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POPIS OZNAKA I KRATICA

CGRP — peptid povezan s kalcitoninskim genom (engl. calcitonin gene related peptide)

DAPI — 4,6-diamidino-2-fenilindol (engl. 4',6-diamidino-2-phenylindole)

FGF — ¢imbenik rasta fibroblasta (engl. fibroblast growth factor)

GAG - glikozaminoglikani (engl. glycosaminoglycans)

H&E — hematoksilin i eozin (engl. hematoxylin and eosin)

NC — neuralni greben (engl. neural crest)

PBS — fosfatom puferirana fizioloSka otopina (engl. phosphate buffer saline)

PGP 9.5 — proteinski genski produkt 9.5 (engl. protein gene product 9.5)

RPE — retinalni pigmentni epitel (engl. retinal pigment epithelium)

TGFp - transformirajudi faktor rasta beta (engl. transforming growth factor beta)

TRP2/DCT - dopakrom tautomeraza (engl. dopachrome tautomerase)

TYR — tirozinaza (engl. tyrosinase)

TYRPI — protein srodan tirozinazi 1 (engl. tyrosinase related protein — 1)

VIP — vazoaktivni intestinalni peptid (engl. vasoactive intestinal peptide)

VR — vaniloidni receptor (engl. vanilloid receptor)



1. UVOD



1.1. Uloga koze

Koza je najveci organ ljudskog tijela. Kod prosjecne odrasle osobe doseze povrsinu od
1,5 do 2 m?, a na nju otpada ¢ak 16% tjelesne mase (1). Koza ima funkciju barijere koja $titi
tijelo od Stetnih vanjskih utjecaja poput kemikalija, ultraljubicastog (engl. Ultraviolet — UV)
zracenja 1 mikroorganizama, dok istovremeno pomaze pri termoregulaciji i odrzavanju
homeostaze tjelesnih tekucina. Koza ima jedinstvene egzokrine i endokrine uloge. Izlucuje
znoj, male koli¢ine ureje i sebum. Od endokrinih uloga vazno je istaknuti proizvodnju dusikova
oksida (NO) i sudjelovanje u proizvodnji vitamina D, uz pomo¢ ultraljubicastog zracenja (2).
Koza je bogata senzornim ziv€anim vlaknima koja imaju klju¢nu ulogu u zastiti tijela od
potencijalnih toplinskih, kemijskih ili mehanickih ozljeda. Ova su vlakna promjera manjeg od

jednog mikrometra, a neurofizioloski pripadaju A delta i C vlaknima (3).

1.2. Histologija kozZe

Kozu histoloski mozemo podijeliti na dva osnovna dijela: epidermis i dermis, koji
zajedno leze na sloju potkoznog masnog tkiva poznatog kao hipodermis (1).

1.2.1 Epidermis

Epidermis je viSeslojni plocasti epitel koji se neprestano regenerira. Ovaj je sloj
pretezito graden od keratinocita (80%), a medu ostalim stanicama valja spomenuti melanocite,
specijalizirane makrofage (Langerhansove stanice) i1 osjetne Merkelove stanice (4).
Histoloskom analizom epidermisa mozemo razlikovati pet slojeva keratinocita: temeljni 1ili
bazalni sloj (lat. stratum basale) kao najdublji sloj epidermisa, sloj trnastih stanica (lat. stratum
spinosum), sloj zrnatih stanica (lat. stratum granulosum), svijetli sloj (lat. stratum lucidum) 1
roznati sloj (lat. stratum corneum) kao povrSinski sloj epidermisa (1).

Temeljni se sloj histoloski opisuje kao jedan red bazofilnih kubicnih ili cilindri¢nih
stanica. Stanice ovog dijela stoje pri¢vr§¢ene hemidezmosomima za bazalnu membranu, koja
ih dijeli od podlezeceg dermisa. Dezmosomi medusobno povezuju stanice temeljnog sloja na
njihovim lateralnim plohama stani¢nih membrana. Ljudski epidermis obnavlja se svakih 15 do
30 dana. Brzina obnove epidermisa ponajprije ovisi o dobi pojedinca i anatomskoj lokalizaciji,
ali i drugim vanjskim i unutarnjim ¢imbenicima (5). Stanice bazalnog sloja epidermisa izrazito
su mitoticki aktivne i predstavljaju izvor novih keratinocita (6).

Trnasti sloj ¢ini osam do deset slojeva stanica. Histoloski se vide poliedarske stanice s
brojnim ,,bodljama“ koje su zapravo citoplazmatski izdanci na mjestima gdje se stanice spajaju

dezmosomima (6). Neke stanice trnastog sloja koje se nalaze neposredno iznad bazalnog jos se



mogu dijeliti. Taj kombinirani sloj poznat je kao germinativni sloj (lat. stratum germinativum).
Njega ¢ine bazalni sloj 1 donji dio trnastog sloja i najdublji je dio epidermisa (5).

Zrnati je sloj sastavljen od nekoliko slojeva stanica za koje su karakteristicna brojna
keratohijalina zrnca bogata proteinima poput involukrina, lorikrina i profilagrina. Profilagrin
se enzimatskom pretvorbom specificnim fosfatazama pretvara u filagrin koji ima nezamjenjivu
ulogu u agregaciji stani¢nog citoskeleta keratinocita. Navedena tri proteina mogu se koristiti 1
kao markeri stani¢ne diferencijacije (6). Nadalje, tipicno je obiljezje stanica zrnatog sloja i
prisutnost lamelarnih zrnca koja nastaju u Golgijevom kompleksu. Ta su zrnca bogata lipidima
1 glikolipidima koja egzocitozom izlaze i stvaraju lipidni sloj oko stanica. Stvaranje lipidnog
sloja klju¢na je prilagodba koja omogucava zadrZzavanje vlaznosti u kozi 1 sprijeava prodor
vedine stranih, potencijalno $tetnih kemikalija kroz koznu barijeru (5).

Svijetli je sloj amorfan i vidljiv samo na mjestima gdje je koza najdeblja, primjerice na
dlanovima i tabanima (1). Jezgre 1 organele u ovom su sloju ve¢ nestale, a citoplazma se sastoji
gotovo u potpunosti od zbijenih keratinskih filamenata (5).

Roznati je sloj najvisi u cijelom epidermisu i sastavljen je od 20 do 30 redova stanica.
Ovaj je sloj po debljini izrazito varijabilan, ovisno o tjelesnoj lokalizaciji. Mrtve stanice
roznatog sloja izlu¢uju defenzine koji imaju vaZzne antibakterijske ucinke (7). U stanicama
roznatoga sloja obi¢no se ne nalazi jezgara, kao ni citoplazmatskih organela, koji su
hidrolizirani enzimima lizosoma iz stanica zrnatog sloja (6). Slika 1 jasno prikazuje sve

navedene histoloske slojeve epidermisa.
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Slika 1. Histoloski prikaz slojeva epidermisa. Preuzeto i prilagodeno prema:
Wikipedia. Epidermis. [Internet]. San Francisco, USA: Wikimedia Foundation,
Inc.;2023 [citirano 15. lipnja 2024]. Dostupno na: https://en.wikipedia.org/wiki/Epidermis

1.2.2. Melanociti

Melanociti su stanice koje nalazimo u bazalnom sloju epidermisa (1). Ljudski
melanociti nisu ograni¢eni samo na epidermis i folikul dlake, ve¢ ih nalazimo po cijelom tijelu
s posebnim naglaskom na sluznice, Sarenice, mesencephalon 1 unutarnje uho (8). Melanociti,
za razliku od keratinocita, nisu povezani dezmosomima s okolnim stanicama, no
hemidezmosomima su povezani s podleze¢om bazalnom membranom. Njihovi brojni
citoplazmatski nastavci bogati su melanosomima (zrnca ispunjena melaninom) (1).
Melanosomi se do vrhova citoplazmatskih nastavaka prenose kinezinom. Susjedni keratinociti
fagocitozom citoplazmatskih nastavaka unose melanosome i dineinom ih prenose prema
jezgrama. U citoplazmi se melanosomi smjestaju poput kape iznad jezgre keratinocita. Na taj
nacin melnanin §titi DNA Zivih, nekeratiziranih stanica od mutagenog djelovanja UV zraenja
(5). U bazalnom je sloju epidermisa omjer broja melanocita i keratinocita priblizno 1:10, iako
tocan omjer uvelike ovisi o anatomskoj lokalizaciji. Nadalje, broj melanocita podjednak je kod
svih rasa iz ¢ega valja zakljuciti da se u osoba tamnije puti stvara veca koli¢ina melanina zbog
povecane sintetske aktivnosti melanocita (1). Jedan melanocit i svi keratinociti kojima prenosi

melanosome Cine epidermalno-melaninsku jedinicu (5). Produkcija pigmenta od strane



melanocita ovisi o aktivnosti tri klju¢na enzima TYR (tirozinaza), TYRP1 (¢yrosinase related
protein-1) 1 TRP2/DCT (dopakrom tautomeraza). Mutacije u navedenim enzimima mogu
rezultirati poremecajima pigmentacije koje tradicionalno razvrstavamo u tri skupine:
hiperpigmentacije €iji je glavni predstavnik melazma, hipopigmentacije poput okulokutanog
albinizma 1 mjeSovite hiper/hipopigmentacije poput dyschromatosis symmetrica hereditaria
(8). Melanociti proizvode dvije razliite podvrste melanina: eumelanin i1 feomelanin.
Eumelanin se stvara enzimatskom pretvorbom tirozina u dopu i dopakinon pod utjecajem
tirozinaze. Tim slijedom reakcija nastaje tamno smedi do crni pigment eumelanin kojim obiluje
koza Afrikanaca i stanovnika istocne Indije. Nadalje, feomelanin nastaje kemijskom reakcijom
dopakinona s cisteinom ili glutationom. Feomelanin je zuto-crveni pigment tipi¢an za kozu
osoba keltskog porijekla u sjevernoj Europi (9). Konacna boja koze, rezultat je nekoliko
¢imbenika poput sintetske aktivnosti melanocita 1 posljedicno veceg ili manjeg sadrzaja

melanina, koli¢ine karotena u keratinocitima te broja 1 distribucije dermalnih krvnih Zila (5).

Slika 2 predstavlja shematski prikaz epidermo-melaninske jedinice.

KERATINOCITI

Slika 2. Model organizacije keratinocita 1 melanocita u epidermisu. Preuzeto i
prilagodeno prema Bento-Lopes L, Cabago LC, Charneca J, Neto MV, Seabra MC,
Barral DC. Melanin's Journey from Melanocytes to Keratinocytes: Uncovering the
Molecular Mechanisms of Melanin Transfer and Processing. Int J Mol Sci. 2023

10;24:11289.



1.2.3. Langerhansove stanice

Langerhansove su stanice, poput melanocita, dendriticke stanice koje nalazimo
primarno u suprabazalnom sloju epidermisa (1). Porijeklom su iz koStane srzi, a zapravo se
radi o visoko specijaliziranim makrofagima. U ljudskoj se kozi moze pronaci oko 800
Langerhansovih stanica po kvadratnom milimetru. Mikroskopski su dobro uocljivi specijalnim
bojanjima na adenozin trifosfatazu. Sto se ti¢e epidermisa, Langerhansove su stanice jedine
koje na svojoj povrsini eksprimiraju receptore za C3b i Fc fragmente imunoglobulina G i E.
Mreza Langerhansovih stanica sudjeluje u obradi i prezentaciji kontaktnih alergena T

limfocitima u limfnim ¢vorovima (6).

1.2.4. Merkelove stanice
Merkelove se stanice nalaze u bazalnom sloju epidermisa 1 predstavljaju
mehanoreceptore za osjet dodira. Mali broj dezmosoma uévrséuje Merkelove stanice za okolne

keratinocite (6). Povezane su s proSirenim zivéanim zavrSetkom koji prenosi podrazaj (5).

1.2.5. Dermis

Dermis je sloj kojeg nalazimo izmedu epidermisa i subkutisa. Debljina dermisa varira
ovisno o tjelesnoj lokalizaciji pa je najdeblji na dlanovima i tabanima, a najtanji na penisu,
vjedama 1 vratu. Dermis 1 epidermis se medusobno isprepli¢u na nacin da se dermalne papile
usmjeravaju prema gore i umecu izmedu epidermalnih grebena usmjerenih prema dolje.
Ovakav je odnos epidermisa i dermisa koristan jer povec¢ava njihovu kontaktnu povrsinu i na
taj na¢in omogucava Cvrsto prijanjanje struktura (6). Dermis tradicionalno dijelimo na
povrsinski papilarni dermis 1 duboki retikularni dermis. Sastoji se od ekstracelularnog matriksa
sastavljenog ve¢inom od kolagena i elastina koje proizvode fibroblasti (1) Tanki papilarni sloj
bogat je fibroblastima uz pokoji mastocit i1 leukocit koji su okruZeni rahlim vezivom od
kolagena tipa I 1 III. Retikularni se sloj nalazi dublje, mnogo je deblji i gus¢i, a sastavljen je
ve¢inom od gusto smjestenih snopova kolagena tipa I i manje stanica nego papilarni sloj (10).
Fibroblasti su glavne stanice u dermisu. Oni sintetiziraju kolagen, elastin i ve¢inu drugih
sastojaka medustani¢ne tvari poput glikozaminoglikana, proteoglikana i multiadhezivnih
glikoproteina koji formiraju osnovnu tvar. Histoloska slika aktivnih fibroblasta se uvelike
razlikuje od fibroblasta u mirovanju, koje neki nazivaju fibrocitima. Fibroblasti koji su trenutno
aktivni u biosintezi imaju obilnu i nepravilno razgranatu citoplazmu s velikom jezgrom, a

bogata je i hrapavim endoplazmatskim retikulumom te Golgijevim kompleksom. Fibrociti su



manji, vretenastog su oblika s manje izrazenim prethodno navedenim organelima. U
normalnom tkivu fibroblasti nemaju izrazenu mitotsku aktivnost. Ukoliko su potaknuti
lokalnim ¢imbenicima rasta uslijed ozljede tkiva, fibroblasti imaju sposobnost pokretanja
stani¢nog ciklusa i mitoze kao odgovor na potrebu ozlijedenog tkiva za novim fibroblastima
(10).

Kolagen, kao temeljni strukturni protein dermisa, graden je kao trostruka uzvojnica
bogata glicinom, prolinom i hidroksiprolinom (1). Kolageni su zapravo Ccitava obitelj
bjelanc¢evina koje imaju sposobnost udruzivanja u izvanstani¢ne strukture u obliku vlakana
izrazito otpornih na mehanicke sile. Kolagen, osim S§to formira dermis, jedan je od
najzastupljenijih proteina u ljudskom tijelu jer formira sve vrste vezivnih tkiva, bazalne
membrane epitela te vanjske lamine zivaca i miSi¢a. Kolageni tipa I i III spadaju u skupinu
vlaknastih ili fibrilarnih kolagena. Histoloski su vidljivi kao eozinofilni snopovi poznati kao
kolagena vlakna. Kolagena vlakna oblikuju tetive, ¢ahure organa i dermis. Kolagen tipa IV
oblikuje strukture koje nalikuju na mrezice i listice te tako tvori bazalne lamine epitelnih tkiva.
Sinteza kolagena primarna je zadaca fibroblasta, iako brojne druge stanice imaju sposobnost
njegove sinteze. Na hrapavom endoplazmatskom retikulumu pocinje stvaranje alfa lanaca
prokolagena. Disulfidnim se vezama tri takva lanca povezuju na svojim karboksilnim
krajevima i tako formiraju trostruku uzvojnicu. Razli¢ite kombinacije alfa lanaca prokolagena
stvaraju razli¢ite vrste kolagena s razli¢itim funkcionalnim osobitostima. Konacno,
posttranslacijskim se modifikacijama u medustani¢noj tvari sintetizira konacan oblik kolagena
(10).

Elasti¢na vlakna, sastavljena od monomera elastina, klju¢na su za odrZavanje gipkosti
1 rastezljivosti koze (1). Ona su tanja od kolagenih vlakana, a imaju nezamjenjivu ulogu u
vrac¢anju koZe u prvobitni poloZaj nakon djelovanja mehanicke sile. Elasti¢na vlakna slabo se
boje hematoksilinom i eozinom jer nisu izrazito acidofilna medutim, uspjesno ih moZemo
prikazati koriStenjem orceina ili aldehid fuksina. Kao i kolagen, uglavnom je proizveden od
strane fibroblasta (10).

Osnovna je tvar sastavljena od glikozaminoglikana (GAG) 1 proteoglikana. Za
strukturu koZe najvazniji glikozaminoglikani su hijaluronska kiselina, heparan sulfat,
hondroitin sulfat i keratan sulfat (1). Osnovna tvar sadrzava i velike koli¢ine vezane vode i kao
takva ispunjava prostor izmedu stanica 1 vezivnih vlakana. Ona zbog svoje viskoznosti
omogucava podmazivanje okolne strukture, olakSava kretanje, sprjeCava prodor
mikroorganizama dok u isto vrijeme omogucava difuziju malih molekula (10). Slika 3

predstavlja histoloski prikaz dermisa.



Slika 3. Histoloski prikaz normalne koze (epidermis i dermis). Preuzeto i prilagodeno
prema: Wikipedia. Dermis. [Internet]. San Francisco, USA: Wikimedia Foundation, Inc.;2023
[citirano 15. lipnja 2024]. Dostupno na: https://en.wikipedia.org/wiki/Dermis

1.3. Embriologija koZe

Koza je sloZen organ sastavljen od dva glavna sloja: epidermisa, povrSinskog sloja koji
potjece od embrionalnog ektoderma, i dermisa, dubljeg sloja vezivnog tkiva koji potjece od
mezenhima. Razvoj koze ukljucuje interakcije izmedu ovih ektodermalnih i mezenhimalnih
slojeva putem signalnih molekula kao §to su WNT (engl. Wingless and Int-1), faktor rasta
fibroblasta (engl. Fibroblast growth factor — FGF), transformirajuci ¢imbenik rasta beta (engl.
transforming growth factor B -TGF-B) 1 SHH (engl. Human sonic hedgehog). Struktura koze
razli¢ita je na razli¢itim dijelovima tijela, s razlikama u debljini koze i prisutnosti koznih
adneksa, a tijekom embrionalnog razvoja svi elementi razvijaju se iz jednog sloja povrsinskog

ektoderma koji prekriva mezenhim izmedu cetvrtog i petog tjedna (11).



1.3.1. Embrioloski razvoj epidermisa

Povrsinski ektoderm, izvorno jednostani¢ni sloj, nakon neurulacije prolazi kroz
transformaciju. Stvara se vanjski sloj jednoslojnog plocastog epitela, takozvani periderm.
Istodobno, unutarnji sloj stanica sada je preimenovan u bazalni/temeljni sloj koji je odgovoran
za trajno stvaranje epidermisa tijekom zivota. Za vrijeme jedanaestog tjedna embrionalnog
razvoja, bazalni sloj zapocinje formiranje srednjeg sloja smjestenog izmedu njega i periderma,
koji se sada naziva stratum germinativum. Do dvadeset prvog tjedna fetalnog razvoja taj se
medusloj formira u tri definitivna sloja epidermisa; stratum spinosum, stratum granulosum i
stratum corneum. Periderm se postupno ljusti u amnijsku tekucinu. Te stanice, poznate kao

amniociti, imaju potencijal biti primjenjene u terapijske svrhe (12).

1.3.2. Embrioloski razvoj dermisa

Dermis je struktura kompleksnog embrioloskog porijekla. Dermis kod ¢ovjeka nastaje
iz 3 razlicita embrioloska izvora. Dermis s podrucja lica i koze prednjeg dijela vrata, potjece
od ektoderma kranijalnog neuralnog grebena. Dermis koze leda razvija se iz dermatoma
somita. Od mezoderma bo¢nih ploca, razvija se dermis koze prednje i lateralnih strana trupa te
udova. Pocetkom treeg mjeseca razvoja, dermis dozivljava brojne promjene. Do tada izrazito
celularan dermis daljnjom diferencijacijom mezenhimalnog tkiva postaje bogat fibroblastima.
Novonastali fibroblasti po¢inju formirati medustani¢ni matriks proizvodnjom kolagena tipa I 1
[IT1 elasti¢nih vlakana. Nadalje, zapo€inje 1 formacija ostalih struktura kojima obiluje normalan
dermis, kao Sto su krvne Zile i1 Zivei. Formacijom zZiv€anih zavrSetaka i njithovim urastanjem u

dermis i1 epidermis fetus postaje osjetljiv na dodir i pritisak (13).

1.3.3. Embrioloski razvoj melanocita

Tijekom ranih faza embrionalnog razvoja, iz neuralne se cijevi odvaja prolazna
populacija stanica poznata kao neuralni greben (engl. Neural crest — NC). Neuralni greben
predstavlja embrioloski izvor za nastanak pigmentnih stanica u cijelom tijelu, izuzev retinalnog
pigmentnog epitela (RPE). Stanice neuralnog grebena, osim pigmentnih stanica, prekursori su
1 ziv€anih stanica, ovisno o anatomskoj razini. Nadalje, razli¢ite linije stanica imaju razlicite
puteve kojima migriraju u vrijeme embrionalnog razvoja zahvaljujuéi ekspresiji razlicitih
receptora 1 signalnih molekula. Melanoblasti su prekursori melanocita. Odmah po izlasku iz
neuralne cijevi, uo€ljivo je njihovo specificno migracijsko ponasanje. Melanoblasti kretanjem
prema dorzolateralno prolaze izmedu somita i ektoderma. Daljnjim razvojem zapoc€inje i

njihova invazija u ektoderm, gdje se konac¢no diferenciraju u melanocite (14)



1.4. Melanocitni nevusi

Izraz madez (lat. naevus) zapravo oznacava kozne hamartome, to jest novotvorine
sastavljenje od nakupine stanica na mjestu na kojem se inace nalaze. Histoloski razlikujemo
viSe vrsta nevusa u ovisnosti o vrsti stanica koje predvladavaju; epidermalni nevusi sastavljeni
od keratinocita, melanocitni nevusi, nevusi vezivnog tkiva i sli¢no (15).

Vecina se madeza pojavljuje u mladoj zivotnoj dobi, posebice nakon izgaranja na suncu
za vrijeme adolescencije uslijed ¢ega dolazi do naglog porasta broja madeza. Nakon dvadesete
godine novonastali nevusi su relativno rijetki. Tada se novonastali madezi pojavljuju uglavnom
za vrijeme trudnoce ili estrogenske terapije, u sklopu bolesti poput sistemskog eritematoznog
lupusa ili kao posljedica kemoterapije 1 imunosupresije (15).

Patohistoloskom analizom melanocitnih nevusa razlikujemo sljedeée tri glavne
podvrste u ovisnosti 0o smjestaju gnijezda melanocita: junkcijski (lat. naevus pigmentosus
Jjunctionalis/marginalis) u kojemu se nakupine melanocita lokaliziraju na spoju epidermisa 1
dermisa, slozeni (lat. naevus compositus) kojemu se dio melanocitnih gnijezda nalazi na
epidermodermalnom spoju, a ostatak u podleze¢em dermisu i intradermalni nevusi (lat. naevus
intradermalis) (16). Teorija ,,propadanja“ (njem. Abtropfung) iz 1893. sugerira da nevusi
nastaju u epidermisu i kasnije mutacijama melanocita zapocinje njihovo propadanje u dermis
preko dermo-epidermalnog spoja (eng. Dermoepidermal junction- DEJ). Daljnjim
propadanjem melanocita gubi se junkcijska komponenta i1 nastaju intradermalni nevusi. lako
postoje dobri dokazi za epidermalno porijeklo melanocitnih nevusa, danasnja klinicka saznanja
nisu u potpunosti u skladu s ovom teorijom. Skoro stolje¢e kasnije predstavljena je 1 druga
teorija ,,penjanja prema gore* (njem. Hochsteigerung) bazirana na daljnjim embrioloskim
istrazivanjima. Prema toj teoriji formacija nevusa rezultat je migracije nevomelanocita preko
pojedinacénih zivcanih vlakana koja prolaze kroz dermis. Nadalje, neki melanociti ne uspijevaju
migrirati do finalnog odredista 1 tako nastaju junkcijski nevusi. Trec¢a u nizu teorija o nastanku
nevusa u pricu ukljucuje maticne stanice. Mati¢ne su stanice lokalizirane u samim tkivima ili
u cirkulaciji, a uslijed spontanih mutacija ili djelovanjem nekog vanjskog ¢imbenika zapocinju
diferencijaciju u nevomelanocite. Zadnji potencijalni model nastanka nevusa jest model
dvostrukog porijekla (engl. dual origin). Novija embrioloska saznanja podupiru i ovu teoriju
prema kojoj postoje dva u potpunosti odvojena puta migracije melanocitnih prekursorskih
stanica iz neuralnog grebena. Melanoblasti dorzolateralnim putem dolaze do epidermisa. Sada
imamo dokaze da ventralnim putem ne migriraju samo neuroni i glija stanice perifernog
zivéanog sustava, ve¢ 1 melanoblasti koji formiraju intradermalne nevuse ili velike

kongenitalne melanocitne nevuse (17). Slika 4 pokazuje razliite vrste melanocitnih nevusa.
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Slika 4. Prikaz smjestaja nakupina melanocita u razli¢itim tipovima nevusa
Preuzeto 1 prilagodeno prema: Junctional nevus. Shutterstock [Internet]. New York
City, USA: Shutterstock,inc. 2024 [citirano 15. lipnja 2024]. Dostupno na

https://www.shutterstock.com/search/junctional-nevus

Koza je inervirana brojnim ziv€anim vlaknima koje nalazimo primarno u dermisu.
Ve¢ina ziv€éanih vlakana u koZi otpada na senzorna, a ostatak su postganglijska vlakna
simpati¢kog i parasimpati¢kog Zivéanog sustava. Zivéana vlakna, koja su se tradicionalno
smatrala primarno aferentnima, dokazano provode i eferente impulse. Na taj nacin dolazi do
stimulacije koZnih struktura neuropeptidima (engl. Neuropeptides- NP) poput CGRP-a (engl.
Calcitonin gene related peptide), VIP-a (vazoaktivni intestinalni polipeptid) i supstance P.
Nadalje, dobro je poznata Cinjenica da stres uzrokuje egzacerbaciju brojnih koznih bolesti
poput psorijaze, atopijskog dermatitisa 1 urtikarije. Dobro nam je poznato da su melanociti, kao
1 periferni Zivci porijekla neuralnog grebena. Upravo je ta Cinjenica dovela do daljnjeg
istrazivanja odnosa izmedu te dvije embrioloski sli¢ne strukture. Elektronskom je
mikroskopijom dokazan bliski kontakt, to jest zadebljanje stani¢nih membrana na mjestu
kontakta, sli¢no kao kod sinaptickog kontakta. Stimulacija CGRP-om djeluje mitogeno na
melanocite i potice sitnezu stanicne DNA (18).

U svakodnevnim patohistoloskim analizama intradermalnih melanocitnih nevusa,
inervacija je uglavnom zanemarena komponenta. U veéini udzbenika koji obraduju
dermatopatologiju paznja se usmjerava ve¢inom na melanocite, dok se neuralna komponenta
uglavnom ni ne spominje. Patohistoloski se u svim intradermalnim nevusima moze jasno
vidjeti gusta mreza finih ziv€anih zavrSetaka koji penetriraju dermis (19). PGP 9.5 je protein

specifi¢an za neuralna i neuroendokrina tkiva gdje djeluje kao C-terminalna hidrolaza ¢ija je
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uloga regeneracija ubikvitina nakon njegove unutarstanicne regeneracije (20).
Imunohistokemijom uz pomo¢ PGP 9.5 (engl. Protein gene product 9.5) vide se brojni gusto
smjesteni ziv€ani. snopovi, kao i pojedinacni aksoni. Stupanj inervacije je ve¢i u dubokim i
srednjim dijelovima nevusa, a smanjuje se prema povrsinskim dijelovima intradermalnog
nevusa (21). Ovakav obrazac inervacije nije vidljiv kod svih tipova nevusa. Primjerice kod
junkcijskih se nevusa u odraslih osoba ne nalazi gusta mreza neuralnih vlakana. Nasuprot tome,
neke su studije dokazale prisutnost mijeliniziranih neurona u slozenim nevusima kod djece
(19). Nadalje, za detaljniju analizu inervacije naevusa moze se koristiti i imunoflorescencijske
metode bojenja na acetilirani alfa tubulin. Neuroni nam predstavljaju izvrstan primjer stanica
kojima su mikrotubule klju¢ne za postizanje njihove kompleksnosti kako morfoloske tako i
funkcionalne. Brojne izoforme tubulina i njihove posttranslacijske modifikacije predstavljaju
osnove za postojanje raznoliih biokemijskih 1 biofizickih svojstava mikrotubula ukljucujuéi
stabilnost 1 transport unutar samog neurona. Acetilacija je jedna od klju¢nih modifikacija
tubulina i1 kako takva ima vaZan utjecaj na strukturu stanice, kao i na mehanicka te bioloska

svojstva mikrotubula (22).

1.5. Intradermalni nevusi

Kao $to smo ve¢ naveli, intradermalni su nevusi gradeni od nakupina melanocita u
cijelosti smjestenih unutar dermisa. Oni su neSto manje pigmentirani i uglavnom se opisuju
kao glatke, kupolaste papule promjera do jedan centimetar. Nadalje, bojom se uglavnom ni ne
razlikuju od okolne koze (15). Svaki se intradermalni nevus moze klasificirati bilo u skupinu
Unna ili u skupinu Miescher nevusa. Takva klasifikacija, osim §to pruza uvid u histoloSke
razlike intradermalnih nevusa, ima i vazne klinicke implikacije. Gotovo svi intradermalni
nevusi uklonjeni s podrucja glave spadaju u skupinu Mischerovih nevusa. Nadalje, nevusi
uklonjeni s vrata, trupa i udova predominantno su Unna podtipa. Iznimka je koZa tjemena na
kojoj ne pronalazimo statisti¢ki znacajnu prevlast jednog od ova dva podtipa intradermalnih
nevusa. Glavna je histoloska razlika izmedu Unna 1 Miescher intradermalnog nevusa u
distribuciji melanocitnih gnijezda. Melanocitne nakupine kod Unna intradermalnih nevusa
uglavnom nalazimo u papilarnom dermisu i perifolikularno, oko terminalne dlake obi¢no
smjeStene u srediStu same lezije. Nadalje, kod Miescher nevusa melanociti prodiru jo§ dublje,
pa je vidljiv njihov klinasti prodor sve do retikularnog dermisa (23). Posebnim bojenjima kod
Unna nevusa vidljiva je tijesna mreza debelih elasti¢nih vlakana koja podsjecaju na naevus
elasticus. S druge strane, Miescher nevusi i okolna koZa histoloski pokazuju brojne promjene

uzrokovane ultraljubiCastim oStecenjima, §to je posljedica njihove uobicajene lokalizacije na
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kozi lica. Melanociti su Cesto atipi¢ni s poveéanim hiperkromatskim jezgrama nepravilnog
oblika, a mogu biti prisutna i elasticna vlakna (24). Unna nevusi se tipi¢no prezentiraju kao
egzofiti¢ne lezije koje mogu biti papilomatozne (ukoliko je egzofiti¢na proliferacija oblozena
epidermisom), horizontalne (ako prevladava vodoravna os), semisferi¢ne (ako niti jedna os nije
dominantna) te verukozne (kod kojih povrSinski epidermis ima karakteristike seboroi¢ne
keratoze). Miescherovi nevusi klini¢ki se prezentiraju kao glatke, blago uzdignute papule boje

koze (23). Makroskopski izgled ovih dvaju tipova intradermalnih nevusa vildjiv je na Slici 5.

Slika 5. Unna nevus (gore) i Miescher nevus (dolje).

Slike su djelo autora.
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1.6. Dermatoskopska prezentacija intradermalnih nevusa

Prepoznavanje benignih melanocitnih nevusa i razlikovanje od njihove zlo¢udne
inacice, malignog melanoma, jedna je od najvaznijih vjesStina koju dermatolog treba ste¢i u
svom svakodnevnom radu (16). Klinicke znakove koji bi upucivali na malignu alteraciju
nevusa to jest njegovu progresiju u maligni melanom tradicionalno pratimo uz pomod
takozvanog ABCDEF pravila. Tada nam A oznacava asimetriju (engl. Asymmetry), B neostru
granicu pigmentirane i normalne okolne koze (engl. Border), C nepravilnu pigmentaciju s
prisutnoscu svijetlo smedih, tamno smedih do crnih tonova ili pak sivih i plavih boja u nevusu
koji je prethodno bio jednoli¢no pigmentiran (engl. Color), D povecanje samog nevusa (engl.
Diameter), E uzdignuce ili evoluciju nevusa kroz vrijeme (engl. Elevation, evolution) i F
subjektivan osjecaj poput boli, peckanja i svrbeza (engl. Feeling) (16).

Dermatoskopija je in vivo neinvazivna dijagnosticka metoda kojom gledamo kozu u
povecanju od deset puta na nacin da boja i struktura epidermisa, epidermo-dermalne granice i
papilarnog dermisa postaju vidljive. U klasi¢noj se dermatoskopiji stavlja mineralno ulje, voda
ili alkohol preko lezije koja se pregledava. Tekucina sprjecava refleksiju svjetlosti s povrSine
koze i ¢ini roznati sloj prozirnim. Takvom je tehnikom omogucena vizualizacija boja i strukture
dubljih slojeva koZe. Danas se vise koristimo ru¢nim dermatoskopima koji koriste polariziranu
svjetlost (polarizirana dermatoskopija) pa se vidljivost dubljih koznih struktura moze postici i
bez tekucine 1 izravnog kontakta s kozom (25). Dermatoskopija nam omogucuje razlikovanje
melanocitnih benignih lezija, melanoma, seboroi¢nih keratoza, bazocelularnih karcinoma 1
potkoznih hemoragija. Nadalje, dermatoskopijom se koristimo 1 za dijagnostiku netumorskih
koznih promjena poput infestacije uzro¢nikom svraba (lat. Sarcoptes scabiei) ili alopecije.
Metoda se koristi ve¢ preko sto godina, a poznata je i pod nazivom epiluminiscentna
mikroskopija povrSine koze. Dermatoskopski pregled koZznih promjena se provodi u dva
koraka. Prvi je korak razlikovati leziju melanocitnog od one nemelanocitnog porijekla. Kod
melanocitnih je lezija vidljiva pigmentna mreZica s to¢kama, globulima ili prugama plave do
sive boje. Pigmentna mrezica se pojavljuje u sljede¢im najceS¢im uzorcima: retikularni,
globularni, homogeni, paralelni, poput kaldrme ili zvjezdane praSine. Nadalje, slijedi
razlikovanje benignih od malignih koZnih promjena. Kao i kod pregleda golim okom, benigne
lezije najCesce su simetri¢ne i ujednacene boje (26).

Miescher nevusi nemaju specificnih dermatoskopskih uzoraka ili struktura koje bi ih
mogle razlikovati od ostalih intradermalnih nevusa. Naj¢esce je vidljiv homogeni globularni
uzorak. Globuli mogu imati svijetlo do tamnosmedu te ponekad plavu boju. Histoloski globuli

koreliraju s gnijezdima melanocita. Nevus ¢esto ima podrucja svijetlo smede boje bez jasne
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strukture. Miescher nevus moze imati krvne zile "u obliku zareza", takozvane arborizirajuce
krvne zile §to namece pitanje bazocelularnog karcinoma kao diferencijalne dijagnoze.
Pigmentirane mrezice i karakteristi¢ne strukture melanocitnih nevusa opc¢enito se ne vide u

Miescherovom nevusu jer isti nema junkcijske komponente (27) (Slika 6).

Slika 6. Dermatoskopski izgled Miescher nevusa.

Slika je djelo autora.
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Dermatoskopski, Unna nevusi prezentiraju se s tipicnim globularnim uzorkom. Kroz
samu leziju vidljivi su brojni Zutosmedi do tamnosmedi, okrugli ili ovalnih globuli ili je pak
prisutan kaldrmi¢ni uzorak slozen od vecih, poligonalnih struktura koje zapravo odgovaraju
velikim gnijezdima melanocita. Nadalje, Unna nevusi u nekim se slu¢ajevima prezentiraju i s
gusto zbijenim egzofitnim papilarnim masama, obi¢no odvojenima nepravilnim, crnim
otvorima nalik komedonima. Ti su otvori poznati i kao nepravilne kripte (engl. lrregular
crypts), slicne onima koje nalazimo kod seborei¢nih keratoza. Ponekad se dermoskopijom
mogu otkriti i ciste poput milija. Kada su hipopigmentirani ili boje koze, uoce se brojne zile
koje su ponekad polimorfne. Stovise, dermoskopija obi¢no pokazuje ve¢ spomenite tipi¢ne Zile

poput zareza (28). Uobicajan izgled Unna nevusa prikazuje Slika 7.

Slika 7. Dermatoskopski izgled Unna nevusa.

Slika je djelo autora.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA



2.1. Cilj istrazivanja
Osnovni je cilj ovoga istrazivanja koriStenjem imunoflorescencije odrediti razlikuje li
se inervacija intradermalnih naevusa ovisno o mjestu nastanka, uzimajuéi u obzir embriolosko

porijeklo melanocita i dermisa.
2.2. Hipoteze

Inervacija intradermalnih nevusa u podrucju glave bit ¢e izrazenija u odnosu na trup i
udove.

Inervacija intradermalnih nevusa u podrucju udova bit ¢e manje intenzivna u usporedbi

s trupom.
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3. MATERIJALI I METODE



3.1. Mjesto i ustroj istrazivanja

Istrazivanje je provedeno na Zavodu za anatomiju, histologiju i embriologiju
Medicinskog fakuleta u Splitu. Bioloski materijal koristen u svrhu ovog istrazivanja posuden
je iz arhive Zavoda za patologiju, citologiju i sudsku medicinu Klinickog bolni¢kog centra

Split. Radi se o presjecnom istrazivanju, Sto spada u skupinu opazajnih istrazivanja.

3.2. Materijali

Za potrebe istrazivanja iz arhive Zavoda za patologiju, citologiju i sudsku medicinu
Klinickog bolni¢kog centra Split uzeto je 40 parafinskih blokova uzoraka intradermalnih
naevusa. Naevusi su podijeljenji u Cetiri kategorije ovisno o tjelesnoj lokalizaciji s koje su
uklonjeni. Po deset uzoraka uzeto je s podrucja glave, isto toliko s leda, kao i s prednjeg trupa
i udova. Uzorci su ukljuceni u istrazivanje pretrazivanjem arhive nalaza specijalista patologa.

Prilikom odabira uzoraka u obzir su uzeti dob 1 spol ispitanika.

3.3. Imunoflorescencijski protokol

Parafinski blokovi intradermalnih naevusa serijski su izrezani na debljinu od 5
mikrometara. Takvi rezovi tkiva postavljeni su na predmetna stakalca. Svaki deseti rez obojan
je hematoksilin-eozinom (engl. hematoxylin and eosin,- H&E) kako bi se provjerila kvaliteta i
ocuvanost tkiva koje ¢e se ispitivati. Tkiva obojena H&E mikroskopski su analizirana koristeci
Olympus (CX43; Tokyo, Japan). Fotografije tkiva na H&E preparatima slikane su uz pomo¢
CellA Imaging Software for Life Sciences Microscopy (Olympus, Tokyo, Japan).

Stakalca odredena za imunoflorescencijsko bojenje prvo su podvrgnuta procesu
deparafinizacije u otopini ksilena tri puta kroz pet minuta. Zatim je uslijedila rehidracija u
vodenim otopima etanola od 70% do 100%. Uzorci su nakon ispiranja destiliranom vodom
inkubirani tijekom 30 minuta na 95° C u kuhalu na paru u natrijevom citratnom puferu cija je
pH vrijednost 6,0. Stakalca su zatim ohladena na sobnoj temperaturi 1 isprana otopinom
fosfatnog pufera (engl. phosphate buffer saline - PBS). Zatim se na stakalca primjeni pufer za
blokiranje (Protein Block ab64226, Abcam, Cambridge, UK) ¢ija je uloga sprjecavanje
nespecificnog vezanja sekundarnih protutijela. Tako pripremljeni preparati stavljeni su u
vlaznu komoru na inkubaciju dvadeset minuta. Nakon inkubacije preparati su jo§ jednom
isprani otopinom fosfatnog pufera te se na njih apliciraju primarna protutijela (Tablica 1).

Nakon primjene primarnih protutijela ostavljeni su na inkubaciju u vlaznoj komori do sljedec¢eg
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dana. Preparati su zatim ponovno isprani otopinom PBS-a te se na njih kona¢no dodaju 1
sekundarna protutijela koja se inkubiraju 60 minuta. Rezovi se zatim posljednji put ispiru
otopinom fosfatnog pufera, a jezgre su obojene otopinom 4,6-diamidino-2-fenilindol (engl.
4'.6-diamidino-2-phenylindole- DAPI). Rezovi se za kraj isperu destiliranom vodom i osuse na
sobnoj temperaturi. Na tako pripremljene uzorke stavlja se pokrovno stakalce (Immuno-Mount,
Thermo Shandon, Pittsburgh, PA, SAD).

Analiza preparata provedena je na fluorescencijskom mikroskopu Olympus (BX51;
Tokyo, Japan). Fotografije preparata snimljene su kamerom Nikon DS-Ri2 (Nikon corporation;

Tokyo, Japan) 1 obradene u Adobe Photoshopu verzije 21.0.2 (Adobe, San Jose, SAD).

Tablica 1. Primarna i sekundarna protutijela

Protutijelo Sifrabr. Domaéin Razrjedenje Proizvodaé

Cell Signaling

Technology
Primarno Anti-acetyl-a-tubulin 121528 mi$ 1:500 (CST),
(Lys40) (6-11B-1) (Danvers,
MA, USA)
Jackson
Sekundarno Alexa Fluor ®488 715- magarac 1:400 Immuno
AffiniPure Anti- 545-150 Research
Mouse IgG (H+ L) Laboratories
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3.4. Eticka nacela

Sve postupke provedene u ovom istrazivanju odobrilo je Eticko povjerenstvo Klinickog
bolnic¢kog centra Split (urudzbeni broj: 2181-147/01/06/LJ.Z.-23-02) i Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Splitu (urudzbeni broj: 2181-198-03-04-24-0002). Istrazivanje je uskladeno s

odredbama Kodeksa lijecnicke etike 1 deontologije te pravilima Helsinske deklaracije.

3.5. Metode kvantifikacije imunoflorescencijskog signala

Kako bismo kvantificirali signal imunofluorescencije analiziranih proteina, izracunali
smo postotak povrSine koji je signal zauzimao u snimljenim slikama. Za svaki smo uzorak
snimili po deset reprezentativnih slika s objektivom povecanja 40 puta. To je dalo ukupno 90
slika potrebnih za analizu za svaku od 4 skupine intradermalnih nevusa. Svaka je slika obradena
na sljede¢i nacin: prvo, koristenjem Adobe Photoshopa verzije 21.0.2 (Adobe, San Jose, SAD)
uklonjen je pozadinski signal pomocu funkcije "levels". Zatim je nevus odabran alatom
»Lasso* 1 odvojen od ostatka dermisa izrezujuéi ga iz izvorne slike i stavljaju¢i ga u praznu
sliku istih dimenzija. Odvojene slike su zatim otvorene u softveru ImagelJ verzija 1.530 (NIH,
Bethesda, SAD), a kanal crvene boje je oduzet kako bi se izolirao zeleni signal. Slike su
duplicirane, a ,,median* filtar primijenjen je na jednu od slika (s radijusom 10). Filtrirane slike
su oduzete od nefiltriranih kako bi se izolirao pozitivan signal. Rezultirajuce slike pretvorene
su u 8-bitne slike 1 prag im je odreden metodom "triangle". Postotak povrSine slika s
ogranic¢enim pragom odreden je pomocu funkcije "analyze particles". S obzirom da su dijelovi
svih analiziranih slika bili bez ikakvog tkiva, izmjereni postotak povrSine bio je manji od
stvarnog postotka povrSine. Kako bismo ispravili vrijednost postotka povrsine, odredili smo
ukupni broj piksela (px) slika 1 broj piksela praznog prostora pomocu alata ,,Magic Wand‘ u

Adobe Photoshopu. Ispravljeni postotak povrSine izracunat je pomocu sljedece formule:

neispravljeni postotak povrsine x ukupni pikseli

I ljeni postotak Sine =
Spravijent postotar povrsine ukupni pikseli — broj piksela praznog prostora

Tako ispravljen postotak povrsine iskoriSten je za statisti€¢ku analizu.
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3.6. Metode statisticke obrade podataka

Za statisticku obradu podataka koristio se GraphPad Prism verzija 9.0.0. (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). Za korelacije se koristio Spearmanov koeficijent korelacije.
Za odredivanje postanja znacajne razlike izmedu nominalnih varijabli koristio se Hi-kvadrat
test, dok se za odredivanje normalnosti distribucije podataka se koristio Kolmogorov-Smirnov
test — podaci nisu pokazali normalnu distribuciju pa smo koristili neparametrijske testove.
Prilikom odredivanja postojanja statisticki znacajnih razlika izmedu dvije skupine koristio se
Mann-Whitney U test, a za viSe od dvije skupine Kruskal-Wallis test s Dunnovim post-hoc

testom. Statisticka znaCajnost postavljena je na P< 0,05.
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4. REZULTATI



4.1. Opé¢i podaci

Demografske 1 histoloske karakteristike usporedene su izmedu skupina na temelju

anatomske lokalizacije nevusa (Tablica 2). Nije bilo znacajne povezanosti izmedu regionalne

lokacije nevusa i spola (P = 0,664). Takoder nije bilo znacajnih razlika izmedu skupina s

obzirom na dob bolesnika u vrijeme uzimanja uzorka (P = 0,113) ili veli¢inu nevusa (P =

0,102). Tablica 3 prikazuje prisutnost neurotizacije i pseudovaskularnih prostora u analiziranim

preparatima nevusa.

Tablica 2. Demografski podaci

. . _ Leda Prednji trup Udovi .
Lokalizacijanevusa | Lice (N = 10) (N = 10) (N = 10) (N = 10) P-vrijednost
zenski 0,7 0,7 0.9 0,8
Spol, % 0,664"
muski 0,3 0,3 0,1 0,2
Dob, godine 64,5 (20-77) | 43,5(30-76) | 44 (29-65) | 44(29-75) | 0,113
v b
Velidina, mm 64+28 | 71430 | 58+26 | 42+22 0,1021

Podaci su prikazani kao N (%), *medijan (raspon) ° prosjek + standardna devijacija, * hi-hvadrat

test, T Kruskal-Wallis test s Dunnovim post hoc testom

Tablica 3. Histoloski podaci uzoraka

Lokalizacija nevusa Lice Leda Prednji Udovi Povritednost
(N=9) | (N=9) |trup(N=9) | (N=9) | ™™
Prisutna | 4 (44,4) | 2(22,2) 4 (44,4) 1(11,1)
Neurotizacija, % 0,316
Nije 5(55.6) | 7(77,8) | 5(55.6) | 8(88,9)
prisutna
Prisutni 4(144,4) | 7(77.,8) 2(22,2) 2(22,2)
Pseudovaskulani 0,053"
prostori, % Nisu 5(55,6) | 2(22,2) 7(77,8) 7(77,8)
prisutni

Podaci su prikazani kao N (%), "Mann-Whitney
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4.2. Analiza inervacije

Spearmanova analiza korelacije nije pronaSla znacajnu korelaciju izmedu razine
inervacije i dobi ispitanika (r = 0,175 + 0,309; P = 0.308). Pronadena je znacajna pozitivna
korelacija izmedu razine inervacije 1 najveceg promjera nevusa (r = 0.368 = 0,259; P =0,027).
Analizom inervacije nije pronadena znacajna razlika (P = 0,756) u inervaciji izmedu muSkaraca
(1,438 +£0,651) i zena (1,529 + 1,103).

U istrazivanju smo obratili pozornost i na prisutnost pseudovaskularnih prostora i
morfoloSkih obiljezja neurotizacije intradermalnih nevusa. Na HE preparatima smo podijelili
nevuse u skupine s obzirom na prisutnost ili odsutnost neurotizacije i pseudovaskularnih

prostora (Slika 8).

. S d
iy "’.

Slika 8. Morfoloske znacajke intradermalnih nevusa. A - prikaz intradermalnog nevusa s
vrstama stanica, Al - tip A epiteloidne nevusne stanice, A2 - tip B nevusne stanice nalik
na limfocite, A3 - tip C vretenaste nevusne stanice. B - intradermalni nevus s
neurotizacijom, B1 - detalj prikazuje strukture nalik na ziv€ana vlakna. C - intradermalni
nevus sa znatnom koli¢inom pseudovaskularnih prostora, C1 - detalj prikazuje
pseudovaskularne prostore. Bojenje hematoksilinom 1 eozinom; slike A, B 1 C su slikane

pri uvecanju od x40, ostale slike pri x400.

Nasi rezultati ukazuju da nema znacajne razlike (P = 0,630) izmedu neurotiziranih
(1,708 + 1,371) i ne-neurotiziranih nevusa (1,421 + 0,827). Nadalje, analiza je pokazala da
nema znacajne razlike (P = 0,955) izmedu prisutnosti (1,402 + 0,634) 1 odsutnosti

pseudovaskularnih prostora (1,585 £ 1,223) u intradermalnim nevusima.
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Prema mjestu nastanka, uzorke intradermalnih nevusa mozemo podijeliti u tri skupine,
a to su: nevusi glave, trupa i udova. Gustoca inervacije nevusa glave iznosi 1,791 + 0,546, trupa
1,657 £ 1,258 i udova 0,930 + 0,554. Znacajna razlika pronadena je u gusto¢i inervacije samo
nevusa glave i udova (P =0,018).

Prema porijeklu melanocita nevuse smo za analizu podijelili ovisno o tome jesu li
porijeklom iz kranijalnog ili trunkalnog neuralnog grebena. Melanociti koji tvore nevuse s
glave su porijeklom iz kranijalnog neuralnog grebena, dok su svi ostali nevusi svrstani u
skupinu ¢iji su melanociti porijekla trunkalnog neuralnog grebena. Gustoca inervacije nevusa
porijekla kranijalnog neuralnog grebena jest 1,791 £+ 0,546, dok je gustoca inervacije nevusa
trunkalnog neuralnog grebena 1,415+ 1,119. Utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika
u inervaciji izmedu dvije skupine P = 0,032.

Prema porijeklu podlezeceg dermisa, nevuse dijelimo u tri skupine. Dermis na u kozi
glave razvija se iz neuralnog grebena, na ledima iz paraksijalnog mezoderma, dok se na
prednjem trupu i udovima razvija iz mezoderma bocnih ploca. Analizom inervacije nevusa
ovisno o porijeklu podlezeéeg dermisa da je gustoca inervacije u dermisu porijekla neuralnog
grebena 1,791 + 0,546. Gustoca inervacije dermisa koji se razvija iz paraksijalnog mezoderma
jest 1,602 + 1,148. Gustoca inervacije dermisa koji se razvija iz mezoderma bocnih ploca jest
1,322 + 1,125. Nije pronadena statisticki znacajna razlika medu skupinama (P = 0,074).

Slika 9 prikazuje stupicaste grafikone gustoce inervacije intradermalnih nevusa ovisno

o ovim trima prethodno navedenim podjelama.

mjesto nastanka podrijetlo melanocita podrijetlo dermisa
4 3 * 3 .
* = glava = kranijalni neuralni greben T neuralni greben
=3 trup I trunkalni neuralni greben T paraksijalni mezoderm

©w

2 T mezoderm hocne ploce

)

3 udovi

[S]

-

postotak povréine signala
postotak povrsine signala
postotak povrsine signala

o
o
=)

Slika 9. Stupicasti grafikoni gustoce inervacije intradermalnih nevusa mjerene postotkom
povrsine fluorescentnog signala acetiliranog alfa-tubulina. Prikazane su aritmetic¢ke sredine

uz standardne devijacije (error bars); * P <0,05.
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Razlicita gustoc¢a inervacije intradermalnih nevusa ovisno o mjestu nastanka jasno je
vidljiva na snimljenim fotografijama imunoflorescencijskog bojanja na acetilirani alfa-tubulin
i1 4',6'-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Slika 10).
acetilirani alfa-tubulin acetilirani alfa-tubulin

preklopljeno s DAPljem preklopljeno s DAPIjem

LEDA GLAVA

PREDNIJI TRUP

UDOVI

. A . .
- ¥ >

Slika 10. Prikaz inervacije intradermalnih nevusa ovisno o mjestu nastanka.

Imunofluorescencijsko bojenje na acetilirani alfa-tubulin i 4',6'-diamidino-2-fenilindol

(DAPI); sve slike su slikane pri uvecanju od x400 puta.
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5. RASPRAVA



Prema prikupljenim informacijama, naSe je istrazivanje prvo koje je proucavalo
inervaciju intradermalnih nevusa na razli¢itim anatomskim lokalizacijama. Inervacija nevusa
Cesto je zanemarena komponenta kada se proucava histoloska stru¢na literatura. Nasa je analiza
pokazala definitivne razlike u inervaciji intradermalnih nevusa ovisno o anatomskoj
lokalizaciji. Rezultati ukazuju da nema nikakvih razlika u gusto¢i inervacije ovisno o
demografskim obiljezjima bolesnika. Naime, neovisno o spolu i dobi ispitanika u vrijeme
kirurske ekscizije nevusa, njihova inervacija po odredenim anatomskim lokalizacijama ne
pokazuje znacajne razlike. Kao §to smo ranije naveli, inervacija intradermalnih nevusa vazna
je za njihov razvoj. Poznato je da neuropeptidi, to jest, molekule poput CGRP-a , VIP-a i
supstance P preko eferentnih Ziv€anih zavrSetaka stimuliraju mitoti¢ku aktivnost melanocita.
Studija iz 2004. godine istrazivala je povezanost spola ispitanika i broja prisutnih melanocitnih
nevusa. U istrazivanju o prijasnjem izlaganju ispitanika ultraljubic¢astom sun¢evom zracenju i
navikama zastite od sunca, u koje je bilo uklju¢eno 628 djece u dobi od 6 i 7 godina rezultati
su pokazali 7% viSe malih nevusa (veli¢ine od 2 mm do 4.9 mm u promjeru) u muske djece u
usporedbi sa Zenskom djecom (29). S obzirom na takve rezultate dosadasnjih studija, o¢igledno
je da inervacija nije jedina komponenta koja utjee na nastanak nevusa. Potrebna su daljnja
istrazivanja fiziologije nevogeneze ukljucujuci ostale ¢cimbenike, osim same inervacije.

Inervacija epidermisa puno je bolje istraZzena i opisana u strucnoj literaturi. Broj
epidermalnih Ziv€anih zavrSetaka u podru¢jima lica znacajno je vec¢i od njihovog broja u
podrucju abdomena 1 prsnog koSa. Epidermis vjeda pokazuje najve¢i omjer povrSine Ziv€anih
vlakana 1 povrSine samog epidermisa (30). Gustoca inervacije epidermisa na podrucju udova
je najmanja. Na udovima je poznat i obrazac pada gustoce inervacije od proksimalno prema
distalno. Primjerice, gustoca epidermalnih Ziv€anih vlakana veca je za 60% na koZzi bedara
nego na distalnim djelovima noge (31). Nasi rezultati pokazuju iste obrasce gustoce inervacije
1 kod intradermalnih nevusa. Nevusi na glavi pokazuju najvecu, a oni na udovima najmanju
gustocu inervacije.

Gledajuc¢i embrioloSko porijeklo podlezeceg dermisa, nevusi se mogu podijeliti u tri
odvojene skupine. Dermis koze glave porijekla je neuralnog grebena. Nadalje, paraksijalni
mezoderm predstavlja osnovu razvoja dermisa s podrucja leda, a iz mezoderma boc¢nih ploca
proizlazi dermis prednje strane trupa i udova (13). Nasom analizom nismo pronasli nikakvu
znacajnu razliku u inervaciji intradermalnih naevusa ovisno o porijeklu dermisa u kojemu se

nalazi.
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Tre¢i nacin na koji mozemo usporediti nase uzorke jest po porijeklu melanocitnih
stanica. Melanociti nevusa s glave nastaju iz kranijalnog neuralnog grebena, a melanociti
ostalih triju skupina (prsa, leda i udovi) iz trunkalnog neuralnog grebena. Rezultati su pokazali
statistiCki znacajnu razliku izmedu ove dvije skupine. Medutim, promatrajuci rezultate svake
skupine zasebno dolazimo do zakljucka da je ta razlika zapravo posljedica grupiranja ove tri
skupine. Gustocéa inervacije nevusa glave je sli¢na gustoci inervacije na trupu, medutim, kada
se u analizu ukljue nevusi s udova koji su znatno slabije inervirani, prosjecna gustoca
inervacije se smanjuje i nastaje razlika. Iz ovoga se da zakljuciti da samo porijeklo melanocita
ipak ne igra znacajnu ulogu u konac¢noj inervaciji nevusa koje ¢e ti melanociti tvoriti.

Promatrenjem neurotizacije na HE preparatima nevusa, pokusali smo odrediti postoji li
razlika u inervaciji s obzirom na starost naevusa. Stanice nevusa pretezno teze stvaranju
nakupina ili gnijezda u junkcijskim nevusima. Pojedina¢ni melanociti s vremenom propadaju
izmedu snopova kolagena u intradermalnim 1 sloZenim nevusima dok idu dublje u dermis. Ove
se stanice takoder rasprsuju jedna od druge dok propadaju. Tijekom ove pretvorbe iz velikih
gnijezda u manja gnijezda i konac¢no u pojedinacne stanice, nevomelanociti ili nevus stanice
imaju tendenciju smanjivanja. Ovaj fenomen je poznat kao normalno sazrijevanje ili zoniranje.
Na temelju promjena u obliku, te su stanice oznacene kao tipovi A, B 1 C. Stanice tipa A su
velike epiteloidne stanice rasporedene u gnijezda na spoju i u povrSinskom dermisu i imaju
ovalne do okrugle jezgre i1 obilnu blijedoruziastu citoplazmu. Stanice tipa B nalikuju
limfocitima jer izgledaju poput malih okruglih plavih melanocita, ali su limfociti manji i imaju
gu8¢i kromatin od stanica tipa B. Konacno, stanice tipa C su stanice vretenastog oblika i
nalikuju Schwannovim stanicama (32). Prisutnost stanica tipa C 1 neurotizacije upucivalo bi na
to da je nevus “stariji”’. NaSe istrazivanje ne pronalazi povezanost izmedu neurotizacije 1
gustoc¢e inervacije intradermalnih nevusa.

Dokazano je da pacijenti ponekad prijavljuju osjecaj boli, pecenja i svrbeza na kozi
zahvacenoj melanomom, bazocelularnim 1ili planocelularnim karcinomom (33). Detekcija
bolnih podrazaja dogada se primarno na perifernim zavrSecima specijaliziranih osjetnih
neurona koji se nazivaju nociceptori. Ovi neuroni malog promjera pretvaraju signale kemijske,
mehanicke ili toplinske prirode u akcijske potencijale i prenose ih srediSnjem Ziv€anom
sustavu, u konacnici izazivajuci percepciju neugodnih osjeta boli. Kapsaicinski (vaniloidni)
receptori, ekscitatorni su ionski kanali izraZzeni na nociceptorima, koji pridonose detekciji 1
integraciji kemijskih i toplinskih podrazaja koji uzrokuju bol (34). Poznato nam je da veéina

melanoma nastaje de novo, a tek 25% do 33% nastaje progresijom iz nevusa. Junkcijski 1
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sloZzeni nevusi vjerojatnije napreduju u melanom nego intradermalni nevusi, ali to jo§ uvijek
nije definitivno potvrdeno vec¢im studijama (34). Daljnjim istrazivanjima koja bi ukljucila
imunohistokemijska bojenja na vaniloidne receptore (engl. vanilloid receptor-VR) mogao bi
se dobiti uvid u povezanost inervacije nevusa i potencijalnih senzacija koje neki pacijenti
prijavljuju. Jo$ uvijek ne znamo jesu li takvi simptomi ¢es¢i na podrucju glave, nego na ostalim
lokalizacijama 1 potrebna su detaljnija ispitivanja kojima bi se utvrdila potencijalna klinicka
primjenjivost nasih saznanja o inervaciji intradermalnih nevusa.

Moguce ograni¢enje ovog istrazivanja je ¢injenica da su svi uzorci prikupljeni u jednom
centru. Nase istrazivanje ukljucilo je 36 bolesnika, a za donoSenje bilo kakvih zakljucaka koji
bi bili reprezentativni na razini populacije potrebne su opseznije studije. Kao potencijalno
ogranienje valja navesti i samu metodu imunohistokemije. Naime, mogu postojati i
varijabilnost u obojenju jer tehnike imunohistokemijskog bojenja mogu varirati u svojoj
osjetljivosti 1 specificnosti. Razlike u intenzitetu i kvaliteti bojenja mogu utjecati na to¢nost

mjerenja gustoce inervacije.
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6. ZAKLJUCCI



Analizom histoloskih preparata intradermalnih nevusa imunoflorescencijskim
metodama i klasicnom svjetlosnom mikroskopijom na uzorcima obojenim HE analizirali smo
inervaciju intradermalnih nevusa. NaSe smo preparate obojali protutijelima na acetilirani alfa
tubulin radi vizualizacije prisutnih ziv€anih vlakana. Nakon provedene analize nevuse smo

grupirali 1 usporedivali na nekoliko razli¢itih nac¢ina kako slijedi:

Ovisno o anatomskim lokalizacijama
Ovisno o embrioloskom porijeklu dermisa
Ovisno o embrioloskom porijeklu melanocita

Ovisno o prisutnosti neurotizacije

A o e

Ovisno o prisutnosti pseudovaskularnih prostora

Pokazali smo da je gustoca inervacije intradermalnih nevusa najve¢a na glavi, a
najmanja na udovima. Ova se saznanja u potpunosti poklapaju s ve¢ poznatim obrascem
gustoce inervacije epidermisa.

Embriolosko porijeklo podleze¢eg dermisa nema utjecaja na konacnu gustocu
inervacije intradermalnih nevusa.

Embiolosko porijeklo melanocita nema utjecaja na konacnu gustou inervacije
intradermalnih nevusa.

Analizom HE preparata 1 grupiranjem nevusa ovisno o prisutnosti neurotizacije i

pseudovaskularnih prostora nismo utvrdili povezanost s gustoCom inervacije nevusa.
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8. SAZETAK



Ciljevi istrazivanja: Usporediti inervaciju intradermalnih nevusa ovisno o anatomskoj
lokalizaciji, embrioloSkom porijeklu dermisa i melanocita. Takoder, utvditi postoji li razlika u

inervaciji nevusa kod kojih je prisutna neurotizacija i pseudovaskularni prostori.

Materijali i metode: U studiju je ukljuCeno 36 melanocitnih nevusa s cetiri anatomske
lokalizacije (lice, prednji trup, leda i1 udovi). Na svim nevusima provedeno je
imunohistokemijsko bojanje na acetilirani alfa tubulin. Za svaki smo uzorak snimili po deset
reprezentativnih slika s objektivom povecanja 40 puta. Slike su softverski obradene i

analizirana je povrsina signala.

Rezultati: Ovo je istrazivanje pokazalo da ne postoji znacajna razlika u inervaciji ovisno o
embrioloSkom porijeklu dermisa (NG 1,791 + 0,546; paraksijalni 1,602 + 1,148; bo¢na ploca
1,322 + 1,125; nema znacajne razlike medu skupinama P = 0,074). Razlika ovisno o porijeklu
melanocita nastaje isklju€ivo zbog grupiranja svih nevusa porijekla trunkalnog NG (Kranijalni
NG 1,791 £ 0,546; Trunkalni 1,415 + 1,119; postoji znacajna razlika P = 0,032). Prema mjestu
nastanka: Glava 1,791 £ 0,546; trup 1,657 + 1,258; udovi 0,930 + 0,554; znacajna razlika
pronadena je izmedu glave i udova P = 0,018). Nema znacajne razlike (P = 0,6303) izmedu
neurotiziranih (1,708 = 1,371) i1 ne-neurotiziranih nevusa (1,421 + 0,8275). Nema znacajne
razlike (P = 0,9558) izmedu prisutnosti (1,402 + 0,6345) 1 odsutnosti pseudovaskularnih
prostora (1,585 + 1,223).

Zakljucci: Pokazali smo da je gustoca inervacije intradermalnih nevusa najveca na glavi, a
najmanja na udovima. Embriolosko porijeklo podleze¢eg dermisa nema utjecaja na konac¢nu
gustocu inervacije intradermalnih nevusa kao ni embriolosko porijeklo melanocita. Analizom
HE preparata i grupiranjem nevusa ovisno o prisutnosti neurotizacije i pseudovaskularnih

prostora nismo utvrdili povezanost s gusto¢om inervacije nevusa.
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9. SUMMARY



Diploma thesis title: Innervation of intradermal nevi depending on the place of origin

Research objectives: To compare the innervation of intradermal nevi depending on anatomical
localization, embryological origin of dermis and melanocytes. Also, to determine whether there

is a difference in the innervation of nevi with neurotization and pseudovascular space.

Materials and methods: The study included 36 melanocytic nevi with four anatomical
locations (face, anterior trunk, back and limbs). Immunohistochemical staining for acetylated
alpha tubulin was performed on all nevi. For each sample, we took ten pictures with a 40x
magnification lens. The images were processed by software and the signal surface was

analyzed.

Results: This study showed that there is no significant difference in innervation depending on
the embryological origin of the dermis (Neural Crest - NC 1.791 + 0.546; paraxial 1.602 +
1.148; lateral plate 1.322 + 1.125; no significant difference between groups P = 0.074). The
difference depending on the melanocyte origin is solely due to the grouping of all nevi of
truncal NC origin (Cranial NC 1.791 + 0.546; Truncal 1.415 + 1.119; there is a significant
difference P = 0.032). According to the place of origin: Head 1.791 £ 0.546; trunk 1.657 +
1.258; limbs 0.930 + 0.554; a significant difference was found between head and limbs P =
0.018). There is no significant difference (P = 0.6303) between neurotized (1.708 £ 1.371) and
non-neurotized nevi (1.421 + 0.8275). There is no significant difference (P = 0.9558) between
the presence (1.402 + 0.6345) and absence of pseudovascular spaces (1.585 £+ 1.223).

Conclusions: We demonstrated that the innervation density of intradermal nevi is highest on
the head and lowest on the limbs. The embryological origin of the underlying dermis has no
influence on the final innervation density of intradermal nevi and neither does the biological
origin of melanocytes. By analyzing H&E preparations and grouping nevi depending on the
presence of neurotization and pseudovascular spaces, we did not establish a connection with

the density of innervation of the nevi.

45



