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Souhrn 

Nestin je jedno z intermediárních filament exprimovaných v proliferujících neuronálních proge-
nitorových buňkách CNS a PNS (centrálního a periferního nervového systému). Jeho postnatální
reexprese se objevuje zejména u nádorů CNS a koreluje s vysokým stupněm malignity. Naše studie
je zaměřena na sledování exprese nestinu u benigních a maligních kožních melanocytárních lézí,
s cílem zjistit prognostický význam tohoto proteinu. Vyšetřili jsme 127 bioptických vzorků, z nichž
bylo 42 nodulárních melanomů (NM), 32 superficiálních melanomů (SSM), 10 dysplastických névů
(DN) a 43 běžných intradermálních i dermoepidermálních pigmentových névů. Prokázali jsme vý-
znamné zvýšení exprese nestinu u jednotlivých typů melanomů, zejména u melanomů nodulárních.
Protein byl lokalizován zvláště v periferních, invazivních částech tumoru. Závěr: Sledování nesti-
nu by mohlo být důležitým doplňkem ostatních melanomových markerů.
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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, který patří k intermediár-
ním filamentům. Bývá označován za marker neu-
roektodermových kmenových a progenitorových
buněk, protože je fyziologicky ve vysokých kon-
centracích exprimován buňkami CNS během em-
bryogeneze. Během maturace a diferenciace mul-
tipotentních neurálních prekurzorů do neuronů
a astrocytů je nestin postupně nahrazován vi-
mentinem a u gliálních buněk posléze GFAP (gli-
ální kyselý fibrilární protein). Postnatálně je pak
jeho exprese v CNS omezena pouze na subventri-
kulární zónu a na endotel cév (14, 16). Reexprese
nestinu je však popisována u některých patolo-
gických stavů CNS, které jsou charakterizovány
zvýšením proliferace gliálních elementů, jako
jsou záněty a traumata (6). Signifikantní zvyšo-
vání hladin nestinu bylo popsáno dále u lidských
gliomů a zejména glioblastomů (2, 4, 7), kde jeho
exprese koreluje s diferenciací léze (14). Nověji
byl nestin u dospělých jedinců prokázán rovněž

v progenitorových buňkách vlasového folikulu (8)
a kožních kmenových buňkách, které jsou schop-
ny neuronální, adipocytární nebo fibroblastové
diferenciace (16). Nestin byl rovněž detekován
u populace normálních nebo hyperplastických
Leydigových buněk a u testikulárních malignit
rovněž v buňkách Sertoliho (9).

Během embryogeneze se skupina migrujících
buněk, známých jako buňky neurální lišty, deri-
vuje z neurální trubice. Z této lišty vznikají peri-
ferní neurony, Schwannovy buňky, sekreční buň-
ky periferního neuroendokrinního systému, stej-
ně jako melanocyty (13). Některé tyto buňky mo-
hou rovněž nestin v různých koncentracích a za
určitých podmínek exprimovat. Ze studií, které se
cíleně zabývají problematikou neuroektodermo-
vých tumorů, vyplývá, že imunohistochemické
sledování exprese nestinu může být důležitým
rozlišujícím znakem mezi zralými a nezralými e-
lementy (4, 11).
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Cílem naší studie bylo zjistit a porovnat ex-
presi nestinu u maligních a benigních melanocy-
tárních kožních lézí.

Materiál a metodika

Do studie bylo zařazeno 127 bioptických vzor-
ků, z nichž bylo 42 nodulárních melanomů (NM),
32 superficiálních melanomů (SSM), 10 dysplas-
tických névů a 43 běžných intradermálních i der-
moepidermálních pigmentových névů. Pro detek-
ci byly využity formalínem fixované řezy, zalité
do parafinu. Tkáňové řezy o šíři 5 µm byly zpra-
covány nepřímou imunohistochemickou techni-
kou s použitím primární monoklonální myší anti-
nestin protilátky fy Chemicon International v ře-
dění 1 : 200. Po odparafinování a zavodnění řezů
následovalo demaskování antigenů v mikrovln-
ném generátoru 1krát 20 minut a zrušení endo-
genní peroxidázové aktivity. Poté byly řezy inku-

Obr. 3. Difuzní zbarvení nestinu v buňkách maligního melanomu
(AEC, 400krát)

Obr. 4. Nestin je exprimován pouze v drobných skupinách buněk
pigmentového névu (AEC, 500krát)

Obr. 1. Graf znázorňuje zvyšující se exprese nestinu u skupiny no-
dulárních melanomů (NM) ve srovnání se skupinou superficiálních
melanomů (SSM), dysplastických névů (DN) a benigních pigmen-
tových névů. Pro hodnocení bylo použito H-skóre

Obr. 2. Výrazná cytoplazmatická exprese nestinu nádorovými buň-
kami, zejména v periferních oblastech nodulárního maligního me-
lanomu (AEC, 100krát)

bovány přes noc s primární protilátkou. Po pro-
mytí následovala detekce pomocí EnVision plus
kitu (DakoCytomation, Dánsko) po dobu 60 mi-
nut při pokojové teplotě a vizualizace s AEC (a-
minoethylcarbazolem) jako chromogenem. Jako
pozitivní kontrolu jsme užili tkáně glioblastomu.
Hodnocení bylo provedeno semikvantitativně vý-
počtem H-skóre (procento pozitivních buněk ná-
sobené intenzitou zbarvení). Případy tak byly
rozděleny do čtyř skupin: negativní, slabá ex-
prese H1-2, střední exprese H3-5 a silná expre-
se H6-9. Výsledky byly statisticky analyzovány
Chi-kvadrát testem (p << 0.05).

Výsledky

Výsledky jsou shrnuty v obr. 1. Imunohisto-
chemická analýza prokázala, že 35 ze 42 (84 %)
nodulárních melanomů, 10 ze 32 (31 %) superfi-
ciálních melanomů, 2 z 10 (20 %) dysplastických
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névů a 20 ze 43 (47 %) běžných névů vykazovalo
detekovatelnou pozitivitu nestinu. Protein byl lo-
kalizován typicky intracytoplazmaticky. U malig-
ních lézí byl nestin exprimován zejména v peri-
ferních oblastech vykazujících infiltrativní růst
(obr. 2), méně často byl distribuován víceméně
rovnoměrně celým nádorem (obr. 3). Převažovala
střední až silná exprese. U névových lézí jsme
přítomnost nestinu zaznamenali pouze v rozptý-
lených, drobných skupinách buněk a nebo jen v o-
jedinělých melanocytech, i intenzita zbarvení by-
la slabá (obr. 4). Většina pigmentových lézí byla
negativních. Statistická analýza potvrdila signifi-
kantní rozdíly v expresi nestinu mezi skupinou
nodulárních melanomů a dalšími skupinami za-
hrnujícími superficiální melanomy (p = 0,0001),
dysplastické névy (p = 0,0004) a běžné pigmento-
vé névy (p = 0,0001).

Diskuse

Získané poznatky o reexpresi nestinu u mela-
nocytárních lézí přispívají k porozumění proce-
sům, ke kterým dochází během maligní transfor-
mace. Zatímco nestin nebyl detekován ve zralých,
diferencovaných neurogenních buňkách jako jsou
Schwannovy buňky a nenádorové melanocyty,
znovu se objevuje u melanocytárních nádorů. Zdá
se, že dochází k opětné reaktivaci genu pro ne-
stin u buněk, u kterých byl tento gen aktivní bě-
hem embryonálního vývoje. Objevuje se tedy o-
tázka, zda změny v periferním nervovém systé-
mu jsou analogické procesům probíhajícím
v CNS. Mohli bychom tedy očekávat korelaci me-
zi expresí nestinu a stupněm malignity nádorů.
Autoři Florenes et al. (5) popisují vyšší hladiny
nestinu u nádorových metastáz ve srovnání s pri-
márními lézemi. Není tedy vyloučeno, že exprese
nestinu může korelovat rovněž s metastatickým
potenciálem tumoru. Tak by se dalo vysvětlit
i zjištění, že vyšší koncentrace nestinu se často
objevuje v periferních oblastech nádoru s inva-
zivním růstem. Můžeme předpokládat, že na pe-
riferii se selektují nezralejší klony nádorové po-
pulace s vyšším invazivním potenciálem (10).

Nestin může ovlivňovat i intercelulární inter-
akce mezi nádorovými a stromálními buňkami
a zvyšovat tak angioinvazivitu nádorových buněk
(1, 3). O biologické funkci nestinu se předpokládá,
že toto intermediární filamentum se účastní mi-
grace, proliferace a strukturální remodelace bu-
něk (12, 15). Vyšší hladiny nestinu u nezralých
a hojně prolifererujících buněk mohou těmto buň-
kám umožňovat vyšší dynamiku a motilitu
a teprve později u diferencovaných a stálých linií
je nestin nahrazován jinými intermediárními fi-

lamenty (16). V naší studii jsme prokázali zvyšu-
jící se expresi nestinu u maligních primárních
kožních melanomů, zejména u pokročilejších sta-
dií onemocnění. Zdá se, že sledování nestinu by
mohlo být důležitým doplňkem ostatních melano-
mových markerů, který svědčí pro dediferenciaci,
a tím nepřímo i pro vyšší agresivitu léze.

Práce byla podpořena granty IGA MZ
ČR 1A/8245-3/2004 a MSM 6198959216.
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