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1. Literární úvod a přehled dané problematiky 

1.1 

Maligní melanom 

 

 

Melanom, melanoblastom nebo maligní melanom  jsou synonyma pro  tentýž nádor, 

který vzniká z buněk, které tvoří pigment melanin, a označují se  jako melanocyty. V 

současně době patří melanom  k nejmalignějším nádorům  kůže  a  sliznic. Vzácně  se 

vyskytuje  i  v oku  (spojivka  a  duhovka),  na měkké mozkové  pleně  nebo  na  sliznici 

různých  lokalit.  Není  to  dáno  jeho  primárním  růstem,  ale  hlavně  jeho  agresivním 

biologickým  chováním  a  schopností  vytvářet  časné  hematogenní  nebo  lymfogenní 

metastázy.  Stanovení  časné  diagnózy  a  následná  chirurgická  excise  melanomu  je 

nezbytností. 

    Melanom je odpovědný za 90 % úmrtí na kožní nádory. Jeho incidence stále stoupá 

a to převážně u populace s nízkým fototypem vystavené silné sluneční expozici (30). 

Ve střední Evropě se pohybuje incidence mezi 12‐14 případy na 100 000 obyvatel za 

rok, v USA mezi 10‐25 a nejvyšší  incidence 50‐60 nových případů  je zaznamenávána 

v Austrálii. U  silně  pigmentovaných  ras  jako  jsou Afričané  nebo Asiati  se melanom 

vyskytuje velice zřídka a to zejména palmoplantárně nebo na sliznicích.  

Ohroženi tímto nádorem jsou zejména jedinci s vysokým počtem pigment. névů,  lidé 

s velkým kongenitálním névem   nebo mnohočetnými dysplastickými névy. Polygenní 

dědičnost  je odpovědná za  častý  rodinný výskyt a  tak se nachází 5‐10 % melanomů 

v rodinách s pozitivní anamnézou (29).  

    Kromě těchto konstitučních faktorů hraje významnou roli i UV záření a to zejména 

jeho UVB složka (26). Názory na vliv toxických, lékových nebo endokrinních (gravidita, 
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hormonální léčba) faktorů  na vznik tohoto tumoru jsou rozporuplné. Častá spontánní 

remise  a  agresivní  průběh  tohoto  onemocnění  u  imunosuprimovaných  svědčí  pro 

významnou roli imunitního systému u této neoplazie (41). 

    Klinický a histologicky rozlišujeme 4 typy maligního melanomu. Některé melanomy 

se  obtížně  klasifikují,  někdy  se  vyskytují  smíšené  varianty.  Mezi  klinicky  atypické 

formy  patří  amelanotické melanomy,  slizniční  nebo  jiné  extrakutánní  formy,  které 

dohromady tvoří 5 % všech melanomů. 

 

1. Povrchově se šířící melanom (SSM) 

SSM  reprezentuje  až  70 %  všech maligních melanomů.  U mužů  jej  obvykle 

najdeme  v horních  partiích  trupu  a  u  žen  na  bércích  nebo  stehnech.  Je 

charakterizován  horizontální  fází,  která  klinicky  imponuje  jako  makula. 

V pozdější  fázi  se  elevuje,  dochází  k heterogenitě  barev,  regresi  nebo 

k sekundárnímu vývoji papuly nebo tuberu (obr. 1). 

 

2. Nodulární melanom (NM) 

NM  tvoří  až  20%  všech melanomů  a  řadí  se  tak  na  druhé místo  v četnosti 

tohoto nádoru. Primárně se vyskytuje  jako exofyticky rostoucí hrbol. Barva  je 

převážně hnědo‐černá,  často  s erodovaným krvácejícím povrchem. Vzhledem 

k iniciálně horizontální fázi je časná diagnóza obtížná (obr. 2).  

 

3. Lentigo maligna melanom (LMM) 

LMM  se  vytváří  často  až  po  několika  letech  na  podkladě  lentigo  maligna. 

Vyskytuje  se  obvykle  na  obličeji  starších  osob.  Projev  může  dosahovat 

v průměru až 10 cm a k vertikálnímu růstu dochází až po mnoha letech (obr. 3). 
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4. Akrolentiginózní melanom (ALM) 

ALM  je  lokalizován  převážně  palmoplantárně,  ale  i  subunguálně  nebo 

periunguálně. V intraepidermální časné fázi imponuje jako neostře ohraničená 

makula,  elevace  signalizuje  invazivní  růst  projevu.  Prognosticky  je  tento  typ 

nejrizikovější vzhledem k pokročilému  stádiu, ve kterém  se pacienti dostavují 

poprvé k lékaři (obr. 4). 

 

 

 

    Velké retrospektivní studie prokázaly, že pouze 1/3 melanomů vzniká na podkladě 

pigmentového névu. V 54 % se melanom vyvinul z névu dysplastického (atypického), 

ve 36 % z velkého kongenitálního névu a v 10 % z běžného melanocytárního névu. Ve 

2/3 případů vznikne melanom de novo, tedy na zdravé kůži (71). 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Obr.1: Povrchově se šířící melanom (SSM). 
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     Obr.2:  Nodulární maligní melanom (NMM). 
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Obr.4: Lentigo maligna melanom (LMM). 
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Obr.4: Akrolentiginózní melanom (ALM). 
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1.2  

Prognostické faktory u primárního maligního melanomu (bez vzdálených metastáz) 

jsou: 

• vertikální tloušťka tumoru (histologické měření maximální tloušťky nádoru 

podle Breslowa udávané v mm) (obr.5) 

• přítomnost ulcerace primárního tumoru (histologicky verifikovaná) 

• invaze  tumoru do  kůže podle Clarka  (zejména  rozlišení Clark  level  II/III  a 

IV/V u tenkých melanomů) 

• pohlaví (horší prognóza u mužů) 

• lokalizace  tumoru  (méně příznivá prognóza u melanomů na hlavě a krku, 

trupu) 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Obr 5. Histologické měření maximální tloušťky nádoru podle Breslowa udávané v mm 

a dle Clarka. 
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Maligní  melanom  může  metastazovat  primárně  lymfogenně,  ale  i  hematogenně. 

Zhruba  2/3  primárních  metastáz  je  omezeno  na  regionální  lymfatickou  oblast. 

Manifestuje se potom jako: 

 

• satelitní metastáza (do 2 cm od primárního tumoru) nebo lokálními recidivami 

při neprovedení radikálního zákroku 

• in‐transitní  metastáza  (postihuje  kůži  nebo  podkoží  dále  než  2cm  od 

primárního tumoru, ale ne až za regionálními lymfatickými uzlinami) 

• mikro‐ nebo makrometastáza do regionálních lymfatických uzlin  

 

Pro  maligní  melanom  byla  světově  akceptována  nová  klasifikace  American  Joint 

Commission on Cancer AJCC  2003  (tabulka  1A,1B)  (4,5,6). Nová  TNM  klasifikace  je 

současnosti v rozpracování.   

    Prognóza  pacientů  se  zhoršuje  s pokročilostí  stádia  a  tak  se  desetileté  přežití  u 

melanomů s tloušťkou do 1 mm pohybuje kolem 90 % a klesá na 47 % u melanomů 

nad 4 mm. Přežívání 1 rok v metastatickém stádiu IV je 8 až 10 %. Desetileté přežívání 

celého kolektivu pacientů se uvádí od 75 do 80 % (7). 
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Tabulka 1A: Klasifikace American Joint Commission on Cancer (AJCC 2003).  

TNM klasifikace u maligního melanomu dle AJCC 2003  

T Klasifikace  Tloušťka tumoru 
Ulcerace 

T1 

 

T2 

T3 

T4 

≤ 1,0 mm 

 

1.01 – 2, 0 mm 

2,01 – 4,0 mm 

> 4,0 mm 

a: bez ulcerace n. Clark level II/III 

b: s ulcerací nebo Clark level IV/V 

a: bez ulcerace  b: s ulcerací 

a: bez ulcerace  b: s ulcerací 

a: bez ulcerace  b: s ulcerací 

N Klasifikace 
Počet meta lymf. 

uzlin 

Rozsah metastáz do lymf. 

Uzlin 

N1 

 

N2 

 

 

 

 

 

 

 

 

N3 

1  uzlina 

 

2 – 3 uzliny 

 

 

 

 

 

 

 

 

4  a  více  uzlin  či 

a: mikrometastáza * 

b: makrometastáza ** 

a: mikrometastázy* 

b: makrometastázy** 

c: in‐transitní nebo   

    satelitní metastáza(y) bez  

    meta uzlin 
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zpečené uzliny nebo 

in‐transitní  nebo  

satelitní 

metastáza(y) s meta 

do lymf. uzlin 

M Klasifikace  Lokalizace  a  druh 

vzdál. metastáz 

Sér. laktát dehydrogenáza 

M1a 

 

 

 

M1b 

M1c 

vzdál.  metastázy 

kožní,  subkutánní  či 

uzlinové 

 

meta do plic 

meta  v  ostatních 

viscerál. orgánech  

vzdálené  metastázy 

kdekoli 

normální 

 

 

 

normální 

normální 

 

zvýšená 

*    Mikrometastázy – detekovány na základě elektivní či sentinelové biopsie 

lymfatických uzlin 

** Makrometastázy – zjištěny klinicky/potvrzeny sonograficky a verifikovány 

histologicky  po  lymfadenektomii.  Nebo  metastázy  do  lymfatických  uzlin 

s velkým extrakapsulárním šířením  

 

 

 



16 

 

 

Tabulka 1B                                                         

Rozdělení do stádií 

     0  Tis N0 M0 

IA:  T1a N0 M0 

T1b N0 M0 IB: 

T2a N0 M0 

T2b N0 M0 IIA: 

T3a N0 M0 

T3b N0 M0 IIB:  

T4a N0 M0 

IIC:  T4b N0 M0 

T1‐4a N1a M0 IIIA: 

T1‐4a N2a M0 

T1‐4b N1a M0 

T1‐4b N2a M0 

T1‐4a N1b M0 

T1‐4a N2b M0 

IIIB: 

T1‐4a/b N2c M0 

T1‐4b N1b M0 

T1‐4b N2b M0 

IIIC: 

každé T N3 M0 

IV:   každé T každé N M 1 
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1.3 

Diagnostika 

• V diferenciální  diagnostice  pigmentových  projevů  má  velký  význam 

dermatoskopie.  Podle  studií  vzrůstá  počet  správně  diagnostikovaných 

melanomů za pomoci dermatoskopu a to zejména v jeho digitální podobě až o 

25 % oproti vyšetření pouhým okem (43).  

Tato metoda využívá zvláštním způsobem upravenou osvětlenou lupu, na jejíž 

spodní  části  je  ještě  jedno  průhledné  sklo,  které  se  přímo  dotýká  kůže  při 

vyšetření. Navíc,  štěrbina mezi kůží a  tímto  sklem  je vyplněna olejem, gelem 

nebo  tekutinou.  Toto  vlhké  prostředí  vyplní  veškeré  kožní  nerovnosti  pod 

sklem, čímž se zruší běžný lom světla z kožního povrchu a to umožní posuzovat 

kožní  struktury  (obvykle  pigmentové)  v hlubších  partiích  kůže.  Digitalizace 

tohoto  obrazu,  která  probíhá  buď  tak,  že  analyzujeme  obraz  z připojeného 

digitálního  fotoaparátu  nebo  se  přímo  jedná  o  online  vyhodnocení  obrazu 

z dermatoskopického  zařízení  tvořeného  výše  popsanou  optikou  a 

videokamerou,  umožňuje  expertní  analýzu.  Speciální  software  posuzuje 

pigmentovou  změnu  podle  ABCD  kritérií  asymmetry‐asymetrie,  border‐

ohraničení,  colour‐barva,  diameter‐průměr  (28).  Data  zpracuje,  zhodnotí  a 

zároveň  porovnává  strukturu  obrazu  s několika  tisíci  fotografiemi,  které má 

uloženy v paměti, a propočítá riziko. Výhodami tedy  jsou: zvětšení projevu až 

50x  ,  archivace  snímku  a  posouzení  vývoje  změn  v různých  časových 

odstupech,  expertní  analýza  přístroje  nebo  možnost  přeposlání  snímku 

elektronicky  pacientovi.  Tato  analýza  tak  pomáhá  odborníkovi  zjednodušit 

otázku, zda pigmentovou změnu ponechat a sledovat, či odstranit.  

(obr. 6) 



 

 

Obr. 6: Dermatoskopický obraz superficiálně se šířícího melanomu. 
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• Histopatologické určení primárního nádoru se stanovením hlavních rizikových 

prognostických  faktorů  (Breslowův  index,  přítomnost  ulcerace),  ale  i  ostatní 

rizikové prognostické  faktory  (přítomnost  regrese, mikrosatelitů, angioinvaze, 

lymfangioinvaze, vysoká mitotická aktivita). 

• Biopsie  sentinelové  uzliny  u  melanomů  s Breslowem  >  1  mm,  u  tenčích 

melanomů v případě, kdy je hodnota Clarka IV/V  nebo s přítomností ulcerace.  

• Stanovení TNM stádia (platná AJCC klasifikace) 

• Vyšetření krve: krevní obraz,  jaterní  testy, CRP, ALP, a dle možnosti  i S100 u 

melanomů s Breslowem > 1 mm. Relevance hladiny LDH  jako prognostického 

faktoru v metastatickém stádiu  je parametrem, který bere v úvahu klasifikace 

AJCC. 

• Klinické  vyšetření  integumenta  k odhalení  kožních  či  podkožních  metastáz, 

duplicity melanomu  nebo  definování  rizikových  projevů.  Palpace  spádových 

lymfatických uzlin může odhalit lokoregionální metastázy. 

• Detekce melanomových  buněk  z periferní  krve  je  další  slibnou  zatím  pouze 

experimentální metodou k monitoringu diseminace nádorových buněk krevní 

cestou  a  tedy  k včasnému  rozpoznání metastáz.  Za  specifickou  se  popisuje 

multimarkerová kvantitativní real‐time RT‐PCR  z periferní krve. 

• Provedení zobrazovacích vyšetření v rámci vstupního stagingového vyšetření u 

pacientů  s melanomem  hodnoty  Breslow  >  1mm  (sonografické  vyšetření  

regionálních  lymfatických  uzlin,  sonografické  vyšetření  břicha  včetně 

abdominálních lymfatických uzlin a RTG plic). Vstupní stagingové vyšetření má 

význam  zejména pro pozdější  srovnávání nálezů.   U pacientů ve  stádiu  III by 

měla  být  tato  vyšetření  doplněna  o  CT  či  magnetickou  rezonanci  mozku, 

případně scintigrafii skeletu. U rizikových pacientů  je ke zvážení  indikace PET‐

CT vyšetření.  
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1.4 

Léčba 

1.4.1    

Chirurgická léčba primárního tumoru 

• Zásadní  význam  pro  pacienta  s melanomem  má  včasná  chirurgická  totální 

excize nádoru (obr.7) .  

• Suspektní  pigmentové  projevy  by měly  být  odstraňovány  in  toto,  aby  bylo 

možné provést co nejpřesnější histopatologické vyšetření celého projevu.  

• Probatorní  excizi  lze  provést  při  podezření  na  lentigo  maligna  melanom 

v obličeji,  výjimečně  při  podezření  na  akrolentiginózní  melanom 

palmoplantárně  a  ze  slizničních  projevů.  Nevýhodou  tohoto  postupu  je 

obtížnější  nebo  dokonce  méně  přesné  histopatologické  vyhodnocení.  Bylo 

prokázáno,  že  probatorní  excize  z projevu  nezhoršuje  prognózu  pacientů  ve 

srovnání s pacienty s primárně in toto excizemi (48). 

• Rozsah  excize  by  měl  být  v souladu  se  stávajícím  doporučením  pro 

bezpečnostní okraj okolo nádoru uvedený v tabulce 2.  

• Pokud  nádor  nebyl  excidován  in  toto  nebo  nebyl  dodržen  dostatečný 

bezpečnostní lem, provádí se v druhé etapě reexcize jizvy v  takovém rozsahu, 

aby byl dosažen doporučený bezpečnostní okraj. Reexcize by měla proběhnout 

do 4 týdnů od primární excize. 
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Tabulka 2 

Současná doporučení pro dodržení ochranného bezpečnostního lemu při excizi kožního 

melanomu 

 

Breslowův 

index 

melanomu 

bezpečnostní lem 

in situ  0,5 cm 

<2 mm  1 cm 

> 2 mm  2 cm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

  

 

Obr.7: Rozsáhlá excize primárního nádoru na zádech 
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1.4.2     

Biopsie sentinelové uzliny 

• U melanomů  s Breslowem  > 1mm nebo u nádorů  s tloušťkou pod 1 mm při 

Clark  IV/V nebo za přítomnosti ulcerace se odstraňuje  tzv. sentinelová uzlina 

(první spádová uzlina pro oblast tumoru) (obr.8). 

• Biopsie sentinelové uzliny se provádí: 

1. současně s excizí primárního tumoru (optimální případ)  

2. v druhé etapě s časovým odstupem,  jako  ještě přípustná se uvádí doba 

do  jednoho měsíce  po  operaci  nádoru.  Výkon  ve  dvou  dobách  není 

ideální,  protože  při  radikální  primární  excizi  nádoru  může  dojít 

k narušení  lymfatických poměrů v místě  tumoru, a  tím ke ztížení nebo 

znemožnění identifikace správné lymfatické uzliny. 

• Značení  sentinelové uzliny  se  provádí duplicitně: patentní modří  a  koloidem 

značeným radionuklidem Tc 99m  (obr.9).  

• Sentinelová  uzlina  (SLN)  se  vyšetřuje  histopatologicky  barvením 

hematoxylinem‐eosinem doplněným o  imunohistochemické  vyšetření. Nutné 

je uzlinu vyšetřit v celém rozsahu dle protokolu pro vyšetřování SLN.  

• Pokud  je  sentinelová uzlina negativní, předpokládá  se,  že  i ostatní  regionální 

lymfatické uzliny nejsou postiženy nádorovým procesem. Pokud je pozitivní, je 

pacient indikován k provedení radikální lymfadenektomie postižené oblasti.  

• Biopsie  sentinelové  uzliny  dle  studie Multicenter  sentinel  lymphadenectomy 

trial (MSLT‐1) nemá vliv na celkové přežívání pacientů a zatím nebyl prokázán 

její terapeutický význam. Jedná se o mini‐invazivní stagingové vyšetření, které 

prodlužuje  bezpříznakové  období  pacienta  a  umožňuje  definovat  vhodné 

pacienty‐kandidáty pro adjuvantní imunoterapii (61).  

 

 

 



 

 

 

 

Obr.8: Sentinelová uzlina.  
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Obr.9: Značení sentinelové uzliny s.c injekci patentní modří.  
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1.4.3    

Chirurgická léčba metastáz melanomu 

U solitárních nebo ojedinělých satelitních/intransitních metastáz se za nejbezpečnější 

a nejúčinnější metodu považuje chirurgické řešení. Excize by se měla provádět s 0,5‐1 

cm bezpečnostním lemem. Při průkazu metastáz v regionálních lymfatických uzlinách 

se  rovněž  za  základní  léčebnou  metodu  považuje  radikální  lymfadenektomie. 

Nedoporučuje se exstirpace pouze postižené lymfatické uzliny, protože hrozí riziko, že 

se  ponechají  uzliny,  které  nejsou  makroskopicky  postižené,  ale  obsahují 

mikrometastázu. I operabilní orgánová metastáza ve stádiu IV je indikována k operaci. 

Jedná se např. o solitární metastázu v plicích  či  játrech. Tento postup  je však nutno 

vždy zvážit interdisciplinárně. 

 

 

 

1.4.4    

Radikální lymfadenektomie lymfatických uzlin 

Pokud  se  v sentinelové  uzlině  prokáže  přítomnost  mikro‐  či  makrometastáz,  je 

pacient indikován k radikální lymfadenektomii této oblasti. Tento zákrok je indikován 

i  v případě,  pokud  je  klinicky  či  sonograficky  patrná  přítomnost  jedné  či  více 

suspektně nádorově infiltrovaných lymfatických uzlin.  

     

 

 

 



27 

 

1.4.5 

Adjuvantní terapie 

• Jedná se o terapii, která se nasazuje co nejdříve po chirurgické excizi nádoru u 

pacientů bez klinicky patrných metastáz tumoru či po jejich odstranění.  

• Imunologické  léčebné  postupy  jako  vakcíny  nebo  cytokiny  interferon  gama, 

TNF alfa,  IL‐2,  IL‐12 nebo GM‐CSF nepřinesly v proběhlých klinických  studiích 

očekávaný výsledek v adjuvantní terapii. 

• Interferon  alfa  je  první  látkou  v adjuvantní  terapii,  která  v prospektivních 

randomizovaných studiích přinesla výrazný efekt pro pacienta.  Interferon alfa 

je využíván pro  své významné  imunomodulační a anti‐tumorózní vlastnosti a 

s tím souvisejícím prodloužením bezpříznakového období (34,42,62). 

• K léčbě  interferonem  alfa  jsou  indikováni  pacienti  s vysoce  rizikovým 

melanomem stádia IIB, IIC a III (dle AJCC 2003). 

• Dle současných doporučení se interferon alfa v ČR dávkuje: 

Vysoká  dávka:  9/10 MIU  s.c./den  5x  týdně  po  4  týdny  v rámci  indukce,  následná 

pokračovací léčba 9/10 MIU 3x týdně po dobu 1 roku.  

    V současné  době  lze  v adjuvantní  imunoterapii  využívat  i  pegylované  formy 

interferonu alfa, které mají prodloužený biologický poločas, a proto se aplikují pouze 

jedenkrát týdně. Prospektivní randomizovaná studie s pegylovaným interferonem alfa 

potvrdila  prodloužení  bezpříznakového  období  u  pacientů  s metastatickým 

postižením  lymfatických  uzlin.  Z terapie  profitovali  zejména  pacienti 

s mikrometastázami, u kterých  se prodloužil  i  interval do vzniku prvních vzdálených 

metastáz (25).  

    Cytokiny  jako  je  interferon  alfa  nebo  interleukin  2  lze  využít  i  v intralezionální 

aplikaci  při  řešení  recidivujících  inoperabilních  kožních  metastáz  bez  přítomnosti 

vzdálených  orgánových  metastáz.  Předpokládá  se,  že  jsou  schopné  vyvolat  nejen 

lokální, ale i systémovou protinádorovou imunitní odpověď.  
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1.4.6 

Radioterapie 

Radioterapie  se  v léčbě  maligního  melanomu  používá  jako  primární  přístup  spíše 

výjimečně. Je to pouze v těch případech, u kterých není operační výkon možný nebo 

nemá význam. U makroskopicky viditelných nádorů  je potřeba při ozařování vytvořit 

od  všech  okrajů  nádoru  bezpečnostní  lem  3  cm.  Ozařuje  se  dávkou  70  Gy  při 

frakcionaci  5x  2  Gy  týdně.  U  mikroskopické  přítomnosti  nádoru  se  doporučuje 

aplikace  60  Gy.  Pro  optimální  rozložení  dávky  v oblasti  nádoru  a  nepoškozování 

zdravé tkáně se doporučují rychlé elektrony.  

    Intransitní  metastázy,  které  nejsou  řešitelné  chirurgicky  nebo  u  kterých  nejde 

použít  izolovanou  cytostatickou  perfuzi  končetiny,  lze  použít  samostatné  ozáření 

rychlými elektrony o energii mezi 6 a 8 MeV. Při běžném ozařování se pracuje opět 

s dávkami mezi 50‐60 Gy.  

Při metastatickém postižení mízních uzlin, které  jsou  inoperabilní, se běžně  indikuje 

lokální ozáření. Používají se jednotlivé dávky mezi 1,8 a 2 Gy s celkovou dávkou mezi 

50‐54 Gy. Jako časnou komplikaci aktinoterapie zde můžeme pozorovat vznik radiační 

dermatitidy a pozdním následkem  této  léčby bývá vznik  fibrózy v ozařované oblasti 

nebo lymfedém postižené končetiny. 

   Kostní metastázy  lze paliativně ozařovat, pozitivně zareaguje 67‐85 % nemocných. 

Indikací  tu  je paliativní ozáření při bolestech, ovlivnění  statiky  těla nebo  komprese 

spinálního kanálu  s neurologickou  symptomatologií nebo bez ní. Celkově  se podává 

35‐36 Gy v dávkách 2,5 až 3 Gy na sezení.  

    U  solitárních mozkových metastáz  je  indikována  operační  resekce  nebo  ozáření 

Lekselovým gama nožem. Výhodou stereotaktického ozáření  je minimální poškození 

okolních  tkání.  Při  kombinaci  lokální  terapie  (operace  nebo  stereotaktické  ozáření) 
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v kombinaci  s ozářením  celého  mozku  lze  dosáhnout  zdvojnásobení  délky  přežití 

v průměru ze 4 na 10 měsíců. 

  

1.4.7 

Chemoterapie a chemoimunoterapie v paliativních indikacích 

Indikací  k celkové  chemoterapii  nebo  chemoimunoterapii  jsou  inoperabilní  recidivy 

nádorů,  inoperabilní regionální metastázy a vzdálené metastázy stádia  IV. Nejčastěji 

jsou  jako  první  vnitřní  orgán  postiženy  plíce.  V dalším  průběhu  onemocnění  se 

objevují  metastázy  v játrech,  v centrálním  nervovém  systému,  kostech, 

gastrointestinálním traktu a dalších orgánech. S počtem postižených orgánů stoupá  i 

závažnost onemocnění. Protože  léčba probíhá  z paliativního hlediska,  je  třeba  vždy 

zohledňovat kvalitu života jedince. 

    Pacienti s metastázami v kůži, měkkých tkáních,  lymfatických uzlinách nebo pouze 

v plicích  (generalizace  menšího  rozsahu)  by  měli  být  léčeni  jiným  terapeutickým 

postupem,  protože  reagují  na  léčbu  lépe  než  pacienti  s metastázami  v játrech, 

skeletu, mozku nebo s generalizovanými metastázami (generalizace většího rozsahu). 

V celkové monoterapii pokročilých stádií je k dispozici více preparátů, jejichž účinnost 

je srovnatelná (tabulka 3).  
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Lék  Dávkování  Léčebná odpověď 

Dakarbazin  250 mg/m2 i.v. den 1‐5 každé 3‐4 týdny nebo 

800‐1200 mg/m2 i.v. den 1 každé 3‐4 týdny 

12 ‐17,6 %, 5,3‐23 

% 

Temozolomid  150‐200 mg/m2 p.p. den 1‐5 každé 4 týdny   13,5‐21 % 

Fotemustin  100 mg/m2 den 1,8 a 15 

poté 5 týdnů interval bez léčby, pokračování každé 3 

týdny 

 

7,4‐24,2 % 

 

Tabulka 3: Monoterapie melanomu stádia IV 

 

 

 

 

 

Při  kombinaci  cytostatik  s cytokiny  lze  dosáhnout  zvýšení  účinnosti  léčby.  V dosud 

provedených  studiích  se  ale  neprokázalo  signifikantní  prodloužení  celkové  doby 

přežití. Nasazení  interferonu  alfa nebo  interleukinu 2  k monoterapii  zvýší procento 

nežádoucích  účinků.  Kombinace  několika  chemoterapeutik‐polychemoterapie  nebo 

chemoterapeutik  s cytokiny‐polychemoimunoterapie  dosáhne  vyššího  počtu  remisí, 

ale bez prodloužení celkového přežití. Toxicita polychemoterapie je také vyšší, a proto 

je  pro  udržení  kvality  života  pacienta  nutné  aplikovat  i  podpůrnou  léčbu,  např. 

dakarbazinová schémata vyžadují účinnou antiemetickou terapii (granisetron).  
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    Z novější,  zatím  ale  experimentální  léčby  metastazujícího  melanomu  je  nutné 

zmínit  látku  oblimersen  natrium,  jenž  představuje  antisense  přístup  (9).  Tento 

„antisense  lék“  je  složen  z  chemicky  změněných  malých  fragmentů  DNA 

(oligonukleotidů). Specificky blokuje lidskou  bcl‐2 mRNA vedoucí k poklesu translace 

Bcl‐2 proteinu. Bcl‐2 protein je bílkovina, která se účastní antiapoptotických procesů a 

snižuje  odpověď  na  apoptotické  signály  vyvolané  protinádorovou  léčbou.  Zvýšená 

hladina  Bcl‐2  většinou  znamená  horší  průběh  onemocnění  a  resistenci 

k chemoterapii. Podávání preparátu anti Bcl‐2 by mělo potlačit resistenci nádorových 

buněk k podávané chemoterapii  a současně zvýšit jejich schopnost apoptózy. 

    Další preparát, nově zkoušený v léčbě metastazujícího melanomu, je monoklonální 

protilátka proti cytotoxickému T‐lymfocytárnímu antigenu 4  (CTLA‐4). Tento antigen 

je  exprimován  na  povrchu  aktivovaných  T  lymfocytů  a  blokuje  imunitní  odpověď 

navozenou  interakcí  T  buněčných  receptorů  TCR  s molekulami  HLA  systému  na 

povrchu antigen prezentujících buněk. Nová, plně humánní monoklonální protilátka, 

ipilimumab je v klinickém zkoušení. Selektivně se váže na antigen CTLA‐4 na povrchu 

aktivovaných  T  lymfocytů,  čímž  zabrání  inhibiční modulaci  jejich  funkce  a  zesílí  tak 

imunitní  odpověď.  V prvních  klinických  studiích  se  prokázala  celková  léčebná 

odpověď u metastazujícího melanomu 21,6 % ve  skupině  s monoterapií a 31,4 % u 

kombinace s dakarbazinem (57). 

 

 

1.4.8 

Primární a sekundární prevence melanomu 

Primární prevence  souvisí  s osvětou. Využívá  šíření  informací o  škodlivém vlivu UV‐

záření, napomáhá  vyhledávání  rizikových osob a doporučuje pravidelné preventivní 

prohlídky (obr. 10). 

 



 

 

Obr.10: Stan proti melanomu v centru Prahy. 

 

 

    Sekundární prevence spočívá ve sledování pacientů s maligním melanomem s cílem 

zabránit  či včas podchytit progresi nebo odhalit duplicitu melanomu.  Časový  rozvrh 

pravidelných kontrol záleží na stadia onemocnění.  
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1.4.9 

Dispenzarizace pacientů s maligním melanomem 

 

Typ  a  délka  dispenzarizace  se  odvíjí  od  klinického  stádia  pacienta.  Dispenzarizace 

pacienta  v prvních  třech  letech po  operaci  primárního  nádoru  je  zejména důležitá, 

protože se v tomto období objevuje zhruba 70‐80 % metastáz. Pozdní metastázy po 

10  i  20  letech  nejsou  u melanomu  výjimkou,  proto  by měla  být  dispenzární  péče 

doživotní. 

    Při pravidelných kontrolách by mělo být standardně provedeno  fyzikální vyšetření 

kůže  a palpační  vyšetření  lymfatických uzlin. V závislosti na  stádiu onemocnění  (od 

Breslowa > 1mm)  se pak v pravidelných  intervalech provádí:  sonografické vyšetření  

regionálních  lymfatických uzlin,  sonografické vyšetření břicha včetně abdominálních 

lymfatických uzlin a RTG plic. U pacientů s lokoregionálním metastazováním se  tato 

vyšetření  doplňují  o  CT  či  magnetickou  rezonanci  mozku,  případně  o  scintigrafii 

skeletu.  U  rizikových  pacientů  lze  jako  alternativu  ke  konvenčním  vyšetřovacím 

postupům zvážit indikaci PET‐CT. Kromě včasného rozpoznání progrese onemocnění a 

psychosociální péče slouží dispenzární péče u pacientů s melanomem  i k diagnostice 

duplicitních melanomů, jimiž je tato populace ohrožena čtrnáctinásobně více. 
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2. PRAKTICKÁ ČÁST 

 

2.1 

DETEKCE METASTÁZ 

 

Mnoho pacientů má relaps onemocnění  i přes adjuvantní  léčbu  interferonem alfa.  I  

přesto, že se diagnostické metody stále vylepšují, zobrazovací metody  jsou schopné 

odhalit metastázy v lymfatickém systému a vnitřních orgánech až v pokročilém stádiu. 

Stále  proto  hledáme  neinvazivní  metodu,  která  by  nás  včas  informovala  o 

hematogenním  rozsevu  nádorových  buněk  a  pomohla  nám  tak definovat pacienty, 

kteří mají vysoké riziko progrese onemocnění.   

    Nádorové buňky se v krevním oběhu pacientů vyskytují ve velmi malém množství. 

K jejich  detekci  se  používají  metody  molekulární  biologie  založené  na  reverzní 

transkripci (RT) s následnou polymerázovou řetězovou reakcí, vyznačující se vysokou 

citlivostí  a  specifitou  (8,18,40,44).  Pomocí  této  techniky  jsou  vyhledávány  mRNA 

kódující protein specifický pro určitý typ nádorové buňky. Přesnější kvantifikaci mRNA 

genů umožňuje metoda real‐time RT‐PCR, použitá v této práci.  

    Detekce  cirkulujících  melanomových  buněk  je  označována  jako  citlivá  metoda 

k výběru  pacientů,  kteří mají  velké  riziko  relapsu  (21,36,54,58,63).  Od  publikování 

první práce, popisující monitorování  cirkulujících melanomových buňek pomocí RT‐

PCR (65), nepanuje  jednotný názor na klinickou relevanci tohoto vyšetření. Výsledky 

studií,  zabývajících  se  diseminací  melanomových  buněk  v různých  stádiích 

onemocnění,  se  v různých  laboratořích  totiž  doposud  lišily 

(10,11,20,23,27,31,35,47,53,55,60,69).  Existují  dva  možné  důvody  rozdílných 

výsledků  těchto  prací:  (a)  detekce  pouze  jednoho markeru,  (b)  použití  konvenční 

semikvantitativní RT‐PCR metody.  K důvodu  (a)  je  třeba uvést,  že melanom patří  k 

nádorům,  vyznačujícím  se  značnou  heterogenitou  exprese  nádorově  specifických 
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proteinů  (37). Sledování dvou a více markerů může výrazně zvýšit účinnost detekce 

(23,44,64). Většina studií sledovala například tyrozinázu jako jediný marker. Mnohé z 

nich  však  ukázaly,  že  tyrozináza  jako marker melanomu  selhala  (3,32,39,56,60,66). 

K argumentu  (b)  lze  namítnout,  že  použití  konvenční  semikvatitativní  RT‐PCR  jako 

prognostického  faktoru  při  detekci  cirkulujících  melanomových  buněk  má  svá 

omezení.  Použití  real‐time RT‐PCR  je  rychlé,  přesné  a navíc  kvantitativní  vyšetření. 

Měří expresi housekeepingového genu a expresi mRNA specifické pro melanom (40).  

 

 

 

 

 

2.2 

MARKERY 

 

Zatím  bylo  identifikováno  pouze  několik  markerů  asociovaných  s primárním  a 

metastazujícím maligním melanomem (19). V této studii jsme se zaměřili na 5 z nich: 

melanoma inhibitory protein (MIA), melanosomal matrix protein (gp 100),  melanoma 

antigen  recognized  by  T  cells  (Melan‐A/MART‐1),  melanoma  antigen‐A3  family 

(MAGE‐3) a klíčový enzym při biosyntéze melaninu (tyrozináza). Dalším potenciálním 

nádorovým markerem byla telomeráza. 
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2.2.1  

Melanoma inhibitory activity (MIA) 

 

   

Vznik a  rozvoj nádoru  je závislý na komplexní síti stimulačních a  inhibičních  faktorů 

produkovaných buňkami  tumoru a okolním prostředím. Při pátrání po autokrinních 

růstových faktorech u maligního melanomu byl popsán protein s názvem melanoma 

inhibitory aktivity (MIA) (2) .  

Genový  locus  pro MIA  se  nachází  na  dlouhém  raménku  19  chromozomu  v oblasti 

13.32 (13). Signifikantně homologní úseky najdeme u  lidí, myší, krys a skotu. Jestliže 

tento protein zůstal v průběhu evoluce do značné míry nezměněn, naznačuje to jeho 

významnou  buněčnou  funkci.  Při  syntéze  MIA  vzniká  při  translaci  131–

aminokyselinový  prekurzor,  z něhož  při  dalším  zpracování  v procesu  translace 

odštěpením  hydrofóbního peptidu vzniká zralý 107 aminokyselinový protein. Těchto 

prvních 24 aminokyselin proteinu odpovídá signálnímu peptidu (12), který kontroluje 

transport do endoplazmatického retikula a finálně uvolnění MIA do extracelulárního 

prostoru.      Jedná  se o  protein o molekulové  hmotnosti  11  kDa. MIA  je  ve  velkém 

množství  produkována  melanocyty,  u  kterých  došlo  k malignímu  zvratu,  ne  však 

melanocyty normálními (15).   Zcela nulovou produkci MIA nacházíme u keratinocytů 

a amelanotických kožních tumorů. RT‐PCR bylo zjištěno malé množství MIA u tumorů 

prsu  (14).  Ve  tkáni  nepostižené  tumorem  je  exprese MIA  omezena  na  chrupavku. 

Z posledních výzkumů vyplývá, že by se mohlo  jednat o klíčovou molekulu regulující 

progresi melanomu.  

    Při  studiu  funkce  proteinu  bylo  zjištěno,  že  reaguje  s fibronektinem.  Intaktní 

fibronektin má vazebné domény k četným molekulám  jako kolagen,  fibrin,  integrin, 

heparin  a  k  mnohým  dalším.  In  vivo  jsou  tato  vazebná  místa  obsazena  různými 
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ligandy.  MIA nasedá především na vazebná místa fibronektinu, která jsou určena pro 

integrin.   Nejnovější poznatky navíc ukazují, že MIA se může vázat přímo na  integrin  

α4β1  ‐  a5β1  (16).  Rozvolněním  vazeb  mezi  fibronektinem    a  integrinem  dochází 

k odtržení  melanomových  buněk  od  extracelulární  matrix  a  jsou  vytvořeny 

předpoklady pro jejich další migraci. 

    K indukci  exprese  MIA  dochází  v počátcích  vzniku  maligního  melanomu  a  míra 

exprese  koreluje  s progresí  tumoru.  MIA  však  může  ovlivňovat  i  jiné  procesy  a 

molekuly  v průběhu  rozvoje maligního melanomu.  K podpoření  této  hypotézy  bylo 

v pokusu na melanomové buněčné  linii HMB2 dlouhodobě zabráněno expresi MIA a 

změny  porovnávány  s neovlivněnou  buněčnou  kulturou.  Na  úrovni  buněčné 

morfologie se opět obnovily mezibuněčné kontakty, na molekulární úrovni došlo ke 

snížené  regulaci exprese N‐ cadherinu a  reindukci   exprese E‐cadherinu. Na genové 

úrovni  došlo  ke  snížení  regulace  genů  spojených  s maligním melanomem.    Jsou  to 

geny  pro  membránový  typ  1  matrix  metaloproteinasy,  tkáňový    typ    aktivátoru 

plasminogenu a integrin  3. Tyto výsledky ukazují, že exprese MIA způsobuje progresi 

melanomu indukcí dalších genů spojených s maligním melanomem (17).  

    V buněčné  linii  s omezenou  produkcí  MIA  došlo  také  k  reindukci  syntézy 

pigmentu, re‐expresi  tyrosinase  related  proteinu  (Trp‐1)  a  tyrosinázy.  Přímý  vliv 

reexprese Trp‐1 na deficitu MIA byl podpořen pokusem, při němž po reexpresi MIA 

pomocí MIA‐expresion plasmidu došlo za 48 hodin po transfekci ke snížení množství 

Trp‐1 (17). 

    V pokusech  s myšími   melanomovými buňkami B16   byla  zjišťována  souvislost  se 

vznikem metastáz s množstvím sekrece MIA. Tendence ke vzniku plicních metastáz na 

myším  modelu  C57B16  přesně  korelovala  s úrovní  exprese  MIA.    Adheze 

melanomových buněk k fibronektinu,  lamininu   a  tenascinu byla snížena o 30‐50 %. 

Interakce mezi buněčným povrchem a komponenty matrix nezprostředkovávají pouze 

fyzický  kontakt,  ale  poskytují  také  důležité  signály  pro  melanocyty.  Uvolnění 
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melanomových  buněk  z mezibuněčného  spojení  účinkem MIA má  za  následek  vliv 

na regulaci migrace, apoptózy, sekrece proteáz, proteinů buněčné matrix a buněčný 

růst.  

    Další oblastí, která  je ovlivněna sekrecí MIA  je  imunitní systém. Buňky  imunitního 

systému také exprimují a4β1  integrin a zde se uplatňuje funkce MIA. In vitro dokáže 

v závislosti  na množství  inhibovat  proliferaci mononukleárů  až  k 60  %.  Při  podání 

exogenní  MIA  došlo  ke  snížení  cytotoxického  protinádorového  působení    LAK 

(lymphokine  aktivated  killer)  buněk.  Pokud  dojde  k inhibici  exprese MIA  v lidských 

melanomových buňkách dojde ke zvýšení LAK buněčné aktivity (16).  

MIA  není  produkována  buňkami  benigních  melanocytů,  ale  jen   melanomovými 

buňkami. Zvýšení syntézy MIA    je signálem pro progresi melanomu. Genová analýza 

promotoru  MIA  ukazuje  na  silnou  aktivitu  u  melanomových  buněk  a  nulovou  u 

melanocytárních  buněk.  Regulace  promotorové  aktivity  je  ovlivňována  vazbou 

transkripčních  faktorů,  které  specificky  tlumí  nebo  aktivují  míru  transkripce.  Při 

upregulaci  transkripce MIA se uplatňuje protein o váze 32 kDa nazvaný melanoma‐

associated  transcription  factor  (MATF).  Jedná  se  o  protein  z rodiny  high‐mobility‐

group 1 (HMG 1). U maligního melanomu je exprese HMG1 silně zvýšena ve srovnání 

s melanocyty.  Negativní  vliv  na  regulaci  transkripce  má  COOH‐terminal  binding 

protein (CtBP1), který je silně exprimován u benigních melanocytů a výrazně snížen u 

melanomových buněk (33).  
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2.2.2  

gp 100 

 

Protein gp100 je melanocytární antigen vázaný na buněčnou membránu a hraje 

důležitou roli jako enzymatický regulátor melanogeneze. Známa v dermatologii je 

především monoklonální protilátka vázající se na tento antigen HMB‐45, která se 

využívá v imunohistochemické diagnostice melanocytárních projevů. 

    V roce 1930 byl Dunnem and Thigpenem popsán takzvaný silver locus zodpovědný 

za recesivní vybledávání srsti u myších mutantů zhoršující se s věkem. Při 

mikroskopickém studiu  jejich srsti byl zjištěn úbytek pigmentových granul (24) . 

V roce 1987 byla nalezena cDNA odpovídající defektnímu genu u albino myší s deleční 

mutací a nazvána Pmel 17. Lidská obdoba Pmel genu se nachází na dlouhém raménku 

12. chromozomu v oblasti 13‐14. Lidský Pmel byl objeven nezávisle na pokusech o 

nalezení antigenů spojených s maligním melanomem. Většina používaných 

monoklonálních protilátek se vázala na glykoprotein o molekulové váze 100 kD, proto 

byl nazván gp100. Analýza cDNA odpovídající gp100 přinesla téměř identickou 

sekvenci s lidským Pmel 17. Pmel 17 může být matricí pro vznik 4 odlišných produktů, 

z nichž každý reaguje s monoklonálními protilátkami proti gp100 a je cílem pro 

cytotoxické T‐lymfocyty namířené proti melanomovým buňkám (1,45,46). 

    Protein gp100 je složen z 661 aminokyselin s celkovou molekulovou hmotnosti 100 

kD. Translaci alternativně složené mRNA pro gp 100 vzniká protein o 668 

aminokyselinách Pmel 17. Pmel 17 a gp100  zajišťují opěrnou funkci v melanosomech. 

Slouží jako úložiště matrix pro melanin, stabilizují meziprodukty při syntéze melaninu 

a katalyzují polymerizaci 5,6‐dihydroxyindolu‐2‐karboxylové kyseliny (DHICA) na 

melanin (67). 
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2.2.3 

Melan‐A/MART‐1 

 

Melan‐A/MART‐1 je marker melanocytární diferenciace, rozpoznávaný T lymfocyty 

jako antigen na melanomových buňkách. Jedná se o transmembránový protein (13 

kD) o 118 aminokyselinách charakterizovaný svou vysokou specifitou pro melanocyty, 

melanomové buňky a buňky rohovky (20,36). Melan‐A/MART‐1 je podle 

imunofluorescenčních a imunoelektronových vyšetření lokalizován v Golgiho aparátu 

a pouze v menším množství se vyskytuje v melanozomech. Kvantitativní 

imunoelektronová mikroskopie potvrdila tento nález a maximum tohoto proteinu 

detekovala v trans Golgi části. Malé množství Melan‐A bylo touto metodou objeveno 

v melanozomech, endozomech, endoplazmatickém retikulu, buněčném obalu nebo 

plazmatické membráně. 

    Při vyzrávání melanozomu se hladina Melanu‐A snižuje a protein  se přesunuje 

z vnější melanozomální membrány na vnitřní (52).  

 

2.2.4 

MAGE‐3 

 

Melanoma antigen encoding gene‐3 (MAGE‐3) je členem skupiny MAGE genů, která 

obsahuje 12 známých genů. Tyto geny jsou selektivně exprimovány různými tumory 

včetně melanomu a nenádorovou tkání jako je placenta nebo varlata. Tyto geny  (44) 

kódují antigeny, jenž jsou v in vitro podmínkách rozpoznávány cytolytickými T 

lymfocyty, jenž byly připraveny z tkáně pacienta s nádorem.   
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Geny MAGE  1, 2, 3 a 4 jsou exprimovány primárním a metastazujícím melanomem. 

MAGE geny jsou v centru zájmu vědců, protože se jedná o struktury, které by mohly 

být využity pro vytvoření peptidové vakcíny.  

 

 

2.2.5 

Telomeráza 

 

Telomeráza je ribonukleoprotein, který umožňuje syntézu repetitivních telomerových 

sekvencí na koncích chromozomů. Telomeráza je citlivá na štěpení RNázou a na 

zvýšenou teplotu. Lze předpokládat, že na funkčním telomerázovém komplexu se 

budou podílet rovněž proteiny. Proteinová část může spoluvytvářet vazebná místa 

pro uchycení DNA i nukleotidů, tzn. může být důležitým regulátorem biologické 

aktivity ribonukleoproteinového enzymu. Dosud byly popsány především proteiny 

asociované s telomerázou typu TP1 a TP2. Již od počátku 90. let se objevily spekulace 

o významu telomerázy pro udržení nesmrtelnosti nádorových buněk, které byly 

doloženy velkým množstvím experimentálního materiálu. Tři buněčné typy, a to 

zárodečné buňky, určité kmenové buňky a buňky mnohých maligních nádorů, 

nepodléhají procesu replikačního stárnutí a zároveň vykazují expresi telomerázy. 

Jedna z podjednotek telomerázy se nazývá human telomerase reverse transcriptase 

(hTERT). Je specifická pro nádorovou tkáň a zdá se, že je limitujícím faktorem pro 

enzymovou aktivitu lidské telomerázy. Mechanizmus aktivace telomerázy u maligního 

melanomu není plně znám. Předpokládá se, že transkripce a alternativní splicing jsou 

regulačním mechanizmem pro telomerázovou aktivitu u melanomu kůže. V tkáňové 

kultuře s melanocyty chybí telomerázová aktivita a podjednotka hTERT není 
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exprimována. Tato fakta poukazují na skutečnost, že telomeráza by mohla hrát 

důležitou roli při transformaci melanocytů v melanomové buňky (70). 

    hTERT je exprimována v nádorové tkáni různého původu. Zajímavou otázkou je, zda 

se hladina hTERT dá považovat za sérový marker u neoplázií. Touto otázkou se 

zabývaly některé práce na genové úrovni. Pomocí metody real‐time RT‐PCR byla 

kvantitativně vyhodnocena hladina mRNA hTERT genu. Jako spolehlivý prognostický 

faktor byla hladina hTERT mRNA  vyhodnocena např. u karcinomu prostaty, žlučníku, 

plic nebo močového měchýře (22,49,50,51).  

 

 

2.2.6 

Tyrozináza 

 

Tyrozináza (monofenol monooxygenáza) je membránový protein tvořený z 529 

aminokyselin. Jedná se o klíčový enzym při syntéze melaninu, konverzí tyrozinu na 

DOPA a DOPA na dopachinon. Gen pro tyrozinázu je exprimován výhradně v buňkách 

odvozených od neuroektodermu, jako melanocyty, melanomové buňky nebo 

Schwannovy buňky. Nachází se na 11. chromozomu na dlouhém raménku v oblasti 

14‐21. Gen pro tyrozinázu obsahuje 5 exonů, které po transkripci generují několik 

spojených produktů, z nichž pouze jeden vykazuje tyrozinázovou aktivitu. Nově 

syntetizovaná molekula má molekulovou hmotnost 58 kD a obsahuje cytoplazmatický 

(C) konec, membránovou část a N konečnou doménu. Signální peptid N zakončení je 

důležitým místem pro intracelulární transport a zpracování, zatímco 

transmembránová a  cytoplasmatická část je nezbytná pro směřování enzymu 

k melanosomu (38). Glykosylační proces v Golgiho komplexu zvětšuje velikost z 65 na 

72 kD. Proteolytické odštěpení transmembránové části nově syntetizovaného enzymu 
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vytvoří 2 rozpustné molekulární formy, 1 nemodifikovaná s molekulovou hmotností 

53 kD a 1 glykosylovaná tyrozináza s molekulovou hmotností 65 kD. Katalyticky 

aktivní tyrozináza se účastní 3 odlišných reakcí v procesu melanogeneze. Hydroxylace 

monofenolu (L‐tyrozin), dehydrogenace  katecholu (L‐DOPA) a dehydrogenace 

dihydroxyindolu (DHI). L‐DOPA slouží jako kofaktor v první reakci (24,59).  

Tyrozináza je také řazena do major histocompatibility komplex (MHC) třídy I a II jako 

nádorový antigen, který reprezentuje potenciální cíl pro T lymfocyty směřované proti 

melanomovým buňkám.  Za fyziologických podmínek se v krvi nenacházejí žádné 

buňky, které by syntetizovaly tyrozinázu. Proto je tento enzym možno potenciálně 

využít jako marker cirkulujících melanomových buněk. 

 

 

2.3 

KVANTITATIVNÍ RT‐PCR V REÁLNÉM ČASE 

 

Výše uvedené markerové  geny byly  vybrány  vzhledem  k  jejich  vysoké  specifitě pro 

melanomové  buňky.  Stupeň  jejich  exprese  (množství  genových  transkriptů,  tj. 

příslušných  mRNA)  byl  zjišťován  metodou  kvantitativní  v  reálném  čase  (RT‐PCR). 

Amplifikace  cílových  sekvencí  sledovaných markerů  byla  provedena  dvoukrokovou 

RT‐PCR. V prvém kroku se syntetizovala cDNA pomocí reverzně transkriptázové PCR 

(RT‐PCR)  při  použití  náhodných  hexanukleotidů.  Ve  druhém  kroku  se  tato  cDNA 

použila  pro RT‐PCR  za  použití  primerů  a  hybridizačních  FRET‐sond  specifických  pro 

jednotlivé markery. V případě kvantifikace exprese hTERT byla použita jednokroková 

metoda RT‐PCR. V našem případě byl pro kvantitativní RT‐PCR  použit Light Cycler 2.0 

(Roche Diagnostics). Všechna měření byla prováděna v duplikátech.  
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Exprese  jednotlivých markerů byla porovnávána s expresí housekeepingového genu, 

kterým byla PBGD (porfobilinogen deamináza).  

Zjištěné hodnoty počtu kopií/ml amplifikovaných markerových mRNA byly vztaženy k 

počtu kopií housekeepingové mRNA (počet kopií markeru/ml : počet kopií PBGD/ml). 

Výsledky byly statisticky vyhodnoceny. 

 

 

 

2.4 

MATERIÁL A METODIKA 

METODY 

Pacienti 

Do studie bylo zařazeno 65 pacientů. Ve skupině bylo 39 mužů a 26 žen ve věku od 20 

do 78 let. Průměrný věk pacienta byl 55 let. Podle klasifikace American Joint 

Committee of Cancer z roku 2003 (2‐4) se jednalo o nemocné s histologicky 

potvrzeným maligním melanomem ve stádiu IIA‐IIIC. Tito pacienti byli po excizi 

primárního tumoru léčeni po celé sledované období imunoterapií interferonem alfa 

2a (3x týdně 6 MIU s.c.). Pacienti byli klinicky a laboratorně sledováni každé 3 měsíce 

po dobu 18 měsíců. V tříměsíčních intervalech byl zároveň prováděn kompletní 

staging. 
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Izolace RNA z krevních vzorků 

Celková  buněčná  RNA  byla  extrahována  z neerytrocytární  buněčné  frakce  získané 

centrifugací  (30 min,  1200  x  g)  7 ml  nesrážlivé  krve  v  gradientu Histopaque  Sigma 

1119 a 1077  (2:1)  (obr. 11). Pro  izolaci RNA byl použit High Pure RNA  Isolation Kit 

(Roche  Diagnostics  GmbH,SRN)  a  nebo  byla  provedena  automatická  izolace 

přístrojem  MagNAPure  Compact  (Roche  Diagnostics  GmbH,  SRN)  (obr.  12)  a 

soupravou MagNAPure Compact RNA  Isolation Kit  (Roche Diagnostics GmbH, SRN). 

Kvalita  RNA  byla  ověřena  elektroforeticky  v 1,5%  agarozovém  gelu  s ethidium 

bromidem a kvantita byla měřena spektrofotometricky.  

 

 

 

 



 

 

Obr.11: Krev (2x5 ml) se odebírala do zkumavek s EDTA a byla zpracovávána během 

2‐4 hodin 
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Obr. 12: MagNAPure Compact (Roche Diagnostics GmbH, SRN) 
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Linie melanomových buněk 

Pozitivní  kontrolní  RNA  byla  izolována  z  buněčné  linie  SK‐MEL‐28,  kterou  poskytl 

MUDr. M. Vejražka,  PhD.,  z Ústavu  lékařské  biochemie  1.  LF UK  v Praze.  Tato  linie 

exprimuje všechny sledované melanomové markery. RNA získaná ze suspenze buněk 

naředěných na koncentrace 105  ‐ 101 byla použita k otestování citlivosti metody. 

 

 

Negativní kontrola 

Jako negativní kontrola sloužily RNA získané od 23 zdravých jedinců. 

 

 

 

Testované melanomové markery: 

Pomocí  kvantitativní  real‐time  RT‐PCR  byla  testována  exprese  následujících 

markerových mRNA: hTYR  (tyrozináza), MIA  (melanoma  inhibitory  antigen), MART‐

1/Melan‐A  (melanoma  antigen  recognized  by  T cells),  MAGE  (melanoma  antigen 

gene), gp100 (melanosomal matrix glycoprotein) a hTERT. 
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Kvantitativní real‐time RT‐PCR 

Amplifikace  cílových  sekvencí  sledovaných markerů  (kromě  hTERT)  byla  provedena 

real‐time RT‐PCR  s primery  a  sondami uvedenými  v tabulce  č. 4. Použité primery  a 

LightCycler  (FRET)  sondy  byly  navrženy  a  syntetizovány  TIB‐MolBiol  (Berlín,  SRN). 

První sonda byla označena na 5´‐konci LCRed‐640 a 3´‐konec byl blokován fosfátem, 

druhá  sonda měla  3´‐konec  značený  fluoresceinem.  Exprese  hTERT  byla  stanovena 

pomocí  jednostupňového  Light  Cyclerového  TeloTAGGG  hTERT  kvantifikačního  kitu 

(Roche Diagnostics GmbH, SRN). 

    cDNA byla syntetizována ze 2 µg celkové buněčné RNA pomocí komerční soupravy 

First  Strand  cDNA  Transcriptor  Synthesis  Kit  (Roche  Diagnostics  GmbH,  SRN)  za 

podmínek uvedených  výrobcem  a použití náhodných hexanukleotidů  jako primerů. 

Výhodou náhodných hexamerních primérů  je možnost primingu po  celé délce RNA 

pro  získání  uniformního  zastoupení  všech  sekvencí  RNA  a  současně  i  reverzní 

transkripce mRNA, které chybí poly(A) část. 

    V dalším  kroku  byla  cDNA  (2,5  µl)  amplifikována  v 10 µl  reakční  směsi  za  použití 

soupravy  LightCycler  FastStart  DNA  MasterPLUS  Hybridization  Probes  Kit  (Roche 

Diagnostics GmbH, SRN), doplněné o výše uvedené primery, LightCyclerové sondy a 

LC‐Uracil‐N‐glykosylázy  (Roche  Diagnostics  GmbH,  SRN),  která  znemožňuje 

kontaminaci reakce amplikony z předcházejících PCR. 

    Pro kinetickou real‐time PCR byl použit LightCycler  Instrument  (Roche Diagnostics 

GmbH, SRN) za následujících amplifikačních podmínek: inkubace při 37°C/10 min s LC 

uracil‐N‐glykosylázou;  95°C/10  min  inaktivace  uracil‐N‐glykosylázy  a  současná 

aktivace LC Fast TaqPolymerázy; amplifikace 55 cyklů: 95°C/10s, 55°C/10s (s odečtem 

fluorescence), 72°C/13s. Kontrola produktu byla provedena pomocí stanovení Tm.  

    Exprese jednotlivých markerů byla porovnávána s expresí housekeepingového genu 

PBGD  (porphobilinogendeamináza)  pomocí  LightCycler‐h‐PBGD Housekeeping Gene 

Set (Roche Diagnostics, GmbH, SRN).  
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Analýza dat 

Zjištěné hodnoty počtu kopií/ml amplifikovaných markerových RNA byly vztaženy k 

počtu  kopií  housekeepingového  genu  (počet  kopií  markeru/ml  :  počet  kopií 

PBGD/ml). Statistická analýza byla provedena s použitím SPSS softwaru (verze 10.0) a 

Studentovým t testem. 
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  hu TYR, mRNA    NM_000372  Tm 

HTYR‐F  TCTTCTCCTCTTggCAgATTgT  S  1305‐1326  56,2°C 

HTYR‐R  CAgTAAgTggACTAgCAAATCCTTC  A 1559‐1535  56,3°C 

  FRET sonda hu TYR, mRNA       

HTYR‐FL  CCAAggCTCCCCTCTTCAgCTg X  S  1430‐1451  65,2°C 

HTYR‐LC  TgTAgAATTTTgCCTgAgTTTgACCCAAT p  S  1453‐1481  64,2°C 

  Primer hu Melan A, mRNA    NM_005511  Tm 

Melan‐se  TggATAAAAgTCTTCATgTTggC  S  226‐248  55,9°C 

Melan‐as  gTggAgCATTgggAACCAC  A 357‐339  57,6°C 

  FRET sonda hu Melan A       

Melan‐FL  gCTgTCCCgATgATCAAACCCTTC X  A 305‐282  64,3°C 

Melan‐LC  TgTgggCATCTTCTTgTTAAggCACA p  A 280‐255  65,2°C 

  hu Primer MAGE3, mRNA    NM_175742   Tm 

MAGE3‐S  gAgAAgATCTgCCAgTgggTCT  S  135‐156  58,3°C 

MAGE3‐A  gCCTCCTgCTCCTCAgTAgC  A 322‐303  58,3°C 

  FRET sonda hu MAGE3       

MAGE3‐FL  gAggCATgATgACTCTggTCAgggC X  A  216‐192  66,3°C 

MAGE3‐LC  ACAggCgggAgTgTgggCA p  A 190‐172  66,6°C 

  Primer hu gp100 mRNA    NM_006928  Tm 



 

gp100 F  AAggTCCAgATgCCAgCTCAATCA  S  1341‐1364  63,6°C 

gp100 R  AggATCTCggCACTTTCAATACCC  A 1527‐1504  61,7°C 

  FRET sonda hu gp100 mRNA       

gp100 FL  AgTCCCCCTggATTgTgTTCTgTATCgA X  S  1441‐1468  66,5°C 

gp100 LC  TggTTCCTTTTCCgTCACCCTggAC p  S  1471‐1495  67,9°C 

 

Tab.4. Použité primery a FRET‐ sondy. 
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2.5  

VÝSLEDKY 

 

Studijní protokol 

Všichni pacienti podepsali informovaný souhlas před zařazením do studie. Do skupiny 

bylo  zařazeno  65  nemocných,  kteří  byli  léčeni  pro maligní melanom.  Pacienti  byli 

rozděleni  do  skupin  podle  klasifikace  American  Joint  Committee  on  Cancer  (2‐4). 

Jednalo se o nemocné ve stádiu IIA (33,9 %), ve stádiu IIB (24,6 %), ve stádiu IIC (12,3 

%), ve stádiu IIIA (15,4 %), ve stádiu IIIB (9,2 %) a ve stádiu IIIC (4,6 %).  

    Odběry pacientů k průkazu cirkulujících buněk byly prováděny každé 3 měsíce po 

dobu 18 měsíců. Každé 3 měsíce následovalo standardně stagingové vyšetření: RTG 

plic, sonografie břicha a sonografie spádových  lymfatických uzlin. Individuálně podle 

konkrétního stavu pacienta se tato vyšetření doplnila jinou zobrazovací metodou. 

 

 

Exprese  mRNA  MIA,  Melan‐A,  MAGE‐3,  gp  100  a  tyrozinázy  z krevních  vzorků 

pacientů s progresí onemocnění 

Během 18 měsíců sledování došlo u 18 z 65 pacientů k progresi onemocnění. Přitom u 

všech těchto nemocných se zvýšily hladiny 1 až 3 markerů do patologických hodnot. 

Jednalo se o nemocné v původním stádiu IIA‐IIIB. Konkrétně bylo 5 pacientů ve stádiu 

IIA, 3 ve stádiu  IIB, 4 ve stádiu  IIC, další 4 ve stádiu  IIIA a 2 ve stádiu  IIIB. Výsledky 

hladin markerů byly porovnány u každého konkrétního pacienta s cutoff hodnotami 

markerů naměřených ve skupině zdravých dobrovolníků.  
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    Pro MIA se jednalo o hodnotu (marker/PBGD) 0,832 + 0,073, pro Melan‐A 0,012 + 

0,002,  pro MAGE‐3  2,75  +  0,302  a  pro  gp100  0,057  +  0,006.  Jedná  se  o  hodnoty 

průměr + SD. Hodnoty při progresi jsou uvedeny ve stejném formátu a jsou v průměru 

pro MIA 4,272 + 2,183 (statisticky signifikantní rozdíl oproti hodnotě cutoff, p<0,01), 

pro  Melan‐A  0,026  +  0,016  (statisticky  nesignifikantní  oproti  cutoff,  p>0,05),  pro 

MAGE‐3   332,927  +  196,239  (statisticky  signifikantní  rozdíl  oproti  hodnotě  cutoff, 

p<0,01)  a  pro  gp100  0,953+  0,827  (statisticky  signifikantní  rozdíl  oproti  hodnotě 

cutoff, p<0,05). 

    Pro přehlednost uvádíme v tabulce č. 5 hodnoty markerů u všech 18 progredujících 

pacientů  jako  násobky  hodnoty  cutoff  příslušného  markeru.  U  markerů  MIA  byl 

průměrný poměr progrese/cutoff 5,08, u MAGE‐3  153,07 a u gp100 16,72. U jednoho 

pacienta s progresí byla pozitivní tyrozináza a ani u jednoho nedošlo k signifikantnímu 

zvýšení hodnot markerů Melan‐A oproti cutoff (p>0,05). 
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Pac.č 

 

Počáteč

. 

stádium 

MIA 

progrese/ 

cutoff 

Melan A 

progrese/ 

cutoff 

MAGE‐3 

progrese/ 

cutoff 

gp 100 

progrese/ 

cutoff 

Tyroziná‐ 

za 

progrese/ 

cutoff 

Typ 

progrese 

(druh 

metastázy) 

1  IIB  5,03  v normě  23,43  1,21  v normě  satelitní 

2  IIA  2,19  v normě  298,52  3,57  v normě  regionální 

lymf. 

uzliny 

6  IIA  v normě  v normě  28,06  v normě  v normě  satelitní 

7  IIC  v normě  v normě  16,16  v normě  v normě  regionální 

lymf. 

uzliny 

8  IIIA  7,25  v normě  202,10  3,08  v normě  regionální 

lymf. 

uzliny 

10  IIC  v normě  v normě  2,41  1,54  v normě  Játra 

14  IIIB  1,95  v normě  86,75  v normě  v normě  ledvina, 

plíce 

17  IIB  13,02  v normě  28,07  16,33  v normě  intranzitní 

20  IIC  v normě  v normě  1265,19  v normě  v normě  kůže, mozek
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21  IIC  5,16  v normě  13,49  6,49  v normě  mozek 

24  IIA  v normě  v normě  171,72  125,91  v normě  regionální 

lymf. 

uzliny 

25  IIIA   1,81  v normě  26,04  5,33  v normě  regionální 

lymf. 

uzliny 

28  IIB  4,14  v normě  24,52   2,22  v normě  Játra 

35  IIA  v normě  v normě  24,39  1,57  v normě  mozek 

44  IIIB  5,20  v normě  118,77  v normě  v normě  regionální 

lymf. 

uzliny 

58  IIIA  v normě  v normě  v normě  v normě  poz.  peritoneum 

60  IIA  v normě  v normě  23,40  v normě  v normě  oko, 

satelitní 

62  IIIA  v normě  v normě  10,67  v normě  v normě  regionální 

lymf. 

uzliny, 

sateltiní 

Tab.5: Maximální  zvýšení  jednotlivých markerů  jako násobek hodnoty  cutoff u  18  ze 65 

pacientů, u kterých byla klinický prokázána progrese 
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Abychom zjistili význam podjednotky hTERT cirkulující telomerázové mRNA v plazmě 

melanomových pacientů, použili jsme nově vytvořenou esej pro detekci hTERT mRNA 

pomocí  real‐time  RT‐PCR.  Nezjistili  jsme  korelaci  mezi  expresí  telomerázy 

s nádorovou  progresí  ani  stádiem  pacienta.  Exprese  hTERT  tedy  není  spolehlivým 

prognostickým parametrem pro pacienty s melanomem. 

 

 

 

 

Exprese vyšetřených markerů u jednotlivých pacientů s progresí 

Pacienti  s progredujícím onemocněním měli nejčastěji pozitivní marker MAGE‐3  (17 

z 18 nemocných, 94.4 %), dále byl pozitivní marker gp100  (10 z 18 nemocných, 55.6 

%), MIA (9 z 18, 50 %) a tyrozináza (1 z 18, 5.6 %). U Melan‐A nedošlo ke statisticky 

signifikantnímu  zvýšení  oproti  cutoff  u  všech  sledovaných  pacientů  s progresí  (obr. 

13). U  nemocných  s progredující  chorobou  se  nejčastěji  našly  současně  pozitivní  3 

markery  (39%  případů),  dále  1  marker  (33  %  případů)  a  následovaly  současně 

pozitivní 2 markery (v 28 %). 

 

 

 



 

Obr.13:  Exprese  vyšetřených markerů  u  pacientů  s progresí. V této  podskupině  byl 

nejčastěji pozitivní MAGE‐3 (17krát), následovaný gp100 (10krát), dále MIA (9krát) a 

tyrozináza(1krat). U markeru Melan‐A nedošlo k signifikantnímu  zvýšení  jeho hladin 

oproti cutoff 
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Korelace s klinickým průběhem 

Ve  sledovaném  souboru 65 pacientů došlo ke  zvýšení hladin markerů nad hodnoty 

cutoff  celkem u 21 pacientů  (obr. 14). Osmnáct pacientů  (86 %)  již bylo podrobně 

popsáno výše a během sledovaného období u nich zároveň došlo ke klinické progresi 

onemocnění.  U  všech  těchto  zmíněných  pacientů  bylo  zjištěno  zvýšení  jednoho 

markeru  nebo  současně  dvou  až  tří  markerů.  Další  3  pacienti  (14  %)  měli  také  

statisticky  signifikantně  zvýšené hodnoty oproti  cutoff,  ale  klinická progrese u nich 

nebyla do skončení sledování zjištěna.  
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Obr.  14.  Korelace  s klinickým  průběhem. Ve  sledovaném  souboru  došlo  ke  zvýšení 

hladin markerů nad hodnoty cutoff celkem u 21 pacientů. U 18 pacientů (86%) došlo 

ke klinické progresi choroby. U dalších 3 pacientů  (14%) klinická progrese nebyla do 

skončení sledování zjištěna. 
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Elevace nádorových markerů předcházela klinické progresi až o 9 měsíců 

Zvýšení hladin nádorových markerů se zjistilo ve většině případů mnohem dříve než 

došlo  ke  klinické  progresi  (obr.  15).  Podle  protokolu  se  krev  ke  stanovení  hladin 

markerů  odebírala  každé  3  měsíce  a  zároveň  se  prováděla  zobrazovací  vyšetření 

v rámci  stagingu. U 28 % pacientů došlo ke  zvýšení hladiny markerů 9 měsíců před 

progresí,  v 38  %  případů  6 měsíců  před  progresí,  v 17  %  případů  3 měsíce  před 

progresí a pouze dalších 17 % pacientů přišlo na odběr markerů, které byly poprvé 

zvýšeny  ve  stejnou  dobu,  kdy  se  klinickým  a  zobrazovacím  vyšetřením  prokázala 

progrese onemocnění.  
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Obr. 15: Doba od první zachycené elevace markerů ke klinické progresi. 
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Kazuistika s pacientem s progresí onemocnění 

U pacienta  č.1  (stadium  IIB)  , 14 měsíců po  zařazení do  studie,  se objevila  satelitní 

metastáza.  Jeho markery,  nebyly  zvýšené  nad  hodnotu  cut‐off  do  šestého měsíce. 

Během klinického vyšetření v 9. měsíci jsme pozorovali výrazné zvýšení markerů MIA 

a MAGE‐3. V stejné chvíli hodnota gp100 byla beze změn. V 12. měsíci byl detekováno 

zvýšení  hodnot  u  gp100  a  ještě  větší  zvýšení  u MIA  a MAGE‐3  (obr.16).  Všechna 

stagingová  vyšetření  byla  negativní.  O  dva měsíce  později  se  pacient  k nám  vrátil 

s velkým  nodulem  v satelitní  oblasti,  který  byl  chirurgický  odstraněn  a  histologický 

verifikován  jako  metastáza  maligního  melanomu.  V 15.  měsíci  se  MAGE‐3  a  MIA 

vrátily do hodnot při baseline, gp100 sice se nezměnil oproti 12. měsíci, ale snížil se až 

na  hodnote  baseline  v 18.  měsíci.  V tomto  případě  vidíme  jasnou  korelaci  mezi 

dynamickými změnami sérových hodnot markérů a klinického obrazu.      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Obr. 16: U pacienta č. 1 ve 14. měsíci  jsme pozorovali vznik satelitní metastázy. V 9. 

měsíci bylo prokázáno signifikantní zvýšení hodnot MIA a MAGE‐3; v 12. měsíci jsme 

detekovali  i  zvýšení  gp100.  Dva  měsíce  po  chirurgickém  odstranění  satelitní  

metastázy, markery  MIA a MAGE‐3 začaly klesat.  
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3. 

DISKUSE 

    Při  odhadu  prognózy  pacienta  s melanomem  hraje  důležitou  roli  stádium  podle 

AJCC klasifikace  (4‐6). Se stoupajícím stádiem se zhoršuje prognóza pacienta.  I přes 

neustálou modernizaci zobrazovacích metod se snažíme nalézt metodu, která by včas 

odhalila  hematogenní  rozsev  nádorových  buněk  a  pomohla  nám  tak  definovat 

pacienty, kteří mají vysoké riziko progrese onemocnění. Jako nejslibnější se nám jeví 

detekce  sérových  markerů.  Shrnutím  poznatků  o  významu  laktátdehydrogenázy 

(LDH), S100 proteinu nebo neuron‐specifické enolázy  (NSE)  se dospělo  k závěru,  že 

tyto  sérové markery  nejsou  dostatečně  citlivé  pro  časnou  detekci  progrese  nebo 

úspěšnosti terapie (19).  

    Přínosem pro včasnou diagnostiku a detekci progrese nádorů budou  jistě metody 

molekulární  biologie  detekující  mRNA  cestou  RT‐PCR.  Rychlejší  analýzu,  větší 

spolehlivost a přesnější kvantifikaci mRNA genů umožňuje metoda real‐time RT‐PCR, 

použitá  v této  práci.  Každé  3  měsíce  jsme  za  použití  této  metody  detekovali 

v periferní krvi nádorové markery pro melanom. Během 18 měsíců  trvání  studie  se 

statisticky signifikantně zvýšily melanomové markery nad cutoff u 21 pacientů. U 18 

z nich (86%) se objevila  ještě během studie progrese onemocnění. Tři pacienti z této 

skupiny  (16 %) měli  zvýšené markery  a  tato  elevace  nebyla  doprovázena  progresi 

onemocnění. Vysvětlením může  být  na  jedné  straně  falešně  pozitivní  výsledek. Na 

druhé  straně  můžeme  spekulovat,  že  u  tohoto  pacienta  došlo  k elevaci  markerů 

s předstihem  a  klinická  progrese  jej  teprve  čeká. Nachází  se  v období  9 měsíců  po 

elevaci  markerů.  V naší  práci  jsme  zaznamenali  28  %  pacientů,  u  nichž  elevace 

markerů předcházela klinické progresi o 9 měsíců. 

    Zvýšení hladin nádorových markerů se zjistilo ve většině případů výrazně dříve než 

došlo  ke  klinické  progresi.  Jak  již  bylo  řečeno,  u  28  %  pacientů  došlo  ke  zvýšení 

hladiny markerů 9 měsíců před progresí, v 38 % případů pak 6 měsíců před progresí, 
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v 17 % případů 3 měsíce před progresí a pouze dalších 17 % pacientů přišlo na odběr 

markerů, které byly poprvé zvýšeny ve stejnou dobu, kdy se klinickým a zobrazovacím 

vyšetřením  prokázala  progrese  onemocnění.  Elevaci  nádorových markerů můžeme 

považovat za metodu sloužící k včasné detekci hematogenního rozsevu a přítomnosti 

metastáz. 

    Melanom  patří  k  nádorům,  vyznačujícím  se  značnou  heterogenitou  exprese 

nádorově specifických proteinů. Sledování dvou a více markerů může výrazně zvýšit 

účinnost detekce. V naší studii jsme se soustředili na 5 markerů: Melan‐A/MART‐1, gp 

100,  MAGE‐3,  MIA  a  tyrozináza. Dalším  potenciálním  nádorovým  markerem  byla 

telomeráza.  Nejcitlivějším  markerem  progrese  se  ukázal  MAGE‐3  (17  z 18 

nemocných),  dále  byl  pozitivní marker  gp100  (10  z 18  nemocných), MIA  (9  z 18)  a 

tyrozináza  (1  z 18).  U Melan‐A  nedošlo  k statisticky  signifikantnímu  zvýšení  oproti 

cutoff  u  všech  sledovaných  pacientů  s progresí.  Tyrozináza  byla  jako  marker  pro 

cirkulující melanomové buňky používána v minulosti nejčastěji. Její role jako markeru 

je velice diskutovaná a  liší se v různých publikacích. Například úspěšnost vyšetřování 

tyrozinázy  jako  jediného  markeru  progrese  se  pohybovala  od  6  %  do  59  % 

(32,56,60,68).  Důvodem  může  být  technická  chyba,  vysoké  procento  falešně 

pozitivních  výsledků  např.  z důvodů  kontaminace  nebo  snížení  exprese  tyrozinázy 

v pokročilejších stádiích, jenž je spojené se snížením diferenciace nádorových buněk a 

poklesem melanizace nádoru (63). Vzhledem k tomu, že v naší práci se u progredující 

choroby nejčastěji našly současně 3 pozitivní markery, podporuje to detekci několika 

markerů jako velmi vhodnou a senzitivní metodu.  

    Zajímavým  faktem  je,  že  elevace markerů  doprovázela  progresi  onemocnění  ve 

smyslu  hematogenního  i  lymfogenního  šíření.  Původně  jsme  předpokládali,  že 

vzhledem  k tomu,  že  cirkulující  buňky  detekujeme  z periferní  krve,  bude  zachycen 

především  a  téměř  výlučně  hematogenní  rozsev.  Tento  závěr  poukazuje  na  to,  že 

šíření nádorových buněk lymfogenními cestami je doprovázeno i postižením krevního 
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oběhu.  Tento  fakt  může  být  i  jedním  z  vysvětlení,  proč  přítomnost  metastáz 

v lymfatických uzlinách výrazně zhoršuje celkové přežívání pacientů.  

    Katalytická  podjednotka  telomerázy  hTERT  je  exprimována  různými  nádory  a 

prekancerózami  v lidském  těle. Nenašli  jsme  korelaci mezi  expresí  hTERT,  progresí 

onemocnění ani stádiem pacienta. 

    Během  naší  studie  byly  nádorové  markery  vyšetřovány  každé  3  měsíce.  Tato 

frekvence  je důležitá,  abychom  s co největším předstihem před  klinicky  zjistitelnou 

progresí mohli  zaznamenat  elevaci markerů. Otázkou  je,  zda  tříměsíční  odstup  lze 

považovat  za  optimální,  krátký  nebo  naopak  dlouhý.  Určitou  limitací  je  finanční 

náročnost  a  fyzická  zatíženost  pacienta  (vzorky  se  musí  zpracovat  do  2  hod  po 

odběru, takže pacient musí k vyšetřením dojíždět někdy i několik stovek kilometrů) na 

straně jedné a snaha o co nejčastější sledování hladin markerů na straně druhé.  

    Opakované sledování hladin markerů je významné i z jiného důvodu. Při některém 

odběru krve se nemusí nádorové buňky v oběhu zachytit. To jsme prokázali  i u dvou 

našich  pacientů,  u  kterých  došlo  ke  klinické  progresi  po  9  měsících  od  prvního 

signifikantního  zvýšení  hladin  markerů.  U  nich  byl  první  odběr  pozitivní,  druhý 

negativní a třetí opět pozitivní. Může to souviset s řadou faktorů – fyzické neodebrání 

bolusu  nádorových  buněk  ve  sledovaném  krevním  vzorku,  přímé  nebo  nepřímé 

ovlivnění hladiny markerů adjuvantní  terapií, variabilní biologické chování nádorové 

tkáně  v závislosti na  čase  a další  (23). Organizačně  i údajově  se nám při plánování 

studie  zdál  tříměsíční  odstup  jako  vhodný  a  dostačující  a  klinická  praxe  v průběhu 

experimentů nám tento předpoklad v podstatě potvrdila. 

    Závěrem  lze  říci,  že multimarkerová  kvantitativní  real‐time  RT‐PCR  je  senzitivní 

metodou  pro  detekci  cirkulujících  nádorových  buněk.  Je  včasným  signálem  pro 

metastatické  šíření  u  melanomových  pacientů.  Tato  metoda  je  důležitým  a 

spolehlivým  prognostickým  faktorem.  Dá  se  předpokládat,  že  v budoucnu  může 

sloužit ke screeningu rizikových pacientů a k monitoringu úspěšnosti terapie. 
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Poděkování: 

 

 Tato  dizertační  práce  by  nikdy  nezvníklá  bez  pomoci  mého  školitele,  prof. 

Arenbergera   a bez pomoci as. Arenbergerové, která vede melanomovou ambulanci 

na naší klinice. Oba mi dali hned od počátku mého postgraduálního studia obrovskou 

důvěru  a motivaci.  Výzkum  proběhl  v laboratoři  oddělení molekulární  diagnostiky 

v Ústavu biochemie a patobiochemie 3.  LF UK a  FNKV,  kterou  vede doc. Křemen a 

dlužím mu také obrovské poděkování za pomoc a trpělivost, kterou se mnou měl. 

    Moc dobře vím,  jak nesmírně důležitá  je spolupráce mezi odborníky a co  lze  toto 

spoluprácí  dosáhnout. 

    Určitě  v  téchto  řádcích  nemůže  chybět  poděkování mým  rodičům,  kteří mě  od 

počátku  studia  medicíny  podporovali  jak  po  finanční  strance,  tak  i  po  psychické 

strance  a  bez  jejíchž  pomoci  bych  nikdy  neměl  možnost  léčit  lidi,  pracovat 

se špičkovým odborníkem prof. Arenbergerem a nyní dokonce dosáhnout i odevzdání 

dizertační práce. 
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