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2. UVOD

Maligni melanom je agresivni forma koZzniho nadoru, ktery predstavuje vazny zdravotni
problém s vysokou mirou morbidity a mortality. Tento typ nddoru se vyznacduje
schopnosti rychle metastazovat a ma potencial se Sifit do dalSich ¢asti téla, coz ztéZuje
jeho léCbu a progndzu pacientd.

Diagnostika maligniho melanomu je klicova pro uspésnou lécbu a zlepsSeni
které umoznuji identifikaci malignich bunék a staging nadoru. Jednim z duleZitych
aspektl diagnostiky je také vysetifeni sentinelovych uzlin, coZ jsou prvni uzliny, kam se

nadorové buriky mohou Sifit.



3. ABSTRAKT

Tato bakaldrska prace se zaméruje na laboratorni diagnostiku maligniho melanomu a
zpracovani sentinelové uzliny, pficemz poskytuje struény prehled o tom, co maligni
melanom je, jak se provadi jeho diagnostika a jaké existuji typy tohoto zhoubného
nadoru. Duraz je kladen na vyznam vySetfeni sentinelovych uzlin v diagnostice a stagingu
melanomu. Hlavnim cilem prace je popsat postupy laboratorniho zpracovani biopsie
kGize a sentinelové uzliny, véetné vyuZiti imunohistochemickych metod. Prace také
obsahuje kazuistiku pacienta, ktera ilustruje vyznam a aplikaci laboratorni diagnostiky
melanomu v klinické praxi. Timto zpUsobem prace pfindsi komplexni pohled na
diagnostické postupy v laboratornim prostfedi souvisejici s malignim melanomem a

pfispiva k lepSimu porozumeéni této problematiky mezi odbornou a laickou verejnosti.

Kli¢ova slova: maligni melanom, sentinelova uzlina, laboratorni diagnostika,

imunohistochemie



4. ABSTRACT

This bachelor thesis focuses on the laboratory diagnosis of malignant melanoma and the
processing of sentinel lymph nodes, providing a brief overview of what malignant
melanoma is, how its diagnosis is conducted, and the types of this malignant tumor.
Emphasis is placed on the significance of sentinel lymph node examination in the
diagnosis and staging of melanoma. The main aim of the thesis is to describe the
procedures for laboratory processing of skin biopsy and sentinel lymph node, including
the utilization of immunohistochemical methods. The thesis also includes a patient case
study, illustrating the importance and application of laboratory diagnosis of melanoma
in clinical practice. In this way, the thesis provides a comprehensive view of diagnostic
procedures in the laboratory environment related to malignant melanoma and
contributes to a better understanding of this issue among both professional and lay

audiences.

Key words: malignant melanoma, sentinel lymph node, laboratory diagnostics,

immunohistochemistry



5. ZADANI - CiL PRACE

Cilem mé bakalarské prace je stru¢né popsat, co maligni melanom je, jaké mame typy a
jak se vysSetruje. Dale se zaméfuji na dikladny popis laboratorniho zpracovani biopsie
kGize spolecné se zpracovanim sentinelové uzliny dle protokolu, kterda je nedilnou
soucasti vySetieni v konkrétni akreditované histologické laboratofi Ustavu patologie FN

Kralovské Vinohrady.
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6. OBECNA MORFOLOGIE KUZE

KlZe, nazyvana také cutis, tvofi vnéjsi obal téla a je nejvétSim organem lidského téla
podle plochy, kterd se pohybuje mezi 1,5 a7 2,0 m? v zavislosti na postavé a konstituci
jedince. Jeji tloustka se pohybuje od 1 do 4 mm podle typu a mista v téle a jeji hmotnost
dosahuje az 3 kg. Sklada se ze 3 hlavnich ¢asti, z pokozky (epidermis), skary (dermis,
corium) a podkoZniho vaziva (subcutis, hypodermis). Nedilnou soucasti jsou také
derivaty epidermis, a to chlupy, vlasy, nehty a Zlazové derivaty, v€etné mazovych,
aromatickych a mlé¢nych zlaz. (1, 2)

Kidze md specifickou roli vochrané vnitiniho prostfedi organismu pred
mechanickymi, chemickymi a biologickymi vlivy a zafenim. Kromé toho plni také
metabolické funkce, napftiklad produkci vitaminu D3, a ddle se G¢astni latkové vymény a
slouzi jako exkrec¢ni organ diky svym Zzlazam. Dulezitou funkci kiize je mimo jiné i

termoregulace, diky ni ovlada tepelné ztraty do okoli. (1, 2)

6.1 Epidermis (pokozka)

Epidermis, nejjemnéjsi vrstva klize ma proménlivou tloustku od 0,04 mm (na vickach) po
1,6 mm (na dlanich), s prdmérnou tloustkou kolem 0,1 mm. Je tvofena vrstevnatym
dlazdicovym rohovéjicim epitelem, ktery je metabolicky aktivni a skldda se ze dvou
hlavnich typd bunék: keratinocyt a dendritickych bunék (melanocyty, Langerhansovy
buriky a Merkelovy buriky. (3)

Epidermis se sklada z nékolika vrstev: stratum basale, stratum spinosum, stratum
granulosum, stratum lucidum a stratum korneum. V téchto vrstvach mizeme pozorovat
rGznd stddia maturace a usporadani keratinocytl. V bazdlni vrstvé epidermis se také
nachazeji dendritické bunky — melanocyty, ze kterych pravé vychazi maligni melanom.

(3)
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6.1.1 Melanocyty

Jsou to specialni bunky s ¢etnymi vybézky neuroektodermdlniho plvodu a jsou umistény
ve stratum basale (spodni vrstva epidermis) mezi keratinocyty, ve vlasovém folikulu a
vyjimecné v koriu. Tyto buriky obsahuiji specifické organely nazyvané melanosomy, ve
kterych se syntetizuje a hromadi tmavy pigment melanin. Melanosomy jsou
transportovany ve vybéZcich melanocytl k jejich povrchu a dale jsou predavany do
cytoplazmy keratinocytli. Kazdy melanocyt zasobuje pigmentem nékolik desitek
keratinocyt(. Jsou citlivé na ultrafialové paprsky a reaguji na né aktivaci proliferace a
stimulaci syntézy melaninu. Jejich funkci je ochrana prfed poskozenim vyvolanym UV
zarenim. Melanin absorbuje a rozptyluje UV zareni, ¢imZ chrdni bunky klzZe pred
Skodlivymi ucinky. (1, 4)

Melanin je slozity pigment, ktery se vytvari pravé v melanocytech v epidermis
pomoci melanosomu. Prostfednictvim specialnich vybézk( se pak melanin transportuje
do keratinocytll, kde se uplatiiuje v procesu pigmentace. Mnozstvi melaninu v kizi je
ureno geneticky a ovliviuje variabilitu pigmentace u rlznych lidskych ras, coZ se
projevuje rliznymi fototypy. Syntéza melaninu zdvisi na aktivité enzymu zvaného
tyrozinaza, ktera je kontrolovana geneticky. Melanosomy funguji jako struktury
poskytujici bilkovinnou matrix pro vyrobu tyrozinazy, kterd preménuje aminokyselinu

tyrosin pomoci rliznych prekurzort na findIni melanin. (5)

6.2 Dermis (korium, cutis, skdara)

Dermis ma tloustku 0,6—3 mm a je 15-40krat silnéjsi nez epidermis, prestoze ma nizsi
energetické naroky nez epidermis. Tato vrstva kize se sklada z relativné nebunécné
pojivové tkané zahrnujici: kolagenni a elasticka vlakna, zakladni hmotu, fibrocyty,
dendrocyty, histiocyty, Langerhansovy bunky, Zirné buriky a ojedinéle lymfocyty. Také
zde mUZeme nalézt nervy, cévy, hladké svaly a epitelidlni struktury adnex keratinocytu.
Dermis lze ddle rozdélit do dvou ¢asti: adventicialni dermis a retikuldrni dermis. Tyto

Casti se lisi v usporadani a sile svazkl kolagenu a ve vétveni elastickych fibril. (3)
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6.3 Tela subcutanea (subcutis, podkozi)

PodkozZi vznikd z mezenchymu a obsahuje fibrocyty a adipocyty, které jsou zakladnimi
slozkami této vrstvy kize. Adipocyty neboli tukové buriky, produkuji tuk ve své
cytoplazmé, coz zpUsobuje, Ze jadro bunky je stlaceno k periferii. Zakladni strukturou
podkozi je shluk adipocytl nazyvany primarni mikrolalGcek, ktery se dédle agreguje do
sekundarniho lali¢ku obklopeného fibrézni tkani, zvané septum nebo trabekula.

Arterie a Zily podkozi jsou umistény v hlavnich fibréznich septech, zatimco mensi cévy
se v téchto septech odvétvuji z hlavnich krevnich cév a zdsobuji sekunddarni laltcky.

Kazdy adipocyt v podkozi je obklopen kapilarou. (3)

7. ULTRAFIALOVE ZARENI

Celkova expozice slunecnimu zafeni v lidské populaci roste vdlsledku traveni
dovolenych v ptfimofrskych a vysokohorskych oblastech a také vyuzivanim solarii. Trend
zvysujici se expozice slunecnimu zareni souvisi s nartistem incidence vsech typl koznich
nadord, vcéetné melanomu. Historicky bylo UV zafeni vyuZivano klécbé kozni
tuberkulézy a ve fotochemoterapii psoridazy a koznich lymfom(. V roce 1928 byl
experimentalné vyvoldn kozni nddor plsobenim UV zafeni u mysi. Epidemiologické
studie ve 40. — 50. letech minulého stoleni prokazaly moznost indukce koZznich nadoru
plUsobenim tohoto zareni. Expozice zafenim ma mnoho negativnich uGcinkd jako je
spaleni klze, fotodermatdzy, predcasné starnuti kliZze, imunosuprese a vznik koznich

nadord. (6)

7.1 Druhy zareni

UV zareni se déli do t¥i hlavnich kategorii podle vinové délky: UVA, UVB a UVC.
e UVA (315-400 nm): Tvofi vétSinu slunecniho UV zareni, které dosahuje zemského
povrchu. Toto zareni pronikda hluboko do kiZe a je spojeno s fotostarnutim,

protoze mlze zpUsobit tvorbu reaktivnich kyslikovych forem, které poskozuji

bunky. (7)
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e UVB (280-315 nm): Mnohem mensi ¢ast UVB pronikd atmosférou, ale ma
vyznamnéjsi ucinky na kazi. Toto zafeni je spojené sopalenim, ale také
s popdlenim sluncem a vznikem koZnich nadord. UVB mUZe pfimo poSkodit DNA
bunék kuze. (7)

e UVC (kratsi nez 280 nm): Ma nejvyssi energii, ale prakticky neprochazi
atmosférou. Mize byt nebezpecné pro Zivé bunky, ale v pfirozenych podminkach

nam hrozi nepfimo. (7)

Hloubka priniku UV zareni do klzZe skutecné roste se zkracujici se vinovou délkou, coz
ovliviiuje, jak rlizné typy UV zareni interaguji s burikami klZze a mohou zpUsobit
poskozeni. Je dllezité chranit kGzi pred nadmérnym vystavenim slunec¢nimu zareni a

pouzivat opalovaci prostfedky s odpovidajicim faktorem ochrany pfed UV zarenim. (7)

7.2 Kozni fototyp

Reakce kliZe na slunecni zareni neni u vSech jedincl stejnd. Intenzita pigmentace po

’

oslunéni je ovlivnéna celkovou davkou zafeni a geneticky kontrolovanou funkéni
kapacitou melanocytll. Mdme celkem pét zdkladnich koZnich fototyp(, kde se hodnoti
odstin kGize na mistech, kterd jsou trvale chrdnéna pred pUsobenim sluneéniho zareni.
Hodnoti se také podle reakce neopdlené a nechranéné kize na dvouhodinovém slunéni

v priibéhu letniho bezobla¢ného dne. (6)

Svétla az bila kdze, rezavé vlasy, Prakticky vzdy se spali, nikdy
modré oci, cetné pihy nezhnédné
Svétla klze, blond vlasy, zelené oci,
mirny sklon k tvorbé pih

ZCervenani, vétsSinou se spali

Ptirozené mirné pigmentovana kuze, Z&ervendni po intenzivnim
1. tmavé vlasy, rlizné zbarvené oci slunéni, vétsSinou pfimé
(Casto hnédé) zhnédnuti kbize
V. Snéda kdze, tmavé hnédé az cerné Velmi zfidka z€ervena, po
vlasy a hnédé oci oslunéni vidy jesté vice zhnédne
Prirozené hnéda klze, tmavé hnédé oy . "
V. Khze se nikdy nespali

az erné vlasy, hnédé oci

Tab1. KoZni fototypy. (1)
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8. MALIGNIi MELANOM

8.1 Definice a etiologie

Maligni melanom je zhoubny nador klze, ktery vznika invazivni neoplastickou proliferaci
melanoblastd (nezralych melanocytd) v kazi, ocich nebo konjunktivach pattici
k neuroektodermovym nadorlim. Také se mlzZe primarné objevit i v jinych orgdnech,
jako jsou mocovy méchyt, travici Ustroji, v plicich, ovariich nebo Zlu¢niku, ale jeho vyskyt
v téchto orgdnech je vzacny. Nadory se mohou Sifit prostfednictvim lymfatického i
cévniho systému. (8, 9)

Pramérny vék, ve kterém je diagn6za melanomu stanovena, je 56 let, ackoli se
onemocnéni vyskytuje u obou pohlavi pfiblizné stejné, u Zen se objevuje v mladsim véku.
Podle rdznych zdroji z literatury vznikd melanom v 30-70 % pfipadld na zdkladé

pigmentového névu, zatimco zbytek vznika na zdravé kizi. (10)

8.2 Patogeneze

Pficiny maligniho melanomu nejsou Uplné zndmy. Nador mizZe vzniknout na normalni
kGzi nebo na zakladé existujicich melanocytovych névi, zejména atypickych névd,
v loZisko lentigo maligna a vzacné i z modrého névu. Podplirné faktory zahrnuji
imunosupresivni a kancerogenni Ucinky sluneéniho zafeni, zejména jeho UV slozky,
geneticky podminéné fototypy | a I, a familiarni vyskyt atypickych névi nebo melanomu.
| kratkodobd expozice, zejména v détském véku, je spojena se zvySenym rizikem vzniku
melanomu. (8)

Maligni melanom roste ve dvou fazich: horizontadlné — radialni fazi anebo
vertikdlné. V horizontalné — radialni fazi pronikaji atypické melanocyty do vyssich vrstev
epidermis a vytvareji klony srlznou rychlosti ristu a tvorby melaninu. Ve fazi

vertikalniho rGstu buriky pronikaji do koria a dale se zde mnozi. (8)
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8.3 Klinicky obraz a histopatologické typy

Casné stadium melanomu nemad vyrazné pfiznaky. Pigmentova léze m@ze mit nasledujici
znaky: rlst, zmény okrajli, pigmentace. Pozdéji se mlze objevit svédéni, a jako pozdni
pfiznak i krvaceni. Pacienti si mohou byt védomi melanomu aZ po zranéni, kdy nador
zacne rychleji rlst. Pozdni pfiznaky zahrnuji zvétSeni lymfatickych uzlin nebo vznik
podkoZnich ¢i vzddlenych metastdz. Pribéh a progndza jsou ovlivnény pokrocilosti

primarniho melanomu a ¢asnosti jeho detekce. (11)

Histopatologické parametry uréuji zdvaznost melanomu:

e Tloustka nadoru: Méfi se od povrchu nadoru k nejhlubsim partiim (hodnota dle
Breslowa).

e Hloubka invaze: Hodnoti, jak hluboko nador pronikda do koria (oznaceno dle
Clarka, stupné I-V).

e Povrchova ulcerace: Hodnoti se, zda vznikla spontdanné bez predchoziho
poranéni nadoru.

e Stav sentinelovych uzlin: Prvni uzlina, do které pfitéka lymfa z primarniho

nadoru, prikaz metastaz zhorsuje diagndzu.

Kvalitni anamnestické informace a pozorovani charakteristickych znakd pigmentové léze
jsou klicové. Zmény ve velikosti, tvaru, barvé a povrchu |éze mohou signalizovat maligni
charakter. Standartni vySetreni zahrnuje dermatoskopii sledujici barevné a strukturalni

zmény. (11)

8.3.1 Melanoma in situ

Melanom in situ reprezentuje pocatecni stadium melanomu, kdy se nador nachazi pouze
v epidermis a nepronikl bazalni membranu do okolnich tkani. Lentigo maligna je
oznaceni pro melanom in situ, kterd se wvyviji na k0Zi poskozené dlouhodobym
pUsobenim slunecniho zareni, prevainé na obli¢eji u starSich jedincl. Jeho klinicky
vzhled je makuldzni, plochy, bez vyraznych vystupkd nebo uzlik(i. Ma vyraznou a casto
skvrnitou pigmentaci. Okraje mohou byt mirné nepravidelné. Jeho velikost je obvykle

vétsi nez béziné nezhoubné névy. V této fazi obvykle nezplsobuje subjektivni obtize.
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Svédéni, ulcerace nebo krvaceni jsou minimalni. Vyznamné je, Ze melanom in situ trvale
roste a mlze se postupné ménit v jinou klinickou variantu. Je dlleZité melanom in situ
odstranit, aby se zabranilo jeho dalSimu rlstu a potencidlnimu priniku do hlubsich

vrstev kdzZe a okolnich tkani. (6, 12)

8.3.2 Lentigo maligna melanom (LMM)

Lentigo maligna melanom se Castéji vyskytuje u starsich jedinct, pricemz pramérny vék
pti diagndze je 65 let. U mladych lidi je téméf nevyznamny a je velmi zfidka zjistovan az
do véku 40 let. Nej¢astéji se objevuje na obliceji, zejména tvarich a nose, a méné casto
na krku, s minimalnim vyskytem na hrbetech rukou a nohou. Klinicky je lentigo meligna
melanom charakterizovan vznikem noduldrniho rlstu v libovolné ¢asti plvodné ploché
pigmentace. Histologicky dochazi ke zménam v epidermis podobné jako u lentigo
maligna, akorat stim, Ze pribyva invazivni slozka tvorena nepravidelnymi shluky
melanomovych bunék v dermis. Pokud dojde k vertikdalnimu rlstu, nador ziskava

schopnost invazivniho rlistu a metastazovani. (6, 12)

8.3.3 Superficialné se Sifici melanom (SSM)

Superficidlné se Sifici melanom predstavuje nejcastéjsi formu tohoto nddoru s loZisky
atypickych melanocytl hlavné v epidermis s jejich intraepidermalnim Sifenim. Vyskytuje
se zejména u lidi stfedniho véku. Projevuje se pomalym zvétSovanim, zpocatku
stejnomérné a pozdéji nerovnomérné. Lozisko je svétle ¢i tmavé hnédé pigmentované,
pomérné ostfe ohrani¢ené a obvykle vétsi nez 6 mm. LoZisko se mlze zvysit nad okoli,
tvar se stdva nepravidelnym, a na obvodu vznikaji nepravidelné vybézky a zarezy.
V oblasti melanomu se mohou vyskytnout barevné rozdily, jako jsou hnéda az cernj,
svétlohnéda, modrosedd nebo modra ¢ast. Barevné rozdily mohou byt zplsobeny
mnozstvim a hloubkou melaninu nebo dilataci krevnich cév. U SSM je relativné Castd
spontanni regrese a povazuje se za imunitni reakci organismu, ktera nema vliv na

progndzu nadoru. (6, 12)
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8.3.4 Nodularni melanom (NM)

Nodularni melanom je invazivni forma melanomu, ktera se vyznacuje absenci vyraznych
intraepidermdlnich nadorovych bunék za okrajem dermalni invazivni slozky. PfevaZzuje
zde vertikalni faze rastu. Je Casto diagnostikovan az v pokrocilém stadiu, coz je spojeno
s horsi progndzou, kdy mizeme nachazet rlizné velké uzly v koriu, bez zastiZeni inicialni
radiadlni faze. Klinicky se NM projevuje jako pevné papuly nebo noduly, obvykle s ulceraci
a mensi pigmentaci ve srovnani s jinymi invazivnimi melanomy. Léze jsou ¢asto svétlejsi
barvy. Pigmentované NM mohou mit specifické rysy, jako jsou symetricky pigmentovy
vzor, velké cévy, homogenni modra pigmentace, symetricky tvar, modro — bily zavoj,
rGzova a Cerna barva, které je mozné identifikovat pomoci dermatoskopie. Tento typ je

charakterizovan agresivnim chovanim a vysokou tendenci k metastazovani. (6, 12)

8.3.5 Akrolentigindzni melanom (ALM)

Akrolentigindzni melanom je typ melanomu, ktery se vyskytuje na ploskach, dlanich a
v oblastech nehtl, kdy postihuje obvykle starsi jedince okolo 60 let. Je castéjsi u
tmavsich ras, u bilé rasy je pomérné vzacny. Etiologie tohoto typu neni jasna, nebot
akralni ¢asti nebyvaji vystaveny UV zafeni. V patogenezi mUzZe hrat roli trauma, stres,
macerace &i jina iritace. Casto byvd diagnostikovan a# v pokrocilém stadiu, protoie
mnoho jedincd si nadoru na ploskach vSimne, az kdyz je natolik velky, Ze zplsobuje
obtiZze v boté nebo zacina krvacet. ALM zacind jako plosné, skvrnité pigmentované,
nepravidelné lozZisko, které se obvykle invazivné rozrlsta do hlubsich vrstev, coz mize
vést k vyrazné tloustce i u zdanlivé ploché léze. Progndza tohoto typu je Spatna, obecné

je horsi nez u melanomu jinych typ podobného stadia. (6, 12)

8.4 Incidence a mortalita v CR

V Ceské republice bylo vroce 2011 hla%eno celkem 2044 (1086 u muzi, 958 u Zen)
pfipadl maligniho melanomu a dalSich 433 (179 u muz(l, 254 u Zen) pfipadld melanoma
in situ. Melanom byl v tomto roce devatou nejcastéjsi diagnostikovanou onkologickou
diagnézou. Oproti roku 1980, doslo k narlstu incidence maligniho melanomu na

3,6nasobek. Melanoma in situ v roce 1980 nebyl hlasen, doslo tedy k narlstu incidence
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na 4,4nasobek. Priblizné od roku 2007 je v absolutnich i standardizovanych dislech
patrna spise stagnace incidence melanomu v CR. (10)

Nejvice pfipadl melanomu v absolutnim poctu je diagnostikovano u muzli i zen
ve vékové skupiné 60-64 let. V pfepoctu na 100 000 obyvatel daného véku a pohlavi je
vidét rostouci trend napti¢ vSemi vékovymi skupinami, od vékové skupiny 55-59 let
dochazi k narustu pripadl u muzi oproti Zenam, ve vékové skupiné 85 a vice let je vyskyt
na 100 000 osob u muz(i oproti Zendm trojnasobny. (10)

V roce 2011 se podafilo 84,1 % pfipadl maligniho melanomu zachytit v prvnim
nebo druhém stadiu onemocnéni, kdy je progndza lécby prizniva. V roce 2011 zemfrelo
v Ceské republice celkem 365 lidi na zakladni pfi¢inu umrti — maligni melanom, z toho
201 muzid a 164 Zen. Absolutni pocty umrti zplsobenych malignim melanomem mirné
stoupaji v dlouhodobém srovnani, avsak standardizovand mira Umrtnosti z(stava

stabilni. (10)

8.5 Terapie

Zakladni Ié¢ebnou strategii pro primarni melanom je chirurgické odstranéni nadoru. Pfi
této procedure je dllezité odstranit nador spolu s dostatecné Sirokym okolnim okrajem
zdravé tkané, pricemz sirka tohoto okraje zavisi na tloustce nadoru. Napriklad u nador(
s tloustkou do 1,0 mm je postacujici okraj o Sifce 1 cm, u nadoru s tloustkou do 4,0 mm
se doporucuje okraj o minimalni Sifce 2 cm a u nadord s tloustkou nad 4,0 mm az 3 cm.
Tato hloubka excize odpovida Sifce okraje zdravé tkané, pricemz se neodstranuje
svalova fascie. (8)

U pokrocilych melanomi se ¢asto provadi vySetfeni sentinelové uzliny, ktera je
prvni uzlinou drenujici oblast nadoru, bud soucasné s odstranénim primarniho nadoru
nebo ndsledné po potvrzeni histopatologické diagndzy. V pripadé nejasné klinické
diagndzy by méla byt provedena Uplna excize a rozsah dalSiho chirurgického zakroku by
mél byt stanoven az na zakladé vysledkU histologického vysetreni. Jestlize je doporuceno
vySetieni sentinelové uzliny (SLN), mélo by byt provedeno soucasné s reexcizi jizvy po
nesiroké excizi primdarniho nadoru. Rozsahla excize primarniho nddoru vylu€uje moznost

nasledného vysetfeni SLN. (8, 13)
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V adjuvantni 1é¢bé pokrocilych melanom(l s vysokym rizikem metastaz se nejcastéji
vyuziva specifickd imunoterapie interferonem o a testuji se rlizné typy vakcin. Volba
[éCebné metody u metastazujiciho melanomu zavisi na lokalizaci metastaz a jejich
velikosti. U metastaz v orgdnech se nejcastéji pouziva chemoterapie nebo kombinovana
chemoimunoterapie a kostni metastazy se casto lé¢i aktinoterapii, kdy ucéinnost lé¢by
metastazujiciho melanomu je obvykle omezena a primérna doba prezivani pacientl je
obvykle mezi 6 a 9 mésici. Nejucinnéjsi lébou melanomu zlstdva jeho vcasna

diagnostika a chirurgické odstranéni. (8)

8.6 Onkogenni mutace u melanomu

Vznik melanomu je sloZity proces, ktery provazi genetické a epigenetické zmény, jez se
mohou dédit nebo vznikat spontanné. Mezi klicové genetické zmény zapojené do vyvoje
melanomu patii mutace v genech CDKN2A, genové rodiny Ras/Raf, receptorové
tyrosinkinazy c-KIT a aktivace signalni drahy PI3K/AKT. (3)

Rodinna predispozice pro melanom je povazovana za vyznamny rizikovy faktor,
zejména v pripadé mutaci v genu CDKN2A, které se vyskytuji v zarodecéné linii. Tyto
mutace spojujeme s vyskytem jak familidrniho, tak sporadického melanomu. Ptiblizné
20-40 % hereditarnich melanomu a 0,2-2 % sporadickych melanom(l vykazuje mutace
vtomto genu. Mutace v CDKN2A mohou zvysit riziko vzniku melanomu az 53krat
v porovnani s béZznou populaci. (3)

Genetické odchylky u melanomu casto ovliviuji klicové signalni signalni drahy,
které hraji dllezitou roli v normalni biologii melanocytud. Napfiklad mutace v genu BRAF,
ktery kéduje protein zapojeny do drahy RTK-RAS-RAF-MEK-MAPK, jsou casté u
melanom. Dalsi mutace v receptorovych tyrosinkindzach, zejména v proteinu KIT, jsou
také pozorovany, zejména u lézi v oblastech s malou expozici UV zareni. Aktivace PI3K
signalni drahy je dalSim mechanismem, ktery se podili na vyvoji melanomu, a to

prostrednictvim regulace bunécné proliferace, rlstu a invazivitu bunék. (3)
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8.7 Prevence

Ve

Hlavni pfi¢inou vzniku vétSiny koZnich nador(, vcetné melanomu, je plsobeni
ultrafialového zareni (UV). Nejvice ohroZzenou skupinou jsou lidé s jasnou klzi, ktera se
snadno spali, svétlymi nebo rezavymi vlasy a modryma ocima. DalSimi rizikovymi faktory
pro vznik melanomu jsou rodinnd ¢i osobni historie melanomu a pfitomnost

mnohocetnych melanocytarnich névi nebo névi dysplastickych. (14)

8.7.1 Primarni prevence

Primdrni prevence melanomu je zaméfena na minimalizaci expozice plsobenim
mutagennich faktord na kdzi, s dlirazem na ochranu pred UV zarenim, véetné UVB a UVA
slozek. Zakladem primdrni prevence jsou edukacni programy, které upozornuji na
nebezpeci nadmeérné expozice slune¢nimu zareni a poskytuji navod, jak se chranit pfi
pobytu na slunci. Vétsi pozornost je vénovana také uzivani soldrii a zd(iraziiuje se jejich

Skodlivost, zejména kdyz je kombinovano s pfirozenym slune¢nim zafenim. (14)

8.7.2 Sekundarni prevence

Sekundarni prevence spociva ve vyhledavani prednadorovych lézi nebo ¢asnych forem
nadoru. Vétsinu melanom( lze detekovat pouhym pohledem nebo pohmatem coz
zvySuje Sanci na jejich v€asny zachyt. Sekundarni prevence zahrnuje osvétu o moznosti
sebevysetfovani a sebekontroly. Jednotlivec by mél byt povzbuzovan k pravidelné
kontrole pokozky a ndvstéve Iékare v pfipadé podezielych zmén. (14)

Screeningové programy hraji dlleZitou roli v sekundarni prevenci melanomu, bud’
pro celou populaci nebo zaméfené na specifické skupiny s vy$$im rizikem. Uspé$né
programy primarni prevence by mély vést k postupnému snizeni vyskytu melanomu,

zatimco sekundarni prevence by méla vést ke snizeni vyskytu pokrocilych nadort a

snizeni umrtnosti. (14)
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9. KLINICKA DIAGNOSTIKA MALIGNIHO MELANOMU

Vysetreni kliZe a sliznic je béZné dostupné a prostym pohledem umozZiuje rozliseni viech
koZnich nador(l véas, jiz v poéinajici fazi nddorového ristu. Castou a hlavni pficinou
pozdé stanovené diagndzy byva nedostate¢nd informovanost pacient(l, ktefi si
neuvédomi, Ze rlst a zména pigmentového loZiska mohou znacit pravé prvni fazi
nadorového rlstu. Dalsi pfic¢inou je, Ze ne kazdy Iékar je schopen odlisit pocinajici fazi
melanomu od benigni pigmentové léze. Pro v€asny zachyt je nutné vysetfené klze
celého téla, véetné dlani, plosek, kstice a nasledné porovndvani pigmentovych lozisek na
trupu, rovnéz je tfeba provést palpaci spadovych lymfatickych uzlin. Klinické vysetieni
by mélo myt periodicky opakovano jako soucdst sledovani pacienta. (6, 15)

V dusledku toho, Ze se melanom vyskytuje vétSinou solitarné, je velmi dulezitou
pomuckou jeho odliSnost od ostatnich névl na téle. Melanom je v naprosté vétsiné
pfipadl na prvni pohled vyraznéjsi, byva syté a nepravidelné pigmentovan, vétsi nez
okolni projevy a témér pravidelné je moziné pozorovat osovou asymetrii loziska. DalSim
dllezitym parametrem jsou anamnestické Gdaje pacienta o tom, zda predchdazela néjaka
pigmentova léze, jak dlouho loZisko roste, jestli svédi nebo jestli nékdy krvacelo. U
vétsiny nemocnych se nelze spoléhat na anamnestické Udaje, tudiz diagnéza melanomu

Casto zavisi na klinickém obrazu a osobni zkusenosti dermatologa. (6)

9.1 Dermatoskopické vysetreni

Dermatoskopie (epiluminiscen¢ni mikroskopie) je neinvazivni vysetfovaci metoda
pouzivana v klinické praxi. Slouzi k detailnimu zkoumani morfologie |ézi, coz umozZnuje
l[épe viditelné detaily diky zvétSeni poskytovanému lupou nebo dermatoskopem.
Dermatoskop umoznuje in vivo vizualizaci barevnych zmén a struktur az do papilarni
dermis, odhaluje strukturalni detaily, které nejsme schopni rozeznat pouhym okem.
Problémy s diagnostikou mohou vznikat v disledku subjektivity hodnoceni, nedostatku
standardizovanych kritérii a obtizné reinterpretace vysledkd. Digitalni zpracovani a
uchovani fotografii umoziuje sledovani zmén v case a detailni analyzu léze. (3, 11)

K definitivni diagnéze je nutné zhodnotit klinické a pfipadné histopatologické
nalezy. Hlavnim cilem dermatoskopického vysetfeni pigmentovych lézi je rozliSeni

melanocytarnich od nemelanocytarnich Iézi, benignich melanocytarnich od malignich a
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rozhodnuti o tom, zda podezrelou lézi excidovat nebo sledovat, a také vyhodnoceni
bodovaciho systému pro maligni melanom. (3, 11)

Vysetfeni probiha tak, Ze se dermatoskopickd hlavice pevné pfilozi na lézi a
aplikuje se imerzni roztok pro lepsi viditelnost. Diky imerznimu roztoku dochazi
k odstranéni lomu svétla na nerovném povrchu Iézi a nasledné dojde k zprGhlednéni
rohové vrstvy. Jako imerzni roztok se obvykle pouZiva 70 % etanol nebo gel uréeny pro
sonografické vySetieni. Poté se podezield |éze hodnoti po osviceni diodovym svétlem.

(3, 11)

9.2 Klinicky priibéh a prognoza

Chovéani melanomu je ¢asto nepredvidatelné a ¢asto se projevuje agresivnim zplsobem
s rozsahlymi a ¢astymi metastazami v téle (prakticky kdekoliv). Avsak jsou také relativné
Casté pozdni metastazy, které se mohou objevit i mnoho let po odstranéni primarniho
nadoru, zejména do lymfatickych uzlin, jater, plic, kosti, centrdlni nervové soustavy, a i
do kGzi. Mezi klinické a patologické znaky, které pomdhaji rozlisit pigmentovany névus
od melanomu, spadaji tzv. ABCDE kritéria. (10)

U pfiblizné 20 % primarnich koZnich melanomd dochazi k prirozené regresi, kterd
obvykle byva ¢astecnd a zfidka kompletni. Klinicky vyznam této regrese neni uplné
zrejmy, ale u téchto melanomU se predpokladd nizsi riziko metastazovani do

sentinelovych uzlin. (12)

Hloubka invaze Sleté preziti

<0,8 95-100 %

1-2 mm 80-95 %

2,1-4 mm 60-75 %
>4 mm 50 %

Tab2. Prognéza pacienti s melanomem v zavislosti na hloubce invaze nadorovych

melanocytd. (2)
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9.2.1 ABCD(E) pravidlo

V roce 1985 byla predstavena pom{cka pro v€asné rozpoznani kozniho melanomu, ktera
se stala Siroce vyuZivanou jak ve zdravotnickych kruzich, tak i mezi laickou verejnosti,
kterd se hojné vyuzivd dodnes. Tato pom(cka je znama pod akronymem ABCD(E) a
detailné popisuje charakteristiky typické pro zacinajici melanom. Pokud se vySetfované
pigmentové loZisko shoduje s nasledujicimi parametry, je vidy nezbytné vzit v Gdvahu

moznost melanomu a pacienta indikovat k vySetfeni v melanomovém centru. (6)

" Béné iskané névy _[Dysplastické névyMelanom

A—tvar  symetricky asymetricky asymetricky

B — okraje |pravidelné nepravidelné nepravidelné

C —barva uniformne skvrnita skvrnita

D - velikost2—10 mm > 10 MM > 10 mm

E —vyvoj pouze docasn¢ symetrické pouze doCasné vzdy a  trvale
zvétSovani ABCD

Tab3. ABCDE charakteristika névli a melanomu. (3)

Akronym ABCD(E) znamena:

e A (asymmetry) — lozisko ma asymetricky tvar, ktery se vyrazné lisi od ostatnich
pigmentovych projeva na klzi.

e B (border) — okraje jsou nepravidelné s mnoha zarezy a vybézky, kterymi se
nador postupné Sifi do okoli.

e C (color) — barva zacinajictho melanomu je obvykle vyrazna, tmavé hnéda
s Castymi barevnymi nepravidelnostmi, v loZisku se vyskytuji rlzné odstiny
hnédé nebo c¢erné barvy, casto i rizové, cervené nebo Sedomodré a bilé plosky.

e D (diameter) — alespon jeden rozmér loZiska presahuje 6 mm, melanomy mensi
nez 6 mm jsou velmi vzacné, spiSe jsou zacinajici melanomy vétsi nez 10 mm

nebo se této velikosti blizi.

Obvykle je nutné, aby lozisko splfiovalo 3—4 z uvedenych parametr(, aby bylo vyjadieno
podezieni na zacinajici melanom. K dalSimu zlepsSeni presnosti byl k ABCD parametriim
pfidan novy ukazatel oznacovany jako E (evolving), ktery oznacuje vyvoj loziska. Kromé
zmén velikosti jsou pro zacinajici melanom charakteristické i postupné zmény ve vsech
typickych rysa. (6)
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10. SENTINELOVA UZLINA

Vyskyt melanomu za posledni tfi desetileti znacné vzrostl, s odhadem 106 110 novych
diagndz a 7180 umrti v roce 2021. Mira preziti je silné ovlivnéna stadiem nemoci v dobé
diagndzy, které je urCeno zasazenim lymfatickych uzlin. Biopsie sentinelovych
lymfatickych uzlin (SLN) — prvnich uzlin zapojenych do Siteni lymfy — mze predpovédét
potencial rakoviny v mistnim uzlinovém povodi nebo mimo néj. Histologie sentinelové
uzliny odrazi histologii zbyvajicich uzlin v lymfatickém povodi. Lymfatické mapovani
s biopsii SLN (SLNB) je spojeno s mnohem mensim rizikem komplikaci nez regionalni
lymfadenektomie a doporucuje se u pacientl s vyssim rizikem metastaz. SLNB poskytuje

dllezité informace pro progndzu a léCbu. (16)

10.1 Detekce sentinelové uzliny

Detekce sentinelové uzliny mize byt provedena dvéma rdznymi metodami. Prvni z nich
je vitdIni barveni, pfi kterém se pouziva lipofilni barvivo, nejcastéji lymfotropni patentni
modf. Toto barvivo se rychle adsorbuje do lymfatického systému po aplikaci
k primarnimu nadoru a zbavuje lymfatickou cévu a prvni uzlinu. V pfipadé sifeni barviva
ve vice smérech od primarniho nddoru jsou vSechny prvni zbarvené uzliny oznaceny jako
sentinelové. (17)

Druhou technikou je detekce gama zareni po aplikaci znac¢eného koloidu. Vétsi
Castice koloidu se Sifi lymfatickym systémem pomaleji a jsou fagocytovany v prvni uzliné.
Aplikace radiokoloidu musi byt provedena s dostate¢nym predstihem, obvykle 2-24
hodiny ptred operaci. (17)

| kdyZ obé& metody jsou povazovany za komplementarni u fady nadord, nejlepsi
vysledky pfi identifikaci sentinelové uzliny jsou dosazeny pfi jejich kombinovaném
pouziti. AvSak tato vysSi UspésSnost je vyvaiena zvySenou technickou a finanéni

narocnosti procedury a zatézi pro pacienta. (17)
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10.2 Lymfoscintigrafie sentinelové uzliny

U¢elem lymfoscintigrafie sentinelové uzliny je identifikovat polohu sentinelové uzliny a
urcit, které spadové lymfatické uzliny odvadéji lymfu z oblasti primarniho nadoru, coz
mUZe naznacovat moznost vzniku lymfatickych metastdz. Tato metoda také umoznuje
vzniku hruby odhad poctu sentinelovych uzlin v rdznych oblastech, identifikaci tzv.
intranzitnich uzlin a/nebo signalizaci sentinelové uzliny v neobvyklych lokalitach.
Oznaceni polohy uzliny na klzi v jedné nebo dvou projekcich béhem lymfoscintigrafie
usnadiiuje chirurgovi jeji nalezeni, coz je zvlasté dulezité v ptipadech, kdy ma
zdravotnické zafizeni s detekci sentinelovych uzlin omezené zkusenosti. Tato technika
lymfoscintigrafie také muize pomoci rozlisit sentinelové uzliny od ostatnich spadovych

lymfatickych uzlin. (17)

11. IMUNOHISTOCHEMIE

Imunohistochemie je laboratorni metoda vyuZzivajici principt imunologickych metod pfi
zkoumani bunék nebo tkani. Pokud definujeme histochemii jako identifikaci chemicky
definovanych sloZek in situ, tedy pfimo v bunkach, tkanovych kulturach nebo fezech
tkanovych blok(, pak imunohistochemie, ktera je jeji soucasti, vyuziva k této identifikaci
specifické vazby mezi antigeny a protildtkami. Protilatky jsou obvykle spojeny
senzymem nebo fluorescenénim barvivem. Antigeny nebo jejich antigenni
determinanty jsou detekovany v bunkach a tkanich pomoci protilatek, které se vazou na
bunky a tkadnové rezy. (18, 19)

Poté, co se protilatky navazou na antigen ve vzorku tkané, dojde k aktivaci enzymu
nebo barviva a antigen pak lze vidét pod mikroskopem. Tyto antigeny mohou byt
pfitomny ve tkdnich bud endogenné, nebo exogenné. Kdyz je v tkani pfitomna antigenni
determinanta, proti niZ je specificka protilatka namifena, protilatka se na ni pfipoji svou
vazebnou ¢3sti. Tuto vazbu nebo navazanou protildtku Ize zobrazit rGznymi zpUsoby. (18,
19)

V poslednich desetiletich se imunohistochemie stala uZitecnym ndstrojem pro
vyzkum biologickych objektd, ktery doplfiuje histologické a elektronmikroskopické

metody na jedné strané a biochemické a molekuldarné genetické metody na strané
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druhé. Imunohistochemie mlze byt provadéna jak na urovni svételné, tak elektronové

mikroskopie. (18)

11.1 Imunohistochemické metody

Metoda detekce primdarni protilatky, kterd je navdzana na poZadovany antigen
v imunohistochemickych metodach, muize byt bud pfima anebo nepfima. Volba pfimé

nebo nepfimé detekce je asto predepsana hladinou exprese cilového antigenu. (20)

11.1.1 Metody primé

V metoddch primé detekce je primarni protilatka prfimo konjugovdna se znackou
k detekci poZzadovanych antigen( ve tkani. | pfesto, Ze tyto metody jsou jednoduché a
Casové méné narocné, jsou obvykle méné citlivé a postradaji schopnost zesilovat slabé
signaly. Pfima detekce je vhodna pro detekci vysoce exprimovanych antigent. Pro
pfimou detekci mize byt vyuZita primdarni protildtka konjugovdna s enzymem, jako je
kfenova peroxidaza nebo alkalicka fosfataza nebo fluorochrom. Vyhodou pfimé detekce

je, Ze neni nutny dalsi inkubacni roztok se sekundarnim cinidlem. (20, 21)

11.1.2 Metody nepiimé

Béhem neprimé detekce je primarni protilatka vazana znacenou sekundarni protilatkou,
ktera byla vypéstovana proti hostitelskému druhu primarni protilatky. Nepfimé metody
mohou také zahrnovat kroky zesilené pro zvyseni intenzity signdlu. Tato detekce je
vhodnéjsi pro studie slabé exprimovanych antigen(, které tézi z amplifikace signalu
zajistovaného sekundarnim cinidlem. Amplifikace signdlu nastavd prostrednictvim
potencialu dvou nebo vice znacenych sekundarnich protilatek vazat se na kazdou
primarni protilatku. PouZiti sekundarni protilatky vsak vyzaduje dalsi blokovaci kroky a
kontroly. Signal muZe byt také zesilen pouzZitim avidinu nebo streptavidinu
s biotinylovanymi sekundarnimi protildtkami. Amplifikace vznika schopnosti kazdé
molekuly avidinu nebo streptavidinu vazat se na 4 biotinylované sekundarni protilatky.
Pouziti metod zaloZzenych na biotinu vSak vyZaduje dalsi blokovaci kroky, aby se

zabranilo nespecifické vazbé na endogenni biotin. (21, 22)
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11.2 Protilatky

Monoklonalni a polyklonalni protilatky se podstatné lisi svym plvodem, specifi¢nosti a
pouzitim. Monoklondlni protilatky pochdzeji z jediného bunécného klonu a projevuji
vysokou specifickou vazbu na jediny epitop na cilovém antigenu s konzistentni strukturni
jednotformitou. Naopak polyklondlni protilatky jsou odvozeny z mnoha klont B bunék a
maji Sirsi schopnost rozpoznavat rlizné epitopy, coz vede k vétsi strukturni diverzité. (23)

Vyroba monoklonalnich protilatek ¢asto vyzaduje vice ¢asu a je nakladnéjsi, coz
je €ini vhodnymi pro specifické aplikace, jako je diagnostika a cilend terapie. Naopak
polyklonalni protilatky jsou rychleji dostupné a maji nizsi naklady, coz je ¢ini vhodnymi
pro rlizné vyzkumné aplikace. Volba mezi monoklonalnimi a polyklonalnimi protilatkami
zavisi na konkrétnich pozadavcich experimentu nebo aplikace, a to véetné faktor( jako

je presnost zaméreni, cena a potrfebny rozsah rozpoznavani epitopu. (23)

11.2.1 Polyklonalni protilatky

Polyklondlni protilatky jsou séra ziskana opakovanou imunizaci zvifat specifickym
antigenem a predstavuji daleZity nastroj v biomedicinském vyzkumu jiz po mnoho
desetileti. Siroké spektrum makromolekul, jako jsou proteiny a polysacharidy, mize
slouzit jako antigeny, coz znamend, Ze mohou vyvolat tvorbu specifickych protilatek.
Imunitni systém muzZe rozpoznat i antigenni determinanty, které jsou si velmi podobné,
a to diky specifité protilatek, ktera je zaloZena na komplementarité mezi vazebnym
mistem protilatky a epitopem. (18)

Kazdy klon B lymfocytli produkuje protildtku sjednou specifitou, ktera
rozpoznava jednu antigenni determinantu, coZ vede k polyklondlni odpovédi.
Polyklondlni sérum je smési protildtek s rliznou specificitou a afinitou k antigenu,
raznych tfid a podtfid, a riznych biologickych a fyzikalné-chemickych vlastnosti. Tyto
protilatky se ziskavaji odbérem krve po opakované imunizaci a jejich kvalita mize byt

vylepsSena cisténim. (18)
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11.2.2 Monoklonalni protilatky

V roce 1975 Kohler a Milstein vyvinuli techniku, kterd umoznuje rast bunécné populace
jednoho klonu, ktery produkuje poZzadované monoklondlni protilatky, in vitro. Prvni faze
pfipravy monoklondlnich protildtek je podobna ptipravé polyklonalniho séra, kdy je
zvife, nejcastéji mys, imunizovdno vybranym antigenem. Bunécna suspenze
zimunizované sleziny je poté fuzovana srelativné nesmrtelnymi myelomovymi
burikami, které jsou odvozené od mutantni bunécéné linie nadorovych B lymfocytl a
ztratily schopnost syntetizovat molekuly Ig. (18)

Fize bunék se provadi nejéastéji pomoci polyethylenglykolu, ktery stimuluje fuazi
membran, nasledovanou fuzi jader. Hybridni bufky jsou nasledné kultivovany
v selekénim médiu obsahujici hypoxantin, aminopterin a thymidin (HAT medium).
Aminopterin blokuje hlavni cestu syntézy nukleotidu, takze buriky v HAT médiu preZivaji
jen pokud maji enzym hypoxantin nebo thymidinkinazu (TK), které jsou nezbytné pro
alternativni metabolickou cestu syntézy nukleotidu. (18)

Tyto vybrané klony, zndmé jako hybridomy, jsou dile mnoZeny a jsou vybirany
zamérné tak, aby obsahovaly myelomové linie defektni v enzymu HGPRT nebo TK, ¢imz
zajistuje, Ze myelomové burnky v HAT médiu hynou. Vybrané hybridomy jsou dale
testovany na produkci protilatek specifickych pro dany antigen. Monoklondlni protilatky
produkované jednim hybridomem jsou identické, coz znamen3, Ze jsou jedné tfidy (nebo
podtridy), vazi se na stejnou antigenni determinantu s podobnou afinitou a maji stejné

fyzikdlné-chemické vlastnosti. (18)
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12. LABORATORNi ZPRACOVANi BIOPSIE KUZE A
SENTINELOVE UZLINY

V laboratornim zpracovani se zaméruji na histologické zpracovani vzork( klze a
sentinelovych uzlin tykajici se internich standardizovanych postup(l histologické
laboratote v Ustavu patologie Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady.

Je to dulezity proces, ktery zahrnuje pfijem, pfikrojeni, zpracovani, krdjeni, zakladni
prehledné barveni, imunohistochemické barveni a mikroskopické vyhodnoceni
tkdnovych vzorkd ziskanych z biopsie nebo chirurgického zdkroku. Tento proces
umoznuje detailni zkoumani struktury a morfologie tkani, coz ndm poskytuje informace

o moznych patologickych zménach nebo diagnéze onemocnéni. (24)

e V pribéhu procesu zpracovani tkani az po kone¢nou kompletaci pravodky lékar i

laborantka pribézné provadé;ji:

o Shodu a kvalitu zna¢eni materialu, privodky, bloku a podlozniho skla.
o PrlbéZnou kontrolu kvality zpracovdni (prosyceni, tloustky fezu, kvality

barveni). (24)

12.1 Evidence (prijem) materidlu

Vzorky jsou do pfijmové ¢asti laboratore dopravovany z jednotlivych klinik a oddéleni
FNKV a dalSich zdravotnickych zafizeni: pracovniky dopravniho oddéleni FNKV,
pracovniky jednotlivych oddéleni a klinik FNKV, externim prepravcem — vzorky
z jednotlivych ordinaci, biopsie ke konzultaci, pfibuznymi pacientq, pfipadné pacientem,
ktefi byli poslani oSetfujicim lékafem.

Odbér a fixaci primarniho vzorku provadi Iékaf klinik na klinickém pracovisti mimo
Ustav patologie. Veskery material k vySetieni je doprovazen elektronickou papirovou
privodkou, kde je uvedena identifikace. Spolu s materidlem, ktery je dodan do
laboratore, je moiné preddavat prejimajicimu laborantovi k podpisu knihu odbérd
z odesilajiciho oddéleni v niz je laborant provadéjici prvotni pfijem a kontrolu povinen
otisknout svoje identifikacni razitko a potvrdit tak spravnost a kompletnost dodavky.
Laborant kaZdou privodku oznaéi poradovym CcCislem a doplni je i na nadobu

s materialem. (24)
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12.2 Sampling (pFikrojeni) materialu

Laborant nebo THP doplfiuje ve spoluprdci s Iékafem tzv. makropopis (vzhled tkanég,
velikost, barva apod.), ktery je v soucinnosti s ur¢ovanim mikroskopického hodnoceni.
Béhem procesu se zapisuje v elektronické podobé (diktovani do programu), popfipadé
na privodku nebo pfiloZzeny list papiru oznaceny cislem pripadu. Na predni stranu
pravodky vpravo se z divodu prehlednosti dopliiuje pocet blok(, které se zpracovavaiji.
Na zadni stranu privodky do razitkového vzoru se piSou kédy pro pojistovnu. (24)

V pribéhu prikrajovani, ¢i makroskopického posouzeni materidlu |ékafem
vytiskne laborant kazetku s ¢islem materidlu s pofadovym pismenem, do které je
pfikrojeny material vlozen. Malé koZni excize se ukladaji jesté do filtracnich papirku
z dlvodu eliminace ztraty materialu pti zpracovani. DalSi barvici metody a poZadavek na
prikrojeni urcuje Iékar. Peclivé uzaviené kazetky nasledné vklada do kosu, které zavési
do tkanového procesoru. Zbyvajici materidl, ktery se nezpracoval v celém rozsahu, je
podle cisel uskladfiovan do skfini na material s odtahem. Jeho likvidace je moznd az po
stanoveni kone¢né diagndzy. (24)

Malé vzorky, u kterych se nevyzaduje
prikrojeni |ékafem, je popis a pfiprava vzork(
ukolem laboranta, a to popis a nalozeni do kazet.
Laborant vytiskne kazetku s pfislusnym cislem a
pofadovym pismenem, do které je pfrikrojeny
materidl viozen. Udaje o poctu blokd a specidlnich

metodach se zapisuji ru¢né do bioptické knihy. (24)

Obr. 1 Prikrajovani (vlastni zdroj)
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12.3 Tkanovy procesor VIP6

Tkanovy procesor Sakura VIP6 je vykonny automaticky
pristroj uréeny ke zpracovani vzork( tkani procesem
odvodnéni a nasledného prosyceni tkané parafinem
postupnym precerpavanim reagencii do reakéni nadoby
dle nastaveného programu. Cirkulace reagencii okolo
vzorkl je zajiSténa precerpavanim roztokd v reakéni
nadobé, proces lze zkvalitnit a urychlit nastavenim
teploty, vakua nebo pretlaku v reakéni nddobé. Tkarnovy
procesor je urceny jak k rutinni praci, tak pro aplikace
v lékarském a technickém vyzkumu. Maximalni pocet

zpracovanych kazet v 1 cyklu je 300. (24)

Obr.2 Tkanovy procesor
Kroky v procesu zpracovani tkani:

VIP 6 (vlastni zdroj)
1) Fixace tkané
Proces fixace tkané probihd v 10 % formolu
:&ATissue“:Ig!i" VIP® yedesa
okamzikem  startu  pfistroje, v pfipadé
nastaveni opozdéného startu tkdané vtomto

roztoku cekaji na spusténi vlastniho procesu

nebo pfi kratkém programu se tento krok

vynechava (tkané jsou vkladany jiz fixované).

(24)

Obr.3 Tkanovy procesor VIP 6

(vlastni zdroj)
2) Odvodnéni tkané

Odvodnéni tkani se provadi fadou 6 lazni alkohol(i (96 % lihobenzin). (24)

3) Prosyceni tkané latkou rozpoustéjici parafin

Prosyceni tkani se provadi: roztok alkohol xylen 1:1, xylen, xylen. (24)
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4) Prosyceni tkani parafinem
K prosyceni tkani je pouzivan parafin ve 3 laznich prfedem rozpustény v zasobnicich

parafinu pfi teploté 58—60 stupnil. (24)

5) Ukonceni procesu zpracovani tkani (24)
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12.4 Zhotoveni parafinového blocku — zalévani

Zalévani histologického vzorku provadime v parafinové lince TES 99, ktera se ddle sklada
z pfedehfivaciho modulu a chladiciho modulu. K zalévani pouzivdme parafin pro
histologii, ktery je predem rozpustén v termostatech a prefiltrovan. Prefiltrovany parafin
lijeme do tankeru v parafinové zalévaci stanici. Stanice je naprogramovana tak, aby byla
za pomoci ¢asového spinace vzdy dvé hodiny pred pouzivdanim zapnuta, a to za Ucelem
rozpusténi parafinu. Pred vlastnim zalévanim zapneme chladici modul. Vyjmeme kazety
s materidlem z tkarnovych procesor(i a pfeneseme do vyhfivané nerezové vany (parafin
nesmi ztuhnout). Ndsledné na vyhfivané &asti linky otevieme vicko kazety,
zkontrolujeme vzorek, dle velikosti tkdné vybereme vhodnou zalévaci formicku. (28)

Pouzivaji se kovové formicky (podle rozmérd tkané rGzné velikosti), na dno formicky
nalijeme parafin. Poté do parafinu orientujeme tkan. Tkan musi byt zalita na feznou
plochu a lehce pfitlatena ke dnu vanicky. U viceCetnych vzorkd kontrolujeme pocet
kousk( s udajem na hrané kazety. Dale formic¢ku spolecné s tkani prudce zchladime na
chladicim bodu (zafixovani polohy vzorku). Na formicku se pfitla¢i kazetka, dolije se
parafin a takto ptipraveny bloc¢ek se prenese na chladici desku eventualné do mraznicky.

Po zchladnuti se bloc¢ek z formicky vyklopi. (24)

e c

Obr.5 Zalévani (vlastni zdroj)

Obr.4 Zalévani (vlastni zdroj)
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12.5 Zhotoveni nativniho prepardtu — krdajeni

Parafinové bloky krajime na sankovych mikrotomech. Pfed samotnym krajeném je nutné
blok zchladit, pro tento uUcel pouzivdme chladici plotny, které jsou soucasti pracovniho
stolu. Parafinovy blocek se pevné upne do neapolské svorky mikrotomu. Nejprve se
nahrubo odstrani prebytecny parafin a to tak, aby byla celd tkan v fezu. Tloustka
krajenych fezl je 0,5-1 um. Pro krdjeni pouzivdme vyhradné mikrotomové drzdky na
mikrotomové Ziletky. U oznaceni ,,prokr” prokrojime blocek ve vice fezech, do hloubky
tkané, na jedno podloZni sklo. (24)

Ukrojené fezy se prenesou na vodni hladinu, kde dochazi k narovnani rez(i. Na
sklo natahujeme jeden nebo vice fez(i a dbdme na to, aby byly umistény uprostied skla
ve spravné orientaci. Pfed napnutim se zkontroluje shoda v Cisle bloku a skla. Skla
osusime, nechdme okapat a dosusit na vyhtivanych ploténkach, poté je vkladdme do
stojankd, které rozliSujeme na zakladni a specialni barvici metody.

Stojanky se skly se susi automaticky pfimo pred barvenim v barvicim automatu. (24)

Obr.6 Krajeni (vlastni zdroj)
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12.6 Barveni a montovdni preparadtu

Zakladnim prehlednym barvenim pro histologicky material v preparatech je barveni
metodou hematoxylin — eosin. Jaddra bunék jsou hematoxylinem obarvena modfre,
cytoplazma bunék a vazivo jsou eosinem obarveny riZové, svalovina Cervené. Barveni a

montovani preparatu provadime vyhradné v barvicim automatu PRISMA FILM. (24)

POSTUP BARVENI:
1. Deparafinace —fezy se musi zbavit parafinu pfed barvenim ve vodnych roztocich.
To se provadi sestupnou alkoholovou fadou.
Xylen 5 minut
Xylen 5 minut
96 % etanol 3—5 min
80 % etanol 3—5 min
70 % etanol 3—-5 minut
2. Zavodnéni
3. Vlastni barveni — odparafinované a zavodnéné rezy se barvi nejprve roztokem
hematoxylinu 3—10 minut.
Prani v tekouci vodé 5 minut.
Nasleduje barveni eosinem 1-3 minuty.

Oplach ve vodé.

N o v bk

Odvodnéni.
Alkohol 70 %
Alkohol 80%
Alkohol 96%
Aceton 5 minut
Aceton 5 minut
Xylen 5 minut

Xylen 5 minut
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Rezy se v xylenu zdroven projasni. Po projasnéni musi byt zcela prihledné, nesmi na nich
zUstat bélavé zakalena mista, to by bylo zndmkou Spatného odvodnéni. (25) Projasnéné
fezy montujeme pomoci montovaciho média (uméla pryskyfice napf. pertex). Jsou to
latky rozpustné v xylenu a vyznacuji se vysokym indexem lomu svétla. KoS s preparaty je
transportovan z barviciho automatu PRISMA pfimo do montovaciho automatu FILM,

v programu bez montovani kon¢i v transportni lazni xylenu. (24)

. \ B |
Obr.8 Barvici automat PRISMA FILM (vlastni zdroj)

Montovani je provadéno pomoci folie. Hotové preparaty dale rfadime k prlvodkam
podle Cisel sprivodkami do desek. Takto zkompletované preparaty s privodkou

expedujeme lékafi k posouzeni, uréeni diagndzy. (24)

Obr.9 Obarvené preparaty hematoxylin-eosin

(vlastni zdroj)
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12.7 Mikroskopovadni a interpretace vysledkii

Histologickou diagnézu melanomu lze urcit prostfednictvim podrobného posouzeni
struktury a vlastnosti bunék nadoru, oblasti, kde se nachdazeji melanocyty a zpUsobu,

jakym se Sifi. (13)

Hodnoti se:

e Breslow — méfi tloustku primarniho nadoru (uddva se v milimetrech — ve
vertikalnim sméru, od povrchu stratum granulosum az po nejhlubsi ¢ast nddoru)

e Hodnoceni podle Clarka — posuzuje hloubku invaze (hodnoceti podle stupnice od
| do V; stupen I: buiky nadoru jsou omezeny pouze na epidermis, stupen V:
nadorové bunky pronikaji az do podkozni tukové tkané)

e Pocet mitéz —hodnoti se stanovovanim tzv. mitotického indexu, cozZ je hodnota
stanovena na zdkladé poctu mitdz na milimetr ¢tverecni.

e Ulcerace — predstavuje druhy nejvyznamnéjsi prognosticky faktor, ktery
ovliviiuje rozsah onemocnéni.

e Vzdalenost od spodiny

e Vzdalenost od lateralniho okraje

e Regresi

e Angioinvazi

e Perineurdlni Sifeni

e Satelity

e Poly (s nddorem, bez nadoru)

Pokud lékar potiebuje lépe urcit diagndzu, muize pouZit specidlni barveni tkané, coz
poskytne dulezité informace o typech bunék v nddoru nebo tkani a jejich vlastnostech.
V pripadé, Ze nador dosahuje velikosti 1 mm nebo vétsi, nebo pokud tenky tumor
vykazuje nepfiznivé prognostické znaky, jako je napfiklad ulcerace nebo vyssi pocet
mitdz, lékafi provadéji biopsii sentinelové uzliny, coz pomaha urcit rozsah nemoci. (26,

27)
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12.8 Imunohistochemické barveni

Na naSem pracovisti je moZzné vzorek vysetfit imunohistochemicky: manualni metodou
anebo pomoci pristroje VENTANA BMK ULTRA. Imunohistochemické barveni obecné
umoznuje vizualizaci antigenl prostfednictvim sekvenéni aplikace specifické protilatky
(primarni protilatka) proti antigenu, sekundarni protilatky (spojovaci protilatka) proti
primarni protilatce, komplexu enzym( a chromogenniho substratu, ktera je proloZena
promyvacimi kroky. Enzymaticka aktivace chromogenu vede k viditelnému reakénimu
produktu v misté antigenu. Vzorek pak musi byt doplikové obarven a zakryt krycim
sklickem. (28)

1) Deparafinace

I 44 [ o S S 5 minut

BX AIKONOL. .ot e e en e e n e er e e 5 minut
D I D LT ] (o1 V2= Y T IV o Yo £ RO oplach
3) Odmaskovani antigenu —vodni lazen, pufr dle datasheetu........c.occcevvcueieececeinccenec e, 30 minut
4) Chladnuti pfi RT v pufru mimo vOdNi [AZEMN........c.oee et n 25 minut
5)  DESHIlOVANEA VOUD... ettt sttt sttt s s et s st et st ses e ene senssens oplach
6) Blok endogenni peroxidazy pomoci 3 % HaOz....ccuvvecereieieciviriiniee st eee s se e sesseeens 10 minut
7)) TRIS PUFT ettt sttt et s et et s e e e ae s b st s et e s ses et eas saesesteseresessesseesesenses oplach
8)  PrimArNi Protilatka.....oooceireeeeeieecere ettt st et sttt s b et nnne 60 minut
9)  DeStilOVANA VOQ....c.cco ittt et st es st e et aeestesea et eanennens oplach + 5 minut
10) TRIS PUFT ettt ettt se et ses et sre s e es s st stesessesesesessesarsasennsens oplach + 5 minut
11) Sekundarni protilatka konjugovana s ENZYMEM.........cccueveeeierireeererinee s et reas 30 minut
12) DeStIlOVANA VOUA.....cciiiiiiietce ettt sttt as e s et s st es et as st sna s snssn s reas oplach + 5 minut
13) TRIS PUFT ettt ettt et s et bt asaetese et ersetesessesesesestesssasennsens oplach + 5 minut
14) Aplikace substratus chromogenem (DAB).......ccccceeeeeveveeevnreneereeenn. do zhnédnuti popt. 0,5—3 min
15) VOAOVOANT VOU......ciieiieiietietieee ettt et ee et st st st se et ra s s eseetestessssabesbebessenssae et saensanenseres oplach
16) HE..o ottt e s e s e s ettt s 1-3 minut
17) Modrani v teplé vodovodni VOUE...........ceoueiiririce ettt et s e e ber s s s sbeseesasennens 5 minut

18) Odvodnéni, projasnéni

B X AIKONO e et e et e e a bt et e e s te s e e e tenteres 2 minuty
2X ACETON ettt et et b et e st st h bt et be s he et a e n e e et et b see e aen b ene et e e eneenes 1 minuta
D= (o= o o T4V =T o TSROt 1 minuta
I 1/ (=T o TP 2 minuty

19) Montovani
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6) Deparafinace
Deparafinace znamena odstranéni parafinu z vySetfovaného fezu pomoci tfi lazni xylenu

a tri lazni alkohold. (28)

7) Odmaskovani (odkryti) antigenu

Antigeny a jejich antigenni determinanty (vazebna mista pro protilatky) mohou byt po
fixaci hare dostupné nékterym protildtkdm, proto je odmaskovani antigenu nezbytné
pro navazani protilatky s antigenem. K odmaskovani antigenu lze pouZit vodni lazen,
mikrovinou troubu, tlakovy hrnec, ptipadné autokldv. U nékterych protilatek se

doporuduje enzymatické odkryti. (28)

8) Zablokovani endogenni peroxidazy

Je dllezitym krokem imunohistochemického vysSetfeni. Endogenni peroxidaza je enzym,
ktery je pfitomny ve vSech tkanich téla. OvSsem peroxidazou je také znacena sekundarni
protilatka. Proto je tfeba zablokovat endogenni peroxiddzu ve tkani pomoci 3 % H202
(10 ml 30 % H202 dolit do 100 ml destilované vody, pufrem nebo metanolem), aby

nedochazelo k falesné pozitivnim vysledkiim a nespecifickému zabarveni pozadi. (28)

9) Primdrni protildtky mohou byt bud dodavany ve formé koncentrati nebo komercéné
nafedéné ve formé RTU (Ready to use). Koncentraty se fedi pomoci fediciho roztoku, na

nasem pracovisti vyuzivdme Antibody Diluent (AD) od firmy DAKO. (28)

10) Sekundarni protilatka konjugovana s polymerem znacenym peroxidazou je

doddavana firmou DAKO — HRP EnVision. (28)

11) Chromogen DAB (3,3‘-diaminobenzidin) je dodavan firmou DAKO spolu

s pufrovanym substratem a redi se v poméru 1 ml substratu a 1 kapka chromogenu.

Aplikuje se na dobu 30 vtefin az 3 minuty dle typu protilatky a pfimérené reakci. (28)

40



KONTROLY

Vramci interni kontroly kvality ma naSe pracovisté nastavenou frekvenci pouZivani
kontrol a konkrétni kontrolni tkané pro urcité skupiny protilatek. Kontrolni tkan
pouzivdme na kazdé vysetfované sklo. Barvenim vySetifované tkané soucasné s kontrolni
tkani se ubezpeclime, Ze proces imunohistochemického barveni probéhl spravné.
MuUzZeme si byt jisté jak pracovnim postupem, tak kvalitou pouzitych roztokd a také tim,

Ze i v BMK ULTRA probéhl pracovni proces bezchybné. (28)

Na naSem pracovisti se maligni melanom a sentinelovd wuzlina vysetfuje

imunohistochemicky pomoci nékolika monoklonalnich protilatek: (28)
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12.8.1 Melan-A protilatka (MART-1)

Melan-A je proteinovy antigen nachazejici se na melanocytech. Protilatky proti tomuto

antigenu, které jsou mysiho plvodu, se pouZivaji k rozpoznani bunék melanocytarni

diferenciace, coZz je uzitecné pro diagnostiku
melanomu. Protildtka MART-1 je specificka pro
linii melanocytd nachdazejici se v normalni kizi,
sitnici a melanocytech, ale ne v jinych normalnich
tkanich. Je to tedy velmi uZitecny marker pro
melanocytarni nadory, svyhradou, Ze se
normalné vyskytuje také v benignich névech.
Tato protilatka je zasadni pro diagnostiku

metastatického melanomu. (29)

12.8.2 Anti-PRAME

Krali¢ci monoklonalni protilatka Anti-PRAME je
nadorovy biomarker exprimovany u vétSiny
koznich a ocnich melanom( a také rhGznych
dalSich malignich novotvard. Exprese PRAME ve
formolem fixované tkani zalité v parafinu je
detekovana imunohistochemicky a casto
prokazuje difuzni nuklearni imunobarveni in situ
a invazivni melanom. Pomoci imunohistochemie
muUzZe doplnit nalezy zrutinné pouzivanym

barvenim hematoxylin-eosin. (30)
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Obr.10 Pozitivni protilatka Melan — A

(vlastni zdroj)

Obr.11 Pozitivni protilatka Anti-
PRAME (vlastni zdroj)



12.8.3 Melanosome HMIB 45

Tato mysi monoklonalni protilatka je urena pro poutziti in vitro. Imunogenem jsou
purifikované metastdazy pigmentového
melanomu  z lymfatickych  uzlin. HMB-45
reaguje proti antigenu pfitomnému v nezralych
melanozomech a koZnich melanocytech. Tato
protilatka byla vytvorena k extraktu melanomu.

(31)

Obr.12 Pozitivni protilatka Melanosome

HMB-45 (vlastni zdroj)

12.8.4 SOX-10

Protilatka SOX-10 je primarni monoklonalni protilatka kréli¢ciho plvodu a je urcena
k laboratornimu pouZiti pro detekci proteinu SOX-10 ve formalinem fixované, v parafinu
zalité lidské tkani obarvené ofi kvalitativnim imunohistochemickém vysetfeni na
barvicich automatech BenchMark Ventana. Tato protilatka je uréena pro diagnostiku in
vitro a dale slouZi jako transkripéni faktor
podilejici se na vyvoji neurdlni listy a
periferniho nervového systému a plsobi také
jako nukleocytoplazmaticky shuttle protein.
SOX-10 se exprimuje v melanocytickych
bunéénych liniich a je citlivym markerem
melanomu konvenéniho a desmoplastického
podtypu. Ve zdravych tkanich se SOX-10

exprimuje v melanocytech a myoepitelidlnich

burikach. (32)

Obr.13 Pozitivni protilatka SOX-10

(vlastni zdroj)
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12.9 Barvici pfistroj BENCHMARK ULTRA — VENTANA

BMK ULTRA je barvici automat vyuZivany na vizualizaci vazby antigen-protilatka

imunohistochemickymi metodami nebo vazbou sondy na nukleovou kyselinu. Systém je

platformou pro analyzu pfitomnosti marker( nddorovych bunék ve tkanich. (24)

HLAVNi VYHODY:

Zpracovani vzorku od suSeni a deparafinace (bez pouziti xylenu) po dobarveni
jader

Minimalni ¢asové naroky na praci obsluhy

Intuitivni obsluha v ¢eském jazyce jednoduse ovladaného SW

Individualni pozice pro jednotlivé preparaty umoznuji flexibilitu volby protokolu
na dané pozici vdaném

Délka protokoltd pro IHC je 2,5 — 3,5 hodiny

Dokaze zpracovat az 180 vzorkd béhem jednosménného provozu

SYSTEM BenchMark ULTRA PRACUJE NASLEDOVNE:

Sklicko s tkanovym fezem oznacené Stitkem a QR kédem, pod kterym je v SW
nastaveny protokol pro pfislusnou protilatku, se vlozi do pfistroje

Proces zacind susenim a pokracuje deparafinaci pfi teploté 72 °C za soucasného
plUsobeni roztoku EZ PREP. Dochazi k odstranéni parafinu a rehydrataci tkané
Revitalizaci proteinl roztoky ULTRA CC1 (TRIS pufr), ULTRA CC2 (citratovy pufr)
nebo enzymaticky se obnovuje struktura antigen(, které byli fixaci ukryté do
slozitych komplexu

Aplikaci primarni protilatky (1°Ab) na tkan dochazi k vazbé na pfislusny antigen.
Za poutziti detekéniho systému obsahujictho chromogen dojde k zviditelnéni
vazby mezi Ab a Ag (barevny nerozpustny komplex)

Jadra bunék se kontrastné barvi hematoxylinem (24)
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Obr.14 Barvici automat BENCHMARK Obr.15 Barvici automat BENCHMARK
VENTANA ULTRA (vlastni zdroj) VENTANA ULTRA (vlastni zdroj)
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13. KAZUISTIKA

13.1 Pacient XY

U pacienta byla zaznamendna pfitomnost pigmentovych projevl na vnéjsi strané levé
nohy a na plosce po dobu pfiblizné Sesti mésicl. Pfed asi dvéma mésici si pacient vSiml
sekrece z tohoto mista. Pro dalsi diagnostiku byla provedena magnetickd rezonance
mozku, kterd neukazala Zadné patologické nalezy, a CT vysetteni krku, hrudniku, bficha
a panve, které také neprokazalo zadné patologické zmény. Sonografické vysetreni
lymfatickych uzlin v oblasti tfisel odhalilo zvétSené uzliny na levé strané.

Vzhledem k progresi onemocnéni byl pacient odeslan na klinickou demonstraci
kvlli pokrocilému akrolentiginoznimu melanomu na levé plosce, ktery se zacal
projevovat krvacenim. Na plosce levé nohy od ¢tvrtého meziprsti po polovinu plosky byla
pozorovana rozsahld nepravidelnd hnéda pigmentace s Sedomodrym nadechem a
ulceraci. Rodinna a osobni anamnéza pacienta neukazala Zadné vyznamné souvislosti
s timto onemocnénim.

Pacient podstoupil chirurgicky zakrok, béhem néhoZz mu byla provedena
amputace ¢tvrtého a patého prstu levé nohy, amputace tretiho prstu levé nohy a

extirpace sentinelové uzliny z levého tfisla pro histologické vysetfeni.

Klinicky: akrolentigindzni melanom nohy vlevo

1. Amputat-IV. A V. paprsek L nohy

Makroskopicky: amputdt distalniho IV. A V. paprsku levé nohy, celkovych rozmér(
105x43x40 mm. Amputat obsahuje cely IV. A V. paprsek s navazujicimi distalnimi ¢astmi
IV. A V. a metastazu s okolnimi mékkymi tkanémi. Na koZnim krytu v oblasti laterdlni
hrany chodila tésné u V. prstu je nepravidelné mapovité tvarovany hnédocerné
nestejnomérné pigmentovany, misty ulcerovany tumor o rozméru 60x65mm. Jeho
vzdalenost od proximalniho resekéniho okraje je makroskopicky nejméné 20 mm, od
medidlniho resekéniho okraje v kizi a pfilehlém podkozi nejméné 17 mm na dorsalni
strané nohy, 6 mm od medialniho okraje kidze na chodidlové strané. Distalné tumor

dosahuje na chodidlové strané do ryhy na basi IV. A V. paprsku.
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Znaceni blok( pti zpracovani:

A—C = proximalni resekéni okraj v kiiZi a podkoznich mékkych tkani.

Znaceno od hrbetni strany pres hranu na chodidlovou stranu.

D—-G = resekcni okraj na chodidlové strané.

Znaceno od proximalniho okraje smérem distalné.

H—K = medialni resek¢ni okraj na htbetni strané (od distalni ¢asti smérem proximalné).
L — AN = nador v sérii pficnych rovin znacenych od jednoho distdlniho okraje smérem
proximalnim.

Patfi k sobé bloky: L+M, N-O, Q-S, T-V, W-Y, Z-AB, AC-AE, AF-AH, Al-AK, AL-AN

AO — periost a pfilehlé tkané na chodidlové strané

AP — periost a ptilehlé tkdné na hibetni strané

Oddélené v nadobé distalni dva ¢lanky 3. prstu s délkou 30 mm, v ostatnich rozmérech

10-15 mm (v bloku AQ).

Mikroskopicky: vySe popsany nador vamputdtu je tvofeny melanomem
akrolentigindzniho typu, zastizeny jiz v pokrocilé fazi s vertikalnim zplsobem ristu,
s infiltrativnim rlstem do hlubokych vstev koria az misty tésné k rozhrani s podkozZnimi
mékkymi tkanémi, do kterych jesté nddor nevrlsta. Na povrchu je nador misty
ulcerovany, hloubka nadorové invaze je do 3,2 mm (pfi ulceraci). V nadoru je vyraznd
mitoticka aktivita, v Urovni okolo 15 mitéz na 10 zornych poli.

V amputatu je nador obsaZzeny cely, se vzdalenostmi od okrajii obdobnymi jako
v makroskopickém popisu. Hluboké mékké tkané véetné periostu kosti jsou bez
nadorovych struktur, obdobné oddélené distalni 2 ¢lanky 3. prstu jsou bez nadoru.
Tabulka prognostickych vyznamnych morfologickych ryst nadoru:

Breslow — 3,2 mm

Clark —IV.

Ulcerace — ano.

Regrese — ne.

Pocet mitdz —vice nez 1 na 1 mm2, 15 mitdéz na 10 zornych poli HPF.

Lymfocytarni lem — nesouvisly, v perifernich ¢astech misty vyrazny, misty slaby az témér
zadny.

Lymfatickd a vendzni invaze: nezastizena.
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Perineuralni propagace — nenalezena.
Satelity a metastazy — v rozsahu amputatu ne.
Vzddlenost od obvodovych okraji — 6 mm.

Vzdalenost od spodiny — neméfritelné velikda — amputat distalni ¢asti koncetiny.

Pro ilustraci jsem si vybrala z celé biopsie klZe dva prepaty (AB, AD) u kterych byl
potvrzen maligni melanom. Prepardty byli nejprve obarveny zakladnim prehlednym
barvenim hematoxylin—eosin a ddle byly barveny imunohistochemickym barvenim, kdy

byla pouzita protilatka Melan-A, kterd vysla v obou preparatech pozitivné.

Obr.16 Preparat kizZe — blok AB, Obr.17 Preparat kiize — blok AB,
obarveny hematoxylin - obarveny imunohistochemickym
eosinem (vlastni zdroj) barvenim (vlastni zdroj)

Obr.18 Preparat kiaze — blok AD, Obr.19 Preparat ktize — blok AD,
obarveny hematoxylin — eosinem obarveny imunohistochemickym
(vlastni zdroj) barvenim (vlastni zdroj)
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2. SLN z L tfisla

Makroskopicky: mizni uzlina s drobnymi utrzky tukové tkané, rozmérd 12x10x9 mm.
Mikroskopicky: mizni uzlina s ¢asteCnou tukovou atrofii a s fokalni fibrotizaci, ve
zbyvajici lymfatické tkani s reaktivni sinusovou histiocytézou a s folikuldrni hyperplazii,
bez nddorové infiltrace. Uzlina byla zpracovana podle zavedeného protokolu s pouzitim
imunohistochemickym barvenim HMBA45, nalez v ni zlstava i po tomto zpracovani

onkologicky negativni.

Stejné jako u predchozi biopsie klize se také u sentinelové uzliny preparat nejprve
obarvil zakladnim pfehlednym barvenim hematoxylin—eosin a ddle bylo provedeno

imunohistochemické barveni, kdy byla pouZita protildtka HMB45. Imunohistochemické

barveni vyslo jako negativni, coZ je pozitivnim prognostickym faktorem pro pacienta.

Obr.20 Preparat sentinelové uzliny Obr.21 Preparat sentinelové uzliny
obarveny hematoxylin — eosinem obarveny imunohistochemickym
(vlastni zdroj) barvenim (vlastni zdroj)

VYHODNOCENI LEKARE: akrolentiginézni melanom distalni ¢asti levé nohy v oblasti IV.
A V. paprsku, vamputatu obsazeny cely, s nejmensi vzdalenosti od okraje 6 mm
(medialni okraj kize na chodidlové strané), s vySe popsanymi morfologickymi detaily.

Sentinelova uzlina z levého tfisla je bez nadorové infiltrace.
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14. ZAVER

V této bakalarské praci jsme provedli rozsahlou resersi tykajici se laboratorni diagnostiky
maligniho melanomu a zpracovani sentinelové uzliny. Kromé toho jsme také vyuzili
poznatky a zkuSenosti ziskané pfimo z praxe histologické laboratore. Na zakladé nasich
informaci jsme potvrdili vyznam laboratornich metod pfi diagnostice tohoto kozniho
nadoru, véetné vysetfeni sentinelovych uzlin. Moderni laboratorni metody, zejména
imunohistochemické techniky, jsme identifikovali jako efektivni prostfedky pro
identifikaci a charakterizaci malignich bunék. Vysledky této prace pfinaseji komplexni
pohled na diagnostické postupy spojené s malignim melanomem a sentinelovou uzlinou,
které prispivaji k lepSimu pochopeni této problematiky jak mezi odbornou, tak laickou

verejnosti.
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15. SEZNAM OBRAZKU

1. Prikrajovani (vlastni zdroj)

2. Tkanovy procesor VIP 6 (vlastni zdroj)
3. Tkanovy procesor VIP 6 (vlastni zdroj)
4. Zalévani (vlastni zdroj)

5. Zalévani (vlastni zdroj)

6. Krajeni (vlastni zdroj)

7. Nativni preparaty (vlastni zdroj)

8. Barvici automat PRISMA FILM (vlastni zdroj)

9. Obarvené preparaty hematoxylin-eosinem (vlastni zdroj)

10. Pozitivni protilatka Melan-A (vlastni zdroj)

11. Pozitivni protilatka Anti-PRAME (vlastni zdroj)

12. Pozitivni protildtka Melanosome HMB-45 (vlastni zdroj)

13. Pozitivni protildtka SOX-10 (vlastni zdroj)

14. Barvici automat BENCHMARK ULTRA VENTANA (vlastni zdroj)

15. Barvici automat BENCHMARK ULTRA VENTANA (vlastni zdroj)

16. Preparat kize — blok AB, obarveny hematoxylin—eosinem (vlastni zdroj)

17. Preparat kize — blok AB, imunohistochemickym barvenim (vlastni zdroj)

18. Preparat kize — blok AD, obarveny hematoxylin—eosinem (vlastni zdroj)

19. Preparat kGize — blok AD, obarveny imunohistochemickym barvenim (vlastni
zdroj)
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20. Preparat sentinelové uzliny, obarveny hematoxylin—eosinem (vlastni zdroj)

21. Preparat sentinelové uzliny, obarveny imunohistochemickym barvenim (vlastni

zdroj)
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