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1 Abstrakt

e Uvod

Maligni melanom je jednim z nejagresivnéjSich koznich nadort s
nepfiznivou progndézou a vysokou mortalitou, kterd je spojena predevsim
s pokrocilymi stadii této choroby. Incidence v poslednich deseti letech
zaznamenala narlst o 50 %. Pro dobrou progndzu pacientt je zcela zasadni
odhaleni nadoru v pocate¢nim stadiu a jeho v€asné chirurgické odstranéni.
V poslednich letech byl prokazan ptinos cilené¢ 1é€by a imunoterapie
(adjuvantni 1écba) u pacientlt s lokdln¢ pokrocilym stadiem maligniho
melanomu po resekci primarniho nadoru a uzlinovych metastaz.

o C(Cile
Cilem projektu je detekce pacientll s vysokym rizikem recidivy pomoci
biomarkeri z fluidni biopsie (volna cirkulujici DNA), ktefi jsou po operaci
s kurativnim zamérem, a pro které¢ by byla vhodna finanéné nékladna
adjuvantni terapie. DalSim cilem je wvyuzZiti uvedenych biomarkeri
k ¢asnému odhaleni vlastni recidivy onemocnéni a rezidualni choroby po
excizi primarniho loziska tumoru.

e Metodika

U pacientli, s Casnym stadiem melanomu, podstupujicich kurativni
chirurgicky zakrok, byly nabirany vzorky plné krve v pravidelnych
casovych odstupech. Z nabrané plné¢ krve byla nejdiive dvoufazovou
centrifugaci separovana plazma. Cell-free DNA (cfDNA) byla izolovana v
MD Anderson Cancer Center v Houstonu v USA. Vyuzitim kapkové
digitalni polymerazové fetézové reakce (ddPCR) byla stanovena piitomnost
BRAF V600E mutace ve tkanovych i1 plazmatickych vzorcich pacienti.
Pacienti nésledné podstoupili pravidelné kontroly v ambulanci Odd¢leni
plastické chirurgie a Dermatovenerologické kliniky ve Fakultni nemocnici
v Plzni. Jednotlivé vysledky jsme ndsledné statisticky zpracovali. K
analyze dat byl vyuZit software IBM SPSS Statistics (v.26.0, IBM Corp.).
Za statisticky vyznamné jsme brali hodnoty P < 0.05.

o JVysledky

7 osmdesati pacientil, zafazenych do nasi studie, pouze v 52 ptipadech
byly k dispozici vzorky priméarniho tumoru pro stanoveni BRAF V600E
mutace. Co se tyCe RR (recurrence rate), DFI (disease free interval) a OS
(overall survival), nebyl prokazan vliv BRAF V600E mutace ve vzorku
tumoru. V souboru pfedoperacnich nabéra se zjistilo, Ze ptitomnost BRAF
mutace v pfedoperacnim nabé&ru je spojena s vysokym rizikem recidivy i
umrti oproti BRAF V600E WT. V nabérech, které byly provedeny jednu



hodinu po chirurgickém vykonu u 76 pacientii, byla nalezena mutace
BRAF V600E ve 26.3 % ptipadi (n = 20). Pacienti s BRAF V600E mutaci
v ctDNA maji oproti pacientim s BRAF V60OE WT ctDNA vyssi celkovy
vyskyt recidivy, RR do 6 mésicti od vykonu, RR do 2 let. Pacienti s BRAF
V600E mutaci také vykazovali krat§i DFI 1 OS. V nabérech provedenych
druhy pooperacni den vychazi opét BRAF mutace c¢tDNA s vys$S§im rizikem
recidivy. Ve vSech dalSich kontrolnich ndbérech jiz mezi BRAF mutantni
ctDNA a BRAF WT ctDNA nebyl signifikantni rozdil v RR, DFI ani OS.

o Shrnuti

NaSe vysledky poukazuji na skutecnost, ze stanovenim ctDNA jednu
hodinu po chirurgickém vykonu je mozné identifikovat vysoce rizikové
nemocne¢, ktefi by z adjuvantni terapie vyrazné profitovali. A¢koli je tuto
studii jesté nutné potvrdit na SirSim vzorku nemocnych, testovani ctDNA je
mozné zvazovat jako budouci parametr indikace adjuvantni terapie u
pacientil s ¢asnym stadiem maligniho melanomu.



2 Abstract

e [ntroduction

Malignant melanoma is one of the most aggressive skin tumors with
unfavorable prognosis and high mortality, especially in the connection with
advanced stages. Regarding the incidence growth, it has recorded an
increase of 50 % in the last 10 years. The most important for prognosis of
the patient with this malignant disease is early diagnosis and radical
surgery without delay. In recent years, the benefit of targeted treatment and
immunotherapy has been demonstrated in the patients with locally
advanced melanoma after resection of primary tumor and nodal metastases.

o Aims
The main goal of our study is to identify patients with a high risk of
relapse using biomarkers from fluid biopsy (sections of free DNA
circulating in blood) who went through a curative surgical treatment and
for whom costly adjuvant therapy would be beneficial. Another goal is to
use the above-mentioned biomarkers to detect early recurrence itself and
residual disease after excision of the primary tumor site.

e Methods

Whole blood samples were collected at regular time intervals from
patients with early-stage malignant melanoma undergoing curative surgery.
Plasma was first separated from the collected whole blood samples by two-
phase centrifugation. Cell-free DNA (cfDNA) was isolated at the MD
Anderson Cancer Center in Houston, USA. The presence of the BRAF
V600E mutation in patient tissue and plasma samples was determined
using droplet digital polymerase chain reaction (ddPCR). The patients
subsequently underwent regular follow-up care at the Department of Plastic
Surgery and the Dermatovenerology Clinic of the University Hospital in
Pilsen. We then processed the individual results statistically. IBM SPSS
Statistics software (v.26.0, IBM Corp.) was used for data analysis. We
considered values of P < 0.05 to be statistically significant.

o Results

Only 52 of the eighty patients included in our study had primary tumor
samples available for BRAF V600E mutation determination. Regarding RR
(recurrence rate), DFI (disease free interval) and OS (overall survival), the
effect of the BRAF V600E mutation in the tumor sample was not proven.
In a preoperative plasma samples, the presence of a BRAF mutation was
found to be associated with a high risk of both recurrence and death
probability compared with BRAF V60OE WT. In plasma samples taken one



hour after surgery in 76 patients, the BRAF V600E mutation was found in
26.3 % of cases (n = 20). Compared with patients with ctDNA BRAF
V600E WT, patients with ctDNA BRAF V600E mutation had a higher
overall recurrence rate, RR within 6 months of surgery and RR within 2
years. Patients with BRAF V600E mutation also showed shorter DFI and
OS. In the plasma samples carried out on the second postoperative day, a
BRAF ctDNA mutation with a higher risk of recurrence is found again. In
all other timepoints, there was no longer a significant difference in RR, DFI
or OS between BRAF mutant ctDNA and BRAF WT ctDNA.

e Conclusion

Our results point to the fact that by determining ctDNA one hour after
surgery, it 1s possible to identify high-risk patients who would benefit
significantly from adjuvant therapy. Although this study still needs to be
confirmed in a larger sample of patients, ctDNA testing may be considered
as a future parameter for the indication of adjuvant therapy in patients with
early-stage malignant melanoma.
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5 Seznam pouzivanych symboli a zkratek

AJCC
ALM
BOLD
cfDNA
CNS
CRS
CT
ctDNA
CTLA-4
CVD
COS
ddPCR
DFI
DFS
DN
DMM
DTIC
D/T
EGFR
E/B
FISH
FNA
GIT

American Joint Committee on Cancer
Akrolentigin6zni maligni melanom
Bleomycin, vinkristin, lomustin a dakarbazin
Cell-free DNA

Centralni nervova soustava

Cytokine-release syndrome

Computed tomography (vypocetni tomografie)
circulating tumor DNA

Cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4
Cisplatina, vinblastin a dakarbazin

Ceska onkologicka spole¢nost

Kapkova digitalni polymerazova fetézova reakce
Disease-free interval

Disease-free survival

Dysplasticky névus

Desmoplasticky maligni melanom
Dakarbazin

Kombinace dabrafenibu s trametinibem
Epidermal growth factor receptor
Kombinace encorafenibu a binimetinibu
Fluorescen¢ni in situ hybridizace

Fine needle aspiration biopsy

Gastro-intestinalni trakt
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HERI1
H/E
IL-2
INF-a
INF-y
IQR
LDH
LM
LMM
LU
MRI
MAPK

NCCN
NM
N/A

OR
ORR
OS

P

PD-1
PD-L1
PET/CT
PMEL17

Human epidermal receptor
Hematoxylin/eozin barveni
Interleukin-2

Interferon alfa

Interferon gama

Mezikvartilové rozpéti
Laktatdehydrogenéza

Lentigo maligna

Lentigo maligna melanom

Lymfaticka uzlina

Vysetieni magnetickou rezonanci
Mitogenem aktivované protein kinazy
Rozsah souboru

National Comprehensive Cancer Network
Nodularni maligni melanom
Nepouzitelny (Not applicable)

Odds ratio

Overall response rate

Overall survival

P-value, P-hodnota, signifikance
Programmed cell death receptor-1
Programmed cell death receptor ligand-1
Pozitronova emisni tomografie/vypocetni tomografie

Premelanozomovy protein 17
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PRAME
RCF

RR
RT
SCP
SLU
SOX10
SSM
TILs
Tis
TNF-a
TNM
TSAs
USG
Uv
v/C
WT

PTe

Preferential expressed antigen in melanoma
Relative centrifugal force
Recurrence-free survival

Recurrence rate

Radioterapie

Skin cancer phototype

Sentinelova lymfaticka uzlina

Sry-related HMg-Box gene 10
Superficialné se §ifici melanom

Tumor infiltrating lymphocytes

Tumor in situ

Tumor nekrotizujici faktor alfa

Tumor Node Metastasis systém
Tumor-specifické antigeny
Ultrasonografie

Ultrafialove

Kombinace vemurafenibu a cobimetinibu
Wild type

Izotop technecia 99
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6 Uvod

vewvr

maligni transformace melanocytii za standardnich podminek situovanych v
urovni stratum basale kiize (1). Tyto melanocyty produkuji tmavy pigment
zvany melanin, ktery nasledné distribuuji k okolnim keratinocytim. S
keratinocyty jsou melanocyty spojeny dendritickymi vyb&zky. Obecné na
jeden melanocyt piipada ptiblizné 10 keratinocyti. V kone¢ném dutsledku to
znamena, ze¢ na jednom cm? kiize nalezneme u europoidni populace cca
150000 melanocyti.

V pfipadé¢ maligniho zvratu melanocytu dochazi ve vétSiné ptipadi
nejdiive v ramci vrstev kiize k horizontalnimu Sifeni nadorovych bunék. Po
urité dobé dochazi k dalSim mutacim nadorovych bun€k a maligni melanom
se zacina §ifit 1 vertikalnim smérem. Takto nabyva na své invazivité a vyrazné
se zvySuje riziko jeho metastazovani. Cim pozdé&ji je maligni melanom
diagnostikovan a je zahajena jeho 1écba, tim horsi prognézu ma.

Pro pfiznivou progndzu tohoto onemocnéni je zcela nejdilezitéjsi jeho
casné odhaleni a Casnd chirurgickd terapie, ktera je stile jedinou skute¢né
kurativni terapii, 1 pfes to vSak urcité procento pacientil s ¢asnym stadiem
maligniho melanomu do dvou let vyvine lokoregiondlni ¢i vzdalenou
metastatickou recidivu. Presné&ji az 13 % pacientll s takzvanym high-risk
Casnym stadiem maligniho melanomu vyvine metastazu do dvou let od
provedeného kurativniho chirurgického zakroku (2).

U pacienti po radikalnich resekcich III stadia byl prok4dzan jednoznacny
benefit nasledné adjuvantni terapie oproti prosté resekéni chirurgické terapii
(3) (4) pticemz nejlepSich vysledkii v ramci checkpoint inhibitori bylo
dosazeno uzitim PD-1 inhibitort (5).

Pacienti s ¢asnymi stadii onemocnéni, u kterych hrozi brzka recidiva ve
form& lokoregiondlnich ¢i vzdalenych organovych metastaz, by tedy
vyznamné profitovali z adjuvantni terapie. Je vSak nutné tyto pacienty
urcitym zplisobem identifikovat. Domnivame se, zZe vyuZitim metody fluidni
biopsie a ur¢enim hladin cirkulujici tumorové DNA (ctDNA) je mozné tyto
pacienty urcit.

13



7 Cil prace

Hlavnim cilem projektu je identifikace pacienti s vysokym rizikem
recidivy pomoci biomarkert z fluidni biopsie (volna cirkulujici DNA), ktefti
jsou po operaci s kurativnim zdmérem, a pro které by byla, financné nakladna
a pro organismus naro¢nd, adjuvantni terapie piinosem.

Dals$im cilem je vyuziti uvedenych biomarkerti k ¢asnému odhaleni vlastni
recidivy onemocnéni a také ke stanoveni minimalni rezidudlni choroby
bezprostiedné po opera¢nim vykonu.

V ptipad¢ potvrzeni nasi hypotézy lze uvazovat o zavedeni fluidni biopsie
do klinické praxe terapie a dispenzarizace maligniho melanomu.
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8 Popis souc¢asného stavu reSeného tématu vcetné literarni resersSe

a) Etiologie

Jako u jinych nam zndmych onkologickych onemocnéni ani etiologie
nadort melanomového typu neni zcela objasnéna, je zde mnoho faktord, u
kterych byl jejich vliv vice, ¢i méné potvrzen. Bezesporu nejveétsi podil na
vzniku maligniho melanomu u jedince mé plsobeni ultrafialového zateni (6).
UV zafeni se déli dle vinové délky na neSkodné UVC zatfeni s nejkratsi
vlnovou délkou, které je kompletné¢ zachyceno ozonovou vrstvou atmosféry,
tudiz svym plsobenim je pro ¢lovéka na Zemi zcela neSkodné, dalSim typem
je UVB zafeni, které je jiz jen casteCné odstinéno ozonovou vrstvou a
vzhledem k tomu, Ze je snadno zachycovano i tenkou vrstvou tkaniny,
definitivné tak ¢ini pouze 5-10 % veSkerého UV zafeni. UVA zafeni
predstavuje vétSinu UV zarfeni dopadajiciho na Cloveka, av§ak ma mnohem
niz$i energii nezZ UVB a tudiZ ma v konecném disledku o néco mensi vyznam
nez UVB zateni (7).

S vyse uvedenym piimo souvisi 1 individualni nachylnost jednotlivcll na
poSkozeni buné¢k kize UV zafenim. Zalezi tedy pifedevSim na etnicke
ptislusnosti, kdy zcela nejnachylnéjsi ke vzniku maligniho melanomu je
kavkazsky typ ¢lovéka oznaCovany téz jako europoidni rasa, a naopak zcela
nejnizSimu riziku jsou vystaveni jedinci negroidni rasy. Rozdéleni do
takzvanych fototypli, které se fidi predevSim za zakladé mnoZstvim
pigmentace téla, bledosti pleti a barvou vlasi a o¢i, kdy nejrizikovéjsi jsou
bledi hojné pigmentovani jedinci se svétlymi vlasy, ndm ndsledn¢ ulehcuje
orientaci v této problematice. Miru zavislosti rizika na téchto vySe zminénych
faktorech dobte shrnuje studie publikovana v roce 2018, kteréd byla provedena
na vice jak tiech tisicich danskych obcant, kde byli nejdiive vySetfovani
rozdé€leni na zdklad¢é schopnosti se opalovat a nachylnosti ke spaleninam do
Ctyf skupin oznacovanych jako skin cancer phototype (SCP). V prospektivni
studii se prokdzala uzka zavislost tendence k vyskytu nejen maligniho
melanomu ale 1 jinych malignich koznich tumoriti na SCP (8). Je prokazano,
ze UV zafeni svym plsobenim mimo jiné zplsobuje produkci
pyrimidinovych a pyridinovych fotoproduktli, které maji ve svém kone¢ném
dasledku za nésledek oxidativni poSkozeni DNA cilovych bun¢k (9). Tato
onkogenni mutace DNA informace zplsobi neregulovany rlst a invazi
postizenych melanocyti do okoli a Casem bude zodpovédnd i1 za jejich
schopnost metastazovat do regiondlnich lymfatickych uzlin 1 vzdalenych
organtl.

Dalsim dulezitym faktorem je 1 doba expozice UV zéfeni. Je znamo a
mnoha studiemi potvrzeno, ze UV zidfeni ma kumulativni u¢inky, a proto
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dlouhodobé¢ vystaveni UV zateni linearn€ zvySuje riziko vyskytu maligniho
melanomu. Tento fakt velmi dobfe shrnuje studie na vice nez dvou tisicich
pacientli publikovana zacatkem roku 2022 ve Spojenych statech americkych,
kde mimo jinych faktorti shrnuje i1 pfimou zavislost vyskytu maligniho
melanomu kiize na veku pacientli, kdy u skupiny exponované sluncem ve
veéku 20-39 let oproti kontrolni skuping stejného fototypu je odds ratio (OR)
1.01 zatimco u skupiny okolo 80 let jiz dosahuje téméf hodnoty 3 (10). Tato
studie také dale potvrzuje Siroce piijimany fakt, Ze u opakovanych slunecnich
popalenin a svétlé barvy oci a vlasii je vy$si riziko maligniho melanomu.

Dale na vyskyt melanomu maji nemaly vliv také genetické mutace, at’ jiz
zvySenou expresi onkogenil, potlatenim onkosupresorickych geni ¢i
poskozenim genl zodpovidajicich za reparacni mechanismy DNA informace
koZnich bunék. Jednim z nejdilezitéjSich gentl, které se na této patogenezi
podileji je gen CDKN2A jehoz mutace sniZzuje hladinu proteinu pl6, coz v
kone¢ném disledku zpiisobuje vyssi mitotickou aktivitu zasazenych bunék a
tim vyznamné pfispiva k jejich nefizené proliferaci (7), navic s mutaci tohoto
onkosupresorického genu ma uzky vztah k familidrnimu vyskytu melanomu,
kdy vykazuje velmi heterogenni autozomalné¢ dominantni typ dédicnosti. Z
onkosupresorickych gent je také nutné zminit gen na konecném useku
kratkého raménka prvniho chromozomu nebo gen pro protein p53, ktery se
podili 1 na rozvoji mnohych jinych malignit. Na sedmém chromozomu se
naopak nachéazeji mnohé geny pro repara¢ni mechanismy DNA informace
bunék kiize. Téemét u 90 % pripadl melanomil nachazime onkogenni mutaci
N-ras nebo B-raf gentl. JiZ jen mutace jednoho z téchto dvou geni mize
zpusobit maligni transformaci melanocytl. Jen mutace B-raf genu ma
minimalné 30 rlznych podtypli, s nejCastéji se vyskytujicim V60OE, ktere
ovlivnénim signaliza¢nich kaskdd RAF,MEK nebo ERK ovliviiuji invazivitu
a proliferac¢ni schopnost maligniho melanomu (11).

b) Incidence

Incidence maligniho melanomu kontinudlné roste. Jednoznacné nejvyssi
incidence je u europoidni rasy v Australii. Zatimco mistni Aboriginci
(piivodni obyvatelé Australie s vysokym koZnim fototypem) melanomem
témét netrpi diky jejich fylogenetickému ptizplisobeni, u zastupcii europoidni
rasy, ktefi se do Australie pfistechovali mezi 1éty 1851-1854, je incidence
malignitho melanomu kvali jejich nizkému koZnimu fototypu a vysoké
expozici UV zdfeni nejvy$$i na svété (12). Druhd nejvysSsi incidence
maligniho melanomu je na Novém Zélandu. Tteti misto poté zaujima opét
europoidni obyvatelstvo Spojenych statii americkych. Ceska republika je na
desatém misté co se tyCe svétové incidence maligniho melanomu (13).

16



Maximum vyskytu maligniho melanomu je obecné mezi 50. a 75. rokem véku
(14).

¢) Mortalita

Zcela zasadni pro kurativni 1é€bu maligniho melanomu je jeho vcasné
odhaleni a jeho Casna Siroka totalni excize. I pfes to, Ze je kozni maligni
melanom diky své lokalizaci na povrchu téla vyborné dostupny klinickému
vysetieni, mnohdy byva diagnostikovan v pozdnich stadiich onemocnéni, coz
miva zasadni negativni vliv na pteziti pacientli. Hlavnim divodem casto byva
obecné nizké povédomi o této problematice na stran¢ pacienta a mnohdy i
obtizné stanoveni spravné diagnézy, kdy senzitivita diagnostiky dle
dostupnych zdroji kolisa na zakladé¢ zkuSenosti dermatologa s tumory
melanomového typu mezi 60-90% s tim, Ze vyuziti dermatoskopie muze
senzitivitu zvySovat piiblizné¢ o 5-30% (15) (16) (17). Pravé predevSim z
divodu pozdniho stanoveni diagndézy je mortalita maligniho melanomu
vysoka. Jak se postupné u maligniho melanomu vyviji invazivni slozka,
projevujici se piedevSim ristem Breslowova indexu (vertikalni rist
melanomove afekce do hlubSich vrstev kize a podkozi udavana v
milimetrech), snizuje se s linearni zavislosti pravdépodobnost desetilet¢ho
pieziti pacientl az do hodnoty Breslowova indexu 5 mm, kde se jiZ oplostuje
a postupné ptiblizuje k nulové hodnoté. Je zde vSak mnoho dalSich faktort,
které vyznamné prognosticky ovliviiuji dalsi vyvoj tohoto onemocnéni. Tyto
faktory budou dale popséany v kapitole prognoza maligniho melanomu.

d) Klinicka diagnostika
I¢kate a nasledné doplnéni vySetieni dermatoskopem. Maligni melanom na
ktzi vytvari urCité specifické rysy, které musi byt objektivné posouzeny a
spravn¢ vyhodnoceny. Mezi pét nejzékladnéjSich projevli maligniho
melanomu patii asymetricky tvar, nepravidelné okraje, barevna heterogenita,
pramér kozniho loziska a trvaly vyvoj (riist nebo zmény) loziska. Obecné,
jsou tato kritéria shrnovana jako ABCD(E) pravidlo. Pro Iékate, ktery
pacienti, ktefi by méli byt nasledné odeslani za ucelem vySetieni v névové
poradné¢ dermatologa, kde bude doplnéno dermatoskopické vySetfeni s
posouzenim dalSich rizikovych faktori daného kozniho loZiska v podobé
bodovacich skorovacich hodnoceni. V ptipad€, Ze bude lozisko témito
systtmy vyhodnoceno jako rizikové, je nutné provést totalni chirurgickou
excizi s histologickym vySetfenim. Na zakladé histologického vySetfeni se
poté voli dalsi postup. V ptipadé, kdy je lozisko vysoce suspektni, nebo se
jedna o typicky maligni melanom, je nutné odhadnout na zaklad¢ vizualniho
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posouzeni jeho pfibliznou hodnotu Breslowova indexu a volit totalni Sirokou
chirurgickou excizi s patfiénym ochrannym lemem zdravé tkané.

o Asymetrie

Posuzovani asymetrie loZiska ma sva uskali. Jednim z nich je fakt, ze
dosud nebyla stanovena objektivni metoda, kterd by jasnym a struénym
zpusobem zcela objektivizovala posuzovani asymetrie melanocytarnich
lozisek. Zalezi tak v jist¢ mife na l€kafi, ktery dané méteni provadi. Je zde
vSak moZnost, jak alesponn Castecné¢ méfeni objektivizovat, vyuziva se
naptiklad k softwarovému vyhodnocovani koznich melanocytarnich lozisek
nebo ve védeckych studiich. Metoda spociva v proloZeni melanocytarniho
loZiska liniemi asymetrie. Podle toho zda jsme schopni prolozit loZiskem
jednu nebo dvé a vice linii odhadujeme nasledné jeho rizikovost (18).

o Okraje
Dal§i znamkou maligntho melanomu jsou nejasné ohranicené okraje,
jejichz ostrost se mize u jednoho loziska i nékolikrat ménit. Navic na okrajich
mohou byt mnohé zatfezy a atypie. Je to vétSinou dano povrchnim Sifenim
malignich bun€k v horizontalni roviné kliZze. Nékteré zarezy a vybézky mohou
byt 1 vysledkem casteCné spontdnni regrese loziska, coZ je jedno z velmi
kontroverznich dermatoskopicky posuzovanych kritérii, které poukazuje na
skute¢nost, Ze nejhlubsi invazivni komponenta loZiska mohla podlehnout
regresi a tudiz Breslowllv index muizZe byt uméle podhodnocen, nicméné
pfitomnost tumor infiltryjicich lymfocyti (TILs) prokazatelné Ccasto
spojovanou s vyskytem regresnich lozisek melanomu poukazuje na schopnost
imunitniho systému pacienta rozpoznavat bunky s malignim potencidlem a
aktivné cilen¢ je napadat a ni¢it. Tudiz u téchto pacientl mimo jiné lze
ptedpokladat vyS$si G€innost imunomodulaéni terapie. Bylo zjisténo, ze do
druhého stadia mé histologicky potvrzena regrese loziska spiSe pozitivni
prognosticky vliv, zatimco u tietiho stadia jiz plisobi spiSe prognosticky

negativné (19).

e Barva

Barevna riiznorodost melanocytarniho lozZiska je vzdy vyznamny negativni
prognosticky faktor. Barvy se mohou pohybovat od syté¢ tmavych a svétlych
odstinl hnédé, pres Sedavé a namodralé odstiny az po svétle rizove a bilé.
Sedavé a namodralé odstiny mohou byt znamky regresnich zmén loZisek.
Nutné je také podotknout, Ze maligni melanom mulZze byt 1 amelanotické
formy, coZ se projevuje CasteCnou a nékdy 1 kompletni absenci hnédého
zbarveni. Je to dano tim, Ze béhem ziskané¢ mutace DNA, kterou je vyvolano
maligni bujeni a pozdé&ji 1 invazivni proliferace tumoru, je poskozena i
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schopnost postizenych melanocytll tvofit granula melaninu, kterda jsou
zodpovédna za typické tmavé zbarveni téchto tumorid. Tato skuteCnost miize
vyznamné prodluZzovat dobu stanoveni diagnozy, a tak zasadné zhorSovat
prognozu. Diferencialni diagndézou amelanotického melanomu je naptiklad
basocelularni karcinom, seborrhoeicka keratoza, aktinickd keratdza, pyogenni
granulom ¢1 dermatofibrom (20) (21).

o Prumer lozZiska

Za rizikovy primér melanocytdrniho névu je povazovan primér vice jak
Sest milimetrti. Tato aktudlni hodnota rizikového priméru melanocytarni
afekce pfetrvava i navzdory snaham nékterych studii provedenych na tizemi
Velké Britanie a Australie, které poukazuji na daty podloZzend fakta, Ze
pfiblizné u jedné tretiny reprezentativniho vzorku taméjSich pacientli byl
diagnostikovan a histologicky verifikovan maligni melanom priméru méné
jak 6 milimetr. U téchto melanom® malého priméru navic bylo zjisténo, ze
se jejich primér, sice velmi pomalu, ale kontinualné zvétsoval (22) (23).

o yvoj

Vyvoj maligniho melanomu je staly a kontinualni. Hlavné ze zacatku mize
byt velice nenapadny, avSak pravé svou vytrvalosti a kontinuitou je
specificky. Miizeme si to predstavit jako pomalé, avSak vytrvalé zvétSovani
n¢jakého pigmentovaného loziska. Mimo jiné benigni pigmentované léze
klize mizeme u piiblizné jedné desetiny pacientil diagnostikovat 1 takzvany
dysplasticky névus (DN). Je to typ benigniho névu, ktery svou stavbou,
zabarvenim, okraji 1 primérem, vétSim neZz sedm milimetrli, vérohodné
imituje obraz inicialniho maligniho melanomu. Jediné, ¢im se 1isi od této
obavané nosologické jednotky, je to, Ze se po ur¢ité dob¢ jeho rast zcela
zastavuje. DN se také Casto objevuje na dvojité chranénych lokalitach, tudiz
ne v typickych melanomovych slunci exponovanych lokalizacich. Nebo se
DN vyskytuji v rdmci syndromu dysplastickych névili, kdy se na pacientovi
nachazi alespoin 7 DN. U tohoto syndromu nam poté¢ udaje a pecliva
fotodokumentace pomohou odlisit rizikové 1éze od téch méné rizikovych. K
tomuto uCelu se mohou u pacientll se syndromem DN vyuzivat 1 celé fady
softwarovych programi na odliSeni malignich lozisek od téch benignich, které
v urcitych intervalech zaznamenavaji ndlezy na téle a poté automaticky
porovnavaji vyvoj jednotlivych lozisek a oznacuji ta rizikova. Jednim z
nejvice uzivanych je mole-map s vybornymi vysledky (7) (24).

e ABCD(E)
Zvazime-li vSechna kritéria ABCD(E) pravidla, Za kazdé kritérium, které
pacient splituje, udélime bod. Ve chvili, kdy pacient dosahne 3 bodi, jiz
stanovujeme diagnozu suspektniho melanomu. V takovém piipad¢ by mél byt
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pacient odeslan k dalsimu vySetfeni do névové poradny, kde bude provedeno
dermatoskopické vySetieni.

e Dermatoskopické vysetieni

Po odhaleni rizikové 1éze u pacienta je nutné tuto 1ézi dermatoskopicky
vySetfit. K tomuto vySetfeni se uzivd dermatoskop, coz je lupové zatizeni s
cirkularnim osvétlenim, pomoci kterého zkuSeny dermatolog mlize posoudit
pigmentové a cévni zmény suspektniho loZiska. Byla vypracovana rizna
dermatoskopickd kritéria pro hodnoceni rizikovosti melanocytarnich 1ézi, z
nichZ nejvyssi senzitivitu (okolo 95 %) ma schéma dle Dal Pozza z roku
1999, které hodnoti postupné 7 dermatoskopickych rysi. Tyto rysy délime na
velka kritéria a mala kritéria. Pro potvrzeni suspekce na maligni melanom
nam staci ziskani 2 bodil. Za kazdé pozitivni velké kritérium jsou 2 body a za
kazdé malé kritérium je bod jeden (7). Mezi velka kritéria tedy patii
pfitomnost regresnich lozisek v podobé Sedomodrych ploch, atypicka
pigmentova sit’ a zmény na cévnich strukturach. Mezi mala kritéria pot€ patii
radialné¢ uspotfadané pigmentové prouzky ¢i vybézky vychazejici z okraju
loZisek, dale ptfitomnost skvrnitych pigmentaci, nestejnorodé globule
pigmenti a jizvy pfipominajici struktury s vymizenim pigmentace.

Staci tedy, aby suspektni loZisko vykazovalo pouze jedno z velkych kritérii
nebo dvé mald kritéria, aby byla pacientovi doporucena Casna totalni excize
loZiska s histologickym vySetifenim.

o Digitdlni dermatoskopie

Digitélni zaznamendni loziska méa hned nékolik vyhod. Zaprvé, digitalni
zdznam mize napomoci stanoveni diagnoézy maligniho melanomu cestou
zabudovaného softwaru, schopného stanovit s pomérné¢ vysokou piesnosti
suspektni lozisko. Nicméné nikdy nesmi byt vlastni vySetfeni dermatologem
nahrazeno pouze digitalni dermatoskopii. Ta se vyuziva pouze jako doplnujici
vySetfeni pro zvySeni senzitivity. Senzitivita vySetfeni zkuSenym
dermatologem muze dosahovat az 96 % a vyuziti dopliujici digitalni
dermatoskopie miliZe tuto senzitivitu jesté zvysit (25).

Dalsi nespornou vyhodou digitdlni dermatoskopie je vytéZeni digitalnich
snimki tumortt klZe a moznost vyuziti takzvané teledermatoskopie.
Teledermatologie je termin, ktery vznikl okolo roku 1995 s ptichodem
modernich fotografickych zafizeni a vzniku prvnich digitalnich z&dznami
melanocytarnich afekci, které se daly ulozit do pracovniho programu a externi
specialista mohl nésledné¢ v redlném case posoudit a vyhodnotit suspektni
1éze. Dale se objevily i1 terminy teledermatoskopie a teledermatopatologie.
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Déle se mohou tyto snimky uchovavat a pfipadné zpétné¢ posuzovat
samostatné¢ nebo v ramci porovndni v cCasovém horizontu s dalSimi
aktualn€j$imi snimky anebo mohou poslouzit pii retrospektivnich studiich.

e) Klinické varianty maligniho melanomu

Maligni melanom mize mit hodné¢ podob. Je dilezité, aby byl 1ékai o
téchto variantdch maligniho melanomu informovan, jelikoz nékteré varianty
svym specifickym chovdnim mohou piisobit pomérné znacné diagnostické
obtiZe. Jednotlivé klinické typy maligniho melanomu se mohou liit napiiklad
v lokalni agresivité lozZiska, v€kovém zastoupeni nemocnych, diferencialni
diagnostice, medidnu pieziti, tendencich ke vzdalenému metastazovani, a
tudiz 1 v terapeutickém pfistupu k jednotlivym variantam. Jedno maji vSak
vSechny varianty maligniho melanomu spole¢né, a to Ze se jednéa bezesporu o
extrémné agresivni naddor s ¢asnym metastazovanim lymfatickou a nékdy 1
hematogenni cestou, jehoz zakladni podminkou dobré prognozy je jeho Casna
diagnostika a radikalni chirurgicky zakrok.

o Superficialné se Sirici maligni melanom
Tato klinickd varianta maligniho melanomu oznacovana zkratkou SSM je
bezpochyby nej€astéjSim typem maligniho melanomu zastoupenym v 60 az
70 %, kdy nejvice ptipadll se objevuje mezi 30 a 50 lety Zivota. NejCastéji
vznika de novo u muzi na hrudniku a u Zen na bércich jako plochd pomalu se
rozsitfujici barevné nehomogenni nepravidelna hnéda makula. Pouze z jedné
tretiny vznikd jiz z predeSlé melanocytarni 1éze. SSM je typ maligniho
melanomu, u kterého v pocatecnim stadiu zcela prevlada radidlni rastova faze,
pii které se melanom rozsifuje do svého okoli v horizontalni roviné v trovni
epidermis. Tato faze ristu miiZe trvat i nékolik let. Nasledné dochazi k rozvoji
vertikalniho rlstu a tim rapidnimu zvySovani Breslowova indexu coz je uzce
spjato s radikdlnim zhorSenim progndzy pacienta. Takto tedy vznika
sekundarni nodularni maligni melanom s origem v SSM, ktery jiz vykazuje
znamky rychlejSi progrese a vysSsiho rizika metastazovani (26). Sleté preziti
SSM je lehce vysSSi nez u ostatnich typid maligniho melanomu, kdy uzce
souvisi 1 se stddiem onemocnéni. U prvniho stddia onemocnéni se pohybuje

az okolo 99 % u druhého stadia to je jiz 71 % (27).

o Nodularni maligni melanom
Druhou nejcastéj$i variantou maligniho melanomu je primarné¢ nodularni
melanom. Je to primarn€ invazivni typ maligniho melanomu s celkovym
zastoupenim 15 az 30 % z celkového objemu pacientl s malignim
melanomem, ktery zcela vynechava horizontalni fazi rstu a roste jiz od
zacCatku vertikdlnim smérem. Standardné tvoii uz od pocatku tmavou barevné
homogenni bulku s relativné rychlym riistem, které si pacient vétSinou ¢asné
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v8§imé a do ne€kolika mésicii se dostavi na vySetfeni k 1€kati. Udava se, ze 5 az
30 % nodularnich melanoma byva casteCné ¢i upln¢ amelanotickych. Tyto
poté mohou imponovat spiSe jako pyogenni granulom, ¢i jiné benigni 1éze
(28) (7). Vyskytuje se prevazné u pacientil starSich padesati let. Pro jeho
procentualné nizs$i zastoupeni a jeho ne zcela typické chovani je jeho
vzdaleného metastazovani. Tumory s Breslowovym indexem pod 0,75 mm
metastazuji zcela raritné, oproti tumortim indexu nad 4 mm, kdy je jiz riziko
vzdalenych metastaz vyssi jak 40 % (28).

o Lentigo maligna melanom

Lentigo maligna melanom (LMM) vznikd v terénu lentiga maligna (LM),
které je povazovano za prekancerdézu nebo také subtyp melanoma in situ, a
které nevykazuje zndmky invazivniho rlstu ani tendence k metastazovani.
Lentigo maligna, oznaCované téz jako melanosis praecancerosa a
Hutchinsonova skvrna, je hnéda velice pomalu plosné se rozSifujici makula
nepravidelného tvaru a mnohdy nehomogenné kolorovana, kterd muze
dosahovat relativné velkych rozmért v rozsahu az celé tvare. Vyznacuje se
atypickou proliferaci melanocytii v Grovni basdlni membrany epidermis a
postihuje piedevsim pacienty stfedniho véku (29). Pokud to rozsah loziska
dovoluyje, terapeutickou metodou volby LM je totdlni chirurgickd excize,
eventuelné lze vyuzit lokdlniho oSetfovani ¢i radioterapie ve spojeni s
dispenzarizaci pacienta (30).

Lentigo maligna melanom vznika pfi invazi melanocytl za hranici basalni
membrany do dermis. Vyvoj melanomu v terénu lentiga maligna trva
piiblizn€ 5 az 20 let a v drtivé vEétSine se vyskytuje u pacientil starSich 65 let.
Pravdépodobnost vznika LMM v terénu LM se udava od 5 do 50 % s tim, Ze
¢im je pacient star§i a v minulosti vice exponovany UV zafeni, tim je riziko
zvratu vyssi (7). Zastoupeni LMM na absolutnim poctu malignich melanomii
je od 5 do 15 % (29). Svym invazivnim ristem do dermis vytvaii LMM
nodulus v jinak plochém hladkém terénu lentiga melanoma, coz musi byt pro
I€kate alarmujici znamkou agresivniho chovani. Takto zjisténé lozisko LMM
musi byt ¢asné chirurgicky vynato s patfiénym ochrannym lemem zdravé
tkan€¢ a zajiSténo piipadnym dalS$im managementem vychazejicim z
definitivnich histologickych vysledki. Pres to, Ze totalni chirurgickd excize je
terapeutickou metodou volby, Casto nastavd piipad, kdy nelze primarni
lozisko LM pro jeho extenzivitu odstranit a po totalni excizi loziska LMM se
piistupuje k oSetfeni zbylého loziska LM radioterapeutickou metodou, nebo
lokéalnimi aplikacemi retinoidd ¢i imiquimodu, coZ je jednou z moZnosti
imunoterapeutickych postupti.
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Zatimco prognoza ¢asn¢ feSeného LM jesté pred rozvojem invazivni slozky
je vybornd, prognéza LMM je jiz shodna s ostatnimi invazivnimi typy
malignich melanomti a zcela z&visi na hloubce invaze dle Breslowa a na
pritomnosti lokoregionalnich ¢i vzdalenych metastaz (30).

o Akrolentigindzni maligni melanom

Akrolentigin6zni maligni melanom (ALM) je jednim z agresivnéjSich typt
maligniho melanomu, ktery se vyskytuje pifedevSim na plantarné na
chodidlech, dlanich a subungualnich lokalizacich koncetin, kde vznika
predominantné v mechanicky zatizenych a opakované zranovanych oblastech
(31). Patfi jiz mezi méné Casté typy, kdy tvoti pfiblizné 5 % veSkerych
malignich melanomt. Je vSak nejcastéjSim typem u pacientli negroidni rasy,
kdy u afroamerické populace tvoii az 70 % vSech malignich melanomi (32).
melanomu jako je SSM a NM (32) a mize mit az ve 28 % ptipadl
nepigmentovanou formu (33). U subungudlniho melanomu plati, ze v drtivé
vetsin€ postihuje prvni prst ruky nebo nohy, tedy palce hornich a dolnich
koncetin. Subungualni maligni melanom velice Casto imituje benigni loziska
jako je onychomykdza, melanonychie benigniho origa, subunguélni hematom
nebo inkarnovany nehet, kterd se typicky vyskytuji na palcich dolnich 1
hornich koncetin, a tak dlouhé mésice setrvavd neodhalen. Pfitom praveé
nehojici se lozZisko, by mélo 1€kate upozornit na atypicky pribéh hojeni a
vyvolat pochybnosti, které povedou ke spravné diagnostice loziska. Bohuzel k
prvnimu vySetfeni se pacienti obvykle dostavi az ve chvili, kdy lozisko jiz
¢ini delsi dobu symptomatické obtiZe a Casto byva lokaln¢ pokrocilé nebo jiz
vyvinulo regionélni lymfatické metastazy (7) (34).

o Sliznicni maligni melanom
Je obecné znamo, Ze sliznicni epitel je sloZen také z melanocytil, které do

hlavni funkce ve sliznicich neni zcela objasnéna, nicméné bylo zjiSténo, ze
maji antibakterialni a imunitni funkci a mimo jiné¢ se také podileji na
neutralizaci volnych kyslikovych radikalt (35).

Priméarni slizni¢ni metastazy vznikaji vzacné a zastupuji méné jak 1 %
vSech malignich melanom@ u europoidni rasy. Nejcastéji se setkdvame se
slizni¢nimi melanomy jicnu, dale pak mocové trubice, laryngu, plic a u muzi
relativné Casto také s malignim melanomem penisu (36). Prvnimi ptiznaky
byvaji az v pokrocilych stadiich obstrukce ¢i krvaceni do gastro-intestinalniho
traktu (GIT). V pfipad¢ postizeni uropoetického systému to poté mohou byt
hematurie nebo dysurie. V nékterych ptipadech byvaji prvnimi symptomy az
metastaticka postizeni lokoregiondlnich lymfatickych wuzlin, kdy aZz
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histologicky vysledek metastdz maligniho melanomu vnukne podezieni na
jeho slizniéni formu (36). Raritnimi nebyvaji ani amelanotické formy.

V diferencialni diagnostice hraji hlavni roli pfedevSim metastazy z jiné
primarni melanomové 1éze, kdy se pfedevSim nabizi kozni maligni melanom,
¢1 maligni melanom oka. Proto musi byt nemocny zevrubné dermatologicky a
oftalmologicky vySetfen a nesmi byt opomenuta ani zobrazovaci vySetieni na
pritomnost vzdalenych a lokoregionalnich metastaz.

Radikalni chirurgickd excize nebo resekce je metodou volby u tohoto
onemocnéni. Bohuzel velice Casto se toto onemocnéni diagnostikuje v
pozdgjSich fazich, a tudiZz je nutné doplnit radikalni chirurgickou 1écbu o
adjuvantni imunoterapii ¢i cilenou lé¢bu a mnohdy také neni radikalni vykon
mozny vibec. Pravé pro pozdni diagnostiku se pétileté preziti pacientll se
sliznicnim malignim melanomem obecné pohybuje okolo 10 az 20 %.
Vyjimkou je zde conjunktivalni maligni melanom, jehoZz pétileté preziti v
nékterych studiich presahuje 1 85 % (36) (37).

o Desmoplasticky maligni melanom

Desmoplasticky maligni melanom (DMM) je vzicnou nebezpecnou
variantou maligniho melanomu, u které jiz jen histologické zafazeni mezi
melanomy bylo v minulosti pon¢kud rozpacité. Tato nosologickd jednotka
puvodné oznaCovand jako invazivni vietenobunécny nddor byla jako
desmoplasticky melanom oznacena az v roce 1979. DMM ma zastoupeni v
méné jak 1 % vSech malignich melanomu (38) (7). Svym makroskopickym
vzhledem a chovanim byva velice atypicky od ostatnich malignich melanom1.
Jeho diagnostiku a prognézu zhorSuje fakt, ze svym vzezienim miize
pfipominat velké mnoZstvi benignich 1ézi, jako je naptiklad pouha
hypertroficka jizva, dermatofibrom, neurofibrom nebo aktinicka keratoza, z
malignich 1ézi miZe imitovat pfedev§im bazocelularni karcinom,
spinocelularni karcinom, ¢i tumory mékkych tkani (39). Udava se, Ze pouze
jedna tretina DMM je spravné diagnostikovdna na zakladé klinického
vySetieni.

Velkym rozdilem od ostatnich malignich melanomil je u DMM jeho niZzsi
tendence k lokoregiondlnimu a vzddlenému metastazovani do uzlin a
lymfatickych cest a jeho sklony k castéjSim lokalnim recidivam. Vékovy
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(40).

Ackoli nékteré studie vyjadiuji pochybnosti stran prognostické vytéznosti
hloubky invaze a postizeni lymfatickych spadovych uzlin a jako jediné
prognostické faktory udéavaji provedeni totalni Siroké excize a doplnéni
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adjuvantni radioterapie (41), je obecné doporucovano pristupovat k tomuto
typu maligniho melanomu standardnim pfistupem kozniho maligniho
melanomu a piipadné doplnit radioterapeutické oSetfeni pro snizeni rizika
lokalni recidivy (42) (7).

o Vzdcnéjsi varianty maligniho melanomu

Uvedlni maligni melanom je jednim z nejcastéjSich primarnich malignich
nitrooCnich tumor u dospélych pacientli, ktery pfedstavuje piiblizné 3 %
vSech malignich melanomil. Tato varianta na rozdil od ostatnich metastazuje
vyhradné hematogenné, a to nejCastéji do jater, ale také do plic, kosti a jinych
melanomu typickych lokalit. Zde se poté v zavislosti na rozsahu postizené
tkdn¢ ofni chirurg rozhoduje k resek¢énimu feSeni v podobé iridektomie,
iridocyklektomie, iridocyklektogoniektomie eventuelné enukleaci bulbu. V
pfipadech postizeni ciliarniho téliska €1 choroidey se da vyuzit vedle
chirurgické terapie téZz konzervativni laserové nebo radiacni terapie a
dispenzarizaéni péce (43).

Mezi dalSi raritni typy maligniho melanomu se zastoupenim méné jak 1 %
vSech melanomovych 1€zi miizeme zatadit névoidni melanom, coZ je varianta,
kterou klinicky ani histologicky nelze od béZného melanocytového névu
odlisit, a tudiz se projevuje az lokoregiondlnimi ¢1 vzdalenymi metastazami.
Casto napodobuje intradermalni névus &i seborhoickou veruku a je stanoven
az s Casovym odstupem retrospektivné. Dal§im typem mize byt maligni
modry névus vznikajici z ptivodniho modrého névu ¢i jej pripominajici. Ten
vykazuje vysokou agresivitu a ¢asn¢ metastazuje. Maligni melanom miize
vSak pfipominat i nékteré cévni 1éze svou angiomatoidni formou se znamkami
vyrazné cévni proliferacni aktivity. V neposledni fadé je nutné¢ zminit 1
svétlobunéény sarkom, coZ je melanom mékkych tkani lokalizovany a
proliferujici podél Slach a aponeur6z prokazovan az pozitivitou
imunohistochemickych vySetieni (7).

Jak miizeme vidét na vyctu vySe, maligni melanom miize imitovat velké
mnozstvi benignich 1€ézi, pficemZz mize byt nckdy velice obtizné ne-li
nemozné diagnostikovat nékteré varianty v ¢asném stadiu. Proto je nutné mit
na paméti 1 tyto atypické varianty a v€as pii sebemensSich pochybach volit
totadlni neSirokou excizi kozni 1éze doplnénou o patficné histologické
vySettenti.
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f) Histopatologicka diagnostika
Histologické vySetieni preparatu s malignim melanomem je zcela zasadni
pro urceni spravného postupu 1écby na zéklad¢ piesného zarazeni pacienta v
ramci American Joint Committee on Cancer (AJCC) klasifikace. V dnesni
dobé jiz existuje mnoho prognostickych faktort, které se stanovuji
histopatologicky, a podle kterych se nasledné fidime pfti vybirdni optimalniho
terapeutického postupu.

e Histopatologické stanoveni diagndzy melanomu
Se stale nartistajicim vSeobecnym povédomim o malignim melanomu jsou
k histologickému vySetfeni odesilany stale mensi a sporné¢jsi preparaty. To
nékdy vyzaduje kromé cytologického a architektonického posouzeni
preparatii také doplnéni imunohistochemického vySetieni, které zasadné
napomahd v ur€eni spravné diagnézy.

Z cytologického hlediska nadorové builkky vykazuji, jak jaderné, tak
cytoplasmatické odchylky od normélnich melanocytt. Jadra byvaji hruba a
nepravidelnd. Cytoplasma Casto obsahuje partikule melaninu. Melanom je
také typicky mitotickou aktivitou svych bunck i v hlubSich vrstvach, kde se za
normalnich podminek u béZznych névi vyskytuji spiSe bunky se znamkami
vyzravani (7).

Jednotlivé varianty melanomu se mezi sebou poté jesté liSi vzorem
radialniho Sifeni, dominantnim typem bunék radidlni a vertikalni komponenty,
pfitomnosti desmoplasie, tedy nadmérného mnoZzstvi vazivové tkané sloZzené
pfevazné z kolagenu v nadorové hmoté, rliznou mirou neurotropismu a
frekvence regresi.

Poté vedle stanoveni diagnézy a urceni typu maligniho melanomu, je velmi
dilezité stanovit také histologické prognostické faktory, mezi které patii
pfedevS§im Breslowlv index, tedy maximdalni hloubka invaze vertikalniho
prognosticky faktor vétSiny melanomovych 1€zi, dale také pritomnost ulceraci
na povrchu loziska maligniho melanomu a mnozstvi mitoz, které se udava v
jednotkach na mm? Poté je jeSté dalezitym prognostickym twdajem
lymfocytarni infiltrace v loZisku tumoru, paraneuralni proliferace a
angioinvaze (44). Tyto a dalsi prognostické faktory budou déle jednotlivé
probrany v piislusné kapitole.

o [munohistochemické vysetieni
Jak jiz bylo nastinéno, v piipad¢ nejistoty, zda jde skutecné¢ o maligni
melanom, miZzeme vyuzit metod imunohistochemie
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Mezi Siroce vyuzivané markery pro melanocytarni diferenciaci patii
ptfedevSim marker pro kalcium vézajici cytosolovy S-100 protein, ktery ma
velké mnoZstvi nitrobunéénych funkci mezi které nalezi také regulace
apoptozy, diferenciace, proliferace a migrace bunék (45).

Dal$im markerem je HMB-45, coZ je monoklonalni protilatka reagujici s
premelanozomovym proteinem 17 (PMEL17), tedy transmembranovym
glykoproteinem, ktery je antigenem specificky se vyskytuyjicim u
melanocytarnich tumort (46).

Casto, v kombinaci s ostatnimi markery, je vyuZivan marker pro Sry-
related HMg-Box gene 10 (SOX10), coZ je gen, ktery je zodpovédny za
tvorbu transkripCnich faktorti ovlivilujici v embryonalni fazi diferenciaci
bunék neuralni liSty v melanocyty (47). Stejné tak produkty tohoto genu Casto
byvaji pfitomny 1 u nadorovych bunék melanomi. Dale bylo zjisténo, ze
specificitou 1 senzitivitou se tento marker miize rovnat markeru pro S-100
protein (47) a v posledni dobé& je jiz marker S-100 v nékterych piipadech
nahrazovan markerem SOX10 (48).

Dal$im Siroce vyuzivanym markerem je Mart-1/Melan-A coZ jsou markery
pro transmembranové proteiny v melanocytech. Tudiz, tento marker ma
vysokou specificitu a senzitivitu na melanocyty, avS§ak nerozliSuje, zda jde o
buitku s benignim ¢i malignim potencidlem. Hodi se tedy pfedevSim na
odliSeni maligniho melanomu od jinych nemelanocytarnich nadorovych 1ézi

(49).

DalSim casto vyhodnocovanym a ptithodnym prognostickym markerem je
marker pro tumor supresorovy protein pl6, ktery zplsobuje deceleraci
bunééného cyklu. U melanomovych 1ézi mizeme pozorovat jeho jaderny
ubytek a to u 50 az 98 % malignich melanomt (50) (51).

Velmi pfihodnym je marker pro protein Ki-67, ktery je tvoren béhem
mitdozy melanocyti a jehoz funkci je tvofit perichromozomalni obal, ktery
udrzuje strukturu jadra a brani agregaci chromozomii (52). U benignich
melanocytovych névl je tato mitotickd aktivita nizsi jak 5 % a vyskytuje se
pfevazné na povrchu léze oproti malignimu melanomu, kde Casto prevysuje
vyrazn¢ hranici 5 %. S rostoucim Ki-67 skére nartistd i riziko metastatického
postizeni a klesa OS (53) (54) (7).

Preferential expressed antigen in melanoma (PRAME) je antigenem s
vysokou senzitivitou vySetfovanym v piipad¢ spornych zavért (55).

Mezi dalsi vySetfované markery patii naptiklad CSPG4, MITF a pHH3.
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g) Chirurgicka terapie

e Historicky vyvoj
Chirurgické radikdlni odstranéni melanocytarniho loZiska v jeho Casném
stadiu je jedinou kurativni terapii.

Zacatkem dvacatého stoleti anglicky chirurg William Handley ve svém
svétoveé prvnim védeckém pojedndni na téma bezpecnostniho kozniho okraje
excize primarniho melanomu uvadi jako doporuceny okraj pét centimetrli. Ve
svém pojednani vychdzel ze svych patologickych praci, kde nachazel
mikrosatelity aZ do vzdalenosti 5 cm od vlastniho maligniho loZiska.

Okolo roku 1960 zacaly piibyvat védecké prace tykajici se maligniho
melanomu a jeho prognozy v zavislosti na Case, kdy na zakladé téchto praci
byl stanoven koncept casného chirurgického zakroku a histologického
vySetieni, ktery zasadn€¢ zménil do té doby zcela neptiznivou progndzu. Po
opakovanych pftili§ extenzivnich odstranéni zdravé tkdné v okoli ¢asnéjSich
loZisek tumord, byla zvaZovana redukce 5 cm zdravého lemu.

Zacatkem 21. stoleti se hranice ochranného lemu posunula na maximum 3
cm, které bylo doporu¢ovano u melanomi s Breslow index nad 4 mm.

Postupné vyvoj chirurgické terapie doséhl své nynéjsi formy dvoji resekce
(56).

e Princip dvoji kozZni resekce

Primarni vykon, nejCastéji takzvand excizni biopsie nebo také neSiroka
excize, spoCivd v odstranéni vlastniho loziska suspektniho maligniho
melanomu 1 s dostateCnou vrstvou podkozi, coz ndm umozni kompletni
histologické vySetteni loziska. Nejdiilezitéjsi histologicke udaje stran stagingu
a planovani dalSiho postupu je hloubka invazivni komponenty (Breslow
index) a pfitomnost ulcerace povrchu maligniho melanomu. Punk¢ni biopsie
ani excize dle Moha neni doporuCovana, jelikoZz nemusi byt zasazena
nejhloubéji invadujici ¢ast tumoru a ztracime piehled o presné hloubce invaze
maligniho melanomu.

Druhéd etapa spociva, v ptipadé¢ potvrzeni melanomového loziska, v
definitivni chirurgické excizi az ke svalové fascii s pfesn¢ definovanou S§ifi
okrajli od jizvy po ptedchozi neSiroké excizi a eventualnim vySetfenim
sentinelové uzliny, pokud je vySetfeni sentinelové uzliny indikovano. Siti
okraji u definitivni Siroké excize volime na zdklad€¢ Breslowova indexu. U
melanoma in situ volime excizi se zdravym okrajem 0,5 cm. U melanomu s
Breslowovym indexem pod 1 mm volime excizi s 1 cm okraji. U melanomu s
Breslowovym indexem 1 mm a vice volime excizi s 2 cm lemem. Zdravy lem
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nad 2cm jiz nevykazuje prognosticky signifikantni rozdily (57). Hloubka
zakroku se rovna §ifi ochranného lemu excize (58). Kdyz neni svalova fascie
zasazena jizvou po predchozi excizi a neni podezieni na infiltraci svalové
fascie malignim melanomem (napiiklad velmi tenké podkozi a vyssi Breslow
index), facii na spodiné¢ excize ponechavame in situ (59). Reexcizi jizvy s
ochrannym lemem vzdy odesilame na histologické vySetieni.

V ptipad¢ klinicky jasného maligniho melanomu se provadi béhem
dermatoskopie odhad hloubky kozni invaze loziska a na zdklad¢ tohoto
odhadu poté volime §ifi ochranného lemu. Obecné lze fici, Ze u superficialné
se Sificiho maligniho melanomu (SSM) volime excizi s ochrannym lemem
zdrave tkané 1 cm. U noduldrnich malignich melanomii a melanom, které
vykazuji vertikalni rlst, jiz volime excizi s lemem 2 cm. U melanomi, kde si
nejsme jisti, zda nejde pouze o dysplasticky névus, mizeme zvolit excizi s 0,5
cm lemem zdravé tkang.

U malignich melanomi lokalizovanych v oblasti hlavy a krku je obecné
doporucovano v nutnych ptipadech, jako je blizka lokalizace oka, vi¢ek, nosu
a ust, snizit ochranny lem na 1 cm. BohuzZel zatim nebyla provedena jedina
randomizovana dvojité zaslepend studie na velkém souboru pacientti, kterd by
tento fakt definitivné potvrdila. Posledni nerandomizovana studie ¢itajici 79
pacientll vSak toto doporuceni potvrdila (60). Stejn¢ tak tato doporuceni
potvrzuje nerandomizovana retrospektivni studie €itajici 368 pacientil, ktera
navic potvrzuje 1 nezavislost na pfitomnosti ulcerace (61).

U usniho boltce se doporucuje klinovita resekce zvykle dle hloubky invaze
1 s chrupavcitou komponentou, eventuelné 1 subtotalni amputace boltce (7)
(62) (63).

Rozsah chirurgického zakroku na akrech hornich koncetin se tidi dle
lokalizace loZiska. MiiZze byt situovan pod nehtem statisticky nejcastéji palce,
poté miize byt na dorzech a dlanich hornich koncetin. Histologicky ptevazuje
pfedev§im akrolentigin6zni typ maligniho melanomu (ALM), druhym
nejcastéjSim typen je SSM, ktery zasahuje hlavné dorza rukou a nasledné
tretim nejCastéjSim typem maligntho melanomu je noduldrni maligni
melanom (NM) (64). Ve francouzské studii provedené v letech 1996-2004 na
126 pacientech bylo zaznamendano, Ze 28 % pacientll mélo nepigmentovanou
formu ALM (33). Sife ochrannych okraji excize je standardni. Z
onkologického hlediska neni nutné odstrafiovat kost pod loziskem melanomu,
nicméné v subungudlni lokalizaci to znamena vétSinou minimalné parcidlni
amputaci distalniho falangu eventuelné celého distalniho ¢lanku v zavislosti
na hodnoté Breslowova indexu. V ptfipadech dorza nebo dlan¢ ruky miizeme
pristoupit k Siroké excizi, aZ na kosténé a Slachové struktury se zachovanim
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nervové-cévnich svazkti a nasledné rekonstrukci dle moznosti lokality
mistnim lalokem nebo koznim transplantitem. Existuji studie potvrzujici
vy$ssi agresivitu akralniho melanomu oproti melanomiim neakréalnich stejného
stadia, dale také vySSi agresivitu ALM oproti jinym typim akrélniho
melanomu (65) (66).

U slizni¢nich melanomi je doporuceno osloveni patti¢ného specialisty dle
lokalizace (otorhinolaryngolog, stomatolog, gynekolog, gastroenterologicka
chirurgie atd.) (7).

o VySetreni sentinelové uzliny
maligniho melanomu je stav sentinelové uzliny patti¢né spadové lymfatické
oblasti. Tato zjisténi potvrzuje 1 fakt, Ze vedle hodnoty breslowova indexu je
vyuzivan v TNM klasifikaci osmého vydani AJCC pro maligni melanom.

Maligni melanom nejcastéji metastazuje do kiize a podkozi (satelitni nebo
intranzitni metastazy) a do regionalnich lymfatickych uzlin (67). KdyZ uz se
maligni melanom metastaticky S§ifi, déje se to v drtive veétSiné piipadi
lymfatickou cestou (68). Metastazy do lymfatickych uzlin rozdélujeme na
mikroskopické a makroskopické. Mikroskopické metastazy jsou klinicky
némé a zjiStujeme je pravé exstirpaci sentinelové uzliny. Makroskopické
metastazy jsou naopak jiz dobte patrné pti palpacnim klinickém vySetieni.
Jelikoz ptiblizné 20 % pacientd s klinicky negativnimi uzlinami ma
metastatické postizeni spadového lymfatického regia a zéaroveil jsou
zaznamendvany 1 piipady klinicky manifestujiciho se postizeni lymfatickych
uzlin, které pti nasledné biopsii vyjdou negativné, je pouh¢ klinické vySetieni
lymfatickych uzlin v urcitych ptipadech insuficientni a musi byt doplnéno
biopsii sentinelové uzliny. Sentinelova, neboli obrannd lymfaticka uzlina
(SLU), je prvni uzlina nebo skupina uzlin na lymfatické drenaZzni cesté z
mista koZniho tumoru. Vyznaluje se tim, Ze v pfipadé metastazovani
maligniho melanomu lymfatickou cestou, se s nejvétsi pravdépodobnosti
zachyti prvni metastazy v této obranné uzling. Proto jeji vySetfeni nasledné
vypovi o zavaznosti a chovani maligniho melanomu a mnohdy rozhoduje o
zahgjeni adjuvantni terapie. Je dulezité zminit, Ze se nejednd pouze o
pozitivitu nebo negativitu histologického vySetfeni sentinelové uzliny, ale Ze
je velmi dualezita také mira postizeni SLU metastazujicim melanomem.
Infiltrace sentinelové uzliny malignim melanomem miZze mit podobu
pouhych jednotlivych bun€k ¢i drobnych shlukdi nadorovych deposit, v
pokrocilejSich stadiich jiz miizeme zaznamenat rozsdhld subkapsularni
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konsumpci SLU s extrakapsuldrni propagaci (68). Samoziejmé stran
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progndzy onemocnéni zlezi nejen na pozitivité ¢i negativité vysledku, ale i
na kvalitativnim postizeni SLU.

Vysetieni sentinelové uzliny je indikovano, v pfipad¢ Ze jesté nejsou patrny
klinické ¢1 radiologické manifestace postizeni piislusSnych spadovych
uzlinovych regii, na zaklad¢ hloubky invaze maligniho melanomu dle
Breslowova indexu, a to u hodnoty vyssi jak 0,8 mm v piipadé¢ melanomu bez
ulcerace a u melanomt s ulceraci ¢i znamkami vyrazné spontanni regrese s
Breslowovym indexem niz8im jak 0,8 mm.

Vlastni provedeni vySetfeni SLU je nasledujici. Jeden den pted vlastnim
bioptickym vySetfenim SLU je do oblasti primarniho loZiska maligniho
melanomu aplikovan koloidni roztok s obsahem siry nebo albuminu
znacenych radioaktivnim izotopem technecia 99 (*°Tc¢). To se aplikuje
radialné¢ kolem celého loziska cca 5-10 mm od makroskopicky postizené
tkan¢€ a jednotlivé sousedni vpichy by od sebe nemély byt vzdaleny vice jak 1
cm (7). Bezpe¢ny objem podané latky je 0,3ml. Nasledné v den operace s
piiblizné 24hodinovym Casovym odstupem od aplikace radiofarmaka jsou
zhotoveny za vyuZziti gamakamery piedozadni snimky a snimky v bocné
projekei, které popisi, ktera regia jsou trasovéna a jakého rozsahu a kolik SLU
bylo oznaCeno. Poté je ru¢ni gamasondou na klizi nalezen bod s nejvyssi
aktivitou a ten je oznaCen fixem. Nebyva vyjimkou zasazeni vice spadovych
lymfatickych oblasti, jako jsou ob¢ axily nebo zcela jiné vzdalené;si lokality,
a to hlavné v ptipadech maligniho melanomu trupu, kdy mize byt napiiklad v
pfipadé¢ maligniho melanomu zad namisto nejbliz§i ipsilateralni axilly
zasazena kontralateralni tfiselna krajina.

Déle je jiz proveden vlastni chirurgicky vykon, kdy se z mensiho fezu nad
maximalni aktivitou SLU provede vlastni exstirpace SLU pod kontrolou
sterilni ruéni gamasondy. KozZni fez orientujeme tak, aby se dal pfipadné v
prodlouzeni vyuZzit k exenteraci pfisluSné lymfatické spadoveé krajiny. Po
exstirpaci provadime kontrolu ltizka po SLU, které¢ nemd vykazovat aktivitu
vys$i jak 10 % aktivity exstirpované SLU. Sentinelova uzlina je fixovana ve
formolu a odeslana ke standardnimu histopatologickému vySetient.

Prvotni histopatologické hodnoceni uzliny se provadi s vyuzitim
standardniho barveni Hematoxylinem a eozinem (H/E). Dale je vSak nutné
vyuzit 1 dalsi typy imunohistochemického barveni, jelikoz pfi klasickém H/E
barveni nemuseji byt veskeré drobné shluky melanomu odhaleny pro jejich
histologickou podobnost s ostatnimi strukturami lymfatickych uzlin naptiklad
makrofagy. Z imunohistochemickych vySetfeni mizeme uveést napiiklad
barveni proti S100 proteinu a HMB-45 nebo proti glykoproteinu 100. Kazda z
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téchto metod vykazuje vysokou senzitivitu pii detekci bun€k maligniho
melanomu.

Podle velikosti metastaz maligniho melanomu do SLU rozd€lujeme
metastazy do 4 skupin. Nejmensi metastazy tvoii izolované nadorové buniky,
tato loziska byvaji mensi jak 0,2 mm v nejvetsim primeéru. Dalsi, vétsi loZiska
do 2 mm véetné, oznacujeme jako mikrometastazy. Fokalni metastazy jsou 2-
5 mm v priméru a nejveétsi metastazy nad 5 mm v priméru oznacujeme jako
extenzivni.

Dle vysledku histologie se poté voli dalsi postup. V ptipad€ pozitivnich
SLU, vyjma pozitivni SLU hlavy a krku, je jiz od dopliovani okamzité
exenterace  prisluSnych oblasti ustupovano na zakladé nékolika
randomizovanych studii v tadech tisicli pacientd, které neprokazaly pro
pacienty podstupujici tuto proceduru Zadny signifikantni benefit (69) (70).
Hlavni vyznam vySetfeni SLU, kromé& stanoveni piesnéj$i progndzy pacienta,
spociva v ur€eni piesné¢ho stadia onemocnéni a tim identifikaci pacientd s
vysokym rizikem recidivy a Spatnou progndézou, u kterych nasledné
indikujeme adjuvantni terapii. U pozitivnich SLU hlavy a krku se vSak stale
disekce krénich uzlin a eventualné dalSich hlavovych regii doporucuje (71).

o Chirurgicka terapie regiondlnich uzlinovych metastdaz

V ptipadé klinicky manifestnich lymfatickych uzlin, tedy makroskopickych
regiondlnich metastdz ve spadové lymfatické oblasti histologicky ovérené¢ho
maligniho melanomu, neni nutné¢ dopliovat dalsi vySetieni a je indikovdno
provedeni exenterace (7). V ptipadé lymfadenopatie nejasné etiologie volime
nejdiive exstirpaci postizené uzliny a teprve po histologické verifikaci
maligniho melanomu provadime exenteraci postizené lymfatické oblasti.
10leté preziti pacientit s klinicky manifestnim regionalnim uzlinovym
postizenim a po absolvovani kompletni disekce postizeného regia byva az u
40 % ptipadi. Vykon kompletni lymfadenektomie musi byt extenzivni,
jelikoz je pifi makroskopickém metastatickém postizeni uzliny vysoka
pravdépodobnost postizeni 1 uzlin okolnich a také riziko extrakapsularni
propagace metastazy. Proto v této indikaci bioptickd vySetieni jednotlivych
uzlin nebo parcialni disekce nejsou doporucovany.

Mezi ti1 zdkladni lymfodrendzni lokality patii uzliny podpaZnich jam,
ttiselné uzliny a kréni uzliny. Kazda z téchto lokalit vyZaduje individudlni
piistup.

Nejcastéji postizenou zakladni regiondlni lymfatickou oblasti je axila. Do
axil se miiZze §ifit maligni melanom hornich koncetin a nékteré melanomy
trupu. Postupy provedeni exenterace axily se mnohdy lisi, ale jeden zékladni
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princip je dodrZzovan a to, Ze exenterace axily ma byt radikalni zahrnujici
vSechny tii etaze, pricemz plati, ze s naristajicim rozsahem operace stoupa i
procento Casnych a pozdnich komplikaci. Riziko recidivy po radikalni
exenteraci je okolo 5 % oproti pouhé exstirpaci postizenych uzlin, u které¢ho
je az 55 % (7). Béznymi komplikacemi po exenteraci axil je formovéani
seromu v operacni rang, dale infek¢éni komplikace ran a jeji dehiscence. Z
dlouhodobych komplikaci nejcastéji nastavaji ptipady lymfedému a parestezii
(72).

Druhym nejcastéji postizenym mistem uzlinovou regionalni metastazou je
inguindlni krajina, kde je mozné pfed vykonem doplnit vysetfeni CT tiisel a
pelvické krajiny. V inguinalni krajiné mohou byt postizeny metastazou tti
skupiny wuzlin, a to superficidlni inguinalni skupina, hluboka inguino-
femoralni skupina a panevni externi a interni skupina uzlin. Dale je dilezity
stav Cloquetovy uzliny, kterd je nevyse uloZenou uzlinou hlubokého inguino-
femoralniho lymfatick¢ho systému a kterd vypovida o stavu pelvického
systemu. V zasadé¢ existuji tf1 zakladni chirurgické metody lymfadenektomie,
a to v zavislosti na extenzi vlastniho vykonu. Nejméné rozsdhlym vykonem je
povrchova inguindlni lymfadenektomie indikovdna ptedev§im u solitarnich
nalezl. Pti postizeni vice uzlin je vyssi pravdépodobnost zasazeni 1 hlubokého
inguino-femoralniho lymfatického systému, a proto volime jiz vice extenzivni
vykon v podob¢ hluboké inguinofemoralni lymfadenektomie. Nejrozsahlejsi
je abdominoinguinalni lymfadenektomie, ktera je provddéna u mladych
perspektivnich jedinci pfi prokdzaném postizeni panevnich uzlin (7). U
lymfadenektomii v tfislech vznikaji nejcastéji komplikace v podobé¢ infekci a
dehiscenci ran a serom, které se objevuji az ve tfetiné pfipadli inguinalnich
exenteraci. Mezi dlouhodobé komplikace mizeme zatradit hlavné lymfedém
dolni koncetiny, ktery nastava opét az v jedné tieting ptipadii (7) (72).

Tteti zdkladni lokalitou uzlinovych metastaz je kréni oblast, ktera se dale
déli na mensi skupiny. OdliSujeme uzliny retroaurikulédrni a preaurikularni,
uzliny pfiusni Zzladzy, tonsilarni (jugulodigastrické), submandibulérni,
submentalni, occipitalni, povrchové cervikalni, hluboké cervikalni, zadni
cervikdlni, supraklavikularni a uzliny podél misnich akcesornich nervi.
Melanomy obli¢eje  metastazuji pfevazn€ do  submandibularnich,
submentalnich a povrchovych krénich uzlin, av§ak mohou postihnout i ptiusni
nebo supraklavikuldrni uzliny. Spaddova uzlinova regia melanomi kstice jsou
pievazné okcipitalni a kréni uzliny. Melanomy usi metastazuji pfedev§im do
aurikularnich a ptiuSnich uzlinovych skupin. JelikoZ velkéa ¢ast cervikalnich
uzlin je uloZena za svaly krku je pfi podezieni na metastatické postiZzeni nutné
provést USG vySetieni. Pii nejasnostech, nebo k pifesnému napldnovani
rozsahu lymfadenektomie, je mnohdy nezbytné provedeni CT vySetieni hlavy
a krku s podanim kontrastni latky intravendzng. Zakladnim ptistupem pfti
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metastazovani do krénich uzlin (v¢etné pozitivni SLU) je jejich selektivni
nebo modifikovana disekce, eventudlné doplnéna o dalsi lymfatickou skupinu
hlavy a krku dle polohy primarniho loZiska. Modifikovana disekce je v
podstaté radikalni disekce krénich uzlin se zachovanim jedné nebo vice
nelymfatickych struktur jako musculus sternocleidomastoideus, vnitini
jugularni zila a spindlni akcesorni nerv. Modifikovana disekce je provedena v
rozsahu ipsilateralnich cervikalnich lymfatickych uzlinovych skupin od dolni
hranice mandibuly az ke klavikule a laterdln¢ od pfedni hrany musculus
trapezius po lateralni hranu musculus sternohyoideus, os hyoideum a ptedni
bfisSko musculus digastricus (73). V ptipad€, ze je nutné u pacienta tento
zakrok indikovat, je diillezité upozornit na piipadné komplikace, které mohou
s timto operacnim zakrokem souviset. Predev§im to je poranéni
mandibularniho nervu, které nastdva ptiblizné¢ v 5 % ptipadl a projevuje se
ztratou senzitivity prvnich dvou tfetin jazyka a poruchou artikulace zptisobené
postizenim inervace svali dolniho rtu (74). Dalsi komplikaci mlZze byt
poranéni spinalniho akcesorniho nervu zasobujictho motorickymi vldkny
trapézovy sval projevujici se bolestivosti ramene a jeho slabosti pfi abdukci
(75) (76). Dale muze dochazet k otokim obli¢eje, rozvoji seroml a
hypertrofickych jizev (77). Pacienty je nutné s témito moZnymi riziky
seznamit a nastinit take jejich pfipadné moznosti prevence a 1é€by.
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h) Klasifikace a staging
Klasifikace a staging maligniho melanomu se tidi dle posledniho osmého
vydani AJCC klasifikace, ktera byla publikovédna v fijnu roku 2016 a Cerpame
z ni dodnes (78). Tento Siroce pfijimany koncept umoziuje velmi presné
stanoveni prognozy pacienta a na zakladé téchto vysledkti urceni dalSiho
terapeutického postupu a ptipadné zarazeni pacienta do studii.

Klasifikace AJCC vychazi z TNM systému malignich tumort, ktery poprvé
presentoval francouzsky onkolog Pierre Denoix roku 1940. TNM systém
spoCiva ve stanoveni TNM kritérii, ktera ndm urcuji rozsah primarniho
tumoru, stav spadové sentinelové uzliny a regiondlnich uzlin a pfipadné
vzdalené metastazy.

o T kategorie

T kategorie vychazi z histologického rozboru primarniho loZiska maligniho
melanomu. Pfedevs§im zde zéalezi na hloubce invaze maligniho melanomu do
klize a eventudlni piitomnosti ulcerace. Hloubku invaze oznacujeme jako
Breslowliv index a udavame jej v milimetrech. Na zakladé¢ Breslowova
indexu a vyskytu ulcerace zafazujeme pacienta do pfislusné TX az T4
kategorie.

o N kategorie
N kategorie vykazuje stav spadovych regiondlnich wuzlin, vétSinou
vySetfovanych na zaklad¢ pozitivity sentinelové uzliny nebo jasné klinické
pozitivity. ZaleZi predev§im na poctu postizenych uzlin a také na eventudlnim
nalezu intranzitnich, satelitnich nebo mikrosatelitnich metastaz. Na zaklad¢
téchto udajli poté stanovujeme NX az N3 kategorii.

o M kategorie

U zaznamendni vzdalenych metastaz zalezi pfedevs§im na piesné organove
lokalizaci vzdalené metastdzy a déale také na hladin¢ laktat dehydrogenazy
(LDH), tedy enzymu, jehoz sérova hladina se zvySuje pii hypoxii tumordzni
tkané¢ vyvolané narGstem nadorové masy nad hranice jeji cévni nutrice.
Hladina LDH je natolik vyznamnym prognostickym faktorem, ze byla
zafazena 1 do TNM Kklasifikace (79). Déle je LDH vyuZivéna i ke sledovani
terapeutickych vysledku cilené terapie a imunoterapie (IT) (80).

Detaily je moZno pozorovat v ndsledujicich tabulkach TNM Kklasifikace
(Tabulka 1, 2, 3).
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Tabulka 1 - T kategorie TNM klasifikace (AJCC 8. vydani 2016)

T kategorie
TX
TO
Tis
T1
Tla
T1lb

T2
T2a
T2b

T3
T3a
T3b

T4
T4a
T4b

Breslow index
N/A
N/A
N/A
<1.0 mm
<0.8 mm
<0.8 mm
0.8-1.0 mm
>1.0-2.0 mm
>1.0-2.0 mm
>1.0-2.0 mm
>2.0-4.0 mm
>2.0-4.0 mm
>2.0-4.0 mm
>4.0 mm
>4.0 mm

>4.0 mm

Ulcerace
N/A
N/A
N/A
Neurcena
Bez ulcerace
S ulceraci
S nebo bez ulcerace
Neurcena
Bez ulcerace
S ulceraci
Neurcena
Bez ulcerace
S ulceraci
Neurcena
Bez ulcerace

S ulceraci

Tabulka 2 - M kategorie TNM klasifikace (AJCC 8. vydani 2016)

M Kkategorie Lokalizace Sérova hladina LDH
MO Bez prokazani metastaz Nema vypovédni hodnotu
M1 Prokazany metastazy
M1la Vzdalené metastazy do mékkych Neurcena
tkani, sval(i, a/nebo neregionalnich
M1a(0) uzlin NezvySena
M1a(1) ZvysSena
M1b Vzdalené metastazy do plic s/bez  Neurcena
M1a loZisek
M1b(0) NezvySena
M1b(1) ZvysSena
Milc Vzdalené metastazy do jinych Neurcena
lokalit s vyjimkou CNS s/bez M1a
M1c(0) nebo M1b loZisky NezvySena
M1c(1) ZvySena
M1d Vzdalené metastazy do CNS s/bez Neurcena
M1a, M1b, M1c lozisky
M1d(0) NezvySena
M1d(1) ZvySena
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Tabulka 3 - N kategorie TNM klasifikace (AJCC 8. vydani 2016)

N kategorie Pocet postiZenych lymfatickych Intranzitni, satelitni nebo
uzlin mikrosatelitni metastazy
NX Regionalni uzliny nevysetreny Nezaznamendany
(vySetieni SLU neindikovano / uzliny jiz
odstranény z jiného dtivodu)
NO Bez regionalnich metastaz Nezaznamendany
N1 1 pozitivni lymfaticka uzlina / Intranzitni, satelitni,
mikrosatelitni metastaza bez zasazeni regiondlnich uzlin
N1la 1 klinicky negativni uzlina Nezaznamendany
N1b 1 Klinicky pozitivni uzlina Nezaznamenany
Nlc Bez regionalnich metastaz Zaznamenany
N2 2 nebo 3 pozitivni lymfatické uzliny / Intranzitni, satelitni,
mikrosatelitni metastaza s jednou pozitivni regionalni uzlinou
N2a 2 or 3 klinicky negativni LU Nezaznamenany
N2b 2 or 3 histologicky pozitivni LU, z Nezaznamenany
nichz alespon 1 byla klinicky
pozitivni
N2c 1 klinicky negativni nebo Zaznamenany
pozitivni LU
N3 4 a vice pozitivnich lymfatickych uzlin / Intranzitni, satelitni,
mikrosatelitni metastaza se 2 a vice pozitivnimi regionalnimi uzlinami
N3a >4 klinicky negativni LU Nezaznamenany
N3b >4 histologicky pozitivni LU, z nichz Nezaznamenany
alespon 1 byla klinicky pozitivni
N3c >2 klinicky negativni nebo pozitivni LU Zaznamenany

o Staging melanomu na zdklade vysledku TNM klasifikace

Dle vysledkiit TNM klasifikace je pot€¢ mozno stanovit stddium maligniho
melanomu, coZ ndm v prvni fadé¢ mize velice pfesné urcit prognodzu pacienta
a v fadé druhé se s vyuzitim nejnovéjSich National Comprehensive Cancer
Network (NCCN) guidelines, ¢i jejich Ceského ekvivalentu Modré knihy, da
precizné tidit dalsi vySetieni a terapie pacienta.

Bézny sled wudalosti zafind podezifenim na onemocnéni malignim
melanomem na zékladé ABCD(E) vySetfeni obvodnim lékafem ¢i jiz
oSetiujicim dermatologem, ktery na =zakladé téchto vysledki indikuje
dermatoskopické vySetteni. Na zakladé velkych a malych dermatoskopickych
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kritérii je indikovana totalni excize loziska s histologickym vySetfenim. Dle
vysledkti histologie je poté stanovena T kategorie a piipadné je indikovéano
vySetieni sentinelové uzliny, které ur¢i N kategorii TNM klasifikace. V
pripad¢€ Ze nejsou zddné znamky metastaz a postizeni regionalnich uzlin je
pouze na zaklad¢ T kategorie stanoveno stddium I nebo II. Na druhé stran¢ v
situaci jakéhokoli postizeni spaddovych lymfatickych wuzlin ¢ zndmek
satelitnich Ci intranzitnich metastdz je tumor automaticky klasifikovan jako
ITI. stadium, kdy je jiz vZzdy dle NCCN guidelines doporuceno doplnit
vySetieni na ptitomnost vzdalenych metastdz, tedy CT vySetteni panve biicha
a hrudniku s poddnim kontrastni latky intravendzné, celotélové PET/CT a
MRI mozku. V pfipadé jakékoli pozitivity téchto vySetfeni, eventuelné
jakychkoli klinickych znamek vzdaleného metastazovani, je maligni melanom
klasifikovan do stadia IV (Tabulka 4).

Kompletni staging a jeho dalSi drobné nuance shrnuje nasledujici tabulka.

Tabulka 4 - Staging (AJCC 8. vydani 2016)

Stadium T N M
0 Tis NO MO
1A Tla NO MO
IB T1b NO MO
T2a NO MO
1A T2b NO MO
T3a NO MO
[IB T3b NO MO
T4a NO MO
[IC T4b NO MO
[ITIA Tla/b-T2a N1la nebo N2a MO
[11B TO N1b, N1c MO
[1IB Tla/b-T2a N1b/c nebo N2b MO
[11B T2b/T3a N1a-N2b MO
IIC TO N2b, N2c, N3b, N3c MO
[1IC T1la-T3a N2c nebo N3a/b/c MO
[11C T3b/T4a Jakékoli N =N1 MO
[1C T4b N1a-N2c MO
11D T4b N3a/b/c MO
1\Y Jakékoli T Jakékoli N M1
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i) Prognoza
Lze obecné konstatovat, ze dobrou prognézu ma pouze melanom casné
diagnostikovany a kompletn¢ Siroce odstranény bez zndmek postizeni
regionalnich lymfatik. Hraji zde vSak roli i mnoh¢ dalsi prognostické faktory.

e Prognoza na zaklade klinického vysSetieni
K prvnimu posouzeni progndzy se lékar prirozené dostava pii prvnim
kontaktu s pacientem, kdy je Casto dotazovan stran progndzy na zakladé
klinického ptipadné dermatoskopického vySetteni.

Znamka vertikdlniho ristu je prvnim negativnim klinickym faktorem,
kterého si vétSinou Iékat v§ima. Je to napadné vyklenovani ¢asti nebo celé¢ho
loZiska nad niveau okolni zdravé klize. Vlastnim vyklenovanim loziska se
piirozené¢ zvySuje Breslowlv index a velice Casto dosahuje jiz minimalné
hranice 1 mm. Vertikalni rst zna¢i invazivni formu maligniho melanomu, a
tedy jeho redlny potencidl k tvorbé metastatickych 1ézi. Proto je nutno k této
zjevné agresivnéj$i formé melanomu pfistupovat obezietné a v piipade
pfedpokladané vyssi hodnoty Breslowova indexu volit excizi se SirSim
ochrannym lemem zdravé tkan¢ a vySetieni sentinelove uzliny.

Ptitomnost ulcerace na povrchu maligniho melanomu je vzdy jasnym
negativnim prognostickym faktorem. Spontanni ulcerace znaci rychlejsi
proliferaci melanomového loziska a vyS§i Urovenl angiogeneze a
lymfangiogeneze, tedy 1 vyssi potencidl k metastazovani. Vlastni ulceraci a
ubytkem tkan€ na povrchu tumoru dochazi také k faleSnému sniZeni
Breslowova indexu. Proto u kazdého maligniho melanomu s ulceraci by mélo
byt zvazeno vySetteni SLU 1 v situaci, kdy je Breslowiiv index nizsi jak 0,8
mm (81). Pfitomnosti ulcerace je ovlivnéna i1 TNM Kklasifikace a staddium
onemocnéni, kdy piitomnost ulcerace vzdy o stupenn zvySuje stadium
onemocnéni a zhorSuje progndézu. Spontdnni ulcerace nejvice zhorSuje
prognézu pravé u melanoma prvniho stadia (82), a proto pravé u téchto
povrchovych 1ézi by mél 1€kat vzdy peclive vysetiit a popsat povrch 1éze.

Vymizeni pigmentace loZiska poukazuje na snizenou diferenciaci
nadorovych bunck, které ztraceji schopnost tvofit ve své cytoplasmé zralé
melaninové granule, jsou svétlejsi a stanoveni diagn6zy maligniho melanomu
byva o to obtiznéjsi, jelikoZz je mlUZzeme kromé bazoceluldrniho a
spinocelularniho karcinomu zaménit také za benigni loZiska jako jsou
naptiklad jizvy €1 jind kozni znaménka. Tato melanomova loZiska oznacujeme
jako hypopigmentovana ¢i amelanoticka loZiska, ktera tvofi ptiblizné 2 az 20
% vSech melanomi. Tyto bunky také vykazuji vyssi agresivitu a rychlejsi rhst
v porovnani s vice diferencovanymi nadorovymi buikami. Primérny pétilety
interval preziti u pacientll s timto typem onemocnéni je 88 % (83).
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Nélez spontannich loZisek regrese v lozisku maligniho melanomu je velmi
kontroverzni téma. Nastava zhruba v 10 az 35 % piipadi a zptsobuje Sedave-
modra zbarveni v jinak hnédé¢ struktufe melanomového loziska. Cely tento
ukaz je zpisoben casteCnou imunitni odpoveédi organismu, kdy organismu se
do urcCité miry dafi rozeznat nadorové bunky od zdravych a tyto nadoroveé
buitky v nékterych okrscich melanomu eliminuje. Tomu odpovida 1 bohaty
infiltrat T-lymfocytl a melaninem naplnénych makrofagli v téchto okrscich
(84). Fakt, ze télo dokaZe rozeznat nckteré nadorové builky a v ramci
moznosti je eliminovat je jednoznacné pozitivni faktor pro pribéh vlastniho
onemocnéni, nicméné ozyvaji se i takové nazory, ze pritomnost regrese v
melanomovém loZisku svym pisobenim miize uméle sniZovat Breslowiv
index, a tudiZ nékteré melanomy mohou byt takzvané poddiagnostikovany,
kdy je ur¢eno nizsi stadium melanomu, nez kterého ve skutecnosti dosahoval
melanom pied rozvojem regrese. Z tohoto pohledu je tedy rozvoj regrese
negativnim faktorem. Do této problematiky koncem roku 2020 vnasi trochu
svétla australsko-nizozemska studie provedend na vice jak 22 tisicich
pacientll, kterd prokdzala, Ze regrese je jasn¢ pozitivni faktor u maligniho
melanomu stadia I a II jak z hlediska RFS tak OS (85), kdy primérny follow-
up time pocetn¢jsi australské skupiny pacientd byl 11,1 let. Mimochodem
velmi podobnych vysledkt u stadia I a II dosahla jiz italska studie v roce 2013
avSak na mnohem mensim objemu italskych pacientl (86). Italsko-britska
studie na jiz znatelné¢ menSim objemu pacientli stadia III prokdzala také
prognosticky pozitivni ucinek pritomnosti regrese, avSak jejich follow-up
time byl jiz pouze 5 let (87). Na druhou stranu, najdou se 1 takové studie,
které prognostickou pozitivitu regrese loZiska vyvraceji, jsou vSak vzdy
provedeny na menSim poctu pacientil, nebo jsou pouze retrospektivni, anebo
JiZ starSiho data, v jednom se vSak vétSinou shoduji a to, Ze u melanomi s
regresi byva cCastéji negativni SLU (88) (89). S ptichodem efektivni
imunoterapie (rok 2012) vyvstavd piirozend otazka, jestli pritomnost
regresivnich zmén loZiska melanomu muize néjakym zplisobem predikovat
lepsi vysledky imunoterapie. Tato otazka vSak dosud nebyla zcela
zodpovézena.

Anatomickd lokalizace maligniho melanomu muze urcitym zplsobem takeé
ovlivnit prognézu pacienta. Je znamo, Ze vyjma akrolentiginézniho melanomu
na prstech, dlanich a ploskdch maji melanomy koncetin lepsi prognoézu nez
melanomy zad a hlavy. Nejhor§i prognézu dle nékterych studii ma poté
maligni melanom skalpu piedev§im z dorsalni strany (90) (91).

Vysoky vek je také jednim z rizikovych prognostickych faktort a to hlavné
proto, Ze star$i pacienti pfichdzeji k prvnimu vySetteni az ve chvili, kdy je jiz
tumor lokaln€ pokrocily (91). Jsou vSak také prace, které potvrzuji horsi
pribéh onemocnéni u starSich pacientli v porovnani s mladSimi pacienty
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stejného stadia onemocnéni. Dale je také potvrzen horsi pribéh onemocnéni u
pacientli muzského pohlavi, u kterych se také maligni melanom vyskytuje
statisticky castéji (92).

Ptitomnost makroskopickych satelitnich metastaz je jednou z nejhorSich
klinickych prognostickych znamek. Jejich pfitomnost zna¢i jednoznaéné vyssi
agresivitu vlastniho primarniho nadoru a je absolutni indikaci k vySetfeni
SLU, pokud jiz pacient onemocnénim regionalnich uzlin netrpi, v tomto
ptipadé¢ by byla indikovana disekce spadového regionédlniho lymfatického
regia (93).

NejhorSim prognostickym klinickym faktorem je postizeni regionalnich
lymfatickych uzlin, zjisténé b&hem klinického vySetieni. Lymfadenopatie
samoziejm¢ muze mit fadu dalSich pfi¢in, které je nutno od metastatického
postizeni odliSit. Nejlepsi volbou na prokazani metastatického postiZzeni
lymfatickych uzlin je provedeni aspirani biopsie tenkou jehlou (FNA).
MozZnou alternativou FNA je provedeni excizni biopsie hmatné uzliny. Déle
je nutné doplnéni vySetfeni zobrazovacimi metodami, a to CT vySetieni
panve, bfiSni dutiny a hrudniku, celotélové PET/CT a MRI mozku.
Pfitomnost metastdz regionalnich lymfatickych uzlin vzdy znaci realné riziko
vzdalenych metastaz (94).

e Prognoza na zakladeé histologického vysetreni
Teprve kompletni histologické vySetfeni nam umoziiuje stanovit pfesnou
progndzu onemocnéni. Zalezi zde na mnohych faktorech. Nékteré z nich byly
probrany jiz v klinickych prognostickych zndmkach, akorat zde jsou
stanoveny piesn¢ji na zakladé histologického vySetieni. Mezi tyto jiz vySe
zminéné faktory patii pfitomnost ulcerace, vertikalni Sifeni a hypopigmentace.

vevr

Breslowtv index. Jak jiz bylo zminéno v pfedchozich kapitolach, Breslowtv
index je hloubka invaze maligniho melanomu do vrstev kize a nékdy 1
podkozi udavana v milimetrech. V zavislosti na této hloubce invaze miizeme
pomérn¢ presné stanovit progndézu pacienta. Dalsi 0daje jako jsou
mikroskopické satelitni, intranzitni, regionalni ¢i vzdalené metastazy a dalsi
podrobnéjsi udaje prognozu jesté uptesni. Na zéklad¢ téchto udaji zaradime
melanom do TNM klasifikace a nésledné stanovime stadium onemocnéni
(95). Na zéklad¢ stadia onemocnéni jiz lze pomérné piesné stanovit progndzu.
To je shrnuto v nasledujici tabulce s pfipojenym grafickym zpracovanim
(Tabulka 5, Graf'1).
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Tabulka 5 - Prognoza dle stddia melanomu (AJCC 8. vydéani 2016)

Stadium
[IA

IB

ITA

IIB

[IC

IITA

I1IB

I1IC

[1ID

S5leté preziti
99%
97%
94%
87%
82%
93%
83%
69%
32%

10leté preziti
98%
94%
88%
82%
75%
88%
77%
60%
24%

Graf 1- Grafické zpracovani tabulky €. 5
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U maligniho melanomu IV. stiddia, tedy melanomu se vzdalenymi
metastazami se OS pohybuje spiSe v fadech mésicti. V prvé fad¢ zalezi na
poctu a typu metastaz, kdy se jesté doba pieziti pacienti muze relativné hodné
ménit. Prognézu miize také vyznamné ovlivnit druh adjuvantni terapie.
Celkove preziti pacientli v zavislosti na stddiu uvadi nasledujici tabulka s
piidanym grafem (96) (Tabulka 6, Graf 2).

Tabulka 6 - Current Medical Research and Opinion CMRO (96)

Stadium 1leté prreziti  2leté preziti  3leté preziti  Median OS

M1la 65% 40% 26% 22,3 mésicl
M1b 44% 23% 14% 11,2 mésict
Milc 22% 9% 5% 5,1 mésicu

Graf 2 - Grafické zpracovani tabulky €. 6
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DalSim histologickym prognostickym faktorem je mira lymfocytarni
infiltrace v lozisku nadoru. Vlastni infiltrace loziska tumoru znac¢i imunitni
pohotovost organismu a schopnost alespon ¢aste¢né maligni bunky melanomu
rozpoznavat a blokovat proliferaci loZiska. To se vétSinou projevuje ¢aste€nou
a v nfkterych pfipadech 1 kompletni regresi loZiska melanomu. Bylo
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dok4zéno, ze maligni melanomy s pfitomnosti TILs maji obecné lepsi
prognézu a vyssi OS, stejné¢ jako melanomy s lozisky regresi ¢i projevy
depigmentaci v okoli tumoru, jako tomu byva u halo depigmentaci nebo
vitiligo podobnym projeviim v okoli primarnich loZisek melanomu (97).
Zastoupeni jednotlivych typt TILs vykazuje vysokou heterogenitu. Jesté
vyS$i heterogenity vSak dosahuji cilové struktury jejich utoku, které se
nachdzeji v nddorovych buiikéch a které nazyvame antigeny. Tyto tumorové
antigeny, na které jsou imunitni bunécné reakce cileny, mizeme rozd¢lit na
dvé skupiny. Prvni skupinou jsou tumor-specifické antigeny (TSAs), které
jsou tvofeny pouze tumordznimi buitkami a jinde v téle se nevyskytuji.
Existuje nepfeberné mnoZzstvi mutaci, které mohou tvorbu téchto antigenti
zpusobit. Nespornou vyhodou téchto antigent je to, Ze se vyskytuji vyhradné
na bunkach tumoru, byly by tedy pro cilenou terapii idealni, avSak kazdy
tumor je z tohoto hlediska individualni a cilena terapie by musela byt zcela na
miru, navic se u kazdého tumoru v pribéhu relativné kratkého Casu tyto
antigeny dynamicky méni. Druhym typem antigeni jsou tumor-asociované
antigeny (TAAs), které se predominantné vyskytuji v bunikédch tumoru, avSak
je zde 1 bézny fyziologicky vyskyt v nékterych ostatnich zdravych
melanocytech organismu, a tak tyto antigeny vétSinou nevyvoldvaji tak
mohutné imunitni reakce. Na TSAs reaguji piedev§im CD8" tedy cytotoxické
T-lymfocyty, které proliferaci tumoru brzdi bud pifimou cytotoxickou
destrukci tumordznich bunék anebo uvoliiovanim interferonu gama (INF-y)
nebo tumor nekrotizujiciho faktoru alfa (TNF-a). Pfitomnost téchto CD8"
lymfocytll je spojena s lepsi progndzou (98). Nicméné k zatazeni TILs mezi
rutinni vySetfovaci metody a pifipadné vyuZziti ve stagingu tumoru je jesté
potieba dalSich studii (99).
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Jj) Adjuvantni léc¢ba
U pacienti se zvySenym rizikem recidivy nebo jiZz s metastazujicim
melanomem je indikovana adjuvantni, popfipadé¢ neoadjuvantni, terapie v
podob¢ predevsim cilené terapie a imunoterapie. Tato metoda 1écby si klade
za cil kompletni nebo alespoii ¢asteCnou eliminaci metastatického postizeni a
tim prodlouzeni Casového intervalu bez onemocnéni (DFI) a také cas
celkového pfeziti pacientil.

o [ndikacni kritéria adjuvantni terapie
Podani a eventudlné¢ druh adjuvantni 1é¢by indikuje 1ékat na zakladé
vyhodnoceni rizika recidivy onemocnéni, stadia onemocnéni, piitomnosti
BRAF V600 mutace, véku pacienta, komorbiditach a v neposledni fad¢ také
na zakladé preferenci samotného pacienta.

Dle AJCC a NCCN se pii indikaci adjuvantni 1écby fidime dle stadia
onemocnéni. U stadia I az IIA volime dispenzariza¢ni rezim. U stadii 1IB a
IIC jiz miZeme vyuzit imunoterapeutickych metod ve formé podavani PD-1
inhibitortt (Nivolumab, Pembrolizumab). AvSak ptfedev§im u stadia IIB je
mozna u tumort bez jinych rizikovych znadmek (ulcerace, vyrazné regrese
atd.) také samotna pravidelna dispenzarizace, kdy pacient neni vystaven
Castym negativnim G¢inklim imunoterapie a tato lé€ebna metoda je Setfena
pro vyuziti pii ptipadné recidivé onemocnéni. U stadia IIIA se rozhodujeme
podle ptitomnosti ulcerace a velikosti metastazy v regionalni uzliné. Pokud
byl primarni tumor bez znamek ulcerace a zaroven metastdza v SLU je mensi
nez 1 mm nejvétsSiho svého priméru je stale preferovano pacienta pouze
observovat. Alternativou dispenzarizace je, v ptipad¢ potvrzeni BRAF mutace
u pacientit pozadujicich adjuvantni 1é¢bu, vyuziti cilené terapiec BRAF
inhibitory v kombinaci s MEK inhibitory tedy dabrafenibem s trametinibem.
Tito pacienti se vSak vystavuji riziku negativnich G¢inka cilené terapie. V
pfipad¢ ptritomnosti ulcerace nebo vetsi metastazy jak 1 mm v SLU u IIA
stadia je jiZ postupovano totozn¢ jako u IIIB - IIID stadia. V téchto piipadech
JiZ pouha dispenzarizani péCe nestaci a je nutné dle pfitomnosti BRAF
mutace vyuzit moznosti adjuvantni terapie. V ptipad¢ negativity je nasazena
monoterapie PD-1 inhibitorem nivolumabem nebo pembrolizumabem. V
piipad€ pozitivni BRAF mutace mame moZnost vyuziti jak imunoterapie v
rezimu uvedeném vySe, tak 1 kombinované cilené terapie dabrafenibu s
trametinibem, eventudlné je mozno vyuZit 1 kombinace vemurafenibu s
cobimetinibem. Pro pacienty s malignim melanomem IV. stadia, tedy
metastatickym malignim melanomem, je obecné doporuCovana adjuvantni
terapie zahrnujici kombinaci nivolumabu s ipilimumabem. V piipadé, ze
pacienti nejsou schopni tolerovat negativni ucinky této kombinace, je
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pfistupovano k monoterapii nivolumabem samotnym (100). Indika¢ni kritéria

adjuvantni terapie shrnuje nasledujici schéma (Schéma 1).
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e Cilena terapie

Geneticka sekvenace bunck maligniho melanomu prokazala velké mnozstvi
mutaci, kdy nekteré tyto mutace mohou byt terem cilené terapie. Nejcastéji
je tato terapie cilena na mutaci v BRAF genu, kterd se vyskytuje u pacientl s
metastatickym melanomem pramémé ve 40 az 60 % (101) (7). Druhou
nejCastéji se vyskytujici mutaci u metastazujiciho melanomu je mutace v N-
RAS genu. Oba tyto proteiny (BRAF a N-RAS) jsou soucasti vicestupiiové
mitogenem aktivované protein kinazy (MAPK), ktera je aktivovana na
povrchu bunky fosforylaci dvou jednotek transmembranového epidermalniho
receptoru pro ristovy faktor (EGFR), oznaovany téz jako lidsky epidermalni
receptor (HER1). Mutace genti pro proteiny této kindzy indukuje transformaci
melanocytli v nadorové buiky. Cilena terapie blokuje tuto kinazu na nékolika
urovnich a tim zabranuje dalSi proliferaci a prezivani maligniho melanomu.
Signalni vnitini cesta MAPK s urovni u¢innosti jednotlivych zastupcii cilené
terapie je vyobrazena v nasledujicim obrazku (Obr. 1).

EGFR

X
e,
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Trametinib

t
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Obr. 1 - MAPK a urovné pusobeni cilené terapie (MUDr. Vlastimil Woznica)
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I pies to, ze se mize zdat cilend terapie metodou volby pro BRAF mutaci
pozitivni pacienty s metastatickym melanomem, neni tomu tak. Bylo
prokazano, ze DFI 1 OS je u cilené terapie oproti imunoterapii krat$i. Dale
bylo zjiSténo, Ze stran OS a celkové miry odpovédi (ORR) je vyhodné&jsi zacit
s imunoterapii nejcastéji v kombinaci nivolumab a ipilimumab a nésledné pfi
progresi onemocnéni piejit na cilenou terapii v kombinaci dabrafenib a
trametinib, kdy tento postup dosahuje dvoulettho OS az 72 % oproti
opa¢nému postupu s prvotnim podanim cilené terapie, které dosahuje pouze
52 % (102). Samoziejm&, milZe nastat situace, kdy nebude mozno vyuzit v
prvé tad¢ imunoterapie, muze se jednat napiiklad o pacienta, ktery
dlouhodobé€ uziva imunosupresiva, trpi autoimunitni chorobou, jeho celkovy
stav €1 polymorbidita nedovoluje podani imunoterapie, nebo podani
imunoterapie sam pacient odmita. V takovém piipadé¢ je zcela na misté podani
cilené terapie jako prvni.

Preparaty cilen¢ terapie se v drtive vétSin€ podavaji v kombinaci, a to vzdy
jako BRAF inhibitor kombinovany s MEK inhibitorem, jelikoZ bylo zjisténo,
ze monoterapie pouze BRAF inhibitorem vyrazné zvySuje riziko vyskytu
dalSich koznich tumori, od benignich verukoznich papilomi a
keratoakantomil, az po kozni a mukozni spinocelularni karcinomy, nova
loZiska malignich melanomid a BRAF inhibitory vyvolané leukemie. Tento
fenomén byl vysvétlen BRAF inhibitory podminénou mutaci genu pro RAS
protein a BRAF/CRAF heterodimerizaci (103). Tento velmi nepfiznivy
negativni U€inek 1ze vyrazné omezit praveé vyuzitim kombinace BRAF a MEK
inhibitoru, ktery vSak zcela neeliminuje tuto hrozbu. Tyto kombinace dale
snizuji vyskyt toxickych uCinkl a signifikantné zvySuji DFI a OS pacientl
oproti monoterapii (104) (105).

Jednotlivé  kombinace, ackoli jest¢ nebyly vzajemné porovnany
randomizovanymi studiemi, dosahuji vSechny podobnych uc¢innosti s ORR
vzdy nad 70 %. Je vSak doporuceno, dle lokalizaci metastatického postizeni,
jednotlivé kombinace uptfednostiiovat.

U metastatického melanomu CNS se osvédc¢ila kombinace dabrafenibu s
trametinibem (D/T) (106). Nevyhodou D/T je nutnost uzivat tyto léky mimo
jidlo a nutnost skladovani trametinibu v chladnicce.

Kombinace encorafenibu a binimetinibu (E/B) ma tu vyhodu, Ze se mulze
uzivat 1 béhem jidla a mtize se skladovat pii pokojové teploté, coz je pohodIné
predevsim pro pacienta.

Vemurafenib a cobimetinib (V/C) je nejméné uZivanou kombinaci pro
jejich nejCastéji se vyskytujici nezadouci ucinky l1écby.
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Mezi nezadouci uc¢inky cilené 1écby patii velké mnozstvi dermatologickych
projeviit  toxicity. ZvySeny vyskyt spinocelularniho karcinomu a
keratoakantomti byl jiz popsan pifi poddvani monoterapie vySe. Pii
monoterapii cilenou 1écbou se tyto tumory vyskytuji az v 26 % ptipada s
projevem do nékolika tydnil od zahgjeni terapie (107). VyuZzitim kombinace
BRAF a MEK inhibitori lze tyto komplikace vyrazné snizit. Dalsi
dermatologickou komplikaci je rash, ktery je =zaroven nejcastéjsi
dermatologickou komplikaci, dale pak zvySena fotosenzitivita, palmoplantarni
keratoderma a prodlouzené kozni hojeni.

Dale mohou vznikat pfi uzivani zejména trametinibu a V/C kardiomyopatie
se snizenou ejekéni frakci leve komory, a proto by tito pacienti méli byt pred
zahgjenim, a pot¢ bchem podavani této lecby, pravidelné sledovani
kardiologem. Dale miize podani encorafenibu a vemurafenibu vyvolat
prodlouzeni QT intervalu.

DalSimi Castymi negativnimi ucinky jsou horecky, slabosti, vycCerpani,
prijmy a bolesti kloubti. HoreCky se nejcastéji vyskytuji u D/T.

Cilend terapie muze pusobit také hepatotoxicky a nefrotoxicky.
Neurotoxicita vyvolava bolesti hlavy a nékdy také parézy nervus facialis.

Poskozeni oka se projevuje zanéty spojivek, uveitis a vysychanim oci.

o [munoterapie

V ptipad¢é negativity mutaci, které by se daly vyuzit pro cilenou adjuvantni
terapii, se nejcastéji pristupuje k metodam adjuvantni imunoterapie. Cilem
imunoterapie je podpofeni a povzbuzeni imunitniho systému samotného
pacienta, jehoz vysledkem je nasledné posileni imunitni reakce proti
nadorovym buikam. V této skupiné 1é¢iv mame hned nékolik zastupci.
Nejcastéji  vyuzivanou skupinou terapeutik imunomodulaéni 1é¢by jsou
checkpoint inhibitory, mezi které patii programmed cell death receptor-1
inhibitory (PD-1 inhibitory), programmed cell death receptor ligand-1
inhibitory (PD-L1 inhibitory) a cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4
inhibitory (CTLA-4 inhibitory). DalSim, jiZ obecnéji plsobicim zastupcem
imunomodulacnich terapeutik je interleukin-2 (IL-2). Mezi imunoterapeutika
pro lokalni aplikaci poté mizeme zaradit napiiklad imiquimod.

PD-1 receptor je receptor, ktery se nejCastéji vyskytuje na povrchu T-
lymfocytl. Jeho funkci je fizeni takzvané periferni tolerance (108), coz v
konecném disledku znamené to, Ze imunitni systém toleruje télu vlastni
buiiky. Tohoto faktu c¢asto zneuzivaji nddorové buiky, které zvySenou
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tvorbou ligandu pro PD-1 potlacuji imunitni odpovéd” T-lymfocyti na
nadorové bujeni a tim se zvysuje jejich odolnost a invazivita.

Mezi nejbéznéji vyuzivané zastupce PD-1 inhibitor patii piedevSim
nivolumab a pembrolizumab (109). Svou vazbou na PD-1 receptor inhibuji
potencionalni piisobeni nadorovych bunék na aktivované T-lymfocyty svymi
PD-L1, a tim zdsadn€ zvySuji jejich nachylnost na imunitni odpovéd
organismu (Obr. 2).

Obdobnym zplisobem funguji PD-L1 inhibitory, které se vdzou na PD-L1
exprimované nddorovymi bunkami. Mezi tyto preparaty miiZeme zafadit
naptiklad atezolizumab, ktery 1ze pouZzivat v kombinaci s cilenou biologickou
terapii BRAF inhibitory. Atezolizumab v$ak v Ceské republice neni k 16¢bé
pokroc€ilého maligniho melanomu doporuc¢en (109) (Obr. 2).

Zablokovani PD-L1 nebo PD-1

receptoru umoziuje T-lymfocytu
Vazba PD-L1 na PD-1 destrukci nadorové bunky
inhibuje T-lymfocyt

MHC
(Hlavni histokompatibilni komplex)
Antigen

Receptor
T-lymfocytu
(TCR)

Receptor
T-lymfocytu

Anti PD-L1
Anti PD-1

Obr. 2 - Schématické ptisobeni PD-1 a PD-L1 inhibitora (Piekresleno MUDr. Vlastimil
Woznica z: (110))

CTLA-4 receptor je exprimovan na povrchu T-lymfocyti. Jeho vazba na
ligandy CD80 a CD86, kter¢ exprimuji nadorové buinky, opét vede k
inaktivaci T lymfocytl, a tedy vys§i odolnosti nadorovych bunck k
imunitnimu systému. Je to kompetitivni receptor k receptoru CD28, pficemz
pravé prevaha vazeb CTLA-4 vyvolava inaktivaci T lymfocytl. Inhibici
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CTLA-4 receptoru muzeme vyvolat pievahu vazeb ligandii na povrchu
tumorové bunky s CD28, a tim vyvolat zanik nadorové bunky (111) (Obr. 3).
V naSich podminkach nejcastéji vyuZivanym CTLA-4 inhibitorem je
ipilimumab, ktery se hojné vyuziva jak v monoterapii, tak 1 v kombinaci s
nivolumabem.

CTLA4 vaze CD80 a
CD86 s vyssi afinitou

Pievaha
vazeb s
CD28

\\CTLM inhibitor

Obr. 3 - Schématické piisobeni CTLA-4 inhibitori (Ptfekresleno MUDr. Vlastimil
Woznica z: (112))

S terapii checkpoint inhibitory je spojeno mnoho negativnich u¢inkf. Od
celkové unavy pacienta, kterd nastava ptiblizn¢ ve 20 % ptipadd a v drtivé
veétsiné nebyva vazna (113), pres rtizné dermatologické komplikace jako
imunobul6zni kozni projevy, rash, vaskulitidy a dermatézy, dale pak prijmy a
kolitidy, hepatotoxické projevy, az po pneumonie nastavajici sice jen asi v 5
% ptipadl, avSak jejich prib&h casto byva tézky az fatilni (114). Také se
muzeme setkat s riznymi ptipady endokrinopatie, jako naptiklad autoimunitni
thyroiditis. DalSim negativnim u¢inkem 1é€by PD-1 inhibitory mize byt
syndrom uvolnéni cytokint (CRS), ktery se projevuje horeckami a Casto i1
projevy multiorgdnové dysfunkce, pficemz se vSak zaroven povazuje za
indikator dobré uCinnosti 1&¢by (115).

Hlavné v zahrani¢i se miZeme setkat pfi terapii metastazujictho maligniho
melanomu s vyuZitim interleukinu-2 (IL-2), coZ je pfirozené se vyskytujici
protein (cytokin), ktery je vytvaren buiikkami imunitniho systému, a to
pfedevsim T lymfocyty. Vyuziva se aZ ve chvili intolerance systémové terapie
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prvni volby (PD-1 inhibitory, BRAF a MEK inhibitory) ¢i progrese
onemocnéni pfi terapii prvni volby. IL-2 zvySuje aktivitu T a B lymfocyth v
okoli a zvySuje tim pohotovost imunitniho systému k rozeznani a nasledné
eliminaci nadorovych bunék. Obecné se pfii terapii IL-2 snaZime o podéni
maximalniho poc¢tu davek za soucasné monitorace nezadoucich uc¢inktl tak,
abychom pacienta nevystavili nepfiméienému riziku véaznych az
ireverzibilnich nasledkil toxicity této terapie (116). Z prvnich vedlejSich
ucinku terapie IL-2, které pacienti zaznamenaji, jsou horecky a zimnice, které
nastupuji v intervalu od 30 do 60 minut po podani davky imunoterapeutika a
mohou byt tlumena poddvanim nesteroidnich antiflogistik a antipyretik. Dale
mohou nastat epizody hypotenzi v dusledku kapilarniho leaku a snizené
periferni vaskularni rezistence. DalSimi negativnimi U¢inky mohou byt
srdeCni arytmie, oligurie, zvraceni, priymy a hematologické a jaterni
laboratorni zmény jako vysledky toxicity této terapie (116).

PtestoZe se pro zavedeni check-point inhibitori od vyuZivani interferonu
alfa (IFN-a) k lécbé maligniho melanomu jiz téméf ustoupilo, v nékterych
zemich se stale jeSté¢ s vyuzivanim IFN-o miizeme setkat. [FN-o ma vSak
oproti check-point inhibitorim nizs8i efektivitu pii vysSim vyskytu negativnich
ucinkt lécby (117) (118). Mezi nejcastéjsi negativni projevy 1éCby
interferonem alfa patii flu-like syndrom, hematologicka toxicita projevujici se
snizenym poctem bilych krvinek a krevnich desti¢ek, hepatotoxicita, porucha
funkce §titné zlazy, anavovy syndrom a v neposledni fadé i kozni projevy,
kter¢ se mohou projevovat lokdlnim zarudnutim, exacerbacemi lupénky az
generalizovanymi toxoalergickymi reakcemi, pro které je mnohdy nutné
vlastni 1€¢bu interferonem prerusit.

o Chemoterapie
Vzhledem k tomu, Ze v soucasné dobé mame predevS§im moznost vyuziti

ucinngjs$i imunoterapie a cilené 1écby, neni chemoterapie pii 1é€bé maligniho
melanomu 1é¢bou prvni volby a Casto se k ni ptistupuje az ve chvili selhani
ostatnich metod. Navic maligni melanom vykazuje v mnohych ptipadech
vyznamnou chemoterapeutickou rezistenci, ktera stale jesté¢ ztstava z velké

casti nepochopena (119).

Jak v modré knize, tak 1 v guidelines dle NCCN je chemoterapie volena
pouze jako paliativni adjuvantni terapie.

Nejcastéji vyuzivanym zastupcem z fad chemoterapeutik je jednoznacné
dakarbazin (DTIC). V paliativnim schématu je uzivan jak v monolécbé, tak 1
v kombinaci s ostatnimi chemoterapeutiky, naptiklad ve schématu cisplatina,
vinblastin a dakarbazin (CVD), nebo bleomycin, vinkristin, lomustin a
dakarbazin protokolu (BOLD) (109).
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Byt bylo dokdzano, ze kombinaci chemoterapeutik, mezi sebou ¢i s BRAF,
MEK, CTLA-4 i PD-1 inhibitory, mizeme docilit mirného nartstu jejich
ucinnosti, zvySeni vyskytu nezadoucich ucinki pti téchto kombinacich je vSak
nepomérné vysSi, a proto ani kombinace chemoterapeutik nejsou pfilis
vyuzivanou terapeutickou metodou (120).

Mezi nejCastéjs$i negativni ucinky chemoterapie maligniho melanomu
mitizeme zatadit zvraceni, inavu, zacpu, anémii, neutropenii, sucho v ustech a
vypadavani vlasi.

e Radioterapie
S vyvojem metod adjuvantni imunoterapie a cilené 1écby je nyni
radioterapie (RT) predev§im metodou paliativni péce, vyuZivanou piedevSim
u bolestivych kostnich metastaz, v ptipadech utlaku michy expanzi tumordzni
masy, mozkovych metastaz, nebo metastdz mekkych tkani komplikujicich se
krvacenim, bolestivosti, ¢i svou expanzi plsobi obstrukci dutin a dutych
organtl.

Otazka RT maligniho melanomu byla v minulosti velmi kontroverznim
tématem, jak stran radiosenzitivity maligniho melanomu, tak stran ¢innosti
jednotlivych schémat liSicich se pfedevSim frakcionaci, a tudiz velikosti
jednotlivych dadvek beéhem terapie.

Pro nedostatek validnich dat stran ucinnosti hypofrakciona¢niho a
konven¢niho schématu RT, byla provedena prospektivni randomizovana
multicentrickd studie, kterd prokdzala, ze ob¢é schémata maji témeét totozné
vysledky (121). Tento fakt potvrzuje i studie uvefejnénd o nékolik let pozdéji
Citajici 56 pacientl oSetfenych mezi 1éty 1980 az 2004 (122).

Prestoze je nyni RT povazZovana pfedevSim za metodu paliativni péce,
vyuziva se ji v urcitych specifickych piipadech i jako adjuvantni metody
1¢¢by.

V pfipadech rozsahlych loZisek lentigo maligna a lentigo maligna
melanoma, ktera nejsou feSitelnd chirurgickou metodou, ptfedevSim v oblasti
hlavy a krku, mizeme volit RT jako alternativu chirurgického odstranéni
loZiska. Na toto téma byla provedena rozsahlé studie zahrnujici 593 pacientti s
LM 1 LMM, v niz byla porovnana metoda zahrnujici samotnou RT, parcialni
excizi s adjuvantni RT a Sirokou excizi doplnénou adjuvantni RT (123).
Sledovani u vétSiny pacienti probihalo 2 roky u 241 pacientli az 5 let.
Kompletni remise bylo u prvni skupiny dosazeno v 83 %, u druhé skupiny v
90 %, a u skupiny se Sirokou excizi ndsledovanou adjuvantni RT az v 97 %
ptipadu.
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Déale mtze adjuvantni RT zlepsit prognézu pacienti po neradikdlni excizi
primdrniho invazivniho maligniho melanomu, kde jiz neni mozné reziduum
tumoru radikaln¢ reexcidovat a také u reexcize lokdlni recidivy ptivodné
radikalné odstranéného maligniho melanomu. Casto se také doporuduje u
melanoml s perineurdlnim Sifenim a to pfedevSim u desmoplastického
maligniho melanomu, u kterého je pfi Siroké excizi stale riziko rekurence az
48 % (124) (119), avSak vzhledem k tomu, Ze i1 desmoplasticky maligni
melanom dobfe odpovidd na 1écbu PD-1 inhibitory, ponechava se RT aZ na
1é¢bu rezidualni choroby (126).
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k) Metastazujici maligni melanom
Jak jiz bylo zminéno vySe, vyskyt lokoregiondlnich a orgdnovych metastaz
vyznamn¢ zhorSuje prognozu daného pacienta. Maligni melanom pii svém
vertikalnim rtstu a rostoucim Breslowové indexu nabyva vysoké schopnosti
metastazovat. A to predev§im lymfatickou ale také hematogenni cestou. V
drtivé vétsiné se setkdvame nejdiive s lokoregionalnim metastazovanim a
posléze az se vzdalenymi organovymi metastazami.

Zatimco u Casného stadia melanomu je progndza pro pacienty vesmes
dobra, jelikoz Siroka excize je pro vétSinu téchto pacientil kurabilni terapii a
desetileté preziti se u téchto pacientli pohybuje okolo 90 %, u metastazujiciho
melanomu je prognoéza vétSinou velmi Spatnd, a to hlavné proto, ze doposud
nemame pro takto pokrocila stddia maligniho melanomu dostate¢né Ui€innou
metodu terapie. Doba pieziti se miZze jesté relativné hodné ménit v zavislosti
na typu a poctu metastaz.

Maligni melanom muZe metastazovat témét do jakékoli tkané v téle.
Nicméné zcela nejCastéji nachazime metastdzy do kize, podkozi a
lymfatickych uzlin, a to az v55 % piipadi metastazovani. Cetnost
jednotlivych metastaz a jejich prognozu shrnuje nasledujici tabulka a graf (7)
(Tabulka 7, Graf 3).

Tabulka 7 - Nejc¢astéjsi lokality metastazovani maligniho melanomu

KGzZe a podkozi 45-55 %
Lymfatické uzliny 40-50 %
Plice 35-47 %
Centralni nervovy systém 25-35%
Jatra 25-35%
Kosti 15-20 %
Gastrointestinalni trakt 10-15 %
Jiné lokalizace 5-10 %
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Graf 3 - Grafické zpracovani OS pacientl s metastazujicim malignim melanomem

Progndza jednotlivych loklizaci metastazujiciho
maligniho melanomu

W Sleté preziti (%)

3leté preziti (%)

M 2leté preziti (%)

m 1leté preziti (%)

Metastiticky melanom

Metastatické postiZzeni vice org.
Metastatické postiZzeni jednoho org.
CNS '2-7 mésicl

Jaterni (nékolik mésicQ)

Plicni metastazy

Kozni, podkozni a uzlinové metastazy

o Chirurgicka terapie

MozZnosti chirurgické terapie metastazujiciho maligniho melanomu jsou
velmi omezené. VéEtSinou se vyuziva pouze u pacientl se solitarni metastazou
nebo nizkym poctem resekabilnich metastaz. Zejména se této metody, vedle
stereotaktické radiochirurgie a konvencni radioterapie, vyuziva u mozkovych
metastdz, kde diky kombinaci této metody s ndslednym vyuzitim dostupné
adjuvantni terapie dosahujeme ve srovnani s minulosti vyrazn€ lepSich

vysledki (127).
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e Adjuvantni terapie
Metody adjuvantni terapie uzivame u pacientl se zvySenym rizikem
recidivy nebo jiZ s metastazujicim melanomem. Indikaéni kritéria i1 jednotlivé
metody jiz byly podrobné probrany v kapitole adjuvantni 1écba vyse.

Vesmés plati, ze standardem 1écby kompletné resekovaného
metastazujiciho maligniho melanomu je v ptfipadé pozitivity BRAF mutace
vyuziti kombinace BRAF a MEK inhibitort (dabrafenib + trametinib) ¢i PD-1
inhibirotu (nivolumab nebo pembrolizumab). V piipadé¢ negativity BRAF
mutace piistupujeme vétSinou k imunoterapii zalozené na checkpoint
inhibitorech (opét nivolumab ¢i pembrolizumab) (109).

V ptipadé€ inoperabilniho metastazujiciho maligniho melanomu dodrzujeme
v pocatku lecby podobné schéma, avSak v ptipadé podavani PD-1 inhibitort,
miuzeme kromé monolécby PD-1 inhibitorem vyuzit i kombinaci PD-1
inhibitoru s CTLA-4 inhibitorem. Déle pak ve 2. a 3. linii zvaZzujeme na

zéklad¢ individualni odpovédi pacienta zménu, rechallenge ¢i eskalaci dané
1écby (109).
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l) Dispenzarizacni péce
Dispenzarizacni péci provadi dermatolog nebo onkolog vedouci adjuvantni
terapii. Dispenzarizaéni protokol doporudeny Ceskou onkologickou
spole¢nosti (COS) je strukturovan predeviim na zakladé stadia maligniho
melanomu u daného pacienta, 1 pies to vSak neni aktudlné¢ zcela jasné
definovan a zobrazovaci a laboratorni vySetfeni jsou v urcitych piipadech

indikovany l¢kafti individualné.

o Stadium 0
U pacienta se stadiem 0, tedy s melanomem in situ, sta¢i dle COS kontrola
jednou za rok. U téchto asymptomatickych pacientl neni obecné
doporucovdno Zadné pravidelné zobrazovaci vySetfeni. Stejné tak tomu je
ohledn¢ laboratorniho vySetfeni. Nicméné zalezi na uwsudku kazdého
dispenzarizujiciho l1ékate a ani pravidelné USG kontroly regionédlnich uzlin a
laboratorni nabéry nejsou v zadném piipadé chybou (109).

o Stadium 1A - 114
V tomto piipad€ jsou doporuceny klinické kontroly po 6-12 meésicich po
dobu péti let a nasledné jednou ro¢né€ do 10. roku. Dalsi dispenzarizace je pak
na individualnim usudku lékate. I v tomto ptipad¢ se standardné zobrazovaci
ani laboratorni kontroly u asymptomatickych pacienti nedoporucuji (109).

o Stadium IIB - 1V

Zde se v prvnich 2-3 letech doporucuji klinické kontroly po 3-6 mésicich.
Déle do patého roku po 3-12 mésicich a nasledné do desatého roku jednou
rocng. Zobrazovaci kontroly se prvnich pét let doporucuji po 3-12 mésicich
dale pak u symptomatickych pacientii ¢i individualné u pacientll s vysokym
rizikem recidivy onemocnéni. Laboratorni vySetfeni je u asymptomatickych
pacientil téchto stadii diskutabilni. Naopak u symptomatickych pacientli mize
zvysSena hladina sérového proteinu S100b nebo laktatdehydrogenazy (LDH)
poukazovat na relaps onemocnéni.

I kdyz jsou pravidelna klinicka a eventudlni zobrazovaci a laboratorni
vySetieni u pacientl s malignim melanomem nepodkrocitelnou soucasti
spravn¢é vedené 1éCby, je také velmi dilezité dbat na edukaci pacientll stran
samovysetfovani. Bylo zjiSténo, Ze efektivita samovySetfovani u pacient je
pomérn¢ vysokd (128) a zeyména po zevrubné edukaci dokaZze vétSina
pacientii odhalit cCasnou recidivu sama. Spojeni samovySetfovani a
pravidelnych kontrol tak miZze maximalizovat Sanci odhaleni ¢asnych recidiv
ale 1 odhaleni ¢asnych stadii onemocnéni samotného (129).
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9 Popis FeSeni a vysledky vyzkumu

e Soubor pacientii a nabéerové schéma

Do nasi studie bylo vybrano 80 pacienti Fakultni nemocnice v Plzni s
diagnostikovanym ¢asnym stadiem onemocnéni malignim melanomem mezi
lednem 2014 az ¢ervencem 2020. Vekovy medidn byl 60 let. VétSina pacienti
byli muzi s malignim melanomem II stddia bez ulcerace a bez postizeni
lokoregionalnich uzlin. Median Breslowova indexu byl 2,2 mm. Tito pacienti
podstoupili na Odd¢leni plastické chirurgie radikalni odstranéni loziska
maligniho melanomu a ve vétSing piipadi 1 vySetieni sentinelovych uzlin. Jen
17 té&chto pacientll podstoupilo adjuvantni 1é€bu (Tabulka 8).

Tabulka 8 — Souhrnny ptehled pacientl

Soubor pacientt
Vék [vékovy median (IQR)] 60 (21)
Pohlavi [n (%)] Mutzi 43 (53.8)
Zeny 37 (46.3)
Stadium [n (%)] 0 4 (5)
IA 12 (15)
1B 12 (15)
1A 11 (13.8)
1B 10 (12.5)
IIC 9(11.3)
A 1(1.3)
s 4 (5)
lne 14 (17.5)
111D 1(1.3)
Neznamé 2 (2.5)
Postizeni uzlin [n (%)] 19 (23.8)
49 (61.3)
12 (15)
Ulcerace [n (%)] 34 (42.5)
46 (57.5)
Breslow index [n (%)] 2.2 (3)
Histologie [n (%)] 11 (13.8)
4 (5)
3(3.8)
6 (7.5)
23 (28.7)
23 (28.7)
9(11.3)
1(1.3)
Tkanova BRAF mutace [n (%)] 23 (28.7)
29 (36.3)
28 (35)
19 (
61 (

23.8)
76.3)
Stav pacientt [n (%)] Prezivsi 72 (90)
Zemfreli 8(10)

Recidiva onemocnéni [n (%)]
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U téchto pacientii byly vySetfeny histologické preparaty na piitomnost
nejcastéjSi mutace spojené s malignim melanomem a sice BRAF V600E
mutace, kterd byva pozitivni az u poloviny vSech pacientli s malignim
melanomem (130). V nékterych piipadech se vSak mizeme setkat 1 s jinymi
typy mutaci zpiisobujici onemocnéni malignim melanomem, mezi tyto méné
Casté mutace patii naptiklad N-ras mutace, BRAF mutace ttidy II a III, MEK1
mutace, KIT mutace a dalsi.

Déle byly u pacientli odebirany vzorky plné krve v pfesné stanovenych
Casovych rozmezich. Prvni nabér se uskutec¢nil v ptfedoperacnim obdobi
ptiblizn¢ 1 hodinu pied operaci. Druhy nabér byl proveden vzdy s odstupem
jedné hodiny po operacnim vykonu. Dalsi s odstupem dvou dni. Poté pacienti
absolvuji tf1 standardni poopera¢ni ambulantni kontroly a 1 tyden, kdy se
vzdy provede ndbér plné krve. Dale byl proveden jesté kontrolni nabér s
odstupem pfiblizné 6 mésicti od operace. Vse shrnuje nasledujici schematické
zpracovani (Obr. 4).

Casové intervaly sbéru krevnich vzork(

H § I I—

1 hodina po operaci

3. - 7. pooperaéni den

8. - 14. pooperaéni den
15. - 21. pooperaéni den
22. - 30. pooperaéni den
2. - 6. mésic po operaci

Predoperaéni nabér
2. pooperaéni den

Obr. 4 — Casové rozvrzeni jednotlivych nabéri krevnich vzorki pacientli (P¥ekresleno
MUDr. Vlastimil Woznica z: (131))
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Nabér plné krve, odebrany vzdy do dvou 6ml K3EDTA vakuovych
zkumavek, byl zaslan do Biomedicinského centra Lékatské fakulty UK v
Plzni k dalSimu zpracovéni. Nasledné¢ byly vzorky odeslany do
spolupracujiciho onkologického centra MD Anderson Cancer Center v
Houstonu v USA, kde se jako v jednom z méla center na svété specializuji na
vyhodnoceni ctDNA u maligntho melanomu s vyuzitim metody
preamplifikace.

o Metodika

Z nabrané plné krve byla nejdiive dvoufazovou centrifugaci separovana
plazma. V prvni fazi 950 relative centrifugal force (RCF) po dobu 10 minut
pii teploté 4 °C a poté pfi stejné teploté opcét 10 minut 11000 RCF. Poté byla
plazma uskladnéna pfi -80 °C k dal§imu pouziti.

Cell-free DNA (cfDNA) byla izolovana v MD Anderson Cancer Center v
Houstonu v USA s vyuzitim QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit
(QIAGEN) a u formalinem fixovanych blokt resekované nadorové tkané byla
DNA z bunék izolovana vyuzitim QIAamp DNA FFPE Tissue Kit
(QIAGEN). Dale byla ¢fDNA kvantifikovana vyuzitim Quanti-iT PicoGreen
dsDNA Assay Kit (Invitrogen) pro zptesnéni vysledkii v nékolika dilu¢nich
sériich. Nasledné byla provedena neproporcionalni preamplifikace veskeré
cfDNA ve vzorku s vyuzitim Q5 High-Fidelity PCR Kit (New England
BioLabs Inc.). Takto preamplifikovany vzorek byl nasledné purifikovan
QIAquick PCR Purification kity (QUIAGEN) a poté byla provedena kapkova
digitalni polymerdzova tetézova reakce (ddPCR) pro stanoveni ptitomnosti
BRAF V600E mutace. Cely postup shrnuje nasledujici schéma (Schéma 2).
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Pacienti nasledné podstoupili pravidelné kontroly v ambulanci
Oddg¢leni plastické chirurgie a Dermatovenerologické kliniky ve Fakultni
nemocnici v Plzni.

Procentudlni zastoupeni pacientl, u kterych se béhem dispenzarizace v
pribchu studie zjistila recidiva onemocnéni, jsme oznacili jako recurrence
rate (RR). DFI je obdobi od data absolvovani kurativni chirurgické terapie po
datum kdy byla zjiSténa recidiva nebo po datum posledni kontroly. OS bylo
vypocteno od data stanoveni diagndzy po datum posledni kontroly ¢i imrti.

K analyze dat byl vyuzit software IBM SPSS Statistics (v.26.0, IBM
Corp.). Mezikvartilové rozpéti (IQR), tedy rozdil mezi tfetim a prvnim
kvartilem, bylo vyuzito k popsdni miry variability nasledujicich hodnot.
Testovani nezavislosti a statistické vyznamnosti bylo provedeno
Pearsonovym chi-kvadratovym testem, Fisherovym exaktnim testem a také
Mann-Whitney testem. Analyza preziti byla vyhotovena uzitim Kaplan-
Meierovy analyzy a log-rank testu. Za statisticky vyznamné jsme brali
hodnoty P < 0.05.

o Vysledky
Z osmdesati vySe zminénych pacientil, zafazenych do nasi studie, pouze v
52 ptipadech byly k dispozici vzorky primarniho tumoru pro stanoveni BRAF
V600E mutace. Pouze 23 téchto vzorkl bylo na BRAF mutaci pozitivni. Co
se tyce RR, DFI a OS, nebyl prokazan vliv BRAF V600E mutace ve vzorku
tumoru ve srovnani s BRAF V600OE wild type (WT) vzorky (Tabulka 9).

Tabulka 9 — Souhrn vysledkl vySetieni BRAF mutace u tkanovych vzorki (131)

Overall

Recurrence | Recurrence at . Death
at6m 24 m Progression | o 1o bility DFS 0s
Probability

n@) | p | new | o | new | o | new | o |M e (M| P

MT 1 5 7
3 (13%) NR NR

= o o o
(n=23) | (4.3%) | 0.308 HELIR)] 5 394 [UTA%)] 5 g6 0.158 0.713
WT | 2 8 10 3 R R
(n=29) | (6.9%) (27.6%) (34.5%) (10.3%)

U 76 z osmdesati zatazenych probandi byly k dispozici prvni tii
plazmatické vzorky, tedy vzorky odebrané piedoperacné, za hodinu po
operaci a s odstupem dvou dnii po operaci. U vSech byla stanovena
pritomnost a hladina ctDNA s BRAF mutaci. U 28 pacientil z vySe zminénych
76 pacienti byla v plazmatickych vzorcich odebranych pied operaci
prokdzana BRAF V600OE mutace (Tabulka 10).
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Tabulka 10 — Cetnost BRAF V600E mutace ve vzorcich plazmy v jednotlivych

casovych intervalech (131)
n=76 n=76 n=76 n=69 n =56 n=42 n=31 n=37

MT 28 20 24 25 17 19 12 9
(36.8%)  (26.3%) (31.6%) (36.2%)  (30.4%)  (45.2%)  (40%)  (24.3%)

WT 48 56 52 44 39 23 19 28
(63.2%)  (73.7%) (68.4%) (63.8%) (69.6%) (54.8%)  (60%)  (75.7%)

49 pacienti mélo k dispozici jak vzorky primarniho tumoru, tak 1
plazmatické predoperacni vzorky a ve 23 ptipadech téchto pacientll jsme
prokdzali shodu v pozitivité¢ ¢i negativit¢ mutace BRAF V600E v obou
dostupnych vzorcich, respektive 10 pacienti mélo BRAF V600E mutaci
pozitivni v obou vzorcich a 13 téchto pacienti mélo oba vzorky BRAF
negativni. To znamend, Ze zbylych 26 pacienti mélo v jednom ze vzorkl
pozitivni mutaci BRAF V600E, zatimco druhy vzorek téchto pacientli byl
WT. Tento odstavec graficky shrnuje nasledujici diagram (Graf 4).

Graf 4 — Pacienti s BRAF V600E mutaci

Pouze tkan Kombinace Pouze plazma

 265% 20.5 % 26.5 %
(=13 (n=10) (n = 13)
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V souboru piedoperacnich nabéra se zjistilo, Ze pfitomnost BRAF mutace v
piedoperacnim nabéru je spojena s vysokym rizikem recidivy [BRAF 39.3 %
(n =11) versus BRAF WT 16.7 % (n = 8), P = 0.028] i umrti [BRAF 21.4 %
(n = 6) versus BRAF WT 4.2 % (n = 2), P = 0.046] oprott WT BRAF V600E.
Nicméng, medidn DFI a OS ve vétSiné piipadli, pro nedostatecny vyskyt
recidiv a imrti v naSem souboru pacientil, nebylo mozno urcit.

V nabérech, které byly provedeny jednu hodinu po chirurgickém vykonu u
76 pacientll, byla nalezena mutace BRAF V600E ve 26.3 % ptipadd (n = 20).
Zajimavé je, ze bezprostiedné po chirurgickém vykonu nastala zména z
BRAF mutované ctDNA na BRAF WT ctDNA az ve 20 % ptipada (n = 15).
Pacienti s BRAF V600E mutaci v ctDNA maji oproti pacientim s WT BRAF
V600E ctDNA vyssi RR. Celkovy vyskyt recidivy [BRAF 55 % (n = 11)
versus BRAF WT 14.3 % (n = 8), P < 0.001]. RR do 6 mé&sicli od vykonu
[BRAF 20 % (n = 4) versus BRAF WT 0 % (n = 0), P =0.004]. RR do 2 let
[BRAF 35 % (n = 7) versus BRAF WT 12.5 % (n = 7), P = 0.042]. Ackoli
median DFI a OS ve vétSiné ptipadll opét nebylo mozno definovat, BRAF
V600E mutace vykazovala krat§si DFI (P = 0.001) 1 OS (P = 0.003). Vyse
zminéné Udaje shrnuje nasledujici tabulka a graf (Tabulka 11, graf 5).
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Graf 5 — DFS a OS u pacienti s BRAF V600E mutovanou ctDNA a BRAF
V600E WT ctDNA (Krevni nabéry jednu hodinu po operaci)
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V nébérech provedenych druhy pooperacni den vychazi opét BRAF mutace
ctDNA s vys$S§im rizikem recidivy [BRAF 41.7 % (n = 10) versus BRAF WT
17.3 % (n=9), P =0.023].

Ve vSech dalSich kontrolnich nabérech jiz mezi BRAF mutantni ctDNA a
BRAF WT ctDNA nebyl signifikantni rozdil v RR, DFI ani OS.
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10 Diskuze

Maligni melanom je Castym a velmi nebezpecnym koznim tumorem
vznikajici na podkladé¢ maligni transformace melanocytii. Pro pfiznivou
prognozu tohoto onemocnéni je zcela zasadni jeho Casné odhaleni a Casné
chirurgické odstranéni, které je stale jedinou skute¢né kurativni terapii, 1 pfes
to vSak urCiti pacienti s high-risk ¢asnym stadiem maligniho melanomu
vyvinou recidivu v podobé metastatické komplikace do dvou let od
provedeného kurativniho chirurgického zakroku (2).

Vyuziti biomarkerti, které by identifikovaly high-risk pacienty s ¢asnym
stadiem maligniho melanomu, kteti by vyznamné profitovali z nakladné a
narocné adjuvantni terapie, by vyznamné ovlivnilo prognozu téchto pacientu.
V nasi studii jsme se zam¢ftili na vyuZiti ultrasenzitivni detekce BRAF V600OE
mutace v ctDNA u pacienti s Casnymi stadii maligniho melanomu.
Cirkulujici tumorovd DNA se stala slibnym objektem zajmu v oblasti
onkologického vyzkumu a klinicke praxe jiz roku 1994, kdy byla publikovana
doktorem B. Vogelemsteinem prvni studie se zaméfenim na detekci mutaci
v genovém supresoru p53 v plazmé pacientii s rakovinou prsu. Dale studie
zam¢fend na detekci mutaci K-Ras DNA u kolorektalniho karcinomu
publikovana M. S. Koperski a kol. vroce 1997 je povaZzovdna za jednu
z vibec prvnich studii, kterd zkoumala pfitomnost ctDNA v krevnim ob&hu
pacientil s nddorovym onemocnénim (132). Od té doby se ctDNA stala
pfedmétem rozsahlého vyzkumu a byla zjiSténa jeji ptitomnost u riznych typt
rakoviny, v€etné maligniho melanomu (133).

Cirkulujici tumorova DNA je uvoliiovana z nadorovych bunék maligniho
melanomu do krevniho obé&hu prostfednictvim riznych mechanismil naptiklad
bunécné lyzy, kterd mize byt zplisobena destrukci nadorovych bunék béhem
nadorového rlstu a expanze, Ci destrukénimi imunitnimi mechanismy
organismu pacienta. Dal§im zplisobem je aktivni uvolfiovani ctDNA
samotnymi  nadorovymi  bunikami  prostfednictvim exozomii  nebo
mikrovesikularnich struktur. Kombinaci téchto mechanismii se ctDNA
dostava do cirkulace a je detekovatelna v krvi pacienta.

CtDNA vykazuje hned nékolik dulezitych vlastnosti, které ho Cini tak
atraktivnim pro diagnostické a prognostické tucely. Mezi tyto klicové
vlastnosti miZeme zahrnout fakt, Ze analyza ctDNA u kaZzdého néadoru
poskytne piehled specifickych genetickych mutaci nddoru, a tak jsme nejen
schopni urcit pfitomnost ¢i recidivu tumoru, ale zaroven lze z danych
genetickych charakteristik ur€it 1 bliz§i prognézu onemocnéni a piipadné se u
nékterych nddorid orientovat 1 stran jejich rezistence k danym typim terapie
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(134). Dalsi dtlezitou vlastnosti ctDNA je jeji dynamicka povaha, tedy fakt,
ze koncentrace ctDNA se muze liSit v ¢asovém horizontu onemocnéni
v zavislosti na jeho agresivité a responzivité¢ k terapeutickym opatienim.
Mize tedy poskytovat informace o efektivit¢é probihajici 1é€by nebo
potencionalni progresi ¢i relapsu onemocnéni (135).

U pacientl s Casnymi stadii maligniho melanomu jsme v nasi studii odhalili
BRAF V600E mutaci ve vlastni tkdni resekovaného primarniho nadoru u 47.2
% pacientil a v ptedoperacnich krevnich vzorcich u 37.7 % pacientii. Tato
Cisla se nijak nevymykaji udajim prezentovanych jiz v piedchozich
publikacich, naptiklad metaanalyze studii mezi 1éty 1989 az 2010 provedené
J. -H. Lee a kol., ktera citala bezmala 5500 pacientll a zabyvala se vyskytem
BRAF a NRAS mutace. Zde byla BRAF mutace pozitivni u 41 % pacientd a
NRAS mutace u 18 % pacientil (136). Podobnych vysledkli dosahuje 1 studie
autora E. Hodis a kol., kde sekvenaci celych exomi normalni a tumorové
genomové DNA u 135 pacientll autor a kolektiv potvrzuji mimo jiné 1
podobny pomér vySe zminénych mutaci (130). Studie autora L. Tan a kol.
uvadi dokonce 54 % zastoupeni BRAF mutace a 31 % zastoupeni NRAS
mutace v jejich souboru 99 pacientii (137). Tumory v ¢asnéjSich stadiich jevi
tendenci vyluCovat méné ctDNA nez tumory III. stadia, coz by mohlo
vysvétlovat rozdil ¢etnosti BRAF mutace v tkanovém vzorku a BRAF mutace
v ctDNA.

Zajimavé byly piedev§im vysledky plazmatickych hladin ctDNA jednu
hodinu po operaci. Zde byl nalez BRAF V600E mutace spojen s vyssi
pravdépodobnosti Sestimésicni, dvouleté¢ 1 celkové recidivy onemocnéni,
kratsim DFI a OS. To by odpovidalo pravé moznosti stanoveni pomoci
detekce ctDNA takzvané minimalni rezidualni choroby. Minimalni rezidudlni
choroba je termin vyuZivany k popisu pfitomnosti mal¢ho mnoZstvi
zbytkovych nadorovych bunék po provedeném terapeutickém zakroku.
Detekce ctDNA se ukazuje jako citliva metoda pro ureni minimalni
rezidudlni choroby, kterd umoziuje identifikovat piitomnost rezidudlnich
nadorovych buné¢k a sledovat potencialni relaps. Velmi podobnych vysledk
doséhla 1 studie T. Reinert a kol. zabyvajici se analyzou plasmatické ctDNA
ultradeep sekvenovanim u pacientii s kolorektadlnim karcinomem, kdy pacienti
s ptitomnou ctDNA tficaty pooperacni den méli sedmkrat vyssi riziko relapsu
oproti ctDNA negativnim pacientim (138). Schopnost predpovidat casnou
recidivu nadorového onemocnéni nasledné umozZiuje pifijmout proaktivni
opatfeni a ptizpusobit tak lécbu a dispenzarizaci pacientovi na miru, a tim
maximalizovat terapeutické vysledky. V naSem ptipadé€ by to znamenalo, Ze 1
vysoce rizikovi pacienti s nizSimi stddii onemocnéni malignim melanomem
by mohli profitovat z ndrocné¢ a nédkladné adjuvantni terapie, ktera by za
normalnich okolnosti u téchto pacienti indikovana nebyla. Na podobném
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principu byla postavena studie J. Tie a kol., kterd se tykala ctDNA analyzy a
predikovani rekurence u pacientli s nizkym stadiem kolorektalniho karcinomu
(139).

Dalsi zajimavou skutecnosti byla dvacetiprocentni konverze z BRAF
mutace pozitivni ctDNA pted operaci na BRAF WT ctDNA jednu hodinu po
operaci. To by mohlo poukazovat na radikalni resekci tumoru bez rezidualni
choroby, vzhledem ke kratkému polo¢asu ctDNA v plazmé (8 az 147 minut)
coz popisuje K. Chen a kol. ve své praci tykajici se 205 prospektivné
testovanych pacientii se suspektnim karcinomem plic, kde navic popisuji
zavislost mnozstvi ctDNA v plazmé na velikosti primarniho tumoru (140).

Tématem konverze mutaci v ctDNA se také zabyvala naptiklad studie
zabyvajici se Casnym urovanim terapeutick€ responsivity u pacientl
1é€enych s metastatickym kolorektalnim karcinomem. Autor J.Tie a kol. zde
popisuji pribéh onemocnéni u 53 pacientli s metastatickym kolorektalnim
karcinomem, ktefi dostavali standardni chemoterapeutickou 1é€bu prvni linie.
Hladiny CEA a ctDNA byly hodnoceny pted 1écbou, tii dny po 1é€bé a pred
druhym cyklem chemoterapie. Zarovenn u kazdého pacienta bylo provedeno
CT wvySetieni pred 1écbou a s odstupem 8 tydnd. U kazdého pacienta byla
stanovena urovenn ctDNA v plazm¢é pomoci digitdlni genomické analyzy
nazvané Safe-SeqS. Mutace vhodné k analyze byly identifikovany u 52
pacientl, tyto specifické mutace u kazdého pacienta byly detekovatelné 1
v ctDNA u 48 z téchto pacienti (mutace metastazy a mutace v ctDNA tedy
souhlasila v 92,3 % ptipadll). Vyznamné sniZeni hladiny ctDNA (median
5,7krat) bylo pozorovano pied druhym cyklem chemoterapie coz korelovalo i
s CT nalezy. U pacientli, u kterych doslo k vyznamnému sniZeni ctDNA

(210krat) bylo pozorovano vyznamné prodlouzeni doby do progrese
onemocnéni (141).

Vétsina studii tykajicich se ctDNA maligniho melanomu jsou zamétena na
IV. stadium onemocnéni a ctDNA je zde vyuZivana piedev§im na urceni
vhodnosti cilené terapie, jejich G€inkll a stanovovani prognoézy onemocnéni,
jako je tomu napftiklad v praci publikované Forthun R.B. a kol. publikované
vroce 2019, kterd se zabyvala vyuzitim ctDNA k predikci a monitorovani
odpovédi na 1écbu u pacientll s metastatickym malignim melanomem
lécenych bavacizumabem. Vyzkum zahrnoval analyzu mutaci souvisejicich
s rakovinou a angiogenezou ve vzorcich maligniho melanomu a ctDNA u 26
pacientl. Bylo zjiSténo, ze pacienti s ctDNA BRAF/NRAS vys$si nez 1 % na
zacatku 1é¢by méli vyznamné sniZzenou dobu do progrese nemoci a celkového
preziti. Pacienti s ctDNA BRAF/NRAS vyssi nez 1 % béhem lécby také
doséhli podobnych vysledkli. Naopak nizsi hladiny ctDNA BRAF/NRAS a
normalni hladiny laktat dehydrogenazy indikuji zvySenou odpoveéd na 1écbu.
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Také bylo zjisténo, ze ctDNA BRAF/NRAS je lepSim prediktorem odpovédi
na 1écbu, preziti bez progrese onemocnéni i celkového preziti nez hladina
LDH na zacatku 1é¢by. Studie navic prokazala ze mutace v genech BRAF a
NRAS jsou lep$imi biomarkery pro predikci odpovédi nez mutace v TERT
promoteru (142).

V poslednich letech vSak pifibyva 1 studii, které se zabyvaji ctDNA
analyzou u Casnych stadii maligniho melanomu, z nichZ mizeme jmenovat
napfiiklad studii L. Tan a kol. zamé&fenou na predikci a monitorovani relapsu u
maligniho melanomu III. stddia s vyuzitim ctDNA, kterd se vSak zabyva
pouze urcenim pacientil se zvySenym rizikem recidivy u III. stadia maligniho
melanomu, kde se pétileté preziti pohybuje mezi 93 % (stadium IITA) az po
32 % (stadium IIID). Hlavnim pilitem lécby u 133 pacienti v této studii byla
resekce primarniho melanomu s vySetfenim sentinelové uzliny, ¢i kompletni
lymfadenektomii spadového regia. U 99 pacientl (79 %) byla zjiSténa alespon
jedna somatickd mutace. NejCastéji byla zjiStena mutace BRAF (54 %) a
NRAS (31 %), dale byly identifikovany alternativni mutace v genech TERT
promoteru, TP53 a KIT (15 %). U 37 pacientll byla detekovana ctDNA
pficemZ hladina ctDNA se zvySovala s nartistajicim stadiem onemocnéni.
Ptitomnost ctDNA pii vstupu do studie byla signifikantné spojena s hodnotou
Breslow indexu a stadiem onemocnéni. Pfitomnost ctDNA po operaci naopak
vyznamné korelovala s pfitomnosti ulcerace primarniho loziska tumoru. U
pacientil s detekovatelnou ctDNA pii vstupu do studie 1 v poopera¢nim
nabéru bylo pozorovano vétsi mnozstvi relapsi a vzdalenych metastdz nez u
pacientil bez detekovatelné ctDNA, pfiCemZ pooperacni analyza ctDNA se
jevil jako prediktor s vyznamnéjsi vahou nez piedoperacni (137).

Co se tyCe naSi studie, vyjma prvniho pooperacniho nabéru ctDNA,
veSkeré ostatni pooperani nabéry vysSly jako statisticky nevyznamné. Z
jakého divodu se tak stalo, zatim neni zcela objasnéno. Jednou z
pravdépodobnych pficin je stale jesté kratky casovy tsek sledovani pacientt.
Je mozné, Ze s narlstajicim intervalem dispenzarizace, budou signifikantné
vychézet 1 dal$i nasledné nébery.

Nynéjsi terapeuticky pftistup lokélniho a lokoregionalniho onemocnéni
malignim melanomem je zaloZen pfedevsim na chirurgické 1é€bé s naslednym
moznym podrobenim rizikovych pacientii adjuvantni terapii. Nase vysledky
poukazuji na skutecnost, Ze stanovenim ctDNA jednu hodinu po chirurgickém
vykonu je mozZzné identifikovat vysoce rizikové nemocné, ktefi by z
adjuvantni terapie vyrazné profitovali. Ackoli je tuto studii jeSté nutné
potvrdit na SirSim vzorku nemocnych, testovani ctDNA je moZné zvazovat
jako budouci parametr indikace adjuvantni terapie u pacientll s ¢asnym
stadiem maligniho melanomu.
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Dale jsme zaznamenali, Ze témct polovina pacientd s BRAF WT tkanovym
vzorkem primarniho tumoru alesponi v jednom z nabért méla ctDNA BRAF
V600E mutaci. Tento jev byl jiz popsan napiiklad u pokrocilého
cholangiokarcinomu. P. Kasi a kol. prezentuji v roce 2021 vysledky vySetieni
137 subjektti s pokroCilym cholangiokarcinomem, kde byl tfikrat Casté)si
nalez mutace BRAF V600E ve fluidni biopsii oproti tkdfilovému bioptickému
vzorku (143). Toto se da& vysvétlit heterogenitou nadoru. Heterogenita nadoru
je pojem, ktery popisuje variabilitu a rtiznorodost bunék v rdmci nddorové
tkan€. Nador se sklada z populaci buné€k, které mohou mit rizné genetické a
epigenetické vlastnosti, fyziologické stavy a funkéni charakteristiky. Tato
variabilita se mtize tykat rtznych aspekti, vcetné¢ morfologie bunck,
genetickych mutaci, exprese genu, bunééného cyklu, schopnosti metastazovat
a reagovat na lécbu. Heterogenita nadoru mize byt zavaznym faktorem
ovlivituyjicim prognozu, lécebnou odpovéd a vyvoj rezistence v ramci
nadorové terapie. Rozmanitost bunék v nadoru mize zplsobit, Ze nckteré
buiky jsou nachylnéjsi k 1ecbé, zatimco jiné mohou vykazovat rezistenci viici
terapii. Tim se zvySuje pravdépodobnost, Ze 1 pii uspé€Sném potlaceni jedné
populace bun¢k nadoru se mohou jiné populace vyvinout a vést k recidive.
Nador se tedy muize skladat z vice riiznych typ nddorovych bunék. Nékteré
tyto buniky se nemusi odhalit béhem genetického vySetteni tkanoveého vzorku,
ale mohou byt odhaleny az s odstupem v ctDNA.

Abychom vyloucili vliv BRAF V600E mutace tkanového vzorku na nabéry
po jedné hodiné oproti BRAF V600E WT tkanovym vzorkiim, provedli jsme
dodate¢nou analyzu podskupiny s BRAF V600E mutovanym tkanovym
vzorkem a podskupiny s BRAF V600OE WT tkanovym vzorkem.

V prvni skupiné byli pacienti s BRAF V600E mutaci ve tkdnovém vzorku
primarniho nadoru (n = 23), zde byla srovnana skupina s pfitomnou BRAF
ctDNA v plazmé jednu hodinu po operaci se skupinou BRAF WT ctDNA v
plazm¢ jednu hodinu po operaci. Zde BRAF mutace pozitivni skupina
vykazovala vyssi tendence k recidivé [BRAF 57.1 % (n = 4) versus BRAF
WT 6.7 % (n=1), P =0.021] vyssi riziko tmrti [BRAF 57.1 % (n = 4) versus
BRAF WT 0 % (n = 0), P = 0.005] a kratsi medidn DFI (P = 0.002) a kratsi
median OS (P <0.001) (Tabulka 12).
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Tabulka 12 — VIliv BRAF V600E mutace ctDNA v plazmé¢ v definovanych
Casovych intervalech na vyvoj onemocnéni pacienta. (Jednd se pouze o pacienty s
BRAF V600E mutaci ve tkdnovém vzorku).

Overall

Recurrence at 6 Recurrence at . Death
m 24'm PPr°9’es.5!°“ Probability DFS 0s
robability
new) | e [ new | e [ new | o | new | o [0 e [Met] P
- (nhﬂm 1(10%) 2 (20%) 3 (30%) 2 (20%) NR NR
T 0.435 0.560 0618 1 0.541 0.934
(n=23) [~ WT "o 1 2 2 R R
(n=13) 7.7%) (15.4%) (15.4%)
MT 7 2 7 7 ” R
= 0 0 o o
(nzz) ("‘NT7) (143%) 1 5318 (28'16”’) 0.227 (57'11 %) 1 o021 FOLA%LS 005 0.002 <0.001
W 0(0%) 0 (0%) NR NR
(n=15) (6.7%) (6.7%)
MT 7 7
! . 2 (25%) 2 (25%) . NR NR
T3 [ (0=8) | (12.5%) | ;364 0.527 1 U2 0.700 0.748
(n=22) [~ WT [0 00 1 3 3 R R
(n=14) o (7.1%) (21.4%) (21.4%)
MT N 1 2 1
14 | (n=) | O(O%) . Luerm | [ @33%) | e BRI NR 0729 NR 0738
n=21) [ WT 7 2 : : :
(=21 (n=15) | 6.7%) (13.3%) 3 (20%) 3 (20%) NR NR
MT 7 1 2 2
g . . . . NR NR
(nI§1) (";VTQ) (11%) 1 6429 (11'2”’) 1 H222e (22'2“’) 1 0.929 0.728
W 0(0%) 3 (25%) NR NR
(n=12) (16.7%) (16.7%)
MT 7 7
" 0(0%) 0 (0%) . . NR NR
(nIEQ) ("W1T1) NA - 0421 1% 546 (9'1/") 1 0.297 0.695
(n=g) | ©(0%) (12.5%) 2 (25%) (12.5%) NR NR
MT | 0 (0% 0 (0% 1 (20% 1 (20% NR NR
7 | mey | OO0 %) 0.444 Sl emy 0.282 0.808
(n=10) (r‘ﬁg) 1(20%) 2 (40%) 2 (40%) 1 (20%) NR NR
MT 7 1 1 1 R R
= o, 0, o, o
( n:f” (";v:) (333%) 1 4273 (33‘13/“) 0.491 (33'33@ R MGSAHIN 0.781 0.959
T | 0% . . 2 (25%) 34 NR
(n=8) (12.5%) (37.5%)

Zvyraznéné hodnoty vykazuji statistickou vyznamnost (P <0.05), NR znaci neur¢enou hodnotu — hodnotu nebylo mozné vypocitat.

Ve druhé¢ skuping byli pacienti s BRAF V60OE WT tkanovym vzorkem
primarniho nddoru (n = 29). I zde pacienti s BRAF V600E mutaci ctDNA, po
jedné hoding od probéhlé operace, vykazovali vyssi riziko recidivy v
porovnani s BRAF WT ctDNA pacienty [BRAF 66.7 % (n = 6) versus BRAF
WT 23.5% (n=4), P=0.046]. Nicmén¢, nebyl zde signifikantni rozdil v
riziku imrti pacientt (P = 0.268) ani v medianu OS (0.286). A pouze ndznak
sklonu skupiny BRAF ctDNA ke krat§imu DFI (P = 0.06) (Tabulka 13).
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Tabulka 13 — Vliv BRAF V600E mutace ctDNA v plazm¢ v definovanych ¢asovych
intervalech na vyvoj onemocnéni pacienta. (Jednd se pouze o pacienty s tkanovym
vzorkem BRAF V600E WT).

Overall
Recurrence at 6 Recurrence at Progression Deat!\. DFS os
m 24 m Probability Probability
Median Median
n (%) p n (%) p n (%) p n (%) p (m) p (m) p
MT 1 2 6 3 » \R
= o o, o o
(nI;S) ‘"W1T3) (7'1/") 1 (30'48@ 1 (46'42 211 0420 HZ3ARI (500 0.481 0.096
(n=13) | 7.7%) (30.8%) (30.8%) 0(0%) NR NR
MT 2 2 B 2 " R
= o o o o
(no36) (029) {CE22R) | g9 [HAR)) o357 ORI goap HE22RD] g 268 0.06 0.286
(n=17) | 0 0%) (23.5%) (23.5%) (5.9%) NR NR
MT 1 4 6 2 » R
= o o o, 0,
(nlge) ‘"W1T1) (9'1 ) R (36': %) 0683 (54f %11 0208 (18'12 %) 0556 0.264 0.455
(n=15) | (6.7%) (26.7%) (26.7%) (6.7%) NR NR
MT 1 2 3 2 R R
= 0, 0, 0, 0,
(n1‘2‘4) ‘"W1T1) (9'1 ) R (18;52 %) 0386 (27'63 21 0423 (18'12/") 0576 0.194 0.492
n=13) | 7.7%) (38.5%) (46.2%) (7.7%) 29 NR
MT 1 ) 2
15 | (n=6) | (16.7%) 3 (50%) (66.7%) (33.3%) 13 NR
(nte) [ WT . 1 - 1 5 0.350 - 0.222 0.352 0.181
n=13) | 7.7%) (38.5%) (38.5%) (7.7%) NR NR
MT 1 2 2
T6 | (n=6) | (16.7%) (33.3%) 3 (50%) (33.3%) 41 NR
a2 W - 1 = 0.567 - 1 : 1 0.615 0.474
(n=6) | ©(0%) (66.7%) (66.7%) (16.7%) 10 NR
MT 0, 0, 0, 0,
17 | ook | 1@% 1(20%) 2 (40%) 1(20%) 41 NR
09 W oo 0.385 py— 0.565 py— 1 - 1 - 0373 — 0.755
(n=8) ° ° ° (12.5%)
MT | o (0% 1 (25% 1(25% 0 (0% NR NR
o | ooy | 00w (25%) (25%) (0%)
(nta) W NA 1 1 1 0.832 0.170
(net0) | ©(0%) 2 (20%) 3 (30%) 2 (20%) 41 NR

Zvyraznéné hodnoty vykazuji statistickou vyznamnost (P < 0.05), NR znaci neur¢enou hodnotu — hodnotu nebylo mozné vypocitat.

Ackoli pacienti s tkdiovou mutaci BRAF V600E vykazovali vySsi
shodu s vysledky, u obou podskupin v piipad¢ prokazani BRAF V600E
mutace v ctDNA jednu hodinu po operaci byla RR vyssi.
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Nase studie je zcela unikatni vyuzitim metody selektivni preamplifikace
tumorové DNA a kvantifikaéni metody ddPCR u maligniho melanomu.
Podstata selektivni preamplifikace spo¢iva v tom, ze se specificky zvySuje
pocet kopii nadorové DNA oproti normdlnimu genomu, coZ umoziuje
snadnéjsi a presnéjsi detekci mutaci 1 u velmi omezeného mnozstvi vzorku ¢i
velmi nizké koncentrace cilové DNA sekvence. Toho je moZzno dosdhnout
vyuzitim sprdvné koncentrace specialné pfipravenych primerd nebo sond,
které jsou specificky navrzeny pro vazani mutované oblasti v nadorové DNA,
nebo vyuzitim padélaného DNA piidavného molekularniho markeru, ktery
nasledn¢ umoznuje selektivni amplifikaci oznaCeného useku. Nékteré vyse
uvedené studie byly postaveny na zdklad¢ hlubokého sekvenovani, coz je
alternativni kvantifikatni metoda k nami vyuzit¢ ddPCR. Tato metoda je
navrzena jako ekonomickd metoda obecného profilovani ctDNA a identifikaci
Sirokého spektra mutaci v riznych typech nadoru. Obecné je vSak pro
absolutni kvantifikaci jedné cilové mutace ddPCR preferovanou metodou.

Ptesto naSe studie méla nékolik nedostatkii. Prvnim nedostatkem je
relativné maly objem probandil navic s rozdilnymi stddii onemocnéni. Déle
piiblizné 35 % pacientll nemélo k dispozici vzorek tkané tumoru pro urceni
BRAF V600E mutace v nadorové tkdni. Déle také ne vSichni pacienti méli
veSkeré planované nabéry krve.

Navzdory veSkerym vySe uvedenym nedostatkiim se nam podafilo
prokazat, Z7e koncept detekce BRAF V600E mutace ctDNA v plazmé
odebrané¢ po operaci miize byt vyuzit k identifikaci pacientd s vysokym
rizikem recidivy a umrti. Tito pacienti nasledné budou vyznamné profitovat z
intenzivnéjSi dispenzarizace, a predevSim z naro¢né a nakladné adjuvantni
terapie.

Ackoli je pozitivni pfinos ctDNA analyzy jednoznacny, je zde stale nékolik
omezeni, kterd brani plnému vyuziti této metody. I pies pokroky v technologii
analyzy ctDNA stile existuji vyzvy spojené s citlivosti a specificitou této
metody. Nizké hladiny ctDNA ve vzorcich a ¢etné polymorfismy jednotlivych
mutaci mohou stale zna¢né€ ovlivnit vysledky vySetfeni. Dale pro pifesné a
interpretovatelné vysledky je nutné zmapovat celou nadorovou DNA, coz
mnohdy komplikuje jiz vySe zminén4 heterogenita nadori.

V budoucnu by mohla byt metoda ctDNA analyzy vyuZivana piedevSim ve
smyslu personalizované mediciny. Bude umoznéna identifikace specifickych
mutaci a sledovani jejich pfitomnosti v organismu pacienta, coZ umoZzZni
piesné pfizplisobeni terapie jednotlivym pacientim a 1éCit je tak zcela
individudlng. Déle by mohla slouZzit k monitorovani odpovédi jednotlivych
pacientil na zavedenou terapii a piipadné umoznit rychlou a cilenou reakci na
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zmény mutaci a vyvoj naddorového onemocnéni v€asnou upravou terapie. V
pfipadé¢ remise onemocnéni se stanoveni ctDNA da vyuzit k casnému
stanoveni recidivy, a to ve chvili, kdy jiné dispenzarizacni metody budou
vychazet negativné. To by umoznilo Casnou terapeutickou intervenci a
vyznamné zlepSeni progndzy nemocnych s recidivou.

Dalsi slibnou metodu ptedstavuje kombinace ctDNA analyzy s dalSimi
diagnostickymi nastroji jako jsou zobrazovaci metody, tkanové biopsie,
analyza RNA ¢i kombinace s jinymi nddorovymi markery.

Pro dalSi extenzivni rozvoj ctDNA analyzy vSak bude potieba
standardizace a validace metod stanoveni. Jednotné a standardizované
postupy a kritéria umozni komparabilitu vysledkii mezi rliznymi studiemi a
zajisti pfesnost a spolehlivost jednotlivych analyz. Déle bude nezbytné nutné
roz§ifit spektrum stanovovanych nadorii. V dneSni dob¢ se zabyvame v ramci
stanovovani ctDNA pouze omezenym mnozstvim nadorli, a to piedev§im
jejich pozdnimi stadii. Budoucnost spociva v rozSifeni ctDNA metod 1 na
Casn¢jSi stadia nddorti a na nadorova onemocnéni s nizsi prevalenci.

7 technologického hlediska bude nejspiSe pro dalsi vyvoj této metody
dilezity také rozvoj novych levnéjSich technologickych platforem a
amplifika¢nich metod, zlepSeni detek¢nich limith a mozna 1 vyuzZiti umélé
inteligence, ¢i strojového uceni zvysi v budoucnu efektivitu této velmi
perspektivni a inovativni metody (144).
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11 Shrnuti

Pro pfiznivou prognézu onemocnéni malignim melanomem je zcela
zasadni jeho Casné chirurgické odstranéni, které je stale jedinou skute¢né
kurativni terapii. Ur€iti pacienti s high-risk ¢asnym stadiem maligniho
melanomu vyvinou recidivu v podobé¢ metastatické komplikace do dvou let od
provedeného kurativniho chirurgického zakroku.

V poslednich letech byl prokadzan ptinos cilené¢ 1€€by a imunoterapie
(adjuvantni 1é¢ba) u pacientl s lokaln¢ pokrocilym staddiem maligniho
melanomu po resekci primarniho naddoru a uzlinovych metastaz.

U pacientll s ndlezem BRAF V600E mutace byla prokazana signifikantné
vy$§i pravdépodobnost Sestimésicni, dvoulete 1 celkové recidivy onemocnéni
a také kratSi DFI a OS.

Vysledky nasi studie poukazuji na skutecnost, Ze stanovenim ctDNA jednu
hodinu po chirurgickém vykonu je mozZné identifikovat vysoce rizikové
nemocng, kteti by z adjuvantni terapie vyrazné profitovali.

Dvacetiprocentni konverze z BRAF mutace pozitivni ctDNA pied operaci
na BRAF WT ctDNA jednu hodinu po operaci mize byt indikdtorem
radikalni resekce tumoru bez rezidualni choroby.

Ackoli je tuto studii jesté nutné potvrdit na Sir§Sim vzorku nemocnych,
podafilo se prokazat, ze koncept detekce BRAF V600E mutace ctDNA v
plazm¢ odebrané po operaci mize byt vyuzit k identifikaci pacientd s
vysokym rizikem recidivy a umrti. Tito pacienti nasledné budou vyznamné
profitovat z intenzivnéjsi dispenzarizace, a predevSim z naro¢né a nakladné
adjuvantni terapie.
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13 Prilohy

Pacient 1 — T3a NO MO (ITA) Breslow = 2.8
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Pacient 3 — T4b NO MO (IIC) Breslow =5
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Pacient 5 — Tla NO MO (IA) Breslow = 0.5

Pacient 6 — T2a NO MO (IB) Breslow = 1.3
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Pacient 7 — T4b NO MO (IIC) Breslow = 15

Pacient 8 — T4a NO MO (IIB) Breslow = 3.5
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Pacient 9 — T4b NO MO (IIC) Breslow = 4.1

Pacient 10 — T3a NO MO (IIA) Breslow = 2.2
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Pacient 11 — T2b NO MO (ITIA) Breslow = 1.7
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Pacient 12 — Tis NO MO (CIS) Breslow =0
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Pacient 13 — Tis NO MO (CIS) Breslow =0

Pacient 14 — T2b NO MO (IIA) Breslow = 1.6
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Pacient 15 — T4b NO MO (IIC) Breslow = 4.9 (Akrolentigindzni melanoma)

Pacient 16 T2b N1a MO (IIIB) Breslow = 1.4 (Akrolentigindzni melanoma)
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Pacient 17 — T4b N3b MO (IIID) Breslow = 6.7

Pacient 18 — T1a NO MO (IA) Breslow = 0.4 (Lentigo maligna melanom)
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Pacient 19 — T4b Nx MO (IIC) Breslow = 6.4
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Pacient 20 — T4b N1b MO (IIIC) Breslow = 21
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Pacient 21 — T4b N1a MO (IIIC) Breslow = 5.6

Pacient 22 — T4b N1a MO (IIIC) Breslow = 8.4
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Pacient 23 — T3a NO MO (IIA) Breslow = 3.4

Pacient 24 — Tis NO MO (CIS) Breslow =0
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Pacient 25 — T2b N1a MO (IIIB) Breslow = 1.8 (akrolentigin6zni melanoma)

108



14 Podékovani

V prvni fadé bych rad pod€koval vedouci mé disertacni prace pani
primafce doc. MUDr. Ince Tteskové, Ph.D. za podnétné rady a odbornou
pomoc, kterou mi poskytovala pfi zpracovavani mé disertacni prace, a za Cas,
ktery mi vénovala. Soucasn¢ bych chtél podékovat vSem kolegiim, ktefi mé
podporovali a poskytli mi cenné rady. Rad bych pod¢koval také své roding a
vSem prateliim, ktefi mi byli pii zpracovavani této prace oporou a bez jejichz
pomoci by nebylo moZzné préaci dokongit.

109



