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Souhrn: Cilem price bylo sledovéni exprese onkoproteinu Myc, PDFG a bFGF u souboru 42 bioptickych vzork,
z nichZ bylo 11 noduldrnich melanomi (NM), 12 superficidlnich melanoma (SSM), 9 dysplastickych névti a 10 kon-
vencnich pigmentovych névi. VySetfeni bylo provedeno na tkdnovych fezech metodou nepfimé imunohistochemie
s pouzitim EnVision plus kitu. Zjistili jsme, Ze exprese Myc a PDGF byla signifikantné€ vy$si u nddorovych bunék nez
u benignich melanocytt. Nebyla prokazana vyznamné vyssi exprese bFGF. Tento protein vS§ak vykazoval rozdilnou
intraceluldrni distribuci. Sledované antigeny jsme prokdzali i ve stromdlnich elementech v okoli malignich 1ézi. Toto
zjiSténi podporuje hypotézu o vzidjemné kooperaci melanomovych bunék a bunék nddorového stromatu pfi rozvoji one-
mocnéni. Nelze vyloudit, Ze ovlivnéni nddorového stromatu miiZe byt jednou z cest, jak terapeuticky ovlivnit progre-
si maligniho 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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Teoreticky uvod

Maligni melanom (MM) je vysoce zhoubny novotvar s rapid-
né nartstajici incidenct, ktery vychdzi z pigmentovych bun€k
derivovanych z neurdlni liSty. Jeho prognéza je doposud zalo-
zena hlavn€ na hodnoceni velikosti tumoru, hloubce invaze,
ulceraci a mitotické aktivité. Dané paramentry vSak zdaleka
neumoZiuji pfesnéjsi predikci tohoto onemocnéni. Stale pla-
ti, Ze MM je nador vysoce nevyzpytatelny, schopen metasta-
zovat kdykoli a kamkoli (Heenen a Laporte 2003). Z téchto
diivodi je vyzkum dalSich prognostickych faktort vysoce aktu-
alni.

Transformace normélnich melanocytt je provdzena Cetnymi
genetickymi alteracemi, umoZiiujicimi autonomni riist a nekon-
trolovanou proliferaci bunék, spojenou s poruchou regulace
bunécného cyklu (Halaban 1999). Genetické a cytogenetické
studie odhalily Siroké spektrum chromozomalnich abnormalit
a bodovych mutaci, vedoucich k inaktivaci nddorovych supre-
sorti pRb a jeho variant, p53, PTEN a CDKN2A/p16 (Koenig
22002, Tsao et al. 2003). RovnéZ jsou popisovany mutace a abe-
rantni exprese onkogent ras (Kraehn et al., 1995), c-kit (Las-
sam a Bickford 1992) a dalSich. Exprese nékterych onkogenti
je zavisla na faktorech zevniho prostiedi, z nichZ k nejvy-
znamnéj$im patii UV zéfeni. Doposud vSak Zadn4 zjiSténa gene-
tickd alterace nemiZe byt oznaCena jako faktor jednoznacné
podmitiujici biologicky potenciil tumoru nebo urcujici citli-
vost na terapii. Pfedpoklada se vSak, Ze molekulédrni analyza

genetickych zmén bude dillezitym doplitkem histologického
ndlezu, ktery v budoucnosti pomtzZe objektivné posoudit
vyznam jednotlivych genetickych alteraci.

Nadorova progrese neni jednozna¢né definovana pouze altera-
ci onkogentl a nddorovych supresoril v samotnych nddorovych
burikdach, ale signifikantni vyznam maji i zmény, ke kterym
dochdzi ve stromalnim mikroprostfedi obklopujicim nddorové
buriky a které souvisi s poruchami komunikace mezi timto mik-
roprostfedim a malignimi butikami (Hendrix et al. 2003, Muel-
ler a Fusenig 2002). Bylo prokazéno, Ze dochazi ke zménam
fenotypu nové vytvoreného reaktivniho stromatu, kde se méni
sloZeni a struktura extracelularni matrix, zvySuje se pocet zanét-
livych elementl a zvySuje se aktivita proteolytickych enzymi
(Borgono a Diamandis, 2004). K faktortim, které se nejvy-
znamnéji uplatiiuji v remodelaci stromatu patii ristovy faktor
odvozeny z desticek, fibroblastovy ristovy faktor a transfor-
macni ristovy faktor beta (PDGF, FGF, TGFbeta), skupina mat-
rixovych metaloprotedz (MMP) a jejich inhibitort (TIMP)
arodina vaskularnich rastovych faktortt (VEGF). Tyto fakto-
ry ovliviiuji pfeZivani, proliferaci, migraci nadorovych bunék
a indukuji angiogenezi. Interakce mezi nddorovymi butikami
a stromatem jsou vzdjemné (Fusenig, 2004). Jednak nadorové
buiiky samy reguluji sloZeni nidorového stromatu svou auto-
krinni a parakrinni produkci rastovych faktori, jejich recepto-
rt, regulacnich molekul a remodelujicich enzymii (Ramont et
al. 2003) a jednak podobnou aktivitu maji rovnéZ buiiky stro-
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malni. Nejvyznamnéj$i role je pfi-

Graf 1: Srovnani exprese c-Myc mezi jednotlivymi diagnézami.
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Obr. 5

Protein PDGF (Graf 2) byl lokalizovan pfevazné v cytoplas-
mé bunék, i kdyZ jsme sporadicky zaznamenali jsme i poziti-
vitu jadernou. Protein byl exprimovén epidermalnimi a foli-
kuldrnimi keratinocyty, vyrazné malignimi melanocyty a déle
burikami stromatu. Jednalo se zejména o fibroblasty v okoli
malignich 1éz{ a misty rovnéZ o endotelie (Obr 2, 3). Zcela oje-
dinéle byl protein exprimovan melanocyty konven¢nich név.
Statisticka analyza potvrdila signifikantné vys§i expresi PDGF
u malignich 1ézi ve srovnani s benignimi (p=0,0001 pro SSM
a p=0,035 pro NM).

Obr. 4

Obr 1: Cytoplasmatickd exprese onkoproteinu c-Myc v butikdch nodu-
larniho melanomu, zvétSeno 400x.

Obr 2: Difuzni, silné zbarveni PDGF v nddorovych buiikdch noduldrniho
melanomu, zvétSeno 400x.

Obr 3: Silnd pozitivita PDGF, zejména fibroblastii v nadorovém stroma-
tu nodularniho melanomu, zvétSeno 400x.

Obr 4: Jadernd exprese bFGF v intradermalnim pigmentovém névu, zvét-
Seno 400x.

Obr 5: Cytoplasmaticka lokalizace bFGF v buiikdch noduldrniho mela-
nomu, zvétSeno 200x.

Exprese bFGF (Graf 3) vykazovala rozdilnou lokalizaci
v zévislosti na povaze léze. Zatimco u melanocytil benignich
1ézi jsme pozorovali nuklearni expresi (Obr. 4), u malignich
melanocytl pfevazovala cytoplasmaticka pfitomnost tohoto
proteinu (Obr. 5). Jadernd lokalizace byla pfitomna i u ,,aty-

o ¢

pickych melanocyti vyzrévajicich intradermdalnich pigmen-
tovych névi. Protein byl rovnéz pfitomen ve stromdlnich fib-
roblastech. Signifikantni rozdily ve stupni exprese byly patrny
mezi skupinami dysplastickych névii a SSM (p=0,039), neby-
ly prokazéany vyznamné rozdily mezi konven¢nimi névy a NM.

Diskuze

ZvySena exprese rastovych faktori a onkoproteinu Myc
u malignich melanomil a to nejen pfimo v naddorovych buii-
kach samotnych, ale i v buitkich v bezprostiednim sousedstvi
malignich 1ézi, mZe svédcit pro vzdjemnou komunikaci mezi
obéma typy elementt. Tento fenomén nebyl pozorovén pou-
ze u pokrocilejsich stadii onemocnéni, ale i u stadii s po¢ina-
jiciinvazi. MiZeme tedy pfedpokladat, Ze tato zména souvisi
jiZ s ¢asnou fazi malignizace.
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Protoonkogen c-Myc je aktivovén u celé fady solidnich lid-
skych tumort. K jeho hlavnim t¢inkiim patii stimulace proli-
ferace bunék a inhibice jejich diferenciace. Prokédzalo se také,
Ze tento protein mé i vlastni transformacni potencial. Pfedpo-
kl4da se, Ze vy$si exprese tohoto onkoproteinu v nddorovych
burikach je asociovana s pokrocilejS$imi stddii onemocnéni
(Kraehn a kol. 2001). Myc miZe rovnéZ vyrazné ovliviiovat
proliferaci fibroblasti, a tak i sloZeni nddorového stromatu (Gu
a kol., 2001). Onkoprotein Myc je ve tkanich stabilizovan
pomoci FGF, coz je provdzeno zvySenou proliferacni aktivi-
tou bunék (Lepigiue a kol. 2004). Nddorové stroma pravde-
podobné nemd na nadorové buiiky jen podptlrny Ucinek, ale
predpoklada se i jeho pfimy transformacni vliv. Onkogenni
signély vychézejici z nddorovych myofibroblastl a potencial-
né i z jinych bunék (naptiklad endotelu) stimulovaly progresi
nenddorové bunécné populace v nddorovou. Tato progrese byla
spojovana se zménami genetické exprese a rliznymi genetic-
kymi alteracemi (Tisty, 2001, Philips a kol., 2001). Naopak
nadorové buiiky pienesené do nealterovaného prostfedi ztra-
tily sviij maligni potencidl.

Protein bFGF je zndm jako mitogen, ktery stimuluje lidské mela-
nocyty a podporuje riist melanomovych bunék (Scott a kol.
1991). Predpoklada se, Ze aberantni exprese tohoto faktoru pat-
1 k Casnym zmé&ndm melanocytarnich 1€z, které ovliviiuji pro-
liferaci a dediferenciaci bunék. ZvySena exprese bFGF mize
byt vyvoldna expozici ultrafialovym zafenim (Berking a kol.
2004). K poruse exprese bFGF dochazi pravdépodobné z ditvo-
diinaktivace nékterych nadorovych supresort (Halaban, 1993).
Halaban se spolupracovniky (1988) oznacuji bFGF jako jeden
zhlavnich faktor® ovliviiujicich rist melanomu a popisuji expre-
si bFGF pouze u malignich bunék. Tyto vysledky vSak nebyly
plné potvrzeny dalSimi autory, ktefi expresi bFGF sice rovnéZz
popsali v malignich melanocytech, ale konstatuji, Ze vzhledem
k jeho nélezu i v konvencnich benignich névech (Scott a kol.
1991) tento ristovy faktor rozhodné nemiiZe byt oznacen jako
marker transformace melanocyti. V naSem souboru jsme tento
protein detegovali u 1ézi maligniho melanomu, stejné jako
v benignich, zejména vyzravajicich névech. Doposud nepopsa-
nym fenoménem je také rozdilna intracelularni distribuce toho-

to proteinu. Zatimco u malignich melanocytt je protein lokali-
zovén intracytopasmaticky, u névovych 1ézi dominuje jeho
jaderna lokalizace. Je mozné, Ze pravé rozdilna lokalizace pro-
teinu miZe byt klicem k dal$§imu pochopeni, jak miZe bFGF
ovliviiovat riist malignich 1ézi nebo stimulovat produkci vaziva
a vyzravani konvencnich pigmentovych névi.

Vyraznou mitogenni aktivitu spojenou se stimulaci nadort
muZe miti PDGF (Furuhashi akol., 2004). Jeho zvySena expre-
se neni popisovana pouze v butikdch priméarnich koznich mela-
nomd, ale i v jeho metastazach (Barnhill a kol., 1996). Zaji-
mavym zjisténim je i skute¢nost, Ze PDGF md i transformacni
aantiapoptoticky potencidl (Heldin a Westermark, 1999). Kro-
mé naddorovych bunék je faktor produkovén i aktivovanymi
makrofagy a fibroblasty, endotelem a hladkou svalovinou cév
a epidermalnimi keratinocyty. PDGF déle stimuluje rozvoj
nadorového stromatu a novotvorbu krevnich a lymfatickych
cév. PDGF rovnéZ indukuje desmoplazii a to plisobenim na
stromdlni fibroblasty, které se jeho ti¢inkem diferencuji v myo-
fibroblasty. Myofibroblasty v nidorovém stromatu (nddorové
myofibroblasty) produkuji ristové faktory jako napiiklad
VEGF (vaskularni endotelidlni riistovy faktor), protedzy a sku-
pinu MMP (matrixovych metaloprotedz) (Mueller a Fusenig.
2002). Experimentalné€ bylo prokdzano, Ze melanomové buii-
ky, které zvySené exprimovaly PDGF, indukovaly desmopla-
zii stromatu s ¢etnymi krevnimi cévami. Naopak, buiiky mela-
nomu bez exprese PDGF tvofily tumory chudé
vaskularizované a nekrotizujici, bez zmoZené pojivové tkané
(Tuxhorn a kol. 2001).

Zavérem muZeme shrnout, Ze sledované faktory Myc, bFGF
a PDGF byly prokdzany nejen v malignich buiikdch samot-
nych, ale i v okolnich stromdlnich elementech. Toto zji$téni
podporuje hypotézu o vzijemné kooperaci melanomovych
bunék a buné¢k nadorového stromatu pfi rozvoji onemocnéni.
Ukazuje se, Ze stejné jako u jinych solidnich nadori, takiu MM
muZe byt ovlivnéni nddorového stromatu jednou z cest, jak
terapeuticky potlacit jeho progresi.

Podékovani: Prace byla podpofena grantem IGA MZ CR
1A/8245-3/2004 a MSM 6198959216.
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