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Abstrakt:

Melanom ptedstavuje nejzhoubnéjsi kozni nador, ktery vychazi z melanocyti, bun¢k
tvoficich pigment melanin. Incidence melanomu celosvétové stoupa a piedstavuje tak
vyznamné zatizeni zdravotnického systému. Navzdory velkému pokroku v biologii melanomu,
zlepsené diagnostice a 1€¢bé, je nadale prognoza pacientli s metastatickym onemocnénim vazna
a nejista.

Tato prace je vénovana nadorovému mikroprostiedi melanomu. V uvodni teoretické
¢asti je popsana histogeneze melanomu od prekurzorovych bunck neurdlni liSty, normalnich
melanocytd, k progresi a vzniku melanomu. Dale jsou popsany jednotlivé klinické varianty
melanomu a jejich 1é¢ba, ktera navzdory pokrokim v biologii melanomu je primarné nadale
chirurgicka. Podrobnéji je diskutovana 1é€ba adjuvantni, neoadjuvantni a 1é€ba metastazujiciho
¢1 lokalné pokrocilého melanomu. Zakladnim pilifem 1é¢by je v soucasné dobé tzv. cilend 1écba
BRAF a MEK inhibitory a imunoterapie checkpoint inhibitory. Stézejni ¢ast teoretického uvodu
je vénovana problematice nadorového mikroprostiedi melanomu od horizontalni faze Sifeni po
vertikalni ristovou fazi a jednotlivé sloZzky nadorového stromatu. V samostatnych kapitolach
je diskutovana role nddorové asociovanych fibroblastl, které se vyznamné& podileji na podpoie
nadorového mikroprostedi, rustu a §ifeni nadorovych melanocytt. Dale je dokumentovana role
nador infiltrujicich lymfocyt a s nadorem asociovanych makrofagi, které se také vyznamné
podili na formovani nadorového mikroprostiedi a odpovidaji za utvafeni protinddorové
imunitni odpovédi. Vyznam komplexniho chapdni nddorového mikroprostiedi se odrazi ve
studiu mechanismui rezistence na cilenou 1écbu a imunoterapii melanomu. V posledni ¢asti
teoretického tvodu jsou diskutovany biomarkery melanomu, které Ize vyuzit k diagnostice,
predikci a progn6ze onemocnéni.

Ve druhé casti prace jsou stru¢né popsany predlozené prace, které podavaji uceleny
soubor vénovany problematice melanomu a studiu jeho mikroprostiedi. Jednotlivé prace jsou

rozdéleny do 4 tematickych okruhti vénovanych jednak nadorovému mikroprostiedi se

zamienim na studium nadorové asociovanych fibroblastti a jejich roli v biologii melanomu.



Hledani novych biomarkeri melanomu pomoci imunohistochemickych metod v retrospektivné
vysetfenych tkani a také v sérech pacientli S pouzitim proteomické analyzy. Ve tfetim okruhu
jsou popsany prace vénované genetickym alteracim melanomu s detekci novych funkénich
mutaci a problematice stanoveni PTEN genu v melanomu. Posledni okruh shrnuje ptehledové
prace vénované melanomu a problematice nadorového mikroprostiedi. Shrnuje komplexni roli
IL-6 v nadorové biologii a poukazuje naptiklad na vlastni pozorovani unikatniho abskopalniho
efektu u pacienta s generalizovanym melanomem. Celkové tato prace shrnuje komplexni
problematiku melanomu vcetné 1é¢ebné strategie a problematiky nadorového mikroprostiedi

melanomu.

Kli¢ova slova: melanom, cilend terapie BRAF a MEK inhibitory, checkpoint inhibitory,
nadorové mikroprostiedi, nddorové asociované fibroblasty, nador infiltrujici lymfocyty,

nadorove asociované makrofagy.

Abstract:

Melanoma is the most malignant skin tumor that arises from melanocytes, the cells that
make the pigment melanin. The incidence of melanoma is rising worldwide and represents a
significant burden on the health care system. Unfortunately, despite the significant advances in
melanoma biology and improved diagnosis and treatment, the prognosis of patients with
metastatic disease remains serious and uncertain.

This study is devoted to the tumor microenvironment of melanoma. The histogenesis of
melanoblasts from neural crest cells and normal melanocytes to the progression and onset of
melanoma is described in this study's introduction. Furthermore, individual clinical variants of
melanoma and their treatment are also described. The primary treatment is still surgical despite
advances in melanoma biology. Adjuvant, neoadjuvant, and the treatment of metastatic or
locally advanced melanoma are described in more detail. The primary treatment principle of
metastatic melanoma is targeted therapy with BRAF and MEK inhibitors and immunotherapy
with checkpoint inhibitors. The central part of the theoretical introduction is devoted to the
tumor microenvironment of melanoma from the horizontal phase of spread to the vertical
growth phase and individual components of the tumor stroma. The separate chapters discuss
the role of cancer-associated fibroblasts, which significantly contribute to supporting the tumor
microenvironment, tumor growth and spread of tumor melanocytes.

Furthermore, the role of tumor-infiltrating lymphocytes and tumor-associated
macrophages, which are also significantly involved in the formation of the tumor



microenvironment, is also discussed. These components of the tumor microenvironment are
responsible for generating an anti-tumor immune response. The importance of the thesis is in
understanding mechanisms of resistance to targeted therapy and immunotherapy of melanoma,
in which the tumor microenvironment also participates. In the last part of the theoretical
introduction, biomarkers of melanoma are discussed, which can be used to diagnose, predict,
and prognosis the disease.

The second part of the thesis briefly discusses the presented studies, which provide a
comprehensive set devoted to melanoma and the study of its microenvironment. The individual
research studies are divided into four thematic areas dedicated to the tumor microenvironment,
focusing on analysing cancer-associated fibroblasts and their role in melanoma biology. The
second part describes studies focused on new melanoma biomarkers using
immunohistochemical methods in retrospectively examining tissues or patient sera using
proteomic analysis. The third section describes the work devoted to genetic alterations of
melanoma with detecting new functional mutations and determining the loss of function PTEN
gene in melanoma. The last section summarizes the review works devoted to melanoma and the
issue of the tumor microenvironment. It discussed the complex role of IL-6 in tumor biology
and points to own observation of a unique abscopal effect in a patient with generalized
melanoma. Overall, the work summarizes the complex issues of melanoma, including treatment

strategy and a look at the complexity of the tumor microenvironment of melanoma.

Keywords: melanoma, targeted therapy with BRAF and MEK inhibitors, checkpoint inhibitors,
tumor microenvironment, cancer-associated fibroblasts, tumor-infiltrating lymphocytes, tumor-

associated macrophages.
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1. Uvod

1.1. Melanocytogeneze, od neuralni liSty po melanocyt

Melanocyty jsou bunky pochazejici vyvojove z neuralni listy, které odpovidaji za
produkci pigmentu melaninu. Béhem 5. tydne embryonalniho vyvoje dochazi pti
formovani neuralni trubice K uzavéru neuralnich valt. Nasledné pfi uzavéru neuralnich
vali podstupuji nekteré neuroektodermové buiiky v dorzolateralni oblasti neuralni trubice
epitelové mezenchymovy piechod (dale jako EMT, anglicky: Epithelial Mesenchymal
Transion) a aktivné migruji do okolniho mezodermu. Proces oddéleni melanocytarnich
prekurzort od neuralni listy se oznacuje jako delaminace. Ridicim krokem v delaminaci
a nasledné migraci bun¢k pomoci EMT z neurdlni trubice je exprese transkripcniho
faktoru Snail s naslednou ztratou exprese E-cadherinu (1,2). V mezodermu delaminované
prekurzorové buiiky migruji dorzalnim smérem a usidluji se ve formujici bazalni vrstveé
epidermis, dermis a vyvijejicich se vlasovych folikulech, kde diferencuji a davaji vznik
melanocytiim (3-5). Pomérné zasadni roli v celém procesu hraje signalizace Wnt, ktera
indukuje a stabilizuje delaminované prekurzory neuralni listy a spolupodili se i na
samotné delaminaci téchto prekurzort, jejich migraci a nasledné diferenciaci v cilovych
organech (6).

Hlavnim produktem melanocytl je pigment melanin, ktery vyznamné pfispiva k
fotoprotekci kize. Melanocyty primarné nachazime v kuzi, resp. v bazalni vrstvé
epidermis a v dermis. Dale jsou melanocyty pfitomny Vv oblasti vlasového bulbu, kde je
produkce melaninu zasadni pro barvu vlast a ochlupeni. Nachazi se i v oblasti zesileni
zevni epitelové vrstvy folikulu oznacované jako bulge (7). Obrazek 1. znazoriuje vlasovy
folikul a ulozeni melanocyti. Melanocyty se dale nachazeji primarné i v cévnatce a
duhovce oka. Lze je prokazat i ve vnitinim uchu, kde jejich vyznam a ptitomnost je hiife
vysvétlitelnd (mozny vliv k ochrané struktur vnitiniho ucha a sluchu pied poSkozenim
hlukem, jejich vliv na stimulace vestibularniho organu je obtizné prokazatelny) (8-10).
Pro studium melanomu je vV kontextu této prace dilezita znalost melanocyti
nachazejicich se v kazi a vlasovém folikulu. Vzhledem k anatomickému rozloZeni
melanocytl ve vlasovém folikulu je ziejmé, ze funkce dvou existujicich populaci je zcela
rozdilnd. Nachazi se zde pifevazné jiz diferencované melanocyty v oblasti matrix
vlasového bulbu, které podminuji barevnost vlast a ochlupeni (Obr. 1) (9). Jsou zde i

melanocyty (melanoblasty) s charakteristikami az kmenovych bunék v oblasti bulge



vlasového folikulu (v oblasti zesileni zevni epitelové vrstvy pii uponu m. arrector
pilorum). Tyto prekurzorové melanocyty se aktivuji béhem anagenni faze cyklu
vlasového folikulu a slouzi k obnové diferencovanych melanocytt v oblasti matrix

vlasového bulbu a podili se tak na udrzovani homeostazy téchto tkani (Obr. 1) (7,9,11,12).

“Niche” vlasového folikulu

Epidermis

A SOE=N
Dermalni fibroblasty
“Bulge” vlasového folikulu
s epidermalnimi KB, KB

melanocytt, KB neuralni
listy

* Diferencovany melanocyt

* Kmenovy melanocyt
Vlasova cibulka

s prekurzory/diferencovanymi
melanocyty

Kmenova bunky neuralni listy

Epidermalni kmenové KB = kmenové buriky

® burky/keratinocyty
Obr. 1.: Schéma vlasového folikulu a fyziologicka lokalizace melanocyta.

1.2 Funkce melanocytii, udrZzovani homeostazy

Nejlépe se melanocyty daji odlisit od okolnich bun¢k v elektronovém mikroskopu,
kde je pozname podle velkého jadra, pfitomnosti homogennich granul, resp. melanozomut
v cytoplazmé a také podle typickych dendritickych vybézkli. Melanin je syntetizovéan z
tyrozinu pomoci enzymu tyrozinazy (13). Syntetizovany melanin je ukladan ve
specializovanych organelach melanozomech, které jsou posléze prostifednictvim
dendritickych vybézka transportovany mezi okolni keratinocyty v epidermis a ve
vlasovém folikulu a to keratinocytim vlasového bulbu (9). Samotny mechanismus
predavani melanozomi okolnim keratinocytim neni zcela objasnén. Jednim z moznych
mechanismt je proces podobny fagocytoze, kdy keratinocyty jsou schopny pohltit
odlomené koncové ¢asti dendritii melanocytti S melanozomy. Jiny mechanismus popisuje

pfijem vypuzenych melanozomi exocytéozou (14,15). Melanocyt takto zasobuje
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pigmentem v praméru 36 keratinocytl a tvoii tzv. epidermalni melanocytarni jednotku
(16,17). Pocet melanocytu se lisi dle anatomické lokality, ale i mezi riznymi jedinci a
rasami (v praméru asi 1200/mm?) (18). Rasové rozdily v pigmentaci kiize neodrazi jen
rozdilné zastoupeni melanocytl, ale i zakladni aktivitu v syntéze melaninu. Samotna
produkce melaninu a jeho transport do keratinocytli je vyznamnym protektivnim
faktorem k ochran¢ pokozky pied ultrafialovym zatenim (dale jako UV zateni, anglicky:
Ultra Violet radiation). Produkce melaninu a samotnd epidermalni melanocytarni
jednotka hraje vyznamnou roli vV ochrané keratinocytt pied epigenetickymi zménami UV
zareni. Navzdory této klicové roli melanocytti v ochrané kize pied UV zafenim je znamo
o epigenetickych zménach normalnich melanocytti v kizi vystavené chronickému
sluneénimu zafeni relativné malo. Nékteré genetické studie poukazuji na fadu riznych
mutaci v kazi chronicky poskozené UV zatenim. | kdyz je vétSina téchto epigeneticky
vzniklych mutaci lokalizovana do keratinocytd, piedpoklada se, Ze i jednotlivé nativni
melanocyty mohou byt zatizeny vysokym poctem mutaci, aniz by to piedstavovalo
zasadni zménu pro syntézu melaninu. V kazi z akralni lokalizace byly pomoci genové
amplifikace (zejména cyclin D1) detekovany v melanocytech podobné genetické mutace
a zmény jako Vv akrolentiginéznich melanomech (dale jako ALM, anglicky: Acral
Lentiginous Melanoma) (19). Je zajimavé, ze podobné genetické mutace v benignich
névech jsou shodné stémi u melanomu, aniz by pfimo vysvétlily patogenezi vzniku
melanomu (20).

Melanocytarni névy jsou benigni klonalni proliferace melanocyti, které jsou ve
stavu bunécné senescence. Jedna se o nejcastéjsi benigni nadory v populaci a lze je
Klasifikovat do né¢kolika podtypi na zékladé jejich klinickych, ale i patologickych
charakteristik. V zakladu rozliSujeme kongenitalni a ziskané névy. Nejcast&jsi je bézné
ziskany névus (junk¢ni, smiSeny a intradermalni). Mezi riznymi podtypy névi jsou
pozorovany epidemiologické i biologické rozdily. Soucasna genomicka data ukazuji, ze
névy jsou trvale charakterizovany niz§im mutaénim zatizenim nez melanom (20).
Nicméné fada studii s vyuzitim celogenomového sekvenovani ukazuje, ze nejcastéjsi
somatické mutace v melanocytarnich névech predstavuji mutace geni BRAF V600E
nebo NRAS Q61R/L, bez piitomnosti jinych somatickych zmén. NRAS mutace je Castéji
pozorovana v kongenitalnich névech s predpokladem vzniku pfi vyvoji jedince in utero.
BRAF mutace je Castéjsi v ziskanych névech, a to piekvapivé az v 83% (20,21).
Vzacnéjsi typy néva napt. névus coreuleus (modry névus), névus Spitzové postradaji

vyznamng&jsi chromozomalni aberace. U nékterych névi Spitzové na hornich konéetinach
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byly popsany mutace chromozomu 11p a HRAS mutace, coz je pro melanocytarni
patologii spise atypicky nalez (22,23). V nekterych ptipadech u téchto névi jsou typictejsi
translokace fuznich genit ALK1, ROS1, RET, MET a NTRK. Jak je uvedeno vyse,
mutace BRAF a NRAS jsou typické a klicové u fady melanomii, nicméné na rozdil od
melanom, které ziskavaji dalsi fidici patologické mutace (driver mutation), névy maji
zachovanou tendenci Kk potlaceni replikaéni aktivity a replika¢niho starnuti, které je
regulovano tumor-supresorovym genem CDKN2A (Inhibitor 2A cyklin dependetni
kinazy) prostfednictvim proteinu p16, ale i dal$imi kontrolnimi bunéénymi mechanismy

(22).

Pro samotnou detekci melanocytd jsou vhodngjsi rozSifené barvici techniky,
protoze jen zakladni technikou barveni (hematoxylin-eozin, H&E) se melanocyty od
okolnich keratinocytti odliSuji obtizné. Z rozsitenych histologickych technik se nejvice
rutiné vyuziva barveni podle Fontana-Massona (metodika popsana v monografii (24)). V
imunohistochemickém znaceni lze pouzit nejriznéjsi protilatky. Nejbéznéji se pouziva
anti S-100 (S-100B) patiici mezi proteiny vazici vapnik, jde ale o znak spoleény pro
mnoho bunéénych typt pochazejicich z neuralni listy. Specificita tohoto znaku je tedy
nizka, jakkoli je jeho vyhodou vysoka senzitivita. Specifictéjsi protilatky jsou napft.
HMB-45, protilatka proti glykoproteinu PMEL 17, ktery je soucasti membrany
melanozomii, nebo Melan-A vazici se na proteiny matrix melanozomu (ozna¢ovan jako
MART-1, melanosomal matrix proteins). K bézné detekci lze vyuzit i protilatku proti

tyrozinaze, kliCovému enzymu v biosyntéze melaninu — Obr. 2 (25).



Obr. 2.: Imunohistochemické vysetfeni primarniho melanomu kize zad. Muz 48 let,
Breslow 1,2, Clark IV. A) vySetfeni S100 — pozitivita v cytoplazmé, jadrech a jadérkach
melanomovych bunék; B) vysetfeni HMB45 — cytoplazmaticka pozitivita; C) vySetieni
tyrozinaza - pozitivita v cytoplazmé nadorovych melanocyti; D) vySetfeni Melan-

A/MART-1 pozitivita v cytoplazmé nadorovych melanocytu.

1.3.Melanomogeneze, od neuralni liSty po melanom

V nadorové biologii lze hledat i paralelu v mechanismech a signalnich
molekulach, které se uplatiiuji ve vyvojové biologii zdravych tkani. Mechanismy, které
se na téchto fyziologickych a patologickych procesech podileji jsou svym zplsobem
uniformni, 1i$i se spiSe aktivaci v jednotlivych procesech a kontextem dané tkané a stavu.
Jak bylo zminéno Vv pfedchozi kapitole, pii uzavéru neurdlnich vali se delaminuji
bunécné populace melanocytarnich prekurzorti, které migruji dorzalnim smérem podél
somitti a podstupuji EMT. Tento proces (EMT) lIze pozorovat i pii progresi nadorovych
bun¢k a dle nékterych autort je to jeden z mechanismu, jak mohou vznikat i nadorové
asociované fibroblasty (dale jako CAFs,anglicky: Cancer Associated Fibroblasts)
(26,27). Vyznam embryonalniho prostfedi a nadorové biologie podporuji prace, které
studuji nddorové melanocyty po jejich implantaci do oblasti neuralni liSty vyvijejiciho se

kufeciho ¢i mySiho embrya. Po implantaci nddorovych melanocyti dochazi v prubéhu



dalsiho vyvoje embrya k migraci téchto nadorovych bun¢k do cilovych oblasti derivata
neuralni listy. V disledku embryonalniho mikroprostiedi dochédzi k reprogramovani
nadorovych bunék, které navic ztraci sviij maligni potencial (28-30). 1kdyzZ tyto animalni
modely maji své limity, lze je vyuzit ke studiu faktorG embryondlniho mikroprosttedi a
jejich paralelu vyuzit pii studiu nadorovych bunék a nadorového mikroprostiedi.

Podobnost nadorovych melanocytti s buitkami neuralni listy dokazuje i exprese
znaki dulezitych pro vyvoj a diferenciaci buné€k neuralni listy, resp. CD271 (oznacovan
i jako NGFR, anglicky: Nerve Growth Factor Receptor) u nadorovych melanocyti (31).
Exprese CD271 muze u zdravych i nddorovych melanocytl ovliviiovat podil bunék, které
prochazeji bunécnou diferenciaci, proliferaci, senescenci a apoptdzou v zavislosti na
okolnich faktorech (32). Exprese CD271 je spojena i se znaky nadorovych kmenovych
bunck a schopnosti plastickych zmén fenotypu vzhledem k podminkdm v nddorovém
mikroprostiedi melanomu (33,34). V dalSich pozorovanich byla prokazana i jeho zvysena
exprese u pacientll s metastatickym postizenim a celkové horsi prognozou (35).
V experimentalnim in vitro modelovani se ukazuje, Ze exprese kmenovych znak jako je
Oct4 a Nanog muze byt spojena se zvySenou motilitou a invazivitou melanomovych
bunék. Tato exprese muize byt navozena vystavenim melanomovych bunék vlivu
kultiva¢niho prosttedi, ur€eného pro bunky neuralni listy a neadhezivnimu prostiedi
(36,37). Dalsi studie prokazala vyznamnou plasticitu melanomovych bunék pod vlivem
kultivaéniho média obohaceného o kufeci embryonalni extrakt ¢i kondiciovaného média
z lidskych embryonalnich bunék. Tato kultiva¢ni méda byla nasledné schopna navodit
expresi melanocytarnich markerd HMB-45, Melan-A a Tyrozinazy v melanomovych
bunikach, které za normalnich podminek tuto expresi nevykazovaly (38). Tyto
experimentalni prace ukazuji na plasticitu nadorovych melanocytd a jejich schopnost
meénit expresi a tim i fenotyp V zavislosti na podminkach mikroprostredi. Tato schopnost
(ménit svly fenotyp) miZe napomdahat nddorovym builkkdm v tniku napf. pred
mechanismy imunitniho systému.

Exprese Sox-9 se podili na vyvoji neurdlni trubice a jejich derivati vcetné
melanocyti a je jednim z transkripcnich faktort, ktery tidi delaminaci melanocytarnich
prekurzord pii uzavéru neuralnich valt. Jeho role byla dokazana i u melanomu prikazem
pomérné stabilni exprese S0X-9 (cca 84 % pozitivnich melanomti), a to i v nadorech, které
byly pro ostatni rutinni markery negativni (S100, HMB45, Melan-A). Do bézné praxe
vySetfovani melanocytarni patologie bylo ale zavedeno stanoveni exprese Sox-10, které

ma vys$i senzitivitu a specifitu (39-41). Vedle transkripéniho faktoru Sox-9 je v procesu
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delaminace vyznamna signalizace =~ Wnt/B-kateninu a signalizace kostniho
morfogenického proteinu (dale jako BMP, anglicky: Bone Morphogenetic Protein), které
se podileji na indukci EMT a usnadiiuji delaminaci melanocytarnich prekurzort. Uloha
B-kateninu je znama i u melanomu, kde se ukazuje, ze signalizace Wnt/p-katenin je
analogicky dulezita pro indukci EMT a invazivniho fenotypu metastatickych bunék
melanomu. Expresi -kateninu lze prokazat v oblasti invazivni nadorové fronty a exprese
Whnt3a koreluje s hor§im celkovym pfezitim u pacientd s melanomem. Blokace této
signalizace je jednim z potencionalnich cild hledani novych terapeutik (42).
Problematika kmenovych bunék neuralni listy zahrnuje i studium biologie
vlasového folikulu, a to zejména melanocyti v jeho bulge. Vedle epidermalnich
kmenovych bunék se zde nachazi i prekurzory melanocyti a dle né€kterych autord i
dospélé kmenové bunky neuralni listy, které 1ze po izolaci v in vitro modelovani dale
diferencovat v neuronalni bunky, myofibroblasty ¢i Schwannovy buiky (43). Vzajemné
pusobeni progenitorovych bunék v oblasti bulge vlasového folikulu poukazuje i na
vzajemné pusobeni jednotlivych bunéénych populaci v nadorovém mikroprostiedi (44).
In vitro modelovanim bylo navic prokazano, Ze nadorové melanocyty, stejné jako dospé&lé
(epidermalni) kmenové bunky, dovedou ovlivnit diferenciaci keratinocyti na trovni
exprese specifickych keratinti (Keratin 14 a 19) a navodit v nich i EMT. Jako molekuly
odpovédné za tento efekt byly identifikovany interleukin-8 (dale jako IL-8, anglicky:
Interleukin-8), chemokin (C-X-Cmotif) ligand 1 (dale jako CXCL-1, anglicky:
Chemokine (C-X-C motif) Ligand 1), vaskularni endotelovy rustovy faktor A (dale jako
VEGF, anglicky: Vascular Endothelial Growth Factor) a fibroblastovy ristovy faktor 2
(dale jako FGF, anglicky: Fibroblast Growth Factor) (45). Tyto poznatky ukazuji na
podobnost kmenovych bun¢k neurdlni liSty a melanomu a podporuji vyznam studia

embryonalnich mechanismu pii vyvoji neuralni trubice a jejich derivatu.

2. Melanom, klinické varianty, rizikové faktory, incidence

Melanom piedstavuje pomémé rozmanitou skupinu klinickych, ale i
histopatologickych variant, které sice maji stejnou histogenezi, ale vykazuji vyrazné
rozdily v biologickém chovani a klinickém vzhledu. Jiz anatomicka lokalita projevu na
koznim povrchu predstavuje dvé varianty a to melanom v solarni lokalizaci a bez

souvislosti s chronickym solarnim poskozenim kuze (40,41). Samostatnou variantou,



ktera vtéto praci neni diskutovana, je uvealni melanom, ktery i histogeneticky
predstavuje odlisnou variantu onemocnéni. Zakladni klinické varianty piedstavuje
superficialné (povrchové) se $itici melanom (dale jako SSM, anglicky: Superficial
Spreding Melanoma) lentigo maligna melanom (dale jako LMM, anglicky: Lentigo
Malignant Melanoma), nodularni melanom (dale jako NM, anglicky: Nodular Melanoma)
a ALM (46).

2.1 Klinické varianty

Nejcastejsi variantou melanomu je SSM, ktery nachazime az v 70 % ptipada a
vyznacuje se horizontalnim §ifenim nadorovych melanocyt (Obr. 3). Muze dosahovat
velikosti od né€kolika milimetri aZz po né€kolik centimetri a jeho rdst trva pozvolna i

nékolik let.

Obr. 3: Klinické makroskopické a dermatoskopické snimky SSM. A - SSM Breslow 0,8;
B - dermatoskopicky patrna nehomogenni pigmentace s akcentaci pigmentové sité
V hornim okraji projevu. C SSM Breslow 0,6; D asymetricky pigmentovana léze,

s akcentaci pigmentové sité, kterd je v dolnim okraji vyrazné setteld.



V nékterych pripadech nachazime plosné 1éze s okrskem nodularni komponenty,
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ve které se nachazi jiz vertikalni §iteni nadorovych melanocyti. Poté 1ézi popisujeme dle
klinického vzhledu jako sekundarné nodularni superficidlné se $ifi melanom (dale jako
SNSSM, anglicky: Secondary Nodular Superficial Spreding Melanoma. Obr. 4 C, D), i

kdyz tato varianta neni pevné ukotvena ve WHO Kklasifikaci melanomu (47).

Obr. 4: ANM Breslow 4,8 zad; B dermatoskopicky patrny nodulus v jeho okraji vyrazné
pigmentovany lem se setfelou pigmentovou siti. C SNSSM Breslow 3,1 hrudniku. D
dermatoskopicky patrna centralni nodularni vyrazné pigmentovana ¢ast, v okrajich

svétlejsi lem odpovidajici SSM komponenté projevu.

Obdobné zmény a charakteristiky jako u SSM 1ze najit i u LMM, jehoz predilekce
se nachazi typicky v solarni lokalizaci obli¢eje, dekoltu, ¢i na dorzech rukou u pacientl

4

vyssi veékové kategorie (Obr. 5). Tato varianta predstavuje asi 10 % vSech koznich



melanomt. Tyto 1éze zpravidla dosahuji az nékolika centimetri v priméru a vétSinou

anamnesticky zjiStujeme pozvolny rist a mnohaleté trvani.

Obr. 5: LMM Breslow 0,2, pravé tvare, nepravidelna, asymetricky pigmentovana 1éze

s nehomogenni pigmentaci.

NM piedstavuje 20 % koznich melanomu (Obr. 4 A, B). Jedna se o rizikovejsi
variantu kozniho melanomu, ktera se vyznacuje jiz primarné vertikalnim Sifenim
nadorovych melanocytii a navic mnohdy pomérné rychlym riastem. ALM zahrnuje NM
nebo SSM v akralni lokalizaci na dlanich, ploskach nebo pod nehtovym ltizkem (cca do
5 % vSech melanomu, Obr. 6). Prognosticky je tento typ velice rizikovy a vzhledem k
atypickeé lokalizaci je Casto diagnostikovan az v pokrocilém stadiu onemocnéni, kdy nelze
vyloudit generalizaci onemocnéni. Samostatnou klinickou variantou je amelanoticky
melanom, ktery muze byt jak plo$ny (makuldzni, charakteru SSM), tak nodularni,
necharakteristicky, nékdy az macerovany, krvéacejici, se zanétlivym lemem okoli a
bohatou diferencialni diagnézou. Tyto 1éze mohou imitovat zhoubné 1éze v podobé
epitelovych koznich nadorti, sarkomt, hemangiomu, nebo jen benigni epitelové 1éze jako
je napt. seborhoickd keratéza. Dalsi variantou je 1 desmoplasticky melanom (dale jako
DM, anglicky: Desmoplastic Melanoma) s typickym myxomat6znim stromatem, ktery se

nachazi nej¢astéji na hlave piipadné na krku (Tab. 1).
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Obr. 6: A - ALM s destrukci nehtové ploténky. B - ALM v oblasti paty, C - ALM na
zevni hrané paty a kotniku, D - dermatoskopicky obraz (nalezu obr.6, C) s nepravidelnou
pigmentaci s nepravidelnou siti v okrajich. V centru patrny nepravidelné pigmentové

globule.

Tabulka 1.: Klinické podtypy melanomu, etnost, vékové rozlozeni a nejcastéjsi lokalita

(51).

SSM NM LMM ALM DM
Cetnost | 60-70% 10-20% |5-10% < 5% < 5%
Oblice;, horni
. Trup, ) ) Akralni
Lokalizace Kdekoliv | polovinatrupu, dorza ] Hlava, krk
koncetiny lokalita
rukou
Vék 45 let (60 %
50 let Nad 60 let 40 let 60 let
(median) |pfipadl)
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Slizni¢ni melanom pfedstavuje vzacnéjsi variantu (1-2 %), ktera vzhledem
k atypické lokalizaci a obtiznému vysetieni je diagnostikovana ¢asto az v pozdnim stadiu
S nepfiznivou prognézou. Jednotlivé klinické varianty se lisi i pfitomnosti somatickych
mutaci. Pro slizni¢ni a ALM je typickd mutace v genu c-KIT, ktera predstavuje asi jen 2
- 4 % somatickych mutaci melanomu V bélo$ské populaci (10 % u Asiatt), ale u
slizni¢nich a ALM se nachazi asi ve 20 % ptipadt (19,48-50). Samostatnou klinickou i
histopatologickou variantou je melanom v solarni lokalizaci. MtZe se jednat o pfedchozi
popsané klinické varianty (LMM, SSM, NM), ale navic v mistech kiize s chronickym UV

poskozenim, které je patrné pii klinickém i histopatologickém vysetieni (41).

2.2.Rizikové faktory

Rizikové faktory, které se podileji na vzniku melanomu, jsou nésledujici:
genetické, environmentalni a fenotyp jedince. Odhaduje se, ze asi 10 % melanomii miize
mit familiarni vyskyt s pfitomnou hereditarni patogenni mutaci. Vzhledem ke zna¢né
genetické heterogenité mezi riiznymi rodinami muze jit v patogenezi o zapojeni vétsiho
poctu gent, které se na vzniku melanomu podileji. Samotny termin tzv. familiarniho
melanomu je spojen predevsim s autozomaln¢ dominantni formou dédi¢nosti a pfitomnou
germinalni mutaci geni CDKN>A nebo CDK4 (52-54). CDKM2A je tumor supresorovy
gen, ktery je lokalizovany na chromozomu 9 (lokus 9p21). Jedna se o druhy nejcastéji
mutovany gen v nadorové biologii. Vedle melanomu lze tuto mutaci najit u n¢kterych
lymfomt ganstrointestinalniho traktu, Burkitova lymfomu, u nadort hlavy a krku,
adenokarcinomu pankreatu, nemalobunééného karcinomu plic a karcinomi zazivaciho
traktu ¢i ovarialniho karcinomu. Tento gen koduje protein p16 a pl4arf, které se podileji
na regulaci bunééného cyklu (55). Gen CDK4 kéduje serin/threoninovou kinazu, ktera se
uplatnuje ve faze G1 bunécného cyklu. Aktivita této kindzy je omezena na fazi G1-S, ktera
je tizena regula¢nimi podjednotkami cyklin dependentnich kinaz typu D a inhibitorem
CDK p16'™K4 Ukazalo se, ze tato serin/threoninové kindza je odpovédna za fosforylaci
proteinu genu retinoblastomu (Rb), jehoz mutace se v biologii melanomu také uplatiuje
(54). Dalsi rizikové geny piedstavuji mutace v BAP1 genu (BRCA1 asociovany protein
1), mén¢ pak mutace BRCA2 genu (56). Dalsi z popsanych mutaci pfedstavuje mutace
pro jiz zminény gen retinoblastom (RB1) a gen pro receptor melanocortin 1 (MC1R).
Mutace v MITF (mikroftalmia-asociovany transkripéni faktor) vede k Waardenburgovée
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syndromu a Tietzové syndromu, u kterych jsou popsany poruchy pigmentace a ztrata
vlast, ale bylo popsano i vétsi riziko vzniku melanomu (54,57). Z genetickych syndromi
s vysokym rizikem vzniku koznich nadort je nutné zminit xeroderma pigmentosum.
Jedna se o skupinu onemocnéni, kterd jsou podminénd autosomalné recesivnim typem
dédicnosti. RozliSuje se 8 genetickych variant s rozdilnym genetickym nélezem a mistem
konkrétni mutace. Postizeni maji zdsadné porusenou schopnost reparativnich genetickych
funkci a oprav mutaci, obecné oznacované jako geny ,,nucleotide excision repair gene “
(NER) (58). Frekvence xeroderma pigmentosum v Evropé¢ se odhaduje na 1:2 000 000.
Pacienti s timto postizenim maji vysoké riziko nadorti kaze vcetné¢ kozniho a
konjunktivalniho melanomu. U vice nez 22 % pacienti S Xeroderma pigmentosum
dochazi k rozvoji melanomu jiz okolo 20. roku Zivota (58,59).

Dal$im, z do jisté miry geneticky podminénym rizikovym faktorem je ptitomnost
melanocytarnich névi. Asi v 80 % ptipadd sice melanom vznika de novo na nepostizené
kazi, ale asi v 10-20 % (dle nékterych autord az 33%) vznika melanom v souvislosti s jiz
ptitomnymi ziskanymi nebo atypickymi (dysplastickymi) névy (20). Melanocytarni névy
lze rozdélit na kongenitalni a ziskané. V obou ptipadech mohou ptinaset urcité riziko
maligni transformace a vzniku melanomu. Z kongenitalnich néva jsou nejrizikovéjsi
velké kongenitalni névy (tzv. plenkové), kde riziko pfipadné maligni transformace béhem
Zivota je stanoveno az na 10 % (60,61).

Bézné ziskané névy se zacinaji objevovat od casného détstvi (asi od 6. mésice) a
piibyvaji postupné do dospélosti (asi do 30 let), s vékem nasledné ubyvaji a jsou fibrozné
vétsi riziko maligni transformace. Standardné u 30letého pacienta bélosské rasy
nachazime v priméru okolo 20-40 ziskanych melanocytarnich névi bez vétsiho
populacniho rizika vzniku melanomu. U pacienta s vice nez 100 melanocytarnimi névy
je v8ak riziko melanomu az sedminasobné (62). Riziko se odhaduje na 1 piipad z 200 tis.
pacienti mladsich 40 let. U starSich pacientti nad 60 let je riziko matematicky vyjadieno
jiz na 1 piipad z 33 tis. pacientti (62). Tyto prace poté poukazuji na dalsi rizikovy faktor,
a to na vek pacienta. Vznik nového melanocytarniho névu po 60. roce véku by mél byt
vzdy vySetfen a hodnocen s ohledem a diferencialné diagnostickym dirazem na vznik
melanomu.

Dalsi skupinou melanocytarnich névi jsou dysplastické neboli atypické névy,
které maji daleko vyssi riziko vzniku melanomu. Dysplastické névy se vyskytuji

nejcastéji u mladsich dospélych, ve tietim a Ctvrtém deceniu, ale mohou se postupné
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objevovat jiz od détstvi nebo od obdobi puberty. Pfitomnost 10 a vice dysplastickych
névl je spojena az s 12nasobnym rizikem vzniku melanomu. Vyskyt dysplastickych névu
v populaci je okolo 4 %, u pacientd s melanomem se pohybuje okolo 34-59 %, coz opét
dokazuje vyznam a nutnost peclivé dispenzarizace pacientli s témito typy pigmentovych
névi (63). U dysplastickych névi jsou casté i genetické abnormality a cCetné
polymorfismy. U familiarni varianty, tzv. syndromu dysplastickych névi, je popsana
autozomaln¢ dominantni forma dédi¢nosti s mutaci CDKN2A genu, Ktery je soucasné
mutovan I U familiarniho melanomu (64). Nékteré studie poukazuji na dalsi Cetné
genetické alterace mezi ziskanymi névy, dysplastickymi névy a melanomem. Vedle
piitomné somatické mutace BRAF genu (az v 83 % benignich melanocytarnich névu) je
asi v 65 % Casto patrna mutace/delece genu proteinu p16 a aberantni exprese p53 (20,64).

Z rizikovych faktorti pro rozvoj melanomu ma pomérné velky vyznam i fenotyp
jedince. Nejvice rizikovi jsou pacienti se svétlym fototypem kuze (fototyp | a Il), ktefi se
bud’ prakticky nikdy neopali, nebo pigmentaci klize po vystavené UV zatfeni predchazi
vyrazny erytém. Dale jsou v ramci fenotypu rizikovi pacienti se svétlou barvou vlast
(blond ¢i zrzavé zabarveni), jedinci s ¢etnymi efelides a svétlou barvou oci (zelenou,
modrou) (65).

Pro vznik melanomu je z environmentalnich vlivii zasadni UV zateni. Pobyt
v zemich s vétsi intenzitou slune¢niho zafeni (tropy a subtropy) trvajici déle nez dva
tydny, bez dostate¢né fotoprotekce je povazovan jako vyznamny rizikovy faktor, ktery se
vV budoucnu miize podilet na aktinickém poskozeni kiize se vznikem koznich nadort.
Nejvice rizikové mtze byt opakované spaleni sluncem (sunburn), spaleni v détském véku
(do 12 let v&ku), zejména pak do vzniku bolestivych puchyii, a spaleni kiize u osob s
nizkym fototypem | a Il. Jako jeden z nejrizikovéjsich faktort je povazovana neodborna
aplikace arteficialnich zdroji UV zafeni, jako jsou napf. solaria. Dale pak mize byt
rizikova i terapeuticka aplikace arteficialnich zdroji UV zafeni (UVA, nebo v ramci tzv.
PUVA terapie — fotochemoterapie, se sou¢asnym podanim UVA a psoralentl) vV ramci
fototerapie, i kdyZ je davka zareni piesn¢ kontrolovana a je dodrZzovana kumulativni
davka pro jedince (66).

Vzhledem k tomu, Ze UV zéfeni je jednim z hlavnich rizikovych faktorii u
melanomu, mél by tedy byt nejvétsi vyskyt melanomu u lidi profesné pravidelné
vystavenych slune¢nimu zafeni, jako jsou napf. zemédélci, d€lnici ¢i kopaci. Je ale
prokdzano, ze intermitentni slunecni zafeni (jednordzové spaleni, neadekvatni sezonni

opalovani bez dostate¢né UV ochrany) zvysuje riziko vzniku melanomu daleko vice nez
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kumulativni slune¢ni zafeni (Cetné chronické vystaveni UV zafeni) (67). Z dalSich
rizikovych faktort se uvadi imunosuprese, HIV infekce, nadorova onemocnéni v détském

véku s naslednou aktinoterapii a nutnosti dlouhodobé imunosuprese (68).

2.3.Incidence a mortalita

Incidence melanomu se v Ceské republice za poslednich 40 let vice jak
zSestinasobila. V roce 1977 dosahovala incidence poctu 4,9 piipadd na 100 tis obyvatel
s mortalitou 0,44/100 tis. obyvatel. V sou¢asné dobé je incidence melanomu v Ceské
republice posledni tii roky (2015-2017) relativné ustalena a dosahuje se na 32,26/100 tis.
obyvatel (zapogitany i ptipady melanom in situ 1ézi; C.43, D.03) (UZIS; 2021, data z
2018). Samotna mortalita je vSak relativné stabilni poslednich 30 let a pohybuje se okolo
4 pripadt na 100 tis. obyvatel (3,48 - 1990; 4,3 — 2018, UZIS; 2021, data z 2018)).
Navzdory zménam v TNM Klasifikaci lze usuzovat, Zze se zlepSenou diagnostikou,
prevenci a dostupnosti odborné lékarské péce jsou v soucasné dobé diagnostikovany
predevsim melanomy v Casnéjsich stadiich, s relativné ptiznivou progndzou a procento
rizikovych pfipadi pravdépodobné vyraznéji nestoupa. Dalsim faktorem mize byt i
zavedeni novych 1ééebnych moznosti, které navzdory zvysujici se incidenci udrzuji
mortalitu nadéle stabilni. P¥i srovnani svétového nebo Evropského méfitka se Ceska
republika pohybuje na hranici prvni desitky s obdobnou incidenci jako v Némecku nebo
Velké Britanii (69). Tyto statistické udaje mohou dokazovat obdobny geneticky pivod
téchto narodu a pisobeni podobnych environmentélnich vlivt, jako je UV zafeni ve stejné

zemépisné Sifce.
3. Terapie melanomu

Pro diagnostiku, terapii a naslednou dispenzarizaci melanomu je zcela zasadni
histopatologické vySetfeni se stanovenim hodnoty Breslowa a zhodnoceni ptfitomné
povrchové ulcerace melanomu (46). Hodnota dle Breslowa je histopatologicka
klasifikace, resp. méfeni invazivniho riistu nadorovych bunek od stratum granulosum
epidermis do mista nejhlubsi invaze nadorovych melanocyti udavané v milimetrech. Tato
klasifikace se pouziva od 70. let minul¢ho stoleti a predstavuje pomérné snadny a
pfedevSim pomérné presny biomarker s moznosti stratifikace jednotlivych nalezii a

naslednou moznosti zakladni predikce onemocnéni (70). Samotné stanoveni Breslowa je
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v sou¢asné dobé nenahraditelnym biomarkerem ,stagingu“ TNM Klasifikace
onemocnéni, podle kterého se s dalSimi nalezy odviji stanoveni nasledné 1éCby a
dispenzarni péce pacienta (46,48). Dalsi vyznam histopatologického stanoveni hodnoty
Breslowa je i pro zakladni 1é¢bu melanomu a tou je, navzdory fadé pokroki v

terapeutickych postupech, chirurgicka radikalni excize (71).

3.1.Chirurgicka lé¢ba melanomu

Navzdory velkym pokrokiim v 1é¢bé metastazujiciho melanomu a poznatkiim v
nadorové biologii melanomu je zakladni 1é¢bou primarniho kozniho melanomu nadale
chirurgicka excize s dostateCnym bezpeénostnim lemem do zdravé tkané. Puvodné
doporucované vysoce radikalni a ¢asto mutilujici zdkroky (az 10 cm do zdravé tkan¢)
byly nahrazeny excizemi s uz$im lemem zdravé tkané. Radikalita excize odpovida
klinicky predpokladanému typu nddoru a jeho mozné invazivité. Pravé stanoveni
hodnoty Breslowa nam pomérmné jednoduchym zptisobem ukazuje na miru chirurgické
radikality v daném piipadé (Tab. 2). Ne¢které anatomické lokality vyzaduji
individualizované postupy a neumoziuji plnou radikalitu vykonu a dodrzeni
Pti excizich SSM na obliceji je za dostateny povazovan i 0,5-1 cm Siroky lem. Naopak
u ALM jsou relativné ¢asté lokalni recidivy, a tak jsou doporu¢ovany lemy vice radikalni,
ke 2 cm, u subungualnich melanomu zajist'uje radikalitu vykonu amputace prstu nebo
alespon distalniho ¢lanku (72). Podezielé, nejednoznaéné 1éze maji byt excidovany
kompletné neradikalné a teprve v ptipad¢ potvrzeni diagnézy melanomu nésleduje excize
jizvy s odpovidajicim lemem do zdravé tkané, ktera se fidi dle histologického stanoveni
hodnoty Breslowa (Tab. 2). Definitivni radikalni chirurgicky zakrok by m¢l byt proveden

nejpozdeji v odstupu 4 — 6 tydnil od primarni excize (51).

Tabulka 2.: Klinické stadium melanomu dle hodnoty Breslowa se zhodnocenim 10

letého preziti a doporu¢enym chirurgickym lemem (46,51).

Klinické stadium Hodnota Breslowa | 10leté pi‘eziti | Doporuceny chir.lem
| (T1la-T1b) <1 mm 98 - 96 % 5-10 mm

Il (T2a-T2b) 1,01 -2 mm 92 -88 % 15 mm

11 (T3a-T3b) 2,01 -4 mm 88-81% 20 mm

IV (T4a-T4b) > 4,01 mm 83-75% 20 mm
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V 80. letech min. stoleti byl do chirurgické 1é€by melanomu, kromé samotného
odstranéni primarniho nadoru, zaveden vySetfovaci postup mapovani a biopsie (resp.
exstirpace) sentinelové uzliny (dale jako SLN, anglicky: Sentinel Lymph Node) (73).
Vysetieni SLN podava dalsi informaci ohledné stagingu onemocnéni a doplnuje dalsi
prognostické udaje (46). Mapovani (pomoci technik nuklearni mediciny) a exstirpace
SLN v soucasné dob¢ provadi vétSina pracovist’ specializujicich se na tuto problematiku
u pacienti od stadia 1B (T1b —melanom Breslow 0,8-1,0 bez ulcerace, melanom Breslow
do 1,0 s ulceraci nebo Breslow 1,1-2,0 bez ulcerace, dle AJCC 8. vydani) (71). Mapovani
a nasledna exstirpace SLN je urena pro pacienty, ktefi nemaji klinické ani sonografické
znamky makroskopického postizeni lymfatickych wuzlin. Dlouhodobé je vyznam
mapovani SLN diskutovan a byly publikovany prace, které poukazuji na limity tohoto
postupu a zejména pak provadéni radikalnéjsich vykont. V ptipadé zachyceni metastazy
v SLN byla standardné indikovana radikalni exenterace (disekce) spadové lymfatické
oblasti, i kdyZ v tomto piipadé se v soucasné dobé& postupuje individualng. Vysledky
studie MSLT-I a Il ukazaly, ze pacienti se sttedni tloustkou melanomu (zde definovana
jako Breslow 1,2-3,5 mm), ktefi podstoupili Sirokou excizi a mapovani SLN a v ptipadé
jeji pozitivity i radikalni exenteraci, neméli signifikantni prodlouzeni intervalu celkového
pfeziti oproti pacientim, kteti podstoupili pouze Sirokou excizi primarniho loZiska a
teprve pii klinicky manifestovaném postizeni uzlin podstoupili radikalni exenteraci
(73,74).

Exenterace spadové lymfatické oblasti se provadi zpravidla pfi pozitivité SLN,
jak mikroskopické, tak primarné pfi makroskopicky detekovaném uzlinovém postiZeni.
Provedeni exenterace je pro pacienta pomérné znac¢né zatézujici vykon, ktery je
predmétem fady dizkuzi, vzhledem Kk dostupnym retrospektivnim studiim. Ve studii
MSLT-II byl zhodnocen prognosticky vyznam provedené regionalni (spadové)
exenterace pii pozitivité¢ SLN. Do studie bylo zafazeno 1934 pacientl se sledovanim 3
let. Vysledkem studie bylo prokazané sniZzeni moznych lokdlnich recidiv a dosazeni
zlepSené kontroly nad onemocnénim u pacienti, kde byla provedena radikélni exenterace,
ve srovnani s pouhou exstirpaci SLN. Zasadnim vysledekem této studie je vSak fakt, ze
nedojde k signifikatnimu ovlivnéni dlouhodobého pieziti pacientu, u kterych byla
provedena radikalni exenterace nez jen exstirpace SLN (73,75,76). Kone¢na indikace k
provedeni radikalni exenterace vzhledem Kk moznym komplikacim (lymfedém,

protrahované hojeni per secundam, hemoragie, tvorba seromu, reverzibilni i trvalé
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poruchy ¢iti a motoriky) mize byt individualizovana. Pfipadné snizeni lokalniho relapsu
onemocnéni je nezanedbatelnym faktorem pro pacienta. Chirurgicky pfistup je mozny i
u pacientli s metastatickym postizenim. Pokud 1ze metastatické postizeni fesit radikalnim
chirurgickym piistupem, m¢l by tento vykon byt proveden (71,72). | v téchto piipadech
je nutné opét myslet na mozné komplikace z mnohdy obtiznych a naro¢nych

chirurgickych pfistupa.

3.2.Adjuvantni terapie melanomu

Adjuvantni terapie je forma 1é¢by, ktera zpravidla navazuje na primarni radikalni
chirurgicky vykon. Jedna se o 1é¢bu rezidualniho nadorového onemocnéni a
mikrometastaz, které nejsme v soucasné dobé& schopni detekovat, ale pro pacienta
predstavuji moznost ¢asné recidivy onemocnéni. V ptipadé¢ melanomu jsou k adjuvantni
1é¢be¢ indikovani pacienti s pokro€ilym primarnim koznim melanomem od klinického
stadia Il. Zasadnim cilem adjuvantni 1é¢by je prodlouzeni jak celkového pieziti (dale jako
OS, anglicky: Overall Survival), tak i obdobi do relapsu onemocnéni (dale jako RFS,
anglicky: Relaps Free Survival) (77). Jesté v roce 2019 byl v Ceské republice standardé
pouzivan v adjuvantni terapii melanomu interferon alfa, ktery se v 1é¢bé melanomu
vyuzival od 80. let minulého stoleti. V soucasné dob¢ jiz neni na trhu pro tuto indikaci,
navic neni ani Vsoucasnych doporucenich pro adjuvantni léc¢bu, ale vzhledem
K pouzivani tohoto 1éku prakticky 40 let je vhodné zminit nejzasadnéjsi klinické udaje.

Interferon alfa byl schvalen v roce 1995 Americkym tfadem pro kontrolu potravin
a 1éc¢iv (dale jako FDA, anglicky: Food and Drug Administration) v USA jako prvni 1ék
pro adjuvantni terapii melanomu. Navzdory tomu Ze jednoznacny protinddorovy ucinek
nebyl doposud vysvétlen, lze vyuzit jeho schopnosti zejména imunomodulacni.
Protinadorovy efekt moduluje zvysenou expresi HLA molekul s tendenci uvoliovat vice
nadorovych neoantigenti. Imunomodulacni efekt plisobi na aktivaci makrofagi a NK
bunék. Interferon alfa ma i vyznamny cytotoxicky i antiproliferativni G€inek. PouZivany
byly dva typy interferonu, a to interferon-alfa-2a (IFN-alfa-2a) a interferon-alfa-2b (IBF-
alfa-2b), které se prakticky neliSily u¢inkem ani mirou nezadoucich ucéinku (78,79). Pii
hodnoceni efektu adjuvatniho podani interferonu alfa byla nejzasadnéjsi studie ECOG
1684, kde byl interferon-alfa podavan ve vysokych davkiach 20 MIU (na m?; tzv.

vysokodavkové schéma). V této studii se pfi medianu sledovani 7,5 let prokazalo
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statisticky vyznamné prodlouzeni OS na 3,8 roku oproti 2,8 roku v kontrolni skupiné
s placebem (p < 0,05) (78). Tato studie znamenala doslova prilom v 1é¢bé (minimalné
adjuvantni) melanomu a odstartovala plosné vyuziti interferonu alfa predevSim
v adjuvantni 1é¢bé melanomu. Dalsi studie EORTC 18952 poukazala na vyznam
hodnoceni povrchové ulcerace vV primarnim melanomu (hodnoceni ulcerace je standardni
soucast TNM Kklasifikace). Tato studie porovnavala aplikaci IFN-alfa-2b v davce 10 MIU
s. ¢. 5x tydné po dobu 4 tydnt, nasledované udrzovaci terapii 10 MIU 3x tydné po dobu
jednoho roku, nebo 5 MIU 3x tydné po dobu 2 let. Ob¢ tyto skupiny byly porovnany se
skupinou pacientii jen na kontrolach bez terapie (bez podavani placeba). Statisticky
vyznamného vysledku bylo dosazeno az pii dlouhodobém sledovani s medianem 11 let,
kdy ve skupiné s interferonem alfa po ivodni davce s nasledujici aplikaci v davee SMIU
3x tydné po dobu 2 let doslo ke statisticky vyznamnému prodlouzeni RFS. Zéasadni bylo
zhodnoceni efektu adjuvantni terapie u pacientd s piitomnou povrchovou ulceraci
primarniho melanomu, u kterych byl efekt terapie nejlepsi, navzdory tomu, Ze samotna
ulcerace je jednim z nepfiznivych prognostickych faktort (80). V tomto piipadé mize
ulcerace navodit piiznivé prozanétlivé mikroprostfedi melanomu a tim i celého
organismu s G¢innéjsi aktivaci imunitniho systému pfi terapii interferonem alfa. Tento
proces muze byt navic potencovan pii uvolnéni nadorovych neoantigenti v ramci ulcerace
nadoru a rozpadu nadorovych bunék.

Diky zavedeni biologické terapie v 1écb& metastazujiciho melanomu se oteviel
prostor pro vyuZiti této 1€cby 1 pro potifebu adjuvantni terapie. Do adjuvantni 1éCby
melanomu patii jak tzv. checkpoint inhibitory (inhibitory kontrolniho bodu), které jiz plné
nahradily terapii interferonem alfa, tak i cilena 1é¢ba pomoci BRAF a MEK inhibitor.
Jako checkpoint inhibitory oznacujeme anti-CTLA-4 protilatky a protilatky proti anti-PD-
1/PD-L1. Anti-CTLA-4 (ipilimumab) je humanni IgGi monoklonalni protilatka proti
CTLA-4 receptoru T-lymfocytu, Ktera pasobi na centralni proliferaci T-lymfocytt a
stimuluje diverzifikaci receptorti na cirkulujicich T-lymfocytech (81). Zahy byly do
protinadorové terapie zavedeny protilatky anti-PD-1. Jedna se o humanni IgGa
monoklonalni protilatku nivolumab a humanizovanou 19Gs4 monoklonalni protilatku
pembrolizumab. Receptor PD-1 je inhibi¢nim receptorem T-lymfocytd, specificky se
vaze na PD-L1 s naslednou anergii T-lymfocytd. Vazba PD-1 a PD-L1 vede k inhibici
protinddorové imunitni reakce a jeji blokace miize navodit cilenou protinddorovou
odpovéd’ (82,83). Predpoklada se efektorova funkce imunitni reakce, ktera plisobi na

periferii v tkanich s podporou nador infiltrujicich T-lymfocytd, které jsou odpovédné za
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imunitné¢ podminénou destrukci nadoru (82). Ipilimumab byl prvni checkpoint inhibitor
schvaleny v roce 2015 FDA pro adjuvantni terapii melanomu, na zaklad¢ vysledku studie
EORTC 18071. Ipilimumab byl v této studii podavan v davce 10 mg/kg ve Ctyfech
davkach kazdé 3 tydny, nasledované aplikaci kazdé 3 mésice po tfi roky ve srovnani proti
skupin¢ s placebem. V této studii pfi medidnu sledovani 5,3 roku bylo dosazeno
signifikantn¢ prodlouzeného OS, RFS ale i preziti bez vzniku vzdalenych metastaz (dale
jako DMFS, anglicky: Distant Metastasis Free Survival). Pro RFS byla (mira rizika [dale
jako HR, anglicky: Hazard Ratio] 0,75; 95%, mira spolehlivosti (dale jako CI, anglicky
Confidence Interval) 0,63-0,88; P <0,001), pro DMFS (HR 0,76, CI 0,64-0,90; P = 0,002)
a pro OS (HR 0,73, CI 0,60-0,89; P = 0,002). Pomérné nad¢jné vysledky byly dosazeny
navzdory tomu, Ze 53,3 % pacienti muselo terapii ipilimumabem ukoncit pro nezadouci
uc¢inky, a navic je nutné zminit, Ze béhem studie doslo k 5 tmrtim (1%) v souvislosti s
podavanou lé¢bou, coz je u adjuvantni formy 1é¢by vzdy kontroverzni (84). Dalsi studie
se zamé&fily na anti-PD-1 protilatky. Ve studii CheckMate 238, byl srovnan efekt
nivolumabu 3 mg/kg oproti ipilimumabu 10 mg/kg. Pfi minimalni délce sledovani
pacienta 18 mésici od zahajeni terapie bylo dosazeno lepsiho RFS ve skuping s
nivolumabem (70,5 %) oproti ipilimumabu (60,8 %; p > 0,001). Ve skupiné s
ipilimumabem byla hlasena dvé amrti (0,4 %) a toxicita stupné 3-4 byla az 45,9 % oproti
nivolumabu se 14,4 % (85). Tato studie ukazala vyrazn¢ vyssi toxicitu anti-CTLA-4 nez
anti-PD-1 protilatek, a naopak jejich vyrazné vyssi procento terapeutickych odpovédi.
Protilatka anti-PD-1 pembrolizumab byla hodnocena ve studii Keynote 054 (EORTC
1325). Pembrolizumab byl podavan v davce 200 mg kazdé 3 tydny po dobu jednoho roku
oproti placebu. Primarni cil studie RFS p#i medianu sledovani 15 mésicu byl 75,4 % (95
% ClI, 71,3-78,9) oproti placebu 61,0 % (95 % ClI, 56,5-65,1) (86). Tyto studie potvrzuji
imunoonkologicky trend v adjuvantni terapii melanomu. Podavani anti-PD-1 protilatek
se stava v Ceské republice standardem 16¢by nejen metastazujictho melanomu, ale i
adjuvantni 1écby. VySe zminéné vysledky jsou pomérné slibné a vyrazné prekondvaji
ptredchozi adjuvantni terapii interferonem alfa. Na celkové hodnoceni efektu je vsak nutné
vyckat na dlouhodobéjsi sledovani pacientt.

Vedle imunoterapie je jednim ze zakladnich pilifG 1é€by metastazujiciho
melanomu 1 tzv. cilend terapie pomoci BRAF inhibitorti v kombinaci s MEK inhibitory.
Zavedeni cilené terapie do adjuvantni péce pacienti s melanomem bylo tedy jen
pfirozenym vyusténim lécebné strategie. BRAF inhibitory cilené inhibuji mutovany Braf

protein, ktery je souc¢asti MAP kinazové (mitogen-activated protein kinase) intracelularni
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signalni drahy, ktera odpovida za bunécnou proliferaci a diferenciaci. Mutovany BRAF
protein tuto drahu trvale aktivuje (87). Lécba BRAF inhibitory je limitovana logicky
pouze pro pacienty s piitomnou somatickou mutaci genu BRAF V600E a K. V adjuvantni
terapii melanomu jsou vyznamné studie BRIM 8 a COMBI-AD. Ve studii BRIM 8 byl
porovnavan efekt vemurafenibu (prvni BRAF inhibitor zavedeny do 1écby
metastazujictho melanomu) proti placebu u BRAF mutovanych melanomd. V prvni
skuping byli zahrnuti pacienti v klinickém stadiu IIC, IITA a IIIB. Ve druhé skupiné byli
pacienti ve stadiu I1IC (dle TNM Kklasifikace 7. vydani). Ve druhé skuping, jiz vysoce
rizikovych pacientt, byl dosazen medidn pteziti bez recidivy onemocnéni 23,1 mésicti
(95%, CI; 18,6-26,5) oproti placebu s dosazenym medianem 15,4 mésicta (11,1-35,9),
(HR 0,80; 95%, CI1 0,54-1,18; p = 0,26) (88). Ve druhé zminéné studii COMBI-AD byla
pouzita jiz kombinace BRAF a MEK inhibitort, ktera je v soucasné dobé standardné
pouzivana pro lé€bu metastazujiciho melanomu, a to dabrafenibu a trametinibu u pacienti
s ptitomnou mutaci BRAF V600E a K v klinickém stadiu 1l oproti podavanému placebu.
Dabrafenib a trametinib byly pouZity ve standardnim davkovani (dabrafenib 150 mg/2xd
a trametinib 2 mg/den) po dobu jednoho roku. Pfi medianu sledovani 2,8 roku bylo
dosazeno 3 letého RFS u 58% pacientli na terapii a jen 39 % u pacientd s podavanym
placebem (HR pro relaps ¢i umrti byl 0,47; 95% CI, 0,39 — 0,58; p < 0,001). Navic OS v
3letém sledovani bylo dosazeno u 86 % pacientii ve skupiné na terapii oproti 77 %
pacientu jen s placebem (HR 0,57; 95 % ClI, 0,42 to 0,79; P = 0.0006) (89). Stejné jako u
imunoterapie, je pro jednozna¢né zhodnoceni nutné vyckat az dlouhodobého klinického
sledovani z téchto studii. V soucasné dob¢ je vSak dle doporuceni pro adjuvantni 1écbu
melanomu preferovana imunoterapie anti-PD-1 (71). Ptehled soudasnych studii pro

adjuvantni lécbu melanomu shrnuje tabulka 3.
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Tabulka 3.: Prehled studii adjuvantni terapie melanomu. IPI — ipilimumab, Pem —
Pembrolizumab, Nivo — Nivolumab, HD IFN-a2b — vysokodavkovany interferon alfa,
Vem — Vemurafenib, Dab — Dabrafenib, Tram — Trametinib, HR RFS — mira rizika obdobi
do relapsu onemocnéni, HR DMFS — mira rizika pieziti bez vzniku vzdalenych metastaz,

HR OS — mira rizika pro celkové pteziti. NA — nedosazeno.

Studie Rezim podani HR RFS | HR DMFS HR OS

EORTC 18071 IP1 10 mg/kg vs. placebo 0,76 0,76 0,72

EORTC 1325 Pem 200 mg vs. placebo 0,57 0,53 NA
IPI 10 mg/kg vs. Nivo 3

Checkmate 238 0,65 0,73 NA
ma/kg
IP110 mg/kg vs. IP1 3 mg/kg

ECOG 1609 1,0 NA NA
vs. HD IFN-a2b

BRIM 8 Vem vs placebo 0,54-0,8 |NA NA

COMBI-AD Dab + Tram vs placebo 0,47 0,51 0,57

3.3.Neoadjuvantni terapie melanomu

Oproti jinym nadortim, jako napt. karcinomu mlééné zlazy, byla neoadjuvantni
terapie v pripadé melanomu dlouho na okraji zajmu. Az pokroky v 1é¢bé metastatického
melanomu s pouzitim checkpoint inhibitort nabidly moznost pouziti této terapie
V neoadjuvantnim reZimu. Principem této formy 1éc¢by je zmirnit regionalni metastatické
postiZeni a zlepSit tak operabilitu a klinické vysledky v priibéhu chirurgického zékroku.
Nasledna pokracujici adjuvantni terapie miize profitovat i z uvolnénych nadorovych
neoantigeni béhem piedchozi redukce nadorové tkané touto terapii a nésledného
chirurgického vykonu. Pro neoadjuvantni terapii jsou nejvhodnéjsi pacienti s Klinicky
detekovatelnym mistné pokroc¢ilym melanomem klinického stadia III. U téchto pacientti
je pripadny samotny chirurgicky vykon pomérné rizikovy a zatizeny pomérné velkym
poctem recidiv (90-92).

V soucasné dob¢ zatim nejsou dostupna zadna ucelena dlouhodoba klinicka data
a sledovani z klinickych studii. Nyni probiha fada studii poukazujicich na mechanismy
imunologické odpovédi, které lze vyuzit pfi neaodjuvantni terapii. Pomérné zasadni

vyhodou je, ze imunologicka odpoveéd’ na terapii anti-PD-1 se dle farmokokinetickych
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analyz projevuje aktivitou T-lymfocyti jiz tieti tyden od zahdjeni terapie. Navic bylo
prokazéano, ze i protinadorova odpovéd’ nastupuje pomérné rychle po aplikaci jedné
davky anti-PD-1 terapie a je charakterizovana piitomnosti CD8" T-lymfocytl. Zmény
byly zaznamenany i pii provedeni transkripéni analyzy v nasledné exstirpovanych
metastdzach, kde u pacienti s terapeutickou odpovédi byl prokdzany prozanétlivy
imunofenotyp. Naproti tomu pacienti s recidivou onemocnéni vykazovali mechanismy
rezistence, véetné potlaGeni imunitnich mechanismu (93). Prvni udaje ukazuji velice
zajimavou terapeutickou odpovéd’ U neoadjuvantni 1é¢by s kombinovanou terapii anti-
CTLA-4 a anti-PD-1 terapie. Publikované vysledky zatim narazeji na omezeny pocet
léCenych pacienti a samotny rezim podani. Zasadni budou vysledky az z velkych
multicentrickych klinickych studii a pti zhodnoceni dlouhodobého terapeutického efektu
(90,93).

V klinické studii faze 2 (NCT02519322) byl hodnocen efekt kombinované terapie
ipilimumabu a nivolumabu oproti nivolumabu v monoterapii u 23 pacientd klinického
stadia Il a IV. V kombinované terapii byla terapeuticka kompletni odpovéd’ dle RECIST
(Response Evaluation Criteria in Solid Tumors 1.1) kritérii pozorovana az u 73 %
pacientll a patologicka kompletni odpovéd (dale jako pCR, anglicky: pathological
Complete Response) u 45 % pacienti. V monoterapii s nivolumabem byla kompletni
klinicka odpovéd’ dle RECIST kritérii a kompletni patologicka odpoveéd’ jen u 25 %
pacientli. Vyznamnou komplikaci kombinované terapie je vyssi toxicita 3 a 4 stupné (73
% vs 8 % u anti-PD-1), ktera vyznamné komplikuje naslednou adjuvantni terapii
navazujici na radikalni chirurgicky vykon (92). V dalsi navazujici studii (NCT02977052)
byl testovan predevs§im aplikacni reZim kombinované imunoterapie, a navic jeji ptipadna
toxicita. V této studii byl ipilimumab a nivolumab aplikovan pacientim v klinickém
stadiu III ve tfech skupinach A, B a C (1:1:1). Ve skupiné A byly podavany dva cykly
ipilimumabu v davce 3 mg/kg v kombinaci s nivolumabem 1 mg/kg kazdé 3 tydny, ve
skupin¢ B byl aplikovan ipilimumab v davce jen 1 mg/kg v kombinaci s nivolumabem
v davce 3 mg/kg opét v intervalu 3 tydnt a ve skupiné C byly podany nejprve 2 cykly
ipilimumabu v davece 3 mg/kg ve 3tydennim intervalu nasledované 2 cykly nivolumabu
v davce 3 mg/kg po 2 tydnech. Celkovou terapii dokonéilo 86 pacientti a nezadouci
ucinky toxicity 3 a 4 stupné byly pozorovany u 40 % pacientt (12/30) ve skupin€ A, ve
skupin€ B u 20 % (6/30) a ve skupin¢ C dokonce az u 50 % pacienti (13/26). Ve skupiné
A navic doslo k imrti jednoho pacienta na imunitn¢ podminénou encefalitidu. Ve skupiné

A bylo dosaZeno radiologické objektivni odpovédi dle RECIST kritérii u 19 pacienta
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(63% (95% CI 44-80)), ve skupiné B u 17 pacientd (57% (95% CI 37-75)) a ve skupiné
C pouze u 9 pacientt (35% (95% CI 17-56)). Patologicka odpoveéd’ (pCR), ktera byla
hodnocena nezavislymi a zaslepenymi patology byla dosazena ve skupiné A u 24 pacienti
(80% (95% CI 61-92)), ve skupiné B u 23 pacienti (77% (95% CI 58-90)) a ve skupiné
C u 17 pacienti (65% (95% CI 44-83)) (94). Z vysledku této studie vyplyva

Vv

cwwvr

toxicitou a srovnatelnou Kklinickou a patologickou odpovédi. V dalsich studiich
V neoadjuvantnim podani je studovan efekt pouze jedné davky anti-PD-1 s minimalizaci
imunitné¢ podminénych nezddoucich uc¢inkd, které vyznamné komplikuji dalsi péci o
pacienty. Znalosti cilené terapie pro adjuvantni terapii melanomu jsou nové aplikovany i
do neodajuvantniho rezimu s pouzitim terapie BRAF a MEK inhibitory u BRAF V600
mutovanych melanomt stadia IIIB-C (neoCOMBI) (93,95). Shrnuti neoadjuvantni
terapie ukazuje tabulka 4.

Tabulka 4.: Nivo — Nivolumab, Ipi — Ipilimumab, Dab — Dabrafenib, Tram — Trametinib,

PCR — patologicka kompletni odpovéd’, RFS — preziti do relapsu onemocnéni.

Studie Forma lé¢by PCR % | RFS (mésice) | Délka sled. (mésice)
] Nivo vs Ipi +
Amaria et al. 2018 ] 25vs 45 | nedosazeno 20,0
Nivo
Rozeman et al. 2019 | Ipi + Nivo 57 nedosazeno 8,3
Huang et al. 2019 Pembrolizumab |19 nedosazeno 18
Long et al. 2019 Dab + Tram 49 23,0 27,0

3.4.Lécba metastazujiciho a lokalné pokrocilého melanomu

Lécba metastazujiciho a lokalné€ pokroc¢ilého melanomu stoji na dvou zakladnich
pilitfich, které jsou diskutovany jiz v adjuvantni terapii, a to na terapii checkpoint
inhibitory a na cilené terapii BRAF a MEK inhibitory. Chemoterapie se v soucasné dobé

povazuje za 1écbu ¢iste paliativni.
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3.4.1. Checkpoint inhibitory

Prvni checkpoint inhibitor, anti-CTLA-4, ipilimumab byl zaveden do terapie
metastazujiciho melanomu jiz pied 10 lety a zcela zménil terapeuticky piistup v jeho
1é¢be. Jednalo se o prvni 1€k, ktery zaznamenal statisticky vyznamnou uc¢innost Vv 1é¢bé
v monoterapii dostalo ¢aste¢né do pozadi, je jeho prulomova role nezanedbatelna. Navic
jeho wvyuziti je nyni predevS$im v kombinované 1é¢bé ipilimumabu s anti-PD-1
protilaitkami. Dal$i vyznam ipilimumabu dokazuje mechanismus centralniho
imunologického ucinku a vytvafeni pamétové imunitni odpoveédi (81,98). Navzdory
nizké terapeutické odpovédi, okolo 10-15 %, jsou pacienti, kteti z této terapie profituji a
v soucasné dobé jsou jiz roky v dlouhodobém sledovani po metastatickém postizeni bez
znamek recidivy onemocnéni (96). Jest¢ vyznamnéjsi zvrat do terapie melanomu i celé
imunoonkologické terapie, pfinesly anti-PD-1 protilatky. Nivolumab v 1écbe
metastazujiciho melanomu prokazal svou G¢innost ve studii faze III CheckMate 066, kdy
byl testovan v prvni linii 1éCby ve srovnani s monoterapii dakarbazinem (DTIC). V této
studii bylo zafazeno celkem 418 pacientd, nivolumab byl aplikovan v davce 3 mg/kg
kazdé 2 tydny a chemoterapie DTIC ve standardni davce 1000 mg/m? kazdé 3 tydny. OS
po jednom roce 1é¢by bylo u pacientt s nivolumabem po jednom roce 1é¢by 72,9 % (95
% CI, 65,5 - 78,9) oproti 42,1 % u 1é¢enych chemoterapii DTIC (95 % CI, 33,0 - 50,9).
Mira rizika amrti byla stanovena na 0,42; (99,7 % CI, 0,25 - 0.73; p<0.001) (99). V
nedavné dobé byla publikovana i data po tiech letech sledovani, kde celkova mira OS
dosahla 51,2 % (95 % CI, 44,1 %-57,9 %) u pacientd ve skupiné s podavanym
nivolumabem a 21,6 % (95 % CI, 16,1 % - 27,6 %) u pacientt ve skupin¢ s DTIC.
Kompletni a parcialni terapeutické odpovédi pfi terapii nivolumabem bylo dosazeno u
42,8 % pacientt oproti 14,4 % u terapie DTIC. Navic toxicita stupn¢ 3 a 4 byla dokonce
nizsi nez pti terapii DTIC, coz ukazuje na relativni bezpecnost této terapie (100). V
soucasné dob¢ se nivolumab podéava v jednotné dévce a to 240 mg kazdé 2 tydny nebo
480 mg kazdé 4 tydny do progrese onemocnéni nebo nezvladatelné toxicity stupné 3 a 4.

Dalsi anti-PD-1 molekula, jak bylo zminéno v adjuvantni terapii, je
humanizovana monoklonalni protilatka pembrolizumab, ktera v klinickych studiich
potvrdila podobny ucinek jako nivolumab. Klinicka studie faze III Keynote 006,
srovnavala frekvenci aplikace pembrolizumabu (aplikace 10 mg/kg kazdé 2 a 3 tydny)

oproti monoterapii ipilimumabem ve standardnim davkovani a aplika¢nim schématu (4
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aplikace v davce 3 mg/kg kazdé 3 tydny). Do sledovani bylo zafazeno 834 pacientd
(1:1:1) s pokroc¢ilym melanomem stadia I11B, 111C a stadia IV. Pfi sledovani s medianem
22,9 mésice median OS nebyl v obou skupinach s pembrolizumabem dosazen, ve skupiné
s ipilimumabem dosahoval median OS 16 mésica (HR, 0,68; 95 %, Cl 0,53-0,87, pro
pembrolizumab kazdé 2 tydny proti ipilimumabu; p=0,0009 a HR 0,68; 0,53-0,86 pro
pembrolizumab kazdé 3 tydny oproti ipilimumabu; p=0,0008). OS dvou let byl pozorovan
U 55 % pacientd lécenych pembrolizumabem bez rozdilu intervalu podani a u 43 %
pacientd léCenych ipilimumabem. Tato studie tedy prokazala statisticky vyznamné
prodlouzeni pteziti bez progrese (dale jako PFS, anglicky: Progression Free Survival),
celkovou dobu pieziti (OS) i Cetnost objektivnich terapeutickych odpovédi (dale jako
ORR, anglicky: Objective Response Rate). Doba ORR trvala déle nez 16 mésict u az 70
% pacientt ve skupiné s podavanym pembrolizumabem a je tim dokumentovana
schopnost checkpoint inhibitor vyvolavat dlouhodobé terapeutické odpovédi (101,102).
Pembrolizumab je v soucasné dob¢ také podavan ve dvou moznych schématech a to 300
mg i.v. kazdé 3 tydny nebo 600 mg i.v. kazdych 6 tydnii.

Odlisny mechanismus cileného pusobeni anti-CTLA-4 a anti-PD-1 protilatek
umozinuje kombinovanou imunoterapii s moznym posilenim synergického imunitné
podminéného protinadorového efektu (83). V tomto sméru je zcela zasadni klinicka
studie faze III CheckMate 067, ve které je porovnavan efekt kombinované imunoterapie
nivolumabu s ipilimumabem proti monoterapii nivolumabu a ipilimumabu (fazeno do tii
ramen 1:1:1) v prvni linii 1é¢by u pacientll s metastazujicim melanomem. Davkovéni v
kombinované terapii bylo pii podavani nivolumabu v davce 1 mg/kg a ipilimumabu 3
mg/kg kazdé 3 tydny ve 4 davkach, nasledované pokra¢ovanim v aplikaci nivolumabu v
davce 3 mg/kg kazdé 2 tydny. V monoterapii bylo zachovano standardni davkovani a
interval pro nivolumab 3 mg/kg kazdé 2 tydny a pro ipilimumab 3 mg/kg ve 4 davkach
ve tiitydennim intervalu (103). Posledni zvefejnéné vysledky uvadéji data pii minimalni
délce sledovani 60 meésicii, kde medidan OS Vv kombinované terapii nebyl doposud
dosazen, ve skupin€ pacienti s nivolumabem dosahoval 36,9 mésice (95 % ClI, 28,2 -
58,7) a v rameni studie s ipilimumabem pouze 19,9 mésice (95 % Cl, 16,8 — 24,6). Mira
rizika HR pro umrti, nivolumab s ipilimumabem proti ipilimumabu byla 0,52 (95 % ClI,
0,42 - 0,64; P<0,001). HR pro tmrti pii nivolumabu proti ipilimumabu byla 0,63, (95 %
Cl, 0,52 — 0,76; P<0,001). OS pieziti 5 let dosahlo v kombinované vétvi studie 52 %
pacientd, v rameni studie snivolumabem v monoterapii 44 % a pii podani pouze

ipilimumabu 26 % pacientt (104). Dle piedpokladu vys$si mira toxicity 3 a 4 stupné byla
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u 21 % pacientli ve skupiné¢ 1é¢enych pouze nivolumabem a u 28 % pacientti ve skupiné
léCenych ipilimumabem (103). Navzdory vyssi toxicité¢ je tato forma kombinované
terapie jednim z hlavnich trendi imunoonkologické terapie metastazujiciho a pokroc¢ilého
melanomu (103-105). V soudasné dobé je tato forma 1éby pIné hrazena i v Ceské

republice.

3.4.2. Onkolytické viry a kombinovana terapie s checkpoint inhibitory

Pii pfitomnosti koznich metastdz se nabizi moznost pomérné snadné
intralezionalni aplikace 1é¢iv, které mohou stimulovat imunitni systém pacienta. V
poslednich letech jsou nejvice rozSiteny aplikace onkolytickych vird. Ty navozuji
nekrozu nadorovych bunék a uvolnéni nadorovych neoantigenti S indukci zanétlivé
odpoveédi se stimulaci vlastniho imunitniho systému. V ptipadé onkolytickych virt je diky
genetické modifikaci viru vyuzito vlastnosti tzv. ,,preferen¢ni infekce* a replikace viru
ptedev$im v nadorovych buiikach. Nasledné navozena cilena lyza nadorovych bunék
stimuluje diky uvolnénym nadorovym neoantigenim Vvrozenou i ziskanou
protinadorovou imunitni odpoveéd’ (106).

Talimogene laherparepvec (T-VEC) je geneticky modifikovany virus herpes
simplex typ 1. Jedna se o prvni onkolytickou virovou terapii schvalenou FDA pro 1é¢bu
metastazujictho melanomu. T-VEC je modifikovan deleci virovych genli pro
neurovirulenci, pro sniZzeni neZzadoucich ucinki a potencovan K vyraznéjsi imunogenité
deleci virového genu ICP47 (Infected Cell Protein 47). Imunogenicita a schopnost
vyvolavat zanétlivou reakci je déale podporovana expresi genu lidského GM-CSF
(granulocyt-makrofagového kolonie stimulujiciho faktoru), ktery podporuje primarni
odpovéd T-lymfocyti (106). Navic tato terapie umoznuje kombinaci onkologickych virt
s terapii checkpoint inhibitory. V soucasné dobé je T-VEC vakcina testovana ve studiich
v kombinaci i s anti-PD-1 napt. v ramci studie MASTERKEY-265 s pembrolizumabem
(107,108). Urcitym limitem této formy 1écby je zminéna intralezionalni aplikace, a tedy
nutna ptitomnost koznich ¢i podkoznich metastaz dostupnych pro aplikaci. Dal§im virem,
ktery je testovan Vv klinickém sledovani je Coxsackie virus (CVA21 nebo CAVATAK).

V soucasné dob¢ jsou tyto onkolytické vakciny zkouSeny samostatné nebo v kombinaci

27



s pembrolizumabem u pacientd ve stadiu III a IV (CVA21 + pembrolizumab
NCT02565992; CAVATAK samostatné NCT01636882) (109).

3.4.3. Cilena terapie BRAF a MEK inhibitory

BRAF inhibitory pfedstavuji moznost cilené terapie nadord s pfitomnou
somatickou mutaci genu BRAF V600E a K. V 1é¢bé metastazujiciho melanomu se
jednalo o jeden ze zlomovych bodl s nezvykle velkou mirou terapeutickych odpovédi.
Prvotni nadéjné vysledky byly ale zatizeny brzkym vznikem nadorové rezistence a
nariistem recidiv. Prvni BRAF inhibitor, ktery byl zaveden do klinického testovani ve
studii BRIM-3 byl vemurafenib. V ramci studie byl vemurafenib hodnocen oproti
monoterapii DTIC. Terapeuticka odpovéd’ byla az 53 %, coz v t¢ dob&é byla hodnota
doposud nezaznamenana Vv 1é€bé melanomu. OS u pacienti 1é¢enych vemurafenibem
bylo zaznamenano 13,6 mésice proti 9,7 mésictiim u pacientti 1é¢enych pouze DTIC (HR:
0,70, 95% CI: 0,57-0,87, p = 0,0008) (110). Vznik nadorové rezistence a selhani této
terapie demonstruji data u dlouhodobého sledovani, kdy pomér poctu OS v prvnim roce
1é¢by byl 56 % pacientii na 1é¢bé vemurafenibem oproti 46 % na terapii DTIC. Ve 4. roce
sledovani byl tento pomér OS jiz pouze 17 % pacientti ku 16 % pacientim na terapii
DTIC (111). Pomérné zahy byla zvetejnéna data klinické studie BREAK-3, ve které byl
testovan druhy BRAF inhibitor dabrafenib, ktery zaznamenal podobnou terapeutickou
ucinnost jako vemurafenib. V této studii v§ak nebylo prokdzano vyznamngjsi statistické
prodlouzeni OS pfi terapii dabrafenibem oproti monoterapii DTIC (18,2 proti 15,6
meésice). Signifikantni zména byla zaznamenana v hodnoceni PFS, kde byl
dokumentovan median PFS 5,1 mésice na terapii dabrafenibem a jen 2,7 mésice na terapii
DTIC (HR, 0,30; 95% CI: 0,18-0,51; p<0,0001) (112). Vzhledem k rychlému nastupu
rezistence pii terapii BRAF inhibitory (6-9 mésicti) byla hledana cesta k potencovani
efektu a piekonani alespon nékterych mechanismu rezistence (113,114). Proto byla
zavedena kombinované terapie BRAF a MEK (MEK1/2, trametinib, cobimetinib)
inhibitory s cilenou inhibici v dalsim stupni MAP kinazové signalizace (Obr. 11) (114).
Trametinib a cobimetinib patii mezi selektivni reverzibilni inhibitory MEK 1/2 kinaz,
které jsou soucasti MAP kinazovée intracelularni signalizace. Jedna se o kinazovy protein,
ktery je ulozeny mezi proteinem BRAF a ERK kinazou (Obr. 11). Prvni inhibitor

trametinib zaznamenal vyznamnou u¢innost v kombinaci s dabrafenibem ve studii
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COMBI-D. Cobimetinib byl zkouSen pouze v kombinaci s vemurafenibem ve studii
COMBI-V. Ob¢ kombinace ve studiich prokazaly statisticky vyznamné zlepSeni
celkového preziti a preziti bez progrese oproti monoterapii. V dlouhodobém pieziti byly
vysledky obou studii spojeny (211 ve studii COMBI-D a 352 ve studii COMBI-V).
Celkova mira PFS byla 21 % (95 % CI, 17-24) po 4 letech a 19 % (95 % ClI, 15-22) po 5
letech. Celkova mira OS byla 37 % (95 % ClI, 33-42) po 4 letech a 34 % (95 % ClI, 30-
38) po 5 letech. Kompletni terapeuticka odpovéd’ byla u 109 pacienti (19 %) a byla
spojena s dlouhodobym efektem a trvanim remise. U téchto pacientti byla zaznamenana
dokonce mira OS 71 % (95 % CI, 62-79) po 5 letech (115). Dalsim vyznamnym
Klinickym testovanim byla studie coBRIM, resp. kombinace cobimetinibu
s vemurafenibem, kde OS byl 22,3 mésice oproti 17,4 mésice u monoterapie jen
vemurafenibem (HR: 0,70, 95 % CI: 0,55-0,90, p = 0,005) a median PFS 12,3 mésice u
kombinované 1é¢by oproti 7,2 mésice u monoterapie (HR: 0,58, 95 % CI: 0,46-0,72, p <
0,0001) (116).

Tteti dvojice BRAF a MEK inhibitord, resp. encorafenibu a binimetinibu byla
testovana ve studii Columbus sledujici efekt zminénych inhibitorii oproti monoterapii
vemurafenibem ¢i encorafenibem. Median sledovani pro OS byl 36,8 mésice (95 % Cl,
0,47-0,79), median OS pro kombinaci encorafenibu s binimetinibem byl 33,6 mésice (95
% CIl, 24,4-39,2) ve srovnani s 16,9 mésici (95 % CI, 14,0-24,5) pii terapii
vemurafenibem (HR 0,61; 95 %, C1 0,47-0,79; p<0,0001) (117). Tato studie prokazala na
zatim nejlepsi dlouhodobé vysledky OS pacientd na kombinované terapii BRAF a MEK
inhibitory. I kdyz encorafenib a binimetinib byly schvaleny FDA a EMA (2018) pro 1é¢bu
neresekovatelného ¢&i metastazujiciho melanomu, v Ceské republice byla jeho thrada
stanovena az v roce 2020.

Oba zminéné pilife soudobé 1é€by maligniho melanomu nabizi moZnost
kombinované terapie, kterd by mohla navodit vyS$i miru terapeutickych odpovédi a
soucasn¢ prodlouzit terapeutickou odpoveéd’ u pacienti s BRAF mutovanym melanomem
(118). V soucasné dob¢ probihaji klinické studie terapie trojkombinaci BRAF a MEK
inhibitort s imunoterapii anti-PD-1. Do této kombinace byla ve studii COMBI-i zavedena
tieti anti-PD-1 protilatka spartalizumab. Dostupna data z klinické faze 1 a 2, pii sledovani
1 rok, byl OS 85,9% (95% ClI, 69-94) a kompletni remise byla pozorovana dokonce u 1/3
vsech pacientt (119). Tyto vysledky ukazuji na pomérné€ zajimavé moznosti 1écby, ale je
nutné kriticky pfipomenout zatim jen kratkodobd data sledovani a pomérné vyraznou

toxXicitu plynouci z kombinované 1é¢by. Dokonce vSichni pacienti (n=36) v dosavadnim
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sledovani méli 1 nezadouci udélost spojenou s terapii, u 40% byly dokonce pozorovany
vice jak 3 udalosti a u 17 % pacient muselo dojit pro zavaznou toxicitu k ukonéeni vSech
3 lécebnych modalit (119). Z poslednich uvefejnénych dat ale bohuzel vyplyva, Ze
kombinovana terapie anti-PD-1 s cilenou terapii signifikantné neprodluzuje PFS oproti
kombinaci placeba a cilené terapie. Median sledovani byl 27,2 mésice a median PFS byl
v kombinaci 16,2 mésice oproti 12,0 mé&sicim v kombinaci jen s placebem (HR, 0,82; 95
% CI, 0,655-1,027; p = 0,042). Oc¢ekavané PFS po 12 mésicich 1é¢by bylo 58 % oproti
50 % pacientu a po 24 mésicich terapie 44 % oproti 36 % pacienti. Tyto statistické udaje

nepotvrdily ptivodnim o¢ekavani a tidaje z ptedchozich fazi klinického testovani (120).

3.4.4. Radioterapie

Radioterapie je soucasti komplexni terapie melanomu navzdory tomu, ze
melanom patii mezi nadorova onemocnéni spise radiorezistentni a role radioterapie je
tedy spiSe paliativni. Samotnym cilem radioterapie je zmirnéni nadorového rastu, snaha
0 omezeni bolesti V postizené lokalité anebo zmirnéni krvaceni. Nejéastéji je radioterapie
vyuzivana pfi inoperabilnim uzlinovém postiZzeni pfi selhdni imunoterapie ¢i cilené
terapie. Obdobné lze takto vyuzit radioterapii I na kozni ¢i podkozni metastazy pfi
rychlém rustu a po selhani pifedchozich terapeutickych modalit. Zajimava je i moznost
vyuziti radioterapie po selhani nebo i pii terapii checkpoint inhibitory s naslednym
postradia¢nim rozpadem nadorové tkan¢ a uvolnénim fady nddorovych neoatigenti, které
mohou druhotné stimulovat imunitni systém a tim navozovat i mechanismy az tzv.
abskopalniho efektu (121-123). Abskopalni efekt vychazi z mozného uvolnéni
nadorovych neoantigent po radioterapii, coz nasledné stimuluje imunitni systém schopny
napadat metastaticka postizeni i v mistech primarné neozafenych. Samotny teoreticky
mechanismus abskopalniho efektu je v soucasné dobe¢ jiz dobfe pochopeny, ale v praxi je
pozorovan spiSe sporadicky. Aplikace a typ radioterapie vychazi z vybavenosti a
zkuSenosti samotného pracovisté, zevni radioterapie se podava frakcionované davkou 2
Gy 5 x tydné, nebo i vyssi davkou dosahujici 4-8 Gy hypofrakcionované 1-2 X tydné.
Celkova davka je vétsinou v rozmezi 32-60 Gy (124).

Pomérn¢ velky vyznam ma radioterapie pii 1é€bé pacienti s mnohocetnym
metastatickym postizenim centralniho nervového systému (dale jako CNS, anglicky:

Central Nervous System), a to zejména pro antiedematozni efekt a efekt zmirnujici
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bolestivost (125). U solitarnich metastaz CNS lze pouzit stereotaktické techniky
ozafovani oznacované jako radiochirurgické metody pomoci Leksellova gama noze nebo
pomoci Cyber knife, které vyuzivaji cilené a vysoké davky zafeni Setiici okolni
nepostizenou tkan (126,127). Tyto metody mohou napomoci stabilizovat metastatické

postizeni CNS a tim umoznit zahajeni cilené terapie nebo imunoterapie.

3.4.5. Hypertermicka kondcetinova cytostaticka perfuze v terapii
metastazujiciho melanomu

Hypertermickou koncetinovou cytostatickou perfuzi (dale jako HILP, anglicky:
Hypertermic Isolated Limb Perfusion) lze wvyuzit u pacientd s lokalizovanym
metastatickym postizenim jedné koncetiny. HILP je chirurgicka technika, ktera
kombinuje zahtati postizené koncetiny S aplikaci chemoterapeutika do izolovaného
krevniho ob&hu koncetiny. Nejcastéji se jedna o opakovanou recidivu melanomu v jizveé
¢i vznik mnohocetnych inoperabilnich satelitnich ¢i tranzientnich metastaz. Podminkou
vykonu je postizeni pouze v oblasti koncetiny, nejlépe s dostatecnym odstupem od
kmenovych stehennich ¢i axilarnich cév (128). Vedle terapie melanomu se pouziva i v
1écbé sarkomt mékkych tkani, navic lze tuto techniku kombinovat vedle aplikované
chemoterapie i spodanim tumor nekrotizujiciho faktoru alfa (dale jako TNF-alfa,
anglicky: Tumor Necrosis Factor alfa) (129). Z koznich karcinomi Ize tuto metodu pouzit
u Merkelova karcinomu (130). Princip této techniky spoc¢iva v oddéleni cévniho systému
postiZzené koncetiny, resp. vypreparovani vasa femoralia seu axillaris, jejich napojeni na
mimotélni ob&h, zahtati koncetiny na 39 °C a nasledné perfusi koncetiny cytostatikem v
mnohonasobné vyssi koncentraci, nez ktera by byla mozna pro systémové pouziti. V
ptipadé melanomu se standardné vyuziva chemoterapie melfalanem (alkeran) v davce,
ktera se pocita dle vahy pacienta a koreluje s davkou, ktera se vypocte dle objemu
postizené koncetiny pacienta (128). Samotné provedeni HILP je technicky pomérné
naro¢né¢ a v soucCasné dobé tuto metodu provadeji jen vybrana pracovisté s letitou
zkuSenosti a zazemim. Od roku 2006 bylo do soucasnosti V ramci spoluprace
Dermatovenerologické kliniky a 2. chirurgické kliniky 1. LF UK a VFN provedeno

celkem 42 HILP u pacienti s lokalné€ pokrocilym melanomem.
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3.5.Budouci smér terapie a dalSi moZnosti

Dalsi formou 1é¢by metastazujiciho melanomu, ktera se v soucasné dob¢ testuje
vramci klinickych studii, je imunoterapie protilatkami anti-PD-L1. Na rozdil od
monoklonélnich protilatek anti-PD-1, jsou protilatky anti-PD-L1 namifeny na blokaci
tkanové exprese PD-L1 (131). V souCasné dobé probihaji studie s podavanou
monoklonalni protilatkou anti-PD-L1 atelizumebem, ktery je testovan v kombinaci
s BRAF a MEK inhibitory vemurafenibem a cobimetinibem. Prvni vysledky z klinického
testovani Ib ukazuji na miru terapeutickych odpoveédi az 71,8 % (95%, ClI; 55,1-85,0).
Median terapeutické odpovédi dosahl 17,4 mésice (95% ClI, 10,6-25,3) s trvajici
terapeutickou odpovédi u 39,3 % pacienti po dosazeni sledovani prakticky 2,5 roku
(132). Vysledky této studie ukazuji na pomérn¢ slibna data, nicméné je otazkou, zda
budou potvrzena i ve studii faze 111, a to zejména v dlouhodobosti terapeutické odpovédi.

Jednou z dal$ich moznosti je pouziti agonistt Toll-like receptord (TLR). Agonisté
TLR jsou membranové glykoproteiny typu I, které patii do skupiny IL-1R receptort.
Jejich hlavni funkci je regulace produkce cytokini IFN-a a IL-12. Tyto cytokiny jsou
nasledné schopné indukovat a potencovat lokalni imunitni odpovéd’. TLR agonisté
pusobi jako slibny adjuvans pro protinadorové vakciny a aktivatory imunitniho systému,
jako jsou checkpoint inhibitory, pfimo v nadorovém mikroprostiedi. Konkrétnim TLR
agonistou je resiquimod (agonista TLR 7/8), ktery aktivuje jak myeloidni (mDC, TLR8),
tak plazmocytarni  (pDC, TLR 7) dendritické bunky pacienta s metastazujicim
melanomem (133).

Pomérné zajimavym novym odvétvim v terapii melanomu je pouziti adoptivnich
T-lymfocytd. Principem metody je podani velkého mnozstvi vlastnich, antigenné
stimulovanych, pro melanom specifickych T lymfocytt. Protinadorovy efekt je vyvolan
inhibici imunosupresivnich faktorti pacienta s podanymi T lymfocyty. Adoptivni T
lymfocyty musi byt schopny proliferace a dokonceni efektorovych funkci s naslednou
schopnosti vytvaret dlouhodobou pamétovou kapacitu. V prvnich, zatim nekompletnich
klinickych studiich tato terapie vedla k plné remisi az u 24 % pacientii s medianem OS
tii roky (134).

Nové se vyuziva adoptivnich T lymfocytli s chimérnimi antigennimi receptory T
lymfocytd. Tyto chimérni receptory obsahuji extracelularni doménu, ktera je schopna
rozpoznavat specificky antigen (napiiklad nddorovy neoantigen). Dalsi strukturalni

jednotkou je transmembranova doména s intracelularni signalizaci, ktera stimuluje T-
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lymfocyty s cilenou cytotoxickou protinadorovou imunitni odpovédi. V ramci této terapie
je nutné pacientiim aplikovat izolované T-lymfocyty, které jsou geneticky modifikovany
retrovirovym ¢i plazmidovym vektorem. Tyto modifikované T-lymfocyty jsou schopné

aktivovat imunitni systém a generovat i dcefiné bunky s chimernimi receptory (135).

4. Nadorové mikroprostiedi melanomu

Patogenni rysy melanomu zahrnuji rust a proliferaci atypickych melanocyti
spojenych s né&kolika charakteristikami: sobéstacna produkce ristovych faktord,
necitlivost na rastovou inhibici, neomezeny replikacni potencial spojeny s inhibici
apoptozy, podpora nadorové neoangiogeneze, schopnost tkanové invaze a nasledna
tvorba metastaz. Tyto patogenni vlastnosti mohou byt vyvolany aktivaci specifickych
onkogeni nebo inaktivaci nadorovych supresorovych gend pomoci molekularnich
mechanism, coz jsou bodové mutace, delece a translokace. Dale se podileji epigenetické
mechanismy, jako je exprese mikroRNA a methylace promotoru. Pii progresi melanomu
se mohou uplatiiovat mechanismy vedouci ke genetické nestabilité a selektivnimu rastu
nadorovych bunck s ptfiznivym zastoupenim nddor podporujicich mutaci. Mezi dalsi
faktory odpovédné za rust nadoru patii geneticka predispozice, mutageneze a potlac¢eni
melanomu, které budou nasledné diskutovany, patii drahy MAPK, PTEN, PI3K/AKT a
MITF.

Jak jiz bylo zminéno Vv kapitole 2.2., vénované rizikovym faktortim, byl v indukci
melanomu prokazan v nékolika epidemiologickych a genomickych studiich tumorigenni
vliv UV zafeni (136). Epidemiologické studie ukazuji vyznamné regionalni variace
v incidenci melanomu s nejvys$im vyskytem na Novém Zélandu a v Australii, kde je
jejich vysoka incidence spojena s ptisobenim intenzivnéj§iho slune¢niho zafeni. Vyvoj
melanomu lze rozdélit na ,,radidlni ristovou fazi“ (ktera zahrnuje vyvoj od melanoma in
situ a léze superficialn¢ se Sificiho melanomu v pocatecni fazi) a ,,vertikalni ristovou
fazi (kterou Ize pozorovat u melanomii pronikajicich do hlubsich ¢asti dermis a u tvorby
metastaz satelitnich i vzdalenych) (137,138). Navzdory tomu, Ze tento model miize
chybét napf. u rychle rostoucich noduldrnich melanomt, je vhodné ho zminit pro

konceptualizaci mechanismutl progrese onemocnéni.
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4.1 . Horizontalni (radialni) a vertikalni ristova fize melanomu

Pii in vitro modelovani nadorového mikroprostifedi a nadorového Sifeni se
ukazuje, ze jednim z kli¢ovych mechanismt kontroly rtistu je kontaktni inhibice, ktera se
u nadorovych bunék ztraci. Predpokladé se, ze podobné procesy mohou ovliviiovat rist
nadorovych melanocyti i in vivo tak, aby se usnadnila radidlni rustova faze (139).
Distribuce normalnich melanocytii v bazalni vrstvé epidermis je regulovana pomoci
dendritickych vybézkl. Ztrata kontaktni inhibice se projevuje histologicky jako
lentigindzni (,,back-to-back®) rist se zmnozenim melanocytii v bazalni vrstvé a nasledné
s tvorbou melanocytarnich hnizd. Tyto rysy jsou v riizné mife ptitomny jak u benignich
lézi charakteru lentigo simplex, tak v benignich névech. Lze je pozorovat rovnéz u
melanoma in situ a zvyraznény jsou i V pocinajicich 1ézich SSM, kde je navic patrné
konfluentni lentigindzni S$ifeni s tvorbou asymetrickych hnizd a pfedev$im typické
pagetoidni Sifeni v epidermis s piestupem nadorovych bunék pies bazalni membranu
epidermis (140). Melanom in situ je definovan jako Casny melanom omezeny
horizontalnim $ifenim a neptesahujici epidermalni bazalni membranu. U tady 1ézi lze
pozorovat pomérné fidky a jemny zanétlivy infiltrat. U pokrocilejSich 1ézi je patrny jiz
dosti husty lymfocytarni infiltrat, coz naznacuje, ze imunogenita melanomu in situ je
vyznamné niz§i nez u invazivnéjsich forem melanomu (141). Pomérné zajimava je studie
popisujici vyskyt mutace promotoru TERT v in situ melanomech, které lze detekovat také
U benignich névii S vy$§im mutacnim zatizenim a v nékterych dysplastickych névech, coz
by ukazovalo na mozny zlom v pfechodu benigni léze a pocinajiciho melanomu na
genové trovni (142,143). Dalsi prace poukazuji na vznik mutaci PTEN a TP53, které Ize
detekovat v pokrocilych melanomech. Neni vSak ziejmé, ve které fazi zahajeni
vertikalniho rustu se tyto mutace objevuji (142,143).

Ptechod z horizontalni do invazivni vertikalni rustové faze melanomu predstavuje
proces, pii kterém se hromadi fada patogennich mutaci v nddorovych buiikéch a dochazi
k aktivaci pro-invazivniho nadorového mikroprostiedi. Dysregulace nadorové proliferace
aktivuje vyhodné mezenchymalni interakce nadorového mikroprostiedi vcetné
schopnosti vyhybat se imunitni kontrole organismu pacienta (144). Jednou z prvnich
znamek invazivniho ristu je popsana pfitomnost Zirnych bunék v nadorovém stromatu
melanomu, zpisobena chemotaktickymi faktory, jako je produkce IL-3 nadorovymi
melanocyty (145). Mezenchymalni interakce piedstavuji tizkou spolupraci nadorovych

melanocytd a bun€k tvoticich nadorové stroma. Produkce VEGF a FGF (resp. bazického
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— bFGF) podporuje mitotickou aktivitu nadorovych bunék a indukci nadorové
neovaskularizace, ktera je dobie patrna i v dermatoskopickém obraze SSM (ale i NM).
Zvysena exprese VEGF je navic spojena s aktivaci onkogenu c-MYC a agresivnéjSim
fenotypem melanomu u daného jedince (146). Zvysena exprese proto-onkogenu c-MYC
je zapojena do progrese fady nadori. Patologicka aktivace c-MYC vede k aberantni
bunééné proliferaci, diferenciaci, bunécné apoptéze a bunécnému starnuti. Bylo
prokazano, Ze aktivace c-MYC je spojena s agresivnéj§im chovanim melanomu,
vertikalni rastovou fazi a iniciaci metastatického postizeni (147,148). Zesilena exprese
c-MYC je zdokumentovana pii rezistenci na BRAF a MEK inhibitory, které primarné
vedou K inhibici této exprese (149). Pro progresi mnoha nadord vcetné melanomu je
vyznamna produkce fady faktorii, které produkuji nddorové bunky a které vedou
Kk potlaceni tumor supresivnich vlivi imunitniho systému. Vedle vlivu VEGF na
angiogenezi je popsan i vVliv VEGF na potlaceni imunitniho systému (150). Mezi dalsi
imunosupresivni faktory generované nadorem patii IL-10, ktery snizuje ucinek
makrofagti a T-lymfocyti (i tumor infiltrujicich lymfocytt). Navic zvySena exprese IL-
10 koreluje s progresi melanomu a horsi prognézou, coz poukazuje na dalsi faktor
spojeny S iniciaci nadorové invaze (151). Na tomto procesu se mohou vyznamné podilet
i okolni keratinocyty, které také tvoii nadorové mikroporostiedi melanomu. Keratinocyty
jsou schopny produkovat matrix metaloproteinazy (dale jako MMP, anglicky: Matrix
Metalloproteinase), piedevsim MMP-9, jejichz tvorba je navic potencovana i nadorovymi
melanocyty, a tak vzajemnym puasobenim dochazi k pfekonani bazalni membrany

nadorovymi melanocyty a invazivnimu nadorovému rustu melanomu (152).

4.2.Vznik metastatického postiZeni

Vznik metastatického postizeni zavisi na faktorech umoznujicich prunik
nadorovych bunék do lymfatickych a krevnich cév a na faktorech, které usnadnuji pieziti
a proliferaci nadorovych bunék na vzdalenych mistech. Melanom je charakteristicky
schopnosti vytvaret metastatické postiZeni 1 pfi pomérné malém primarnim nadoru, a to
cestou jak lymfatickou, tak i hematogenni. Metastatické $ifeni je komplikovany proces
slozeny z mnoha kroku, jak popsal témét pred 150 lety chirurg Stephen Paget, ktery
vytvoril hypotézu ,,seed and soil - semene a pudy*. Na tomto dé&ji se podili agresivita
nadorovych bungk, ale i procesy formujici nadorové mikroprostiedi véetné tkani, kde

k metastatickému  postizeni dochazi (153,154). Prvnim prediktivnim mistem
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metastatického onemocnéni jsou lymfatické uzliny, coz je standardné vySetfovano u
pacientd s primarnim melanomem stadia IB TNM Kklasifikace v ramci vySetfeni SLN
(71,72,76,155). Samotna pifitomnost melanomovych bunék v lymfatické uzliné je silnym
prediktorem recidivy melanomu. Nemusi ovlivnit pfeziti pacientti s melanomem, ale ma
velky vyznam pro staging onemocnéni a naslednou dispenzarizaci (76). VEGF je opét
jednim z hlavnich ristovych faktort, které se na lymfogennim Sifeni mohou podilet, a to
zejména podtyp VEGF-C, ktery se ucastni lymfangiogeneze a podporuje zvySenou
hustotu lymfatickych cév v oblasti melanomu (156).

V piipadé hematogenniho rozsevu jsou nejcastéji postizené plice a pleura (157).
V mys$ich modelech s metastatickym melanomem byl Vv plicni tkani detekovan
extracelularni protein CLCAZ2, ktery interaguje s a6B4-integrinem exprimovanym
nadorovymi buiikami a mlze byt odpovédny za preferencéni vazbu nadorovych bunék
v této tkani (158). Z genetickych alteraci jsou cCastéji popisovany plicni metastazy u
NRAS mutovanych melanomu (159).

Metastatické postizeni centrdlniho nervového systému, zejména pak mozkové
postizeni, je spojeno s hematogennim rozsevem, velice §patnou prognézou a omezenou
mozZnosti 1éby. V soucasné dobé bézné zavedena cilena 1écba BRAF a MEK inhibitory
a imunoterapeutické moznosti 1é¢by piinesly nadé&ji i pro tyto pacienty a dle nékterych
praci ptinaseji odpovéd’ az u 55-58 % pacienti (160,161). Skute¢ny mechanismus vzniku
mozkovych metastaz neni jasny. Na my$im modelu metastazujiciho melanomu lze najit
nckteré faktory, které v tomto procesu hraji roli. Je popsana role transferinovych
receptorl a jejich interakci S vlastnimi ligandy, které byly detekovany v mozkovych
metastazach melanomu (162). Dalsi studie poukazuje na vyznam neurotrofinti a receptort
neurotrofini v mozkovych metastazach specifickych pro nervovou tkan (163,164).
Z genetickych alteraci jsou mozkové metastazy spojeny s pritomnosti mutace BRAF i
NRAS a se ztratou exprese PTEN genu. S témito poznatky souvisi i aktivace drahy
PIBK/AKT nebo STAT3 signalizace, podilejici se na vzniku rezistence na BRAF
inhibitory (165-168). V mozkovych metastazach melanomu byla detekovana i zvysena
exprese PLEKHAS a MMP-2 (169). V ramci heterogenity primarniho melanomu i jeho
metastaz byla charakterizovana subpopulace metastatickych nadorovych melanocyta
s vysokou expresi CD271, kterd je spojena s migracnim potencidlem a piezivanim
nadorovych melanocytii. Exprese CD271 tedy muze propljcovat specifické vlastnosti
metastatickym melanomovym buinkadm. Vyznamnym faktorem je i vliv mikroprostredi a

nadorového stromatu prostiednictvim astrocytt, které napomahaji melanomovym
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bunkam K zesilené expresi CCR4 a CD271. Tyto interakce pfispivaji k vyssi plasticité
melanomovych bunék s neuronalnim fenotypem, ktery jim pravdépodobné napomaha
unikat obrannym mechanismim, véetné imunitnich mechanismi (170).

Dalsim casto pozorovanym metastatickym postizenim jsou metastazy melanomu
do jater (az 20% pacientit), do kosti (11-17%) nebo do ktuze a podkozni tkané (157).
Kozni metastazy predstavuji hematogenni Sifeni melanomovych bunck. Specifické
interakce mezi chemokiny CCR10 a CCL27 byly prokazany jako klicové faktory pii
koznim postizeni. CCL27 je chemokin exprimovany v epidermis normalnimi
keratinocyty, navic jeho vysoka exprese v supratumorodzni epidermis je spojena s delSim
OS (171). CCL27 pravdépodobné interaguje s receptorem CCR10, ktery je exprimovan
na melanomovych bunkéch, a inhibice této interakce nasledné vedla k potlaceni koznich
metastaz v mySim modelu metastazujiciho melanomu (172,173).

Pomérné novym odvétvim studia mechanismu progrese nadorovych onemocnéni
je problematika exozomu. Exozomy predstavuji rozpustné organely, které hraji roli
Vv parakrinni intercelularni signalizaci. Exozomy stimuluji metastazovani prostfednictvim
podpory epitelové mezenchymovych interakci, ovliviiuji neovaskularizaci lymfatickych
uzlin a tim stimuluji vznik metastatického mikroprostiedi (174,175). Navic exozomalné
navozené interakce mohou vytvaret imunologicky vyhodné protumordzni prostiedi.
Exozomy maji silny imunosupresivni G¢inek na mikroprostfedi nadort, kde inhibuji
proliferaci CD8" T-lymfocytt zavislych na signalizaci I1L-2 (176). Dale melanomova
exozomalni miRNA-125b-5p indukuje pfechod makrofagli na nadoroveé asociované s az
smiSenou aktivaci fenotypu M1 a M2, véetné produkce CCL22, IL-12B, IL-Ip, IL-6, i-
NOS a TNF-a, které podporuji nadorovy rust (174,177). Exozomy se mohou podilet na
invazivnim fenotypu nadorovych melanocytli, usnadiujicim migraci a proliferaci,
nadmérnou expresi GTPazy RAB27A(178). Pro budouci smér vyzkumu novych
moZnosti terapie obsahuji exozomy pomérné zajimavé molekuly k vyvoji

personalizované onkologické 1é¢by.

4.3.Nadorové mikroprostiedi a vlastnosti nadorového stromatu

Nadorova mikroprostiedi pfedstavuje vzdjemnou kooperaci nddorovych bunék a
nenadorovych bun€k formujicich nadorové stroma (Obr. 7). Vyznamnou funkci
vV nadorovém mikroprostiedi hraji i nebunééné slozky jako je extracelularni matrix (dale

jako ECM, anglicky: Extracellular Matrix) a signalni molekuly, které pfimo odpovidaji
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za bun&éné interakce. Zadny z typt bunék nadorového stromatu neni sam o sob& maligni
ve smyslu geneticky determinované mutace. Bunécné slozky nddorového mikroprostredi
predstavuji nadorové asociované fibroblasty (CAFs), pericyty, endotelové bunky
novotvorenych cév, okolni epitelové buiiky a dle nékterych autorti 1 atrahované cirkulujici
mezenchymové bunky (179-181). Vyznamnou bunéénou komponentou nadorového
mikroprostiedi jsou bunky imunitniho systému. V biologii melanomu maji v ramci
imunoterapie velky vyznam nador infiltrujici lymfocyty (dale jako TILs, anglicky: Tumor
Infiltrating Lymphocytes), které odpovidaji za bunééné zprostiedkovanou
protinadorovou odpovéd’ (182). Mezi vyznamné bunécné elementy patii jesté nadorove
asociované makrofagy (dale jako TAMSs, anglicky: Tumor Associated Macrophages) a
napf. zirné bunky, které 1ze pozorovat v okraji melanomu pii zahdjeni vertikalni riistové
faze (145). Bunky nadorového stromatu diky vzajemnym interakcim s nadorovymi
buiikami i vzdjemnymi interakcemi uvniti nddorového stromatu ziskavaji funkce odlisné

od funkci analogickych bun¢k v normalnich tkanich.

Obr. 7: Histologicky obraz melanomu znazoriuje slozeni nadorového mikroprostiedi,
nadorové melanocyty obklopeny infiltrastem TAMs, TILs, CAFs a prostoupeni i

epidermalnimi vybézky, barveni H&E, zvétseno 200x.
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Nadorové mikroprostiedi je schopné reagovat na zevni faktory a napomahat
nadorovym bunikam v dalsi progresi, cilené se branit neptiznivym faktorim navozenym
léCebnou strategii i vlastnim obrannym mechanismam pacienta (183). Ukazkou
schopnosti modulovat nadorové melanocyty pomoci mikroprostfedi dokazuji
experimenty s pouzitim embryonalniho mikroprostiedi, které je schopno vyznamné snizit
metastaticky potencial nadorovych bunék (28-30). U experimentu, kdy jsou aplikovany
nadorové melanocyty do oblasti formujici se neurdlni trubice béhem vyvijejiciho se
kufeciho embrya, dochazi k reprogramovani nadorovych bunék a nasledné k jejich
migraci do stejnych lokalit jako pfimé derivaty neuralni trubice (29,30). K dediferenciaci
nadorovych bunék lze vyuzit i kondiciovaného media (medium obohacené o faktory
produkované napf. embryonalnimi bufikami) Vvin vitro modelovani nadorového
mikroprostiedi (38).

V in vivo mys$ich modelech metastatického melanomu muze hrat mikroprostredi
roli v eliminaci nadorovych bun¢k a zabranuje tvorbé mikrometastaz, véetné progrese na
makrometastazy, ale na druhé strané¢ mikroprostfedi miize metastatické chovani
vyznamné potencovat (184,185). Vedle stimulace nadorového rustu se nadorové
mikroprostiedi vyznamné podili na vzniku nadorové rezistence na cilenou terapii
(186,187). K dalsimu porozuméni chovani nadorovych onemocnéni je nutné podrobnéji
zdokumentovat vliv jednotlivych kompartmentli nadorového mikroprostiedi.

Kromé bunéénych komponent se na formovéani nadorového mikroprostredi
vyznamné podili 1 slozky ECM, ke kterym se nadorové buiiky i buiiky nadorového
stromatu vazi pomoci adheznich molekul (pfedev§im pomoci integrinil). Ze slozek ECM
jsou v nadorovém stromatu nejvice zastoupeny proteoglykany, fibrily (tvofené
kolagenem) a rozpustné adhezni glykoproteiny (napf. fibronektin ¢i tenascin) (188). ECM
nema v nadorovém mikroprostiedi jen podpiirnou a mechanickou funkci, ale pfedstavuje
1 velice dynamickou slozku, podstupujici permanentni remodelaci S vyznamnou

podporou extra a intercelularnich signaliza¢nich drah (189).

4.3.1. Nadorové asociované fibroblasty, CAFs

Nadorové asociované fibroblasty (CAFS) pfedstavuji vyznamnou komponentu
nadorového mikroprostiedi. Lze se setkat i Sterminem stromalni fibroblasty ¢i

s melanomem asociované fibroblasty (dale jako MAFs, anglicky: Melanoma Associated
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Fibroblasts). CAFs ptedstavuji morfologicky vietenobunécné buriky s typickou expresi
vimentinu, jako charakteristického znaku mezenchymalnich bunék. Dal§im typickym
znakem je aktivace téchto fibroblastl S moznym priikazem exprese hladko svalového
aktinu (dale jako a-SMA, anglicky: alfa Smooth Muscle Actin) a CAFs Ize tedy definovat
I jako nadorové myofibroblasty (Obr. 8). Funkéné se CAFs podobaji myofibroblastim
hojici se rany, které vSak po dokonceni hojeni svou aktivaci ztraci (190,191). I kdyz
neexistuje univerzalné akceptovany a pouzitelny marker vedle a-SMA je pro CAFs
typické exprese 1 dalSich znakt jako je exprese fibroblastového specifického proteinu-1
(dale jako FSP-1, anglicky: Fibroblast Specific Protein-1) oznacovaného i jako S100A4,
receptoru B pro destickovy rustovy faktor (dale jako PDGF, anglicky: Platelet Derived
Growth Factor) a fibroblasty aktivujiciho proteinu (dale jako FAP, anglicky: Fibroblasts
Activating Protein) (192,193).

Obr. 8: Pozitivita a-SMA ve stromatu melanomu oznacujici CAFs, druhotné
pozitivita patrna i v cévach stromatu, Imunohistochemické vysetieni a-SMA (DAKO),
100x. Obrazek pouzit v publikaci Kodet et al. Int J Mol Med. 2018 May;41(5):2687-2703.
(186).

V minulosti byla vénovana velka pozornost moznosti, Ze CAFs mohou do ur¢ité
miry vznikat mechanismem EMT c¢asti nadorovych bunék. V takovém piipadé by ovSem
jak nadorovy parenchym, tak i CAFS, musely vykazovat alespon v uréitém rozsahu
identické zasadni mutace (tzv. ,,drivers mutations), coz vsak u vétSiny nadori vcetné
melanomu nebylo prokazano (186,194-196). Tyto prace podporuji nejednotné diskuse o

mozném puvodu a vzniku CAFs, které vychazeji zin vitro a in vivo modelovani
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nadorového mikroprostiedi. V soucasné dobé pievlada nazor, ze mechanisma vedoucich
ke vzniku nadorového stromatu véetné CAFs je vice a navzajem se mohou prolinat i
potencovat. Pravdépodobné muze jit o vliv lokalnich faktord jak primarnich, tak
metastatickych 1ézi. Heterogenita a funkéni diverzita CAFs komplikovana nedostatkem
univerzalnich markerd, zté¢Zuje tyto studie. Dale se ukazuje, Ze i heterogenita jednotlivych
nadorovych populaci mize mit odlisné vlastnosti a funkce (27). O puvodu CAFs lze

zminit nékteré teorie:
Q) vznik CAFs pteménou nadorovych bunék pomoci EMT
(i) wvznik CAFs aktivaci fibroblastti z lokalniho mezenchymu,

@iii)  vznik CAFs migraci a aktivaci bun¢k odvozenych z kostni diené

(cirkulujici kmenové mezenchymalni bunky).

Prvni mozna teorie je Castecné diskutovana vyse a vychazi z pozorovani, kdy jsou
nadorové bunky schopny podstupovat EMT a diky tomu ziskdvaji charakteristiku
invazivnich bunék s migra¢nim fenotypem. Dalsi podklad této teorie vychazi z in vitro
modelovani. CAFs jsou schopny indukovat v normalnich keratinocytech soucasnou
expresi vimentinu a keratinti a navodit tim jejich EMT s priikazem exprese transkripéniho
faktoru Snail, ktery tento proces tidi (197-200). Dalo by se tedy usuzovat, ze bunky
invazivni fronty, které podstoupi EMT, mohou nésledné vytvafet nejen metastaticka
vzdalena loziska, ale pfispivat i k formovani CAFs (26). Jiz zminéné genetické studie, ale
neprokazaly identické somatické mutace vV nddorovych buiikkach a CAFs a role EMT ve
vzniku CAFs je tedy pfedmétem diskuze a dalsiho studia (186,194,195).

Druhd teorie popisuje schopnost nddorového klonu ovlivitovat funkei okolniho
mezenchymu, ktery se jiz v inicialni fazi rtstu nadoru dostava do tésného kontaktu
nadorovych bunék. Ukazuje se, Ze epitelové mezenchymové interakce jsou zasadni pro
spravny vyvoj tkani béhem embryogeneze, ale 1 béhem udrzovani homeostazy pfi
reparativnich mechanismech a obnové tkani. Tyto mechanismy ale hraji klicovou roli i
v udrzovani a potencovani nadorového klonu (201-203). Jednoznaény a uniformné
akceptovany mechanismus vzniku CAFs z lokalniho mezenchymu neni doposud zcela
objasnén, lze pfedpokladat roli nadorového klonu s produkeci celé fady bioaktivnich latek,
které tyto zmény lokalniho mezenchymu mohou navodit (27). Pomémé dobie je

zdokumentovana role TGF-B, u kterého je experimentaln¢ ovéfena schopnost
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transformovat normalni fibroblasty v myofibroblasty s typickou expresi a-SMA
(186,204). Synergicky efekt byl pozorovan i pfi detekci a pouziti galektinu-1, ktery je
navic sim o sob& schopen navodit transformaci fibroblasti v myofibroblasty. Exprese
galektinu-1 v nadorech je spojena s horsi prognozou a stromatem bohat$im na a-SMA
pozitivni fibroblasty (205,206). Schopnost utvafet si nadorové stroma z lokalniho
mezenchymu dokladaji i in vivo mysi modely, kdy po aplikovani nadorovych bunék do
imunogennich nu/nu mysi vznikaji CAFs z lokalniho mezenchymu. Tento experiment
doklada exprese pouze specifického klonu mys$iho vimentinu ve stromatu takto
implantovanych nadort (207).

Ttreti teorie poukazuje na pfitomnost ektopické kostni ¢i chrupavcité tkané
Vv dediferencovanych karcinomech mlécné zlazy. Tato pozorovani nabizi domnénku, ze
na tvorbé nadorového stromatu a na pivodu CAFs se mohou podilet i buiiky s
charakterem mezenchymovych kmenovych bun¢k a schopnosti diferencovat se do jinych
bunéénych typu (208-210). V této souvislosti se uvazuje o roli cirkulujicich
mezenchymovych kmenovych bunkach (dale jako MSCs, anglicky: Mesenchymal Stem
Cells), jejichz charakteristiky jsou podobné MSCs odvozenych z kostni dfeng, ale u
zdravych jedincd existuji ve velmi nizkém mnozstvi. Bylo prokazano, ze MSCs jsou
schopny migrovat na mista poSkozeni a podilet se na reparativnich procesech a udrzovani
homeostazy (211). Schopnost utvaret nadorové stroma ukazuji experimentalni prace S
MSCs v kombinaci s nadorovymi buitkami. V experimentu pii implantaci smésné kultury
nadorovych bun¢k, MSCs a samotnych nadorovych bun¢k dochazelo k signifikantnimu
nariistu metastatickych a implantacnich loZisek pfi pouZiti smésné kultury (nadorovych
bun€k a MSCs) (212). Kondiciované médium obohacené o bioaktivni latky po kultivaci
riznych nadorovych bunék je schopné vyvolat expresi a-SMA, SDF-1 a vimentinu
v MSCs. Tato prace poukazuje na plasticitu MSCs a moznou transformaci v CAFs (213).

I kdyz je v nadorové biologii vénovana pozornost CAFs pomérné dlouho (od 90.
let minulého stoleti), podobné prace vénované problematice CAFs v biologii melanomu
se objevuji teprve v nedavné dobé. Jak bylo zminéno v tivodu této kapitoly CAFs jsou
schopny indukovat Vv normalnich keratinocytech fenotyp podobny epidermalnim
kmenovym bunikam a buiikam v EMT. Podobné zmény byly prokazany v obdobném
experimentu CAFs z melanomu pii kultivaci s normalnimi keratinocyty, kde byla
nasledné prokézana zvySend exprese keratinu 14 a ko-exprese keratinii a vimentinu
v keratinocytech (199). Tento experiment poukazuje na urcité uniformni biologické

chovani CAFs, ktery byl dokumentovan i ve studii s nadorovou linii EM-G3. Tato linie
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byla izolovana z invazivniho duktalniho karcinomu mlééné zlazy. EM-G3 linie byla
vystavena v kultufe vlivu CAFs izolovanych z bazaliomu, spinocelularniho karcinomu
oralni sliznice a melanomu Vv porovnani s normalnimi dermalnimi fibroblasty a
embryonalnimi mysimi fibroblasty 3T3. VSechny tfi ptivodem rozdilné CAFs m¢ly na
linii EM-G3 vyznamny, a navic podobny vliv, v indukci exprese keratinu 8 a 14 i s jejich
vzajemnou ko-expresi oproti kontrole. Tento pomérné jednoduchy experiment dokazuje
obdobné biologické chovani, které by potencionalné bylo mozné cilené blokovat (198).
Dalsi prace dokladd moznost modifikovat nadorové mikroprostfedi melanomu pomoci
CAFs. Tyto moznosti byly popsany v experimentu pifi kultivaci dediferencovanych
melanomovych linii, které béhem izolace a nasledné standardni kultivace ztratily expresi
typickych melanocytarnich markerd (HMB45, Melan-A a tyrozinaza). Pii i kratkodobé
kultivaci téchto melanomovych linii s CAFs z melanomu, doslo k opétovné indukci
exprese HMB45, Melan-A a tyrozinazy. Navic se podatilo obnovit fenotyp nadorovych
bungk, ktery byl pfitomen i vV primarnim melanomu a Vv jaterni metastaze melanomu u
pacienta ze kterého byla linie izolovana (38). Dalsi prace poukazuji na vliv CAFs na
agresivitu a maligni fenotyp melanomovych bunék na které se podili expresi TRAF6
v ptiléhajicich CAFs u nadorovych melanocytii. Exprese TRAF6 i v melanomovych
bunkach podporuje expresi a-SMA v CAFs a jejich proliferaci. Dale byl identifikovan
pravdépodobné klicovy cytokin, ktery je za expresi TRAF6 odpovédny. Jedna se o
FGF19, jehoz elevaci lze detekovat i v séru pacienti s generalizovanym melanomem.
Tyto vysledky poukazuji na zajimavou molekulu, kterd je odpovédnd za interakce
nadorovych bun¢k a CAFs (214). Potencionalni moznosti blokovani funkce CAFs
popisuje i prace vénovana roli signalizace f-kateninu. Ztrata této signalizace je schopna
deaktivovat CAFs a nasledné¢ snizit i sekreci parakrinnich faktorti véetné produkce ECM.
V této studii byla v ramci in vitro a in vivo modelovani prokazana neschopnost CAFs
reagovat na vliv melanomovych bunék, ale 1 jejich opacnou podporu, pfi cilené ablaci -
kateninu v CAFs. Pomérn¢ vyznamné zjisténi této studie poukazalo i na snizenou aktivitu
MAP kinazové intracelularni signalizace po ztraté exprese -kateninu v melanomu (215).
V navazujici praci byl ale prokazan vliv deaktivace f-kateninu v CAFs u teprve
formujiciho se melanomu, kde paradoxné dochazi k ndslednému potencovani dalSiho
nadorového rustu. V této studii se podafilo popsat soubéznou jadernou expresi YAP (Yes-
associated protein), ktera je ovlivnéna signaliza¢ni drahou Wnt/B-katenin a podili se na
biologickém chovani CAFs v melanomu. Tato signalizace je odpovédna za produkci

ECM a proteinu, které se podileji na jeji remodelaci. Cilena deaktivace proteinu YAP je
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schopna snizit az blokovat tyto funkce CAFs v nddorovém mikroprostiedi melanomu
(216). Tyto studie poukazuji na vyznam CAFs a jejich vliv v ramci nadorového
mikroprosttedi a moznosti cilené blokace funkci CAFS pii hledani novych terapeutickych
piistupd.

Moznost blokovani biologické funkce CAFs umocnuji prace popisujici vliv CAFs
pii vzniku rezistence jak na cilenou 1écbu, tak vliv na imunitni vlastnosti nadorového
mikroprostiedi a rezistenci na checkpoint inhibitory. Bylo zdokumentovano, ze nadorové
melanocyty pod vlivem cilené terapie BRAF inhibitory produkuji ve zvysené mife TGF-
B, ktery je schopen ovlivnit diferenciaci fibroblastd v myofibroblasty (186,205). Tyto
aktivované fibroblasty maji zvySenou expresi neuregulinu 1 (NRG1) a fibronektinu.
Fibronektin zvySuje mezibunéénou interakci nadorovych melanocytl prostfednictvim
integrinu P1 a P3. Zvysena exprese fibronektinu stimuluje vazbu na receptorech EGFR
a ERBB3. Takto zprostiedkovana vazba aktivuje signaliza¢ni drahu PI3K/AKT/mTOR,
ktera je schopna obejit MAP kindzovou signalizaci cilené inhibovanou BRAF a MEK
inhibitory (217-219). TGF-B stimulované fibroblasty jsou schopny produkce
hepatocytarniho rastového faktoru (dale jako HGF, anglicky: Hepatocyte Growth Factor),
ktery se mize vazat na receptor MET a opét tak aktivovat alternativni cestu v MAP
kindzové signalizaci. Navic byl prokazan vliv BRAF inhibitort s aktivaci MAP kinazové
signalizace i v CAFs, coz muze pfispivat k obranym bunéénym mechanismim (220).
Popsana aktivace signalni drahy Wnt/B-katenin se ukazuje i jako slibny cil pro blokovani
CAFs vramci terapie BRAF inhibitory. V mysim modelu bylo prokazano potlaceni
vzniku melanomu (BRAF aktivovaného, PTEN deficientniho) po cilené blokaci -
kateninu. Navic se podafilo prokazat snizeni aktivace fosforylované kinazy ERK 1/2 a
AKT, které jsou aktivovany alternativni cestou pii blokovani MAP kinazové signalizace
v ramci terapie BRAF inhibitory (221).

Rozsiteni terapeutickych moznosti pomoci checkpoint inhibitord piinasi klicové
otazky studia mechanismda rezistence a vyznam vlivu nadorového mikroprostiedi véetné
CAFs v imunologickych pochodech melanomu. Vyznam CAFs pii ovlivnéni imunitniho
stavu nadorového mikroprosttedi dokladd jiz jedna zprvnich praci vénovana
problematice CAFs v melanomu. Balsamo a jeho spolupracovnici popisuji schopnost
CAFs ovlivnit expresi povrchovych molekul NK bunék, zodpovédnych za bunéénou
cytotoxicitu. Timto mechanismem muze dochéazet k vyznamnému snizeni protinadorové
imunitni odpovédi, ktera je pfi terapii checkpoint inhibitory klicova (180). Zakladni

mechanismy imunomodula¢niho vlivu CAFs jsou zatim zdokumentovany jen ¢asteéné, i
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kdyz je znamo ze CAFs produkuji celou fadu prozanétlivych cytokinii a chemokinti jako
je IL-6 a IL-8 ¢i CXCL-1 (222). V dalsi studii vénované problematice NK bun¢k
v biologii melanomu je popsan vliv CAFs na snizenou lyzu nadorovych melanocytt
zprostfedkovanou aktivaci MMP. Tato sekrece snizuje expresi dvou NKG2D ligandu a
to, MICA a MICB na povrchu melanomovych bun¢k a nasledné¢ dochazi ke snizeni
NKG2D-dependentni cytotoxické aktivity NK bunék (223).

Pro terapeutickou odpovéd’ na anti-PD-1 checkpoint inhibitory je u fady nadoru
(napt. karcinom plic) nezbytna dostatecna mira exprese PD-L1 v nadorovych bunkach
(224). V ptipadé melanomu neni pro terapeutickou odpovéd’ na checkpoint inhibitory
tolik zasadni mira exprese PD-L1, ale pii vyssi expresi Ize ocekavat i lepsi terapeuticky
efekt, i kdyZ se nejedna o jediny urcujici biomarker terapeutické odpovédi (225,226).
Vzhledem k vyse popsanym studiim, kde CAFs spiSe snizuji imunitni vlastnosti nadoru
jsou pomérné zajimavé prace popisujici vliv CAFs na expresi PD-L1 v melanomovych
bunkach. Ve studii Li a jeho spolupracovniki byla popsana korelace pfitomnosti CAFs a
PD-L1 v mys$im modelu melanomu. Navic byl prokazan piimy vliv CAFs na podporu
exprese PD-L1 produkci CXCLS5 i s naslednou inhibici pfi blokovani receptoru CXCR2.
Samotny mechanismus indukce exprese PD-L1 pomoci CXCLS5 byl zprostfedkovan
aktivaci signalizace PI3K/AKT. Imunosupresivni ptisobeni CAFs na melanomové bunky
ajeho blokovani predstavuje tak potencidlni terapeuticky cil pro bodouci moZnosti terapie
melanomu (227).

Uzké interakce mezi melanomovymi buitkami a CAFs v ramci mikroprostiedi
melanomu predstavuji slibné cile pro vyvoj imunoterapie melanomu. V nadorovém
myS§im modelu véetné melanomu byl pouzit anti-fibroticky efekt tranilastu (1ék
s vyuzitim K terapii keloidnich a hypertrofickych jizev) k cilené inhibici CAFs. Nasledna
infiltrace imunitnich supresorovych bunék, vcetné¢ regulacnich T Ilymfocytd a
myeloidnich supresorovych bunék byla uc¢inné snizena prostiednictvim exprese SDF-1,
prostaglandinu E2 a TGF-B. V lymfatickych uzlinach byly tyto imunitni supresorové
bunécné typy vyznamné snizeny, coz vedlo k aktivaci nddorove asociovanych antigen-
specifickych CD8" T-lymfocyt. Navic terapie zaméfena na CAFs synergicky zvysila
cytotoxickou CD8" T-bunétnou odpovéd, kterou lze potencovat napi. vakcinami

zalozenymi na dendritickych burnkach (228).
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4.3.2. Nador infiltrujici lymfocyty, TILs

Melanom je povazovan za jeden z nejvice imunogennich nador a pomérné ¢asto
Ize v histologickém vySetieni prokazat velké mnozstvi imunitnich bunék (rizné typy T-
lymfocytd, dendritickych bunék, makrofagl, neutrofild, zirnych bunék, ale i B-
lymfocyti). Tyto zanétlivé buiilky mohou odraZzet nepfetrzitou komunikaci mezi
pacientem a samotnym nadorem. Zhodnoceni samotného infiltratu v bioptickych
nalezech je rutinni zélezitosti pii histopatologickém vySetfeni.

T-lymfocyty, které 1ze detekovat v nadoru se obecné oznacuji jako TILS a zahrnuji
podskupiny lymfocyti v ruznych pomérech v zavislosti na samotném biologickém
chovani nadorovych bun€k a nadorového stromatu s produkci fady cytokiny a
chemoatraktivnich latek. K TILs tadime podskupiny CD8" T-lymfocyti, CD4" T-
lymfocyti, NK bunky, ale i B-lymfocyty, a i kdyz neni zcela ziejmé, jak dochazi
k samotné primarni infiltraci nadoru, muze byt ptitomnost TILs zcela zasadni pro dalsi
imunologické chovani melanomu. T-lymfocyty hraji hlavni roli v protinadorovych
imunitnich reakcich a jsou dominantnimi prvky v mikroprostfedi nadoru, a to i
melanomu. V mnoha piipadech je velky infiltrat TILs spojeny s lepsi celkovou
prognozou pacienti s melanomem. Pro hodnoceni infiltratu TILs existuje nékolik
riznych metodik vychazejicich z rutinniho histopatologického vysetfeni. V soucasné
dobé asi nejdiskutovanéjsi systém hodnoceni TILs byl vytvofen ,,mezinarodni pracovni
skupinou pro imunologické onkologické biomarkery* (IHOBWG) pro hodnoceni TILs v
solidnich nadorech. Jedna se o systém zalozeny na standardizované metodice hodnoceni
TILs pGvodné vyvinuté pro karcinom mlééné zlazy a obecné pro solidni tumory (229).
Systém hodnoti procento (hustotu) infiltrace lymfocytti samostatné ve slozce stromalni a
vV misté¢ nadorovych bunck. Vyhodnocuje se invazivni okraj a centrdlni Cast nadoru.
Invazivni okraj je definovan jako usek délky 1 mm stfedové ¢asti nddoru od rozhrani mezi
nadorovymi buitkami a nepostizenou tkani. Centralni ¢ast nadoru predstavuje zbyvajici
oblast naddoru. TILS bezprostfedné sousedici s invazivnim okrajem nadoru oznacujeme
jako peritumoralni. Nasledné Ize TILs rozdélit do tii kategorii (,,gradi*). Stupen 0
prestavuje zastoupeni TILs 0% - 5%, stupen 1 = 6% - 15%, stupen 2 = vice nez 15%
(229,230). Tento systém ma vSak nevyhodu pii pouziti u malych nadord (i melanomi),
kde nelze spolehlivé rozlisit invazivni a centralni ¢ast nadoru (231). Ve studii, kde bylo
porovnano 5 ruznych systémt hodnoceni TILs (Clarkovo skoére (232), systém

australského melanomového institutu (233), skorovaci systém pouzity ve studii Saldanha
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et al. (234), skorovaci systém ze studie TCGA modifikovany dle Park a Kima (235) a
vySe zminény systém IHOBWG (229,230)) byl prokazan prognosticky vyznam pfi
hodnoceni s onemocnénim specifického preziti (dale jako DFS, Disease Free Survival),
prezitim do lokalni progrese (dale jako LRFS, anglicky: Local Recurens Free Survival) a
prezitim do vzniku vzdalenych metastaz (dale jako MFS, anglicky: Metastatic Free
Survival). Statisticky vyznamného vysledku bylo dosazeno, pouze u tii zvolenych
metodik (Clarkovo skore, australsky systém a IOBWG). V korelaci s jinymi biomarkery
se nepodafilo prokazat TILs, jako samostatny prognosticky biomarker (231). I kdyz
prognosticky vypovédni hodnota nemusi byt statisticky zcela jednozna¢na, hodnoceni
TILs je pro klinické vyuziti a imunoonkologicky smér 1é¢by pomérné zasadni. V této
souvislosti se v soucasné dobé setkavame s terminem tzv. horky a studeny nador (hot vs.
cold tumor). Jedna se o zjednodu$ené oznacéeni a rozliSeni nadorti S bohatym a hustym
infiltratem imunitnich bunék a nadort, kde imunitni buniky nachazime v malém nebo
prakticky zadném zastoupeni. Nadory, a to i melanom, s bohat§im infiltratem imunitnich
bunck jsou daleko vice zajimavé pro imunitni systém a maji i lepsi terapeutickou odpoveéd’
na terapii checkpoint inhibitory (Obr. 9). Samotny mechanismus u srovnatelnych nadort
vysvétlujici rozdilnou miru zastoupeni imunitnich bun€k Vv nadoru neni doposud
jednoznacné pochopen, nicméné objevuji Se prace s cilem zvratit neptiznivé
imunologické chovani nadoru z imunitné chudého stavu k bohatsi imunologické infiltraci

nadort a nasledné lepsi terapeutické odpovédi (236,237).
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Obr. 9: Prehled moznach forem histologickych nalezu TILs v melanomu. a) Melanom
bez TILs (cold tumor), H&E 100x; b) mirny infitrat ve stromatu melanomu, H&E 100x;
C) peritumordzni infitrat, H&E 40x; d) vyrazna infiltrace TILS stromatu s rozptylenymi
TILs uvniti hnizd nadorovych melanocytu, H&E 200x; €) Masivni infitrace TILs
stromatu, jen ojedinélé TILs v okoli nddorovych hnizd, H&E 100x; f) Masivni infitrace
TILs stromatu i v okoli nadorovych bunék, H&E 20x. Obrazek pouzit z prace Némejcova
et al. Pigment Cell & Melanoma Research, 2019 May;32(3):412-423 (182).

Zcela zéasadni pro aktivaci imunitniho systému a infiltraci nddoru imunitnim
systémem je schopnost v dostatecné mife produkovat antigeny, které nasledn¢ imunitni
systém rozpoznava. V piipadé melanomu se jedna o specifické antigeny, které produkuji

nadorové melanocyty (nadorové buiky) tzv. nadorové specifické antigeny (dale jako
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TSA, anglicky: Tumor Specific Antigens) a nadorové asociované antigeny (dale jako
TAA, anglicky: Tumor Associated Antigens), které nachazime na nadorovych bunkach.
TSA jsou také oznacovany jako neoantigeny, protoze se jedna o nové vytvoiené antigeny,
které se nenachazeji v normalnim lidském genomu (238). TSA vykazuji vysokou
imunogenitu, indukuji a aktivuji T-lymfocyty, které nejsou ovlivnény centralni
imunologickou toleranci a udrzuji po urcitou dobu ucinnou adaptivni protindadorovou
aktivitu. V nadorové biologii existuje extrémné velké mnozstvi moznych mutaci, tedy
kazdy nador, ale i v ramci jednoho pacienta je unikatni, kK ¢emuz piispiva i intratumorozni
heterogenita (239). Na druhé strané se TAA vyskytuji pfevazné v nadorovych bunkach
(melanocytech), ale mohou byt také exprimovany normalnimi melanocyty. Bunky
melanomu nejcastéji exprimuji pouze MHC tfidy 1. a neexprimuji molekuly MHC tiidy
I1. TAA nejsou schopny indukovat idealni cytotoxickou reakci T-lymfocytu a neaktivuji
tvorbu nadorové specifickych CD4" T-lymfocyti a protilatek (238,239). Rozpoznani
nadorovych neoantigenu je zprostiedkovano pomoci dendritickych bunék (dale jako DC,
anglicky: Dendritic Cell), které jako jedny z prvnich dosahuji nadoru a hraji klicovou roly
pfi iniciaci a regulaci vrozené i adaptivni imunity a po zpracovani antigenti asociovanych
s nadorem indukuji specifickou protinddorovou imunitni odpovéd’. Nadorové antigeny
jsou prezentovany na CD8" T-lymfocyty molekulami MHC I. tfidy a na CD4" T-
lymfocyty molekulami MHC II. tifidy. Aby se dosahlo silné protinadorové imunitni
odpovédi T-lymfocytl, musi byt prezentace antigenti i¢inn€ provadéna zralymi DC, které
mohou pfispivat k cytotoxické imunitni reakci aktivaci NK bunék (240). V nadorovém
mikroprostiedi jsou produkovany faktory (IL-8, IL-10, TGF-f1 a VEGF), které mohou
ovlivnit vyzravani DC ve snaze vyhnout se imunitni odpovédi (241). V idedlni situaci
vedou antigen prezentujici buniky k aktivaci efektorovych pamétovych T-lymfocyta v
lymfatickych uzlinach, které zprostfedkovavaji protinadorové ti€inky v misté nadoru. Po
rozpoznani antigenu prezentovaného antigen prezentujici bunikou napt. DC, je nutna plna
aktivace imunitniho systému nékolika kroky. Prvni signal zavisi na antigenu a je
predstavovan komplexem MHC |. tfidy nebo II. tfidy s prezentovanym peptidem, ktery
se vaze na receptor T-lymfocytt (dale jako TCR, anglicky: T-cell receptor). Nedostate¢né
prezentovany antigen na antigen prezentujicich bunikach nemize aktivovat T-lymfocyty
a vyvolat imunologickou cilenou odpovéd. Adhezni molekuly odpovédné za
mezibunééné spoje jsou schopny udrzet bunécné kontakty s podporou aktivace co
nejvétsiho poctu TCR receptord na T-lymfocytech. U metastatického melanomu byla

pozorovana riznorodost TCR receptorii, coz lze vysvétlit vybérem T-lymfocyta
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namifenych proti riiznym nadorovym antigenim nebo proti riznym epitoptim ze stejné¢ho
antigenu (242). Druhy signal aktivace imunitniho systému je na antigenu nezavisly a
aktivace vyzaduje specifickou interakci mezi receptory T-lymfocytt, jejich ligandu a
receptory antigen prezentujicich bun¢k (z rodiny CD28 / B7) (243). Tyto receptory jsou
dvou typi: ko-stimulanéni nebo ko-inhibi¢ni. Mnoho receptorovych ligandii se mize
vazat na vice receptori kazdého typu. Souhra mezi ko-stimula¢nimi receptory a jejich
ligandy zcela aktivuje T-lymfocyty a indukuje produkci nadorové specifickych
T-lymfocytd (244). Za normalnich podminek jsou ko-inhibi¢ni receptory PD-1, CTLA-4,
atenuator B- a T-lymfocyti (BTLA) a receptor TIM-3, znamé jako ,,imunitni kontrolni
(checkpoint) molekuly* a jejich ligandy PD-L1, PD-L2, CD80, CD86, herpesvirus
vstupni mediator (HVEM) a galektin 9. Tyto receptory a ligandy inhibuji aktivitu T-
lymfocytl a podileji se na udrZzovani imunitni tolerance, modulaci intenzity a trvani
imunitni odpovédi. Aktivace checkpoint inhibi¢nich receptori a jejich ligandu
nadorovymi bunikami je pomaha chranit pfed imunitnim Gtokem a umoznuje jim dale
proliferovat (242). Tteti moznosti aktivace T-lymfocytd pomoci antigen prezentujicich
bunck je aktivace zprostiedkovana také TNF a jejich receptory, prostfednictvim
ruznorodych cytokinti produkovanych v nadorovém mikroprostiedi (TGF-, IL-1, IL-10,
IL-12, IL-18) a pomoci molekul inhibujicich imunitu, jako jsou metabolické enzymy,
které ptipravuji lymfocyty o nezbytné aminokyseliny (indoleamin 2,3-dioxygenaza, IDO)
(150,245,246). Jedna se o molekuly prfedstavujici nové terapeutické cile
imunoonkologickeé terapie. Tyto prace poukazuji, ze imunitni systém muze modifikovat
interakce mezi ko-stimula¢nimi a ko-inhibi¢nimi signaly K potlac¢eni nadorového klonu,
ale potlaceni zprostiedkované aktivaci signalu od antigenu k imunitni odpovédi vsak
muize podporovat i progresi nidoru. Neoantigeny (TSA) vytvaii vysoce specifické CD8*
T-lymfocyty s protinadorovou odpovédi. TAA mohou indukovat nadoroveé specifické
CD8*, CD4" T-lymfocyty a specifické protilatky proti TAA (247). CD8" efektorové
T-lymfocyty (nebo cytotoxické T-lymfocyty) inhibuji nadorovou proliferaci, bud’
pfimym cytolytickym plisobenim na nadorové bunky nebo uvolnénim interferonu-y (dale
jako IFN-y, anglicky: interferon-y) a TNF-a, navic vyssi hladiny IFN-y jsou spojeny
s lepsi terapeutickou odpovédi na checkpoint inhibitory (248). Na zakladé rovnovahy
mezi ko-stimulaénimi a ko-inhibi¢nimi signaly z mikroprosttedi mohou navic CD8" T-
lymfocyty vykazovat rizné funkéni stavy (238). Ke stimulaci CD8" T-lymfocytl
napomahaji CD4" T-lymfocyty, které rozliSujeme ve ¢tyfech hlavnich typech a v rizném

stavu a poctu ve fyziologickych, ale i patologickych procesech. RozliSujeme Thi, Thy,
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Thy7 a Treg CD4™ T-lymfocyty. Thy a Th, lymfocyty pomahaji v protinadorové imunitni
odpovédi a stimulaci CD8" T-lymfocytii pomoci produkce fady mediatort jako je IFN-y,
TGF-p a IL-2 (249). Th1 mohou ucinné aktivovat i makrofagy a podileji se na vyzravani
DC, naproti tomu Thz odpovidaji za aktivaci eozinofilt (250). Thi7 lymfocyty maji dvé
antagonistické formy. VIivem nadorového mikroprostiedi se mohou transformovat na Thy
lymfocyty s protinadorovym efektem, zatimco jiné podminky piispivaji k transformaci
na regula¢ni T-lymfocyty a mohou podpofit nadorovou progresi (251). Regula¢ni
T-lymfocyty (CD25 / FoxP3 potlacujici T-lymfocyty, Treg) jsou podtypem T-lymfocyti,
které maji klicovou roli v prevenci autoimunitnich onemocnéni a prolomeni imunitni
tolerance. Jejich pfitomnost v mikroprostfedi nadoru vyznamné inhibuje protinddorové
imunitni odpovédi. Treg lymfocyty se aktivuji po rozpoznani TAA uvolnénych
z nekrotickych nadorovych bunék. Poté specificky potlacuji aktivaci efektorovych
T-lymfocytd specificky aktivovanych TAA a ucinnou destrukci nadorovych bunck
regulaci IL-10 a TGF-B (244,252,253). Krom¢ toho Treg lymfocyty mohou potlacovat
imunitni odpovéd’ ptisobenim na fadu i dalSich typt bunék imunitniho systému. Mezi
nimi jsou CD8" T-lymfocyty, NK buiiky, B-lymfocyty, ale i antigen prezentujici bufiky,
které mohou mit v aktivaci protinadorové imunitni odpovédi klicovy vliv (253). Existuje
jen malo studii o prognostické roli Treg v melanomu. Byla zaznamenana souvislost mezi
ptitomnosti infiltrace Treg lymfocytti s lokalni recidivou onemocnéni (LRS), rychlou
progresi melanomu, nebo vyssi mirou metastaz v sentinelové lymfatické uzling, ale
nebyla prokazana souvislost s hodnotou Breslowa nebo OS pacientti s melanomem (254—
256). Ukazuje se, ze pomér mezi ruiznymi podskupinami T-lymfocyti mize poskytovat
presngj$i informace o lokalni imunitni rovnovaze. Nejcastéji se pouZzivaji pomeéry
CD8'/FoxP3 tedy pomér (efektor/regulator) a pomér CD8/CD4* (efektor/pomocnik)
(257). Aby nadorové buiky zabranily imunitnimu utoku, potlacuji tumor specifické
efektorové CD8" T-lymfocyty a indukuji imunosupresivni vliv Treg lymfocyti, ¢imz
snizuji poméry CD8%/Treg. U pacientli 1é¢enych kombinaci checkpoint inhibitory se
pomér CD8"/Treg muze v disledku terapie zvysit a prispét k terapeutické odpovédi, ale i
ke zlepseni OS u pacientti s melanomem (258).

Dalsi vyznamnou komponentou jsou NK buiiky. Radime je mezi efektorové
buiiky vrozeného imunitniho systému a hraji zasadni roli v imunitnim dohledu proti
nadorovym buikdm. Nadorové buiikky pomahaji likvidovat, ale neaktivuji imunitni
dohled pomoci molekul MHC tiid. NK bunky se také ucastni regulace adaptivni imunitni

reakce interakcemi s DC, které aktivuji NK bunky a urcuji cytotoxickou imunitni
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odpovéd’ proti nadorovym buitkam. Nadorové buniky mohou pfekonat imunitni odpoveéd
zprostiedkovanou NK butikami, zvySenou expresi TGF-f, nizkou expresi TSA a TAA a
zvySenou expresi MHC molekul 1. t¥idy (238,241). Prognosticka role infiltrace NK bunék
v melanomu nebyla hodnocena, zda se vSak, Ze muze hrat roli v omezeni rozvoje
hematogennich metastaz (259).

B-lymfocyty predstavuji 15-20 % vsech TILS, jejich piesna role v nadorovém
mikroprostiedi a v protinadorové imunitni odpovédi neni piesné objasnéna. Vyraznéjsi
zastoupeni B-lymfocyti bylo pozorovano u melanomu s vys$si hodnotou Breslowa a bylo
spojeno i se snizenym rizikem tvorby vzdalenych metastaz a del§im ptezitim (260). Role
plazmatickych bunék je prostudovana jesté méné, ale objevuji se prace, které se této
problematice vénuji. Bosisio a jeho spolupracovnici nedavno zdokumentovali
signifikantn¢ hor$i pfeziti u pacienti se shluky plazmatickych bun€k Vv primarnich
melanomech ve srovnani s lepSim vysledkem v piipadech infiltratu ftidkych
plazmatickych bunck. Vétsina plazmatickych bunck byla polyklonalni a exprimovala
prevazné fetézce IgG a IgA (261).

Trvaléd interakce mezi nadorem a imunitnim systémem mize vést k eliminaci
malignich bunék S navozenim remise onemocnéni, rovnovaznému stavu ¢i naopak tniku
malignich bunék. Tento proces se v anglosaské literatuie oznacuje jako immunoediting.
Piechod mezi témito schopnostmi imunitniho systému je piimo dan stavem (ale i
»hastavenim®) imunitniho systému a aktivitou nadorovych bunék. Pokud mechanismy
vrozené i adaptivni imunity Gspé$né odstrani nadorové buiky, je eliminace nadorovych
bunék idealni a kone¢nou fazi , imunoeditingu“ (262). V nékterych ptipadech nelze
uéinné eliminovat vSechny nadorové buriky, ale imunitni systém je schopen alespon
potlacit jejich proliferaci natolik, ze dochazi k navozeni rovnovazného stavu. Latentni
nadorové buniky mohou zlstat v klidovém stavu po rizna ¢asova obdobi (263). Nadorové
buiikky vcetné¢ bunék melanomu se mohou pasivné vyhybat nebo aktivné potlacit

protinddorovou imunitni odpovéd’ prostrednictvim nékolika mechanismii:

)} snizenim tvorby (downregulaci) TAA,

i) vyvolanim vycerpani T-lymfocyti zvySenou expozici TSA;

iii) nizkou expresi molekul MHC I. tiidy;

iv) snahou vyhnout se rozpoznavani NK buiikami a schopnosti snizit jejich
cytolytickou aktivitu;

V) zabranénim indukce apoptozy T-lymfocyti vazbou ligandti Fas-Fas;
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vi) schopnosti aktivace Treg lymfocytu;

vii)  produkci inhibi¢nich signalnich molekul se schopnosti navodit
imunologickou toleranci;

viii)  zesilenou expresi imunitnich kontrolnich (checkpoint) proteinut, které je

chrani pred Gtokem T-lymfocyti nebo makrofagt (238,263).

Vyse zdokumentované postupy poukazuji na komplexni schopnosti nadorovych
bunék unikat imunologickym mechanismim, které by vedly ke zni¢eni nadorového klonu

(dale kapitola 5.2.).

4.3.3. Nadorové asociované makrofagy, TAMs

Nadoroveé asociované makrofagy (TAMS) jsou heterogenni skupinou bunék se
schopnosti prezentovat na svém povrchu antigeny a predstavuji jednu z dominantnich
slozek imunitniho systému, ktera infiltruje a vyznamné modifikuje nadorové
mikroprostiedi. Nachazeji se ve vSech stadiich solidnich nadord véetné melanomu (264).
Na zaklad€ riznorodé signalizace z mikroprostiedi nadoru (ale i na podklad¢ infekénich
faktort, ¢i na podkladé¢ lécebnych modalit) mohou makrofagy mit antagonistické funkéni
vlastnosti a mohou plasticky podstupovat reprogramovani do polarizovaného fenotypu
(265). Makrofagy Ize detekovat ve dvou fenotypovych variantach, a to Mi makrofagy,
tzv. klasicky typ, které maji vyznamné antigen prezentujici vlastnosti, mohou produkovat
Th1 cytokiny a pusobit protinadorové. Makrofagy M2 maji nizkou schopnost prezentovat
antigen, navic inhibuji aktivitu CD8" T-lymfocytii a NK bunék, stimuluji pfechod na Th;
lymfocyty, podporuji regulaci Treg lymfocyti a migraci nadorovych bunék
(174,264,266). Béhem rustu a progrese nadoru, vlivem jak nadorovych bungk, tak i
nadorového mikroprostiedi, Se makrofagy méni z fenotypu M1 na M (241). Falleni a jeho
spolupracovnici dokumentovali zastoupeni Mi a Mz makrofagh v 94 primarnich
melanomech stadia |-V a provedli podrobnou klinicko-patologickou korelaci téchto
nalezli. M1 makrofagy byly charakterizovany ko-expresi CD68 a MRP8-14, zatimco M2
makrofagy exprimovaly CD163 nebo CD204 markery. Jiz v melanomech s nizsi
hodnotou Breslowa byly vyraznéji zastoupeny TAMs fenotypu M2 nez Mi. Navic
infiltrace melanomit M2 makrofagy stoupala pfi progresi onemocnéni a lze predpokladat,
ze mohou i cilené podporovat progresi melanomu. Tato pozorovani podporuje i statisticky

dolozena hors$i prognéza pacientti s melanomem s vys$S§im intratumor6znim infiltratem
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M2 makrofagi. Dalsim vysledkem této studie je dukaz, ze k pfeméné M1 makrofagt na
M2 dochazi jiz v ranych stadiich melanomu (266). V jiné studii byla prokazana korelace
mezi hustotou infiltrace TAMs v melanomu a hodnotou Breslowa a navic pfitomnou
povrchovou ulceraci. V tomto piipadé ale nebyla prokazana zadna vyznamna korelace
s OS u pacienti s melanomem (267).

Monocyty ziskané zkrevniho obéhu se diferencuji na tkanové makrofagy
faktorem stimulujicim kolonie makrofagt (dale jako M-CSF, anglicky: Macrophage
Colony-Stimulating Factor) a jsou aktivovany nékolika cytokiny, jako je IFN-y, IL-4 a
IL-13 a nésledné méni svij fenotyp, dle impulz z nadorového mikroprostiedi, s cilem
podpotit nadorovy klon. U melanomovych bunék B16 bylo vin vivo modelovani
prokazano pfi cilené blokaci M-CSF receptoru kratkou interferujici RNA anti-CSF
(siCD115), Ze nasledné muze dochazet ke zméné a modifikovani komplexni funkce TILs
a k potlaceni rustu bunék melanomu (268). V dalsim zpusobu aktivace se uplatiiuje
produkce interferonu a to IFN typu I (IFN-a, IFN-B) a IFN typu II (IFN-y), které
vyznamné moduluji produkci chemokini z TAMS, coz naznacuje, Ze tyto cytokiny
mohou byt odpovédné za repolarizaci TAMs u melanomu (269). Nadorové stromalni
faktory, jako je ligand rozpustného receptorového aktivatoru nuklearniho faktoru kappa-
B (dale jako RANKL, anglicky: Receptor Activator of Nuclear factor Kappa-B Ligand)
produkovany nadorovymi buiikami, je dalsim moznym stimulaénim mechanismem, ktery
aktivuje zralé makrofagy M2 k produkci fady chemokind a cytokind. Ty nasledné aktivuji
Treg a Thy lymfocyty, coz vede k podpote pro-nadorového mikroprostiedi (269,270).

Rada chemokint, ale i jinych bioaktivnich molekul, hraje vyznamnou roli pii
urovani profili a chovani TILS v mikroprostfedi nadoru. Podobné tomu tak je pfti
produkeci téchto molekul TAMs, které jsou jednou z vyznamnych sou€asti nadorového
stromatu melanomu. Nadorové melanocyty, které za urCitych podminek exprimuji
periostin stimuluji CD163" makrofagy (M2) k produkci specifickych cytokini, jako je
CCL17 a CCL22. Tyto cytokiny stimuluji Treg lymfocyty a podporuji nadorovou
progresi.  Imunomodula¢ni vliv TAMs muze byt potlacen napf. INF-B nebo
imiquimodem, podobné¢ i sniZeni a potlaceni exprese CCL22 muze byt navozeno celou
fadou 1éciv, jako jsou bé€zna chemoterapeutika pouzivana v 1€¢bé melanomu po tfadu let
(dakarbazin, vinkristin, cykloplatina) (269,271,272). Dalsi studie uvadi, ze fada
chemokinti produkovanych TAMs (CCL17, CXCL10, CCL4 a IL-8), které mohou byt
ptitomné nejen v nadorovém mikroprostiedi, ale i napf. v mozkomisnim moku, mohou

potencovat tvorbu mozkovych metastaz (273).
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TAMs hraji vyznamnou roli i V imunosupresivnim u¢inku a imunologické
toleranci. Tato funkce je zprostfedkovana predevsim prostiednictvim exprese PD-L1,
ktera je nezbytna pro antigen-specifickou toleranci. Exprese PD-L1 na TAMS je zvySena
autokrinni produkci 1L-10 z My polarizovanych TAMS stimulovanych specifickymi
nadorovymi antigeny, navic pokles exprese IL-10 v prekurzorovych myeloidnich
supresorovych bunkach vedla ke snizeni regulace exprese PD-L1 v my§im melanomovém
modelu (274,275). Tyto prace poukazuji na vyznam exprese IL-10, ktery zvySuje expresi
PD-L1 na TAMSs, coz vyvolava obranné imunosupresivni chovani v mikroprostiedi
melanomu. Imunomodula¢ni efekt TAMs podporuje i prace, ktera dokumentuje obdobné
ucinky ipilimumabu (anti-CTLA-4) na granulocytové prekurzory myeloidnich
supresorovych  bunék, Snaslednou podporou Treg Ilymfocyti a posilenim
imunosupresivnich funkci TAMs (276). Pii komplexnim pohledu na nadorové
mikroprostiedi jsou pomérné vyznamné prace poukazujici na vliv protinadorové 1é¢ebné
modality na ovlivnéni TAMs. Pii cilené terapii BRAF inhibitorem dabrafenibem byl
prokazan narist TAMs a Treg lymfocyti ve stromatu melanomu a naopak doslo k jejich
poklesu piidanim MEK inhibitoru trametinibu K terapii, coz podporuje mozny synergicky
efekt v ptipadné kombinaci checkpoint inhibitorti a cilené terapie (277). V dalsi praci
vénované efektu soucasné terapie popsal Gordon a jeho kolegové, Ze inhibice PD-1/PD-
L1 v in vivo modelu potencovala fagocytdozu makrofagi a navic byl potlacen rtst nadoru
s podporou piezivani makrofagl (278). Samotna exprese PD-L1 v TAMSs ve stromatu
melanomu mtize byt patrna dlouhodobé¢ i 2 mésice po podani anti-PD-1 protilatek a miize
korelovat s terapeutickou odpovédi na checkpoint inhibitory (279).

Vyznam TAMs v nadorovém mikroprostiedi potvrzuji prace popisujici vliv na
produkci angiogennich faktord, jako je VEGF, PDGF a TGF-B a expresi MMP
k potencovani neovaskularizace (270,280). Linde a jeho spolupracovnici poukazuji na
korelaci exprese VEGF-A a vys$siho zastoupeni TAMs vnadoru diky podpote
neovaskularizace v in vivo nadorovém mysim modelu (280). Dalsi prace dokumentuje
moznou inhibici drahy receptoru VEGF, ktera inhibuje polarizaci M2 makrofagt, coz
vede ke snizené hustoté cév a naslednému snizeni ristu nadoru u mysiho modelu sarkomu
(MCAZ205) (281). Krom¢ toho nedavno Yamada a jeho spolupracovnici ovéfili, Ze
exprese MGF-E8 na mezenchymalnich stromalnich buiikédch hraje klicovou roli pfi
indukci polarizace makrofagt v Mz fenotyp, coz vede k potlaceni ristu nadoru snizenim
exprese VEGF v TAMs v melanomovém B16F10 modelu (282). Tyto studie dokazuji

vyznam VEGF, produkovaného makrofagy s M2 fenotypem, pii podpote rustu a Sifeni
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melanomu. 1 samotné melanomové bunky jsou schopny aktivaci osteopontinové
signalizace potencovat ,,nabor* makrofagi. Nasledna sekrece prostaglandinu E2 a MMP-
9 z TAMs piispiva k angiogenezi a progresi melanomu (283). Pti formovani nadorového
mikroprostiedi TAMS produkuji chemokiny, které¢ pfimo chemotakticky ptitahuji bunky
imunitniho systému do mikroprostfedi nadoru. TAMs produkuji ale i cytokiny, které
stimuluji dalsi stromalni buiky, jako jsou CAFs, k produkci chemoaktivnich molekul.
Jednim z cytokinu je IL-1B, ktery stimuluje fibroblasty k nasledné produkci receptoru
beta pro IL-8 (dale jako CXCR2, anglicky: Interleukin 8 receptor, beta). CXCR2
potencuje aktivaci a vyzravani makrofagi, navic jeho blokovani (anti-CD115 protilatkou)
inhibuje rist melanomovych bunék a potencuje vycCerpani nezralych makrofagh
(284,285).

Vyse zdokumentované vlastnosti TAMs dokazuji jejich vyznamny podil na
formovani komplexniho nadorového mikroprostiedi melanomu, ale i jinych nadort.
TAMs pravdépodobné slouzi v nadorovém mikroprostfedi jako urcity reguldtor
ptirozené¢ho imunosupresivniho chovani nadoru, ale nejspi§ maji i schopnost vyznamné
ovliviiovat komplexnost nadorového stromatu véetné podpory neoangiogeneze ¢i funkce
CAFs. Cela fada praci popisujicich funkce TAMs v biologii melanomu v nich vidi mozny
terapeuticky cil pro blokovani vyznamné komponenty nadorového mikroprostredi (271).

Vyse popsané prace v této kapitole ukazuji komplexnost jednotlivych soucasti
nadorového mikroprostiedi melanomu, nésledujici schéma je jednoduchym znazornénim

této problematiky (Obr.10).
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IL-8, CXCL-1, FGF-2, VEGF-A

Keratinocyty Nddorové
melanocyty

Obr. 10: Schéma znazoriiuje vzajemné provazani nadorového mikroprostiedi
melanomu. Vliv nadorovych melanocyta (resp. vliv IL-8, CXCL-1, FGF-2, VEGF-A) na

okolni keratinocyty byl prokdzan ve vlastnim experimentu (45).

5. Nadorova rezistence a nadorové biomarkery melanomu

Soudoba lécebna schémata metastazujictho melanomu (cilend 1écba BRAF a
MEK inhibitory, 1é¢ba checkpoint inhibitory) pfinesla obrovsky pokrok do 1écby
melanomu a zlepseni PFS i OS pacienti s metastatickym postizenim. Navzdory témto
pokroktim je ale fada pacientil, ktefi z téchto 1écebnych modalit neprofituji a pomérné
zahy (i ptes prvotni terapeutickou odpoveéd’) se u nich rozviji nddorova rezistence (ziskana
rezistence). U nekterych pacientti neni dokonce terapeuticka odpovéd’ patrna vibec, tento
stav pak oznacujeme jako primarni rezistenci, i kdyZ tento termin v biologii melanomu a
hodnoceni terapeutické odpovédi nebyl naplno ustalen (286). Prohlubujici se znalosti
z dlouhodobych klinickych sledovani nas privadéji ke studiu vzniku nadorové rezistence,

ktera predstavuje pomérné zna¢nou zatéz pro pacienty a cely zdravotnicky systému.

57



5.1.Rezistence melanomu na cilenou lé¢bu BRAF a MEK inhibitory

Cilena terapiec BRAF a MEK inhibitory je jiz standardnim pilifem terapie
metastazujiciho melanomu, kterd se opira 0 zkusenosti S touto formou 1é¢by z poslednich
deseti let. Poznatky vychazeji z n€kolika multicentrickych studii, kde byla prokazana
terapeuticka odpovéd’ a signifikantni prodlouzeni OS a PFS jak pii pouziti samotnych
BRAF inhibitort (vemurafenib, dabrafenib, encorafenib), tak zejména v jejich kombinaci
s MEK inhibitory (trametinib, cobimetinib, binimetinib, solumetinib ) (110,117,287).
Pravé zavedenim kombinované terapie BRAF a MEK inhibitory doslo k prodlouzeni PFS
a OS a byla tak vyznamné oddélena doba, kdy dochazi ke vzniku nadorové (ziskané)
rezistence (115,116). Na vzniku nadorové rezistence na cilenou 1é¢bu se podili cela fada
faktordi, které lze rozdé¢lit na faktory epigenetické, genetické a vliv nadorového

mikroprostiedi. Problematiku shrnuje obr. 11.
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Obr. 11.: Vliv cilené terapie BRAF a MEK inhibitord na MAP kindzovou signalizaci
s vyznaCenim zakladnich mechanismt vzniku nadorové rezistence na cilenou terapii,
vcetné alternativni signalizace PI3K/AKT/mTOR. Obrdazek modifikovan dle puvodni
publikace: Kodet O. Mechanismy rezistence na cilenou lécbu u maligniho melanomu.
Onkol. Revue. 2020; 7(2):1-6.

5.1.1. Epigenetické zmény ovliviiujici mechanismy rezistence

Epigenetické a transkriptomické zmény se podileji az ve 40 % na vzniku
rezistence pii cilené terapii (288). MAP kindzova signalizaéni kaskada
(RAS/RAF/MEK/ERK) je aktivovana raznorodymi ligandy vazbou na extracelularni
doménu. Za fyziologickych podminek je tato signalizace fizena zpétnovazebnymi
mechanismy, které jsou u BRAF mutovanych nadori vyznamné potlaceny a tim dochazi
k dysregulaci této signalizace. Mechanismus zpétné vazby je zajistén n€kolika proteiny,
jako je protein SPRY a SPRED, které souvisi s doménou EVHI1. Tyto proteiny jsou
aktivovany ERK1/2 kindzami, které plisobi jako represory RAS a RAF proteini v MAP
kinazové intracelularni signalizaci (289). V pfipadé trvalé aktivace MAP kinazové
signalizace u BRAF mutovanych melanomt jsou tyto zpétnovazebné proteiny Sice také
aktivovany, ale samotna regulace je vyznamné¢ alterovadna, k potlaceni zpétné vazby
dochazi az pfi cilené inhibici BRAF a MEK inhibitory. Mechanismus je pomérné slozity,
ale ukazuje se, ze aktivace MAP kinazové signalizace u BRAF mutovanych melanomu
je nezavisla na aktivaci proteinu RAS. Mozna cilena terapie BRAF inhibitory inhibuje
monomery RAF a zpétnou signalizaci ERK kinaz, a nasledné tedy zpusobuje 1 sniZeni
zpétné vazby a reaktivaci MAP kinazové signalizace vazbou na riiznorodé ligandy (286).
Jednim z nejvice diskutovanych aktivatorit MAP kinazové signalizace je receptor pro
epidermalni rastovy faktor (dale jako EGFR, anglicky: Epidermal Growth Factor
Receptor) a receptor pro fibroblastovy ristovy faktor (dale jako FGFR, anglicky:
Fibroblast Growth Factor Receptor), které jsou aktivovany pravé pod vlivem BRAF
inhibitord a jsou schopny se vazat na extracelularni ligandy (290). Proteiny odpovédné
za aktivaci MAP kinazy prostfednictvim EGFR signalizace (aktivace prostiednictvim
RAS proteinu) se oznacuji jako SPRED1 a SPRED2 a ptedstavuji zajimavy cil
k terapeutickému piekonani nadorové rezistence (87,290). Na vztah mezi expresi EGFR

a cilenou terapii BRAF inhibitory poukazuji studie na BRAF V600E pozitivnich
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kolorektalnich karcinomech (5-8% vsech kolorektalnich karcinomtt), kde exprese EGFR
je odpovédéna za vyznamné snizeni G¢innosti nebo jeji selhani ¢i neucinnost (291).
V biologii melanomu byla prokazana souvislost s expresi transkripéniho faktoru SOX10
(SRY-box 10), ktery funguje jako negativni regulator exprese EGFR. Melanomové buniky
s nizkou expresi SOX10 (a nasledné vysokou expresi EGFR) vykazuji zvySenou
rezistenci na BRAF inhibitory (292). Podobn¢ jako EGFR maji vyznamnou funkci
receptory ristového faktoru odvozeného z desti¢ek (dale jako PDGFR, anglicky: Platelet-
Derived Growth Factor Receptor) A a B, které se podili na rezistenci vi¢éi BRAF
inhibitoram interakcemi se sonic hedgehog (SHH) signalizaci. SHH signalizace je
odpovédna za bunécnou proliferaci v nékterych typech nadort jako je napi. bazocelularni
karcinom kuZe S moznosti cilené terapie vismodegibem (293). Signalizace SHH
potencuje a aktivuje expresi proteinu Glil, ktera je u BRAF V600E mutovanych
melanomui potlacena. BRAF inhibitory naopak indukuji expresi tohoto transkripéniho
faktoru Glil a nasledné aktivuji SHH signalizaci a tim i bunéfnou proliferaci.
Transkripéni faktor Glil podporuje i expresi PDGFR-A s dals$i zvySenou signalizaci
smérem k celé MAP kinazové draze, navic i s priukazem krat$iho intervalu PFS (294).
Tyto mechanismy rezistence podporuji vysledky praci S pouzitim inhibitora SHH
signalizace (pomoci LDE-255) a cilenou inhibici PDGFR-A s pouzitim sunitinibu
(kinazovy inhibitor PDGFR a VEGFR), které navozuji opétovnou citlivost nadorovych
melanocyti na BRAF inhibitory (294-296). Uvedené studie demonstruji mozné lécebné
kombinace pouzitelné pro pirekonani mechanismi rezistence na terapii BRAF inhibitory.

Cilena lécba pomoci BRAF a MEK inhibitort vede ke zvySené aktivit¢ RAS
kinazy, ta nasledné aktivuje signalizacni drahu PI3K/AKT/mTOR, ktera je také
odpovédna za bunécnou proliferaci a predstavuje alternativni bunéénou signalizaci vedle
MAP kinazové drahy (297,298). Vyznamnym aktivatorem PI3K/AKT/mTOR
signalizace, ktera je prirozenym supresorem PI3K kinazy je mutace genu PTEN. Tato
mutace muze byt spojena i s mutacemi BRAF V600E, ale nebyla popsana s mutacemi
RAS genu (NRAS mutace) (298). Ztrata PTEN genu vede ke snizené apoptotické odezvé
na BRAF inhibitory. Pacienti s BRAF V600E mutovanym melanomem, Iéceni
dabrafenibem a navic s ptitomnou mutaci PTEN genu maji kratsi PFS i OS a zvysené
riziko metastatického postizeni CNS (299).

Dalsi mechanismus rezistence na cilenou terapii je zaméfen na aktivitu MITF.
MITF je vyznamnym faktorem pfi diferenciaci, proliferaci a pfezivani melanocytt. Byla

prokazana jeho snizena exprese v melanomovych bunkach s mutaci BRAF V600E a
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naopak Vv piipadé vyssi exprese MITF je inhibovana proliferace v téchto mutovanych
melanocytech (300). Samotna exprese MITF dokazuje nadorovou plasticitu melanocyti
a schopnost regulovat proliferaci a diferenciaci ve vztahu k zevnim podminkam (300).
Proteiny, které mohou ovlivnit expresi MITF a tim byt odpovédné za regulace
diferenciace a proliferace, jsou napt. protein CREB (CAMP response element-binding
protein) vazany na melanocyty stimulujici hormon (dale jako MSH, anglicky:
Melanocyte-Stimulating Hormone) nebo jiz diskutovany transkripéni faktor SOX10.
Zmény exprese téchto proteind jsou pozorovany pii vzniku rezistence na BRAF
inhibitory, i kdyz protein CREB snizuje expresi MITF a naopak SOX10 ji mize zvysit
(301). Vyse popsané mechanismy dokladaji slozitost a vzajemnou provazanost
bunécénych déja, které vedou k rezistenci na cilenou 1é€bu a které predstavuji soudoby

problém 1é¢by pacientt cilenou terapii BRAF a MEK inhibitory.

5.1.2. Genetické pri€iny rezistence na cilenou lé¢bu

Genetické piiciny rezistence piedstavuji vyznamny podil jak primarni, tak i
ziskané rezistence. Mezi ziskané mechanismy patfi mutace v NRAS genu, ktera je
Vv melanomu piitomna asi v 8-25 % a mutace genu MAP2K (302). Diky (v pfedchozi
kapitole 5.1.1.) popsanym mechanismim zpétné vazby, a predevs§im i pozorované toxicité
klinicky testovanych 1é¢iv, je obtizné dosahnout tplné farmakologické inhibice NRAS
proteinu. V dosavadnich studiich nebylo dosazeno Klinicky tak jednoznaéné ucinné
terapie NRAS mutovanych melanomi jako Vv pfipadé melanomu s BRAF mutaci (303).
Jednou z moznosti je terapie MEK inhibitory, napt. binimetinibem, ktera prokazala
signifikantné lepsi PFS oproti chemoterapii ve studii NEMO pfi kratkodobém sledovani.
V této studii byl median PFS 2,8 mésice (95 % CI 2,8-3,6) ve skuping s binimetinibem a
1,5 mésice (96 % CI 1,5-1,7) ve skupiné¢ s dakarbazinem (HR 0,62 [95 % CI 0,47-0,80];
p<0,001) (304).

S kinazovou aktivitou RAS je spojeny C3 botulotoxinovy substrat 1 (dale jako
RAC1, anglicky: Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1), ktery se podili na
ruznorodych bunéénych pochodech vcetné bunécné diferenciace, syntézy proteint,
migrace a bunécné adheze (305). Navic mutace RAC1 (P29S), ktera byla zjisténa u 9,2
% primarnich melanomu v solarni lokalizaci, je spojena se zvysenou proliferaci a migraci

nadorovych melanocytti (306). Cilena terapie MEK inhibitory a RAC1 inhibitory by
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mohla predstavovat moznou formu cilené 1écby u pacientii s melanomem, ktefi maji
ptitomny obé mutace (306). Na inhibici aktivace RAS signalizace se podili i protein-1
neurofibromatézy (NF-1), jehoz ztrata funkce vede k nepietrzité aktivaci RAS proteinu S
naslednou aktivaci celé MAP kindzové signalizace, ale i PI3K/AKT/mTOR signalizaci.
Predevsim alternativni aktivace PI3K/AKT/mTOR signalizace navozuje rezistenci vici
cilené terapii BRAF a MEK inhibitory (297,302).

Gen CDKN2A, jehoz hereditarni mutace je odpovédna za familiarni melanom, je
zasadni pro expresi a funkci proteinu p16 a p14ARF. Protein p16 piimo inhibuje proteiny
CDK; a CDKeg a nasledn¢ podporuje i expresi retinoblastomového proteinu (RB1).
Protein pl4ARF aktivuje tumor supresorovy gen TP53 (307). U pacienti 1é¢enych
dabrafenibem ve studii GSK byla prokazana korelace nizsiho poétu kopii CDKN2A a
snizeni PFS (P = 0,012). Dalsi gen CCNDI1 koduje protein cyklin-D1 a podili se na
pfechodu bunééného cyklu z fdze Gi do faze S a nepfimo tak ovliviluje bunécnou
proliferaci. Vyssi pocet kopii genu CCND1 byl spojen s horsi prognézou PFS a OS (308).
Navzdory tomu, Ze mechanismy pisobeni nékterych gent a jejich role nejsou v rezistenci
na cilenou terapii pfesné znamé, se piedpoklada, Ze napf. alterace v genu MAP3KS8, ktery
koduje protein kinazu odpovédnou za aktivaci ERK 1/2 kinazy, se pravdépodobné muize
podilet na rezistenci na cilenou terapii. Pii této mutaci dochazi k ptimé aktivaci ERK
kinaz a de facto zkraceni celé MAP kinazové signalizace (286).

Zdokumentované genetické alterace predstavuji zasadni a obtizné ptekonatelné
mechanismy rezistence. Studium téchto mechanismi je dulezité k pochopeni
jednotlivych patogennich mutaci a celé bunééné MAP kinazové signalizace. Jejich
zkoumani muze byt i ptinosem pii vyvoji novych 1é¢iv (kinazovych inhibitori), Ktera by

byla schopna alespon nékteré tyto mechanismy piekonat.

5.1.3. Vliv nadorového mikroprostiedi na vznik rezistence

Nadorové mikroprosttedi, kterému je veénovana v nadorové biologii velka
pozornost, se mize vyznamné podilet na vzniku nadorové rezistence na cilenou terapii
BRAF a MEK inhibitory. Tato problematika byla jiz diskutovana v kapitole vénované
CAFs (4.3.1.) a TILs (4.3.2.) Pomérn¢ zasadni je skute¢nost, ze nadorové buiiky samotné,
ale i pod vlivem lé¢iv, mohou vyznamné ovliviiovat a modifikovat vlastni nadorové
mikroprostiedi, a to jak nenddorové bunky, které tvoii nddorové stroma, tak i nebunééné

komponenty tvorici ECM. Takto modifikované nadorové mikroprostiedi miize vyznamné
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potencovat nadorové bunky a do jisté miry se jednd o pomérné zasadni nevyzadanou
nepiimou stimulaci nadoru.

Studium nadorového mikroprosttedi u BRAF V600E pozitivnich melanomu
poukazuje na fakt, ze i kdyZz dochazi k GspéSné inhibici proliferace nadorovych
melanocytd potlacenim MAP kindzové signalizace cilenou 1écbou, V ostatnich
nenadorovych stromalnich buiikdch mutze byt navozen fenotyp senescence, ktery
predstavuje typicky zvySenou expresi lysozomalni tzv. se senescenci-asociované [-
galaktosidazy (dale jako SA B-gal, anglicky: Senescence Associated beta galactosidase)
(309). V dalsi praci byl popsan vliv senescentnich nadorovych melanocyti na zvySenou
expresi MMP-2 a naslednou zvysenou proliferaci a migraci téchto melanocyti.
Senescentni melanocyty vykazuji i zvySenou regulci exprese chemokinového (C-C motif)
ligandu 2 (dale jako CCL2, anglicky: Chemokine (C-C motif) Ligand 2). CCL2 podporuje
aktivaci PARP-1/NF-kB signaliza¢ni drahy, ktera muze podporovat v nadorovych
melanocytech invazivni a pfedev§im prometastaticky fenotyp (310,311).

Jednim z dal$ich zdokumentovanych mechanismi jsou zmény pti aktivaci jiz
zminéné PIBK/AKT/mTOR signalizace, ktera je jednou z hlavnich signaliza¢nich cest
obchazejici MAP kinazovou drahu. Bylo prok4zdno, Ze vemurafenib pii inhibici
nadorovych melanocytt snizoval expresi FRA1 (kédovany genem FOSL1), jednoho ze
¢lenti komplexu transkripéniho faktoru aktivatorového proteinu 1 a pfedevS§im soucést
efektorovych cest MAP kinazové signalizace (312). Snizena exprese FRAL v disledku
terapie BRAF inhibitory vedla k expresi inzulinu podobného rstového faktoru 1 (dale
jako IGF-1, anglicky: Insuline Growth Factor 1) a EGF. Tyto ristové faktory mohou
pomérné snadno aktivovat pies své receptory proteinovou kindzu RAS a nésledné i celou
alternativni signalizaci PI3K/AKT/mTOR. Vedle zvy$ené exprese IGF-1 u melanomi
vystavenych BRAF inhibitoriim byla navic prokazana snizena hladina IGFBP-3 (IGF
vazici protein 3), ktery se za normalnich podminek vaze na IGF-1 a tim blokuje i jeho
vazbu na IGF receptor (217,218). Z pohledu prace nasi laboratote (pracovni skupina prof.
Smetany, Anatomicky ustav 1. LF UK) jsou zajimavé i prace popisujici roli CAFs na
vzniku rezistence na cilenou 1é¢bu. Nadorové melanocyty jsou schopny pod vlivem
BRAF inhibitori produkovat v ruzné mife TGF-B, ktery podporuje diferenciaci
fibroblast v myofibroblasty. Stimulované fibroblasty a CAFs se nasledné podileji na
zménach nadorového mikroprostiedi a vzniku nadorové rezistence (kapitola 4.3.1., 8.2.4.)
(217,218). Pritomnost myofibroblasti v§ak byla pozorovana u pacienta léceného BRAF

inhibitory i v izolatu odebraném ze vzdaleného mista bez nadorového postizeni. Muze se
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tedy jednat az 0 parakrinni efekt, ktery ovliviiuje pacienta nejen na lokalni, ale i

systémové urovni (186).

7 rwe

5.1.4. Imunomodula¢ni Gcinek cilené terapie

Pomérné zajimavy je imunomodulacni efekt BRAF a MEK inhibitort, ktery je
popsan V nékterych preklinickych, ale i klinickych studiich, které poukazuji na nizkou
infiltraci T-lymfocytd u BRAF V600E mutovanych melanomd. Navic byla prokazana i
vyss§i hladina imunosupresivnich faktort,, které se podileji na ochrané nadorovych
melanocytd pred aktivitou imunitniho systému (313-315). Kombinovana terapie BRAF
a MEK inhibitory mtze navodit zmény v imunologickém chovani melanomu, ktera
v disledku vede k piekonani pomérné zasadni imunologické tolerance nadoru (316).
Wilmott a jeho kolegové nalezli ptekvapivé vyssi zanétlivy infiltrat TILS v biopsiich z
melanomi odebranych jiz po tydnu 1é€by BRAF inhibitory ve srovnani s ptivodni biopsii
ze stejnych lozisek pfed zahédjenim terapie. Navic byl prokazan vyss§i peritumordzni
infiltrat CD8" T-lymfocytt, ktery koreloval i s redukei nddorové tkané pii terapii BRAF
inhibitory (308). Redukce nadorové tkané pii cilené terapii je spojena s apoptdzou a
nekrézou nadorovych bun€k a naslednym uvolnénim nadorovych neoantigent, které
mohou u¢inné stimulovat funkce imunitniho systému V protinadorové imunitni odpovédi.
Vedle uvolnéni antigent jako jsou Melan-A/MART-1, glykoprotein-100 (gp100), nebo
protein souvisejici s tyrozindzou 1 a 2, dochézi k zvySeni sérovych hladin cytokinti INF-
Y, TNF-a a snizeni hladiny imunosupresivnich cytokinti a chemokind IL-8 a IL-6
(316,317). Tyto poznatky vedou k uvaze ohledné pouziti kombinace cilené terapie a
imunoterapie checkpoint inhibitory. Bohuzel se ukazuje, ze efekt stimulujici imunitni
systém pfi pouZiti cilené terapie se s délkou 1é€by neprohlubuje, ale naopak snizuje. To
ukazuji prace srovnavajici 1é¢bu BRAF a MEK inhibitory, kde pacienti 1éceni
kombinovanou cilenou terapii pii progresi méli v bioptickych vzorcich niZsi infiltrat
CD8" T-lymfocyti ve srovnani se vzorky pacientti 1é¢enych anti-PD-1 terapii (318).
Jednoznacny mechanismus neni pfesné znam, ale zvazuje se role nedostatecné imunitni
odpovédi v dasledku snizené exprese antigend diferenciace melanocytd (tyrozinaza,
melan-A/MART-1 a CSPG4) (319). Tyto studie by mohly vést i k lepSimu nacasovani
kombinace cilené terapie a imunoterapie S navaznosti na obdobi nejvétsi imunitni

aktivace. Moznost kombinace cilené terapie a terapie checkpoint inhibitory podporuje i
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detekce vyssi exprese PD-L1 v melanomech po cilené terapii. Na druhé stran¢ ale dochazi
k aktivaci signalizace c-Jun a STATS3, ktera se muze podilet na imunitn¢ zprostfedkované
rezistenci na terapii BRAF inhibitory (320).

I kdyz se zda, ze imunoterapie checkpoint inhibitory je idealni formou 1é¢by po
selhani cilené terapie, jednoznacny efekt nemusi byt vzdy patrny, a piedev$im dostate¢né
predikovatelny. To je dano horSim celkovym stavem pacienta a casto i vys$i mirou
generalizace onemocnéni po selhani jedné 1é¢ebné modality. Tyto poznatky a hypotézy
lze opfit i o posledni vysledky studie CPDR (COMBI-i) s kombinaci BRAF a MEK
inhibitord a terapie anti-PD-1 spartalizumabem, kde piekvapivé nebylo potvrzeno
signifikantniho prodlouzeni PFS oproti kombinaci cilené terapie s placebem (120).
Kriticky je nutné dodat, Ze samotny spartalizumab (na rozdil od nivolumabu a
pembrolizumabu) nebyl testovan v monoterapii u metastazujiciho melanomu a jeho efekt

je tedy jen odhadovan dle zkusenosti s anti-PD-1 protilatkami v terapii melanomu.

5.2.Nadorova rezistence na imunoterapii

Imunoterapie melanomu pomoci checkpoint inhibitort je zakladnim pilifem jak
1éEby metastazujiciho melanomu, tak 1 1écby adjuvantni, pfipadné v soucasné dobé¢ se
rozvijejici i 1écby neoadjuvantni. Velkou vyhodou imunoterapie je dlouhodoba
terapeutickd odpovéd a moZnost pouziti této terapie i u pacientl, ktefi nevykazuji
nadorovou mutaci v genu BRAF. Pomérné zdsadni nevyhodou je vyrazné niz$i pocet
terapeutickych odpovédi nez u pacientd léCenych cilenou terapii BRAF a MEK
inhibitory, poptipad¢ i pomalejsi nastup efektu terapie, kdy je nékdy obtizné rozhodnout
o mozném dal$im pokracovani 1é€by. Terapeuticka odpovéd’ se v n€kterych piipadech
muze skryvat i za uvodni progresi onemocnéni, kdy tento stav oznacujeme jako tzv.
pseudoprogresi onemocnéni. V nékterych ptipadech je Givodni progrese vyrazna a tento
stav je nové oznaCovana jako hyperprogrese (321). I kdyz tyto terminy nemaji pfesnou
definici, charakterizuji doposud ne zcela pochopené mechanismy terapeutické odpovédi,
¢i jejiho selhani. Podobné jako u cilené terapie mizeme rozlisit primarni formu rezistence

a sekundarni neboli ziskanou formu rezistence na checkpoint inhibitory (322).
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5.2.1. Primarni rezistence na checkpoint inhibitory

Primarni rezistence piedstavuje skupinu pacientd, ktefi na terapii checkpoint
inhibitory neodpovidaji. V ptipadé anti-CTLA-4 se jedna o pomérné vysoké procento
pacientd dosahujici az 80-85 %, kteti nevykazuji terapeutickou odpoveéd’ (hodnoceno dle
standardizovanych RECIST kritérii) (96,97). V piipadé protilatek anti-PD-1 je procento
pacientd bez terapeutické odpovédi okolo 50-60 % (99,102,104). Nejlepsi odpovédi lze
dosahnout pfi kombinované terapii anti-CTLA-4 a anti-PD-1 (ipilimumab, nivolumab,
okolo 65 %), i kdyz je tato kombinovana terapie zatiZzena vy$§im mnozstvim nezadoucich
uc¢inkl 3 a 4 stupné (105). V obou ptipadech se jedna o velkou skupinu pacientl, ktefi
nevykazuji na pomérné¢ nédkladnd 1écebna schémata Zadnou, nebo jen minimalni,
terapeutickou odpovéd’. Bohuzel neexistuje jednoznac¢ny prediktivni biomarker, ktery by
byl schopen stratifikovat pacienty dle potencionalni terapeutické odpovédi, navic i
riznorodost jednotlivych mechanismi odpovédnych za nadorovou rezistenci na
imunoterapii je pomérné rozmanita. Mezi hlavni mechanismy patii:

) nedostate¢né uvoliiovani, ptipadné¢ stimulace neoantigeny a nizka muta¢ni

zatéz;

i) nedostate¢na nadorova infiltrace TILs;

iii)  absence T-lymfocyti sexpresi PD-1 a nedostate¢na infiltrace TAMs

s expresi PD-L1 v biopsiich z metastaz v Givodu terapie;
iv) pritomnost vrozeného transkripéniho ,,podpisu rezistence na anti-PD-1
(IPRES, innate PD-1 RESistance);

V) nedostateéna signalizace interferonu y (279,323-326).

Zakladni princip funkce imunitniho systému vychazi ze schopnosti antigenni
stimulace. Melanom patii mezi nadory s nejvy$$im mutanim zatizenim a moznosti
stimulace imunitniho systému. Neékteré nadory (i melanom) vsak nejsou schopny
dostatecné prezentace antigenu imunitnimu systému, nebo neutvaii v dostatecné miie
antigeny, které 1ze rozpoznat jako cizorodé. Pro tyto mechanismy je zcela zasadni proces
odliSeni nadorovych bunék od bunék zdravych tkani a klicové rozpoznani TSA, nebo
TAA T-lymfocyty. | v piipadé melanomu existuji studie s dokumentovanou recidivou
onemocnéni po aplikaci protinadorové vakciny u TAA negativnich melanomu (327).
Naproti tomu u pacientti s melanomem, kde dochazi k dostateénému uvoliovani TAA a

TSA, je pozorovana lepsi terapeuticka odpovéd’ na imunoterapii (328). Zasadni je
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dostate¢na aktivace CD8" a PD-1" T-lymfocytii v periferni krvi neoantigeny pacienta a
nasledné rozpoznani ,,vlastni nadorové tkané témito antigenné stimulovanymi T-
lymfocyty (329). Jak bylo zminéno, melanom vykazuje pomérné vyrazné mutacni
zatizeni, které koreluje i s expozici UV zafenim, a predevsim i slepSi terapeutickou
odpovédi na imunoterapii. Nékteré prace vSak poukazuji na korelaci vy$§iho muta¢niho
zatiZeni a infiltrace CD8" T-lymfocyty v nadoru nebo dokonce i se zvySenou expresi PD-
L1 vnadoru. Samotna exprese PD-L1 je v nékterych nadorech pro naslednou
terapeutickou odpovéd’ na checkpoint inhibitory (anti-PD-1) zcela zasadni (330).
Nejvyznamnéjsi klinické studie s checkpoint inhibitory ukazuji také daleko lepsi
terapeutickou odpovéd’ u pacientil s expresi PD-L1 v melanomech a jejich metastazach,
nez u pacientl s nadorem bez exprese. Ve studii s kombinaci ipilimumabu a nivolumabu,
ale i pouze pii monoterapii nivolumabem, bylo pozorovano signifikantné lepsi
prodlouzeni PFS u pacientt s expresi PD-L1 neZ u pacientd bez exprese (104,105,331).
Ve studii s pembrolizumabem bylo u PD-L1 pozitivnich pacienti pozorovano dokonce
lepsi OS, PFS a mira terapeutickych odpovédi, nez u PD-L1 negativnich (332). Z téchto
klinickych studii vyplyva, Zze exprese PD-L1 muze byt pro naslednou terapii melanomu
checkpoint inhibitory zasadni a jedna se tedy o spolehlivy biomarker. Bohuzel cela fada
pacientl s dostate¢nou expresi PD-L1 nevykazuje terapeutickou odpovéd’ na anti-PD-1
terapii a na druhé strané nékteti pacienti bez exprese PD-L1 ztéto terapie profituji
(104,105,331,333). V tomto kontextu se ukazuje, Ze exprese PD-L1 v melanomu je
napomocny (suboptimalni) biomarker predikujici terapeutickou odpovéd’. Pro studium
rezistence na imunoterapii jsou zajimavé prace, které se zaméfuji na mechanismy, jez
mohou ovliviiovat expresi PD-L1. Nekolik studii i u jinych nadort prokazalo korelaci
mezi ztratou PTEN genu a upregulaci exprese PD-L1 pies aktivaci signalizace
PISBK/AKT/mTOR (334). U melanomu a jeho modelt vsak ztrata PTEN genu vedla ke
zmenSeni a potlaceni TILs infiltratu a aktivity T-lymfocytd. Navic v melanomovém
modelu ztrata PTEN genu vyznamné nezménila expresi PD-L1, coz naznaluje, ze
regulace PD-L1 nemusi byt hlavnim mechanismem imunitni rezistence vyplyvajici ze
ztraty PTEN genu (335).

Aby bylo mozné ucinné aktivovat T-lymfocyty, musi antigen prezentujici bunky
(DC) podstoupit proces zvany maturace. Pfi tomto procesu zvysuji DC svou schopnost
stimulovat T-lymfocyty posilenou expresi kostimula¢nich molekul potiebnych pro
aktivaci T-lymfocytd, jako jsou molekuly MHC I. a Il. tfidy, CD80, CD86 a CD40 (336).

| tento mechanismus aktivace imunitniho systému muze byt narusen. Jednim
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z mechanismt muze byt exprese 1L-37Db, ktery potla¢uje maturaci a funkci DC snizenim
exprese CD80 a CD86 prostiednictvim signalni drahy ERK/S6K/NF-kB (337). Funkce
DC miize byt potlacena pii signalizaci STAT3, jejiz inhibice piispiva K infiltraci nadoru
DC a TILs a vyznamné¢ se podili na komunikaci mezi nadorovymi melanocyty a buiikami
imunitniho  systému. Tato komunikace vede k indukci dalsich  faktord
S imunosupresivnim piisobenim na maturaci DC jako je VEGF, IL-10 a TGF-f (338,339).

Nadory mohou pouzivat fadu imunitnich thybnych mechanismt véetné zabranéni
T-lymfocytim infiltrovat nadorovou tkan. Problematika tzv. imunitnich ,,hot* a ,,cold*
nadori byla jiz diskutovana v kapitole 4.3.2. vénované TILs. Samotna infiltrace nadoru
zavisi na predchozi antigenni stimulaci imunitniho systému a na schopnosti nadoru
atrahovat nadorové buiiky. V procesu infiltrace nadoru T-lymfocyty byl identifikovan
chemokinovy receptor CXCR-3, ktery mlize byt v tomto procesu vyznamny stimulator.
V nadorovém mysim modelu melanomu byl CXCR-3 siln¢ exprimovan v fadé podskupin
T-lymfocytd a pii nasledné transfekci jeho ligandem CXCL9, doslo k vyznamnému
zvySeni infiltrace CD4" i CD8" T-lymfocyti do melanomu (340). V melanomech
s po¢etné&jsim nadorovym infiltraitem CD8" T-lymfocyti byla navic prokazana exprese
CXCL-9 a CXCL-10 (341). Vyznam v procesu infiltrace hraje i INF-y, ktery
zprostiredkovava signalizaci mezi Treg lymfocyty, Th-lymfocyty a cytotoxickymi T-
lymfocyty. STAT3 signalizace inhibuje produkci CXCL-10 nadorové asociovanymi
myeloidnimi bunkami a nasledné dochazi i ke snizeni exprese INF-y a infiltraci T-
lymfocytd v melanomu. Pfi inhibici STAT3 dochazi ke zvysené expresi CXCR-3 a
nasledné podpote infiltrace CD8" T-lymfocyti do nadoru (342).

Dalsi molekulou ovliviiujici nadorovu infiltraci TILs je VEGF, jehoz exprese i
zvysena sérova koncentrace je spojena s progresi melanomu (343). VEGF snizuje adhezi
T-lymfocyti k endotelu kapilar a nove utvotenych cév potlacenim exprese mezibunééné
adhezni molekuly 1 (ICAM-1) a vaskularni bunééné adhezni molekuly 1 (VCAM-1)
v endotelovych bunkach (344). Zvysena exprese VEGF v nadorech byla spojena
S imunosupresivnimi podnéty, a dokonce i snizs$i nadorovou infiltraci TILS. Cilena
inhibice exprese VEGF byla spojena s vyssim TILs infiltritem v melanomu a byla
nasledovana zesilenou expresi CXCL-10 a CXCL-11, které podporuji prozanétlivé
prostiedi nadoru (345). V dalsi studii bylo prokazano, ze VEGF zvySuje expresi IL-10 a
prostaglandinu E2 (PGE2), coz vede ke zvysené hladiné Fas ligandid a nasledné indukci
apoptézy CD8" T-lymfocytd. Pfi cilené inhibici VEGF i vtomto modelu doslo
ke zvysené infiltraci TILs v melanomu (345). V klinickych studiich s anti-CTLA-4 a anti-
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PD-1 byla retrospektivné prokazana vyssi exprese VEGF u pacientll bez terapeutické
odpovédi nez u pacientt, ktefi na terapii odpovidali (346).

Mechanismu primarni rezistence je zdokumentovana cela fada, nékteré se navic
potencuji a prolinaji. Z terapeutickych mozZnosti se jedna o mechanismy obtizné
ovlivnitelné a piekonatelné, i kdyZz ptipadné poukazuji na moznosti napt. kombinované
terapie cilené terapie a imunoterapie, nebo i kombinace s jinymi inhibitory jako jsou napf.
inhibitory VEGF, nebo inhibitory PI3K/AKT signalizace (150,335).

5.2.2. Ziskana rezistence na checkpoint inhibitory

Ziskana rezistence se objevuje u pacientl, u kterych dochazi k relapsu
onemocnéni po tivodni terapeutické odpovédi. V soucasné dobé jsou mechanismy ziskané
rezistence hiife zmapovany, ale ptedpoklada se, ze mnohé z nich budou pravdépodobné
podobné tém, které jsou zakladem primarni rezistence. S mechanismy piirozené selekce
se mohou postupné vyvinout (selektovat) nddorové builky s epigenetickymi zménami,
které propdjcuji schopnost odolavat imunitnimu systému (347). Ptikladem takové
vlastnosti je ztrata exprese f2-mikroglobulinu, ktery je souc¢asti molekul MHC 1. tfidy a
ptispiva k jejich funkéni (spravné) expresi. V preklinické studii pacientii s melanomem
lé¢enych imunoterapii byla ztrata B2-mikroklobulinu v pribéhu 1écby spojena s nizsi
schopnosti rozpoznavat nadorové antigeny CD8* T-lymfocyty a také se ztratou exprese
molekul MHC 1. ttidy (348,349). Dalsim z moznych mechanismu ziskané rezistence je
mutace v genu JAK 1/2, ktera je odpoveédna za snizenou citlivost nadorovych bunék na
signalizaci INF-y a byla detekovana u pacientu, ktefi vykazovali selhani imunoterapie po
uvodni dobré terapeutické odpovédi (350). Po expozici nadorovych bunék IFN-y, ktery
je produkovan aktivovanymi T-lymfocyty se aktivuje JAK 1/2 kinaza a nasledn¢ dochazi
k fosforylaci STAT proteinu. Tato signalni draha JAK/STAT je odpovédna za bunécnou
proliferaci, diferenciaci, migraci a apoptotickou buné¢nou smrt. Ziskana mutace v genu
JAK poté tuto signalizaci nekontrolovateln¢ aktivuje (350,351). INF-y vsak také vede i
k up-regulaci exprese PD-L1 na nadorovych bunkach, ¢imz se podili na senzibilizaci
nadoru na terapii checkpoint inhibitory (248). Ziskana rezistence se navic mize
vyskytnout také na tirovni jednotlivé buiiky, pfi¢emz nadorové buiiky méni svoji genovou
expresi v reakci na signalizaci imunitnich bunék z nadorového mikroprostiedi (347).

Prikladem téchto mechanisma je navozeni exprese PD-L1 v nadorovych bunkach pod
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vlivem signalizace INF-y, navic exprese PD-L1 patii mezi mechanismy jak primarni, tak
1 ziskané rezistence, coz ukazuje na plasticitu nadorovych bunék a jejich schopnost unikat
obrannym mechanismam jedince a 1é¢ebné strategie (347,352).

Dalsi markery kontrolnich mechanismu imunitniho systému a jejich exprese je
spojena se ziskanou rezistenci na imunoterapii. Jedna se o gen 3 aktivujici lymfocyty
(dale jako LAG-3, anglicky: Lymphocyte-Activation Gene 3), imunoglobulin T-
lymfocyti a mucinovou doménu 3 obsahujici aktivator lymfocytd (dale jako TIM-3,
anglicky: T-cell Immunoglobulin and Mucin-domain containing-3), které byly
exprimovany u pacientt, u kterych doslo k selhani terapie checkpoint inhibitory (353).
Cilena blokace TIM-3 v mys$im melanomovém modelu vede ke zlepseni pteziti a expresi
INF-y s naslednou proliferaci a infiltraci CD8" T-lymfocytd v melanomech. Exprese
LAG-3 byla detekovana v PD-L1 pozitivnich melanomech, coz muize naznacovat roli
AG-3 pti procesech podilejicich se na Gniku melanomu pfed imunitnim systémem
(353,354).

Imunoterapie checkpoint inhibitory patfi mezi revolu¢ni mezniky terapie
onkologickych onemocnéni a prdvem byla za jejich objeveni vroce 2018 udélena
Nobelova cena za medicinu (James P. Allison za CTLA-4 a Tasuku Hondz6 za PD-1).
Terapeutické odpovédi jsou u melanomu pomérné riznorodé a nadale je cela fada
pacientl, ktefi na tato lé¢iva nevykazuji Zadnou nebo jen minimdlni terapeutickou
odpovéd. Vyznamnym problém je ale i selhdni terapie v pribéhu lécby po uvodni,
mnohdy i velice dobré, terapeutické odpovédi. Studium mechanismu rezistence je klicové
k nalezeni novych terapeutickych postupt a 1é¢ebnych kombinaci, které by dokazaly tuto
formu terapie posilit a jesté vice zefektivnit (355). Na druhé strané studium mechanismu
rezistence piinasi cenné znalosti, které poukazuji na molekuly (biomarkery)
s prediktivnim potencidlem jak terapeutické odpovédi, tak i mozné recidivy onemocnéni

(356).

5.2.3. Mikrobiom

Mikrobiom (stfevni mikroflora) je stale vice uznavanym faktorem, ktery mize
ovlivnit imunologické chovani jedince a Vv kontextu snadorovou problematikou i
terapeutickou odpovéd’ na checkpoint inhibitory. VIiv mikrobiomu je hojné diskutovan
Vv celé fad¢ odvétvi mediciny, ale v 1é€bé onkologickych onemocnéni mu byla vénovana

pozornost az se zavedenim terapie checkpoint inhibitory, a pfedevsim pii hledani
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mechanismu rezistence na tuto 1é¢bu. Bylo zjisténo, ze pacienti s terapeutickou odpovédi
na checkpoint inhibitory maji odlisny mikrobiom od pacientl, ktefi terapeutickou
odpovéd’ nevykazuji. Samotné mechanismy spojujici mikrobiom a imunologickou
odpovéd’ pacientl jsou zatim ne zcela jednozna¢né vysvétlitelné, ale navzdory tomu se
jedné o nezanedbatelny faktor, ktery ovliviiuje imunologické chovani.

Prvni prace upozoriujici na vliv sttevniho mikrobiomu u pacienti s melanomem
na terapeutickou odpovéd’ na checkpoint inhibitory byla publikovana v roce 2015, na
zaklad¢ studie 25 pacientli léCenych ipilimumabem. V této praci byla zjisténa lepsi
protinadorova odpovéd’ u pacientd s pfitomnymi stievnimi bakteriemi Bacteroides (B.
fragilis a / nebo B. thetaiotaomicron) a Burkholderiales cepacia (357). V mysim
melanomovém modelu bylo dosazeno, po obohaceni mysi stfevni mikroflory cilené o
druhy Bifidobacterium, resp. B. breve a B. longum, zlep$ené terapeutické odpovédi na
anti-PD-L1 protilatku, dale do$lo k vyrazné vy$$i infiltraci nddoru CD8" T-lymfocyty
(358). V nasledujicich studiich bylo prokazano celé spektrum bakterii, které se mohou
podilet na pfiznivé stievni mikroflofe pro adekvatni imunologickou odpovéd na
checkpoint inhibitory (359). Pomérné revoluéni jsou ale prace poukazujici na moznost
»transplantace stolice” resp. ptfenos stievniho mikrobiomu od pacientd s dobrou
odpovédni na checkpoint inhibitory pacientiim bez terapeutické odpovédi, a tak se pokusit
zvratit nepfiznivé imunologické chovani téchto pacientd (360). Z klinickych a
preklinickych studii, kde byl hodnocen stievni mikrobiom, vyplyva, Ze napt. terapie
Sirokospektrymi antibiotiky pted 1ébou ¢i v ivodu terapie checkpoint inhibitory muize
vyrazné nepiiznivé ovlivnit jak stav mikrobiomu pacienta, tak i terapeutickou odpoveéd
(361). Samotny mechanismus funkce a stimulace imunitniho systému cestou stievniho
mikrobiomu je pomérné& komplikovany a zatim i1 nedostatecné prostudovany. Prace
doposud publikované na toto téma piinaseji pomérne zajimavé informace, které¢ vsak
bude nutné ovétit ve velkych multicentrickych studiich. Z prvnich experimentalnich a
preklinickych studii vyplyva, ze pacienti 1éCeni anti-PD-1, ktefi mé&li ptitomné bakterie
rodu Faecalibacterium maji vétsi pomér cirkulujicich CD4" a CD8" T-lymfocyti. U
pacientt, ktefi terapeutickou odpovéd nevykazovali, byly pfitomné bakterie rodu
Bacteriodales a m¢li vys$si hodnoty cirkulujicich Treg lymfocyti s méné aktivovanou
expresi zanétlivych cytokint (362). V dalsi praci bylo prokazano, Zze skupina pacientl
s terapeutickou odpovédi meéla opét odlisny mikrobiom (pfevazné zastoupeni
Faecalibacterium) oproti pacientim bez odpovédi (pfevazné Bacteroides). Navic

pacienti s terapeutickou odpoveédi méli vyssi hladinu CD25 (o fetézec receptoru pro IL-
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2) a niz8i zastoupeni cirkulujicich Treg lymfocyta a niz§i zastoupeni a4*B7" T-lymfocyth
(363). V mysim melanomovém modelu bylo po podani stfevniho mikrobiomu od
pacientd s terapeutickou odpovédi na checkpoint inhibitory dosazeno vyssi infiltrace TILS
s CD8" T-lymfocyty oproti my$im, kde byl podan mikrobiom od pacienti bez
terapeutické odpovédi. V mysich s mikrobiomem od pacienti s odpovédi bylo prokazano
vys§i zastoupeni vrozenych efektorovych bunék (CD45%, CD11b*, Ly6G™) s odpovidajici
depleci v myeloidnich bufikach (CD11b*, CD11c*). V nadorech u mys$i s mikrobiomem
od pacientti bez odpovédi byl vyssi pocet Th (pomocnych) 17 lymfocytt (362,364).
Pomérmn¢é zasadni je prace Tanoue a jeho spolupracovniki, ktefi studovali sloZeni
sttevniho mikrobiomu od zdravych jedinct a podatilo se jim identifikovat soubor 11
kment, (7 Bacteroidales a 4 druht jinych nez Bacteroidales), které nasledné naockovali
do mysiho modelu. V tomto modelu poté doslo ke zvyseni CD8" T-lymfocyti v epitelu
tlustého stfeva, ale navic byla pozorovana vyznamna up-regulace genti regulujicich INF-
v, konkrétné¢ CXCL9 a CXCL10. Tento mikrobiom byl navic schopen potencovat efekt
anti-PD-1 a anti-CTLA-4 v mys§im modelu karcinomu tlustého stéeva, kde byla patrna
exprese INF-y a infiltrat CD8" T-lymfocyta s expresi granzymu B v nddorovém stromatu.
Granzym B je efektorovou molekulu cytotoxickych T-lymfocyt a dendritickych bunék
s vysokou expresi HLA molekul 1. tfidy (365). Tyto prace podporuji domnénku, ze
specificky mikrobiom ma schopnost bud’ imunostimulacni nebo imunosupresivni a podili
se na ,,vychoveé“ a utvareni vrozené i adaptabilni imunity se schopnosti téchto bun¢k
nasledné prostupovat do mikroprostiedi nadoru (365). Dalsi predpoklad efektu vychazi
z domnénky, ze miize existovat podobnost mezi sttevnim mikrobiomem a nadorovymi
neoantigeny, kdy stfevni mikroflora stimuluje imunitni systém s podporou
usnadnéné infiltrace nadoru TILs (366). Jednou z moznych hypotéz je i metabolicky efekt
sttevniho mikrobiomu, ktery mtize ovlivnit protindadorovou imunitni odpoveéd’ i v jinych
mistech nez ve sténé stievni. Stimulace imunitniho systému vychéazi z metabolitl
specifické stievni mikroflory. U pacienti s melanomem a s terapeutickou odpovéedi byla
detekovana napf. kyselina anakardova (a 82 dalsich metabolitt) (367).

I kdyz je studium problematiky stfevniho mikrobiomu Vv biologii melanomu
relativné novym trendem, jedna se pravdépodobné o vyznamny faktor, ktery ovliviiuje
imunitni systém pacienta i pfipadnou terapeutickou odpovéd’ na checkpoint inhibitory.
Zasadni mtze byt role mikrobiomu v prekonani mechanismu rezistence na imunoterapii.
Z doposud publikovanych studii bude zasadni a zcela revolucni zvladnuti techniky

Ltransplantace mikrobiomu®, ktery je spojeny s terapeutickou odpovédi pacientim bez
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terapeutické odpovédi a naslednému pripadnému navozeni terapeutické odpovédi i u

téchto pacientt.

5.3.Biomarkery melanomu

Termin biomarker piedstavuje definovanou vlastnost biologického systému,
kterou lze objektivné zmétit ¢i zhodnotit a pouzit pro potfeby monitorace stavu
organismu, ptipadn¢ daného onemocnéni. Pro tyto potieby lze vyuzit metody fyzikalni,
biochemické, molekularné genetické, histopatologické ¢i i metody zobrazovaci (napf.
RECIST kritéria). Biomarkery miiZzeme rozdélit jako klasické a novodobé (neboli
molekularni). Jako ptiklad klasického biomarkeru u melanomu lze pfipomenout
hodnoceni Breslowa, jehoz stagingové a prognostické moznosti byly diskutovany
v kapitole 3. a 3.1. Piiklad molekularniho biomarkeru je napi. vySetieni BRAF mutace
s naslednou moznosti cilené terapie. Dalsi zptsob déleni, na biomarkery miry rizika,
diagnostické, prognostick¢é a prediktivni, predstavuje spiSe praktické rozdéleni dle

vlastnosti a pouziti (368).

5.3.1. Sérologické biomarkery melanomu

Pro b&Znou monitoraci pacienta maji velky vyznam sérologické biomarkery,
které jsou snadno dostupné, velice dobfe interpretovatelné, a navic jsou i definované
referen¢nimi mezemi pro dany analyt. Jednim z nejbéznéji pouzivanych sérologickych
biomarkerti pro melanom je protein S100 (S100B), jehoz zvysena hladina byla spojena s
nadorovou rezistenci a progresi onemocnéni (369). Vysetieni S100B proteinu patii spiSe
mezi pomocné diagnostické biomarkery. V nékterych studiich byla pozorovana jeho
elevace v prvnich tydnech progrese onemocnéni (az 78 % pacientl ve 4. tydnu progrese)
s naslednym snizenim ¢i stabilizaci pfi terapeutické odpovédi (370). Vysetfeni S100B je
sice bézn¢€ dostupné, ale jeho nevyhodou je nizsi senzitivita pii diagnostice ¢asné progrese
melanomu, pfi monitorovani onemocnéni u niz§ich stadii melanomu a nutnost
pravidelného opakovani k posouzeni dynamiky vyvoje.

Dalsim rutinnim Sérologickym biomarkerem je laktat dehydrogenaza (dale jako
LDH, anglicky: Lactate Dehydrogenase). Jedna se o vysoce nespecificky biomarker,
jehoz elevace miize doprovazet jakakoliv onemocnéni s buné¢nou destrukei a pfitomnym

anaerobnim metabolismem. VySetifeni LDH se pouziva pii rutinnim stagingu melanomu
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(TNM dle AJCC, 7.1 8. edice) a Ize ho pouzit jako pomocny diagnosticky ¢i monitoracni
marker u pacientli s metastazujicim melanomem. Jelikoz elevace LDH je spojena se
LDH jako diagnostického a prognostického markeru, lze vyuzit LDH pro potiebu
predikce terapeutické odpoveédi na imunoterapii. Pacienti s nizkou, resp. normalni
hladinou LDH a S100B (ale napf. i v kombinaci s normalni hladinou CRP) maji obecné
lepsi terapeutickou odpovéd’ v ramci imunoterapie checkpoint inhibitory. Bohuzel ale
néktefi pacienti mohou vykazovat i opacné terapeutické vysledky (371,372).

Dalsim ze sérologickych markert je protein inhibujici aktivitu melanomu (dale
jako MIA, anglicky: Melanoma Inhibitory Activity), ktery odpovida za interakce S
proteiny ECM. I kdyZ z nazvu lze usuzovat, Ze se jedna o specificky protein pro
melanocyty a melanom, jeho expresi Ize detekovat i v normalni tkani napf. chrupavce. V
patologickych procesech je zvySend exprese vedle melanomu pozorovana i
v karcinomech prsu, kolorektalnim karcinomu nebo glioblastomu (373). V ptipadé
melanomu je MIA sérologicky detekovana v klinickém stadiu I a II pouze u 13-23 %
pacientt, ale v klinickém stadiu III a IV dokonce az ve 100 %. Tyto vysledky ukazuji
limity vySetfeni MIA u pacientl s niz§im klinickym stadiem, nicmén¢ elevace MIA mize
indikovat relaps onemocnéni (374).

Nové se v pilotnich studiich zavadi sledovani VEGF, FGF, IL-8 ¢i1IL-6. Vyznam
VEGF, IL-8 1 IL-6 v biologii melanomu byl jiz nékolikrat zminén i v souvislosti s aktivaci
imunitniho systému. Navic jejich exprese vV nddorech miiZe korelovat s pfitomnosti v séru
a s klinickym stadiem nemocnéni. Oproti zdravé populaci jSou u pacientti s melanomem
bézné pozorovany zvysené sérové hladiny VEGF, FGF a IL-8, navic statisticky dobte
koreluji i s celkovym piezitim a prezitim do progrese onemocnéni (343,375,376).

S rozvojem a standardizaci molekuldrné genetickych metod se mezi sérologické
markery da zatradit i detekce mikroRNA molekul (dale jako miRNA, anglicky:
microRNA). Jedna se o malé nekodujici molekuly RNA, které se podili na regulaci
genové exprese a posttranskripéni modifikaci. Tyto molekuly jsou relativné odolné vuci
pusobeni RN4z, diky tomu jsou pomérné dlouho stabilni v cirkulaci (vice jak 24 hodin) a
je tak mozné jejich stanoveni (377). V soucasné dobé jsou nejvice diskutované molekuly
miRNA-355, -222, -221, -150, -15b, -199a, -5p, -33a, -424. Tyto miRNA lze pouzit jak
k monitorovani onemocnéni, tak i ke stratifikaci pacientl a stanoveni miry rizika progrese

onemocnéni. Tyto molekuly 1ze vyuzit tedy i jako prediktivni biomarkery. Navic se
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ukazuje, ze miRNA mohou hrat roli jak v patogenezi, tak i v samotné progresi a iniciaci
nadorovych onemocnéni v¢etné melanomu (378-380).

Pomoci molekuldrné genetickych metod mizeme dale stanovovat cirkulujici
nadorovou DNA (dale jako ctDNA, anglicky: circulating tumor DNA) a cirkulujici
nadorové bunky (dale jako CTC, anglicky: Circulating Tumor Cells). Tuto metodiku
oznacujeme jako tzv. tekuté biopsie. Pfestoze jde o postupy pomérné dlouho pouzivané,
jejich velky rozvoj umoznily hlavné¢ nové metody molekularni genetiky vcetné tzv.
sekvenovani nové generace (dale jako NGS, anglicky: Next Generation Sequencing)
(381). Jedna se 0 neinvazivni metodu detekujici uvolnéné nadorové bunky ¢i molekuly
DNA a RNA v séru pacientli, kterd je vhodnd pro sledovani efektu terapie a pro
monitoraci pfipadného relapsu onemocnéni ¢i rezidualni nadorové nemoci (382). Ve
studii u BRAF a NRAS mutovanych melanomu byla pted cilenou terapii detekovana
CtDNA v souvislosti se signifikantné horsi prognozou jak PFS, tak OS. Jako vedlejsi
kritérium byla pouzita stratifikace pacientti dle AJCC klasifikace (7. vydani) a pohlavi
pacientti (HR = 4,384; 95% CI: (1,308 - 14,699)); p = 0,017). Bylo zajimavé, Ze az o
tietinu hife byla detekovana ctDNA u pacienti s pfitomnu NRAS mutaci (383).
Cirkulujici nadorové bunky (CTC) jsou uvoliiovany nadorem do periferni krve. Tyto
buiiky maji potencial jako prognosticke, prediktivni a farmakodynamické biomarkery pro
1é¢bu nadorovych onemocnéni véetné melanomu. Khoja a jeho spolupracovnici popsali
u 101 pacienta s melanomem ve IV stadiu, ze pocet CTC byl detekovan mezi O - 36 na
7,5 ml krve, z toho 26 % pacientid mélo na zac¢atku > 2 CTC. Po nasledné 1é¢bé u pacientt,
kde pocet CTC ztistal béhem 1é¢by > 2, méli tito pacienti béhem 1é¢by kratsi median OS
nez ti, ktefi si udrzeli <2 CTC (OS 7 vs. 10 mésict, HR 0,34, 95% CI 0,14-0,81, p =
0,015) (384).

Tyto biomarkery pfinaseji nové poznatky pro sledovani terapeutické odpovedi a
hodnoceni progndzy pacientli s metastatickym postizenim. Nevyhodou je pomérné
vysokd cena a nutnd spoluprice s dostatecné molekuldrné geneticky vybavenou

laboratofi. Dalsi nevyhodou je omezena stabilita zejména ctDNA (cca 2 hod) oproti napf.
mIiRNA (379,384).
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5.3.2. Biomarkery odrazejici zanétlivy stav pacienta

Pro potiebu efektivniho pouziti checkpoint inhibitorti je nutné hledat a zavadét
nové prognostické a prediktivni biomarkery, které by byly schopny 1épe monitorovat
efekt terapie, ptipadné indikovat jeji selhani. Jednim z takovych markerti je napt. exprese
PD-L1, ktery mize byt pro adekvatni terapeutickou odpovéd’ pomérné vyznamny, i kdyz
| tento marker ma své limity (kapitola 5.2.1. a 5.2.2.) (104,105,331,333). Biomarker pro
kazdodenni pouziti by mél byt co nejsnadnéji stanovitelny, dostupny a jednoduse
interpretovatelny. S timto konceptem se nabizi jako idealni biomarker hodnoceni tzv.
poméru neutrofilt k lymfocytim (dale jako NLR, anglicky: Neutrophil to Lymphocyte
Ratio) a méné pouzivany pomér leukocyti k lymfocytim (dale jako LLR, anglicky:
Leukocyte to Lymphocyte Ratio). Jedna se o jednoduché parametry pro snadné posouzeni
zanétlivého stavu pacienta, které 1ze vyuzit vedle prediktivni a prognostické onkologie i
u jinych patologickych stavii, jako je intervencni kardiologie, hodnoceni rizika
pooperac¢nich stavi ¢i infekénich akutnich komplikaci. Hodnota NLR je rovna podilu
absolutniho poctu neutrofila (dale jako ANC, anglicky: Absolute Neutrophil Count) a
absolutniho poé¢tu lymfocyta (dale jako ALC, anglicky: Absolute Lymphocyte Count),
obdobny vypocet je i u LLR. Oba parametry lze pouzit jak pfed lé¢bou pacienta, tak
Kk monitoraci odpovédi ¢i predikci ptipadného selhani terapie. Jelikoz pted samotnou
1é¢bou a v jejim prubéhu provadime pravidelna kontrolni laboratorni vysetieni véetné
krevniho obrazu, ze kterého hodnoty vychazeji, 1ze vypocet provést z rutinné dosazenych
hodnot. Normalni hodnoty pro NLR se pohybuji v rozmezi 0,78 — 3,53, hodnoty spojené
s horsi progndzou a nizsi terapeutickou odpovédi na checkpoint inhibitory jsou spojené s
hodnotou NLR vys$si nez 5 (385). Prvni studie zahrnujici 69 pacienti 1é¢enych
ipilimumabem poukazala na vyrazné lepsi OS i PFS u pacientd s NRL niz$im nez 5. U
pacientd s NRL niz§im nez 5 byl zaznamenan median PFS 3,6 mésice oproti 1,9 mésicim
u pacienti s NRL nad 5, navic OS bylo dokonce 11,3 mésice oproti 6,7 mésicim (HR =
0,26; 95% ClI: 0,08-0,88, P = 0,003) (386). Obdobné vysledky byly dosazeny i ve studii
s nivolumabem u 97 pacientt, kde NLR pod 5 bylo opét spojeno s lepsim OS a PFS, navic
hodnota NLR pro lepsi prognézu byla upiesnéna do 4,7. V této studii byla jesté provedena
korelace mezi vypoctem NRL a tzv. odvozené hodnoty NRL (dNRL (derived NRL);
dNLR = (ANC/(WBC — ALC)), kde vysledky obou poméri byly bez signifikantnich
rozdild jak pro OS tak i PFS. Tato prace ukazala na opétovné zajimavé udaje k progndze

pacientd pfii terapii checkpoint inhibitory, ale je nutné zminit, Ze i u pacientt S parcialni
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terapeutickou odpovédi (4 z 20) byla hodnota NLR vice jak 5, naproti tomu u pacientti
S progresi onemocnéni byla hodnota NLR > 5 u 38,6% pacientti (387). Dosazené
vysledky vyzdvihuji vyznam hodnoceni komplexnich nalezi u pacienta s vyhodnocenim
vSech dostupnych udaju. Je nutné také zminit, ze v nékterych piipadech lze jako
terapeuticky uspéch hodnotit dosazeni parcialni terapeutické odpovédi nebo stabilizace
onemocnéni. Na moznost SirSiho pouziti téchto parametrt ukazuji prace s pouzitim NLR
u pacientt 1é¢enych cilenou terapii BRAF a MEK inhibitory. V praci Teterycze a jeho
spolupracovnikt byl popsan lepsi PFS a OS u pacientti s NLR niZ§im neZ 4 a normalni
hodnotou LDH (P < 0,001, v jednoletém sledovani byl PFS u 51,6 vs. 26,7 % pacienti a
OS 77,3 vs. 53,1 % pacientt) (388). Tato prace doklada vyznam pouziti kombinace vice
biomarkert a jejich spravnou interpretaci.

Mezi markery odrazejici zanétlivy stav pacienta, resp. piimo zanétlivy stav
v nadorovém prostiedi patii i TILs, které jsou i soucasti komplexniho zhodnoceni
bioptického vySetfeni patologem. Vyznam TILs pro prognozu pacientd a terapeutickou

odpovéd’ na checkpoint inhibitory byl diskutovan v kapitole 4.3.2. a 5.2.1.

5.3.3. Genetické biomarkery melanomu

Molekularné genetické metody piinaseji i standard vySetfeni jednotlivych
somatickych ¢i germinalnich mutaci u pacientti s melanomem. Vysetieni mutace BRAF
V600 je jiz naprostym standardem pii rozhodovani o zahajeni cilené terapie Ci
imunoterapie u pacientll s metastatickym onemocnénim. VySetfeni ostatnich mutaci
(NRAS, KIT) narazi na problém piipadné nasledné ucinné cilené 1é¢by, ktera by byla pro
pacienty s danou mutaci mozna, ale i na uhradové mechanismy zdravotnich pojistoven.
V soucasné 1écbé melanomu je pouze mutace BRAF V600 povazovana za geneticky
molekularni marker pouzitelny pro strategii pti rozhodovani o terapii. Nékolik studii
s checkpoint inhibitory vyhodnotilo, ze signifikantni korelace pfitomné mutace BRAF a
terapeutické odpoveédi ¢i OS byla pouze u terapie anti-PD-1 protilatkami. U protilatky
anti-CTLA-4 se korelace neprokazala (389,390). Na druh¢ strané znalost i jinych mutaci
jako je detekce ptitomné mutace PTEN ¢i CDKN2A genu mize indikovat rozvoj primarni
rezistence na cilenou terapii BRAF a MEK inhibitory (299,307). Tato vySetieni se vSak
Vv soucasné dobé standardné neprovadi.

Nekteré sekvenaéni studie (The Cancer Genome Atlas) provedly sekvenovani

celého genomu pro mapovani mutacni zaté¢ze jednotlivych néddorovych onemocnéni a
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dané populace. Ve studii Haywarda a jeho kolegii bylo pouzito celogenomové
sekvenovani (dale jako WGS, anglicky: Whole Genome Sequencing) véetné vysetieni
nekddujicich sekvenci u koznich i slizni¢nich melanomut. Vysledkem bylo zjisténi, ze
pocet mutaci v nekddujici oblasti byl podobny poctu mutaci v kédujicich oblastech.
Nejbéznéjsi mutace v nekodujici oblasti byla v promotoru genu pro telomerazovou
reverzni transkriptazu (TERT gen), jehoz role je v nadorové biologii dobie
zdokumentovana (karcinom plic apod.) (391). Zavedenim pojmu mutaéni zatiZzeni nadoru
(déle jako TMB, anglicky: Tumour Mutational Burden) usnadnuji tyto prace hodnoceni
TMB a nasledné vyuziti tohoto biomarkeru v prognostickych a prediktivnich studiich.
Vysoké TMB koreluje s vyssim poctem neoantigend, coz umoziuje uéinné stimulovat
imunitni systém, a muze poslouzit u riznych nadord jako prediktor G¢innosti terapie
checkpoint inhibitory. U melanomu bylo zdokumentovano mensi zastoupeni TMB s niz$i
expresi PD-L1, které jsou odpovédné za signifikantné nizsi OS u pacientd v klinickém
stadiu Il (HR = 0,28; 95% CI 0,12-0,66; P = 0,002) (392). Geneticka profilovani nadort
naznacuji pfitomnost ,,prozanétlivého mikroprostiedi nddoru® se zvySenou expresi
prozanétlivych chemokini a IFN-y, coz koreluje s klinickou uéinnosti checkpoint
inhibitord u pacientd s melanomem. Studie vénované této problematice odhalily
molekularni mechanismy, které jsou zakladem nedostatecné infiltrace T-lymfocytt, ktera
se podili na vzniku rezistence melanomu na imunoterapii. Jednou z téchto signalizaci je
aktivita zprostfedkovana mutaci genu PTEN, nebo mutace genu JAS 1/2 a tedy ztratou
funkce Janus kinaz, které se ucastni klicové signalizace INF-y (350,351).

Hledédni novych biomarkert ke zlepSeni diagnostiky, pifipadné zpiesnéni
prognozy ¢i dokonce predikce terapeutické odpovédi, je cilem celé fady jak klinickych,
tak preklinickych a experimentalnich studii. I kdyz zde byly zminény biomarkery, které
se ukazuji jako slibné pfi predikovani terapeutické odpovédi, je nutné mit na paméti i
jejich limity a vhodné vyuzivat i kombinace vice znaki (napf. SI00B a LDH, nebo LDH
a NLR apod.). Pii predikci terapeutické odpovédi by se nemélo jednat ani 0 automaticky
vylucujici biomarkery, zabranujici podani terapie (napi. NRL > 5, elevace LDH apod.),
jelikoZ u melanomu miiZe mit celd fada pacientti dobrou terapeutickou odpovéd’ navzdory

nepiiznivym nalezim a laboratornim hodnotam pied zahédjenim 1€¢by.
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6. Cile prace

Tato habilitani prace se zaméiuje na problematiku nadorového mikroprostiedi
melanomu. V kapitolach 1 — 5 jsou piehledné zpracovany dostupné znalosti 0 melanomu
zahrnujici embryonalni ptivod a migraci melanocytu, jejich fyziologii, malignizaci, vznik
melanomu a popis jeho klinickych variant. Piehledné je pojednan vyvoj 1é¢by melanomu,
soucasnd lécebna schémata a mechanismy vzniku rezistence na terapii. V teoretickém
uvodu je pojednano o problematice nadorového mikroprostiedi véetné funkce bunéénych
slozek nadorového mikroporstiedi melanomu, jako jsou CAFs, TILs a TAMs.

V kapitolach 7 — 8 jsou komentovany dosazené publikované vysledky. Cast praci
navazuje na vlastni disertatni praci vénovanou studiu epitelové mezenchymovych
interakci u nadord vychazejicich z dlazdicovych epiteld. Druha cast publikaci je uzce
zaméfena na problematiku melanomu, které vychazi z in vitro modelovani nadorového
mikroprostiedi a z korelace experimentalnich vysledka s klinickymi nalezy a
statistickymi udaji pacientli s metastazujicim melanomem, které byli a jsou 1é¢eni na
Dermatovenerologické klinice 1. LF UK a VFN. Publikované vysledky 1ze rozdélit do

¢ty tematickych okruhti:

1. Nadorové mikroprostiedi melanomu — prace vénované tomuto tématu, jsou
navazujici prace na vlastni diSertani praci. Jedna se o studie vénované
nadorovému mikroprosttedi, nadorovému stromatu melanomu a jeho
komponentam, vcéetné¢ CAFs a TILs.

2. Nadorové biomarkery melanomu — tento tematicky okruh vychazi ze
znalosti nadorového mikroprosttedi a sleduje expresi molekul stanovenych
pomoci imunohistochemickych metod in situ v nadoru a jejich korelaci
s deteket specifickych proteinil v séru pacienti.

3. Genetické alterace melanomu — prace je zaméfena na detekci novych
funkénich mutaci a na problematiku stanoveni genu PTEN u melanomu.

4. Shrnujici prehledové prace — jednd se o prace shrnujici dosavadni
publikované vysledky, ale i vlastni vysledky vénované zejména nadorovému

mikroprostfedi melanomu.
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7. Material a metodika

V této kapitole jsou shrnuty pouze hlavni metodické principy pouzité pii feSeni
jednotlivych cilii této habilitacni prace. Detailni popis jednotlivych studii a pouzitych
metodik véetné materidlu je soucasti priloh, resp. je uveden v jednotlivych publika¢nich
vystupech.

Na zaklad¢ dlouhodobé spoluprace Dermatovenerologické kliniky 1. LF UK a
VFEN a Anatomického ustavu 1. LF UK byly vyzkumné prace provedeny prevazné v jeho
laboratofich. Jednalo se 0 kultivaéni experimenty, izolaci jednotlivych bunéénych
populaci, zejména CAFs zkoznich metastiz melanomu, a in vitro modelovani
nadorového mikroprostiedi s naslednou imunohistochemickou charakterizaci. Vedle
izolovanych bunéénych populaci byly pouzity komeréné dostupné nadorové linie
melanomu A2058 (ATCC® CRL-11147) a G361 (ATCC® CRL-1424) a linie BLM, ktera
byla ziskana jako kolegialni dar od L. van Kempena a H. van Kriekena (Ustav patologie,
UMC St. Radoud Nijmegen, Holandsko). Jako kontrolni zdravé melanocyty byly pouzity
linie Mel-HP a Mel-LP, které jsme ziskaly také jako kolegialni dar, a to od pana doc.
MUDr. J. Vachtenheima, CSc. z Ustavu lékai'ské biochemie a laboratorni diagnostiky
(UKBLD) 1. LF UK a VFN. Dale Vv ramci laboratote Anatomického tstavu 1. LF UK
byla provadéna izolace RNA z jednotlivych bunéénych izolatd a bunéénych linii k dalsi
analyze trasnkriptomu na celogenomové urovni ve spolupraci s laboratoti Ustavu
molekularni genetiky Akademie véd CR (AV CR). Vlastni izolované bun&éné populace
byly ziskany z odebranych vzorkt koznich metastaz melanomu, ale i ze zdravych tkani
od pacientt 1é¢enych na Dermatovenerologické klinice 1. LF UK a VFN po podepsani
informovaného souhlasu a plného pouceni pacientt.

Nékteré experimenty v ramci in vitro modelovani nadorového mikroprostiedi a
migrace nadorovych bunék byly provedeny i ve spolupraci s laboratofi pana doc. RNDr.
J. Brabka, CSc. (Katedra bunééné biologie, Piirodovédecké fakulty UK). Pti hledani
vhodnych sérologickych markert melanomu byly odebrany vzorky sér pacientii a
zdravych dobrovolnikd, u nichz byla provedena proteomicka analyza a statistické
vyhodnoceni na spolupracujicim pracovisti v Ustavu Zivo¢isné fyziologie a genetiky AV
CR, v. V. i. v Libéchové. Vysledky byly korelovany s imunohistochemickym vysetienim
tkani primarnich melanomt tychZ pacientd. Experimentdlni model byl porovnan
s imunocytochemickym profilem kultivovanych nadorovych i zdravych melanocyti a

CAFs z melanomu.
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Druha navazujici ¢ast prace byla provedena ve spolupraci Dermatovenerologické
kliniky 1. LF UK a VFN a Ustavu patologie 1. LF UK a VEN. Tyto studie vychazeji
piredevsim z retrospektivni analyzy histologickych vzorkti tkédni melanoml a
melanocytarnich névii, které byly vySetieny zakladnimi histologickymi technikami
(H&E) a imunohistochemickymi metodami. Vedle imunohistochemickych vysetieni byly
provedeny i genetické analyzy DNA a detekce celé fady mutaci S ovéfenim jejich
patogenniho vyznamu. Ziskana data byla dale korelovana s klinickymi udaji ziskanymi v
prabéhu dlouhodobé dispenzarizace pacientii s melanomem na Dermatovenerologické
klinice 1. LF UK a VFN. Jednotlivé vysledky byly korelovany a statisticky zpracovany
ve snaze ziskat prognostické a prediktivni zavéry.

Publikované vysledky prohloubily dlouholetou spolupraci Dermatovenerologické
kliniky 1. LF UK a VFN a Anomického tstavu 1. LF UK. V ramci téchto experimentl se
podarilo navazat novou spolupraci a utvofit $irsi pracovni skupinu, ktera se vénuje studiu

problematiky mikroprostfedi melanomu.

8. DosaZené vysledky
8.1.PfedloZené publikované prace v souvislosti s tématem prace

Vysledky jednotlivych praci jsou podrobnéji diskutovany v nasledujicich

kapitolach. Seznam praci je uveden chronologicky.

1) Kucera J, Dvofankova B, Smetana K, Szabo P, Kodet O. Fibroblasts isolated
from the malignant melanoma influence phenotype of normal human
keratinocytes. Journal of Applied Biomedicine. 2015, 13(3), 195-198. IF = 1,509
(2015; PHARMACOLOGY & PHARMACY, Q4)

2) Jobe NP, Rosel D, Dvorankova B, Kodet O, Lacina L, Mateu R, Smetana K,
Brabek J. Simultaneous blocking of IL-6 and IL-8 is sufficient to fully inhibit
CAF-induced human melanoma cell invasiveness. Histochem Cell Biol. 2016
Aug;146(2):205-17.

IF = 2,553 (2016; CELL BIOLOGY, Q3; MICROSCOPY, Q1)

3) Dvorankova B, Szabo P, Kodet O, Strnad H, Kolat M, Lacina L, Krej¢i E, Naika
0, Sedo A, Smetana K Jr. Intercellular crosstalk in human malignant melanoma.
Protoplasma. 2017 May;254(3):1143-1150. IF = 2,457 (2017; CELL
BIOLOGY, Q3; PLANT SCIENCES, Q2)
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4)

5)

6)

7)

8)

9)

Lacina L, Kodet O, Dvotankova B, Szabo P, Smetana K Jr. Ecology of melanoma
cell. Histol Histopathol. 2018 Mar;33(3):247-254. IF = 1,777 (2018; CELL
BIOLOGY, Q4; PATHOLOGY, Q3)

Kodet O, Dvotankova B, Bendlova B, Sykorova V, Krajsova I, Stork J, Kudera
J, Szabo P, Strnad H, Kolaf M, VItek C, Smetana K Jr, Lacina L.
Microenvironment-driven resistance to B-Raf inhibition in a melanoma patient is
accompanied by broad changes of gene methylation and expression in distal
fibroblasts. Int J Mol Med. 2018 May;41(5):2687-2703. IF = 2,928 (2018;
MEDICINE, RESEARCH & EXPERIMENTAL, Q3)

Jobe NP, Zivicova V, Mifkova A, Résel D, Dvotankova B, Kodet O, Strnad H,
Kolat M, Sedo A, Smetana K Jr, Strnadova K, Brabek J, Lacina L. Fibroblasts
potentiate melanoma cells in vitro invasiveness induced by UV-irradiated
keratinocytes. Histochem Cell Biol. 2018 May;149(5):503-516. IF = 2,640 (2018;
CELL BIOLOGY, Q3; MICROSCOPY, Q1)

Dura M, Némejcova K, JakSa R, Barti M, Kodet O, Tichd I, Michélkovd 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. IF = 2,230 (2019; CELL BIOLOGY Q4; PATHOLOGY,

Q3)

Lacina L, Brabek J, Kral V, Kodet O, Smetana K Jr. Interleukin-6: a molecule
with complex biological impact in cancer. Histol Histopathol. 2019
Feb;34(2):125-136. IF = 1,940 (2019; CELL BIOLOGY, Q4; PATHOLOGY,

Q3)

Dundr P, Simon K, Némejcova K, Barti M, Ticha I, Michalkova R, JakSa R,
Véckova Z, Kodet O. Stathmin is a potential therapeutic target but not a
prognostic marker in melanoma: an immunohistochemical study of 323
melanocytic lesions. Melanoma Res. 2019 Apr;29(2):157-162. IF = 2,750 (2019;
DERMATOLOGY Q2; MEDICINE, RESEARCH & EXPERIMENTAL,
Q3; ONCOLOGY, Q3)

10) 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
May;32(3):412-423. IF = 3,683 (2019; CELL BIOLOGY, Qs3;
DERMATOLOGY, Q1; ONCOLOGY, Q2)

11) Kucera J, Strnadova K, Dvotankova B, Lacina L, Krajsova I, Stork J, Kovafova

H, Skalnikova HK, Vodic¢ka P, Motlik J, Dundr P, Smetana K Jr, Kodet O. Serum
proteomic analysis of melanoma patients with immunohistochemical profiling of
primary melanomas and cultured cells: Pilot study. Oncol Rep. 2019
Nov;42(5):1793-1804. IF = 3,417 (2019; ONCOLOGY, Q2)
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12) Ticha I, Hojny J, Michalkova R, Kodet O, Krkavcova E, Hajkova N, Némejcova
K, Bartt M, Jaksa R, Dara M, Kanwal M, Martinikova AS, Macarek L,
Zemankova P, Kleibl Z, Dundr P. A comprehensive evaluation of pathogenic
mutations in primary cutaneous melanomas, including the identification of novel
loss-of-function variants. Sci Rep. 2019 Nov 19;9(1):17050. IF = 3,998 (2019,
MULTIDISCIPLINARY SCIENCES, Q1)

13) Strnadové K, Spanko M, Dvotankova B, Lacina L, Kodet O, Shbat A, Klepacek
I, Smetana K Jr. Melanoma xenotransplant on the chicken chorioallantoic
membrane: a complex biological model for the study of cancer cell behaviour.
Histochem Cell Biol. 2020 Aug;154(2):177-188. IF = 4,304 (2020; CELL
BIOLOGY, Q3; MICROSCOPY, Q1)

14) Némejcova K, Dundr P, JakSa R, Bartd M, Struzinska I, Hojny J, Hajkova N,
Kodet O. Comprehensive Analysis of PTEN in Primary Cutaneous Melanoma.
Folia Biol (Praha). 2020;66(1):7-16. IF = 0,906 (2020; BIOLOGY, Q4;
ONCOLOGY, Q4)

15) Kodet O, Kuéera J, Strnadova K, Dvotankova B, Stork J, Lacina L, Smetana K
Jr. Cutaneous melanoma dissemination is dependent on the malignant cell
properties and factors of intercellular crosstalk in the cancer microenvironment
(Review). Int J Oncol. 2020 Sep;57(3):619-630. IF = 5,650 (2020;
ONCOLOGY, Q2)

16) Kodet O, Némejcova K, Strnadova K, Havlinova A, Dundr P, Krajsova I, Stork
J, Smetana K Jr, Lacina L. The Abscopal Effect in the Era of Checkpoint
Inhibitors. Int J Mol Sci. 2021 Jul 4;22(13):7204. IF = 5,923 (2021;
BIOCHEMISTRY AND MOLECULAR BIOLOGY, Q1; CHEMISTRY,
MULTIDISCIPLINARY, Q2)

8.2.Nadorové mikroprostiedi melanomu

V tomto tematickém okruhu bylo navazano na prace, které tvotily zaklad vlastni
disertacni prace, se zaméfenim jiz konkrétné na mikroprostiedi melanomu a studium
nadoroveého stromatu melanomu. Jednotlivé prace se vénuji problematice CAFs
izolovanych z koznich metastdz melanomu a jejich vlivu na okolni soucasti nadorového

mikroprostiedi (napf. keratinocyty) i na vlastni nadorové melanocyty.
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8.2.1. Fibroblasty izolované z melanomu ovliviiuji fenotyp normalnich
lidskych Kkeratinocyti

Tato prace (Kucera et. al. Fibroblasts isolated from the malignant melanoma
influence phenotype of normal human keratinocytes. Journal of Applied Biomedicine.
2015, 13(3), 195-198) dokazuje, ze mechanismus piasobeni CAFs v melanomu je
podobny tomu, ktery byl popsan i v jinych nadorech, zejména v dlazdicobunécném
karcinomu hlavy a krku a v bazocelularnim karcinomu ktze (200,393). Experiment byl
zalozen na ko-kultivaci CAFs (v praci oznaCovano jako MAFs) izolovanych z kozni
metastazy melanomu S normalnimi lidskymi Kkeratinocyty a kontrolnich dermalnich
fibroblastt od zdravého darce za stejnych podminek. Efekt CAFs na normalni
keratinocyty byl demonstrovan expresi keratinu 14 a ko-expresi keratinu a vimentinu
v normalnich keratinocytech. Keratin 14 byl pfi kultivaci s CAFs exprimovan ve vSech
keratinocytech (napii¢ koloniemi) na rozdil od pouziti dermalnich fibroblastt, kde keratin
14 byl patrny pouze v okrajich kolonii keratinocyti. Vzajemna ko-exprese keratinu a
vimentinu v epitelovych bufikach muze indikovat tendenci k EMT v keratinocytech.
Exprese keratinl i vimentinu byla pozorovana v drobnéjsich keratinocytech na okrajich
kolonii, které byly v pfimém kontaktu s CAFs. Tento velice jednoduchy experimentélni
model nadorového mikroprostiedi, resp. vztahu nenadorové populace a okolnich
keratinocyttl, ukazuje na obdobny mechanismus, kterym jsou CAFs schopny zménit
diferenciaci keratinocytli (na tirovni exprese keratinit). Tato prace podporuje predchozi
vysledky, kdy CAFs z riiznych nadort byly schopny zménit diferenciaci linie EM-G3
izolovanou z duktalniho karcinomu prsu (198).

Vysledky této prace dokazuji, ze biologické pisobeni CAFs z rliznych typt
nadort na epitelové bunky (keratinocyty) je uniformni. Vzajemné interakce nadorovych
buné¢k s CAFs, ale i s dalsimi buinkami nadorového mikroprostfedi, kam patii u
primarniho kozniho melanomu i keratinocyty, je vyznamnym faktorem slouzici k
udrzovani ,,niche* nadord. Obdobné mechanismy se podileji i na iniciaci a progresi
melanomu a dalSich nadoru. Studie podporujici teorie o pravdépodobn¢ uniformnim vlivu
CAFs v riznych nadorech muze byt podkladem k hledani molekul k inhibici téchto

mechanismu, a tak vyznamné ovlivnit nadorovy rist a progresi.
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8.2.2. Fibroblasty potencuji in vitro invazivni rist melanomovych bunék
vyvolany UV ozaienymi keratinocyty

Prace Jobe N.P. et al. Fibroblasts potentiate melanoma cells in vitro invasiveness
induced by UV-irradiated keratinocytes. Histochem Cell Biol. 2018 May;149(5):503-516
je vénovana efektu keratinocyti stimulovanych UV zafenim na melanomové bunky a
kombinovanému vlivu s CAFs ve srovnani s normalnimi dermalnimi fibroblasty (dale
jako HF, anglicky: Human Fibroblasts).

Ultrafialové zafeni je jediny prokézany zevni environmentalni faktor podilejici se
na vzniku melanomu (66). Vedle epigenetickych zmén a indukci syntézy melaninu se UV
zateni podili 1 na poSkozeni a aktivaci keratinocytll. Samotné keratinocyty vyznamné
participuji na iniciaci a progresi melanomu pii zahajeni vertikalniho ristu pomoci
produkce MMP-9 (152). Zakladem studie byl in vitro model nadorovych melanocytt
(linie A2058 a BLM), které byly vystaveny vlivu kondiciovanych médii obohacenych 0
faktory kultivaci normalnich keratinocytt a keratinocytd vystavenych UVB zafeni (10,
50 a 100 mJ/cm?). Soucasti experimentu byla i ko-kultura linie BLM a A2058 s CAFs (tii
rozdilné izolaty CAFs) z melanomu ve srovnani s HF ve 3D in vitro modelu, opé&t
s pouzitim kondiciovanych médii z normdlnich a UVB ozéafenych keratinocyti.
Kultivaéni experimenty byly ovéfeny imunohistochemickymi metodami a CAFs a HF
byly porovnany na trovni expresniho profilu RNA metodou microarray (Illumina, CA,
USA). Porovnani expresniho profilu CAFs ukazalo rozdil mezi CAFs a HF.
Nejvyraznéjsi rozdil byl pozorovan u CAFs v bunééné populaci ZAM (rozdil v 1157
genech oproti HF), ktera soucasné vykazovala i vysokou expresi a-SMA. Zasadnim
vysledkem bylo zjisténi vysoké exprese IL-6, IL-8 a CXCL-1 ve vSech tfech CAFs oproti
kontrolnim HF. Pfi imunohistochemické analyze, podobné jako Vv pfedchozi praci, byl
porovnan efekt CAFs na keratinocyty prikazem exprese keratini a vimentinu
Vv keratinocytech vystavenych CAFs. Ve 3D modelu, spouzitim nadorovych linii
melanomu byl prokazan prakticky stejny efekt jak u normalnich keratinocytech, tak i u
téch ozafenych UVB zafenim. Pouze keratinocyty ozafené energii 10 mJ/cm? (nizsi davka
UVB zareni) vykazovaly mirn¢ vétsi efekt na stimulaci melanomovych linii. V dalsi fazi
byla ve 3D modelu invazivniho ristu melanomovych buné€k pouzita kondiciovana média
z ozéafenych a neozatfenych keratinocytd, a navic byl pfidan i1 vliv CAFs (izolat ZAM) a
HF. V obou pfipadech s pouzitim fibroblastd doslo k indukci invazivniho rdstu; pii

pouziti CAFs byl invazivni rist signifikantné nejvétsi, a to jak pii pouziti keratinocytl
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ozafenych 10 mJ/cm?, tak i 100 mJ/cm?. Ve studii byl hodnocen i vliv UV zéfeni na
poruchu integrity DNA, kde pfi pouziti 10 mJ/cm? doslo sice k poruse integrity DNA, ale
zmény byly kratkodobé a reverzibilni do 24 hod (p > 0,05, bez statistické vyznamnosti).
Na tyto zmény nebyl pozorovéan piipadny ochranny vliv fibroblasti. Pfi pouziti 100
mJ/cm? bylo patrné vétsi mnozstvi letdlnich bunék a integrita DNA byla statisticky
vyznamné poskozena bez schopnosti obnovy do 24 hod (p < 0,001).

Hlavnim vysledkem této studie je zjisténi, ze dokonce 1 jen ¢asteCnym posSkozenim
nadorového mikroprostiedi (keratinocytil) UV zafenim dochazi ke stimulaci invazivniho
ristu nadorovych melanocyti v in vitro modelu. Dokladuje vzajemnou provazanost
nadorovych melanocytt s butkami mikroprostredi, véetné jejich produktl, uvolnénych
do kultiva¢niho média. V praci je diskutovan 1 vliv UV zéfeni na indukci invazivniho
rastu a vliv chronického UV zéfeni na ochranné mechanismy proti poskozeni DNA, 0
kterych je doposud znamo pomérné malo (394). Vyznamnym faktorem v potencovani
invazivniho rastu mize byt opét indukce exprese MMP vlivem nizkych davek UVB
zafeni jak v epidermis, tak i v dermis, kam UVB pronika jen ¢asteéné (395,396). Dalsim
vyznamnym bodem je ovéfeni exprese IL-6, IL-8 a CXCL-1, kter¢é mohou byt
produkovany CAFs parakrinnim zptisobem. Tyto cytokiny mohou vyznamné ovlivnit
diferenciaci keratinocytt, jak dokumentuji jiz diskutované prace (222,397). Krom¢ toho
IL-6 a IL-8 vyznamné potencuji invazivni riist melanomovych bungk v in vitro modelu,

jak bude dolozeno v popisu dalsiho experimentu (398).

8.2.3. Inhibice invazivniho ristu melanomovych bunék indukovana
CAFs pomoci souc¢asné blokace IL-6 a IL-8

Studie Jobe N.P. et al. Simultaneous blocking of IL-6 and IL-8 is sufficient to
fully inhibit CAF-induced human melanoma cell invasiveness. Histochem Cell Biol. 2016
Aug; 146(2): 205-17, prohloubila znalosti o indukci invazivniho ristu melanomovych
bunék pod vlivem CAFs Vv in vitro modelu a prokazala moznost uplné inhibice téchto
interakci soucasnou blokaci IL-6 a I1L-8.

V biologii melanomu je zvysena exprese klicovych chemokint a cytokini v CAFs
pomérné zasadni a podili se na utvafeni proinvazivniho a prometastatického prostredi
(399). U pacientii s melanomem lze IL-8 detekovat v séru a jeho elevace miize byt spojena
s progresi nadoru. 1L-8 je exprimovan jen ziidka v normalnich bunkach, ale vedle CAFs

je produkovan i v buitkach melanomu s moznou stimulaci nadorového ristu, angiogeneze
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a indukce metastatického procesu (222,400). Velky vyznam v biologii melanomu ma i
prozanétlivy cytokin IL-6, ktery je spojovan také s progresi melanomu a muze byt vyuzit
jako prognosticky biomarker (343,400).

Zaklad prace vychazi zin vitro kultiva¢niho experimentu a 3D modelovani.
Nadorové melanocyty (BLM, A2058) byly v 3D kultufe vystaveny kondiciovanym
médiim z HF od zdravého pacienta a z CAFs izolovanych z kozni metastazy melanomu.
Nasledn¢ byl sledovan invazivni rast nadorovych bunék. Obdobné byl piipraven model
sledujici proliferaci pod vlivem kondiciovanych médii z HF a CAFs a in vitro model
hojeni, ktery sledoval uzavirani defektu v konfluentni kultufe nadorovych melanocytd,
které rostly pod vlivem kondiciovanych médii z HF a CAFs. Produkce a vliv IL-6 a I1L-8
byly ovéfeny metodou ELISA a imunohistochemicky v nadorovych melanocytech a
primarnich melanomech. Zasadni byl experiment s bloka¢nimi protilatkami proti IL-6 a
IL-8 jak samostatn¢, tak v kombinaci, které byly pouzity v 3D in vitro modelu
invazivniho ristu melanomovych bun¢k kultivovanych samostatné a pod vlivem
kondiciovanych médii z HF a CAFs.

Vysledkem prace byl prukaz signifikantné vyznamné indukce invazivniho ristu
melanomové linie BLM pod vlivem kondiciovaného média z CAFs v 3D modelu a pfi
ko-kultivaénich 2D experimentech oproti samotnym nadorovym melanocytim a
stejnému experimentu s HF. U linie A2058 byla pozorovana signifikantni stimulace rtistu
i pod vlivem HF, ale v mensi mife nez pfi pouziti modelu s CAFs. V experimentu
porovnavajici vliv CAFs a kondiciovanych medii na proliferaci nebyl zjiStén vyznamné;si
efekt a lze usuzovat, Zze invazivni rust s migraci bunék neni zavisly na typu stimulace
proliferace (CAFs ¢i kondiciovana média). Metodou ELISA byla dale prokazana vétsi
produkce IL-8 u melanomovych bun¢k (BLM, A2058) oproti fibroblastim (CAFs a HF)
a IL-6 naopak u fibroblastti (CAFs i HF) nez u melanomovych bunék. Produkce IL-6 byla
zvysena i pii ko-kultivaci linie A2058 s CAFs, u linie BLM byla navic zvySena i pii ko-
kultivaci sHF. U IL-8 doslo k navySeni produkce pouze pii ko-kultivaci s CAFs.
Imunohistochemicky byl IL-6 a IL-8 navic exprimovan i v nékterych primarnich
melanomech. Nejvyznamnéjsim vysledkem této studie je zjisténi, Ze pouzitim kombinace
protilatek proti IL-6 a IL-8 v kultivaénim systému lze kompletné inhibovat invazivni
migraci, navozenou kondiciovanym médiem zejména z CAFsS.

Tato prace vyznamné& prohlubuje znalosti o nddorovém mikroprostfedi melanomu
a potencovani invazivniho rustu a migrace pomoci CAFs a charakterizuje i vliv cytokinu

IL-6 a chemokinu IL-8, které se v tomto procesu ucastni. I kdyz vysledky této prace
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jednoznacéné poukazuji na vliv IL-6 a IL-8, nejedna se o jediné faktory, které se na téchto
interakcich mohou podilet. Jejich produkce nadorovymi melanocyty a CAFs nebyla zcela
uniformni. Dal$i molekulou, ktera se mtze podilet na potencovani produkce IL-8, je napf.
IL1B (399). Stézejnim vysledkem této prace je ovéieni vyznamu blokace t€chto molekul,
coz muze byt napomocné pro hledani novych cest pii prekonavani mechanismu rezistence
na léCebna schémata melanomu. Vyznam téchto experimenti dokladuje prace s blokaci
IL-6 a anti-PD-1 s moznosti pieckonani né¢kterych mechanismi rezistence na checkpoint
inhibitory. U nékterych pacientu 1é¢enych anti-PD-1 byla detekovana vyssi haldina IL-6,
ktera byla navic spojena s horsi prognézou. Soucasna blokace IL-6 a celé této signalizace
vedla v my$im modelu melanomu k navysSeni exprese INF-y produkovaného CD4" T-
lymfocyty a naslednému posileni anti-PD-1 terapie (401). In vitro modelovani v 3D
podminkach pfinasi nové poznatky o migraci a invazivnim ristu nadorovych bunck za
definovanych podminek a patfi mezi standardni metody studia néadorového

mikroprostiedi (398,402).

8.2.4. Mikroprostiedim zprostifedkovana rezistence na cilenou terapii
BRAF inhibitory je spojena se zménami genové metylace a exprese
v distalnich fibroblastech

Tato studie Kodet O. et al. Microenvironment-driven resistance to B-Raf
inhibition in a melanoma patient is accompanied by broad changes of gene methylation
and expression in distal fibroblasts. Int J Mol Med. 2018 May;41(5):2687-2703,
vyznamné propojila klinické sledovani pacienti 1é¢enych s melanomem se zakladnim
vyzkumem na nasem pracovisti.

Lécba pacientt cilenou terapii BRAF inhibitory pfinesla do terapie melanomu
revoluci s dosud nevidanym procentem terapeutickych odpovédi (110,112). Bohuzel, po
uvodnich uspéesich v 1é¢bé metastazujiciho melanomu cilenou terapii bylo nutné hledat
mechanismy, které vedou k pomémé ¢asné rezistenci na tuto 1é¢bu. Casteéné prekonani
rezistence se podaftilo po zavedeni kombinace s MEK inhibitory (115). Velky vyznam je
Vv soucasné dobé vénovan i mechanismim rezistence, které jsou zptisobeny interakcemi
nadorovych bunék s komponentami nadorového mikroprostiedi.

Prace byla zalozena na izolaci CAFs z metastazy melanomu od pacientky
s generalizovanym melanomem (primarni akrolentigindzni melanom Breslow 4,0; Clark

IV) pied zahajeni 1écby BRAF inhibitorem vemurafenibem. Tii mésice od zahajeni
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terapie byl odebran kontrolni vzorek z anatomicky podobné, ale zdravé kize k izolaci
kontrolnich dermalnich fibroblastt (dale jako ACFs, anglicky: Autologous Control
Fibroblasts). K porovnani CAFs a ACFs byly pouzity i HF z jiného zdravého pacienta.
Ze ziskanych fibroblastt byla izolovana RNA a DNA k analyze transkriptomu a genové
metylace. Fibroblasty byly dale kultivovany pro potfebu imunocytochemické detekce
proteind, zejména pak a-SMA.

V této praci se podafilo prokdzat expresi a-SMA VvV mensi mife v izolovanych
CAFs, ale piedevSim v ACFs po 3 mésicich 1écby vemurafenibem. Pomoci
imunohistochemického znaceni byla prokazana exprese o-SMA Vv metastaze melanomu,
ze kterého CAFs byly izolovany. Byla prokazana i exprese TGF-B1 v bunikach melanomu,
ktery je za indukci myofibroblasti a tedy expresi a-SMA odpovédny. Tato pozorovani
byla ovéfena kultivaénim experimentem s HF, které byly vystaveny vlivu TGF-B1
S naslednou indukci myofibroblasti s expresi a-SMA. Z DNA izolatu z metastazy
melanomu byla stanovena BRAF mutace V60OE, ktera nebyla detekovana v izolovanych
CAFs z této metastazy. Pfi porovnani expresniho profilu RNA u CAFs, ACFs, a HF
microarray metodou byly zjistény znacné rozdily v expresi jednotlivych gent. CAFs
oproti ACFs byly rozdilné v 1800 genech a oproti HF dokonce v 2701 genech. Z této
analyzy se podafilo porovnat geny up-regulované a down-regulované u jednotlivych
fibroblastti, navzajem a mezi skupinami (CAFs a ACFs vs HF, CAFs a HF vs ACFs
apod.). Analyzované rozdilné geny odpovidaji za proliferaci, angiogenezi, proliferaci
endotelialnich bunck, produkci ECM ucastnici se hojeni, ale 1 geny regulujici Wnt
signalizaci. Byla téz detekovana up-regulace IL-6 a VEGF-A. Abychom byli schopni
vyhodnotit, zda zmény v transkripéni aktivité rizné exprimovanych genl byly spojeny s
epigenetickymi zménami fibroblast, byly mezi kultivovanymi fibroblasty pomoci
technologie microarray detekovany rozdilné metylované genomové oblasti (dale jako
DMRs, anglicky: Differentially Methylated Regions). Celkem 2300 DMRs oblasti bylo
detekovano pii porovnani CAFs a ACFs, ve srovnani CAFs a HF bylo detekovano
dokonce 2908 DMRs a pfi porovnani ACFs a HF 1835 DMRs. Tyto nalezy poukazuji na
rozdil mezi ACFs (navzdory odebrani vzorku z nepostizené ktize) a HF ze zdravého (ale
jiného) pacienta bez melanomu. CAFs vykazovaly hyper-metylace v genovych oblastech
spojenych s SMA (ACTA2) a FGFBP2. ACTA2 byl navic hypometylovan v HF pfi
srovnani CAFs a ACFs. Nejvyznamngj$i zmény na Urovni genové metylace byly
detekovany zejména u CAFs a ACFsato ACTALl a ACTAZ2, geny kdédujici SMA, rlstové
faktory FGF11, FGF22 a BMP8B, dale pak chemokiny a interleukiny CXCL12, IL6 a

89



IL32. V konec¢né analyze byly vyhodnoceny expresni profily a metyla¢ni profily spolu s
vybranymi geny s nejsiln€jSimi zménami v genové expresi, a to: aktiny ACTC1 a
ACTG2; rustové faktory FGF13, BMP6 a TGFA; chemokiny a interleukiny CXCL-5, -6,
-12, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-11 a IL-24; a keratin KRT7. Ve vysledné analyze bylo
pozoruhodné, ze expresni profil ACFs byl blizsi HF, ale metylacni profil byl blizsi CAFs.

Prace vedle moznych mechanismu rezistence na cilenou terapii, zprostiedkovanou
produkci TGF-B1 a indukci tvorby myofibroblastu diskutuje i dalsi faktory podilejici se
na nadorové rezistenci. TGF-f stimulované fibroblasty jsou schopny produkce HGF,
ktery se miize vazat na receptor MET a aktivovat alternativni cestu v MAP kindzové
signalizaci. V1iv BRAF inhibitori s aktivaci MAP kinazové signalizace byl detekovan i
v CAFs, coz mize piispivat k obrannym bunéénym mechanismiim a zménam napf.
v produkci ECM (217-220). Samotné CAFs v této studii nevykazovaly BRAF mutaci,
proto lze usuzovat, Ze jejich ptivod pochazi spise z lokalniho mezenchymu nez procesem
EMT z nadorovych bunék. Pii porovnani CAFs a HF byly pozorovany vyrazné rozdily
jak na Grovni genové exprese, tak i metylace. Jednim z faktord, které se vyznamné
podileji na pfeméné lokalnich dermalnich fibroblasti na CAFs je pravé TGF-pl,
uvolfiovany parakrinnim zpusobem zbunék melanomu, ktery muze pisobit i na
systémové urovni a ovliviiovat i vzdalené fibroblasty (403). Porovnani profili exprese
CAFs, ACFs a HF ukazalo, Ze ACFs vykazuji vyssi aktivitu genit odpovédnych za
aktivaci fibroblastli a nddorovych bunék, zejména dilezitych mediétori, jako je TGF-J,
nebo v piedchozich studiich diskutovany IL-6. ACFs také prokazaly disregulaci exprese
ACTG2 a dalsiho genu spojené¢ho s tvorbou hladkosvalovych proteini (aktinu),
typického pro myofibroblasty nadorového mikroprostiedi, ale i hojici se rany. Kriticky je
nutné zminit, Ze se jedna o studii pouze u jednoho pacienta a vysledky by bylo vhodné

ov¢rit na vétsim souboru pacienti.

8.2.5. Xenotransplantait melanomovych bunék na choriolantoidni
membranu kufeciho embrya: komplexni biologicky model pro
studium nadorovych bunék.

Tato prace (Strnadova et al. Melanoma xenotransplant on the chicken
chorioallantoic membrane: a complex biological model for the study of cancer cell
behaviour. Histochem Cell Biol. 2020 Aug;154(2):177-188) se veénovala implantaci
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nadorovych melanocyti na chorioalantoidni membranu Kufecich embryi s cilem
definovat mozny in vivo model pro studium nadorového mikroprostiedi.

Nejcastéji pouzivany zviteci model pro studium nddorti je zalozen na riiznych
inbrednich mysich kmenech. V porovnani kin vitro vysledkim, zaloZzenym na
laboratornich experimentech, nabizeji my$i modely mnohem vyssi biologickou
komplexnost, které nelze v kultivaénich 2D i 3D modelech docilit. Vzhledem k
rozmanitosti imunodeficientnich kmeni experimentalnich mysi je nékdy slozité vybrat
ten spravny kmen, ktery odpovida pozadavkim experimentu. Navic je nutné zminit, ze i
tento model ma své limity (404).

Zakladem experimentu byla pfiprava kultivovanych nadorovych melanocytd,
linie BLM, A2058 a G361 a kontrolnich neonatalnich melanocytt HPM. Dale byly
izolovany embryonalni kufeci fibroblasty z chorioalantoidni membrany (dale jako CAM,
anglicky: Chorioallantoic Membrane) a dospélé kuieci fibroblasty, zobou byla
piipravena i kondiciovana média. Oplodnéna vejce hybridniho kutatka Ross 308 (Gallus
gallus domestica; Xaverov, Ceska republika) byla inkubovéna ve zvlhéené atmosféte pii
37,5°C po dobu 4 dna do faze 22-24 podle Hamburgera a Hamiltona (405). Nasledné
bylo do skofapky vytiznuto manipulacni okénko. V definované skupiné embryi bylo na
povrch  chorioalantoidni membrany, pfed aplikaci nadorovych melanocytu,
transplantovano primordium z horni koncetiny kufeciho embrya (HH 23-24) jako model
hypoxického prostiedi. Po dvou dnech byly na povrch CAM implantovany melanomové
buiiky v podobé koncentrované suspenze v koncentraci 106 v 10 pl v PBS. Celkové bylo
pouzito 45 embryi, ktera byla zpracovana zakladnimi histologickymi a
imunohistochemickymi metodami. Byl studovan vliv kondiciovanych médii z kutecich
fibroblasti (fetalnich 1 dosp€lych) na rist a metabolickou aktivitu nadorovych
melanocytd. Kondiciovand média pfipravend z kufecich fibroblastd byla schopna
signifikantn¢ zvysit proliferaci nadorovych melanocytd, ale pouze u linie A2058 byl
statisticky rozdil mezi kondiciovanym médiem z embryondlnich kufecich fibroblastii ve
srovnani s dospélymi kutecimi fibroblasty (p>0,002). I pfi méfeni metabolické aktivity
(MTT test) byl pozorovan rozdil pouze u linie A2058 (p>0,001). VSechny nadorové linie
na povrchu CAM byly schopny vytvofit kolonie, které byly ovéfeny expresi vimentinu
(clon V9, pouze lidsky), navic migrujici nddorové melanocyty byly patrny podél cév
CAM (pfedevsim v pozdéjsi fazi experimentu - 6 den). Invaze nadorovych bunék do
stromatu CAM byl vSak vzacnéjsi jev, ktery byl pozorovan jen ve 2 ptipadech. Invaze

nadorovych melanocytli byla prokdzéna expresi HMB-45. Pii pouziti hypoxického
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modelu s transplantovanym primordiem koncetiny doSlo k neovaskularizaci v misté
Stépu a posileni cévniho zasobeni s naslednym ristem koncetiny. Nadorové melanocyty
byly poté pfitahovany k mistu primordia, obklopily ho a ve dvou pfipadech byla
prokazana infiltrace stromatu primordia bunkami melanomu (prokazano
imunohistochemicky expresi HMB-45). Nadorové melanocyty se nepodafilo prokazat
Vv organech kufeciho embrya.

Tato studie ukazuje, ze CAM kuieciho embrya nabizi atraktivni a aktivni
biologicky model pro in vivo modelovani nadorového mikroprostiedi. Vyhodou tohoto
modelu je pomérné nizka cena, nevyhodou je vSak pomérné naro¢na preparace a nasledné
zpracovani tkani pro imunohistochemické analyzy (zejména peclivé prokrajovani a
hledani nddorovych bun¢k). Kondiciovand média z kufecich fibroblasti ptedstavuji také
zajimavy pokus modelovat vliv fetalniho prostfedi na nadorové. Faktory, které jsou
odpovédné za tyto zmény, mohou byt obdobné jako v piechozich experimentech, tedy IL-
6, IL-8, VEGF-A, jejichz exprese u kufecich fibroblasti mize byt stimulovana teplem,
ale napf. i infekci (406). Samotné kufeci embryo piedstavuje pro biologii melanomu
dlouhodobé¢ ovéteny model, ve kterém buniky melanomu aplikované do kufeciho embrya
ztraci svij maligni potencial (28). Omezené §ifeni nadorovych melanocytii v CAM mize
poukazovat na fakt, ze embryonalni mikroprostiedi vykazuje protinadorovy ucinek na
buiikky melanomu inhibici drahy PI3K/AKT. Tento vliv na mikroprostfedi nadoru
predstavuje zajimavy model pro studium biologie melanomu a napt. i mechanismu

rezistence na cilenou terapii (407,408).

vvvvv

melanomu. Velky duraz v téchto studiich je kladen na vliv CAFs z melanomu a
vzajemnym interakcim nadorovych melanocytt s ostatnimi komponentami nadorového
stromatu, jako jsou keratinocyty. Pomérné zasadni jsou poznatky ohledn¢ mozné inhibice
invazivniho ristu a migrace nadorovych melanocyti pomoci blokac¢nich protilatek proti
IL-6 a IL-8 a studium mechanismi rezistence na cilenou lécbu, ktera muze byt

zprostfedkovana i aktivaci nddorového mikroprostiedi.
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8.3.Nadorové biomarkery melanomu

Hledani a studium novych biomarkerti, pomoci kterych bychom dokazali 1épe a
rychleji diagnostikovat, nebo i predikovat nddorova onemocnéni vcetné melanomu, se
veénuje cela fada publikaci a studii. V biologii melanomu je jiz v klinické praxi vyuzivano
celé spektrum prognostickych a prediktivnich biomarkeri (kapitola 5.3.). Bohuzel Zadny
neni zcela spolehlivy a uniformni, a proto je hledani novych molekul s moznym
potencionalnim zavedenim do klinické praxe vyznamnou soucasti studia biologie
melanomu. V diagnostice melanomu jsou vyznamné i diagnostické markery, které by

pomohly rozlisit benigni melanocytarni 1éze a melanom.

8.3.1. Exprese Glut-1 u melanomu a melanocytarnich névi

V praci Dura et al. 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, byla studovana exprese glukdzového transportéru-1 (Glut-1)
Vv primarnich koznich melanomech v porovnani s melanocytarnimi névy.

Glut-1 je glykoprotein bunééné membrany, ktery se podili na bunécné absorpci
glukozy. ZvySena exprese Glut-1 je dalezitym mechanismem adaptace bunck proti
hypoxii. Zvysenou expresi Glut-1 Ize detekovat v nékterych typech zhoubnych nadort,
kde dochazi ke zméné metabolismu zalozeného na oxidativni fosforylaci na aerobni
glykolyzu. ZvysSena exprese Glut-1 byla detekovdna v nékterych nadorech, kde byla
spojena s vy$$im stupném progrese nadoru a postizenim lymfatickych cév a uzlin
(409,410). V nenadorové tkani muze byt exprese Glut-1 detekovana napiiklad v
erytrocytech, perineurialnich bunikach, v bunkach trofoblastu, dlazdicovém epitelu,
renalnich tubulech a nékterych endotelialnich bunkach. Expresi Glut-1 Ize nalézt také v
nekterych benignich nadorech (napf. perineurinomu, hemangiomu). Doposud se jen
nékolik studii vénovalo expresi Glut-1 v melanocytarnich 1ézich, navic s nesourodymi
vysledky (411,412).

V této studii bylo imunohistochemicky retrospektivné vysSetfeno celkem 225
vzorkll pacientli s primarnim melanomem a 175 vzorkt pacientli s melanocytarnimi névy.
Po zavedeni a ovéfeni metodiky byla pouze membranova pozitivita hodnocena jako

vypovidajici a odpovidajici pozitivni kontrole (H-skore 15). Vysledky expresniho profilu
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pacientd s melanomem byly statisticky vyhodnoceny s hodnotou Breslowa a klinickymi
udaji 10letého pieziti, pieziti bez recidivy (RFS) a pteziti bez metastatického postizeni
(dale jako MFS, anglicky: Metastatic Free Survival).

Vysledkem byla detekce exprese Glut-1 v 69 melanomech (z 225), ktera
korelovala s hodnotou Breslowa a patologickym stadiem (pT1 10% pozitivnich, pT2 36%
pozitivnich, pT3 36,4% pozitivnich a v pT4 dokonce 78,8% pozitivnich nalezl; p<
0,00001). U melanocytarnich névii se membranova exprese Glut-1 nepodafila prokazat.
Vedle dobré korelace hodnoty Breslowa a pT klasifikace byla prokdzana i korelace
s klinickymi udaji. Pti pouziti univariantni analyzy byla patrna korelace exprese Glut-1
se snizenim 10letého pieziti (p=0,00734; 24 pacientl zemielo), 10letého RFS (p =
0.00003; 36 pacientd mélo lokalni recidivu) a 10letého MFS (p = 0.0005; 41 pacienti
mélo metastatické postizeni).

Tato studie prokazala, ze membrandzni exprese Glut-1 mize byt ndpomocnym
prognostickym markerem, zejména u pacientd s vyssi hodnotou Breslowa a tedy | hor§im
stupném TNM Kklasifikace. Exprese v benignich melanocytarnich névech je pomérné
vzacnd (ndmi neprokazany jev), a proto miize byt exprese Glut-1 pouzita pfi rozliSeni
publikovany soubor vySetienych pacientii s melanocytarnimi névy, je nutné Kriticky
zminit, ze navzdory dobré specifité, pti hodnoceni membran6zni exprese je senzitivita

pomérné nizka na rozdil od jinych typt nadort (410).

8.3.2. Stathmin jako potencialni terapeuticky cil, ale nikoli prognosticky
marker u melanomu

Prace Dundr et al. Stathmin is a potential therapeutic target but not a prognostic
marker in melanoma: an immunohistochemical study of 323 melanocytic lesions.
Melanoma Res. 2019 Apr;29(2):157-162 je vénovana studiu exprese stathminu u
melanomu v porovnani s klinickymi udaji pacientd.

Stathmin (také znamy jako Opl8, pl8, pl19, stathmin 1 a metablastin) je
cytosolovy fosfoprotein podilejici se na regulaci dynamiky mikrotubuld a bunécného
cytoskeletu. Tento protein ma ¢tyfi fosforyladni mista (Ser 16, 25, 38, 63), ktera
Vv reakcich na extracelularni signaly (nebo béhem mitdzy, pomoci CDK1 a CDK?2 kinaz),
mohou ztracet schopnost fosforylace a néasledné mize dochazet k nedostatecné vazbé

volnych tubulinti (413). Mikrotubuly se podileji vedle déleni bunék i na jejich motilité a
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intracelularnim transportu (414). V nékterych nadorech byla exprese stathminu spojena
s horsi progndzou a s rezistenci na chemoterapii. V' biologii melanomu je o této molekule
znamo pomérné malo (415,416). V této studii byla provedena analyza exprese stathminu
vV melanocytarnich 1ézich s porovnanim benigniho névu a melanomu. Vysledky exprese
Ve vysetfenych melanomech byly statisticky porovnany s klinickymi udaji a sledovanim,
s cilem stanovit prognosticky vyznam exprese stathminu u melanomu.

Ve studii bylo imunohistochemicky vysetieno celkem 205 primarnich melanomiui,
60 metastaz melanomu a 58 benignich melanocytarnich 1ézi (n = 323). Vzorky melanomu
byly rozdéleny dle TNM klasifikace do 4 skupin (pT1 <lmm, pT2 >1-2mm, pT3 >2—
4mm, and pT4 >4mm). Primarni melanomy a melanocytarni benigni 1éze byly rozdéleny
dle anatomické lokalizace do 4 skupin (hlava, trup, horni a dolni koncetiny). Metastatické
1éze byly rozdéleny také dle anatomické lokalizace (35 metastaz do lymfatickych uzlin,
16 koznich a 5 do jinych organut, zahrnujicich jatra, cékum, prso, pleuru a nadledvinu).
Statisticka analyzy byla zaméfena na porovnani vysledki s cilem vyhodnotit pteziti bez
onemocnéni (dale jako DFS, anglicky: Disease Free Survival), lokalni pteziti bez recidivy
onemocnéni (dale jako LFS, anglicky: Local Free Survival) a MFS.

Exprese stathminu u melanomi a melanocytarnich névti byla pomérné homogenni
a uniformni, u vySetfenych metastaz byla exprese stathminu pomérn¢ heterogenni bez
jasn¢ predikované lokalizace v klastrech nadorovych bun¢k. H-skore hodnocenych 1ézi
bylo pro melanocytarni névy v priméru 146,1, pro melanom 116,7 a pro metastazy
melanomu 136,8 (primérna hodnota). Vyrazné nizsi Groven exprese byla pozorovana v
primarnich melanomech (Kruskal — Wallistv test, H = 17,73, N = 323, P = 0,001), a navic
zde byla zjisténa korelace s pohlavim pacientt (p = 0,041) a anatomickou lokalizaci (p =
0,011). Vyssi exprese stathminu byla pozorovana u zen v melanomech lokalizovanych na
hlavé a dolnich koncetindch oproti hornim koncetindm a trupu. Nepodafilo se prokazat
korelaci mezi vékem, typem primarniho melanomu nebo TNM klasifikaci. Ani pfi
srovnani analyzy s klinickymi daty, resp. DFS, LFS a MFS nebyla pozorovéna statisticka
zavislost.

Stathmin je vysoce exprimovan a up-regulovan u nékolika malignich nadort a
jeho vyssi exprese koreluje s diferenciaci nadoru, proliferaci, invazivnim rastem
nadorovych bunék a jejich migraci (415). Potlaceni funkce stathminu muze utlumit
bunéény rast melanomovych bunck, a proto se jedna o molekulu s terapeutickym
potencidlem (416). Neékteré preklinické studie poukazuji i na moznosti inhibice

stathminu, ktera vede k apoptdze a inhibici rastu nadorovych bungk, véetné jejich
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schopnosti migrovat (417,418). I kdyz tato studie neprokazala moznost vyuziti exprese
stathminu pro diagnostické a prognostické ucely, vcetné diferencialné diagnostického
rozliSeni benignich melanocytarnich 1ézi a melanomu, jedna se o molekulu s potencialnim

vyuzitim v 1é¢ebné strategii melanomu.

8.3.3. Srovnani péti riznych skérovacich metod pri hodnoceni TILs u
povrchoveé se Sificiho a nodularnino melanomu

V praci Némejcova et al. 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, se podatilo stanovit prognosticky vyznam hodnoceni TILs u melanomu pomoci péti
riznych metodik. Prace je jiz ¢aste¢né popsana v kapitole vénované TILs (kapitola 4.3.2).

T-lymfocyty, které se nachazeji ve stromatu nadord, Sse oznacuji jako TILs a
fadime k nim podskupiny CD8" T-lymfocyti, CD4" T-lymfocytd, NK buiiky a také
B-lymfocyty. TILs hraji hlavni roli v protinadorovych imunitnich reakcich a jsou
spojovany i s lep§i prognézou pacienti s melanomem (229,230). Zasadni tloha je i
Vv léCebné strategii pti pouziti checkpoint inhibitord, kde hojny infiltrat TILs je spojeny
s lepsi terapeutickou odpovédi, a naopak chudy (¢i zadny) infiltrat a nedostate¢na
stimulace neoantigeny mohou odpovidat za mechanismy rezistence na checkpoint
inhibitory (279,323-325). Vyznam histologického hodnoceni TILs ma pro klinickou
praxi velky vyznam a piinasi povédomi o stavu protinddorového imunitniho stavu
pacienta. Pro hodnoceni infiltratu TILs existuje nékolik riznych metodik, vychazejicich
z rutinniho histopatologického vySetfeni.

Tato studie porovnavala 5 nezavislych hodnoceni na 213 primarnich melanomech
s korelaci ke klinickym udajim a prognostickému vyznamu. Jednotlivé metodiky
zahrnuji: Clarkovo skore (232), systém australského melanomového institutu MIA (233),
skorovaci systém pouzity ve studii Saldanha et al. (234), skorovaci systém ze studie
TCGA modifikovany dle Parka a Kima (235) a systém HOBWG (229,230). Popis
jednotlivych systémil je podrobné dokumentovan v samotné publikaci.

K porovnani jednotlivych nalezii byla pouzita statisticka analyza TILS Vv
melanomu a porovnani histologickych udaju (typ melanomu, hodnota Breslowa)

s klinickymi nalezy (v€k pacienta v dob¢ diagndzy, pohlavi, anatomicka lokalizace) a
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stratifikace pacientll dle TNM klasifikace. Statisticka analyza byla pouzita k hodnoceni
prognostickych tidaji DFS, LFS a pfeziti bez metastatického postizeni (v praci oznaceno
jako DMFS).

Vsech 213 (150 SSM a 63 NM) primarnich melanomu bylo podrobeno hodnoceni
¢tyfmi metodami. Pro metodu IHOBWG bylo pouzito 156 primarnich melanomil,
Vv ostatnich ptipadech byla hodnota Breslowa pfili§ nizka, a proto tato metoda nemohla
byt spravné pouzita (229). Median hodnoty Breslowa byl 2,05 mm (pramér 2,94 mm),
Pritomna regrese melanomu, ktera by mohla ovlivnit hodnotu Breslowa byla pozorovana
v 59 piipadech. Statisticky byly zpracovany vSechny dostupné nalezy u vSech péti
pouzitych systémi, hodnoceni dle Clarka (Kappa index = 0,98; p <0,001), MIA (Kappa
index = 0,99; p <0,001); bodovaci systém pouzity ve studii Saldanha et al. (Kappa index
=0,99; p <0,001); bodovaci systém pouzivany ve studii TCGA a upraveny dle Park et al.
(Kappa index = 0,97 nebo az 1,0 pro peritumordzni nebo intratumorézni hodnoceni; p
<0,001); a systém IIOBWG (Kappa index = 0,88 pro hodnoceni infiltrace v invazivnim
okraji; p <0,001). Vyznamna shoda byla pozorovana pro hodnoceni IOBWG TILs v
invazivni ¢asti stromatu (Kappa index = 0,76; p <0,001) a v invazivni ¢asti nadoru (Kappa
index = 0,69; p <0,001). Vsech pét skorovacich systému bylo podrobeno univariantni a
multivariantni statistické analyze. Clarkovo skoére, MIA systém a [IOBWG prokazaly
statisticky signifikantni nalezy pro vSechny tfi analyzované cile DFS, LFS a DMFS
(vyrazné&jsi infiltrat byl spojeny s lepsi prognézou). U systému IIOBWG byl prognosticky
nalez patrny pouze u hodnoceni stromalni komponenty TILs, ale uz ne u hodnoceni
intratumoro6znich TILs a TILs v oblasti invazivniho okraje melanoma. Pro hodnoceni
TILs dle metody Saldanha et al. a ze studie TCGA modifikované dle Park et al. nebyla
patrna signifikantni zavislost ani v jednom ze sledovanych klinickych tdajt (DFS, LFS
a DMFS). Pfi pouziti multivariantni analyzy s kovariantami zahrnujicimi hodnotu
Breslowa, typ melanomu, ve&k, pohlavi a anatomickou lokalizaci, nebyly TILs
vyhodnoceny jako pomocny prognosticky marker pro DFS, LFS a DMFS.

Tato prace poukazuje na limity jednotlivych systéml pro hodnoceni TILs u
melanomu a ptedevsim pouzitelnost pro prognostické ucely. Z péti pouzitych systému
byla statistickd vyznamnost pozorovdna pouze u tii systémil (Clarkovo skére, MIA
systém a [IOBWG), navic syst¢tm [IOBWG u melanomu ukazuje své limity a prakticky
nepouzitelnost pro melanomy s niz$i hodnotou Breslowa. Vyznam TILs v biologii
melanomu byl diskutovan v pfedchozich kapitolach. Pro strategii 1écby pomoci

checkpoint inhibitora a jeji ptipadné selhani je dostate¢na ptitomnost TILs v nadoru
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pomérné zasadni, 1 kdyz fada pacientl bez TILs v melanomu mize na imunoterapii dobie
reagovat. Hodnoceni TILs je tedy spise pomocnym biomarkerem pro melanom a mélo by
byt standardem pfii histologickém vySetfeni primarnich melanomt. V soucasné dobé, pfi
moznostech jiZ rutinniho pouziti terapie melanomu chcekpoint inhibitory, a to nejenom
pii metastatickém postizeni, ale i v adjuvantnim a pfedevs§im neoadjuvantnim rezimu

podani (83,91), je vyznam TILs akcentovan.

8.3.4. Proteomicka analyza sér pacienti s melanomem s
imunohistochemickym profilem primarnich melanoma a
kultivovanych bunék

V praci Kucera et al. Serum proteomic analysis of melanoma patients with
immunohistochemical profiling of primary melanomas and cultured cells: Pilot study.
Oncol Rep. 2019 Nov;42(5):1793-1804 byly detekovany bioaktivni molekuly v séru
pacientl s melanomem a byla sledovana jejich korelace s expresi vybranych molekul
Vv primarnich melanomech téchto pacientti a v kultivovanych bunkach. Cilem prace byla
detekce molekul s prognostickym vyznamem.

Sérologické biomarkery melanomu jsou nejbéznéji pouzivané markery
k monitorovani onemocnéni (S100B, LDH), ale Ize je vyuzit i jako prognostické, a
piedev8im i jako prediktivni biomarkery terapeutické odpovédi napf. u checkpoint
inhibitort (S100B, LDH, CRP) (370-372,419). Pomérné velky vyznam maji i jiz
diskutované molekuly jako je IL-6 a IL-8, jejichz detekce miize byt spojena s progresi
melanomu, a navic hraji vyznamnou roli v samotném mikroprostiedi melanomu
(399,400,402,420,421). Dalsi vyznam v detekci novych molekul je snaha identifikovat
mechanismy rezistence na nova 1é¢ebna schémata, jako je imunoterapie a cilena terapie.
Jednou z téchto molekul je diskutovany ristovy faktor HGF, ktery je produkovan CAFs
z melanomu a odpovida za aktivaci alternativnich cest MAP kinazové signalizace (219).

Tato pilotni studie byla postavena na proteomické analyze sér pacientd a jejim
porovnani S expresi vybranych molekul Vv primarnich melanomech, Vv kultivovanych
nadorovych melanocytech, neonatalnich melanocytech a CAFs. Do studie bylo zatazeno
celkem 12 pacienti, u kterych byla odebrana séra v dobé klinické diagnézy melanomu
(bez znamek metastatického postizeni v dobé diagnézy), po jeho radikalnim
chirurgickém odstranéni 1 S extirpaci sentinelové uzliny (1 mésic po chirurgickém

vykonu) a 3 mésice po chirurgickém vykonu. Stejnym zptisobem byla odebrana i séra
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zdravym dobrovolnikiim (n = 3). Séra byla vySetiena pomoci Luminex analyzy, celkem
31 cytokind, chemokini a rdstovych faktori. Vysledky a statistickd zhodnoceni
vybranych analytd byly ovéfeny pomoci imunohistochemické detekce v primarnich
melanomech studovanych pacientd, Vv kultivovanych bunikach nadorovych melanocyti
(A2058, BLM, MP17), neonatalnich melanocytech (dale jako HPM, anglicky: Highly
Pigmented Melanocytes), v CAFs (ZAM, MAM) a v dermalnich fibroblastech (HF).

Samotné vysledky analyzy sér byly statisticky vyhodnoceny a porovnany
s klinickymi udaji pacient. Pfi porovnani hodnoty Breslowa (s vys§i hodnotou) byla
patrna souvislost s detekci IL-6, IL-8, IL-13 a VEGF. Pfi porovnani klinického stadia dle
TNM Klasifikace byla patrna souvislost s detekci IL-1RA, 1L-13, IFN-a. a RANTES (s
vyS§8im stadiem). Z vybranych proteint byla imunohistochemicky potvrzena exprese IL-
6 a jeho receptoru IL-6R v primarnich melanomech, podobn¢ tomu bylo i v piipadé IL-8
a jeho receptoru CXCR-1. Receptor CXCR-2 byl exprimovan jen velmi omezené ve 2
ptipadech. VEGF byl exprimovan pouze v epidermis v okoli melanomid podobé jako
receptor 2 (VEGF-R2). V melanomu byl exprimovan jen receptor-1 pro VEGF (VEGF-
R1). HGF byl ptitomny zejména v CAFs, ale jeho korelace jiz nebyla signifikantné
zménéna pii korelaci s hodnotou Breslowa a TNM klasifikaci. Podobné vysledky exprese
jednotlivych molekul byly detekovany i v kultivovanych melanomovych buiikach oproti
kontrolnim neonatalnim melanocytim. Vyrazny rozdil byl v expresi VEGF, ktera byla
patrna ve vSech nadorovych liniich. Neonatalni melanocyty byly kromé exprese 1L-6R
negativni. Exprese téchto proteini byla zietelna i v CAFs oproti HFP4, kde vsak byla,
kromé¢ exprese VEGF-R2, mén¢ intenzivni.

Vyznam IL-6 a IL-8 v biologii melanomu byl hojné diskutovan v pfedchozich
pracich a i v teoretickém tvodu (399,400,402,420,421). Podobné tomu je i v ptipadé
VEGF, ktery hraje vyznamnou ulohu jak pfi samotné iniciaci a progresi melanomu, tak
se muze podilet na mechanismech selhani cilené terapie, ale i imunoterapie checkpoint
inhibitory (168,280,345,422,423). Korelace téchto nalezu s rostouci hodnotou Breslowa
a klinickym stadiem poukazuje na moznost pouziti téchto molekul vedle monitorace stavu
onemocnéni 1 pro prognostické ucely. I kdyz vysledky této studie jsou slibné a podporuji
i predchozi prace a literarni znalosti, je tato prace zna¢n¢ limitovana omezenym souborem
pacientd. Vysledky bude nutné ovéfit na vétsim souboru pacientd S melanomem a

pfislusnych kontrolach, vcetn¢ statistického zhodnoceni z dlouhodobého sledovani.
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Hleddni novych biologickych markeri ma pro biologii melanomu
nezpochybnitelnou hodnotu a prohlubuje znalosti jak z klinickych sledovani, tak
experimentalnich modelt. N¢které tyto molekuly navic predstavuji potencionalni cil
terapeutického zajmu. Zasadni jsou i poznatky o IL-6 a IL-8 a jejich detekce v séru
pacientd s melanomem, které potvrzuji ptredchozi vysledky ziskané na zakladé in vitro

modelovani nddorovych melanocyti a CAFs.

8.4.Genetické alterace melanomu

Studium genetického pozadi pfedstavuje vyznamnou soucast bazalniho vyzkumu
biologie melanomu a pomaha odhalit faktory uplatiujici se v patogenezi melanomu, ale
i faktory, které se podileji na fizeni rezistence na cilenou terapii a imunoterapii. Studium
této problematiky muze poodhalit i nové sméry budouci 1é€by a pomaha pochopit slozité
regulacni mechanismy nadorovych bunék. Vysetfeni BRAF mutace je jiz zlatym
standardem u pacientli s metastatickym postizenim a s rozvojem adjuvantni cilené terapie
bude brzy i standardem u pacientt s diagnostikou melanomu stadia 111 (89). Vysettovani
genit CDKN:2A a CDK4 ma vyznam u pacientt s vyskytem melanomu v ¢asném véku, a
navic s vyskytem melanomu vrodinné anamnéze (odhaleni familiarni varianty
melanomu (54)). Ostatni Castéj$i mutace se standardné nevysetiuji (NRAS, KIT), spise
ale pro nedostatek u¢inné léebné strategie (v€etné thradovych mechanismii), nez

z technickych duvoda (149,304).

8.4.1. Komplexni hodnoceni patogennich mutaci v primarnich koZnich
melanomech, véetné identifikace novych variant

V praci Ticha et al. A comprehensive evaluation of pathogenic mutations in
primary cutaneous melanomas, including the identification of novel loss-of-function
variants. Sci Rep. 2019 Nov 19;9(1):17050, byly studovany patogenni mutace
V primarnich melanomech.

S rostouci incidenci melanomu a mozZnostmi 1écby je geneticka problematika
existujicich alteraci jiz hojné studovana. Zarode¢né mutace v fad¢ gent byly spojeny se
zvySenym rizikem familidrniho melanomu, ktery ptedstavuje asi 10 % vSech melanomii.

Mezi germinalnim mutace, které byly identifikovany jako rizikové pro mozny vyskyt
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melanomu, patii CDKN2A, CDK4, ale i mutace v genech MITF, BAP1, TERT a POT1.
Rada téchto mutaci maZe byt spojena i s familiarnim vyskytem jinych nadort (napf.
BAP1 a karcinom mlé¢né zlazy) (54,56,424). Nékolik studii také analyzovalo spektrum
somatickych mutaci v jednotlivych podtypech melanomt a identifikovaly tak klicové
mutace ,,drivers mutations*“ melanomu, ke kterym patii mutace v genu BRAF, RAS
(hlavné NRAS a mutace v HRAS a KRAS, které jsou vzacngjsi < 1 %), NF1, TP53,
CDKN2A, PTEN, IDH1, ARID2, RAC1, RB1 a PPP6C (142,143,391,425,426).
Systematické analyzy genomovych dat, ziskané z vefejné pfistupnych udaju Research

Network (https://www.cancer.gov/tcga), identifikovaly dalsi geny spojené bud s

citlivosti, vyvojem nebo progresi melanomu (427,428). Nicméné vétSina diive
publikovanych studii, zabyvajicich se identifikaci ¢asto mutovanych gend u melanomu,
neprovadéla podrobnéjsi popis zplsobu hodnoceni patogenity detekovanych mutaci,
zejména pokud jde o nové, nelééené varianty a varianty s jednim nukleotidem, nebo
varianty s protichiidnou interpretaci. Proto udaje o prevalenci patogennich a
pravdépodobné patogennich mutacich a jejich role v melanomogenezi nebyla doposud
systematicky analyzovana.

V praci byly pouzity parafinové fezy k izolaci DNA od vice nez 200 pacientu, ale
pouze u 114 pacientll se podafilo izolovat DNA Vv dostate¢né kvalité pro dal$i mozné
zpracovani. Vzorky pacienti byly rozdéleny dle TNM klasifikace (7. edice) do 4 skupin
(pT1 <1 mm, pT2 >1 - <2 mm, pT3 >2 - <4 mm, a pT4 >4 mm), dale dle véku, pohlavi a
dle ptitomnosti TILs. U vybranych pacientii byla navic izolovana DNA z nenddorové
tkan¢ k ovéfeni pritomné germinalni mutace, nebo jen nadorové somatické mutace.
Izolace DNA a piiprava genové knihovny je popsana v metodice samotné prace.

Diky sekvenovani nové generace (NGS) primarnich melanomt od 14 pacienti
bylo detekovédno primérné 288 variant na vzorek, vcetné¢ vSech detekovanych
synonymnich a nesynonymnich variant s variantni frekvenci alel (VAF) > 10 %. Prioritni
varianty pouze v 54 hodnocenych genech byly dale zpracovany.  Nasledné
biostatistickym algoritmem ze 142 riznych benignich (nebo pravdépodobné benignich)
variant ve 41 genech (hlavné 33 variant neznamého vyznamu a 109 novych missense
variant) byly detekovany nové varianty v genech ATM, BRCA2, ESR1, KDR, PPM1D,
SF3B1 a TJPL. Celkové bylo identifikovano 144 riznych mutaci (4. a 5. ttidy) ve 42 z 54
hodnocenych gent, z toho se navic podatilo detekovat 59 novych mutaci v 31 genech.
Mezi témito novymi mutacemi bylo 16 protein zkracujicich mutaci v genech ARID1A,
ARID2, ATM, CCND2, ESR1, KDR, MET, PDGFRA, PTEN a TJP1, 8 sestfihovych
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mutaci AKT3, ARID2, HNF1B, PPM1D, RB1 a TP53, jedna ,,in-frame* mutace (ZEB2),
jedna ,.frameshift“ mutace, ktera vedla ke ztraté¢ termina¢niho kodonu (PARD3). Dale
bylo identifikovano 33 mutaci tfidy missense 4. a 5. tiidy ve 23 genech. Nejvice
zastoupena patogenni missense mutace byla BRAF a NRAS, které se vzajemné vylucuji.
Mutace genu BRAF byly ptitomny v 62/114 (54,4 %) piipadech, z nichz 57 (91,9 %)
mélo mutace v kodonu V600. Mutace NRAS byla detekovana v 35/114 (30,7 %)
pfipadech a zména kodonu Q61 byla ptfitomna v 34 (97,1 %) ptipadech. Jiné geny s
mutacemi 4. a 5. tfidy byly ARID1A, ARID2, ATM, KDR, MAP2K1, MET, PARD3,
TP53 (> 5 % ptipadt). Dale pak detekce BRCA2, ESR1, IDH1, NBN, PPP6C, PTEN,
SF3B1, TJP1 a ZEB2 u 3-5 % piipadd. U 12 vzorkd, kde nebyla prokazana BRAF nebo
NRAS mutace, byly detekovany mutace 4. a 5. téidy v genech ARID1A, ARID2, AKT3,
ATM, BRCA2, CCND2, CYP19A1, ESR1, ESR2, F11R, IDH1, KDR, KIT, MAP2K1,
MET, MSH6, NBN, PARD3, SF3B1, TJP1, TP53 a ZEB2. U 108 vzorkt pacientl (95
%) byla identifikovana alespon jedna varianta mutaci 4. a 5. tfidy. U tii pacientd byla
identifikovana dokonce zarode¢na, pravdépodobné patogenni mutace. Prvni byla u 32
letého pacienta (pT3) v genu ATM (c. 8228C> T, p. (T2743M)) detekovana vedle
somatické mutace BRAF (V600E) a CDK4 (R24H). Druha zarode¢na mutace byla v genu
MLH3 (c.958T> G, p.(C320G)) nalezena spolecné¢ se somatickymi patogennimi
mutacemi v BRAF p. (G469E) genu a ZEB2 p. (V463A). Tato mutace byla identifikovana
u 84leté pacientky s melanomem na zadech stadia pT4. Tieti pravdépodobné patogenni
mutace byla nalezena u 76letého pacienta (pT2) v genu IDH1 (c.245G> A, p. (R82K)),
ktera se opét nachazela vedle somatickych mutaci v genu BRAF (V600E), ATM p.
(E2014K), ESR2 p. (T2991) a ZEB2 p. (G1068D).

Vyznam prace byl i v porovnani jednotlivych mutaci s klinicko-patologickymi
nalezy. Mutace ARID2 a méné¢ i PARD3 byla asociovéna s vy$§im vékem v dobé
diagn6zy melanomu. Mutace ARID1A byla nalezena spiSe u melanomu lokalizovanych
na hlavé a koncetindch nez na trupu. Primérny pocet patogennich a pravdépodobné
patogennich mutaci na pfislusSny vzorek byl vyznamné spojen s konkrétnimi
histologickymi podtypy studovanych melanomt (SSM a NM). Ve studii byla provedena
i analyza klinickych dat pteziti a recidiv melanomu s vyskytem BRAF a NRAS mutaci.
Z vysetfeného souboru bylo vylouceno 9 pacientli, 1éenych jiz pro metastazujici
melanom. Ze zbylych 105 pacientli, 37 pacientd podstoupil adjuvantni terapii

interferonem alfa (IFN-a). Statisticky vsak nebyl pozorovan vyznamny rozdil pti
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sledovani DFS, LFS a MFS v mife pteziti mezi BRAF ¢i NRAS mutovanymi melanomy
a melanomy bez téchto mutaci.

Tato prace piinasi podrobné mapovani genetickych alteraci u melanomu ve snaze
identifikovat nové varianty, které se mohou podilet na patogenezi onemocnéni. V dobé
publikace se dle dostupné literatury jednalo o prvni analyzu stanovujici patogenitu
detekovanych mutaci. Dale byly funkéni analyzou identifikovany dvé mutace se ztratou
funkce v genu TP53, které byly diive klasifikovany jako varianty neznamého vyznamu.
Byly detekovany mutované geny kodujici proteiny, podilejici se na poskozeni DNA.
Nov¢ identifikované vyznamné mutované geny zahrnovaly ATM, KDR, MET, PARD3,
SF3B1 a ZEB2, které by mohly mit dalsi klinicky vyznam. Tato prace poukazuje na nové
molekuly a genetické alterace, které mohou mit vyznam nejen v patogenezi melanomu,

ale i v budoucim hledani novych molekul pro 1é¢ebnou strategii (427).

8.4.2. Komplexni analyza PTEN u primarniho koZniho melanomu

V praci Némejcova et al. Comprehensive Analysis of PTEN in Primary Cutaneous
Melanoma. Folia Biol (Praha). 2020;66(1):7-16. byla provedena komplexni analyza
PTEN genu a primarnich koZnich melanomd.

Vyznam PTEN genu byl jiz hojné diskutovan v teoretickém tivodu této prace a je
ziejmé, ze jeho funkce je v biologii melanomu pomérné vyznamna. Vznik mutace PTEN
a TP53, lze detekovat v pokrocilych melanomech a mohou byt spojeny s iniciaci
vertikalniho invazivniho rustd (142,143). Navic ztrata exprese PTEN genu S pfitomnou
BRAF mutaci je dle nékterych studii spojovana s rozvojem mozkovych metastaz (165).
Pomérné zéasadni jsou prace popisujici vyznam ztraty funkce PTEN genu u pacientd
lécenych BRAF a MEK inhibitory, ktera je spojena s aberantni aktivaci signalizacni
drahy PIBK/AKT/mTOR (298). Gen PTEN je piirozeny supresor PI3K kinazy a ztrata
PTEN genu vede ke snizené apoptotické odezvé na BRAF inhibitory. Pacienti s BRAF
V600E mutovanym melanomem, lé¢eni dabrafenibem a navic s pfitomnou mutaci PTEN
genu, maji kratsi PFS i OS a zvySené riziko metastatického postizeni CNS (299). PTEN
gen ma vyznam i pii imunoterapii nadord, kdy byl prokazan vztah mezi ztratou PTEN
genu a up-regulaci exprese PD-L1 ptes aktivaci signalizace PI3K/AKT/mTOR (334).

V piipadé¢ melanomu byla v nadorovém in vivo modelu prokazana ztrata PTEN genu,
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ktera vedla k potlaceni infiltratu TILs a celkové aktivaci T-lymfocytt a nebyla nasledné
pozorovana ani vyraznéjsi exprese PD-L1 (335).

Tato studie byla zalozena na imunohistochemické detekci exprese PTEN u 112
pacientd s primarnim melanomem, ktefi byli rozd€leni do 4 kategorii dle TNM
klasifikace (pT1 <1 mm, pT2 >1 - <2 mm, pT3 >2 - <4 mm, a pT4 >4 mm; 7. edice).
Pacienti byli dale hodnoceni podle véku (primér 62 let; 24 — 93 let), pohlavi, anatomické
lokalizace, pFitomnosti nadorové ulcerace a pozitivity sentinelové uzliny. Samotna
imunohistochemické exprese byla hodnocena nezéavisle dvéma patology a byla pouzita
nasledujici kritéria: Cytoplazmaticka exprese byla definovana jako skupina O = negativni
(skore 3+ a 2+ < 10 %), skupina 1 = pozitivni (skore 3+ and 2+ > 10 %), skupina 2 =
pozitivni s negativnim klonem. Jadernd exprese byla definovana jako: skupina 0 =
negativni (< 10 %), skupina 1 = pozitivni (> 10 %). Detekce PTEN genu (22q12) byla
ovétena metodou fluorescencni in situ hybridizace (FISH). Tato metoda byla pouzita u
31 ptipadi s negativni cytoplaszmatickou expresi, u 10 s tzv. ,,clonal-like* (heterogenni
cytoplazmaticka exprese) a u jednoho s cytoplazmatickou expresi a detekovanou mutaci
PTEN genu. Vzhledem ke $patné kvalité izolované DNA u vzorku starSich zejména 10
let se FISH metodu podaftilo vyhodnotit pouze u 19 ptipadd. Néasledné byla provedena i
izolace DNA z piislusnych tkani a vySetfena pomoci NGS, izolovana DNA byla pouzita
i pro analyzu metylace DNA, kterd byla Gspésné provedena u 71 piipadd. Ziskané
vysledky byly statisticky zpracovdny a porovnany s Udaji zklinickych sledovani
k srovnani kiivky preziti DFS, LFS a MFS.

Imunohistochemické hodnoceni cytoplazmatického barveni odhalilo 20/112 (18
%) ptipadi se ztratou PTEN a 92/112 (82,1 %) piipadi s pozitivnim nalezem.
Heterogenni nalezy ,.clonal-like* byly patrny v 11/112 (9,8 %) piipadech. Hodnoceni
jaderného barveni odhalilo ztratu u 83/112 (74 %) a zachovanou expresi v 29/112 (26 %)
ptipadech, véetné 24/29 (83 %) pripadi s pozitivitou u 10-49 % nadorovych buné¢k a 5/29
(17 %) s pozitivitou nad 50 % nadorovych bun¢k. Vysledky ukazaly, ze exprese PTEN
byla spojena s melanomy nizsiho stadia nez u stadia pT3 a pT4 a dale s lokalizaci na hlavé
a hornich koncetinach ve srovnani s trupem. Statistickd analyza ukazala (hrani¢né
signifikantni vysledek) delsi DFS u pacientl s pozitivni cytoplazmatickou expresi PTEN
ve srovnani s piipady se ztratou cytoplazmatické exprese PTEN. Podobny trend byl
pozorovan i u jaderné exprese. Pro LFS nebo MFS se nepodatilo prokazat signifikantni
nalezy. Analyza FISH odhalila 3/7 (43 %) expresi s klonalnim charakterem genu PTEN,
véetné dvou piipadd s odstranénim lokusu pro PTEN gen [del (10)] a jeden piipad s
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hemizygotni deleci genu PTEN (LOHe, u kterého byla ale patrna imunohistochemicka
jaderna pozitivita). U delece (del 10) byla pozorovana ztrata cytoplazmatické i jaderné
imunohistochemické exprese PTEN genu (2/12; 17 %). Pifi analyze genové metylace
nebyl v zadném ze 71 piipadu nalezen metylovany promotor pro PTEN gen. Analyza
NGS odhalila 4 varianty PTEN genu (klasifikované jako patogenni nebo jako sestfihové)
ve 3/112 (3%) vysetfovanych melanomui. Pouze v 27 % (30/112) ptipadi se podatilo plné
sekvenovat PTEN gen s dostateénym pokrytim ve vSech kodovacich exonech
(pravdépodobné v dusledku pokrocilé fragmentace DNA ve vétsiné analyzovanych
vzorku starSiho data), coz do zna¢né miry limituje tuto praci.

Tato studie ukézala, ze ztrata cytoplazmatické exprese PTEN byla vyznamné
spojena s vys$Sim stadiem, lokalizaci melanomu na trupu a hor§im DFS. Pomoci
molekularné genetickych metod (FISH a NGS) bylo identifikovano celkem osm ptipada
s aberacemi PTEN genu, ale bez prokazané metylace. I pfes omezeny pocet ptipadd, plné
analyzovanych vSemi metodami, nebyla shoda mezi imunohistochemii s pfitomnou
mutaci nebo aberaci PTEN genu adekvatni. | tak detekce ztraty exprese PTEN genu
zjisténé pomoci imunohistochemie mohou byt klinicky vyznamné (statisticky vyznam pii
hodnoceni DFS). K ovétfeni téchto vysledkti a prohloubeni klinicko-patologickych
korelaci je potieba studie na v&tSim poctu pacienti, kteti naptiklad podstoupili i n€kterou

z forem cilené terapie ¢i imunoterapie (299).

Obé prace poukazuji na vyznam genetickych studii u melanomu, které mohou
prispivat ke studiu nadorové heterogenity a genetického zatiZeni melanomu. Vyznam
téchto studii vyzdvihuji prace, které se vénuji melanomogenezi a roli genetickych alteraci
a dale publikace studujici mechanismy rezistence zejména na cilenou terapii, kde se
epigenetické zmény také vyznamné uplatiiuji. Pomoci identifikace novych patogennich
mutaci piispivame 1 k hledani novych molekul, které mohou byt odpovédné za vznik
nadorovych onemocnéni, ale 1 molekul, které by mohly byt potencidlnim cilem nové

1écebné strategie.
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8.5.Shrnujici piehledové prace

Tyto ptrehledové prace shrnuji dosavadni poznatky vénované piedevsim
nadorovému mikroprosttedi a mezibunéénym interakcim v melanomu. Vedle
dosavadnich literdrnich daji o mikroprostfedi melanomu prace komentuji i vlastni
publikované vysledky. Do odborné literatury pfinaseji i novy termin ekologie nadorového
mikroprostiedi a ekologie nadort. Tento termin je snahou obsahové shrnout problematiku
mezibunéénych interakci, které se podileji na utvafeni unikatniho nadorového
mikroprostiedi ,,niche*. Velka pozornost je vénovana IL-6, ktery hraje v biologii a
V nddorovém mikroprostfedi melanomu, ale 1 jinych nadorti, vyznamnou roli. V nedavno
publikované praci je i komplexné shrnuta problematika mezibunéénych interakei, které

se podileji na samotné progresi melanomu.

8.5.1. Mezibunééné interakce v melanomu

Prace Dvorankova et al. Intercellular crosstalk in human malignant melanoma.
Protoplasma. 2017 May;254(3):1143-1150. byla vénovana poznatkim mezibunéénych
interakci v melanomu s diirazem na souvislosti s vyvojem normalnich tkani, melanocytt
a faktorim embryonalniho mikroprostfedi.

Melanocyty vyvojové pochazeji zneuralni listy a nasledné pii delaminaci
z neuralni trubice migruji dorzalnim smérem podél somitt do vyvijejici se kiize a do
oblasti vlasového folikulu, ozna¢ované jako bulge. Vlasovy folikul je jedine¢ny lidsky
organ, ktery podléhé neustale cyklické sebeobnové a vyvoji a predstavuje tak komplexni
organ, vhodny pro studium mezibunéénych interakci a tkanové homeostazy. Vedle
epitelové-mezenchymovych interakci zde lze pozorovat i interakce epitelovych bunék a
melanocytd. Obdobné interakce 1ze pozorovat i pfi studiu nadorovych bunék (397). Po
implantaci nadorovych melanocyti do oblasti neuralni trubice dochazi k omezeni
maligniho potencidlu téchto implantovanych bunék a K jejich migraci do mist,
odpovidajicich derivatim neuralni listy (28). Tyto poznatky potrhuji vyznam vhodného
mikroprostiedi podporujiciho nadorovy klon a poukazuji na jejich plasticitu (38).
Mikroprostiedi tizce souvisi s problematikou nadorovych kmenovych bunék, které
mohou byt vyznamnym faktorem rezistence naddort na konvenéni terapeutika. Pravé pro
udrzeni kmenového stavu je nezbytné adekvatni mikroprostiedi oznacované jako ,,niche®.

Vedle urcitych podobnosti v embryonalnich tkanich, 1ze spatfovat podobnost nadorového
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mikroprostiedi i S hojici se ranou, kde Ize také pozorovat myofibroblasty, podobné jako
v nadorovém stromatu U CAFs (429). Myofibroblasty v hojici se rané plni kontraktilitu,
podileji se na uzavirani rany. V nadorovém mikroprostiedi je patrnéjsi spiSe jejich funkce
bioaktivni S plnou podporou nadorového klonu produkci fady bioaktivnich molekul
véetné rustovych faktort, cytokini a chemokinti. Podobnost nezralé tkdné, hojici se rany
a nadoru zdiraziuji 1 prace porovnavajici efekt neonatalnich fibroblastti a CAFs, které
vykazuji biologicky obdobné vlastnosti (430). CAFs jsou schopny modifikovat jak
nadorové buriky, tak 1 napi. diferenciacni stupen (na irovni exprese keratinli) normalnich
zdravych keratinocytt (200,393). Podobn¢ tomu tak je i v ptipadé¢ interakci nadorovych
melanocytt s keratinocyty, navic obdobného efektu jsou schopny i buiiky neuralni listy,
izolované z vlasového folikulu. Za tento efekt jsou odpovédné FGF-2, CXCL-1, IL-8 a
VEGF-A produkované nadorovymi melanocyty a bufikami neuralni listy (397). Tyto
prace podporuji vyznam podobnych interakci, Vv nddorovém mikroprostiedi a napt. ve
vlasovém folikulu, pro udrzeni kmenového stavu nadorovych bunék ¢i epidermalnich
kmenovych bun€k a melanocyti uloZzenych v bulge vlasového folikulu. Dalsi vyznam
epitelové-mezenchymovych interakci v melanomu ukazuji prace, které studuji vliv médii
kondiciovanych CAFs a obsahujici IL-6 a IL-8 na rist nadorovych melanocytd v 3D in
vitro modelu (398). Zasadni poznatky o tloze CAFs v biologii melanomu piinaseji prace,
které ukazuji jejich aktivaci u melanomt lécenych BRAF inhibitory, ktera vede ke vzniku
(ziskané) mikroprostiedim zprostfedkované rezistence (403).

Podobné jako u jinych typt nadort, i Vv ptipadé melanomu, mikroprostiedi
zastoupené keratinocyty, CAFs, TILS a samotnymi nadorovymi bunkami pfedstavuje
komplikovanou souhru jednotlivych kompartment, kterou lze oznadit jako nadorovy
ekosystém. Pravé inhibice nadorového mikroprostfedi miize byt jednou z cest, jak

zabranit nddorové rezistenci na nova lécebna schémata cilené terapie a imunoterapie.

8.5.2. Ekologie/ekosystém melanomu

Prace Lacina et al. Ecology of melanoma cell. Histol Histopathol. 2018
Mar;33(3):247-254, pojednava o nadorovém mikroprostfedi melanomu a do nadorové
biologie zavadi novy termin ekologie nadorti a nadorovy ekosystém.

Nédorové mikroprostiedi se podili na udrzovani a potencovani nadorového klonu,

zachovani kmenovosti nadorovych bunék a podpory nenadorovych bunéénych populaci
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1 nebunéénych soucasti celého ekosystému. Termin ekosystém, ktery byl v této praci
pouzit, charakterizuje vyvazeny stav a vzijemné pilisobeni jednotlivych soucésti a
kompartmenti nadorového mikroprostiedi a piedstavuje alternativu pro oznaceni
,niche“. Samotna prace podrobnéji diskutuje obdobnou problematiku jako piechozi
ptehledova prace, a to vztahy CAFs, nadorovych melanocytti a vlivu embryonalniho
mikroprostiedi.

Prace navic dokumentuje vliv imunitniho systému, ktery se vyznamné podili na
utvareni nadorového mikroprostiedi melanomu a svym imunosupresivnim chovanim
brani nadorové buiiky proti vlastnimu imunitnimu systému. Vyznamny imunomodula¢ni
vliv maji jak samotné nadorové bunky, tak i buniky nadorového stromatu. Balsamo a jeho
spolupracovnici pospali vliv CAFs z melanomu na inhibici NK bun¢k (180). Cirkulujici
mezenchymalni kmenové buriky, které jsou povazovany za jeden z moznych zdroji
CAFs, vykazuji také imunomodulaéni ucinky s potlatenim imunitni odpovédi, coz
dokazuje cilenou podporu nadoru a omezeni reparativnich mechanismt pro organizmus
vlastnich (431). Imunosupresivni efekt ale mohou podnécovat i buiiky imunitniho
systému. Infiltrace TILs je obecné spojena s lepsi terapeutickou odpovédni a progndzou,
ale napt. vy$si pfitomnost Treg lymfocyti je naopak spojena S imunosupresivnim
ucinkem a horsi prognézou onemocnéni (432). Na aktivaci Treg lymfocytli se mohou
podilet i cirkulujici mezenchymalni kmenové buiiky a CAFS, snaslednym podilem
inhibice cytotoxického efektu CD8" T-lymfocyti v nddorovém stromatu (433).
Imunomodulaéni G¢inek je dokumentovan 1 u TAMs, kde polarizované M2 makrofagy
maji nador podporujici efekt, zejména pomoci produkce fady cytokint stimulujicich
nadorovy rust. M1 polarizované makrofagy naopak maji tumor supresivni efekt a
podporuji protinddorovou imunitni odpovéd. Nekteré uvetejnéné prace, které
dokumentuji presmyk fenotypu z polarizovaného stavu M1 do M2 a tyto makrofagy jsou
dale podporovany napfi. i mezenchymalnimi bufikami nadorového stromatu (282).

Prace shrnuje zésadni poznatky o nadorovém mikroprostiedi melanomu a
vzajemné podpote nddorovych melanocytii a bunek nddorového mikroprostiedi. Pomérné
zasadni roli v tomto mikroprostiedi hraji CAFs, které jsou schopny podporovat nadorovy
klon, ale ovlivituji vyznamné i ostatni buné¢né populace nadorového mikroprostiedi
melanomu, vcetn€ keratinocyti nebo bun€k imunitniho systému. Termin ekologie

melanomu predstavuje pojem shrnujici komplexni vlastnosti nadorového mikroprostiedi.
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8.5.3. IL-6 a jeho vyznam V biologii nadori

Prace Lacina et al. Interleukin-6: a molecule with complex biological impact in
cancer. Histol Histopathol. 2019 Feb;34(2):125-136. se vénuje komplexni problematice
IL-6 v biologii nadort véetné¢ melanomu.

IL-6 je glykoprotein produkovany celou fadou bunék imunitniho systému a
bunkami normalnich zdravych tkani, jako jsou napi. myoblasty ¢i myofibroblasty. Vedle
imunitniho systému je IL-6 produkovany nadorovymi buiitkami a buiikami nddorového
stromatu (421). Receptor pro IL-6 ma na rozdil od IL-8 (CXCR-1, CXCR-2) pouze jednu
variantu, ktera je exprimovana celou fadou bun¢k jak normalnich tkani, tak i bunék
GiGastnicich se patologickych procesit (434). Cetnost zdravotnich komplikaci a
onemocnéni byva Casto spojena se starnutim jedince a v fadé téchto pochodi (atrofie
ktze, redukce kostni hmoty, kardiovaskuldrni onemocnéni apod.) se uplatiuje i
biologicka funkce IL-6 (435). Elevace IL-6 byla spojena u starSich pacienti s astma
bronchiale a respira¢nimi poruchami, dale pak s kardiovaskularnimi onemocnénimi nebo
osteoartritidou (436—438). Vysoka hladina IL-6 v séru silné koreluje s funkénimi a
organovymi poruchami u starSich pacientd, a navic muze predikovat nutnost hospitalizace
¢i dokonce tmrti (439). Tyto udaje souhrnné ukazuji, ze elevace IL-6 je soudasti
komplexu mirného prozanétlivé prostiedi, spojeného mimo jiné i se starnutim, a mize
obecné ovlivnit funkéni stav organismu u starsich jedinci.

Pti starnuti 1ze pozorovat 1 ztratu svalové hmoty, kterd je umocnéna u celkové
kachexie v terminalnim stadiu nadorovych onemocnéni. I v tomto procesu se ukazuje role
IL-6 (a jinych molekul, napt. TNF-a, IL-1) jako pomérn¢ vyznamna (440). Dulezitou
slozkou signaliza¢ni kaskady IL-6 je STATS3, ktery ovliviwyje lipolyzu a metabolizmus
adipocyti, hepatocytu a prispiva k atrofii myofibril (441). Metabolicka funkce IL-6
souvisi 1 s poruchou piijmu potravy jako je anorexie a nechutenstvi, které jsou jednim
z typickych projevi terminalnich stadii nadorovych onemocnéni (442). Koncentrace IL-
6 je vyznamné zvySena v séru i VdalSich biologickych tekutinach u pacientt
s nadorovymi onemocnénimi, navic u n¢kterych jeho koncentrace koreluje s klinickym
stadiem onemocnéni a piezitim (443,444). Exprese IL-6 v dlazdicobunéénych
karcinomech hlavy a krku a v kolorektalnim karcinomu muze byt spojena s nizsim
stupném diferenciace, a tim i agresivn€jSim chovanim nadorovych bunék (222,445). IL-
6 vyznamné potencuje proliferaci a migraci bunék karcinomu prostaty, bun¢k
dlazdicobunééného karcinomu hlavy a krku a melanomu (398,402,446,447). Vedle
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nadorovych bungk je IL-6 produkovan fadou bun¢k nadorového stromatu jako jsou CAFs
a TAMs 204378429 Tyto vzajemné se podporujici interakce mohou navzajem
antagonizovat dal$i soucasn¢ ptisobici molekuly v nddorovém mikroprostredi. Piikladem
tohoto jevu je napi. aktivace estrogenového receptoru a v CAFS, ktera je schopna sniZzit
produkci IL-6 a CCL5, coz vede K naslednému snizeni invazivniho ristu nadorovych
bunék a poukazuje to na uréité regula¢ni mechanismy nadorového mikroprostiedi (449).
Mechanismy vedouci k rezistenci na BRAF inhibitory zahrnuji celou fadu bioaktivnich
molekul, mezi které patii i IL-6; navic sniZzena funkce genu pro IL-6 prostiednictvim miR-
98 vede k potlaceni metastatického chovani melanomu v mysim in vivo modelu (450).
V nadorové biologii je hojné diskutovana problematika nddorovych kmenovych bunék,
které jsou rezistentni k protinadorové terapii a jsou vyznamné pro sebeobnovu
nadorového klonu véetné jeho progrese a zakladani metastatického postizeni. Stimula¢ni
ucinek IL-6 produkovany endotelovymi buiikami miize napomahat migraci nadorovych
bun¢k a mize tak dojit ke zvySeni rizika metastatického Sifeni nadoru (451). Tato
pozorovani podporuji prace popisujici zvySenou hladinu IL-6 spojenou s tendenci
k metastatickému postizeni kosti (452). Pomérné zasadni muze byt role IL-6 v ptekonani
mechanismu rezistence na imunoterapii, kde v mysim modelu s vyfazenim genu pro IL-
6, 1ze pozorovat lepsi protinadorovou imunitni odpovéd’ a to i na podavanou imunoterapii
(453). Tato prace podporuje dal$i experimentalni pozorovani synergického efektu
blokovani IL-6 a anti-PD-1 terapie u melanomu k potencovani protinadorového efektu
(401). Komplexni role IL-6 dokazuji i prace s moznym synergickym blokovanim IL-6 a
TNF-0 U autoimunitnich onemocnéni jako je napf. revmatoidni artritida, Crohnova
choroba a ulcerdzni kolitida (454). Pomérné jednoducha moznost blokovani efektu IL-6
se nabizi pfi terapii nesteroidnimi antirevmatiky, které inhibuji signalizaci IL-6/STAT3 a
narusuji signalizaci NF«xB-IL-6 (367,455,456).

Tato piehledova prace poukazuje na komplexni tlohu IL-6 nejenom v nadorovych
onemocnénich, ale 1 pifi fyziologickych procesech starnuti, onemocnénich vedoucich
k poruse pfijmu poruchy véetné tézkych stavii podvyzivy az kachexie, ktera je jednim
z typickych pfiznakli terminalniho stadia nadorovych onemocnéni, nebo pfi
nespecifickych stievnich zanétech. Role v nadorové biologii shrnuje poznatky o funkci
IL-6, jeho stimulac¢ni efekt nadorového rdstu, potencovani migraéni schopnosti a
zakladani metastaz, a to nejen u melanomu, ale i u fady dal$ich nadorovych onemocnéni.
Prace ukazuje 1 na studie dokladajici efekt mozného blokovani IL-6 pfi potencionalnim

vyuziti v 1é€ebné strategii nadorovych onemocnéni.
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8.5.4. Sifeni melanomu zavisi na vlastnostech malignich bunék a
mezibunécnych interakci v nadorovém mikroprostredi

V praci Kodet et al. Cutaneous melanoma dissemination is dependent on the
malignant cell properties and factors of intercellular crosstalk in the cancer
microenvironment (Review). Int J Oncol. 2020 Sep;57(3):619-630, jsou shrnuty poznatky
vénujici se nadorovému mikroprostiedi a mechanismim progrese melanomu.

Préace diskutuje problematiku metastatick¢ho Sifeni melanomu, vliv nadorového
mikroprostfedi pfi Sifeni melanomu, vliv migrastatik nainhibici migrace a Sifeni
nadorovych bunék. Dale pak jsou diskutovany zmény, odrazejici se v Sérologickych
nalezech u melanomu, a problematika kachexie jako komplikace termindlniho stadia
nadorového mikroprostiedi.

Metastatické Siteni je slozity, vicestupiiovy a komplexni proces, coz jiz pred témét
200 lety poznamenal chirurg Stephen Paget, ktery vytvofil hypotézu ,,semene a pudy
(seed and soil)* (153). Melanom mutze metastazovat do rtiznych organd bez zvlastni
predilekce, a tak se 1i8i od napf. uvedlniho melanomu podobné histogeneze, ktery
metastazuje typicky do jater (457). U kozniho melanomu je nejéastéji detekovano
metastatické postizeni lymfatickych uzlin diky rutinnimu vySetfovani sentinelové uzliny
(76). U metastaz lymfatickou cestou muze hrat roli i elevace VEGF-C, ktera se podili na
zvysené hustoté lymfatickych kapilar (156). Pro visceralni metastatické postizeni jsou
typické metastazy do plic, které mohou byt zprostfedkovany expresi a6B4-integrinu u
melanomovych bunék, ktery se vaze prediktivné na receptor CLCA2 exprimovany
Vv plicich (158). Pro prognézu pacienta s generalizovanym melanomem je naprosto
zasadni rozvoj mozkovych metastaz. Nékteré studie poukazuji na vyznam neurotrofind a
neurotrofinovych receptort, které predikuji a usnadiiuji rozvoj metastatického postizeni
CNS (162). Pro kozni metastazy mize byt pomérné zasadni interakce chemokinového
receptoru CCR10, ktery je exprimovany v melanomovych buikach s jeho ligandem
CCL27, ktery je na druhé stran¢ exprimovan Vv epidermis v normalnich keratinocytech
(171,458). Pro sifeni nadorovych bunék cirkulaci a zakladani vzdalenych metastaz mtize
byt zasadni schopnost nadorové plasticity a udrzeni fenotypu kmenovych nadorovych
bungk, ktery napomaha unikat mechanismim imunitniho systému. Burky Sifici se z

primarniho nadoru pronikaji do cév, které vyuzivaji k hematogenni diseminaci podobné
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jako normalni zdravé kmenové bunky. Ty jsou schopné migrovat do mista hojeni a
podileji se na udrzovani homeostazy (459).

Melanom a nadorova onemocnéni obecné jsou slozitym ekosystémem, na kterém
se podileji jak nadorové burniky, tak buiikky nadorového stromatu jako jsou CAFs, pericyty,
TILs nebo TAMs. Je pomérné zajimavé, ze do stromatu melanomu lze fadit i okolni
keratinocyty obklopujici primarni melanom (397). Pravé mezibunécné interakce obou
slozek tohoto mikroprostiedi definuji biologické chovani nadoru. Adhezivni molekuly
jako jsou kadheriny a integriny se podileji na regulaci invazivniho chovani
melanomovych bunék pii procesu metastatického Siteni. Exprese N-kadherinu
v melanomovych bunkach pomaha interagovat s CAFs a ECM a stimuluje invazivni
potencial bunék melanomu a jejich proliferaci. Podili se i na aktivaci PI3/AKT/mTOR a
ERK kinazy. Inhibice N-kadherinu piedstavuje tedy pomérné zajimavou moznost s
potencialnim klinickym vyuzitim (460). Bylo prokazano snizeni exprese N-kadherint,
které mize byt navozeno prostiednictvim Keratinocyti s jejich mezibunéénymi kontakty
(461). Keratinocyty se podileji i na inhibici migra¢nich schopnosti melanomovych bunék
prostfednictvim exprese desmogleinu-2 u melanomovych buné¢k (462,463). Tato zjisténi
podporuji vyznam rovnovahy v komunikaci mezi melanomovymi buitkami a buiikami
nadorového stromatu v mikroprostfedi (ekosystému) melanomu. Dal§im vyznam muze
byt 1 mezi kontakty nadorovych bunék s ECM, které jsou zprostfedkovany pomoci
integrind. Integriny Bl a B3 jsou exprimovany pii progresi melanomovych bunék
z radialni rustové faze na vertikalni invazivni Sifeni (464,465) Kromé toho v buikach
melanomu, které exprimuji B1 integriny, dochazi k podpofe jejich transendotelialni
migrace vazbou na adhezni molekulu VCAM-1 (466). Exprese integrinu avp3 zvysuje
elasticitu nadorovych melanocytii za adherentnich i neadherentnich podminek v in vitro
modelovéni, coZ ukazuje na mozné usnadnéni migracnich schopnosti a navozeni pro-
metastatického fenotypu (467). Mezibunééné kontakty a adhezivni molekuly, které se na
téchto interakcich podileji, hraji dilezitou roli i v moZnostech cilené terapie pfi inhibici
povrchového receptoru Notch, jehoz signalizace vede ke zlepSeni aktivity ERK inhibitort
u BRAF V600E mutovanych melanomu (463).

Vedle mezibunécnych kontakti hraji vyznamnou roli v biologii nadort molekuly
uvolnované bunikami nadorového mikroprostiedi. Obecné je soubor takto produkovanych
molekul oznacovan jako se senescenci asociovany sekretom. Buniky melanomu exprimuji
receptory pro CXCL-1 a IL-8 a tyto faktory jsou schopné potencovat i invazivitu

melanomu, coz podporuje pouziti antagonistii receptort CXCR Y2 v 1éc¢bé. Tito
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antagonisté maji dobfe zdokumentovany inhibi¢ni U€inek na migraci melanomovych
bun¢k (468). Chemokin IL-8 stimuluje vaskularizaci melanomu a jeho vysoka exprese
obecné indikuje Spatnou prognézu pacientd s melanomem (469). Exprese jiného
chemokinu CXCL-16 byla zdokumentovana pii progresi melanocytarnich névi
v melanom (470). Aktivace receptoru CXCR-6 rozpoznavajiciho chemokin CXCL-16
navozuje navic kmenové vlastnosti melanomovych bun¢k a iniciuje migraci (471). IL-6
je rozhodujicim faktorem vyvolavajicim imunitni odpovéd” a ma Sirokou roli v progresi
nadort, véetné melanomu, S moznosti inhibice pocatecniho ristu melanomu. Pozd¢jsi
faze melanomu jsou spojeny s prokazanou vys$si produkci IL-6 (472). Role celé fady
dalsich molekul byla diskutovana Vv ptedchozich studiich, a predevsim Vv teoretickém
uvodu (VEGF, HGF apod.).

Nov¢ je v praci diskutovana role exozomi, které piedstavuji dalsi nastroj bunééné
komunikace nadorovych bunék a bunék nadorového stromatu v nadorovém
mikroprostiedi. Exozomy stimuluji melanomové buiiky k EMT, nebo napt. ovliviiuji
vaskularizaci lymfatickych uzlin. Exozomy se vyznamné podileji na regulaci lokalni
invazivity a také na vstupu buné€k melanomu do cilovych organt pti zakladdni metastaz
(175,473). Tyto ucinky mohou souviset s piitomnosti miRNA v exozomech. Dalsi
z funkci exozom je pomérné vyrazny efekt na imunosupresivni chovani mikroprostredi
nadort. Exozomy z melanomu jsou schopny inhibovat IL-2 dependentni proliferaci CD8*
T lymfocyti (176). Exozomalni miRNA-125b-5p z melanomu indukuje v makrofazich
fenotyp podporujici rast nadoru, dochazi k aktivaci smiseného fenotypu TAMSs na M1 a
M3 s tendenci podpory pronadorového klonu a s produkci CCL22, IL-12B, IL-1B, IL-6,
i-NOS a TNF-o (174,177). Tyto studie ukazuji na vyznam exozomu a jejich roli
v mikroprostiedi melanomu. Exozomy piedstavuji i zajimavé molekuly pro ptipadné
hledani novych 1écebnych strategii K inhibici jak nadorovych bungk, tak funkci
nadoroveho stromatu.

Jednou z Ié¢ebnych moznosti je inhibice migrace a invazivniho ristu. Léky
obecn¢ interferujici stémito vlastnostmi nadorovych bun€k oznacujeme jako
,migrastatika“ (474). Tento termin byl zaveden zcela zamérné ve snaze odlisit tato 1éciva
od konvencnich cytostatik, kterd na rozdil od migrastatik ovliviiuji neselektivné bunécnou
proliferaci. Migrastatika jsou schopna inhibovat lokalni invazi nadorovych bunék a
naslednou tvorbu metastaz. Komplexnost téchto 1éCiv demonstruji i nékteré prace u
melanomu. Migrujici buniky melanomu jsou schopny adherovat na kapilarnim endotelu,

interkalovat mezi endotelovymi buikami a migrovat skrz cévy do okolniho parenchymu.
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Ani z pohledu endotelovych bun¢k neni tento proces pasivni. Endotelové bunky se
aktivné podileji na extravazaci pomoci exprese N-kadherinu (400). Dalsi studovanou
molekulou podilejici se na extravazaci je CD146, ktera kooperuje s VEGF-A a muze byt
I zvySena V séru pacientd S melanomem (475). Endotelové bunky ale samy brani migraci
nadorovych bunék pomoci exprese VE-kadherint, které jsou exprimované na povrchu
endotelovych bunck kapilar (476). Dalsi molekulou, ktera se podili na interakci
nadorovych bunék a endotelu je P-selektin. Exprese této molekuly na endotelovych
bunikach a krevnich destickach se jevi jako ptfedpoklad pro uspésné Sifeni metastatické
invaze melanomovych bunék. Navic exprese P-selektinu na povrchu endotelovych bunék
je vyvolana aktivaci STAT3 signalizace, ktera je pro zménu aktivovana IL-6, jehoZ role
Vv biologii melanomu byla jiz hojné diskutovana (477,478). Cilem migrastatik je tedy
inhibice nejen nadorovych bunék, ale i bun¢k které napomahaji migraci a invazivnimu
Sifeni, jako jsou endotelové bunky a v piedchozich pracich diskutované CAFs nebo
TAMs.

Prace shrnuje poznatky s diirazem na potencialni kombinaci migrastatik s jinymi
tradi¢né jiz uzivanymi léky, jako je imunoterapie ¢i cilena terapie. Jednou z moznosti je
opakované diskutovana role IL-6 a snaha o jeho cilenou blokaci, ktera by do kombinace
s jinymi léky mohla pfinést vysoce zaddouci synergismus. Je vSak ziejmé, Ze inhibice
signaliza¢ni osy IL-6 neni dostatecna, a proto musi byt doprovéazena soucasnou blokadou
dalsich proteini ¢i jejich receptori, jako jsou IL-8, VEGF-A a MFGES (398,479).
Terapeuticka blokada IL-6 v kombinaci s anti-PD-1 pfedstavuje zajimavou moznost
pfekondni nékterych imunologickych mechanismll rezistence a je ukazkou jiz
studovaného synergického uc¢inku téchto 1é¢iv. Blokovani IL-6 je schopno up-regulovat
expresi PD-L1 na melanomovych burikach v my$im in vivo modelu a miize senzibilizovat
melanom k imunoterapii checkpoint inhibitory (anti-PD-1) (401). Tato zji$téni potvrzuji
komplexni vyznam IL-6 v biologii melanomu, jeho terapeuticky potencial i nutnost
dalsiho studia nddorového mikroprostfedi melanomu, které se na jeho progresi vyznamné

podili.
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8.5.5. Abskopalni efekt v sou¢asné dobé imunoterapie melanomu check-
point inhibitory

Prace Kodet O et al. Némejcova K, Strnadova K, Havlinova A, Dundr P, Krajsova
I, Stork J, Smetana K Jr, Lacina L. The Abscopal Effect in the Era of Checkpoint
Inhibitors. Int J Mol Sci. 2021 Jul 4;22(13):7204, je kombinaci pichledové prace
Vv kontextu soudobé imunoterapie melanomu a vlastnich pozorovani unikéatniho
abskopalniho efektu.

Abskopalni efekt predstavuje ptisobeni urcité veli¢iny mimo misto ptvodniho
zasahu (z latiny, ,,ab*“ - od ,,scopus® — cil). V korelaci s nadorovou biologii se jedna o
moznost likvidace nadorovych bunék imunitnim systémem i mimo puvodni cil
terapeutického zasahu (napt. radioterapii) (122). Navzdory tomu, ze mechanismus
abskopalniho efektu je v zasadé dobie pochopeny, jedna se o d&j pozorovany V klinické
praxi pomérmné vzacné€. V soucasné dob¢é je jeho princip vyznamné akcentovan
imunoterapeutickymi moznostmi nadort véetné melanomu (480).

Prace popisuje pfipad pacienta s generalizovanym melanomem, u kterého byl
navozen abskopalni efekt kryalizaci koznich metastaz, které progredovaly po piedchozi
terapii anti-CTLA-4/ipilimumabem. P#i kontrolnim vySetfeni 2 mésice po kryalizaci
navic vymizely i jaterni a uzlinové metastazy. Pacient zemiel 13 mésict po kryalizaci na
infarkt myokardu, ale bez znamek recidivy onemocnéni. Zdokumentovany pfipad je
doloZen 1 histologickym a imunohistochemickym vySetienim koZnich metastaz
odebranych pied lécbou ipilimumabem, pied kryalizaci a po kryalizaci pfi patrné
spontanni regresi. Nalezy dokumentuji chudy infiltrat TILs v koznich metastazach pied
1é¢bou, a naopak mohutny narust TILs v kozni metastaze po kryalizaci (jednalo se o
spontanné regredujici metastdzu, bez oSetfeni kryalizaci). Terapeuticka odpovéd’ byla
patrna i v laboratornich vysetfeni, kdy doslo k normalizaci hladin S100B proteinu, LDH
a CRP v kontrolnich vySetienich po kryalizaci.

Nedostate¢né uvolnéni a nasledna nedostateéna stimulace imunitniho systému
nadorovymi neoantigeny je jednim z faktorli podilejicich se na rezistenci nadort na
imunoterapii checkpoint inhibitory (326). Abskopalni efekt je nejCastéji popisovan
v souvislost s pouzitim radioterapie, kde nasledna terapeuticka odpovéd’ je pozorovana i
V mistech primarné¢ neozafovanych. Poprvé byl popsan v roce 1953, pravé po pouziti
radioterapie (481). Radioterapie indukuje bunécnou apoptdézu nazyvanou imunogenni

bunééna smrt (dale jako ICD, anglicky: immunogenic cell death). Tento typ apoptozy je
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odpovédny za uvolnéni nadorovych neoantigeni pro stimulaci APC S moznym
navozenim systémové protinadorové imunitni odpovédi (482). Exprese calreticulinu,
kterd je v bunkach po radioterapii pfitomna mize byt jednim ze signalt pro antigen
prezentujici bunky, resp. DC, které nasledn¢ fagocytuji poskozené a apoptotické
nadorové bunky (483). V idealnim piipadé dochazi pomoci téchto DC k iniciaci
specifické protinadorové imunitni odpovédi. Antigeny jsou poté prezentovany CD4™ i
CD8* T-lymfocytim. Navic stimulované DC pfispivaji k cytotoxické imunitni odpovédi
aktivaci NK bun¢k (238,239). | v mySim melanomovém modelu bylo prokazano navySeni
CD8" T-lymfocytl infitrujicich nador po lokalizované radioterapii a protinadorovy efekt
byl nasledné posilen imunoterapii (484). Tyto prace dokladaji schopnost radioterapie
posilit protinadorovy efekt a nasledna imunoterapie checkpoint inhibitory muze
navozenou imunitni odpovéd’ jesté vice posilit. Bohuzel neexistuje jednozna¢né schéma,
které by bylo mozné rutinné aplikovat pfi terapii melanomu v kombinaci s imunoterapi.
Abskopalni efekt byl pozorovan i u fady lokalnich forem terapie jako je pouziti
elektrovaporizace, nebo intratumoro6zni aplikace rlznorodych 1é¢iv (napf. vakcina s
talimogene laherparepvec, T-VEC). Zejména kombinace imunoterapie anti-PD-1 a
lytickych vird, jako je T-VEC se ukazuje jako mozna cesta K posileni systémové
protinadorové imunoterapii (108). Abskopalni efekt navozeny kryalizaci je doposud
raritni pozorovani, i kdyz jsou doklady o pomérné rychlé infitraci TILs v nadoru po
kryalizaci u mySich modelt (485). Tato pozorovani dokladaji i na§ piipad, kde byl
pozorovan vyrazny infiltrat CD8*, CD45" T-lymfocytti a CD68" makrofagi v koznich
metastazach mésic po samotné Kryalizaci. V mySim melanomovém modelu byla po
kryoterapii prokazana i stimulace sekrece prozanétlivych cytokint, jako jsou IL-Ip, IL-
2, IL-6, IL 12p, IFN-a, které se podili na indukci protinadorové imunitni odpovédi (486).
Mikroprostiedi nadoru, véetné¢ maligniho melanomu, ma urcitou podobnost jako
hojici se rdna a jedna se o dynamicky systém, ktery vyznamné podporuje nddorové buiky
(185,487). Kryoterapie tkan¢ navozuje akutni fazi poranéni, ktera je spojena s aktivaci
imunitniho systému za ti¢elem likvidace termicky poskozenych bunék (485). Vyznamné
se tak mize podilet na modifikaci nddorového mikroprostiedi, a navic mize navodit
synergicky efekt pti pouziti imunoterapie checkpoint inhibitory. Tato prace popisuje zcela

unikatni pozorovani, které je 1 dle svétové literatury raritni.

Tato kapitola shrnuje zasadni vysledky publikované v ptehledovych pracich, a

komentuje studie, které shrnuji dosavadni poznatky o biologii melanomu. Cilem téchto
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praci je shrnuti dosavadnich poznatkl, vetné vlastnich, o tloze CAFs v nddorovém
mikroprostiedi melanomu a o komplexni roli IL-6 v nadorech i v dalsich patologickych
procesech. Jedna se tedy o dva stézejni pilife, které jsou v nasi praci, pfi experimentalnim
modelovani nadorii studovany. Posledni prace popisuje vlastni pozorovani abskopalniho

efektu v kontextu soudobé imunoterapie melanomu.

9. Zavér a hodnoceni

Prace je vénovana komplexni problematice melanomu se snahou poukazat na
vyznam nadorového mikroprostiedi, kterym se na nasem pracovisti dlouhodobé
zabyvame jak v oblasti melanomu, tak i u epitelovych nadort kize a dlazdicobunééného
karcinomu hlavy a krku. V teoretickém uvodu je vedle fyziologie melanocytt
diskutovana role vyvoje melanocyti v korelaci s rozvojem melanomu. V téchto tivodnich
kapitolach (1.- 5.) je popsana zakladni charakteristika melanomu a jeho klinickych
variant, problematika klinické i histopatologické diagnostiky a rizikovych faktord.
Piehledné je pojednana i problematika terapie melanomu s rozborem konvenénich metod
(chirurgie a radioterapie), ale zaroven je kladen velky diraz na problematiku soudobych
lécebnych schémat, a to cilené terapie (BRAF a MEK inhibitory) a imunoterapie
checkpoint inhibitory. Druha ¢ast ivodu je vénovana Sifeni melanomu, metastatickému
postizeni, vlastnostem a biologickému chovani nadorového mikroprostiedi. V ramci
nadorového mikroprostiedi je podrobnéji probrana problematika CAFs, TILs a TAMs,
které patii mezi vyznamné komponenty stromatu nadort véetné melanomu. V praci jsou
dale popsany hlavni mechanismy rezistence na cilenou terapii v¢etné vlivu nadorového
mikroprostiedi. Vznik rezistence je jednim z obtizné piekonavanych problému cilené
terapie a mapovani téchto mechanismi mtze poodhalit mozné cesty dalsi 1écby. Vedle
rezistence na cilenou terapii je diskutovana obdobna problematika u imunoterapie
checkpoint inhibitory vcetné problematiky mikrobiomu u pacientd s melanomem.
V posledni casti teoretického uvodu je feSena problematika biomarkerii melanomu
Snovymi moZznostmi monitorace a U¢inngj$i predikce nadorovych onemocnéni se
zaméfenim na problematiku melanomu.

Ve druhé¢ Casti prace jsou diskutovany dosazené vysledky, které jsou rozdéleny do
¢tyt tematickych okruhti. V prvnim okruhu jsou shrnuty prace vé€nované nadorovému
mikroprostiedi melanomu, vlivu CAFs na nadorové melanocyty a jejich migracni

schopnost v in vitro 3D modelovani. Byly definovany konkrétni faktory (IL-6 a IL-8),
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které se na téchto procesech podileji a byla prokazana moznost inhibice téchto funkci
nadorového stromatu (402,421). S moznostmi cilené terapie u pacient s melanomem a
vznikem nadorové rezistence je klicové identifikovat mechanismy nadorovych bunék,
kterymi rezitence na tato 1éCiva vznika. Nadorové stroma a CAFs jsou jednim
z vyznamnych faktort, které jsou odpovédné za tzv. mikroprostfedim zprostfedkovanou
rezistenci na cilenou terapii BRAF a MEK inhibitory (186). V této kapitole je probrana
I moznost studia nddorového mikroprostiedi v biologickém xenograftnim modelu
s kufeci chorioalantoidni membranou, ktery piedstavuje zajimavy, i kdyz limitujici model
pro jeho vyzkum (488).

Druhy tematicky okruh je vénovan biomarkerim melanomu a jejich studiu
s moznym prognostickym vystupem. Prace vénovana expresi Glut-1, ptinasi nejvétsi
doposud publikovany soubor vySetfenych pacienti S melanomem a benignimi
pigmentovymi névy. Vedle charakterizace exprese Glut-1 v melanomu je, dle téchto
vysledkt, mozné pouzit vySetieni exprese Glut-1 k odliSeni benignich névli a melanomu
(489). Dalsi prace je vénovana morfologickému hodnoceni TILs v mikroprostiedi
melanomu a srovnava pét ruznych skorovacich systémi pouzivanych pro jejich
hodnoceni. | kdyZz signifikantni vyznam prokazaly jen nékteré tyto systémy, je
zhodnoceni TILs v melanomu klinicky velice ptinosné (231). Navic je tato problematika
vysoce aktualni pti moznostech terapie melanomu checkpoint inhibitory.

Tieti okruh je vénovany genetické problematice melanomu a genetickym
alteracim. Ve stézejni praci se podafilo prokdzat nové patogenni mutace V nasem
vySetfovaném souboru pacientd S melanomem. Na rozdil od podobnych praci,
vénovanym genetickym alteracim, byl kladem duraz na identifikaci patogenity
jednotlivych mutaci, a ne jen na ¢istém mapovani jejich vyskytu u pacient s melanomem
(490). Ve druhé praci byla studovana problematika PTEN genu a stanoveni jeho alteraci,
kde se podafilo poukazat na limity imunohistochemické detekce tohoto genu (491).
Problematika studia funkci a stanoveni PTEN genu a jeho alteraci je pro melanom
vyznamna, protoze se jedna o molekulu, ktera je zapojena do mechanismu rezistence na
cilenou terapii. Ztrata funkce PTEN genu se ucastni i procest rezistence na imunoterapii
checkpoint inhibitory a pii samotné progresi melanomu.

V poslednim tematickém okruhu jsou popsany piehledové prace, které jsou
vénované problematice nadorového mikroprostfedi melanomu, vlivu embryonalniho
mikroprostiedi na nadorové melanocyty a biologické funkci CAFs v melanomu (492). Do

nadorové biologie se pokousi zavést i nové pojmy “nadorova ekologie“ a “nadorovy
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ekosystém*, které predstavuji celkové propojeni biologickych funkci nadorového klonu
s ostatnimi komponentami nadorového mikroprostiedi (185). Vyznamna je i prace
diskutujici problematiku IL-6 jak v kontextu nadoru, tak i v patologickych procesech
doprovazejicich starnuti (493). Obsahové nejrozsahlejsi piehledova prace je snahou
komplexné zdokumentovat problematiku melanomu a jeho nadorového mikroprostiedi,
které se vyznamné podili na biologickém chovani nadorovych bunc¢k a pfispiva
k progresi a Sifeni melanomu (494). V posledni praci je vénovana pozornost
abskopalnimu efektu v kontextu se soudobou imunoterapii melanomu. Prace je zaloZzena
na vlastnim pozorovani tohoto jevu.

Druha cast prace (kapitoly 6. — 8.) podava ptehledné soubor publikaci, které se
vénuji aktudlni problematice melanomu V Sirokém kontextu studia nddorového
mikroprostiedi, biologickych markert melanomu a genetickych alteraci. V nékterych
pripadech se podatilo publikovat vysledky zalozené na pomérné velkém poctu pacientl
a vytvorit unikatni soubor zdokumentovanych a vysetienych pacientti. Vedle téchto praci
bylo dale klicové propojeni zakladniho vyzkumu pii in vitro modelovani nadorového
mikroprostiedi a klinického sledovani pii studiu nadorového mikroprostredi a
sérologickych biomarkerd. VytyCené cile této prace povazujeme tedy za splnéné a
dostate¢n¢ dokumentované. Jednotlivé publikacni vystupy jsou soucasti této publikace

formou pfilohy.
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