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Abstrakt

Tématem této disertacni prace je morfologicka a imunohistochemickd analyza melanocytarnich
ktzi. Jeho v€asna diagnostika je zdsadnim aspektem dobré prognozy onemocnéni. Melanom je
typicky zakladanim vzdalenych metastdz v horizontu mnoha let po inicialni diagnéze.
Rozmanitost melanocytarnich 1¢ézi ¢ini jejich histopatologickou diferencidlni diagnostiku
extrémné slozitou. Usilim sou¢asného vyzkumu je identifikace surogatnich imunohisto-
chemickych ¢i molekularné-genetickych markera, které by byly schopny odhalit biologickou
povahu dané 1éze a tim vnést svétlo do Sedé¢ zony melanocytarnich 1ézi nejisté biologické
povahy.

Tato disertacni prace se zabyva imunohistochemickou analyzou exprese proteinu GLUT-1 u
400 ptipadl benignich a malignich melanocytarnich 1ézi. Bylo zjiSténo, Ze tento marker byl
exprimovan u signifikantni skupiny melanomt, avSak prakticky v Zzadném pfipadu
melanocytarniho névu. Exprese GLUT-1 byla téZ spojena s horsi prognézou onemocnéni.
Disertani prace se dale zabyva problematikou TIL u melanomu. Analyza TIL (tumor
infiltrujicich lymfocytll) na 213 melanomech srovnavala prognosticky vyznam 5 riznych
skorovacich systémut. V zdkladnim barveni HE hodnotila rozlozeni a denzitu zanétlivé
celulizace. Pouze u tfech z péti skérovacich systému byl zjistén signifikantni vyznam jakozto

prognostického ukazatele.

Kli¢ova slova: melanocytarni 1éze, melanom, imunohistochemie, tumor infiltrujici lymfocyty,

GLUT-1, prognoza



Abstract

This doctoral thesis deals with morphological and immunohistochemical analysis of
melanocytic lesions. Melanoma is the most dangerous malignant skin tumor with its potential
occurrence outside the skin. Its early diagnosis is the basic aspect of a favorable disease
prognosis. Distant metastases development occurring several years after the initial diagnosis is
a typical feature of melanoma.

Histopathological differential diagnostics of melanocytic lesions is extremely difficult because
of the diversity of melanocytic lesions. Contemporary research is focused on the identification
of new surrogate markers based on immunohistochemistry or molecular genetics, which would
be enable to estimate the behavior of a certain lesion and clarify the gray zone of melanocytic
lesions of uncertain biological behavior.

The doctoral thesis is focused on the immunohistochemical analysis of GLUT-1 protein
expression in 400 cases of benign and malignant melanocytic lesions. Significant expression of
this marker was identified in the group of melanomas, it was not identified in melanocytic nevi.
Expression of GLUT-1 corresponded to the worse prognosis of the disease.

The doctoral thesis also deals with the issue of TILs. The analysis of TILs (tumor infiltrating
lymphocytes) in 213 melanomas compared the prognostic significance of 5 different scoring
systems. The distribution and the density of the inflammatory infiltration were assessed in HE
staining. Statistical significance regarding its prognostic value was identified in three from five

scoring systems.

Key words: melanocytic lesion, melanoma, immunohistochemistry, tumor infiltrating

lymphocytes, GLUT-1, prognosis
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Uvod

Melanom je obavanym zhoubnym nadorem kutze, ktery se mize vyskytnout i mimo kuzi,
vyjimecné se objevuje metastazujici melanom bez znamého origa. Melanom je znam svym
agresivnim biologickym chovanim a jeho potencidlem zakladat vzdalené metastazy v horizontu
tady let od inicialni diagnézy. Incidence melanomu stoupa meziroéné nejen v Ceské republice,
tento trend je mozno pozorovat prakticky po celém svété. Melanom se stale Castéji vyskytuje i
u mladsich vékovych skupin pacientt.

Melanom je zaroven preventabilnim nadorem diky moznosti preventivnich kontrol kozniho
krytu a samovySetfovani.

Rok 2011 byl pfelomovym rokem v terapii melanomu, jelikoz byl do klinické praxe zaveden
prvni 1€k ze skupiny imunoterapeutik — ipilimumab. V dalSich letech se objevily dalsi
imunoterapeutika a cilené léky namifené proti mutované kinaze BRAF a kindze MEK. Tyto
Iéky vyrazné prodluzuji celkové preziti a prodluzuji dobu do progrese. Zarovenn dochazi
k signifikantnimu zlepSeni kvality zivota s metastazujicim nddorem.

Vyvoj v 1é€bé metastazujiciho melanomu postupuje dale a trend zvySujici se uspeSnosti 1€cby
bude jisté pokracovat. Cilem je elevace Kaplan-Meierovych kiivek a dosazeni jejich plateau.
Obrovska plasticita melanocytli a rozmanitost benignich a malignich nadorti pochézejicich
z melanocytl €ini jejich histopatologickou diagnostikou extrémné slozitou, v dermato-
histopatologii patii patologie melanocytli mezi nejkomplikovangjsi problematiku.

Jednim z cilii souasného vyzkumu je nalézt surogatni imunohistochemické ¢i molekularné-
genetické markery, které by umoZnily zptfesnit odhad biologické povahy hodnocené 1éze.
Kazdy ztéchto markerti s jistou vahou ,pfihazuje“ na pomysiné misky vah, avsak
nejzéasadnéj$im a dosud zédkladnim histologickym barvenim je barveni v hematoxylinu-eozinu.
Vyslednd diagnéza je postavena na kombinaci klinického obrazu, anamnézy,
dermatoskopického obrazu a obrazu histopatologického za ptipadného pouziti pomocnych
analyz.

Tato disertacni prace se zamétfuje na problematiku imunohistochemické exprese GLUT-1
(gluk6zového transportéru 1) u benignich a malignich melanocytarnich 1ézi. Bylo zjisténo, ze
protein GLUT-1 je exprimovan u signifikantni skupiny melanomi, avSak v zddném ptipadu
benigniho melanocytarniho névu. U casti melanoma byl zachycen zonalni efekt exprese
v zavislosti na vzristajici vzdalenosti od nadorového stromatu. Exprese proteinu GLUT-1 byla

zaroven spojena se signifikantn€ horsi prognézou onemocnénti.



Tato disertacni prace se zaroven zabyva problematikou TIL (tumor infiltrujicich lymfocyta) u
melanomu. TIL byly dosud intenzivné studovany zejména u karcinomu prsu a kolorektalniho
karcinomu. Studovén je jejich prognosticky a prediktivni vyznam.

Analyza srovnavala 5 rtznych skérovacich systémii ve vztahu k jejich prognostickému
vyznamu. Studie hodnotila rozloZeni a denzitu zanétlivé celulizace v zakladnim barveni HE.
Pouze u tfech z péti téchto systémil byl zjistén signifikantni vyznam jakozto prognostického

ukazatele.
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CAST OBECNA

1. Maligni melanom — trendy v sou¢asné mediciné

1.1. Obecny pohled na problematiku melanomu

Kuzi postihuje fada benignich a malignich nadorti. Nej¢astéjsimi zhoubnymi koznimi nadory
jsou bazocelularni, spinocelularni karcinom a melanom. Bazocelularni karcinom, ktery je dnes
povazovan za adnexalni tumor, je dokonce nejcastéjSim zhoubnym naddorem viibec a jeho vznik
souvisi s vékem a chronickou expozici slune¢nimu zafeni.

Maligni melanom, spravné fe¢eno pouze melanom, je zhoubnym nadorem kiize vychazejicim
z melanocytl a svou agresivitou ma na svédomi drtivou vétSinu umrti na zhoubné nadory kize.
Melanom se v obecné roviné muize vyskytovat kdekoli, kde se fyziologicky nachdzeji
melanocyty — napf. travici trubice, oblast ORL, leptomeningy, genital ¢i uvealni trakt.
Diagnézu melanomu komplikuje existence rtznych klinickych forem melanomu. Vedle
klasického melanomu projevujiciho se zndmymi znaky ABCDE (A — asymmetry, B — border,
C — color, D — diameter, E — evolving) existuje fada subtyp, které se typickému klinickému
obrazu melanomu vymykaji. Existuje vSak 1 cela fada benignich nadort kize, které mohou
melanom klinicky imitovat. Napf. klasicky nodularni melanom diky absenci horizontalni
slozky miiZe imitovat benigni kapilarni hemangiom.

Mezi obtizné diagnostikovatelné melanomy patii tzv. amelanoticky melanom, ktery se diky
absenci melaninu klinicky pfiblizuje bazocelularnimu ¢i spinocelularnimu karcinomu ¢i
mesenchymalnim tumortim. Projevuje se jako rizova papula ¢i nodulus.

Desmoplasticky melanom se projevuje jako papula barvy kiiZze nejcastéji v oblasti obliceje.
Specifickou skupinou jsou miniaturni melanomy, za které jsou obecné povaZzovany melanomy
horizontalniho rozméru mensiho nez 4 mm. Tyto melanomy Casto postradaji klinicky ptiznak
,»oSklivého kacatka®, nevykazuji klinické ptiznaky dle pravidla ABCDE a jejich dermato-
skopicky obraz je Casto nespecificky, typické dermatoskopické znaky melanomu €asto chybi.
AKkrolentiginozni melanom postihuje kazi tlustého typu rukou a nohou. Vzhledem k jeji
specifické struktufe s pfitomnosti dermatoglyfi se lisi 1 dermatoskopicky nalez.
Akrolentigin6zni melanomy (€asto amelanotické) byvaji klinicky nékdy dlouho povazovany za
vulgarni veruky ¢i za tzv. black heel, ¢ili hemoragie do klize nej¢astéji na patach.

Specifickou skupinou jsou melanomy nehtové jednotky. Tyto melanomy mohou postihnout

nehtovou matrix (proximalni ¢i distalni) nebo nehtové lazko. Nejcastéji se klinicky projevuji
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longitudinalni nepravidelnou melanonychii, svou nepravidelnosti se li§i od benignich névi této
lokality. Zndmkou pokrocilosti melanomu je disrupce nehtové ploténky a tzv. Hutchinsonovo

znameni, tedy makroskopicka pigmentace ptilehlych nehtovych vala.

1.2. Epidemiologie melanomu ve svété

Incidence kozniho melanomu je celosvétoveé znacné rozdilna. Jeji velikost zalezi na zemépisné
Sifce, nadmotské vysce, podnebi, oblacnosti ¢i stavu atmosféry. VSechny tyto faktory souviseji
s absorpci UV zéfeni.

Na jizni polokouli incidence melanomu klesa se vzdalenosti od rovniku, coz je logicky dano
davkou absorbovaného UV zareni. Na severni polokouli je vSak gradient opacny, incidence
melanomu roste s rostouci vzdalenosti od rovniku (Matthews NH. et al., 2017). Nejvyssi
incidence melanomu v Evropé je v severskych statech, Dansku a téz ve Svycarsku a v
Nizozemi. Tento fakt je pravdépodobné spojen s pfevazujicim svétlym typem klize mistnich
obyvatel.

Mezi staty s tradi¢né nejvyssi celosvétovou incidenci melanomu patii Novy Zéland, Austrélie,
nasledované severskymi staty Evropy. Nizka incidence melanomu v arabském svété by mohla
byt zpiisobena zakrytim celého kozniho krytu ortodoxnim odévem. Incidenci napfi¢ kontinenty

udava obr. 1.

Melanoma of skin
. 4.2+
mm 1.6-4.2
B 0.89-1.6
10.48-0.89
1 <0.48

No data

Obr. 1 — Celosvétova incidence kozniho melanomu (hodnoty jsou uvedeny na 100 000

obyvatel) (Matthews NH. et al., 2017).
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Mortalita koZzniho melanomu je stejn¢ jako incidence geograficky rozdilna (obr. 2). Mortalita
melanomu stoupd se vzdalenosti od rovniku, tento jev je v literatufe ozna¢ovan jako gradient

zemé&pisné Sitky (Ward WH., Farma JM., 2017).

Melanoma of skin

- 1.4+

== 0.79-1.4

== 0.48-0.79

= 0.21-0.48

1 <0.21

No data

Obr. 2 — Celosvétova mortalita kozniho melanomu (hodnoty jsou uvedeny na 100 000

obyvatel) (Matthews NH. et al., 2017).
1.3. Epidemiologie melanomu v CR

Incidence melanomu kazdoro¢né stoupd. Ukazuje to statistika incidence, ktera je vedena od
roku 1977 (graf 1). Pti¢in vzristu incidence je né€kolik. Na prvnim miste stoji zvySena expozice
sluneénimu zafeni, ktera se stala v poslednich desetiletich modernim trendem. Zajem o
opalovani a cestovani za sluncem ma negativni vliv na kazi Stfedoevropana. Zasadnim
faktorem je zde tzv. Sokové osvétleni kiize, tedy intenzivni ndhla kratkodoba expozice kize,
kterd je po drtivou vétSinu roku zahalena obleCenim. Vedle pfirozeného zdroje slune¢niho
zéfeni je rizikovym faktorem i trend solérii, které poskytuje intenzivni Sokové osvétleni celého
kozniho povrchu. Chorobna touha po dokonale opélené kiizi se dnes nazyva tanorexie.

V rozloZeni hrubé incidence dle pohlavi je zfejmé, Ze mirn€ pfevazuji muZzi nad Zenami (graf
2).
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Graf 1 — Casovy vyvoj incidence a mortality na melanom kiize od roku 1977 (zdroj:

www.svod.cz).
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Graf 2 — Casovy vyvoj hrubé incidence melanomu kize dle pohlavi (zdroj: www.svod.cz).

A¢ trend hrubé mortality ma mirn€ stoupajici tendenci v souvislosti se vzrustajici incidenci
(graf 3), mortalita korigovand na pfislusnou incidenci (index mortalita/incidence) ma trvale
vyrazné klesajici trend (graf 4). Trvale se specificka mortalita v CR drzi pod 5 imrti na 100 000
obyvatel (graf 1). Tento trend souvisi se zlepSujici se prevenci a zejména s nastupem moderni

16¢by (viz dale).
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Graf 3 — Casovy vyvoj hrubé mortality melanomu kize dle pohlavi (zdroj: www.svod.cz).
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Graf 4 — Casovy vyvoj indexu mortalita/incidence melanomu kiize dle pohlavi
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(zdroj: www.svod.cz).

Maximum vyskytu melanomu je ve vékové skupiné 67-80 let (graf 5). Roli v tomto vékovém

rozloZeni hraje vyS$$i procento vyskytu lentigo maligna melanomu (nové tzv. high-CSD

melanomy).

Od cca 25. roku zivota vSak pravdépodobnost vyskytu melanomu strmé stoupa. Melanom

v détstvi je extrémné vzacnym nalezem. U déti do 10 let véku je jeho incidence méné nez 1,8

na 1 000 000 obyvatel. Obvykly je akcelerovany a asymetricky riist pigmentové 1éze.
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Graf 5 — Vékova struktura pacientl s melanomem kiize za obdobi 1977-2017

(zdroj: www.svod.cz).

Ve vétsing pripadil je diagnostikovano Casné stadium onemocnéni melanomem (stddium I a II,
tedy Casny ¢i pokrocily primarni tumor bez metastdz). Pouze jednotky procent zaujimaji
ptipady pokrocilého onemocnéni (stadia III a IV, tedy s postizenim lymfatickych uzlin ¢i se

vzdalenymi metastazami) (graf 6).
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Graf 6 — Vyvoj zastoupeni klinickych stadii melanomu ktZe (zdroj: www.svod.cz).
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1.4. Diagnostika a prevence melanomu

Na wvzriistajici incidenci melanomu ma vliv zlepSujici se povédomi o existenci zhoubnych
koznich néadorti a zlepSujici se osvéta o jejich laickém rozpoznéni. Pacienti jsou Iépe
informovani o prevenci a o faktorech zapficCinujicich vznik melanomu. Zlepsuje se povédomi
pacientli o samovySetfeni a Casném rozpoznani melanomu (znamé pravidlo ABCDE).
Pacientim jsou nabizeny preventivni programy (napf. Stan proti melanomu) a preventivni
vysetieni kozniho krytu hrazené zdravotni pojistovnou. Neodmyslitelnou soucasti ochrany pred
sluncem jsou krémy s SPF faktorem, které maji v kombinaci s odévem prokazany efekt na
prevenci koznich nadora.

Rizikovymi faktory pro vznik melanomu je zejména vyskyt melanomu v rodinné ¢i osobni
anamnéze, svétly fototyp kize (fototyp I a II dle Fitzpatricka), Casté spaleni kiize (zejména
v détském veku), Casté navstévy solérii, syndrom mnohocetnych dysplastickych névii apod.
Ne zcela dofesenou otazkou stale ziistava nejoptimalngjsi zptisob provadéni screeningu koznich
nadorti. Ukazuje se, Zze popularni akce typu Stanu proti melanomu nepfinasi signifikantni
zlepSeni specifické mortality na melanom (Trautmann F. et al., 2016). Nastavil-li by se
screening pouze na ohrozenou skupinu populace, bude do programu zahrnuto pouze cca 20 %
populace. Nejlepsim zplisobem se tedy v souc¢asné dob¢ jevi tzv. nahodny screening. Kazdy
l1ékat miize u pacienta, at’ uz prichazi s jakymkoli zdravotnim problémem, objevit melanom pfii
kratké aspekci kozniho krytu.

Vysledkem vySe uvedeného je Cast&jsi zachyt Casnych stadii melanomu, dle klasifikace TNM
se stale ¢ast&ji jedna o stadium pT1 melanomt &i dokonce melanomy in situ. Cést z téchto
melanomti jsou pomalu rostouci tumory typu lentigo maligna ¢i lentigo maligna melanom, které
by v budoucnu nezvysily morbiditu ¢i mortalitu.

Je znamo, Ze pokrocilost tumoru v dobé stanoveni diagnozy nepiimo zavisi na dostupnosti
zdravotni péce. Melanomy cCasnych stadii jsou cCastéji diagnostikovany ve méstech nezli na
vesnici. Dokazuje to 1 ruska studie zabyvajici se geografickym rozloZenim vyskytu melanomu
v Ruské federaci (Muntyanu A. et al., 2020).

K casné diagnostice melanomu napomaha dermatoskopie, kterd by méla byt v soucasné dobé
jiz rutinni soucasti dermatologického vySetfeni. Dermatoskopie zvysuje diagnostickou presnost
az o desitky procent a zavisi na zkuSenosti dermatologa. Dermatoskopie v minulych letech
zazila zlaty vk, kdy byly popisovany zakladni dermatoskopické struktury, které diferencuji
benigni a maligni 1éze. Pocet védeckych publikaci zabyvajicich se dermatoskopii kazdym

rokem exponencidlné roste. V soucasné dobé expanduje dermatoskopie i1 do oblasti
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problematiky vlasii (trichoskopie), nehti (onychoskopie), kapilar proximalniho nehtového valu
(kapilaroskopie) ¢i zanétlivych dermat6z (inflamoskopie).
Komplexni pohled na diagnostiku a 1é¢bu melanomu vsech stadii pfinasi evropsky konsensus

vytvoreny skupinou odborniki EADO (European Academy of Dermato Oncology).

1.5. Terapie casnych stadii melanomu

Zékladem lécby cCasnych stadii melanomu je chirurgicka lécba, tedy Sirokéd excize tumoru a
individualné¢ je indikovano mapovani SLN (sentinelova lymfaticka uzlina, viz dale).
Doporuceni mezinarodnich spolecnosti se mirn¢ 1isi, obecné jsou vSak evropské a americké
guidelines srovnatelné. Radikalnost zakroku se odviji od aktudlné platného 8. vydani TNM
klasifikace dle AJCC (priloha 1).

Ptichazi-li pacient jiz po provedené neSiroké excizi melanomu, odviji se indikace mapovani
SLN dle stanovené vysky tumoru dle Breslowa. Pokud ma pacient hodnotu tloustky tumoru dle
Breslowa nad 1,0 mm, pak je ve vSech ptipadech indikovano znac¢eni SLN. Pokud se hodnota
dle Breslowa pohybuje mezi 0,8 a 1,0 mm, je znaCeni SLN ke zvaZeni (napf. mlady vék, velky
pocet mitdz, vysokd hodnota dle Clarka, pfitomnost ulcerace, pfitomnost mikrosateliti ¢i
lymfangioinvaze). U melanomil s hodnotou Breslowa mens$i nez 0,8 mm neni obecné znaceni
SLN doporucovano. Indikace provedeni SLN vSak zalezi na celkovém stavu pacienta a jeho
internich komorbiditach. Ve vSech ptipadech je vSak indikovana reexcize jizvy Sife od 5 do 20
mm, a to opét dle hodnoty dle Breslowa. Lem vé&tsi neZ 20 mm jiZ dnes neni doporucovéan,
jelikoz radikalné€jsi zakroky neprokézaly ve srovndvacich studiich signifikantni zlepSeni
prognozy (Sladden MIJ. et al., 2018).

Nezadouci je Siroka excize pokroc¢ilého tumoru v prvni dobé, diky niz dochédzi ke zménam
v drendZi tributarnich lymfatickych oblasti a tim je znemozZnéno mapovani SLN v druhé dobé
pro jeho nevytéznost. Diagnosticko-terapeuticky postup byl mél byt i z tohoto divodu veden
ve specializovaném dermatoonkologickém centru.

V piipadé pokroc¢ilych melanoml je pfed dal$im chirurgickym zakrokem rutinni praxi
provedeni stagingového celotélového CT k vylouceni diseminace onemocnéni.

Alternativou je uziti PET/CT (pozitronova emisni tomografie/vypocetni tomografie) zaloZzena
na tzv. Warburgové efektu, tedy aberantnimu silnému vychytavani glukdzy nadorovou tkani ke
glykolyze. Uzivéana je znaCend glukéza (FDG — fluorodeoxyglukdza). Melanomy vykazuji
témet ve vSech piipadech velmi intenzivni uptake FDG. Vyhodou je téZ moZnost celotélového

skenu veetné koncetin. PET/CT je schopno identifikovat metastazy velikosti cca 4 mm.
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Ptichazi-li pacient s melanomem jesté neexcidovanym, rozhodnuti o indikaci mapovani SLN
se odviji podle charakteru melanomu (melanom s elevaci nad niveau, s evidentni klinickou ¢i
dermatoskopickou ulceraci nebo regresi, krvacenim, makroskopicky noduldrni melanom
apod.). Pokud neni diagn6za melanomu klinicky ziejma, jistotou je provedeni neSiroké excize
s naslednym histologickym vySetfenim. Studie potvrzuji, ze probatorni excize z nadoru
nezvysuje pravdépodobnost postizeni SLN a nezhorSuje jeho prognézu (Martin RC. et al.,
2005).

Pti standardizovaném histopatologickém vysetfeni sentinelové uzliny je v sériovych tkanovych
lamelach cilen¢ hledana piritomnost nadorovych bun¢k v barveni HE a imunohistochemicky.
Hledany jsou ITC (isolated tumor cells), mikrometastazy (tedy metastazy do velikosti 2 mm
v nejveétsim rozméru) a makrometastdzy. V diferencidlni diagnostice stoji tzv. nodalni névus,
tedy pritomnost benignich névocyti v lymfatické uzling. Na rozdil od metastaz se nodalni névy
nachdazeji spiSe ve vazivovych septech. Prognosticky negativnim nalezem je invaze metastazy
pres vazivové pouzdro uzliny ¢i spotfebovani lymfatické tkané nadorem.

U pacientli s melanomem v oblasti hlavy se obecné mapovani SLN neindikuje vzhledem ke
komplexni lymfatické drenézi v této oblasti.

Automaticka indikace nasledné exenterace pii pozitivité sentinelové uzliny jiz dnes patii
minulosti. Ve studiich se prokézal fakt, Ze exenterace nezlepSuje celkové preziti (overall
survival) v porovnani s pravidelnymi kontrolami (Faries MB. et al., 2017).

Samotné vySetfeni sentinelové uzliny nezlepSuje prognézu onemocnéni, je vSak zasadnim
stagingovym vySetienim. Pozitivita sentinelové uzliny pacienta posunuje do klinického stadia
I, které je v dnesni dobé indikaci k zahajeni adjuvantni terapie (p¥iloha 2). Sporna a dosud
nezodpovézena je otdzka adjuvantni terapie u pacientl, kteti maji v SLN pouze ITC, tito
pacienti nejsou v soucasné dobé€ rutinné do programu adjuvantni 1écby zahrnovani.
Adjuvantni terapie cilenou 1é€bou ¢i imunoterapii checkpoint inhibitory (podrobnéji viz dale)
prokazala signifikantni prodlouZeni doby do progrese onemocnéni (Thomas D. et Bello DM.,
2021). V soucasn¢ dobé je tato terapie hrazena na 1 rok z vetejného zdravotniho pojisténi. Pro
klinicka stadia II, tedy pokrocily primarni melanom bez postiZeni sentinelové uzliny, je tato
terapie ve fazi klinickych studii (informace k 12/2020).

Adjuvantni terapie interferonem alfa jiz dnes patfi minulosti. Ro¢ni adjuvantni subkutanni
interferonova terapie sice prodluzovala dobu do progrese onemocnéni, ale nepfinesla zlepSeni
celkového preziti (Mocellin S. et al., 2013). Vykazovala vysoké procento nezadoucich uc¢inkt

véetné hepatotoxicity, nefrotoxicity, chronické tnavy, horecek, ztraty hmotnosti a poruch vizu.
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Nacasovani dalSich pravidelnych kontrol se do jisté miry lisi dle zvyklosti pracovisté, vétSinou
se vSak jednd o intervaly 3 az 6 mésicti v prvnich letech od diagnézy. Dle pokrocilosti
inicialnitho onemocnéni se odviji indikace pravidelnych zobrazovacich vySetfeni a odbéry

nadorovych markerti (LDH a protein S100).

1.6. Terapie pozdnich stadii melanomu

Metastazujici melanom je zavaznym stavem. Doba doziti pacienta s metastatickym
onemocnénim se jeste pred nékolika lety pohybovala v horizontu 3 az 6 mésict.

Metastazy melanomu se mohou objevit prakticky kdekoli v organismu, nejcastéji se vSak
objevuji v kiizi a podkozi, spadovych lymfatickych uzlinach, plicich, jatrech a kostech.
Metastazy CNS vcetné leptomeningedlni karcinomatézy maji €asto pozdni nastup a jsou
znamkou nepfiznivé progndzy onemocnéni, vzidcné se vyskytuji jako jediny pfiznak
metastatického onemocnéni.

Kozni metastazy se rozlisuji trojiho typu — satelitni (vzniknuvsi do 2 cm od jizvy po primarnim
tumoru), intranzitni (vzniknuvs$i mezi jizvou a spadovymi lymfatickymi uzlinami) a vzdalené.
Z terapeutickych moznosti byla vyuzivana onkochirurgie, paliativni radioterapie, systémova
chemoterapie (nejcastéji kombinace vinblastinu, dacarbazinu a cykloplatiny) a pro izolované
koncetinové metastazy tzv. HILP (hypertermickd izolovana koncetinova perfiize) za pouZiti
cytostatika melphalanu.

S néastupem moderni 1é¢by doslo k signifikantnimu prodlouzeni doby bez progrese (progression
free survival, PFS), prodlouzeni celkového pieziti (overall survival, OS) v¢etné zlepSeni kvality
Zivota.

Moderni protinddorova lé€ba metastazujictho melanomu v sou€asnosti nabizi dvé moznosti —
imunoterapii a cilenou 1écbu.

Ptehled registrovanych 1€Civ pro metastazujici melanom, které byly schvaleny FDA (Food and

Drug Administration), udava priloha 3.

1.6.1. Protinddorova imunoterapie

Protinddorovd imunoterapie checkpoint inhibitory, tedy monoklondlnimi protilatkami
zesilujicimi protinddorovou imunitni reakci, se do klinické praxe dostala v roce 2011. V tomto
roce byl registrovan prvni 1€k této skupiny — ipilimumab, plné¢ huménni protilatka proti

receptoru CTLA-4 (Krajsova I. et Bauer J., 2017). Tento receptor je exprimovan na T
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lymfocytech a pii jeho vazbé na ligand CD80/CD86 na APC (antigen prezentujicich bunikach)
ziskava T lymfocyt inhibi¢ni signal a dochazi k jeho utlumeni. Pti blokaci receptoru CTLA-4
ipilimumabem neni funkce T lymfocytu inhibovéana a imunitni reakce je tim potencovana.
Postupné se objevily dalsi monoklonalni protilatky, které vykazaly vyssi ucinnost v porovnani
s ipilimumabem a vys$i Cetnost navozenych parcidlnich a kompletnich odpovédi, jmenovité
nivolumab a pembrolizumab. Tyto monoklonalni protilatky jsou namitfeny proti receptoru PD-
1 (Programmed cell Death — 1) na T lymfocytech. Pfi navazani receptoru PD-1 na jeho ligand
PDL-1, exprimovany na nadorové bunce, dochazi k inhibici funkce T lymfocytu. Pfi blokaci
PD-1 nivolumabem ¢i pembrolizumabem je tento inhibicni signal pferuSen a dochazi tim k
posileni aktivity imunitniho systému.

Podminkou k zah4jeni imunoterapie je dobry vykonnostni status pacienta, hodnoceny dle skore
ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group). Kontraindikaci jsou autoimunni choroby
v anamnéze. Restaging se provadi pomoci CT trupu kazdé 3 mésice.

Dojde-li pfi terapii checkpoint inhibitory na prvnim restagingovém CT k obrazu progrese
onemocnéni, tedy zvétSeni nadorové masy ¢i dokonce vzniku dalSich lozisek, nemusi se nutné
jednat o redlnou progresi onemocnéni. ZvétSeni nadorové masy v tvodu terapie miize znacit
tzv. pseudoprogresi, tedy prechodné zvétSeni nddoru diky jeho infiltraci T lymfocyty (Ma Y. et
al., 2019). O skute¢nou progresi se tedy nejedna a v terapii je mozno pokracovat. Progrese bude
potvrzena ¢i vyloucena na dal§im restagingovém CT v horizontu minimalné 8 tydnt.

V literatufe se objevuji kazuistiky tzv. hyperprogrese, akcelerované progrese pii imunoterapii.
Tento jev dosud neni uspokojivé vysvétlen a etiologickd souvislost s imunoterapii je stale
pfedmétem diskusi (Yilmaz M. et Akovali B., 2020).

Vyvoj onemocnéni je hodnocen dle piesn¢ definovanych radiologickych kritérii iRECIST
(Schwartz LH. et al., 2016). Nastat mohou 4 typy odpovédi na 1é€bu — progredujici onemocnéni,
stabilizace onemocnéni, parcidlni odpovéd’ ¢i kompletni odpoveéd’. V 1é¢bé je pokracovano do
nezvladatelné toxicity ¢i do potvrzené skute¢né progrese onemocnéni.

Checkpoint inhibitory s sebou piinasi cetné a trvalé odpovédi. Dnes je znam fakt, Ze
imunoterapie si ponechava dlouhodoby efekt i po jejim vysazeni.

Vedle prokazané¢ho protinadorového efektu vykazuji checkpoint inhibitory i specifické
spektrum nezadoucich Uc¢inki, mezi néZ patii endokrinni toxicita (zejména hypofyzitida),
gastroenterotoxicita (kolitida), pneumotoxicita (pneumonitida), hepatotoxicita, nefrotoxicita a
kozni toxicita (Puzanov I. et al., 2017). Kozni toxicita je nejcastéjSim a zaroven nejcasnéjSim
nezddoucim u¢inkem imunoterapie, ve vétSin€ piipadi se jedna o makulopapuldzni exantém,

pruritus ¢i vitiligo. Samotna existence toxicity je spojena s lepsi odpovédi na 1écbu. Zavaznost
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nezadoucich Uc¢inkli je hodnocena dle mezinarodni standardizované pétistupniové skaly
CTCAEv5.0 z roku 2017 (Common Terminology Criteria for Adverse Events, verze 5.0), od
které se odviji i jeji management.

Terapie checkpoint inhibitory se dnes v indikovanych piipadech podavéa téz ve fixnich
kombinacich (ipilimumab+nivolumab), které ssebou vedle signifikantn¢ vyssiho
protinadorového efektu pfinaseji i silnéjsi nezaddouci ucinky, se kterymi ma zkusenost vétSina

pacientti (Larkin J. et al., 2019).

1.6.2. Cilena lécba

Druhou skupinou protinddorovych 1é¢iv jsou cilené 1éky, a to inhibitory mutované BRAF
kin4dzy v kombinaci s MEK inhibitorem (Krajsova I. et Bauer J., 2017).

Ptiblizné polovina melanoml nese somatickou aktivaéni mutaci genu pro kinazu BRAF na
pozici V600. Nejcastéji se jedna o substituci V60OE, mén¢ casto V600K, ostatni mutace jsou
vzéacné a klinicky malo vyznamné. Blokace této mutované kinazy BRAF inhibitorem s sebou
nese rychlou regresi nddorové masy, v horizontu n¢kolika mésict vSak Casto dochazi ke vzniku
sekundarni rezistence a dal§i progresi onemocnéni. Tato sekunddrni rezistence je cCasto
zpusobena bypassem v signdlni kaskadé Ras vedouci napt. pres PI3K/AKT signalni kaskadu.
Kwvili casné sekundarni rezistenci pf1 monoterapii BRAF inhibitorem byl pfidan MEK inhibitor
do kombinace, ¢imz je signalni kaskdda Ras-Raf-MEK-ERK blokovéana na dvou mistech a tim
je docileno trvalejSiho efektu.

BRAF inhibitory (vemurafenib, dabrafenib, encorafenib) a MEK inhibitory (kobimetinib,
trametinib, binimetinib) jsou peroralni malé molekuly s dennim uZivanim. Tyto léky tvofi fixni
kombinace se specifickym davkovanim. Pfi vzniku toxicity umoZziuji davkovaci schémata
redukci terapeutické davky.

Spektrum nezadoucich uc¢inkit BRAF a MEK inhibitort je opét specifické, jedna se zejména o
silnou fotosenzibilizaci na slozku UVA zateni, folikularni keratdzu, tvorbu palmoplantarnich
hyperkeratdz, keratoakantomt, zvySené teploty, pyrexie a papulopustulézni exantém. Dalsi
nezadouci ucinky (jako napf. reverzibilni centralni serdzni retinopatie ¢i plicni embolizace pfi
terapii MEK inhibitorem) jsou vzacné. Gastrointestindlni intolerance se vyskytuje vzacné.
V ptipad¢ vzniku nezadouci ptihody jsou dle jeji tize 1éky vysazovany, ptipadné je jejich davka
redukovéna. Management nezadoucich ptihod se opét odviji od mezindrodni klasifikace

CTCAEVS.0.
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1.6.3. Dalsi modality 1écby

Terapie modernimi 1é¢ivy mize byt doplnéna chirurgickou lé¢bou, kryodestrukei exofytickych
koznich metastaz ¢i konkomitantni zevni radioterapii. Radioterapie aplikovand soucasné
s protinddorovou imunoterapii miize vzacné navodit tzv. abskopalni efekt, pii némz dochazi
k navozeni regrese 1 metastaz vzdalenych, radioterapii neoSetfenych. Spise jiz minulosti patfi
intralézionalni aplikace rekombinantniho interleukinu 2 do koznich metastaz.

Pro izolované jaterni metastazy se v indikovanych piipadech uziva chirurgicka 1écba,
radiofrekvencni ablace ¢i tzv. TACE (transarteridlni chemoembolizace).

Pro izolované mozkové metastazy je vyuzivano selektivni ozafeni stereotaktickou
radiochirurgii, pfipadné neurochirurgicky zakrok. V pifipadé¢ nemoznosti oSetfeni pro jejich
velikost €1 Cetnost se uziva WBRT (whole brain radiotherapy).

Novinkou v 1é€bé je intralézionalni aplikace specialné ptipravenych onkolytickych vakcin
pfimo do metastdz, napt. tzv. T-VEC (talimogene laherparepvec), coz je geneticky
modifikovany herpeticky virus s protinadorovym efektem.

V pozdnich stadiich onemocnéni po vyc€erpani modernich modalit 1écby ma své misto stale
kombinovana chemoterapie (vinblastin, dacarbazine, cykloplatina). Je zndmo, Ze chemoterapie
muze prokdzat vyssi efekt, byl-li pacient predlécen imunoterapii.

Trendem soucasnych klinickych studii je kombinacni 1écba (checkpoint inhibitory + cilena
lécba) a klinické hodnoceni dal§ich molekul, jako napf. atezolizumab, spartalizumab ¢i
bempegaldesleukin.

Diilezitou soucasti péce je symptomatickd terapie, psychosocialni podpora, paliativni péce a

pfipadné hospicova péce.

1.7. Problematika melanomu oka

Melanom oka postihuje jeho uvedlni trakt, vzniknout mtiize v corpus ciliare, duhovce ci
cévnatce. Klinickymi pfiznaky jsou stahovani zorného pole, neostré vidéni a pfipadné zmény
na duhovce.

Genetické pozadi uvealniho melanomu se diametralné odliSuje od koznich melanomu. Uvealni
melanomy vykazuji mutace zejména v genech GNA11l a GNAQ, které¢ tvori hlavni alfa
podjednotku heterotrimerickych G proteinti a hraji roli v signalni kaskad¢ fosfatidylinozitolové

signalni drahy.
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Histologicky se uvealni melanomy klasifikuji dle Callendera na epiteloidni, vietenobunécné a
smiSené. Histologicky typ koreluje s prognézou onemocnéni, pfi¢emz vietenobunéény typ ma
progndzu nejlepsi, epiteloidni typ nejhorsi (Mooy CM. et Jong PTVM., 1996).

Lécebnou metodou je enukleace bulbu, pfipadné radioterapie. Adjuvantni terapie v soucasné
dobé neni indikovéna.

Uvealni melanom je typicky zakladanim vzdéalenych metastaz v horizontu mnoha let po
inicidlni diagnéze. Vyjimkou nejsou metastazy vzniknuvsi po 10, 15 ¢i vice letech. Vzhledem
k absenci lymfatického zdsobeni oka nedochazi k rozsevu do lymfatickych uzlin, nybrz
hematogenné, prakticky pouze do jater a plic.

Lécebnymi metodami metastazujiciho uvealniho melanomu je chirurgicka resekce izolovanych
metastaz, radiofrekvencni ablace izolovanych jaternich metastdz ¢i TACE.

V systémové 1écbé existuji kontrolované studie pouze s ipilimumabem. Ipilimumab vSak
melanomu (Maio M. et al., 2013).

Z dalSich modalit existuji omezené informace o pouziti multikindzovych inhibitorti (napf.

sunitinib) ¢i kombinované chemoterapie (Mahipal A. et al., 2012).
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2. Histopatologie melanocytarnich 1ézi — souc¢asny pohled

2.1. Obecna charakteristika histopatologie melanocytarnich lézi

Samotné rozdéleni melanocytarnich nadortt pouze na benigni a maligni patii v dnesni dobé jiz
minulosti. Melanocytarni 1éze tvoii kontinuum od ¢isté benignich nddord (névy) az po maligni
nadory (melanom). Mezi témito extrémy se nachazeji melanocytarni tumory nejisté biologické
povahy, pro né€z se nékdy uzivaji tii zavedené akronymy — IAMPUS (Intraepidermal Atypical
Melanocytic Proliferations of Unknown Significance), SAMPUS (Superficial Atypical
Melanocytic Proliferations of Unknown Significance) a MELTUMP (MELanocytic Tumors
of Uncertain Malignant Potential), dvé posledné jmenované jednotky odliSuje zejména hloubka
invaze, arbitrarné zvolenou hranici je hodnota dle Breslowa 0,75 mm (Pock L., 2013).

Kromé¢ klasickych typl ziskanych melanocytarnich névi (junk¢ni, smiSeny, intradermalni,
modry) rozliSuje WHO klasifikace koznich nadorG dysplasticky névus, nevus spilus,
lentigindzni névus, akralni névus, Meyersoniv (ekzematizovany) névus, halo névus, rekurentni
névus a névy specialnich lokalit (ucho, kStice, axila, mamma). Existuji vSak i dal$i, vzacné typy
benignich névli — napf. klonalni névus, kombinovany névus ¢i névus s osealni metaplazii
(Nanttv osteonévus).

Méni se nazor na koncept dysplastického névu. V minulosti byl dysplasticky névus bran jako
mezistupen v progresi od benigniho melanocytarniho névu do invazivniho melanomu (Dufty
K. et Grossman D., 2012). V soucasné dobé¢ je dysplasticky névus povazovan za svébytny typ
benigniho névu. Pacient s mnohoc¢etnymi dysplastickymi névy ma sice vyss§i pravdépodobnost
vzniku melanomu kdekoli na kiizi, samotny dysplasticky névus vSak toto nebezpeci neskyta.
Soucasné platnda WHO klasifikace nadort kiize uZiva pro dysplasticky névus morfologicky kod
8727/0, kterym je definovéna jeho benigni povaha (Elder DE. et al., 2018).

Jako na kontinuum je v souc¢asné dobé nahlizeno na skupinu spitzoidnich 1ézi. Névus Spitzové
byl piivodné popsan Sophii Spitzovou v roce 1948 jakoZto juvenilni melanom, vykazuje vSak
benigni biologické chovani. Kontinuum spitzoidnich 1ézi se pohybuje od benigniho névu
Spitzové pies atypicky névus Spitzové, STUMP (Spitzoid Tumor of Uncertain Malignant
Potential) az po spitzoidni melanom (Luo S. et al., 2011).

Podobné kontinuum plati u primarné dermalnich melanocytarnich tumori. Do této skupiny
se fadi tzv. modré tumory, hluboce penetrujici névus (DPN, Deep Penetrating Nevus) a
pigmentovy epiteloidni melanocytom (PEM). PEM popsal vroce 2004 Zembowicz
(Zembowicz A. et al., 2004).
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Mezi tzv. modré tumory se fadi klasicky modry névus (coZ je primarn¢ dermdalni névus
s piitomnosti vietenitych névocytid v koriu s pigmentem v melanofazich), celularni modry
névus, atypicky celularni modry névus a melanom vzniknuvsi v modrém névus. Recentné zacal
byt odliSovan tzv. Kamino névus, tedy superficidlni modry névus s pfitomnosti junkéni slozky,
jedna se tedy o smiSeny modry névus (Zembowicz A. et Phadke PA., 2011).

Recentné je sklonovéana existence tzv. BAPomi, tedy Wiesnerovych névii. BAPomy jsou
benigni melanocytarni tumory, které¢ byly popsany Wiesnerem v roce 2011 a které ztratily
expresi proteinu BAP-1 (Wiesner T. et al., 2011). Tato nozologicka jednotka je dilezitou
diferencidlné-diagnostickou jednotkou pro jejich osobitou strukturu slozenou s mnohdy
atypickych dermalnich epiteloidnich melanocyti s monstrozitami jader, viditelnymi
bunéénymi hranicemi a s ¢asto spitzoidnim vzhledem.

Koncept melanomu in situ je znam od 80. let 20. stoleti, kdy byl definovan Ackermanem
(Ackerman AB., 1985). Melanom in situ pfedstavuje melanom Sifici se pouze v epidermis, bez
pfitomnosti invazivni komponenty. Melanom in situ na solarn¢ chronicky osvétlené kuzi je
nazyvan lentigo maligna, charakteristicky je atrofii epidermis, vyhlazenim rete ridges, solarni
elastdozou v hornim koriu a lentiginéznim a pagetoidnim §ifenim atypickych melanocytt.
Invazivni melanom si az doposud zachoval v klinické praxi d€leni na 4 zdkladni typy —
nodularni melanom, superficialné se Sifici melanom (SSM), lentigo maligna melanom (LMM)
a akrolentigin6zni melanom (ALM).

V histopatologické diferencidlni diagnostice melanomu stoji fada vzacnych typti melanomu,
které mohou napodobovat benigni 1éze ¢i 1éze zcela jiné histogeneze. Patii mezi né napf.
névoidni melanom (ktery mtiZze imitovat benigni névus), desmoplasticky melanom (ktery mize
imitovat histologicky 1 imunohistochemicky nezralou jizvu), myxoidni melanom, buldzni
melanom ¢i melanom z baldénovych bunék (Patterson JW., 2015).

Histopatologické znaky malignity v barveni HE jsou stdle zdkladem diagnostické rozvahy
(napf. asymetricky rust, pagetoidni a lentigin6zni Sifeni v epidermis, konsumpce epidermis,
cetné ¢i atypické mitdzy, jaderné atypie €i monstrozity, viditelna jadérka, absence vyzravani
smérem ke spoding, asymetrickd zanétliva infiltrace, angioinvaze ¢i perineurdlni invaze apod.)
Vedle toho se vSak uplatiiuji pomocna imunohistochemicka a molekularné-geneticka vysetieni
(viz déle).

Nova TNM Kklasifikace z roku 2017 dle AJCC (8. vydani) s sebou pfinesla jist¢é zmény ve
stagingu melanomu, ¢imz se zaroven zmeénila kritéria k indikaci mapovani SLN ¢i k zafazeni

do adjuvantni klinické studie (pFiloha 1).
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2.2. Nova klasifikace koznich nadorii dle WHO (2018)

Nové klasifikace koznich nddord dle WHO zroku 2018 pfinesla kromé jiného zmény
v nomenklatuie melanomu (Elder DE. et al., 2018). Nazvy SSM a LMM nahradila novymi
nazvy CSD a low-CSD melanom (Cummulative Sun Damage). Tyto nazvy tak reflektuji
etiologickou souvislost vzniku melanomu s expozici UV zafeni. Ve vysledku tedy v soucasné
dob¢ rozlisujeme 5 typt melanomu — high-CSD, low-CSD, akralni/mukozéalni melanom,
uvealni melanom a spitzoidni melanom (tab. 1). Nové nazvy vSak zatim nevstoupily do

hlubsiho povédomi v klinické praxi.

Type of mefanoma
Attribute
High-CSD Low-CSD Acral/mucosal Uveal Spitz
Mutation burden Vary high High | Low Very low Probably low
UV radiation signature Strong Strong Absent Absent Variable
DNA copy-number
ch;’r!{ges Multiple Multiple Numerous Few Multiple
Typically Typically Multiple focused { Typically Typically
Type of aberrations chromesomal arms or chromosomal arms or amplifications and i chromosomal arms or chromosomal arms or
entire chromosomes entile chromosomes deletions entire chromosomes entire chromosomes
|

Hign/low-CSD melanoma, metanoma in skin with a high/low degree of cumulative sun damage.

Tab. 1 — Nova klasifikace typti melanomu dle aktudlné platné WHO klasifikace koznich nddora
z roku 2018 (Elder DE. et al., 2018).

Nové dale doslo k rozdéleni melanocytarnich 1ézi na 5 tfid dle jejich biologické povahy (tab.
2). Do prvni skupiny (,,very low risk of progression*) byly zafazeny benigni névy. Tento fakt
zménil ndhled na vnimani biologické povahy névii, doslo k vymizeni naprosté benigni povahy

dané léze.
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Melanocytic turnours with very low risk of progression
Class 1 . {e.9. common and mildly dysplastic nagvi)
No further treatment generally recommended®

Melanocytic tumours with low (but currently unquantifiable) risk o_f progression
Class 2 (e.. Spitz naevus without atypia and moderately dysplastic nsusm}E=
May warrant complete excision with narrow (.. <& mm) margins

i Melanocytic iumours with higher risk of progression
Class 3 . (e.g. severely dysplastic naevi and melanoma in situ) .
: Usually warrants complete excision with wider (e.g. 5 mm) margins

AJCC stage pT1a and pT1b invasive melanomas ‘
Class 4 Usually warrants wide excision (e.g. 1 cm margins), with consideration of
| sentinel lymph node biopsy accerding to national guidelines®

i AJCC stage pT2 (or higher) invasive melanomas, posing higher risk of metastasis

Class 5 | Usually warrants wide excision (6.g. > 1 cm margins), additional prognostic/staging v.mrk-up3
. (e.g. sentinel lymph node biopsy), and/or adjuvant therapy, ascording to natienal guidelines
i

AJCC, American Joint Committee on Cancer

o ot e 7 0

* The guidelines assume that tha blopsy is representative and the masgin i3 positive

Tab. 2 — Nova klasifikace melanocytarnich 1ézi dle aktualné platné WHO klasifikace koZnich
nadort z roku 2018 (Elder DE. et al., 2018).

2.3. Molekularneé geneticka analyza melanocytarnich lézi

U melanomu, stejné jako u jinych zhoubnych nadord, dochazi ke kumulaci somatickych mutaci,
pfi nichz jsou v pfevaze vlivy protoonkogent nad tumorsupresory.

Vzhledem k rozli¢né patogenezi melanomu je 1 rozloZeni mutaci u riiznych podtypt melanomu
razné.

Melanomy, na jejichZ vznik mé vyraznéjsi vliv chronické ozareni slune¢nim svétlem (dle WHO
nov¢ nazvany high-CSD melanomy), kumuluji velké mnozstvi bodovych mutaci, nej€asteji
bodovou substituci cytosinu za tymidin. Tato mutace je typicky ve spojeni s patogennim vlivem
UV zatfeni na DNA. High-CSD melanomy jsou obecné jedny z nejvice mutovanych tumort.
Oproti tomu melanomy s nizkym stupném expozice slune¢nimu zafeni (low-CSD melanomy)
obsahuji signifikantné mén¢ mutaci.

Nejcastéji alterovanou signalni drdhou u melanomu je kaskada Ras, tedy Ras-Raf-MEK-ERK.
Ptiblizné polovina melanomt vykazuje somatickou mutaci v kinaze B-Raf na pozici V600.
Tato mutace je negativnim prognostickym markerem a zaroven pozitivnim prediktivnim

markerem v 1é€bé melanomu cilenou 1é¢bou malymi molekulami.
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U cca 15 az 20 % melanomt je detekovéna aktivacni mutace genu NRAS. Tyto melanomy se
téz vyznacuji agresivnéjsim chovanim. V drtivé vétSin€ ptipadil je tato mutace vylucujici pro
BRAF mutaci, tzn. pii pfitomnosti NRAS mutace je BRAF kinaza wild type a naopak. U NRAS
mutovanych melanoma mohou mit potencialni efekt MEK inhibitory — trametinib, binimetinib,
selumetinib (Munoz-Couselo E. et al., 2017).

U melanomu jsou téz dysregulovany signalni drahy regulujici bunécny cyklus, konkrétné deleci
genu CDKN2A (kodujici protein p16) a amplifikaci genu CDK4. Mutace v genech pro fizeni
bunécného cyklu jsou zaroven nalézany jakozto germinalni mutace zpusobujici vyskyt
familidrniho melanomu.

Dalsi casto se vyskytujici mutaci u melanomu, vcetné spitzoidniho melanomu, je mutace
v promotoru pro gen TERT, kodujici enzym telomerdzu (Thomas NE. et al., 2019). Jeji
overexprese zpusobuje patologickou elongaci telomer a tim imortalizaci nadorovych bunék.
Pouze u malé ¢asti koznich melanomi je detekovana aktivacni mutace v genu KIT, tyto mutace
jsou vSak Ccast€jSi u mukozalnich sinonazilnich melanomi a mohou byt potencidlnim
terapeutickym cilem inhibitori tyrozinkindzovych receptor, napf. imatinib (Toscano de
Mendonga UB. et al., 2018).

Akrélni a sliznicni melanomy vykazuji oproti ostatnim typim melanomt vy$$i mnoZzstvi
amplifikaci. U téchto melanomi nenalézame mutace typické pro mutagenni vliv UV zéfeni.
Zcela odlisnymi mutacemi se li$i melanom uvealni. U néj dochazi k mutaci genti kdédujicich

alfa-podjednotky heterotrimerickych G proteinti, konkrétné GNAQ a GNAT11.

2.4. Imunohistochemicka analyza melanocytarnich lézi

Vedle klasického obrazu v zakladnim barveni HE jsou hledany imunohistochemické a
molekularné-genetické markery, které by pomohly pii rozhodovani o biologické povaze
nadoru. Zadny z dosud objevenych markerti nema stoprocentni specificitu a jsou povazovany
za pomocné markery, zakladnim obrazem je stale barveni hematoxylin-eozin.

Mezi nejcastéji pouzivané imunohistochemické markery v diferencidlni diagnostice
melanocytarnich 1ézi patii protein S100, SOX10, HMB-45, Melan A a nové téz marker PRAME
(Hosler GA., 2016).

Asi nejznaméj$i marker S100 mé& odvozené jméno od jeho 100% rozpustnosti v siranu
amonném. Protein S100 je dimer sloZzeny ze dvou podjednotek (alfa a beta), jejichz vzajemnou
kombinaci vznikaji tfi izoformy. V imunohistochemii jsou pouzivany polyklonalni protilatky

namifené proti vSem izoformam proteinu. Pozitivita S100 pfindsi vysokou senzitivitu, avSak
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ponékud nizsi specificitu, jelikoz pozitivitu vykazuji nejen bunky melanocytarni linie, ale téz
neurondlni bunééné linie a z ni vzniknuvs$i tumory (napf. schwannom, neurofibrom). Nejedna
se tedy o Cisté melanocytarni marker.

SOX10 (sex determining region Y-box 10) je jaderny transkripcni faktor, ktery je vysoce
senzitivni a specificky pro bunky neuralni liSty véetné¢ Schwannovych bun¢k a melanocytt.
Pozitivni je v benignich i malignich melanocytarnich 1ézich. Vzhledem k jaderné pozitivité se
hodi jeho uziti k hodnoceni oblasti dermoepidermalni junkce a hodnoceni pagetoidniho $ifeni
v epidermis. Exprese SOX10 je téz detekovana ve vétsiné schwannomt a neurofibromi
(Miettinen M. et al, 2015). Vyhodou markeru SOX10 je jeho pozitivita v desmoplastickych
melanomech, u néhoz selhdvaji jiné melanocytarni markery. Diferencidlné diagnosticky je
potieba odlisit SOX10 pozitivni Schwannovy buiiky ve vyzravajici jizve.

HMB-45 (Human Melanoma Black 45) je glykoprotein lokalizovany v melanocytarnich
premelanozomech. Jeho exprese je nejvyraznéjsi ve fetalnich a aktivovanych melanocytech.
Jeho pozitivita se s jejich vyzravanim a pfechodem do klidové faze vytraci. Tento gradient je
viditelny v benignim smiSeném ¢i intraderméalnim melanocytdrnim névu. Pozitivni jsou i
melanocyty modrych névii. Imunohistochemicka pozitivita je cytoplazmatickd, mize byt i
granuldrni (Fuertes L. et al., 2013).

Ptiblizné 90 % melanomt vykazuje expresi HMB-45, ktera vSak nevykazuje gradient smérem
ke spodin€. Vyjimku tvoii desmoplastick¢ melanomy, které jsou vétSinou negativni. Exprese
HMB-45 u metastdz melanomu je variabilni, pohybuje se od 70 do 90 % (Calonje E. et al.,
2019).

HMB-45 je exprimovan téz u dalSich tumort, zejména u svétlobunéénych sarkomti a tumort
ze skupiny PEComu (Perivascular Epithelioid Cell tumors) vykazujici sou¢asnou myoidni a
melanocytéarni diferenciaci (Dabbs DJ., 2018).

Melan A (MART-1, Melanoma Antigen Recognized by T cells 1) jsou oznaceni pro dva rizné
klony protilatek, které jsou namifeny proti spolecnému epitopu — melanosome membrane
protein, nachdzejici se v membrané premelanozomii normdlnich melanocyti. Jejich
cytoplazmatickd pozitivita je pomérné specifickym markerem melanocytarni diferenciace,
pouziva se k hodnoceni junk¢nich 1 smiSenych melanocytarnich 1ézi benigni a maligni povahy
(Busam KJ. et al., 1998). Melan A, stejn¢ jako HMB-45, je exprimovan v PEComech. Melan A
je exprimovan asi u 80 % metastdz melanomt, stejné¢ jako HMB-45 je negativni u
desmoplastickych melanomt. V obecné roviné je specificita markeru Melan A pro diagnostiku

melanocytarnich 1€zi niz§i nez HMB-45 (Jungbluth AA. et al., 1998).
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MITF (Mlcrophthalmia-associated Transcription Factor) je pomérn¢ malo specificky marker
melanocytarni diferenciace s jadernou pozitivitou (Miettinen M. et al., 2001).

Marker p16 (inhibitor bunééného cyklu) je pomérné recentné pouzivanym markerem, ktery
naSel v kombinaci s ostatnimi markery roli v diferenciaci benignich spitzoidnich 1ézi (s
pozitivni jadernou a cytoplazmatickou pozitivitou) a spitzoidniho melanomu (kde se jeho
pozitivita vytraci) (Koh SS. et Cassarino DS., 2018).

Tyroziniaza je zékladnim enzymem umoznujicim syntézu melaninu z tyrozinu
v melanozomech. V rutinni diagnostice melanocytarnich 1€zi je uzivan méné Casto. Vykazuje
cytoplazmatickou pozitivitu (Clarkson KS. et al., 2001).

BAP-1 (BRCAT1 Associated Protein 1) je recentné popsanym markerem, jehoz ztrata jaderné
pozitivity znaci tzv. BAP-1 inaktivované névy (Wiesnerovy névy, BAPomy). Vzhledem
k tomu, ze BAP-1 je tumorsupresorovy protein, ztrata jeho exprese se vyskytuje i u malignich
tumort véetn¢ melanomu.

PRAME (PReferentially expressed Antigen in MElanoma) je zcela nové objeveny nuklearni
marker, jehoz exprese byla imunohistochemicky preferenéné potvrzena u melanomu
v porovnani s benignimi melanocytdrnimi névy (Lezcano C. et al., 2018). Vyjimkou jsou
desmoplastické melanomy, kde je jeho exprese nizka.

V ramci diagnostiky melanocytarnich 1€zi se téz uziva klasickych proliferacnich markert,
zejména Ki67 (MIB-1). Ki67 je exprimovan v jadru proliferujicich bunék, je negativni
v buikdch v GO fazi bunécného cyklu. Dal§im proliferacnim markerem je PHH3
(Phosphohistone H3), ktery je exprimovan v jadfe v pozdni G2 a M fazi bunécného cyklu.
Melanom mize aberantné exprimovat celou fadu dal§ich markert. Detekovana miize byt
pritomnost intermedialnich filament desminu a cytokeratinii ¢i synaptofyzinu (Romano RC. et
al., 2015). Publikovany byly piipady aberantni exprese vaskularnich markert CD31 a CD34 u
melanomu (Pisacane AM. et al., 2007).

2.5. Koncept regrese u melanomu
Tzv. regresivni zmény u melanomu jsou popisovany u 10 az 35 % melanomti (Requena C. et
al., 2009). Jedna se o imunitni reakci vii€i pfitomnosti tumoru v organismu. Regresivni zmény

si zaslouzi pozornost nejen v souvislosti s progndézou onemocnéni, ale téz v souvislosti s TIL

(tumor infiltrujicimi lymfocyty), viz déle.
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Samotny koncept regrese byl v minulosti zatizen nejednotnosti hodnoceni autentické regrese.
V roce 2009 Requena C. et al. navrhl histologické kritéria regrese u melanomu. Dle téchto
kritérii je regrese klasifikovana do dvou skupin — ¢asné a rozvinuta.

V Casné fazi regrese dochazi k redukci poctu melanomovych bun¢k. Objevuje se kulatobunécny
zanétlivy infiltrat Casto s piimesi plazmocyti, ktery miize byt asymetricky usporadan. Dochazi
ke ztencovani epidermis (tzv. konsumpce epidermis). Zanétlivy infiltrat mize postihnout i
oblast pfilehlé dermoepidermalni junkce s obrazem vakuolizace bazalni vrstvy epidermis,
lichenoidniho zanétlivého infiltratu s pfitomnosti cytoidnich télisek (Massi G. et LeBoit PE.,
2016). Pritomny byvaji melanofagy a zvysena vaskularni denzita.

V pozdni fazi regrese dochazi k novotvorbé vaziva. Novotvofené vazivo lze oziejmit
selektivnim barvenim na ptitomnost elastickych vladken, pficemz novotvotrena fibrotizace tato
vlakna neobsahuje.

Regresivni zmény mohou postihnout i benigni melanocytarni névy, jedna se o tzv. halo névy ¢i
Suttonovy névy. Kolem téchto névii se tvoii perifokalni vybled a posléze miize dochazet ke
kompletni regresi celého névu, zanechavajici pouze elipsoidni hypo- ¢i depigmentovanou
makulu. Histologicky je pfitomen symetricky kulatobunéény zanétlivy infiltrat. Tzv. halo ¢i
Suttonv fenomén (perifokdlni depigmentace) je vSak povaZzovan i za obecny pojem, ktery
muze byt pfiznakem extenzivné regredovaného melanomu (Nedelcu RI. et al., 2015). Je
pravdépodobné, ze ¢ast melanoml neznamého primarniho origa jsou ve skutenosti kompletné
regredované metastazujici kozni melanomy, které zlistaly pacientem nepovSimnuty.

Regrese u melanomu byla dlouhou dobu povaZovéna za negativni prognosticky faktor. Regrese
byla spojovana s agresivnéj$Sim biologickym chovanim melanomu a s vyssi pravdépodobnosti
postizeni spadovych lymfatickych uzlin. Zcela recentné vSak byl publikovan clanek
porovnavajici regredujici a neregredujici melanomy. ZjiSt€éna byla pfiznivéj$i progndza

regredujicich melanomt stadia I a IT (El Sharouni MA. et al., 2021).
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3. GLUT-1 a jeho vyznam v diagnostice melanocytarnich 1ézi

3.1. Struktura a funkce GLUT proteinii

Glukozové transportéry (zkracen¢ GLUT) jsou skupinou transmembranovych proteint, které
umoziuji transport glukézy (a dalsich ptibuznych hex6z) pies plazmatickou membranu bunék.
Jedna se o sekundarné aktivni transport, pii némz dochazi ke kotransportu sodnych iontii a
hexdzy jejich soucasnym symportem. Hex6za prochazi do buiiky proti gradientu diky sodnym
iontim, které prochazi pasivné diky gradientu, ktery je tvofen sodiko-draslikovou pumpou
(Na/K ATPéza).

Souhrnné se glukdzové transportéry oznacuji zkratkou SLC2A (Solute Carrier Family). Dosud
bylo popséno 14 typtt GLUT transportérii. Klasifikovany jsou do tii skupin, pti¢emz do prvni
z nich se fadi nejvyznamnéjsi zastupci GLUT1-4 (Navale AM. et Paranjape AN., 2016).
Objev glukézovych transportéri byl prezentovan poprvé v roce 1960 v Praze, a to americkym

biochemikem Robertem Kelloggem Cranem (1919-2010) (obr. 3a) (Crane RK., 1960).

Cranetiv prvni nékres struktury GLUT transportérti vznikl na ubrousku (ebr. 3b) (Hamilton

KL., 2013).

_ - _

A (AE Liued
- ——
B N X Ho
— |
:ﬁ:‘:;c F:G PisesTive
ALK-HEE Fa g MW SURLFACE
I BIPFUSIEA
BRRRIER
W bE LA
e
PHLORILY STRAEHATHIDIN
INHIBITS MR IB TS

Obr. 3 — a) Robert Kellogg Crane (1919-2010), objevitel GLUT proteinti; b) Prvni navrh
podoby GLUT proteinti nakresleny na ubrousku.
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Spoleénym znakem GLUT proteint je jejich terciarni struktura, maji 12 transmembranovych
alfa-helikalnich domén, N a C konec je nasmérovan na cytoplazmatickou stranu bunécné
membrany. Extraceluldrni a intraceluldrni ¢ast proteinii méa vazebna mista pro vazbu glukézy,

diky konformacni zméné proteinu dochazi k vlastnimu ptenosu glukozy.

3.2. Struktura a funkce proteinu GLUT-1

Glukozovy transportér 1 (GLUT-1) patii do prvni skupiny glukozovych transportérti. Jedna se
o prvni z objevenych gluk6zovych transportéri. GLUT-1 je vysoce konzervovanym proteinem,
je Siroce exprimovan v celé fadé tkani (fetalni tkané, erytrocyty, hematoencefalicka bariéra)
(Galochkina T. et al., 2019).

Protein GLUT-1 je kodovan genem SLC2A1 (Solute Carrier Family 2 Member 1),
lokalizovanym na kratkém raménku chromozomu 1, v lokusu 1p34.2. Gen ma 10 exont, jeho
proteinovy produkt ma molekulovou hmotnost 54,1 kDa a je slozen z 492 aminokyselin. Protein
neobsahuje signalni sekvenci. Stejné jako ostatni GLUT proteiny, protein GLUT-1 ma 12
transmembranovych alfa-helikalnich domén, kazd4 je sloZena z 20 aminokyselin. N- a C-konec
je nasmérovan na cytoplazmatickou stranu plazmatické membrany (obr. 4). Krystalova
struktura proteinu GLUT-1 byla poprvé publikovana v roce 2014 v Casopise Nature (Deng D.
etal., 2014).
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Obr. 4 — Dvourozmérny model proteinu GLUT-1 (podle Silva Filho TJ. et al., 2015).

Exprese proteinu GLUT-1 je silné sprazena s aktualni oxémii v buiice a mnozstvi
exprimovaného proteinu je fizeno signalni drahou zdvislou na transkripénim faktoru HIF

(hypoxii indukovany faktor).
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Za normalnich podminek, bez ptfitomnosti hypoxie, je hydroxylovany protein HIF-1 alfa za
pomoci ubikvitin-ligdzy VHL (von Hippel Lindau) polyubikvitinovan a nasledné¢ degradovan
v proteazomu. V pfitomnosti hypoxie dochazi k tlumu degradace HIF alfa, protein prechazi
do jadra a jeho heterodimer s HIF-1 beta plni roli transkripéniho faktoru nasednuvsiho na
promotor obsahujici sekvenci HRE (hormon response element). Timto mechanismem je
nastartovana transkripce dalSich proteinli, mimo jiné proteinu GLUT-1 (Widmer DS. et al.,
2013).

GLUT-1 hraje mnoho dalSich roli ve fungovani organismu. Napi. exprese GLUT-1
v endometriu napomaha implantaci embrya pod vlivem estrogenu a progesteronu. Jelikoz
hyperglykémie pti gestacnim diabetu redukuje expresi GLUT-1, vede toto za overexprese Bax
k zaniku plodu (von Wolff M. et al., 2003).

Exprese GLUT-1 je regulovana basiginem (CD147) ¢i serin-threoninovou kindzou Akt (Su J.
et al., 2016; Barthel A. et al., 1999).

3.3. Vyznam GLUT-1 v imunohistochemii

Marker GLUT-1 je fyziologicky exprimovan v membrané erytrocytl a v endotelu
hematoencefalické¢ bariéry, trofoblastu placenty, sitnice, ciliarniho svalu ¢i endoneuria
perifernich nervli (Pardridge WM. et al., 1990). Pozitivita v membrané erytrocyti byva
pravidelné silnda a miiZze byt povaZzovana za vnitini pozitivni kontrolu. A¢ miliZze pozitivitu
vykazovat 1 cytoplazma bun€k (pravdépodobné na vrub lysozomalnim zasobam
translatovaného proteinu), v praxi je hodnocena membranova imunohistochemické pozitivita.
Overexprese GLUT-1 je znama u fady karcinomu, konkrétn€ urotelu, prsu, jicnu, tlustého
stfeva, pankreatobilidrniho systému, ledviny, plic a vajecnikii (Némejcova K. et al., 2017).
GLUT-1 je téZ ve vétSin€ piipadll pozitivni v nddorovych bunikach koZniho perineuriomu, coz
koresponduje s jeho fyziologickou expresi v perineurdlnich buiikdch (Yamaguchi U. et al.,
2003).

GLUT-1 je overexprimovan i v fadé mezenchymalnich nadori. Pozitivita byla nalezena ve 100
% chordomi, v 63 % enkapsulovanych peritoneélnich skleroz, ve 14 % gastrointestindlnich
stromdlnich tumort (GIST), ve 40 % leiomyosarkomti, ve 27 % Ewingovych sarkomti, ve 30 %
synovialnich sarkomt a v 60 % nediferencovanych pleomorfnich sarkomt (Ahrens WA. et al.,
2008).

Znamy je tzv. zondlni efekt exprese v tumordzni tkdni (napf. u tumorti endometria), pii némz

je exprese ptimo zavisla na vzdalenosti od stromatu (Némejcova K. et al., 2017). Timto faktem
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je potvrzen uzky vztah exprese GLUT-1 a soucasné hypoxie, ktera je ocekavana v mistech
nejvzdalengjsich od naddorového stromatu s obsahem novotvotenych cév.

Sviij vyznam nalezl GLUT-1 v imunohistochemické analyze infantilnich hemangiomu (Silva
Filho TJ. et al., 2015). Infantilni hemangiomy (involujici 1 non-involujici) jsou pozitivni, na
rozdil od jinych vaskuldrnich malformaci, kaposiformniho hemangioendoteliomu ¢i trsovitého

(tufted) hemangiomu (van Vugt LJ. et al., 2017).

3.4. Historie vyzkumu GLUT-1 u melanocytarnich lézi

Literatura tykajici se imunohistochemické analyzy proteinu GLUT-1 u melanocytarnich 1ézi
neni pfili§ bohatd. Dosavadni studie byly provedeny na fadovée nékolika desitkach vzorkd.
Jedna z nejstarSich studii analyzovala expresi GLUT-1 na 20 melanomech, z nichz vSechny
melanomy byly v pritkazu GLUT-1 negativni (Baer SC. et al., 1997). V této studii byly zaroven
studovany kozni dlazdicobunécné neoplazie, z nichz drtiva vétsina vykazala pozitivni vysledek.
Ve studii Parente P. et al. (2008) bylo studovano 12 melanocytarnich névi, 12 névii Spitzové a
20 melanomtl, z nichZ vSech 12 melanocytarnich névi, 9 névii Spitzové a 9 melanomt bylo
pozitivnich v prikazu GLUT-1 (Parente P. et al., 2008).

Carvalho KC. et al. (2011) studoval expresi GLUT-1 na riznych malignich tumorech vcetné
melanomu, v§ech 67 studovanych melanomii bylo v prikazu GLUT-1 negativnich (Carvalho
KC. etal., 2011).

Mihic-Probst D. et al. (2012) studovala expresi GLUT-1 v primarnich melanomech a
v metastazach s pfihlédnutim k neoangiogenezi. Zjistén byl signifikantni rozdil mezi
primarnim tumorem a metastazou. V souboru metastaz melanomu bylo 45 ze 127 pozitivnich
v prikazu GLUT-1 minimélné¢ v polovin¢ hodnocenych bunék. V souboru primarnich
melanomil bylo pozitivnich pouze 6 ze 49 vzorkl. Zaznamenéna byla signifikantni inverzni
korelace mezi denzitou krevnich cév a expresi GLUT-1.

Slominski A. et al. (2014) analyzoval expresi GLUT-1 u 106 tkadnovych vzorkl benignich a
malignich melanocytarnich 1ézi od 84 pacienti. Membranovou pozitivitu vykazaly pouze
melanomy, a to v 55 %. Cytoplazmatickd pozitivita byla pfitomna u benignich i malignich
melanocytarnich 1ézi, pficemZ u malignich signifikantné pfevazovala.

Eichhoff OM. et al. (2010) publikoval imunohistochemickou studii u pacienta s metastazujicim
melanomem. Za pouziti specifickych markerti diferencoval tzv. proliferativni a invazivni
fenotyp v primérnim tumoru a v jeho metastaze. Proliferativni fenotyp vykazoval expresi

Melan-A a MITF. Invazivni fenotyp vykazal pozitivni Wnt5a a GLUT-1. Tento poznatek
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potvrdil jiz diive vyslovenou teorii o schopnosti piesmyku melanomovych bunék mezi
proliferativnim a invazivnim fenotypem, ¢imz je potencovdn maligni potencidl melanomu
(Hoek KS. et al., 2008).

Exprese GLUT-1 se téz ukazala byt ukazatelem kratSiho TDT (tumor doubling time) u plicnich
metastaz melanomu (Lee JH. et al., 2009). U GLUT-1 pozitivnich metastaz byl median TDT
pouze 56 dnd, v ptipadé GLUT-1 negativnich metastaz ¢inil TDT 165 dni.

Exprese GLUT-1 v melanomovych buiikach byla téz studovdana pomoci Western blotu
(Wachsberger PR. et al., 2002). Analyzovéno bylo 31 melanomi, u nichz byla provedena
analyza aktivity hexokinazy a exprese GLUT-1. Zjisténa byla vysokd variabilita exprese
GLUT-1, ktera nekorelovala s aktivitou hexokinazy.

Ve studii Parka SG. et al. (2012) byla korelovana intenzita vychytdvani FDG
(fluorodeoxyglukdzy) pii vysetieni PET/CT a exprese GLUT-1. Tkan 19 pacienti
s provedenym vySetfenim PET/CT pted 1écbou byla podrobena imunohistochemické analyze
GLUT-1. Zjisténa byla signifikantni korelace mezi intenzitou exprese GLUT-1 a intenzitou

vychytavani FDG, ¢imz byla potvrzena role GLUT-1 v tzv. Warburgové efektu (viz vyse).
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4. Problematika tumor infiltrujicich lymfocyti u melanomu

4.1. Obecny pohled na tumor infiltrujici lymfocyty

Nadorové mikroprosttedi je dilezitym faktorem, ktery ovlivituje chovani maligniho tumoru.
V ramci ného dochazi k interakci mezi fyziologickymi builkkami hostitele a nadorovymi
buiikami. V této interakci hraje roli i zanétlivad celulizace, tedy TIL (tumor infiltrujici
lymfocyty).

Tumor infiltrujici lymfocyty, tedy zanétliva celulizace uvnitf a v bezprostfedni blizkosti
tumoru, se stavaji dillezitou soucasti rutinniho histopatologického hodnoceni. Analyza TIL se
ukazuje byt dilezitym prognostickym a prediktivnim markerem.

Pocatek vyzkumu TIL sahé do roku 2006, kdy se zastoupenim bunék imunitniho systému zacal
zabyvat Galon (Galon J. et al., 2006). Nasledné bylo vypracovano tzv. imunoskore (zejména
pomér CD3+ a CD8+ lymfocytil) uvnitt a na periferii tumoru. Tato hodnota se v nékterych
pripadech ukazala z hlediska prognoézy jako lepsi klasifikaéni faktor nez TNM Kklasifikace
(Galon J. et al., 2014).

TIL hraji dtlezitou roli v protinadorové imunoterapii ¢i v novych terapeutickych moznostech
(viz dale).

Imunoterapie mechanismem svého plisobeni nelikviduje nddorové buniky piimo cytotoxickym
pusobenim, ale posiluje ptesné definovanym molekularné-biologickym mechanismem vlastni
imunitni systém (inhibici inhibi¢nich kontrolnich bodi imunity) a tim dochdzi k vlastni
imunitné zprosttedkované likvidaci tumoru. Odpovéd’ na terapii imunoterapii a spektrum
nezadoucich Uc€ink se lisi od jinych typi protinadorové 1é€by prave diky partikularnimu efektu
imunoterapie. U imunoterapie je znama existence opozdéné odpovédi, kterd souvisi s dobou
nutnou ke stimulaci imunitniho systému. Tumor se miize piechodné na zobrazovacich
metodach zvétsit a tim budit dojem progrese, avSak jedna se ve skute¢nosti pouze o tzv.
pseudoprogresi, pfi niz je tumordzni masa infiltrovana lymfocyty tvofici zvétSeni objemu.
Lécebné odpovédi imunoterapie jsou obvykle dlouhodobé a intenzita TIL muze korelovat
s odpovédi na 1écbu na checkpoint inhibitory.

Kromé vySe popsaného je vyuzivano znalosti o TIL ke zcela nové terapii, tzv. CAR T-cell
therapy (CAR — Chimeric Antigen Receptor), tedy terapii geneticky modifikovanymi T
lymfocyty (Graham C. et al., 2018). Od pacienta jsou ziskany vlastni T lymfocyty z periferni
krve. Tyto T lymfocyty jsou nasledné izolovany a reprogramovany (do DNA je vloZen gen pro

CAR), ktery je nasledné exprimovan na plazmatické membran€. Geneticky modifikované T
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lymfocyty jsou multiplikovdny a jsou intravenozni cestou vraceny pacientovi. Tyto
reprogramované bunky poté ni¢i na imunitnim podklad€ nddorové bunky.

Histopatologické hodnoceni TIL je zatizeno nejednotnosti hodnoticich algoritmt. TIL byly a
jsou intenzivné studovany u karcinomu prsu, kolorektalniho karcinomu ¢i u melanomu.
Studium TIL u jednotlivych nadorii je zatizeno ruznorodosti vzoru jejich rastu. Obecnym
pravidlem hodnoceni zanétlivé reakce je hodnoceni jen mononukledrniho infiltratu, nikoli
polymorfonuklearniho.

V piipadé melanomu jsou hodnoceny lymfocyty v t€sné souvislosti s nadorovymi bunkami,
nejsou hodnoceny infiltraty v okoli ¢i ve vzdaleném nadorovém stromatu. Obecnym pravidlem
je hodnoceni pouze vertikalni ristové faze, nikoli horizontalni. Oproti tomu napf. u karcinomu

prsu jsou dle nékterych postupti hodnoceny pouze stromalni lymfocyty (Kos Z. et al., 2020).

4.2. TIL u melanomu

Stanoveni TIL u melanomu (primarniho i1 metastatického) se stavad rutinni soucasti
histopatologického hodnoceni. Prvni studie zaméfend na nadorovou zanétlivou celulizaci
pochazi z roku 1981 (Day CL. et al., 1981).

Nalezitostmi uplného histopatologického reportovani primarniho melanomu jsou tedy: typ
melanomu (klasickd, pfipadné nova nomenklatura dle WHO), Sife tumoru dle Breslowa v
milimetrech, hodnota dle Clarka (nabyvajici hodnoty I — V dle hloubky invaze do struktur
kaze), ptitomnost ulcerace, mitotickd aktivita, angioinvaze, pfitomnost satelitl, regresivni
zmény, minimalni lem zdravé tkané a zanétliva celulizace.

Narozdil od hodnoceni TIL u karcinomu prsu se hodnoti u melanomu jak infiltrace nddorovych
Cepl, tak pfilehlého nadorového stromatu. Vyhodou je moZznost hodnoceni z barveni
v hematoxylinu a eozinu. Hodnoceni TIL u melanomu je doporucovano prakticky vSemi
dalezitymi zapojenymi institucemi (The Royal College of Pathologists, The Royal College of
Pathologists of Australasia, College of American Pathologists).

Vyznam TIL jakoZto prognostického a pfipadné prediktivniho markeru se prokéazal v né€kolika
studiich na velkém poctu vySetfovanych vzorkt, statisticka signifikance se vSak prokéazala
pouze pii ur€itém naprahovani. V1iv miize mit téZ vybér vzorku, u nichz je jako nejzasadnéjSim
faktorem S$ife tumoru dle Breslowa a pfitomnost ulcerace.

Na dosud nejvétsim studovaném vzorku 1865 melanomt (Azimi F. et al., 2012), u kterého bylo
pouzito skérovani dle MIA (Melanoma Institute Australia, viz dale), byla zji$téna korelace mezi

stupném intenzity infiltrace TIL a postizenim SLN. Se vzrlstajicim stupném infiltrace bylo
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postizeni sentinelovych uzlin niz$i. Studie vSak byla zatizena nerovhomérnym rozlozenim
raznych stupiiti infiltrace TIL, grade 3 se napi. nachazel pouze v né€kolika jednotkach procent.
Vysetieni SLN nebylo provedeno u vSech pacientt.

Limitace reprodukovatelnosti hodnoceni TIL se odviji od fady faktori, na kterych je interakce
mezi imunitnim systémem hostitele a tumorem zavisla. Ze strany hostitele se jedna zejména o
celkovy stav imunitniho systému, pfitomnost dal§iho (napf. hematologického) onemocnént,
vrozenou dysfunkci imunitniho systému, imunosupresivni 1écbu, pfitomnost autoimunitniho
onemocnéni ¢i stav mikrobiomu. Ze strany tumoru to jsou vlastnosti stromalniho

mikroprostiedi, biologicka povaha tumoru, tvorba neoantigenti apod. (Dundr P. et al., 2017).

4.3. Skorovaci systéemy hodnoceni TIL u melanomu

Pro melanom bylo pouzito nékolik skorovacich systému, z nichz nejzndmé;jsi a téz nejstarsi je
hodnoceni dle Clarka (Clark WH. Jr. et al., 1989). Toto hodnoceni je stale mezi histopatology
nepopularnéj$i zejména pro svou jednoduchost a dobrou pienositelnost mezi odborniky, ¢imz
je dosazeno vysoké interpersondlni shody.

Zanétliva celulizace je dle Clarka rozdélovana do tfech jednoduchych skupin — absent, non-
brisk, brisk. Pokud se jedna o stupent absent, v nadorovych ¢epech nejsou ptitomny prakticky
zadné lymfocyty, mohou vSak byt pfitomny v okoli nadoru. V ptipadé non-brisk infiltrace se
jedna o piitomnost jednoho ¢i nékolika fokust nddorovych lymfocyti ve vertikalné rostoucich
nadorovych cepech. Nadorové lymfocyty mohou byt lokalizovany predominantné periferné
periferii vertikalné rostoucich ¢epi, je ozna¢ovana jako brisk.

Toto hodnoceni je i pies svoji oblibenost limitovano jistou subjektivitou. Validni zhodnoceni
je zavislé na zkuSenosti patologa, hodnoceni nedefinuje absolutni pocet lymfocytl, ktery je
hodnocen. Dalsi nevyhodou je pomérné velky rozdil v absolutnim poctu a rozlozeni lymfocyti
v hodnoceni velkych resekatli, kde miize nastat signifikantni rozdil v infiltraci v centru ¢i na
jeho periferii. JakoZto nejproblematictéjsi skupina se jevi stupenl non-brisk, jelikoz v této
skupiné se objevi tumory s riiznou intenzitou a riznym rozlozenim zanétlivého infiltratu, coz
z vysledného hodnoceni neni zfejmé. DalSim problémem je omezend mozZnost komparace
v hodnoceni malého versus objemného tumoru. Z tohoto divodu byly v nékterych studiich
skupiny absent a non-brisk slouceny.

Hodnoceni podle Melanoma Institute Australia (MIA) zroku 2012 hodnoti TIL na
Ctyfstupniové skale (0-3) (Azimi F. et al., 2012). V kazdém stupni hodnoti dvé proménné —
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rozsah a denzitu infiltratu. Rozsah infiltratu maze byt fokalni, multifokalni ¢i difizni. Denzita
infiltratu mize byt mirnd, stfedni ¢i vyraznd. Grade 0 znaci naprostou absenci TIL. Hodnoceni
v ostatnich gradech ukazuje tab. 3. Toto hodnoceni oproti metod¢ dle Clarka pfesnéji

semikvantitativné kvantifikuje denzitu a rozlozeni zanétlivého infiltratu.

Grade |Rozsah Denzita

0 zadny zadna
fokalni mirna

1 fokalni stfedni
multifokalni mirna
fokalni vyrazna

) multifokalni stfedni
multifokdlni | vyrazna
diftzni mirna

3 diftzni stfedni
diftzni vyrazna

Tab. 3 — Hodnoceni dle rozsahu a denzity TIL v rdmci algoritmu dle MIA (Azimi F. et al.,
2012)

Hodnoceni dle Saldanhy zohlediiuje pouze rozsah infiltrace nadorovymi lymfocyty,
nezohlediiuje jeji denzitu. Hodnoceni je procentudlni se zaokrouhlenim na celé desitky (tzn.
10 %, 20 % atd.). V ptipad¢ téméef negativni a témef stoprocentni infiltrace je povoleno uzivani
5% a 95 % (Saldanha G. et al., 2017). Systém nehodnoti peritumoralni infiltraci TIL. Vzhledem
k tomu, Ze systém hodnoti pouze procentudlni rozsah, nerozliSuje tedy rozlozeni infiltratu
(periferni, centralni, fokalni, multifokalni atd.), coZ se miZe jevit jako nevyhoda systému.
Avsak v porovnani s Clarkovou metodou bude mit velky tumor se silnou periferni infiltraci TIL
pomeérné nizké hodnoceni podle Saldanhy, coz jej ¢ini lepSim obrazem skute¢nosti.

Hodnoceni dle Parka, které bylo pouzito ve studii TCGA (The Cancer Genome Atlas), se
odliSuje od ostatnich tim, Ze hodnoti 2 kompartmenty — vlastni tumor (naddorové cepy a
nadorové stroma) a okoli nddoru. V kazdém kompartmentu hodnoti distribuci a denzitu na

Ctytstupiiové Skale, kterou udéava tab. 4 (Park CK. et al., 2017).
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Distribuce (% infiltrované

Gl | s ) Re
0 0 zadné

1 <25% mirna

2 25-50% stiedni
3 > 50 % vyrazna

Tab. 4 — Skala pro hodnoceni TIL dle Parka (Park CK. et al., 2017).

Hodnoceni dle International Immuno-Oncology Biomarker Working Group (IIOBWG)
vychézi z hodnoceni TIL u karcinomu prsu (Hendry S. et al., 2017). Toto hodnoceni bylo
vytvoreno i stejnou pracovni skupinou. Pfi tomto hodnoceni se hodnoti pouze invazivni tumor,
a to zvlast nadorové struktury a zvlast nadorové stroma. Toto hodnoceni dokonce rozliSuje tzv.
invazivni okraj a centralni ¢ast invazivniho tumoru. Invazivni okraj je definovan jako zoéna na

periferii nddoru zaujimajici 0,5 mm nadorového ¢epu a 0,5 mm pfilehlého stromatu, celkové

tedy 1 mm Siroky lem.
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CAST VYZKUMNA

5. Analyza exprese GLUT-1 u melanocytarnich 1ézi

5.1. Cile a hypotézy

Cilem této studie byla imunohistochemicka analyza exprese proteinu GLUT-1 u benignich a
malignich melanocytarnich 1€ézi a jeji korelace s progndézou onemocnéni. Cilem bylo provést
analyzu na 400 vzorcich, ¢imz se jedna o dosud nejvétsi imunohistochemickou analyzu proteinu
GLUT-1 u melanocytéarnich 1ézi.

Prognéza melanomu byla u kazdého pacienta hodnocena tfemi ukazateli — specifické preziti

(DSS), pteziti bez lokalniho relapsu (RFS) a preziti bez vzdalenych metastdz (MFS).

Byly vysloveny 2 hypotézy:

e Exprese proteinu GLUT-1 se li§i u benignich a malignich melanocytarnich lézi.

e Exprese proteinu GLUT-1 koreluje s progn6zou koZniho melanomu.

5.2. Material a metody

Pro analyzu bylo vybrdno celkové 400 FFPE (formalin-fixed paraffin-embedded)
melanocytarnich 1€zi, z nichZ bylo 225 primarnich koznich melanomt vSech stadii (viz dale).
Zbytek (175) vzorkii byl tvofen melanocytdrnimi névy, znichz 89 bylo smiSenych, 83
intradermalnich, 3 byly jiného typu (junk¢ni, modry, kombinovany). Jiné typy melanocytarnich
névu (dysplastické, DPN, kongenitalni atd.) a melanocytarni 1éze nejisté biologické povahy do
studie nebyly zatazeny.

Melanomy byly excidovany na I. chirurgické klinice VFN a 1. LF UK a jejich zpracovani
probéhlo na Ustavu patologie VFN a 1. LF UK v obdobi let 2006 az 2010.

Melanocytarni névy byly excidovany na Dermatovenerologické klinice VFN a 1. LF UK
v obdobi let 2012-2014, zpracovany byly v tamni dermatohistopatologické laboratofi.
Melanomy byly rozdéleny do 4 skupin dle (v prubéhu studie platné) TNM klasifikace 7. vydani
dle AJCC (pT1 <1 mm, pT2>1-2 mm, pT3 > 2—4 mm, pT4 >4 mm). Déle byly rozdéleny dle
jejich lokality na 4 skupiny — hlava a krk (35 ptipadd, z toho jeden byl konjunktivalni melanom,

2 ptipady pochazely z krku, 2 pfipady pochazely z usniho boltce), horni koncetina véetné
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ramene (42 piipadi), dolni koncetina véetné kycle (37 piipadii) a 111 piipadt bylo lokalizovano
na trupu. U vSech melanomi byla evidovana ptitomnost ulcerace (pfitomna vs. nepfitomna).
U vsech pacientd s excidovanym melanomem zatazenych do studie byl sledovan follow-up.
Zjistovano bylo specifické preziti (DSS), pfeziti bez lokalniho relapsu (RFS) a pteziti bez
vzdalenych metastdz (MFS). Tyto informace byly zjistény zdokumentace Dermato-
venerologické kliniky 1.LF a UK, kam pacienti dochézeli na dal$i kontroly.

Primérny veék pacientll s melanomem byl 63 let (median 65 let, od 15 do 93 let). Primérny vék
pacientl s excidovanymi névy byl 36 let (median 35 let, od 5 do 79 let). Ve skupin€¢ melanomu
bylo zastoupeno 134 muzii a 91 Zen, ve skupin€ névl bylo zastoupeno 50 muzii a 125 zen.
Vyzkum probihal v souladu s Helsinskou deklaraci a vyzkum byl schvalen Etickou komisi
VFN.

K manualni imunohistochemické analyze metodou ABC (avidin-biotin complex) byla pouzita
validovana protilatka Glut-1 (polyklonalni, 1:100, Cell Marque, Rocklin, California). Odhaleni
antigenu byl provedeno uzitim 0,01 molarniho citratového pufru (pH 9,0) po 40 min. ve vodni
lazni pii 98°C.

Pro imunohistochemickou vizualizaci byla vyuZita reakce za vniku DAB (diaminobenzidin),
¢ili hnédé koncovky, jejiz imunohistochemické pozitivita ma srovnatelny odstin hnédé jako
intracelularni pigment nadorovych bunék. Jejich rozloZeni vSak neni zcela identické. ITHC
pozitivita je difuzni ¢i jemné¢ granularni, melanozémy a hrudky pigmentu tvoii objemna hruba
granula.

Vyftazeny vSak pfes to byly vysoce pigmentované melanomy vcetné tzv. ,,animal type‘
melanomi, které by mohly znemoZnit validni imunohistochemické vySetfeni s pouZitim
klasického imunohistochemického vizualizovani vyuzivajici reakci DAB.

Pozitivni vnitini kontrolou byly erytrocyty, perineurium a keratinocyty bazalni epidermis, které
byly hodnoceny u kazdého jednotlivého piipadu. Vnitini negativni kontrolou byly kolagenni
snopce, tukova tkan, bunky hladkého svalu.

Vzhledem k pozitivité exprese GLUT-1 stiedni az silné intenzity v bazalnich bunkéach
epidermis bylo hodnoceni lentigindzné a pagetoidné rozmisténych melanocytl ztiZeno.
Pozitivitu GLUT-1 bylo vSak moZno hodnotit v junkénich melanocytarnich hnizdech.
Nehodnotitelné byly nekrotické oblasti tumoru, v téchto lokalitach dochézi k falesné pozitivité
nadorovych bun¢k.

Odecet byl proveden dvéma nezavislymi hodnotiteli, sporné a nejednoznacné ptipady byly

diskutovény s tfetim patologem. Hodnocena byla pouze membranova pozitivita.
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K semikvantitativnimu zhodnoceni bylo vyuzito H-skoére. H-skore hodnoti imunohisto-
chemickou pozitivitu na 4-stupnové skale (0 — zadna, 1 — slab4, 2 — stfedni, 3 — silnd) a zaroven
procento pozitivnich bunék (0-100 %). Vysledné H-skore je vysledkem nésledujici formule a

nabyva hodnot 0 az 300.

H skére = [1 X (% bundk 1+) + 2 x (% bunék 2+) + 3 x (% bunék 3+)].

Za pozitivni byl vzorek povazovan tehdy, bylo-li H-skére membranové imunohistochemické

pozitivity minimalné 15. Pii této hodnoté byla nalezena nejvyssi specificita a sensitivita.

5.3. Vysledky a diskuse

Membranové pozitivita GLUT-1 byla nalezena v 69 z 225 ptipadi (30,7 %) melanomd.
Exprese GLUT-1 se zvySovala se zvySujici se hodnotou dle Breslowa (p < 0,00001). Pozitivita
GLUT-1 byla pozorovdna u 10 ze 101 melanomii stadia pT1 (10 %, medidan H-skore pro
pozitivni pfipady byl 30,5; primér 47); u 17 z 47 melanomii stadia pT2 (36 %, median H-skore
pro pozitivni piipady byl 48; primér 53,2); u 16 z 44 melanom1 stadia pT3 (36,4 %, median
H-skore pro pozitivni ptipady byl 34,5; pramér 41,5) a u 26 z 33 melanomi stadia pT4 (78,8
%, median H-skore pro pozitivni ptipady byl 67,5; pramér 82,9).

V nékterych ptipadech byl u melanoml (zejména pokrocilych, stadia pT4) pozorovan
vyjadieny zonalni efekt, kdy se sila exprese zvySovala se vzdalenosti od nddorového stromatu
(at' uZ od neovaskularizovaného nadorového stromatu ¢i od invazivniho margindlniho
stromatu). Ve velké casti pripadi byla vSak exprese rozlozena heterogenné, bez viditelné
zavislosti na vzdalenosti od stromatu ¢i od okrskil nekrozy (priloha 4).

Ve skupiné€ melanocytarnich névli vykazalo vSech 175 ptipadli negativni membranovou expresi
GLUT-1 (exprese GLUT-1 s medidnem H-skore pouze 2 byla nalezena u 24 z 175 ptipadi
melanocytarnich névi, tzn. 13,7 %).

Ve studii nebyla nalezena signifikantni souvislost mezi silou exprese GLUT-1 a pohlavim,
veékem pacienti a lokalitou tumoru (p > 0.05).

U pacientil byla téz hodnocena zavislost exprese GLUT-1 na progndze onemocnéni. Na zakladé
multivariantni analyzy bylo konfirmovano, Ze Site tumoru dle Breslowa je nejsilngjSim
prognostickym faktorem.

H-skore exprese GLUT-1 se ukédzalo byt statisticky signifikantnim markerem v univariantni

analyze, v niZ zvySend membranovd exprese GLUT-1 koreluje shorSim desetiletym
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specifickym piezitim pacientit (DSS, p = 0.00734; 24 pacientii zemielo z divodu progrese
melanomu); koreluje s hor§im desetiletym piezivanim bez lokalniho relapsu (RFS, p=0.00003;
36 pacientl vyvinulo lokdlni recidivu) a téz koreluje s krat§im prezitim bez vzdalenych
metastaz (MFS, p = 0.00050; 41 pacientli vyvinulo vzdalené metastazy) (priloha 5).

Na zakladé vyse popsaného byly potvrzeny obé hypotézy. Byl potvrzen signifikantni rozdil
v expresi GLUT-1 u benignich a malignich melanocytarnich 1ézi, pficemz dle naSich vysledkt
prakticky neni GLUT-1 u benignich 1ézi imunohistochemicky detekovatelny. Exprese proteinu
GLUT-1 signifikantné koreluje s prognézou onemocnéni, piicemz vyssi exprese GLUT-1

koreluje s horsi prognozou kozniho melanomu.
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6. Porovnani 5 ruznych skérovacich systémi hodnoceni TIL u melanomu

6.1. Cile a hypotézy

Cilem této studie bylo porovnani péti riiznych skorovacich systémt hodnoceni TIL u kozniho
melanomu a jeho korelace s progn6zou onemocnéni. Jednalo se o nésledujici skorovaci

systémy:

e hodnoceni dle Clarka (Clark WH. Jr. et al., 1989)

e hodnoceni dle Melanoma Institute Australia (MIA) (Azimi F. et al., 2012)
e hodnoceni dle Saldanhy (Saldanha G. et al., 2017)

e hodnoceni dle Parka ze studie TCGA (Park CK. et al., 2017)

e hodnoceni dle International Immuno-Oncology Biomarker Working Group (IOBWG)
(Hendry S. et al., 2017).

V této studii byla vyslovena nasledujici hypotéza:

¢ Vysledek vySe jmenovanych skorovacich systému hodnoceni TIL u koZniho

melanomu koreluje s jeho prognozou.

6.2. Material a metody

K analyze bylo pouZito celkové 213 FFPE (formalin-fixed paraffin-embedded) vzorkl koZznich
melanomtl, zahrnuty byly superficialné se §ifici a nodularni melanomy.

Veskery biopticky material byl ziskan z archivu Ustavu patologie 1. LF UK a VFN. Pro
samotné hodnoceni bylo pouZito zdkladni barveni HE. Vzéacngj$i typy melanomi (napf.
akrolentigindzni ¢i desmoplastické melanomy) byly ze souboru vylouc¢eny. U vSech pacientii
byly sledovany prognostické faktory (viz dale).

Vyzkum probihal v souladu s Helsinskou deklaraci a byl schvalen Etickou komisi VFN.
Tumor infiltrujici lymfocyty byly hodnoceny dvéma nezdvislymi zkuSenymi patology.
Nejednoznacéné vzorky byly reevaluovany, aby bylo dosazeno konsenzu.

Pouzito bylo 5 rtiznych skorovacich systémii: hodnoceni dle Clarka (Clark WH. Jr. et al., 1989),
hodnoceni dle Melanoma Institute Australia (MIA) (Azimi F. et al., 2012), hodnoceni dle
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Saldanhy (Saldanha G. et al., 2017), hodnoceni dle Parka ze studie TCGA (Park CK. et al.,
2017) a hodnoceni dle International Immuno-Oncology Biomarker Working Group (IOBWG)
(Hendry S. et al., 2017).

Pro hodnoceni bylo stanoveno n¢kolik premis. Hodnoceny byly pouze kulatobunécné zanétlivé
elementy, nebyly hodnoceny polymorfonuklearni leukocyty. Byla hodnocena pouze zanétliva
lymfocytarni celulizace, kterd ptimo infiltrovala hnizda nadorovych buné¢k ¢i byla v jejich
bezprostiednim kontaktu, nebyla hodnocena infiltrace v okoli néadorovych bunck ¢i
v nadorovém stromatu. Hodnocena byla pouze oblast vertikdlni riistové faze nadoru, nikoli
horizontalni riistové faze (priloha 6).

Z prognostickych ukazatelti byly hodnoceny tfi parametry — DFS (disease free survival), LFS
(local recurrence free survival), DMFS (distant metastasis free survival).

Ke statistickému hodnoceni byl pouzit software Statistica 10 (StatSoft, Tulsa, Oklahoma, USA)
za vyuziti univariantni analyzy a konstrukce Kaplan-Meierovych kiivek. Statistické zhodnoceni
bylo provedeno pro kazdy skorovaci systém zvIast’.

Krom¢ algoritmu [IOBWG byly ostatni 4 skorovaci systémy hodnoceny u vSech 213 ptipadi
primarnich koZnich melanomu. Algoritmus IIOBWG mohl byt hodnocen pouze u 156
melanomi, jelikoZ pouze u 156 melanomil byla Site dle Breslowa dostate¢na k validnimu

odectu.

6.3. Vysledky a diskuse

Median Sife melanomu dle Breslowa byl 2,05 mm a jeho stfedni hodnota ¢inila 2,94 mm.
Regresivni zmény byly pfitomny u 59 melanomt (27 %).

Statisticka signifikance byla nalezena u skorovaciho systému dle Clarka (Kappa index = 0.98;
p <0.001), dle Saldanhy (Kappa index = 0.99; p < 0.001), dle Parka (Kappa index = 0.97 pro
peritumoralni celulizaci a 1,00 pro intratumoralni celulizaci; p < 0.001), dle IOBWG (Kappa
index = 0.88 v hodnoceni infiltrace invazivniho okraje; p < 0.001). Dobra shoda byla nalezena
iu hodnoceni dle IOBWG pro hodnoceni infiltrace invazivniho stromatu (Kappa index = 0.76;
p <0.001) a infiltrace invazivnich nadorovych bunék (Kappa index = 0.69; p < 0.001).
Prognosticky vyznam v hodnoceni TIL dle Clarka (skére 0 + 1, vs. 2), hodnoceni dle MIA
(skupiny 0, 1, 2, 3) a IOBWG (hodnoceni infiltrace stromalni komponenty ve skupinach 0, 1,
2) byl v téchto algoritmech statisticky signifikantni v univariantni analyze ve vSech tfech

sledovanych prognostickych faktorech (DFS, LFS, DMFS) (pFiloha 7).
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V analyze hodnoceni dle Saldanhy (pro skupiny 0, 1, 2) a hodnoceni dle Parka (s hodnocenim
intratumoralni a peritumordlni infiltrace) nebyla nalezena zadna statisticka signifikance pro
zadny z prognostickych faktorit (DFS, LFS, DMFS).

Skoérovaci systém IIOBWG v hodnoceni intratumoralni komponenty a invazivnich okraja
taktéz nebyl statisticky signifikantni.

Zavéerem shrnuto, prognosticky vyznam byl statisticky signifikantni u né€kterych proménnych u
hodnoceni dle Clarka, hodnoceni dle MIA a hodnoceni dle International Immuno-Oncology
Biomarker Working Group (IIOBWG). Ve zbylych skoérovacich systémech nebyl nalezen
statisticky signifikantni vyznam ve vztahu k progndze onemocnéni. Timto faktem byla ¢astecné

potvrzena ivodem vyslovend hypotéza.
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Cilem této disertacni prace bylo v obecné roviné shrnout soucasny pohled na problematiku
epidemiologie, diagnostiky, prevence a terapie ¢asnych a pozdnich stadii melanomu s diirazem
na moderni nechirurgické modality 1€cby. Zaroven méla prace za cil stru¢né shrnout uskali
histopatologické diagnostiky melanocytarnich 1ézi s pfihlédnutim k pomocnym imunohisto-
chemickym a molekularné-genetickym markertm.

V souvislosti s vyzkumnou c¢asti byla shrnuta struktura a funkce proteinu GLUT-1 a jeho role
v imunohistochemii, dale pak problematika tumor infiltrujicich lymfocytii u melanomu vcetné
ptehledu skoérovacich systému.

Vyzkumna ¢ast byla zamétena na imunohistochemickou analyzu proteinu GLUT-1 u benignich
a malignich melanocytarnich 1ézi a na porovnani 5 rGznych skorovacich systémit TIL u
melanomu jakoZzto potencidlniho prognostického markeru.

Zjisténa byla statisticky signifikantni exprese GLUT-1 u melanomu, exprese nebyla detekovana
u zadného melanocytarniho névu. Exprese GLUT-1 u melanomu se téz ukdzala byt statisticky
signifikantnim prognostickym markerem. U n¢kterych melanomt vyssi hodnoty dle Breslowa
byl identifikovdn zndmy zondlni efekt exprese se vzristajici vzdalenosti od nadorového
stromatu.

Analyza porovnani riznych skorovacich systéml pro hodnoceni TIL vykdézala statistickou
signifikanci jakoZto prognostického markeru pouze u 3 z 5 hodnocenych skorovacich systémi
(dle Clarka, dle MIA a dle International Immuno-Oncology Biomarker Working Group —
[TIOBWG). Hodnoceny byly tf1 faktory — DFS (disease free survival), LFS (local recurrence free

survival), DMFS (distant metastasis free survival).

Zakladem histopatologického hodnoceni melanocytarni 1éze je barveni HE. Dopliujici
vySetieni ptidavaji validitu kone¢né histopatologické diagnozy. Finalni diagndza je stanovena
na zaklad¢ klinicko-patologické korelace, v niz hraje roli klinicky a dermatoskopicky obraz
dané 1éze, anamnéza atd.

Lécba metastazujiciho melanomu proZziva v poslednich letech sviij ,,zlaty ve€k*, v némz dochazi
k neustalému prodluzovani celkového preziti. Do klinické praxe pfichazi fada novych l1é¢iv na
bazi protinadorové imunoterapie ¢i1 malych molekul inhibujicich signalni kaskadu Ras. Lécba
s sebou pifinasi nebyvalé lécebné odpovédi, které byly v éfe chemoterapie jen tézko

predstavitelné. Lécba s sebou pfinasi 1 zcela nové obzory nepoznanych nezddoucich ucini.
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Soucasna doba zlepSujici se v€asné diagnostiky melanomu vcéetné dermatoskopie, soucasny
rozvoj uéinné protinadorové terapie v kombinaci se zptresnujici se histopatologickou

diagnostikou otevird nevidané obzory onkologické péce.
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8. Prilohy

Priloha 1

Patologicky staging melanomu na zakladé€ 8. vydani TNM klasifikace dle AJCC

(zdroj: www.cancerstaging.org)

T LE3755 007 ulcerace
(mm)
pTis | NA NA
Tla | <0,8 ne
Tib | >0,8 ano
T1b |0,8-1,0| ano/ne
T2a [1,1-2,0 ne
T2b |1,1-2,0| ano
T3a [2,1-4,0 ne
T3b |2,1-4,0] ano
T4a | >4,0 ne
T4b | >4,0 ano

Nla 1 0 ne
Nl1b 0 1 ne
Nlc 0 0 ano
N2a 2-3 0 ne
N2b 2-3, znich > 1 detekovatelna ne
N2c 1 okultni nebo 1 detekovatelna ano
N3a >4 0 ne
N3b >4,z nici;eéeiztil;?i\:;}elné nebo ne
N3c > 2 okultni nebo > 2 detekovatelné ano
nebo specené uzliny

MO NA NA
Ml vzdalené metastazy NA
Mla meta do kL}ZG, {nekky(.:h tkéni, nezjisténo
vzdalenych uzlin
Mila (0) dtto nezvysena
Mla (1) dtto zvysena
Milb meta do plic s/bez M1a nezjisténo
MI1b (0) dtto nezvysena
Milb (1) dtto zvysena
meta do visceralnich organt (kromé .
Mic CNS) s/bez M1a, M1b nezjisteno
Milc (0) dtto nezvysena
Milc (1) dtto zvysena
MI1d |meta do CNS s/bez Mla, M1b, Mlc nezjisténo
Mi1d (0) dtto nezvysena
Mld (1) dtto zvysena
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Priloha 2

Klinicky staging melanomu na zakladné¢ 8. vydani TNM klasifikace dle AJCC

(zdroj: www.cancerstaging.org)

0 Tis NO MO
1A T1a/T1b NO MO
1B T2a NO MO
ITA T2b/T3a NO MO
1IB T3b/T4a NO MO
IIC T4b NO MO
IITA | T1a/T1b/T2a| Nla/N2a MO
111B TO N1b/Nlc MO
111B T1a/T1b/T2a | N1b/N1c/N2b MO
111B T2b/T3a Nla-N2b MO
I11C TO N2b-¢/N3b-c MO
111C Tla-T3a N2c¢/N3a-c MO
I11C T3b/T4a >NI1 MO
IIIC T4b Nla-N2¢ MO
111D T4b N3a-c MO
v jakékoli T jakékoli N MIl
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Priloha 3

e

Casova osa terapeutickych moznosti metastazujiciho melanomu, které byly schvaleny FDA
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Priloha 4

Reprezentativni priklady imunohistochemického hodnoceni exprese GLUT-1.

a — kompletni negativita exprese v melanomovych buikach (vnitini pozitivni kontrolu tvofi
membrana erytrocytl a bazdlni keratinocyty); b, ¢ — silnd membranova pozitivita
v melanomovych buiikdch (v obou piipadech je vyjadiena zonalita exprese v zavislosti na
vzdalenosti od nadorového stromatu); d — slabd membranovd pozitivita v n€kterych
melanomovych bunkach (vnitini pozitivni kontrolou jsou bazalni keratinocyty, které vykazuji

silnou pozitivitu). ZvétSeni 100x (a-c), 200x (d).
Zdroj: Dira M, Némejcova K, JakSa R, Barti M, Kodet O, Ticha I, Michalkova R, Dundr P.

Expression of Glut-1 in malignant melanoma and melanocytic nevi: an immunohistochemical

study of 400 cases. Pathol Oncol Res. 2019;25(1):361-368.
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Priloha 5
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Siln€j$i membranova exprese GLUT-1 hodnocena na zikladé H-skore je spojena s vysSSim

rizikem lokalni rekurence (a) a vysSim rizikem vzniku vzdalenych metastaz (b), coz dokladaji

Kaplan-Meierovy kiivky.

Zdroj: Dira M, Némejcova K, JakSa R, Barti M, Kodet O, Ticha I, Michalkovd R, Dundr P.

Expression of Glut-1 in malignant melanoma and melanocytic nevi: an immunohistochemical

study of 400 cases. Pathol Oncol Res. 2019

:25(1):361-368.
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Priloha 6

Spektrum zanétlivého infiltratu u riznych pripadit melanomu.

a) kompletni absence zanétlivého infiltratu (HE, 100x); b) necetné lymfocyty lokalizované
ptevazné v nadorovém stromatu, jednotlivé lymfocyty pronikaji i do nddorovych hnizd (HE,
100x); ¢) nodularni melanom se silnou zanétlivou celulizaci na periferii tumoru, avsak

s kompletni absenci lymfocyti uvnitf tumoru vcetné nadorového stromatu (HE, 40x); d)
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vyrazna zanétliva celulizace nddorového stromatu s pritomnosti rozptylenych lymfocyti
v nddorovych hnizdech (HE, 200x); e) vyrazna zanétliva celulizace nadorového stromatu
s piitomnosti zcela ojedin€lych lymfocytl v nadorovych hnizdech (HE, 100x); f) vyrazna
zanétliva celulizace ve vSech kompartmentech — nadorovém stromatu, nadorovych hnizdech 1

v peritumoralni oblasti vCetn¢ tzv. invazivniho okraje (HE, 20x).

Zdroj: Némejcova K, Ticha I, Bartd M, Kodet O, Dtra M, Jaksa R, Michalkova R, Dundr P.
Comparison of five different scoring methods in the evaluation of inflammatory infiltration

(tumor-infiltrating lymphocytes) in superficial spreading and nodular melanoma. Pigment Cell

Melanoma Res. 2019;32(3):412-423.
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Korelace progndzy melanomu a infiltrace TIL. Reprezentativni Kaplan-Meierovy kiivky
znazoriuji preziti bez nemoci (disease free survival, DFS), pteziti bez lokalniho relapsu (local
recurrene free survival, LFS) a preziti bez vzdalenych metastaz (distant metastasis free survival,

DMES) u tii skorovacich systému:

a) hodnoceni dle Clarka (skupiny 0 + 1 versus skupina 2)
b) hodnoceni dle MIA (skupina 0, 1, 2, 3)
¢) hodnoceni dle IOBWG (skupina 0, 1, 2).

Zdroj: Némejcova K, Ticha I, Barti M, Kodet O, Dtra M, Jaksa R, Michalkova R, Dundr P.
Comparison of five different scoring methods in the evaluation of inflammatory infiltration

(tumor-infiltrating lymphocytes) in superficial spreading and nodular melanoma. Pigment Cell

Melanoma Res. 2019;32(3):412-423.
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Priloha 8

Publikace doktoranda s IF in extenso, které jsou podkladem diserta¢ni prace

Diara M, Némejcova K, JakSa R, Bartd M, Kodet O, Tichd I, Michalkova R, Dundr P.
Expression of Glut-1 in malignant melanoma and melanocytic nevi: an immunohistochemical
study of 400 cases. Pathol Oncol Res. 2019 Jan;25(1):361-368. doi: 10.1007/s12253-017-0363-
7. Epub 2017 Nov 11. PMID: 29128957. IF — 2,701

Némejcova K, Tichd I, Barti M, Kodet O, Dara M, Jaksa R, Michalkova R, Dundr P.
Comparison of five different scoring methods in the evaluation of inflammatory infiltration
(tumor-infiltrating lymphocytes) in superficial spreading and nodular melanoma. Pigment Cell
Melanoma Res. 2019 May;32(3):412-423. doi: 10.1111/pcmr.12757. Epub 2018 Dec 21.
PMID: 30506645. IF — 3,704
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Priloha 9

Seznam obrazki, grafa a tabulek

Obr. 1 — Celosvétova incidence kozniho melanomu (hodnoty jsou uvedeny na 100 000
obyvatel) (Matthews NH. et al., 2017).

Obr. 2 — Celosvétova mortalita kozniho melanomu (hodnoty jsou uvedeny na 100 000
obyvatel) (Matthews NH. et al., 2017).

Obr. 3 — a) Robert Kellogg Crane (1919-2010), objevitel GLUT proteind; b) Prvni névrh
podoby GLUT proteinil nakresleny na ubrousku.

Obr. 4 — Dvourozmérny model proteinu GLUT-1 (podle Silva Filho TJ. et al., 2015)

Graf 1 — Casovy vyvoj incidence a mortality na melanom kiize od roku 1977 (zdroj:
www.svod.cz).

Graf 2 — Casovy vyvoj hrubé incidence melanomu kiize dle pohlavi (zdroj: www.svod.cz).
Graf 3 — Casovy vyvoj hrubé mortality melanomu kiize dle pohlavi (zdroj: www.svod.cz).
Graf 4 — Casovy vyvoj indexu mortalita/incidence melanomu kiize dle pohlavi

(zdroj: www.svod.cz).

Graf 5 — VE&kova struktura pacientli s melanomem kiiZze za obdobi 1977-2017

(zdroj: www.svod.cz).

Graf 6 — Vyvoj zastoupeni klinickych stadii melanomu kiize (zdroj: www.svod.cz).

Tab. 1 —Nova klasifikace typli melanomu dle aktudlné platné WHO klasifikace koZnich nadoria
z roku 2018 (Elder DE. et al., 2018).

Tab. 2 — Nova klasifikace melanocytarnich 1ézi dle aktualné platné WHO klasifikace koZnich
nadoril z roku 2018 (Elder DE. et al., 2018).

Tab. 3 — Hodnoceni dle rozsahu a denzity TIL v ramci algoritmu dle MIA (Azimi F. et al.,
2012).

Tab. 4 — Skala pro hodnoceni TIL dle Parka (Park CK. et al., 2017).
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9. Seznam zkratek

ABC - avidin-biotin complex

AJCC — American Joint Committee on Cancer
APC — antigen presenting cell

BAP — BRCALI associated protein 1

CAR — chimeric antigen receptor

CD — cluster of differentiation

CDK4 — cyclin-dependent kinase 4

CDKN2A - cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
CSD — cumulative sun damage

CTCAE — Common Terminology Criteria for Adverse Events
CTLA-4 — cytotoxic T lymphocyte antigen 4
DAB — diaminobenzidin

DFS — disease free survival

DMEFS — distant metastasis free survival

DPN — deep penetrating nevus

DSS — disease specific survival

ECOG - Eastern Cooperative Oncology Group
FDA — Food and Drug Administration

FDG — fluorodeoxyglukdza

FFPE — formalin-fixed paraffin-embedded

GIST — gastrointestinalni stromalni tumor

GLUT - glucose transporter

HE — hematoxylin — eozin

HIF — hypoxia-inducible factor

HILP — hyperthermic isolated limb perfusion
HMB-45 — Human Melanoma Black 45

HRE — hormon response element

IAMPUS — Intraepidermal Atypical Melanocytic Proliferations of Unknown Significance
[TIOBWG — International Immuno-Oncology Biomarker Working Group
LDH - laktat dehydrogendza

LFS — local recurrence free survival

MART-1 — Melanoma Antigen Recognized by T cells 1
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MELTUMP — MELanocytic Tumors of Uncertain Malignant Potential
MFS — metastasis free survival

MIA — Melanoma Institute Australia

MITF — MlIcrophthalmia-associated Transcription Factor

OS — overall survival

PD-1 — Programmed cell Death protein 1

PEComa — Perivascular Epithelioid Cell tumor

PET/CT — pozitronova emisni tomografie/vypocetni tomografie
PFS — progression free survival

PHH3 — phosphohistone H3

PRAME — PReferentially expressed Antigen in MElanoma
RECIST — Response Evaluation Criteria in Solid Tumors

RFS — relaps free survival

SAMPUS — Superficial Atypical Melanocytic Proliferations of Unknown Significance
SLCA — SoLute Carrier subfamily A

SLN — sentinel lymph node

SOX10 — sex determining region Y-box 10

SSM - superficially spreading melanoma

TACE — transarterialni chemoembolizace

TCGA — The Cancer Genome Atlas

TDT — tumour doubling time

TIL — tumor infiltrujici lymfocyty

TNM - klasifikace zhoubnych tumort (Tumor, Node, Metastasis)
T-VEC — talimogene laherparepvec

VHL — von Hippel Lindau
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