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ouhrn:

K urceni biologické povahy s vyuzitim FISH bylo vybrano 42 mela- OSTRAVA
nocytarnich lézi, které zahrnovaly ziskané névy, maligni melanomy a diagnosticky obtizné melanocytarni 1éze, napf. dysplasticky névus, névus Spitzové a modry
névus. Hlavnimi cili vySetieni byly geny RREB1, MYB a CCND, jejichz proteiny hraji zasadni roli pfi kontrole proliferace, diferenciace a bunééného cyklu.
S pouzitim kombinované sondy LSI RREB1/LSI MYB/LSI CCND1/CEP6 (firma Abbott, USA) byly vySetienim FISH zjiStény patologické nalezy, napf. numerické a
strukturalni aberace. Vysledky nasich vysetreni jsou v souladu s literarnimi udaji.

Uvod:
Spravné stanoveni biologické povahy melanocytarnich lézi je jednou ze zakladnich podminek spravné a uspésné

lééby. Na druhé strané existuji melanocytarni léze, jejichz biologicka povaha neni jista, proto nejen mezi

dermatopatology, ale i kliniky, napf. dermatology, onkology, panuje nesvornost v Ié¢ebné stratégii. Mezi tyto

neobvyklé léze patii dysplasticky névus, névus Spitzové a jeho atypicka varianta, melanom s minimalni deviaci,

modry névus, u kterych je histopatologické kritérium obtizné, dokonce nemozné.

Metoda a material:

K vysetieni biologické povahy s vyuzitim FISH bylo vybrano melanocytarnich 1ézi s 42 diagnézou dle doporucené WHO klasifikace: 10 malignich melanomu, z nichz 4x
povrchové se Sifici melanom, 2x lentigo maligna, 1x lentigo maligna melanom a 3x nodularni melanom, déle 12 névu (intradermalnich a smiSenych) a 20 diagnosticky obtiznych
lézi, z nichz 5x névus Spitzové, 2x atypicky névus Spitzové, 9x dysplasticky névus, 4x modry névus.

Dle pokynu vyrobce Abbott, USA byla u genu RREB1 spocitana jadra s vice nebo méné nez 2 signaly, pak se to vydélilo celkovym poétem hodnocenych jader a vynasobilo 100.
Tim jsme ziskali % abnormalnich jader pro RREB1. U genu MYB a CCND1 byly sec¢teny vSechny signaly a jejich soucet se vydélil poétem hodnocenych jader, tim jsme ziskali
pramérny pocet signali MYB a CCND1 na jadro. Pak byla spocitana vS§echna jadra, kde pocet signaltii MYB je niz$i nez pocet signaltii CEP6 a timto padem jsme ziskali pocet
jader s deleci MYB, ktery se poté vydélil poétem hodnocenych jader a pak bylo vynasobéno 100 (vysledek v %). Jako pozitivni je vzorek oznacen, pokud je pramérny pocet
signali CCND1 nebo MYB na jadro je 2,5, nebo delece MYB v % je vy$Si > 31 nebo % abnormalnich jader pro RREB1 > 63%.

Vysledky:

V 10 benignich melanoctarnich lézich (névech) (83,3%) byl zjiStén normalni nalez (100%). Zbyvajici 2 vzorky (16,7%) byly vyrazeny pro
nedostateény pocet hodnotitelnych bunéénych elementu.

Z 10 vzorkli s dg. maligni melanom bylo vySetfeno 6 (60%), kde byl prokazan patologicky nalez u vSech typi maligniho melanomu (100%).
Zbyvaijici 3 vzorky (30%) musely byt vyfazeny pro ztratu materialu v pribéhu provadéni metody a 1 vzorek (10%) byl vyfazen z diivodu
nekvalitni hybridizace.

Ve 14 vzorcich s neobvykle obtiznou diagnézou (70%) byl nalez normalni v 13 pripadech (92,86%). V jednom z nich — benigni modry névus -
byla detekovana amplifikace genu CCND1, jehoz lokus je 11q13. 5 vzorkl (25%) bylo vyfazeno z diivodu nekvalitni hybridizace a 1 vzorek
(5%) pro nedostateény pocet hodnotitelnych bunéénych element.

Diskuze:
Dle dostupnych literarnich udajti byly uskutecnény c¢etné studie
biologické povahy melanocytarnich lézi a jejich uréeni s vyuzitim
molekularné genetickych vysetreni, prevazné metodami CGH a FISH,
které prokazaly u malignich melanomu genetické aberace: delece a
amplifikace specifickych lokusti chromozomu, které koéduji proteiny,
ovliviujici signalni drahy MAPK, p16INK4a, p14ARF, MITF, PI3K.
Pomoci CGH byly zjisStény nejcastéji delece v oblastech 6q, 8p, 9p, 10q,
dale amplifikace oblasti 1q, 6p, 89, 17q, 20q a celého chromozomu 7. Na
zakladé téchto studii vyvinula firma Abbott, USA pro FISH malignich ZAaveér:
melanomu kombinovanou sondu Vysis LS| RREB1/LSI MYB/LSI Zavéry nasi prace jsou v souladu s literarné udavanymi vysledky
CCND1/CEP6, pomoci niz Ize detekovat pocty kopii gent RREB1 (Ras - zahraniénich studii(1,3,4) Kombinovana sonda LS|

responsive element - binding protein 1, lokus 6p25), MYB (avian [ - . Lol . .
myeloblastosis viral oncogene homolog, lokus 6q22-23), CCND (cyclin RREB‘”.MYB/CCNP“C'EPG se jevi jako prinosny a sp?lehllvy nastrojn pro
detekci numerickych a strukturalnich aberaci chromozomi u

D1, synonymum PRAD1, lokus 11q13) a centromery 6. Proteiny, které ) . oY) o . , L
jsou kédované geny RREB1 a MYB, jsou transkripéni faktory a cyklin D, diagnosticky obtiznych melanocytarnich lézi. Na zakladé jejich detekce

Benigni modry névus Nodularni melanom Nodularni melanom

kédovany genem CCND1 (synonym PRAD1) je stimulaéni faktor Ize u téchto lézi s predpokladem uréit biologickou povahu, coz je
bunééného cyklu v prechodu z faze G1 do faze S. jednou ze zasad spravné lécebné strategie.

V praci jsme zjistili, ze pomoci FISH nebyly u benignich
melanocytarnich lézi (100%) detekovany patologické nalezy, resp. Béhem zpracovani metodou FISH nastaly problémy s hybridizaci materialu. PFig¢iny

zmény poctu kopii vyse popsanych gentl, zatimco u lézi s diagnézou spocéivaly s nejvétSi pravdépodobnosti v preanalytické fazi vySetieni, coz zahrnuje
maligni melanom byly potvrzeny abnormalni poéty kopii téchto genti ve termické artefakty pfi odbéru vzorku od pacienta (vaporizace) a neadekvatni fixaci
véech 6 vySetfovanych vzorcich (100%). Dale v jednom ze 13 vzorkd vzork. Pro zvysSeni kvality vySetfovani je zapotiebi standardizovat dobu fixace a dodrzet

(7,7%) diagnosticky obtiznych melanocytarnich 16zi byla zastizena adekvatni koncentraci formalinu, na druhé strané pouzit jina fixaéni média, ktera jsou
e 529 y B nocye Y oS vi&i DNA vzorku $etrna.
amplifikace genu CCND1, coz muze predvidat (predikovat) nepfiznivou

biologickou povahu tumoru. Slo vak o benigni modry névus.
= & = & Vzhledem k tomu, Ze soubor vzorku v této praci je maly, je nutno pristé

rozsifit soubor k vylouc¢eni chyby malych ¢gisel.
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