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ABSTRACT

Introduction: Atypical Spitz nevi are an important diagnostic problem in dermatopathology.
The lack of clear histological criteria and reliable immunohistochemical markers makes their
further determination toward Spitz nevus, benign tumor, or Spitzoid melanoma difficult.
Expression of histone deacetylase 2 (HDAC?2) in Spitz tumors has not been studied so far.
Aim: To determine level of expression of HDAC2 in Spitz tumors and to examine differences
in the expression of HDAC2 related to clinical (sex and age of patients, localization and tumor
size) and histopathological parameters (histological type, thickness, depth of invasion and
mitotic activity).

Material and methods: The study included 78 cases with histopathological Spitz nevus
diagnoses, atypical Spitz nevus, superficial atypical Spitz nevus and Spitzoid melanoma. The
samples were stained using immunohistochemistry and anti-HDAC2 antibodies. HDAC2
expression was analyzed in three components of the tumor (epidermal, superficial and deep
dermal) in relation to the clinical and histopathological characteristics.

Results: High expression of HDAC2 (>74%) was generally observed in Spitz tumors. HDAC2
expression was not associated with different clinical parameters. We found moderately strong
positive correlation between the components of the tumor: epidermal and superficial dermal
(r=0.53; p=0.004), epidermal and deep dermal (r=0.60; p=0.04), superficial and deep dermal
(r=0.68; p<0.001). No difference in the HDAC2 expression was found between histological
types of Spitz tumors. Also, HDAC2 expression was not associated with different histological
prognostic parameters in Spitzoid melanoma.

Conlclusion: The expression of HDAC?2 in Spitz tumors is high and homogeneous throughout.
HDAC?2 expression is not associated with different histological types of Spitz tumors.
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SAZETAK

Uvod: Atipicni Spitz nevusi predstavljaju znacajan dijagnosticki problem u dermatopa-
tologiji. Nepostojanje jasnih histoloskih kriterijuma i pouzdanog imunohistohemijskog
markera otezava njihovo dalje odredivanje prema Spitz (Spitz) nevusu, benignom tumoru
i spitzoidnom melanomu. Znacaj ekspresije histon deacetilaze 2 (HDAC2) u Spitz tumo-
rima do sada nije ispitivan.

Cilj: Utvrditi nivo ekspresije HDAC2 u Spitz tumorima i ispitati razlike u ekspresiji u
odnosu na klinicke (pol i starost pacijenata, lokalizacija i veli¢ina tumora) i histopatoloske
parametre (histoloski tip, debljina, dubina invazije i mitotska aktivnost).

Materijal i metode: Istrazivanjem je obuhvaceno 78 slucajeva sa histopatoloskim dija-
gnozama Spitz nevusa, atipicnog Spitz nevusa, superficijalnog atipi¢nog Spitz nevusa i
spitzoidnog melanoma. Uzorci su bojeni imunohistohemijskom metodom, uz upotrebu
anti-HDAC2 antitela. Ekspresija HDAC2 je analizirana unutar tri komponente tumora
(epidermalna, povrsna i duboka dermalna) u odnosu na klinicke i histopatoloske karak-
teristike.

Rezultati: U uzorcima Spitz tumora primecena je uglavnom visoka ekspresija HDAC2 (>
74%). Razlike u ekspresiji u odnosu na klinicke parametre nisu uoc¢ene. Uocena je umere-
no jaka pozitivna korelacija medu komponentama tumora: epiderma i povr$nog derma (r
=0,53; p = 0,004), epiderma i dubokog derma (r = 0,60; p = 0,04), kao i povrsnog i dubo-
kog derma (r = 0,68; p < 0,001). Nije uocena razlika u ekspresiji HDAC2 medu histolos-
kim tipovima Spitz tumora, niti je ekspresija bila povezana sa histoloskim prognosti¢kim
parametrima spitzoidnih melanoma.

Zakljucak: Ekspresija HDAC2 u Spitz tumorima je visoka i homogena u svim delovima
tumora. Ne postoji znacajna razlika u ekspresiji HDAC2 medu razli¢itim histoloskim ti-

histon deacetilaza povima Spitz tumora.

UVvVOD

Spitz tumore je prvi put opisala 1948. godine Sofi
Spitz (Sophie Spitz). Ona ih je, zbog atipicnog i specificnog
histoloskog izgleda i benignog bioloskog ponasanja, na-
zvala benigni juvenilni melanom (1). Klasi¢ni Spitz nevusi
se histoloski odlikuju simetrijom, jasnim granicama, ce-
$¢om pojavom epidermalne hiperplazije, Kamino telima
i junkcionalnim rascepima, kao i sazrevanjem u dubljim
delovima tumora (2). Prisustvo istanjenog epiderma ili ul-
ceracije, dubokog i infiltrativnog rasta, povec¢ane mitotske
aktivnosti (narocito dubokih i atipi¢nih mitoza) i gubitak
sazrevanja ukazuju na dijagnozu spitzoidnog melanoma
(3). Prisustvo samo nekih od histoloskih karakteristika
melanoma u Spitz tumoru dovelo je do formiranja grupe
atipi¢nih Spitz nevusa (2). Interpretacija histologkih ka-
rakteristika je relativno subjektivna, pa se na osnovu njih
ne moze precizno predvideti biolosko ponasanje atipi¢nih
Spitz nevusa. Primena imunohistohemije se nametnula
kao potencijalno objektivnija metoda, kojom bi se u grupi
atipi¢nih Spitz nevusa jasnije identifikovali Spitz nevusi i
spitzoidni melanomi.

Imunohistohemijskim ispitivanjem primeceno
je da je ekspresija Ki-67 najvisa u melanomima, zatim u
atipicnim Spifz nevusima, a najmanja u Spifz nevusima
(4). Spitz nevusi imaju vecu ekspresiju HMB-45 u povrs-
nim delovima lezije, dok melanomi imaju ve¢u ekspresiju
HMB-45 u dubokom dermu (5). Uoceno je i da je ekspre-
sija S100 u Spitz nevusima slabija i difuzna u odnosu na
melanome (6). Trenutno, ipak, nijedan marker nije dovolj-
no diskriminativan u dijagnozi Spitz tumora i odredivanju

njegovog bioloskog ponasanja (2).

Danas je za predvidanje bioloskog potencijala u
atipi¢nim Spitz nevusima u upotrebi i utvrdivanje delecije
9p21 uz pomo¢ fluorescentne in situ hibridizacije (FISH)
(7). Ova metoda je, medutim, skupa i nedostupna odrede-
nim centrima, pa ostaje nada da e se prepoznati imuno-
histohemijski marker koji ¢e pouzdano odrediti biolosko
ponasanje lezije.

Histon deacetilaza 2 (HDAC2) je enzim iz veli-
ke familije HDAC proteina koji uklanjaju acetilne grupe
sa histona i nehistonskih proteina, $to vodi kondenzaciji
hromatina i posledi¢noj represiji transkripcije (8). Abe-
rantna aktivacija HDAC2 uzrokuje represiju regulatornih
gena proliferacije, diferencijacije, angiogeneze, invazije,
migracije i metastaziranja tumorskih celija (9). Poveca-
na ekspresija HDAC2 je utvrdena u razli¢itim humanim
neoplazmama (10-19). Danas su u klini¢koj primeni inhi-
bitori HDAC u terapiji leukemija, dok je jo§ uvek u toku
njihovo klinicko testiranje u terapiji karcinoma (20). Zna-
¢aj HDAC2 ekspresije u dijagnostici pojedinih tipova Spi-
tz tumora, kao i njen prognosticki znacaj u spitzoidnim
melanomima, do sada nisu ispitivani.

Cilj ovog rada je ispitivanje nivoa ekspresije
HDAC2 u Spitz tumorima, kao i utvrdivanje razlika u ek-
spresiji u odnosu na klinicke i histopatoloske parametre.

MATERIJAL I METODE

U istrazivanju su kori$¢eni uzorci tkiva iz arhive
Instituta za patologiju Medicinskog fakulteta Univerziteta
u Beogradu, bioptirani od pocetka 2000. do kraja 2015.
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godine. Ukupno je analizirano 78 slucajeva, od kojih je 41
slucaj bio sa histopatoloskom dijagnozom Spitz nevusa, 15
slucajeva sa histopatoloskom dijagnozom atipi¢nog Spitz
nevusa, 11 slucajeva sa histopatoloskom dijagnozom su-
perficijalnog atipicnog Spitz nevusa i 11 slucajeva sa histo-
patoloskom dijagnozom spitzoidnog melanoma. U tabeli

Tabela 1. Osnovne klinicke karakteristike pacijenata

1 su prikazane osnovne klinicke karakteristike pacijenata
(pol i starost, lokalizacija i veli¢ina tumora). Za spitzoidne
melanome su izdvojeni histopatoloski podaci o debljini po
Breslou (prose¢no 2,91 + 2,09 mm), broju mitoza (prosec-
no 2,64 + 1,96) i dubini invazije po Klarku (po jedan slucaj
dubine I, ITi V, kao i 7 slucajeva IV nivoa).

Superficijalni Spitzoidni

KLINICKE KARAKTERISTIKE Spitz nevus Atipi¢ni SN atipiéni SN melanom UKUPNO N (%)
ol muski 18 6 3 29 (37,2)
Zenski 23 9 8 9 49 (62,8)
<10 14 2 6 1 23 (29,5)
starost (god) 10-20 8 5 3 4 20 (25,6)
>20 19 8 2 6 35 (44,9)
glava 9 4 0 1 14 (17,9)
trup 0 0 1 6(7,7)
lokalizacija ruke 14 5 4 2 25 (32,1)
noge 12 6 7 7 32 (41,0)
nepoznato 1 0 0 0 1(1,3)
<4 mm 11 4 2 1 18 (23,1)
4-10 mm 26 8 8 8 50 (64,1)
veli¢ina tumora 10 mm 4 ) ] 5 9(11,5)
nepoznato 0 1 0 0 1(1,3)

* SN - Spitz (Spitz) nevus

Tokom imunohistohemijske procedure iz parafin-
skih kalupa su seceni preseci debljine 4 do 5 pm, a plocice
su ostavljene da se suse 120 min na 60 °C. Uzorci su depa-
rafinisani upotrebom ksilola i hidratirani etanolom opa-
dajuce koncentracije. Demaskiranje antigena je vrseno u
citratnom puferu (10mM, pH = 6,0) u mikrotalasnoj pe¢-
nici tokom 20 min. Blokiranje endogene peroksidaze je
vr$eno pomocu 3% vodonik-peroksida (H202) tokom 15
min. Primarno zecije, monoklonalno anti-HDAC?2 antite-
lo (ab32117; Abcam, Cambridge, MA, USA) primenjeno
je u razblazenju 1:500 na 4 °C preko no¢i. Imunohistohe-
mijska reakcija vizualizovana je UltraVision LP sistemom
za detekciju (Lab Vision, Thermo Scientific, Fremont, CA,
USA). Kao hromogen je koris¢en 3-amino-9-etilkarbazol
(AEC). Isecci su kontrastno bojeni Majerovim (Mayer)
hematoksilinom. Plo¢ice su pokrivane uz pomo¢ vodenog
medijuma. Kao unutrasnja pozitivha kontrola koris¢ene
su epitelne celije koze, a kao negativna limfociti.

Za analizu su koriS¢ene digitalne slike dobijene
pomocu Leica DM4000 B LED mikroskopa na uveli¢anju
200 puta, sa digitalnom kamerom Leica DFC29, uz po-
mo¢ Leica Application Suite (LAS, v4.4.0) programskog
sistema. Zasebno su fotografisana i analizirana tri dela
svakog tumora: epidermalni (gnezda i pojedinacne celije
u epidermu), povr$ni dermalni (jedno vidno polje na uve-
licanju 200 puta od donje ivice epidermalne komponente
ili bazalne membrane epiderma ukoliko tumor nije imao
epidermalnu komponentu) te i duboki dermalni deo (jed-
no polje na uvelicanju 200 puta uz donju ivicu tumora).

Birana su polja sa najve¢com jedarnom imunopozitivno-
$¢u. Pozitivne i negativne Celije su brojane manuelno, uz
pomo¢ besplatno dostupnog programa Image] (http://
imagej.nih.gov/) na ukupnom broju od 300 celija.
Nivo ekspresije HDAC2 je izra¢unat kao koli¢nik izmedu
broja pozitivnih ¢elija i ukupnog broja celija i izrazen je
u procentima za svaku komponentu prisutnu u tumoru
(epidermalna, povr$na dermalna i duboka dermalna kom-
ponenta).

Analizirane su razlike nivoa HDAC2 ekspresije u
odnosu na pol i starost pacijenata, lokalizaciju, veli¢inu i
histopatoloski tip tumora. U spitzoidnim melanomima su
dodatno analizirane razlike u nivoima HDAC2 ekspresije
u odnosu na histoloske prognosticke parametre (debljina
po Breslou, dubina invazije po Klarku, broj mitoza). Za
statisticku analizu su kori$éeni t-test, ANOVA i Pirsonov
test korelacije. Vrednosti p < 0,05 smatrane su statisticki
znacajnim. U obradi i analizi rezultata korisc¢en je pro-
gram SPSS, verzija 21.0 za Windows.

REZULTATI

Tokom analize obima imunopozitivnosti prime-
¢ena je uglavnom visoka ekspresija HDAC2. Uocena je
tendencija pada obima imunopozitivnosti od epidermal-
ne komponente (82,87 + 12,60), preko povr$ne dermalne
(79,83 + 15,33) do duboke dermalne komponente tumora
(74,08 + 15,31).

Analizom obima imunopozitivnosti nisu uocene
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Tabela 2. Ekspresija HDAC2 u odnosu na klini¢ke karakteristike pacijenata

KLINICKE KARAKTERISTIKE

NIVO EKSPRESIJE HDAC2 (x+sd) [%]

epiderm povr$ni derm duboki derm
muski 83,88+10,19 78,31+15,29 72,69+10,47
pol Zenski 82,30+£13,91 80,73+15,49 75,05£18,11
p-vrednost p=0,68 p=0,56 p=0,64
<10 84,656,89+ 78,9317,32+ 73,9914,00+
10-20 80,1115,10+ 82,1712,85% 73,688,33+
starost (god)
>20 83,2814,75+ 78,8616,10+ 74,3619,15+
p-vrednost p=0,63 p=0,76 p=0,99
glava 86,78+9,13 87,79+8,62 75,38+11,15
trup 78,85+22,98 80,10+15,77 72,27+14,28
lokalizacija ruke 80,54+15,68 78,92+18,55 71,27422,68
noge 84,06+10,44 75,81+15,37 76,48+13,68
p-vrednost p=0,73 p=0,15 p=0,87
<4 mm 79,13£19,38 76,86+15,40 68,30+£10,70
4-10 mm 84,7919,74 79,48+16,02 73,58+16,75
veli¢ina tumora
>10 mm 79,45+10,18 89,05+5,64 82,1519,44
p-vrednost p=0,73 p=0,26 p=0,29

HDAC?2 - Histon deacetilaza 2 *

razlike u odnosu na pol i starost pacijenata, kao ni u dono-
su na lokalizaciju i veli¢inu tumora (tabela 2).

Dalje je analizirana ekspresija HDAC2 u razlici-
tim tipovima Spitz tumora (grafikon 1). U atipi¢nim Spi-
tz nevusima uocena je najvisa ekspresija HDAC2 u epi-
dermalnoj (prose¢no 87,36 + 6,89) i povr$noj dermalnoj
komponenti tumora (prose¢no 80,64 + 12,96) (slika 1a-b).
Ekspresija HDAC2 duboke dermalne komponente tumo-
ra superficijalnog atipi¢nog Spitz nevusa bila je viSa nego
prose¢ne vrednosti ostalih histoloskih tipova (86,40), ali
je postojao samo jedan slu¢aj ovog tumora sa dubokom
dermalnom komponentom. Najvise vrednosti ekspresije
HDAC?2 i velika varijabilnost ekspresije u dubokoj der-

p=0,29

malnoj komponenti pokazane su u spitzoidnim mela-
nomima (slika 1c). Uocene razlike u ekspresiji HDAC2
medu histoloskim tipovima nisu bile znacajne.

Uocena je umereno jaka pozitivna korelacija iz-
medu obima imunopozitivnosti epidermalne i povrsne
dermalne komponente tumora (r = 0,53; p = 0,004), epi-
dermalne i duboke dermalne komponente tumora (r =
0,60; p = 0,04), kao i povr$ne i duboke dermalne kompo-
nente tumora (r = 0,68; p < 0,001).

Analizom ekspresije HDAC2 u spitzoidnim me-
lanomima uocena je visa ekspresija HDAC2 u povr$noj i
dubokoj dermalnoj komponenti melanoma debljih od 4
mm nego u tanjim melanomima (slika 1d-f), ali razlika

p=0,40 p=0.65
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Grafikon 1. Ekspresija HDAC2 u komponentama razlicitih histoloskih tipova Spitz tumora
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Tabela 3. Ekspresija HDAC2 u spitzoidnim melanomima u odnosu na histoloske prognosticke parametre

HISTOLOSKI PROGNOSTICKI

NIVO EKSPRESIJE HDAC2 (xtsd)

PARAMETRI
epiderm povrsni derm duboki derm
<1 mm 88,75+0,21 70,10
1-2 mm 50,65+5,02 63,80+22,49
debljina po 2-4mm 83,90+2,69 60,63+33,38 62,43+43,14
Breslow-u >4 mm 88,90+15,70 96,28+4,13 87,20+12,12
p-vrednost p=0,06 p=0,23 p=0,31
I 88,90
o 1l 88,60 70,10
d“bmgl;'g:f"’e Po 1y 72,98+22,02 73,09+28,17 68,56+31,96
\Y% 99,70 96,90
p-vrednost p=0,71 p=0,68 p=0,46
mitotska aktivnost Ezer‘g;’;a r=-0,01; p=0,99 r=0,40; p=0,25 r=0,30; p=0,52

HDAC?2 - Histon deacetilaza 2

o
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Slika 1. Ekspresija HDAC2 u Spitz tumorima; a, b) visoka ekspresija u epidermal

nom Spitz nevusu; c) visoka ekspresija u dubokoj dermalnoj komponenti u spitzoidnom melanomu; d) niza ekspresija u povr$noj
dermalnoj komponenti melanoma debljine manje od 4 mm; e, f) visoka ekspresija u povr$noj i dubokoj dermalnoj komponenti u
spitzoidnim melanomima debljine ve¢e od 4 mm; crnom strelicom su ozna¢ene HDAC2 pozitivne tumorske Celije u epidermalnim

ili dermalnim gnezdima; crvenom strelicom su oznac¢eni HDAC2 negativni limfociti (uvelicanje 200 puta).

AT R T ey T .

S A .

R
S

60 Medicinski podmladak / Medical Youth



Baki¢ Lj. et al. Expression of Histone deacetylase 2 in Spitz tumors of the skin. MedPodml 2016, 67(3):56-62

u HDAC2 ekspresiji u odnosu na debljinu tumora i du-
binu invazije nije bila znacajna. Nije uocena ni znacajna
korelacija HDAC2 ekspresije sa mitotskom aktivno$¢u u
melanomu (tabela 3).

DISKUSIJA

Spitz tumori su relativno retki u humanoj popula-
ciji, naro¢ito kod odraslih. Spitzoidni melanomi ¢ine oko
10% ovih tumora (21). Jasno razlikovanje benignih tumo-
ra od spitzoidnih melanoma na osnovu histoloskih karak-
teristika nije uvek jednostavno (2, 3). Ekspresija HDAC2
je do sada ispitivana u nekoliko humanih neoplazmi (10-
19), ali njena ekspresija, kao i dijagnosticki i prognosticki
znacaj, nisu ispitivani u Spitz tumorima.

Tokom naseg istrazivanja ustanovili smo da posto-
ji uglavnom visoka ekspresija HDAC2 u Spitz tumorima
(u proseku > 74%). Visoke vrednosti ekspresije HDAC2
ranije su uocene i u kolorektalnom karcinomu (95%) (14)
i astrocitnim gliomima (84,4% ) (22).

Ekspresija HDAC2 u ispitanim Spitz tumorima
nije se razlikovala u odnosu na pol i starost pacijenata, kao
ni u odnosu na lokalizaciju i veli¢inu tumora. Ranija anali-
za HDAC2 ekspresije u adenomima i karcinomima kolona
nije pokazala razliku u odnosu na pol, starost i anatomsku
lokalizaciju (23). Cang (Chang) i njegovi saradnici su, me-
dutim, uocili da je ekspresija HDAC2 povisena u veéim
oralnim skvamocelularnim karcinomima, kao i u tumori-
ma lokalizovanim na jeziku (10).

Istrazivanja u drugim tumorima su pokazala razli-
ke u HDAC2 eskpresiji izmedu malignih i benignih vari-
janti tumora. Ekspresija HDAC2 u normalnom epitelu i
adenomima debelog creva manja je nego u karcinoma de-
belog creva (23). Sli¢no je uoceno i izmedu oralnih epitel-
nih displazija i oralnog skvamocelularnog karcinoma (10),
kao i benignih i malignih tumora stitaste zlezde (11). Nasi
nalazi ekspresije HDAC2 u razli¢itim tipovima Spitz tu-
mora ne ukazuju, medutim, na postojanje razlika izmedu
benignih, atipi¢nih i malignih tumora. Ovakav rezultat je
mozda posledica ¢injenice da nisu svi tumori imali sve tri
komponente (epidermalnu, povr$nu i duboku dermalnu),
zbog Cega je poreden relativno mali broj slucajeva. Rani-
je je pokazano da su nivoi ekspresije HDAC2 u visokog
stepena (engl. high-grade) prostati¢noj intraepitelnoj neo-
plaziji (engl. high-grade PIN) sli¢ni nivoima u karcinomu
prostate, te da bi prekomerna ekspresija HDAC2 mogla da
bude rani dogadaj u kancerogenezi tumora prostate (24).
Moguce je da je slicna pojava prisutna i u Spitz tumorima.

Uocena je umereno jaka pozitivna korelacija iz-
medu obima imunopozitivnosti pojedinih komponenti
tumora, $to govori u prilog tome da su Spitz tumori, §to se
tice ekspresije HDAC2, homogeni. Homogenost ekspre-
sije HDAC2, kao i njen znacaj, do sada nisu ispitivani u
drugim tumorima.

Ekspresija HDAC2 u spitzoidnim melanomima
nije se razlikovala u odnosu na debljinu i dubinu invazi-
je tumora, §to je verovatno posledica malog ispitivanog

uzorka (11 melanoma).

Duisaradnici su, medutim, na karcinomima Zu¢ne
kese pokazali povezanost HDAC2 ekspresije sa dubinom
invazije (16). Osim toga, u oralnim skvamocelularnim tu-
morima (SCC) najveca ekspresija uocena je u tumorima
koji su infiltrirali kost ili mastikatorne misice (10).

Iz svega izlozenog moze se zakljuciti da je ekspre-
sija HDAC2 u Spitz tumorima visoka i homogena u svim
komponentama tumora (epidermalnoj, povrsnoj i dubo-
koj dermalnoj). Ne postoji znacajna razlika u ekspresiji
HDAC2 medu razli¢itim histoloskim tipovima Spitz tu-
mora, kao ni u odnosu na histoloske prognosticke para-
metre melanoma.
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