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Korelace imunohistochemickych a histologickych obrazii u
melanomovych 1ézi

Abstrakt

Tato bakalaiska prace se zabyva problematikou melanomovych 1ézi. Melanom je
generaci. Protoze se toto onemocnéni vyskytuje zejména na pokozce vystavované
ultrafialovému zafeni, je ochrana pted UV zafenim jednim z nejlepSich moznych
zpusobt, jak tomuto onemocnéni piedejit. Chranit se mizeme pouzitim opalovacich
krémia s UV faktorem, noSenim obleceni, které zakryva ruce a nohy a vyhybanim se
pouzivani solarii. Progn6za pocinajiciho melanomu je ve vétSin€ piipadt dobra, proto je
v¢asné rozpoznani a nasledné zahdjeni 1écby velmi dalezité.

V teoretické ¢asti jsou shrnuty dosavadni poznatky 0 melanomovych 1ézich, jejich
charakteristika, vyskyt, klasifikace, prevence a souc¢asné moznosti 1écby. V praktické
¢asti jsou pak popsany zakladni laboratorni diagnostické postupy, zejména barveni
Hematoxylin-eosinem a imunohistochemické metody. V ramci této bakalaiské prace
byla porovnana pozitivita HMB-45 markeru mezi jednotlivymi histologickymi
kategoriemi. Tento marker je absolutné specificky pro hodnoceni melanocytarnich
tumord a je velice uziteCny pro patologa pii diferenciaci nadorti neur¢itého ptivodu.
Vletech 2012 az 2018 bylo na Oddeleni patologie v Nemocnici Pisek a.s.
imunohistochemicky vySetfeno 61 vzorki. Z celkovych 61 vzorka byl v 58 piipadech
marker HMB-45 pozitivni. Daéle byla prace zaméfena také na prokazani
charakteristického imunohistochemického profilu u jednotlivych histologickych skupin.

Tento profil byl potvrzen v 92% ptipada.
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Immunohistochemical and histological correlation of melanoma lesions

Abstract

The bachelor thesis deals with the problematic of melanoma lesions. This theme is
actual because melanoma is the most serious type of skin cancer and its incidence is
moving to the younger generation. Because melanomas occur primary due to ultraviolet
light exposure, one of the best possible ways to reduce the risk of developing melanoma
is to protect yourself from ultraviolet radiation by using the sunscreen, wearing clothing
that covers arms and legs and avoid using tanning beds. The prognosis of early
melanoma is usually very good, so the detection and treatement is very important.

In the theoretical part the current knowledge of melanoma, the characteristic, the
occurence, the clasification, the prevention and the current possibilities of treatment
were summarized. In the practical part the Hematoxylin eosin staining and the
immunohistochemical method was described. There is also comparation of positive
HMB-45 marker between each histological groups. The HMB-45 marker is absolutly
specific for melanocytic tumors and has great utility fot the pathologist in differentiation
of tumors with uncertain origin. From 2012 to 2018 were imunohistologicaly examined
at the Departement of Pathology Nemocnice Pisek a.s. 61 samples. Out of total 61
samples were 58 HMB-45 positive. The thesis has been focused on the
imunohistological profile of each histological group. The imunohistologichemical

profile was proven in 92%.
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Uvod

Maligni melanom je nador, ktery ma potencidln¢ letadlni pribc¢h. Vznika
z pigmentovych buné¢k, takzvanych melanocytti, a to nejéastéji v kuzi, méné Casto na
sliznicich v ustni dutin€, nosni duting, a raritné i v dalSich lokalizacich. Tento typ
nadorového onemocnéni nejéastéji postihuje starSi pacienty, typicky s vyskytem kolem
Sedesatého roku zivota. Stale vice se ovSem zacind objevovat u osob stiedniho véku a u
mladych dospélych.

Za nejcastéjsi pfi¢inu vzniku nddoru je dnes obecné piijimana expozice slune¢nimu
zafeni. Proto je také jeho charakteristicky kozni vyskyt na mistech exponovanych
oslunéni, zejména na obliceji, krku, zadech, ramenou a dolnich koncetinach. V dnesni
dobé, kdy je trendem snéda, opalend pokozka lidé vyuzivaji i externich zdroji UV
zafeni prostfednictvim navstév solarii. V obou pfipadech je na misté¢ se pred UV
zatenim chranit, a to zejména krémy s dostatecnym UV faktorem. Na vzniku se mimo
UV zéfeni uplatiuje fada genetickych faktori, které jsou zodpovédné za vznik, riist a
¢astecné 1 za chovani nddorového onemocnéni. U fady pfipadl, zejména u nadort
vznikajicich v partiich, kde lze expozici UV zafeni vyloucit, je etiologie doposud
neznama.

Pro toto nadorové onemocnéni plati, Ze v€asny zachyt a odstranéni nadoru je
nejucinnéjsi 1éCbou. Proto je dilezitd vychova laické populace k ¢asnému rozpoznani
pocinajiciho nadoru. Soucasné stéZejni je rovnéz dukladna vyuka lékaft a vSech
zdravotniki, aby 1 oni uméli pocinajici nddor rozpoznat, diagnostikovat a spravné urcit
nasledné kroky. K pfesnému stanoveni diagnézy je nutné mikroskopické vySetfeni
vzorku. Vzorek pro histologické vysetieni je obarven zakladnim barvenim Hematoxylin
eosin. V piipad¢€, Ze neni mozné pii zakladnim barveni jednoznac¢né stanovit diagnézu,
pfichazi na fadu imunohistochemickda metoda, kterd vyuziva detekce specifickych
antigennich determinant vyuzitim vzniku imunokomplexu na principu vazby antigenu a
protilatky. Antigen prokazujeme v bunkach a ve tkanich protilatkami, které se na bunky
nebo tkanové fezy nanaSeji. V piipadé, Ze je antigen ve tkani pfitomen, vznikne
imunokomplex, ktery se zviditelni detekénim systémem.

Bakalarska prace je rozdélena na teoretickou a praktickou cast. Teoreticka Cast je
vénovana samotné problematice melanomu. Prakticka ¢ast byla zpracovana na Odd¢leni
patologie Nemocnice Pisek pod odbornym vedenim MUDr. Jindficha Branzovského,

Y4

PhD. Prvnim cilem praktické ¢asti prace bylo porovnat pozitivitu markeru MHB-45 u



jednotlivych histologickych kategorii melanomu. Jako druhy cil bylo stanoveno potvrdit
naprostou pfevahu imunohistochemického profilu u vSech histologickych kategorii

melanomu.



1 Teoreticka ¢ast

2 Kuze

KiiZe je plosny organ dosahujici u dospélého ¢lovéka téméf 2 m? a hmotnosti az 20
kilogrami. Jednd se o nejvetsi samostatny organ celého téla a sklada se ze tii hlavnich
vrstev: pokozka (epidermis), skara (dermis, corium) a podkozi (subcutis). (Cihak, 1997)

Obrazek ¢.1: Anatomie kuze

Zdroj: https://www.hojeni-ran.cz/anatomie-lidske-kuze

2.1 PokozZka

Epidermis neboli pokoZka je povrchova vrstva klize, jejiz hlavni funkci je ochrana
hlubsich vrstev. Tvofi ji c¢tyfi hlavni druhy bunék: keratinocyty, melanocyty,
Langerhansovy buiikky a Merkelovy builky. Z pokozky vznikaji 1 tzv. derivaty
epidermis, kam fadime chlupy, nehty a koZni Zlazy.

Keratinocyty jsou zakladni a nejpocetnéjsi bunky pokozky. Produkuji bilkovinu
keratin.

Melanocyty tvoii v epidermis asi 4% bunécné populace. Nejvice se nachazeji v
oblastech ktize trvale vystavenych slune¢nimu svitu (oblicej, hibet ruky). Uvnitf
melanocytl se nachazeji melanosomy, které postupné dozravaji a hromadi barevny
pigment melanin. Melanosomy jsou posléze z melanocyti vylouceny a nasledné
fagocytovany keratinocyty. Kazdy melanocyt timto zplsobem zdsobuje asi 30

keratinocytti. U populaci, které jsou dlouhodobé vystavovany silnému slune¢nimu
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zareni, se melanin v cytoplazmé keratinocyti hromadi nad jadrem z divodu ochrany
genetické informace pted ultrafialovym zéafenim.

Langerhansovy buriky hraji vyznamnou roli v koznich imunitnich reakcich, mayji
funkci podobnou makrofagim, a to piedev§im fagocytozou. V piipadé¢ kontaktu
s antigenem jej dovedou rozpoznat, zpracovat a nasledné prezentovat T-lymfocytim.

Merkelovy bunky jsou fidce rozmisténé smyslové bunky, které jsou soucasti

komplext s mechanorecepéni a neurosekreéni funkei. (Cihak, 1997)

2.2 Dermis

Dermis zpeviiuje epidermis a spojuje ji s podkoznim vazivem. Je sloZena z vaziva
se zvinénymi kolagennimi a elastickymi vlakny. Tato kombinace zajistuje jak jeji
pevnost, tak pruznost. Na rozhrani epidermis a dermis se nalézaji Skarové papily, ve

kterych se nachazeji kapilarni sité a nervova zakondeni. (Cihak, 1997)

2.3 PodkozZni vazivo

Tela subcutanea neboli podkozni vazivo je nejhlubsi vrstva klize a spojuje dermis
s povrchovou fascii nebo s periostem. V mistech téchto spojeni neni kiize posunliva a
nemize se zde tedy tvofit vysoky tukovy polstaf. Mimo tato fixovana mista je tela
subcutanea prorostla tukovymi laliicky. Podkozni tukové vazivo piedstavuje jakési
skladisté zdsobnich latek, ma izola¢ni funkci Vv ramci télesné termoregulace a na
nekterych mistech slouzi jako mechanicka ochrana. Probihaji skrze n¢j takeé veétsi cévy a

nervy. (Cihak, 1997)

3 Maligni melanom

Maligni melanom je nador, ktery vznikd zmelanocytl, tedy z pigmentovych
bunék, nejcastéji v kiizi, méné cCasto na sliznicich ¢iv oku. Ma v Case narustajici
tendenci a v posledni dobé je zfetelny posun vyskytu i do mladsich vékovych skupin.
PokroCily a metastaticky melanom patii mezi onkologické diagndzy s nejhorsi
prognézou — median preziti od diagndzy je jen 8-10 mésich. (Zamecnik, 2019; Ryska et
al., 2017)

Na pravdépodobnosti vzniku se podili genotyp a fenotyp hostitele, ale také
pusobeni rizikovych faktorti zevniho prostiedi. Mezi vice nachylné osoby k jeho vzniku
se fadi lidé se svétlou kazi, svétlymi ¢i zrzavymi vlasy, neschopnosti se opalit.

Tendence Kk tvorbé pih po oslunéni, vysoky pocet melanocytarnich névu, ptritomnost
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atypickych névli nebo geneticky snizena schopnost opravovat poskozeni DNA vzniklé
pisobenim ultrafialového zareni se rovnéz fadi mezi rizikové faktory. Typickym
pfipadem pacienta s timto nadorovym onemocnénim je osoba, pracujici uvnitf, jenz je
nepravideln¢ vystavovana UV zafeni, ale travici dovolenou v mistech se silnym
slune¢nim svitem.

Nadorovy zvrat melanocytii nejcastéji zapocind onkogenni mutaci, kterd neni
ucinné opravena. Za urcitych podminek tim spousti kaskadu procesi, které vedou
k nekontrolovatelnému mnozeni patologicky zménénych melanocyti. Melanom vznika
zjedné nadorové transformované bunky nebo vzacngji znckolika bunck
transformovanych v jednom ¢asovém intervalu. V ptipad¢, ze tyto nddorové zmeénéné
melanocyty nesou stejnou mutaci, jedna se 0 monoklonalni plivod, v pfipad¢ Zze nesou
rizné onkogenni mutace, jedna se o polyklondlni ptivod. V obou dvou ptipadech vSak
obvykle vznikaji nekontrolovatelné a invazivné rostouci populace melanocytd se
schopnosti metastazovat. (Fikrle, 2010; Krajsova, 2006)

Toto onemocnéni postihuje prevazné dosp€lé a starSi pacienty, S nejcastéj$im
vyskytem kolem Sedesatého roku Zivota. V poslednich letech se nicméné objevuje stale
vice u osob sttedniho véku a mladych dospélych, a jsou pozorovany i ptipady vyskytu u
déti ¢i adolescentli. Obzvlasté nebezpecné je opakované spaleni kiize sluncem v obdobi
détstvi a dospivani. Uvadi se, ze déti, které se do véku 12 let vicekrat spalily, maji 3,6x
vyssi riziko vzniku. Tento druh karcinomu nejcastéji nachazime na obliceji, uchu, krku,
zadech, ramenou, nebo dolnich koncetinach.

Klinické rysy jsou rozlicné, zalezi na typu, mistu a stadiu vyvoje nadoru.
Melanomy se mohou objevit de novo, tedy bez prekurzorové léze, nebo se mohou
vyvinout Zzjiz existujictho benigniho melanocytového névu. Vsechny typy
melanocytovych névli mohou dat vznik melanomu, ale napiiklad u vrozeného
melanocytového névu je pravdépodobnost vzniku melanomu vyssi. Nador miize
vzniknout i v misté jizvy, typicky po pfedchozim odstranéni suspektni 1éze. Novy nartst
V misté jizvy po piedchozi biopsii nebo vyjmuti tumoru je zndmka neuplné excize
primarni 1éze.

Melanom roste ve dvou fazich:

1) Horizontalni - kdy se atypické melanocyty $iti epidermis. Nador roste pouze do

Sitky a vétsinou je prognosticky pfiznivy.
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2) Vertikalni - kdy nadorové bunky pronikaji do koria, kde se mnozi. Tato faze je
jiz prognosticky méné pfiznivd. Do vertikdlni faze piejde v prubéhu doby vétSina

karcinomu. (Fikrle, 2010; Arenbergerova, Arenberger, 2005; Ditrichova et al., 2002)

3.1 Genetické faktory

Pouze slunecni zéfeni ke vzniku melanomu nestaci. V jeho vyvoji se mimo jiné
uplatituje tada genetickych faktori, které zplsobuji vznik, rist a castecné i dalsi
chovani nddorového onemocnéni.

Ptirozena schopnost klize odolavat skodlivym vliviim zevniho prostiedi, které maji
negativni dopad na dédicnou informaci, je geneticky podminénd. Tyto obranné
mechanismy byvaji za béznych okolnosti utlumené a spousti se, az kdyz je potieba.
Naptiklad pfi intenzivnim ptsobeni UV zéfeni na pokozku dochazi ke zvySeni tvorby
melaninu. Geneticky podminény je 1 kozni fototyp, ktery urcuje, do jaké miry je klize
odolna. Ani jeden typ ochrany vsak neni vzdy schopen kompletné zabranit poSkozeni a
eliminovat nezddouci vlivy vnéjSiho prostiedi. Navic vétSina téchto obrannych funkei
vyrazné klesa s vékem, coz mize byt jednim z divodd stoupajici incidence tohoto
druhu onemocnéni ve vyssim veku.

Rada gentl je asociovana se zvySenym rizikem vzniku melanomu. Vznik tohoto
druhu nadoru je disledkem zna¢ného po¢tu zmén v genetické vybavé melanocytu. Mezi
dobfe charakterizované patii zejména mutace genu CDKNZ2A (inhibitor cyklin-
dependentni kinazy 2A). Tato mutace zpUsobuje tvorbu aktivniho komplexu, ktery
stimuluje pfechod bunky z G1 faze do S faze. Timto mechanismem je zprostfedkovana
inicialni faze vyvoje karcinomu a nadmérnd, nebo dokonce zcela nekontrolovatelna
proliferace atypickych melanocytd. Mezi zmény genetické vybavy fadime i
chromozomalni aberace vzniklé plisobenim UV zéfeni. V soucasné dob& ovSem neni
znam zadny konkrétni gen, ktery by byl charakteristicky vyluéné pro melanom. Dalsi
moznou pii¢inou vzniku tohoto nadorového onemocnéni je geneticky podminéna
neschopnost opravovat chromozomalni zmény. Samotny vznik tohoto onemocnéni je
sloZity mnohastupiiovy proces, ktery smétuje od benigniho melanocytu az k heterogenni
populaci nadorové transformovanych bunck, které se uplné¢ vymanily kontrolnim
regulaénim mechanismim bunééného déleni, diferenciace a odumirdni. Nckteré
genetické zmény, které odpovidaji za vznik nadoru, se vyskytuji uz v ¢asnych fazich
kancerogeneze (iniciace, transformace), jiné spiSe v pozdnich fazich (invaze,
metastazovani). (Krajsova, 2006; Tuong, 2012)
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3.2 Prekurzory melanomu

Nejcastéji se vyskytujici pigmentovou 1ézi na klizi je melanocytarni névus. Pojmem
névus se oznacuje urcitd kategorie koznich afekci, protoze v minulosti nebyl znam
puvod bun¢k a pojem névus byl pouzivan pro témeét vSechny kongenitalni ohrani¢ené
projevy na kiuzi. V bézném smyslu se névus definuje jako ohranicend, trvald a vrozena
malformace kaze, kterd roste pouze s vekem, nemajici zevni pfic¢inu. V klinické
dermatologii a dermatopatologii se pojem pigmentovy névus pouziva jak pro vrozené
melanocytarni 1éze, tak pro melanocytarni afekce, které vznikly v prubéhu Zivota.
(Pizinger, 2003)

Az 1/3 melanoml vznikd z melanocytarnich névi. Tyto névy jsou benigni kozni
léze, které vznikaji loziskovym zmnozenim a transformaci melanocyti prevazné
V mistech bazalni vrstvy epidermis a dermoepidermalni junkce. (Krajsova, 2006)

Vice nez 2/3 melanomi ale vznika de novo, ve zdravé kizi a bez piedchoziho
pigmentového loziska. Proto melanocytarni névy neni mozno povazovat za skutecné
prekurzory melanomu. Nicméné u osob se zvySenym poc¢tem béznych melanocytarnich
névl (>100), nebo s atypickymi melanocytdrnimi névy (>5), lze konstatovat zvysené
riziko vzniku nadorového onemocnéni. Osoby majici mnohacetné atypické névy maji az
25x vyssi riziko vzniku melanomu nez bézna populace. Nepatrné vyssi riziko vzniku
nadorového onemocnéni maji i osoby s vrozenymi melanocytovymi névy vétSimi nez 2

cm v praméru. (Krajsova, 2006; Fikrle a Pizinger, 2010)

3.3 Klasifikace

Melanomy délime do ¢tyf hlavnich kategorii, kdy se z histologického hlediska

posuzuje jejich umisténi, vzhled a hloubka zasazené tkané.

Melanoma in situ

Jedna se spiSe o pocinajici vyvojovou fazi karcinomu, kdy se nadorové bunky
zatim nestaCily rozS8ifit mimo uroven epidermis. Klinickym vzhledem pfipomina
atypicky névus, je v trovni okolni klize, vyrazné a ¢asto skvrnité pigmentovany. Miva
nepravidelné okraje a trvale se zvétSuje. Pokud nedojde K odstranéni, pokracuje
proliferace nadorovych bunék, které za¢nou prostupovat pies bazalni membranu
epidermis do hornich vrstev koria, a naddor ptechazi v pokrocilejsi klinické varianty.

(Krajsové, 2006)
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Povrchové se Sifici melanom (SSM)

Jednd se o nejcastéj$i typ onemocnéni. Ve svém pocatku je charakterizovan
horizontalnim Sifenim nadorovych buné¢k. Muze se objevit témet na vSech Castech téla,
zejména na téch, které jsou Casto vystavovany sluneCnimu zafeni. U Zen se nejcastéji
vyskytuje na nohou, u muzi na trupu. Pfi¢ina vzniku neni pfesné¢ objasnéna, nicméné
velkou roli hraji akutni, intermitentni Spdleni ktize v détstvi. Také Castd slunecni
expozice a pouzivani solarii mize zvySovat riziko vzniku SSM. (LeBoit, 2006; WHO
Classification of Skin Tumours, 2018)

Pigmentace miize byt od svétle hnédé pies tmavé hnédou aZ po &ernou. Sedd nebo
bila mista zna¢i regresi, ktera jSOU povaZovana za imunitni odpovéd organismu a
nemaji Vliv na prognézu nadoru, protoze soucasné s regresi v jedné ¢asti mtze dochazet
k aktivnimu ristu v jeho jiné ¢asti. Povrch SSM mize byt lehce vyvyseny. Z divodu
typického pomalého a nepravidelného horizontalniho riistu byvaji okraje nepravidelné a
sotva hmatatelné, Casto Ize pozorovat i ¢lenéni nebo zafezy. Je mozné zaznamenat i
obcasné ne pfili§ intenzivni svédéni v misté nadoru. Pokud nedojde k odstranéni 1éze
V horizontalni fazi Sifeni, vZdy se objevi vertikalni rist. Nador s horizontalni i vertikalni
fazi se oznacuje jako sekundarné nodularni melanom. (Krajsova, 2006; Kruznicova,
2010; LeBoit, 2006)

Obrazek ¢.2: Povrchové se Sifici melanom

Zdroj: https://www.melanom.cz/Co-je-to-melanom

Nodularni melanom (NM)
Tento typ nadorového onemocnéni je druhy nejcastéji se vyskytujici. Jde o
nejagresivnéjsi variantu, pficemz progndza je vétSinou Spatnd. Oproti povrchoveé se
Sificimu melanomu se nodularni melanom bé&zné vyskytuje ve star§i ¢asti populace.

Muze se vyskytnout na jakémkoliv misté¢ na téle, nejcastéji se ale objevuje na trupu,
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hlavé, krku a dolni ¢asti nohou. Diagnostika byva v mnoha ptipadech obtizna, protoze
nodularni melanom nemiva klasické ABCDE rysy. (Krajsova 2006; LeBoit, 2006)

Vznika prevazné de novo a muze se prezentovat jako hladky uzlik pokryty kizi
nebo jako vyvysend modrocerna papula, ktera rychle roste, eroduje, mokva ¢i krvaci.
Velikost tohoto typu karcinomu se pohybuje v priméru mezi 10 a 20 milimetry, mize
byt ale i vétsi. Histologicky je typicka vertikalni faze ristu a pfi histologickém vysetfeni
je vzdy dulezité peclivé zhodnotit hlubsi partie nddoru, kde muze dochazet
k intralymfatickému a intravaskularnimu Sifeni nadorovych bunék. (Krajsova, 2006;
Rosai 2011)

Obrazek ¢.3: Nodularni melanom

Zdroj: https://www.melanom.cz/Co-je-to-melanom
Lentigo maligna a lentigo maligna melanoma (LM a LMM)

Lentigo maligna je povazovan za ptednadorovy stav a az pii jednozna¢ném zvratu
V plné vyvinuty maligni nador je oznacovan jako lentigo maligna melanoma.

Jedna se o formu onemocnéni, ktera se objevuje na kazi u starSich lidi, ktefi jsou
velmi ¢asto, aZ chronicky, vystavovani slune¢nimu zafeni. LMM se nejcastéji objevuje
na obliceji, mén¢ Castéji na krku, horni ¢asti zad a na piedlokti. (LeBoit, 2006; WHO
Classificationof Skin Tumours, 2018)

Lentigo maligna zacina jako plocha, pomalu rostouci 1éze, majici svétle hnédou az
¢ernou barvu a Vv pribehu let se zvétSuje a vytvari rizné velika loziska nepravidelného
tvaru. V pocinajici fazi onemocnéni je mozZnost lécby excizi. K recidivé muze dojit
Vv ptipadé, ze zakrok neni dostatecn¢ radikalni. Pokud se lentigo maligna neodstrani, az

polovina ptipadi mize piejit v lentigo maligna melanom. (Krajsova, 2006; Rosai 2011)
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LMM je charakteristicky pro svij nodularni rust v ptivodné plochém lozisku.
V okamziku, kdy se objevi vertikalni rist, nador ziskava schopnost invazivniho ristu i
metastdzovani. (Krajsova, 20006)

Obrazek ¢.4: Lentigo maligna melanom

Zdroj: https://www.melanom.cz/Co-je-to-melanom
Akrolentiginézni melanom (ALM)
Tento typ se nachazi na dlanich, ploskach nohou a nehtovych ploténkach a Castéji
se objevuje u negroidni rasy. Postihuje vétSinou osoby kolem 60. roku zivota.
(Krajsova, 2006; LeBoit, 2006; Rosai, 2011)

Obrazek ¢.5: Akrolentiginozni melanom

Zdroj: https://www.melanom.cz/Co-je-to-melanom

3.4 Diagnostika

Primérni koZzni maligni melanom je ve vétSin¢ piipadii diagnostikovan jiz
klinickym vySetfenim za pomoci dermatoskopu. Dermatolog vySetiuje ktizi celého téla
vcetné dlani, plosek a kstice. Vcasné zjisténi a chirurgické odstranéni nadoru se
povazuje za nejucinngjsi 1écbu. Diagnostika je ovSem v nékterych piipadech obtizna. Az
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1/3 z nich neni klinicky nebo histologicky rozpoznana. Nejvétsi obtize v tomto hledisku
zpusobuji zejména pocinajici melanomy, nodularni melanomy a lentigo maligna bez
horizontalni faze ristu a akrolentigin6zni melanomy pfi lokalizaci na ploskach a pod
nehtovymi ploténkami. (Klener, 2002)

Toto nadorové onemocnéni se miize pomérné vzacné Vyskytnout na sliznici jicnu,
konecniku ¢i v anu, kozni vyskyt je ovSem nejcastéjsi, a tim padem i pfistupny vySetieni
pohledem. Vzhled neni stacionarni. Klinicky obraz pak mize byt podminén jednak jeho
variantami, lokalizaci, ale i pokrocilosti samotné 1éze.

Pro vznik karcinomu mohou nasvéd¢ovat zmény jiz existujici 1éze nebo nové
vzniklého tutvaru, které 1ze shrnout do tzv. ABCDE pravidla, kdy plati, ze ¢im vice
kritérii je pozitivnich, tim je vétsi pravdépodobnost, Ze se jedna o maligni variantu. Toto
pravidlo je odvozeno od pocate¢nich pismen péti anglickych vyrazii pro posuzovani
Kritérii. Tato pivodné mnemotechnicka pomuicka byla zavedena do Sirokého pouziti
roku 1985 a umoziuje tak snadnéji a v€as rozpoznat kozni melanom jak zdravotnické,
tak laické vefejnosti.

e A =assymetry — Lozisko ma asymetricky tvar. ToO znamen4, Ze jedna polovina
loziska neni stejna jako druh4. Cim vice je asymetrické, tim spise bude maligni.

e B = border — Okraje loziska jsou nepravidelné, s Cetnymi zafezy a vybézky,
kterymi se néador postupné Siti do okoli. Opét plati, ze ¢im je vétsi
nepravidelnost okraji, tim spiSe bude 1éze maligni.

e C =color — Barva loziska je vétsinou vyrazna, tmaveé hnéda s ¢astymi barevnymi
nepravidelnostmi, mohou se nachazet i rizné odstiny hnédé az cCerné barvy,
Casto ruzové, ¢ervené, Sedomodré az bilé plosky. U tohoto bodu nejde ani tak o
celkovou sytost jedné barvy, jako hlavné o vyskyt vice barev v ramci jedné 1éze.

e D = diameter — Ptesahuje-li velikost loziska 6 mm, miize byt povazovana za vice
suspektni.

e E =elevation — Lozisko je vyvysené nad okolni uroven pokozky. Nepravidelné
vyvySend nebo vyrazné vyvySena loziska jsou vice podezield z maligniho

Zvratu.
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Obrazek ¢.6: ABCDE pravidlo

Diameter > 6 mm

Evolving

Zdroj: ABBASI, N., R., SHAW, H., M., RIGEL, D., S, et al., 2004. Early diagnosis of
cutaneous melanoma — Revisiting the ABCD criteria

Nekteré zdroje E viibec neuvadéji a nékteré ho nahrazuji pojmem evolution, ktery
znaci zménu, zvétseni 1 vyvyseni loziska. Uvedena kritéria maji sva omezeni a piili§ se
neuplatni Vv diagnostice primarné¢ noduldrnich melanomt, které c¢asto postradaji
asymetrii, nepravidelné okraje, barevné variace a rozmér vétsi nez 6 mm. (Abbasi,
2004; Becker et al., 2002; Arenbergerova a Arenberger, 2005; Krajsova, 2006)

Krvéaceni, svédéni, zanétlivy okraj ¢i ulcerace nasvédCuje pokrocilému stadiu
onemocnéni. (Arenbergerova a Arenberger, 2005)

Nejzéakladngjsi vySetfovaci technikou je dermatoskopie. Tato metoda vyuziva
manualni nebo digitalni dermatoskop, ktery umoznuje dermatologovi pozorovat
struktury kize aZz do oblasti dermoepidermalni junkce. Dermatoskop ma na spodni Casti
okularu se zvétSovacim sklem jesté jedno ploché sklo, které se ptimo dotyka kuze.
Prostor mezi kuzi a sklem je vyplnén imerznim olejem. (Arenbergerova a Arenberger,
2005; Arenberger, 2006)

K potvrzeni diagnozy je vzdy nezbytné nutné provést histologické vySetfeni.

Excize melanomu se provadi s dostateénym lemem zdravé tkané. V ptipadé, ze je
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primarni tumor do 1 mm vysky, odebira se tumor s 1 cm okolni tkané. V ptipad¢ ze je
hlubsi, je nutné odebrat 2-3 cm zdravé tkané. Takova diagnosticka excize je Casto

zaroven i 1é¢ebnou excizi melanomu. (Ditrichova et al., 2002)

3.5 Pritbéh a prognoza

Biologické chovani tohoto druhu zhoubné 1éze je variabilni a do zna¢né miry
nepredikovatelné. Jako u jinych nadord plati, ze progndéza onemocnéni souvisi se
stupném pokroCilosti. Za vyznamné faktory K ureni progndzy se povazuje hloubka
invaze nadorovych bun¢k do rtuznych vrstev dermis a podkozi (hodnoceni dle Clarka),
stanoveni maximalni tloustky nadoru (hodnoceni dle Breslowa) a pfitomnost ¢i absence
ulcerace. Hodnoceni dle Breslowa je nejvyznamnégjsi prediktivni faktor. Tloustka
nadoru se méfi v milimetrech. Hodnoti se kalibrovanym okularnim mikrometrem od
horniho okraje stratum granulosum epidermis vertikalné k nadoru, nebo k nejhloubé&ji
uloZené nadorové buiice v koriu ¢i podkozi. V ptipadé€, Ze je povrch tumoru ulcerovan,
méfeni se provadi od spodiny ulcerace. Stejné je tomu V piipadé zachycené Krusty na
povrchu nadoru, kterd se do tloustky nadoru nezapoditava. Vzdy je nutné zméfit
nejveétsi rozsah nadoru, proto je zdkladnim ptedpokladem spravné prokrajeni preparatu.
Tloustka se mé méfit v n€kolika sériovych fezech, aby byla zachycena nejvyssi mozna
hodnota. Cim vys$i je Breslowa hodnota, tim horsi je prognéza onemocnéni. Teprve
zavedeni vySetfovani sentinelovych uzlin zménilo vyznam tohoto hodnoceni, protoze
pozitivita vySetfeni sentinelovych uzlin je prognosticky vyznamnéj$i neZz samostatna
tloustka nadoru. Hodnota Breslowa je vSak jednim z parametrt indikujicich vySetfeni
sentinelové uzliny. U pacientil s negativnimi sentinelovymi uzlinami zGstava tloustka
nadoru stale nejvyznamnéjSim prognostickym faktorem. (Ryska et al., 2017)

Hodnoceni melanomu dle Clarka ztraci postupné na vyznamu. Jednim z diivodu je
subjektivni hodnoceni. Hloubku invaze u tychZ histologickych preparatii hodnoti fada
patologti rozdilné. Hloubka invaze podle Clarka je rozdélena do 5 hladin:

Clark I — nador pouze v epidermis, tedy melanoma in situ

Clark 1l — znamena prorustani nadorovych hnizd do vrchnich vrstev Koria, ale jen

do ¢asti stratumpapillare

Clark 11l — nador v celé vrstvé stratumpapillare

Clark IV — postizeni stratumreticulare

Clark V — priunik nadorovych bun¢k do podkozni tukové tkané (Krajsova, 2006;
Krska, 2014)
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K nezavislym prediktivnim ukazateliim patii i pohlavi s lepsi progndézou u Zen.
Horsi prognézu znamena vek nad 50 let, zvlast€ u muzi. VsSechny tyto parametry maji
statisticky vyznamnou prognostickou vahu, piesto vSak vyvoj a piipadnou recidivu
predpovédeét prakticky nelze. Zhruba polovina pacienti ma v dobé diagndzy
detekovatelné cirkulujici nadorové buiiky v krevnim ob&hu a v lymfatickych uzlinéch
izolované tzv. spici buniky, které dale neproliferuji a jsou kontrolovany protinadorovou
aktivitou imunitniho systému. Pokud dojde Kk selhani imunitniho dozoru, muze
prakticky kdykoliv dojit k expanzi téchto elementii a vzniku klinickych manifestnich
metastaz. (Ryska et al., 2017)

Maligni melanom mulze metastazovat bud’ lymfogenni cestou do spadovych
regionalnich uzlin, pozdéji i do uzlin vzdéalenéjSich, nebo hematogenné do kteréhokoliv
organu, nejéastéji do plic, jater, CNS ¢i kostni dfené, vzacnéji pak do srdce, sleziny,
Stitné zlazy apod. Pomérné ¢asto miize metastazovat i do kiize. Kozni metastazy jsou
vzdy znamkou minimaln¢ I11. stadia nadoru. (Klener, 2002; Ryska et al., 2017)

Pribéh onemocnéni malignim melanomem se dé rozclenit do 4 klinicich stadii:

I. tenky primarni nddor omezeny na kuzi (Breslow < 1,0 mm s ulceraci nebo < 2,0 mm
bez ulcerace)
[l. primarni nador omezeny na kizi jakékoliv tloustky (min. Breslow > 1 mm s ulceraci
a Breslow > 2 mm bez ulcerace)
I1l. primarni néador s prokazatelnymi metastdzami v regiondlnich uzlinach nebo
intransitnimi metastazami (postihuji kiiZi nebo podkoZi ve sméru toku lymfy dale nez
2 cm od primarniho nadoru, ale nejdale k regionalni lymfatické uzlin¢)

IV. primarni nador se vzdalenymi metastdzami (Arenbergerova a Arenberger, 2005)

3.6 VySetieni sentinelové uzliny

v

Nadorové buniky se mohou z pivodniho loZiska Sifit riznymi cestami, z nichZ je u
tloustky tumoru odstrafiovaly veskeré mizni uzliny v ptislusné spadové oblasti. Ty totiz
slouzi jako jakysi filtr, ktery mize nadorové buiikky vychytat a néjakou dobu zabranit
jejich rozsifeni dale do organismu. Nedovede je ale zlikvidovat, takze pfi jejich

ponechani v uzliné se mize vytvofit druhotné nadorové loZisko. Pozdéji se zjistilo, Ze

lymfa tece obvykle nejprve do jedné uzliny a teprve potom pokracuje do dalSich uzlin v
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okoli a nddorové bunky se tedy zachyti v prvni uzling a teprve pozd¢ji se mohou Sifit do
okolnich uzlin. V dnesni dob¢ jiz existuji metody, pomoci kterych lze tuto sentinelovou
uzlinu objevit. Nejéastéji se vyuziva oznaceni radioizotopem ¢i barvivem nebo
kombinace obojiho. K tomuto zakroku jsou indikovani vSichni pacienti s klinicky velmi
podezielym nédorem, u kterého ocekdvame tloustku vétsi nez 1 mm nebo pacienti, u
kterych byl jiz tento druh nddoru odoperovan a histopatolog zméfil tloustku rovnou
nebo vétsi 1 mm. Tato indikace vychazi z celosvétove platnych doporuceni.

V praxi zédkrok vypada tak, ze pacient obvykle za kratkodobé hospitalizace
absolvuje vykon v mistnim znecitlivéni, kdy se vyjme jiz zminéna spadova uzlina, ktera
se podle lokalizace melanomu nachdzi vétSinou ve tfisle, v podpazi nebo na krku. Pied
samotnym zakrokem se provede vlastni oznaceni, které ma 2 faze. Nejprve se na
pracovisti nukledrni mediciny vstiikne podkozné v okoli néddoru nebo jizvy malé
mnozstvi radioaktivné znacenych castic, které se mizni cestou dostanou do hledané
mizni uzliny a v ni se vychytaji. Tésné pred operaci se do stejného mista podkozné
vstiikne roztok patentni modfi, ktery se stejnym zplisobem dostane do mizni uzliny.
Operace se pak zahajuje po predchozi kontrole mista nad uzlinou specidlni sondou,
kterd je schopna zméfit intenzitu zafeni vysilaného oznacenou mizni uzlinou. Toto
vySetfeni umoznuje najit nejbliz§i misto na kizi, pod kterym je uzlina ulozena, a tim
provést chirurgické odstranéni spadové uzliny co nejSetrnéji. I béhem operace se k
vyhledavani priitbézn¢ pouziva sterilni vyhleddvaci sonda a pfesné dohledani umozni
navic barevné oznaceni patentni modfi.

Uzlina se po vyjmuti odesle k histologickému a imunohistochemickému vysetieni.
V piipadé, Ze se v ni najdou naddorové buiiky, provede se nasledné odstranéni vSech
uzlin ve spadové oblasti. Pokud tomu tak neni, je pacient, u kterého by se dfive tato tzv.
"elektivni lymfadenektomie" provedla, tohoto zatézujictho vykonu uSetien.
(Arenberger, 2006)

3.7 Nepiiznivé klinické prognostické faktory

U kazdého pacienta je mozné se jiz pti zékladnim klinickém vySetieni a vysloveni
podezieni na melanom alesponi orientaéné vyjadfit k dalsimu pribéhu onemocnéni.
Existuje nékolik zékladnich klinickych parametrii oznacujicich zavaznéj$i prognodzu

onemocnéni.
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Klinicky patrny vertikalni riist

Jakmile se nador zacina vyklenovat nad okolni kidzi, je zfejmé, ze Se objevila
vertikalni faze rastu. K vysce 1éze nad pokozkou je nutné ptipocitat ¢ast nadoru, ktera
roste do hloubky epidermis a koria. Podle rozsahu nodularniho ristu je tak mozné
pfiblizné odhadnout hodnotu Breslowa, a tim uréit radikalitu nasledné chirurgické
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priabéh onemocnéni.

Klinicky patrna ulcerace

I kdyz je pro objektivni hodnoceni ulcerace nadoru zavazny jeji prikaz pii
histologickém vySetfeni, je vzdy nezbytné klinicky popsat povrch nadoru a vSimat Si
ptipadnych Supin a krust, které mohou ptekryvat poruseny kozni povrch, a tak maskovat
piitomnost ulcerace. Cim je nador vétsi a pokro¢ilejsi, tim vyssi je pravdépodobnost
poruseni jeho povrchu. Ulcerace na povrchu tenkych, prognosticky pfiznivych

melanomovych 1ézi byva zachycena ziidka, ale jeji prukaz je v téchto ptipadech jesté

vewr

Nevyraznd pigmentace nadoru

Pocinajici karcinomy jsou ve vétSiné piipadti vyrazné pigmentované, nékdy az
cerné zbarvené. S rostoucim nadorem dochdzi cCastéji ke ztraté¢ schopnosti bun€k
produkovat pigment a v melanomu se objevuji depigmentované okrsky. Castym tkazem
je rychly rtst amelanotického nodulu v plosné, syté pigmentované ¢asti nadoru, coz
byva vétSinou znamkou vzniku vice dediferencovaného, agresivnéjSiho klonu

nadorovych bunék.

Piitomnost spontanni regrese

Nelze jednoznacné fici, ze pifitomnost regrese je pfiznivym nebo nepiiznivym
prognostickym ukazatelem. Vznik spontanni regrese vSak miZe zplsobovat faleSny
pocit bezpeci, protoze diky ni dochazi ve vétsiné¢ ptipadi k oplosténi puvodné
vyvyseného loziska, k zahojeni ptipadné ulcerace, ke zmenseni nebo dokonce tplnému
vymizeni nadoru. Casteéné regredované nadory maji pievazné nizké hodnoty Breslowa,
nejsou ulcerované a Casto mizi i vyrazné bunééné atypie a mitdzy. Klinicky i
histologicky obraz imituje prognosticky pfiznivé nadory, nevylucuje vSak vznik

metastaz.
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Axialni lokalizace

Mnoho studii jiz opakované potvrdilo vyznam anatomické lokalizace nadoru pro
celkové preziti. Tumory postihuji horni i dolni koncetiny, s vyjimkou plosek a dlani,
maji ptiznivejsi prubéh onemocnéni, zatimco nadory lokalizované na trupu, na hlavé a
ve kSitici maji prognézu zadvaznéjsi. Nejméné piiznivou oblasti jsou horni partie zad.

Axialni lokalizace tak naznacuje moznost zavazné¢jsiho pritbéhu onemocnéni.

Vék nemocnych

Vétsina starSich nemocnych pfichdzi na prvni vySetfeni s pokro¢ilymi karcinomy
s vysokou hodnotou Breslowa a Casto pfitomnou ulceraci, proto u nich byva prognoza
onemocnéni velmi zavazni. Nékteré studie navic prokazuji horSi pribéh u starSich
nemocnych, zejména ve veéku nad 65 let, bez zavislosti na charakteristikach primarniho

nadoru.

Pohlavi

Opakované se objevuji prace prokazujici priznivejsi progndézu onemocnéni u zen
nez u muzi. Hlavnim diivodem mirngjsiho pribé¢hu onemocnéni u Zenského pohlavi je
Castjs$i vyskyt 1éze na dolnich koncetindch a zachyt nddoru v ¢asngjSich fazich jeho
ristu. Pfi porovnavani typt melanomi u muzi a Zen maji Zeny v priméru niz$i hodnoty
Breslowa 1 méné Casto ulcerované nadory. A tak otazka, zda muZi mivaji horsi prib&h
onemocnéni nez Zeny, jeSt¢ stdle nebyla jednoznaéné zodpovézena. Velmi

pravdépodobné neni prognoza ovlivnéna pohlavim, ale charakteristikou nadoru.

Makroskopické satelitni metastazy

Ptitomnost satelitnich lozisek do 2 centimetrii v okoli primarniho nadoru jiz pii
prvnim vySetfeni pacienta znamena jednoznacné horsi prognézu onemocnéni. Vyzaduje
radikélni chirurgicky zakrok, ktery zajisti odstranéni satelitdi v sousedstvi nadoru, a
znamena jednoznacnou indikaci k vySetfeni sentinelové uzliny, pokud jiZ nejsou
postizeny regionalni lymfatické uzliny makroskopicky. Velmi casto vSak v téchto
pfipadech dochézi ke vzniku lokalnich recidiv v jizvé 1 po radikélni excizi priméarniho

nadoru. Castéji jsou popisovany také ndsledné satelitni, intranzitni i vzdalené metastazy.
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3.8 Lécha

Lécbou prvni volby je resekce primarniho loziska. Své pevné misto vSak kromé
chirurgické terapie nachazi i chemoterapie, imunoterapie a radioterapie. Podobn¢ jako u
jinych solidnich nadorii 1 zde zavisi Gspésnost 1écby na Casnosti zachytu. Na rozdil od
vétSiny ostatnich zhoubnych nadorii je ¢asny zachyt o néco snazsi, protoze vétSina
melanomovych 1€zi se vyskytuje na kizi, a tudiz je od pocatku 1épe viditelna. (Becker et
al., 2002; Bajciova et al., 2011)

U nizkorizikovych pacientd, tedy u téch, ktefi se nachéazeji v I. a II. stadiu
onemocnéni, po chirurgickém odstranéni nadoru nendsleduje zadna dalsi 1écba.

Rizikovéjsi pacienti, ktefi se obvykle nachédzeji ve IIl. stadiu onemocnéni, jsou
léCeni tzv. adjuvantni imunoterapii, a to po dobu 1-2 let. Tato terapie spociva
V podédvani interferonu alfa. Jeho podavani je pomérné jednoduché. Pacient si vétSinou
sdm vstiikuje do podkozi stanovené mnozstvi 1éku z ptedplnéné injekéni stiikacky nebo
pomoci specialniho davkovaciho pera. Interferon alfa je za normalnich okolnosti tvoien
vV malém mnozstvi bunkami imunitniho systému. V ptfipadé zvyseni hladiny této latky
v krvi se vyrazné podpoii obranyschopnost organismu a dojde K jejimu nasmérovani
proti nadorovym buitkam, které by se mohly S§ifit do tkdni. V nékolika klinickych
studiich byl prokazan nejen jeho tlumici vliv na rist a mnozeni nadorovych bungk, ale i
jeho ptiznivy uc¢inek na regresi nadoru.

Pacienti ve V. stadiu onemocnéni jsou léCeni chirurgicky, aktinoterapii,
chemoterapii cytostatiky, imunoterapii, chemoimunoterapii, biologickou ¢i cilenou
1é€bou. Toto nddorové onemocnéni nejcastéji metastazuje do plic, jater, mozku, kosti a
dal$ich organti. Na naSem trhu jsou dva preparaty pro metastazujici maligni melanom,
které jsou hrazeny zdravotni pojiStovnou. Je to konkrétné biologikumipilimumab
(Yervoy) a cileny preparat vemurafenib (Zelboraf). Ipilimumab (Yervoy) odblokovava
konkrétni receptor, a tim zaktivizuje imunitni systém, ktery se posléze 1épe vypotada
s nadorovou tkani. Jako nezaddouci u¢inek miize byt nastartovani autoimunitnich reakci,
které vedou k poskozeni tkané stfeva, Stitné zlazy ¢i hypofyzy. Na lécbu zareaguje asi
15% nemocnych a ve 20% byla pozorovana stabilizace nemoci. Preparat vemurafenib
(Zelboraf) je prvnim uspé€Snym preparatem z oblasti cilené 1é¢by u diseminovaného
maligniho melanomu. Cilené¢ blokuje mutovany protein BRAF, ktery se nachazi asi u
poloviny melanomti. Jde o takzvanou malou molekulu, coz znamena, ze se ucinna latka
dokéaze vstfebat 1 pfi perordlnim podani. Viditelny efekt tohoto 1éku na zmenSeni
nadorove tkané nastupuje velmi rychle. MlZe ovSem dojit k vytvofeni rezistence, kdy si
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nador ziejm¢ najde jinou drahu aktivace rlstu nez tu, kterd je blokovana poddvanym
lékem. Mezi nejzietelnéjsi nezddouci ucinky patii fotosenzibilita, kdy se pacient pfi
nedostatecné fotoprotekci muze spalit, zvySena tnava a vznik sekundarnich koznich
nadorti ze skupiny keratoakantomi nebo spinaliomd. (Arenberger; 2006; Lakomy,
2013)

Po prodélani chirurgické 1écby je dilezité, aby pacient dochazel na nasledné
kontroly. Tento proces se nazyva dispenzarizace. Je nezbytné dodrzovat cCasovy
harmonogram navstév stanoveny Iékafem v zavislosti na stadiu pacienta. Tyto
pravidelné kontroly jsou dilezité ze dvou divodd. Prvnim je, Ze se se zvySujicim
stddiem nemocného zvysuje i riziko vzniku metastaz. Druhym divodem je, Ze pacienti
S jednim melanomem jsou ohroZeni vznikem druhého melanomu desetkrat Castéji nez
zbytek populace. Proto se pii kazdé kontrole provadi fyzikalni vySetfeni kiize. VySetiuje
se 1 kstice, sliznice, dlan¢ a plosky, dikladné¢ se kontroluje také jizva vznikla
odstranénim pdvodniho loziska a palpacné se vySetiuji spadové mizni uzliny.
V pravidelnych ¢asovych tsecich se provadi i zobrazovaci metody (CT, PET-CT) ke
zjisténi piipadnych metastdz. Nejvyssi Cetnost kontrol je v prvnich 5 letech od
chirurgické 1é€by priméarniho tumoru, ptedevsim proto, ze 50% metastaz vznikéa praveé
V tomto casovém useku. Pozdni metastazy jsou sice vzacné, ale mozné, a proto by méla

byt nasledna péce, byt v omezené mite, dozivotni. (Arenberger, 2006)

3.9 Prevence

Melanom je onemocnéni, jehoZ vzniku Ize zabranit zménou Zivotniho stylu, hlavné
zménou pristupu k oslunéni u nejvic rizikovych skupin obyvatelstva.

Prakticky vSechna znama rizika pro vznik tohoto onemocnéni souviseji
s vystavenim UV zéfeni, proto hraje ochrana pfed slune¢nimi paprsky velkou roli
v prevenci. Je dulezité dodrzovat zasady spravného opalovani, tedy zejména vyhybat se
prudkému slunci, hlavné mezi 11. a 14. hodinou. DodrZovani této zdsady znamena
snizeni expozice UVB zafeni az o 60-80% z celkové denni davky. V ptipadé, kdy je
pobyt na slunci nevyhnutelny, je tieba chranit pokozku krémy s ochrannym faktorem.
Vysi faktoru je dilezité volit imérné k typu pokozky, vzdalenosti od rovniku a dobé
stravené na slunci. V pfipad¢, kdy dojde ke spaleni kiize, je dtlezité chranit i spalenou
cast téla pred dalsi expozici slunecnimu zafeni, a to aZ do té doby, dokud se klize uplné

nezhoji.
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Vzhledem ktomu, Zze za nejrizikovéjsi skupinu jsou povazovany malé déti,
zaméfuje se primarni prevence hlavné na né a na mladé dospivajici jedince.

(Prazsky, 2013; Rigel, 2000; Zlejsilova a Liptakova, 2013; Krajsova, 2006)

Sekundarni prevence zahrnuje vcasnou detekci tohoto nadorového onemocnéni
vV co moznad nejrangj$i fazi, jejimz vysledkem je snizeni mortality. Nejdostupné;si
moznosti je vychova laické populace k asnému rozpoznani pocinajiciho nadoru.
Soucasn¢ je velmi dulezitd vychova lékaii a vSech zdravotnikt, aby i oni uméli
pocinajici nador detekovat, diagnostikovat a spravné ur€it vSechny nezbytné nasledné
kroky. Ptinos screeningu nebyl u asymptomatickych jedinci v obecné populaci
prokazan. U vysoce rizikovych jedincl, mezi které fadime malé déti a dospivajici, lidi
se svétlou kuzi, stendenci ke spaleni a tvorb& pih, lidi s velkym poétem béZznych
ziskanych névii a nositele dyplastickych névi, je vSak doporucovano pravidelné
vySetfovani dermatologem. Je také siln€¢ doporuovano pravidelné provadét

samokontroly. (Tuong, 2012; Krajsova, 2006)

4 Histologie

Pro stanoveni spravné histologické diagndzy je nezbytna uzké spoluprace klinika a
patologa, kvili vzijemnému piedani informaci dilezitych pro piesné zhodnoceni
vySetifovaného nadoru. Pro patologa jsou dulezité vSechny esencialni informace o
pacientovi 1 o vySetfovaném vzorku, zvlaSt o velikosti loZiska, jeho pifesném
anatomickém umisténi, o ptipadné pfitomnosti ulcerace ¢i regrese 1éze, ¢i zda se jednd o
parcialni nebo kompletni excizi. Nastésti vV posledni dob¢ diky zvySujicim se poctim
hodnocenych melanomii vyrazné¢ stoupa piesnost klinické 1 histopatologické
diagnostiky. (Krajsova, 2006)

Neexistuje zadné jednoduché kritérium, které by bylo schopno jednoznaéné odlisit
benigni a maligni melanocytarni 1ézi. K pfesnému stanoveni diagnézy nadorového
onemocnéni je vZdy nutné mikroskopické vySetfeni vzorku, odebraném pfi biopsii nebo
v pribéhu rozsahlejsi operace, kdy se hodnoti architektonické a bunécné rysy
vySetfovaného nadoru, vcetné oblasti vyskytu samotnych melanocytt, charakteru Sifeni
nadorovych bun€k a okraje excize, zda doSlo ke kompletnimu odstranéni l1éze. Pfi
histopatologickém vySetfeni je vySetfovan celistvy vzorek tkané. Pred samotnym
vySetienim se pak piipravuji vzorky tak, aby z nich bylo mozno pofidit velmi tenké

platky, které se po vlozeni na sklicko obarvi. V ptipadé, kdy ani po vyhodnoceni téchto
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ukazateli neni mozno stanovit jednozna¢nou diagnézu, predstavuje dalsi

krok imunohistochemické vysetieni. (Arenberger, 2006; Krajsova, 2006)

5 Cytologické charakteristiky melanomu

Melanom je histologicky charakterizovan proliferaci atypickych (dysplastickych)
melanocytil s pievahou jednotlivych bunék. Nadorové melanocytarni buiikky mohou byt
velké 1 malé, okrouhlé, ovalné, nebo nepravidelné. Nejcastéji byvaji zachyceny bunky
epiteloidni, které mivaji objemnou, granularni, typicky eozinofilni cytoplazmu
s okrouhlymi jadry a byva u nich pfitomen vyrazny pleomorfismus a hyperchromazie.
Dale to jsou bunky vfetenité, které maji protahly tvar, pleomorfni jadra a je casta
hyperchromazie. Mén¢ castéjs$i jsou bunky névoidniho typu, bufiky s dendritickymi
vybézky, obrovské bunky, mnohojaderné buiikky a bunky balonové. Pomérmné casto
mohou buniky nadoru pfipominat vzhledem nadorové infiltraty zcela jiného ptvodu
(napf. malé bunky typu lymfocytd zaménitelné s koznimi lymfomy).

Pravidlem byvaji jaderné i cytoplazmatické atypie, kdy jsou jadra casto
deformovéna a maji hruby, nepravideln€ uspotfadany chromatin, hyperchromazii a cetné
jaderné pseudoinkluze. Cytoplazma muze byt eozinofilni i1 bazofilni, granularni nebo
vakuolizovana a pravideln¢ obsahuje velké mnozstvi melaninu. V ptipad¢, ze melanin

Ve vSech Grovnich 1éze se nachazeji mitozy, které jsou casto atypické. Jejich
prukaz v hlubokych strukturach nadoru podporuje diagnézu. Jako pomocny ukazatel
muze poslouzit ztrata schopnosti vyzravani nadorovych bun¢k smérem do hlubsich

partii koria. (Krajsova, 2006; Rigel, 2000)

6 Architektonické rysy melanomu

Za zékladni ukazatel se povazuje velikost 1éze, ktera u vétSiny nadort presahuje 5
milimetri. Velky vyznam ma i asymetrie loZiska a nepravidelné ohrani¢eni jeho okraju.
Nador ztraci typické névové architektonické rysy, kdy hnizda melanomovych bunék
maji na rozdil od névi riznou velikost a tvar, splyvaji ve velké nepravidelné utvary a
jednotlivé bunky v hnizdech ztraceji soudrznost. Hnizda melanomovych bunék se §ifi
do vSech vrstev koria a ani tam buiikky nemaji tendenci k vyzravani, typickému znaku
névovych 1ézi. Nadorové ¢epy mohou piechazet do podkozi, kde se pak $iii se do

lymfatickych a krevnich cév.
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Melanin byvé uloZen €asto nepravidelné, loziskove, v hrudkach i disperzné. Muze
se nachazet v riiznych ¢astech nadoru a byva prokazovan intracelularné i extracelularne.

V koriu dochazi ke zménam struktury vaziva. Uplné mizi elasticka vldkna, pii¢emz
dochazi k postupné likvidaci vlasovych folikulti a mazovych a potnich zlazek.

Za melanom by méla byt povazovana léze, u které jsou dostateCné patrné
cytologick¢ 1 architektonické atypie. Pfestoze jsou vSechny vysSe uvedené
charakteristiky pro toto nadorové onemocnéni typické, nemusi byt vzdy pfitomné. Proto

je diagnoza problematicka hlavné v pocatecnich stadiich. (Krajsova, 2006)
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7 Cil prace

Prvnim cilem prace je porovnat pozitivitu markeru HMB-45 u jednotlivych
histologickych kategorii melanomu.
Predpoklad: Vzhledem k vysoké specificité markeru HMB-45 k melanocytarnim

buitkdm, piedpokladame jeho pozitivitu alespoii v 80% piipada.

Druhym cilem je potvrdit naprostou ptevahu imunohistochemického profilu u
vSech histologickych kategorii melanomu.

Predpoklad: Imunohistochemicky profil melanocytarnich 1ézi (S100 protein, HMB-
45 a vimentin pozitivni a cytokeratin negativni) je dulezitym rozliSovacim faktorem
v diferencidlni diagnostice zejména koZnich nadorid. Obcas je jedinym voditkem
k odliseni zejména karcinomt a lymfomu. Proto pfedpokladame, ze bude tento profil

zachovan alespon v 80% zkoumanych ptipada.
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8 Metodika

8.1 Preanalyticka faze

Samotnému histologickému zpracovani vzorku ptedchazi jeho odbér. Vzorek se po
Setrném odebrani vlozi do oznacené nadobky s fixacni tekutinou a spolu s vyplnénym

privodnim listem se zasild do laboratote. (Jirkovska, 2006)

8.2 Analyticka faze

Na neobarvenych fezech nejsou ve svételném mikroskopu vidét jednotlivé slozky
tkané, proto se fezy barvi. Vzorek pro histologické vySetfeni je obarven zakladnim
barvenim Hematoxylin-eosin. Kysela barviva (eosin) se vazi na cytoplazmu bun¢k,
zasadita barviva (hematoxylin) barvi jadra bun€k. Druhotné se pak Kk barveni pouZzivaji
imunohistochemické metody. (Vacek, 1996)

Po dopraveni vzorku do laboratofe lé¢kai makroskopicky popise vzorek, ukroji
Z n¢ho abnormalni ¢asti a ur¢i nasledny typ vysetfeni nezbytny pro stanoveni diagnozy.
Dalsim krokem ke zhotoveni histologického preparatu je parafinové zpracovani.

Aby se mohla tkan dobfte krajet, musi nejprve dojit k odvodnéni a prosyceni tkdné
rozehfatym parafinem. Parafin vyplni vSechny mikroskopické Stérbiny v tkani, takze se
pak da krajet vtenkych fezech (silnych nékolik tisicin milimetru). Tim vznikne
histolologicky preparat. Je-li pozorovan neobarveny preparat v obycejném svételném
mikroskopu, jednotlivé slozky tkan€ jsou nerozeznatelné a z tohoto diivodu se barvi
fezy vhodnymi barvivy.

Piikrojend tkan se vlozi do specidlnich krabicek s ¢islem a v koSiku se necha
proprat pod tekouci vodou (mirn€ proudici) asi 10 minut. Vlozi se do standardniho
vakuového tkanového procesoru a zapne se program ,,denni®. Dalsi pracovni den se
kosik stkanémi vyndd ze standardniho vakuového tkanového procesoru, krabicky
s tkanémi se oteviou a tkan se v nahfivaci komote parafinové zalévaci linky pfipravi
k zalévani. K zalévani parafinem prosycené tkan¢ se pouziva parafinova zalévaci linka,
kterd je rozdélena na tfi Casti — ohfivacim zalévaci a chladici. Jsou pouzity specidlni
kovové misticky, do kterych se vklada prosycena tkan, zalije se parafinem a necha se
vychladit na chladicim modulu. Z dobie vychlazenych tkénovych blo¢kl se zhotovuji
na sankovém mikrotomu SLIDE 4003 E tenké histologické fezy, silné nékolik tisicin
mm. Ke krajeni jsou pouzity ziletkové noZe. Ukrojené parafinové fezy se napinaji v

teplé vodni ldzni a jsou nabirany na ozna¢ené podlozni sklo. Rezy je tieba na sklicka
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montovat pokud mozno bez jakychkoli zahybt. Pfili§ mnoho nerovnosti by mélo dopad
na vysledny barevny produkt. Takto ptipravené preparaty jsou vlozeny do stojanku a
ususeny v termostatu pii 60-65°C na 20 minut. (Vacek, 1996)

Barveni Hematoxylin-eosin
Patfi mezi zékladni a nejpouzivanéjsi histologicka barveni. Hematoxylin-eosin
odliSuje zakladni bunétné struktury. Roztok hematoxylinu sam o sobé jadra bunék
nebarvi, ale az po oxidaci v hematein. Diky barveni Hematoxylin eosin jsou odliSeny
jadra bun¢k tmaveé modre, cytoplazma rizove, svalstvo ¢ervené a chrupavka modie.
Vlastni postup pro ruéni barveni Hematoxylin Eosin (Vacek, 1996):
Xylen — 20minut
1) 96% ethanol — oplach
2) 80% ethanol — oplach
3) 70% ethanol — oplach
4) H.0 —oplach
5) Hematoxylin — 2 minuty (pokud se barvi nativni fez, barveni zacina od
hematoxylinu)
6) H20 — oplach, nechat zmodrat
7) Eosin — 3-5 minut
8) 96% ethanol — oplach
9) 96% ethanol — oplach
10) Aceton — oplach
11) Xylen — oplach
Obarvené preparaty se montuji pomoci vhodné zvoleného montovaciho média
v tomto pfipadé Entallanu NEU. Preparaty montujeme z Xylenu nebo z vody. Sklo
vytahneme z kyvety a okoli tkané otfeme hadiikem. Na sklo kdpneme sklenénou
ty€inkou kapku média a fez zakryjeme krycim sklem pftislusné velikosti. Pokud se pod

sklickem vytvofily bublinky vzduchu, jemné je vytlatime preparacni jehlou.

Imunohistochemie

Imunohistochemie je laboratorni metoda, ktera vychazi z histochemie a vyuziva
detekce specifickych antigennich determinant za pomoci imunologické vazby na
principu vazby antigenu a protilatky. Toto vySetieni je nezbytné v okamziku, kdy pfi

zakladnim barveni neni mozné jednoznacné stanovit diagnozu.
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Antigen prokazujeme v buikach a ve tkanich protilatkami, které se na bunky nebo
tkanové fezy nanaseji. V ptipadé, Ze je antigen ve tkani pfitomen, specifickd protilatka
namifena proti tomuto antigenu se na antigen svym Fab fragmentem navaze. Tuto vazbu
Ize prokazat tim, ze na specifickou protilatku navazeme detek¢ni systém, ktery jeji
pfitomnost zviditelni. V imunohistochemickych metodéch je enzymem, ktery je soucasti
detekéniho systému, nejcastéji peroxiddza nebo alkalickd fosfatdza. (Dvordk et al.,
2008; Krajsova, 2006)

Imunohistochemické metody miizeme rozd¢lit na piimé a nepiimé.

Pfima metoda

V piipadé piimé metody se jedna o nejjednodussi zplsob lokalizace antigenu ve
tkani. Primarni protilatka je oznaCena enzymem, jehoZ rozmisténi ve tkani nasledné
hodnotime. Této metody lze vyuzit v piipadé, Ze je antigen ve studované tkani pfitomen
Vv dostatecné vysoké koncentraci. Pii pouziti na parafinovych fezech je tato metoda malo

citlivd, vyuziva se zejména v nativnich fezech.

Neprima dvojstupnova metoda

V porovnani s pfimou metodou je nepiima metoda komplikovanéjsi, ale mnohem
citlivéjsi, coz je zptisobeno tim, ze na kazdou primarni protilatku miize byt navazano
nékolik molekul znacené sekundarni protilatky. Na tkanové fezy je nejprve aplikovana
neoznacena specificka protilatka nebo sérum proti prokazovanému antigenu, nazyvame
ji primarni protilaitkou. Ve druhé vrstvé je nanesena protilatka proti Fc-fragmentu
imunoglobulinil zvifete, ze kterého primarni protilatka pochézela. Sekundérni protilatka

je znacena enzymem a imunologickou vazbou se vaZe na primarni protilatku.

Neprimé trojstupiiové metody

Neptimd trojstupiiova metoda je citlivéjsi nez predeslé dvé metody, ovSem je
k zesileni signalu Vv pfipade, ze je ve tkani malé mnozstvi molekul antigenu. V prvnim
kroku reaguje primarni specifické antisérum a antigen prokazovany ve tkani. Ve
druhém kroku je aplikovdna neznacend specificka protilatka proti imunoglobulinim
zvitete, jehoz protilatky jsou pouzity v prvnim a tietim kroku. Tato sekundarni
protilatka se nazyvéa také spojovaci protilatka. Ve tfetim kroku je nandSen znaceny

komplex, napiiklad peroxidaza-anti-peroxidazovy komplex (PAP), nebo alkalicka
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fosfataza-anti-alkalicka fosfataza (APAAP). V soucasné dobé se nejCastéji vyuziva
nepiimé metody ABC (avidin-biotin komplex). Ta vyuziva k detekci protilatek vysoké
vazebni afinity mezi avidinem a biotinem. Na primarni specifickou protilatku se navaze
sekundarni protilatka konjugovana s biotinem. Avidin ma schopnost vazat Ctyfi
molekuly biotinu. Nékterd vazebnd mista avidinu jsou volna a néktera jsou obsazena
komplexem biotin-peroxidaza. Enzymaticka aktivita této peroxidazy nam pak indikuje
mista v preparatu, na nichz doslo k primarni specifické reakci. K dispozici jsou velmi
citlivé detekcni soupravy poskytujici uspokojivé vysledky i pfi miniméalnim mnozstvi

komplexu antigen-protilatka. (Dvorak et al., 2008; Tonar a Beranova, 2002)

V piipadé melanomu poslouzi k prvni orientaci pozitivni reakce na vimentin a
S100 protein spolu s negativni reakci na cytokeratiny. Vimentin je jedinym stfednim
filamentem melanocytd a jejich derivatd. Udaje o koexpresi cytokeratind u
melanogennich nadort jsou zcela ojedinélé. Nejcastéji pouzivanymi markery je S100
protein a protilatky HMB-45, Mart-1/Melan-A a Ki-67. HMB-45 znazorfiuje bunky
melanomu i névové bunky. Neznac¢i normélni dospélé melanocyty a neni vhodny
K rozliSovani benignich a malignich melanocytarnich 1ézi. Protilatkou se pozitivné
oznacilo 98% melanomt. (Lukas, 1997)

Pro rutinni imunohistochemické vySetfeni se, jak je uvedeno vySe, vyuziva S100
protein, coz je kysely protein velmi rozsiteny v centralnim 1 perifernim systému. Jedna
se o velmi senzitivni, ale ne piili§ specificky marker. Nejvice uzite¢ny je pii diagnostice
nadoru nervovych pochev a melanogenniho systému, protoze je exprimovan
melanomovymi i1 névovymi bunikami, nehodi se pro rozliSeni maligni a benigni
melanocytarni 1éze, ale pouzivd se kodliSeni melanomu od jinych malo
diferencovanych nemelanomovych nadort.

Nejcastéji pouzivanou protildtkou proti melanomovému antigenu je HMB-45. Ma
relativné vysokou specifitu pro melanom a jeji pozitivita v hlubSich nadorovych
vrstvach svédéi pravé pro toto nadorové onemocnéni. (Lukas, 1997; Krajsova, 2006,
Dvorak et al., 2008)

Samotna imunohistochemicka metoda se provadi na ususenych parafinovych fezech
pii teploté 60°C po dobu 24 hodin. Po uplynuti této doby se pokracuje nasledujicim
postupem:

1) Deparafinace Xylen — 20 minut

2) 96% ethanol — oplach
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3) 80% ethanol — oplach
4) 70% ethanol — oplach
5) H20 destilovana — oplach
6) Pufr pH=9 — vafit ve vodni lazni pii 95-99 °C dle druhu protilatky
7) Chladnuti — 20 minut
8) Promyvaci pufr pH 7,4-7,8
Dalsi inkubaci provadime ve vlhké komote pti pokojové teploté. Pied nanaSenim
detek¢éniho systému je nutno udélat krouzek kolem tkané tuzkou PAP-PEN, aby se
zabranilo plytvani a roztékani chemikalii.
1) Dualni enzymova blokada — 5-10 minut
2) Promyvaci pufr —oplach 1-5 minut
3) Primarni protilatka
4) Promyvaci pufr — oplach 1-5 minut
5) Znaceny polymer
6) Promyvaci pufr —oplach 1-5 minut
7) DAB Substrat — chromogen
8) H20 destilovana — oplach
9) Harrisiv hematoxylin — 30 vtefin
10) H20 tekouci — oplach
11) 96% ethanol — oplach
12) Aceton — oplach
13) Aceton-xylen (1:1) — oplach
14) Xylen
Montovani preparatu na sklicko pak probiha stejné jako v ptipadé barveni na HE.
Na obarvenych, zamontovanych preparatech se zvyrazni laboratorni C¢islo
nesmyvatelnym fixem a dochdzi ke kompletaci s privodnim listem. Néasledné se
preparaty vkladaji do nosice. Tyto nosiCe s preparaty a pruvodnimi listy se odevzdaji
lékattm.
Mikroskopovani vyuZivaji jednak laboranti ke kontrole postupu barveni
histologickych preparatt a jednak 1ékafi k diagnostice.
Postup mikroskopovani svételnym mikroskopem:
1) Zapnuti sitového vypinace
2) Umisténi filtru a nastaveni vhodného jasu

3) Sefizeni dioptrického nastaveni

34



4) Setizeni ocniho rozestupu
5) Umisténi preparatu na stolek mikroskopu do drzaku preparatu

6) Sefizeni zmény zvétSeni — nejéastéji pouzivané zvétSeni — 32x; 40x; 100X

8.3 Postanalyticka faze

Diagnostika, kterou provadi 1ékat — patolog, je zalozena na komparaci zjisténych
morfologickych zmén — nejcastéji bunék ¢i tkdni a odbornych zkusenosti, které ziskal
v ramci celého svého dosavadniho vzd€lavani v oboru patologicka anatomie. K tomuto
ucelu nejvic vyuziva dostupnou odbornou literaturu, webové servery, popi. konzultace
se svymi kolegy. Zjisténé ndlezy vcetné diagnoéz jsou posléze cestou diktatu
zaznamenany administrativni pracovnici ve vysledkovém listu. Ten je finadlné
zkontrolovan lékafem — patologem, parafovdn a se vSemi nalezitostmi odesilan zpét
klinickym lékattim. (Gomolc¢ak, 1997; Vacek, 1996)

Pro diagnostiku se v preparatu obarvenym Hematoxylin eosinem sleduji bunécné
struktury a pfitomnost melaninu, transepidermalni propagace a mitotickd aktivita. V
dalsich krocich je vySetieni dopliiovano o imunohistochemické stanoveni S100 proteinu
a HMB-45. S100 protein se barvi pii pozitivni reakci s piislusnou protilatkou

cytoplazmaticky nebo nuklearné¢ a HMB-45 cytoplazmaticky.
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9 Vysledky

Prvnim cilem prace bylo porovnat pozitivitu markeru MHB-45 u jednotlivych
histologickych kategorii melanomu.

V obdobi od 1.1.2012 do 31.12.2018bylo na Oddé¢leni patologie Nemocnice Pisek,
a.s. imunohistochemicky vySetfeno 63 preparati melanomovych 1ézi na pozitivitu
markeru MHB-45. Z nize uvedené tabulky (tab. 1) je patrné, ze marker HMB-45 byl ve

vétsing ptipadi ve vSech kategoriich melanomu pozitivni.

Tabulka 1. Porovnani pozitivity MHB-45 markeru u jednotlivych melanomovych

kategorii
Histologické kategorie melanomu — Mchkeb LBl .
pocet pozitivnich pripadi | pocCet negativnich pripadu
Maligni melanom 31 0
Metastazujici maligni melanom 15 3
Povrchoveé se $ifici melanom 12 0
Akrolentigindzni melanom 1 1

Zdroj: vlastni vyzkum

V kategorii maligni melanom byl marker HMB-45 pozitivni ve vSech 31 ptipadech,
tedy ve 100% téchto vzorku, jak je patrné z nize uvedeného grafu a tabulky (obr.7, tab.
2.).

Obrazek ¢. 7: Grafické zndzornéni poctu pozitivnich a negativnich vysledki HMB-45

markeru u maligniho melanomu

M pozitivni marker MHB-45

M negativni marker MHB-45

Zdroj: viastni vyzkum
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Tabulka ¢. 2.: Maligni melanom

absolutni etnost

relativni ¢etnost

pocet pozitivnich pripadi

31

100%

pocet negativnich piipadt

0

0%

Zdroj: viastni vyzkum

V kategorii metastazujici maligni melanom byl marker HMB-45 z celkové 18
vzorkli v 15 pfipadech pozitivni, tedy v 83% ptipadl, negativni byl pouze ve 3
ptipadech, tedy v 17% (obr. 8, tab. 3)

Obrazek ¢. 8.: Grafické zndzornéni poctu pozitivnich a negativnich vysledki HMB-45

markeru u metastazujiciho maligniho melanomu

M pozitivni marker MHB-45

M negativni marker MHB-45

Zdroj: vlastni vyzkum

Tabulka ¢.3.: Metastazujici maligni melanom

relativni ¢etnost
83%
17%

absolutni éetnost
15
pocet negativnich ptipadu 3

pocet pozitivnich pripadi

Zdroj: viastni vyzkum

V kategorii povrchové se §ifici melanom byl ve vSech 12 ptipadech marker HMB-
45 pozitivni (obr. 9, tab. 4).
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Obrazek ¢. 9.: Grafické znazornéni poctu pozitivnich a negativnich vysledki HMB-45

markeru u povrchové se Sitictho melanomu

M pozitivni marker MHB-45

M negativni marker MHB-45

Zdroj: vlastni vyzkum

Tabulka 4.: Povrchové se §ifici melanom

pocet pozitivnich pripadi 12 100%

pocet negativnich pripadi 0 0%

Zdroj: vlastni vyzkum
V posledni kategorii akrolentigin6zni melanom byly pouze dva vzorky, z toho byl

V jednom ptipad¢ marker HMB-45 pozitivni a v druhém ptipadé negativni (obr. 10, tab.
5).
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Obrazek ¢. 10.: Grafické zndzornéni poctu pozitivnich a negativnich vysledkit HMB-45

markeru u akrolentiginozniho melanomu

M pozitivni marker MHB-45

M negativni marker MHB-45

Zdroj: vlastni vyzkum

Tabulka 5.: Akrolentigindzni melanom

pocet pozitivnich pripadi 1 50%

pocet negativnich pripadi 1 50%

Zdroj: vlastni vyzkum
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Druhym cilem prace bylo potvrdit naprostou pifevahu imunohistochemického
profilu u vsech histologickych kategorii melanomu. Imunohistochemicky profil
melanomu lze charakterizovat jako vimentin, S 100 protein a HMB-45 pozitivni a

cytokeratin negativni.

Tabulka 6.: Imunohistochemicky profil u jednotlivych kategorii melanomu

Histologicka kategorie melanomu Imnohissochomicleyprotil
ano ne
Maligni melanom 30 1
Metastazujici maligni melanom 15 3
Povrchové se Sitici melanom 12 0
Akrolentigindzni melanom 1 1

Zdroj: vlastni vyzkum

V kategorii maligni melanom byl imunohistochemicky profil prokazan ve 30

piipadech z 31 vzorku, jak je patrné z obrazku 5 a tabulky 7.

Obrazek €. 11.: Grafické znazornéni prukazu IHC profilu v kategorii maligni melanom

B splriuje imunohistochemicky profil

M nespliuje imunohistochemicky
profil

Zdroj: viastni vyzkum

Tabulka 7. THC profil malignich melanomu

absolutni Cetnost | relativni ¢etnost
pocet splnénych imunohistochemickych profilt 30 97%

pocet nesplnénych imunohistochemickych profili 1 3%

Zdroj: viastni vyzkum
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V piipadé¢ metastazujiciho maligniho melanomu byl imunohistochemicky profil

prokazan v 15 vzorcich, ve zbylych 3 prokazan nebyl.

Obrazek ¢. 12.: Grafické znazornéni prukazu IHC profilu v kategorii metastazujici

maligni melanom

M spliiuje imunohistochemicky profil

B nespliuje imunohistochemicky
profil

Zdroj: vlastni vyzkum

Tabulka 8. IHC profil metastazujicich malignich melanomu

absolutni ¢etnost | relativni ¢etnost

pocet splnénych imunohistochemickych profilt 15 83%
pocet nesplnénych imunohistochemickych profild 3 17%

Zdroj: viastni vyzkum
V kategorii povrchoveé se $itici melanom byl imunohistochemicky profil prokazan

ve vSech 12 vzorcich.
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Obrazek ¢. 13.: Grafické zndzornéni prikazu IHC profilu v kategorii povrchové se Sifici

melanom

M spliiuje imunohistochemicky profil

B nespliuje imunohistochemicky
profil

Zdroj: vlastni vyzkum

Tabulka 9. THC profil povrchové se $ificich melanomu

absolutni ¢etnost | relativni ¢etnost

pocet splnénych imunohistochemickych profild 12 100%

pocet nesplnénych imunohistochemickych profila 0 0%

Zdroj: vlastni vyzkum

V posledni  kategorii ~ akrolentigindzni  melanom  Vjednom  pfipadé

imunohistochemicky profil prokazany byl, v druhém ptipadé nebyla provedena cela
paleta protilatek, proto jej nelze hodnotit (obr. 14, tab. 10).
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Obrazek ¢. 14.: Grafické znazornéni prikazu IHC profilu v kategorii akrolentigindzni

melanom

M splriuje imunohistochemicky profil

H nesplniuje imunohistochemicky
profil

Zdroj: vlastni vyzkum

Tabulka 10. IHC profil akrolentigindznich melanoma

pocet splnénych imunohistochemickych profilt 1 100%

pocet nesplnénych imunohistochemickych profila 0 0%

Zdroj: vlastni vyzkum
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10 Diskuze

V obdobi od 1. 1. 2012 do 31. 12. 2018 bylo na Oddéleni patologie Nemocnice
Pisek, a.s. imunohistochemicky vySetfeno 63 preparati melanomovych 1ézi. Z toho 31
pacientim byl diagnostikovan maligni melanom, 18 pacientim povrchové se Siticich
melanom, 16 pacientim metastazujicich maligni melanom a 2 pacientim
akrolentigindzni melanom.

V prvni poloving praktické ¢asti jsem se zamétila na porovnani pozitivity HMB-45
markeru u vsSech histologickych kategorii melanomu. HMB-45 marker je vysoce
specificky a je vhodny pro odliSeni maligniho melanomu od nemelanocytarnich nadort,
které nemaji melanocytarni pivod. Jak je vidét z vysledkl, v ptipadé maligniho
melanomu a povrchové se $iticiho melanomu byl HMB-45 marker pozitivni ve 100 %
ptipadi. V kategorii metastazujici maligni melanom bylo 83% ptipadl pozitivnich a v
kategorii akrolentiginozni melanom byl jeden ze dvou piipadi negativni. OvSem
z diivodu nizkého poctu vzorkd v posledni kategorii, nelze povazovat vysledek za
smérodatny. Ohsie et al. (2008) ve své studii udava, Zze primarni melanomy jsou
pozitivni z 69% az 93% piipadi a metastazujici melanomy jsou pozitivni z 58-83%.
Prvni z cili byl tedy v souladu se statistickym vyskytem uvadénym v odborné literatuie
a jasn¢ splnil stanoveny ptedpoklad, Ze by mélo byt alespont 80% zkoumanych vzorkl
hodnoceno jako pozitivnich.

V druhé polovingé praktické ¢asti jsem hodnotila imunohistochemicky profil u
vSech histologickych kategorii melanomu s cilem potvrdit naprostou ptrevahu IHC
profilu. Aby byl imunohistochemicky profil povazovan za pozitivni, musi byt markery
vimentin, S 100 protein a HMB-45 pozitivni a cytokeratin negativni. Tak tomu bylo
vV 92 % zkoumanych preparati. Konkrétné v kategorii maligni melanom byl IHC profil
prokéazan v 97%, v kategorii metastazujici maligni melanom byl IHC profil pozitivni v
83%, vV kategorii povrchové se S§itici melanom byl IHC profil prokazan ve vSech
ptipadech v Kkategorii akrolentigindzni melanom nebyla provedena cela paleta
protilatek, proto jej nebylo mozné hodnotit. Druhy z cili prace 1ze rovnéz hodnotit jako
pozitivni, nebot’ imunohistochemicky melanomovy profil jasné dominuje u vsech
skupin (s vyjimkou nehodnotitelného akrolentigind6zniho melanomu). Stanovena

hodnota 80% ptipadii byla jednoznacné dosazena.
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11 Zavér

metastazovat. V poslednich letech se stabilizoval pocet novych pfipadii u Zen bez
ohledu na v¢k, ale nadale stoupd incidence u muzi, a to hlavné star$iho véku. Protoze je
progndza pocinajicich melanomti dobrd, je vCéasna diagnostika a nasledovné zahdjeni
1écby dulezité. Prestoze by se mohlo zdat, ze neni divod, aby pacient pfiSel k Iékaii
s koznim nadorem pozd¢€, protoze jsou kozni zmény volné pristupné ke sledovani
kazdému z nés, opak byva nanestésti ¢asto pravdou.

Zakladem stanoveni diagnozy je histopatologické vySetfeni, kterému piedchazi
klinické vySetfeni dermatologem a chirurgickd excize nadoru. Ke zptesnéni diagnozy,
zjisténé z histologickych preparati barvenych hematoxylinem-eozinem se vyuziva
imunohistochemické barveni. Pti tomto vySetieni se nejcastéji indikuje protilatka S 100
protein, HMB-45, vimentin a cytokeratin. Pomoci markeru HMB-45lze odlisit
melanocytarni nddor od nédoru jiného pivodu. V nasem piipadé byl tento marker
pozitivni v 59 ptipadech z celkovych 63.

Aby byl potvrzen imunohistochemicky profil melanomu, musi byt prvni tii vyse
uvedené protilatky pozitivni a cytokeratin negativni. V naprosté vét§iné zkoumanych
preparati tento imunohistochemicky profil byl prokdzan a tim byl splnén druhy cil.
Stanovené cile, tedy porovnat pozitivitu markeru MHB-45 u jednotlivych
histologickych kategorii melanomu a  potvrdit  naprostou  prevahu
imunohistochemického profilu u vSech histologickych kategorii melanomu, lze
vzhledem Kk vyse popisovanym datim hodnotit jako splnéné s vysledky potvrzujicimi

ptuvodni predpoklady.
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