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Souhrn
Východiska: Maligní melanom je – v porovnání s ostatními nádory kůže – relativně vzácný, 
avšak vysoce agresivní maligní nádor s variabilním klinickým chováním. Recentní poznatky 
na poli patologie a  molekulární diagnostiky ukazují, že se ve skutečnosti jedná o  skupinu 
různých nádorů s rozdílnou etiopatogenezí, biologickým chováním i prognózou. Nové mož-
nosti terapie cílené na blokádu MAPK signální dráhy vyžadují testování mutačního stavu 
genu BRAF pro identifikaci pacientů z  této léčby nejvíce profitujících. Cíl: Článek podává 
souhrnné informace o  korelaci morfologického nálezu s  genetickými změnami, diskutuje 
zastoupení jednotlivých genetických typů u různých morfologických podskupin a věnuje se 
také nově navržené genetické klasifikaci melanomu a současným možnostem, úskalím a vý-
zvám v  testování BRAF u  maligního melanomu. Popisuje také současnou situaci testování 
v  České republice  –  používaným metodám, zastoupení BRAF mutací v  testované populaci 
a budoucnosti testování. Ukazuje rovněž limitace konceptu cílené léčby inhibicí BRAF a MEK 
vyplývající z heterogenity nádorové populace. Jsou diskutovány mechanizmy získané rezi-
stence na inhibitory MAPK dráhy, možnosti jejich detekce a otázky kombinace cílené léčby  
a imunoterapie.
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Úvod
Maligní melanom je nádor vznikající 
z pigmentovaných buněk (melanocytů), 
a to nejčastěji v kůži, méně často na sliz-
nicích (dutina ústní, dutina nosní, vulva, 
anus, ještě vzácněji i jinde), oku (uveální 
melanom, melanom řasnatého tělesa 
či spojivky) a raritně i v dalších lokaliza-
cích (meningy apod.). Pomineme-li ad-
nexální kožní tumory, které představují 
široké spektrum raritních jednotek, je 
maligní melanom nejméně častou pri-
mární kožní malignitou [1]. Jedná se ale 
zároveň o nádor, který je považován za 
jeden z nejagresivnějších lidských novo-
tvarů vůbec. V  ČR je maligní melanom 
s incidencí 11,61 a mortalitou 2,1 (www.
svod.cz –  údaje pro rok 2010) momen-
tálně sedmým nejčastějším zhoubným 
nádorem. V  posledních 30  letech tak 
jeho incidence vzrostla zhruba trojná-
sobně [2]. Melanom je nádor s variabilní 
etiologií, za nejčastější příčinu vzniku 
nádoru je dnes obecně přijímána expo-
zice slunečnímu, resp. UVA záření, u řady 
případů (zejména u  nádorů vznikají-
cích v  partiích, kde lze expozici UV zá-
ření vyloučit) je ale etiologie doposud 
neznámá [3].

Klasické histopatologické 
vyšetření
Pro prognózu nemocného je zásadní ze-
jména stadium, ve kterém je nádor dia
gnostikován, a dále kompletnost chirur-
gického odstranění primárního ložiska 
a případně sentinelové uzliny. Kožní ex-
cize s nádorem musí být vyšetřena tak, 

aby bylo možné zodpovědět na všechny 
klinicky relevantní otázky –  tj. stanovení 
správné a přesné diagnózy, stupně po-
kročilosti a přítomnosti či nepřítomnosti 
dalších prognostických či prediktivních 
faktorů spolurozhodujících o dalším te-
rapeutickém postupu. Diagnóza mela-
nomu je založena na korelaci klinických 
parametrů (makroskopického vzhledu 
nádoru, rychlosti a charakteru růstu, do-
provodných příznaků, známek rozsevu 
apod.) a  výsledků erudovaného histo-
patologického vyšetření. Je doporučo-
váno, aby suspektní melanocytární léze 
byly odstraněny in toto s  dostatečným 
lemem zdravé tkáně. Dle současných po-
znatků je za dostatečný považován lem 
v šířce alespoň 2 mm nepostižené kůže. 
Samozřejmostí je uvedení všech základ-
ních klinických údajů na průvodce (věk, 
lokalizace, rychlost růstu, klinická dife-
renciálně diagnostická rozvaha), opti-
málně pak jednotlivé klinické parametry 
dle pravidel ABCDE (asymmetry, border, 
color, diameter, evolution).

Současná WHO klasifikace definuje 
následující „běžné“ typy kožního ma-
ligního melanomu –  povrchově se šířící 
melanom, nodulární melanom, akrolen-
tiginózní melanom, lentigo maligna me-
lanom (obr. 1 a 2). Dále jsou popisovány 
méně časté typy melanomu  –  desmo-
plastický, melanom vznikající v modrém 
névu, melanom vznikající v kongenitál-
ním névu, spitzoidní melanom, névoidní 
(také označovaný jako minimal devia-
tion) melanom, melanom dětského věku 
a perzistující melanom.

Nepredikovatelná biologie 
melanomu
Biologické chování maligního mela-
nomu je velice variabilní a je bohužel do 
značné míry nepredikovatelné. Platí sa-
mozřejmě, tak jako u  jiných nádorů, že 
prognóza onemocnění víceméně sou-
visí se stupněm jejich pokročilosti (sta-
diem  –  stage) popsaným dle kritérií 
TNM. U melanomu byly jako významné 
prognostické faktory prokázány hloubka 
invaze (charakterizovaná kategorií dle 
Clarka) a celková tloušťka nádoru (hod-
nocení dle Breslowa), absence či přítom-
nost ulcerace nádoru a také přítomnost 
chronické zánětlivé infiltrace (lymfocy-
tární lem) na periferii nádorového lo-
žiska. Všechny výše uvedené parametry 
ukazují statisticky významnou prognos-
tickou váhu, přesto však u jednotlivého 
individuálního pacienta vývoj a případ-
nou progresi či recidivu nádorového 
onemocnění předpovědět prakticky 
nelze. Již v  době diagnózy má zhruba 
polovina nemocných (a  to i  u  časných 
melanomů) detekovatelné cirkulující ná-
dorové buňky v krevním oběhu a v lym-
fatických uzlinách i jinde se vyskytují izo-
lované tzv. dormant cells (spící buňky). 
Ty dále neproliferují a  jsou kontrolo-
vány protinádorovou aktivitou imunit-
ního systému. V případě selhání imunit-
ního dozoru pak může prakticky kdykoli 
dojít k expanzi těchto elementů a vzniku 
klinicky manifestních metastáz (obr. 3A 
a 3B). Maligní melanom metastazuje jak 
lymfogenně do spádových regionálních 
uzlin, později i do uzlin vzdálenějších, tak 
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u  bělochů, zejména se světlou barvou 
kůže (fototypy I  a  II), u  kterých se ma-
ligní melanom vyskytuje nejčastěji, ne-
vzniká tento nádor zpravidla na těch čás-
tech těla, které jsou nejvíce vystaveny 
slunečnímu záření (obličej, dorza rukou 
apod.), ale na místech s intermitentní ex-

Korelace etiopatogeneze 
a molekulárních změn
Je nepochybnou skutečností, že v etio
patogenezi většiny kožních melanomů 
hraje zásadní roli expozice slunečnímu 
záření, resp. UV záření, přičemž výrazně 
nebezpečnější je složka UVA. Například 

hematogenně, a to v podstatě do které-
hokoli orgánu  –  vedle typických míst, 
jako jsou plíce, játra, CNS či kostní dřeň 
navíc také do poměrně raritních lokali-
zací (srdce, slezina, štítná žláza apod.).

Kromě jiných cílových struktur může 
melanom metastazovat také do kůže. 
Kožní metastázy jsou u  tohoto nádoru 
poměrně časté, vzácně (zhruba v 5 % pří-
padů) mohou představovat i první pří-
znak onemocnění, zejména při regresi 
primárního nádoru. Kožní metastázy se 
mohou vyskytnout kdekoli na těle, jak 
solitárně, tak vícečetně. Kožní metastázy 
jsou vždy známkou min. III. stadia ná-
doru. Rozlišujeme a) tzv. satelitní me-
tastázy –  ložiska větší než 0,3 mm, která 
se vyskytují v  blízkosti primárního ná-
doru (do 5 cm od primárního ložiska); 
b) tzv. in-tranzitní metastázy, kožní lo-
žiska vznikající ve vzdálenosti nad 5 cm 
od primárního nádoru, a to v oblasti po-
vodí spádových uzlin příslušících pri-
márnímu nádoru a  c) vzdálené kožní 
metastázy  –  všechny ostatní. Satelitní 
a  in-tranzitní metastázy nejsou z  pro-
gnostického hlediska rozlišovány, od-
povídají klasifikaci pN2c, zatímco vzdá-
lené kožní metastázy jsou již hodnoceny 
jako M1a. Případy, kdy nádorové buňky 
metastatického melanomu v kůži vyka-
zují známky epidermotropizmu, mohou 
představovat poměrně závažný dia
gnostický problém a  odlišení primární 
povahy nádoru od metastázy není vždy 
snadné a  jednoznačné. Vyskytují se 
i  vzácné případy, kdy kožní metastázy 
mohou napodobovat benigní melano-
cytární léze, jako jsou např. komplexový 
(smíšený) pigmentový névus či névus  
Spitzové.

Stoupající incidence maligního me-
lanomu a do nedávné doby také nedo-
stupnost dostatečně efektivní systémové 
terapie pro nemocné s generalizovaným 
onemocněním představují výzvu pro 
zlepšení diagnostiky i terapie tohoto ná-
dorového onemocnění. Klíčem k  obo-
jímu je lepší porozumění biologické 
podstatě vzniku a  rozvoje melanomu. 
Všeobecně přijímaným axiomem je kau-
zální vztah mezi expozicí slunečnímu 
záření a  vznikem nádoru. Novější po-
znatky však ukazují, že toto tvrzení je při-
nejmenším velkým zjednodušením celé 
problematiky [3– 6]. 

Obr. 1. Histologický vzhled povrchově se šířícího melanomu – vysoce atypické melano-
cyty prorůstají celou tloušťkou epidermis až k povrchu, buňky jsou patrny i ve stratum 
corneum. V dermis je patrný chronický zánětlivý infiltrát (hematoxylin-eosin; 200×).

Obr. 2. Histologický vzhled nodulárního melanomu – populace zjevně maligních ele-
mentů roste difuzně v koriu, složka v oblasti dermo-epidermální junkce chybí. Na pe-
riferii nádorových ostrůvků je vidět lymfocytární reakce (hematoxylin-eosin; 100×).
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pozice slunečním paprskům, jako jsou 
dlaně, plosky nohou, sliznice dutiny 
ústní, genitálu či anu.

Maligní melanom již v  dnešní době 
není chápán jako jedno nádorové one-
mocnění, ale jako skupina morfologicky 
podobných nádorů, které se však liší 
nejen svou histologií, charakterem a dy-
namikou růstu a šíření, ale zejména svojí 
etiopatogenezí, molekulárními změ-
nami, signálními dráhami, které jsou ak-
tivovány, či naopak potlačeny a interakcí 
mezi nádorovými buňkami a  hostitel-
ským organizmem [6,8,9].

Z těchto poznatků vychází také snaha 
o využití molekulárních charakteristik do 
přesnější typizace melanomu a  překo-
nání limitací výhradně morfologické kla-
sifikace těchto nádorů [10].

Melanomy vznikající v terénu chronic-
kého solárního poškození se typicky vy-
skytují v pozdním věku a jsou často sdru-
ženy s dalšími prekancerózami či nádory, 
u kterých hraje expozice slunečnímu zá-
ření etiologickou roli, jako jsou např. so-
lární keratóza, cornu cutaneum, baza-
liom či dlaždicobuněčný (spinocelulární) 
karcinom kůže [6]. U nemocných s mela-
nomem v terénu bez chronického solár
ního poškození se naopak často vysky-
tují pigmentové névy, ale ostatní nádory 
podmíněné UV zářením jen vzácně; 
jedná se také o  statisticky významně 
mladší pacienty [11].

Obdobné rozdíly lze pozorovat v mo-
lekulárním profilu nádorů ve vztahu 
k  dávce slunečního záření. Melanomy 
vznikající na kůži pouze intermitentně 
exponované UV záření jsou charakte-
rizovány velmi častým výskytem mu-
tací BRAF a  častými ztrátami chro-
mozomu 10, zatímco u  melanomů 
z chronického solárního poškození je vý-
skyt mutací BRAF vzácný a vyskytuje se 
zde typicky zvýšený počet kopií genu 
CCND1  [12– 14]. Velmi zajímavá je také 
významná podobnost genetických cha-
rakteristik (mutačního profilu) mela-
nomů bez vztahu k chronickému solár-
nímu poškození a  pigmentových névů 
týchž pacientů v  obdobné lokalizaci  –  
obě léze sdílejí právě častý výskyt mu-
tace BRAF [15– 17]. Epidemiologické stu-
die a  experimentální práce ukazují, že 
u osob se zvýšeným rizikem vzniku me-
lanomu (světlé fototypy) spadá rizikové 

ních skupin  –  nádory vznikající v  dů-
sledku poškození DNA dlouhodobým 
působením malých dávek slunečního 
záření (chronic sun exposure damage –  
CSD) a  nádory vzniklé po jednorázové 
nadlimitní expozici –  spálení kůže (non-
-CSD) [3– 6]. V neposlední řadě je třeba 
vyzdvihnout skutečnost, že část mela-
nomů vzniká v partiích bez jakékoli ex-

pozicí, jako jsou trup, paže, dolní konče-
tiny apod. Několik studií také prokazuje, 
že více ohrožené jsou osoby pracující 
uvnitř budov –  tedy nevystavené půso-
bení UV záření trvale - než pracovníci tr-
vale vystavení slunečnímu svitu (země-
dělci apod.) [7].

Z hlediska působení UV záření na kůži 
tak lze melanomy rozdělit do dvou hlav-

Obr. 3A. Mikrometastáza melanomu v sentinelové uzlině – nádorové buňky tvoří shluk 
o průměru cca 0,5 mm těsně pod pouzdrem (hematoxylin-eosin; 200×). B. Tatáž mik-
rometastáza – imunohistochemické ozřejmení nádorových buněk s protilátkou proti 
S100 proteinu (IHC S100 protein: DAB-hematoxylin; 200×).

A

B
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podstatně častěji zastoupeny nádory 
s možností terapeutického ovlivnění pří-
slušnou cílenou léčbou. Naproti tomu 
nádory spadající do ostatních tří katego-
rií (melanomy v terénu s chronickým so-
lárním poškozením, akrální melanomy, 
slizniční melanomy) vykazují přítomnost 

lárně cílené systémové léčby. Skupina 
nádorů v terénu kůže bez chronického 
solárního poškození, která představuje 
největší podmnožinu maligních me-
lanomů, vykazuje často mutaci BRAF 
spolu se ztrátou PTEN, případně sa-
motnou mutaci NRAS. Proto zde budou 

období pro poškození DNA melanocytů 
a vznik mutace BRAF pravděpodobně do 
časného  –  zpravidla dětského  –  věku.  
Naopak u  osob bez zvýšeného rizika 
vzniku melanomu (tmavé fototypy) musí 
pro poškození melanocytů dojít k akumu-
laci dostatečně vysoké dávky UV záření 
a melanomy zde vznikají zpravidla jinou 
dráhou než cestou mutace BRAF [18].

Na základě analýzy genového expres-
ního profilu (zjednodušeně řečeno – ana-
lýza stavu exprese sady genů vybraných 
na základě matematické analýzy) lze 
maligní melanomy rozdělit do čtyř ne-
závislých genomických skupin –  akrální 
melanom (vyskytující se typicky na ak-
rech rukou a nohou, v oblasti nehtových 
lůžek apod.), slizniční melanom (dutina 
ústní, nosní, anogenitální sliznice), me-
lanom kůže bez chronického solárního 
poškození (typicky trup, paže, dolní kon-
četiny) a melanom kůže s chronickým so-
lárním poškozením (obličej, ušní boltce, 
dorzální strana krku) [9]. Ty se od sebe liší 
jak spektrem chromozomálních aberací, 
tak frekvencí mutací jednotlivých speci-
fických genů. Tato skutečnost svědčí pro 
odlišnou molekulární patogenezi jed-
notlivých skupin (typů) melanomu. Jak 
slizniční, tak i  akrální melanomy jsou 
charakterizovány vysokým výskytem 
amplifikací a delecí a  liší se tak od me-
lanomů vznikajících v  terénu chronic-
kého solárního poškození kůže [18– 20]. 
I  akrální a  slizniční melanomy se od 
sebe ve spektru chromozomálních abe-
rací dále liší, což znamená, že také tyto 
dvě skupiny melanomů je nutné pova-
žovat za individuální, na sobě nezávislé 
kategorie [8].

Další možností je klasifikace maligních 
melanomů čistě na základě mutací řídí-
cích genů bez ohledu na histologické 
charakteristiky nádoru. Rozsáhlá mezi-
národní skupina The Cancer Genome 
Atlas Network (TCGA) navrhuje čtyři 
základní genomoické subtypy mela-
nomu –  BRAF mutovaný, RAS mutovaný, 
NF1 mutovaný a triple wild type [21].

Význam molekulární klasifikace 
pro volbu terapie
Porozumění genetickým rozdílům mezi 
jednotlivými typy melanomu může 
být velmi přínosné při lepší identifikaci 
pacientů pro jednotlivé typy moleku-

Obr. 4A. Morfologicky relativně homogenní populace epiteloidních elementů nodu-
lárního melanomu. Je patrná vysoká mitotická aktivita v nádoru (hematoxylin-eosin; 
100×). B. Tentýž nádor v imunohistochemickém průkazu S100 proteinu. Různý stupeň 
exprese (různá intenzita hnědé barvy) ukazuje na různý stupeň diferenciace nádoro-
vých buněk. Morfologická uniformita je tak pouze zdánlivá, nádorová populace je ve 
skutečnosti velice heterogenní (IHC S100 protein: DAB-hematoxylin; 200×).

A

B
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zami, podávají poměrně kontroverzní 
výsledky. Zatímco někteří autoři udávají 
velmi vysoký podíl konkordantních pří-
padů přesahující 95 % [16,32], jiní autoři 
udávají zastoupení pacientů s  diskor-
dancí mutačního stavu mezi primárním 
nádorem a metastázami až ve výši kolem 
30– 40 % [14,33,34].

Existují dvě možná vysvětlení pro pří-
tomnost diskordance mutace BRAF –  buď 
se jedná o vznik mutace de novo v prů-
běhu progrese již existujícího melanomu 
(změna z BRAF wild type primárního ná-
doru na BRAF mutovanou metastázu), 
případně vymizení této mutace (opačná 
sekvence) nebo jde o důsledek klonální 
selekce v rámci progrese heterogenního 
nádorového onemocnění (obr. 4A a 4B). 
První z  nabízených možností je velmi 
málo pravděpodobná, protože mutace 
BRAF je mutací řídící, tedy přímo zod-
povědnou za vznik a  rozvoj melanomu 
a jako taková vzniká již v časné fázi tumo-
rigeneze [15,16,35]. Naproti tomu druhé 
vysvětlení, tedy selekce jednoho z klonů 
původně heterogenního nádoru, je vy-
soce pravděpodobné  [32,34,36]; s  ob-
dobnými situacemi se setkáváme nejen 
u melanomu, ale i u celé řady dalších ná-
dorových onemocnění (karcinom plic, 
karcinom prostaty, hematologické ma-
lignity apod.).

Citlivými molekulárními metodami 
testování mutace V600E lze prokázat he-
terogenitu intratumorální (různé oblasti 
téhož primárního nádoru) i  intertumo-
rální (primární tumor vs. metastáza) [34].

Diskordance mezi přítomností mu-
tace BRAF v  primárním nádoru a  jeho 
metastázami není vzácná a  dosahuje 
více než 30  %  [33], přičemž pravděpo-
dobnost diskordance je vyšší u žen než 
u mužů a častěji se také vyskytuje u ex-
tranodálních metastáz. Tato skutečnost 
naznačuje vhodnost testování mutač-
ního stavu nádoru v metastázách, a to –  
vzhledem k  dynamice nárůstu hetero-
genity nádorové populace –  nejlépe až 
v době, kdy je zvažováno nasazení tera-
pie na tuto mutaci cílené.

Velmi zajímavá data přináší analýza 
nemocných, u kterých došlo k  recidivě 
či progresi při terapii MAPK inhibitory 
(vemurafenib, dabrafenib), ať již v  mo-
noterapii, či v kombinaci s MEK inhibi-
torem (trametinib). V  práci Johnsona 

tace BRAF se vyskytují u  41  %  (hod-
noty v jednotlivých studiích se pohybují 
v  rozmezí 22– 72  %) a  mutace NRAS 
u 18 % (0– 50 %) kožních melanomů [24]. 
Zastoupení mutací není rozdílné v růz-
ných věkových skupinách, nejsou rov-
něž rozdíly dle pohlaví. Naopak, různé 
jsou frekvence mutací u různých histo-
logických typů –  BRAF mutace jsou čas-
tější u povrchově se šířících melanomů 
(a to zejména u nádorů s hloubkou in-
vaze pod 1 mm) a u nádorů v terénu bez 
chronického solárního poškození, mu-
tace NRAS naopak u  nodulárních me-
lanomů, ale také v  nádorech u  chro-
nického solárního poškození. Dle této 
metaanalýzy 19  publikovaných stu-
dií se mutace BRAF vyskytly v  celkem 
49 % povrchově se šířících melanomů, 
41 % nodulárních melanomů, ale jen ve 
22 % lentigo maligna melanomů a 20 % 
akrálních lentiginózních melanomů. 
Vztah histologického typu a  mutace 
genu NRAS byl analyzován v 16 studiích, 
NRAS byl mutován v 27 % nodulárních 
melanomů, 19  % akrálních lentiginóz-
ních melanomů, 17 % povrchově se šíří-
cích melanomů a 14 % lentigo maligna  
melanomů [24].

Předpoklad souvislosti výskytu BRAF 
mutací s  intermitentní expozicí UV zá-
ření je rovněž podpořen výsledky výše 
uvedené metaanalýzy 19  studií  –  inci-
dence BRAF mutací je nejvyšší u mela-
nomů trupu (57 %), následovaná mela-
nomy končetin (46 %), obličeje a kštice 
(28  %). Vztahem výskytu mutací NRAS 
a lokalizací primárního nádoru se zabý-
valo 11 studií a z jejich metaanalýzy vy-
plývá, že incidence mutací NRAS je nej-
vyšší v  melanomech na končetinách 
(25  %), následují obličej, kštice a  trup 
(vše shodně 18 %) [24].

Intraindividuální molekulární 
heterogenita melanomu
Vzhledem k tomu, že cílená léčba BRAF 
inhibitory je mířená na metastatickou 
nádorovou populaci, je zcela zásadní, 
zda zůstává přítomnost mutace BRAF, 
která vzniká v časných fázích vzniku to-
hoto nádoru  [16,17,31], v  metastázách 
zachována, či nikoli. Studie zabývající se 
srovnáním mutačního stavu BRAF, pří-
padně dalších řídících genů mezi pri-
márním nádorovým ložiskem a metastá-

mutace BRAF či NRAS jen vzácně, místo 
toho se u nich vyskytuje zvýšený počet 
kopií genů CCND1  či CDK4, případně 
u  slizničních melanomů mutace genu 
KIT [12,18,20,22– 25].

Platí přitom, že mutace BRAF a  mu-
tace NRAS se prakticky nikdy nevyskytují 
v nádoru současně, resp. jsou navzájem 
se vylučující. Právě jejich vzájemná vý-
lučnost vede k v současnosti přijímané 
hypotéze, že obě mutace mají podobný 
biologický efekt, tj. aktivaci MAPK sig-
nální dráhy. Signální dráha mitogenem 
aktivované proteinové kinázy (MAPK) 
zahrnující kaskádu RAS-RAF-MEK-ERK je 
pro růst většiny maligních melanomů 
kritická. BRAF je serin/ treoninová protei-
nová kináza aktivovaná fosforylovanou 
formou RAS proteinu. Nejčastější mutací 
BRAF je T1799A mutace v exonu 15 ve-
doucí k  V600E (Val600Glu) substituci 
aminokyselin v proteinu. Mutace V600E 
představuje přes 90 % všech BRAF mu-
tací v melanomu [22,26]. Dalšími –  vzác-
nějšími – typy mutací BRAF jsou V600K 
(záměna valinu za lysin) a  V600R (zá-
měna valinu za arginin) [27].

Aktivační mutace NRAS, KRAS a HRAS 
vedoucí ke konstituční aktivaci signální 
dráhy RAS byly popsány u celé řady lid-
ských maligních nádorů (melanom, kar-
cinomy plic, kolorekta, pankreatu, močo-
vého měchýře apod.) [28]. V melanomu 
jsou nejčastější mutace NRAS, konkrétně 
Q61R (CAA/ CGA) a  Q61K (CAA/ AAA), 
které se nacházejí v kodonu 61. Mutace 
dalších dvou genů rodiny RAS  –  tedy 
HRAS a KRAS –  jsou zde, na rozdíl od ji-
ných nádorů, vzácné [22].

U pacientů s generalizovaným malig-
ním melanomem s přítomností mutace 
BRAFV600E vykazuje nasazení cílené tera-
pie BRAF inhibitory (přesněji inhibitory 
MAPK signální dráhy či MAPK inhibi-
tory), jako jsou vemurafenib či dabrafe-
nib, velmi slibné výsledky [29,30]. Hlavní 
otázkou tak je, jak vybrat pro tuto léčbu 
optimálně vhodné nemocné s vysokou 
pravděpodobností odpovědi na léčbu. 
Pro její zodpovězení je nezbytné porozu-
mění biologii maligního melanomu a roli 
řídících mutací v jeho etiopatogenezi.

Jak prokazuje metaanalýza autorů 
Lee et  al shrnující výsledky studií z  let 
1989– 2010 a analyzující téměř 4 500 pa
cientů s  maligním melanomem, mu-
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Vyhlídky do budoucnosti
V souvislosti se spontánní i terapií indu-
kovanou (či přesněji urychlenou) hete-
rogenitou nádorové populace se nabízí 
otázka, nakolik je koncept cílené terapie 
zaměřené na jednu konkrétní signální 
dráhu u natolik plastického nádoru, jako 
je maligní melanom, vůbec smysluplný. 
Doposud publikované práce ukazují, že 
od molekulárně cílené léčby generalizo-
vaného onemocnění nelze očekávat ku-
rativní výsledky. Efekt léčby u pacientů 
správně vybraných na základě moleku-
lárního profilu nádoru je zpravidla velmi 
rychlý a klinicky výrazný. V horizontu ně-
kolika měsíců však u  naprosté většiny 
nemocných vzniká rezistence a  léčba 
dříve či později selhává a dochází k re-
cidivě. Budoucnost tak zřejmě bude 
patřit kombinaci několika různých pří-
stupů –  např. již klinicky ověřené kom-
binaci BRAF a  MEK inhibitoru, která se 
stává de  facto novým standardem mo-
lekulárně cílené léčby (vemurafenib či 
dabrafenib a  trametinib)  [40– 42]. Další 
možností je simultánní či sekvenční pou-
žití cílené terapie a následné imunote-
rapie, protože maligní melanom je ne-
pochybně nádorem, kde odblokování 
utlumené protinádorové imunitní od-
povědi pomocí checkpoint inhibitorů 
doposud přináší jedny z  nejslibnějších 
výsledků. Řada studií ukazuje, že tento 
kombinovaný postup využívající syner-
gického efektu obou přístupů, tedy eli-
minaci větší části nádorové masy zablo-
kováním signálních drah, na nichž jsou 
nádorové buňky bytostně závislé, a ná-
sledné odstranění zbytků nádorové po-
pulace posíleným imunitním systémem 
by pravděpodobně mohlo být řešením, 
které překoná limitace obou individuál-
ních přístupů a  nemocným s  melano-
mem tak poskytne naději na signifikantní 
prodloužení celkového přežití [43– 48].

Při cílené terapii melanomu MAPK in-
hibitory dochází ke zvýšené prezentaci 
melanocytárních antigenů a zvýšené in-
filtraci CD8 lymfocyty. Je však třeba upo-
zornit i na skutečnost, že u části nemoc-
ných, u kterých došlo k progresi při užití 
cílené léčby (monoterapie BRAF inhibi-
torem či kombinací s MEK inhibitorem), 
může docházet ke vzniku rezistence také 
mechanizmem úniku či vyčerpání odpo-
vědi cytotoxických CD8 T lymfocytů [38]. 

pení nádorů s  mutací BRAF se v  rámci 
testované kohorty postupně navyšo-
valo z 31,7 % (2013) přes 39,9 % (2014), 
43,7  %  (2015) až na 47,7  %  (2016).  
Zastoupení mutovaných případů se 
mezi jednotlivými laboratořemi pohy-
buje v  rozmezí 37,8– 50 %  (data z  roku 
2016), rozdíly jsou velmi pravděpo-
dobně (vzhledem k stále relativně ma-
lému číslu případů na laboratoř) vzniklé 
rozdílným složením kohort, pokud jde 
o jednotlivé typy melanomu. Pokud jde 
o  metody testování, jednotlivé labora-
toře používají různé certifikované me-
tody, dominuje RT-PCR vyšetření kitem 
cobas (Roche) následovaný hybridizací 
na stripech (StripAssay ViennaLab), pou-
žívána je rovněž klasická Sangerova sek-
venace. Každá z laboratoří má pro rutinní 
diagnostiku validovány minimálně dva 
různé postupy tak, aby byla v  případě 
potřeby k dispozici možnost konfirmace 
výsledku druhou nezávislou metodou.

Alternativní možnosti testování
Molekulární diagnostika zůstává „zlatým 
standardem“ pro detekci mutací BRAF, 
jako slibná alternativa se nabízí imunohis-
tochemická detekce pomocí specifické 
diagnostické primární protilátky VE1 cí-
lené proti mutantnímu epitopu proteinu 
BRAF. Publikované výsledky ukazují na 
vysokou konkordanci obou metod u ná-
dorů s wild type BRAF a s mutací V600E, 
která představuje 80– 90 % všech muto-
vaných případů [39]. Naproti tomu u ná-
dorů s  dalšími vzácnějšími mutacemi 
BRAF, jako jsou V600K (představují asi 
8– 12 % mutovaných případů), případně 
V600D, V600R a V600‘E2’ (celkem do 5 % 
mutovaných případů) nedokáže imuno-
histochemie tyto případy detekovat [39].

Vzhledem k této limitaci nelze bohu-
žel i přes nižší cenu a menší časovou ná-
ročnost imunohistochemie tuto metodu 
používat jako rutinní screeningové vy-
šetření pro vyloučení nádorů bez mu-
tace a pouze pozitivní případy následně 
ověřovat molekulárně genetickým vy-
šetřením, jako je tomu např. u detekce 
prediktivních markerů u karcinomu plic 
(ALK, ROS1), prsu či žaludku (HER2). 
Zatím neuzavřenou otázkou zůstává, 
zda by měly být na přítomnost mutací 
testovány vzorky z primárního nádoru, 
nebo z jeho metastázy [26,33,36].

et al kompilující data od celkem 100 ne-
mocných bylo možné mechanizmus re-
zistence odhalit u nadpoloviční většiny 
případů (58 %)  [37]. Nejčastěji byla re-
zistence zapříčiněna obnovením sig-
nalizace v MAPK signální dráze –  v dů-
sledku amplifikace BRAF (13  %) nebo 
vzniku alternativní sestřihové varianty 
genu (16  %), vznikem mutace KRAS 
nebo NRAS (20 %), mutací MEK1/ 2 (7 %), 
případně aktivací receptorové tyrozin-
kinázy bez prokazatelné mutace –  nej-
častěji v  důsledku patologické overex-
prese receptoru (11 %), např. EGFR [38]. 
Dalším mechanizmem může být obe-
jití signální dráhy MAPK aktivací alter-
nativní signální dráhy PI3K-PTEN-AKT. 
Ztráta PTEN je poměrně časným feno-
ménem u melanomu, ať již v důsledku 
ztráty heterozygozity, mutace či me-
tylace a  vyskytuje se často současně 
s mutací BRAF. Sama o sobě však nepo-
stačuje pro vznik rezistence, k té dochází 
zpravidla v důsledku následné aktivace 
AKT. Studie také potvrdila, že v průběhu 
cílené terapie dochází k akumulaci mu-
tací. U nemocných, u kterých byly v prů-
běhu terapie odebrány dva vzorky s ča-
sovým odstupem, byl signifikantně vyšší 
počet mutací v pozdějším vzorku. Velmi 
nepříjemným zjištěním je rovněž skuteč-
nost, že u dvou vzorků odebraných jed-
nomu nemocnému se mohou lišit me-
chanizmy rezistence v různých ložiscích  
nádoru [38].

Prediktivní diagnostika BRAF 
mutací v ČR
Vyšetření mutačního stavu BRAF se pro-
vádí vždy výhradně na základě žádosti 
onkologa u  nemocných, kde je zvažo-
vána cílená léčba BRAF inhibitorem. Pro 
vyšetření lze využít tkáň nádoru archivo-
vanou na pracovišti patologie ve formě 
tzv. parafinového bločku. V ČR bylo tes-
tování mutací BRAF pro prediktivní účely 
zavedeno již v  roce 2011, jednalo se 
však spíše o jednotlivé případy, o ploš-
ném testování lze hovořit teprve od 
roku 2012. V průběhu let dochází k po-
stupnému nárůstu počtu testovaných 
pacientů. Zatímco v roce 2012 bylo v celé 
ČR testováno pouze 58 případů, v roce 
2013 to bylo již 252 melanomů a v násle-
dujících letech se počty ustálily na počtu 
mezi 350 a 380 případy ročně. Zastou-
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