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SOUHRN

Cil: Imunohistochemicky vySetfit expresi tumor supresorového genu p53 a genu p21 v burikach maligniho melanomu uvey z for-
mol-parafinového materialu pacientd, ktefi byli v letech 2000 az 2006 na O¢ni klinice FN Brno chirurgicky Ié¢eni pro maligni me-
lanom uvey a vysledky imunohistochemické detekce korelovat s klinickymi znaky tumoru u jednotlivych pacientd.

Metodika: Bylo vysSetieno 29 malignich melanomti uvey s pouzitim monoklonalni protilatky DO-1 firmy Novocastra, metodickym
postupem s vyuzitim demaskovani epitopu v citratovém pufru (pH 6,0 pfi 120 °C), pouzité fedéni 1 : 2000. Dale byla ve vSech 29
vzorcich maligniho melanomu uvey imunohistochemicky vySetfena exprese genu p21 monoklonalni protilatkou SX 118, firmy
DAKO. U imunohistochemicky prokazované exprese genu p53 a p21 jsme hodnotili procento pozitivnich jader a intenzitu bar-
veni.

Vysledky: Hodnotitelné vysledky jsme ziskali u 28 vzork(i malignich melanoml, 1 vzorek byl nehodnotitelny pro extrémné vy-
sokou pfitomnost melaninového pigmentu. U 3 pacientd byla zjisténa slaba jaderna exprese p53 v 5-15 % bunék, u 1 pacienta
byla zjiSténa v 5-15 % bunék velmi slaba intenzita barveni. U 3 pacienttl byla zjiSténa v 5-15 % slaba jaderna exprese p21, u 1
velmi slaba v 5-15 % bunék (ve vSech 4 pripadech se jednalo o pacienty s prokazanou expresi p53). U 1 ze 4 pacientl s expresi
p53 se jednalo o maligni melanom iris, u 1 o maligni melanom corpus ciliare a u 2 o maligni melanom choroidey.

Zavér: Exprese genu p53 a exprese genu p21 byla zaznamenana u 4 z 28 pacientt (14,3 %). Z vySe uvedenych vysledku Ize usu-
zovat, Ze stabilizujici mutace p53 jsou u maligniho melanomu uvey vzacné. Prokazana exprese p53 u 4 pacientl je pravdépo-
dobné vysledkem exprese standardniho (funkéniho, wild-type) p53 zejména vzhledem ke schopnosti indukovat expresi genu
p21.V nasem souboru nebyla prokdzana vyrazna jaderna akumulace p53, ktera by naznacovala pfitomnost 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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SOUBOR

Maligni melanom uvey je nejCastéjsi primarni nitrooéni na-
dor u dospélych. Jeho incidence se pohybuje mezi 0,1-2,3 pfi-
padd na 100 000 obyvatel (1). Podle lokalizace melanocyta,
ze kterych tumor vychazi, délime maligni melanom uvey na
maligni melanom iris, maligni melanom corpus ciliare a ma-
ligni melanom choroidey. Nadorové bunky maligniho mela-
nomu uvey produkuji v rdzné mife pigmentové barvivo mela-
nin (obr. 1).

Rizikovymi faktory vzniku maligniho melanomu uvey jsou
genetickd predispozice (syndrom dysplastickych név(, okulo-
dermova melanocytdéza, Recklinghausenova neurofibroma-
téza), rostouci vék, bila rasa, faktory zevniho prostfedi (expo-
zice UV zafeni, koufeni, puUsobeni vird a nékterych
chemickych latek) (1, 3, 12).

Soucasna predstava o nadorové transformaci bunky pred-
poklada vicestupnovy proces s postupnou kumulaci genetic-
kych zmén. Ty se odehravaji v urditych skupinach gent jako
jsou protoonkogeny, tumor supresoroveé geny a geny udrzujici
stabilitu genomu (16).

Protoonkogeny. Protoonkogeny tvofi normalni vybaveni
genomu: kéduji proteiny, které fidi proliferaci, diferenciaci
a prezivani bunék. Dojde-li k mutaci protoonkogent, méni se
na onkogeny a jejich aktivita ziskava tumorigenni charakter.
K pfeméné protoonkogenu na onkogen staci alterace pouze
jedné alely genu. Protoonkogeny délime do 4 zakladnich sku-
pin: rastové faktory, receptory ristovych faktord a hormond, in-
tracelularni pfenaSece signalu a jaderné transkripCni faktory
(16).

Tumor supresorové geny. Kromé mutaci v protoonkoge-
nech mohou vznikat mutaéni zmény v anti-onkogenech, které
jsou nazyvany také tumor supresorové geny nebo recesivni on-
kogeny. Na rozdil od onkogent maji jimi kodované proteiny an-
tiproliferacni ucinek, podporuji diferenciaci a apoptozu. V kazdé
burice je asi 40 tumor supresorovych genu. Aby se staly tumo-
rigennimi, musi byt mutovany obé jejich alely, proto se také na-
zyvaji recesivni onkogeny. Mezi nejznaméjsi tumor supreso-
rové geny patfi retinoblastomovy gen Rb-1, uplatiujici se
v onkogenezi retinoblastomu a tumor supresorovy gen p53 (16).

Nadorovy supresor p53 je nékdy nazyvan strazce genomu,
protoze jeho normalni funkci je hlidat genom. V pfipadé, ze je
DNA poskozena, produkt genu p53 zablokuje bunécny cyklus
do doby, néz je poSkozena DNA reparovana. V pfipadé, Ze re-
paracni proces selze, p53 indukuje apoptozu, tedy programo-
vanou bunécénou smrt. Mutace genu p53 mlze znamenat Upl-
nou ztratu reparac¢nich schopnosti, coz muze stimulovat
nadorovou transformaci buriky. U velkého mnozstvi rliznych
nador( (leukémie, karcinom tlustého stfeva, karcinom prsu) je
pravé pfitomnost mutace tumor supresorového genu p53 vy-
znamnym prognostickym faktorem, hrajicim dileZitou roli pfi
volbé terapeutického postupu. Protein p53 indukuje expresi
p21/CIP, ktery je mohutnym inhibitorem kinaz regulujich bu-
nécny cyklus. Produkt mutovaného genu p53 neni schopny in-
dukovat transkripci genu p21, proto by v pfipadé mutace genu
p53 neméla byt imunohistochemicky detekovana exprese
genu p21.

Vrozenda mutace genu p53 se vyskytuje u pacientl s Li-
Fraumeniho syndromem, u kterych je popisovan hromadny vy-
skyt riznych tumord (sarkomy, karcinom prsu, nadory mozku,
leukémie a adrenokortikalni karcinom) (10).

Geny udrzujici stabilitu genomu. Nékdy jsou oznacovany
jako mutatorni geny. Produkty téchto genl se uplathuji
v opravnych mechanismech poskozené DNA. Mutatorni geny
ale na rozdil od onkogen(i a tumor supresorovych gen(i nepo-
skytuji bunce schopnost nekontrolované proliferace samy
o sobé. Jejich mutace vede ke zvy$ené frekvenci mutaci on-
kogen( a tumor supresorovych gent (16).

Soubor tvofilo 29 vzorkd maligniho melanomu uvey. Jed-
nalo se o formol-parafinové blocky z archivu Ustavu patologie
FN Brno, které pochazely od pacient(, ktefi byli na O¢ni kli-
nice FN Brné Bohunicich v letech 2002 az 2006 chirurgicky |é-
¢eni pro maligni melanom uvey.

METODIKA

29 vzorklli maligniho melanomu uvey bylo vySetfeno za
pouziti monoklonalni protilatky DO-1 firmy Novocastra, meto-
dickym postupem s vyuzitim demaskovani epitopu v citrato-
vém pufru (pH 6,0 pfi 120 °C). Pouzité fedéni primarni proti-
latky bylo 1 : 2000 (cilené jsme zvolili takové Fedéni primarni
protilatky, pfi némz pfi pouziti vysoce senzitivniho detekéniho
systému Vectastain Elite Kit, Vector Laboratories jiz nelze de-
tekovat expresi p53 v normalné proliferujici tkani. Jako refe-
renéni normalné proliferujici tkan byl pouzit exocervikalni epi-
tel délozniho &ipku. Pfi pouziti tohoto metodického postupu
Ize predpokladat, Ze detekujeme pouze abnormalni expresi
p53). Déale byla ve v8ech 29 vzorcich maligniho melanomu
uvey imunohistochemicky vySetfena exprese genu p21 mo-
noklonalni protilatkou SX 118, firmy DAKO.

Pro hodnoceni imunohistochemicky prokazované exprese
p53 a p21 jsme zvolili Skalu:

pod 5 % pozitivnich jader

5-15 % pozitivnich jader

nad 15 % pozitivnich jader

Pro hodnoceni intenzity barveni jsme zvolili Skélu:

velmi slaba

slaba

stfedné intenzivni

intenzivni

VYSLEDY

Soubor tvofilo 14 muzd a 15 Zen priimérného véku 61,6 +
12 let. U 4 pacientll se jednalo o maligni melanom iris, u 6
o maligni melanom corpus ciliare a u 19 pacientd o maligni
melanom choroidey. U vSech pacientll byla histologickym vy-
Setfenim potvrzena diagn6za maligniho melanomu uvey: dle
Callenderovy klasifikace se u 4 pacientt jednalo o maligni me-
lanom vietenobunééného typu A, u 20 pacientd o maligni me-
lanom vietenobunééného typu B a u 5 pacientl o maligni me-
lanom epiteloidniho typu. Vzdalené metastazy se u pacientd
v primérné sledovaci dobé 3 roky (1-7 let) vyskytly u 4 paci-
entl, z toho u 2 pacientd se jednalo primarné o maligni mela-
nom corpus ciliare a u 2 pacientll se jednalo primarné o ma-
ligni melanom choroidey.
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V laboratorni ¢asti jsme hodnotitelné vysledky ziskali u 28
vzorkd malignich melanom(, 1 vzorek byl nehodnotitelny pro
extrémné vysokou pfitomnost melaninového pigmentu.

U 3 pacientl byla zjisténa slaba jaderna exprese p53
v 5-15 % bunék (obr. 2), u 1 pacienta byla zjisténa v 5-15 %
bunék intenzita imunostainingu velmi slaba.

U 3 pacientl byla zjisténa v 5—15% bunék slaba jaderna ex-
prese p21 (obr. 3), u 1 velmi slaba v 5-15 % bunék (ve vSech
4 pripadech se jednalo o pacienty s vy$e popsanou prokaza-
nou expresi p53).

U 1 ze 4 pacientl s expresi p53 a p21 se jednalo o maligni
melanom iris, u 1 o maligni melanom corpus ciliare a u 2 o ma-
ligni melanom choroidey. U Zadného ze 4 pacientl s vySe po-
psanou zvySenou expresi genu p53 a p21 nebyly nalezeny
vzdalené metastazy, pacienti jsou dodnes v dispenzarizaci
O¢ni kliniky FN Brno a jsou bez znamek recidivy zakladniho
onemocnéni.

DISKUSE

Maligni melanom uvey je nador s tézko predvidatelnou pro-
gnoézou, kterd zavisi na velkém mnozstvi riznych faktorG: ve-
likost (baze a vyska) tumoru, lokalizace tumoru (iris, corpus ci-
liare, choroidea), pfitomnost ruptury Bruchovy membrany,
vaskularita tumoru, mitoticka aktivita tumoru, pigmentace tu-
moru a histologicky typ tumoru. Dodnes nej€astéji pouzivanou
zlistava Callenderova cytologicka klasifikace z roku 1931,
ktera déli maligni melanom uvey na 4 zakladni typy: maligni
melanom vfetenobunééného typu A (s nejlepsi prognézou),
maligni melanom vietenobunécéného typu B, maligni melanom
smiSeny a maligni melanom epiteloidniho typu (s nejhorsi pro-
gndzou).

V zahraniéni literatufe byly publikovany prace rdznych au-
torl popisujici genetické abnormality maligniho melanomu
uvey: monosomie chromosomu 3 (7, 19, 20, 21, 23, 24), mul-
tiplikace 8q (20, 23, 24, 25), alterace evolu¢né starych oblasti
chromosomu 1 (26), translokace chromosomu t(1,6), t(3,6),
t(4,6), 1(5,6), 1(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-
mentalni prace vSak zatim nepotvrdily, ze by byl nalez mutace
nékterého z vySe uvedenych gent v onkogenezi maligniho
melanomu uvey stézejni.

V naSem souboru byla vysoka hladina proteinu p53 zazna-
menana u 4 z 28 pacientl (14,3%). NaSe vysledky jsou srov-
natelné s vysledky Chowerse (4), ktery popisuje vysokou hla-
dinu proteinu p53 u 14 z 98 (14,3%) malignich melanom
uvey, kterd neni asociovand s lokalizaci tumoru ani stupném
vaskularity tumoru. Dle Cree (6) je vysoka hladina p53 indika-
torem Spatné prognézy u kozniho maligniho melanomu, nao-
pak u maligniho melanomu uvey ma dobrou prognézu. Dle
Jaye (11) je vysoka hladina proteinu p53 v burikach maligniho
melanomu detekovana pouze ve smiSenych melanomech. Na
rozdil od naseho souboru Jay (11) detekoval vysokou hladinu
p53 v 13 z 18 malignich melanomd (u 2 pacientll v méné nez
1% bunék, u 8 pacientli v 1-3 % bunék, a u 3 pacientll ve vice
nez v 4-5 % bungék).

Imunohistochemicky prokazanou vysokou hladinu proteinu
p53 mizeme vysvétlit 2 moznostmi: 1. V bunice dochazi ke ku-
mulaci nefunkéniho proteinu p53, ktery neni odbouravan nor-
malni metabolickou cestou prostfednictvim produktu genu
MDM2 (ktery je cilovym genem p53 a tvofi tak zpétnévazeb-
nou klicku) a neni ani schopen indukovat expresi genu p21. 2.
V burice se nachazi zvySené mnozstvi funkéniho, standard-
niho proteinu p53, jakoz produktu nemutovaného genu, ktery
je ve zvySené mife transkribovan nebo stabilizovan z néjakych
fyziologickych pficin.

Obr. 1. Maligni melanom uvey v prehledném barveni hematoxyli-
nem-eosinem

Obr. 2. Imunohistochemicky prikaz exprese p53 v burikich ma-
ligniho melanomu uvey, prokazana mirna akumulace p53 v jad-

rech nékterych bunék (ptivodni zvétseni 800krat)

Obr. 3. Imunohistochemicky priikaz exprese p21 v burikich ma-
ligniho melanomu uvey, prokazana akumulace p21 v jadrech né-
kterych bunék (plvodni zvétseni 800krat)
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Vzhledem k tomu, Ze u vSech pacientll naseho souboru,
u kterych byla prokdzana exprese p53, byla zaroven proka-
zana exprese p21, Ize usuzovat, Ze stabilizujici mutace p53
jsou u maligniho melanomu uvey vzacné. Nami prokazana ex-
prese p53 u 4 pacientll je pravdépodobné vzhledem ke schop-
nosti indukovat expresi genu p21 vysledkem stabilizace funk¢-
niho, standardniho p53.

ZAVER

Vysoka hladina proteinu p53 a p21 byla zaznamenana u 4
z 28 pacientl (14,3 %). Z vySe uvedenych vysledkl vyplyva,
ze stabilizujici mutace p53 jsou u maligniho melanomu uvey
vzacné. Prokdzana exprese p53 u 4 pacientl je pravdépo-
dobné vysledkem stabilizace funkéniho p53 zejména vzhle-
dem ke schopnosti indukovat expresi genu p21. V nasem sou-
boru nebyla prokazana vyrazna jaderna akumulace p53, ktera
by naznacovala pfitomnost mutace p53.

Prace byla podpofrena stipendiem z Programu rektora
MU na podporu tviréi éinnosti studentt 2006 1411 C0003
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