Vyuziti fluorescencni in situ hybridizace
v diagnostice melanocytdrnich lézi
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Melanocytarni lIéze vykazuji zna¢nou morfologickou heterogenitu. Jejich diagnostika je naro¢na i pres soucasné vyuziti modernich
histopatologickych a imunohistochemickych metod. Vyznamnym pfinosem v diagnostice melanocytarnich lézi je zavedeni moleku-
larné genetické metody fluorescencni in situ hybridizace s pouzitim ¢tyfbarevné sondy znacici geny CCND1, RREB1, MYB a centromeru
chromozomu 6. V letech 2008-2012 bylo v nasi laboratofi ispésné metodou fluorescencni in situ hybridizace vysetieno 160 vzork
raznych typl melanocytarnich lézi, 44 néva a 116 melanomil. Zmény asociované s diagnézou melanomu byly prokazany u 116 vzorku
(72,5 %), normalni nédlez u 41 vzorka (25,6 %), ve dvou pfipadech bylo rozhodnuti na hranici hodnotitelnosti metody (1,2 %) a v jednom
pfipadé se jednalo o vy3etieni recidivy melanomu v jizvé, ktery byl svym nalezem atypicky (monozomie chromozomu 6) (0,6 %). Na za-
kladé dosazenych vysledki byla stanovena senzitivita metody 96,6 % a specifita metody 91%. Tyto vysledky ukazuji, ze fluorescen¢ni
in situ hybridizace je vhodnou metodou pro zajisténi pfesné a rychlé diagnostiky nejednoznacnych melanocytarnich lézi. Pravé rychlost
a spravnost diagnoézy je u vysoce malignich melanom zasadni a ma neoddiskutovatelny vliv na prognézu a tGspésnost Iécby pacienta.
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Fluorescence in situ hybridization in diagnostics melanocytic lesions

Melanocytic lesions exhibit significant morphological heterogenity, making their diagnosis difficult, although both sophisticated histo-
pathological and immunohistochemical methods are used. The introduction of molecular genetic method flourescence in situ hybridization
(FISH) has contributed significantly to the diagnosing of melanocytic lesions. Between 2008 and 2012, we studied a total of 160 samples
of different types of melanocytic lesions, including 44 nevi and 116 melanomas, using a four-color probe mix for CCND1, RREB1 and MYB
genes and for the centromere of chromosome 6. A positive result was found in 116 melenoma samples (72.5 %) and a negative result in
41 samples (25.6 %). A borderline value was found in two samples (1.2 %), and an atypical finding (monosomy of chromosome 6) was seen
in a melanoma recurrence in one case (0.6 %). Sensitivity and specificity were 96.6 % and 91 %, respectively. These results show that FISH
is a suitable and relatively low-cost method for accurate, rapid diagnosis of ambiguous melanocytic lesions. The speed and accuracy
of diagnosis of highly malignant melanomas are crucial and have great impact on the prognosis and success of a patient’s treatment.
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Uvod

Maligni melanom je jednim z nejagresiv-
néjsich a v soucasné dobé velice intenzivné
studovanych nadorovych onemocnéni. Jeho
vyskyt celosvetoveé roste kazdym rokem o vice
nez 4% a Casto postihuje i pacienty mladsiho
a stfedniho véku (1-2). Ur¢eni biologické povahy
melanocytarnich 1ézi je jednou ze zakladnich
podminek spravné |é¢by. | kdyZz mnoho pfipadd
mUze byt spolehlivé klasifikovano podle soucas-
nych histopatologickych kritérii, existuje urcita
skupina pfipadd, kdy nedochdzi ke shodé ani
mezi experty. Stanovit diagndzu plné vyvinu-
tého melanomu neni pro zkuseného patologa
obvykle obtizné. Pfesto je podle fady literarnich
zdrojd diagndza melanomu stanovena spravne
pouze v 75-80% pfipadd (3). Rozdily mezi benig-
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nimi a malignimi melanocytarnimi lézemi nejsou
v nékterych pfipadech jednoznacné a histopa-
tologicka diagndza je tak problematicka i pro
zkudené dermopatology. Mezi takové |éze patfi
napfiklad névus Spitzové, jehoz odliseni od spi-
tzové melanomu muze byt velmi obtizné (4-5).

Studium biologické povahy rliznych typt
melanocytérnich 1ézf s vyuZitim molekuldrné
genetickych analyz, pfevéazné metodami kom-
parativni genomové hybridizace (CGH) a fluo-
rescen¢nf in situ hybridizace (FISH), prokézalo
u melanom fadu klondlnich chromozomovych
aberaci, jako jsou delece a amplifikace specific-
kych lokust chromozomU. Zde jsou nejcatéji loka-
lizovany geny kodujici proteiny dllezité v procesu
regulace bunécného cyklu. Identifikovény byly
ztraty v chromozomovych oblastech 6q, 8p, 9p

a 10p azmnozeni v oblastech 1q, 6p, 7, 8q, 17q
a 20q (6). U benignich névl nebyly zjistény zad-
né chromozomové zmény s jedinou vyjimkou
— zmnozeni oblasti 11p u névl Spitzové, tento
nélez véak nebyl pozorovan u melanomd (7-10).

Na zakladé téchto studif byla vyvinuta sonda
pro fluorescen¢ni hybridizaci in situ, kterd identi-
fikuje zmény v poctu kopif onkogenu CCNDT (on-
kogen — cyklin D1 dependentni kindza) a tran-
skrip¢nich faktor(i RREBT (Ras responsive element
binding protein), MYB (v-myb myeloblastosis
viral oncogene homolog) a dale pocet centro-
mer chromozomu 6. Kombinaci téchto diagnos-
tickych markerd bylo firmou Abbott ve studii
pfijatelnosti metody dosazeno nejvétsi mozné
specifity (92%) a senzitivity (94 %) této sondy
pro diagnostiku melanomu.



Tabulka 1. Charakteristika souboru podle pohlavi

a véku
Pohlavi N %
muz 85 53%
Zena 75 47 %
celkem 160

Vék pfi diagnoze

pramér 52,2
median 545
minimum - maximum 3-92

Tabulka 2. 7ékladni charakteristika souboru
podle typu melanocytarni léze
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Soubor nemocnych

Retrospektivné bylo vysetfeno 160 pacientd
s melanocytarnimi |ézemi nejisté biologické
povahy, ktefi byli diagnostikovani v letech 2008-
2012 v CGB laboratofi a.s. a v Ustavu patologie
Fakultni nemocnice Ostrava a Lékarské fakulty
Ostravské univerzity. Muzi tvofili 53% a zeny
47 % souboru, stfednf vék je 54 let (tabulka 1).

K molekuldrné genetickému vysetfeni byly
vybrany melanocytarni 1éze s nejednoznacnym
histologickym nélezem nebo s nejistou biologickou
povahou. Spektrum diagnéz shrnuje tabulka 2.
Rozdéleni na malignia benigniléze bylo provedeno
podle kédu biologického chovani MKN-O-3 klasi-
fikace, melanoma in situ byl vzhledem ke svému
malignimu potencidlu zafazen mezi maligni nadory.

Pouzité metody
Fixace

Doba mezi odbérem a vloZzenim do fixa¢ni-
ho ¢inidla by méla byt co nejkratsi, nejlépe méné

nez 1 hodina. Fixace v 4% formaldehydu (pH 6,9)
nesmi pfesdhnout 48 hodin (nejlépe 6-24 hod).
Pokud nejsou dodrzeny podminky spravné fixa-
ce, mUze dojit k poskozeni DNA a FISH analyzu
pak neni mozno provést, materidl nehybridizuje.

FISH na parafinovych rezech

Z tkéni zalitych v parafinu byly zhotoveny
4um tenké fezy, které byly deparafinizovany opla-
chem v fadé roztokd pfi laboratorni teploté: xylen
310 min, 96% etanol 2 x 5min, 0,2N HCl 1x20
min a na zavér inkubace pfi 82°C 35min v 1M
NaSCN. Mezi jednotlivymi kroky byly preparaty
oplachovény pufrem 2 xSSC (LK-104B, Kreatech)
laboratorni teploty. Nasledné probéhla digesce
v pepsinu (Pepsin Solution LK-101B, Kreatech) pfi
37°C, 15-30 min dle velikosti fezu. Plisobeni pe-
psinu bylo zastaveno oplachem v roztoku 2 x SSC
laboratorni teploty po dobu 5 min. Na takto pfi-
pravené preparaty byla nanesena sonda Vysis LSI
RREBI/LSI MYB/LSI CCND1/CEP6 Probes (Abbott
Molecular Inc), kterd je pfimo znacend a pfipra-
vena k pouziti. V zafizeni TermoBrite probéhla
denaturace pfi 85°C po dobu 2 min a ndsledovala
hybridizace pfi 37 °C pfes noc. Po odmyti nadby-
te¢né sondy byly detekovéany a nasledné vyhod-
noceny chromozomové abnormality v oblasti
11913 (CCND1) znacené Spectrum Green, 6p25
(RREBT) znacené Spectrum Red, 6g23 (MYB) zna-
¢ené Spectrum Gold a centromery chromozomu
6 znacené Spectrum Aqua. Pro lokalizaci nadoro-
vych bunék byl pfed hodnocenim metodou FISH
pouZzit preparat barveny hematoxylin-eosinem.
Hodnoceno bylo celkem tficet neprekryvajicich
se jader ze tff oblasti nddorové tkdné mikrosko-
pem Olympus BX 51.

Hodnoceni FISH preparatu
Jako pozitivni na melanom byly vyhodnoceny

preparaty presné podle pokynl vyrobce, pokud:

B pramérny pocet signéld pro gen CCNDIT
na jadro nebo prdmeémy pocet signald pro
gen MYB na jadro byl > 2,5 nebo,

B delece MYB byla > 31 % nebo,

m 9% abnormaélnich jader pro gen RREBT bylo
> 63%.

Tyto zmény mohou byt pozorovany kazda
samostatné, ¢astéji viak byla zjisténa zména
dvou ¢i vsech tfi genl. Jako negativni na me-
lanom byly oznaceny léze nespliujici ani jednu
z vyse uvedenych podminek.

Preparaty byly hodnoceny mikroskopem
Olympus BX51 pfi 1250 x zvétsenf, obraz byl di-
gitalizovan pomoci software Lucia Cytogenetics
2 1998-2012 Laboratory Imaging.

Hodnoceni senzitivity

Senzitivita byla stanovena jako procento
jednoznac¢nych melanomd vyhodnocenych
metodou FISH jako pozitivni na melanom, dé-
lend poctem vech jednoznacnych melanomd
vcetné FISH negativnich z uvedeného souboru.

Hodnoceni specifity

Specifita byla stanovena ze skupiny benig-
nich név(, které FISH metodou byly ur¢eny jako
negativni na melanom, délend poctem vsech
benignich névl vcetné FISH pozitivnich na me-
lanom z uvedeného souboru.

Vysledky

Pozitivni ndlez na melanom byl metodou FISH
prokazan u 116 vzorkd (72,5 %) (obrézek 1), negativ-
ni ndlez na melanom u 41 (25,6 %) vzorkd (obrazek
2).Na zakladé dosaZenych vysledkd byla stanovena
senzitivita metody 96,6 % a specifita 91 %.

Ve tfech pfipadech (1,8 %) nebylo mozné
jednoznac¢né rozhodnout, zda je nalez pozi-
tivni nebo negativni na melanom (tabulka 3).
Podle vyrobce ma byt hodnoceno 30 bunék
ze tif oblasti nadoru, v téchto netypickych pfi-
padech v3ak byly nddorové bunky rozmistény
soliterné v celé 1ézi a pokud byl striktné dodrzen
postup doporuceny vyrobcem, byl nélez nega-
Obrdzek 1. Nélez pozitivni na melanom — amplifi-

kace CCNDT (zelené signaly), RREB (Cervené signaly)
a MYB (zluté signaly), zvétseno 1250 X

Obrdzek 2. Ndlez negativni na melanom - CCND1
(zelené signdly), RREBT (Cervené signaly), MYB (Zluté
signaly), centromery chromozomu 6 (modré signaly),
zvétseno 1250
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Tabulka 3. \/ysledky metodou FISH - celkové shrnuti

benigni maligni celkem

N =44 N =116 N =160
negativni na melanom 40 (91 %) 1(0,8 %) 41 (25,6 %)
pozitivni na melanom 49 %) 112 (96,6 %) 116 (72,5 %)
hrani¢ni nalez, atypicky nalez 3(2,6 %) 3(1,9%)

Tabulka 4. \/ysledky metodou FISH - celkové shrnuti

Zmény gent: CCND1, RREB1, MYB

pramér median min max
melanomy N=116 2,0 2,0 0 3
nodularni melanom N =46 2,0 2,0 0 3
povrchové se Sifici melanom N =41 2,0 2,0 1 3
melanoma in situ N=9 13 1,0 0 3
povrchové se $ffici melanom s vertikalizaci  N=8 2,6 30 1 3
akrolentiginézni melanom N=3 3,0 3,0 3 3
Spitzové melanom N=3 2,7 30 2 3
animal-type melanom N=2 0,0 0,0 0 0
lentigo maligna melanoma N=2 2,5 2,5 2 3
metastaticky melanom N=2 2,0 2,0 1 3

p = 0,008; (Kruskal Wallis Test)

Tabulka 5. Nélezy

Zmény genu N=116
CCNDI1+ RREB1+ MYB 45 (38,8 %)
CCNDI 19 (16,4 %)
CCND1+ MYB 12 (10,3 %)
RREBI+MYB 10 (8,6 %)
RREBI 9 (7,8 %)
MYB 8(6,9 %)
74dnd zména 4 (34 %)

tivni na melanom. Pokud véak byly hodnoceny
prednostné bunky vykazujici zmény v poctu
sledovanych chromozom, byl ndlez pozitivni
na melanom. Tyto Iéze byly tedy popséany ja-
ko hrani¢ni a indikujici 1ékafi byli vyrozumeéni
o mozném malignim potencidlu téchto 1ézf.
Vjednom pfipadé (0,6 %) se jednalo o vysetfeni
recidivy melanomu v jizvé, ktery byl svym nale-
zem atypicky a nebylo mozZno jej zafadit ani jako
pozitivni ani negativni na melanom (monozomie
chromozomu 6 — byl pozorovén jeden signal pro
geny RREB1, MYB i centromeru chromozomu 6).

U pacientd s melanomy byly ve 40% nale-
zeny zmeény vsech tif sledovanych gend, ve 29%
zmeény dvou genl a ve 28 % jedna zména. V po-
¢tu téchto zmén je mezi jednotlivymi typy malig-
nich melanom statisticky vyznamny rozdil (p =
0,025). Z tabulky 4 je patrné, ze nejvetsi primeérny
pocet zmén byl zjistén u akrolentigindznich mela-
nomu (3,0), Spitzové melanomd (2,7) a povrchove
se $fficich melanom s vertikalizaci (2,6).
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Nejcastéjsi zmeénou byla amplifikace
viech tif gen(, nasledovala amplifikace samot-
ného genu CCNDIT a déle amplifikace genu
CCND1 spolu s deleci nebo amplifikaci genu
MYB. Nalezy jsou shrnuty v tabulce 5.

Diskuze

V pfipadé diagnostiky nejednozna¢nych
melanocytarnich 1ézf je FISH efektivni metoda
s vysokou specifitou a senzitivitou, kdy je mozné
v kratké dobé diky meziooborové spolupraci
|ékar praktickych ¢i koznich, patologl a mole-
kuldrnich cytogenetiki veas zajistit pfesnou dia-
gnostiku a pacientlim nasledné adekvatni péci.

V literature je uvadén rlizny stupen senzitivity
sondy Vysis LSI RREBI/LSI MYB/LSI CCND1/CEP6
Probes (Abbott Molecular Inc) — néktefi autofi uvé-
di senzitivitu dokonce vyznamné niz3i, nez uvadi
vyrobce (nejmensi hodnota 68%) (11), pficemz
specifita je srovnatelnd. Tyto rozdily mohou byt
zpUsobeny jednak velikosti hodnocenych soubo-
rd, jednak zplsobem odecitani prepardtd FISH.
Napfiklad pfi pouziti automatické analyzy obrazu
byla hodnota senzitivity nizsf (12). V nasem testo-
vaném souboru byla prokdzana senzitivita naopak
vys3si, nez uvadi vyrobce (96,6 %/92 %), specifita
byla o néco niz3i (91 %/94 %).

Z vysledkd vyplyva, Ze nejmensi pocet zmén
sledovanych lokust je mozné pozorovat u me-
lanoma in situ (v prdméru numerickd zména
jednoho sledovaného genu), nejvétsi primeérny
pocet zmén byl zjistén u akrolentigindznich me-

lanom (3,0), Spitzové melanomd (2,7) a povr-
chové se Sificich melanom s vertikalizaci (2,6).
Kumulace genetickych zmén by tedy mohla
svedcit pro progresi onemocnéni a odpovida
vysokému malignimu potencialu téchto 1ézi,
Nalez pozitivni na melanom byl v nasem
souboru pozorovan také u tif dysplastickych
névl a névu modrého benigniho. Stejné vy-
sledky jsou popisovany az u 10% rlznych typt
benignich névl s atypiemi, které jsou pak fazeny
do skupiny név( s nejistou biologickou povahou
(13-14). V téchto pfipadech je vhodné zvazit
reexcizi se $irokym lemem a zafazeni pacientd
do skupiny s intenzivnéjsim sledovanim, aby
bylo mozné vcas zachytit pifpadny maligni zvrat.
Prestoze byly nékteré Iéze oznaceny jako
hrani¢ni a nebylo mozné je metodou FISH jed-
noznacné urcit jako pozitivni nebo negativni,
pfinesla tato metoda informaci o jejich mozném
malignim potencialu. | tito pacienti by méli byt
zatazeni do skupiny s ¢asté&jsim sledovanim.

Zaveér

Molekuldrmé cytogenetické metody spojujf
prednosti cytogenetického a molekuldrné ge-
netického vysetfeni. Pfestoze zlatym standar-
dem pfi vysetfeni melanocytdrnich lézi zGstava
histopatologické analyza v¢etné imunohisto-
chemickych vysetreni, moderni molekuldrné
cytogeneticka vysetreni hraji stale dalezitéjsi
roli v diagnostice koznich pigmentovych lézi.
Rychlost a spravnost diagnostiky je u vysoce
malignich melanomt esencidlni a méa neoddis-
kutovatelny vliv na progndzu a Uspésnost 1écby
pacienta. V pfipadé histologicky diagnostiko-
vanych benignich névid s FISH pozitivnim na-
lezem na melanom je mozné vytipovat vysoce
rizikové |éze s nejistou biologickou povahou
a dispenzarizaci takovych pacientd zajistit ¢asny
zachyt pfipadného maligniho zvratu pdvodné
benignf éze.
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