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Souhrn

Vychodiska: Maligni melanom je — v porovnani s ostatnimi nadory kdze - relativné vzacny,
avsak vysoce agresivni maligni nddor s variabilnim klinickym chovénim. Recentni poznatky
na poli patologie a molekularni diagnostiky ukazuji, Ze se ve skute¢nosti jedna o skupinu
rdznych nador s rozdilnou etiopatogenezi, biologickym chovanim i prognézou. Nové moz-
nosti terapie cilené na blokdadu MAPK signalni drahy vyzaduji testovani mutac¢niho stavu
genu BRAF pro identifikaci pacient(i z této léby nejvice profitujicich. Cil: Clanek podava
souhrnné informace o korelaci morfologického nalezu s genetickymi zménami, diskutuje
zastoupeni jednotlivych genetickych typd u rznych morfologickych podskupin a vénuje se
také nové navrzené genetické klasifikaci melanomu a souc¢asnym moznostem, uskalim a vy-
zvam v testovani BRAF u maligniho melanomu. Popisuje také soucasnou situaci testovani
v Ceské republice — pouzivanym metodam, zastoupeni BRAF mutaci v testované populaci
a budoucnosti testovéni. Ukazuje rovnéz limitace konceptu cilené |1é¢by inhibici BRAF a MEK
vyplyvajici z heterogenity nadorové populace. Jsou diskutovany mechanizmy ziskané rezi-
stence na inhibitory MAPK drahy, moznosti jejich detekce a otdzky kombinace cilené [é¢by
a imunoterapie.

Klicova slova
maligni melanom — BRAF - mutace - cilena |écba — nadorové mikroprostiedi — nddorova
heterogenita

Prace byla ¢aste¢né podporena projekty PRO-
GRES Q40/11, BBMRICZ LM2015089, SVV
260398 a GACR 17-10331S.

This work was supported by projects PROGRES
Q40/11, BBMRICZ LM2015089, SVV 260398 and
GACR 17-10331S.

Autofi deklaruji, ze v souvislosti s predmétem
studie nemaji zadné komercni zajmy.
The authors declare they have no potential

conflicts of interest concerning drugs, products,
or services used in the study.

Redak¢ni rada potvrzuje, ze rukopis prace
splnil ICMJE kritéria pro publikace zasilané do
biomedicinskych ¢asopist.

The Editorial Board declares that the manuscript
met the ICMJE recommendation for biomedical
papers.

(=]

prof. MUDr. Ale$ Ryska, Ph.D.
Fingerlanddv Ustav patologie
LF UK a FN Hradec Kralové
Sokolovska 581

500 05 Hradec Kralové
e-mail: ryskaale@gmail.com

Obdrzeno/Submitted: 28.3.2017
Prijato/Accepted: 16.5.2017

doi: 10.14735/amko02017182

182

Klin Onkol 2017; 30(3): 182-189




MALIGN] MELANOM — OD KLASICKE HISTOLOGIE K MOLEKULARNE GENETICKEMU TESTOVANTI

Summary

Background: Malignant melanoma is — in comparison with other skin tumors - a relatively rare malignant neoplasm with highly aggressive bio-
logic behavior and variable prognosis. Recent data in pathology and molecular diagnostics indicate that malignant melanoma is in fact not a sin-
gle entity but a group of different neoplasms with variable etiopathogenesis, biologic behavior and prognosis. New therapeutic options using
targeted treatment blocking MAPK signaling pathway require testing of BRAF gene mutation status. This helps to select patients with highest
probability of benefit from this treatment. Aim: This article summarizes information on the correlation of morphological findings with genetic
changes, discusses the representation of individual genetic types in various morphological subgroups and deals with the newly proposed ge-
netic classification of melanoma and the current possibilities, pitfalls and challenges in BRAF testing of malignant melanoma. It also describes
the current testing situation in the Czech Republic — the methods used, the representation of BRAF mutations in the tested population and the
future of testing. It also shows the limitations of the BRAF and MEK targeted treatment concept resulting from the heterogeneity of the tumor po-
pulation. Mechanisms of acquired resistance to MAPK pathway inhibitors, possibilities of their detection, and issues of combination of targeted

therapy and immunotherapy are discussed.
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Uvod

Maligni melanom je nador vznikajici
z pigmentovanych bunék (melanocyt(),
a to nejcastéji v kGizi, méné casto na sliz-
nicich (dutina Ustni, dutina nosni, vulva,
anus, jesté vzacnéji i jinde), oku (uvedlni
melanom, melanom fasnatého télesa
¢i spojivky) a raritné i v dalsich lokaliza-
cich (meningy apod.). Pomineme-li ad-
nexalni kozni tumory, které predstavuji
Siroké spektrum raritnich jednotek, je
maligni melanom nejméné castou pri-
marni kozni malignitou [1]. Jedna se ale
zaroven o nador, ktery je povazovan za
jeden z nejagresivnéjsich lidskych novo-
tvard vibec. V CR je maligni melanom
sincidenci 11,61 a mortalitou 2,1 (www.
svod.cz - udaje pro rok 2010) momen-
talné sedmym nejcastéjsim zhoubnym
nadorem. V poslednich 30 letech tak
jeho incidence vzrostla zhruba trojna-
sobné [2]. Melanom je nador s variabilni
etiologii, za nejc¢astéjsi pfic¢inu vzniku
nadoru je dnes obecné pfijimana expo-
zice slune¢nimu, resp. UVA zafeni, u fady
pfipadd (zejména u nadorl vznikaji-
cich v partiich, kde Ize expozici UV z&-
feni vyloucit) je ale etiologie doposud
neznama [3].

Klasické histopatologické
vysetieni

Pro prognézu nemocného je zasadni ze-
jména stadium, ve kterém je nador dia-
gnostikovan, a dale kompletnost chirur-
gického odstranéni primarniho loziska
a pfipadné sentinelové uzliny. Kozni ex-
cize s ndadorem musi byt vysetfena tak,

aby bylo mozné zodpovédét na véechny
klinicky relevantni otazky - tj. stanoveni
spravné a presné diagndézy, stupné po-
krocilosti a pfitomnosti ¢i nepfitomnosti
dalsich prognostickych ¢i prediktivnich
faktord spolurozhodujicich o dalsim te-
rapeutickém postupu. Diagnéza mela-
nomu je zaloZena na korelaci klinickych
parametrli (makroskopického vzhledu
nadoru, rychlosti a charakteru rstu, do-
provodnych pfiznak(l, zndmek rozsevu
apod.) a vysledkl erudovaného histo-
patologického vysetieni. Je doporuco-
véano, aby suspektni melanocytarni léze
byly odstranény in toto s dostate¢nym
lemem zdravé tkané. Dle soucasnych po-
znatku je za dostate¢ny povazovén lem
v Sifce alespon 2 mm nepostizené kize.
Samoziejmosti je uvedeni vsech zaklad-
nich klinickych udajl na prdvodce (vék,
lokalizace, rychlost rastu, klinicka dife-
rencidlné diagnostickd rozvaha), opti-
malné pak jednotlivé klinické parametry
dle pravidel ABCDE (asymmetry, border,
color, diameter, evolution).

Soucasna WHO Kklasifikace definuje
nasledujici ,bézné” typy kozniho ma-
ligniho melanomu - povrchové se Sifici
melanom, noduldrni melanom, akrolen-
tigin6zni melanom, lentigo maligna me-
lanom (obr. 1 a 2). Dale jsou popisovany
méné casté typy melanomu — desmo-
plasticky, melanom vznikajici v modrém
névu, melanom vznikajici v kongenital-
nim névu, spitzoidni melanom, névoidni
(také oznacovany jako minimal devia-
tion) melanom, melanom détského véku
a perzistujici melanom.

Nepredikovatelna biologie
melanomu

Biologické chovani maligniho mela-
nomu je velice variabilni a je bohuzel do
znacné miry nepredikovatelné. Plati sa-
moziejmé, tak jako u jinych nador(, ze
prognéza onemocnéni viceméné sou-
visi se stupném jejich pokrocilosti (sta-
diem - stage) popsanym dle kritérif
TNM. U melanomu byly jako vyznamné
prognostické faktory prokazany hloubka
invaze (charakterizovand kategorii dle
Clarka) a celkova tloustka nadoru (hod-
noceni dle Breslowa), absence ¢i pfitom-
nost ulcerace nadoru a také pfitomnost
chronické zanétlivé infiltrace (lymfocy-
tarni lem) na periferii nddorového lo-
ziska. VSechny vyse uvedené parametry
ukazuji statisticky vyznamnou prognos-
tickou vahu, presto viak u jednotlivého
individudIniho pacienta vyvoj a pfipad-
nou progresi ¢i recidivu nddorového
onemocnéni predpovédét prakticky
nelze. Jiz v dobé diagnézy ma zhruba
polovina nemocnych (a to i u ¢asnych
melanom) detekovatelné cirkulujici na-
dorové bunky v krevnim obéhu a v lym-
fatickych uzlinach i jinde se vyskytuji izo-
lované tzv. dormant cells (spici bunky).
Ty déle neproliferuji a jsou kontrolo-
vany protinadorovou aktivitou imunit-
niho systému. V ptipadé selhani imunit-
niho dozoru pak muze prakticky kdykoli
dojit k expanzi téchto element( a vzniku
klinicky manifestnich metastaz (obr. 3A
a 3B). Maligni melanom metastazuje jak
lymfogenné do spadovych regionélnich
uzlin, pozdéji i do uzlin vzdalenéjsich, tak
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hematogenné, a to v podstaté do které-
hokoli orgdnu - vedle typickych mist,
jako jsou plice, jatra, CNS ¢i kostni dien
navic také do pomérné raritnich lokali-
zaci (srdce, slezina, $titnd Zlaza apod.).

Kromé jinych cilovych struktur mize
melanom metastazovat také do kiize.
Kozni metastazy jsou u tohoto nadoru
pomérné Casté, vzacné (zhruba v 5 % pfi-
padd) mohou predstavovat i prvni pfi-
znak onemocnéni, zejména pfi regresi
primarniho nadoru. Kozni metastazy se
mohou vyskytnout kdekoli na téle, jak
solitarné, tak vicecetné. Kozni metastazy
jsou vzdy zndmkou min. Ill. stadia na-
doru. Rozlisujeme a) tzv. satelitni me-
tastazy - lozZiska vétsi nez 0,3 mm, ktera
se vyskytuji v blizkosti primarniho na-
doru (do 5cm od primarniho loziska);
b) tzv. in-tranzitni metastazy, kozni lo-
zZiska vznikajici ve vzdalenosti nad 5cm
od primarniho nadoru, a to v oblasti po-
vodi spadovych uzlin pfislusicich pri-
marnimu nddoru a c) vzdélené kozni
metastazy — vSechny ostatni. Satelitni
a in-tranzitni metastdzy nejsou z pro-
gnostického hlediska rozliSovany, od-
povidaiji klasifikaci pN2c, zatimco vzda-
lené kozni metastazy jsou jiz hodnoceny
jako M1a. Pfipady, kdy nadorové burky
metastatického melanomu v k{zi vyka-
zuji zndmky epidermotropizmu, mohou
pfedstavovat pomérné zivazny dia-
gnosticky problém a odliseni primarni
povahy nadoru od metastazy neni vzdy
snadné a jednoznacné. Vyskytuji se
i vzacné pripady, kdy kozni metastazy
mohou napodobovat benigni melano-
cytérni léze, jako jsou napt. komplexovy
(smiSeny) pigmentovy névus Ci névus
Spitzové.

Stoupajici incidence maligniho me-
lanomu a do nedéavné doby také nedo-
stupnost dostatecné efektivni systémové
terapie pro nemocné s generalizovanym
onemocnénim predstavuji vyzvu pro
zlepSeni diagnostiky i terapie tohoto na-
dorového onemocnéni. Klicem k obo-
jimu je lepsi porozuméni biologické
podstaté vzniku a rozvoje melanomu.
Vseobecné pfijimanym axiomem je kau-
zalni vztah mezi expozici slune¢nimu
zdreni a vznikem nadoru. Novéjsi po-
znatky vsak ukazuji, Ze toto tvrzeni je pfi-
nejmensim velkym zjednodusenim celé
problematiky [3-6].

Obr. 1. Histologicky vzhled povr
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chové se Sifictho melanomu - vysoce atypické melano-

cyty prorustaji celou tloustkou epidermis az k povrchu, buriky jsou patrny i ve stratum
corneum. V dermis je patrny chronicky zanétlivy infiltrat (hematoxylin-eosin; 200x).

mentt roste difuzné v koriu, slozka v oblasti dermo-epidermalni junkce chybi. Na pe-
riferii nadorovych ostravka je vidét lymfocytarni reakce (hematoxylin-eosin; 100x).

Korelace etiopatogeneze

a molekularnich zmén

Je nepochybnou skute¢nosti, Ze v etio-
patogenezi vétsiny koznich melanom
hraje zadsadni roli expozice slune¢nimu
zareni, resp. UV zéreni, pficemz vyrazné
nebezpelnéjsi je slozka UVA. Napfiklad

u bélochd, zejména se svétlou barvou
kéze (fototypy I a ll), u kterych se ma-
ligni melanom vyskytuje nej¢astéji, ne-
vznika tento nador zpravidla na téch ¢as-
tech téla, které jsou nejvice vystaveny
slune¢nimu zéreni (obli¢ej, dorza rukou
apod.), ale na mistech s intermitentni ex-
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Obr. 3A. Mikrometastaza melanomu v sentinelové uzliné - nadorové buriky tvofi shluk
o prdméru cca 0,5 mm tésné pod pouzdrem (hematoxylin-eosin; 200x). B. Tataz mik-
rometastaza - imunohistochemické oziejmeni nadorovych bunék s protilatkou proti
$100 proteinu (IHC S100 protein: DAB-hematoxylin; 200x).

pozici, jako jsou trup, paze, doini konce-
tiny apod. Nékolik studii také prokazuje,
Ze vice ohrozZené jsou osoby pracujici
uvnitt budov - tedy nevystavené pUso-
beni UV zareni trvale - nez pracovnici tr-
vale vystaveni slune¢nimu svitu (zemé-
délci apod.) [7].

Z hlediska pGsobeni UV zafeni na kizi
tak Ize melanomy rozdélit do dvou hlav-

nich skupin - nadory vznikajici v da-
sledku poskozeni DNA dlouhodobym
plsobenim malych davek slune¢niho
zafeni (chronic sun exposure damage -
CSD) a néadory vzniklé po jednorazové
nadlimitni expozici — spaleni kiize (non-
-CSD) [3-6]. V neposledni fadé je tieba
vyzdvihnout skute¢nost, Zze ¢ast mela-
nom vznikd v partiich bez jakékoli ex-

pozice slune¢nim paprskiim, jako jsou
dlané, plosky nohou, sliznice dutiny
Ustni, genitalu ¢i anu.

Maligni melanom jiz v dnesni dobé
neni chapan jako jedno nadorové one-
mocnéni, ale jako skupina morfologicky
podobnych nadord, které se vsak lisi
nejen svou histologii, charakterem a dy-
namikou rdstu a sifeni, ale zejména svoji
etiopatogenezi, molekuldrnimi zmé-
nami, signalnimi drdhami, které jsou ak-
tivovany, ¢i naopak potlaceny a interakci
mezi nadorovymi bunkami a hostitel-
skym organizmem [6,8,9].

Z téchto poznatkl vychazi také snaha
o vyuziti molekularnich charakteristik do
presnéjsi typizace melanomu a preko-
nani limitaci vyhradné morfologické kla-
sifikace téchto nadora [10].

Melanomy vznikajici v terénu chronic-
kého solarniho poskozeni se typicky vy-
skytuji v pozdnim véku a jsou ¢asto sdru-
Zeny s dalSimi prekancerézami ¢i nadory,
u kterych hraje expozice slune¢nimu za-
feni etiologickou roli, jako jsou napf. so-
larni keratéza, cornu cutaneum, baza-
liom ¢i dlazdicobunécny (spinoceluldrni)
karcinom kize [6]. U nemocnych s mela-
nomem v terénu bez chronického solar-
niho poskozeni se naopak ¢asto vysky-
tuji pigmentové névy, ale ostatni nadory
podminéné UV zdfenim jen vzacné;
jedna se také o statisticky vyznamné
mladsi pacienty [11].

Obdobné rozdily Ize pozorovat v mo-
lekuldrnim profilu naddorl ve vztahu
k davce slune¢niho zareni. Melanomy
vznikajici na kdzi pouze intermitentné
exponované UV zéfeni jsou charakte-
rizovany velmi ¢astym vyskytem mu-
taci BRAF a castymi ztratami chro-
mozomu 10, zatimco u melanomd
z chronického solarniho poskozeni je vy-
skyt mutaci BRAF vzacny a vyskytuje se
zde typicky zvyseny pocet kopii genu
CCND1 [12-14]. Velmi zajimava je také
vyznamna podobnost genetickych cha-
rakteristik (muta¢niho profilu) mela-
nom{ bez vztahu k chronickému solér-
nimu poskozeni a pigmentovych névid
tychz pacientd v obdobné lokalizaci -
obé léze sdileji pravé casty vyskyt mu-
tace BRAF [15-17]. Epidemiologické stu-
die a experimentalni prace ukazuji, ze
u osob se zvy3enym rizikem vzniku me-
lanomu (svétlé fototypy) spada rizikové
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obdobi pro poskozeni DNA melanocytl
a vznik mutace BRAF pravdépodobné do
¢asného - zpravidla détského - véku.
Naopak u osob bez zvySeného rizika
vzniku melanomu (tmavé fototypy) musi
pro poskozeni melanocytd dojit k akumu-
laci dostate¢né vysoké davky UV zéareni
a melanomy zde vznikaji zpravidla jinou
drdhou nez cestou mutace BRAF [18].

Na zakladé analyzy genového expres-
niho profilu (zjednodusené feceno - ana-
lyza stavu exprese sady genl vybranych
na zakladé matematické analyzy) lze
maligni melanomy rozdélit do ¢tyf ne-
zavislych genomickych skupin - akraini
melanom (vyskytujici se typicky na ak-
rech rukou a nohou, v oblasti nehtovych
l0zek apod.), slizni¢ni melanom (dutina
ustni, nosni, anogenitalni sliznice), me-
lanom klze bez chronického solarniho
poskozeni (typicky trup, paze, dolni kon-
Cetiny) a melanom k(ize s chronickym so-
larnim poskozenim (oblicej, usni boltce,
dorzdlni strana krku) [9]. Ty se od sebe lisi
jak spektrem chromozomalnich aberaci,
tak frekvenci mutaci jednotlivych speci-
fickych gend. Tato skutecnost svédci pro
odlisnou molekuldrni patogenezi jed-
notlivych skupin (typ) melanomu. Jak
slizni¢ni, tak i akralni melanomy jsou
charakterizovany vysokym vyskytem
amplifikaci a deleci a lisi se tak od me-
lanom0 vznikajicich v terénu chronic-
kého solérniho poskozeni kiize [18-20].
| akrdIni a slizni¢ni melanomy se od
sebe ve spektru chromozomalnich abe-
raci dale lisi, coZz znamen4, Ze také tyto
dvé skupiny melanom{ je nutné pova-
zovat za individualni, na sobé nezavislé
kategorie [8].

Dals$i moznosti je klasifikace malignich
melanoml ¢isté na zdkladé mutaci fidi-
cich genll bez ohledu na histologické
charakteristiky nadoru. Rozséhlad mezi-
narodni skupina The Cancer Genome
Atlas Network (TCGA) navrhuje Ctyfi
zékladni genomoické subtypy mela-
nomu — BRAF mutovany, RAS mutovany,
NF1 mutovany a triple wild type [21].

Vyznam molekularni klasifikace
pro volbu terapie

Porozuméni genetickym rozdiliim mezi
jednotlivymi typy melanomu mize
byt velmi pfinosné pfi lepsi identifikaci
pacientd pro jednotlivé typy moleku-

S oo

g

Obr. 4A. Morfolo

gicky relativné homogenni populace epiteloidnich elementi nodu-

otk _.l‘-.& A i o Fo

larniho melanomu. Je patrna vysoka mitotickd aktivita v nddoru (hematoxylin-eosin;
100x). B. Tentyz nador v imunohistochemickém priikazu S100 proteinu. Riizny stupen
exprese (rlizna intenzita hnédé barvy) ukazuje na rizny stupen diferenciace nadoro-
vych bunék. Morfologicka uniformita je tak pouze zdanliva, nadorova populace je ve
skutecnosti velice heterogenni (IHC S100 protein: DAB-hematoxylin; 200x).

larné cilené systémové |é¢by. Skupina
nadoru v terénu kiize bez chronického
solarniho poskozeni, ktera predstavuje
nejvétsi podmnozinu malignich me-
lanomU, vykazuje ¢asto mutaci BRAF
spolu se ztratou PTEN, pfipadné sa-
motnou mutaci NRAS. Proto zde budou

podstatné castéji zastoupeny nadory
s moznosti terapeutického ovlivnéni pti-
slusnou cilenou lé¢bou. Naproti tomu
nadory spadajici do ostatnich tfi katego-
rii (melanomy v terénu s chronickym so-
l[arnim poskozenim, akralni melanomy,
slizni¢ni melanomy) vykazuji pfitomnost
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mutace BRAF ¢i NRAS jen vzacné, misto
toho se u nich vyskytuje zvyseny pocet
kopii genli CCND1 ¢&i CDK4, ptipadné
u slizni¢nich melanom{ mutace genu
KIT[12,18,20,22-25].

Plati ptitom, ze mutace BRAF a mu-
tace NRAS se prakticky nikdy nevyskytuji
v nadoru soucasnég, resp. jsou navzijem
se vylucujici. Pravé jejich vzajemna vy-
lu¢nost vede k v soucasnosti pfijimané
hypotéze, Zze obé mutace maji podobny
biologicky efekt, tj. aktivaci MAPK sig-
nalni drahy. Signélni drdha mitogenem
aktivované proteinové kindzy (MAPK)
zahrnujici kaskddu RAS-RAF-MEK-ERK je
pro rlst vétsiny malignich melanomu
kriticka. BRAF je serin/treoninova protei-
nova kindza aktivovana fosforylovanou
formou RAS proteinu. Nejcastéjsi mutaci
BRAF je T1799A mutace v exonu 15 ve-
douci k V600E (Val600Glu) substituci
aminokyselin v proteinu. Mutace V600E
predstavuje pres 90 % vsech BRAF mu-
taci v melanomu [22,26]. DalSimi — vzac-
néjsimi — typy mutaci BRAF jsou V600K
(zdména valinu za lysin) a V600R (za-
ména valinu za arginin) [27].

Aktiva¢ni mutace NRAS, KRAS a HRAS
vedouci ke konstitu¢ni aktivaci signalni
dradhy RAS byly popsany u celé fady lid-
skych malignich nadord (melanom, kar-
cinomy plic, kolorekta, pankreatu, moco-
vého méchyfe apod.) [28]. V melanomu
jsou nejcastéjsi mutace NRAS, konkrétné
Q61R (CAA/CGA) a Q61K (CAA/AAA),
které se nachdazeji v kodonu 61. Mutace
dalsich dvou genl rodiny RAS - tedy
HRAS a KRAS - jsou zde, na rozdil od ji-
nych nadord, vzacné [22].

U pacientll s generalizovanym malig-
nim melanomem s pfitomnosti mutace
BRAFV®t yykazuje nasazeni cilené tera-
pie BRAF inhibitory (pfesnéji inhibitory
MAPK signdlni drahy ¢i MAPK inhibi-
tory), jako jsou vemurafenib ¢i dabrafe-
nib, velmi slibné vysledky [29,30]. Hlavni
otazkou tak je, jak vybrat pro tuto lécbu
optimalné vhodné nemocné s vysokou
pravdépodobnosti odpovédi na 1écbu.
Pro jeji zodpovézeni je nezbytné porozu-
méni biologii maligniho melanomu a roli
fidicich mutaci v jeho etiopatogenezi.

Jak prokazuje metaanalyza autord
Lee et al shrnujici vysledky studii z let
1989-2010 a analyzujici téméf 4 500 pa-
cientd s malignim melanomem, mu-

tace BRAF se vyskytuji u 41 % (hod-
noty v jednotlivych studiich se pohybuiji
v rozmezi 22-72 %) a mutace NRAS
u 18 % (0-50 %) koznich melanomu [24].
Zastoupeni mutaci neni rozdilné v riiz-
nych vékovych skupinéch, nejsou rov-
néz rozdily dle pohlavi. Naopak, rGzné
jsou frekvence mutaci u rdznych histo-
logickych typl — BRAF mutace jsou cas-
t€jSi u povrchové se sificich melanom
(a to zejména u nadoru s hloubkou in-
vaze pod 1 mm) a u nador v terénu bez
chronického solarniho poskozeni, mu-
tace NRAS naopak u noduldrnich me-
lanomd, ale také v nadorech u chro-
nického soldrniho poskozeni. Dle této
metaanalyzy 19 publikovanych stu-
dii se mutace BRAF vyskytly v celkem
49 % povrchové se siticich melanoma,
41 % nodularnich melanomd, ale jen ve
22 % lentigo maligna melanomu a 20 %
akralnich lentiginéznich melanomu.
Vztah histologického typu a mutace
genu NRAS byl analyzovan v 16 studiich,
NRAS byl mutovan v 27 % nodularnich
melanomu, 19 % akralnich lentiginéz-
nich melanom{, 17 % povrchové se Sifi-
cich melanomi a 14 % lentigo maligna
melanomu [24].

Pfedpoklad souvislosti vyskytu BRAF
mutaci s intermitentni expozici UV za-
feni je rovnéz podporen vysledky vyse
uvedené metaanalyzy 19 studii - inci-
dence BRAF mutaci je nejvyssi u mela-
nom trupu (57 %), nasledovana mela-
nomy koncetin (46 %), obli¢eje a kstice
(28 %). Vztahem vyskytu mutaci NRAS
a lokalizaci primarniho nadoru se zaby-
valo 11 studii a z jejich metaanalyzy vy-
plyva, Ze incidence mutaci NRAS je nej-
vy$3i v melanomech na koncetinach
(25 %), nasleduji oblicej, kstice a trup
(vSe shodné 18 %) [24].

Intraindividualni molekularni
heterogenita melanomu

Vzhledem k tomu, zZe cilena 1é¢ba BRAF
inhibitory je mifend na metastatickou
nadorovou populaci, je zcela zésadni,
zda zlstava pfitomnost mutace BRAF,
ktera vznikd v ¢asnych fazich vzniku to-
hoto nadoru [16,17,31], v metastazich
zachoviéna, ¢i nikoli. Studie zabyvajici se
srovnanim mutacniho stavu BRAF, pfi-
padné dalsich Fidicich genG mezi pri-
marnim naddorovym loZiskem a metasta-

zami, podavaji pomérné kontroverzni
vysledky. Zatimco néktefi autofi udavaji
velmi vysoky podil konkordantnich pfi-
padl presahujici 95 % [16,32], jini autofi
udavaji zastoupeni pacientl s diskor-
danci mutac¢niho stavu mezi primarnim
nadorem a metastazami az ve vysi kolem
30-40 % [14,33,34].

Existuji dvé mozna vysvétleni pro pfi-
tomnost diskordance mutace BRAF - bud’
se jednd o vznik mutace de novo v pru-
béhu progrese jiz existujiciho melanomu
(zména z BRAF wild type primérniho na-
doru na BRAF mutovanou metastazu),
pfipadné vymizeni této mutace (opacna
sekvence) nebo jde o disledek klonalni
selekce v ramci progrese heterogenniho
nadorového onemocnéni (obr. 4A a 4B).
Prvni z nabizenych mozZnosti je velmi
malo pravdépodobna, protoze mutace
BRAF je mutaci fidici, tedy pfimo zod-
povédnou za vznik a rozvoj melanomu
a jako takova vznika jiz v ¢asné fazi tumo-
rigeneze [15,16,35]. Naproti tomu druhé
vysvétleni, tedy selekce jednoho z klon(
puvodné heterogenniho nadoru, je vy-
soce pravdépodobné [32,34,36]; s ob-
dobnymi situacemi se setkdvdme nejen
u melanomu, ale i u celé fady dalsich na-
dorovych onemocnéni (karcinom plic,
karcinom prostaty, hematologické ma-
lignity apod.).

Citlivymi molekuldrnimi metodami
testovani mutace V600E Ize prokazat he-
terogenitu intratumordlni (rzné oblasti
téhoz primarniho nadoru) i intertumo-
ralni (primarni tumor vs. metastaza) [34].

Diskordance mezi pfitomnosti mu-
tace BRAF v primarnim ndadoru a jeho
metastdzami neni vzacnd a dosahuje
vice nez 30 % [33], pficemz pravdépo-
dobnost diskordance je vys$si u zen nez
u muzl a castéji se také vyskytuje u ex-
tranodalnich metastéaz. Tato skute¢nost
naznacuje vhodnost testovani mutac-
niho stavu nddoru v metastazach, a to -
vzhledem k dynamice narlstu hetero-
genity nddorové populace - nejlépe az
v dobé, kdy je zvazovano nasazeni tera-
pie na tuto mutaci cilené.

Velmi zajimava data ptinasi analyza
nemocnych, u kterych doslo k recidivé
¢i progresi pfi terapii MAPK inhibitory
(vemurafenib, dabrafenib), at jiz v mo-
noterapii, ¢i v kombinaci s MEK inhibi-
torem (trametinib). V praci Johnsona
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et al kompilujici data od celkem 100 ne-
mocnych bylo mozné mechanizmus re-
zistence odhalit u nadpolovi¢ni vétsiny
pfipadd (58 %) [37]. Nejéastéji byla re-
nalizace v MAPK signalni draze - v d0-
sledku amplifikace BRAF (13 %) nebo
vzniku alternativni sestfihové varianty
genu (16 %), vznikem mutace KRAS
nebo NRAS (20 %), mutaci MEK1/2 (7 %),
pfipadné aktivaci receptorové tyrozin-
kindzy bez prokazatelné mutace - nej-
Castéji v dusledku patologické overex-
prese receptoru (11 %), napf. EGFR [38].
Dal$im mechanizmem muze byt obe-
jiti signalni drahy MAPK aktivaci alter-
nativni signalni drahy PI3K-PTEN-AKT.
Ztradta PTEN je pomérné ¢asnym feno-
ménem u melanomu, at jiz v disledku
ztraty heterozygozity, mutace ¢i me-
tylace a vyskytuje se ¢asto soucasné
s mutaci BRAF. Sama o sobé vsak nepo-
stacuje pro vznik rezistence, k té dochazi
zpravidla v disledku néasledné aktivace
AKT. Studie také potvrdila, ze v pribéhu
cilené terapie dochazi k akumulaci mu-
taci. U nemocnych, u kterych byly v pri-
béhu terapie odebrany dva vzorky s ca-
sovym odstupem, byl signifikantné vy3si
pocet mutaci v pozdéjsim vzorku. Velmi
nepfijemnym zjisténim je rovnéz skutec-
nost, Zze u dvou vzorkl odebranych jed-
nomu nemocnému se mohou liSit me-
chanizmy rezistence v rdznych lozZiscich
nadoru [38].

Prediktivni diagnostika BRAF
mutaci v CR

VySetieni mutacniho stavu BRAF se pro-
vadi vzdy vyhradné na zakladé zadosti
onkologa u nemocnych, kde je zvaZo-
véana cilena 1é¢ba BRAF inhibitorem. Pro
vysetieni |ze vyuzit tkan nadoru archivo-
vanou na pracovisti patologie ve formé
tzv. parafinového blo¢ku. V CR bylo tes-
tovani mutaci BRAF pro prediktivni ucely
zavedeno jiz v roce 2011, jednalo se
vsak spise o jednotlivé pfipady, o plos-
ném testovani lze hovorit teprve od
roku 2012. V pribéhu let dochazi k po-
stupnému narlstu poctu testovanych
pacient(. Zatimco vroce 2012 bylo v celé
CR testovano pouze 58 pfipadd, v roce
2013 to bylo jiz 252 melanom a v nasle-
dujicich letech se pocty ustélily na poctu
mezi 350 a 380 pfipady ro¢né. Zastou-

peni nddor s mutaci BRAF se v ramci
testované kohorty postupné navyso-
valo z 31,7 % (2013) pres 39,9 % (2014),
43,7 % (2015) az na 47,7 % (2016).
Zastoupeni mutovanych pfipadl se
mezi jednotlivymi laboratofemi pohy-
buje v rozmezi 37,8-50 % (data z roku
2016), rozdily jsou velmi pravdépo-
dobné (vzhledem k stéle relativné ma-
Iému cislu pfipadud na laboratof) vzniklé
rozdilnym sloZzenim kohort, pokud jde
o jednotlivé typy melanomu. Pokud jde
o metody testovani, jednotlivé labora-
tofe pouzivaji rizné certifikované me-
tody, dominuje RT-PCR vysetfeni kitem
cobas (Roche) nésledovany hybridizaci
na stripech (StripAssay Viennalab), pou-
Zivéna je rovnéz klasicka Sangerova sek-
venace. Kazda z laboratofi ma pro rutinni
diagnostiku validovany minimalné dva
rdzné postupy tak, aby byla v pfipadé
potieby k dispozici moznost konfirmace
vysledku druhou nezavislou metodou.

Alternativni moznosti testovani
Molekularni diagnostika z(stava ,zlatym
standardem” pro detekci mutaci BRAF,
jako slibna alternativa se nabizi imunohis-
tochemické detekce pomoci specifické
diagnostické primarni protilatky VE1 ci-
lené proti mutantnimu epitopu proteinu
BRAF. Publikované vysledky ukazuji na
vysokou konkordanci obou metod u na-
dorl s wild type BRAF a s mutaci V600E,
ktera predstavuje 80-90 % vsech muto-
vanych pfipadl [39]. Naproti tomu u na-
dorl s dal$imi vzacnéjsimi mutacemi
BRAF, jako jsou V600K (pfedstavuji asi
8-12 % mutovanych piipadu), ptipadné
V600D, V600R a V600'E2’ (celkem do 5 %
mutovanych pfipad() nedokaze imuno-
histochemie tyto pfipady detekovat [39].

Vzhledem k této limitaci nelze bohu-
zel i pfes nizsi cenu a mensi ¢asovou na-
ro¢nost imunohistochemie tuto metodu
pouzivat jako rutinni screeningové vy-
Setfeni pro vylouc¢eni nadori bez mu-
tace a pouze pozitivni pfipady nasledné
ovéfovat molekuldrné genetickym vy-
Setfenim, jako je tomu napf. u detekce
prediktivnich markerd u karcinomu plic
(ALK, ROS1), prsu ¢i zaludku (HER2).
Zatim neuzavienou otazkou zUstava,
zda by mély byt na pfitomnost mutaci
testovany vzorky z primarniho nadoru,
nebo z jeho metastazy [26,33,36].

Vyhlidky do budoucnosti
V souvislosti se spontanni i terapii indu-
kovanou (¢i presnéji urychlenou) hete-
rogenitou nddorové populace se nabizi
otazka, nakolik je koncept cilené terapie
zamérené na jednu konkrétni signalni
drahu u natolik plastického nadoru, jako
je maligni melanom, viibec smysluplny.
Doposud publikované prace ukazuji, ze
od molekuldrné cilené 1é¢by generalizo-
vaného onemocnéni nelze ocekavat ku-
rativni vysledky. Efekt |é¢by u pacientl
spravné vybranych na zakladé moleku-
larniho profilu nadoru je zpravidla velmi
rychly a klinicky vyrazny.V horizontu né-
kolika mésic vsak u naprosté vétsiny
nemocnych vznika rezistence a Iécba
drive ¢i pozdéji selhava a dochazi k re-
cidivé. Budoucnost tak zfejmé bude
patfit kombinaci nékolika rGznych pfi-
stupd - napt. jiz klinicky ovéfené kom-
binaci BRAF a MEK inhibitoru, ktera se
stava de facto novym standardem mo-
lekuldrné cilené Ié¢by (vemurafenib ¢i
dabrafenib a trametinib) [40-42]. Dalsi
moznosti je simultanni ¢i sekvenéni pou-
Ziti cilené terapie a nasledné imunote-
rapie, protoZze maligni melanom je ne-
pochybné nadorem, kde odblokovani
utlumené protinadorové imunitni od-
povédi pomoci checkpoint inhibitor(
doposud pfindsi jedny z nejslibnéjsich
vysledkd. Rada studii ukazuje, ze tento
kombinovany postup vyuzivajici syner-
gického efektu obou pfistup(, tedy eli-
minaci vétsi ¢asti nadorové masy zablo-
kovanim signalnich drah, na nichz jsou
nadorové buriky bytostné zavislé, a na-
sledné odstranéni zbytk(i nadorové po-
pulace posilenym imunitnim systémem
by pravdépodobné mohlo byt feSenim,
které prekona limitace obou individual-
nich pfistupl a nemocnym s melano-
mem tak poskytne nadéji na signifikantni
prodlouZzeni celkového preziti [43-48].
Pti cilené terapii melanomu MAPK in-
hibitory dochazi ke zvy3ené prezentaci
melanocytarnich antigenu a zvysené in-
filtraci CD8 lymfocyty. Je viak tieba upo-
zornit i na skute¢nost, Ze u ¢asti nemoc-
nych, u kterych doslo k progresi pfi uziti
cilené 1é¢by (monoterapie BRAF inhibi-
torem ¢i kombinaci s MEK inhibitorem),
muUZze dochdzet ke vzniku rezistence také
mechanizmem uniku ¢i vycerpani odpo-
védi cytotoxickych CD8 T lymfocytl [38].
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Z tohoto dlivodu je nezbytné ovéfeni
efektu imunoterapie navazujici na pred-
chozi [é¢bu MAPK inhibitory a hledani
prediktord identifikujicich nemocné,
ktefi z takové Ié¢by profitovat nebudou.
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