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Souhrn

Nestin je jedno z intermediarnich filament exprimovanych v proliferujicich neuronalnich proge-
nitorovych buiikach CNS a PNS (centralniho a periferniho nervového systému). Jeho postnatalni
reexprese se objevuje zejména u nadoru CNS a koreluje s vysokym stupném malignity. Nase studie
je zaméfena na sledovani exprese nestinu u benignich a malignich koZnich melanocytarnich 1ézi,
s cilem zjistit prognosticky vyznam tohoto proteinu. VySet¥ili jsme 127 bioptickych vzorku, z nichz
bylo 42 nodularnich melanomt (NM), 32 superficialnich melanomu (SSM), 10 dysplastickych névi
(DN) a 43 béZnych intradermalnich i dermoepidermalnich pigmentovych névi. Prokazali jsme vy-
znamné zvySeni exprese nestinu u jednotlivych typt melanomi, zejména u melanomu nodularnich.
Protein byl lokalizovan zvlasté v perifernich, invazivnich éastech tumoru. Zavér: Sledovani nesti-
nu by mohlo byt dilezitym dopliikem ostatnich melanomovych markeru.
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Summary
The Role of Intermedial Filament Nestin in Malignant Melanoma Progression

Nestin is one of intermedial filaments exprimed in proliferating progenitor cells of the CNS and
PNS (central and peripheral nervous system). Postnatal reexpression of the protein occures main-
ly in CNS tumors and correlates with a high grade of malignancy. The aim of our study is assess-
ment of the nestin expression in benign and malignant skin melanocytic lesions with respect to
presume a prognostic role of this protein. We examined 127 bioptic specimens, including 42 nodu-
lar melanomas (NM), 32 superficial spreading melanomas (SSM), 10 dysplastic nevi and 43 common
intradermal or dermoepidermal nevi. We proved significant increase in nestin expression in mela-
noma groups, especially in nodular melanomas, where nestin was localized mainly in the periphe-
ral, invasive areas of the tumor mass. Conclusion: Detection of nestin expression might be used as

an additional melanocytic tumour marker.
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Nestin je protein, ktery patii k intermediar-
nim filamentum. Byva oznacovan za marker neu-
roektodermovych kmenovych a progenitorovych
bunék, protoze je fyziologicky ve vysokych kon-
centracich exprimovan burikami CNS béhem em-
bryogeneze. BEhem maturace a diferenciace mul-
tipotentnich neuralnich prekurzort do neurona
a astrocytd je nestin postupné nahrazovan vi-
mentinem a u glialnich bunék posléze GFAP (gli-
alni kysely fibrilarni protein). Postnatalné je pak
jeho exprese v CNS omezena pouze na subventri-
kularni zénu a na endotel cév (14, 16). Reexprese
nestinu je vSak popisovana u nékterych patolo-
gickych stavii CNS, které jsou charakterizovany
zvy$enim proliferace glidlnich elementt, jako
jsou zanéty a traumata (6). Signifikantni zvyso-
vani hladin nestinu bylo popsano dale u lidskych
gliomu a zejména glioblastomu (2, 4, 7), kde jeho
exprese koreluje s diferenciaci 1éze (14). Novéji
byl nestin u dospélych jedinct prokazan rovnéz

v progenitorovych bunkach vlasového folikulu (8)
a koznich kmenovych bunkéach, které jsou schop-
ny neuronalni, adipocytarni nebo fibroblastové
diferenciace (16). Nestin byl rovnéz detekovan
u populace normalnich nebo hyperplastickych
Leydigovych bunék a u testikularnich malignit
rovnéz v burnikach Sertoliho (9).

Béhem embryogeneze se skupina migrujicich
bunék, znamych jako butiky neurélni listy, deri-
vuje z neuralni trubice. Z této listy vznikaji peri-
ferni neurony, Schwannovy buiriky, sekre¢ni bur-
ky periferniho neuroendokrinniho systému, stej-
né jako melanocyty (13). Nékteré tyto bunky mo-
hou rovnéz nestin v ruznych koncentracich a za
ur¢itych podminek exprimovat. Ze studii, které se
cilené zabyvaji problematikou neuroektodermo-
vych tumord, vyplyva, Ze imunohistochemické
sledovani exprese nestinu muze byt dalezitym
rozliSujicim znakem mezi zralymi a nezralymi e-
lementy (4, 11).

Cesko-slovenska patologie

143



Cilem nas$i studie bylo zjistit a porovnat ex-
presi nestinu u malignich a benignich melanocy-
tarnich koznich 1ézi.

Material a metodika

Do studie bylo zatazeno 127 bioptickych vzor-
ki, z nichz bylo 42 nodularnich melanomt (NM),
32 superficialnich melanomu (SSM), 10 dysplas-
tickych névu a 43 béznych intradermélnich i der-
moepidermalnich pigmentovych névt. Pro detek-
ci byly vyuzity formalinem fixované fezy, zalité
do parafinu. Tkarové fezy o §ifi 5 pm byly zpra-
covany nepfimou imunohistochemickou techni-
kou s pouzitim primarni monoklonalni mysi anti-
nestin protilatky fy Chemicon International v fe-
déni 1 : 200. Po odparafinovani a zavodnéni fezt
nasledovalo demaskovani antigentt v mikrovin-
ném generatoru lkrat 20 minut a zruseni endo-
genni peroxidazové aktivity. Poté byly fezy inku-
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Obr. 1. Graf znazornuje zvysujici se exprese nestinu u skupiny no-
dularnich melanomu (NM) ve srovnani se skupinou superficialnich
melanomu (SSM), dysplastickych névi (DN) a benignich pigmen-
tovych névii. Pro hodnoceni bylo pouzito H-skére

bovany pies noc s primarni protiladtkou. Po pro-
myti nasledovala detekce pomoci EnVision plus
kitu (DakoCytomation, Dansko) po dobu 60 mi-
nut pii pokojové teploté a vizualizace s AEC (a-
minoethylcarbazolem) jako chromogenem. Jako
pozitivni kontrolu jsme uzili tkdné glioblastomu.
Hodnoceni bylo provedeno semikvantitativné vy-
poc¢tem H-skoére (procento pozitivnich bunék na-
sobené intenzitou zbarveni). Piipady tak byly
rozdéleny do ¢tyr skupin: negativni, slaba ex-
prese H1-2, stiedni exprese H3-5 a silna expre-
se H6-9. Vysledky byly statisticky analyzovany
Chi-kvadrat testem (p << 0.05).

Vysledky

Vysledky jsou shrnuty v obr. 1. Imunohisto-
chemicka analyza prokazala, ze 35 ze 42 (84 %)
nodulérnich melanomt, 10 ze 32 (31 %) superfi-
cidlnich melanom1, 2 z 10 (20 %) dysplastickych

Obr. 3. Difuzni zbarveni nestinu v buiikidch maligniho melanomu
(AEC, 400krat)
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Obr. 2. Vyrazna cytoplazmaticka exprese nestinu nadorovymi buri-
kami, zejména v perifernich oblastech nodularniho maligniho me-
lanomu (AEC, 100krat)

Obr. 4. Nestin je exprimovan pouze v drobnych skupinach bunék
pigmentového névu (AEC, 500krat)
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névu a 20 ze 43 (47 %) béznych névu vykazovalo
detekovatelnou pozitivitu nestinu. Protein byl lo-
kalizovan typicky intracytoplazmaticky. U malig-
nich 1ézi byl nestin exprimovan zejména v peri-
fernich oblastech vykazujicich infiltrativni rast
(obr. 2), méné casto byl distribuovan viceméné
rovnomérné celym nadorem (obr. 3). Pfevazovala
stfedni az silna exprese. U névovych 1ézi jsme
pritomnost nestinu zaznamenali pouze v rozpty-
lenych, drobnych skupinich bunék a nebo jen v o-
jedinélych melanocytech, i intenzita zbarveni by-
la slaba (obr. 4). Vétsina pigmentovych 1ézi byla
negativnich. Statistick4 analyza potvrdila signifi-
kantni rozdily v expresi nestinu mezi skupinou
nodularnich melanomu a dal§imi skupinami za-
hrnujicimi superficidlni melanomy (p = 0,0001),
dysplastické névy (p = 0,0004) a bézné pigmento-
vé névy (p = 0,0001).

Diskuse

Ziskané poznatky o reexpresi nestinu u mela-
nocytarnich 1ézi prispivaji k porozuméni proce-
stum, ke kterym dochazi béhem maligni transfor-
mace. Zatimco nestin nebyl detekovan ve zralych,
diferencovanych neurogennich bunikéach jako jsou
Schwannovy buriky a nenadorové melanocyty,
znovu se objevuje u melanocytarnich nadort. Zda
se, ze dochazi k opétné reaktivaci genu pro ne-
stin u bunék, u kterych byl tento gen aktivni bé-
hem embryonélniho vyvoje. Objevuje se tedy o-
tazka, zda zmény v perifernim nervovém systé-
mu jsou analogické procesim probihajicim
v CNS. Mohli bychom tedy oéekavat korelaci me-
zi expresi nestinu a stupném malignity nadoru.
Autoii Florenes et al. (5) popisuji vy$si hladiny
nestinu u nadorovych metastaz ve srovnani s pri-
marnimi lézemi. Neni tedy vylouceno, Ze exprese
nestinu muze korelovat rovnéz s metastatickym
potencidlem tumoru. Tak by se dalo vysvétlit
i zjisténi, Ze vyssi koncentrace nestinu se Casto
objevuje v perifernich oblastech nadoru s inva-
zivnim rastem. Muzeme piedpokladat, Ze na pe-
riferii se selektuji nezralejsi klony nadorové po-
pulace s vys$$im invazivnim potencialem (10).

Nestin muZe ovliviiovat i intercelularni inter-
akce mezi nadorovymi a stromalnimi bunkami
a zvySovat tak angioinvazivitu nadorovych bunék
(1, 3). O biologické funkeci nestinu se piedpoklada,
Ze toto intermediarni filamentum se tcastni mi-
grace, proliferace a strukturalni remodelace bu-
nék (12, 15). Vyssi hladiny nestinu u nezralych
a hojné prolifererujicich bunék mohou témto bun-
kam umoznovat vy$si dynamiku a motilitu
a teprve pozdéji u diferencovanych a stalych linii
je nestin nahrazovan jinymi intermediarnimi fi-

lamenty (16). V nasi studii jsme prokazali zvySu-
jici se expresi nestinu u malignich primarnich
koZnich melanomt, zejména u pokrocilejsich sta-
dii onemocnéni. Zd4 se, Ze sledovani nestinu by
mohlo byt dalezitym dopliikem ostatnich melano-
movych markeru, ktery svéd¢i pro dediferenciaci,

v s

a tim nepfimo i pro vyssi agresivitu léze.

_ Prace byla podporena granty IGA MZ
CR 1A/8245-3/2004 a MSM 6198959216.
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