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1. Literarni ivod a prehled dané problematiky
1.1

Maligni melanom

Melanom, melanoblastom nebo maligni melanom jsou synonyma pro tentyz nador,
ktery vznikd z bunék, které tvofi pigment melanin, a oznacuji se jako melanocyty. V
soucasné dobé patfi melanom k nejmalignéjsim nadorim klze a sliznic. Vzacné se
vyskytuje i voku (spojivka a duhovka), na mékké mozkové plené nebo na sliznici
rGznych lokalit. Neni to dano jeho primdarnim ridstem, ale hlavné jeho agresivnim
biologickym chovanim a schopnosti vytvaret ¢asné hematogenni nebo lymfogenni
metastazy. Stanoveni Casné diagndzy a nasledna chirurgickda excise melanomu je

nezbytnosti.

Melanom je odpovédny za 90 % umrti na kozni nadory. Jeho incidence stale stoupa
a to prfevaziné u populace s nizkym fototypem vystavené silné slunecni expozici (30).
Ve stfedni Evropé se pohybuje incidence mezi 12-14 pripady na 100 000 obyvatel za
rok, v USA mezi 10-25 a nejvyssi incidence 50-60 novych pripadl je zaznamendavana
v Australii. U silné pigmentovanych ras jako jsou Africané nebo Asiati se melanom

vyskytuje velice zfidka a to zejména palmoplantarné nebo na sliznicich.

OhroZeni timto nddorem jsou zejména jedinci s vysokym poctem pigment. névd, lidé
s velkym kongenitalnim névem nebo mnohocetnymi dysplastickymi névy. Polygenni
dédi¢nost je odpovédna za Casty rodinny vyskyt a tak se nachazi 5-10 % melanomd

v rodinach s pozitivni anamnézou (29).

Kromé téchto konstitucnich faktor( hraje vyznamnou roli i UV zafeni a to zejména

jeho UVB slozka (26). Nazory na vliv toxickych, Iékovych nebo endokrinnich (gravidita,



hormonalni |é¢ba) faktord na vznik tohoto tumoru jsou rozporupliné. Castd spontanni
remise a agresivni pribéh tohoto onemocnéni u imunosuprimovanych svédci pro

vyznamnou roli imunitniho systému u této neoplazie (41).

Klinicky a histologicky rozliSujeme 4 typy maligniho melanomu. Nékteré melanomy

se obtizné klasifikuji, nékdy se vyskytuji smiSené varianty. Mezi klinicky atypické
formy patfi amelanotické melanomy, slizni¢ni nebo jiné extrakutanni formy, které

dohromady tvori 5 % vsech melanom.

1. Povrchové se Sifici melanom (SSM)
SSM reprezentuje az 70 % vSech malignich melanomd. U muzl jej obvykle
najdeme v hornich partiich trupu a u Zen na bércich nebo stehnech. Je
charakterizovan horizontalni fazi, ktera klinicky imponuje jako makula.
V pozdéjsi fazi se elevuje, dochazi k heterogenité barev, regresi nebo

k sekunddrnimu vyvoji papuly nebo tuberu (obr. 1).

2. Nodularni melanom (NM)
NM tvofi az 20% vSech melanomu a fadi se tak na druhé misto v Cetnosti
tohoto nadoru. Primarné se vyskytuje jako exofyticky rostouci hrbol. Barva je
prevazné hnédo-Cernd, casto s erodovanym krvacejicim povrchem. Vzhledem

k inicialné horizontdlni fazi je ¢asna diagndza obtizna (obr. 2).

3. Lentigo maligna melanom (LMM)
LMM se vytvari Casto az po nékolika letech na podkladé lentigo maligna.
Vyskytuje se obvykle na oblieji starSich osob. Projev miZe dosahovat

v prameéru az 10 cm a k vertikdlnimu rlstu dochdzi az po mnoha letech (obr. 3).



4. Akrolentigindzni melanom (ALM)
ALM je lokalizovan prevazné palmoplantarné, ale i subungualné nebo
periungualné. V intraepidermalni ¢asné fazi imponuje jako neostfe ohrani¢ena
makula, elevace signalizuje invazivni rist projevu. Prognosticky je tento typ
nejrizikovéjsi vzhledem k pokrocilému stadiu, ve kterém se pacienti dostavuiji

poprveé k lékafi (obr. 4).

Velké retrospektivni studie prokazaly, Ze pouze 1/3 melanomu vznika na podkladé
pigmentového névu. V 54 % se melanom vyvinul z névu dysplastického (atypického),
ve 36 % z velkého kongenitdlniho névu a v 10 % z béZného melanocytarniho névu. Ve

2/3 ptipadud vznikne melanom de novo, tedy na zdravé kazi (71).



Obr.1: Povrchové se Sifici melanom (SSM).



Obr.2: Noduldrni maligni melanom (NMM).



Obr.4: Lentigo maligna melanom (LMM).



Obr.4: Akrolentigindzni melanom (ALM).
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1.2

Prognostické faktory u primarniho maligniho melanomu (bez vzdalenych metastaz)

jsou:

vertikalni tloustka tumoru (histologické méreni maximalni tloustky nadoru
podle Breslowa udavané v mm) (obr.5)
pfitomnost ulcerace primdarniho tumoru (histologicky verifikovana)

invaze tumoru do klGzZe podle Clarka (zejména rozliseni Clark level II/Ill a

IV/V u tenkych melanom)
pohlavi (horsi prognéza u muz()
lokalizace tumoru (méné pftiznivd progndéza u melanom( na hlavé a krku,

trupu)
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Obr 5. Histologické méfeni maximalni tloustky nadoru podle Breslowa udavané v mm
a dle Clarka.
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Maligni melanom mUZe metastazovat primdrné lymfogenné, ale i hematogenné.
Zhruba 2/3 primarnich metastdz je omezeno na regionalni lymfatickou oblast.

Manifestuje se potom jako:

e satelitni metastdza (do 2 cm od primarniho tumoru) nebo lokalnimi recidivami
pfi neprovedeni radikalniho zakroku

e in-transitni metastaza (postihuje kazi nebo podkozi ddle nez 2cm od
primarniho tumoru, ale ne az za regionalnimi lymfatickymi uzlinami)

e mikro- nebo makrometastaza do regiondlnich lymfatickych uzlin

Pro maligni melanom byla svétové akceptovdna nova klasifikace American Joint
Commission on Cancer AJCC 2003 (tabulka 1A,1B) (4,5,6). Nova TNM klasifikace je

soucasnosti v rozpracovani.

Progndza pacientl se zhorSuje s pokrocilosti stadia a tak se desetileté preziti u
melanomu s tloustkou do 1 mm pohybuje kolem 90 % a klesa na 47 % u melanomu
nad 4 mm. Prezivani 1 rok v metastatickém stadiu IV je 8 az 10 %. Desetileté prezivani

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

TNM klasifikace u maligniho melanomu dle AJCC 2003
T Klasifikace Tloustka tumoru
Ulcerace
T1 <1,0mm a: bez ulcerace n. Clark level 11/111
b: s ulceraci nebo Clark level IV/V
T2 1.01 —2,0 mm a: bez ulcerace b: s ulceraci
2,01-4,0mm
T3 a: bez ulcerace b: s ulceraci
>4,0 mm
T4 a: bez ulcerace b: s ulceraci
Pocet meta lymf. Rozsah metastaz do lymf.
N Klasifikace
uzlin Uzlin
N1 1 uzlina a: mikrometastaza *
b: makrometastaza **
N2 2 — 3 uzliny a: mikrometastazy*
b: makrometastazy**
c: in-transitni nebo
satelitni metastaza(y) bez
meta uzlin
N3 4 a vice uzlin di
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zpecené uzliny nebo
in-transitni nebo
satelitni

metastdza(y) s meta

do lymf. uzlin

Sér. laktat dehydrogenaza
M Klasifikace Lokalizace a druh

vzdal. metastdz

M1la vzdal. metastazy | normalni
kozni, subkutanni ci

uzlinové

meta do plic L
M1b normalni

meta v ostatnich | normalni
Mlc
visceral. organech

vzdalené m 2V4 iy
dalené metastazy 2vyEend

kdekoli

*  Mikrometastazy — detekovany na zakladé elektivni ¢i sentinelové biopsie

lymfatickych uzlin

** Makrometastazy — zjistény klinicky/potvrzeny sonograficky a verifikovany
histologicky po lymfadenektomii. Nebo metastdazy do lymfatickych uzlin

s velkym extrakapsularnim Sifenim
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Tabulka 1B

Rozdéleni do stadii
0 Tis NOMO
1A: Tla NO MO
IB:  Tlb NOMO
T2a NO MO
IIA:  T2b NO MO
T3a NO MO
1IB: T3bNOMO
T4a NO MO
IIC:  T4b NO MO
IIIA: T1-4a Nla MO
T1-4a N2a MO
T1-4b N1a MO
T1-4b N2a MO
IB:  T1-4aN1b MO
T1-4a N2b MO
T1-4a/b N2c MO
HIC: T1-4b N1b MO
T1-4b N2b MO

kazdé T N3 MO

IV: kazdé Tkazdé NM 1
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13

Diagnostika

V diferencidlni diagnostice pigmentovych projevi ma velky vyznam
dermatoskopie. Podle studii vzristd pocet spravné diagnostikovanych
melanomU za pomoci dermatoskopu a to zejména v jeho digitalni podobé aZ o
25 % oproti vysSetfeni pouhym okem (43).

Tato metoda vyuziva zvlastnim zplsobem upravenou osvétlenou lupu, na jejiz
spodni casti je jeSté jedno prihledné sklo, které se prfimo dotyka klze pfi
vySetreni. Navic, Stérbina mezi kdzi a timto sklem je vyplnéna olejem, gelem
nebo tekutinou. Toto vlhké prostfedi vyplni veskeré koini nerovnosti pod
sklem, ¢imz se zrusi bézny lom svétla z koZniho povrchu a to umozni posuzovat
koZni struktury (obvykle pigmentové) v hlubSich partiich kdZe. Digitalizace
tohoto obrazu, ktera probiha bud’ tak, Ze analyzujeme obraz z pfipojeného
digitdlniho fotoaparatu nebo se pfimo jednd o online vyhodnoceni obrazu
z dermatoskopického zafizeni tvoreného vySe popsanou optikou a
videokamerou, umozZniiuje expertni analyzu. Specidlni software posuzuje
pigmentovou zménu podle ABCD kritérii asymmetry-asymetrie, border-
ohraniceni, colour-barva, diameter-primér (28). Data zpracuje, zhodnoti a
zaroven porovnava strukturu obrazu s nékolika tisici fotografiemi, které ma
uloZeny v paméti, a propocitd riziko. Vyhodami tedy jsou: zvétSeni projevu az
50x , archivace snimku a posouzeni vyvoje zmén v rlznych casovych
odstupech, expertni analyza pristroje nebo moznost preposlani snimku
elektronicky pacientovi. Tato analyza tak pomaha odbornikovi zjednodusit

otazku, zda pigmentovou zménu ponechat a sledovat, ¢i odstranit.

(obr. 6)
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Obr. 6: Dermatoskopicky obraz superficialné se Siticiho melanomu.
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Histopatologické urceni primarniho nadoru se stanovenim hlavnich rizikovych
prognostickych faktorl (Breslowlv index, pritomnost ulcerace), ale i ostatni
rizikové prognostické faktory (pfitomnost regrese, mikrosatelit(i, angioinvaze,
lymfangioinvaze, vysokda mitoticka aktivita).

Biopsie sentinelové uzliny u melanomd s Breslowem > 1 mm, u tencich
melanoma v pfipadé, kdy je hodnota Clarka IV/V nebo s pfitomnosti ulcerace.
Stanoveni TNM stadia (platnd AJCC klasifikace)

Vysetreni krve: krevni obraz, jaterni testy, CRP, ALP, a dle moznosti i S100 u
melanomu s Breslowem > 1 mm. Relevance hladiny LDH jako prognostického
faktoru v metastatickém stadiu je parametrem, ktery bere v Uvahu klasifikace
AJCC.

Klinické vysetfeni integumenta k odhaleni koZnich ¢i podkoZnich metastaz,
duplicity melanomu nebo definovani rizikovych projevl. Palpace spadovych
lymfatickych uzlin mdze odhalit lokoregionalni metastazy.

Detekce melanomovych bunék z periferni krve je dalsi slibnou zatim pouze
experimentalni metodou k monitoringu diseminace nadorovych bunék krevni
cestou a tedy kv€asnému rozpoznani metastaz. Za specifickou se popisuje
multimarkerova kvantitativni real-time RT-PCR z periferni krve.

Provedeni zobrazovacich vysetreni v ramci vstupniho stagingového vysetreni u
pacientd s melanomem hodnoty Breslow > 1mm (sonografické vysSetieni
regiondlnich lymfatickych uzlin, sonografické vysetfeni bficha vcéetné
abdominalnich lymfatickych uzlin a RTG plic). Vstupni stagingové vysetieni ma
vyznam zejména pro pozdéjsi srovndvani nalezll. U pacientl ve stadiu lll by
méla byt tato vysSetfeni doplnéna o CT ¢i magnetickou rezonanci mozku,
pripadné scintigrafii skeletu. U rizikovych pacientll je ke zvaZeni indikace PET-

CT vysetreni.
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14.1

Chirurgicka lécba primarniho tumoru

Zasadni vyznam pro pacienta s melanomem ma vcéasna chirurgickd totdlni
excize nadoru (obr.7) .

Suspektni pigmentové projevy by mély byt odstranovany in toto, aby bylo
mozné provést co nejpresnéjsi histopatologické vysetreni celého projevu.
Probatorni excizi lze provést pfi podezfeni na lentigo maligna melanom
vobliceji, vyjimecné prfi podezieni na akrolentigindzni melanom
palmoplantarné a ze sliznicnich projevl. Nevyhodou tohoto postupu je
obtiznéjsi nebo dokonce méné presné histopatologické vyhodnoceni. Bylo
prokazano, Ze probatorni excize z projevu nezhorSuje progndzu pacientd ve
srovnani s pacienty s primdarné in toto excizemi (48).

Rozsah excize by mél byt vsouladu se stavajicim doporucenim pro
bezpecnostni okraj okolo nadoru uvedeny v tabulce 2.

Pokud nador nebyl excidovdan in toto nebo nebyl dodrien dostatecny
bezpecnostni lem, provadi se v druhé etapé reexcize jizvy v takovém rozsahu,
aby byl dosaZzen doporucéeny bezpecnostni okraj. Reexcize by méla probéhnout

do 4 tydnQ od primarni excize.
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Tabulka 2

Soucasna doporuceni pro dodrzeni ochranného bezpecnostniho lemu pfi excizi koZzniho

melanomu
Breslowlyv bezpecnostni lem
index
melanomu
in situ 0,5cm
<2 mm 1cm
>2mm 2cm
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Obr.7: Rozsahla excize primarniho nadoru na zadech
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14.2

Biopsie sentinelové uzliny

e U melanom s Breslowem > 1mm nebo u nadord s tloustkou pod 1 mm pfi
Clark IV/V nebo za pfitomnosti ulcerace se odstranuje tzv. sentinelova uzlina
(prvni spadova uzlina pro oblast tumoru) (obr.8).

e Biopsie sentinelové uzliny se provadi:

1. soucasné s excizi primdrniho tumoru (optimalni pfipad)

2. vdruhé etapé s casovym odstupem, jako jesté pripustna se uvadi doba
do jednoho meésice po operaci nadoru. Vykon ve dvou dobach neni
idedlni, protoZe pfi radikalni primdrni excizi nadoru muZe dojit
k naruseni lymfatickych pomérd v misté tumoru, a tim ke ztizeni nebo
znemoznéni identifikace spravné lymfatické uzliny.

e Znaceni sentinelové uzliny se provadi duplicitné: patentni modti a koloidem
znagenym radionuklidem Tc ™ (obr.9).

e Sentinelovd uzlina (SLN) se vySetfuje histopatologicky barvenim
hematoxylinem-eosinem doplnénym o imunohistochemické vysetreni. Nutné
je uzlinu vysetfit v celém rozsahu dle protokolu pro vysetifovani SLN.

e Pokud je sentinelova uzlina negativni, predpoklada se, Ze i ostatni regiondlni
lymfatické uzliny nejsou postiZzeny nddorovym procesem. Pokud je pozitivni, je
pacient indikovan k provedeni radikalni lymfadenektomie postiZzené oblasti.

e Biopsie sentinelové uzliny dle studie Multicenter sentinel lymphadenectomy
trial (MSLT-1) nema vliv na celkové prezivani pacientd a zatim nebyl prokazan
jeji terapeuticky vyznam. Jedna se o mini-invazivni stagingové vysetreni, které
prodluzuje bezpriznakové obdobi pacienta a umozinuje definovat vhodné

pacienty-kandidaty pro adjuvantni imunoterapii (61).
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Obr.8: Sentinelova uzlina.
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Obr.9: Znaceni sentinelové uzliny s.c injekci patentni modfi.
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143

Chirurgicka lécba metastaz melanomu

vevys

a nejucinnéjsi metodu povazuje chirurgické reseni. Excize by se méla provadét s 0,5-1
cm bezpecnostnim lemem. Pfi prikazu metastaz v regiondlnich lymfatickych uzlindch
se rovnéz za zakladni l|éebnou metodu povazuje radikdlni lymfadenektomie.
Nedoporucuje se exstirpace pouze postizené lymfatické uzliny, protoze hrozi riziko, ze
se ponechaji uzliny, které nejsou makroskopicky postizené, ale obsahuji
mikrometastazu. | operabilni orgdnova metastdza ve stadiu IV je indikovana k operaci.
Jednd se napf. o solitarni metastazu v plicich ¢i jatrech. Tento postup je vSak nutno

vidy zvazit interdisciplindrné.

14.4

Radikalni lymfadenektomie lymfatickych uzlin

Pokud se vsentinelové uzliné prokaze pfitomnost mikro- ¢i makrometastaz, je
pacient indikovan k radikalni lymfadenektomii této oblasti. Tento zakrok je indikovan
i v pripadé, pokud je klinicky ¢i sonograficky patrna pritomnost jedné i vice

suspektné nadorové infiltrovanych lymfatickych uzlin.
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1.4.5

Adjuvantni terapie

e Jednd se o terapii, ktera se nasazuje co nejdfive po chirurgické excizi nddoru u
pacientl bez klinicky patrnych metastaz tumoru ¢i po jejich odstranéni.

e Imunologické |é¢ebné postupy jako vakciny nebo cytokiny interferon gama,
TNF alfa, IL-2, IL-12 nebo GM-CSF nepfrinesly v probéhlych klinickych studiich
oCekavany vysledek v adjuvantni terapii.

e Interferon alfa je prvni latkou v adjuvantni terapii, ktera v prospektivnich
randomizovanych studiich pfinesla vyrazny efekt pro pacienta. Interferon alfa
je vyuzivan pro své vyznamné imunomodulacni a anti-tumordzni vlastnosti a
s tim souvisejicim prodlouzenim bezpriznakového obdobi (34,42,62).

o Klécbé interferonem alfa jsou indikovdni pacienti svysoce rizikovym
melanomem stadia IIB, IIC a Il (dle AJCC 2003).

e Dle soucasnych doporuéeni se interferon alfa v CR davkuje:

Vysoka davka: 9/10 MIU s.c./den 5x tydné po 4 tydny vramci indukce, nasledna
pokracovaci lécba 9/10 MIU 3x tydné po dobu 1 roku.

V souCasné dobé Ize vadjuvantni imunoterapii vyuzivat i pegylované formy
interferonu alfa, které maji prodlouzeny biologicky polocas, a proto se aplikuji pouze
jedenkrat tydné. Prospektivni randomizovana studie s pegylovanym interferonem alfa
potvrdila prodlouzeni bezpfiznakového obdobi u pacientll s metastatickym
postizenim  lymfatickych  uzlin.  Zterapie profitovali zejména  pacienti
s mikrometastazami, u kterych se prodlouzil i interval do vzniku prvnich vzdalenych

metastaz (25).

Cytokiny jako je interferon alfa nebo interleukin 2 lze vyuzit i vintralezionalni
aplikaci pfi reSeni recidivujicich inoperabilnich koznich metastaz bez pritomnosti
vzdalenych organovych metastaz. Predpoklada se, Ze jsou schopné vyvolat nejen

lokalni, ale i systémovou protinddorovou imunitni odpovéd.
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1.4.6

Radioterapie

Radioterapie se vlécbé maligniho melanomu pouzivad jako primarni pfistup spise
vyjimecné. Je to pouze v téch pripadech, u kterych neni operacni vykon mozny nebo
nema vyznam. U makroskopicky viditelnych nadorl je potfeba pfi ozafovani vytvofit
od vsech okrajli nddoru bezpecnostni lem 3 cm. Ozafuje se davkou 70 Gy pfi
frakcionaci 5x 2 Gy tydné. U mikroskopické pritomnosti nddoru se doporucuje
aplikace 60 Gy. Pro optimalni rozloZeni davky v oblasti nddoru a neposkozovani

zdravé tkané se doporucuji rychlé elektrony.

Intransitni metastdzy, které nejsou resSitelné chirurgicky nebo u kterych nejde
pouzit izolovanou cytostatickou perfuzi koncetiny, lze pouZit samostatné ozareni
rychlymi elektrony o energii mezi 6 a 8 MeV. Pfi béZném ozarfovani se pracuje opét

s davkami mezi 50-60 Gy.

Pfi metastatickém postiZzeni miznich uzlin, které jsou inoperabilni, se bézné indikuje
lokalni ozareni. Pouzivaji se jednotlivé davky mezi 1,8 a 2 Gy s celkovou davkou mezi
50-54 Gy. Jako ¢asnou komplikaci aktinoterapie zde mizeme pozorovat vznik radiacni
dermatitidy a pozdnim nasledkem této lécby byva vznik fibrézy v ozafované oblasti

nebo lymfedém postiZzené koncetiny.

Kostni metastazy lze paliativné ozarovat, pozitivné zareaguje 67-85 % nemocnych.
Indikaci tu je paliativni ozareni pfi bolestech, ovlivnéni statiky téla nebo komprese
spinalniho kanalu s neurologickou symptomatologii nebo bez ni. Celkové se podava

35-36 Gy v davkach 2,5 az 3 Gy na sezeni.

U solitdrnich mozkovych metastaz je indikovdna operacni resekce nebo ozareni
Lekselovym gama nozem. Vyhodou stereotaktického ozareni je minimalni poskozeni

okolnich tkani. Pfi kombinaci lokalni terapie (operace nebo stereotaktické ozareni)
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v kombinaci s ozarenim celého mozku lze dosahnout zdvojnasobeni délky preziti

v priméru ze 4 na 10 mésicu.

1.4.7

Chemoterapie a chemoimunoterapie v paliativnich indikacich

Indikaci k celkové chemoterapii nebo chemoimunoterapii jsou inoperabilni recidivy
nadord, inoperabilni regionalni metastazy a vzdalené metastazy stadia IV. Nejcastéji
jsou jako prvni vnitfni orgdn postizeny plice. V dalsSim prlibéhu onemocnéni se
objevuji metastazy vjatrech, vcentralnim nervovém systému, kostech,
gastrointestindlnim traktu a dalSich organech. S poctem postizenych orgdn( stoupa i
zavaznost onemocnéni. Protoze |écba probiha z paliativniho hlediska, je tfeba vidy

zohlednovat kvalitu Zivota jedince.

Pacienti s metastazami v kizi, mékkych tkanich, lymfatickych uzlindch nebo pouze
v plicich (generalizace mensiho rozsahu) by méli byt [éCeni jinym terapeutickym
postupem, protoZze reaguji na |éCbu |épe neZ pacienti s metastazami v jatrech,
skeletu, mozku nebo s generalizovanymi metastazami (generalizace vétsiho rozsahu).
V celkové monoterapii pokrocilych stadii je k dispozici vice preparatd, jejichz uc¢innost

je srovnatelna (tabulka 3).
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Lék Davkovani Lécebna odpovéd’

Dakarbazin 250 mg/m?i.v. den 1-5 kazdé 3-4 tydny nebo 12 -17,6 %, 5,3-23

%
800-1200 mg/m?i.v. den 1 kaZdé 3-4 tydny

Temozolomid | 150-200 mg/m?p.p. den 1-5 kazdé 4 tydny 13,5-21 %

Fotemustin 100 mg/m2 den 1,83 15

poté 5 tydnu interval bez |écby, pokracovani kazdé 3 7,4-24,2 %

tydny

Tabulka 3: Monoterapie melanomu stadia IV

Pfi kombinaci cytostatik s cytokiny lze dosahnout zvyseni ucinnosti lécby. V dosud
provedenych studiich se ale neprokazalo signifikantni prodlouzeni celkové doby
preziti. Nasazeni interferonu alfa nebo interleukinu 2 k monoterapii zvysi procento
nezadoucich ucinkd. Kombinace nékolika chemoterapeutik-polychemoterapie nebo
chemoterapeutik s cytokiny-polychemoimunoterapie dosahne vyssiho poctu remisi,
ale bez prodlouzZeni celkového preziti. Toxicita polychemoterapie je také vyssi, a proto
je pro udrZeni kvality Zivota pacienta nutné aplikovat i podplrnou Iécbu, napf.

dakarbazinova schémata vyzaduji U¢innou antiemetickou terapii (granisetron).
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Z novejsi, zatim ale experimentalni |é¢by metastazujiciho melanomu je nutné
zminit latku oblimersen natrium, jenz predstavuje antisense pfistup (9). Tento
,antisense |ék“ je slozen z chemicky zménénych malych fragmentli DNA
(oligonukleotid(). Specificky blokuje lidskou bcl-2 mRNA vedouci k poklesu translace
Bcl-2 proteinu. Bcl-2 protein je bilkovina, kterd se Ucastni antiapoptotickych procest a
snizuje odpovéd na apoptotické signdly vyvolané protinddorovou léc¢bou. Zvysend
hladina Bcl-2 vétSinou znamena horsi pribéh onemocnéni a resistenci
k chemoterapii. Podavani preparatu anti Bcl-2 by mélo potlacit resistenci nadorovych

bunék k podavané chemoterapii a soucasné zvysit jejich schopnost apoptozy.

Dalsi preparat, nové zkousSeny v Ié¢bé metastazujiciho melanomu, je monoklonalni
protilatka proti cytotoxickému T-lymfocytarnimu antigenu 4 (CTLA-4). Tento antigen
je exprimovan na povrchu aktivovanych T lymfocytl a blokuje imunitni odpovéd
navozenou interakci T bunécénych receptord TCR s molekulami HLA systému na
povrchu antigen prezentujicich bunék. Novd, plné humdanni monoklondlni protilatka,
ipilimumab je v klinickém zkousSeni. Selektivné se vaze na antigen CTLA-4 na povrchu
aktivovanych T lymfocyt(, ¢imz zabrani inhibi¢ni modulaci jejich funkce a zesili tak
imunitni odpovéd. V prvnich klinickych studiich se prokazala celkova lécebna

odpovéd u metastazujictho melanomu 21,6 % ve skupiné s monoterapii a 31,4 % u

kombinace s dakarbazinem (57).

1.4.8

Primarni a sekundarni prevence melanomu

Primarni prevence souvisi s osvétou. Vyuziva Sifeni informaci o Skodlivém vlivu UV-
zareni, napomaha vyhledavani rizikovych osob a doporucuje pravidelné preventivni

prohlidky (obr. 10).
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Obr.10: Stan proti melanomu v centru Prahy.

Sekundarni prevence spociva ve sledovani pacient s malignim melanomem s cilem
zabranit ¢ véas podchytit progresi nebo odhalit duplicitu melanomu. Casovy rozvrh

pravidelnych kontrol zalezi na stadia onemocnéni.
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1.4.9

Dispenzarizace pacientu s malighim melanomem

Typ a délka dispenzarizace se odviji od klinického stadia pacienta. Dispenzarizace
pacienta v prvnich tfech letech po operaci primarniho nadoru je zejména dulezit3,
protoze se vtomto obdobi objevuje zhruba 70-80 % metastdz. Pozdni metastazy po
10 i 20 letech nejsou u melanomu vyjimkou, proto by méla byt dispenzdrni péce

dozivotni.

Pti pravidelnych kontroldch by mélo byt standardné provedeno fyzikalni vySetieni
kGiZze a palpacni vySetieni lymfatickych uzlin. V zavislosti na stddiu onemocnéni (od
Breslowa > 1mm) se pak v pravidelnych intervalech provadi: sonografické vysetreni
regiondlnich lymfatickych uzlin, sonografické vysetreni bricha véetné abdominalnich
lymfatickych uzlin a RTG plic. U pacientl s lokoregionalnim metastazovanim se tato
vySetfeni dopliuji o CT ¢i magnetickou rezonanci mozku, pfipadné o scintigrafii
skeletu. U rizikovych pacientll Ize jako alternativu ke konvencénim vySetfovacim
postupum zvazit indikaci PET-CT. Kromé v€asného rozpoznani progrese onemocnéni a
psychosocialni péce slouzi dispenzarni péce u pacientli s melanomem i k diagnostice

duplicitnich melanomd(, jimiz je tato populace ohrozena ¢trnactindsobné vice.
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2. PRAKTICKA CAST

2.1
DETEKCE METASTAZ

Mnoho pacientld ma relaps onemocnéni i pres adjuvantni léc¢bu interferonem alfa. |
presto, Ze se diagnostické metody stale vylepsuji, zobrazovaci metody jsou schopné
odhalit metastazy v lymfatickém systému a vnitfnich organech az v pokrocilém stadiu.
Stdle proto hledame neinvazivni metodu, kterd by nds véas informovala o
hematogennim rozsevu nddorovych bunék a pomohla ndm tak definovat pacienty,

ktefi maji vysoké riziko progrese onemocnéni.

Nadorové buriky se v krevnim obéhu pacientd vyskytuji ve velmi malém mnozZstvi.
K jejich detekci se pouzivaji metody molekularni biologie zaloZzené na reverzni
transkripci (RT) s ndslednou polymerdazovou fetézovou reakci, vyznacujici se vysokou
citlivosti a specifitou (8,18,40,44). Pomoci této techniky jsou vyhledavdny mRNA
kddujici protein specificky pro urcity typ nadorové buriky. Pfesnéjsi kvantifikaci mRNA

genl umoznuje metoda real-time RT-PCR, pouzita v této praci.

Detekce cirkulujicich melanomovych bunék je oznacovana jako citliva metoda
k vybéru pacientd, ktefi maji velké riziko relapsu (21,36,54,58,63). Od publikovani
prvni prace, popisujici monitorovani cirkulujicich melanomovych buriek pomoci RT-
PCR (65), nepanuje jednotny ndzor na klinickou relevanci tohoto vysetreni. Vysledky
studii, zabyvajicich se diseminaci melanomovych bunék v rlznych stadiich
onemocnéni, se v rliznych laboratofich totiz doposud lisily
(10,11,20,23,27,31,35,47,53,55,60,69). Existuji dva mozné dlvody rozdilnych
vysledk(l téchto praci: (a) detekce pouze jednoho markeru, (b) pouzZiti konvencni
semikvantitativni RT-PCR metody. K divodu (a) je tfeba uvést, Ze melanom patti k
nadorlim, vyznacujicim se znacnou heterogenitou exprese nddorové specifickych
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proteinli (37). Sledovani dvou a vice markerd muUze vyrazné zvysit uc¢innost detekce
(23,44,64). Vétsina studii sledovala napfiklad tyrozindzu jako jediny marker. Mnohé z
nich vSak ukdzaly, Ze tyrozindza jako marker melanomu selhala (3,32,39,56,60,66).
K argumentu (b) lze namitnout, Ze pouziti konvencéni semikvatitativni RT-PCR jako
prognostického faktoru pfi detekci cirkulujicich melanomovych bunék ma sva
omezeni. PouZiti real-time RT-PCR je rychlé, pfesné a navic kvantitativni vySetreni.

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

2.2
MARKERY

Zatim bylo identifikovdno pouze nékolik marker( asociovanych s primarnim a
metastazujicim malignim melanomem (19). V této studii jsme se zaméfili 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 klicovy enzym pfi biosyntéze melaninu (tyrozindza). Dalsim potencialnim

nadorovym markerem byla telomeraza.
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2.2.1

Melanoma inhibitory activity (MIA)

Vznik a rozvoj nadoru je zavisly na komplexni siti stimulacnich a inhibi¢nich faktor(
produkovanych bunikami tumoru a okolnim prostfedim. Pfi patrani po autokrinnich
rastovych faktorech u maligniho melanomu byl popsan protein s nazvem melanoma

inhibitory aktivity (MIA) (2) .

Genovy locus pro MIA se nachazi na dlouhém raménku 19 chromozomu v oblasti
13.32 (13). Signifikantné homologni Useky najdeme u lidi, mysi, krys a skotu. Jestlize
tento protein zlstal v pribéhu evoluce do zna¢né miry nezménén, naznacuje to jeho
vyznamnou bunécénou funkci. Pfi syntéze MIA vznika pfi translaci 131-
aminokyselinovy prekurzor, znéhoz pfi dalSim zpracovani v procesu translace
odstépenim hydrofdbniho peptidu vznika zraly 107 aminokyselinovy protein. Téchto
prvnich 24 aminokyselin proteinu odpovida signalnimu peptidu (12), ktery kontroluje
transport do endoplazmatického retikula a findlné uvolnéni MIA do extraceluldrniho
prostoru. Jedna se o protein o molekulové hmotnosti 11 kDa. MIA je ve velkém
mnozZstvi produkovana melanocyty, u kterych doslo k malignimu zvratu, ne vsak
melanocyty normadlnimi (15). Zcela nulovou produkci MIA nachdzime u keratinocytu
a amelanotickych koznich tumor(. RT-PCR bylo zjiSténo malé mnozstvi MIA u tumora
prsu (14). Ve tkdni nepostizené tumorem je exprese MIA omezena na chrupavku.
Z poslednich vyzkuma vyplyva, Ze by se mohlo jednat o klicovou molekulu regulujici

progresi melanomu.

Pfi studiu funkce proteinu bylo zjisténo, Ze reaguje s fibronektinem. Intaktni
fibronektin ma vazebné domény k cetnym molekulam jako kolagen, fibrin, integrin,

heparin a k mnohym dalSim. In vivo jsou tato vazebnda mista obsazena r{znymi
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ligandy. MIA naseda predevsim na vazebna mista fibronektinu, ktera jsou uréena pro
integrin. Nejnovéjsi poznatky navic ukazuji, Ze MIA se m(zZe vazat pfimo na integrin
a4p1 - a5B1 (16). Rozvolnénim vazeb mezi fibronektinem a integrinem dochazi
k odtrzeni melanomovych bunék od extraceluldrni matrix a jsou vytvoreny

predpoklady pro jejich dalsi migraci.

Kindukci exprese MIA dochazi v pocatcich vzniku maligniho melanomu a mira
exprese koreluje s progresi tumoru. MIA vsak muZe ovliviiovat i jiné procesy a
molekuly v pridbéhu rozvoje maligniho melanomu. K podporeni této hypotézy bylo
v pokusu na melanomové bunécné linii HMB2 dlouhodobé zabranéno expresi MIA a
zmény porovnavany s neovlivnénou bunécnou kulturou. Na Udrovni bunécéné
morfologie se opét obnovily mezibunécné kontakty, na molekularni drovni doslo ke
snizené regulaci exprese N- cadherinu a reindukci exprese E-cadherinu. Na genové
urovni doslo ke sniZzeni regulace gend spojenych s malignim melanomem. Jsou to
geny pro membranovy typ 1 matrix metaloproteinasy, tkanovy typ aktivdtoru
plasminogenu a integrin 3. Tyto vysledky ukazuji, Ze exprese MIA zpUsobuje progresi

melanomu indukci dalSich gen( spojenych s malignim melanomem (17).

V bunécné linii somezenou produkci MIA doslo také k reindukci syntézy
pigmentu, re-expresi tyrosinase related proteinu (Trp-1) a tyrosindzy. Pfimy vliv
reexprese Trp-1 na deficitu MIA byl podpofen pokusem, pfi némz po reexpresi MIA
pomoci MIA-expresion plasmidu doslo za 48 hodin po transfekci ke snizeni mnozstvi

Trp-1(17).

V pokusech s mysimi melanomovymi burikami B16 byla zjistovdna souvislost se
vznikem metastdz s mnoistvim sekrece MIA. Tendence ke vzniku plicnich metastaz na
mysSim modelu C57B16 presné korelovala s urovni exprese MIA. Adheze
melanomovych bunék k fibronektinu, lamininu a tenascinu byla snizena o 30-50 %.
Interakce mezi bunéénym povrchem a komponenty matrix nezprostfedkovavaji pouze

fyzicky kontakt, ale poskytuji také dullezité signaly pro melanocyty. Uvolnéni
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melanomovych bunék z mezibunécného spojeni ucinkem MIA ma za nasledek vliv
na regulaci migrace, apoptdzy, sekrece protedz, proteini bunécné matrix a bunécny

rist.

Dalsi oblasti, ktera je ovlivnéna sekreci MIA je imunitni systém. Bunky imunitniho
systému také exprimuji a4p1 integrin a zde se uplatiuje funkce MIA. In vitro dokaze
v zavislosti na mnoZstvi inhibovat proliferaci mononukleard az k 60 %. Pfi podani
exogenni MIA doslo ke snizeni cytotoxického protinddorového plsobeni LAK
(lymphokine aktivated killer) bunék. Pokud dojde k inhibici exprese MIA v lidskych

melanomovych bunkach dojde ke zvyseni LAK bunécné aktivity (16).

MIA neni produkovdna burnkami benignich melanocytli, ale jen melanomovymi
burikami. Zvyseni syntézy MIA je signdlem pro progresi melanomu. Genova analyza
promotoru MIA ukazuje na silnou aktivitu u melanomovych bunék a nulovou u
melanocytarnich bunék. Regulace promotorové aktivity je ovliviovana vazbou
transkripénich faktor(, které specificky tlumi nebo aktivuji miru transkripce. P¥i
upregulaci transkripce MIA se uplatiiuje protein o vaze 32 kDa nazvany melanoma-
associated transcription factor (MATF). Jednd se o protein z rodiny high-mobility-
group 1 (HMG 1). U maligniho melanomu je exprese HMG1 silné zvySena ve srovnani
s melanocyty. Negativni vliv na regulaci transkripce ma COOH-terminal binding
protein (CtBP1), ktery je silné exprimovan u benignich melanocytl a vyrazné snizen u

melanomovych bunék (33).
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2.2.2

gp 100

Protein gp100 je melanocytarni antigen vdzany na bunéénou membranu a hraje
dllezitou roli jako enzymaticky reguldtor melanogeneze. Zndma v dermatologii je
predevsim monoklondlni protilatka vazajici se na tento antigen HMB-45, ktera se

vyuziva v imunohistochemické diagnostice melanocytarnich projev(.

V roce 1930 byl Dunnem and Thigpenem popsan takzvany silver locus zodpovédny
za recesivni vybledavani srsti u mysich mutantl zhorsujici se s vékem. P¥i
mikroskopickém studiu jejich srsti byl zjiStén Ubytek pigmentovych granul (24) .

V roce 1987 byla nalezena cDNA odpovidajici defektnimu genu u albino mysi s delec¢ni
mutaci a nazvana Pmel 17. Lidska obdoba Pmel genu se nachdzi na dlouhém raménku
12. chromozomu v oblasti 13-14. Lidsky Pmel byl objeven nezavisle na pokusech o
nalezeni antigend spojenych s malignim melanomem. Vétsina pouzivanych
monoklonalnich protilatek se vazala na glykoprotein o molekulové vaze 100 kD, proto
byl nazvan gp100. Analyza cDNA odpovidajici gp100 prinesla témér identickou
sekvenci s lidskym Pmel 17. Pmel 17 m{zZe byt matrici pro vznik 4 odliSnych produkt,
z nichz kazdy reaguje s monoklondlnimi protildtkami proti gp100 a je cilem pro

cytotoxické T-lymfocyty namitené proti melanomovym bunkam (1,45,46).

Protein gp100 je sloZzen z 661 aminokyselin s celkovou molekulovou hmotnosti 100
kD. Translaci alternativné slozené mRNA pro gp 100 vznika protein o 668
aminokyselinach Pmel 17. Pmel 17 a gp100 zajistuji opérnou funkci v melanosomech.
SlouZzi jako ulozisté matrix pro melanin, stabilizuji meziprodukty pfi syntéze melaninu
a katalyzuji 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 melanocytarni diferenciace, rozpoznavany T lymfocyty
jako antigen na melanomovych burkdach. Jedna se o transmembranovy protein (13
kD) o 118 aminokyselinach charakterizovany svou vysokou specifitou pro melanocyty,
melanomové bunky a buriky rohovky (20,36). Melan-A/MART-1 je podle
imunofluorescencnich a imunoelektronovych vysetreni lokalizovan v Golgiho aparatu
a pouze v mensim mnozstvi se vyskytuje v melanozomech. Kvantitativni
imunoelektronova mikroskopie potvrdila tento nalez a maximum tohoto proteinu
detekovala v trans Golgi ¢asti. Malé mnozZstvi Melan-A bylo touto metodou objeveno
v melanozomech, endozomech, endoplazmatickém retikulu, bunééném obalu nebo

plazmatické membrané.

PFi vyzravani melanozomu se hladina Melanu-A sniZuje a protein se presunuje

z vnéjsi melanozomadlni membrdany na vnitini (52).

224

MAGE-3

Melanoma antigen encoding gene-3 (MAGE-3) je ¢lenem skupiny MAGE genu, kterd
obsahuje 12 znamych gen(. Tyto geny jsou selektivné exprimovany rdznymi tumory
véetné melanomu a nenddorovou tkani jako je placenta nebo varlata. Tyto geny (44)
kdduji antigeny, jenz jsou v in vitro podminkdch rozpoznavany cytolytickymi T

lymfocyty, jenz byly pfipraveny z tkané pacienta s nadorem.
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Geny MAGE 1, 2, 3 a 4 jsou exprimovany primarnim a metastazujicim melanomem.
MAGE geny jsou v centru zajmu védcu, protoZe se jedna o struktury, které by mohly

byt vyuzity pro vytvoreni peptidové vakciny.

2.2.5

Telomeraza

Telomerdza je ribonukleoprotein, ktery umoznuje syntézu repetitivnich telomerovych
sekvenci na koncich chromozom(. Telomeraza je citlivd na Stépeni RNazou a na
zvysSenou teplotu. Lze predpokladat, Ze na funkénim telomerazovém komplexu se
budou podilet rovnéz proteiny. Proteinova ¢ast mlze spoluvytvaret vazebnd mista
pro uchyceni DNA i nukleotid(, tzn. mlze byt dllezitym regulatorem biologické
aktivity ribonukleoproteinového enzymu. Dosud byly popsany predevsim proteiny
asociované s telomerazou typu TP1 a TP2. Jiz od pocatku 90. let se objevily spekulace
o vyznamu telomerazy pro udrZeni nesmrtelnosti nddorovych bunék, které byly
doloZeny velkym mnozstvim experimentalniho materialu. Tfi bunécné typy, a to
zarodecné buriky, urcité kmenové bunky a buriky mnohych malignich nadord,
nepodléhaji procesu replika¢niho starnuti a zaroven vykazuji expresi telomerazy.
Jedna z podjednotek telomerdzy se nazyva human telomerase reverse transcriptase
(hTERT). Je specificka pro nddorovou tkan a zda se, ze je limitujicim faktorem pro
enzymovou aktivitu lidské telomerdzy. Mechanizmus aktivace telomerazy u maligniho
melanomu neni plné zndm. Predpoklada se, Ze transkripce a alternativni splicing jsou
regulacnim mechanizmem pro telomerdzovou aktivitu u melanomu kaze. V tkanové

kultufe s melanocyty chybi telomerazova aktivita a podjednotka hTERT neni
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exprimovana. Tato fakta poukazuji na skutec¢nost, Ze telomeraza by mohla hrat

dllezitou roli pfi transformaci melanocytd v melanomové buriky (70).

hTERT je exprimovana v nadorové tkani rizného puvodu. Zajimavou otazkou je, zda
se hladina hTERT da povazovat za sérovy marker u neoplazii. Touto otazkou se
zabyvaly nékteré prace na genové Urovni. Pomoci metody real-time RT-PCR byla
kvantitativné vyhodnocena hladina mRNA hTERT genu. Jako spolehlivy prognosticky
faktor byla hladina hTERT mRNA vyhodnocena napf. u karcinomu prostaty, Zlu¢niku,

plic nebo mocového méchyre (22,49,50,51).

2.2.6

Tyrozinaza

Tyrozindza (monofenol monooxygendza) je membranovy protein tvoreny z 529
aminokyselin. Jedna se o klicovy enzym pfi syntéze melaninu, konverzi tyrozinu na
DOPA a DOPA na dopachinon. Gen pro tyrozinazu je exprimovan vyhradné v bunkach
odvozenych od neuroektodermu, jako melanocyty, melanomové bunky nebo
Schwannovy buriky. Nachdzi se na 11. chromozomu na dlouhém raménku v oblasti
14-21. Gen pro tyrozindzu obsahuje 5 exon, které po transkripci generuji nékolik
spojenych produktd, z nichZ pouze jeden vykazuje tyrozinazovou aktivitu. Nové
syntetizovana molekula ma molekulovou hmotnost 58 kD a obsahuje cytoplazmaticky
(C) konec, membranovou ¢ast a N kone¢nou doménu. Signalni peptid N zakonceni je
dllezitym mistem pro intraceluldrni transport a zpracovani, zatimco
transmembranovd a cytoplasmaticka ¢ast je nezbytna pro smérovani enzymu

k melanosomu (38). Glykosylacni proces v Golgiho komplexu zvétsuje velikost z 65 na

72 kD. Proteolytické odstépeni transmembranové ¢asti nové syntetizovaného enzymu
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vytvori 2 rozpustné molekuldrni formy, 1 nemodifikovana s molekulovou hmotnosti
53 kD a 1 glykosylovana tyrozinaza s molekulovou hmotnosti 65 kD. Katalyticky
aktivni tyrozinaza se ucastni 3 odliSnych reakci v procesu melanogeneze. Hydroxylace
monofenolu (L-tyrozin), dehydrogenace katecholu (L-DOPA) a dehydrogenace

dihydroxyindolu (DHI). L-DOPA slouzi jako kofaktor v prvni reakci (24,59).

Tyrozinaza je také razena do major histocompatibility komplex (MHC) tfidy | a Il jako
nadorovy antigen, ktery reprezentuje potencidlni cil pro T lymfocyty smérované proti
melanomovym bunkdm. Za fyziologickych podminek se v krvi nenachazeji zadné
buniky, které by syntetizovaly tyrozindzu. Proto je tento enzym mozno potencialné

vyuzit jako marker cirkulujicich melanomovych bunék.

2.3

KVANTITATIVNI RT-PCR V REALNEM CASE

Vyse uvedené markerové geny byly vybrany vzhledem k jejich vysoké specifité pro
melanomové bunky. Stupen jejich exprese (mnozstvi genovych transkriptd, tj.
prislusnych mRNA) byl zjistovan metodou kvantitativni v redlném case (RT-PCR).
Amplifikace cilovych sekvenci sledovanych markert byla provedena dvoukrokovou
RT-PCR. V prvém kroku se syntetizovala cDNA pomoci reverzné transkriptdzové PCR
(RT-PCR) pfti poutziti ndhodnych hexanukleotidl. Ve druhém kroku se tato cDNA
pouzila pro RT-PCR za pouziti primert a hybridizac¢nich FRET-sond specifickych pro
jednotlivé markery. V pripadé kvantifikace exprese hTERT byla pouzita jednokrokova
metoda RT-PCR. V nasem pfipadé byl pro kvantitativni RT-PCR pouzit Light Cycler 2.0

(Roche Diagnostics). VSechna méreni byla provadéna v duplikatech.
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Exprese jednotlivych marker( byla porovndvéana s expresi housekeepingového genu,

kterym byla PBGD (porfobilinogen deaminaza).

Zjisténé hodnoty poctu kopii/ml amplifikovanych markerovych mRNA byly vztazeny k
poctu kopii housekeepingové mRNA (pocet kopii markeru/ml : pocet kopii PBGD/ml).

Vysledky byly statisticky vyhodnoceny.

2.4

MATERIAL A METODIKA
METODY

Pacienti

Do studie bylo zafazeno 65 pacient(l. Ve skupiné bylo 39 muz(i a 26 Zen ve véku od 20
do 78 let. Primérny vék pacienta byl 55 let. Podle klasifikace American Joint
Committee of Cancer z roku 2003 (2-4) se jednalo o nemocné s histologicky
potvrzenym malignim melanomem ve stadiu lIA-IIIC. Tito pacienti byli po excizi
primarniho tumoru Ié¢eni po celé sledované obdobi imunoterapii interferonem alfa
2a (3x tydné 6 MIU s.c.). Pacienti byli klinicky a laboratorné sledovéani kazdé 3 mésice
po dobu 18 mésicll. V tfimésicnich intervalech byl zaroven provadén kompletni

staging.
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I1zolace RNA z krevnich vzorku

Celkova bunéénd RNA byla extrahovdna z neerytrocytarni bunécéné frakce ziskané
centrifugaci (30 min, 1200 x g) 7 ml nesrazlivé krve v gradientu Histopaque Sigma
1119 a 1077 (2:1) (obr. 11). Pro izolaci RNA byl pouzit High Pure RNA Isolation Kit
(Roche Diagnostics GmbH,SRN) a nebo byla provedena automatickd izolace
pristrojem MagNAPure Compact (Roche Diagnostics GmbH, SRN) (obr. 12) a
soupravou MagNAPure Compact RNA Isolation Kit (Roche Diagnostics GmbH, SRN).
Kvalita RNA byla ovérena elektroforeticky v 1,5% agarozovém gelu s ethidium

bromidem a kvantita byla méfena spektrofotometricky.
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Obr.11: Krev (2x5 ml) se odebirala do zkumavek s EDTA a byla zpracovavana béhem

2-4 hodin
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Obr. 12: MagNAPure Compact (Roche Diagnostics GmbH, SRN)
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Linie melanomovych bunék

Pozitivni kontrolni RNA byla izolovdna z bunécné linie SK-MEL-28, kterou poskytl
MUDr. M. Vejrazka, PhD., z Ustavu lékaFské biochemie 1. LF UK v Praze. Tato linie
exprimuje vSechny sledované melanomové markery. RNA ziskana ze suspenze bunék

nafedénych na koncentrace 10 - 10" byla pouZita k otestovani citlivosti metody.

Negativni kontrola

Jako negativni kontrola slouzily RNA ziskané od 23 zdravych jedincu.

Testované melanomové markery:

Pomoci kvantitativni real-time RT-PCR byla testovana exprese nasledujicich
markerovych mRNA: hTYR (tyrozindza), MIA (melanoma inhibitory antigen), MART-
1/Melan-A (melanoma antigen recognized by T cells), MAGE (melanoma antigen

gene), gpl00 (melanosomal matrix glycoprotein) a hTERT.
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Kvantitativni real-time RT-PCR

Amplifikace cilovych sekvenci sledovanych markert (kromé hTERT) byla provedena
real-time RT-PCR s primery a sondami uvedenymi v tabulce €. 4. Pouzité primery a
LightCycler (FRET) sondy byly navrieny a syntetizovdny TIB-MolBiol (Berlin, SRN).
Prvni sonda byla oznacena na 5°-konci LCRed-640 a 3"-konec byl blokovan fosfatem,
druhd sonda méla 3’-konec znaceny fluoresceinem. Exprese hTERT byla stanovena
pomoci jednostupnového Light Cyclerového TeloTAGGG hTERT kvantifikacniho kitu
(Roche Diagnostics GmbH, SRN).

cDNA byla syntetizovdna ze 2 pg celkové bunééné RNA pomoci komeréni soupravy
First Strand cDNA Transcriptor Synthesis Kit (Roche Diagnostics GmbH, SRN) za
podminek uvedenych vyrobcem a pouziti ndhodnych hexanukleotidll jako primerd.
Vyhodou nahodnych hexamernich primér(i je moznost primingu po celé délce RNA
pro ziskani uniformniho zastoupeni vSech sekvenci RNA a soucasné i reverzni

transkripce mRNA, které chybi poly(A) ¢ast.

V dals$im kroku byla cDNA (2,5 ul) amplifikovana v 10 ul reakéni smési za pouziti

U5 Hybridization Probes Kit (Roche

soupravy LightCycler FastStart DNA Master
Diagnostics GmbH, SRN), doplnéné o vyse uvedené primery, LightCyclerové sondy a
LC-Uracil-N-glykosylazy (Roche Diagnostics GmbH, SRN), kterd znemoinuje

kontaminaci reakce amplikony z pfedchazejicich PCR.

Pro kinetickou real-time PCR byl pouzit LightCycler Instrument (Roche Diagnostics
GmbH, SRN) za nasledujicich amplifika¢nich podminek: inkubace pfi 37°C/10 min s LC
uracil-N-glykosylazou; 95°C/10 min inaktivace uracil-N-glykosyldzy a soucasna
aktivace LC Fast TagPolymerazy; amplifikace 55 cyklG: 95°C/10s, 55°C/10s (s odeétem

fluorescence), 72°C/13s. Kontrola produktu byla provedena pomoci stanoveni Tm.

Exprese jednotlivych markert byla porovnavana s expresi housekeepingového genu
PBGD (porphobilinogendeaminaza) pomoci LightCycler-h-PBGD Housekeeping Gene

Set (Roche Diagnostics, GmbH, SRN).
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Analyza dat
Zjisténé hodnoty poctu kopii/ml amplifikovanych markerovych RNA byly vztazeny k
poctu kopii housekeepingového genu (pocet kopii markeru/ml : pocet kopii

PBGD/ml). Statisticka analyza byla provedena s pouzitim SPSS softwaru (verze 10.0) a

Studentovym t testem.
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hu TYR, mRNA NM_000372 Tm
HTYR-F TCTTCTCCTCTTggCAgATTET 1305-1326 | 56,2°C
HTYR-R CAgTAAgTggACTAgCAAATCCTTC 1559-1535 | 56,3°C
FRET sonda hu TYR, mRNA
HTYR-FL CCAAggCTCCCCTCTTCAgCTg X 1430-1451 | 65,2°C
HTYR-LC  |TgTAgAATTTTgCCTgAgTTTgACCCAAT p 1453-1481 | 64,2°C
Primer hu Melan A, mRNA NM_005511 Tm
Melan-se |TggATAAAAgTCTTCATgTTggC 226-248 55,9°C
Melan-as |gTggAgCATTgggAACCAC 357-339 57,6°C
FRET sonda hu Melan A
Melan-FL  |gCTgTCCCgATgATCAAACCCTTC X 305-282 64,3°C
Melan-LC | TgTgggCATCTTCTTgTTAAggCACA p 280-255 65,2°C
hu Primer MAGE3, mRNA NM_175742 Tm
MAGE3-S |gAgAAgATCTgCCAgTgggTCT 135-156 58,3°C
MAGE3-A |gCCTCCTgCTCCTCAgTAgC 322-303 58,3°C
FRET sonda hu MAGE3
MAGE3-FL |gAggCATgATgACTCTggTCAgggC X 216-192 66,3°C
MAGE3-LC |ACAggCgggAgTgTgggCA p 190-172 66,6°C
Primer hu gp100 mRNA NM_006928 Tm
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gp100 F AAggTCCAgATgCCAgCTCAATCA 1341-1364 | 63,6°C

gplOOR  |AggATCTCggCACTTTCAATACCC 1527-1504 | 61,7°C
FRET sonda hu gp100 mRNA

gplO0FL  |AgTCCCCCTggATTgTgTTCTETATCgA X 1441-1468 | 66,5°C

gpl00 LC |TggTTCCTTTTCCGTCACCCTggAC p 1471-1495 67,9°C

Tab.4. Pouzité primery a FRET- sondy.
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2.5

VYSLEDKY

Studijni protokol

Vsichni pacienti podepsali informovany souhlas pred zarfazenim do studie. Do skupiny
bylo zarazeno 65 nemocnych, ktefi byli 1é¢eni pro maligni melanom. Pacienti byli
rozdéleni do skupin podle klasifikace American Joint Committee on Cancer (2-4).
Jednalo se o nemocné ve stadiu llA (33,9 %), ve stadiu IIB (24,6 %), ve stadiu IIC (12,3
%), ve stadiu llIA (15,4 %), ve stadiu IlIB (9,2 %) a ve stadiu IlIC (4,6 %).

Odbéry pacientll k prikazu cirkulujicich bunék byly provadény kazdé 3 mésice po
dobu 18 mésicu. Kazdé 3 mésice nasledovalo standardné stagingové vysetfeni: RTG
plic, sonografie bficha a sonografie spadovych lymfatickych uzlin. Individualné podle

konkrétniho stavu pacienta se tato vysetreni doplnila jinou zobrazovaci metodou.

Exprese mRNA MIA, Melan-A, MAGE-3, gp 100 a tyrozinazy z krevnich vzorka

pacientl s progresi onemocnéni

Béhem 18 mésicl sledovani doslo u 18 z 65 pacientl k progresi onemocnéni. Pfitom u
vSech téchto nemocnych se zvysily hladiny 1 az 3 marker( do patologickych hodnot.
Jednalo se o nemocné v plivodnim stadiu IIA-IlIB. Konkrétné bylo 5 pacientd ve stadiu
lIA, 3 ve stadiu IIB, 4 ve stadiu IIC, dalsi 4 ve stadiu IlIA a 2 ve stadiu IlIB. Vysledky
hladin marker( byly porovnany u kazdého konkrétniho pacienta s cutoff hodnotami

markerl namérenych ve skupiné zdravych dobrovolniku.
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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 gpl00 0,057 + 0,006. Jedna se o hodnoty
pramér + SD. Hodnoty pfi progresi jsou uvedeny ve stejném formatu a jsou v praméru
pro MIA 4,272 + 2,183 (statisticky signifikantni rozdil oproti hodnoté cutoff, p<0,01),
pro Melan-A 0,026 + 0,016 (statisticky nesignifikantni oproti cutoff, p>0,05), pro
MAGE-3 332,927 + 196,239 (statisticky signifikantni rozdil oproti hodnoté cutoff,
p<0,01) a pro gpl00 0,953+ 0,827 (statisticky signifikantni rozdil oproti hodnoté
cutoff, p<0,05).

Pro prehlednost uvadime v tabulce ¢. 5 hodnoty marker( u vSech 18 progredujicich
pacientl jako ndsobky hodnoty cutoff prislusného markeru. U markeri MIA byl
pramérny pomér progrese/cutoff 5,08, u MAGE-3 153,07 a u gp100 16,72. U jednoho
pacienta s progresi byla pozitivni tyrozinaza a ani u jednoho nedoslo k signifikantnimu

zvy$eni hodnot marker( Melan-A oproti cutoff (p>0,05).
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Pac.C | Pocate¢ | MIA Melan A | MAGE-3 | gp 100 Tyrozina- | Typ
progrese/ | progrese/ | progrese/ | progrese/ progrese
za
o cutoff cutoff cutoff cutoff (druh
stadium
progrese/
metastdzy)
cutoff
1 1B 5,03 vnormé | 23,43 1,21 v hormé | satelitni
2 A 2,19 vnormé | 298,52 3,57 vnormé | regiondlni
lymf.
uzliny
6 A vnormé |vnormé | 28,06 vnormé |vnormé | satelitni
7 lc vnormé |vnormé |16,16 vnormé |vnormé |regionalni
lymf.
uzliny
8 A 7,25 vnormé | 202,10 3,08 vnormé | regionalni
lymf.
uzliny
10 I1C vhormé |vnormé |2,41 1,54 vnhormé | Jatra
14 1B 1,95 vnhormé | 86,75 vnhormé |vnormé | ledvina,
plice
17 1B 13,02 vnormé | 28,07 16,33 vnormé | intranzitni
20 I1C vhormé |vnormé |1265,19 |vnormé |vnormé |kuize, mozek
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21 I1C 5,16 vnormé | 13,49 6,49 vnormé | mozek
24 A vnormé |vnormé | 171,72 125,91 vnormé | regionalni
lymf.
uzliny
25 A 1,81 vhormé | 26,04 5,33 vnormé | regiondlni
lymf.
uzliny
28 1B 4,14 vnormé | 24,52 2,22 vnormé | Jatra
35 A vnormé |vnormé | 24,39 1,57 vnormé | mozek
44 B 5,20 vnormé | 118,77 vnormé |vnormé | regiondlni
lymf.
uzliny
58 A vnormé |vnormé |vnormé |vnormé | poz. peritoneum
60 A vnormé |vnormé |23,40 vhormé |vnormé | oko,
satelitni
62 A vnormé |vnormé |10,67 vnormé |vnormé |regionalni
lymf.
uzliny,
sateltini

Tab.5: Maximalni zvyseni jednotlivych markerl jako nasobek hodnoty cutoff u 18 ze 65

pacientq, u kterych byla klinicky prokazana progrese
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Abychom zjistili vyznam podjednotky hTERT cirkulujici telomerazové mRNA v plazmé
melanomovych pacient(, poutzili jsme nové vytvorenou esej pro detekci hnTERT mRNA
pomoci real-time RT-PCR. Nezjistili jsme korelaci mezi expresi telomerazy
s nddorovou progresi ani stddiem pacienta. Exprese hTERT tedy neni spolehlivym

prognostickym parametrem pro pacienty s melanomem.

Exprese vySetienych markert u jednotlivych pacienti s progresi

Pacienti s progredujicim onemocnénim méli nejcastéji pozitivni marker MAGE-3 (17
z 18 nemocnych, 94.4 %), dale byl pozitivni marker gp100 (10 z 18 nemocnych, 55.6
%), MIA (9 z 18, 50 %) a tyrozinaza (1 z 18, 5.6 %). U Melan-A nedoslo ke statisticky
signifikantnimu zvyseni oproti cutoff u vSech sledovanych pacientl s progresi (obr.
13). U nemocnych s progredujici chorobou se nejéastéji nasly soucasné pozitivni 3
markery (39% pftipad(), dale 1 marker (33 % pripad() a nasledovaly soucasné

pozitivni 2 markery (v 28 %).
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Obr.13: Exprese vySetfenych marker( u pacientll s progresi. V této podskupiné byl
nejcastéji pozitivni MAGE-3 (17krat), nasledovany gp100 (10krat), dadle MIA (9krat) a
tyrozinaza(lkrat). U markeru Melan-A nedoslo k signifikantnimu zvyseni jeho hladin

oproti cutoff
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Korelace s klinickym priibéhem

Ve sledovaném souboru 65 pacientd doslo ke zvyseni hladin markerd nad hodnoty
cutoff celkem u 21 pacient(i (obr. 14). Osmnact pacientl (86 %) jiz bylo podrobné
popsano vySe a béhem sledovaného obdobi u nich zaroven doslo ke klinické progresi
onemocnéni. U vSech téchto zminénych pacientli bylo zjisténo zvySeni jednoho
markeru nebo soucasné dvou az tfi markerd. Dalsi 3 pacienti (14 %) méli také
statisticky signifikantné zvySené hodnoty oproti cutoff, ale klinickd progrese u nich

nebyla do skonceni sledovani zjisténa.

59



Bez klinické
progrese
14%

klinicka
progrese
86%

Obr. 14. Korelace s klinickym prabéhem. Ve sledovaném souboru doslo ke zvyseni
hladin marker(i nad hodnoty cutoff celkem u 21 pacientl. U 18 pacientl (86%) doslo

ke klinické progresi choroby. U dalSich 3 pacientl (14%) klinicka progrese nebyla do

skonceni sledovani zjisténa.
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Elevace nadorovych markert predchazela klinické progresi az o 9 mésicti

Zvyseni hladin nadorovych marker( se zjistilo ve vétsiné pfipadd mnohem dfive nez
doslo ke klinické progresi (obr. 15). Podle protokolu se krev ke stanoveni hladin
marker(l odebirala kazdé 3 mésice a zdroven se provddéla zobrazovaci vySetfeni
v ramci stagingu. U 28 % pacientl dosSlo ke zvySeni hladiny marker(i 9 mésict pred
progresi, v38 % pripadli 6 mésicl pred progresi, v17 % pfipadl 3 mésice pred
progresi a pouze dalSich 17 % pacientl prislo na odbér markert, které byly poprvé
zvyseny ve stejnou dobu, kdy se klinickym a zobrazovacim vysSetfenim prokazala

progrese onemocnéni.
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17%

Obr. 15: Doba od prvni zachycené elevace markerU ke klinické progresi.
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Kazuistika s pacientem s progresi onemocnéni

U pacienta ¢.1 (stadium 1IB) , 14 mésich po zarazeni do studie, se objevila satelitni
metastaza. Jeho markery, nebyly zvysené nad hodnotu cut-off do Sestého mésice.
Bé&hem klinického vySetfeni v 9. mésici jsme pozorovali vyrazné zvyseni marker(i MIA
a MAGE-3. V stejné chvili hodnota gp100 byla beze zmén. V 12. mésici byl detekovano
zvySeni hodnot u gpl00 a jesté vétsi zvyseni u MIA a MAGE-3 (obr.16). VSechna
stagingova vysetfeni byla negativni. O dva mésice pozdéji se pacient k ndm vratil
s velkym nodulem v satelitni oblasti, ktery byl chirurgicky odstranén a histologicky
verifikovan jako metastdza maligniho melanomu. V 15. mésici se MAGE-3 a MIA
vratily do hodnot pfi baseline, gp100 sice se nezménil oproti 12. mésici, ale sniZil se az
na hodnote baseline v 18. mésici. Vtomto pfipadé vidime jasnou korelaci mezi

dynamickymi zménami sérovych hodnot markéru a klinického obrazu.
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Obr. 16: U pacienta €. 1 ve 14. mésici jsme pozorovali vznik satelitni metastazy. V 9.
mésici bylo prokdzano signifikantni zvySeni hodnot MIA a MAGE-3; v 12. mésici jsme
detekovali i zvySeni gpl00. Dva mésice po chirurgickém odstranéni satelitni

metastazy, markery MIA a MAGE-3 zacaly klesat.
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DISKUSE

Pfi odhadu progndzy pacienta s melanomem hraje duleZitou roli stddium podle
AJCC klasifikace (4-6). Se stoupajicim stddiem se zhorSuje progndza pacienta. | pres
neustalou modernizaci zobrazovacich metod se snazime nalézt metodu, ktera by vcas
odhalila hematogenni rozsev nadorovych bunék a pomohla nam tak definovat
pacienty, ktefi maji vysoké riziko progrese onemocnéni. Jako nejslibnéjsi se nam jevi
detekce sérovych markerd. Shrnutim poznatkl o vyznamu laktatdehydrogendzy
(LDH), S100 proteinu nebo neuron-specifické enolazy (NSE) se dospélo k zavéru, Ze
tyto sérové markery nejsou dostatecné citlivé pro ¢asnou detekci progrese nebo

Uspésnosti terapie (19).

Pfinosem pro v€asnou diagnostiku a detekci progrese nadorl budou jisté metody
molekularni biologie detekujici mRNA cestou RT-PCR. Rychlejsi analyzu, vétsi
spolehlivost a presnéjsi kvantifikaci mRNA genld umoziuje metoda real-time RT-PCR,
pouzitd vtéto prdaci. Kaidé 3 mésice jsme za pouZiti této metody detekovali
v periferni krvi nddorové markery pro melanom. Béhem 18 mésicl trvani studie se
statisticky signifikantné zvysily melanomové markery nad cutoff u 21 pacient. U 18
z nich (86%) se objevila jesté béhem studie progrese onemocnéni. Tfi pacienti z této
skupiny (16 %) méli zvySené markery a tato elevace nebyla doprovazena progresi
onemocnéni. Vysvétlenim milze byt na jedné strané falesné pozitivni vysledek. Na
druhé strané muizeme spekulovat, Ze u tohoto pacienta doslo k elevaci marker(
s predstihem a klinickd progrese jej teprve ¢ekd. Nachazi se v obdobi 9 mésicl po
elevaci markerd. V nasi praci jsme zaznamenali 28 % pacientd, u nichZ elevace

markerl pfedchazela klinické progresi o 9 mésic(.

Zvyseni hladin nadorovych marker( se zjistilo ve vétsiné pripad( vyrazné drive nez
doslo ke klinické progresi. Jak jiz bylo fe¢eno, u 28 % pacientd doslo ke zvySeni
hladiny markert 9 mésicl pred progresi, v 38 % pripad(l pak 6 mésicll pred progresi,
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v 17 % ptipad(i 3 mésice pred progresi a pouze dalSich 17 % pacient( pfislo na odbér
markeru, které byly poprvé zvyseny ve stejnou dobu, kdy se klinickym a zobrazovacim
vySetfenim prokazala progrese onemocnéni. Elevaci nddorovych markerli mlzeme
povazovat za metodu slouzici k v€asné detekci hematogenniho rozsevu a pritomnosti

metastaz.

Melanom patfi k nddorim, vyznacujicim se znacnou heterogenitou exprese
nadorové specifickych proteint. Sledovani dvou a vice markerd muaze vyrazné zvysit
ucinnost detekce. V nasi studii jsme se soustredili na 5 markerd: Melan-A/MART-1, gp
100, MAGE-3, MIA a tyrozinaza. DalSim potencidlnim nadorovym markerem byla
telomerdza. NejcitlivéjSim markerem progrese se ukdzal MAGE-3 (17 z18
nemocnych), dale byl pozitivni marker gp100 (10 z 18 nemocnych), MIA (9 z18) a
tyrozindza (1 z 18). U Melan-A nedoslo k statisticky signifikantnimu zvysSeni oproti
cutoff u vSech sledovanych pacientld s progresi. Tyrozindza byla jako marker pro
cirkulujici melanomové bunky pouzivana v minulosti nej¢astéji. Jeji role jako markeru
je velice diskutovana a lisi se v rliznych publikacich. Napfiklad Uspésnost vySetifovani
tyrozinazy jako jediného markeru progrese se pohybovala od 6 % do 59 %
(32,56,60,68). Dlvodem mulzZe byt technickd chyba, vysoké procento falesné
pozitivnich vysledk( napf. z dldvodl kontaminace nebo sniZeni exprese tyrozindzy
v pokrocilejsich stadiich, jenz je spojené se snizenim diferenciace nddorovych bunék a
poklesem melanizace nddoru (63). Vzhledem k tomu, Ze v nasi praci se u progredujici
choroby nejcastéji nasly soucasné 3 pozitivni markery, podporuje to detekci nékolika

markeru jako velmi vhodnou a senzitivni metodu.

Zajimavym faktem je, Ze elevace markerl doprovdzela progresi onemocnéni ve
smyslu hematogenniho i lymfogenniho Sifeni. Plvodné jsme predpokladali, Ze
vzhledem k tomu, Ze cirkulujici bunky detekujeme z periferni krve, bude zachycen
predevsim a témér vyluéné hematogenni rozsev. Tento zavér poukazuje na to, Ze

Siteni nddorovych bunék lymfogennimi cestami je doprovdzeno i postizenim krevniho
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obéhu. Tento fakt muZe byt i jednim z vysvétleni, pro¢ pfitomnost metastaz

v lymfatickych uzlindch vyrazné zhorsuje celkové prezivani pacientd.

Katalytickd podjednotka telomerdzy hTERT je exprimovana rlznymi nadory a
prekancerézami v lidském téle. Nenasli jsme korelaci mezi expresi hTERT, progresi

onemocnéni ani stadiem pacienta.

Béhem nasi studie byly nadorové markery vysetfovany kazdé 3 mésice. Tato
frekvence je dllezita, abychom s co nejvétsim predstihem pred klinicky zjistitelnou
progresi mohli zaznamenat elevaci marker(. Otazkou je, zda tfimési¢ni odstup lze
povazovat za optimalni, kratky nebo naopak dlouhy. Urcitou limitaci je financni
narocnost a fyzickd zatizenost pacienta (vzorky se musi zpracovat do 2 hod po
odbéru, takZe pacient musi k vySetfenim dojizdét nékdy i nékolik stovek kilometr{) na

strané jedné a snaha o co nej¢asté;jsi sledovani hladin marker( na strané druhé.

Opakované sledovani hladin markert je vyznamné i z jiného divodu. Pfi nékterém
odbéru krve se nemusi nadorové buriky v obéhu zachytit. To jsme prokazali i u dvou
nasich pacientl, u kterych doslo ke klinické progresi po 9 mésicich od prvniho
signifikantniho zvyseni hladin markertd. U nich byl prvni odbér pozitivni, druhy
negativni a tfeti opét pozitivni. MlzZe to souviset s fadou faktor( — fyzické neodebrani
bolusu nddorovych bunék ve sledovaném krevnim vzorku, pfimé nebo nepfimé
ovlivnéni hladiny marker( adjuvantni terapii, variabilni biologické chovani nadorové
tkdné v zavislosti na ¢ase a dalsi (23). Organizacné i udajové se nam pfi planovani
studie zdal tfimési¢ni odstup jako vhodny a dostacujici a klinicka praxe v pribéhu

experimentl ndm tento predpoklad v podstaté potvrdila.

Zavérem lze fici, Ze multimarkerova kvantitativni real-time RT-PCR je senzitivni
metodou pro detekci cirkulujicich nadorovych bunék. Je v€asnym signalem pro
metastatické Sifeni u melanomovych pacientl. Tato metoda je dulezitym a
spolehlivym prognostickym faktorem. Da se predpokladat, Ze v budoucnu mize
slouzit ke screeningu rizikovych pacient(l a k monitoringu Uspésnosti terapie.
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