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Wykaz stosowanych skrotow
AST - atypical Spitz tumor, atypowy nowotwor Spitz
AUC - area under curve, pole pod krzywa
CDK - cyclin-dependent kinase, kinaza zalezna od cyklin
FISH - fluorescent in situ hybridization, fluorescencyjna hybrydyzacja in situ
FP - figura podziatu mitotycznego
H&E - hematoksylina i eozyna
HS - high score
MAPK - mitogen-activated protein kinase, kinaza biatkowa aktywowana mitogenami
NS - nevus Spitz, znamie Spitz

PERK - phosphorylated extracellular signal-regulated kinase, fosforylowana kinaza
aktywowana zewngtrzkomorkowo

PS - pagetoid spread, szerzenie pojedynczymi komérkami w obrebie naskdrka

real - time PCR - real time polymerase chain reaction, reakcja tanicuchowa polimerazy
W czasie rzeczywistym

ROC - receiver operating characteristic, krzywa charakterystyki operatora odbiornika
S&E - spindle and epithelioid, wrzecionowato- i nabtonkowatokomorkowy

SIS - staining intensity score
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1. Nowotwory Spitzoidalne w ujeciu historycznym

Typowe znamie Spitz (nevus Spitz, NS) jest nowotworem melanocytarnym, ktory wykazuje
podobienstwo histopatologiczne do czerniaka ztosliwego. Ze wzgledu na odmienny przebieg
kliniczny, ich rozrdznienie jest kluczowe dla dalszego postepowania z pacjentem.
Diagnostyka zas w dalszym ciggu w duzym stopniu opiera sie na analizie szeregu
wyktadnikéw morfologicznych.

W 1910 roku Darier i Civatte opisali nietypowg zmiane melanocytarng zlokalizowang na
nosie u matego dziecka." Mimo doswiadczenia i skrupulatnych badan nie byli w stanie
okresli¢ czy jest to zmiana fagodna czy ztosliwa. Dzisiaj, ponad 100 lat pdzniej, gdy wiedza na
temat diagnostyki i biologii zmian melanocytarnych znacznie sie pogtebita, w dobie
immunohistochemii i badan molekularnych, patolog niejednokrotnie staje przed podobnym
dylematem.

Na przestrzeni lat opinie na temat nowotwordéw Spitzoidalnych ulegaty ewolucji,
wywotujgc nieustannie liczne kontrowersje (ich charakterystyka znajduje sie we wiasnej
pracy pogladowej?).

W 1948 roku Sophia Spitz jako pierwsza wyrdznita grupe tzw. czerniakdw mtodziericzych
(juvenile melanomas), czyli nietypowych zmian melanocytarnych wystepujacych u dzieci,
ktére pomimo podobieistwa histologicznego z czerniakiem wykazywaty matg ztosliwosc
kliniczna.? Spoéréd 13 analizowanych przez nia zmian, jedna z nich, nie wyrdzniajaca sie
histopatologicznie, zlokalizowana na stopie u 12-letniej, niedojrzatej ptciowo dziewczynki,
wznowita sie miejscowo po wycieciu, a nastepnie data przerzuty do weztéw chtonnych
pachwinowych oraz przerzuty odlegte, co spowodowato zgon chorej w ciggu 4 miesiecy od
rozpoznania. Spitz miata wiec Swiadomos¢, ze tzw. czerniakdw mtodzienczych nie mozna
traktowa¢ jak zmian jednoznacznie tagodnych, ale réwniez nie nalezy ich utozsamiac
z czerniakami wystepujgcymi typowo u dorostych.

W 1960 roku Kernen i Ackerman ponownie przeanalizowali przypadki czerniakéw
mtodzienczych opisanych przez Spitz, dochodzgc do wniosku, ze przypadek, ktory
doprowadzit do zgonu pacjenta to pierwotnie niedodiagnozowany czerniak, zas pozostate to

tagodne zmiany melanocytarne zbudowane z komérek wrzecionowatych i nabtonkowatych.*
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Ponadto patolodzy ci podwazyli zasadnos$¢ uzycia nazwy ,czerniak mtodzienczy”, popierajgc
w tej kwestii Helwiga, ktéry jako pierwszy zakwestionowat poprawnos¢ tego okreslenia
(Helwig, 1955; cyt. za Paniago-Perreira, 1978).° Zwrdcili oni uwage na fakt, ze zmiany tego
typu wystepuja rowniez u dorostych, co zauwazyta juz wczeéniej sama Spitz®, a dodatkowo
podkreslili, ze stowo ,czerniak” wywotuje w tym przypadku mylgce konotacje ze zmiang
bezwzglednie ztosliwg. W zamian zaproponowali nazwe odzwierciedlajgcg strukture
mikroskopowg tej grupy zmian ,znamie wrzecionowato- i nabftonkowatokomédrkowe”
(epithelioid and spindle cell nevus, znamie S&E).

Nazwa ta funkcjonuje do dzi$ réwnolegle z synonimem ,znamie Spitz”. Eponim ,Spitz”
w odniesieniu do tej specyficznej grupy zmian melanocytarnych zostat powszechnie uznany
w rekomendacjach nomenklaturowych komitetu Australijskich patologéw w 1967 roku’, 11
lat po Smierci Sophie Spitz.

Prosty, binarny podziat zmian melanocytarnych Spitzoidalnych na tagodne i ztosliwe
promowany przez Kernena i Ackermana® nie utatwiat jednak diagnostyki, a dodatkowo
wydawat sie nie odzwierciedla¢ biologicznej natury tych zmian.

W zwigzku z tym w 1975 roku w pracy opublikowanej przez Reeda i wsp.8 powrdcito
zagadnienie istnienia zmian melanocytarnych o granicznej, czy tez niepewnej ztosliwosci.
Reed i wsp. po raz pierwszy uzyli okreslenia ,atypowy nowotwdr Spitz” w odniesieniu do
bogatokomérkowej zmiany, w ktdérej nagromadzenie komérek nowotworowych
powodowato ucisk otaczajgcego podscieliska guza.

W 1989 roku Smith i wsp.’ analizujac serie 32 znamion S&E wykazujacych atypie
histologiczng, a w 6 przypadkach dajacych przerzuty do weztdw chtonnych, zastosowali
termin ,ztosliwe znamie Spitz”. Autorzy podkreslili odrebnos$é histologiczng nowotwordow
tego typu, jak tez ich mniejszg ztosliwos¢ kliniczng w poréwnaniu z ,klasycznym” czerniakiem
ze wzgledu na sugerowany brak zdolnosci do odlegtego przerzutowania, przy jednoczesnym
potencjale do zajmowania regionalnych weztéw chtonnych. Podobne sugestie dotyczgce
mniejszej agresywnosci tych nowotworéw mozna znalez¢ takze w pdZniejszych
doniesieniach.'® ' Z kolei inni autorzy12 wskazujg na wielokrotne opisy przerzutéw
uktadowych w nowotworach Spitzoidalnych, poczynajgc od pierwotnego doniesienia Spitz
21948 roku?, co wydaje sie przeczy¢ mato ztosliwemu (loko-regionalnemu) przebiegowi

klinicznemu tych nowotwordéw.



2. Biologia nowotworow Spitzoidalnych

Natura biologiczna nowotwordw Spitzoidalnych nie jest w petni poznana i pozostaje do
dzi$ kwestig sporna.

A. Bernard Ackerman byt zdania, ze znamie Spitz jest zmiang tagodng i odrebng
histologicznie od czerniaka.’® Uwazat on, ze znaczna wiekszo$¢ zmian melanocytarnych
mozna zdiagnozowac w oparciu o istniejgce kryteria histopatologiczne. Pozostatg niewielka
grupe trudnych diagnostycznie zmian melanocytarnych nalezy wg Ackermana, po
konsultacjach i dofozeniu wszelkich staran, pozostawi¢ bez jednoznacznego rozpoznania,
pozwalajgc, zeby to przebieg kliniczny zweryfikowat ostatecznie ich charakter.

Obecnosc przerzutdéw dla wielu onkologéw i patologdéw jest jednoznacznym wyktadnikiem

T s e . . 14-1
ztosliwosci i podstawg do rozpoznania czerniaka ex post. 8

Inni natomiast sg zdania, ze na
podstawie obecnosci samych depozytéw z komdrek melanocytarnych w weztach chtonnych
nie da sie przewidziec¢ biologicznego charakteru zmian pierwotnych.lg’ 20

Z surowym i nieco arbitralnym, binarnym podziatem zmian melanocytarnych
Spitzoidalnych na tagodne i ztosliwe kontrastujg inne teorie.

Pierwsza z nich, ktérej zwolennikiem jest Raymond Barnhill, zaktada wystepowanie
pewnego continuum zmian wykazujgcych morfologie Spitzoidalng, od tagodnego znamienia
Spitz, przez odrebng histologicznie i biologicznie grupe zmian Spitzoidalnych o niepewnej,

. . T ;. . . . . 12, 21-23
granicznej ztosliwosci, az do czerniaka Spitzoidalnego.™

Druga koncepcja okresla znamie
(nowotwor) Spitz jako odrebny typ czerniaka o niskim stopniu ztos$liwosci, ktéry ma sie
charakteryzowac¢ rzadkim rozsiewem, z tendencjg do szerzenia sie drogami chtonnymi
i zajmowania regionalnych weztdw chtonnych, przy braku zdolnosci do przerzutowania
odleg’reg024. Piepkorn motywuje te koncepcje rzadkimi doniesieniami w pismiennictwie na
temat nowotworéw melanocytarnych o morfologii konwencjonalnych znamion Spitz,
w ktérych jednak wystgpity przerzuty, co spowodowato zgon chorego.3’ 2 pomimo
niejednoznacznosci w ocenie biologii tych nowotwordw, 95,8% ankietowanych
dermatologéw dzieciecych (136 sposréd 142) uwaza, ze znamie Spitz jest zmiang fagodng,
ktéra czesto (niemal w 80%) ulega samoistnej regresji i w zwigzku z tym wielokrotnie nie
wymaga nawet biopsji chirurgicznej, a jedynie obserwacji klinicznej.”®

Powyzisze fakty ttumaczg do pewnego stopnia problemy w porozumieniu pomiedzy

patologami i klinicystami, a dodatkowg kwestia pozostajg wspomniane trudnosci
7



w diagnostyce zmian Spitzoidalnych, polegajgce na przewidywaniu przebiegu klinicznego
tych nowotwordéw w oparciu jedynie o ich morfologie. Wskazuje na to publikacja Barnhilla
i wsp. z 1999 roku™, w ktorej 10 patologédw doswiadczonych w zakresie diagnostyki
dermatopatologicznej ocenito morfologicznie 30 trudnych diagnostycznie zmian
Spitzoidalnych. Brak zgodnego rozpoznania analizowanych nowotworéw byt obecny w 17
przypadkach!

Diagnostyka patomorfologiczna nowotwordw melanocytarnych opiera sie na stosowaniu
kryteriow zardwno histologicznych, czyli dotyczgcych ,architektoniki” catej zmiany, jak
rowniez cech cytologicznych, odnoszgcych sie do morfologii poszczegdlnych komorek.
Stosunkowo proste jest rozpoznanie zmiany, ktéra wykazuje wszystkie cechy nowotworu
tagodnego, badZ komplet cech czerniaka. Trudnos¢ interpretacji i co za tym idzie rozpoznania
histopatologicznego, rodzi sie w momencie wspdtistnienia kilku cech tagodnych i kilku
przemawiajgcych za procesem ztosliwym. W takich przypadkach pomocne dla patologa staje
sie zastosowanie kategorii zmiany atypowej, ktora pierwotnie zaproponowali Reed i wsp.®
W wersji wspoéfczesnej podziat taki uwzglednia np. publikacja Barnhilla®, w ktorej proponuje
sie podziat zmian Spitzoidalnych na 3 grupy: 1) nowotwér Spitz bez atypii (Spitz tumor
without atypicality), 2) atypowy nowotwor Spitz (atypical Spitz tumor, AST), 3) czerniak
ztosliwy (malignant melanoma). Najwiecej kontrowersji wzbudza wprowadzenie posredniej
kategorii, ktérg okresla sie takze terminami: nowotwdr melanocytarny o niepewnym
potencjale ztosliwosci (melanocytic tumor of uncertain malignant potential, MELTUMP) lub
Spitzoidalny nowotwdr melanocytarny o niepewnym potencjale ztosliwosci (Spitzoid

2628 Miteva® zauwazyfa, ze

melanocytic tumor of uncertain malignant potential, STUMP).
wobec braku scistych kryteriéw diagnostycznych, sformutowania te obejmujg jednoczesnie
zmiany fagodne i ztosliwe, a dodatkowo takze prawdopodobnie guzy melanocytarne
posiadajgce potencjat do przerzutowania, ale rokujgce lepiej niz konwencjonalne czerniaki.
Pomimo korzysci, jakg odnosi patolog w zastosowaniu rozpoznania z kategorii posredniej,

kwestie zasadnicze czyli nieprzewidywalny przebieg kliniczny chorych z tg diagnozg

i zwigzane z tym trudnosci w postepowaniu terapeutycznym, pozostajg nierozwigzane.



3. Cechy kliniczne znamion Spitz

Poczagtkowo znamionami Spitz okreslano wyfacznie kopulaste, ciemnoczerwone zmiany
zlokalizowane na twarzy lub korficzynach u dzieci. Na przestrzeni lat pojecie znamienia Spitz
znacznie sie poszerzyto.

S to niewielkie (zwykle érednicy ponizej 10 mm)®, z reguly pojedyncze zmiany,
o kopulastej lub ptasko-wyniostej sylwetce, barwy cielistej, ciemnoczerwone albo
ciemnobrgzowe - silnie upigmentowane. Paniago-Perreira5 wyroznita klinicznie kilka typow
znamion Spitz: 1) jasne i miekkie - podobne do ziarniniaka naczyniastego (granuloma
pyogenicum-like), 2) jasne i twarde - podobne do wtdékniaka skoéry (dermatofibroma-like), 3)
ciemnobrunatne, ktdére wystepujg rzadziej oraz najrzadsze, 4) mnogie znamiona Spitz
wystepujagce w skupieniach (agminated) w obrebie plamy barwnikowej koloru kawy
z mlekiem lub rozproszone na catej powierzchni ciata. Powyzej opisana makroskopowa
réznorodnos$¢ postaci przyczynia sie niejednokrotnie do btednej diagnozy klinicznej. Uwaza
sie, ze znamie Spitz jest prawidtowo rozpoznawane przez klinicystow zaledwie w 15-20%
przypadkéw.> *° Najczesciej jest ono mylone ze zwyktym znamieniem melanocytarnym lub
czerniakiem, nieco rzadziej z wtdkniakiem skory i ziarniniakiem naczyniastym, naczyniakiem
lub naczyniakowtdkniakiem. Rzadsze sposrdd proponowanych rozpoznan klinicznych to
z6ttakoziarniniakowato$s¢ mtodziencza (juvenive  xanthogranulomatosis), brodawka
wirusowa, brodawka tojotokowa, bliznowiec, mieczak zakazny, rak podstawnokomaorkowy,
choroba Bowena, miesak Kaposiego, leiszmanioza, rumien obrgczkowaty czy znamie
naskorkowe.> > *°

Wiekszos¢ znamion Spitz wystepuje u dzieci i mtodych dorostych, jakkolwiek wiadomo, ze
zmiany te mogg pojawi¢ sie w kazdym wieku. W badaniach obejmujgcych duze serie

7,21 -32
> 7, 21,3032 przy czym okoto

przypadkéw, wiek pacjentéw waha sie od kilku miesiecy do 72 lat
40% znamion Spitz wystepuje u osoéb ponizej 15 roku zycia (Paniago-Pereira:5 39%,
Requena:30 42%). Stosunkowo czesto zmiany te pojawiajg sie przed 30 rokiem zycia,
a w czwartej dekadzie zycia i pdiniej sg juz znacznie rzadsze. Srednia wieku pacjentéw
wynosi dwadzieécia kilka lat (21,3 wg Requena®, 25,2 wg Barnhilla™).

W niemal wszystkich wiekszych analizach wykazano, ze znamiona Spitz czesciej wystepuja

5,7,21,30,31,33

u ptci zenskiej. Udziat dziewczynek i kobiet w tych badaniach waha sie miedzy 55

a 63% w kazdej z badanych grup. Requena30 sugeruje, ze moze to mie¢ zwigzek ze znaczna
9



przewaggy kobiet nad mezczyznami (3,5:1) w grupie osdb miedzy 16 a 30 rokiem zycia, co
wynika zapewne gtéwnie z wiekszej dbatosci ptci zeriskiej o wzgledy kosmetyczne.

Znamiona Spitz mogg wystepowacd praktycznie w kazdym miejscu na powierzchni skory.
Najczesciej lokalizujg sie na koriczynach dolnych u kobiet, w obrebie tutowia u mezczyzn oraz
na gtowie i szyi, a przede wszystkim na twarzy u dzieci.*

Sg to zmiany zwykle nie powodujgce objawdéw klinicznych, rzadko wywotujace $wiad.
Okres jaki uptywa od momentu pojawienia sie zmiany do jej wyciecia wynosi przecietnie
kilka miesiecy, najczesciej mniej niz rok, chociaz zdarzajg sie przypadki z wywiadem nawet
dwudziestoletnim.* **

Zachorowalnos$¢ na czerniaka jest centralnie rejestrowana i przez to dobrze znana
w réznych populacjach, podczas gdy czestos¢ wystepowania znamion Spitz, ktore przez
wiekszos¢ lekarzy uznawane sg za zmiany tagodne, nie jest doktadnie zbadana. Szacunkowe
dane rdinig sie w rejestrach krajowych od 1,4/100.000 mieszkarncow w Australii do
10/100.000 we Wtoszech.” * Inne publikacje wskazuja, ze znamiona Spitz stanowia mniej niz
1% wszystkich znamion melanocytarnych u dzieci w Stanach Zjednoczonych lub 2,4%
wszystkich wycietych chirurgicznie zmian melanocytarnych u dzieci i dorostych we

Wioszech.” *3

4. Cechy histopatologiczne znamion Spitz

Wiekszos$¢ znamion Spitz ma budowe ztozong (skérno-naskdérkowq), chociaz zdarzajg sie
takze postaci o wzroscie brzeznym (naskérkowym) lub skérnym.

Wedtug wielu badaczy typowe znamie Spitz jest zmiang symetryczng, o ostrym
odgraniczeniu bocznym, zbudowang z duzych wrzecionowatych i/lub epitelioidalnych
melanocytow, ktore wykazujg warstwowosé czyli tzw. dojrzewanie ,,w gtab” i nie maja
tendencji do szerzenia sie pojedynczymi komdrkami w obrebie naskérka (pagetoid spread,
ps).> 2% 3134 S3 to cechy wymieniane powszechnie jako duze kryteria diagnostyczne lub jako
parametry najbardziej przydatne do prawidtowego rozpoznania. Niektdrzy autorzy w tej
grupie cech umieszczajg tez obecno$¢ ciatek Kamino na ztgczu skérno-naskérkowym oraz

wystepowanie sporadycznych, typowych figur podziatu mitotycznego (FP) (<2FP na 1 mm?),

ktére lokalizujg sie w gérnych obszarach zmiany.” Niemniej jednak, najwazniejszym
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warunkiem, koniecznym, choé niewystarczajgcym do postawienia diagnozy, jest obecnosc
w nowotworze duzych wrzecionowatych i/lub epitelioidalnych komdrek melanocytarnych.

Symetria i ostre odgraniczenie boczne do pewnego stopnia ze sobg korelujg. Ostre
odgraniczenie boczne dotyczy komponentu srédnaskérkowego, ktéry nie wykracza swojg
lokalizacjg poza komponent skdrny zmiany i nie szerzy sie pojedynczymi komdrkami lub
drobnymi nieregularnymi gniazdami w brzegach zmiany. Inaczej jest w czerniakach
szerzgcych sie powierzchownie, w ktérych pojedyncze komérki lub gniazda komoérek sg
beztadnie rozproszone wzdtuz ztgcza skérno-naskérkowego i wnikajg w pozornie prawidtowy
naskérek. Uwaza sie, ze typowe, symetryczne znamie Spitz ma ksztatt stozka z wierzchotkiem
skierowanym ,w gtgb” skoéry. Kolejng wazng cechg architektoniczng znamion Spitz jest
warstwowos¢ w obrebie zmiany czyli tzw. dojrzewanie ,w gtgbh”, przez co rozumie sie
stopniowe zmniejszanie komorkowosci, wielkosci gniazd komorkowych oraz rozmiaréw
poszczegdlnych komorek w gtebokich warstwach guza, z ich ,ameboidalnym” rozpraszaniem
sie w dnie. Jest to rowniez wtasciwosé zwyktych znamion melanocytarnych, a zarazem cecha,
ktorej nie posiadajg czerniaki. Zwraca sie rédwniez uwage na rzadko$¢ wystepowania
w typowych znamionach Spitz tzw. rozsiewu ,pagetoidalnego” czyli szerzenia sie
srédnaskérkowego pojedynczymi komorkami wysoko ponad warstwe podstawng naskoérka.
Jezeli rozsiew ten wystepuje, to jest ograniczony do centralnej czesci znamienia i zazwyczaj
polega na obecnosci pojedynczych melanocytéw jedynie w ponadpodstawnych warstwach
naskorka.

Na diagnostyczne znaczenie ciatek Kamino w obrebie ztgcza skérno-naskérkowego zwraca
sie uwage od publikacji Kamino i wsp. z 1979 roku.* Sa to diastazo-oporne, PAS-pozytywne,
szkliste, ciemnoczerwone kule, wykazujgce tendencje do wzajemnego tgczenia sie
i tworzenia wiekszych, nieregularnych struktur. Chociaz przypominajg one ciatka
apoptotyczne, to w rzeczywistosci nimi nie sg. Ultrastrukturalnie zbudowane sg z materiatu
wchodzgcego w sktad bton podstawnych - kolagenu typu IV, VIl i lamininy. Obecnos¢ ciatek
Kamino w zmianie jest cenng wskazéwka diagnostyczng, bo jakkolwiek wystepujg
w czerniakach, to jedynie sporadycznie, a dodatkowo sg wtedy mniejsze i nie majg tendencji
do zlewania sie ze sobq.34

Poczagtkowo w diagnostyce znamion Spitz nie przywigzywano wagi do obecnosci figur

podziatu mitotycznego w obrebie zmiany.6 Obecnie uwaza sie, ze wystepowanie
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pojedynczych, prawidtowych mitoz w powierzchownych warstwach zmiany jest naturalng
cechg znamion Spitz, a ich obecnos¢ w gtebokim komponencie skdrnym jest jednym
z najwazniejszych parametrow w klasyfikacji zmian Spitzoidalnych. Chociaz jak dotad nie
istniejg bezwzgledne kryteria czy progi liczbowe, to przyjmuje sie, ze w typowych
znamionach Spitz wystepuja mniej niz 2 FP na 1 mm?, natomiast wysoki indeks mitotyczny,
szczegodlnie przekraczajacy 6 FP na 1 mm?, budzi duze podejrzenie charakteru ztosliwego
badanej zmiany. Zasada ta niekoniecznie odnosi sie jednak do znamion Spitz bedgcych
w fazie aktywnego wzrostu, do zmian u matych dzieci i do takich, ktére ulegty urazowi
mechanicznemu lub tych, ktérym towarzyszy obfity naciek z komérek zapalnych. Takie guzy
bowiem, moga wykazywac zwiekszony potencjat proliferacyjny.” Jednoczeénie podkreéla sie
fakt, ze obecnos¢ nawet jednej atypowej figury podziatu w zmianie, cho¢ jako odosobniona
cecha nie wystarcza do jednoznacznego rozpoznania czerniaka, to powinna budzi¢ niepokdj
onkologiczny.34

Wsréd waznych kryteriéw diagnostycznych utatwiajgcych rozpoznanie znamienia Spitz
podaje sie tez monomorfizm populacji komoérkowej guza. 23

Poza omdéwionymi powyzej duzymi kryteriami diagnostycznymi znamion Spitz, wymienia
sie rowniez mate kryteria czyli dodatkowe parametry o znaczeniu pomocniczym. S3 to
przede wszystkim pewne charakterystyczne cechy cytologiczne oraz wyglad bezposredniego
otoczenia badanej zmiany czyli naskérka i pods’cieliska.s’ 23,31,34

Komorki melanocytarne w typowym znamieniu Spitz charakteryzuje na ogét catkowity
brak pleomorfizmu lub jego obecnos$é w stopniu minimalnym. Uderzajgco duzy pleomorfizm
wystepuje tylko okazjonalnie i dotyczy pojedynczych komérek. Jadra komdrkowe sg okragte,
owalne lub o nieregularnym ksztatcie z delikatng, pecherzykowg chromatyng i pojedynczym,
wyraznym jaderkiem. Dos¢ czesto spotyka sie tez srodjgdrowe pseudoinkluzje, ktére jednak
wystepuja z podobng czestoscig w czerniakach i zwyktych znamionach melanocytarnych,
wiec nie sg przydatne diagnostycznie. Cytoplazma komérek w znamionach Spitz jest obfita,
matowa, kwasochtonna lub amfofilna. Obfitos¢ cytoplazmy sprawia, ze nawet gdy jadro
komodrkowe jest duze, to stosunek jgdrowo-cytoplazmatyczny pozostaje niski. Melanina
w znamionach Spitz jest wytwarzana w niewielkich ilosciach lub nieobecna (za wyjgtkiem
znamion typu Reeda). Jesli wystepuje, to zazwyczaj jej gruboziarniste skupienia sg widoczne

w powierzchownych obszarach zmiany. Poczgtkowo duze znaczenie diagnostyczne
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przypisywano obecnosci jedno- lub wielojadrowych komérek olbrzymich w guzie.” °

Aktualnie mowi sie o ich dodatkowej, pomocniczej roli w diagnostyce.

Naskdrek w typowych znamionach Spitz jest zwykle pogrubiaty wskutek akantotycznego
rozrostu sopli naskérkowych, ich wydtuzania i rozgateziania oraz w wyniku poszerzenia
warstwy ziarnistej i rogowej. Jest to cecha dosé przydatna diagnostycznie, jako ze czerniaki
pokryte sg raczej $cieiczatym naskdrkiem, z tendencjg do tworzenia owrzodzenia na skutek
tzw. konsumpcji naskérka (consumption of the epidermis, COE). Zjawisko to moze by¢
czasem spotykane w typowych znamionach Spitz, ale wtedy w warstwie brodawkowate;j
skdry czesto wspodfistnieje obrzek podscieliska, rozrosty drobnych naczyn krwionosnych

2 4 , , , ..
% 3% Na ztaczu skérno-naskérkowym zwraca réwniez uwage artefaktyczne

i telangiektazje.
obkurczanie skupien komdrek melanocytarnych, co sprawia wrazenie szczelinowatych,
potksiezycowatych przeswitow (clefts), ktére oddzielaja gniazda melanocytéw od
pokrywajacego naskdrka. Niektorzy badacze przypisuja tej wiasciwosci wieksze®® **, inni zas
mniejsze34 znaczenie diagnostyczne.

Poza powyzszymi zmianami, w otoczeniu typowych znamion Spitz podkresla sie réwniez
obecno$¢ przewlektego reaktywnego nacieku zapalnego zlokalizowanego gtéwnie
okotonaczyniowo. Naciek ten jest zwykle rozmieszczony regularnie i nie przybiera formy
pasmowatej u podstawy zmiany, co jest raczej charakterystyczne dla czerniakéw.*

Nalezy doda¢, ze istnieje kilka wariantéw morfologicznych znamion Spitz.30 Najczestsza
odmiang jest upigmentowane znamie wrzecionowatokomdrkowe (pigmented spindle cell
nevus, PSCN), znane jako znamie Reeda. Niektdérzy traktujg je jako odrebng jednostke
nozolog:_{iczna).8 Do czestszych wariantow znamion Spitz nalezg takie postaci:
desmoplastyczna (desmoplastic SN) oraz regresywna (halo SN). Inne, rzadziej spotykane
odmiany to: cewkowa (tubular SN), splotowata (plexiform SN), ,pagetoidalna” (pagetoid SN),
Sluzowaciejgca (myxoid SN), polipowata (polypoid SN), naczyniakowata (angiomatoid SN),
szkliwiejgca (hyalinising SN), barwnikowa (pigmented SN), ,zastarzata” (ancient SN),
olbrzymia (giant SN) oraz wrodzona (congenital SN). Wyjagtkowo rzadko wystepujg zmiany
o charakterze ztozonym (combined), w ktorych wspétistnieje utkanie typowego znamienia

Spitz i zwyktego znamienia melanocytarnego.
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5. Cechy histopatologiczne czerniaka Spitzoidalnego i atypowego
nowotworu Spitz

W dostepnym pismiennictwie nie ma zgodnosci co do definicji czerniaka Spitzoidalnego
oraz atypowego nowotworu Spitz.28

Czerniaki Spitzoidalne to nowotwory ztosliwe, choé byé moze, ze tak jak zauwazyta sama
Sophie Spitz, s3 one ,mniej ztosliwe” niz klasyczne czerniaki.*’ W szerokim ujeciu sg to
wszystkie czerniaki wykazujace podobieristwo do typowych znamion Spitz.?® 3% 3 Wedtug
bardziej restrykcyjnej koncepcji sg to tylko te zmiany, ktére pierwotnie rozpoznano

jako typowe znamiona Spitz, a dopiero agresywny przebieg kliniczny zweryfikowat te

diagnoze;.23' 39
Atypowe nowotwory Spitz, jak wspomniano wyzej, sg grupg zmian wywotujgca liczne
kontrowersje. Niektérzy w ogdle podwazaja zasadnos$¢ wyodrebniania tej kategorii.”> *° Inni

wyrdzniajg te zmiany, ze wzgledu na ich, opisywany w literaturze, wyjagtkowy przebieg
kliniczny czyli tendencje do szerzenia sie drogami chtonnymi z zajeciem weztéw chtonnych,

1 s3 tez tacy, ktérzy stosuja

bez mozliwosci rozsiewu do narzadow odleg’fych.zs’
w diagnostyce kategorie posrednig, ale nie w zrozumieniu odrebnej grupy zmian
o nietypowym przebiegu klinicznym, tylko raczej jako wyraz niepewnosci diagnostycznej,
w sytuacjach, gdy przyjete kryteria nie wystarczajg do podjecia jednoznacznej decyzji co do
charakteru biologicznego zmiany: fagodna versus ztodliwa.>*

Jak zatem, wobec braku jednoznacznych definicji, scharakteryzowaé cechy
histopatologiczne czerniaka Spitzoidalnego i atypowego nowotworu Spitz? W licznych
pracach rdzni autorzy, majacy krancowo rozbiezne poglagdy w kwestiach nazewnictwa
i potencjatu biologicznego tych zmian melanocytarnych, sg dos$¢ zgodni co do cech
histopatologicznych wzbudzajacych niepokdj onkologiczny.” 0 2123 28 29, 34, 39,40, 42:47
Nierozwigzanym jak dotad problemem pozostaje natomiast, subiektywnos¢ oceny nasilenia
tych cech oraz brak jednego kryterium czy tez konstelacji kryteridow, ktore pozwolityby na
jednoznaczng kategoryzacje omawianych zmian. Co wiecej, do pewnego stopnia
w diagnostyce tych zmian melanocytarnych, uwzglednia sie takie wiek pacjenta, gdyz
wedtug niektdorych autoréw atypie wyzszego stopnia mozna dopuszcza¢ w nowotworach

dzieciecych, ale juz nie w guzach rozwijajgcych sie u 0séb dorostych.
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Barnhill®® dzieli cechy atypowe, mogace $wiadczy¢ o ztosliwosci zmian melanocytarnych
Spitzoidalnych, na kryteria architektoniczne, cytologiczne i dotyczace proliferacji
komoérkowe;.

W grupie kryteridéw architektonicznych wymienia on przede wszystkim sporg wielkos¢,
tak w wymiarze horyzontalnym ($rednica 210 mm) jak i wertykalnym (zmiana siega gtebokich
warstw skéry lub wnika do tkanki podskdérnej). Znaczenie ma réwniez obecnos¢ owrzodzenia
(niespowodowanego urazem mechanicznym), asymetria, nieostre odgraniczenie boczne
komponentu sréddnaskdérkowego i tendencja do ,pagetoidalnego” szerzenia sie w obrebie
naskérka nie tylko w centrum, ale tez na obrzezu zmiany, a takze brak ciatek Kamino.
Ponadto niepokdj wzbudza duza komdrkowosé i zlewanie sie melanocytéow w wieksze, lite
struktury, ktére tworza niejednorodng populacje komodrek, nie wykazujgcg warstwowosci
i dojrzewania ,w gtagb”. Do cech atypowych nalezy réwniez rozprezliwy sposdb wzrostu
u podstawy, w przeciwiedstwie do wzrostu naciekajgcego, ktéry jest paradoksalnie
charakterystyczny dla tagodnych zmian melanocytarnych.” 2% 3% 4041

Wsréd atypowych cech cytologicznych zwraca sie uwage na wysoki stosunek jgdrowo-
cytoplazmatyczny komodrek melanocytarnych, ziarnistg cytoplazme i nadbarwliwe jadra
o pogrubiatych btonach jadrowych, z duzymi jgderkami.

Powszechnie wyréznia sie 3 kryteria Swiadczace o przynaleznosci do grupy atypowych

zmian melanocytarnych, dotyczace proliferacji komérkowej.zg’ 39

Sg to: 1) podwyziszony
indeks mitotyczny (zaleznie od Zrédfa i interpretacji pojecia ,, podwyzszony”, odpowiada on
wartosci powyzej 2-6 FP/mm?), 2) obecnoséé mitoz w gtebokich warstwach zmiany (w obrebie
0,25 mm mierzac od podstawy zmiany) oraz 3) wystepowanie atypowych figur podziatu
mitotycznego.

Nalezy powtdrnie podkresli¢, ze w kwestii rozpoznawania atypowych nowotwordéw Spitz
i czerniakdéw  Spitzoidalnych istnieje szereg probleméw dotad nierozstrzygnietych.
Po pierwsze ocena niektérych z powyzszych cech atypowych jest bardzo subiektywna, a po
drugie nie jest znane znaczenie poszczegdlnych cech, tzn. nie wiadomo, ktére cechy sg
wazniejsze niz inne, choc¢ intuicyjnie podejrzewa sie, ze np. obecnos¢ atypowej mitozy
w guzie ma wieksze znaczenie niz brak ciatek Kamino.

W pismiennictwie spotyka sie préby uporzagdkowania kryteriéw diagnostycznych, jednak

jak do tej pory nie sg one ujednolicone.
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Na podstawie przegladu piSmiennictwa dotyczgcego tacznie ponad 100 nowotwordw
Spitzoidalnych, ktére daty przerzuty, Urso™® wyodrebnit 9 cech, ktdre wystepujg w wiekszosci
z nich i majg w zwigzku z tym wysokg wartos¢ diagnostyczng. Sg to: 1) wzrost guzkowy
w skérze i/lub duze, zlewajace sie, lite obszary komdrkowe, bez widocznego kolagenu
miedzy poszczegdlnymi komdrkami, 2) duza grubosé zmiany, z wnikaniem do gtebokich
warstw skory lub do tkanki podskérnej, szczegélnie przy braku dojrzewania ,w gtgb”, 3)
obecnos$¢ figur podziatu w komponencie skérnym, szczegdlnie w gtebokich warstwach
zmiany, 4) wyrazny pleomorfizm jader i/lub jaderek, 5) silna pigmentacja w gtebokich
warstwach zmiany, 6) asymetria, 7) martwica komérkowa, 8) ,pagetoidalne” szerzenie sie
komodrek w naskorku i/lub obecnos$¢ owrzodzenia, 9) obecnos$¢ komodrek nowotworu
w naczyniach limfatycznych. Cechy te wystepujg w analizowanych zmianach w réznych
konstelacjach i w réznej liczbie, a niekiedy pojedyncza cecha musi wystarczy¢ za wyktadnik
ztosliwosci.

Jak wzmiankowano powyzej, nadanie odpowiedniej rangi poszczegdlnym cechom
histopatologicznym i obiektywizacja ich nasilenia ma kluczowe znaczenie. Wskazuje na to
rowniez praca Barnhilla®, w ktdrej pojedyncze, atypowe cechy stwierdzono w 95 sposréd
120 badanych znamion Reeda. Cechy te nie majg najprawdopodobniej zwigzku ze
ztosliwoscig badanych zmian, eksponujg one jedynie réznorodnos¢ morfologiczng w obrazie
typowych zmian Spitzoidalnych.

Uwaza sie, ze atypowe nowotwory Spitzoidalne powinny by¢ kategoryzowane

23, 29, 41, 44 . a1
Ce Spatz i wsp.

w zaleznosci od potencjalnego ryzyka ztosliwego przebiegu.
opublikowali system stopniowania ryzyka ztosliwego przebiegu klinicznego atypowych
nowotwordéw Spitzoidalnych u dzieci i mtodziezy. Bierze sie w nim pod uwage 5 kryteriow: 1)
wiek pacjenta (0-10 i 11-17 lat), 2) Srednice zmiany (<10 mm i >10 mm), 3) naciek tkanki
ttuszczowej (brak lub obecny), 4) owrzodzenie (brak lub obecne) i 5) aktywnos$¢ mitotyczng
zmiany mierzong na 1 mm? (0-5; 6-8; >8 FP). Kazdej z tych cech przypisuje sie punkty: dla
wieku i $rednicy odpowiednio ,0” i ,1”, dla nacieku tkanki ttuszczowej i owrzodzenia
odpowiednio ,0” i ,2”, a dla aktywnosci mitotycznej - ,,0”, ,2” lub ,,5” punktow. Ostatecznie

zsumowana punktacja okresla ryzyko ztosliwego przebiegu klinicznego: niskie (<3), srednie

(3-4), badz wysokie (5-11).
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Badanie Spatz i wsp. obejmowato 30 przypadkdw atypowych zmian Spitzoidalnych,
z ktérych 15 sklasyfikowano jako zmiany niskiego ryzyka, 6 - posredniego ryzyka i 9 -
wysokiego ryzyka. Przerzuty wystgpity u 7 pacjentdéw z grupy wysokiego ryzyka, 3
z posredniego i 1 osoby z grupy niskiego ryzyka. Wyniki te wskazujg, ze chociaz przyjety
system stratyfikacji ryzyka nie jest doskonaty, to jednak w znaczgcym stopniu odzwierciedla

rzeczywisty przebieg kliniczny danej zmiany Spitzoidalne;j.

6. Immunohistochemiczny profil ekspresji biatek

Do tej pory rozpoznanie zmian melanocytarnych Spitzoidalnych opiera sie przede
wszystkim na ich obrazie mikroskopowym w standardowym barwieniu hematoksyling-
eozyng (H&E). Jednak wobec dylematéw diagnostycznych opisanych wyzej, zasadnym
wydaje sie wykorzystanie metod dodatkowych w diagnostyce tych zmian. Nalezy w tym
miejscu podkresli¢, ze obecnie nie ma markeréw immunohistochemicznych, ktére
pozwalatyby na jednoznaczne i niezawodne odrdznienie tagodnego nowotworu
melanocytarnego od czerniaka. Istniejg jednakze, pewne nie w pefni usystematyzowane
doniesienia na temat wykorzystania profilu ekspresji wybranych biatek w diagnostyce zmian

Spitzoidalnych.

6.1. HMB45

Sposrdod powszechnie znanych markerdw melanocytarnych takich jak biatko S100 (biatko
rozpuszczalne w 100% siarczanie amonu), Melan-A /MART1 (Melanoma Antigen Recognized
by T cells), MITF (Microphthalmia Transcription Factor) i HMB45 (Human Melanoma, Black),
jedynie ten ostatni ma pewng warto$¢ w rdznicowaniu miedzy zmianami fagodnymi
a ztosliwymi.

Chociaz HMBA45 jest najmniej czutym sposréd markeréw melanocytarnych (nawet 40%
czerniakéw nie wykazuje jego obecnosci), to jednoczesnie wykazuje najwiekszg wséréd nich

49 . . . .
Jest to przeciwciato monoklonalne skierowane przeciwko

specyficznose.*”®
cytoplazmatycznemu biatku gp100, ktére umozliwia pierwszy etap w dojrzewaniu
premelanosoméw.50 W zwigzku z tym w fagodnych zmianach melanocytarnych, ktére
w wiekszosci wykazujg tzw. dojrzewanie ,w gtgb” i utrate pigmentacji wraz z gtebokoscig,

dodatni odczyn z przeciwciatem HMB45 widoczny jest jedynie w komponencie brzeznym
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i w powierzchownej warstwie komponentu skdérnego. Kontrastuje to zasadniczo
z dystrybucjg odczynu w czerniakach, gdzie jesli jest on obecny, to nie przejawia opisanej
wyzej strefowosci, a przeciwnie, jest nieregularny, czesto obecny w komponencie skérnym,
w tym u podstawy zmiany.>*

Nie sprawdzono jak dotad czy HMBA45 rzeczywiscie pozwala oceni¢ dojrzewanie ,w gigb”
dokfadniej niz robi sie to przy uzyciu barwienia standardowego H&E, a przede wszystkim

w jakim stopniu przeciwciato to jest przydatne w diagnostyce réznicowej znamion Spitz.

6.2. Ki67

Cecha, ktéra do pewnego stopnia koreluje z dojrzewaniem ,w gigbh” w zmianach
melanocytarnych jest rozmieszczenie figur podzialu mitotycznego. Wiadomo, ze
w nowotworach tagodnych liczba mitoz, jak tez indeks proliferacyjny oceniany
immunohistochemicznie malejg wraz z gtebokosciag. W czerniakach natomiast indeks
proliferacyjny jest wyzszy, a jednoczesnie figury podziatu lokalizujg sie w obrebie catego
guza, zaréwno na ztgczu skérno-naskérkowym jak i w czesci skorne;.

Najbardziej swoistym markerem komorek znajdujgcych sie w cyklu proliferacyjnym jest
antygen Ki67. Wykazuje on obecnos¢ jadrowag we wszystkich fazach cyklu komérkowego tj.
od G1, poprzez Si G2 do M. Ki67-negatywne pozostajg jedynie komérki bedgce w spoczynku,
czyli w fazie GO i we wczesnej fazie G1.*! Istnieje szereg prac poswieconych ocenie
immunohistochemicznej ekspresji Ki67 w zmianach melanocytarnych.

Kapur i wsp. wykazali, ze indeks proliferacyjny Ki67 wzrasta wraz z progresjg ztosliwosci
i w zwyktych znamionach melanocytarnych wynosi srednio okofo 0,53%, w typowych
znamionach Spitz - 5,04%, w atypowych znamionach Spitz - 10%, a w czerniakach - 36,83%.>
Jednakze w badaniu tym, zakresy wartosci indeksu Ki67 dla poszczegdlnych typdédw zmian
w pewnym stopniu nakfadajg sie na siebie (szczegdlnie w obrebie nizszych wartosci Ki67)
i w zwigzku z tym, sama wartosc indeksu nie rozgranicza ostro poszczegdlnych jednostek.

Vollmer i wsp. z kolei wskazali, ze indeks Ki67 <2% odpowiada typowemu znamieniu Spitz,
a jego warto$¢ przekraczajaca 10% charakteryzuje czerniaka.”® Wartosci posrednie (2-10%)
majg natomiast przemawia¢ za rozpoznaniem atypowego nowotworu Spitzoidalnego.
Vollmer i wsp. zwrécili jednak uwage, ze na ostateczne rozpoznanie znaczgco wplywa

rowniez niemozliwy  do  okreslenia liczcbowego  wspodtczynnik, okreslajacy
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prawdopodobienstwo przyjmowane a priori (w oparciu o preparat barwiony H&E), ze dana
zmiana jest znamieniem Spitz, atypowym nowotworem Spitzoidalnym lub czerniakiem.

Prace te trudno poréwnac réwniez dlatego, ze réznig sie one metodg oceny Ki67. Kapur
oceniat odsetek wybarwionych jgder komdérkowych w tzw. hot spots czyli w obszarach, ktére
pod matym powiekszeniem wykazujg najwieksze (najliczniejsze i najintensywniejsze)
skupienia komoérek z ekspresjg markera. Z kolei Vollmer i wsp. dokonali przegladu
piSmiennictwa zwracajgc uwage na prace, w ktoérych Ki67 liczcono w przypadkowo wybranych
polach widzenia lub w obszarach o najbardziej regularnej dystrybucji odczynu, a nie w hot
spots.

Niekiedy dokonuje sie jedynie szacunkowej oceny dystrybucji Ki67 uznajgc, ze wyrazny
dodatni odczyn u podstawy zmiany przemawia za rozpoznaniem czerniaka, a brak odczynu
lub jego skapa obecnos¢ ograniczona do powierzchownej warstwy zmiany wskazujg na

znamie Spitz.54

6.3. Cyklina D1

Interesujgce wydajg sie réwniez doniesienia na temat ekspresji w zmianach
melanocytarnych innego markera proliferacji komdrkowej jakim jest cyklina D1. W trakcie
gdy komodrka przechodzi przez poszczegdlne fazy cyklu komodrkowego, w jej jadrze wzrasta
stezenie cyklin z rodziny D i aktywowane s3 kinazy od nich zalezne (CDK4 i CDK6), (cyclin-
dependent kinase, CDK). Kinazy te fosforylujg dziatajgce jak hamulec biatko RB i tym samym
inaktywuja je, pozwalajgc komodrce przejsc z fazy G1 cyklu w faze 5. Istniejg doniesienia, ze
czerniaki wykazuja nadekspresje cykliny D1 w pordéwnaniu ze zwyklymi znamionami

melanocytarnymi.se’ >

Nalezy jednak zaznaczyé, ze inni autorzy sugerujg, iz nie ma rdoznic
w ekspresji cykling D1 miedzy tymi nowotworami.”® Dotychczasowe dane na temat
przydatnosci tego markera w diagnostyce rdzinicowej znamion Spitz i czerniakéw s3
czesciowo zaskakujgce. Jak mozina sie spodziewaé, dystrybucja ekspresji cykliny D1
w typowych znamionach Spitz jest warstwowa i odzwierciedla tzw. zjawisko dojrzewania
»W gtagb”, podczas gdy w czerniakach odczyn jest nieregularny i czesto silny réwniez

w gtebszych warstwach guza. Z kolei, sredni odsetek komdrek wykazujgcych ekspresje

cykliny D1 jest podobny w znamionach Spitz i czerniakach.”®®!
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Te paradoksalnie podobng ekspresje cykliny D1 w znamionach Spitz w pordwnaniu
z czerniakami  ma ttumaczyé silna ekspresja biatka pl6 w tych guzach.eo'63
Najprawdopodobniej obecnos¢ cykliny D1 w znamionach Spitz nie odzwierciedla zatem

bezposrednio ich zdolnosci do proliferacji.

6.4.p16

Biatko p16, produkt genu CDKN2A, nalezy razem z p15, p18 i p19 do inhibitoréw cyklu
komodrkowego z rodziny INK4, ktére hamujg wybidrczo kinazy CDK4 i CDK6, blokujgc tym
samym przejscie komorki z fazy G1 do S. Homozygotyczna utrata genu CDKN2A lub jego
mutacja wystepujg u oséb z zespotem czerniaka rodzinnego i w niewielkim odsetku
przypadkéw sporadycznych.” Wséréd autoréw panuje doéé duza zgodnoéé co do tego, ze

60, 64,65 Natomiast

ekspresja biatka p16 ulega utracie w zaawansowanych stadiach czerniaka.
doniesienia na temat ekspresji biatka p16 w znamionach Spitz nie sg tak jednoznaczne.
W badaniu ograniczonej liczby przypadkéw, nie wykazano obecnosci p16 w zadnym z 6
analizowanych znamion Spitz.®® W innych pracach, jest podawany wysoki $redni odsetek
komodrek pl6-pozytywnych w analizowanych grupach tego nowotworu. Co wiecej autorzy ci
wykazywali, ze obecnos¢ p16 w znamionach Spitz oraz jego utrata w czerniakach mogg by¢
pomocne w diagnostyce réznicowej tych zmian.*® %

Z powyzszymi doniesieniami kontrastuje praca Masona i wsp., wg ktdrych biatko p16 nie
jest przydatne w diagnostyce rdéznicowej zmian Spitzoidalnych, jako ze jego obecnosé
wykazywato 83% badanych znamion Spitz i 79% czerniakdw Spitzoidalnych, a w skali
uwzgledniajacej jednoczesnie odsetek wybarwionych komdrek jak i intensywnos¢ odczynu

nie byto znamiennych statystycznie réznic miedzy tymi grupami zmian melanocytarnych.67

Wskazanym wydaje sie zbadanie tego problemu na wiekszej liczbie przypadkdéw.

6.5. pERK

Dziatanie cykliny D1 zalezy od wielu czynnikéw, nie tylko od opisanego wyzej inhibitora
pl6. Biatkiem, ktére jg aktywuje, jest serynowo-treoninowa kinaza regulowana
zewnatrzkomérkowo (extracellular signal-regulated kinase, ERK), zwana tez kinazg
aktywowang mitogenami (mitogen-activated protein kinase, MAPK). Sa prace, ktore
pokazujg, ze ekspresja cykliny D1 we wczesnej fazie G1 cyklu komorkowego zalezy od

obecnosci ERK w aktywnej, tj. ufosforylowanej formie, pERK.®® W uproszczeniu mozna
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powiedzie¢, ze szlak kinazy MAPK zostaje zapoczatkowany przez sygnat zewnetrzny
prowadzacy do aktywacji btonowego biatka RAS, co powoduje uruchomienie kaskady
wzajemnie fosforyzujgcych sie kinaz: RAF, MEK i ERK oraz ostatecznie prowadzi do aktywacji
czynnikdw transkrypcyjnych takich jak c-jun i c-myc. Koncowym efektem jest pobudzenie
proliferacji komérkowej.?® Istniejg nieliczne prace, w ktérych do$é¢ zgodnie podkredla sie

-71 .
h.®*"! Generalnie

réznice ekspresji pERK w zmianach melanocytarnych tagodnych i ztosliwyc
uwaza sie, ze zwykte znamiona albo nie wykazujg immunohistochemicznie obecnosci pERK,
albo wykazujg, ale w statystycznie znaczgco mniejszym stopniu niz czerniaki. Zhuang i wsp.69
sugeruja, ze ekspresja pERK wigze sie ze ztosliwym potencjatem zmiany melanocytarnej, a za
dowdd uznajg, ze aktywna ERK (pERK) wykazuje czesciej obecnos¢ w czerniakach niz
w znamionach, przy czym w tej drugiej grupie odczyn jest silniejszy ws$rdd znamion
dysplastycznych w porédwnaniu ze zwyktymi znamionami ztozonymi.

Do tej pory istniejg pojedyncze doniesienia o stosunkowo silnej ekspresji pERK posréd

. . 62,72
znamion Spitz.™™

Podkresla sie przy tym, ze ta konstytutywna aktywacja MAPK nie koreluje
w znamionach Spitz z ich sktonnoscig do proliferacji, bo jest ona nizsza niz w czerniakach,

co wigze sie z jednoczesng wysokg aktywnoscig biatka p16.

6.6. Biatlka naprawy DNA (MLH1, MSH2)

Nieprawidtowa naprawa DNA wywotana przez inaktywacje gendw mutatorowych
(mismatch repair genes, MMR) jest podstawowym zaburzeniem inicjujgcym powstanie raka
jelita grubego. Wrodzone mutacje jednego z genéw MMR (MLH1, MSH2, PMS1, PMS2
i MSH6) stanowig podstawe rozwoju wrodzonego raka jelita grubego niezwigzanego
z polipowatosciag (hereditary non-polyposis colorectal cancer, HNPCC), przy czym
jednoczesnie postuluje sie, ze defekt naprawy btednie sparowanych zasad DNA jest jednym z
mozliwych mechanizméw kancerogenezy.> 3

Utrata czynnosci gendw MMR prowadzi do licznych mutacji w prostych, powtarzajgcych
sie sekwencjach DNA, zwanych mikrosatelitami. Ich nasilona obecnos¢ stanowi wyraz tzw.
niestabilnosci w procesie replikacji i skutkuje licznymi zaburzeniami w genomie komorki.

Konsekwencjg niestabilnosci mikrosatelitarnej jest zwiekszone ryzyko rozwoju nowotwordow

na tzw. Sciezce niestabilnosci mikrosatelitarnej.55
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Opisany defekt naprawy DNA stwierdzono w czesci rakéw jelita grubego, endometrium,
prostaty i gruczotu piersiowego niezwigzanych z HNPCC.”

Stabo jak dotad jest poznana rola biatek systemu naprawy zaburzen komplementarnosci
zasad nukleinowych (MLH1 i MSH2) w biologii zmian melanocytarnych. Istnieja pojedyncze
doniesienia o braku ekspresji tych biatek w czeséci znamion dysplastycznych”, jak tez
o procentowo nizszej ich ekspresji w znamionach dysplastycznych w poréwnaniu ze
zwyktymi znamionami barwnikowymi.”” Znane s3 tez pojedyncze prace wskazujace na
znamiennie wiekszg utrate ich ekspresji w czerniakach w poréwnaniu ze zwyktymi
znamionami’?, jak tez publikacje dowodzgce znaczenia prognostycznego tej utraty u osdb
chorych na czerniaka.”®

Wedtug Garrido-Ruiz i wsp. MLH1 i MSH2 nie sg przydatne w diagnostyce rdznicowej
znamion Spitz, jednak badanie, na podstawie ktérego wyciggnieto ten wniosek wykonano na
stosunkowo matej liczbie przypadkéw (28).”” Zasadnym wydaje sie zatem weryfikacja tych

doniesien w oparciu o wiekszg liczbe przypadkow.

7. Odrebne sciezki molekularne rozwoju nowotworow
Spitzoidalnych
Przeszto 30 lat badan nad zaburzeniami molekularnymi nowotworéw melanocytarnych

pozwolito na stwierdzenie okre$lonych typdw mutacji determinujgcych rozwdj

»,konwencjonalnych” znamion barwnikowych i czerniakéw ztosliwych. W obu tych grupach

zmian czesto (okoto 70% czerniakéw i 80% znamion) wystepuje mutacja genu BRAFV600E,

ktorego produkt biatkowy reguluje proces proliferacji komorkowej, stanowigc element

przekaznictwa wewnatrzkomorkowego szlaku regulowanego m.in. przez biatko RAS.”® 7

Mutacje BRAF wydajg sie by¢ wczesnym zaburzeniem na Scieice rozwojowej

konwencjonalnych nowotworéw melanocytarnych, podczas gdy w guzach o morfologii

80, 81

Spitzoidalnej s3 one rzadko spotykane. Podobnie mutacje genu N-RAS s3 rzadkie

w zmianach Spitzoidalnych, a spotyka sie je w okoto 20-25% czerniakdw i zwyktych

znamion.’> 848>

Wiekszos¢ publikacji przedstawia takie wtasnie dane, istniejg jednak takze pojedyncze
doniesienia o mutacjach BRAF lub N-RAS w 86% Spitzoidalnych czerniakéw albo o 21%

83, 86

czestosci mutacji BRAF wsrdd typowych znamion Spitz. Powyzsze rozbieznosci moga
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wynikac z réznic w histopatologicznej kategoryzacji zmian melanocytarnych, niemniej jednak
problem ten wymaga dalszych badan.

Wiekszos¢ tagodnych nowotworédw melanocytarnych, w tym znamion Spitz, nie wykazuje
mnogich aberracji chromosomalnych, co kontrastuje z czerniakami, ktéore w ponad 95%
demonstrujg liczne zaburzenia chromosomalne (tzn. utrate materiatu genetycznego
w chromosomach 9p, 10q, 6q i przybytek sekwencji w chromosomach 7p, 8q, 6p i 1q).29’ 87

Korzystajgc z tej wiedzy skonstruowano panel wielokolorowych sond do analizy technika
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (fluorescent in situ hybridization, FISH) zmian liczby kopii
regiondw chromosomalnych, ktére s czesto nieprawidtowe w czerniakach. Test ten
obejmuje regiony 6p25 (RREB1), 6923 (MYB), 11913 (CCND1) i centromer chromosomu 6
(CEP6).2® Mimo réznic w kryteriach interpretacyjnych, istnieja doniesienia o jego wysokiej
czutosci i specyficznodci, szczegdlnie w odniesieniu do zmian melanocytarnych

. . . . 7-
jednoznacznych hlstologlczme.8 89

Nieliczne badania dotyczgce zmian Spitzoidalnych nie s3
tak obiecujgce. Okazuje sie, ze nawet do 37% typowych znamion Spitz uzyskuje w tym tescie
wynik pozytywny.89 W innym badaniu test byt negatywny we wszystkich 16 badanych
atypowych nowotworach Spitzoidalnych, réwniez w tych, ktdre daty przerzuty.87 Konieczne
wydaja sie dalsze badania na ten temat.

Jak zaznaczono wyzej, generalnie, znamiona Spitz nie wykazujg licznych aberracji
chromosomalnych. Jedynym potwierdzonym zaburzeniem wykrytym jak dotad w okofo 12%
znamion Spitz jest nadliczbowy materiat pochodzacy z ramienia krétkiego chromosomu 11
(11p+). Wydaje sie, ze do aberracji tej prowadzi mutacja genu H-RAS, wykryta w okoto 70%
znamion Spitz 11p+ i tylko w okoto 5% pozostatych, ktére wykazywaty normalng liczbe kopii
chromosomu llp.90

Znamiona Spitz 11lp+ wydajg sie mie¢ odrebny obraz morfologiczny. Sg to zwykle
znamiona skérne, z towarzyszgcym znacznym odczynem desmoplastycznym w podscielisku.
Cytologicznie charakteryzujg sie jaskrawg, amfochtonng cytoplazma oraz pecherzykowatymi
jadrami o do$¢ znacznym pleomorfizmie, z obecnoscia inkluzji wewnatrzjadrowych.® %% **

Jako ze w czerniakach nie stwierdza sie mutacji genu H-RAS, ani nadliczbowego materiatu
na 11p, mozna przypuszczaé, ze znamiona Spitz z powyzszymi zmianami genetycznymi sg

tagodne i nie wigzg sie ze zwiekszonym ryzykiem progresji do czerniaka.®> %!
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Powyzsze dane w wiekszosci swiadczg o odrebnosci molekularnej zmian Spitzoidalnych
i konwencjonalnych zmian melanocytarnych.

Chociaz techniki genetyczne wydajg sie obiecujgcym narzedziem diagnostycznym, to
jednak czutos¢ i specyficzno$¢ dotychczas opisanych metod nie s3 idealne, szczegdlnie
w odniesieniu do nowotwordw Spitzoidalnych. Co wiecej, zmiany o niepewnym potencjale

ztosliwosci mogg wykazywac takze graniczne cechy na poziomie cytogenetycznym.29

8. Postepowanie w przypadku rozpoznania zmiany Spitzoidalnej

. . . . . . . 23, 29, 41
Kazdorazowo zaleca sie doszczetne wyciecie typowego znamienia Spitz.” =

Atypowe
nowotwory Spitz powinno sie wycigé z marginesem tkanek zdrowych (1 cm), co ma
zmniejszy¢ odsetek nawrotdw miejscowych, a nawet rozsiewu odleg’fego.23 Doszczetnosé
resekcji AST jest wazna rowniez dlatego, ze w nawracajgcych/przetrwatych zmianach
odnotowuje sie niejednokrotnie wzrost atypii.”® Zalecenia dotyczace resekcji czerniakéw
Spitzoidalnych sg analogiczne jak w przypadku czerniakdéw ,,konwencjonalnych".za’ 29

Typowe znamie Spitz nie wymaga biopsji wezta wartowniczego, wymaga jej natomiast

10, 20, 23, 29

czerniak Spitzoidalny. W przypadku AST wykonywanie biopsji wezta wartowniczego

20,23 Atypowe nowotwory Spitz mogg wykazywac

pozostaje kwestia kontrowersyjna.
przerzutowe depozyty komérkowe w weztach chtonnych, jednak niektérzy autorzy poddajg
w watpliwos¢ znaczenie ich obecnosci dla ztosliwego przebiegu choroby. Sama obecnos¢
komodrek melanocytarnych w weztach moze wynika¢ nie tyle z faktycznej zdolnosci
nowotworu pierwotnego do przerzutowania, co po prostu z ich ,mechanicznego
transportu”, co nadaje ,fagodny” charakter przerzutom wez’rowym.20 Wydaje sie wiec, ze
depozyty melanocytarne w atypowych nowotworach Spitz majg najprawdopodobniej inne
znaczenie niz przerzuty weztowe w czerniaku zfosliwym.

Niektérzy autorzy takie znalezisko traktuja jako pewny dowdd na ztosliwy charakter
zmiany i na jego podstawie reklasyfikujg pierwotne rozpoznanie.10 Inni uwazajg natomiast,
ze wobec braku obiektywnych informacji na temat wystepowania weztowych depozytéw
melanocytarnych w typowych znamionach Spitz, nie da sie okreslié ich faktycznego znaczenia

20, 92

w zmianach atypowych. Dos$¢ korzystny przebieg kliniczny u chorych z atypowymi

nowotworami Spitz i depozytami melanocytarnymi w weztach dodatkowo wspiera ten drugi

10, 20, 92
d.

pogla Wykonywanie biopsji wezta wartowniczego wydaje sie zatem w takich
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przypadkach dostarczaé¢ danych, ktdre nie rozstrzygajg ostatecznie o charakterze zmiany i
dlatego na obecnym etapie wiedzy dane te powinny by¢ interpretowane dos$é ostroznie.”® 2

Nowotwory Spitzoidalne stanowig od lat wyzwanie diagnostyczne, a ich klasyfikacja
wzbudza nieustannie gorgcg dyskusje. Z pewnoscig do lepszego poznania natury tych zmian
potrzebne sg dalsze wieloosrodkowe i dfugofalowe badania, nie tylko histopatologiczne
i kliniczne, ale takze immunohistochemiczne i molekularne.” Zrozumienie biologii tych zmian
umozliwi ich prawidtowa klasyfikacje, co nie tylko utatwi kontakt patologa z klinicystg, ale

przede wszystkim przyniesie korzys¢ pacjentom, bo zmniejszy odsetek zmian zaréwno

niedodiagnozowanych jak i przediagnozowanych.zo’ 2
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Cele pracy

1. Ocena przydatnosci wybranych cech klinicznych w rdznicowaniu znamion Spitz
i czerniakow.

2. Ocena przydatnosci wybranych cech histopatologicznych w réznicowaniu znamion Spitz
i czerniakow.

3. Okreslenie znaczenia diagnostycznego immunohistochemicznej ekspresji wybranych
biatek (HMBA45, Ki67, cyklina D1, p16, p-ERK, MLH1 i MSH2) w znamionach Spitz
i w czerniakach.

V60oE metoda Real-time PCR oraz

4. Okreslenie przydatnosci oceny mutacji genu BRAF
ocenianej metodg FISH obecnosci wybranych aberracji chromosoméw 6 i 11 w diagnostyce

réznicowej znamion Spitz i czerniakdw.
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Materiatl i Metody

1. Opis badanej grupy

Badania przeprowadzono wykorzystujgc materiat archiwalny Katedry i Zaktadu
Patomorfologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (GUMed) z lat 1998-2013 obejmujgcy
wszystkie rozpoznane w tym okresie znamiona Spitz (tgcznie 115 przypadkéw) oraz 77
czerniakdw skory.

Sposréd 115 znamion Spitz, 92 (80%) pochodzito od pacjentéw ptci zeriskiej, a 23 (20%) -
ptci meskiej w wieku od 2 do 69 lat (Srednia wieku 24,6 lat). Trzydziesci cztery znamiona Spitz
(29,6%) usunieto dzieciom i mtodziezy ponizej 20 roku zycia, natomiast 81 (70,4%) - osobom
dorostym, 20-letnim i starszym.

W grupie 115 znamion Spitz 81 (70,4%) zakwalifikowano jako klasyczne, 10 (8,7%) jako
znamiona Reeda, 9 (7,8%) - desmoplastyczne (desmoplastic), 4 (3,5%) - polipowate
(polypoid), po 3 (2,6%) - naczyniakowate (angiomatous), szkliwiejace (hyalinising)
i ,pagetoidalne” (pagetoid) oraz 2 (1,7%) - z cechami regresji (halo).

W badanej grupie znamiona Spitz najczesciej lokalizowaty sie na koriczynach: dolnej - 50
(43,5%) i gornej - 20 (17,4%), rzadziej zas na tutowiu 13 (11,3%) oraz gtowie i szyi 12 (10,4%).
W 20 (17,4%) przypadkach umiejscowienie zmian nie byto znane.

Wsréd pacjentdw ptci zenskiej lokalizacja znamion Spitz w porzadku malejgcym
przedstawiata sie nastepujaco: konczyna dolna - 44 (77,8%), konczyna gérna - 17 (18,5%),
tutéw - 9 (9,8%), gtowa i szyja - 7 (7,6%), a wsrdd pacjentéw ptci meskiej: konczyna dolna - 6
(26,1%), gtowa i szyja - 5 (21,7%), tutdéw - 4 (17,4%), koriczyna gorna - 3 (13%).

Grupe pacjentdow z czerniakami skéry stanowito 55 (71,4%) kobiet i 22 (28,6%) mezczyzn
w wieku od 17 do 84 lat (Srednia wieku 46,9 lat). Do grupy tej witgczano przypadki
czerniakow, dla ktérych rozpoznaniem réznicowym byto znamie Spitz. Byty to wiec czerniaki
utworzone z komoérek wrzecionowatych i/lub epitelioidalnych. Do badanej grupy nie
wtgczano czerniakdw rozwijajacych sie na podtozu plamy soczewicowatej ztosliwej (lentigo
maligna melanoma) zlokalizowanych w obrebie skéry uszkodzonej promieniowaniem
stonecznym u oséb starszych, ani czerniakow dystalnych czesci konczyn, tzw. akralnych,
poniewaz pod wzgledem cech klinicznych i histopatologicznych nie przypominajg one

znamion Spitz.61
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Sposrod 77 czerniakdw, 39 (50,6%) okreslono jako czerniaki szerzgce sie powierzchownie
(superficial spreading malignant melanoma, SSMM), 24 (31,2%) jako guzkowe, a 14 (18,2%)
to czerniaki wykazujace Spitzoidalne cechy morfologiczne.

W badanej grupie czerniaki najczesciej lokalizowaty sie na tutowiu - 23 (29,9%) i koriczynie
dolnej - 22 (28,6%), nieco rzadziej na konczynie gérnej - 15 (19,5%), i najrzadziej w obrebie
gtowy i szyi- 9 (11,7%). W 8 (10,4%) przypadkach umiejscowienie zmiany nie byto znane.

Wsréd pacjentéw  ptci  zenskiej lokalizacja czerniakow w porzagdku malejgcym
przedstawiata sie nastepujgco: konczyna dolna - 18 (77,8%), koriczyna gérna - 12 (18,5%),
tutow - 12 (9,8%), gtowa i szyja - 5 (7,6%), a wsrdd pacjentdw ptci meskiej: tutéw - 11
(47,8%), koriczyna dolna - 4 (17,4%), gtowa i szyja - 4 (17,4%), koriczyna gérna - 3 (13,0%).

Szczegdétowy rozktad wieku i ptci oraz lokalizacje znamion Spitz i czerniakow skéry

przedstawiajg tabela 1 i rycina 1.

Tabela 1. Rozktad wieku i ptci w grupie znamion Spitz i czerniakdw skory

. Znamie Spitz Czerniak skory
Wiek YE 52 o3 (9 1 22 3,
p~ (%) M Z Lp™ (%)
0-9 lat 4 6 10 (8,7%) - - -
10-19 lat 8 16 24 (20,9%) 1 1 2 (2,6%)
20-29 lat 4 42 46 (40,0%) 3 9 12 (15,6%)
30-39 lat 6 17 23 (20,0%) 8 9 17 (22,1%)
>40 lat 1 11 12 (10,4%) 10 36 46 (59,7%)
Razem 23 92 115 (100,0%) 22 55 77 (100,0%)

om, pte¢ meska
2.7, pte¢ zefiska

* - Lp, liczba przypadkéw
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Rycina 1. Lokalizacja znamion Spitz i czerniakéw skory, [%]
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2. Ocena morfologiczna

Materiat tkankowy utrwalono standardowo w 4% zbuforowanej formalinie przez okoto 24
godziny. Nastepnie z preparatow operacyjnych pobrano wycinki (od 1 do 5), po czym
poddano je dehydratacji przeprowadzajgc przez odpowiednio wzrastajgce stezenia alkoholu
etylowego i ksylenu. Ostatecznie wycinki zatopiono w niskotopliwej parafinie
w temperaturze 54-56°C i skrojono na skrawki grubosci 4 um (od 1 do 15 skrawkow
z kazdego wycinka), ktére wybarwiono rutynowo hematoksyling i eozyng (H&E).

Ocenie morfologicznej poddano wszystkie badane przypadki znamion Spitz i czerniakdw
skdry. Analizowane cechy oceniano przy uzyciu mikroskopu Olympus CX41 wyposazonego
w okular 10x i obiektywy 4x, 10x, 20x, 40x, powiekszajgce odpowiednio 40x, 100x, 200x
i 400x.

Ocenie morfologicznej byty poddane cechy architektoniczne, cytologiczne oraz
dodatkowe cechy pomocne w diagnostyce (tabela 2).

Tabela 2. Opis analizowanych cech morfologicznych

Cechy morfologiczne Wyttumaczenie

Cechy 1.Typ zmiany Zmiany klasyfikowano jako a) brzezne (ograniczone

architektoniczne | i grubos¢ do naskorka), b) skérne (zlokalizowane w skorze
warstwami wtasciwej) lub c) ztozone (naskérkowo-skérne).

W przypadku zmian ztozonych i skérnych oceniano
takze poziom, do ktdrego penetruje zmiana tak jak
robi sie to standardowo w przypadku czerniakow wg
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skali Clarka: warstwa brodawkowata skéry,
pogranicze warstwy brodawkowatej

i siateczkowatej, warstwa siateczkowata, tkanka
podskérna.34

2.Grubos¢ zmiany,
[mm]

Grubos¢ oceniana metodg stosowang wg skali
Breslowa czyli liczac od szczytu warstwy ziarnistej
naskdrka lub od dna owrzodzenia (lub w przypadku
zmian skérnych od najbardziej powierzchownych
partii zmiany) do najgtebiej potozonych komérek
melanocytarnych.*

3.Symetria* Symetria rozumiana jako lustrzane odbicie obu
(Rycina 2) czesci zmiany powstatych po jej hipotetycznym
podzieleniu na pét w linii posrodkowej
w ptaszczyznie pionowej.93
4.0stre Ostre odgraniczenie komponentu naskérkowego,

odgraniczenie
boczne* (Rycina 3)

bez przekraczania granic bocznych komponentu
skdérnego zmiany i bez szerzenia sie pojedynczymi
komdrkami lub drobnymi nieregularnymi gniazdami
w brzegach w obrebie naskorka.’

Ocenie nie podlegaty zmiany zlokalizowane
wytgcznie w skérze, bez komponentu
naskérkowego.

5.Szerzenie sie
pojedynczymi
komérkami w
obrebie gérnych
warstw naskdrka
(pagetoid spread,
PS) (Ryciny 4, 9)

Zmiany oceniano ze wzgledu na obecnos¢ tej cechy
lub jej brak. W przypadku obecnosci pojedynczych
komodrek w naskorku analizowano ponadto ich
lokalizacje - w centralnej czesci zmiany, w jej czesci
brzeznej lub jednoczesnie w centrum i na obrzezu
zmiany.34

Ocenie nie podlegaty zmiany zlokalizowane
wytgcznie w skérze, bez komponentu
naskérkowego.

6.Zarys stozkowy
zmiany* (Rycina 2)

Czyli na przekroju ksztatt trojkatny, z wierzchotkiem
skierowanym ,w gtgb” skéry i z podstawg

w kierunku naskérka.”

Ocenie nie podlegaty zmiany brzezne.

7.Dojrzewanie
»W gtab” (Rycina 4)

Rozumiane jako stopniowe zmniejszanie sie
komadrkowosci, wielkosci gniazd komérkowych

i rozmiaréw poszczegdlnych komdrek w gtebokich
warstwach zmiany.34

Ceche tg oceniano jako: a) nieobecng, b) obecng lub
jako c) nie w petni wyksztatcong, gdy np. wraz

z gtebokoscig malata wielkos¢ gniazd, ale
komodrkowosc zmiany i wielkos$¢ poszczegdlnych
komorek byfa podobna na wszystkich poziomach.
Ocenie nie podlegaty zmiany brzezne.

8.Typ wzrostu

Naciekajacy lub rozprezliwy.

30




(Rycina 5)

Ocenie nie podlegaty zmiany brzezne.

9.Niedestrukcyjny
sposdb naciekania
kolagenu*

Wzrost zmiany z wnikaniem melanocytdw miedzy
widkna kolagenowe bez ich rozwarstwiania.”
Ocenie nie podlegaty zmiany brzezne.

Cechy
cytologiczne

10.Typ komérek
(Ryciny 3, 6, 7)

Wrzecionowaty, epitelioidalny, mieszany

11.Pleomorfizm
komodrkowy*
(Ryciny 8, 9)

Czyli rézna wielko$¢ i ksztatt komérek w guzie.”

12.Jednorodnosé

Podobieristwo morfologiczne komdrek guza i brak

populacji wyodrebniajgcej sie odmiennej populacji

komorkowe;j* komérkowej.” Pleomorfizm komérkowy nie miat

(Rycina 9) wptywu na jednorodnos¢ populacji, o ile dotyczyt
wszystkich komérek w podobnym stopniu lub jesli
dotyczyt jedynie pojedynczych, rozproszonych
komodrek w zmianie.

13.-15.Figury 13.Liczba FP na 1 mm?

podziatu 14.0becnos¢ FP w gtebokich warstwach guza*- czyli

mitotycznego (FP) | w odlegtosci do 0,25mm od dolnego brzegu

(3 cechy->) zmiany.>*

Ocenie nie podlegaty zmiany brzezne.

15.0becnos¢ atypowych FP* - czyli wieksze niz
prawidtowe, tréjbiegunowe lub o bardzo
nieregularnym obrysie chromatyny.94

16.Pseudoinkluzje

Srédjadrowe wgtobienia cytoplazmy

jadrowe*
(Rycina 10)
17.Makrojaderka* | Jaderka zauwazalne przy powiekszeniu 200x
Dodatkowe 18.Komorki Komorki olbrzymie zawierajgce 22 jadra
cechy olbrzymie
pomocnicze wielojgdrowe*
(Rycina 10)
19.Ciatka Kamino* | Diastazo-oporne, PAS-pozytywne, szkliste,
(Rycina 11) ciemnoczerwone kule, wykazujgce tendencje do
wzajemnego tgczenia sie i tworzenia wiekszych,
nieregularnych struktur.
20.Artefaktyczne Szczeliny czyli ,przeswity”, ktore oddzielajg gniazda
szczeliny* komdrkowe na ztgczu naskc')rkowo-skérnym.93
(Rycina 6)

21.Drobnoziarnista
melanina

Melanina w postaci bardzo drobnych ziaren
przypominajgcych pyt, w przeciwienstwie do

("dustlike”)* zbrylonej, gruboziarnistej melaniny.

(Ryciny 6, 11, 12)

22.Grubosé Analizujac tg ceche wyodrebniono 3 kategorie: a)
naskoérka naskdrek pogrubiaty, rozrosniety akantotycznie, b)

Scienczaty w wyniku tzw. , konsumpcji naskérka”

31




przez komorki melanocytarne, c) prawidtowej
grubosci.

23.0wrzodzenie*
(Rycina 4)

Powierzchnia zmiany pozbawiona naskdrka i pokryta
wysiekiem wtdknikowo-ropnym.

24.Naciek zapalny
w podscielisku

Badano obecnos¢ nacieku zapalnego lub jego brak.
W przypadku obecnosci nacieku analizowano
rowniez jego nasilenie, oceniajgc je jako skape,
srednie lub obfite.

25.Proliferacje
drobnych naczyn
lub telangiektazje
lub obrzek
podscieliska*
(Rycina 13)

Pomnozenie drobnych naczyn, poszerzenie swiatta
naczyn, rozrzedzenie podscieliska

26.Regresja
zmiany* (Rycina
14)

Obszar w obrebie zmiany catkowicie lub czesciowo
(lecz znacznie) pozbawiony komérek
melanocytarnych w komponencie skérnym.

W obszarze tym widad reaktywnie naciek zapalny

z komorek limfocytarnych, wtdknienie, melanofagi,
telangiektazje.34

* Oznaczone parametry oceniano w skali dwustopniowej w zaleznosci od obecnosci lub

braku danej cechy w zmianie.

Rycina 2. Polipowate znamie Spitz wykazujace symetrie i ksztatt stozka, 40x
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Rycina 3. Znamie Spitz

wrzecionowatokomadrkowe wykazujgce

ostre odgraniczenie boczne, 100x

)
v
-

R

v A

Rycina 4. Czerniak skory, ktory nie
wykazuje dojrzewania ,w gigbh”, z
widocznym ,pagetoidalnym” szerzeniem
komorek w obrebie naskérka,
z zaznaczonym  niszczeniem  naskorka

i tworzgcym sie owrzodzeniem, 100x
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Rycina 5. Czerniak skéry o rozprezliwym typie wzrostu, 200x

Rycina 6. Znamie Spitz wrzecionowatokomérkowe, z widocznymi artefaktycznymi

szczelinami na zfgczu skérno-naskdrkowym i ogniskowo gruboziarnista melaning, 200x
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Rycina 7. Znamie Spitz epitelioidalno-komdrkowe, 200x

Rycina 8. Czerniak skéry wykazujacy znaczny pleomorfizm komdrkowy, 200x
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Rycina 9. Czerniak skéry wykazujacy brak jednorodnosci populacji komdrkowej oraz
wyrazny pleomorfizm komérkowy, z widocznym ”pagetoidalnym” szerzeniem sie komaorek

w obrebie naskdrka, 100x

Rycina 10. Znamie Spitz; strzatka wskazuje komédrke olbrzymig wielojgdrowa, tréjkaty -

pseudoinkluzje jagdrowe, 400x
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Rycina 11. Znamie Spitz z widocznymi w gérnej czesci obrazu dwoma ciatkami Kamino

oraz z zauwazalng gruboziarnistg melaning, 200x

Rycina 12. Czerniak z widocznym gniazdem komorek o drobnoziarnistej melaninie

("dustlike”), 200x
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Rycina 13. Znamie Spitz z obrzekiem podscieliska i telangiektazjami, 200x

e
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3. Badania immunohistochemiczne

Barwienia immunohistochemiczne wykonywano na skrawkach tkankowych grubosci

4 um. Umieszczano je na szkietkach FLEX IHC Microscope Slides

inkubowano w temperaturze 37°C przez noc.

(DAKO), a nastepnie

Zastosowane przeciwciata wykrywajgce HMB45, Ki67, cykline D1, pl1l6, pERK, MLH1

i MSH2 wraz z metodyka wykonania barwien immunohistochemicznych zawiera tabela 3.

Tabela 3. Przeciwciata oraz tryb badania immunohistochemicznego

Przeciwciato/ | Odkrywanie | Steze- | Warunki | System Kontrola Metoda
Klon/ epitopow nie inkubacji | detekcji | pozytywna | oceny
Producent
Melanosome/ | pH9 RTU* 30 min., EnVision | Czerniak Potilosciowa,
HMB45/ DAKO PT temp. FLEX+ skory jakosciowa
DAKO LINK pokojowa
Ki67/ pH 6,1 RTU* 30 min., EnVision | Migdatek lloSciowa
MIB1/ DAKO PT temp. FLEX+ podniebie-
DAKO LINK pokojowa nny
Cyklina D1/ pH9 RTU* 30 min., EnVision | Migdatek llosciowa
EP12/ DAKO PT temp. FLEX+ podniebie-
DAKO LINK pokojowa nny
ple/ pH 6,1 1:200 60 min., Novolink | Szyjka Péfilosciowa,
JCc8/ (DAKO temp. macicy z jakosciowa
Santa Cruz $1699) pokojowa dysplazja
Biotechnology | szybkowar nabtonka

duzego

stopnia
Phospho- pH 6,1 1:400 Noc, Novolink | Pecherzyk | Pétilosciowa
p44/42 MAPK | szybkowar temp. 4°C 76tciowy
(Erk1/2)
(Thr202/
Tyr204)/
D13.14.4E/
Cell Signalling
Technology
MLH1/ pH 9 (DAKO | 1:100 60 min., Novolink | Jelito Potilosciowa
ESO5/ $3267) temp. grube
DAKO szybkowar pokojowa
MSH2/ pH 9 (DAKO | 1:100 60 min., Novolink | Jelito Potilosciowa
FE11/ $3267) temp. grube
DAKO szybkowar pokojowa

*RTU - (ready to use) - przeciwciata o stezeniu przygotowanym przez producenta
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Procedura barwienia immunohistochemicznego sktadata sie z nastepujgcych etapdéw:

A. Odparafinowanie preparatéw w szeregu ksylen-alkohol (100%, 96%, 70%).

B. Odzyskiwanie epitopdw antygendw (rdzne tryby).

a) Gotowanie w buforze o pH 6,1 lub pH 9 w DAKO PT LINK (taznia wodna).

b) Gotowanie w buforze o pH 6,1 lub pH 9 w szybkowarze cisnieniowym w temperaturze
120°C przez 3 min.

C. Blokada endogennej peroksydazy przy pomocy 0,3% nadtlenku wodoru przez 3 min.

D. Ekspozycja z przeciwciatem pierwotnym - rézne tryby.

a) w temperaturze pokojowej przez 30-60 min.

b) w temperaturze 4°C przez noc

E. Ekspozycja z przeciwciatem wtdérnym - rdzne zestawy detekcyjne:

a) EnVision FLEX+ (DAKO)

b) Novolink (Leica)

F. Ekspozycja z chromogenem: Vector VIP Peroxidase Substrat Kit (SK-4600) przez 4-5 min.

G. Podbarwienie hematoksyling Mayera przez 5-8 min.

H. Odwodnienie (szereg alkohol-ksylen) i nakrycie szkietkiem nakrywkowym.

Z kazda badang grupg preparatow byty rownoczesnie badane prébki kontrolne pozytywne
i negatywne (bez inkubacji przeciwciata pierwotnego).

Ocena odczynéw immunohistochemicznych

Odczyny immunohistochemiczne oceniane byty:

- w cytoplazmie - HMBA45,

- w jgdrze komdrkowym - Ki67, cyklina D1, MLH1, MSH2

- w jadrze i cytoplazmie - p16, pERK

Do oceny stosowano metody:

- ilosciowe - Ki67, cyklina D1

- potilosciowe - HMB45, p16, pERK, MLH1, MSH2

- jako$ciowe - HMB45, p16

Metoda ilosciowa

Metode ilosciowg stosowano do oceny markerdw proliferacji komdrkowej, gdy znaczenie
miata sama obecnos$¢ odczynu dodatniego w zmianie, a nie jego intensywno$¢. Przy uzyciu

duzego powiekszenia (400x) obliczano pozytywne komérki w obszarach, ktére w matym
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powiekszeniu (40x i 100x) wykazywaty najbardziej rwnomierne rozmieszczenie odczynu.
Kazdorazowo liczono 100 komdrek w przypadku cykliny D1 oraz 500 komérek w przypadku
Ki67 na dwdch poziomach: na zfgczu skérno-naskérkowym i w gtebokich warstwach zmiany,
wyciggajgc wartosci procentowe dla kazdego poziomu oraz srednig wartos¢ procentowg dla
obu pozioméw.”

W przypadku zmian brzeznych brano pod uwage jedynie poziom na ztgczu skérno-
naskérkowym, natomiast w zmianach skdornych oceniano odczyn na najbardziej
powierzchownym i na najgtebszym poziomie zmiany.

W przypadku cykliny D1 uznano za wystarczajgce obliczanie komérek pozytywnych na 100
komodrek w wybranym obszarze, jako Zze odczyn byt zasadniczo znacznie gestszy niz
w przypadku Ki67, gdzie do wiarygodnej oceny potrzebna byta wieksza grupa komérek.

Metoda pdtilosciowa

Metoda ta uwzglednia odsetek dodatnio wybarwionych komodrek oraz intensywnosc
odczynu.

Stosowano dwie skale:

W pierwszej z nich, zwanej staining intensity score (SIS), odsetek wybarwionych komérek
przyporzadkowywano do odpowiedniego przedziatu wartosci: 0; 1-33%, 34-66%, 67-100%,
nadajac tym samym liczbe punktéw od 0 do 3, a intensywno$¢ odczynu okreslano jako: O-
brak, 1-staby, 2-$redni, 3-silny. Ostatecznie mnozono obie wartosci (liczba punktéw
przyznanych za odsetek wybarwionych komodrek razy liczba punktéw przyznanych za
intensywnos¢ odczynu), uzyskujac wartoéci od 0 do 9.’

Druga skala, zwana high score (HS), uwzglednia dodatkowo réznorodnos¢ intensywnosci
odczynu w obrebie danego przypadku. Metodg t3 oceniano intensywnos¢ odczynu
immunohistochemicznego w skali od 0 do 3 oraz rozlegtos¢ obszaréw tych 4 frakcji komaérek
w procentach w odniesieniu do catej powierzchni badanej zmiany. Na podstawie uzyskanych
danych obliczano zintegrowany indeks ekspresji odczynu immunohistochemicznego wedtug
nastepujacej formuty: HS =1 * x + 2 * y + 3 * z, gdzie X, y, z 0znaczajg odsetek powierzchni
obszaru zmiany o odpowiedniej intensywnosci odczynu, a * oznacza mnozenie. Uzyskiwano
wyniki od 0 do 300.%°

Obie skale zastosowano do oceny HMBA45, p16 i pERK. MLH1 i MSH2 oceniono wytgcznie

w skali SIS, poniewaz intensywnos¢ odczynu nie rdznita sie tu w obrebie badanych zmian.
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Metoda jakosciowa

Metodg tg oceniano tzw. wzorzec czyli dystrybucje uzyskanego odczynu na podstawie
obrazu mikroskopowego pod matym i/lub Srednim powiekszeniem (40x, 100x). Ocenie
jakosciowej poddano odczyny HMBA45 i p16.

Ekspresje HMB45 stosowano do oceny opisanego wyzej dojrzewania zmiany ,w giab”.
Jesli intensywnos¢ odczynu i odsetek wybarwionych komdrek malaty wraz z gtebokoscia
zmiany, to sposéb dojrzewania takiej zmiany uznawano za prawidtowy. Jesli odczyn byt
podobny na catej grubosci zmiany lub jesli byt intensywniejszy i/lub gestszy u podstawy
zmiany, to dojrzewanie zmiany okreslano jako zaburzone.” Z oceny tej, z oczywistych
wzgleddw, wytgczono zmiany brzezne, ktdre z definicji nie wykazujg komponentu skérnego.

W odniesieniu do p16 oceniano rodzaj uzyskanego odczynu, klasyfikujgc go jako: 1)
rozlany, gdy obejmowat jednolity obszar wybarwionych komérek, 2) dotyczacy jedynie
pojedynczych komodrek, 3) odczyn naprzemienny, typu ,szachownicy” czy tez typu ,,mozaiki”

lub 4) odczyn negatywny.

4. Badania genetyczne

Ze wzgledu na braki materiatu tkankowego w blokach parafinowych po ekstensywnej
analizie immunohistochemicznej, badaniom genetycznym poddano jedynie grupe 33
znamion Spitz oraz 9 czerniakéw, w tym 8 wykazujacych cechy Spitzoidalne i 1 klasycznym,
szerzgcym sie powierzchownie.

Preparaty przekazano do Katedry i Zaktadu Biologii i Genetyki GUMed, gdzie wykonano
tancuchowg reakcje polimerazy w czasie rzeczywistym (Real-Time Polymerase Chain

Reaction, Real-Time PCR) na obecnos¢ mutacji genu BRAF’°%F

oraz fluorescencyjng
hybrydyzacje in situ na obecnos¢ wybranych aberracji chromosomalnych w obrebie
chromosoméw 6i 11.

Analiza mutacji genu BRAF"0%F

metoda Real-Time PCR przy uzyciu cobas 4800 BRAF
V600 Mutation Test

1. Izolacja DNA

W kazdym badanym przypadku dokonano makrodyssekcji zmiany z dwdch skrawkéw

parafinowych grubosci po 4 um w celu uzyskania jak najwiekszej zawartosci guza w prébce.
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Zgodnie z instrukcjg producenta, do wiarygodnego dziatania testu, wystarcza juz okoto 15%
zawartosci guza w badanym materiale.

Z wyselekcjonowanych fragmentéw guza izolowano DNA przy uzyciu zestawu do izolacji
cobas® DNA Sample Preparation Kit (CE-IVD) zgodnie z protokotem producenta (Roche
Molecular Diagnostics). llos¢ DNA oznaczano spektrofotometrycznie przy uzyciu urzadzenia
NanoDrop (Thermo), a nastepnie dostosowywano jego stezenie do mieszaniny
amplifikacyjno-detekcyjnej.

2. Amplifikacja i detekcja

Do amplifikacji i detekcji mutacji w obrebie kodonu p.V600 genu BRAF wykorzystano
odczynnik cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test (CE-IVD) oraz urzadzenie cobas 4800 v2
system firmy Roche Molecular Diagnostics. Badania przeprowadzano zgodnie z protokotem
producenta.

W tescie cobas wykorzystywane sg startery pozwalajagce na amplifikacje fragmentu
eksonu 15 genu BRAF o dtugosci 116 par. Dwie znakowane fluorescencyjnie sondy (TagMan)
- wild type BRAF i BRAF V600E faczg sie odpowiednio z dzikimi i zmutowanymi sekwencjami
DNA. Wyniki sg generowane automatycznie poprzez urzadzenie cobas 4800 v2,
w nastepujacej formie: ,, wykryto mutacje”, , nie wykryto mutacji”.

Analiza aberracji chromosomalnych chromosoméw 6 i 11 metoda fluorescencyjnej
hybrydyzacji in situ (FISH)

FISH wykonano za pomocga zestawu Vysis Melanoma FISH Probe Kit (Abbott Molecular
Inc., Des Plaines, IL 60018) wykrywajgcego aberracje chromosomalne w chromosomach 6
i 11. Zestaw sktada sie z czterech sond znakowanych fluoroforami. Trzy z nich to sondy
unikalne dla loci (Locus Specific Identifier, LSI) 6p25, 6923 i 1113, ktére taczg sie
odpowiednio z genami RREB1, MYB i CCND1, a czwarta tgczy sie z centromerem
chromosomu 6 (Chromosome Enumeration Probe, CEP). Sondy te wystepujg w czterech
kolorach: czerwonym (RREB1, SpectrumRed), z6ttym (MYB, SpectrumGold), zielonym
(CCND1, SpectrumGreen) i jasnoniebieskim (CEP 6, SpectrumAqua). Analize aberracji
chromosomalnych przy uzyciu testu Vysis Melanoma FISH Probe Kit wykonuje sie w jgdrach

interfazowych komérek.
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Protokdt badania obejmuje nastepujgce etapy:

1. Skrojenie z blokéw parafinowych skrawkéw tkankowych grubosci 4 um i umieszczenie
ich na szkietkach FLEX IHC Microscope Slides (DAKO) z dotgczeniem odpowiadajgcych
preparatéw wybarwionych standardowo H&E, z zaznaczonym miejscem hybrydyzacji.

2. Postepowanie przedhybrydyzacyjne:

a) Inkubacja preparatéw w temp. 56°C przez noc.

b) Odparafinowanie preparatéw w szeregu ksylen (3x po 10 min.) - etanol (2x po 5 min.).

c) Inkubacja w 1xSSC (saline-sodium citrate) pH 6,3 w temp. 80°C przez 35 min.

d) Ptukanie wodg przez 3 min.

e) Inkubacja w roztworze proteazy (Protease | Solution) w 37°C przez 15 min.

f) Ptukanie wodg przez 3 min.

3. Hybrydyzacja:

a) Odwadnianie preparatow w szeregu alkoholi etylowych (70%, 85%, 100%) po 2 min.
i ich wysuszenie.

b) Nakftadanie sondy (5 pl), przykrycie szkietkiem nakrywkowym, zaklejenie klejem.

c) Kodenaturacja sondy i preparatu w temp. 75°C przez 5 min.

d) Hybrydyzacja w temp. 37°C przez noc.

4. Postepowanie pohybrydyzacyjne:

a) Zatrzymanie hybrydyzacji, usuniecie kleju i szkietka nakrywkowego.

b) Ptukanie preparatéw w 2xSSC/0,3% NP-40 w temp. 73°C przez 2 min.

c) Ptukanie preparatéw w 2xSSC/0,3% NP-40 w temp. pokojowej przez 2 min.

d) Natozenie 10 ul DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole), nakrycie szkietkiem
nakrywkowym i przechowywanie w ciemnosci w temp. 4°C do czasu analizy.

Uzyskane w ten sposéb preparaty oglgdano przy uzyciu mikroskopu z naktadkg do
fluorescencji wyposazonej w odpowiednie filtry wzbudzenia i emisji (ZEISS Imager.A2).
Sygnaty pochodzace z sond molekularnych widoczne w poszczegdlnych jgdrach
komodrkowych byty zliczane przez doswiadczonego cytogenetyka, ktdry nie znat rozpoznan
klinicznych. Liczba ocenianych jgder komoérkowych wynosita 40 w kazdym analizowanym

przypadku.
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.. s . . 87, 89, 97, 98
Po analizie pismiennictwa™" = 7"

zadecydowano o przyjeciu bardziej restrykcyjnych
kryteridw interpretacyjnych niz te, ktére podano w ulotce dotgczonej do zestawu. Wynik
FISH uznawano za pozytywny, jesli byto spetnione co najmniej jedno z ponizszych kryteridéw:

1. CCND1 >2 w >38% jgder komdrkowych

2. RREB1 >2 w >29% jader komorkowych

3. Nadmiar RREB1 w stosunku do CEP6 w >55% jgder komorkowych

4. Utrata MYB w stosunku do CEP6 w >42% jader komdrkowych

5. Ocena statystyczna

Roéznice miedzy zmiennymi iloSciowymi w badanych grupach znamion Spitz i czerniakéw
skdry weryfikowano testem U Manna-Whitneya, miedzy zmiennymi jako$ciowymi - testem
Fishera.

W celu ustalenia przydatnosci diagnostycznej wyzej opisanych, statystycznie istotnych
cech obliczono czutosé¢, specyficznosé i wartosci predykcyjne dla kazdej z nich. Nastepnie
zastosowano analize ROC (receiver operating characteristic) z obliczeniem wskaznika AUC
(area under curve), ktory jest miarg zdolnosci rozdzielczej testu. Wskaznik AUC przybiera
wartosci od 0 do 1 (0-100%); im wieksza warto$¢ tym lepszy model klasyfikacyjny. W
przypadku zmiennych ilosciowych analiza ROC postuzyta do wyznaczenia optymalnych
punktéw odciecia.

We wszystkich testach statystycznych za poziom statystycznej istotnosci rdéznic przyjeto

p<0,05. Obliczenia wykonano za pomocg programu Statistica 10.0.
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Wyniki
1. Poréownanie znamion Spitz i czerniakow

1.1 Cechy kliniczne

Poréwnujgc cechy kliniczne znamion Spitz i czerniakdw skoéry daje sie zauwazyé
statystycznie istotne rdznice (p<0,05) miedzy badanymi grupami pod wzgledem wieku,
lokalizacji i Srednicy. Znamiona Spitz bowiem, wystepujg czesciej niz czerniaki u oséb ponizej
20 roku zycia (29,6% vs 2,6%), a nawet ponizej 38 roku zycia (89,6% vs 35,1%) (rycina 15),
czesciej lokalizujg sie poza tutowiem (86,3% vs 66,7%) i majg mniejszy wymiar horyzontalny
(Srednio 5,6 + 2,6 mm vs 14,3 + 8,7 mm) (rycina 16).

Nie stwierdzono znamiennych réznic pod wzgledem ptci w tych grupach, przy czym w obu
z nich przewazajg osoby pftci zenskiej stanowigc 92 (80%) w grupie znamion Spitz i 55 (71,4%)
w grupie czerniakdw. Powyzsze dane zebrano w tabeli 4.

Rycina 15. Poréwnanie wieku pacjentéw z czerniakami skory i ze znamionami Spitz
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Rycina 16. Poréwnanie $rednicy czerniakéw skory i znamion Spitz

70

60

50

40

Srednica, mm

30

20

10

——

Czerniak skory

Znamig Spitz

O Mediana
[ 25%-75%
1 Min-Maks

Tabela 4. Cechy kliniczne badanych grup znamion Spitz i czerniakéw skéry

Znamie Spitz Czerniak skéry
Cecha kliniczna Wartosc p
Liczba przypadkow (%) | Liczba przypadkow (%)
<19 lat 34 (29,6%) 2 (2,6%)

Wiek p<0,001
<37 lat 103 (89,6%) 27(23,5%)

Pte¢ zenska 92 (80,0%) 55/77 (71,4%) p=0,223

Lokalizacja poza tutowiem 82 (86,3%) 46 (66,7%) p=0,012
<7 mm 98 (85,2%) 19 (24,7%)

Srednica p<0,001
<9 mm 106 (92,2%) 59 (37,7%)

1.2 Cechy histopatologiczne

Porédwnujgc cechy histopatologiczne znamion Spitz i czerniakdw skdry stwierdzono

statystycznie istotne

réznice (p<0,05) miedzy badanymi grupami

analizowanych czynnikéw (tabela 5).

co do 21 z 26
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Pod wzgledem architektonicznym znamiona Spitz majg znaczgco mniejszg grubosé
niz czerniaki tak mierzong w milimetrach ($Srednio 1,2 + 1,1 mm vs 3,5 + 3,0 mm) (rycina 17),
jak i w odniesieniu do warstw tkankowych - skala Clarka (20,9% znamion Spitz obejmuje
naskérek i/lub warstwe brodawkowatg skéry w poréwnaniu z 1,3% badanych czerniakdow).
Znamiona Spitz czesciej niz czerniaki sg symetryczne (78,3% vs 40,3%) i ostro odgraniczone
bocznie (68,3% vs 40,0%), rzadziej wykazujg $réddnaskdrkowe szerzenie sie pojedynczymi
komodrkami w brzegach zmiany (9,9% vs 36,0%), w przeciwienstwie do czerniakdw czesto
demonstrujg petne dojrzewanie ,w gtagb” (71,4% vs 0%), naciekajacy (a nie rozprezliwy) typ
wzrostu (85,7% vs 55,3%) i niedestrukcyjny sposéb naciekania kolagenu (33,0% vs 6,6%). Nie
stwierdzono natomiast, zeby znamiona Spitz znaczgco czesciej niz czerniaki miaty zarys klina
z wierzchotkiem skierowanym ,,w gtgb” skory (p=0,147).

Cytologicznie znamiona Spitz s3 znamiennie rzadziej niz czerniaki monotonnie
epitelioidalne (20,9% vs 53,20%), rzadziej wykazujg pleomorfizm komodrkowy (13,9% vs
64,9%) i czesciej charakteryzuje je brak wydzielania sie odrebnych populacji komdrkowych
w obrebie danej zmiany (8,3% vs 80,5%). Znamiona Spitz cechuje mniejsza liczba mitoz
w 1 mm? ($rednio 1,0 + 1,3 vs 8,4 £ 8,0) (rycina 18), przy czym figury te nie sg atypowe (0% vs
37,7%) i wyjatkowo rzadko lokalizujg sie w gtebokich warstwach zmiany (5,5% vs 80,3%).
Ponadto w komdrkach znamion Spitz nieco czesciej niz w przypadku czerniakdw, obserwuje
sie prominentne jaderka widoczne juz w powiekszeniu 200x (48,7% vs 24,7%). Nie
stwierdzono natomiast znaczgcych rdéznic miedzy badanymi grupami w odniesieniu do
wystepowania pseudoinkluzji jgdrowych (p=0,216).

Analizujac dodatkowe cechy morfologiczne stwierdzono, ze znamiona Spitz znamiennie
czesciej niz czerniaki wykazuja obecnosé ciatek Kamino (48,7% vs 10,4%) i artefaktycznych
szczelin na ztaczu skdrno-naskérkowym (62,6% vs 13,0%), a przy tym znaczaco rzadziej,
spotyka sie w nich drobnoziarnisty typ melaniny (2,6% vs 48,1%), $cienczenie naskorka (9,6%
vs 74,0%), owrzodzenie (0,9% vs 36,4%) czy cechy nasilonej regresji (0% vs 9,1%). Nie
wykazano istotnych réznic miedzy badanymi grupami pod wzgledem wystepowania w nich
komodrek olbrzymich wielojgdrowych (p=0,179), proliferacji drobnych naczyn, telangiektazji
lub obrzeku podscieliska (p=0,217), ani tez rdznic pod wzgledem obecnosci lub braku

towarzyszgcego nacieku zapalnego (p=0,879).
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Tabela 5. Cechy histopatologiczne badanych znamion Spitz i czerniakéw skory

. . Czerniak
Znamie Spitz Ké
Cechy histopatologiczne SXory Wartos$é p
Lp*(%) Lp*(%)
Cechy architektoniczne
1. Grubos¢ - naciekanie tkanki podskérnej 0 (0%) 6 (7,8%) p=0,004
2. Grubos$¢ £2,25 mm 107 (93,0%) 37 (48,1%) p<0,001
3. Symetria 90 (78,3%) 31 (40,3%) p<0,001
4. Ostre odgraniczenie boczne 69 (68,3%) 30 (40,0%) p=0,001
5. Br?k szerzenla sug_po;edyf\czyml 91 (90,1%) 48 (64,0%) p<0,001
komodrkami w obrebie naskérka w brzegu
6. Sylwetka stozka 19 (20,9%) 9(11,8%) p=0,147
7. Petne dojrzewanie ,w gtgb” 65 (71,4%) 0 (0%) p<0,001
8. Naciekajacy (nierozprezliwy) typ wzrostu 78 (85,7%) 42 (55,3%) P<0,001
9. Niedestrukcyjny sposdb naciekania 30 (33%) 5 (6,6%) p<0,001
kolagenu
Cechy cytologiczne

10. Wrzeqor'm.waty lub mlesza'ny (inny niz 91 (79,1%) 36 (46,8%) 0<0,001
czysty epitelioidalny) typ komorek
11. Brak pleomorfizmu komérkowego 99 (86,1%) 27 (35,1%) p<0,001
12. Jednorodnos¢ populacji komérkowej 113 (98,3%) 62 (80,5%) p<0,001
13. Liczba FP €1 na 1 mm? 83 (72,2%) 5 (6,5%)

. ) p<0,001

Liczba FP <3 nal mm 112 (97,4%) 21 (27,3%)
14. Brak FP w gtebokich warstwach zmiany 86 (94,5%) 15 (19,7%) p<0,001
15. Brak atypowych FP 115 (100%) 29 (37,7%) p<0,001
16. Pseudoinkluzje jgdrowe 40 (34,8%) 32 (41,6%) p=0,216
17. Makrojaderka 56 (48,7%) 19 (24,7%) p<0,001
Dodatkowe cechy pomocnicze

18. Komorki olbrzymie wielojagdrowe 32 (27,8%) 12 (15,6%) p=0,179
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19. Ciatka Kamino 56 (48,7%) 8(10,4%) p<0,001
20. Artefaktyczne szczeliny (clefts) 72 (62,6%) 10 (13,0%) p<0,001
(Z,,ld.ui;'?illi;’r)obnomarnlstej melaniny 112 (97,4%) 40 (51,9%) £<0,001
Iii.gIr\lual;c,il;c}:\:ek prawidtowej grubosci lub 104 (90,4%) 20 (26,0%) 0<0,001
23. Brak owrzodzenia 114 (99,1%) 49 (63,6%) p<0,001
24. Naciek zapalny 73 (63,5%) 50 (64,9%) p=0,879
25. Proliferacje drobnych naczyn lub

14 (18,2% 15 (19,5% =0,217
telangiektazje lub obrzek podscieliska ( ‘) ( ‘) P
26. Brak regresji 115 (100%) 70 (90,1%) p=0,001

* Lp, catkowita liczba przypadkdéw znamion Spitz wynosi 115, przy czym w punktach 4) i 5)

jest to 101 ze wzgledu na wykluczenie zmian pozbawionych komponentu naskérkowego,

a w punktach 7), 9) i 14) 91 ze wzgledu na wykluczenie zmian brzeznych. W przypadku

czerniakdéw liczby te odpowiednio wynoszg: 77, 75 i 76.

Rycina 17. Poréwnanie grubosci czerniakow skory i znamion Spitz, [mm]
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Rycina 18. Poréwnanie liczby FP/mm? w czerniakach skéry i znamionach Spitz
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1.3 Cechy immunohistochemiczne

1.3.1 HMBA45

Pozytywny odczyn HMB45 odnotowano w 103 znamionach Spitz (89,6%), w tym we
wszystkich ograniczonych do naskérka i w 72 czerniakach (93,5%), w tym w jedynym
czerniaku in situ. Analiza pétilosciowa odczynu HMBA45 niezaleznie od zastosowanej skali
oceny, SIS czy HS, nie wykazata istotnych statystycznie réznic miedzy znamionami Spitz
a czerniakami skéry, natomiast réznice takg (p<0,001) wykazata ocena jakosciowa odczynu
(tabela 6). Odczyn wskazujgcy na prawidtowe dojrzewanie stwierdzono w 87% znamion Spitz
i jedynie w 11% czerniakow. Przyktadowe typy odczyndw HMBA45 przedstawiajg ryciny 19,
20.
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Tabela 6. Analiza podtilosciowa i jakosciowa odczynu

i czerniakach skory

HMB45 w znamionach Spitz

HMB45 Znamie Spitz | Czerniak skory |  Wartosc p

SIS (min. 0,0 - maks. 9,0)
- +2 1+£2 =

Ocena Srednia + OS* 3,48+2,63 3,51£245 p=0,846

Stilogci i1 0.0- -
pofilosciowa | HS (min. 0,0 -maks. 300,0) | ¢ 3, g6 15 |8837477.93 | p=0,463
Srednia + OS
. . . 2
Ocena prawidtowe dojrzewanie 69/79 (87,3%) |8/71 (11,3%) | p<0,001

jakosciowa | Liczba przypadkow (%)

1 0S, odchylenie standardowe

2.7 oczywistych wzgleddéw z oceny wytgczono zmiany brzezne czyli 24 znamiona Spitz

i 1 czerniaka.

Rycina 19. HMB45 -  odczyn

cytoplazmatyczny wykazujgcy malejacy
gradient wraz z gtebokoscia znamienia

Spitz, co wskazuje na prawidtowe

dojrzewanie, 200x

Rycina

20.

cytoplazmatyczny o

HMB45

- odczyn

rownomiernej

dystrybucji na catej grubosci czerniaka, co

wskazuje na brak dojrzewania, 200x
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1.3.2 Ki67

Analiza iloSciowa odczynu Ki67 wykazata istotne statystycznie réznice (p<0,001) miedzy
znamionami Spitz a czerniakami (tabela 7). Znamiona Spitz majg znamiennie mniej komadrek
z obecnoscia Ki67 na obu badanych poziomach, tzn. na ztgczu skérno-naskérkowym (Srednio
3,2+3,2vs 12,2 £ 8,0) i w obrebie skéry wtasciwej - u podstawy zmiany (Srednio 1,0 + 1,3 vs
9,7 + 7,7) (rycina 21). Srednia warto$¢ Ki67-pozytywnych komoérek na obu poziomach
rowniez jest istotnie rozna w obu badanych grupach zmian melanocytarnych (srednio 2,3 +
2,2 vs 11,0 £ 7,5) (rycina 22). Przyktadowy wzér dystrybucji ekspresji Ki67 przedstawia rycina
23.

Tabela 7. Analiza ilosciowa odczynu Ki67 w znamionach Spitz i czerniakach skory

Ki67 - ocena iloSciowa

Lokalizacja Znamie Spitz Czerniak skory Wartodé
pomiaru érednia = OS'; (min.-maks.) $rednia = OS?; (min.-maks.) P

Ztacze skérno-

+ . - + . -
naskérkowe 3,2+3,2;(0,2-17,6) 12,2 + 8,0; (0,8-43,0) p<0,001
Skéra
wiasciwa - 1,0 + 1,3; (0,0-7,6) 9,7 +7,7; (0,4-36,0) p<0,001
podstawa
Srednio 2,3+2,2;(0,1-12,6) 11,0 £ 7,5; (0,9-39,9) p<0,001

1_os, odchylenie standardowe
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Rycina 21. Pordwnanie indeksu Ki67 u podstawy zmiany w grupie czerniakdw skory

i znamion Spitz
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Rycina 22. Poréwnanie indeksu Ki67 w catej zmianie w grupie czerniakdw skory i znamion

Spitz
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Rycina 23. Ki67 - odczyn jgdrowy, rGwnomiernie rozproszone Ki67-pozytywne komérki na

catej grubosci czerniaka, 100x

1.3.3 Cyklina D1

Analiza ilosciowa odczynu cykliny D1 wykazata statystycznie istotng rdznice (p<0,001)
miedzy znamionami Spitz a czerniakami, gdy ocenie podlegaty komaérki w skérze witasciwej -
u podstawy zmiany. Znamiona Spitz wykazujg mniejszg ekspresje tego markera u podstawy
zmiany niz czerniaki (Srednio 30,4 + 23,6 vs 48,2 + 24,5) (rycina 24). Nie wykazano natomiast
znaczacych réznic w dystrybucji cykliny D1 na poziomie ztgcza skdrno-naskdrkowego, ani
poréwnujgc Srednie wartosci na obu poziomach. Powyzsze dane przedstawiono w tabeli 8.

Przyktadowy wzér odczynu cykliny D1 przedstawia rycina 25.
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Rycina 24. Poréwnanie immunoekspresji cykliny D1 u podstawy zmiany w grupie

czerniakdw skéry i znamion Spitz
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Tabela 8. Analiza ilosciowa odczynu cykliny D1 w znamionach Spitz i czerniakach skory

Cyklina D1 - ocena ilosciowa

Lokalizacja Znamie Spitz Czerniak skdry Wartogé
pomiaru érednia = OS; (min.-maks.) érednia = OS®; (min.-maks.) P
Zacze skorno- | oo 54 55 . (6,0-98,0) 60,7 + 23,9; (15,0-98,0) p=0,189
naskérkowe

Skora

wiasciwa - 30,4 + 23,6; (0,0-90,0) 48,2 + 24,5; (11,0-98,0) p<0,001
podstawa

Srednio 52,7 + 22,6; (3,5-98,0) 54,8 + 21,8; (14,0-96,5) p=0,568

105, odchylenie standardowe
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Rycina 25. Cyklina D1 - odczyn jadrowy, rownomiernie rozproszone cyklino D1-pozytywne

komorki na catej grubosci czerniaka, 100x

1.3.4 pl6

Zaréwno analiza pétilosciowa jak i jakosciowa odczynu p16 wykazata statystycznie istotne
roznice (p<0,001) miedzy badanymi grupami zmian melanocytarnych (tabela 9). Znamiona
Spitz wykazujg ogdlnie wiekszg ekspresje pl6 (pod wzgledem odsetka wybarwionych
komorek i intensywnosci odczynu) niz czerniaki, niezaleznie od stosowanej do oceny skali,
SIS (rycina 26) czy HS. Ponadto znamiona Spitz charakteryzujg sie znamiennie czesciej
niz czerniaki odczynem naprzemiennym, dajgcym obraz ,szachownicy” (67,8% vs 2,6%)
(rycina 27). Pozostate typy odczyndéw wystepujg czesciej w czerniakach niz w znamionach
Spitz; rozlany 49,4% vs 20,9%, w pojedynczych komdrkach 19,5% vs 8,7%, negatywny 28,6%
vs 2,6%.
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Tabela 9. Analiza pofilosciowa i jakosciowa odczynu p1l6 w znamionach Spitz i czerniakach

skory
. . Czerniak L
pl6 Znamie Spitz skéry Wartosé p
SIS (min. 0,0 - maks. 9,0)
+2,7 2,2+2,2 <0,001
Ocena $rednia * odchylenie standardowe >3%2, ’ ’ p<0,00
Hilodci " i '
potilosciowa I,-|S(m_|n 0,0 maks' 300,0) 135,3£822 497 75,1 p<0,001
Srednia + odchylenie standardowe
Ocena Odczyn naprzemienny
. . . 78 (67,8% 2(2,6% <0,001
jakosciowa | Liczba przypadkéw (%) ( ) (2,6%) P
Rycina 26. Poréwnanie ekspresji p16 oszacowanej metoda pétilosciowg w skali SIS w
grupie czerniakow skory i znamion Spitz
9
8
7
6 [u]
»n 5
[0}
©
Q4
3
2
1
O Mediana
0 O 25%-75%

Czerniak skory

Znamie Spitz

T Min-Maks
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Rycina 27. p16 - odczyn jadrowo-cytoplazmatyczny typu naprzemiennego w znamieniu

Spitz, 400x

1.3.5 pERK

Analiza péfilosciowa odczynu pERK wykazafa istotne réznice miedzy badanymi grupami
zmian melanocytarnych, niezaleznie od stosowanej do oceny skali. Znamiona Spitz wykazujg
ogdlnie wiekszg ekspresje pERK (pod wzgledem odsetka wybarwionych komodrek
i intensywnosci odczynu) niz czerniaki, co ujawnia sie zarowno w skali SIS (Srednio 3,5 + 3,0
vs 1,9 + 1,4; p=0,005) jak i w skali HS (Srednio 88,9 + 84,7 vs 30,3 + 41,6; p=0,002) (rycina 28).

Przyktadowy wzér odczynu pERK przedstawia rycina 29.
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Rycina 28. Poréwnanie immunoekspresji pERK oszacowanej metodg potilosciowg w skali

HS w grupie czerniakdw skéry i znamion Spitz

PERK, HS

300

250

200

150

100 ¢

50

[m}

Czerniak skory

Znamie Spitz

O Mediana
[125%-75%
T Min-Maks

Rycina 29. pERK - silny, rozlany odczyn jadrowo-cytoplazmatyczny w znamieniu Spitz,

200x
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1.3.6 MLH1, MSH2

Analiza pétilosciowa odczynu MLH1 w skali SIS wykazata istotng statystycznie rdznice
miedzy badanymi grupami zmian melanocytarych (p<0,001). Immunoekspresja MLH1 jest
silniejsza (intensywniejsza i bardziej liczna) w znamionach Spitz niz w czerniakach (Srednio
8,5+1,1vs7,2+21).

Badane grupy nie rdinig sie znamiennie (p=0,543) pod wzgledem obecnosci MSH2
ocenianej w skali SIS. Immunoekspresja MSH2 w znamionach Spitz jest podobna do tej
w czerniakach (Srednio 6,6 + 2,2 vs 6,4 + 2,3).

Przyktadowe wzory odczynéw MLH1 i MSH2 przedstawiajg odpowiednio ryciny 30 31.

Rycina 30. MLH1 - odczyn jadrowy Rycina 31. MSH2 - odczyn jagdrowy

W znamieniu Spitz, 200x w znamieniu Spitz, 200x
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1.4 Cechy genetyczne

1.4.1 BRAFV°0%¢

Analizujgc obecnos$¢ mutacji BRAFV00F

wykazano statystycznie istotng rdznice miedzy
badanymi grupami (p=0,042). Znamiona Spitz nie wykazujg obecnosci powyzszej mutacji

(0/33), podczas gdy jest ona spotykana w czerniakach skory (2/9).

1.4.2 Aberracje chromosoméw 6i 11

Analizujgc obecnos$¢ wybranych aberracji chromosomalnych w obrebie chromosomoéw 6
i 11 nie wykazano statystycznie istotnej réznicy miedzy badanymi grupami (p=0,101), przy
czym znamiona Spitz wykazujg rzadziej obecnos¢ tych aberracji (3/33) niz czerniaki skory
(3/8).

Wynik testu FISH byt pozytywny w 3 znamionach Spitz, z czego w jednym ze wzgledu na
RREB1 >2 w ponad 29% jader komoérkowych, a w dwdch z uwagi na CCND1 >2 w >38% jader
komodrkowych. Pozytywny wynik testu w 3 czerniakach wynikat z obecnosci tych samych
nieprawidtowosci, przy czym dwa czerniaki wykazywaty zaréwno RREB1 >2 w >29% jader
komérkowych jak i CCND1 >2 w >38% jader komdrkowych, a trzeci wytgcznie tg pierwsza
aberracje. Przyktadowe wyniki testu FISH widoczne sg na rycinach 32 i 33.

Dodatkowo warto zaznaczy¢, ze zaden z czerniakdw wykazujgcych pozytywny test FISH

nie posiadat mutacji BRAF800F,
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Rycina 32. Jadro prawidtowej komorki Rycina 33. Jadro komorki

diploidalnej - widoczne s3 po dwa nieprawidtowej - widoczny jest wzrost
sygnaty kazdej z trzech przedstawionych liczby kopii 6p25 (sonda czerwona -
tu sond. cztery sygnaty) i prawidtowa liczba kopii

pozostatych dwdch sond (kolor niebieski

- CEPS6, kolor zielony - 11q13).

2. Ocena przydatnosci oznaczonych parametrow w diagnostyce
roznicowej znamion Spitz

W celu ustalenia przydatnosci diagnostycznej wyzej opisanych, statystycznie istotnych
cech obliczono czutos¢, specyficznosc i wartosci predykcyjne dla kazdej z nich. Nastepnie
zastosowano analize ROC (receiver operating characteristic) z obliczeniem wskaznika AUC
(area under curve), ktéry jest miarg zdolnosci rozdzielczej testu. Wskaznik AUC przybiera
wartosci od 0 do 1 (0-100%); im wieksza wartos¢ tym lepszy model klasyfikacyjny. W
przypadku zmiennych ilosciowych analiza ROC postuzyta do wyznaczenia optymalnych
punktow odciecia.

Najbardziej przydatne cechy diagnostyczne w réznicowaniu znamion Spitz i czerniakdw to
te o najwyzszych wartosciach czutosci i specyficznosci, a wiec wiek pacjenta (rycina 34),
$rednica i grubos¢ zmiany (rycina 35 i 36), petne dojrzewanie ,w gtgbh” w H&E i w HMB45,
indeks mitotyczny (rycina 37), figury podziatu w gtebokich warstwach zmiany, indeks
proliferacyjny Ki67 zaréwno na ztgczu skérno-naskérkowym jak i w skdrze wtasciwej (rycina
38) oraz sredni dla catej zmiany, grubos$¢ naskoérka pokrywajgcego zmiane i odczyn pl6
oceniany zaréwno poétilosciowo (rycina 39) jak i jakosciowo. Konkretne dane przedstawia

tabela 10.
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Rycina 34. Krzywa ROC: wiek chorych

Wiek, lata

1,0

0,8

0,6

Czutosc

0,4

0,2

0,0

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1-Specyficznos¢

Rycina 35. Krzywa ROC: $rednica zmiany

Srednica, mm

Czutosc

0,0

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1-Specyficzno$é
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Rycina 36. Krzywa ROC: grubos¢ zmiany

Grubos$¢, mm

Czutosc

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1-Specyficznos¢

Rycina 37. Krzywa ROC: indeks mitotyczny

FP/mm?

1,0

0,8

0,6

Czutosce

0,4

0,2

0,0

0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0
1-Specyficzno$é
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Rycina 38. Krzywa ROC: ekspresja Ki67 u podstawy zmiany

Indeks Ki67 u podstawy zmiany, %

1,0

0,8

0,6

Czutosc

0,4

0,2

0,0

0,0

0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1-Specyficznos¢

Rycina 39. Krzywa ROC: immunoekspresja p1l6 oszacowana metodg pdtilosciowg w skali

SIS.

p16, SIS

1,0

Czutosc

0,0

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1-Specyficznosé
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Tabela 10. Efektywnos¢ diagnostyczna

morfologicznych  (architektonicznych,

statystycznie

cytologicznych,

dodatkowych

istotnych cech klinicznych,

pomocniczych),

immunohistochemicznych i genetycznych w réznicowaniu znamion Spitz i czerniakéw skory

Cecha AUC' |SE? cut® |SEN* |sPE®> |pPv® |NPV’ |LR®
Cechy kliniczne
Wiek <37 0,857 |0,027 |37 0,896 |0,649 (0,792 |0,806 |2,554
Wiek <19 0,635 |0,039 | 19 0,296 |0,974 0,944 0,481 |11,383
Lokalizacja poza 0,598 [0,046 | - 0,863 [0,333 |0,641 |0,639 |1,295
tutowiem
érednica <7 mm 0,844 [0,031 |7 0,852 |0,753 0,838 0,773 |3,454
érednica <9 mm 0,773 |0,037 |9 0,922 |0,623 0,785 0,842 |2,447
Cechy architektoniczne
Grubosc - naciek |5 c3g 19043 |- 1,0 0 0,599 |- 1,0
tkanki podskoérnej
Gruboé¢ <2,25 mm |0,799 |0,033 |2,25 |0,930 0,519 |0,743 |0,833 |1,936
Symetria 069 [004 |- 0,783 |0,597 0,744 |0,648 |1,944
Ostre odgraniczenie | c/5 19042 | - 0,683 |0,600 |0,697 0,584 |1,708
boczne
Brak PS’w brzegu  |0,63 |0,044 | - 0,901 |0,360 |0,655 |0,730 |1,408
Peine dojrzewanie |4 a5; 1903 |- 0,714 |1,000 |1,000 |0,745 | -
»W gtab
Naciekajacy 0,652 |0,043 | - 0,533 |0,857 |0,650 |0,723 |1,551
typ wzrostu
Niedestrukcyjne 0,632 [0,043 | - 0,330 [0,934 |0,857 |0,538 |5,011
naciekanie kolagenu
Cechy cytologiczne
Wrzecionowaty lub g ¢y 10 0g1 | - 0,791 |0,532 |0,717 |0,631 |1,693
mieszany typ kom.
Brak pleomorfizmu |y ec 1 g3g | - 0,861 |0,649 |0,786 |0,758 |2,455
komorkowego
lednoradnost 0,589 [0,043 | - 0,983 |0,195 |0,646 0,882 |1,220
populacji kom.
FP <3/1mm? 0,933 (0,018 |3 0,974 [0,727 10,842 |0,949 |[3,571
FP <1/1mm? 0,828 [0,031 |1 0,722 |0,935 0,943 0,065 |11,115
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Brak FP w gtebokich

' 0,874 (0,03 |- 0,957 |0,792 |0,873 |0,924 |4,603
warstwach zmiany
Brak atypowych FP 0,688 |0,042 | - 1,000 |0,377 [0,706 |1,000 |1,604
Makrojaderka 062 |0041 |- 0,487 |0,753 |0,747 |0,496 |1,973

Dodatkowe cechy pomocnicze
Ciatka Kamino 0,692 [0,038 |- 0,487 |0,896 0,875 0,539 |4,687
Artefaktyczne 0,748 |0,036 | - 0,626 |0,870 |0,878 |0,609 |4,821
szczeliny
Brak melaniny typu 14257 1004 |- 0,974 0481 |0,737 |0,925 |1,875
dustlike
Naskorek 0,822 [0,034 |- 0,904 [0,740 10,839 |0,838 |3,482
niesciefczaty
Brak owrzodzenia  |0,677 |0,042 | - 0,991 |0,364 0,699 |0966 |1,558
Brak regres;ji 0,545 |0,043 | - 1,000 |0,091 [0,622 [1,000 |1,100
Cechy immunohistochemiczne
HMB45 prawidfowe | o-5 19035 | - 0,868 |0,886 |0,881 |0,873 |7,592
dojrzewanie
Ki67 ztacze skorno- 15 g9e |0 024 |68 0,881 |0,783 |0,856 |0,818 |4,053
naskorkowe
Ki67 skora wiasciwa - | § 935 19018 |24 0,914 [0,838 0,871 |0,891 |5,648
podstawa
Ki67 $rednio 0,921 |0,021 |6 0,960 |0,754 0,851 0,929 |3,898
Cyklina D1 skora 0,711 |0,043 |52 0,903 |0,164 0,537 |0,611 |1,080
wiasciwa - podstawa
p16, SIS 0,812 [0,033 |3 0,697 |0,781 0,812 0,655 |3,180
p16, HS 0,8 0,036 |15 0,313 |0,877 |0,775 0,485 |2,540
P16 odczyn 082 (0033 |- 0,667 |0,973 0,971 0,683 |24,333
naprzemienny
pERK, SIS 0,628 |0,043 |3 0,526 |0,761 |0,761 |0,526 |2,202
PERK, HS 0,689 |0,041 |21 0,660 |0,672 |0,744 |0,577 |2,009
MLH1, SIS 0,673 |0,044 |8 0,853 |0,478 0,692 0,702 |1,634
Cechy genetyczne

Mutacja BRAF*® 10,643 [0,132 | - 1,000 |0,286 |0,872 |1,000 |1,400
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L AUC - area under curve, pole pod krzywg

2 SE - standard error, btad standardowy

? Cut - cut off, punkt odciecia

“ SEN - sensitivity, czutosé

> SPE - specifity, swoistos¢

®ppV - positive predictive value, dodatnia warto$¢ predykcyjna
"NPV - negative predictive value, ujemna warto$¢ predykcyjna
8 LR - likelihood ratio, wskaznik wiarygodnosci

° ps - pagetoid spread, szerzenie pojedynczymi komérkami w obrebie naskdrka
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Dyskusja

Znamiona Spitz sg niezalezng grupa zmian melanocytarnych od niemal 70 lat, a ich natura
biologiczna pozostaje wcigz nie w petni poznana. Pomimo licznych badan nad ich strukturg
histopatologiczng, mimo rozwoju  zaawansowanych  technik  diagnostycznych
immunohistochemicznych i molekularnych, ich rozpoznawanie niejednokrotnie stanowi
wyzwanie nawet dla dos$wiadczonych patomorfologdw. Typowe znamie Spitz jest bowiem
zmiang melanocytarng, ktéra wykazuje znaczne podobiedstwo morfologiczne do czerniaka
ztosliwego. Ze wzgledu na to, ze oba typy zmian charakteryzuje odmienny przebieg kliniczny,
to prawidtowa diagnoza histopatologiczna ma zasadnicze znaczenie w procesie terapii.

Celem niniejszej pracy byto poréwnanie grupy znamion Spitz i grupy czerniakdw skéry pod
wzgledem cech histopatologicznych, ekspresji wybranych markeréw
immunohistochemicznych i obecnosci okreslonych zaburzen genetycznych. Intencjg tej
analizy poréwnawczej byta préba okreslenia konstelacji kryteriow diagnostycznych, ktére
pozwolg postawi¢ rozpoznanie znamienia Spitz z jak najwiekszg pewnoscia.

Populacja chorych ze znamionami Spitz, ktérg poddano analizie zostata dobrana bez
wstepnej selekcji. Jedynym kryterium dyskwalifikujgcym byta zbyt mata ilos¢ materiatu
tkankowego w bloku parafinowym do badan dodatkowych - immunohistochemicznych
i genetycznych. Do grupy znamion Spitz wtgczono réwniez 4 przypadki, ktére pierwotnie
zostaty btednie zdiagnozowane jako czerniaki. Klinicznie i histopatologicznie nie réznity sie
one istotnie od innych znamion Spitz. Obejmowaty zmiany u kobiet w wieku od 26 do 46 lat,
dwie zlokalizowane na konczynach, jedng na skérze tutowia i jedng o nieznanej lokalizacji.
Zmiany te wykazywaty utkanie ztozone naskérkowo-skérne, przy czym najgrubsza ze zmian
zajmowata warstwe siateczkowatg skoéry. Jedna z tych zmian byta stosunkowo duza (16 mm
w wymiarze horyzontalnym), nieco asymetryczna i nieostro odgraniczona bocznie, dwie inne
wykazywaty dos$¢ wysoky liczbe figur podziatu mitotycznego (3 FP/mm?) i niepetne
dojrzewanie, a czwartg zmiane charakteryzowat istotny pleomorfizm, co w kazdym z tych
przypadkdw przyczynito sie ostatecznie do postawienia fatszywych rozpoznan.

Populacje pacjentédw z czerniakami skéry dobrano réwniez stosujgc powyzsze kryterium
dostatecznej ilosci materiatu tkankowego. Dodatkowym wyznacznikiem tej grupy byta

morfologia wrzecionowatokomdrkowa i/lub epitelioidalna, co sprawiato, ze znamie Spitz
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byto tu istotnym rozpoznaniem réznicowym. Podobnie jak George i wsp.® nie witaczano
natomiast czerniakdw rozwijajgcych sie na podtozu plamy soczewicowatej ztosliwej (lentigo
maligna melanoma) zlokalizowanych w obrebie skéry uszkodzonej promieniowaniem
stonecznym u oséb starszych, ani czerniakow dystalnych czesci konczyn, tzw. akralnych,
poniewaz pod wzgledem cech klinicznych i histopatologicznych nie przypominajg one

znamion Spitz.

1. Cechy kliniczne

Powyzsze kryteria doboru czerniakow mogty mie¢ wptyw na wiek badanej grupy, gdyz
srednia wieku dla tych chorych byta nizsza (46,9 lat) niz podawany w pismiennictwie szczyt
zachorowalnosci na czerniaka majgcy przypadaé na 6 dekade zycia (Srednio 55 lat)® 1%,

Rozktad wieku w grupie pacjentéw ze znamionami Spitz byt bardzo podobny do
odnotowanego w badaniu Cesinaro i wsp., ktére objeto 247 przypadkéw.*® W naszym
badaniu najwiecej znamion Spitz zdiagnozowano u chorych w 3 dekadzie zycia - 40%, za$ we
wzmiankowanej publikacji byto to 31,2%. Odsetek pacjentéw ze znamieniem Spitz w wieku
20 lat i starszych byt u nas stosunkowo wysoki - 70,4%, a zarazem zblizony do podanego
przez Cesinaro i wsp. (66%). W innych badaniach, szczegdlnie z wczesniejszych lat, wsrdd
pacjentéw ze znamionami Spitz przewazaty osoby ponizej 20 roku zycia, stanowigc nawet
70% przypadkéw.7 Ma to zapewne zwigzek z pierwotng definicjg znamienia Spitz, ktére
miato by¢ rzadkg zmiang melanocytarng wieku dzieciecego, zas z drugiej strony, z rosnacg
przez lata swiadomoscig lekarzy odnosnie mozliwosci wystepowania tej zmiany u dorostych.

Co ciekawe, analizujgc krzywg ROC dla wieku, wykazano, ze punktem odciecia, ktory
najlepiej roznicowat znamiona Spitz i czerniaki wcale nie byt 19 rok zycia i podziat na dzieci,
mtodziez i dorostych, lecz granica 37 roku zycia. Oznacza to, ze do 37 roku zycia rozpoznanie
znamienia Spitz stawialiémy z 90% czutoscig i 65% specyficznoscig, przy dobrej zdolnosci
rozdzielczej testu, AUC=86%. Ponizej 20 roku zycia rozpoznanie znamienia Spitz stawialismy
co prawda z wiekszg specyficznoscig (97%), ale przy niskiej czutosci (30%) i z zaledwie
srednim AUC=64%.

W obu analizowanych grupach, zaréwno ws$réd chorych ze znamionami Spitz
jak i z czerniakami przewazaty osoby pici zenskiej, stanowigc odpowiednio 80% i 71,4%.

Przewaga kobiet w grupie osdb z rozpoznaniem czerniaka jest powszechna w Europie
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i Stanach Zjednoczonych®®, a w niniejszej pracy mozna ja dodatkowo ttumaczy¢ stosunkowo
mtodym wiekiem badanej grupy. Wiadomo bowiem, ze w Polsce do potowy szdstej dekady
zycia czastkowe wspodtczynniki zachorowalnosci na czerniaka sg wyzisze u kobiet niz
u meiczyzn.loo

Liczebng przewage dziewczynek i kobiet wsrdd pacjentdw ze znamionami Spitz
odnotowuje sie wiasciwie we wszystkich dostepnych w pismiennictwie badaniach; waha sie
ona w granicach od 1,2:1 w starszych opracowaniach do 1,9:1 w bardziej wspotczesnych
analizach.> 7 3% 31 3 Przewaga ptci zenskiej wynoszgca 4:1 w niniejszej pracy jest najwyzszg
z dotychczas odnotowanych. Powyzszy rozktad ptci w grupie oséb ze znamionami Spitz
nalezy najprawdopodobniej ttumaczy¢ coraz wiekszg dbatoscia mtodych kobiet o wzgledy
kosmetyczne.

Najczestszg lokalizacjg znamienia Spitz w analizowanej serii byta koriczyna dolna (43,5%),
a pozostate lokalizacje w kolejnosci malejacej to: koriczyna gérna (17,4%), tutéw (11,3%) oraz
gtowa i szyja (10,4%). Rozktad ten jest bardzo zblizony do przedstawionego przez Cesinaro
i wsp. - wartosci procentowe w kolejnych lokalizacjach wynosity tu odpowiednio: 52,2%,
22,3%, 15% i 8,1%.% Konczyna dolna jest najczestszg lokalizacja znamienia Spitz w wielu

> 3033 Generalnie

opracowaniach, w ktérych wiekszo$¢ pacjentdw stanowig mtode kobiety.
w badanej grupie lokalizacja na konczynach przewazata istotnie wsrdd osdb ptci zenskiej nad
umiejscowieniem na tutowiu, gtowie i szyi tgcznie, wynoszac 3,8:1. Wsréd pacjentédw ptci
meskiej nie odnotowano natomiast takich rdznic, a powyzszy stosunek wyniést doktadnie
1:1. W innych opracowaniach stwierdza sie nieznaczng przewage lokalizacji tutéw, gtowa,
szyja w stosunku do umiejscowienia na koiczynach u pfci meskiej.s' 30 Uzyskane wyniki mogg
by¢ konsekwencjg operowania mniejszymi liczbami w niniejszej pracy, jako ze pacjenci ptci
meskiej w catej analizowanej grupie stanowili zaledwie 21,1% (23 osoby). Dane
w pismiennictwie wskazujg, ze dystrybucja czerniakdw skéry u kobiet i mezczyzn jest
odmienna. U kobiet 2/3 czerniakdéw skéry lokalizuje sie w obrebie konczyn, podczas gdy
u mezczyzn 2/3 dotyczy tutowia, gtowy i szyi ’rqcznie.34 Podobny rozktad anatomiczny
zaobserwowano w analizowanych przez nas przypadkach, bo lokalizacja na kornczynach

przewazata u kobiet stosunkiem 1,8:1, a lokalizacja w obrebie tutowia, gtowy i szyi

przewazata u mezczyzn stosunkiem 2,1:1.

72



Analizujac powyzsze dane zauwazono, ze chociaz lokalizacja znamion Spitz i czerniakdw
odpowiednio u kobiet i mezczyzn wykazywata wiele podobienstw, to ze wzgledu na znaczng
przewage kobiet w obu grupach, lokalizacja w obrebie tutowia byta rzadka dla znamion Spitz
w poréwnaniu z czerniakami. Mimo ze byta to rdznica statystycznie istotna (p=0,012),
a czutos¢ tej cechy byta dobra (86%), to specyficzno$¢ okazata sie niezadowalajgca, bo
wyniosta zaledwie 33%, w zwigzku z czym umiejscowienie na tufowiu lub poza nim nalezy
traktowac jako ceche raczej mato przydatng diagnostycznie.

W licznych opracowaniach podaje sie, ze znamiona Spitz charakteryzujg sie matg srednicg,

23,34 Jest to niewatpliwie zgodne z wynikami omawianej

najczesciej nieprzekraczajgcg 10 mm.
pracy, gdyz tylko 9 znamion Spitz (7,8%) miato Srednice 10 mm lub wiekszg. Jest to zbiezne
chocby z wynikami pracy Weedona i wsp., gdzie odsetek ten wynosit 6,2%.” Niemniej jednak
punktem odciecia, ktéry w naszym badaniu najlepiej roznicowat znamiona Spitz i czerniaki
nie byto wcale jak mozna by przypuszcza¢ 9 mm, lecz 7 mm. Rozpoznanie znamienia Spitz dla
zmian mniejszych lub réwnych 7 mm stawiano z 85% czufoscig i 75% specyficznoscig przy
dobrej wartosci testu AUC, ktéra wynosita 84%. Wysokie wartosci predykcyjne (PPV=84%
i NPV=77%) wskazuja na duze znaczenie srednicy zmiany w réznicowaniu znamion Spitz
i czerniakdw. Przyjmujac za punkt odciecia 9 mm osiggnelibysmy nieco wiekszg czutosé -
92%, ale mniejszg specyficznos¢ - 62% i ostatecznie mniejszg wartosc testu, AUC=77%.
Sposrdd przeanalizowanych cech morfologicznych najwyzszg, ponad 80% moc rdéznicujgca

(AUC) otrzymano dla wieku (punkt odciecia 37 lat) i Srednicy zmiany (punkt odciecia 7 mm).

2. Cechy mikroskopowe

Wsréd analizowanych mikroskopowo cech morfologicznych, wzorujgc sie na pracy
Barnhilla®, wyrézniono 3 grupy cech: architektoniczne, cytologiczne i dodatkowe czyli

pomocnicze.

2.1 Cechy architektoniczne

Do cech architektonicznych nalezg: grubo$¢ zmiany, jej symetria i odgraniczenie boczne,
a takze ewentualne szerzenie sie pojedynczymi komérkami w obrebie naskdrka oraz typ

sylwetki na przekroju (ksztatt stozka lub inny), dojrzewanie ,w gigb” (petne, niepetne lub
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nieobecne), naciekajgcy lub rozprezliwy typ wzrostu i sposdb naciekania kolagenu
(destrukcyjny lub niedestrukcyjny).

Odniesienia do grubosci znamion Spitz w kontekscie ich réznicowania z czerniakami
spotykamy w piSmiennictwie wielokrotnie. Czesto powtarza sie informacja, ze znamiona

5, 23, 34, 41
Jest

Spitz w przeciwienstwie do czerniakow z reguty nie zajmujg tkanki podskorne;j.
to zgodne z uzyskanymi przez nas wynikami, jako ze zadne ze 115 znamion Spitz nie siegato
tej gtebokosci, a miato to miejsce w przypadku 6 z 77 czerniakéw (p=0,004). Czutosc¢ tej cechy
wyniosta co prawda 100%, ale specyficznosé 0%. Przydatniejsze w rdznicowaniu wydaje sie
mierzenie grubosci zmiany melanocytarnej w milimetrach, zgodnie z powszechnie uzywang
dla czerniaka skalg Breslowa. W prezentowanej pracy znamiona Spitz miaty srednig grubos¢
1,2 mm, natomiast czerniaki - 3,5 mm, co byto rdzinicg istotng statystycznie (p<0,001).
Analiza krzywej ROC dla grubosci powyzszych zmian wykazata, ze punkt odciecia, ktory
najlepiej réznicowat znamiona Spitz i czerniaki to 2,25 mm. Oznacza to, ze do grubosci
2,25 mm witgcznie, rozpoznawaliSmy znamie Spitz z 93% czufoscig i 52% swoistoscig, przy
dos¢ wysokich wartosciach predykcyjnych (PPV=74%, NPV=83%) i dobrym AUC, wynoszgcym
80%. W dostepnym pismiennictwie niewiele jest wzmianek na ten temat, przy czym w jednej
z prac, opartej o mniejszg liczbe przypadkéw, wyniki byty zbiezne z podanymi wyzej; srednia
grubos¢ badanej grupy czerniakdw wynosita tu rdwniez 3,5 mm, a srednia grubosé¢ znamion
Spitz nieco wiecej niz w naszej pracy, tj. 1,6 mm.>

Symetria jest czesto podkreslang w pismiennictwie cechg tagodnych zmian
melanocytarnych, w tym klasycznych znamion Spitz, w przeciwienstwie do asymetrii, ktora

ma charakteryzowac czerniaki.”?> 3% 3

Uzyskane przez nas wyniki potwierdzity istotnosc¢
symetrii w rédznicowaniu tych dwéch grup zmian melanocytarnych (p<0,001), bo wskazywata
ona na klasyczne znamie Spitz z satysfakcjonujgcy czutoscig (78%) i srednig specyficznoscig
(60%). Niemniej jednak symetria pozostaje czesSciowo subiektywng w ocenie cechg; nie
wiadomo czy lekkie jej zaburzenie nalezy od razu traktowac jako asymetrie, czy tez mozna to
przypisa¢ naturalnemu rozwojowi zmian, ktére ostatecznie prawie nigdy nie sg doskonale
symetryczne. Zagadnienie to pojawito sie m.in. w pracy Barnhilla, ktory wszystkie zmiany
melanocytarne z zaburzeniami architektury, nawet jesli byly to zaburzenia dyskretne,

zaklasyfikowat jako zmiany atypowe.?" Ten sposéb kwalifikacji sprawit, ze sposréd 120 zmian

melanocytarnych 95 nazwano atypowymi, czego nie mozna uznaé za zadowalajace.
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Na symetrie majg tez czesciowo wptyw dwie inne cechy: ostre odgraniczenie boczne
komponentu naskérkowego i brak szerzenia sie pojedynczymi komdrkami w obrebie
naskdrka w brzegu zmiany (brak tzw. pagetoid spread). Wedtug wielu autoréw sg to wazne

N . . " , , 5, 23, 34
cechy odrdzniajgce znamiona Spitz od czerniakdw skory.> =~

Zgodnie z naszymi wynikami
ostre odgraniczenie boczne zmiany melanocytarnej o cechach Spitzoidalnych pozwalato na
rozpoznawanie znamienia Spitz ze srednig czutoscig i specyficznoscig (odpowiednio 68%
i 60%). Brak szerzenia sie pojedynczymi komérkami w obrebie naskdrka w brzegu zmiany byt
cechg przewazajacg szale rozpoznania na korzy$é znamienia Spitz z podobng sitg, bo mimo
bardzo dobrej czutosci (90%) cecha ta wykazywata niezadowalajgcg swoistos¢ (36%). Tak
zwany pagetoid spread odnotowano ogélnie w 19 na 91 znamion Spitz majacych komponent
naskérkowy (18,8%), co miesci sie w dolnych granicach szerokich zakreséw odsetkowych (0-
63,6%) podawanych w pracach opartych na duzych liczbach analizowanych przypadkc')w.4’ 30
33 Tak réznorodne odsetki zmian wykazujacych pagetoid spread, mogg wskazywac niestety,
ze mimo dos¢ dobrej definicji, jest to cecha subiektywna w ocenie.

Sposrdd 19 zmian wykazujgcych pagetoid spread w 10 (9,9%) byto to szczegdlnie istotne,
poniewaz dotyczyto brzegu zmiany, co jest uwazane powszechnie za ceche przemawiajgca
raczej za rozpoznaniem czerniaka. Jednak, jako ze zmiany te nie miaty innych niepokojgcych
wyktadnikédw, a brzeine szerzenie sie komodrek w naskérku byto dos$é dyskretne,
zaklasyfikowano je jako typowe znamiona Spitz.

W wielu opracowaniach podaje sie, ze za rozpoznaniem znamienia Spitz przemawia takze
ksztatt stozka czy tez na przekroju ksztatt litery ,V” lub tréjkata z wierzchotkiem

skierowanym ,w gtgb” skéry.23' 3133

Chociaz w niniejszej pracy znamiona Spitz faktycznie
nieco czesciej niz czerniaki demonstrowaty tg ceche (20,9% vs 11,8%), to nie byta to réznica
znamienna statystycznie (p=0,147). Wynik ten moze by¢ zwigzany ze stosunkowo matg
gruboscig badanych znamion Spitz, ktéra wynosita srednio 1,2 mm, podczas gdy jak wynika
z niniejszego badania wszystkie znamiona, ktére osiggnety ten ksztatt, siegaty warstwy
siateczkowatej skory i miaty dwa razy wiekszg srednig grubosg, tj. 2,4 mm.

Dojrzewanie ,w gtab” czyli warstwowo$¢ w obrebie zmiany, a wiec stopniowe
zmniejszanie komdrkowosci, wielkosci gniazd komdrkowych oraz rozmiaréw poszczegdlnych

komodrek w gtebokich warstwach znamienia, z ich ,,ameboidalnym” rozpraszaniem sie w dnie

jest cechg dos$¢ powszechnie przypisywang wielu fagodnym zmianom melanocytarnym,
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w tym typowym znamionom Spitz_5' 23, 34

Z drugiej strony istniejg réwniez prace, w ktérych
dojrzewanie dotyczy mniejszosci (18,5-25%) sposrdd badanych znamion Spitz.4’ "W naszym
opracowaniu 71,4% skoérnych i ztozonych znamion Spitz wykazywato petne dojrzewanie
»W gigb”. Jest to wynik zblizony do uzyskanego przez Requena i wsp. (72%), lecz nie tak

wysoki jak w analizie Cesinaro i wsp. (86,6%).>% **

Ostatecznie najrozsadniej wydaje sie
uznac, ze petne dojrzewanie ,w gtgb” jest czestg cecha tej grupy zmian melanocytarnych,
lecz jesli jest niepetne lub nieobecne, to nie nalezy a priori odrzuca¢ rozpoznania znamienia
Spitz, o ile inne typowe cechy je potwierdzaja.

Znaczenie dojrzewania ,w gtgb” znamion Spitz jest szczegdlnie istotne w diagnostyce
roznicowej, bo oceniajgc standardowo barwione preparaty (H&E) nie odnotowano tej cechy
w zadnym z badanych czerniakdw inwazyjnych. Rdéznica w dojrzewaniu w obu badanych
grupach byta wiec znamienna statystycznie (p<0,001), przy czym obecnos¢ tej cechy
w zmianie melanocytarnej, w ktérej wahano sie miedzy znamieniem Spitz a czerniakiem,
pozwalata na rozpoznanie znamienia Spitz z satysfakcjonujgcg czutoscig (71%) i bardzo dobrg
specyficznoscig (100%), przy wysokich wartosciach predykcyjnych (PPV=100% i NPV=75%).

Nalezy jednak podkresli¢, ze cecha ta nie jest przydatna w réznicowaniu zmian brzeznych,
ograniczonych do naskdrka.

Kolejne, ostatnie juz cechy architektoniczne, ktdre do pewnego stopnia ze sobg korelujg
to typ wzrostu okreslany jako naciekajacy lub rozprezliwy oraz sposdb naciekania kolagenu,
ktory moze byé destrukcyjny lub niedestrukcyjny. Opisujg one dolny, gteboki brzeg zmiany.
W naszym badaniu obydwie cechy charakteryzowata ogdlnie podobna, tj. srednia moc
rdznicujgca, jako ze naciekajacy (nierozprezliwy) typ wzrostu przemawiat za rozpoznaniem
znamienia Spitz z niskg czutoscig (53%) i dobra specyficznoscig (86%), a niedestrukcyjny
sposéb naciekania kolagenu podobnie, z bardzo niskg czutoscia (33%) i wysoka
specyficznoscia (93%).

Poczatkowo nie byto petnej zgodnosci miedzy badaczami, co do wygladu dolnego brzegu
znamienia Spitz. Jedni uwazali, ze brzeg ten jest rowny wskutek rozprezliwego wzrostu
znamion Spitz, inni podkreslali nieregularnosé tego brzegu z powodu naciekajgcego typu
wzrostu w tej grupie zmian.> ’ Kernen i Ackerman sugerowali, ze wiekszos¢ znamion Spitz
(15/27) to zmiany o rozprezliwym typie wzrostu.* Niemniej jednak w pdzniejszym okresie, po

latach obserwacji uznano, ze generalnie znamiona Spitz cechujg sie raczej naciekajgcym
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typem wzrostu, podczas gdy zlewanie sie komoérek w zbite guzki, ktére rozprezajac sie
uciskajg podscielisko, przypisano czerniakom.?**
Niedestrukcyjny sposéb naciekania kolagenu przez komaérki znamion Spitz podkresla sie

7, 23, 39
od dawna.” *~

W naszym badaniu wykazano znamienng rdznice pod wzgledem tej cechy
miedzy znamionami Spitz a czerniakami (p<0,001). W pracy Walsha i wsp., cho¢ cecha ta
wystepowata czesciej w znamionach Spitz niz w czerniakach, to bez istotnosci statystycznej,
co moze wynika¢ ze znacznie mniejszej liczby przypadkéw, na jakiej przeprowadzono to

badanie (12 znamion Spitz i 11 czerniakéw).*

2.2 Cechy cytologiczne

Analizujgc cytologie poréwnywanych zmian melanocytarnych brano pod uwage 8 cech:
typ komédrek (wrzecionowate i/lub epitelioidalne), pleomorfizm komérkowy, jednorodnosé¢
populacji komérkowej, pseudoinkluzje jgdrowe i makrojaderka, a takze, co w obliczu
uzyskanych wynikéw i w swietle danych z piSmiennictwa wydaje sie najwazniejsze - 3 cechy
zwigzane z figurami podziatu mitotycznego - ich liczbe na 1 mm?, obecno$¢ w gtebokich
warstwach zmiany oraz wystepowanie atypowych mitoz.

Fakt, ze znamiona Spitz zbudowane s3 ze stosunkowo duzych komodrek o ksztatcie
wrzecionowatym i/lub epitelioidalnym jest znany od dawna. Znalazto to odzwierciedlenie
W synonimicznej nazwie tej grupy zmian: znamiona wrzecionowato-
i nabtonkowatokomérkowe. W niniejszej pracy badane zmiany podzielono na
wrzecionowatokomérkowe, epitelioidalne i mieszane, gdy wystepowaty obydwa
komponenty. Jest to podziat stosowany przez wiekszo$s¢ badaczy, cho¢ niektdrzy nie
wyrdzniajg podgrupy mieszanokomadrkowej, a zmiany w istocie mieszane kwalifikujg wedtug
przewazajgcego komponentu do jednej z dwdch pozostatych grup.” Wéréd naszych
przypadkdédw znamiona Spitz zbudowane z komodrek wrzecionowatych lub mieszanych
stanowity istotng wiekszos¢ (91/115) (79,1%), co jest zbiezne z wynikami uzyskanymi

4 .
230 Co ciekawe,

w innych opracowaniach, gdzie odsetek ten waha sie miedzy 70 a 90%.
w naszym badaniu, cecha ta w sposdb istotny réznicowata znamiona Spitz i czerniaki, ktére
czesciej (41/77) (53,5%) zbudowane byty wytgcznie z komdrek o ksztatcie nabtonkowatym
(p<0,001). Zatem w przypadku rdéznicowania znamienia Spitz z czerniakiem, komponent

wrzecionowaty przemawiat za rozpoznaniem znamienia Spitz z satysfakcjonujgcy czutoscia
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(79%) i niskg specyficznoscig (53%). Jest to zgodne z danymi z piSmiennictwa, w ktérych
podkredla sie, Zze znamiona Spitz czesciej niz czerniaki zawierajg komponent

4 101 . , .. L. .
39,94 101 \Walsh | wsp. réwniez zwrdcili uwage na ten fakt, jednak

wrzecionowatokomadrkowy.
w swojej pracy nie uzyskali miedzy badanymi grupami réznicy znamiennej statystycznie.39

W naszej pracy pleomorfizm komdrkowy, a wiec rdznice w ksztatcie i wielkosci komorek,
odnotowano w 64,9% (50/77) czerniakéow i 13,9% (16/115) znamion Spitz, uzyskujac
statystycznie istotng rdéznice miedzy obiema grupami (p<0,001). W procesie stawiania
diagnozy, brak pleomorfizmu komérkowego wskazywat na znamie Spitz z dobrg czutoscia
(86%) i srednig specyficznoscig (65%). Wyniki te s3 zgodne z danymi z piSmiennictwa, gdzie

podkresla sie ogdlnie mniejszy pleomorfizm znamion Spitz w poréwnaniu z czerniakami.™ &

* Nalezy przy tym pamietaé, ze obserwowany okazjonalnie, uderzajacy pleomorfizm
w nielicznych komérkach w obrebie zmiany jest uwazany za ceche typowa dla znamion
Spitz.23

Jednorodnos$¢ komérek obserwowana w zmianie melanocytarnej rozumiana jako brak
wydzielajacej sie odrebnej populacji np. w postaci guzka rozrostowego, jest cechg typowa
dla znamion Spitz, odrdzniajgcy je od czerniakdw, czesciowo skorelowang z czestym brakiem
pleomorfizmu komérkowego.”* Jednorodno$é¢ populacji odnotowano w 98,3% (113/115)
znamion Spitz i az w 80,5% (62/77) czerniakdw, uzyskujgc mimo wszystko rdznice istotng
statystycznie miedzy tymi grupami (p<0,001). Warto$¢ roznicujgca tego wyktadnika
morfologicznego byfa jednak niedostateczna ze wzgledu na niskg specyficzno$¢ (20%) przy
dos¢ wysokiej czutosci rozpoznania (98%). Walsh i wsp. wyrdznili w swojej pracy dwa typy
jednorodnosci populacji komodrkowej - jednolitos¢ komodrek i jednolito$¢ gniazd
komodrkowych, uzyskujagc znamienng statystycznie rdznice miedzy znamionami Spitz
a czerniakami tylko pod wzgledem tej drugiej cechy.* Wydaje sie, ze tak gteboko analityczne
podejscie do tej akurat cechy, z wydzieleniem pleomorfizmu komdrkowego jako trzeciej,
osobnej dyskryminanty, nie jest w petni zasadne.

Gruntowna i skrupulatna analiza figur podziatu mitotycznego w zmianie melanocytarne;j
wydaje sie mie¢ natomiast kluczowe znaczenie w procesie diagnostyki rdznicowe;j.
W niniejszej pracy znamiona Spitz prezentowaty $rednig aktywnos$¢ mitotyczng 1 FP/mm?
przy odchyleniu standardowym 1,3. Byta to wiec aktywnos$¢ stosunkowo niska (dla

poréwnania w czerniakach wartosci te odpowiednio wynosity 8,4 i 8,0), przy czym trudnym
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zadaniem jest konfrontacja tego wyniku z danymi z piSmiennictwa, dlatego ze rdzni badacze
stosowali do pomiaru indeksu mitotycznego rdzne jednostki powierzchni. Kernen i Ackerman
oraz Cesinaro i wsp. podawali liczbe mitoz w odniesieniu do duzego pola widzenia,
a Weedon i wsp. oraz Requena i wsp. odwotywali sie do catego przekroju zmiany.* 7 3% 33
Mozliwe jest natomiast pordwnanie odsetka znamion Spitz, ktére wykazujg jakgkolwiek
aktywnos¢ mitotyczng; w omawianej pracy byto to 53%, co miesci sie w gérnych granicach

7, 33

szerokich zakresow odnotowywanych w innych badaniach - 10-68%. Najbardziej
poréwnywalne wydaje sie podawanie liczby mitoz w obszarze 1 mm? jako, ze jest to
jednostka, ktéra nie zalezy ani od rodzaju powiekszen w danym mikroskopie, ani tez od
wielkosci zmiany. Barnhill podat w swoich wytycznych, ze liczba mitoz w typowym znamieniu
Spitz jest zwykle mniejsza niz 2 FP/mm?.?® Uzyskane przez nas wyniki pozwalaja podnie$¢ ten
prog do liczby mniejszej lub réwnej 3. Okazato sie, ze w rdznicowaniu znamienia Spitz
i czerniaka, liczba mitoz w zmianie nie przekraczajgca 3/mm?® faworyzowata to pierwsze
rozpoznanie z wysokg czutoscig (97%) i satysfakcjonujgcg specyficznoscig (73%), przy bardzo
dobrej wartosci testu (AUC=93%). Ogdlna wartos¢ testu spadata do dobrej (AUC=83%), gdy
za punkt odciecia przyjmowano warto$é mniejszg lub réwng 1/mm?, co wynikato ze spadku
czutosci do 72%, przy jednoczasowym zwiekszeniu specyficznosci do 94%. Wyniki te
wspierajg poniekagd obserwacje Spatz i wsp., ktdrzy udowodnili, ze dopiero zmiana majgca 6
lub wiecej mitoz na mm? zyskuje punkty w skali, ktéra przewiduje ryzyko ztosliwego
przebiegu zmiany melanocytarnej Spitzoidalnej.41

Kolejnym zagadnieniem sg figury podziatu mitotycznego w gtebokich, skérnych warstwach
zmiany. W naszym badaniu w grupie znamion Spitz odnotowywano sie je wyjgtkowo rzadko,
bo w 5,5% (5/91), co jest znamienng rdznicg (p<0,001) w konfrontacji z czerniakami, gdzie sg
one czeste - 80,3% (61/76). Brak mitoz w takiej lokalizacji w zmianie Spitzoidalnej przechylat
szale rozpoznania na rzecz znamienia Spitz z wysokg czutoscig (96%) i satysfakcjonujgca
specyficznoscig (79%). Jest to zgodne z wynikami prezentowanymi przez Walsha i wsp.,
ktorzy poréwnujac tg ceche w grupach znamion Spitz i czerniakdw, rowniez uzyskali réznice
znamienng statystycznie (p=0,012). Wedtug tych badaczy brak mitoz w gtebokich obszarach
guza pozwalat rozpozna¢ w zmianie Spitzoidalnej znamie Spitz z 83% czutoscia i 73%
specyficznoscia.> Ogdlnie nalezy przyjaé, ze cho¢ gteboko potozone figury podziatu nie sa

typowe dla znamion Spitz, to jednak okazjonalnie mogg sie pojawiac w tej grupie zmian.

79



Podobng zasadg mozna by sie prawdopodobnie kierowac¢ w odniesieniu do wystepowania
atypowych mitoz w zmianach melanocytarnych Spitzoidalnych, chociaz uzyskane wyniki nie
w pefni to potwierdzajg. Wsrdd naszych przypadkéw nie odnotowano atypowych mitoz
w zadnym ze znamion Spitz, podczas gdy byty one obecne w 37,7% (29/77) czerniakdéw, co
okazato sie rdznicy statystycznie istotng (p<0,001). Jest to zgodne z obserwacjami Cesinaro
i wsp., ktorzy rowniez nie zauwazyli atypowych figur podziatu mitotycznego w zadnym z 247
znamion Spitz.>> Weedon i wsp. odnotowali natomiast nieprawidtowe mitozy w jedynym z 12
znamion Spitz i w czterech z 11 czerniakéw, co réwniez dato rdéznice znamienng statystycznie
(p=0,009) miedzy badanymi grupami zmian melanocytarnych.7 Inni badacze podkreslajg, ze
atypowe figury podziatu w znamionach Spitz widuje sie niezwykle rzadko lub, ze sg one
,prawie zawsze nieobecne”.* > ** Ostatecznie wydaje sie, ze moga sie one pojawiac
w znamionach Spitz tylko wyjgtkowo, jeszcze rzadziej niz mitozy w gtebokich warstwach
guza. Zgodnie z uzyskanymi przez nas wynikami brak atypowych figur podziatu w zmianie
Spitzoidalnej przemawia za znamieniem Spitz, nie jest jednak kryterium dos$¢ pewnym
(czutos$¢ 100%, specyficznosé 38%).

Niektdrzy badacze sugerujg, ze obecno$¢ duzych, prominentnych jaderek w zmianie
melanocytarnej, tgcznie z innymi cechami cytologicznymi jak np. z pleomorfizmem
komdrkowym, przemawia raczej za rozpoznaniem czerniaka niz znamienia Spitz.4 Inni
akcentujg z kolei czestg obecno$¢ wyraznych jaderek w znamionach Spitz, szczegdlnie

w typie nabton kowatokomérkowym.23’ 3

Diaconeasa i wsp. nie zauwazyli réznic w wielkosci,
ksztatcie i kolorze jaderek w badanej grupie zmian melanocytarnych, ktéra obejmowata cate
spektrum zmian Spitzoidalnych od tagodnych do zios’liwych.102 Wyniki naszej pracy sugerujg,
ze makrojgderka stwierdza sie istotnie czesciej (p<0,001) w znamionach Spitz (48,7%) niz
w czerniakach (24,7%). Obecnos¢ prominentnych jaderek przemawia wiec raczej za
rozpoznaniem znamienia Spitz a nie czerniaka (specyficznos¢ 75%, czutos¢ 49%).

Znanym faktem jest stwierdzana niekiedy obecnos¢ pseudoinkluzji jadrowych
w komoérkach czerniaka. Niektérzy podkreslajg réwniez obecnos¢ tych struktur w jadrach
komodrek znamion Spitz.34 Uzyskane przez nas wyniki potwierdzajg te spostrzezenia;
pseudoinkluzje wystepowaty w obu tych grupach zmian melanocytarnych z podobng
czestoscig, w zwigzku z czym nie jest to cecha istotna w kontekscie diagnostyki réoznicowej

(p=0,216).
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2.3 Dodatkowe cechy pomocnicze

Wsrod dodatkowych cech pomocniczych branych pod uwage w analizie morfologicznej
badanych zmian melanocytarnych znalazty sie: obecnos¢ komodrek olbrzymich
wielojgdrowych i ciatek Kamino oraz artefaktycznych szczelin na zfgczu naskérkowo-skdérnym
(clefts), drobnoziarnisty typ melaniny (dustlike), grubos¢ naskérka pokrywajgcego zmiane,
owrzodzenie, towarzyszgcy naciek zapalny, zmiany naczyniowe takie jak proliferacje
drobnych naczyn, telangiektazje lub obrzek oraz regresja zmiany.

Sophie Spitz w swojej pionierskiej pracy stwierdzita, ze komadrki olbrzymie wielojgdrowe
sg jedyng cechg morfologiczng, ktéra odrdznia tzw. czerniaki mfodziericze od czerniakéw
u oséb doros’fych.3 Poglad ten zweryfikowano w pdzniejszych badaniach, jako ze obecnosé
tego rodzaju komdrek odnotowano zaréwno w zwyktych znamionach melanocytarnych jak
i w klasycznych czerniakach. W niniejszej pracy komérki olbrzymie wielojgdrowe stwierdzono
w 27,8% znamion Spitz, co jest zbiezne z wynikami uzyskanymi przez Requena i wsp. (25%).>°
Inni badacze stwierdzali wystepowanie komodrek olbrzymich zwykle w wiekszym odsetku
badanych zmian, np. wedtug Cesinaro i wsp. - w 58% znamion Spitz. Jest to zapewne
zwigzane z tym, ze brali oni pod uwage nie tylko komorki olbrzymie wielojadrowe, ale takze
jednojadrowe.*® Analizujac metodologie naszej pracy uznaliémy jednak, ze odrdznienie tych
ostatnich komodrek chocby od okazjonalnego wyraznego pleomorfizmu, moze nastreczac
trudnosci, w zwigzku z czym wytgczyliSmy je z analizy. Mimo ze badane czerniaki rzadziej niz
znamiona Spitz prezentowaty komorki olbrzymie wielojgdrowe (15,6%), to jednak rdznica
miedzy badanymi grupami okazata sie statystycznie nieistotna (p=0,179).

Ciatka Kamino opisata po raz pierwszy Hideko Kamino w 1979 roku.* Chociaz na
przestrzeni lat zmienit sie poglad co do ich natury (ciatka apoptotyczne vs ztogi bton
podstawnych), to struktury te pozostajg do dzi$ przydatng wskazéwka w diagnostyce zmian
melanocytarnych.34 Wsrdd analizowanych przez nas przypadkdéw ich obecnos¢ odnotowano
w 48,7% znamion Spitz i w 10,4% czerniakdw, co stanowi réznice statystycznie istotng
(p<0,001). Obecnos¢ ciatek Kamino w zmianie melanocytarnej przemawiata wiec za
rozpoznaniem znamienia Spitz z wysoka specyficznoscig (90%), ale niedostateczng czutoscig
(49%). Uzyskane wyniki s3 podobne do opublikowanych przez Cesinaro i wsp., ktérzy
odnotowali ciatka Kamino w 45,3% znamion Spitz.>> Kamino stwierdzita obecno$¢ tych
struktur w wiekszym odsetku badanych przypadkéw (60%), co miato prawdopodobnie
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zwigzek z zastosowang w tamtym badaniu, seryjng metodg skrawania preparatow. W naszej
pracy liczba analizowanych przekrojow w standardowym barwieniu byfa z pewnoscig
mniejsza, poniewaz konieczne byto zachowanie materiatu tkankowego do przeprowadzenia
metod dodatkowych. Odnotowany przez nas odsetek ciatek Kamino w badanych czerniakach
byt stosunkowo duzy; wiekszy niz zaobserwowany przez Kamino - 2%, ale mniejszy niz
w pracy Arbucle’a i Weedona z 1982 roku - 12%.%> 1% Réznice te moga wynika¢ z liberalnego
lub restrykcyjnego sposobu kwalifikacji danej struktury jako ciatko Kamino w czerniakach
w poréwnaniu z ich dos$¢ jednoznaczng kwalifikacja w znamionach Spitz. Ciatka Kamino
wystepujgce w czerniakach s3 bowiem generalnie bledsze, mniejsze i bez tendencji do

% 19 Wysoki odsetek ciatek Kamino w czerniakach

zlewania sie w wieksze struktury.
w naszym badaniu moze tez wynikac z tego, ze analizowane czerniaki byty wrzecionowato-
lub nabtonkowatokomodrkowe, a co za tym idzie przypominaty znamiona Spitz. W badaniu
Kamino natomiast, brano pod uwage losowo wybrane czerniaki réznych rodzajéw.35
Szczeliny wokoét gniazd melanocytarnych na ztgczu naskérkowo-skérnym (clefts), bedace
efektem artefaktycznego obkurczania komérek podczas przygotowywania preparatéw, sg
czesto podkreslang cechg znamion Spitz, wystepujacg réwniez, chociaz znacznie rzadziej,

. 2 4
w czerniakach.”® 3

Rozni badacze przypisuja tym szczelinom odmienne znaczenie
diagnostyczne. Mooi np. twierdzit, ze ich brak jest cechg niepokojaca (budzgcy podejrzenie
czerniaka), natomiast ich obecnos¢ ma znikome znaczenie diagnostyczne.34 Inni badacze
wymieniajg obecnos$¢ artefaktycznych szczelin jako jedng z istotnych, dodatkowych cech

23, 31 .
' W analizowanych przez nas

przemawiajgcych za rozpoznaniem znamienia Spitz.
przypadkach obecnosc¢ szczelin odnotowano w 62,6% znamion Spitz i 13% czerniakdw, a co
za tym idzie byfa to cecha rdznicujgca te grupy zmian melanocytarnych w stopniu istotnym
statystycznie (p<0,001). W badanej grupie obecnos¢ szczelin pozwalata zakwalifikowaé
zmiane melanocytarng jako znamie Spitz ze sSrednig czutoscig (62%) i satysfakcjonujgca
specyficznoscig (75%). Wyniki te nie w petni korespondujg z doniesieniem Walsha i wsp.,
ktérzy co prawda odnotowali obecnos¢ szczelin w 67% (8/12) znamion Spitz, ale takze az
w 46% (5/11) czerniakdw, w zwigzku z czym nie stwierdzili oni rdznicy znamiennej
statystycznie miedzy badanymi grupami zmian.

Naskdrek w znamionach Spitz jest zwykle pogrubiaty na skutek akantotycznego rozrostu,

z obecnoscig waskich, wydtuzonych sopli naskérkowych. Niemal wszyscy badacze zgadzaja
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sie co do tej wiasciwosci tych guzdw, za wyjgtkiem Kernena i Ackermana, ktorzy stwierdzili,
ze naskérek pokrywajgcy znamiona Spitz jest najczesciej s’cier’1cza’fy.4 Wyniki naszej pracy

7, 2 . . , .
> 7 23,30, 33 Pogrubienie naskdrka lub jego

potwierdzajg obserwacje wiekszosci badaczy.
prawidtowg grubos¢ (czyli poréwnywalng z gruboscig naskérka otaczajgcego zmiane
melanocytarng) odnotowano w 90,4% znamion Spitz i tylko w 26% czerniakéw, co okazato
sie cecha réznicujaca te grupy zmian w stopniu istotnym statystycznie (p<0,001). W badanej
grupie zmian melanocytarnych brak Scieiiczenia naskdrka przemawiat za znamieniem Spitz
z wysoky czutoscig (90%) i satysfakcjonujacg specyficznoscig (74%). Innymi stowy,
Sciedczenie naskdrka bezposrednio ponad grupami melanocytéw czyli tzw. ,konsumpcja
naskorka” to cecha typowa dla czerniakdéw, rzadka w znamionach Spitz. W niniejszej pracy
naskérek sciericzaty odnotowano w 9,6% znamion Spitz i w 74% czerniakdéw (p<0,001). S3 to
wyniki bardzo zblizone do uzyskanych przez Hantschke i wsp. (9,6% vs 86,3%), ktérzy jako
pierwsi zauwazyli, ze jest to wyktadnik réznicujacy te dwie grupy zmian melanocytarnych.105

Sciericzenie naskdrka jest uwazane za wstepna faza tworzenia owrzodzenia i dlatego
bezposrednio koreluje z jego wystepowaniem. Owrzodzenie jest znanym czynnikiem
pogarszajgcym rokowanie w czerniaku, jak rowniez jest to cecha przemawiajgca za
rozpoznaniem czerniaka w diagnostyce réznicowej.105 Wyniki niniejszej pracy potwierdzajg
te spostrzezenia, poniewaz owrzodzenie stwierdzono zaledwie w jednym znamieniu Spitz
(0,9%) i w 28 (36,4%) czerniakach, co dato réznice znamienng statystycznie (p<0,001). Brak
owrzodzenia przemawiat za rozpoznaniem znamienia Spitz co prawda z wysoka czutoscia
(99%), ale z niedostateczng specyficznoscig (36%). Inni badacze réwniez odnotowywali
obecnos$¢ owrzodzenia stosunkowo rzadko w analizowanych znamionach Spitz, bo
z czestoscig wahajacy sie miedzy 0,4% a 14%.%% 1% Czestsze wystepowanie owrzodzenia
w znamionach  Spitz  raportowane w  niektorych  badaniach  jest zwigzane
najprawdopodobniej z opisywaniem zmian w populacji dzieciecej. Wiadomo ze u dzieci,
ktdre cechuje nie w petni wyksztatcona samokontrola, traumatyzacja zmian skérnych jest
znacznie czestsza niz u dorostych.

Uzyskane wyniki w zakresie scienczenia naskdrka i wystepowania owrzodzenia nie
korespondujg z rezultatami pracy Walsha i wsp., ktdrzy nie odnotowali statystycznie istotnej
réznicy miedzy znamionami Spitz i czerniakami pod wzgledem tych cech.*® Jak wspominano

wyzej, moze to wynikac z matej liczby przypadkéw analizowanych w tym badaniu.
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Ciekawym zagadnieniem, na ktdre raczej rzadko zwraca sie uwage, jest jakos¢ melaniny
w zmianach melanocytarnych. Wiadomo, ze cze$¢ zmian, zaréwno czerniakdw jak i znamion
Spitz, jest pozbawiona pigmentu w standardowym barwieniu H&E, w pozostatych zas,
melanina jest grubo- lub drobnoziarnista, konsystencja przypominajagca pyt (dustlike).
Uzyskane przez nas wyniki wskazujg, ze obecno$é pytopodobnego barwnika w zmianie byta
istotnie czestsza (p<0,001) w czerniakach (48,1%) niz w znamionach Spitz (2,6%). Zatem brak
drobnoziarnistej melaniny w badanej grupie zmian przemawiat za znamieniem Spitz
z wysokg czutoscig (97%), ale z niedostateczng specyficznosciag (48%). Zaleznos¢ taka opisali
takze McCarthy i wsp. stwierdzajagc drobnoziarnista melanine w 90% czerniakow i 26%
znamion Spitz (p<0,001).>*

Niektdrzy autorzy podkreslajg, ze znamionom Spitz czesto towarzyszy dos$¢ obfity

23, 34

przewlekty naciek zapalny. Wyniki uzyskane w naszej pracy potwierdzajg ten fakt, bo

obecnos¢ nacieku zapalnego odnotowano w 63,5% znamion Spitz, co jest zblizone do

rezultatéw w innych opracowaniach (51-73%).> **

Niemniej jednak zjawisko to jest rownie
czeste w czerniakach (64,9%), w zwigzku z czym nie jest to czynnik pomocny w diagnostyce
rdoznicowej tego rodzaju zmian. Brak statystycznie istotnych rdznic dotyczgcych nacieku
zapalnego miedzy znamionami Spitz a czerniakami potwierdza takze praca Walshai wsp.39
Podobnie przedstawia sie kwestia zmian naczyniowych w podscielisku zmiany
melanocytarnej, takich jak proliferacje drobnych naczyn i/lub poszerzanie ich sSwiatta
(telangiektazje) oraz towarzyszacy obrzek. Chociaz niektérzy badacze wskazujg na
dodatkowg wartos$¢ diagnostyczng tej cechy przemawiajgcg za rozpoznaniem znamienia

Spitz, to uzyskane wyniki tego nie potwierdzajq.zs’ 3

Odsetek zmian wykazujacych opisane
zaburzenia w podscielisku byt bardzo podobny w obu badanych grupach (18,2% znamion
Spitz vs 19,5% czerniakdw), a co za tym idzie nie jest to cecha pomocna w ich réznicowaniu.
Ostatnia sposréd przeanalizowanych cech dodatkowych, potencjalnie pomocnych
w diagnostyce znamion Spitz i czerniakéw to regresja czyli redukcja masy guza lub catkowity
brak melanocytéw w skérze, a zamiast tego obecnos¢ w tym miejscu nacieku zapalnego,
widknienia, melanofagow i teIangiektazji.34 Ze wzgledu na fakt, ze znamiona Spitz rosng
wolniej i mniej ekspansywnie niz czerniaki, istnieje prawdopodobienistwo, ze wywotujg mniej
intensywng odpowiedZ immunologiczng gospodarza i w zwigzku z tym rzadziej podlegajg

regresji. Wyniki niniejszej pracy moga potwierdza¢ tg hipoteze, poniewaz regresji nie
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odnotowano w zadnym ze znamion Spitz, podczas gdy wystgpita ona w 9,1% badanych
czerniakdw, co oznacza rdznice istotng statystycznie (p=0,001). Brak regresji przemawiat
zatem za znamieniem Spitz ze 100% czutoscig, ale specyficznos¢ tej cechy wyniosta mniej niz
1%. Regresji w obrebie znamion Spitz nie odnotowali takze Binder i wsp., a Cesinaro i wsp.

33, 106

stwierdzili jg tylko w 3,6% tego typu zmian. Zupetnie inne zdanie na ten temat maja

natomiast praktykujacy dermatolodzy. Twierdzg oni, ze znaczna cze$¢ (nawet 80%) znamion

25, 107 .. ;.
’ Rozbieznosci

Spitz podczas wielomiesiecznej obserwacji ulega spontanicznej inwolucji.
w tej kwestii miedzy Srodowiskiem patologéw i dermatologéw, moga wynikac z faktu, ze
chirurgicznemu wycieciu, a wiec i ocenie histopatologicznej, podlegajg zwykle zmiany
melanocytarne, ktére aktywnie rosng, powiekszajg sie i ,niepokojg”, a nie te, ktére
stopniowo ulegajg regularnemu zanikowi. Ostatecznie wiec by¢ moze regresja jest czestg
cechg znamion Spitz, ale jest rzadka wsrdd tych sposrdd nich, ktére zostajg wyciete
i przekazane do analizy histopatologicznej. Harvell i wsp. podkreslili z kolei trudnosci
diagnostyczne, ktdore sprawia jeden z wyktadnikdw regresji jakim jest obfity wysiek

limfocytarny, w rzadkiej postaci znamion Spitz typu halo.*®

By¢ moze wiec, czes¢ znamion
Spitz z widoczng regresjq jest btednie rozpoznawana jako czerniaki.

Podsumowujac, wsrdéd przeanalizowanych cech morfologicznych najwiekszg wartosc
dyskryminujgca wykazujg: grubos$¢ zmiany (punkt odciecia 2,25 mm), dojrzewanie ,w gtgb”,
liczba FP/1 mm?, FP w gtebokich warstwach zmiany oraz grubos$é naskérka pokrywajgcego

zmiane.

3. Cechy immunohistochemiczne

Diagnostyka zmian melanocytarnych do dzi$ opiera sie przede wszystkim na analizie cech
morfologicznych w standardowym barwieniu (H&E). Niemniej jednak wobec wyzej opisanych
dylematéw, zasadne jest poszukiwanie dodatkowych metod rdznicujgcych. Najbardziej
dostepng, dobrze zaadaptowang w laboratoriach patomorfologicznych i zarazem najtansza
z nich jest immunohistochemia. Powszechnie znany jest szereg markerdw, ktére pozwalajg
na dyskryminacje zmian melanocytarnych i zmian o innym, niemelanocytarnym
pochodzeniu. Jak dotad nie ma natomiast jednego markera, ani panelu zalecanych
przeciwciat, ktére pozwalatyby na pewne odrdznienie zmiany melanocytarnej tagodnej od

ztosliwej. Bytoby to szczegdlnie przydatne w diagnostyce zmian atypowych, o granicznym,
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niepewnym potencjale ztosliwosci. Wobec tego tym bardziej zasadna wydaje sie analiza
ekspresji réznych markeréw w typowych zmianach melanocytarnych. W niniejszej pracy
przeanalizowano obecnos¢ nastepujacych markerow: HMBA45, Ki67, cyklina D1, p16, pERK,

MLH1 i MSH2 w grupie znamion Spitz i czerniakow.

3.1 HMB45

Uzyskane wyniki wskazuja, ze chociaz znamiona Spitz charakteryzujg sie nieco stabszg niz
czerniaki reaktywnosciag HMB45 w ocenie péfilosciowej, to rdznica ta nie jest statystycznie
istotna. Jest to zgodne z wynikami Lazzaro i wsp., ktdrzy dodatkowo wykazali, ze znamiona
Spitz odznaczajg sie statystycznie znamiennie silniejszg (liczniejszg i intensywniejszg)
reaktywnoscig HMB45 niz zwykte znamiona melanocytarne. Stawia to znamiona Spitz
w pozycji posredniej miedzy czerniakami a zwyktymi znamionami i dodatkowo podkresla
trudnosci zwigzane z ich diagnostyka. Zatem ocena pétilosSciowa HMBA45 nie jest czynnikiem
skutecznie dyskryminujgcym znamiona Spitz i czerniaki.

Efektywna natomiast jest ocena jakosciowa tego samego odczynu. HMB45 wykazuje
bowiem w zmianach melanocytarnych tagodnych charakterystyczny gradient nasilenia
ekspresji malejgcy od ztacza skérno-naskérkowego w kierunku podstawy zmiany. Jest to
zwigzane z opisanym wyzej dojrzewaniem ,,w gigb” i utratg premelanosoméw w dojrzatych
komarkach znamieniowych.109 Ceche tg zauwazyli jako pierwsi McNutt i wsp. i opisali jako
przydatng w rdznicowaniu zwyktych znamion i czerniakdw znamieniowych (nevoid
melanomas), jako ze te ostatnie wykazuja silny odczyn rowniez w komponencie skérnym.
Wyniki niniejszej pracy potwierdzajg tg obserwacje. Ekspresja HMBA45 prezentowata gradient
malejacy wraz z gtebokosciag w 69/79 (87,3%) znamion Spitz, ale tez paradoksalnie w 8/71
(11,3%) czerniakéw, co jednak byto réznicy statystycznie istotng (p<0,001). Malejacy wraz
z gtebokoscig gradient HMB45 pozwalat wiec na rozpoznanie znamienia Spitz z dobra
czutoscig (87%) i specyficznoscig (89%). Jest to zgodne z wynikami uzyskanymi przez
Bergmana i wsp.so, mimo ze ocenie poddano tu mniejszg liczbe przypadkéw (51), a takze

! ktérzy przeanalizowali sporg grupe zmian melanocytarnych

z wynikami Puri i wsp.!!
Spitzoidalnych (121).
Nalezy przy tym podkreslic, ze HMBA45 podobnie jak standardowo oszacowane

dojrzewanie ,w gtab”, nie nadaje sie do réznicowania zmian brzeznych, co automatycznie
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wykluczyto z omawianej analizy 20,9% (24/115) znamion Spitz i 1,3% (1/77) czerniakéw.
Dodatkowo, gradientu HMB45 z oczywistych wzgleddw nie mozna oceni¢, gdy odczyn jest
catkowicie nieobecny, co miato miejsce w 10,4% (12/115) znamion Spitz i w 6,5% (5/77)
czerniakow. W pracy Bergmana i wsp. az 28% (8/29) znamion Spitz wykazato brak odczynu,
natomiast wsrdd czerniakdéw nawet 40% z nich byta HMB45-negatywna, co dodatkowo
ogranicza zastosowanie omawianego przeciwcia’ra.48' 20

Na szczegdlng uwage zastugujg ponadto znamiona Spitz inne niz brzezne, ktdre nie
wykazaty dojrzewania w HMB45 oraz czerniaki, ktére tg ceche paradoksalnie wykazaty.
Sposrod 10 takich znamion Spitz, az siedem oceniono jako dojrzewajgce w standardowym
barwieniu H&E, dwa jako niedojrzewajace, a jedno jako nie w petni dojrzewajgce. Sposrod 8
czerniakdw wykazujacych malejgcy z gtebokoscig gradient HMBA45, zadnego nie oceniono
jako dojrzewajgcego w standardowej ocenie w H&E. Wskazywatoby to, ze po metode
dodatkowg jaka jest immunohistochemiczna ocena ekspresji HMB45, nalezy siegac¢ przede
wszystkim w przypadkach, ktére nie s jednoznaczne w standardowej ocenie
histopatologicznej. W przeciwnym razie mozna uzyska¢ paradoksalny odczyn, ktéry zamiast
utatwiac, utrudnia to réznicowanie.

W przypadkach niejednoznacznych wspomaganie odczynem HMBA45 jest zasadne, o czym
moze dodatkowo swiadczy¢ fakt, ze sposrdd 26 z 94 znamion Spitz, ktére w standardowym
barwieniu H&E nie wykazywaty petnego dojrzewania ,w gtagb”, az w 18 ujawniono tg ceche
wtasnie za pomoca barwienia dodatkowego, w kolejnych 5 odczyn byt nieobecny, a 3 nie
wykazaty dojrzewania réwniez w HMBA45. Sposréd tych trzech niedojrzewajgcych znamion
Spitz, dwa stanowity szczegdlne warianty znamion skérnych - desmoplastyczny
i naczyniakowaty, a trzecie wykazywato jednak, cho¢ niepetne, dojrzewanie w H&E.
W pismiennictwie réwniez pojawiajg sie pojedyncze wzmianki na temat znamion Spitz
wykazujacych silny, dodatni odczyn do samej podstawy zmiany. ™% 2

Z kolei w przypadku osmiu czerniakdw wykazujgcych paradoksalne dojrzewanie
ujawnione ekspresja HMB45, mozna zauwazy¢, ze zmiany te byty dos¢ mate, przede
wszystkim pod wzgledem grubosci, ktora tylko w 2 przypadkach przekroczyta 2 mm, co
mogto nieco utrudnia¢ wiarygodng ocene odczynu. Ponadto dwa z tych czerniakdw
rozwinety sie w zwyktych znamionach, co mogto spowodowac pozorny obraz malejgcego

gradientu HMB45. W pisSmiennictwie znajdujg sie rowniez doniesienia o czerniakach
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wykazujacych paradoksalne dojrzewanie w ocenie HMBA45, np. Paradela i wsp. odnotowali tg
ceche w 2 z 9 (22,2%) czerniakdw Spitzoidalnych.™
Podsumowujac, HMBA45 jest przydatnym odczynem w diagnostyce réznicowej znamion

Spitz i czerniakdw, nalezy jednak pamietaé o ograniczeniach tej metody.

3.2 Ki67

Markerem, ktéry w niniejszej pracy okazat sie najskuteczniejszym w dyskryminacji zmian
melanocytarnych tagodnych i ztosliwych jest Ki67. Jest to marker proliferacji, ktéry wykazuje
obecno$¢ jgdrowg we wszystkich fazach cyklu komérkowego tj. od G1, poprzez Si G2 do M,
a Ki67-negatywne pozostajg jedynie komoérki bedace w spoczynku czyli w fazie GO i we
wczesnej fazie G1.>! Jak dotad wiadomo, ze po pierwsze na ogét czerniaki wykazuja wyzszy
indeks proliferacyjny niz znamiona Spitz, a po drugie, ze w zmianach melanocytarnych
tagodnych obserwuje sie warstwowo$¢ odczynu Ki67 czyli istotny spadek odsetka
wybarwionych komérek wraz z gtebokoscia, czego nie spotyka sie w zmianach ztosliwych.>*
Do tej pory nie ma jednak ogodlnie przyjetych wartosci odsetkowych indeksu
proliferacyjnego, ponizej ktérych zmiane mozina traktowac jako typowe znamie Spitz,
i powyzej ktérych powstaje duze prawdopodobienstwo czerniaka.

Podobnie jak wiekszos$¢ autoréw, w omawianej pracy zdecydowano sie na liczenie
odsetka Ki67-pozytywnych komédrek w obszarach o najbardziej rdéwnomiernie
rozmieszczonym odczynie. Tylko nieliczni badacze analizowali odsetek Ki67-dodatnich

51,52 ,. . 1 .
22 1j i wsp.”" zastosowali

komdrek w miejscach o najwiekszej gestosci odczynu (hot spots).
natomiast obie metody i udowodnili, ze akurat w réznicowaniu znamion Spitz z czerniakami
dokfadniejszy jest $redni, a nie maksymalny odsetek Ki67-pozytywnych komdrek w zmianie.
W badaniu tym na podstawie $redniego odsetka btednie zaklasyfikowano tylko jedno
z o$Smiu znamion Spitz, a korzystajgc z maksymalnego odsetka - juz dwa z oSmiu.

Wyniki naszej pracy wskazujg na istotnie mniejszy sredni odsetek Ki67-dodatnich komédrek
w znamionach Spitz w poréwnaniu z czerniakami (p<0,001), zaréwno w catej zmianie
(Srednia 2,3 vs 11,0), jak i na oddzielnych poziomach, tzn. na ztgczu naskdrkowo-skdrnym
(Srednia 3,2 vs 12,2) i u podstawy zmiany (Srednia 1,0 vs 9,7). Sg to wyniki zblizone do tych
z pismiennictwa. Srednie Ki67 w catej zmianie w znamionach Spitz i czerniakach wynosito

3,2% vs 15,3% (Nagasaka wsp.)sg, 1,5% vs 14,9% (Bergman i wsp.)95, 3,0% vs 13% (Chorny)m.
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W tych dwéch ostatnich publikacjach wartosci uzyskane na ztgczu naskdérkowo-skdérnym
wyniosty odpowiednio: 2,4% vs 15,4% i 3,61% vs 13,92%, a u podstawy zmiany: 0,59% vs
14,4% i 1,52% vs 13,46%. Generalnie obserwuje sie tu duzg zbieznos$¢ rezultatéw, natomiast
pewne roznice w uzyskanych odsetkach mogg wynika¢ z odmiennych metod utrwalenia
preparatéw czy stosowanych technik immunohistochemicznych.114

W naszej pracy analizujgc przebieg krzywych ROC wyznaczono takze punkty odciecia:
6,8% dla ztgcza naskérkowo-skérnego, 2,4% dla podstawy zmiany i 6% dla catej zmiany.
Oznacza to, ze powyzej tych wartosci bardziej prawdopodobne byto rozpoznanie czerniaka
niz znamienia Spitz. Moc dyskryminujgca (AUC) wszystkich trzech testéw byta bardzo dobra
i wynosita odpowiednio: 90%, 94% i 92%. Jednoczesnie udowodniono zatem, ze
z wymienionych parametrow to indeks proliferacyjny u podstawy zmiany jest najlepiej
réznicujgcg wartoscia. Li i wsp.51 postawili takg hipoteze w swoim badaniu, ale nie udato im
sie jej udowodnié. Jak sami zauwazyli, najbardziej prawdopodobng przyczyng byta dos¢ mata
liczba uwzglednionych przypadkow (8 znamion Spitz, 24 czerniaki).

Niewielu autorow proponuje konkretne punkty odciecia dla indeksu proliferacyjnego
Ki67, niemniej jednak uzyskane wartosci sg zblizone do tych nielicznych doniesien, ktére
spotyka sie w dostepnym pismiennictwie. W oparciu o dwa razy liczniejszg grupe
przypadkdéw, udato sie mniej wiecej potwierdzi¢ wynik Kanter-Lewensohn'a i wsp., ktérzy
wykazali, ze 2% analizowanych czerniakdw i 76% znamion Spitz charakteryzuje sie indeksem
proliferacyjnym u podstawy zmiany <2%.° W prezentowanej pracy indeks proliferacyjny
u podstawy <2,4% wykazato wiecej, bo az 14,5% czerniakdw, ale tez wiecej - 92,3% znamion
Spitz, co sprawito, ze test ten stat sie nieco mniej specyficzny niz sugerowano, ale za to
bardziej czuty.

Uzyskany punkt odciecia 6% dla sredniej wartosci Ki67 w catej badanej zmianie miesci sie
w ,szarej strefie” 2-10%, ktérg zaproponowat Vollmer na podstawie analizy piémiennictwa.53
Metodami statystycznymi udowodnit on, ze indeks proliferacyjny ponizej 2% wskazuje na
znamie Spitz, a powyzej 10% na czerniaka, natomiast pomiedzy tymi warto$ciami
rozpoznanie zalezy od innych cech badanej zmiany. W naszej pracy pojedyncze przypadki
znamion Spitz o $rednim indeksie proliferacyjnym powyzej 6% dotyczyty dzieci i mtodziezy,
a znany jest fakt, ze w tej grupie wiekowej rzadko moze to miec miejsce.23 Wiecej natomiast

byto czerniakdw o niskim s$rednim indeksie proliferacyjnym (<6%), przy czym inne
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analizowane cechy byty w tych przypadkach na tyle sugestywne, ze ostateczne rozpoznanie
nie budzito wiekszych watpliwosci. Wynika z tego, ze w rdéznicowaniu znamion Spitz
i czerniakdw, wysokie srednie Ki67 powinno budzi¢ niepokdj, za wyjgtkiem pojedynczych
przypadkdéw dzieciecych. Z drugiej strony niskie Srednie Ki67 nie moze nadmiernie uspokajac,

jesliinne cechy wskazujg na potencjalng ztosliwosé guza.

3.3 Cyklina D1

Kolejnym markerem analizowanym pod katem przydatnosci w diagnostyce rdznicowe;j
znamion Spitz i czerniakéw byta cyklina D1. Jako ze jest ona znanym promotorem cyklu
komdrkowego, mozna by wstepnie przypuszczaé, ze jej uzytecznos¢ bedzie zbiezna
z uzytecznoscig Ki67. Uzyskane wyniki jednak tego nie potwierdzaja.

Istotna statystycznie rdéznica miedzy odsetkami wybarwionych komérek w znamionach
Spitz i czerniakach (p<0,001) dotyczyta oceny cykliny D1 wytgcznie w gtebokich warstwach
nowotwordéw, gdzie wynosita ona odpowiednio 30,4% vs 48,2%. Porownujgc odsetek
komadrek pozytywnych na poziomie ztgcza naskdrkowo-skérnego (65,3% NS vs 60,7% MM),
jak tez sredni odsetek w catym guzie (52,7% NS vs 54,8% MM), nie stwierdzono znamiennych
réznic miedzy badanymi grupami (p=0,189 i p=0,568). W ocenie cykliny D1 ma wiec
znaczenie warstwowosé odczynu, ktdra jest zauwazalna w znamionach Spitz i ktérej nie
wykazujg czerniaki. Podobnie jak w przypadku HMB45, cyklina D1 jest nieprzydatna
w diagnostyce zmian brzeznych, ograniczonych do naskérka.

Powyzsze wyniki sg zblizone do rezultatéw Nagasaka i wsp.>, ktérzy odnotowali obecnoéé
cykliny D1 w ponad 10% komodrek w warstwie brodawkowatej skéry w znamionach Spitz
i w czerniakach, przy czym odsetek ten znaczgco malat w warstwie siateczkowate] skory
w przypadku znamion Spitz i nie zmieniat sie w czerniakach. Podobnie w publikacji Stefanaki
iwsp.60 wykazano, ze znamiona Spitz posiadajg ekspresje cykliny D1 w 2-20% przypadkdw,
a czerniaki w 5-25% przypadkdéw, przy czym w tych pierwszych odczyn byt warstwowy,
a w drugich niejednorodny, pozbawiony strefowosci.

Z kolei w badaniu George’a i wsp.®* réwniez nie byto znaczacych réznic iloéciowych
miedzy ekspresja cykliny D1 w znamionach Spitz i czerniakach, a brak warstwowosci odczynu
byt czestszy w czerniakach, ale nie byta to rdznica znamienna statystycznie. Taki wynik moze

by¢ zwigzany z niewielka liczbg znamion Spitz (27) analizowanych w tej pracy.

90



W niniejszym badaniu analiza krzywej ROC wykazata, ze poziom 52% wybarwionych
komodrek u podstawy zmiany najlepiej réznicuje znamiona Spitz i czerniaki. Jesli zatem
zmiana miata 52% lub mniej komérek wybarwionych u podstawy, to rozpoznawano znamie
Spitz z 90% czutoscig, jednak przy bardzo niskiej specyficznosci (16%), z satysfakcjonujgcym
AUC=71%. Ostatecznie wydaje sie, ze w diagnostyce réznicowej zmiany melanocytarnej
bardziej wiarygodnym wskaznikiem jest ekspresja Ki67, a nie cykliny D1, ktéra daje znacznie
mniej informatywny odczyn.

W powyzszych wynikach zastanawia podobnie wysoki $redni odsetek cyklino-D1-
pozytywnych komdrek w znamionach Spitz i czerniakach. Jest to zaskakujgce tym bardziej,
ze w zwyktych znamionach melanocytarnych nie odnotowuje sie ekspresji cykliny D1 lub jest

>% %0 Najprawdopodobniej obecno$¢ cykliny D1 w znamionach Spitz nie

ona znikoma.
odzwierciedla bezposrednio ich zdolnosci do proliferacji. Przypuszcza sie, ze moze to miec
zwigzek z silng ekspresjg w tych zmianach biatka p16, ktdre jest znanym inhibitorem
59-61

komplekséw cykliny D1 z kinazami zaleznymi od cyklin, CDK4 i CDK6. Wyniki niniejszej

pracy potwierdzajg to przypuszczenie.

3.4p16

Pétilosciowa ocena immunoekspresji p16 wykazata, ze jest ona silniejsza (intensywniejsza
i bardziej liczna, gestsza) w znamionach Spitz w poréwnaniu z czerniakami. Wynik ten jest
znamienny statystycznie (p<0,001), niezaleznie od skali zastosowanej do oceny, SIS czy HS.
Srednie wartosci sity odczynu uzyskane dla znamion Spitz w poréwnaniu z czerniakami to 5,3
vs 2,2 (SIS) i 135,3 vs 49,7 (HS). Moc dyskryminujgca obu testéw byta dobra (AUC=81% dla
SIS i 80% dla HS), ale w przypadku skali SIS swoisto$¢ testu byta znacznie lepsza (70% vs
31%). Jest to korzystne, poniewaz ocena odczynu w skali SIS jest szybsza i prawdopodobnie
bardziej powtarzalna niz przy uzyciu HS. Punkt odciecia wyznaczony przez krzywg ROC dla
skali SIS to 3,0. Oznacza to, ze w zmianach melanocytarnych Spitzoidalnych osiggajacych
w skali SIS powyzej 3 punkty rozpoznawano znamiona Spitz z 70% swoistoscig i 78%
specyficznoscia.

Podobng tendencje odnotowali takze Mason i wsp.67, cho¢ wyjsciowo zaktadali oni, ze p16
nie jest odczynem przydatnym w diagnostyce rdznicowej zmian Spitzoidalnych.

W cytowanym badaniu srednia w skali SIS dla znamion Spitz to 4,9 a dla czerniakdéw 3,8. Nie
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byta to co prawda réznica znamienna statystycznie, ale mozna prébowac to ttumaczy¢ dosé
matg liczbg przeanalizowanych przypadkdéw (18 znamion Spitz i 19 czerniakdw).

Wiele innych doniesien potwierdzito silng obecnos¢ biatka p16 w znamionach Spitz oraz
jego utrate w czerniakach.®®” ®* ® podkresla sie tez utrate tego markera podczas progresji
czerniaka ze stadium przedinwazyjnego do inwazyjnego.m’ 1w

Stefanaki i wsp. stwierdzili silng, rozlang ekspresje jadrowa biatka p16 w 40-70% komodrek
wszystkich znamion Spitz, podczas gdy ekspresja ta zostata odnotowana jako stabaw 11z 16
czerniakow, w ktérych dotyczyta od 5 do 40% komérek.® Hilliard i wsp. odnotowali brak p16-
pozytywnych komérek w 81,8% desmoplastycznych czerniakdw oraz ich stabg ekspresja
w pozostatych 18,2%. Jednoczesnie wykazali ekspresje biatka pl6 sredniego do silnego
stopnia w 100% desmoplastycznych znamion Spitz.®* Dhaybi i wsp. stwierdzili catkowita
utrate biatka p16 we wszystkich badanych czerniakach Spitzoidalnych u dzieci oraz jego silng
ekspresje jgdrowo-cytoplazmatyczng w znamionach Spitz i zwyktych znamionach
melanocytarnych.®

Z drugiej strony istniejg gtosy sceptyczne co do przydatnosci biatka p16 w réznicowaniu
zmian melanocytarnych tagodnych i ztosliwych. Mason i wsp.67 oraz McCalmont™® wskazali,
Ze po pierwsze zarowno czerniaki jak i znamiona melanocytarne mogg wykazywac obecnosé
tego biatka lub je traci¢, a po drugie immunoekspresja biatka moze nie odzwierciedlac
statusu genu CDKN2A, ktéry to biatko koduje.

Osobng kwestig obok sity danego odczynu, jest jego wzorzec czyli dystrybucja w obrebie
zmiany. Niewielu badaczy zwraca na to uwage w przypadku p16. Tymczasem uzyskane przez
nas wyniki wskazuja, ze dystrybucja odczynu pl6 ma znaczenie w diagnostyce réznicowej
znamion Spitz i czerniakow, jako ze 67,8% (78) znamion Spitz wykazato tzw. naprzemienna
obecnos$¢ odczynu pl6, podczas gdy wsrdd badanych czerniakdéw taki wzorzec wystepowat
jedynie w 2,6% (2). Byta to rdznica znamienna statystycznie (p<0,001), a test odczynu
naprzemiennego wykazywat 67% swoistos¢ i co wazne bardzo dobrg 97% specyficznosc.

Dotad nie jest do konca jasne, co determinuje ten rodzaj odczynu. Scurr i wsp.
zasugerowali, ze odczyn naprzemienny (typu ,mozaiki”) w zwyktych znamionach
melanocytarnych odzwierciedla heterogenno$¢ mutacji genu BRAF w tych zmianach.™*® Nie
ttumaczy to jednak naprzemiennego odczynu w znamionach Spitz, ktére nie wykazujg

mutacji BRAF, ani nie wyjasnia braku odczynu typu ,mozaiki” w czerniakach, ktére, jak
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ostatnio dowiedziono, podobnie jak zwykte znamiona, charakteryzuja sie duia
niejednorodnoscig mutacji BRAF.'?0 121

Interpretujac odczyn pl6 w zmianach melanocytarnych nalezy przyja¢, ze po pierwsze
w znamionach odczyn jest silniejszy niz czerniakach, a po drugie czesciej wystepuje tu
wzorzec naprzemienny. Jest to ogdlna zasada, od ktdrej jednak sg wyjatki. W omawianej
analizie 2 sposrdd 77 czerniakdw wykazaty odczyn naprzemienny, przy czym w jednym z nich
sita odczynu w skali SIS wyniosta 3,0 (co zgodnie z omowionymi wynikami przemawiato za
rozpoznaniem czerniaka), a w drugim - SIS byto réwne 6,0. Ten drugi przypadek byt
czerniakiem Spitzoidalnym zlokalizowanym na policzku u 80-letniej pacjentki.
W pismiennictwie opisano takze przypadek czerniaka Spitzoidalnego u 23-letniej kobiety, na

122 Taki typ

klatce piersiowej, ktory wykazywat silng naprzemienng obecnos¢ odczynu pl6.
odczynu autorzy wigzg z heterogennoscia fragmentu 9p11 od homo- przez heterozygotyczna

utrate do zachowanego genu w réznych subpopulacjach komdrek tego samego guza.

3.5 pERK

Wracajgc do wysokiego odsetka komérek cyklino D1-dodatnich w analizowanych
zmianach melanocytarnych, wiadomo, ze nie odzwierciedla on rzeczywistej proliferacji
komodrkowej tych nowotworéw (patrz wyzej). Ma on prawdopodobnie zwigzek z silng
ekspresjg inhibitora cyklu komdrkowego pl6 w fagodnych zmianach melanocytarnych
i nizszg - w czerniakach. Wcigz natomiast zastanawia przyczyna molekularna tak wysokiego
odsetka cyklino D1-pozytywnych komdrek w obu rodzajach badanych zmian. Mozina
przypuszczacé, ze ma to zwigzek z aktywacjg szlaku kinazy regulowanej zewngtrzkomdrkowo,
pERK.

Uzyskane wyniki zdajg sie potwierdzaé to przypuszczenie. Zarowno w znamionach Spitz
jak i w czerniakach wystepowata dosé¢ silna immunoekspresja pERK, niezaleznie od
stosowanej skali oceny. Co ciekawe, odczyn byt nawet silniejszy w znamionach Spitz niz
w czerniakach i wynosit srednio 3,5 vs 1,9 (SIS) lub 88,9 vs 30,3 (HS), co byto rdznicg istotng
statystycznie (p=0,005 [SIS]; p=0,002 [HS]). Mozna wiec zastosowaé ocene obecnosci pERK
do réznicowania zmian melanocytarnych. Analiza krzywych ROC wykazata, ze obecnosé pERK
w zmianie melanocytarnej na poziomie przekraczajgcym 3,0 w skali SIS lub 21 w HS

przemawia za rozpoznaniem znamienia Spitz z odpowiednio 53% swoistoscig i 76%
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specyficznoscig (SIS) lub z obiema wartosciami rzedu 66-67% (HS). Moc dyskryminujgca tego
testu jest zaledwie $rednia (AUC=63% dla SIS i AUC=69% dla HS).

Silng obecnos$¢ pERK w znamionach Spitz zasygnalizowali jak dotad nieliczni badacze.?” 72
Maldonado i wsp. analizujgc grupe 17 znamion Spitz ze zwiekszong liczbg kopii ramienia
krétkiego chromosomu 11 (11p+) i 18 - z prawidtowa, wykazali, ze chociaz w obu grupach
ekspresja pERK jest silna, to w pierwszej grupie jest znamiennie silniejsza niz w drugiej.62
Autorzy zasugerowali, ze ma to zwigzek z mutacjg genu HRAS, ktéra wystepuje czesciej
w znamionach Spitz z nadliczcbowym materiatem genetycznym na 11p. Nie tlumaczy to
jednak ogélnie silnej ekspresji pERK w wiekszosci znamion Spitz, jako ze mutacja HRAS
dotyczy zaledwie okoto 70% znamion Spitz 11p+, a te ostatnie stanowig jedynie 12%
wszystkich.”® Mutacja HRAS w znamionach Spitz jest zatem prawdopodobnie jedna spoéréd
wielu przyczyn stymulujgcych szlak MAPK, obok auto- i parakrynnego dziatania czynnikéw
wzrostu i réznicowania oraz hormonéw.**”°

W pismiennictwie nie ma wiecej danych na temat obecnosci pERK w znamionach Spitz,
natomiast sg doniesienia dotyczace czerniakdw i zwyktych znamion melanocytarnych.
Podkresla sie, ze zwykte znamiona w ogdle nie wykazujg ekspresji pERK lub ujawniajg ja
nieliczne sposrdd nich i to na stosunkowo niskim poziomie, statystycznie istotnie nizszym niz

68-71

czerniaki. W czerniakach natomiast, nie tylko ujawnia sie silng obecnos¢ pERK, ale takze

obserwuje sie wzrost sity odczynu ze wzrostem zaawansowania miejscowego choroby czyli

70

ze wzrostem grubosci mierzonej w skali Breslowa.®® Wysoka aktywnos¢ pERK

w czerniakach ttumaczono czestg obecnoscig mutacji BRAF w tych nowotworach, pdzniej

jednakze wykazano, ze zwykte znamiona réwniez jg posiadaja.78' 7

Wynika z tego, ze sama
mutacja BRAF nie wystarcza do aktywacji szlaku MAPK, potrzebne sg inne czynniki
aktywujace.?®

Powyzsze rozwazania podkreslajg nietypowy charakter znamion Spitz na tle innych zmian
melanocytarnych. Wykazujg one silng aktywacje pERK w przeciwiedstwie do zwyktych
znamion i to nawet silniejszg niz czerniaki, ale jest to aktywacja nieefektywna, bo przeciez
znamiona Spitz proliferujg znacznie mniej intensywnie niz zmiany ztosliwe. Wydaje sie wiec,
ze szlak MAPK musi by¢ w tej grupie zmian dodatkowo hamowany przez jakis$ alternatywny

mechanizm. Nalezy tez wspomnie¢ o hipotezie wysunietej przez Saldanha i wsp., ktérzy

sugerowali, ze celem aktywacji MAPK w zmianach melanocytarnych s3 w mniejszym stopniu
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jadrowe czynniki transkrypcyjne, a bardziej - cytoplazmatyczne biatka rybosomalne

i cytoszkieletowe.72

3.6 MLH1, MSH2

Ostatnimi markerami immunohistochemicznymi, ktére prébowano wykorzysta¢ do
diagnostyki réznicowej znamion Spitz i czerniakdw w niniejszej pracy, byty biatka systemu
naprawy zaburzen komplementarnosci zasad nukleinowych, MLH1 i MSH2. Wedtug naszych
badarn srednia ekspresja MLH1 byta znamiennie silniejsza w znamionach Spitz niz
w czerniakach (8,5 vs 7,2 w skali SIS, p<0,001), podczas gdy odczyn MSH2 nie réznit sie
znaczgco w badanych zmianach (odpowiednio 6,6 vs 6,4, p=0,543). Analizujgc przebieg
krzywej ROC dla MLH1 stwierdzono, ze nowotwory melanocytarne o cechach Spitzoidalnych,
ktore miaty odczyn oszacowany na 9,0 w skali SIS byly znamionami Spitz z 85% swoistoscig
i zaledwie 48% specyficznoscig, przy sredniej mocy testu (AUC=67%).

Gdyby jednak, jak wiekszos$¢ autoréw, zastosowac ilosciowg, a nie pdtilosSciowg ocene
odczynéw, to nie udatoby sie wykazaé istotnych statystycznie rdéznic miedzy badanymi
grupami. Zaden z badanych nowotworéw nie wykazat bowiem catkowitej utraty ekspresji,
a znakomita wiekszo$¢ zmian demonstrowata odczyn w ponad 66% komodrek. Wyjgtkowo
spotykano guzy wykazujgce odczyn w 34-66% komorek, przy czym nalezato do nich jedno
znamie Spitz (MLH1) oraz osiem czerniakéw (3-MLH1 i 5-MSH2). Nie stwierdzono natomiast
nowotworu, ktéry wykazywataby odczyn w mniej niz 33% komdarek. Takie wyniki sg zbiezne
z rezultatami Garrido-Ruiz i wsp., ktdrzy nie wykazali istotnych réznic miedzy czerniakami a
znamionami Spitz pod wzgledem obecnosci immunohistochemicznej biatek MLH1 i MSH2.”

Wydaje sie wiec, ze szlak inaktywacji gendw mutatorowych nie odgrywa kluczowej roli
w powstawaniu czerniaka i w zwigzku z tym nie ma podstaw do korzystania z biatek MLH1
i MSH2 przy réznicowaniu czerniakdw i znamion Spitz.

Nie jest to zgodne z wynikami opublikowanymi przez Korabiowskg i wsp., ktérzy
udowodnili, ze czerniaki tracg ekspresje tych biatek czesciej niz znamiona, a co wiecej
rzeczona utrata ekspresji biatek naprawy ma znaczenie prognostyczne w czerniakach,

poniewaz koreluje z gruboscig tych zmian.”> 2*1%

Trudno powiedzieé skad biorg sie réznice
w wynikach; by¢ moze wptyw na to majg inne klony stosowanych przeciwciat, badz

odmienne techniki przeprowadzenia badan immunohistochemicznych czy tez inny sposéb
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utrwalenia materiatu. Z drugiej strony wykorzystane w niniejszym badaniu przeciwciata

MLH1 i MSH2 sg uwazane ogdlnie za do$¢ swoiste i specyficzne.

4. Markery molekularne

Ze wzgledu na matg ilos¢ materiatu w blokach parafinowych jakim dysponowano,
badaniom molekularnym poddano jedynie niewielkg podgrupe badanych zmian
melanocytarnych; 33 znamiona Spitz i 9 czerniakdéw (w tym 8 wykazujgcych cechy
Spitzoidalne i 1 szerzgcy sie powierzchownie). Uzyskane wyniki wskazujg, ze o ile analiza

mutacji BRAF?0%

moze by¢ przydatna w rdznicowaniu znamion Spitz i czerniakow, tak
badanie technika FISH z uzyciem 4 sond dla loci 6p25, 6923, 11q13 i centromeru 6 nie jest
tutaj szczegdlnie uzyteczne.

Wsrod dziewieciu czerniakéw w dwéch (o fenotypie Spitzoidalnym) stwierdzono obecnosé

mutacji BRAF60%

, @ nie stwierdzono jej w zadnym z 33 znamion Spitz, co byto rdznica
znamienng statystycznie (p=0,042). Brak mutacji pozwalat rozpozna¢ znamie Spitz z wysoka
swoistoscig (100%), ale z minimalng specyficznoscig (29%).

Brak mutacji V60OE genu BRAF w znamionach Spitz jest cechg, ktéra wyrdznia je sposrod
innych zmian melanocytarnych, poniewaz jest to czesta mutacja w klasycznych czerniakach

78 79,82 Eakt ten podkreéla wielu

(do 70%), a jeszcze czestsza w zwyktych znamionach (80%).
badaczy, podczas gdy przeciwstawne dane opublikowali jedynie Fullen i wsp. Stwierdzili oni
mutacje BRAF"®°* w 10 z 48 znamion Spitz (21%).* Inni jednakze odnosza sie sceptycznie do
tych wynikéw, sugerujac ze w badaniu tym prawdopodobnie do grupy znamion Spitz
zakwalifikowano znamiona dysplastyczne.lze’ 127

Obecno$¢ mutacji BRAF™®® w 2 z 9 (22%) analizowanych czerniakéw mozna
interpretowac¢ w rézny sposéb. Z jednej strony mozna odnies¢ wrazenie, ze jest to niski
odsetek, gdyz w piSmiennictwie wskazuje sie na duzo wyzszy odsetek mutacji BRAF"®%*
wsrod czerniakdw. Z drugiej strony, tzw. czerniaki Spitzoidalne, ktére poddano analizie,
podobnie jak znamiona Spitz charakteryzowaé sie majg odmienng biologig i nie wykazujg
mutacji BRAF"600F 82, 85,127,128 Wynik ten wskazuje, ze czerniaki wykazujgce cechy Spitzoidalne
sg dos¢ niejednorodng grupg nowotworéw. Moga to by¢ czerniaki Spitzoidalne w waskim
rozumieniu tego okreslenia, tzn. dotyczgce dzieci przed pokwitaniem, u ktdrych pierwotnie

rozpoznano znamiona Spitz, a ztosliwy przebieg kliniczny dopiero wtdérnie zweryfikowat
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diagnoze.”” Moga to jednak by¢ takze czerniaki o takich cechach histopatologicznych, ktére
silnie sugerujg znamie Spitz. Wydaje sie zatem, ze w niektérych przypadkach mozna sie

Ve0oE, Wynik takiej analizy nalezy traktowac jedynie jako

wspomoc analizg mutacji BRAF
dodatkowe narzedzie pomocnicze w procesie diagnostycznym, a nie jako jednoznaczna
diagnoze.

Te same zmiany melanocytarne, za wyjatkiem jednego czerniaka (szerzgcego sie
powierzchownie), przeanalizowano technikg FISH pod kagtem obecnosci aberracji w obrebie
chromosomoéw 6 i 11. Zgodnie z przyjetymi kryteriami 3 z 33 znamion Spitz i 3 z 8
czerniakéw wykazaty obecnosé aberracji, co byto réznicg nieistotng statystycznie (p=0,101)
i wskazato, ze analiza ta nie moze by¢ wykorzystywana do rdznicowania zmian
melanoctarnych Spitzoidalnych.

Uzyskane wyniki sg potwierdzeniem pojedynczych doniesiefi na ten temat w dostepnym
pismiennictwie. Gerami i wsp. w oparciu o grupe 470 przypadkéw (w tym 41 znamion Spitz)
wykazali, ze analiza aberracji chromosoméw 6 i 11 technikg FISH ma duzg swoistos¢
i specyficznos¢ (odpowiednio 87% i 95%) w réznicowaniu zmian melanocytarnych tagodnych
oraz z’ros’liwych.88 Niemniej jednak sposrdd 4 przypadkéw fatszywie pozytywnych, 2 dotyczyty
wtasnie znamion Spitz. Z kolei Martin i wsp. w grupie 51 znamion Spitz wykazali az 19
przypadkéw FISH-pozytywnych (37%).87 Aberracje wykryte w znamionach Spitz
w przytoczonych badaniach dotyczyty przede wszystkim nadliczbowego materiatu
genetycznego w 6p25 (RREB1) i w 11913 (CCND1). W naszej analizie odnotowane aberracje
byty podobne.

Konkretnie kazde z 3 FISH-pozytywnych znamion Spitz spetniato 1 z 4 zaakceptowanych
kryteridw; 2 wykazaty wzrost liczby kopii w 11913, a 1 w 6p25. Wsréd FISH-pozytywnych
czerniakdw wszystkie 3 wykazaty wzrost liczby kopii w 6p25, a 2 z nich spetniaty rowniez
drugie kryterium - wzrost liczby kopii w 11q13.

W niniejszym badaniu zwraca takze uwage, ze az 5 z 8 czerniakdéw nie wykazato aberracji
chromosomoéw 6 i 11 w analizie FISH. By¢ moze nalezy ttumaczy¢ to Spitzoidalnym, a wiec
nietypowym, fenotypem tych zmian. Z drugiej strony istniejg doniesienia o duzo wiekszej
swoistosci tej metody dla czerniakdw Spitzoidalnych. Gammon i wsp. odnotowali 30 FISH-
pozytywnych wsrdéd 43 , bezspornie” Spitzoidalnych czerniakdéw, co dato swoistos¢ rzedu

70%.%’
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W pismiennictwie znajdujg sie nieliczne, sprzeczne ze sobg doniesienia na temat
znaczenia rokowniczego aberracji chromosoméw 6 i 11 w atypowych nowotworach
Spitzoidalnych. Gerami i wsp. podkreslili zwigzek obecnosci nadliczbowego materiatu
genetycznego w 6p25 i 11913 z agresywnym przebiegiem klinicznym, z kolei Raskin i wsp.
wskazali na brak takiej korelacji.? *®® Wydaje sie, ze na obecnym etapie wiedzy, a szczegdlnie
wobec braku jednoznacznych kryteriéw histopatologicznych potrzebnych do rozpoznania
atypowego nowotworu Spitzoidalnego, warto wstrzymac sie przed ostatecznymi wnioskami.

Podsumowujgc powyzszg dyskusje mozna stwierdzi¢, ze w diagnostyce rdznicowej
znamion Spitz nadal najbardziej przydatne pozostajg cechy kliniczne i histopatologiczne oraz
wybrane cechy immunohistochemiczne. Analizy genetyczne, z ktérymi wigze sie duze

nadzieje, jak do tej pory majg znaczenie drugorzedne. Niewatpliwie konieczne sg dalsze

badania na ten temat.
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Whnioski

1. Do klinicznych cech przydatnych w réznicowaniu znamion Spitz z czerniakami naleza:
wiek chorego (<37 lat), srednica zmiany (€7 mm) i jej lokalizacja (poza tutowiem).

Pte¢ pacjenta nie ma znaczenia rdéznicujgcego.

2. Do istotnych cech histopatologicznych réznicujgcych znamiona Spitz i czerniaki nalezg:
grubos¢ zmiany (<£2,25 mm), brak zajecia tkanki podskdrnej przez komérki guza, symetria
nowotworu, ostre odgraniczenie boczne, brak szerzenia sie pojedynczymi komorkami
w obrebie naskérka w brzegach zmiany, petne dojrzewanie ,w giab”, naciekajgcy typ
wzrostu, niedestrukcyjny sposéb naciekania kolagenu, wrzecionowaty lub mieszany typ
komorek, brak pleomorfizmu komodrkowego, jednorodno$é populacji komdrkowej, indeks
mitotyczny <3FP/1 mm?, brak mitoz w gtebokich warstwach zmiany i brak atypowych mitoz,
a takze obecnos¢ makrojaderek, ciatek Kamino iszczelin na ztgczu skérno-naskdrkowym,
brak drobnoziarnistej melaniny, Scienczenia naskdrka i owrzodzenia oraz regresji zmiany.

Zarys klinowy guza, pseudoinkluzje jadrowe, komoérki olbrzymie wielojgdrowe,
towarzyszacy naciek zapalny, jak tez proliferacje drobnych naczyn, telangiektazje lub obrzek
w otoczeniu zmiany nie majg znaczenia rdznicujgcego.

3. Ekspresja HMB45 malejgca wraz z gtebokoscig guza, niski indeks proliferacyjny Ki67 na
ztaczu skérno-naskérkowym, u podstawy zmiany i Sredni w catej zmianie oraz niskie wartosci
odsetkowe cyklino D1-pozytywnych komdrek u podstawy zmiany, a takze odczyn p16 typu
naprzemiennego i silne w ocenie podfilosciowej odczyny pl6 i pERK oraz MLH1 s3g
uzytecznymi cechami fenotypowymi w diagnostyce réznicowej znamion Spitz i czerniakdw.

Pétilosciowa ocena odczyndw HMB45 i MSH2, a takze ilosciowa ocena cykliny D1 na
ztgczu skdérno-naskdrkowym i w catej zmianie nie majg znaczenia réznicujgcego.

4. Brak mutacji BRAFVGOOEjest typowy dla znamion Spitz.

Ocena metodg FISH zaburzen chromosoméw 6 i 11 nie ma znaczenia w réznicowaniu
znamion Spitz i czerniakow.

5. Nie ma pojedynczej cechy pozwalajgcej na jednoznaczng dyskryminacje zmian
melanocytarnych Spitzoidalnych fagodnych i ztosliwych. W diagnostyce nalezy bra¢ pod
uwage cato$¢ obrazu, kierujgc sie danymi klinicznymi, morfologig oraz immunofenotypem

i cechami molekularnymi zmiany.
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Streszczenie

Typowe znamie Spitz jest nowotworem melanocytarnym, ktéry wykazuje podobienstwo
histopatologiczne do czerniaka ztosliwego. Ze wzgledu na odmienny przebieg kliniczny,
rozréznienie tych jednostek chorobowych jest kluczowe dla dalszego postepowania
z pacjentem. Od lat diagnostyka bazuje przede wszystkim na obrazie mikroskopowym zmian
melanocytarnych w preparatach barwionych standardowo hematoksyling i eozynga. Kryteria
morfologiczne pozwalajgce na jednoznaczne postawienie rozpoznania do tej pory nie zostaty
jednak scisle okredlone. Intencjg niniejszej pracy byto wskazanie cech klinicznych
i morfologicznych najlepiej réznicujgcych znamiona Spitz i czerniaki. Celem byta réowniez
ocena przydatnosci immunoekspresji wybranych biatek oraz ocena przydatnosci
nowoczesnych badan genetycznych w diagnostyce réznicowej znamion Spitz.

Badania przeprowadzono wykorzystujgc materiat archiwalny Katedry i Zaktadu
Patomorfologii Gdarnskiego Uniwersytetu Medycznego (GUMed) z lat 1998-2013 obejmujacy
wszystkie rozpoznane w tym okresie znamiona Spitz (tacznie 115 przypadkéw) oraz 77
czerniakdw skory.

Sposréd cech klinicznych analizowano wiek i pte¢ pacjentéw oraz wielkos¢ i lokalizacje
zmian melanocytarnych. Ocenie morfologicznej poddano cechy architektoniczne,
cytologiczne oraz dodatkowe cechy pomocne w diagnostyce (facznie 26 cech). Do badan
immunohistochemicznych zastosowano panel 7 przeciwciat wykrywajgcych réznorodne
antygeny; HMBA45, Ki67, cykline D1, p16, pERK, MLH1 i MSH2. Ze wzgledu na braki materiatu
tkankowego w blokach parafinowych po ekstensywnej analizie immunohistochemicznej,
badaniom genetycznym poddano jedynie grupe 33 znamion Spitz oraz 9 czerniakow.
W Katedrze i Zaktadzie Biologii i Genetyki GUMed wykonano faiicuchowg reakcje polimerazy
w czasie rzeczywistym (Real-Time Polymerase Chain Reaction, Real-Time PCR) na obecnos$¢

VO0OE oraz fluorescencyjng hybrydyzacje in situ (fluorescent in situ

mutacji genu BRAF
hybridization, FISH) na obecno$¢ wybranych aberracji chromosomalnych w obrebie
chromosoméw 6 i 11 z wykorzystaniem sond dla loci 6p25, 623 i 11q13 i dla centromeru
chromosomu 6.

Rdznice miedzy zmiennymi w badanych grupach znamion Spitz i czerniakdw skory

weryfikowano testami U Manna-Whitneya i Fishera. W celu ustalenia przydatnosci
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diagnostycznej wyzej opisanych, statystycznie istotnych cech obliczono czutosé,
specyficznosc i wartosci predykcyjne dla kazdej z nich. Nastepnie zastosowano analize ROC
(receiver operating characteristic) z obliczeniem wskaznika AUC (area under curve), ktory jest
miarg zdolnosSci rozdzielczej testu. W przypadku zmiennych ilosciowych analiza ROC
postuzyta do wyznaczenia optymalnych punktéw odciecia.

Finalnie stwierdzono, ze do klinicznych cech przydatnych w réznicowaniu znamion Spitz
z czerniakami nalezg: wiek chorego (<37 lat), srednica zmiany (€7 mm) i jej lokalizacja (poza
tutowiem), natomiast pteé pacjenta okazata sie nie miec¢ znaczenia rdznicujgcego.

Sposrod 26 przeanalizowanych cech morfologicznych znamiona Spitz istotnie rdznig sie od
czerniakéw pod wzgledem 21 z nich. Znamiona Spitz w porédwnaniu z czerniakami istotnie
czesciej:

- wykazujg mniejszg grubosc¢ (£2,25 mm) i nie zajmuja tkanki podskdrne;j,

- s symetryczne i ostro odgraniczone boczne,

- nie szerzg sie pojedynczymi komérkami w obrebie naskdrka w brzegach zmiany,

- dojrzewajq ,w gtab”,

- majg naciekajacy typ wzrostu i niedestrukcyjny sposéb naciekania kolagenu,

- majg wrzecionowaty lub mieszany typ komoérek,

- nie wykazujg pleomorfizmu komdrkowego,

- charakteryzuje je jednorodnos¢ populacji komérkowej oraz

- nizszy indeks mitotyczny <3FP/1 mm? i brak mitoz w gtebokich warstwach zmiany,
a takze brak atypowych mitoz,

- przy jednoczesnej obecnosci makrojaderek, ciatek Kamino i szczelin na ztgczu skérno-
naskérkowym oraz

- przy braku drobnoziarnistej melaniny, braku $cienczenia naskdrka i owrzodzenia oraz
regresji zmiany.

Stwierdzono takze, ze zarys klinowy guza, pseudoinkluzje jgdrowe, komérki olbrzymie
wielojgdrowe, towarzyszacy naciek zapalny, jak tez proliferacje drobnych naczyn,
telangiektazje lub obrzek w otoczeniu zmiany nie majg znaczenia réznicujgcego.

Analiza immunohistochemiczna wykazata, ze malejgca wraz z gtebokoscig guza ekspresja
HMBA4S5, niski indeks proliferacyjny Ki67 na ztgczu skérno-naskérkowym, u podstawy zmiany

i Sredni w catej zmianie oraz niskie wartosci odsetkowe cyklino D1-pozytywnych komérek
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u podstawy zmiany, a takze odczyn p16 typu naprzemiennego i silne w ocenie péfilosciowej
odczyny pl16 i pERK oraz MLH1 sg uzytecznymi cechami fenotypowymi w diagnostyce
réznicowej znamion Spitz i czerniakow.

Wykazano réwniez, ze potilosciowa ocena odczyndw HMB45 i MSH2, a takze ilosciowa
ocena cykliny D1 na ztaczu skérno-naskérkowym i w catej zmianie nie majg znaczenia
rdéznicujgcego.

VE00E jest typowy dla

Na podstawie analizy genetycznej stwierdzono, ze brak mutacji BRAF
znamion Spitz, natomiast ocena metodg FISH zaburzen chromosoméw 6 i 11 nie ma
znaczenia w réznicowaniu znamion Spitz i czerniakow.

Podsumowujac, w diagnostyce rdéznicowej znamion Spitz nalezy bra¢ pod uwage catosc
obrazu, kierujgc sie danymi klinicznymi, morfologia oraz immunofenotypem i cechami

molekularnymi zmiany.
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Abstract

Typical Spitz nevus is a melanocytic tumor which demonstrates histopathological
similarity to malignant melanoma. Due to a different clinical course, the distinction of these
entities is crucial for a further treatment of a patient. Final diagnosis has been based on
microscopic slides stained routinely with hematoxylin and eosin for years. However,
morphological criteria allowing for an unambiguous diagnosis have not been well defined so
far. The intention of this study was to identify unequivocal clinical and morphological
hallmarks differentiating Spitz nevi and melanomas. Furthemore, the objective was to
evaluate the usefulness of immunoexpression of selected proteins and to assess the
usefulness of modern genetic testing in the differential diagnosis of Spitz nevi.

The study was conducted using archival material of the Department of Pathology, Medical
University of Gdansk (cases diagnosed between: 1998-2013), which included all Spitz nevi
recognized in this period (115 cases) and 77 melanomas of the skin.

The age and gender of patients and the size as well as the location of melanocytic lesions
were analyzed as clinical features. Morphological evaluation included 26 features; among
them architectural, cytological and additional helpful features. A panel of 7 markers was
used for immunohistochemical analysis; HMB45, Ki67, cyclin D1, p16, pERK, MLH1 and
MSH2. Genetic tests were performed only in a group of 33 Spitz nevi and 9 melanomas due
to the shortage of tissue material in paraffin blocks after extensive immunohistochemical
analysis. Real time polymerase chain reaction (Real-time PCR) for gene mutation BRAFV60E
and fluorescent in situ hybridization (FISH) for the presence of selected chromosomal
aberrations in chromosomes 6 and 11 (with the usage of probes for the loci 6p25, 6923, and
11913, and the centromere of chromosome 6) were performed in the Department of Biology
and Genetics, Medical University of Gdansk.

Differences between variables in the study groups of Spitz nevi and melanomas of the
skin were verified with the Mann-Whitney U and Fisher’s tests. The sensitivity, specificity
and predictive values for each of the above-described statistically significant features were
evaluated in order to determine their diagnostic usefulness. Then ROC analysis (receiver

operating characteristic) was used with the calculation of AUC (area under curve), which is
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a measure of the ability of the test to discriminate between both groups of lesions. In case
of quantitative variables, ROC analysis was used to determine optimal cut off points.

Finally, it was found that clinical features useful in differentiating Spitz nevi from
melanomas include: age of the patient (<37 years), the diameter of the lesion (€7 mm) and
its location (outside of the trunk), whereas the sex of the patient proved to have no
relevance in differentiating.

Twenty one out of 26 analyzed morphological characteristics differentiated Spitz nevi and
melanomas. Spitz nevi in comparison with melanomas:

- are likely to have a lesser thickness (£2,25 mm) and a tendency not to invade into the
subcutaneous tissue,

- are symmetrical with sharp lateral borders and do not demonstrate lateral pagetoid
spread,

- they mature “with depth” and

- have an infiltrative pattern of growth plus a tendency to invade collagen in a non-
destructive way,

- they demonstrate spindle or mixed cell type,

- they do not exhibit cellular pleomorphism and

- are characterized by the homogeneity of the cell population,

- they reveal a low mitotic index (<3FP/1 mm?) and a lack of deeply localized and atypical
mitotic figures, in addition

- the presence of macronucleoli, Kamino bodies and clefts at the dermoepidermal
junction are typical for them, as well as

- the absence of "dustlike” melanin, the absence of thinning of the epidermis, ulceration
or regressive changes.

It was also found that the wedge-shape of the tumor, nuclear pseudoinclusions,
multinucleated giant cells, accompanying inflammatory infiltrate, as well as the proliferation
of small vessels, telangiectasias or swelling around the lesion are irrelevant in differential
diagnostics.

Immunohistochemical analysis showed that expression of HMB45 which decreases with
depth of the tumor, low Ki67 proliferative index, low percentage of cyclin D1-positive cells at

the base of the lesion and alternating pattern of p16 immunoexpression, as well as a strong
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p16, pERK and MLH1 expression in the semiquantitative analysis are useful phenotypic
features in differential diagnosis of Spitz nevi and melanomas.

It was also shown that the semiquantitative assessment of HMB45 and MSH2
immunoexpression, as well as the quantitative assessment of cyclin D1 at the dermo-
epidermal junction and throughout the lesion have no differentiating value.

Based on genetic analysis, it was found that a lack of BRAF"°00F

mutation is typical for
Spitz nevi, and the evaluation of chromosomal abnormalities by FISH at chromosomes 6 and
11 does not matter in differentiation between Spitz nevi and melanomas.
In conclusion, the differential diagnosis of Spitz nevi must consider the whole picture, guided

by clinical data, morphology, immunophenotype and molecular characteristics.
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