Protein
pl6 se pokazao kao nedovoljno osjetljiv biljeg u interpretaciji grani¢nih i malignih
spitzoidnih lezija, njegov gubitak je Cesto prisutan i u dobroudnim lezijama, a nije nuzan
u melanomu. Za razliku od p16, p15 koji je tumor supresor kodiran CDKN2B, €ini se puno
specificnijim markerom, odnosno, gubitak ekspresije pl5 znacajno je rjedi u benignim, a
ucestaliji u malignim lezijama tj. ¢ini se boljim pokazateljem malignosti. Stoga bi p15 u

odnosu na p16 mogao biti superiorniji marker u evaluaciji spitzoidnih lezija u budué¢nosti.

29



9. SUMMARY

Accurate classification of spitzoid melanocytic neoplasms, including Spitz nevi,
atypical Spitz nevi, and spitzoid melanomas, poses a challenge to dermatologists and
pathologist due to the overlap of their clinical, dermatoscopic and pathohistological features.
Immunohistochemistry has been used as a safe but not completely specific way to diagnose this
type of neoplasms as a supplement to the pathohistological analysis. To this date,
immunohistochemical expression of p16 (CDKN2A) , Ki-67 and HMB-45 gradient have been
in the evaluation of spitzoid lesions. However, pl6 proved to be an unreliable marker in the
interpretation of borderline and malignant spitzoid lesions since the loss of its expression can
be seen in many benign lesions, and is not necessary present in melanoma. Unlike p16, pl15,
which is a tumor suppressor encoded by CDKN2B, seems to be a very specific marker because
loss of its expression is much more common in melanoma than in Spitz nevi. This indicates
that p15 loss may be a better marker of malignancy and also suggests that p15 could be a
superior and more commonly used immunohistochemical marker than p16 in the evaluation of

spitzoid melanocytic neoplasms in the future.
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