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SOUHRN

U nitroo¢nich nadord je diagnostika standardné zalozena na klinickém vysetieni a vysetieni pomoci zobrazovacich metod bez nutnosti invaziv-
niho zékroku nebo odbéru vzorkl tkani. Diagnézu lze potvrdit biopsii, nicméné v ptipadé nitroocniho maligniho nadoru je biopsie povazovana
za kontroverzni. S ohledem na rozvoj cytogenetické prognostiky uvedlniho melanomu a rozvoj oblasti |é¢by generalizovaného uveélniho me-
lanomu ale biopsie nitroo¢niho melanomu nabyva na vyznamu. Diagnostické biopsie nitrooc¢nich nadort se indikuje v pfipadech diagnostické
nejistoty u nalezl s protichtdnymi vysledky neinvazivnich testd a u malych melanocytarnich lézi. Tzv. prognosticka biopsie nadoru se provadi
za Ucelem ziskani vzorku tkané pro cytogenetické vysetieni tumoru, na zédkladé kterého je mozné stanovit prognézu a specifické metastatické
riziko pacienta.

U nadorl predniho segmentu je mozné vyuzit odbér prednékomorové tekutiny, biopsii duhovky tenkou jehlou, biopsii punchem, chirurgickou biopsii
nebo biopsii za pouziti vitrektomu. U nador(i zadniho segmentu postupy zahrnuji transskleralni nebo transretinalni biopsii tenkou jehlou, vitrektomem
asistovanou biopsii, biopsii punchem, endoresekci nebo transskleralni exoresekci. Mezi hlavni komplikace biopsie nitrooc¢niho melanomu patii odbér
malého nebo nevalidniho vzorku, intratumoraini heterogenita, peroperacni poranéni nitrooc¢nich struktur a intraokularni nebo extraokularni disemi-
nace nadoru.
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SUMMARY
UVEAL MELANOMA BIOPSY
A REVIEW

In intraocular tumors, diagnosis is usually based on clinical examination and imaging without the need for invasive surgery or tissue sampling. The
diagnosis can be confirmed by biopsy, however, in the case of intraocular malignancy, the biopsy is considered controversial. Due to the development
of uveal melanoma cytogenetic prognostics and the progression in generalised uveal melanoma treatment, intraocular melanoma biopsy is becoming
increasingly important. Diagnostic biopsy of intraocular tumors is indicated in cases of diagnostic uncertainty for findings with conflicting non-invasive
test results and for small melanocyte lesions. Tumor prognostic biopsy is performed to obtain a tissue sample for tumor cytogenetic testing, which can
help to determine the prognosis and specific metastatic risk of the patient.

For anterior segment tumors, anterior chamber fluid sampling, thin-needle iris biopsy, punch biopsy, surgical biopsy or biopsy using vitrectomy may
be used. For posterior segment tumors, procedures include transscleral or transretinal thin-needle biopsy, vitrectomy-assisted biopsy, punch biopsy,
endoresection or transscleral exoresection.

Complications of intraocular melanoma biopsy include too small or non-valuable sample collection, intra-tumoral heterogeneity, intra-ocular trauma
and induction of intraocular or extraocular tumor dissemination.

Key words: uveal melanoma, diagnostic biopsy, prognostic biopsy, thin-needle biopsy, punch biopsy, vitrectomy-assisted biopsy
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uvoD

V klinické onkologii vyZaduje Ié¢ba zhoubnych nadorl zpra-
vidla histologické potvrzeni diagnézy. U nitrooc¢nich nadort
je diagnostika standardné zalozena na klinickém vysetieni
a vysetfeni pomoci zobrazovacich metod (ultrasonografie,
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ultrazvukova biomikroskopie, opticka koherencni tomogra-
fie, autofluorescence, fluoresceinova a indocyaninova angio-
grafie, popt. PET/CT nebo PET/MR) obvykle bez nutnostiinva-
zivniho zdkroku nebo odbéru vzorkl tkani [1,2,3]. Diagnézu
Ize potvrdit biopsii, nicéné v pfipadé nitroo¢niho maligniho
nadoru je biopsie povazovana za kontroverzni. Hlavni obavy
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panuji kvdli riziku diseminace nddoru v dlisledku invazivniho
zakroku, mezi dalsi mozné komplikace patii predevsim odbér
malého nebo nevalidniho vzorku, intratumoralni heterogeni-
ta a peroperacni poranéni nitroocnich struktur. S ohledem na
nové poznatky o cytogenetické prognostice uvedlniho mela-
nomu a postupujici poznatky v oblasti Ié¢by generalizované-
ho uveélniho melanomu ale biopsie nitroo¢niho melanomu
nabyva na vyznamu [4].

Indikace biopsie

U¢elem diagnostické biopsie nitroo¢niho nadoru je po-
tvrditnebovyloucitklinické podezieninamalignitu.Celkem
vyzaduji provedeni diagnostické biopsie pfiblizné 1-2 %
nitroo¢nich nadord [5].

Hlavniindikaci pro diagnostickou nitroo¢ni biopsii nddo-
ru zUstava diagnosticka nejistota s protichidnymi vysled-
ky neinvazivnich test(. Samostatnou problematikou jsou
pak malé uvedlni melanocytarni Iéze (maximalni vyska do
3 mm). Obvykla strategie u malych choroidalnich melano-
cytdrnich 1ézi (zahrnujicich atypické névy a malé melanomy)
je pravidelné sledovani, terapie se zahajuje aZ pfi zachycené
progresi léze. Klinickd onkologicka praxe ale povazuje dfi-
véjsi diagndzu a lécbu za krok ke zlepseni prognozy preziti
pacienta [6,7]. S ohledem na malou velikost a ¢asté poste-
riorni umisténi |ézi je v téchto pripadech ale zvysené riziko
jednak odbéru nedostate¢né velkého vzorku, jednak rozvo-
je zrak ohrozujicich o¢nich komplikaci.

Navzdory zlepseni lokalni 1écby uvedlniho melanomu,
diky které je u vétsiny pacientll mozno dosahnout lokalni
kontroly nad tumorem a pfitom zachovat bulbus, preven-
ce a lé¢ba metastatického onemocnéni zlstavaji zavaz-
nym problémem. U téméf 50 % pacientd s uvedlnim me-
lanomem se rozvinou metastazy jater. Sou¢asné poznatky
naznacuji, ze naddorové buriky jsou v téle pfitomny a roz-
Sifeny jiz v dobé primarni diagnézy a zlstavaji neaktivni,
dokud nenastanou pfiznivé podminky pro vznik makro-
metastaz [8]. Neustalé hledani novych molekularnich cild
systémové terapie u pacientl s metastatickym postizenim
a jejich zafazeni do lé¢ebnych program v ramci klinickych
studii na zakladé molekularniho profilu nadoru vyzaduiji
spolehlivou genetickou a molekularni charakterizaci na-
doru [4]. Z tohoto divodu roste vyznam tzv. prognostic-
ké biopsie nadoru, tj. odbér se provadi ne z divodu po-
tvrzeni diagndzy, ale za ucelem ziskani vzorku tkané pro
cytogenetické vysetieni tumoru [9]. To umoziiuje stanovit
progndzu, posoudit specifické metastatické riziko paci-
enta a individudlné nastavit nacasovani kontrol a scree-
ningovych vysetieni (laboratorni kontroly, sonografie bfi-
cha, rtg plic) pacientl s uvealnim melanomem. Geneticka
a molekuldrni charakteristika melanomu je v porovnani
s klasickymi klinickymi a patologickymi znaky (jako jsou
rozméry nadoru, lokalizace nadoru, pfitomnost exsudativ-
ni amoce, vysledky histopatologického vysetieni) v pred-
povédi progndzy spolehlivéjsi [4,10].

Techniky biopsie

Vhodna technika biopsie uvealniho melanomu se voli
predevsim podle umisténi a velikosti Iéze. U nadorl pred-
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niho segmentu je mozné vyuzit odbér pfednékomorové
tekutiny, biopsii duhovky tenkou jehlou, biopsii punchem,
chirurgickou biopsii nebo biopsii za pouziti vitrektomu.
U nddorli zadniho segmentu postupy zahrnuji transskle-
ralni nebo transretinalni biopsii tenkou jehlou, vitrekto-
mem asistovanou biopsii, biopsii punchem, endoresekci
nebo transsklerdlni exoresekci.

TUMORY PREDNIHO SEGMENTU OKA

Odbér komorové tekutiny

Vysetteni komorové tekutiny umozniuje identifikaci bu-
néc¢né infiltrace v predni komore. Tato technika se vyuziva
predevsim u vybranych lézi duhovky (melanomy duhov-
ky, predevsim difuzni, popf. metastazy duhovky) s patr-
nym rozsevem do predni komory [4]. Pfedmétem studii je
vyuziti této techniky v diagnostice melanomu fasnatého
télesa a/nebo cévnatky — v porovnani s benignimi léze-
mi jsou v pfipadé melanomu vyssi hladiny angiogeninu,
IL-8 a MCP-1 [11]. Hlavni omezeni této techniky spociva
v tom, Ze vzorky jsou tzv. pauciceluldrni (tj. mnozstvi bu-
nék v odebraném materidlu je minimélni) a je velmi ob-
tizené na jejich zakladé ziskat validni vysledky vysetieni.

Biopsie duhovky tenkou jehlou

Standardni technika pro biopsii duhovky tenkou jehlou
spociva v limbalnim fezu 1 mm v ciré rohovce a injekci
viskoelastického materidlu do predni komory. Poté je do
nadoru duhovky pres rohovkovy fez a prfedni komoru za-
vedena ostra jehla (dle velikosti 1éze 25-gauge, 27-gauge
nebo 30-gauge). Rohovkou je jehla vedena pod thlem pfi-
blizné 20-30° vi¢i duhovce, v predni komore by méla jehla
byt vedena rovnobézné s duhovkou. Nejvhodnéjsi misto
biopsie je pfiblizné 90° od merididnu nadoru. Doporucuje
se specificky postup zavadéni jehly do tkané tumoru - jem-
ny pohyb jehly tam a zpét do léze pfi zachovéni podtlaku,
tim dojde k uvolnéni nadorovych bunék, které jsou pak
manualné nasavany asistujicim lékarem [12,13].

| v pfipadé biopsie duhovky tenkou jehlou Ize ziskat
vzorek jen omezené velikosti s malym mnozstvim bunék
a muUze byt obtizné jej validné interpretovat.

Biopsie duhovky vitrektomem

Pfi této technice je do prfedni komory zavedena
21-gauge infuze a nitroo¢ni tlak je zvySen na 70 mmHg.
Nasledné je proveden druhy limbalni fez, kterym je zave-
den 20-gauge vitrektom k povrchu nddoru tak, ze je jeho
usti nddorovou tkani zakryto. Pfi vysoké hodnoté aspira-
ce (400 mmHg) a nizké frekvenci sekani (80/min.) je poté
jednim fezem z povrchu nadoru ziskan vzorek [4,14].

Chirurgicka biopsie duhovky

Chirurgicka iridektomie poskytuje dostate¢né mnozstvi
tkané pro histopatologickou, imunohistochemickou a cyto-
genetickou analyzu. V klinické praxi se pouziva predevsim
jako tzv. excizni biopsie s odstranénim veskeré neoplastické
tkdné. Nevyhodou tohoto postupu je rozsahly iatrogenni
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defekt rohovky nebo skléry [15]. Variantou je minimalné in-
vazivni metoda s provedenim multifokalni chirurgické biop-
sie duhovky. Na Uvod zékroku je proveden 1,0 mm dlouhy
rohovkovy fez a pfedni komora je naplnéna 1% natrium-
-hyalurondtem. Poté je do rohovky zaveden 25G aspiracni
port a za vysoké hodnoty aspirace (600 mmHg) i frekvence
sekani (300/min.) se na nékolika mistech odeberou vzorky
duhovky v pIné i ¢astecné tloustce [4,16].

TUMORY ZADNIHO SEGMENTU OKA

Biopsie tenkou jehlou

Biopsii tenkou jehlou lze v pfipadé nadorlG zadniho
segmentu provadét transretinalné nebo z transskleralni-
ho pfistupu.

Transskleralni biopsie tenkou jehlou se provadi u ciliocho-
roidalnich tumord a u nadord cévnatky lokalizovanych an-
teriorné nebo blizko ekvatoru oka. Pfi transskleralnim, tzv.
piimém pristupu se vzorek nadorové tkané odebira pres
skléru v misté baze tumoru pfi zachovani intaktni sitnice. Po
lokalizaci tumoru se vytvofilamelarni sklerdlni flap (cca 80 %
tloustky skléry) ve tvaru rovnostranného trojuhelniku. Jeh-
la (nejcastéji 25-gauge nebo 30-gauge) se zavede do tkané
nadoru skleralnim fezem o velikosti 300 um, postupné se
odeberou 2-3 vzorky. Skleralni fez se ihned po odbéru zasije
[17,18,19]. Modifikovanou technikou, ktera zlepsuje vytéz-
nost vzorkd pro cytologickou a genetickou analyzu, je vyuzi-
ti bioptickych klesti (tzv. Essen biopsy forceps) s utésnénim
skleralniho flapu histoakrylovym lepidlem [4]. V pfipadé od-
béru vzorku pred brachyterapii se okamzité po provedeni
biopsie tumoru nasije na skléru nad bazi tumoru aplikator
s radionuklidem.

U lézi umisténych vice posteriorné je diky lepsi vizualizaci
nadoru vhodnéjsi transretinalni pristup. Transretindlni, resp.
indirektni metoda znamena predni pfistup pres pars pla-
na (sklerotomie je lokalizovana proti nadoru), nasledné je
jehla vedena sklivcem pres sitnici do choroidalniho tumoru
v subretinalnim prostoru. Pfi tomto pfistupu je tfeba hrot jehly
(obvykle 25-gauge jehla, nékteti autofi doporucuji 27-gauge
jehlu) ohnout cca 2-3 mm od hrotu do Uhlu 60-90° viic¢i konu
jehly. To umozriuje vstup do novotvaru hrotem jehly sou-
bézné se sitnici, ¢imz se snizuje riziko perforace skléry, takto
se odeberou 2-3 vzorky. Doporucuje se pecliva lokalizace
nepfimou oftalmoskopii, Ize vyuzit i operacni mikroskop s Si-
rokouhlym zobrazovacim systémem. Zatimco transskleralni
pristup obvykle vyzaduje, aby byl tumor alespori 3 mm vyso-
ky, transretinalni pfistup umoznuje diky transpupilarni vizu-
alizaci béhem zakroku provedeni biopsie i u malych nadora.
Postup miize byt kombinovan s predchozi vitrektomii — kom-
binovany zakrok snizuje riziko krvaceni do sklivce, resp. rozvoj
sklivcové trakce v misté retinotomie (v misté odbéru vzorku),
kterd se obvykle samovolné uzavre. Po zasiti sklerotomii je
mozné provést kryopexi [4,17,18,20].

Dle Singha diagnosticky vynos vyznamné koreluje s vol-
bou bioptického pristupu (transskleralni 96 %, transretinalni
86 %; p = 0,029) a velikosti nadoru (priimér baze do 5,0 mm
a vyska do 2,5 mm). Shields zkoumal potencidl techniky

biopsie tenkou jehlou u malych melanom (s maximal-
ni vyskou do 3 mm) - odebiral vzorky v misté nejvyssi
prominence choroidealnich tumord 27-gauge jehlou za
vyuziti transretinadlniho postupu, v 97 % piipadd se mu
podafilo odebrat reprezentativni vzorek tumoru vhodny
k histopatologické a cytogenetické analyze [18].

Vitrektomem asistovana biopsie

Vitrektom lze pfi transretindlni biopsii vyuzit pfimo
k odbéru vzorku, pfipadné je mozné vyuzit kombinova-
né metody: vitrektomem asistovanou biopsii s odbérem
vzorku bioptickymi klestémi (Essen biopsy forceps) nebo
incizni biopsii.

P¥i tzv. transvitrealni retinochoroidealni biopsii se vzorek
pro cytogenetické a histopatologické vysetieni odebira
vitrektomem, dle velikosti léze 25-gauge nebo 27-gauge.
Po zavedeni 3 standardnich pars plana portl je vitrektom
pod pfimou transpupilarni vizualni kontrolou zaveden skliv-
cem (bez provedeni vitrektomie) k choroidalnimu nadoru.
V oblasti zamyslené biopsie je indukovana separace sklivce
a provedena dtkladna lokalni vitrektomie, aby nedoslo k vi-
treoretinalni inkarceraci do vitrektomu v prabéhu biopsie.
Z davodu prevence krvaceni je zvysen nitroo¢ni tlak. Vitrek-
tomje poprovedeniretinotomiezavedendotumoruajeode-
bran vzorek pfi vysoké hodnoté aspirace (400-600 mmHg)
a nizké frekvenci sekani (80-300/min). Vzorek se ziskava
kontinualnim odsavanim a fezanim, dokud se v aspira¢ni
hadi¢ce vitrektomu neobjevi dostate¢né mnozstvi ode-
braného materidlu. Oblast retinotomie obvykle neni nut-
né osetrovat, provadi se ale sutura a kryopexe sklerotomii
[4,14,21].

Pfi nitroo¢ni biopsii uvedlniho melanomu existuje po-
tencidlni moznost diseminace nddorovych bunék béhem
vykonu; toto riziko bylo vyznamné snizeno pouzivanim
mensich kanyl a pfesnych operacnich technik [14]. Va-
riantou, kterd zvysuje bezpecnost pro pacienta, je pro-
vedeni biopsie po predchozim ozafeni nadoru. Ozareni
vyvolavda ndhodné Iéze v DNA a az 6 mésict po ozareni
nedochazi k vyznamné zméné cytogenetiky nadorové
tkané, kratce po ozareni by tedy genetickd prognostika
neméla byt ovlivnéna [22].

Transretindlni biopsie s pouzitim bioptickych (Esseno-
vych) klesti je bezstehova metoda, vyuzivajici tfiportovou
23-gauge pars plana vitrektomii (PPV) s naslednym prove-
denim 0,6 mm dlouhé retindIni incize, kterd umozni zave-
deni otevienych Essenovych klesti do nadoru. Vzorek je
klestémi uchopen a vytazen pres sklivcovy prostor skleral-
nim portem. Hlavni vyhodou pouziti Essenovych bioptic-
kych klesti je vétsi velikost ziskaného vzorku. U vzorkd vét-
Sich nez 0,6 mm s sebou ale tato technika nese potencialné
vys3i riziko diseminace tumoru, protoze vzorek nebo jeho
¢asti mohou uviznout ve skleralnim portu [4,23].

PPV asistovana incizni biopsie zahrnuje kompletni tfi-
portovou 23-gauge nebo 20-gauge PPV. Diamantovym
nozem je poté provedena retinotomie, nasledovana ex-
cizi 1 mm3 nadorové tkané. Vzorek tumoru je extrahovan
sklerotomii pomoci klesti. K minimalizaci krvaceni se po-
uziva zvyseni nitroo¢niho tlaku a retindini diatermie, na
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konci vykonu je do oka aplikovan 20% SF6. Tento postup
umoznuje odbér velkych vzork(, které jsou vhodné pro
histopatologické a cytogenetické vysetieni, ale je spojen
se zvysenym rizikem odchlipeni sitnice [24].

Rizika biopsie
Mezi rizika nitroocni biopsie se fadi pfedevsim odbér

genni poskozeni oka (hyphaema, hemoftalmus, subreti-
nalni krvaceni, odchlipeni sitnice, katarakta, endoftalmi-
tida) a riziko intraokuldrni nebo extraokularni diseminace
nadoru [4,5,12]. Problémem mUze byt také intratumorani
heterogenita tumoru, kdy rlizné casti léze mohou vyka-
zovat rdzné histopatologické a cytogenetické charakte-
ristiky. Vysetfeni malého vzorku tkané proto muze po-

nevalidniho nebo nedostate¢né velkého vzorku, iatro- skytnout zavadéjici falesné negativni vysledky [25].

Obrazek 1. 30letd Zena s pokrocilym melanomem choroidey levého oka diagnostikovanym v ¢ervenci 2010. Po osetfeni Lek-

sellovym gamanozem v srpnu 2010 doslo k progresi tumoru, proto byla provedena v fijnu 2010 enukleace bulbu. Histologické

(smiseny typ melanomu, pleomorfismus) i cytogenetické (monosomie chromosomu 3 - pozitivni, zisk na chromosomu 6p, tj.

isochromosom 6p - negativni, zisk na chromosomu 8q - negativni) vysetfeni bylo prognosticky nepfiznivé. V ramci pravidelné

dispenzarizace zjisténo v dubnu 2014 metastatické postiZzeni jater. Byla zahajena chemoterapie, pro progredujici generalizaci

s mnohocetnym orgdnovym postizenim nasledné i biologicka [é¢ba. V fijnu 2014 pacientka na néasledky generalizace uvedlniho

melanomu umira.

A: Pokrocily melanom choroidey levého oka patrny na MR snimku z ¢ervence 2010.

B: Histologicky nélez - solidné alveolarni typ rlistu, nadorova proliferace epiteloidnich a vietenobunécnych elementt (tvofena vieteni-
tymi bunikami typu B), ojedinéle s deposity hnédého pigmentu melaninu.

C: Ztrata chromosomu 3 detekovdna metodou FISH za pouziti fluorescen¢ni sondy VHL/CEN 3 (Zytovision, Germany). Lokus VHL
(3p25.3) je znacgen zelenou barvou, kontrolni centromericka oblast (CEN 3) je znacena oranZovou barvou, jadra jsou podbarvena
modre DAPI. V normalnich jddrech se dvéma chromosomy jsou ocekdvany 2 zelené a 2 oranzové signdly. Na obrazku je patrna ztrata
chromosomu 3 (pouze 1 zeleny a 1 oranzovy signal).

D: Metastaza v jatrech patrna na PET/CT vySetieni.
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ZAVER

Biopsie uvealniho melanomu zahrnuje celou fadu tech-
nik, které se spolu se znalostmi o patogenezi uvedlniho
melanomu neustaéle rozvijeji. V klinické praxi mlze mit bi-
opsie diagnosticky i prognosticky vyznam. S postupnym
zlepSovanim neinvazivnich technik klinické diagnostiky
je biopsie pro diagnostické ucely vyhrazena pro vybrané

pfipady (klinicky nejasné Iéze, malé hrani¢ni léze). Na-
opak v ndvaznosti na neustalé zlepSovani systémové te-
rapie nabyva na vyznamu biopsie pro Gcely cytogenetic-
ké analyzy se stanovenim rizika rozvoje metastatického
onemocnéni a individualizované terapie pro konkrétniho
pacienta (Obrazek 1 a 2). S ohledem na omezenou veli-
kost odebraného materialu je nezbytnosti tizka spolupra-
ce se zkusenym histopatologem a cytogenetikem.

Obrazek 2. 42lety muz s pokrocilym melanomem choroidey levého oka diagnostikovanym v srpnu 2009. V zafi 2009 bylo pro-
vedeno osetieni Leksellovym gamanozem, vzhledem k velikosti tumoru s rizikem rozvoje toxic tumor syndromu byla provedena
v fijnu 2009 exoresekce tumoru (sklerouvektotomie). Cytogenetické vysetieni bylo prognosticky pfiznivé (monosomie chromoso-
mu 3 - negativni., isochromosom 6p - pozitivni, zisk na chromosomu 8q - negativni). Pacient je pravidelné dispenzarizovan (sono
bficha, rtg plic, laboratorni vysetieni) — zatim je bez zndmek generalizace onemocnéni.

A: Pokrocily melanom choroidey levého oka patrny na MR snimku ze srpna 2009.

B: Histologicky nalez - solidni kompaktni nddorova hmota tvofend vietenobunécnymi elementy a velkym mnozstvim mela-

ninu.

C: Ztrata v oblasti krdtkého raménka chromosomu 6 (6q) spole¢né se ziskem v oblasti dlouhého raménka (6p) deteko-
vana metodou FISH pomoci fluorescen¢niho setu Vysis Melanoma FISH Probe Kit (Vysis, Abbott Molecular, USA). Lo-
kus MYB (6g23) je znacen Zlutou barvou, lokus RREB1 (6p25), ¢ervenou barvou, kontrolni centromerickd oblast svét-
le modrou (aqua) barvou, jaddra jsou podbarvena modie DAPI. V normdlnich jadrech jsou ocekdvany 2 cervené,
2 Zluté a 2 aqua signaly. Na obrazku je patrna ztrata 1 kopie lokusu MYB (1 zluty signdl) a zisk lokusu RREB1 (3 ¢ervené

signaly).

D: Nélez na o¢nim pozadi 10 let po terapii uveadlniho melanomu (o3etreni LGK, nasledna exoresekce tumoru).
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