
153

Imunohistochemická detekce exprese genu p53 a p21
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SOUHRN

Cíl: Imunohistochemicky vyšetřit expresi tumor supresorového genu p53 a genu p21 v buňkách maligního melanomu uvey z for-

mol-parafínového materiálu pacientů, kteří byli v letech 2000 až 2006 na Oční klinice FN Brno chirurgicky léčeni pro maligní me-

lanom uvey a výsledky imunohistochemické detekce korelovat s klinickými znaky tumoru u jednotlivých pacientů.

Metodika: Bylo vyšetřeno 29 maligních melanomů uvey s použitím monoklonální protilátky DO-1 firmy Novocastra, metodickým

postupem s využitím demaskování epitopu v citrátovém pufru (pH 6,0 při 120 °C), použité ředění 1 : 2000. Dále byla ve všech 29

vzorcích maligního melanomu uvey imunohistochemicky vyšetřena exprese genu p21 monoklonální protilátkou SX 118, firmy

DAKO. U imunohistochemicky prokazované exprese genu p53 a p21 jsme hodnotili procento pozitivních jader a intenzitu bar-

vení.

Výsledky: Hodnotitelné výsledky jsme získali u 28 vzorků maligních melanomů, 1 vzorek byl nehodnotitelný pro extrémně vy-

sokou přítomnost melaninového pigmentu. U 3 pacientů byla zjištěna slabá jaderná exprese p53 v 5–15 % buněk, u 1 pacienta

byla zjištěna v 5–15 % buněk velmi slabá intenzita barvení. U 3 pacientů byla zjištěna v 5-15 % slabá jaderná exprese p21, u 1

velmi slabá v 5–15 % buněk (ve všech 4 případech se jednalo o pacienty s prokázanou expresí p53). U 1 ze 4 pacientů s expresí

p53 se jednalo o maligní melanom iris, u 1 o maligní melanom corpus ciliare a u 2 o maligní melanom choroidey.

Závěr: Exprese genu p53 a exprese genu p21 byla zaznamenána u 4 z 28 pacientů (14,3 %). Z výše uvedených výsledků lze usu-

zovat, že stabilizující mutace p53 jsou u maligního melanomu uvey vzácné. Prokázaná exprese p53 u 4 pacientů je pravděpo-

dobně výsledkem exprese standardního (funkčního, wild-type) p53 zejména vzhledem ke schopnosti indukovat expresi genu

p21. V našem souboru nebyla prokázaná výrazná jaderná akumulace p53, která by naznačovala přítomnost mutace genu p53.
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SUMMARY

Immunohistochemical Detection of the Gene p53 and p21 Expression in Cells of the Malignant Melanoma of the Uvea

Aim: To examine by means of immunohistochemistry the expression of the tumor suppressing gene p53 and gene p21 in cells

of malignant melanoma of the uvea from formalin-paraffin material from patients, who were during the period 2000 – 2006

surgically treated due to malignant melanoma of the uvea at the Department of Ophthalmology in the University Hospital in Brno

(Brunn), Czech Republic, E.U., and to correlate the results of the immunohistochemical detection with clinical signs of the tumor

of each patient. Methods: Twenty-nine malignant melanomas of the uvea were examined by means of monoclonal antibody DO-

1 (Novocastra company) and all 29 samples of malignant melanoma of the uvea were immunohistochemically examined for the

p21 gene expression by means of the monoclonal antibody SX 118 (DAKO company). We evaluated the percentage of positive

nuclei and the intensity of the staining in immunohistochemically detected p53 and p21 genes expression. Results: Results

suitable for evaluation we obtained in 28 samples of malignant melanomas, one sample was not suitable for evaluation due to

extremely high presence of melanin pigment. In 3 patients, weak nuclear p53 gene expression was detected in 5–15 % of cells,

in 1 patient, the very weak intensity of staining in 5–15 % of cells was found. In three patients, in 5–15 % of cells, weak

expression of p21 gene, and in one patient, very weak expression of p21 gene in 5–15 % of cells (in all 4 cases, the p53

expression was established) were found. In one of those 4 patients with p53 gene expression it was the malignant melanoma

of the iris, in one of them it was malignant melanoma of the ciliary body, and in 2 of them it was malignant melanoma of the

choroid. Conclusion:The expression of the p53 gene and the expression of the gene p21 were established in 4 out of 28 patients

(14.3 %). From the above-mentioned results we can assume that stabilizing mutations of p53 gene are rare in the melanoma of

the uvea. The proved expression p53 in 4 patients is probably result of the expression of the standard (wild-type) p53 gene,

especially according to the ability to induce the expression of p21 gene. In our group, there were not proved marked nuclear

accumulation of p53, which would suggest the presence of p53 gene mutation.
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ÚVOD

Maligní melanom uvey je nejčastější primární nitrooční ná-
dor u dospělých. Jeho incidence se pohybuje mezi 0,1–2,3 pří-
padů na 100 000 obyvatel (1). Podle lokalizace melanocytů,
ze kterých tumor vychází, dělíme maligní melanom uvey na
maligní melanom iris, maligní melanom corpus ciliare a ma-
ligní melanom choroidey. Nádorové buňky maligního mela-
nomu uvey produkují v různé míře pigmentové barvivo mela-
nin (obr. 1). 

Rizikovými faktory vzniku maligního melanomu uvey jsou
genetická predispozice (syndrom dysplastických névů, okulo-
dermová melanocytóza, Recklinghausenova neurofibroma-
tóza), rostoucí věk, bílá rasa, faktory zevního prostředí (expo-
zice UV záření, kouření, působení virů a některých
chemických látek) (1, 3, 12). 

Současná představa o nádorové transformaci buňky před-
pokládá vícestupňový proces s postupnou kumulací genetic-
kých změn. Ty se odehrávají v určitých skupinách genů jako
jsou protoonkogeny, tumor supresorové geny a geny udržující
stabilitu genomu (16). 

Protoonkogeny. Protoonkogeny tvoří normální vybavení
genomu: kódují proteiny, které řídí proliferaci, diferenciaci
a přežívání buněk. Dojde-li k mutaci protoonkogenů, mění se
na onkogeny a jejich aktivita získává tumorigenní charakter.
K přeměně protoonkogenu na onkogen stačí alterace pouze
jedné alely genu. Protoonkogeny dělíme do 4 základních sku-
pin: růstové faktory, receptory růstových faktorů a hormonů, in-
tracelulární přenašeče signálu a jaderné transkripční faktory
(16). 

Tumor supresorové geny. Kromě mutací v protoonkoge-
nech mohou vznikat mutační změny v anti-onkogenech, které
jsou nazývány také tumor supresorové geny nebo recesivní on-
kogeny. Na rozdíl od onkogenů mají jimi kódované proteiny an-
tiproliferační účinek, podporují diferenciaci a apoptózu. V každé
buňce je asi 40 tumor supresorových genů. Aby se staly tumo-
rigenními, musí být mutovány obě jejich alely, proto se také na-
zývají recesivní onkogeny. Mezi nejznámější tumor supreso-
rové geny patří retinoblastomový gen Rb-1, uplatňující se
v onkogenezi retinoblastomu a tumor supresorový gen p53 (16). 

Nádorový supresor p53 je někdy nazýván strážce genomu,
protože jeho normální funkcí je hlídat genom. V případě, že je
DNA poškozená, produkt genu p53 zablokuje buněčný cyklus
do doby, něž je poškozená DNA reparována. V případě, že re-
parační proces selže, p53 indukuje apoptózu, tedy programo-
vanou buněčnou smrt. Mutace genu p53 může znamenat úpl-
nou ztrátu reparačních schopností, což může stimulovat
nádorovou transformaci buňky. U velkého množství různých
nádorů (leukémie, karcinom tlustého střeva, karcinom prsu) je
právě přítomnost mutace tumor supresorového genu p53 vý-
znamným prognostickým faktorem, hrajícím důležitou roli při
volbě terapeutického postupu. Protein p53 indukuje expresi
p21/CIP, který je mohutným inhibitorem kináz regulujích bu-
něčný cyklus. Produkt mutovaného genu p53 není schopný in-
dukovat transkripci genu p21, proto by v případě mutace genu
p53 neměla být imunohistochemicky detekována exprese
genu p21. 

Vrozená mutace genu p53 se vyskytuje u pacientů s Li-
Fraumeniho syndromem, u kterých je popisován hromadný vý-
skyt různých tumorů (sarkomy, karcinom prsu, nádory mozku,
leukémie a adrenokortikální karcinom) (10). 

Geny udržující stabilitu genomu. Někdy jsou označovány
jako mutatorní geny. Produkty těchto genů se uplatňují
v opravných mechanismech poškozené DNA. Mutatorní geny
ale na rozdíl od onkogenů a tumor supresorových genů nepo-
skytují buňce schopnost nekontrolované proliferace samy
o sobě. Jejich mutace vede ke zvýšené frekvenci mutací on-
kogenů a tumor supresorových genů (16).

SOUBOR

Soubor tvořilo 29 vzorků maligního melanomu uvey. Jed-
nalo se o formol-parafinové bločky z archivu Ústavu patologie
FN Brno, které pocházely od pacientů, kteří byli na Oční kli-
nice FN Brně Bohunicích v letech 2002 až 2006 chirurgicky lé-
čeni pro maligní melanom uvey. 

METODIKA

29 vzorků maligního melanomu uvey bylo vyšetřeno za
použití monoklonální protilátky DO-1 firmy Novocastra, meto-
dickým postupem s využitím demaskování epitopu v citráto-
vém pufru (pH 6,0 při 120 °C). Použité ředění primární proti-
látky bylo 1 : 2000 (cíleně jsme zvolili takové ředění primární
protilátky, při němž při použití vysoce senzitivního detekčního
systému Vectastain Elite Kit, Vector Laboratories již nelze de-
tekovat expresi p53 v normálně proliferující tkáni. Jako refe-
renční normálně proliferující tkáň byl použit exocervikální epi-
tel děložního čípku. Při použití tohoto metodického postupu
lze předpokládat, že detekujeme pouze abnormální expresi
p53). Dále byla ve všech 29 vzorcích maligního melanomu
uvey imunohistochemicky vyšetřena exprese genu p21 mo-
noklonální protilátkou SX 118, firmy DAKO. 

Pro hodnocení imunohistochemicky prokazované exprese
p53 a p21 jsme zvolili škálu:

Pro hodnocení intenzity barvení jsme zvolili škálu:

VÝSLEDY

Soubor tvořilo 14 mužů a 15 žen průměrného věku 61,6 ±
12 let. U 4 pacientů se jednalo o maligní melanom iris, u 6
o maligní melanom corpus ciliare a u 19 pacientů o maligní
melanom choroidey. U všech pacientů byla histologickým vy-
šetřením potvrzena diagnóza maligního melanomu uvey: dle
Callenderovy klasifikace se u 4 pacientů jednalo o maligní me-
lanom vřetenobuněčného typu A, u 20 pacientů o maligní me-
lanom vřetenobuněčného typu B a u 5 pacientů o maligní me-
lanom epiteloidního typu. Vzdálené metastázy se u pacientů
v průměrné sledovací době 3 roky (1–7 let) vyskytly u 4 paci-
entů, z toho u 2 pacientů se jednalo primárně o maligní mela-
nom corpus ciliare a u 2 pacientů se jednalo primárně o ma-
ligní melanom choroidey. 

velmi slabá 0–1

slabá 1

středně intenzivní 2

intenzivní 3

pod 5 % pozitivních jader 0

5–15 % pozitivních jader 1

nad 15 % pozitivních jader 2
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V laboratorní části jsme hodnotitelné výsledky získali u 28
vzorků maligních melanomů, 1 vzorek byl nehodnotitelný pro
extrémně vysokou přítomnost melaninového pigmentu.

U 3 pacientů byla zjištěna slabá jaderná exprese p53
v 5–15 % buněk (obr. 2), u 1 pacienta byla zjištěna v 5–15 %
buněk intenzita imunostainingu velmi slabá.

U 3 pacientů byla zjištěna v 5–15% buněk slabá jaderná ex-
prese p21 (obr. 3), u 1 velmi slabá v 5–15 % buněk (ve všech
4 případech se jednalo o pacienty s výše popsanou prokáza-
nou expresí p53).

U 1 ze 4 pacientů s expresí p53 a p21 se jednalo o maligní
melanom iris, u 1 o maligní melanom corpus ciliare a u 2 o ma-
ligní melanom choroidey. U žádného ze 4 pacientů s výše po-
psanou zvýšenou expresí genu p53 a p21 nebyly nalezeny
vzdálené metastázy, pacienti jsou dodnes v dispenzarizaci
Oční kliniky FN Brno a jsou bez známek recidivy základního
onemocnění. 

DISKUSE

Maligní melanom uvey je nádor s těžko předvídatelnou pro-
gnózou, která závisí na velkém množství různých faktorů: ve-
likost (baze a výška) tumoru, lokalizace tumoru (iris, corpus ci-
liare, choroidea), přítomnost ruptury Bruchovy membrány,
vaskularita tumoru, mitotická aktivita tumoru, pigmentace tu-
moru a histologický typ tumoru. Dodnes nejčastěji používanou
zůstává Callenderova cytologická klasifikace z roku 1931,
která dělí maligní melanom uvey na 4 základní typy: maligní
melanom vřetenobuněčného typu A (s nejlepší prognózou),
maligní melanom vřetenobuněčného typu B, maligní melanom
smíšený a maligní melanom epiteloidního typu (s nejhorší pro-
gnózou). 

V zahraniční literatuře byly publikovány práce různých au-
torů popisující genetické abnormality maligního melanomu
uvey: monosomie chromosomu 3 (7, 19, 20, 21, 23, 24), mul-
tiplikace 8q (20, 23, 24, 25), alterace evolučně starých oblastí
chromosomu 1 (26), translokace chromosomů t(1,6), t(3,6),
t(4,6), t(5,6), t(6,17) (23), alterace genu pro cyklin D1 a protein
MDM2 (5, 18), alterace p16 (8, 14, 15, 17) a alterace tumor
supresorového genu p53 (2, 4, 5, 9, 10, 11, 13, 22). Experi-
mentální práce však zatím nepotvrdily, že by byl nález mutace
některého z výše uvedených genů v onkogenezi maligního
melanomu uvey stěžejní.

V našem souboru byla vysoká hladina proteinu p53 zazna-
menána u 4 z 28 pacientů (14,3%). Naše výsledky jsou srov-
natelné s výsledky Chowerse (4), který popisuje vysokou hla-
dinu proteinu p53 u 14 z 98 (14,3%) maligních melanomů
uvey, která není asociovaná s lokalizací tumoru ani stupněm
vaskularity tumoru. Dle Cree (6) je vysoká hladina p53 indiká-
torem špatné prognózy u kožního maligního melanomu, nao-
pak u maligního melanomu uvey má dobrou prognózu. Dle
Jaye (11) je vysoká hladina proteinu p53 v buňkách maligního
melanomu detekovaná pouze ve smíšených melanomech. Na
rozdíl od našeho souboru Jay (11) detekoval vysokou hladinu
p53 v 13 z 18 maligních melanomů (u 2 pacientů v méně než
1% buněk, u 8 pacientů v 1–3 % buněk, a u 3 pacientů ve více
než v 4-5 % buněk). 

Imunohistochemicky prokázanou vysokou hladinu proteinu
p53 můžeme vysvětlit 2 možnostmi: 1. V buňce dochází ke ku-
mulaci nefunkčního proteinu p53, který není odbouráván nor-
mální metabolickou cestou prostřednictvím produktu genu
MDM2 (který je cílovým genem p53 a tvoří tak zpětněvazeb-
nou kličku) a není ani schopen indukovat expresi genu p21. 2.
V buňce se nachází zvýšené množství funkčního, standard-
ního proteinu p53, jakož produktu nemutovaného genu, který
je ve zvýšené míře transkribován nebo stabilizován z nějakých
fyziologických příčin. 
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Obr. 2. Imunohistochemický průkaz exprese p53 v buňkách ma-
ligního melanomu uvey, prokázána mírná akumulace p53 v jád-
rech některých buněk (původní zvětšení 800krát)

Obr. 3. Imunohistochemický průkaz exprese p21 v buňkách ma-
ligního melanomu uvey, prokázána akumulace p21 v jádrech ně-
kterých buněk (původní zvětšení 800krát) 

Obr. 1. Maligní melanom uvey v přehledném barvení hematoxyli-
nem-eosinem
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Vzhledem k tomu, že u všech pacientů našeho souboru,
u kterých byla prokázána exprese p53, byla zároveň proká-
zána exprese p21, lze usuzovat, že stabilizující mutace p53
jsou u maligního melanomu uvey vzácné. Námi prokázaná ex-
prese p53 u 4 pacientů je pravděpodobně vzhledem ke schop-
nosti indukovat expresi genu p21 výsledkem stabilizace funkč-
ního, standardního p53. 

ZÁVĚR

Vysoká hladina proteinu p53 a p21 byla zaznamenána u 4
z 28 pacientů (14,3 %). Z výše uvedených výsledků vyplývá,
že stabilizující mutace p53 jsou u maligního melanomu uvey
vzácné. Prokázaná exprese p53 u 4 pacientů je pravděpo-
dobně výsledkem stabilizace funkčního p53 zejména vzhle-
dem ke schopnosti indukovat expresi genu p21. V našem sou-
boru nebyla prokázaná výrazná jaderná akumulace p53, která
by naznačovala přítomnost mutace p53. 

Práce byla podpořena stipendiem z Programu rektora
MU na podporu tvůrčí činnosti studentů 2006 1411 C0003
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