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SAZETAK
MOLEKULARNA I MORFOLOSKA RAZNOLIKOST SPITZ MELANOCITNIH NEOPLAZMI
Ivan Novak

Spitz neoplazme distinktivna su skupina melanocitnih tumora okarakterizirana specifi¢nim klini¢kim,
patohistoloskim i molekularnim obiljezjima. Dijele se na Spitz nevuse, maligne Spitz melanome te
intermedijarne atipi¢ne Spitz tumore (AST) koji predstavljaju dijagnosticki vrlo izazovne lezije.
Specifi¢ne pokretatke mutacije u Spitz tumorima najvazniji su distinktivni faktor ovih lezija u usporedbi
s drugim melanocitnim neoplazmama, a neke od najces¢ih su fuzije onkogena ALK, ROS1, NTRK1,
NTRK3, MET i RET koji kodiraju tirozin kinazne receptore te fuzije onkogena MAP3K8 i BRAF koji
kodiraju serin/treonin kinaze. Aktualna istrazivanja usmjerena su na korelacije izmedu patohistoloskih
znacajki i molekularnih promjena u svrhu povecanja moéi razlikovanja benignih od malignih Spitz
lezija. U nasem smo istrazivanju analizirali klini¢ke i patohistoloske znacajke te imunohistokemijski
profil 24 Spitz nevusa i 24 AST-ova. PatohistoloSka analiza obuhvacala je tip stanica, pagetoidnu
ekstenziju, limfocitnu upalu, Kamino tjeleSca, stani¢ni pleomorfizam, mitotsku aktivnost te
pigmentaciju. Semikvantitativha imunohistokemijska analiza provedena je nakon bojenja preparata
klasi¢nim biljezima p16, Melan-A, HMB45 i Ki67 te nekonvencionalnim protutijelima ALK, ROS1 i
Pan-TRK. U AST-ovima je utvrden veci broj malignih patohistoloskih znac¢ajki (najznacajnija razlika
pronadena je u intenzitetu pagetoidne ekstenzije, P=0.02) izuzev odsutnosti Kamino tjeleSaca te duboko
smjeStenih dermalnih mitoza. Klini¢ka obiljeZja maligniteta (promjer i dubina lezija) takoder su
izrazenija u AST-ovima, no bez statisticke znacajnosti. Medu klasi¢énim imunohistokemijskim
markerima najintenzivnija razlika pronadena je u Ki67 profilu koji upucuje na vecu proliferativnost
AST-ova (P=0.01). Ekspresiju ALK, ROS1 i Trk proteina u medusobno smo isklju¢ivom obrascu
dokazali u po 4% Spitz nevusa, dok je u skupini atipi¢nih Spitz tumora ekspresija navedenih proteina
prema istom redoslijedu dokazana u 8%, 17% odnosno 33% lezija. Uoceno je da ekspresija ROS1
proteina korelira s naglaSenom pagetoidnom ekstenzijom, a dominacija epiteloidnog tipa stanica u
lezijama s ekspresijom ALK, ROS1 i Trk proteina potencijalno je distinktivno obiljezje navedenih lezija.
Potreban je nastavak naseg istrazivanja uz pomo¢ citogenetickih ili molekularnih tehnika poput
sekvenciranja sljedece generacije u svrhu analize konkordantnosti imunohistokemijske ekspresije

ispitivanih proteina i genskih fuzija.

KLJUCNE RIJECT: Spitz, imunohistokemija, ALK, ROS1, NTRK



SUMMARY
MOLECULAR AND MORPHOLOGICAL DIVERSITY OF SPITZ MELANOCYTIC NEOPLASMS
Ivan Novak

Spitz neoplasms comprise a spectrum of melanocytic tumors which include benign Spitz nevi, malignant
Spitz melanomas and atypical Spitz tumors (AST) for which precise distinction between nevi and
melanomas is very challenging. Specific driver mutations are the most important distinguishing factor
of Spitz lesions, and some of the most common are tyrosine kinase fusions of ALK, ROS1, NTRK1,
NTRK3, MET and RET, as well as serine-threonine kinase fusions of MAP3K8 and BRAF. Current
studies are focused on correlations between pathohistological features and molecular changes in order
to increase the power to distinguish between benign and malignant Spitz neoplasms. In our research, we
analyzed the clinical and pathohistological features, and the immunohistochemical profile of 24 Spitz
nevi and 24 ASTs. Pathohistological analysis included cell type, pagetoid extension, lymphocytic
infiltration, Kamino bodies, cellular pleomorphism, mitotic activity and pigmentation. Semiquantitative
immunohistochemical analysis was performed after staining the preparations with classical markers p16,
Melan-A, HMB45 and Ki67, and unconventional antibodies ALK, ROS1 and Pan-TRK. A greater
number of malignant pathohistological features were found in ASTs (intensity of pagetoid extension
showed most significant difference, P=0.02) except for the absence of Kamino bodies and deeply located
dermal mitoses. Clinical features of malignancy (diameter and depht of lesions) were also more
pronounced in ASTs, although without statistical significance. Among the classical
immunohistochemical markers, the most intense difference was found in the Ki67 profile, which points
to a higher proliferative nature of ASTs (P=0.01). Moreover, ASTs showed expression of ALK in 8%
of lesions, ROS1 in 17% and Trk in up to 33%, while Spitz nevi showed expression of each protein in
4% of lesions. In all cases expression of these proteins was mutually exclusive. It was observed that the
expression of ROS1 protein correlates with a notable pagetoid extension, and domination of epithelioid
type of cells might be potential distinguishing feature of Spitz tumors which express ALK, ROS1 or Trk
proteins. Further research using cytogenetic or molecular technigues such as next generation sequencing

is necessary to test concordance between expression of the proteins and gene fusions.

KEY WORDS: Spitz, immunohistochemistry, ALK, ROS1, NTRK



1. UVOD

1.1. Melanocitni tumori kozZe

Koza je najc¢es¢e tumorsko sijelo u ¢ovjeka, a benigni su melanocitni tumori najée$éi tumori koze (1).
Uobicajeno se ove neoplazme nazivaju melanocitnim nevusima, ili samo nevusima (2). Pored benignih
nevusa, u skupinu melanocitnih tumora takoder ubrajamo jedan od najzlo¢udnijih tumora ljudskog tijela,
melanom, te melanocitome koji sa svojim klinickim, patohistoloskim i genetickim obiljezjima
predstavljaju intermedijarnu skupinu tumora izmedu benignih nevusa i malignih melanoma (2—4). lako
postoji napredak u molekularnom razumijevanju procesa tumorigeneze melanocitnih neoplazmi, postoje
brojne sive zone sa neodgovorenim pitanjima koja su poticaj za daljnja istraZivanja. Jedna od takvih
sivih zona jest pitanje stani¢nog porijekla samih melanocitnih tumora. Naime nije sasvim jasno razvijaju
li se melanocitne neoplazme iz diferenciranin melanocita ili njihovih stanica prethodnika (engl.
precursor cells). Melanociti su specijalna vrsta stanica koje nastaju iz pluripotentnih stanica neuralnog
grebena (5,6). Predlozeno je vise modela razvoja melanocitnih neoplazmi od kojih je najprihvaceniji
model razvoja iz epidermalnih melanocita (7). Melanocitni nevusi bili su smatrani hamartomima,
medutim danasnje poznavanje nevogeneze potvrduje da je rije¢ o benignim neoplazmama s pokreta¢kim
(engl. driver) genskim mutacijama u istim onkogenima koji su aktivirani u nekim melanocitomima i
melanomima, ali bez dodatnih susljednih genskih promjena (2). Postojanje iste pokretacke mutacije u
nevusu i melanomu ne upu¢uje na nevaznost te mutacije u malignoj transformaciji, ve¢ na nedostatnost
jedne jedine pocdetne genske promjene za malignu preobrazbu stanice (8,9). Danas su u stanicama
melanocitnih neoplazmi poznate brojne pokretacke mutacije u razli¢itim onkogenima kao §to su BRAF,
NRAS, HRAS, GNAQ, ROS1, ALK, NTRK1, MAP3K8 i ostali. Mutirani onkogeni aktiviraju odredene
stani¢ne signalne puteve poput MAPK, PI3K, G alfa q i ostalih, koji u kona¢nici stimuliraju prezivljenje
i diobu tumorskih stanica (10-13). No za razliku od melanoma, stanice nevusa nemaju neograni¢enu
sposobnost dijeljenja te se samo privremeno nalaze u stanju stabilne klonalne ekspanzije. Razliciti su
mehanizmi odgovorni za takvu ograni¢enu proliferaciju nevusnih stanica. Primjerice, u stanju
hiperaktivacije MAPK signalnog puta dolazi do aktivacije inhibitora stani¢nog ciklusa kao $to su tumor-
supresori p16 (INK4A) i pl4 (ARF) koji na razli¢ite na¢ine onemoguéuju napredovanje stanice kroz
stani¢ni ciklus. Tako p16 djeluje kao inhibitor o ciklinu ovisnih kinaza, dok p14 sprje¢ava razgradnju
tumor-supresora p53. Ovaj koncept obustave daljnje progresije stani¢ne diobe nakon mutacije onkogena
poznat je kao ,,onkogenima inducirano stani¢no starenje* (engl. oncogene-induced senescence) (10,14).
Fenomen poznat kao ,,replikacijom ili telomerama inducirano stani¢no starenje* (engl. replicative or
telomere-induced senescence) takoder se smatra mogu¢im mehanizmom odgovornim za ograni¢enu
proliferaciju nevusnih stanica. Rije¢ je o konceptu prema kojem stanica nakon izvjesnog broja dioba
iscrpi svoj diobeni potencijal zbog kriticnog skracenja telomera (10). Medutim upitan je stvaran
doprinos ovog mehanizma ograni¢enju diobe nevusa, jer stanica bi se morala podijeliti 60-70 puta da bi

se telomere skratile do kriti¢ne razine, a za nastanak je nevusa potrebno 13-16 dioba (14). Jos jedan od
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mehanizama koji bi ovim benignim neoplazmama mogao jaméiti ograniCenu staniénu diobu jest
onkogenima induciran upalni odgovor posredovan interleukinima 6 i 8. Tome u prilog govori i ¢injenica
da je limfocitna upalna infiltracija cesto histolosko obiljezje velikog broja melanocitnih nevusa (10).
Postoji vise nacina klasificiranja melanocitnih tumora koji se baziraju na razli¢itim kriterijima, izmedu
kojih je bioloski potencijal lezije zasigurno najvazniji. Aktualna klasifikacija melanocitnih tumora koze
Svjetske zdravstvene organizacije (SZ0O) iz 2018. godine (15) upravo u svom fokusu ima najzlo¢udnije
melanocitne tumore, melanome, koji su takoder u srediStu pozornosti dermatoloske onkologije ali i
dermatopatologije. Rije¢ je o multidimenzionalnoj klasifikaciji temeljenoj na klini¢kim, histoloskim,
epidemioloskim i genomskim karakteristikama melanocitnih tumora (2). Temeljem ove Klasifikacije,
kako je i spomenuto melanocitni se tumori koze dijele na benigne tumore 0dnosno nevuse,
intermedijarne melanocitome i maligne melanome. Premda 30-50% svih melanoma nastaje iz
prethodnih benignijih tumora odnosno melanocitoma i/ili nevusa, velika vecina nevusa ostaje stabilna i
ne napreduje do melanoma. Procjenjuje se da je godiSnji rizik progresije pojedina¢nog nevusa u
melanom manji od 1:33000. Stoga se kompletna ekscizija nevusa ne preporucuje kao metoda prevencije
razvoja melanoma. Osim toga, osobe s ve¢im brojem nevusa imaju veéi rizik za razvoj melanoma ne
samo na mjestu nastalog nevusa ve¢ i ha drugim anatomskim lokalizacijama. Klini¢ki i patohistoloski
moze biti vrlo izazovno odrediti radi li se o benignom nevusu ili o melanocitnoj leziji znadajnijeg
bioloskog potencijala (2). Jedna od znacajnijih novina u novoj klasifikaciji SZO-a jest proSirenje
intermedijarne skupine tumora odnosno melanocitoma. Temeljem morfoloskih kriterija, koji
obuhvacaju arhitekturu rasta i stani¢na obiljeZja, ta je skupina neoplazmi podijeljena na melanocitome
niskog i visokog stupnja. Neki su od tih kriterija asimetri¢nost tvorbe, promjer lezije ve¢i od 6 mm,
prisutnost ulceracije, stani¢ni pleomorfizam, znac¢ajna mitotska aktivnost u dubokim slojevima dermisa
i sl. Shodno tome, nevusi ne zadovoljavaju gotovo ni jedan od tih kriterija, melanocitomi niskog stupnja
zadovoljavaju ih nekoliko, gotovo ih je polovica zadovoljena u melanocitomima visokog stupnja, dok
melanomi zadovoljavaju veéinu kriterija. Medutim, pojedine melanocitome nije moguée precizno
temeljem ovih kriterija razvrstati u one niskog odnosno visokog stupnja (16). U klasifikaciji SZO-a
opisano je devet razli¢itih patogenetskih puteva razvoja melanoma. Dva razvojna puta odnose se na
melanome sluznica odnosno na uvealni melanom. Preostalih sedam puteva odnosi se na razvoj koznih
melanoma. Medu njima, u njih troje melanomi nastaju iz intraepitelnih melanocita bez preegzistiraju¢ih
nevusa i/ili melanocitoma. Rije€ je o lentigo malignom, dezmoplasticnom i akralnom melanomu. U
preostala se Cetiri patogenetska puta melanomi razvijaju iz nevusa odnosno iz melanocitoma (2). U
tablici 1 prikazana su posljednja Cetiri razvojna puta od nevusa, preko melanocitoma do melanoma sa
pripadaju¢im molekularnim karakteristikama.

Tablica 1. Razvoj pojedinih tipova melanoma iz razli¢itih tipova nevusa kao pocetnih lezija. Nakon
pocetne mutacije U nevusu, daljnja maligna transformacija u odredeni melanocitom kao prijelazni



stupanj, odnosno melanom ovisi o susljednim genskim promjenama. Promjene u navedenim genima u
pojedinom stupcu karakteristiéne su za lezije u istom stupcu.

Nevus

Obic¢an melanocitni nevus

Melanocitom/
Intermedijarna
lezija

Displasti¢ni nevus

BAP1 inaktivirani nevus
(BIN)

Duboki penetrirajuci
nevus (DPN)

Pigmentirani
epiteloidni
melanocitom (PEM)

Melanom

Povrsinsko Sire¢i melanom|

Melanom u BIN-u

Melanom u DPN-u

Melanom u PEM-u

Promijenjeni
geni

BRAF, NRAS, TERT,
CDKN2A,
p53, PTEN

BRAF, NRAS, BAP1

BRAF, MAP2K1,
NRAS, CTNNB1,
APC

BRAF, PRKARI1A,
PRKCA

Tablica 1. (nastavak)

geni

NTRK1, NTRK3, BRAF,
MET, CDKN2A

Nevus Spitz nevus Prirodeni nevus (PN) Plavi nevus (PLN)
Melanocitom/ |[Atipi¢ni Spitz tumor/ Cvorié¢ u PN-u Atipi¢ni PLN
Intermedijarna |Spitz melanocitom

lezija

Melanom Spitz melanom Melanom u PN-u Melanom u PLN-u
Promijenjeni  |HRAS, ALK, ROS1, RET, |NRAS, BRAF GNAQ, GNA11,

CYSLTR2, BAP1,
EIF1AX, SF3B1

Velik je broj aktualnih znanstvenih istrazivanja u dermatopatologiji usmjeren na otkrivanje novih
molekularnih obiljezja melanocitnih tumora, kao i na definiranje kriterija koji ¢e omoguditi §to
precizniju dijagnosti¢ku distinkciju izmedu nevusa, melanocitoma i melanoma. Naime, medu najveéim
izazovima moderne dermatopatologije upravo su patohistoloska dijagnostika i klasifikacija
melanocitnih tumora, a posebno melanocitoma (17). Neto¢na dijagnoza melanocitne neoplazme moze
rezultirati nepotrebnim ili s druge strane nedostatnim tretmanom lezije, odnosno u najgorem scenariju
smrtnim ishodom u sluéaju neprepoznatog melanoma (18,19). Bez daljnjeg znanja i razvoja
molekularnih i/ili citogeneti¢kih dijagnostickih pomo¢nih alata kao §to su NGS, RT-PCR, FISH ili CGH
dijagnosticiranje ovih lezija ostat ¢e nesigurna zona puna zamki koja kompromitira postojanje
neprikosnovenog konsenzusa u dijagnostickom postupku medu ekspertima (16). Postojanje
alternativnih deskriptivnih entiteta kao $to su IAMPUS (intragpidermalna melanocitna proliferacija
neodredenog znaCenja), SAMPUS (povrSinska atipi¢na melanocitna proliferacija neodredenog
znacenja) i MELTUMP (melanocitni tumor nesigurnog malignog potencijala) takoder ukazuje na
potrebu za poboljsanjem dijagnostike melanocitnih tumora. Pozeljno je u §to manjoj mjeri i samo
priviemeno do donoSenja precizne dijagnoze Koristiti ove deskriptivne nazive u dijagnostiCkom
postupku (2,17).



1.2. Spitz melanocitni tumori

lako prvi opisi melanocitnih lezija, danas nam poznatih pod imenom Spitz melanocitni tumori, datiraju
s pocetka 20. stoljeca, prvi znanstveni rad u kojem su one prepoznate i patohistoloski definirane kao
nova posebna skupina melanocitnih tvorbi objavljen je 1948. godine (20). Radi se o pionirskom radu
znamenite americke patologinje Sophie Spitz (1910-1956), koji je s vremenom stekao status jednog od
najcitiranijih znanstvenih radova u povijesti medicine (21). Naime, ve¢ su tada postojala opaZzanja da
melanomi dijagnosticirani u djece rjede zavrSavaju fatalnim klinickim ishodom u usporedbi s
melanomima u odraslih pacijenata. Upravo su ta opaZzanja ukazala na potrebu za podrobnijom analizom
melanoma dje¢je i adultne dobi. U svom je radu, naslovljenom Melanomas of childhood, S. Spitz na
uzorcima od 13 pacijenata, dobnog raspona od 18 mjeseci do 12 godina starosti, definirala histoloska
obiljezja novih melanocitnih lezija nazvavsi ih juvenilnim melanomima (22). Daljnja su istraZivanja
pokazala da navedene lezije nisu ograni¢ene samo na dje¢ju dob te ih danas u Cast S. Spitz nazivamo
Spitz nevusima (9,23). lako je rije¢ o rijetkim neoplazmama, one zauzimaju vazno mjesto u
dermatologiji i patologiji zbog vise osebujnih karakteristi¢nih obiljezja. Spitz tumori dijele se na benigne
Spitz nevuse, maligne Spitz melanome te intermedijarne atipi¢ne Spitz tumore (AST) koji predstavljaju
dijagnosticki vrlo izazovnu skupinu lezija s pojedinim preklapajué¢im histoloskim obiljezjima Spitz
nevusa i Spitz melanoma (20,23). To¢na incidencija Spitz nevusa nije poznata. Glavni je razlog tome
njihovo indolentno klini¢ko ponaSanje, zbog ¢ega kao i druge vrste benignih lezija ¢esto bivaju klinicki
neprepoznati (24). Medutim, postoje procjene da otprilike 1% svih odstranjenih melanocitnih lezija
otpada na Spitz neoplazme te se njihova godiS$nja incidencija procjenjuje na nesto vise od 1/100.000.
Takoder, smatra se da medu Spitz neoplazmama broj AST-ova iznosi 6-8% ukupnog broja Spitz nevusa,
dok se Spitz melanomi smatraju vrlo rijetkim lezijama (25). Kao i u vec¢ini drugih melanocitnih tumora,
s iznimkom obi¢nog melanocitnog nevusa i pojedinih tipova melanoma, rizi¢ni ¢imbenici za pojavu i
razvoj Spitz tumora nisu definirani (13). Benton i suradnici, u svojoj studiji na skupini od 106 pacijenata
sa Spitz neoplazmama i kontrolnoj skupini od 58 pacijenata, kao i meta-analizi dostupne literature, nisu
uspjeli pronadi geneti¢ke i okoli$ne rizi¢ne faktore za razvoj Spitz neoplazmi; ni jedan od ispitivanih
parametara, kao $to je rasa, etni¢ka pripadnost, izloZzenost UV zraCenju, Fitzpatrickov tip koze, osobna

i obiteljska povijest bolesti, nije pokazao statisticku znacajnost (26).
1.2.1. Klini¢ka obiljeZja

Spitz nevusi mogu se pojaviti u bilo kojoj zivotnoj dobi, bez spolne predominacije te na bilo kojoj
anatomskoj lokalizaciji. Medutim najc¢eS¢e se razvijaju na licu i donjim ekstremitetima u djece i mladih
odraslih osoba. Klini¢ki se manifestiraju kao kupolaste papule, mali plakovi ili makule razli¢itih boja,
od kremaste, crvenkaste pa do razli¢itih nijansi smede boje (23). Karakterizirani su brzim rastom te
mogu dosti¢i veli¢inu od 1 cm u razdoblju od 6 mjeseci. Najcesc¢e medutim ne prelaze 6 mm u promjeru

te su simetricni i jasno ograniceni. Dermoskopski se mogu razlicito prezentirati, no najces¢e pokazuju



zvjezdasti (engl. starburst pattern) i globularni obrazac (20,23,24). Atipi¢ni Spitz tumori dijele klinicke
karakteristike sa Spitz nevusima, no ponekad su obiljeZeni asimetrijom, nepravilnim rubovima,
promjerom ve¢im od 1 cm, ulceracijom i sl. Spitz melanomi mogu se takoder svojim klinickim
obiljezjima preklapati sa Spitz nevusima, iako kao i atipi¢ni Spitz tumori ¢eS¢e pokazuju veci rast,
ulceraciju, asimetriju, promjenu boje i sl. Pojavljuju se u razli¢itim dobnim skupinama, no ipak ¢eS¢e u
starijih osoba u odnosu na Spitz nevuse (23). Klasi¢cno ABCDE pravilo (engl. asymmetry, border
irregularity, color variation, diameter > 6 mm, evolution over time) za pra¢enje melanoma ogranic¢ene
je vrijednosti u klini¢koj evaluaciji Spitz melanoma te su navedeni kriteriji iz pravila ispunjeni u svega
oko 40% djece mlade od 10 godina starosti sa dijagnozom Spitz melanoma (20). Za razliku od klini¢ki
indolentnih Spitz nevusa, AST-ovi se smatraju lezijama nesigurnog malignog potencijala, dok su Spitz
melanomi maligni tumori sa nesto boljom prognozom u usporedbi s konvencionalnim melanomom.
Zanimljivo obiljezje AST-0va jest Cesta prisutnost metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima, no
iznimno rijetko sa razvojem distalne metastatske bolesti i smrtnim ishodom (13). Biopsija limfnog ¢vora

Cuvara nije se do sada pokazala korisnom u klini¢kom tretmanu Spitz neoplazmi (18,23,27).
1.2.2. Patohistoloska obiljezja

Glavno patohistolo§ko obiljeZje Spitz nevusa jesu epiteloidne ili vretenaste stanice s prominentnim
jezgricama. Omijer ova dva tipa stanica razli¢it je u pojedinim lezijama. Vretenaste stanice mogu se
pojaviti u razli¢itim varijantama kao $to su uske izduZene, zaobljene ili poligonalne stanice. Epiteloidne
stanice mogu biti vrlo velike, obilnih eozinofilnih citoplazmi s izgledom tzv. mlije¢nog stakla (engl.
,,ground glass *). Takoder, nevusne stanice ¢esto posjeduju vise jezgara (22,23). Spitz nevusi obi¢no su
minimalno pigmentirane, dobro ogranicene, simetri¢ne lezije s jasnim lateralnim granicama. Mogu biti
smjesteni junkcionalno (na granici dermisa i epidermisa), protezati se kroz oba sloja koze (tzv.
kompozitni nevusi) ili mogu u cijelosti biti smjesteni u dermisu (10,20). Tipi¢no su stanice Spitz nevusa
udruZene u gnijezda oko kojih se u junkcionalnom dijelu koze ¢esto mogu vidjeti rascjepi. Epidermis je
karakteristicno hiperplasti¢an s nazna¢enim epidermalnim produljcima, pored kojih su obi¢no paralelno
smjestena izduzena gnijezda vertikalno orijentiranih vretenastih stanica (engl. ,, raining-down/hanging
bananas pattern”) (18,23). U epidermisu nerijetko nalazimo tzv. Kamino tjeleSca, eozinofilne
globularne strukture sastavljene od komponenti bazalne membrane, poglavito laminina te kolagena tipa
417 (18,20). Ponekad se mogu vidjeti gnijezda melanocita u suprabazalnom sloju epidermisa, §to je
poznato kao ,,pagetoidna ekstenzija“ (18,19). Vecina Spitz nevusa pokazuje fenomen sazrijevanja ili
maturacije koji oznaava smanjivanje veliine stani¢nih gnijezda i samih stanica u dubljim slojevima
dermisa te su na samom dnu lezije melanociti difuzno rasprseni bez udruzivanja u gnijezda (14,18,23).
Mitotska aktivnost u Spitz nevusima je niska i najées¢e ne prelazi vrijednost od 2 mitoze po mm?,
Ukoliko su prisutne, mitoze se gotovo uvijek nalaze u povrsinskim dijelovima dermisa (20). Takoder,
uobicajeno obiljezje Spitz nevusa jest blaga limfocitna upalna infiltracija (23). Opisan je i neobi¢an

slucaj Spitz nevusa s opseznim intraneuralnim i perineuralnim Sirenjem (28). Postoji Citav niz



patohistoloskih podtipova Spitz nevusa, poput dezmoplastiénog, angiomatoidnog, tubularnog,
pigmentiranog Reed nevusa, miksoidnog nevusa itd. (10,24). Atipi¢ni Spitz tumori dijele histoloska
obiljezja sa Spitz nevusima, ali atipine ih znacajke izdvajaju u posebnu skupinu. Slijede¢i definiciju
SZ0-a, ispravnije bi ove tumore bilo zvati Spitz melanocitomima. Dakle, rije¢ je o neoplazmama koje
pored tipic¢nih spitzoidnih obiljezja imaju umjeren broj arhitekturalnih i citoloskih znacajki malignosti
(16). Tako su AST-ovi obi¢no vece tvorbe od Spitz nevusa, asimetri¢ne, slabije ograniCene, S
kompleksnijim organiziranjem stanica u gnijezda i snopice. Stanice obi¢no posjeduju veée jezgre sa
upadljivim prominentnim jezgricama, broj mitoza i atipi¢nih mitotickih figura veci je nego u nevusa, a
fenomen sazrijevanja Cesto je nepotpun. Takoder, rjede sadrze Kamino tjeleSca u odnosu na nevuse, a
obrnut je sluaj s pagetoidnom ekstenzijom (10,23). Medutim, usprkos ovakvom didakti¢kom
matemati¢kom pristupu patohistoloskoj dijagnostici AST-ova, njihova distinkcija u odnosu na Spitz
nevuse i Spitz melanome jo$ uvijek predstavlja znacajan izazov u dermatopatologiji. Patohistoloska
definicija Spitz melanoma vodena je sli¢nim nacelima. Dakle, pored tipi¢nih spitzoidnih obiljezja, Spitz
melanomi ispunjavaju mno$tvo Kkriterija malignosti poput Siroke ulceracije lezije, asimetri¢nosti,
nuklearnog pleomorfizma, veéeg broja mitoza u dubokim dijelovima dermisa, izostanka sazrijevanja
itd. (18,23).

1.2.3. Molekularna obiljezja

Okosnica nove Klasifikacije melanocitnih neoplazmi SZO-a jesu specifiéne molekularne promjene
(2,15). Tako su Spitz tumori definirani kao neoplazme sa karakteristi¢nim pokretac¢kim mutacijama koje
se mogu podijeliti u nekoliko kategorija. Prve rekurentne genomske promjene opazene u Spitz tumorima
bile su amplifikacija kratkog kraka 11. kromosoma (11p) i mutacija HRAS onkogena (11,25). Sljede¢u
kategoriju ¢ine fuzije onkogena ALK, ROS1, NTRK1, NTRK3, RET i MET koji kodiraju receptorske
tirozinske kinaze. Fuzije serin/treonin kinaza kodiranih onkogenima MAP3KS8 i BRAF c¢ine tre¢u
kategoriju molekularnih promjena (11,29). Pored navedenih kategorija genskih alteracija otkrivene su i
druge, nesto rjede molekularne promjene poput mutacija onkogena MAP2K 1, fuzija onkogena MAP3K3,
RAF1, PRKCA/B, ARAF, NTRK2 itd. (11,25,30,31). Sve su navedene pokretacke genske promjene U
Spitz tumorima tipi¢no medusobno iskljuéive (9,11,32). Postoje opisi melanocitnih lezija sa tipi¢nim
spitzoidnim patohistoloskim obiljezjima, no bez prisutnih navedenih molekularnih karakteristika. Takve
je lezije pozeljno nazivati ,.spitzoidnim* umjesto ,,Spitz* lezijama, s obzirom na molekularnu
utemeljenost definicije Spitz neoplazmi (23). U svojoj su studiji iz 2014. godine Wiesner i suradnici
medu prvima prepoznali kinazne fuzije kao Ceste molekularne promjene u Spitz neoplazmama (9).
Razli¢iti su mehanizmi nastanka genskih fuzija, ukljucujuci translokacije, inverzije, delecije, duplikacije
te druge slozene geneticke promjene (33). Nakon transkripcije fuzioniranih gena, translacijom fuzijskog
transkripta nastaje kimeri¢ni protein kojem nedostaje regulatorna ili autoinhibitorna domena nativnog
kinaznog proteina, Sto rezultira konstitutivnom aktivnoséu kinazne domene na C-terminalnom kraju

(9,33). U vecine je fuzija poznato mnostvo razli¢itih N-terminalnih fuzijskih partnera. Takoder, pojedini



onkogeni mogu imati iste fuzijske partnere. Primjerice, TPM3 najces¢i je fuzijski partner ALK onkogena,
no Cesto se nalazi i u fuzijama s onkogenima ROS1 i NTRK1 (8,11,34,35). Hiperaktivnost kinazne
domene u razli¢itim fuzijama dovodi do aktivacije razlicitih nizvodnih signalnih puteva koji rezultiraju
proliferacijom i migracijom stanica, kao $to je to primjerice slué¢aj u ETV6-NTRK3 ili MYO5A-NTRK3
fuzijama koje stimuliraju signalnu kaskadu u MAPK, PI3K i PLCyl patogenetskim putevima (33,36).
U spektru melanocitnih neoplazmi kinazne su fuzije najcesce prisutne u Spitz tumorima i pigmentiranim
epiteloidnim melanocitomima, dok se puno rjede susrecu u drugim melanocitnim lezijama (33). S druge
strane, ¢itavo je mnoStvo tumora drugih sijela za ¢iji su rast i razvoj upravo zasluzne fuzije razlicitih
onkogena (11,31,36,37). Pojedine su kinazne fuzije terapijske mete ve¢ dostupnih kinaznih inhibitora,
kao i poticaj za razvoj novih ciljanih lijekova. Tako je primjerice ALK i ROS1 inhibitor krizotinib
odobren za lije¢enje karcinoma pluca s prisutnim ALK fuzijama, dok se RET inhibitori vandetanib i
kabozantinib koriste u lijeGenju medularnog karcinoma $titnjace (9). Upravo je stoga spoznaja da su
kinazne fuzije ¢este molekularne promjene u Spitz neoplazmama vrlo vazna zbog potencijalne terapijske
primjene kinaznih inhibitora u slu¢ajevima malignih varijanti Spitz tumora (9,32,33). NGS, FISH i RT-
PCR razli¢ite su metode koje se koriste za otkrivanje genskih fuzija. Danas se RNA sekvenciranje
sljede¢e generacije smatra zlatnim standardom u otkrivanju genskih fuzija, prije svega zbog svoje
izuzetne specifi¢nosti i osjetljivosti (32,37). Medutim, ove skupe visoko sofisticirane tehnike,
prvenstveno NGS, nisu sastavni dio svakog patolo§kog laboratorija te su predlozeni razli¢iti
dijagnosticki algoritmi u cilju Sto racionalnije primjene pojedinih molekularnih i/ili citogeneti¢kih
testova u dijagnostici Spitz neoplazmi (19,32,37). Imunohistokemija, kao iznimno brza, jeftina i Siroko
dostupna metoda ima vazno mjesto u dijagnostickom postupku melanocitnih lezija. Medu klasi¢nim
imunohistokemijskim biljezima koristenim u dijagnostici Spitz neoplazmi nalaze se Melan-A (MART-
1), S100, SOX10, MITF i HMB45, a standardno se odreduje i proliferacijska aktivnost stanica mjerena
ekspresijom nuklearnog biljega Ki67 (3,23). Takoder, posebna paznja pridaje se izrazenosti tumor-
supresora p16 (INK4A) koji je kodiran genom CDKN2A smjestenim na kromosomu 9p21.3. Naime,
gubitak ekspresije ovog proteina povezuje se sa malignim histoloskim znac¢ajkama Spitz tumora. Shodno
tome, Spitz nevusi gotovo su uvijek pl6 imunohistokemijski pozitivni u odnosu na AST i Spitz
melanome (38). Za razliku od homozigotne, heterozigotna delecija 9p21 nije uvijek pracena gubitkom
ekspresije p16. Medutim, do ekspresije p16 takoder ne¢e do¢i u slu¢ajevima heterozigotne delecije 9p21
u kombinaciji s drugim genomskim promjenama poput hipermetilacija ili mutacija istog gena na drugom
istovjetnom kromosomu (38,39). Gubitak CDKN2A gena cesta je sekundarna molekularna promjena u
konvencionalnim melanomima, koji se medutim klini¢ki ponaSaju agresivnije od AST-ova i Spitz
melanoma (12,18,38). To se objasnjava drugacijim pokretackim mutacijama u ovim lezijama. Mutacije
BRAF i NRAS onkogena se smatraju karakteristiénim za konvecionalne melanome te se U
dijagnostickom postupku tezi iskljucenju dijagnoze Spitz lezije u sluc¢aju prisutnih navedenih mutacija
(13,27,40). Medutim, Cesinaro i suradnici opisali su AST sa citogeneti¢ki potvrdenom promjenom

ROS1 onkogena i mutacijom NRAS onkogena potvrdenom DNA sekvenciranjem sljedeée generacije,
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ukazavsi time na potrebu za daljnjim molekularnim istrazivanjima (41). Napredak u molekularnom
profiliranju Spitz neoplazmi rezultirao je prepoznavanjem korelacija izmedu pojedinih molekularnih
promjena i histoloskih obiljezja. Poznavanje takvih korelacija moze biti vrlo korisno u prakticnom radu
zbog mogucénosti boljeg odabira dodatnih imunohistokemijskih ili molekularnih testova potrebnih za
potvrdu dijagnoze (35,42). Fuzije onkogena ALK, NTRK3, MAP3K8 i BRAF u dosadas$njim su
istraZivanjima pokazale najkonzistentnije morfoloSke promjene (29,42-44). Prepoznata su takoder
odredena ponavljajuca obiljeZja U slu¢ajevima NTRK1 i ROS1 fuzija, no ipak s manjom dosljedno$éu
(34,35). U tablici 2 sazeto su prikazana patohistoloska obiljezja Spitz tumora s fuzijama odredenih
onkogena.

Tablica 2. Odabrana morfoloska obiljezja Spitz neoplazmi s fuzijama ALK, ROS1, NTRK1, NTRKS3,
MAP3K8 i BRAF onkogena.

ALK ROS1 NTRK1 NTRK3 MAP3K8 BRAF

pleksiforman
raspored gnije-
zda melanocita,

izboden obris

pagetoidna eks-
tenzija, ravan
obris lezije, do-

minantno vrete-

uski izduZeni
epidermalni

produljci, lobu-

kompozitni ili
dermalni smje-
Staj lezije, pig-

mentirani vrete-

izrazen stani¢ni
pleomorfizam,
ulceracija,

multinuklearne

slojevit raspo-
red melanocita,

naglasena fib-

lirana gnijezda roza, stanicni

naste stanice stanica nasti melanociti | stanice

lezije pleomorfizam

Fuzije ALK, ROS1 i NTRK1-3 onkogena pra¢ene su pozitivnim imunohistokemijskim reakcijama
protutijelima usmjerenim na tirozin kinazne receptore kodirane navedenim onkogenima. Ove su fuzije
za sada jedine pokretacke mutacije u Spitz neoplazmama koje se imunohistokemijom mogu predvidjeti,
no ne i potvrditi. Stoga je ova metoda prepoznata kao izvrstan surogatni marker fuzija spomenutih
onkogena, koje spadaju medu najce$ce kinazne fuzije u Spitz tumorima (25,37,45). ALK (engl.
anaplastic lymphoma kinase) transmembranski tirozin kinazni receptor iz obitelji inzulinskih receptora
kodiran je istoimenim genom smjestenim na kromosomu 2p23 (11). Poznate su brojne promjene ovog
gena koje rezultiraju konstitutivnom stimulacijom PISK-AKT, RAF-MEK1/2-ERK1/2 te JAK3-STAT3
signalnih puteva utjeCu¢i tako na stani¢no preZivljenje i proliferaciju (11,25). Osim u Spitz
neoplazmama, fuzije ALK onkogena pronadene su u anaplastiénim velikostani¢nim limfomima, ne-
sitnostanicnim  karcinomima plu¢a, planocelularnim karcinomima jednjaka, kolorektalnim
karcinomima, karcinomima bubreznih stanica itd. (46). Prema dosadas$njim istraZivanjima, najcesc¢i su
fuzijski partneri ovog onkogena u Spitz tumorima TPM3 i DCTNL1 (8,46). ROS1 proto-onkogen nalazi
se na kromosomu 6¢22.1 te kodira istoimenu receptorsku tirozinsku kinazu, takoder uklju¢enu u PI3K-
AKT, RAF-MEK1/2-ERK1/2 i JAK3-STAT3 signalne puteve. Fuzije ovog onkogena otrkivene su u
Spitz neoplazmama, glioblastomima, kolangiokarcinomima, ne-sitnostani¢nim karcinomima pluca i
nekim drugim tumorima. PWWP2A smatra se naj¢es¢im fuzijskim N-terminalnim partnerom ROS1
onkogena (11,25). Obitelj NTRK gena ukljucuje NTRK1, NTRK2 i NTRK3 gene smjestene prema istom

redoslijedu na kromosomima 1q23.1, 9921.33 i 15925.3. Navedeni geni kodiraju TrkA, TrkB i TrkC

8



tirozin kinazne receptore koji su eksprimirani u urednim neuronima sredi$njeg i perifernog Zivéanog
sustava te u glatkim misSi¢ima krvnih zila. Dostupna imunohistokemijska protutijela vezu se na C-
terminalne regije Trk A, B i C proteina. S obzirom da ove regije ostaju ocuvane u fuzijama, navedena
protutijela istovremeno detektiraju divlje i fuzionirane Trk proteine te ih se stoga naziva Pan-TRK
protutijelima (11,37,45). U fizioloSkim okolnostima ti se receptori aktiviraju vezanjem razli¢itih
neurotrofina sto rezultira aktivacijom PI3K-AKT, RAF-MEK1/2-ERK1/2 i PLCy1 nizvodnih signalnih
puteva (25,37). Ovi procesi imaju vaznu ulogu u razvoju, funkciji i prezivljavanju neurona. Medutim,
fuzije NTRK gena rijetko se susreu u tumorima zivéanog tkiva (36,37). S druge strane ove su
molekularne promjene c&este (60-100%) u sekrecijskim karcinomima dojke, kongenitalnim
mezoblasti¢nim nefromima, fibrosarkomima maternice i sl. Spitz neoplazme, zajedno s primjerice
karcinomima $titnjace i pedijatrijskim gliomima, spadaju u skupinu tumora u kojoj se u 5-25% sluéajeva
pojavljuju NTRK fuzije (36,37). Moguénost detekcije genskih fuzija u Spitz tumorima u dijagnosti¢kom
postupku vazna je zbog svakodnevnog Sirenja znanja o utjecaju pojedinih fuzija na bioloski potencijal
lezije. Spitz neoplazme sa ALK, ROS1 i NTRK fuzijama naj¢e$¢e imaju indolentan klini¢ki tijek, no
opisani su sluajevi lezija s neuobi¢ajenim malignim histoloskim obiljezjima (11,25). Prema
dosada$njim istraZivanjima, Spitz tumori s fuzijama MAP3K8 i BRAF onkogena u odnosu na Spitz
tumore s fuzijama drugih onkogena pokazuju agresivnije klini¢ko ponaSanje i malignija histoloSka
obiljezja (11,25,29,31). Takoder, uofeno je da pojedine fuzije pokazuju Kkarakteristine
imunohistokemijske obrasce (11,41,45). To se objasnjava razli¢itim N-terminalnim fuzijskim
partnerima. Sli¢no tome, smatra se da razli¢iti N-terminalni partneri u genskim fuzijama imaju utjecaj
na morfoloSke znacajke Spitz tumora (46). Kontinuirana otkri¢a novih molekularnih karakteristika Spitz
neoplazmi poticaj su za daljnja istrazivanja i prilika za poboljSanje hodograma dijagnostike ovih
intrigantnih lezija. U naSem su istrazivanju imunohistokemijski ispitivane ekspresije ALK, ROS1 i Trk
proteina te njihova povezanost s ostalim fenotipskim karakteristikama Spitz nevusa i AST-ova. Prema
nasim spoznajama i pretrazivanjem literature ovo je najveca kohorta usporedbe ove dvije tumorske

skupine.

2. HIPOTEZA

Atipicni Spitz tumori u odnosu na Spitz nevuse pokazuju vecu incidenciju ekspresije ALK, ROS1 i Trk
tirozin kinaznih receptora koja je povezana s karakteristicnim morfoloskim i imunohistokemijskim

obiljezjima.



3. OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA
3.1. Opéi cilj

Ispitati korelaciju ekspresije ALK, ROS1 i Pan-TRK imunohistokemijskih biljega s klini¢kim i
patohistoloskim karakteristikama te klasi¢nim imunohistokemijskim biljezima p16, Melan-A, HMB45

i Ki67 u Spitz nevusima i atipi¢nim Spitz tumorima.
3.2. Specifi¢ni ciljevi

1. Analizirati i usporediti klini¢ka, patohistoloska i klasi¢na imunohistokemijska obiljezja (p16,
Melan-A, HMB45 i Ki67) Spitz nevusa i atipi¢nih Spitz tumora.

2. Analizirati i usporediti ekspresiju ALK, ROS1 i Pan-TRK imunohistokemijskih biljega u Spitz
nevusima i atipi¢nim Spitz tumorima.

3. Usporediti klinicka, patohistoloska i klasi¢na imunohistokemijska obiljezja (p16, Melan-A, HMB45

i Ki67) u Spitz nevusima i atipiénim Spitz tumorima s ekspresijom ALK, ROS1 i Trk proteina.

4. MATERIJALI | METODE
4.1. Klini¢ki podatci i tkivni uzorci ispitanika

Prvi dio istrazivanja ucinjen je pretrazivanjem Issa baze podataka Klini¢kog bolni¢kog centra Sestre
milosrdnice u cilju pronalaska pacijenata s dijagnozom Spitz nevusa i atipi¢nog Spitz tumora. Pronadena
su 24 pacijenta s atipi¢nim Spitz tumorima dijagnosticiranim u periodu od 2017. do 2022. godine i
jednak broj pacijenata sa Spitz nevusima dijagnosticiranim 2021. i 2022. godine. Pored patohistoloSke
dijagnoze, prikupljeni su dostupni podatci o dobi i spolu pacijenata, klini¢koj dijagnozi, anatomskoj
lokalizaciji lezija te promjeru i dubini lezija. U odredenom su broju slu¢ajeva bile dostupne informacije
o imunohistokemijskoj ekspresiji biljega p16, Melan-A, HMB45 i Ki67, §to je takoder zabiljezeno i
koriSteno u idu¢im etapama istrazivanja. Uzorci pacijenata bez podataka o navedenim biljezima
naknadno su imunohistokemijski analizirani. U istrazivanju nisu kori$teni osobni podatci pacijenata te
njihov identitet ni u kojem trenutku istrazivanja nije bio ugroZen i bio je poznat jedino glavhom
istrazivac¢u (I.N.). Iz arhive Klini¢kog zavoda za patologiju i citologiju Ljudevit Jurak prikupljeni su
uzorci tkiva uklopljeni u parafin dobiveni zbog rutinske analize i dijagnostike navedenih neoplazmi. To
podrazumijeva 24-satnu fiksaciju u 10%-tnom puferiranom formalinu, zatim dehidraciju u etanolu
rastu¢ih koncentracija (70%, 80%, 96% i 100%), ksilol i uklapanje u tekuci parafin na +60°C. Nakon
hladenja na +4°C dobiveni parafinski blokovi rezani su kliznim mikrotomom te su dobiveni parafinski
rezovi tkiva debljine 4 pm i postupkom deparafinizacije u ksilolu i dehidracije u nizu etanola padaju¢ih

koncentracija (100%, 96%, 80% i 70 %) obojeni hemalaun-eozin (HE) bojom. Iz arhive su takoder
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izvadeni opisani mikroskopski preparati bojeni standardnom hemalaun-eozin metodom te dostupni

preparati imunohistokemijski bojeni s p16, Melan-A, HMBA45 i Ki67 biljezima.
4.2. Patohistolo§ka analiza i mjerenje preparata

Mikroskopski preparati bojeni hemalaun-eozinom pregledavani su pomoc¢u Olympus BXS53F2
mikroskopa na razli¢itim povecanjima (40x-400x) pod nadzorom mentorice. Analizirani su sljedeci
parametri: tip stanica (epiteloidne/vretenaste), pagetoidna ekstenzija (nepostojana/blaga do
umjerenalizrazena), intenzitet limfocitne upale (blaga/umjerena/izrazena), postojanje Kamino tjeleSaca,
prisutnost pleomorfizma stanica, broj i smjestaj mitoza (povrSinska/srednja/bazalna tre¢ina dermisa) te
pigmentacija (nepostojana/blaga do umjerena/izrazena). Preparati s nedostatnim podatcima o promjeru
i dubini naknadno su izmjereni pomoc¢u N9700478 SC180 kamere s mikroskopom i odgovaraju¢im
softverom (N5184000). Tijekom mikroskopskog pregledavanja preparata, reprezentativni su primjeri

odabrani za fotografiranje koje je izvr§eno navedenom kamerom.
4.3. Imunohistokemijsko bojenje i analiza

Za imunohistokemijsku analizu koristili smo sljede¢a protutijela: primarno miSje monoklonalno
protutijelo na p16 INK4a (HPA047838, Santa Cruz, ,,ready to use®, pozitivna kontrola tkivo cerviksa),
primarno zeCje poliklonalno protutijelo na Melan-A (HPA048662, Dako, ,,ready to use™, pozitivha
kontrola metastaza melanoma u limfni ¢vor), primarno misje monoklonalno protutijelo na HMB45
(IR05261-2, Dako, ,,ready to use“, pozitivna kontrola metastaza melanoma u limfni ¢vor), primarno
mi$je monoklonalno protutijelo na Ki67 (M724001-2, Dako, razrjedenje 1:400, pozitivna kontrola tkivo
limfnog ¢vora), ze€je monoklonalno protutijelo na ALK (Ventana D5F3, pozitivna kontrola tkivo
crvuljka), ze¢je monoklonalno protutijelo ROS1 (Cell Signaling Technology D4D6, pozitivna kontrola
tkivo pluca), ze¢je monoklonalno protutijelo Pan-TRK (Ventana EPR17341, pozitivna kontrola tkivo
mozga). Imunohistokemijska analiza u¢injena je indirektnom ABC tehnikom, LSAB metodom kao
vizualizacijskim sistemom na Dako TechMate TM automatiziranom stroju za imunohistokemijsko
bojenje uz upotrebu streptavidin imunoperoksidaze protokola prema preporuci proizvodaca. Analiza
reakcije ukljucivala je lokalizaciju signala (jezgra, citoplazma, membrana) te postotak pozitivnih
stanica, kao i intenzitet reakcije. Imunohistokemijska reakcija za p16, Melan-A, HMB45 smatrana je
pozitivnhom ukoliko je preko 95% stanica pokazivalo pozitivhu citoplazmatsku reakciju umjerenog do
jakog intenziteta. Proliferacija je odredivana u mjestu najjace reakcije (tzv.,, hot spot®), na povecanju
mikroskopa 400x, racunajuci nuklearnu reakciju kao pozitivan signal te udio pozitivnih stanica na 100
tumorskih stanica. Reakciju za proteine ALK, ROS1 i Pan-TRK smatrali smo pozitivnom ukoliko su
sve stanice pokazivale umjereno jako do jako izrazeno citoplazmatsko smede obojenje. Analiza svih

preparata ucinjena je od strane glavnog istrazivaca (I.N.) i mentorice.
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4.4, Statisticka analiza

Statisti¢ka analiza izvrSena je pomoc¢u STATISTICA 64-bit 13.5 statistickog softvera tvrtke StatSoft.
Normalitet distribucije ispitivanih varijabli provjeren je s pomo¢u Kolmogorov-Smirnovljevog testa. S
obzirom na nezavisnost analiziranih podataka isti su usporedivani koristenjem Mann-Whitney U

neparametrijskog testa. P vrijednosti <0,05 smatrane su statistic¢ki signifikantnima.

5. REZULTATI
5.1. Klini¢ka obiljeZja

Analizirane su 2 skupine od po 24 pacijenta. U skupini Spitz nevusa klini¢ka dijagnoza postavljena je
to¢no u 3/24 slucaja. Najcesca je klinicka dijagnoza u ovoj ispitivanoj skupini bio melanocitni madez
(7/24). U skupini atipi¢nih Spitz tumora podatci o klinickoj dijagnozi nisu bili dostupni u 4/24 slucaja.
U ovoj skupini to¢na klinicka dijagnoza postavljena je u 1/24 slucaju, dok je u 3/24 slucaja dijagnoza
bila Spitz nevus. Najcesca klinicka dijagnoza (4/24) u ovoj skupini bio je displasti¢ni nevus. Obje
skupine lezija pokazale su raznoliku anatomsku distribuciju (slika 1). Podatci o anatomskoj lokalizaciji

nisu bili dostupni u 2/24 Spitz nevusa te u 5/24 atipi¢nih Spitz tumora.

Potkoljenice
Potkoljenice Glava 2 2 Ventralni
5 dio trupa 4

Ventralni
dio trupa 4

Natkoljenice
5

Dorzalni dio
trupa 4

Natkoljenice
4
Dorzalni dio

o trupa 4
P tice 1 . ;
) odlaktice Nadlaktice 2 B) Nadlaktice 4

Slika 1. Tortni dijagrami prikaza anatomskih lokalizacija A) Spitz nevusa i B) atipi¢nih Spitz tumora.

Podatci o dobi i spolu pacijenata te promjeru i dubini lezija detaljno su prikazani u tablici 3. Medijan
zivotne dobi pacijenata u skupini Spitz nevusa iznosi 25 godina (slika 2). U istoj je skupini 8/24
pacijenata bilo dje¢je dobi. Najmlada i najstarija dob u ovoj skupini bile su 9 mjeseci te 53 godine.
Medijan dobi pacijenata u skupini AST-ova iznosi 29,5 godina, s rasponom od 2 do 49 godina. U ovoj
su skupini 4/24 pacijenta bila djeca. U obje je ispitivane skupine veci broj pacijenata bio zenskog spola
(slika 3).
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Slika 2. Dobna distribucija pacijenata prika- Slika 3. Spolna distribucija pacijenata pri-
zana Kkutijastim dijagramom. stupCastim dijagramom. M=muski spol,

Z=7enski spol.

Najveca lezija u skupini Spitz nevusa bila je promjera 1,1 cm, dok je medijan promjera u istoj skupini
iznosio 0,5 cm. Medijan promjera AST-ova iznosio je 0,6 cm, a najveca je lezija bila promjera 1,5 cm
(slika 4). 4/24 Spitz nevusa bila su u cijelosti smjeStena u epidermisu. Medu preostalih 20 Spitz nevusa
najdublje smjeSten bio je dubine 1,2 mm. Najdublje smjesten AST mjerio je 4,68 mm. Prosjecna dubina

Spitz nevusa iznosila je 0,55 mm, atipi¢nih Spitz tumora 0,95 mm (slika 5).

1,6 5
L] [ ]
1.4 43
4
1,2
° 3.5
5 08 S 25 °
2 g2 .
e s 2 °
£ 06 a
1.5
0,4 °
1
0.2 0.5 ;
0 0
Spitz nevusi Atipicni Spitz nevusi Atipicni
Spitz tumori Spitz tumori
Slika 4. Kutijasti dijagram promjera lezija. Slika 5. Kutijasti dijagram dubine lezija.
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Tablica 3. Klini¢ka obiljezja Spitz nevusa i atipnih Spitz tumora. C=medijan, SIQR=poluinterkvartilno

rasprsenje, n=ukupan broj lezija

Raspon (C; SIQR)

0-1,2 (0,54; 0,16)

0,28-4,68 (0,56; 0,25)

Spitz nevusi Atipi¢ni Spitz tumori P vrijednost
n=24 n=24
DOB (godine) 0,1
Raspon (C; SIQR) 0,75-53 (25; 7,35) 2-49 (29,5; 10,75)
SPOL 0,69
M/Z 8/16 7/17
PROMJER (cm) 0,43
Raspon (C; SIQR) 0,2-1,1(0,5;0,1) 0,3-1,5(0,6; 0,21)
DUBINA (mm) 0,14

5.2. Patohistoloska obiljeZja

Detaljan prikaz patohistoloskih obiljezja obiju ispitivanih skupina nalazi se u tablici 4. Epiteloidan tip
stanica bio je dominantan u 20/24 (83,3%) Spitz nevusa te u 19/24 (79,2%) AST-ova. Pagetoidna

ekstenzija pronadena je u 20/24 (83,3%) AST-ova, za razliku od Spitz nevusa u kojima je ovaj fenomen

pronaden u 14/24 (58,3%) lezija. Takoder, u skupini AST-0va pagetoidna je ekstenzija u vise slucajeva

bila jadeg intenziteta te se ovaj patohistoloSki parametar pokazao statisticki signifikantnim (P=0,02)

(slika 6). U svih je 48 lezija detektirana limfocitna upala te je u obje ispitivane skupine u veéini sluéajeva

bila blagog ineziteta (slike 6 i 7).

‘ paget0|dna ekstenzua

vertikalno usmjerena gnijezda
- |stanica; engl. hanglng bananas

//

limfocitna upala

Slika 6. Atipi¢ni Spitz tumor. HE bojenje. 100x povecanje. Izmedu vertikalno
usmjerenih stani¢nih gnijezda nalaze se izduzeni epidermalni produljci. Pojedina
gnijezda protezu se visoko u epidermis (pagetoidna ekstenzija). Na bazi tvorbe
vidljiva je gusta limfocitna infiltracija te se takoder moZe primijetiti nepotpuno

sazrijevanje.
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sazrijevanje (maturacija)

Slika 7. Dermalni atlplcnl SpltZ tumor HE bOJenJe 100x povecanje.
Veli¢ina gnijezda vretenastih melanocita smanjuje se prema bazalnim
dijelovima tumora (sazrijevanje ili maturacija). Lezija je prozeta jakom
limfocitnom upalom.

Kamino tjelesca pronadena su u 8/24 (33,3% ) Spitz nevusa te u 11/24 (45,8%) AST-ova (slika 8). Ni
jedan Spitz nevus nije sadrzavao pleomorfne stanice, dok su s druge strane pleomorfne stanice
pronadene u 4/24 (16,7%) atipi¢na Spitz tumora. Po 1 mitoza/mm? bila je prisutna u 3/24 (12,5%) Spitz
nevusa te u 9/24 (37,5%) AST-ova. U 2/24 (8,3%) atipi¢na Spitz tumora pronadene su po 2 mitoze/mm?,
Sve mitoze nalazile su se u povrsinskim tre¢inama dermisa. Naposljetku, 6/24 (25%) Spitz nevusa i 2/24
(8,3%) atipi¢na Spitz tumora nisu bila pigmentirana. Blaga do umjerena pigmentacija bila je prisutna u
preostalih 18 (75%) Spitz nevusa i 20/24 (83,4%) AST-ova, dok su preostala 2/24 (8,3%) atipi¢na Spitz
tumora bila izrazito pigmentirana.

Tablica 4. Patohistoloska obiljezja Spitz nevusa i atipi¢nih Spitz tumora s pripadaju¢im P vrijednostima.
n=ukupan broj lezija

Spitz nevusi Atipiéni Spitz tumori P vrijednost
n=24 n=24
TIP STANICA 0,28
dominantno epiteloidne 20 (83,3%) 19 (79,2%)
dominantno vretenaste 4 (16,7%) 3 (12,5%)
bez dominacije 0 2 (8,3%)
PAGETOIDNA EKSTENZIJA 0,02
nepostojana 10 (41,7%) 4 (16,7%)
blaga do umjerena 12 (50%) 14 (58,3%)
izraZena 2 (8,3%) 6 (25%)
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LIMFOCITNA UPALA 0,2
blaga 17 (70,8%) 12 (50%)
umjerena 4 (16,7%) 11 (45,8%)
izrazena 3 (12,5%) 1 (4,2%)

KAMINO TJELESCA 0,52
postojana 8 (33,3%) 11 (45,8%)
nepostojana 16 (66,7%) 13 (54,2%)

PLEOMORFIZAM STANICA 0,33
postojan 0 4 (16,7%)
nepostojan 24 (100%) 20 (83,3%)

BROJ MITOZA/mm? 0,05
0 21 (87,5%) 13 (54,2%)
1 3 (12,5%) 9 (37,5%)
>2 0 2 (8,3%)

PIGMENTACIJA 0,05
nepostojana 6 (25%) 2 (8,3%)
blaga do umjerena 18 (75%) 20 (83,4%)
izrazena 0 2 (8,3%)

| hiperplazija epidermisa |

| Kamino tjelesce |

| gnijezda nevusnih stanica |

Slika 8. Kompozitni Spitz nevus. HE bojenje. 100x povecanje. U bazalnom sloju
epidermisa vidi se homogena eozinofilna globulirana struktura — Kamino
tjeleSce. Primijecuje se fenomen sazrijevanja, kao i veliko stani¢no gnijezdo
smjesteno u cijelosti unutar hiperplasticnog epidermisa.

5.3. Imunohistokemijska obiljeZja

Medu Spitz nevusima po jedna je lezija (4,2%) pokazala pozitivnu imunohistokemijsku ekspresiju ALK,
ROS1 i Pan-TRK biljega. S druge strane, pozitivna ekspresija navedenih biljega u skupini atipicnih
Spitz tumora prema istom je redoslijedu iznosila 2/24 (8,3%), 4/24 (16,7%) te 8/24 (33,3%) (slike 9 i

10). U obje su ispitivane skupine navedeni biljezi pokazali medusobno iskljuciv pozitivitet, $to drugim
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rije¢ima znaéi da ni u jednom od ukupno 17 slucajeva s pozitivnim reakcijama pojedinacne lezije nisu

bile istovremeno pozitivne na 2 ili sva 3 navedena biljega, ve¢ na samo jednog od njih.

ALK ROS1 ALK
4% 4% 8%

ROS1
. 17%

A) B)

Slika 9. Tortni dijagrami s prikazom udjela tumora s pozitivnom i negativnom ekspresijom ALK, ROS1
i Pan-TRK imunohistokemijskih biljega. A) Spitz nevusi. B) Atipi¢ni Spitz tumori.

U svim Spitz nevusima te u 21/24 (87,5%) AST-ova ustanovljena je Zari$na ili difuzna ekspresija biljega
pl6 (slika 11). Medu AST-ovima u 3/24 (12,5%) slucaja biljeg p16 nije pokazao imunohistokemijsku
ekspresiju. Indeks proliferacije stanica mjeren nuklearnim biljegom Ki67 pokazao se statisti¢ki
zna¢ajnim parametrom te je u vec¢ini Spitz nevusa (79,2%) iznosio <2%, dok ni u jednom slucaju u istoj
ispitivanoj skupini nije bio >5%. S druge je strane u 9/24 (37,5%) AST-ova navedeni indeks iznosio
<2% iu jednakom je broju lezija iznosio vise od 2% te bio jednak ili manji od 5%. U 6/24 (25%) AST-
ova indeks je bio >5%, a najveca utvrdena vrijednost u jednoj leziji iznosila je 15% (slike 12 i 13). Do
sada izneseni imunohistokemijski podatci sabrani su u tablici 5. U obje je ispitivane skupine
imunohistokemijski detektirana izraZzenost Melan-A proteina. Biljeg HMBA45 je u 20/24 (83,3%) Spitz
nevusa i 15/24 (62,5%) AST-ova pokazao pozitivitet u junkcionalnim dijelovima lezija. Negativna
imunohistokemijska rekacija s navedenim je biljegom utvrdena u 4/24 (16,7%) Spitz nevusa te u 7/24
(29,2%) AST-ova, dok je difuzna pozitivna rekacija utvrdena u 2/24 (8,3%) atipi¢na Spitz tumora.
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reakcijama. A) ALK bojenje. 40x povecanje.
Vidljivi su jasni rubovi i klinast (engl. wedge-shaped) obris lezije. B) ALK bojenje. 100x povecanje. C)
ROSI bojenje. 100x povecanje. D) Pan-TRK bojenje. 200x povecanje.
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Slika 11. Pigmentirani atipi¢ni Spitz tumor. A) HE b

% T i rsed

enje. 100x povecanje. Na povrsini lezije vidi se
ulceracija. Primijecuje se pagetoidna ekstenzija. RasprSene tumorske stanice na bazi tvorbe i stanice u
gnijezdima obilno su pigmentirane. B) Isti tumor s difuznim pozitivnim p16 imunohistokemijskim
bojenjem. 100x povecanje.
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Slika 12. Ki67 imunohistokemijsko bojenje. 400x
poveéanje. U ovom slucaju indeks proliferacije iznosi
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Slika 13. Indeks proliferacije stanica
mjeren ekspresijom biljega Ki67 u 24 Spitz

2%. nevusa i 24 AST-ova prikazan kutijastim
dijagramom.
Tablica 5. Imunohistokemijska obiljezja Spitz nevusa i atipi¢nih Spitz tumora s pripadaju¢im P
vrijednostima. n=ukupan broj lezija
Spitz nevusi Atipi¢ni Spitz tumori P vrijednost
n=24 n=24
ALK 0,8
pozitivan 1 (4,2%) 2 (8,3%)
negativan 23 (95,8%) 22 (91,7%)
ROS1 0,18
pozitivan 1 (4,2%) 4 (16,7%)
negativan 23 (95,8%) 20 (83,3%)
Pan-TRK 0,09
pozitivan 1 (4,2%) 8 (33,3%)
negativan 23 (95,8%) 16 (66,7%)
pl6 0,46
pozitivan 24 (100%) 21 (87,5%)
negativan 0 3 (12,5%)
Ki67 0,01
<2% 19 (79,2%) 9 (37,5%)
>2%, <5% 5 (20,8%) 9 (37,5%)
>5% 0 6 (25%)

5.4. Obiljezja ALK, ROS1 i Pan-TRK imunohistokemijski pozitivnih Spitz neoplazmi

U tablici 5 vidljiva je raspodjela ALK, ROS1 i Pan-TRK imunohistokemijski pozitivnih Spitz lezija

izmedu Spitz nevusa i atipi¢nih Spitz tumora. Dakle, u skupini od ukupno 3 ALK pozitivne lezije nalaze
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se 2 atipi¢na Spitz tumora te 1 Spitz nevus. Izmedu ukupno 5 ROS1 pozitivnih lezija nalazi se 1 Spitz
nalazi 1 Spitz nevus i 8 atipi¢nih Spitz tumora (slika 14).

Spitz nevusi W Atipi¢ni Spitz tumori

ALK ROS1 Pan-TRK

Broj lezija

OFRPNWAPAOUUIO N OO

Slika 14. Graficki prikaz distribucije 3 ALK, 5 ROS11i 9
Pan-TRK imunohistokemijski pozitivnih Spitz lezija iz-
medu Spitz nevusa i atipi¢nih Spitz tumora.

Klini¢ka dijagnoza bila je ispravna u slu¢aju ALK pozitivnog Spitz nevusa. U preostala 2 slu¢aja ALK
pozitivnih lezija klinicke su dijagnoze bile Spitz nevus i displasti¢an nevus, $to se nije poklopilo s
patohistoloskom dijagnozom atipiénog Spitz tumora. U ROS1 pozitivnoj skupini jedna je lezija klini¢ki
prepoznata kao Spitz nevus, medutim patohistolo$ki rije¢ je bila 0 atipi¢énom Spitz tumoru. Klini¢ke
dijagnoze preostalih ROS1 pozitivnih lezija, kao i Pan-TRK pozitivnih lezija bile su razli¢ite te ni jedna
nije odgovarala patohistoloskoj dijagnozi. Podatci o anatomskim lokalizacijama lezija nisu bili dostupni
u po 1 slucaju ALK i ROS1 pozitivnih lezija te u 2 Pan-TRK pozitivne lezije. Ostale ALK pozitivne
lezije nalazile su se na lijevoj nadlaktici i lijevom ramenu, a ROS1 pozitivne lezije na abdomenu, ledima,
lijevom ramenu i lijevoj natkoljenici. 2 Pan-TRK pozitivne lezije nalazile su se na desnoj natkoljenici,
3 na prsistu te po 1 na ledima i lijevom ramenu. Otale Klini¢ke karakteristike pacijenata odnosno ALK,
ROS1 i Pan-TRK pozitivnih lezija prikazane su u tablici 6. U sve je 3 vecina pacijenata bila Zenskog
spola. Medijani dobi pacijenata s ALK, ROS1 i Pan-TRK pozitivnim lezijama prema istom su
redoslijedu iznosili 4, 30 i 29 godina, dok su medijani promjera i dubine lezija takoder prema istom
redoslijedu iznosili 0,7, 0,51 0,6 cm, odnosno 2,2, 0,45 i 0,51 mm. Po jedna je lezija u ALK pozitivnoj

i ROS1 pozitivnoj skupini bila intraepidermalno smjestena.
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Tablica 6. Klinicka obiljezja ALK, ROS1 i Pan-TRK imunohistokemijski pozitivnih Spitz neoplazmi.
C=medijan, SIQR=poluinterkvartilno rasprsenje, n=ukupan broj lezija

ALK ROS1 Pan-TRK
n=3 n=5 n=9
DOB (godine)
Raspon (C; SIQR) 2-28 (4; 13) 24-48 (30; 7,25) 17-48 (29; 7,25)
SPOL
M/Z 0/3 1/4 3/6
PROMJER (cm)
Raspon (C; SIQR) 0,2-0,9 (0,7; 0,35) 0,4-0,9 (0,5; 0,15) 0,3-1,2 (0,6; 0,2)
DUBINA (mm)
Raspon (C; SIQR) 0-4,68 (2,2; 2,34) 0-0,66 (0,45; 0,23) 0,28-0,81 (0,51; 0,1)

Patohistoloske znaCajke sabrane su u tablici 7. Sve 3 ALK pozitivne lezije bile su gradene od
dominantno epiteloidnih stanica, bez kamino tjeleSaca te sa blagim do umjerenim intenzitetom
pagetoidne ekstenzije. U 2/3 ALK pozitivnih tumora pronadena je po 1 mitoza/mm? dok u preostalom
sluaju mitoze nisu pronadene. U 2/3 slucajeva lezije su bile obiljeZene stani¢nim pleomorfizom. S
druge strane, pleomorfne stanice nisu pronadene ni u jednom slu¢aju ROS1 i Pan-TRK pozitivnih lezija.
4/5 ROS1 pozitivnih lezija bilo je gradeno od dominantno epiteloidnih stanica. U istoj skupini u 2/5
lezija nije pronadena pagetoidna ekstenzija, a u preostalih je 3/5 lezija bila naglasena. Kamino tjelesca,
kao ni mitoticke figure nisu pronadene u 4/5 ROSI1 pozitivnih lezija, dok je u preostalom slucaju
detektirana 1 mitoza/mm? Sve ROS1 pozitivne lezije bile su pigmentirane, a u 1/5 slucajeva
pigmentacija je bila izrazena. U Pan-TRK pozitivnoj skupini u 8/9 slu¢ajeva dominirale su epiteloidne
stanice, dok je u preostalom slucaju broj epiteloidnih i vretenastih stanica bio podjednak. U 1/9 slucajeva
pagetoidna ekstenzija nije pronadena, u 6/9 slucajeva bila je blagog do umjerenog intenziteta, a izrazena
u preostala 2 slu¢aja. Kamino tjeleSca zamije¢ena su u 5/9 slu¢ajeva. Po 1 mitoza/mm? utvrdena je u 2/9
slu¢ajeva, dok u preostalih 7/9 slu¢ajeva mitoze nisu pronadene. Sve Pan-TRK pozitivne lezije bile su
pigmentirane te je u 1/9 slu¢ajeva pigmentacija bila obilna. Konaéno, lezije iz svih triju skupina bile su
infiltrirane limfocitima, no ni u jednom slucaju limfocitna upala nije bila naglasena. Takoder, sve uocene

mitoze u svim lezijama bile su smjestene u povrSinskim tre¢inama dermisa.

Tablica 7. Patohistoloska obiljezja ALK, ROS1 i Pan-TRK imunohistokemijski pozitivnih Spitz
neoplazmi. n=ukupan broj lezija

ALK ROS1 Pan-TRK
n=3 n=5 n=9
TIP STANICA
dominantno epiteloidne 3/3 4/5 8/9
dominantno vretenaste 0/3 1/5 0/9
bez dominacije 0/3 0/5 1/9
PAGETOIDNA EKSTENZIJA
nepostojana 0/3 2/5 1/9
3/3 0/5 6/9
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blaga do umjerena 0/3 3/5 2/9
izraZzena
LIMFOCITNA UPALA
blaga 213 3/5 3/9
umjerena 1/3 2/5 6/9
izrazena 0/3 0/5 0/9
KAMINO TJELESCA
postojana 0/3 1/5 5/9
nepostojana 3/3 4/5 4/9
PLEOMORFIZAM STANICA
postojan 213 0/5 0/9
nepostojan 1/3 5/5 9/9
BROJ MITOZA/mm?
0 1/3 4/5 719
1 2/3 1/5 2/9
>2 0/3 0/5 0/9
PIGMENTACIA
nepostojana 2/3 0/5 0/9
blaga do umjerena 1/3 4/5 8/9
izrazena 0/3 1/5 1/9

U 2/3 ALK pozitivnih tumora nije zabiljezena imunohistokemijska ekspresiju p16 proteina, za razliku
od ROS1 i Pan-TRK skupina u kojima je u svim lezijama opaZena pozitivna imunohistokemijska
reakcija ovim biljegom. Utvrdena je podjednaka distribucija ALK pozitivhih i Pan-TRK pozitivnih
lezija po kategorijama indeksa stani¢ne proliferacije. U svakoj se od 3 kategorije nalazi se po 1/3 lezija
iz ALK pozitivne i Pan-TRK pozitivne skupine. Za razliku od toga, u skupini ROS1 pozitivnih lezija
indeks proliferacije stanica iznosio je <2% u 3/5 slucajeva, dok je u 2/5 slucajeva bio >2% , a <5%. U
ALK pozitivnoj skupini lezija najveéi indeks proliferacije stanica iznosio je 10%, odnosno 15% u Pan-
TRK pozitivnoj skupini. U vecini je lezija svih triju skupina biljeg HMB45 bio imunohistokemijski
pozitivan u junkcionalnim dijelovima tvorbi (tablica 8). Sve su lezije iz svih triju skupina bile

imunohistokemijski pozitivne na Melan-A (slika 15).

Tablica 8. Klasi¢ne imunohistokemijske znacajke ALK, ROS1 i Pan-TRK imunohistokemijski
pozitivnih Spitz neoplazmi. n=ukupan broj lezija

ALK ROS1 Pan-TRK
n=3 n=5 n=9

pl6

pozitivan 1/3 5/5 9/9

negativan 2/3 0/5 0/9
Ki67

<2% 1/3 3/5 3/9

>2%, <5% 1/3 2/5 3/9

>5% 1/3 0/5 3/9
HMB45

pozitivan junkcionalno 2/3 5/5 5/9

negativan 1/3 0/5 2/9

pozitivan 0/3 0/5 2/9

22



Slika 15. Spitz tumor. Melan-A imunohistokemijsko bojenje.
100x povecanje.

6. RASPRAVA

Spitz neoplazme intrigantna su skupina lezija iz opseZznog mozaika melanocitnih tumora. Nakon klinicke
sumnje, patohistoloska analiza, kao nezaobilazan korak u dijagnostickom postupku, rijetko je kada
dostatna za nedvojbeno postavljanje ispravne dijagnoze. Iz tog su razloga tehnike poput
imunohistokemijskih, molekularnih i citogeneti¢kih testova vrlo vazni pomo¢ni dijagnosticki alati.
Temeljem na$ih rezultata, klini¢ka dijagnoza ispravno je postavljena u svega 4/48 (8,3%) ispitivanih
slucajeva, $to ilustrira znacaj patohistoloske analize i dodatnih molekularnih testova u dijagnostici Spitz
neoplazmi. Medu pregledanim znanstvenim radovima ni u jednom od njih nije na ovolikom ili ve¢em
broju pacijenata analizirana uspje$nost klinickog dijagnosticiranja Spitz lezija. Donji ekstremiteti i trup
pokazali su se najée$¢im anatomskim lokalizacijama u obje ispitivane skupine, $to je djelomi¢no u
skladu s prouc¢enom literaturom u kojoj se donji ekstremiteti i glava navode kao ceSce lokalizacije, no
podatci variraju medu pojedinim autorima (18,23,25). Dobiveni rezultati o dobi koji ukazuju na tipi¢nu
pojavnost Spitz lezija u djece i mladih odraslih osoba, kao i dominacija Zenskog spola u obje ispitivane
skupine u skladu su s literaturnim podatcima (18,20). No ¢ini se prema na§im rezultatima da se AST-
ovi pojavljuju u nesto kasnijoj dobi (prosje¢na dob 32 god.) u odnosu na Spitz nevuse (prosjecna dob
24 god.). Na isto upucuju i radovi nekih drugih autora (18,47). Veca prosjecna debljina te promjer AST-
ova u odnosu na Spitz nevuse govore u prilog razli¢itom bioloskom potencijalu ovih dviju grupa lezija.

Medu proucavanim patohistoloskim karakteristikama pagetoidna ekstenzija, odsutnost Kamino

23



tjeleSaca, pleomorfizam stanica, prisutnost >1 dermalne mitoze/mm? mitoze smjestene u dubokim
slojevima dermisa te obilna pigmentacija spadaju u maligna histoloska obiljezja (10,16). lzuzev
odsutnosti Kamino tjeleSaca te duboko smjestenih dermalnih mitoza, sva su navedena obiljezja ¢eSce
bila prisutna u AST-ovima, a pagetoidna se ekstenzija pokazala i statisticki znacajnim parametrom
(P=0,02). Jo$ jedan od parametara koji podupire veci bioloski potencijal AST-ova u odnosu na Spitz
nevuse, a koji se takoder pokazao statisticki signifikantnim (P=0,01) jest indeks proliferacije stanica
mjeren imunohistokemijskim biljegom Ki67. Navedeni je indeks u vecem broju AST-ova (9/24, 37,5%)
iznosio >2% i <5% u usporedbi sa Spitz nevusima (5/24, 20,8%), dok za razliku od 6/24 (25%) AST-
ova ni u jednom od Spitz nevusa nije iznosio >5%. U 3/24 (12,5%) atipi¢na Spitz tumora
imunohistokemijski nije utvrdena ekspresija p16 proteina, za razliku od skupine Spitz nevusa u kojoj su
sve lezije eksprimirale navedeni protein. Ova 3 slucaja zavreduju posebnu paznju s obzirom na poznatu
vezu izmedu gubitka ekspresije ovog tumor-supresorskog proteina i malignih obiljezja Spitz neoplazmi
(38). Osim toga, u novijim je istraZivanjima opaZen Cest izostanak ekspresije pl6 proteina u Spitz
lezijama s fuzijama MAP3K8 onkogena (29,43). Ove se fuzije takoder per se povezuju s malignim
karakteristikama Spitz neoplazmi. Stoga bi gubitak imunohistokemijske ekspresije tumor-supresora p16
mogao upucivati na potencijalnu prisutnost MAP3K8 fuzije, odnosno na moguce agresivnije klinicko
pona$anje takvih Spitz neoplazmi. Kervarrec i suradnici u svojoj su studiji u 77% Spitz lezija s prisutnim
MAP3KS8 fuzijama primijetili izostanak imunohistokemijske ekspresije p16 proteina (43). Sli¢no tome,
Houlier i suradnici medu 19/26 (73%) Spitz lezija s MAP3K8 fuzijama nisu imunohistokemijski uspjeli
potvrditi ekspresiju proteina pl6; medu tih je 19 lezija bilo 10 AST-ova i 9 Spitz melanoma (29). U
nasem je istrazivanju svih 48 lezija pokazalo pozitivnu imunohistokemijsku reakciju s Melan-A
protutijelom, bez znacajne razlike u obrascu pozitiviteta u Spitz nevusima i AST-ovima, $to pokazuje
da navedeno protutijelo nije korisno za distinkciju ovih dviju skupina lezija. Protutijelo HMBA45 koje se
veze na antigene nezrelih stanica u melanocitnim neoplazmama u 20 je od 24 Spitz nevusa (83,3%) te u
15/24 (62,5%) AST-ova pokazalo pozitivhu imunohistokemijsku reakciju u junkcionalnim dijelovima
tvorbi s gubitkom pozitiviteta prema bazi. Stanice melanocitnih tumora sazrijevaju u smjeru od
povrsinskih prema bazalnim dijelovima dermisa te se ovaj fenomen smatra pokazateljem benigne
prirode same lezije (14). Melanomi pokazuju difuzni pozitivitet u imunohistokemijskom bojenju ovim
protutijelom, $to upucuje na izostanak sazrijevanja (maturacije) stanica (3). Shodno tome, prema nasim
rezultatima nije iznenadujuc nesto manji broj AST-ova s junkcionalnim pozitivitetom u odnosu na Spitz
nevuse. U 2/24 (8,3%) atipi¢na Spitz tumora uocen je difuzni pozitivitet. Medutim, zbunjujuca je
Cinjenica da je ak 7/24 (29,2%) AST-ova u usporedbi s 4/24 (16,7%) Spitz nevusa pokazalo negativnu
imunohistokemijsku reakciju koja upucuje na zrelost stanica, tj. nizak maligni potencijal tumora. Ovaj
podatak ilustrira raznolikost atipi¢nih Spitz tumora. Kao ni Melan-A, HMBA45 protutijelo nije specifi¢no
za Spitz melanocitne neoplazme te stoga precizna dijagnoza iziskuje uporabu drugih molekularnih
biljega. Posebno su se korisnim pokazala ALK, ROS1 i Pan-TRK protutijela. S navedenim je

protutijelima imunohistokemijski moguce ispitati ekspresiju ALK, ROS1 i Trk tirozin kinaznih
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receptora, koja je pokazala visoku podudarnost s fuzijama ALK, ROS1 i NTRK gena, a koje su pored
ostalih genskih fuzija karakteristicna molekularna obiljezja Spitz neoplazmi (11,25,37,41). Stoga je
imunohistokemija odli¢an probirni test kojim je u slucaju pozitivne reakcije moguce pretpostaviti
postojanje navedenih fuzija, odnosno naslutiti molekularne promjene tipi¢ne za Spitz lezije. Postojanje
preciznih lijekova koji inhibiraju konstitutivno aktivirane kinaze, poput tkivno agnostickog
larotrektiniba koji se pokazao ucinkovitim u lijeenju solidnih tumora s prisutnim NTRK fuzijama ili
entrektiniba koji je inhibitor ALK, ROS1 i Trk kinaza objasnjava vaznost moguénosti detekcije fuzija u
Spitz tumorima (37). U nasem je istrazivanju pozitivna imunohistokemijska reakcija s ALK protutijelom
pronadena u 1/24 (4,2%) Spitz nevusa te u 2/24 (8,3%) AST-ova, odnosno u ukupno 3/48 (6,3%)
analiziranih Spitz neoplazmi. Ekspresija ROS1 proteina imunohistokemijski je potvrdena u 1/24 (4,2%)
Spitz nevusa i 4/24 (16,7%) AST-ova, tj. ukupno je 5/48 (10,4%) ispitivanih Spitz lezija pokazalo
ekspresiju ove molekule. Ekspresija Trk proteina ispitivana Pan-TRK protutijelom dokazana je u 1/24
Spitz nevusa (4,2%) i 8/24 (33,3%) AST-ova, dakle ukupno u 9/48 (18,8%) analiziranih Spitz tumora.
Temeljem ovih je rezultata nasa hipoteza o vecoj ekspresiji navedenih proteina u AST-ovima potvrdena.
Medutim, uocena je razlika s rezultatima drugih istrazivaca, a koji se takoder razlikuju medusobno.
Primjerice, Kiuru i suradnici u svojoj su kohorti od 105 Spitz lezija u njih 28 (26.7%)
imunohistokemijski potvrdili ekspresiju ALK proteina (44). Cappellesso i suradnici u svojem su
istrazivanju na velikoj skupini od 180 AST-ova ekspresiju Trk proteina evidentirali u svega 26 slu¢ajeva
odnosno 15%, $to je otprilike upola manje u usporedbi s nasim rezultatima (32). S druge strane, Cesinaro
i suradnici publicirali su rad o 11 Spitz lezija s imunohistokemijski dokazanom ekspresijom ROS1
proteina medu 35 analiziranih slucajeva, Sto iznosi 31% (41). Vrlo je zanimljiv rezultat jedne brazilske
grupe autora koja u svojem istrazivanju na skupini od 47 Spitz lezija ni u jednom slucaju nije zabiljezila
pozitivnu imunohistokemijsku reakciju koriste¢i ALK i ROSI1 protutijela (47). Nesklad u ovim
rezultatima mozemo prije svega potraziti u neujedna¢enom broju ispitivanih skupina. Za razliku od nase
studije u kojoj smo raspolagali sa jednakim brojem Spitz nevusa i AST-ova, u drugim su studijama
analizirani razli¢iti brojevi Spitz nevusa, AST-ova i Spitz melanoma. Takoder, kriteriji za patohistolosku
dijagnozu Spitz lezija razlikuju se medu pojedinim ustanovama, §to moze rezultirati uporabom razlicitih
melanocitnih lezija u imunohistokemijskim analizama. Cardili i suradnici u tumacenju svojih rezultata
izmedu ostalog navode i potencijalnu razliku molekularnog profila Spitz lezija u Brazilaca u odnosu na
Europljane ili stanovnike Sjeverne Amerike koji su ispitanici u vecini publiciranih znanstvenih
istrazivanja ove tematike (47). Oslanjajuéi se na rezultate vecih istrazivanja, procjenjuje se da su fuzije
ALK, ROS1iNTRK1 gena najéesce fuzije u Spitz tumorima. Wiesner i suradnici u svojem su istrazivanju
analizom 140 Spitz neoplazmi fuzije ROS1, NTRK1 i ALK gena prema istom redoslijedu pronasli u 17%,
16% i 10% slucajeva (9). S obzirom na konkordantnost navedenih fuzija i ekspresije kimeri¢nih proteina
detektabilnih imunohistokemijskim protutijelima, moze se ocekivati priblizno slicna ucestalost Spitz

lezija s pozitivnim imunohistokemijskim reakcijama. Medutim, nesuglasje izmedu ove pretpostavke i
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rezultata naseg, kao i drugih istrazivanja jasno oslikava kompleksnost Spitz neoplazmi i ukazuje na

potrebu za daljnjim istrazivanjima.

Korelacija izmedu morfoloSkih obiljezja i specificnih molekularnih promjena odnosno pokretackih
mutacija glavna je tema aktualnih istrazivanja. Prema naSim rezultatima, lezije s imunohistokemijski
dokazanom ekspresijom ALK, ROS1 i Trk proteina nisu bile klini¢ki ispravno prepoznate, osim jednog
ALK pozitivnog Spitz nevusa. Ovaj je rezultat u skladu s prvim dijelom naseg istrazivanja u kojem je
takoder pokazana vrlo mala uspje$nost klinickog prepoznavanja Spitz lezija. Anatomske lokalizacije
ALK, ROS1 i Pan-TRK pozitivnih lezija bile su vrlo raznolike bez predominantne lokalizacije. Drugi
su autori takoder u svojim radovima izvjestili o razli¢itoj koznoj distribuciji Spitz lezija
imunohistokemijski pozitivnih na navedene biljege, no s preteznom pojavnoséu na donjim
ekstremitetima (8,35,41,43). U usporedbi s ROS1 i Pan-TRK pozitivnim lezijama, ALK pozitivni tumori
pojavili su se u mladim pacijentima te su prodirali dublje u dermis. Smatra se da bi za ve¢e dimenzije
ALK imunohistokemijski pozitivnih Spitz lezija mogle biti odgovorne specificne ALK fuzije s
reperkusijom na kasniju aktivaciju mehanizma stani¢nog starenja (25). S druge strane, srednji je promjer
neoplazmi u sve 3 imunohistokemijske skupine bio jednak te su u sve 3 skupine pacijenti ¢e$ce bili
zenskog spola. Podatci o dubini i promjeru u skladu su s ve¢inom prouéenih znanstvenih radova, no
uocen je nesklad medu publiciranim radovima u pogledu spolne distribucije ovih lezija. Tako su
primjerice pacijenti s ALK pozitivnim lezijama u istrazivanjima dviju razli¢itih grupa autora bili
dominantno mu$kog spola (8,42). ALK pozitivni slu¢ajevi temeljem naSih se rezultata izdvajaju i s
obzirom na prisutnost pleomorfnih stanica, nepostojanje Kamino tjeleSaca te ¢eS$¢i izostanak
pigmentacije. Ovi su rezultati u skladu s drugim istrazivanjima (8,42—44). No, Kamino tjelesca takoder
nisu uocena ni u 4/5 ROS1 pozitivnih slucajeva, kao ni u 4/9 Pan-TRK pozitivnih lezija. U sve su tri
skupine barem u jednom slucaju detektirane mitoze, no ni u jednom pojedina¢énom slucaju nije uoc¢eno
>2 mitoza/mm?, §to upucuje na nespecifiénost ovog patohistoloikog parametra. Izrazena pagetoidna
ekstenzija detektirana je u 3/5 ROS1 pozitivnih slucajeva te u 2/9 Pan-TRK pozitivnih tumora, dok je u
sve 3 ALK pozitivne lezije bila blagog do umjerenog intenziteta. Podatak o ja¢em intenzitetu pagetoidne
ekstenzije u ROS1 pozitivnim lezijama takoder je sukladan s recentnom literaturom (34,43). Podatci o
prevladavajucem tipu stanica razlikuju se medu pojedinim istrazivanjima. Tako su primjerice Cesinaro
i suradnici u svojoj studiji ustanovili ve¢i broj ROS1 pozitivnih lezija s dominantno epiteloidnim
stanicama u odnosu na broj lezija s dominantno vretenastim stanicama, $to je sukladno S nasim
rezultatom (41). S druge strane, Kervarrec i suradnici u sve su tri imunohistokemijske skupine utvrdili
dominantno vretenaste stanice, $to je u suprotnosti S nasim rezultatima (43). Negativna ekspresija p16
proteina pronadena je u 2/3 ALK pozitivna tumora, dok su ROS1 i Pan-TRK pozitivne lezije u svim
slucajevima eksprimirale ovaj protein. Ovo je zanimljiv podatak s obzirom da je medu svih 48
ispitivanih lezija u nasSem istrazivanju gubitak ekspresije ovog proteina pronaden u ukupno 3 slucaja. U

jednom je od ova 2 ALK pozitivna slucaja indeks proliferacije stanica iznosio 10%, a dubina lezije 4,68
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mm, $to je najveca izmjerena debljina izmedu svih 48 lezija analiziranih u istrazivanju. Takoder, u istoj
je leziji utvrden izostanak Kamino tjelesaca, kao i prisutnost pleomorfnih stanica. Sve te karakteristike
upucéuju na veéi maligni potencijal ove lezije u usporedbi s drugim slu¢ajevima. U jednoj je Pan-TRK
pozitivnoj leziji indeks proliferacije stanica iznosio 15% te je u istoj leziji uoCena izrazena pagetoidna
ekstenzija i intenzivna pigmentacija. Obrazac imunohistokemijskog bojenja s HMBA45 protutijelom koji
ukazuje na izostanak sazrijevanja stanica uocen je u 2/9 Pan-TRK pozitivnih lezija, medutim izostanak
drugih malignih obiljezja u vecini Pan-TRK pozitivnih lezija govori u prilog njihove benigne prirode.
Blaga ili umjerena limfocitna upala zabiljezena u svim lezijama iz svih triju skupina aludira na
nespecifi¢nost ovog patohistoloskog obiljeZja, koje stoga ne mozemo dovesti u korelaciju s ekspresijom
ALK, ROSL1 ili Trk proteina. S druge strane, Kiuru i suradnici u svojem su istraZivanju intenzivniju
limfocitnu infiltraciju uocili u Spitz lezijama s ekspresijom TrkA proteina dokazanom NTRK1
protutijelom u usporedbi s ALK pozitivnim lezijama (44). Temeljem naSih rezultata, ALK
imunohistokemijski pozitivne Spitz neoplazme mogle bi biti okarakterizirane veéim malignim
potencijalom u odnosu na ROS1 i Pan-TRK pozitivne neoplazme. Medutim, u donoSenju nedvojbenih
zakljuéaka sprje¢ava nas premalen broj ispitanika, koji je ujedno i glavna mana naSeg istrazivanja. S
obzirom na nisku incidenciju Spitz tumora sa sli¢nim su se problemom susreli i drugi istrazivaci. To je
takoder razlog ograniCene uporabe statisticke obrade podataka u ovakvim istraZivanjima, S$to
onemogucuje donosenje zakljucaka visoke razine dokaza te su rezultati ¢esto izneseni opisnim nac¢inom.
PoZeljan je nastavak naseg istraZivanja uz pomo¢ molekularnih metoda, poput sekvenciranja sljedece
generacije u cilju odgovora na pitanje jesu li za ekspresiju ALK, ROS1 i Trk tirozin kinaznih receptora
potvrdenu imunohistokemijskom tehnikom odgovorne kinazne fuzije ili neke druge molekularne

promjene.

U novije je vrijeme uocena veza izmedu pojedinih fuzija i specifi¢énih imunohistokemijskih obrazaca.
Sve pozitivne imunohistokemijske reakcije s ALK, ROS1 i Pan-TRK protutijelima u nasoj smo studiji
detektirali u citoplazmi stanica, sto je sukladno s ve¢inom do sad publiciranih radova. Medutim, neki su
istraziva¢i pronasli neobi¢ne obrasce, pripisujuéi ih razli¢itim N-terminalnim partnerima u genskim
fuzijama. Tako su primjerice Bahrani i suradnici nedavno izvijestili o0 membranskom pozitivitetu ALK
imunohistokemijskog bojenja u Spitz nevusu s EHBP1-ALK fuzijom. EHBP1 protein, N-terminalni
partner u ovoj fuziji, sudjeluje u regulaciji transporta endocitotskih vezikula te je normalno smjesten na

stani¢noj membrani (46).

Prepoznavanje karakteristicnih morfoloskih obiljezja u dijagnostickom postupku omogucilo bi
predvidanje molekularne promjene u samoj Spitz neoplazmi. Takoder, prepoznavanje tipi¢nog
imunohistokemijskog obrasca omogucilo bi jo§ suptilniju pretpostavku o postojanju to¢no odredene
fuzije. U nastavku bi dijagnostickog postupka dokaz fuzije uz pomo¢ pravilno odabranog dodatnog

molekularnog testa mogao pacijenta uciniti kandidatom za preciznu terapiju kinaznim inhibitorom.
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Nastavak istrazivanja molekularnog profila Spitz lezija te prepoznavanje molekularno-morfoloskih

korelacija priblizit ¢e nas ostvarenju ovog koncepta personalizirane medicine.

7. ZAKLJUCCI

Temeljem na8ih rezultata, Spitz neoplazme pokazale su naj¢eS¢u pojavnost na trupu i donjim
ekstremitetima u djece i mladih odraslih osoba Zenskog spola, no bez klini¢ki jasne prezentacije te stoga
precizna dijagnoza neminovno zahtijeva patohistolosku i molekularnu analizu. Vece prosjeéne
dimenzije, izrazenija pagetoidna ekstenzija, postojanje pleomorfnih stanica, ve¢i broj dermalnih
mitoza/mm? te izraZenija pigmentacija upucuju na veéi maligni potencijal atipi¢nih Spitz tumora u
odnosu na Spitz nevuse. Na isti nas zaklju¢ak navode i ¢e$¢i gubitak ekspresije p16 proteina u atipicnim

Spitz tumorima te njihova veca stani¢na proliferativnost u usporedbi sa Spitz nevusima.

Ekspresija ALK, ROS1 i Trk tirozin kinaznih receptora veca je U atipi¢nim Spitz tumorima nego u Spitz
nevusima. Prosje¢na dubina lezija, nepostojanje Kamino tjeleSaca, ¢esta prisutnost pleomorfnih stanica
te Cest gubitak ekspresije p16 proteina u lezijama s dokazanom ekspresijom ALK proteina ukazuju na
mogu¢ veéi maligni potencijal ALK pozitivnih u odnosu na ROS1 i Pan-TRK imunohistokemijski
pozitivne Spitz neoplazme. Ce$¢a prisutnost naglasene pagetoidne ekstenzije u ROS1
imunohistokemijski pozitivnim Spitz lezijama mogla bi upuéivati na Kkorelaciju izmedu ovog
patohistoloskog obiljeZja i ekspresije ROS1 proteina. Takoder, dominacija epiteloidnih stanica u vec¢ini
lezija s dokazanom ekspresijom ALK, ROS1 ili Trk proteina mogla bi biti distinktivno histoloSko

obiljezje navedenih lezija u usporedbi sa Spitz lezijama bez ekspresije ovih tirozin kinaznih receptora.

lako ukupan broj od 48 analiziranih Spitz lezija u nasoj studiji predstavlja jednu od vecih kohorti, za
jasniju je sliku o molekularno-morfoloskim korelacijama navedene zaklju¢ke neophodno verificirati na

vecem broju ispitanika, uz potvrdu molekularnim metodama analize.
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