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Teoretick˘ úvod
Maligní melanom (MM) je vysoce zhoubn˘ novotvar s rapid-
nû narÛstající incidencí, kter˘ vychází z pigmentov˘ch bunûk
derivovan˘ch z neurální li‰ty. Jeho prognóza je doposud zalo-
Ïena hlavnû na hodnocení velikosti tumoru, hloubce invaze,
ulceraci a mitotické aktivitû. Dané paramentry v‰ak zdaleka
neumoÏÀují pfiesnûj‰í predikci tohoto onemocnûní. Stále pla-
tí, Ïe MM je nádor vysoce nevyzpytateln˘, schopen metasta-
zovat kdykoli a kamkoli (Heenen a Laporte 2003). Z tûchto
dÛvodÛ je v˘zkum dal‰ích prognostick˘ch faktorÛ vysoce aktu-
ální.  

Transformace normálních melanocytÛ je provázena ãetn˘mi
genetick˘mi alteracemi, umoÏÀujícími autonomní rÛst a nekon-
trolovanou proliferaci bunûk, spojenou s poruchou regulace
bunûãného cyklu (Halaban 1999). Genetické a cytogenetické
studie odhalily ‰iroké spektrum chromozomálních abnormalit
a bodov˘ch mutací, vedoucích k inaktivaci nádorov˘ch supre-
sorÛ pRb a jeho variant, p53, PTEN a CDKN2A/p16 (Koenig
a 2002, Tsao et al. 2003). RovnûÏ jsou popisovány mutace a abe-
rantní exprese onkogenÛ ras (Kraehn et al., 1995), c-kit (Las-
sam a Bickford 1992) a dal‰ích. Exprese nûkter˘ch onkogenÛ
je závislá na faktorech zevního prostfiedí, z nichÏ k nejv˘-
znamnûj‰ím patfií UV záfiení. Doposud v‰ak Ïádná zji‰tûná gene-
tická alterace nemÛÏe b˘t oznaãena jako faktor jednoznaãnû
podmiÀující biologick˘ potenciál tumoru nebo urãující citli-
vost na terapii. Pfiedpokládá se v‰ak, Ïe molekulární anal˘za

genetick˘ch zmûn bude dÛleÏit˘m doplÀkem histologického
nálezu, kter˘ v budoucnosti pomÛÏe objektivnû posoudit
v˘znam jednotliv˘ch genetick˘ch alterací.
Nádorová progrese není jednoznaãnû definována pouze altera-
cí onkogenÛ a nádorov˘ch supresorÛ v samotn˘ch nádorov˘ch
buÀkách, ale signifikantní v˘znam mají i zmûny, ke kter˘m
dochází ve stromálním mikroprostfiedí obklopujícím nádorové
buÀky a které souvisí s poruchami komunikace mezi tímto mik-
roprostfiedím a maligními buÀkami (Hendrix et al. 2003, Muel-
ler a Fusenig 2002). Bylo prokázáno, Ïe dochází ke zmûnám
fenotypu novû vytvofieného reaktivního stromatu, kde se mûní
sloÏení a struktura extracelulární matrix, zvy‰uje se poãet zánût-
liv˘ch elementÛ a zvy‰uje se aktivita proteolytick˘ch enzymÛ
(Borgono a Diamandis, 2004). K faktorÛm, které se nejv˘-
znamnûji uplatÀují v remodelaci stromatu patfií rÛstov˘ faktor
odvozen˘ z destiãek, fibroblastov˘ rÛstov˘ faktor a transfor-
maãní rÛstov˘ faktor beta (PDGF, FGF, TGFbeta), skupina mat-
rixov˘ch metaloproteáz (MMP) a jejich inhibitorÛ (TIMP)
a rodina vaskulárních rÛstov˘ch faktorÛ (VEGF). Tyto fakto-
ry ovlivÀují pfieÏívání, proliferaci, migraci nádorov˘ch bunûk
a indukují angiogenezi. Interakce mezi nádorov˘mi buÀkami
a stromatem jsou vzájemné (Fusenig, 2004). Jednak nádorové
buÀky samy regulují sloÏení nádorového stromatu svou auto-
krinní a parakrinní produkcí rÛstov˘ch faktorÛ, jejich recepto-
rÛ, regulaãních molekul a remodelujících enzymÛ (Ramont et
al. 2003) a jednak podobnou aktivitu mají rovnûÏ buÀky stro-
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mocnûní. Nelze vylouãit, Ïe ovlivnûní nádorového stromatu mÛÏe b˘t jednou z cest, jak terapeuticky ovlivnit progre-
si maligního melanomu.
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Summary: The aim of this study was evaluation of Myc oncoprotein, PDFG and bFGF expression in the file of a total
number of 42 bioptic specimens including 11 nodular melanomas (NM), 12 superficial spreading melanomas (SSM), 
9 dysplastic naevi and 10 common naevi. Detection was performed on tissue sections by indirect immunohistochemistry
using EVision visualization system. We found that Myc and PDGF expression was significantly higher in malignant cells
in comparison to benign melanocytes. We did not prove higher bFGF expression. This protein however showed different
intracellular distribution. The antigen above was also detected in the stromal elements in the neighborhood of malignant
lesions. Our finding supports a hypothesis of mutual cooperation between melanoma cells and tumor stromal cells. 
We can not exclude that affecting tumor stroma might be one of the ways how to therapeutically influence malignant
melanoma progression.
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mální. Nejv˘znamnûj‰í role je pfii-
suzována fibroblastÛm, které vytvá-
fiejí prostfiedí podobné fetálnímu,
dokáÏí aktivovat imortalizující
onkogeny jako c-myc a produkovat
rÛstové faktory (Gu et al. 2001).
RovnûÏ zánûtlivé buÀky, zejména
makrofágy, se povaÏují za regulá-
tory cytokinové rovnováhy, jejichÏ
pÛsobky podporují ‰ífiení nádoro-
v˘ch bunûk (De Wever a Mareel
2003). 
V na‰í studii jsme u souboru malig-
ních i benigních melanocytárních
koÏních nádorÛ sledovali expresi
Myc, PDGF a bFGF, tedy proteinÛ,
které se v˘znamnû uplatÀují
v remodelaci stromatu rÛzn˘ch
solidních nádorÛ. 

Materiál a metody
Do studie bylo zafiazeno 42 bioptic-
k˘ch vzorkÛ, z nichÏ bylo 11 nodu-
lárních melanomÛ (NM), 12 super-
ficiálních melanomÛ (SSM), 9
dysplastick˘ch névÛ a 10 benigních
intradermálních i dermoepidermál-
ních pigmentov˘ch névÛ. Pro detek-
ci byly vyuÏity parafínové bloky
archivované na Ústavu patologie
LF UP a FN Olomouc. TkáÀové
fiezy o tlo‰Èce 5 µm byly zpracovány
nepfiímou imunohistochemickou
technikou, s pouÏitím primárních
prolitátek uveden˘ch v tabulce 1. Po
odparafínování a zavodnûní fiezÛ
následovalo demaskování antigenÛ
v mikrovlnném generátoru 1x20
minut a zru‰ení endogenní peroxi-
dázové aktivity. Poté byly fiezy
inkubovány pfies noc s primární pro-
tilátkou. Po promytí následovala
detekce byla provádûna pomocí
EnVision plus (Dako Cytomation,
Dánsko) po dobu 60 minut pfii poko-
jové teplotû a vizualizace s AEC
(aminoetylkarbazolem). Hodnocení bylo provedeno semi-
kvantitativnû v˘poãtem H-skóre (procento pozitivních bunûk
násobené intenzitou zbarvení). V˘sledky byly statisticky ana-
lyzovány Chi-kvadrát testem (p<0.05).

V˘sledky
Onkoprotein Myc (Graf 1), vykazoval granulární perinukle-
ární nebo difuzní cytoplasmatickou expresi (Obr 1). Vy‰‰í pfií-
tomnot tohoto onkoproteinu byla zaznamenána v buÀkách
melanocytárního pÛvodu. Myc byl v‰ak rovnûÏ disperznû pfií-
tomen ve stromálních fibroblatech a lymfocytech v okolí infilt-
rativnû rostoucích tumorÛ. Statisticky v˘znamn˘ rozdíl
v expresi c-Myc byl zji‰tûn u skupiny NM a SSM ve srovná-
ní s konvenãními benigními (p=0,033) a dysplastick˘mi névy
(p=0,026).

Tabulka 1.

protilátka typ klon/regi- firma fiedûní
straãní ã.

PDGF mouse P-GF.44C Novocastra Laboratories Ltd.,UK 1:100

FGF-2 rabbit 147 Santa Cruz Biotechnology,USA 1:100

c-Myc mouse 9E11 Novocastra Laboratories Ltd.,UK 1:50

c-myc

H skóre 0 skóre 1–2 skóre 3–5 skóre 6–9

benigní névy 50 40 10 0

dysplastické névy 88 12 0 0

perficiální melanomy 43 25 16 16

nodulární melanomy 37 0 45 18

c-myc

H skóre 0 skóre 1–2 skóre 3–5 skóre 6–9

benigní névy 90 0 0 10

dysplastické névy 55 11 34 0

perficiální melanomy 0 0 66 34

nodulární melanomy 36 0 28 36

c-myc

H skóre 0 skóre 1–2 skóre 3–5 skóre 6–9

benigní névy 0 20 50 30

dysplastické névy 67 22 11 0

perficiální melanomy 50 25 16 9

nodulární melanomy 28 9 45 18

c-Myc

PDGF

bFGF

Graf 1: Srovnání exprese c-Myc mezi jednotliv˘mi diagnózami.

Graf 2: Srovnání exprese PDGF mezi jednotliv˘mi diagnózami.

Graf 3: Srovnání exprese bFGF mezi jednotliv˘mi diagnózami.
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Protein PDGF (Graf 2) byl lokalizován pfieváÏnû v cytoplas-
mû bunûk, i kdyÏ jsme sporadicky zaznamenali jsme i poziti-
vitu jadernou. Protein byl exprimován epidermálními a foli-
kulárními keratinocyty, v˘raznû maligními melanocyty a dále
buÀkami stromatu. Jednalo se zejména o fibroblasty v okolí
maligních lézí a místy rovnûÏ o endotelie (Obr 2, 3). Zcela oje-
dinûle byl protein exprimován melanocyty konvenãních névÛ.
Statistická anal˘za potvrdila signifikantnû vy‰‰í expresi PDGF
u maligních lézí ve srovnání s benigními (p=0,0001 pro SSM
a p=0,035 pro NM). 

Obr. 1 Obr. 2

Obr. 3 Obr. 4

Obr. 5

Obr 1: Cytoplasmatická exprese onkoproteinu c-Myc v buÀkách nodu-
lárního melanomu, zvût‰eno 400x.
Obr 2: Difuzní, silné zbarvení PDGF v nádorov˘ch buÀkách nodulárního
melanomu, zvût‰eno 400x.
Obr 3: Silná pozitivita PDGF, zejména fibroblastÛ v nádorovém stroma-
tu nodulárního melanomu, zvût‰eno 400x.
Obr 4: Jaderná exprese bFGF v intradermálním pigmentovém névu, zvût-
‰eno 400x.
Obr 5: Cytoplasmatická lokalizace bFGF v buÀkách nodulárního mela-
nomu, zvût‰eno 200x.

Exprese bFGF (Graf 3) vykazovala rozdílnou lokalizaci
v závislosti na povaze léze. Zatímco u melanocytÛ benigních
lézí jsme pozorovali nukleární expresi (Obr. 4), u maligních
melanocytÛ pfievaÏovala cytoplasmatická pfiítomnost tohoto
proteinu (Obr. 5). Jaderná lokalizace byla pfiítomna i u „aty-
pick˘ch melanocytÛ“ vyzrávajících intradermálních pigmen-
tov˘ch névÛ. Protein byl rovnûÏ pfiítomen ve stromálních fib-
roblastech. Signifikantní rozdíly ve stupni exprese byly patrny
mezi skupinami dysplastick˘ch névÛ a SSM (p=0,039), neby-
ly prokázány v˘znamné rozdíly mezi konvenãními névy a NM. 

Diskuze
Zv˘‰ená exprese rÛstov˘ch faktorÛ a onkoproteinu Myc
u maligních melanomÛ a to nejen pfiímo v nádorov˘ch buÀ-
kách samotn˘ch, ale i v buÀkách v bezprostfiedním sousedství
maligních lézí, mÛÏe svûdãit pro vzájemnou komunikaci mezi
obûma typy elementÛ. Tento fenomén nebyl pozorován pou-
ze u pokroãilej‰ích stádií onemocnûní, ale i u stádií s poãína-
jící invazí. MÛÏeme tedy pfiedpokládat, Ïe tato zmûna souvisí
jiÏ s ãasnou fází malignizace. 
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Protoonkogen c-Myc je aktivován u celé fiady solidních lid-
sk˘ch tumorÛ. K jeho hlavním úãinkÛm patfií stimulace proli-
ferace bunûk a inhibice jejich diferenciace. Prokázalo se také,
Ïe tento protein má i vlastní transformaãní potenciál. Pfiedpo-
kládá se, Ïe vy‰‰í exprese tohoto onkoproteinu v nádorov˘ch
buÀkách je asociována s pokroãilej‰ími stádii onemocnûní
(Kraehn a kol. 2001). Myc mÛÏe rovnûÏ v˘raznû ovlivÀovat
proliferaci fibroblastÛ, a tak i sloÏení nádorového stromatu (Gu
a kol., 200l). Onkoprotein Myc je ve tkáních stabilizován
pomocí FGF, coÏ je provázeno zv˘‰enou proliferaãní aktivi-
tou bunûk (Lepigiue a kol. 2004). Nádorové stroma pravdû-
podobnû nemá na nádorové buÀky jen podpÛrn˘ úãinek, ale
pfiedpokládá se i jeho pfiím˘ transformaãní vliv. Onkogenní
signály vycházející z nádorov˘ch myofibroblastÛ a potenciál-
nû i z jin˘ch bunûk (napfiíklad endotelu) stimulovaly progresi
nenádorové bunûãné populace v nádorovou. Tato progrese byla
spojována se zmûnami genetické exprese a rÛzn˘mi genetic-
k˘mi alteracemi (Tisty, 2001, Philips a kol., 2001). Naopak
nádorové buÀky pfienesené do nealterovaného prostfiedí ztra-
tily svÛj maligní potenciál.
Protein bFGF  je znám jako mitogen, kter˘ stimuluje lidské mela-
nocyty a podporuje rÛst melanomov˘ch bunûk (Scott a kol.
1991). Pfiedpokládá se, Ïe aberantní exprese tohoto faktoru pat-
fií k ãasn˘m zmûnám melanocytárních lézí, které ovlivÀují pro-
liferaci a dediferenciaci bunûk. Zv˘‰ená exprese bFGF mÛÏe
b˘t vyvolána expozicí ultrafialov˘m záfiením (Berking a kol.
2004). K poru‰e exprese bFGF dochází pravdûpodobnû z dÛvo-
dÛ inaktivace nûkter˘ch nádorov˘ch supresorÛ (Halaban, 1993).
Halaban se spolupracovníky (1988) oznaãují bFGF jako jeden
zhlavních faktorÛ ovlivÀujících rÛst melanomu apopisují expre-
si bFGF pouze u maligních bunûk. Tyto v˘sledky v‰ak nebyly
plnû potvrzeny dal‰ími autory, ktefií expresi bFGF sice rovnûÏ
popsali v maligních melanocytech, ale konstatují, Ïe vzhledem
k jeho nálezu i v konvenãních benigních névech (Scott a kol.
1991) tento rÛstov˘ faktor rozhodnû nemÛÏe b˘t oznaãen jako
marker transformace melanocytÛ. V na‰em souboru jsme tento
protein detegovali u lézí maligního melanomu, stejnû jako
v benigních, zejména vyzrávajících névech. Doposud nepopsa-
n˘m fenoménem je také rozdílná intracelulární distribuce toho-

to proteinu. Zatímco u maligních melanocytÛ je protein lokali-
zován intracytopasmaticky, u névov˘ch lézí dominuje jeho
jaderná lokalizace. Je moÏné, Ïe právû rozdílná lokalizace pro-
teinu mÛÏe b˘t klíãem k dal‰ímu pochopení, jak mÛÏe bFGF
ovlivÀovat rÛst maligních lézí nebo stimulovat produkci vaziva
a vyzrávání konvenãních pigmentov˘ch névÛ. 
V˘raznou mitogenní aktivitu spojenou se stimulací nádorÛ
mÛÏe mít i PDGF (Furuhashi a kol., 2004). Jeho zv˘‰ená expre-
se není popisována pouze v buÀkách primárních koÏních mela-
nomÛ, ale i v jeho metastázách (Barnhill a kol., 1996). Zají-
mav˘m zji‰tûním je i skuteãnost, Ïe PDGF má i transformaãní
a antiapoptotick˘ potenciál (Heldin a Westermark, 1999). Kro-
mû nádorov˘ch bunûk je faktor produkován i aktivovan˘mi
makrofágy a fibroblasty, endotelem a hladkou svalovinou cév
a epidermálními keratinocyty.  PDGF dále stimuluje rozvoj
nádorového stromatu a novotvorbu krevních a lymfatick˘ch
cév. PDGF rovnûÏ indukuje desmoplazii a to pÛsobením na
stromální fibroblasty, které se jeho úãinkem diferencují v myo-
fibroblasty. Myofibroblasty v nádorovém stromatu (nádorové
myofibroblasty) produkují rÛstové faktory jako napfiíklad
VEGF (vaskulární endoteliální rÛstov˘ faktor), proteázy a sku-
pinu MMP (matrixov˘ch metaloproteáz) (Mueller a Fusenig.
2002). Experimentálnû bylo prokázáno, Ïe melanomové buÀ-
ky, které zv˘‰enû exprimovaly PDGF, indukovaly desmopla-
zii stromatu s ãetn˘mi krevními cévami. Naopak, buÀky mela-
nomu bez exprese PDGF tvofiily tumory chudû
vaskularizované a nekrotizující, bez zmoÏené pojivové tkánû
(Tuxhorn a kol. 200l). 
Závûrem mÛÏeme shrnout, Ïe sledované faktory Myc, bFGF
a PDGF byly prokázány nejen v maligních buÀkách samot-
n˘ch, ale i v okolních stromálních elementech. Toto zji‰tûní
podporuje hypotézu o vzájemné kooperaci melanomov˘ch
bunûk a bunûk nádorového stromatu pfii rozvoji onemocnûní.
Ukazuje se, Ïe stejnû jako u jin˘ch solidních nádorÛ, tak i u MM
mÛÏe b˘t ovlivnûní nádorového stromatu jednou z cest, jak
terapeuticky potlaãit jeho progresi.

Podûkování: Práce byla podpofiena grantem IGA MZ âR
1A/8245-3/2004 a MSM 6198959216.
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