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1. Abstrakt 

 

Tématem této disertační práce je morfologická a imunohistochemická analýza melanocytárních 

lézí. Melanom je nejnebezpečnějším maligním kožním nádorem s možným výskytem i mimo 

kůži. Jeho včasná diagnostika je zásadním aspektem dobré prognózy onemocnění. Melanom je 

typický zakládáním vzdálených metastáz v horizontu mnoha let po iniciální diagnóze. 

Rozmanitost melanocytárních lézí činí jejich histopatologickou diferenciální diagnostiku 

extrémně složitou. Úsilím současného výzkumu je identifikace surogátních imunohisto-

chemických či molekulárně-genetických markerů, které by byly schopny odhalit biologickou 

povahu dané léze a tím vnést světlo do šedé zóny melanocytárních lézí nejisté biologické 

povahy. 

Tato disertační práce se zabývá imunohistochemickou analýzou exprese proteinu GLUT-1 u 

400 případů benigních a maligních melanocytárních lézí. Bylo zjištěno, že tento marker byl 

exprimován u signifikantní skupiny melanomů, avšak prakticky v žádném případu 

melanocytárního névu. Exprese GLUT-1 byla též spojena s horší prognózou onemocnění. 

Disertační práce se dále zabývá problematikou TIL u melanomu. Analýza TIL (tumor 

infiltrujících lymfocytů) na 213 melanomech srovnávala prognostický význam 5 různých 

skórovacích systémů. V základním barvení HE hodnotila rozložení a denzitu zánětlivé 

celulizace. Pouze u třech z pěti skórovacích systémů byl zjištěn signifikantní význam jakožto 

prognostického ukazatele. 

 

 

Klíčová slova: melanocytární léze, melanom, imunohistochemie, tumor infiltrující lymfocyty, 

GLUT-1, prognóza 
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2. 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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3. Úvod 

 

Melanom je obávaným zhoubným nádorem kůže, který se může vyskytnout i mimo kůži, 

výjimečně se objevuje metastazující melanom bez známého origa. Melanom je znám svým 

agresivním biologickým chováním a jeho potenciálem zakládat vzdálené metastázy v horizontu 

řady let od iniciální diagnózy. Incidence melanomu stoupá meziročně nejen v České republice, 

tento trend je možno pozorovat prakticky po celém světě. Melanom se stále častěji vyskytuje i 

u mladších věkových skupin pacientů. 

Melanom je zároveň preventabilním nádorem díky možnosti preventivních kontrol kožního 

krytu a samovyšetřování. 

Rok 2011 byl přelomovým rokem v terapii melanomu, jelikož byl do klinické praxe zaveden 

první lék ze skupiny imunoterapeutik – ipilimumab. V dalších letech se objevily další 

imunoterapeutika a cílené léky namířené proti mutované kináze BRAF a kináze MEK. Tyto 

léky výrazně prodlužují celkové přežití a prodlužují dobu do progrese. Zároveň dochází 

k signifikantnímu zlepšení kvality života s metastazujícím nádorem. 

Vývoj v léčbě metastazujícího melanomu postupuje dále a trend zvyšující se úspěšnosti léčby 

bude jistě pokračovat. Cílem je elevace Kaplan-Meierových křivek a dosažení jejich plateau. 

Obrovská plasticita melanocytů a rozmanitost benigních a maligních nádorů pocházejících 

z melanocytů činí jejich histopatologickou diagnostikou extrémně složitou, v dermato-

histopatologii patří patologie melanocytů mezi nejkomplikovanější problematiku. 

Jedním z cílů současného výzkumu je nalézt surogátní imunohistochemické či molekulárně-

genetické markery, které by umožnily zpřesnit odhad biologické povahy hodnocené léze. 

Každý z těchto markerů s jistou váhou „přihazuje“ na pomyslné misky vah, avšak 

nejzásadnějším a dosud základním histologickým barvením je barvení v hematoxylinu-eozinu. 

Výsledná diagnóza je postavena na kombinaci klinického obrazu, anamnézy, 

dermatoskopického obrazu a obrazu histopatologického za případného použití pomocných 

analýz. 

Tato disertační práce se zaměřuje na problematiku imunohistochemické exprese GLUT-1 

(glukózového transportéru 1) u benigních a maligních melanocytárních lézí. Bylo zjištěno, že 

protein GLUT-1 je exprimován u signifikantní skupiny melanomů, avšak v žádném případu 

benigního melanocytárního névu. U části melanomů byl zachycen zonální efekt exprese 

v závislosti na vzrůstající vzdálenosti od nádorového stromatu. Exprese proteinu GLUT-1 byla 

zároveň spojena se signifikantně horší prognózou onemocnění. 
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Tato disertační práce se zároveň zabývá problematikou TIL (tumor infiltrujících lymfocytů) u 

melanomu. TIL byly dosud intenzivně studovány zejména u karcinomu prsu a kolorektálního 

karcinomu. Studován je jejich prognostický a prediktivní význam. 

Analýza srovnávala 5 různých skórovacích systémů ve vztahu k jejich prognostickému 

významu. Studie hodnotila rozložení a denzitu zánětlivé celulizace v základním barvení HE. 

Pouze u třech z pěti těchto systémů byl zjištěn signifikantní význam jakožto prognostického 

ukazatele. 
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4. Analýza exprese GLUT-1 u melanocytárních lézí 

 

4.1. Hypotézy a cíle práce 

 

Cílem této studie byla imunohistochemická analýza exprese proteinu GLUT-1 u benigních a 

maligních melanocytárních lézí a její korelace s prognózou onemocnění. Cílem bylo provést 

analýzu na 400 vzorcích, čímž se jedná o dosud největší imunohistochemickou analýzu proteinu 

GLUT-1 u melanocytárních lézí. 

Prognóza melanomu byla u každého pacienta hodnocena třemi ukazateli – specifické přežití 

(DSS), přežití bez lokálního relapsu (RFS) a přežití bez vzdálených metastáz (MFS). 

 

Byly vysloveny 2 hypotézy: 

 

• Exprese proteinu GLUT-1 se liší u benigních a maligních melanocytárních lézí. 

• Exprese proteinu GLUT-1 koreluje s prognózou kožního melanomu. 

 

4.2. Materiál a metodika 

 

Pro analýzu bylo vybráno celkově 400 FFPE (formalin-fixed paraffin-embedded) 

melanocytárních lézí, z nichž bylo 225 primárních kožních melanomů všech stádií (viz dále). 

Zbytek (175) vzorků byl tvořen melanocytárními névy, z nichž 89 bylo smíšených, 83 

intradermálních, 3 byly jiného typu (junkční, modrý, kombinovaný). Jiné typy melanocytárních 

névů (dysplastické, DPN, kongenitální atd.) a melanocytární léze nejisté biologické povahy do 

studie nebyly zařazeny. 

Melanomy byly excidovány na I. chirurgické klinice VFN a 1. LF UK a jejich zpracování 

proběhlo na Ústavu patologie VFN a 1. LF UK v období let 2006 až 2010. 

Melanocytární névy byly excidovány na Dermatovenerologické klinice VFN a 1. LF UK 

v období let 2012-2014, zpracovány byly v tamní dermatohistopatologické laboratoři. 

Melanomy byly rozděleny do 4 skupin dle (v průběhu studie platné) TNM klasifikace 7. vydání 

dle AJCC (pT1 ≤1 mm, pT2>1–2 mm, pT3 > 2–4 mm, pT4 > 4 mm). Dále byly rozděleny dle 

jejich lokality na 4 skupiny – hlava a krk (35 případů, z toho jeden byl konjunktivální melanom, 

2 případy pocházely z krku, 2 případy pocházely z ušního boltce), horní končetina včetně 

ramene (42 případů), dolní končetina včetně kyčle (37 případů) a 111 případů bylo lokalizováno 

na trupu. U všech melanomů byla evidována přítomnost ulcerace (přítomna vs. nepřítomna). 
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U všech pacientů s excidovaným melanomem zařazených do studie byl sledován follow-up. 

Zjišťováno bylo specifické přežití (DSS), přežití bez lokálního relapsu (RFS) a přežití bez 

vzdálených metastáz (MFS). Tyto informace byly zjištěny z dokumentace Dermato-

venerologické kliniky 1.LF a UK, kam pacienti docházeli na další kontroly. 

Průměrný věk pacientů s melanomem byl 63 let (medián 65 let, od 15 do 93 let). Průměrný věk 

pacientů s excidovanými névy byl 36 let (medián 35 let, od 5 do 79 let). Ve skupině melanomů 

bylo zastoupeno 134 mužů a 91 žen, ve skupině névů bylo zastoupeno 50 mužů a 125 žen. 

Výzkum probíhal v souladu s Helsinskou deklarací a výzkum byl schválen Etickou komisí 

VFN. 

K manuální imunohistochemické analýze metodou ABC (avidin-biotin complex) byla použita 

validovaná protilátka Glut-1 (polyklonální, 1:100, Cell Marque, Rocklin, California). Odhalení 

antigenu byl provedeno užitím 0,01 molárního citrátového pufru (pH 9,0) po 40 min. ve vodní 

lázni při 98°C. 

Pro imunohistochemickou vizualizaci byla využita reakce za vniku DAB (diaminobenzidin), 

čili hnědé koncovky, jejíž imunohistochemická pozitivita má srovnatelný odstín hnědé jako 

intracelulární pigment nádorových buněk. Jejich rozložení však není zcela identické. IHC 

pozitivita je difuzní či jemně granulární, melanozómy a hrudky pigmentu tvoří objemná hrubá 

granula. 

Vyřazeny však přes to byly vysoce pigmentované melanomy včetně tzv. „animal type“ 

melanomů, které by mohly znemožnit validní imunohistochemické vyšetření s použitím 

klasického imunohistochemického vizualizování využívající reakci DAB. 

Pozitivní vnitřní kontrolou byly erytrocyty, perineurium a keratinocyty bazální epidermis, které 

byly hodnoceny u každého jednotlivého případu. Vnitřní negativní kontrolou byly kolagenní 

snopce, tuková tkáň, buňky hladkého svalu. 

Vzhledem k pozitivitě exprese GLUT-1 střední až silné intenzity v bazálních buňkách 

epidermis bylo hodnocení lentiginózně a pagetoidně rozmístěných melanocytů ztíženo. 

Pozitivitu GLUT-1 bylo však možno hodnotit v junkčních melanocytárních hnízdech. 

Nehodnotitelné byly nekrotické oblasti tumoru, v těchto lokalitách dochází k falešné pozitivitě 

nádorových buněk. 

Odečet byl proveden dvěma nezávislými hodnotiteli, sporné a nejednoznačné případy byly 

diskutovány s třetím patologem. Hodnocena byla pouze membránová pozitivita. 

K semikvantitativnímu zhodnocení bylo využito H-skóre. H-skóre hodnotí imunohisto-

chemickou pozitivitu na 4-stupňové škále (0 – žádná, 1 – slabá, 2 – střední, 3 – silná) a zároveň 
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procento pozitivních buněk (0-100 %). Výsledné H-skóre je výsledkem následující formule a 

nabývá hodnot 0 až 300. 

 

H skóre = [1 × (% buněk 1+) + 2 × (% buněk 2+) + 3 × (% buněk 3+)]. 

 

Za pozitivní byl vzorek považován tehdy, bylo-li H-skóre membránové imunohistochemické 

pozitivity minimálně 15. Při této hodnotě byla nalezena nejvyšší specificita a sensitivita. 

 

4.3. Výsledky a diskuse 

 

Membránová pozitivita GLUT-1 byla nalezena v 69 z 225 případů (30,7 %) melanomů. 

Exprese GLUT-1 se zvyšovala se zvyšující se hodnotou dle Breslowa (p < 0,00001). Pozitivita 

GLUT-1 byla pozorována u 10 ze 101 melanomů stádia pT1 (10 %, medián H-skóre pro 

pozitivní případy byl 30,5; průměr 47); u 17 z 47 melanomů stádia pT2 (36 %, medián H-skóre 

pro pozitivní případy byl 48; průměr 53,2); u 16 z 44 melanomů stádia pT3 (36,4 %, medián 

H-skóre pro pozitivní případy byl 34,5; průměr 41,5) a u 26 z 33 melanomů stádia pT4 (78,8 

%, medián H-skóre pro pozitivní případy byl 67,5; průměr 82,9). 

V některých případech byl u melanomů (zejména pokročilých, stádia pT4) pozorován 

vyjádřený zonální efekt, kdy se síla exprese zvyšovala se vzdáleností od nádorového stromatu 

(ať už od neovaskularizovaného nádorového stromatu či od invazivního marginálního 

stromatu). Ve velké části případů byla však exprese rozložena heterogenně, bez viditelné 

závislosti na vzdálenosti od stromatu či od okrsků nekrózy (příloha 4). 

Ve skupině melanocytárních névů vykázalo všech 175 případů negativní membránovou expresi 

GLUT-1 (exprese GLUT-1 s mediánem H-skóre pouze 2 byla nalezena u 24 z 175 případů 

melanocytárních névů, tzn. 13,7 %). 

Ve studii nebyla nalezena signifikantní souvislost mezi sílou exprese GLUT-1 a pohlavím, 

věkem pacientů a lokalitou tumoru (p > 0.05). 

U pacientů byla též hodnocena závislost exprese GLUT-1 na prognóze onemocnění. Na základě 

multivariantní analýzy bylo konfirmováno, že šíře tumoru dle Breslowa je nejsilnějším 

prognostickým faktorem. 

H-skóre exprese GLUT-1 se ukázalo být statisticky signifikantním markerem v univariantní 

analýze, v níž zvýšená membránová exprese GLUT-1 koreluje s horším desetiletým 

specifickým přežitím pacientů (DSS, p = 0.00734; 24 pacientů zemřelo z důvodu progrese 

melanomu); koreluje s horším desetiletým přežíváním bez lokálního relapsu (RFS, p = 0.00003; 
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36 pacientů vyvinulo lokální recidivu) a též koreluje s kratším přežitím bez vzdálených 

metastáz (MFS, p = 0.00050; 41 pacientů vyvinulo vzdálené metastázy) (příloha 5). 

Na základě výše popsaného byly potvrzeny obě hypotézy. Byl potvrzen signifikantní rozdíl 

v expresi GLUT-1 u benigních a maligních melanocytárních lézí, přičemž dle našich výsledků 

prakticky není GLUT-1 u benigních lézí imunohistochemicky detekovatelný. Exprese proteinu 

GLUT-1 signifikantně koreluje s prognózou onemocnění, přičemž vyšší exprese GLUT-1 

koreluje s horší prognózou kožního melanomu. 
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5. Porovnání 5 různých skórovacích systémů hodnocení TIL u melanomu 

 

5.1. Hypotézy a cíle práce 

 

Cílem této studie bylo porovnání pěti různých skórovacích systémů hodnocení TIL u kožního 

melanomu a jeho korelace s prognózou onemocnění. Jednalo se o následující skórovací 

systémy: 

 

• hodnocení dle Clarka (Clark WH. Jr. et al., 1989) 

• hodnocení dle Melanoma Institute Australia (MIA) (Azimi F. et al., 2012) 

• hodnocení dle Saldanhy (Saldanha G. et al., 2017) 

• hodnocení dle Parka ze studie TCGA (Park CK. et al., 2017) 

• hodnocení dle International Immuno-Oncology Biomarker Working Group (IIOBWG) 

(Hendry S. et al., 2017). 

 

V této studii byla vyslovena následující hypotéza: 

 

• Výsledek výše jmenovaných skórovacích systémů hodnocení TIL u kožního 

melanomu koreluje s jeho prognózou. 

 

5.2. Materiál a metodika 

 

K analýze bylo použito celkově 213 FFPE (formalin-fixed paraffin-embedded) vzorků kožních 

melanomů, zahrnuty byly superficiálně se šířící a nodulární melanomy. 

Veškerý bioptický materiál byl získán z archivu Ústavu patologie 1. LF UK a VFN. Pro 

samotné hodnocení bylo použito základní barvení HE. Vzácnější typy melanomů (např. 

akrolentiginózní či desmoplastické melanomy) byly ze souboru vyloučeny. U všech pacientů 

byly sledovány prognostické faktory (viz dále). 

Výzkum probíhal v souladu s Helsinskou deklarací a byl schválen Etickou komisí VFN. 

Tumor infiltrující lymfocyty byly hodnoceny dvěma nezávislými zkušenými patology. 

Nejednoznačné vzorky byly reevaluovány, aby bylo dosaženo konsenzu. 

Použito bylo 5 různých skórovacích systémů: hodnocení dle Clarka (Clark WH. Jr. et al., 1989), 

hodnocení dle Melanoma Institute Australia (MIA) (Azimi F. et al., 2012), hodnocení dle 
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Saldanhy (Saldanha G. et al., 2017), hodnocení dle Parka ze studie TCGA (Park CK. et al., 

2017) a hodnocení dle International Immuno-Oncology Biomarker Working Group (IIOBWG) 

(Hendry S. et al., 2017). 

Pro hodnocení bylo stanoveno několik premis. Hodnoceny byly pouze kulatobuněčné zánětlivé 

elementy, nebyly hodnoceny polymorfonukleární leukocyty. Byla hodnocena pouze zánětlivá 

lymfocytární celulizace, která přímo infiltrovala hnízda nádorových buněk či byla v jejich 

bezprostředním kontaktu, nebyla hodnocena infiltrace v okolí nádorových buněk či 

v nádorovém stromatu. Hodnocena byla pouze oblast vertikální růstové fáze nádoru, nikoli 

horizontální růstové fáze (příloha 6). 

Z prognostických ukazatelů byly hodnoceny tři parametry – DFS (disease free survival), LFS 

(local recurrence free survival), DMFS (distant metastasis free survival). 

Ke statistickému hodnocení byl použit software Statistica 10 (StatSoft, Tulsa, Oklahoma, USA) 

za využití univariantní analýzy a konstrukce Kaplan-Meierových křivek. Statistické zhodnocení 

bylo provedeno pro každý skórovací systém zvlášť. 

Kromě algoritmu IIOBWG byly ostatní 4 skórovací systémy hodnoceny u všech 213 případů 

primárních kožních melanomů. Algoritmus IIOBWG mohl být hodnocen pouze u 156 

melanomů, jelikož pouze u 156 melanomů byla šíře dle Breslowa dostatečná k validnímu 

odečtu. 

 

5.3. Výsledky a diskuse 

 

Medián šíře melanomu dle Breslowa byl 2,05 mm a jeho střední hodnota činila 2,94 mm. 

Regresivní změny byly přítomny u 59 melanomů (27 %). 

Statistická signifikance byla nalezena u skórovacího 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 

peritumorální celulizaci a 1,00 pro intratumorální celulizaci; p < 0.001), dle IIOBWG (Kappa 

index = 0.88 v hodnocení infiltrace invazivního okraje; p < 0.001). Dobrá shoda byla nalezena 

i u hodnocení dle IIOBWG pro hodnocení infiltrace invazivního stromatu (Kappa index = 0.76; 

p < 0.001) a infiltrace invazivních nádorových buněk (Kappa index = 0.69; p < 0.001). 

Prognostický význam v hodnocení TIL dle Clarka (skóre 0 + 1, vs. 2), hodnocení dle MIA 

(skupiny 0, 1, 2, 3) a IIOBWG (hodnocení infiltrace stromální komponenty ve skupinách 0, 1, 

2) byl v těchto algoritmech statisticky signifikantní v univariantní analýze ve všech třech 

sledovaných prognostických faktorech (DFS, LFS, DMFS) (příloha 7). 
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V analýze hodnocení dle Saldanhy (pro skupiny 0, 1, 2) a hodnocení dle Parka (s hodnocením 

intratumorální a peritumorální infiltrace) nebyla nalezena žádná statistická signifikance pro 

žádný z prognostických faktorů (DFS, LFS, DMFS). 

Skórovací systém IIOBWG v hodnocení intratumorální komponenty a invazivních okrajů 

taktéž nebyl statisticky signifikantní. 

Závěrem shrnuto, prognostický význam byl statisticky signifikantní u některých proměnných u 

hodnocení dle Clarka, hodnocení dle MIA a hodnocení dle International Immuno-Oncology 

Biomarker Working Group (IIOBWG). Ve zbylých skórovacích systémech nebyl nalezen 

statisticky signifikantní význam ve vztahu k prognóze onemocnění. Tímto faktem byla částečně 

potvrzena úvodem vyslovená hypotéza. 
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6. Závěry 

 

Cílem této disertační práce bylo v obecné rovině shrnout současný pohled na problematiku 

epidemiologie, diagnostiky, prevence a terapie časných a pozdních stádií melanomu s důrazem 

na moderní nechirurgické modality léčby. Zároveň měla práce za cíl stručně shrnout úskalí 

histopatologické diagnostiky melanocytárních lézí s přihlédnutím k pomocným imunohisto-

chemickým a molekulárně-genetickým markerům. 

V souvislosti s výzkumnou částí byla shrnuta struktura a funkce proteinu GLUT-1 a jeho role 

v imunohistochemii, dále pak problematika tumor infiltrujících lymfocytů u melanomu včetně 

přehledu skórovacích systémů. 

Výzkumná část byla zaměřena na imunohistochemickou analýzu proteinu GLUT-1 u benigních 

a maligních melanocytárních lézí a na porovnání 5 různých skórovacích systémů TIL u 

melanomu jakožto potenciálního prognostického markeru. 

Zjištěna byla statisticky signifikantní exprese GLUT-1 u melanomu, exprese nebyla detekována 

u žádného melanocytárního névu. Exprese GLUT-1 u melanomu se též ukázala být statisticky 

signifikantním prognostickým markerem. U některých melanomů vyšší hodnoty dle Breslowa 

byl identifikován známý zonální efekt exprese se vzrůstající vzdáleností od nádorového 

stromatu. 

Analýza porovnání různých skórovacích systémů pro hodnocení TIL vykázala statistickou 

signifikanci jakožto prognostického markeru pouze u 3 z 5 hodnocených skórovacích systémů 

(dle Clarka, dle MIA a dle International Immuno-Oncology Biomarker Working Group – 

IIOBWG). Hodnoceny byly tři faktory – DFS (disease free survival), LFS (local recurrence free 

survival), DMFS (distant metastasis free survival). 

 

Základem histopatologického hodnocení melanocytární léze je barvení HE. Doplňující 

vyšetření přidávají validitu konečné histopatologické diagnózy. Finální diagnóza je stanovena 

na základě klinicko-patologické korelace, v níž hraje roli klinický a dermatoskopický obraz 

dané léze, anamnéza atd. 

Léčba metastazujícího melanomu prožívá v posledních letech svůj „zlatý věk“, v němž dochází 

k neustálému prodlužování celkového přežití. Do klinické praxe přichází řada nových léčiv na 

bázi protinádorové imunoterapie či malých molekul inhibujících signální kaskádu Ras. Léčba 

s sebou přináší nebývalé léčebné odpovědi, které byly v éře chemoterapie jen těžko 

představitelné. Léčba s sebou přináší i zcela nové obzory nepoznaných nežádoucích účinů. 
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Současná doba zlepšující se včasné diagnostiky melanomu včetně dermatoskopie, současný 

rozvoj účinné protinádorové terapie v kombinaci se zpřesňující se histopatologickou 

diagnostikou otevírá nevídané obzory onkologické péče. 
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