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SOUHRN

Molekuldrné biologicky pristup ke studiu nadort zaziva v poslednich dekadach vyznamny rozvoj a prinasi stale nové
poznatky o patogenezi nadorovych onemocnéni. Nékteré jsou pak diky novym technologiim vyuzity prakticky a zavade-
ny pfimo do onkologické péce. Molekularni biologie umoznila i zavedeni zcela novych onkologickych lé¢ebnych sché-
mat v ramci tzv. personalizované onkologické terapie véetné terapie biologické. Vedle pokroku v onkologické terapii se
molekularni biologie podili i na identifikaci a charakterizaci celé fady biologickych molekul tzv. biomarkert. Biomarker
predstavuje charakteristickou vlastnost biologického systému, kterou lze objektivné zméfit, a pouzit tak pro potteby mo-
nitorovani stavu organismu. Molekularni biologie nachazi stale nové biomarkery, které lze uzivat jak pro zlepseni dia-
gnostiky nadorovych onemocnéni, tak i pro ucely prognostické nebo prediktivni. K témto postupiim lze vyuzivat nejen
molekularné geneticka vysetteni, ale poslouzit takto mohou v urcitych modifikacich i jiz dlouho bézné dostupna bioche-
micka vysetfeni sér pacientd nebo imunohistochemicka vysetteni tkani. Dermatoonkologie zaznamenava soudobé trendy
celé onkologie a v fadé pripadi je pomaha i utvaret, a vyznamné tak prispivd i ke znalostem a zavddéni personalizované
onkologické terapie.

Kli¢ovd slova: molekularni biologie - mutace - onkogeny - tumor-supresorové geny — biomarkery - kozni nadory -
melanom

SUMMARY
The Molecular Biology of Cancer: the Basics for Clinical Practice

The molecular biology approach in tumor study has been experiencing significant development over last decades and has
brought new insights into the pathogenesis of cancer. Some of them are used in practice and introduced directly into on-
cology care thanks to new technologies. Molecular biology has enabled the introduction of entirely new cancer treatment,
so-called personalized cancer therapy, including biological therapy of tumors. In addition to cancer therapy progress, mo-
lecular biology also contributes to identification and characterization of number of biomarkers. The biomarker is a charac-
teristic biological system feature, which can be objectively measured and used to monitor the state of organism. Molecular
biology is looking for new prognostic or predictive biomarkers as well as for biomarkers improving cancer diagnostics us-
ing not only molecular genetics but also certain modifications of biochemical serum parameters or immunohistochemical
tissue examination. Dermatooncology follows current trends in oncology and helps to form them in number of cases thus
contributing significantly to knowledge and introduction of personalized cancer therapy.
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UvVoD

Molekularni biologie a molekuldrni genetika nado-
rt zaziva v poslednich dekadach obrovsky rozkvét. Do
klinické praxe jsou tak zavddény fady novych vySetio-
vacich postupti, které kladou na lékate v klinické praxi
néroky na kontinudlni rozsitovani alespon zdkladniho
porozuméni novym diagnostickym metoddm a prin-
cipim, na kterych jsou tyto metody zalozeny. Mo-
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lekularné biologické metody se stavaji soucasti rutinni
diagnostiky i v jinych odvétvich mediciny. V onkologii
napomahaji pochopit slozitost a komplexnost nadorové
patogeneze.

V onkologické praxi vsak jejich vyznam roste i vzhle-
dem k novym terapeutickym moznostem a zavadénim
tzv. personalizované onkologické terapie, coz plati i v pti-
padé dermatoonkologie. Pro spravnou interpretaci jed-
notlivych nalezt je nutna znalost zakladni terminologie
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molekularni genetiky a biologie, se kterou se Ize setkat pii
interpretaci jednotlivych vysetfeni.

ZAKLADNI TERMINOLOGIE MOLEKULARNTI
GENETIKY/BIOLOGIE

Mutace je zména genetického kddu, ke které mize
dojit spontanné ¢i pod indukénim vlivem zevnich fak-
tort (mutagent). Takto zménéna geneticka informace
miize poskozovat buiiku ¢i organismus, a mtze byt tedy
patogenni, zpusobujici onemocnéni. Mutace mize mit
ale také zcela neutrdlni dopad, nékdy mize dokonce
prinaset nové pozitivni vlastnosti, a mize se tak jednat
i o fyziologicky prvek evoluce [4]. Za hlavni mutageny
se povazuji vlivy fyzikalni (UV a ionizujici zareni),
vlivy chemické (aromatické slouceniny, silné oxidanty,
radikalové iniciatory), nebo vlivy biologické predstavujici
napt. virové infekce (HPV, HHVS8 apod.) [4, 35, 66, 70].
Distribuce mutaci byva v rozsahu genomu zpravidla na-
hodna, nicméné nékterd mista (tzv. lokusy) jsou ke vzni-
ku mutaci, napt. ze strukturalnich diivodii, nachylnéjsi,
a proto je oznacujeme jako tzv. hot-spots. Jestlize je po-
$kozeni DNA stochastické, trvalé akvizici mutaci a jejich
konzervaci v genomu zabranuji repara¢ni procesy DNA
[47]. Poruseni této homeostazy, tedy defekty v genech od-
povédnych za reparaéni mechanismy, je podkladem né-
kterych geneticky podminénych onemocnéni s vysokym
vyskytem nadorovych onemocnéni, jako je xeroderma
pigmentosum nebo napt. Fanconiho anémie [11, 34].

Mutace lze rozdélit podle fady kritérii, ale pro pocho-
peni problematiky je nezbytné znat alespon zakladni typy
mutaci. Podle bunééné linie, kterd je mutaci postiZena, ro-
zeznavame mutace somatické, tedy mutace, které vznikaji
v ur¢ité bunééné populaci (napt. BRAF mutace u melano-
mu) a mutace germinalni (germ line), které mohou byt
podkladem dédi¢nych vad a dédi¢nych genetickych syn-
dromii (napf. mutace u BRCA1, u karcinomu mlééné 7la-
zy) [47]. Je tedy evidentni, Ze germinalni mutace zdédéné
od rodi¢e budou pfitomny ve v§ech buné¢nych populacich
jedince. Ptipadny efekt mutace zavisi na tom, zda buné¢-
na populace takto postizeny gen viibec exprimuje, a tedy
zda mutovany vysledny protein mtize funkéné vést k po-
$kozeni struktury a funkce bunky. Naproti tomu somatické
mutace jsou ziskdny v pozdéjsim obdobi vyvoje jedince,
a jejich efekt je tak omezen jen na nékteré struktury téla -
toto Ize ilustrativné vztdhnout napriklad i na mutace ziska-
né v prubéhu embryogeneze, které budou tedy postihovat
i néktery cely zarodec¢ny list, ale ne véechny. Po ukonceni
zasadniho obdobi embryogeneze pak akvizice somatické
mutace mivé vyslovené fokalni charakter ve tkani.

Podle oblasti v genomu a vyslednému efektu rozlisu-
jeme mutace v kodujici oblasti (tzv. exonové), které
vét§inou pusobi patologii ve smyslu zmény struktury
prekladaného proteinu. Vyznamné jsou v nékterych pti-
padech i mutace neptepisovanych oblasti (tzv. introny),
které reguluji aktivitu prepisu genetické informace, aniz
by mély efekt na strukturu samotného proteinu. Jako me-
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chanisticky priklad jednotlivych muta¢nich udalosti na
urovni kodonu DNA (4. jakési zakladni abecedy pro pre-
vod informace z DNA na protein) lze uvézt tzv. missense
mutace. Tyto mutace méni smysl kodonu (vyjadreného
trojici pismen z repertoaru A-adenin, U-uracyl, C-cyto-
sin, G-guanin), jejimz vysledkem je zména aminokyseli-
ny v proteinovém retézci. Pfedstavu o vlivu nukleotidové
zamény na funkci proteinu ziskime porovnanim struktu-
ry a biologické aktivity mutovaného a normalniho pro-
teinu. I prostd zména jedné aminokyseliny v proteinovém
fetézci miize vést k vyznamné odchylce pri skladani pro-
teinu do konformace vys$sich ¥adu, a tak i ke zméné jeho
funkce. Zména biologické aktivity mutovaného proteinu
(at jiz zvy$eni, ¢i snizeni), miize znamenat pritomnost
podkladu pro rozvoj onemocnéni. V nékterych vzacnych
ptipadech je nakonec napriklad biologickd aktivita mu-
tovaného proteinu patologicky zvy$ena a takova mutace
v proteinech signalnich drah muze vést k jejich trvalé
aktivaci [4]. V ur¢itych ptipadech jsou i odlisné slozené
aminokyselinové fetézce schopné udrzeni srovnatelné
aktivity, v takovych pripadech se jednd pravdépodobné
o polymorfismus. Polymorfismus na trovni nékterych
gentl je v populaci velmi ¢asty, ¢asto jde o polymorfismus
na trovni jediného nukleotidu (tzv. SNP).

Dal$im typem muta¢nich udalosti v kddujici oblasti je
tzv. nonsense mutace (nesmyslna mutace, zména kodonu
pro aminokyselinu za jeden ze stop kodonti - UGA, UAA,
UAG) vede k pred¢asnému ukonceni translace a zkraceni
polypeptidového retézce, coz mize byt podkladem (ale-
spon ¢aste¢né) pro ztratu funkce proteinu. V nékterém
ptipadé 1ze detekovat zkraceny (tzv. trunkovany) protein
v mnozstvi srovnatelném s normalnim proteinem. V ji-
nych ptipadech je mnozstvi zkraceného proteinu vyrazné
snizeno, pfipadné protein nejsme schopni vitbec deteko-
vat — za tento efekt je zodpovédné odklizeni abnormalni
mRNA (tzv. mutation mediated RNA decay).

Vzhledem k urcité rezervé genetického kodu mize do-
jit k bodové mutaci, kterd sice vede ke zméné konkrét-
niho kodénu, ale ziistane zachovan jeho ptivodni smysl
(. nedojde ke zméné dané aminokyseliny) a vlastnosti
proteinu. Takovouto mutaci oznac¢ujeme jako samesense.
Jeji vyznam je tedy nulovy. V nékterych jinych pripadech
zafazeni sice jiné, ale strukturné podobné aminokyseliny
do proteinového retézce nevede k fenotypové zméné a ta-
kovou mutaci ozna¢ujeme jako tzv. tichou mutaci [4, 47].
Rozhodnout pfi sekvenovani jednotlivého genomu, zda
jde o mutaci, ¢i polymorfismus mtize byt nékdy obtizné
a klasifikace je ¢asto nejprve konsenzualni (viz nize).

Z dalsich typti chromozomalnich mutaci je nutné zmi-
nit termin inzerce a delece. Inzerce a delece jsou mutac-
ni udalosti, pti nichz dochdzi k vypusténi, respektive
k v¢lenéni jednoho, ale i fddové milionti nukleotidu.
Dusledky takovych mutaci zavisi na poctu a umisténi
odstranénych nebo v¢lenénych nukleotidii. Naptiklad pii
vypadnuti jednoho nukleotidu dojde ve zbytku sekvence
k tzv. posunu ¢teciho ramce (frame shift mutation). Ta-
kovyto protein ma pak s vysokou pravdépodobnosti pii
nejmensim velmi odlisnou strukturu a funkei.
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Dojde-li k deleci nebo inzerci jednoho nebo nékolika
kodonti (tedy 3 nukleotidt, popt. nasobktl 3), neporusi
se mutaci ¢teci ramec a vysledkem je bilkovina zkracena
o jednu ¢i nékolik aminokyselinovych zbytkd. Pokud
delece neni prili§ velkd a odstranéné aminokyselinové
zbytky nezasahuji do biologicky aktivnich ¢asti proteinu,
nemusi se takova zména na aktivité proteinu projevit
[47, 85]. Daleko zasadnéjsi zmény tedy zptisobuji delece
a inzerce narusujici ¢teci rdmec. V tom pripadé jsou pak
od mista mutace do bilkovinného fetézce zaclenovany
jiné aminokyseliny, dokud nevznikne spontanné tzv. stop
kodon [85].

Za urcitych vzacnych situaci miize byt prenesen roz-
sahly tsek genetické informace (tzv. translokace) a mtize
byt v¢lenén do zcela nového kontextu a regula¢niho ram-
ce. Nastésti jen vzacné vznika takovym ndhodnym spo-
jenim skute¢né funkéni genovy produkt (fuzni protein)
s patologickym fenotypem [4, 80].

Mozaicismus je oznaceni pro stav, kdy u jedince jsou
pritomny dvé nebo vice geneticky odli$nych bunéénych
linii, tedy jde o buné¢nou linii s mutaci a bez mutace. Pti-
¢in tohoto stavu je nékolik. Vy$e byl uveden priklad ¢asné
ziskané mutace postihujici zarode¢ny list. Obdobné vsak
1ze nahliZet i na situaci, kdy jsou linie odvozeny jiz pfimo
od zygoty, ale dochazi k inaktivaci (zpravidla ndhodné)
naptiklad jednoho rodi¢ovského chromozomu (tzv. lyo-
nizace u X chromozomu). Jiny pohled nabizeji mutace

vznikajici jen v urcité bunééné populaci somatickych
bunék (napt. v nddorovém klonu) a vysledkem je tzv. so-
maticky mozaicismus. Somatické mutace nejsou dédi¢né
na dal$i generace [36]. Jestlize se mutace vyskytne v bun-
kach, ze kterych vznika germinalni linie, mutace se stava
dédi¢nou zménou pro dal$i generaci.

Polymorfismus je oznaceni pro stav, kdy v populaci
existuji pro ur¢ity znak minimalné 2 genetické varianty,
alely, jejichz frekvence v populaci presahuje 1 %. Vzhle-
dem k variabilité genetického kodu se v§ak nemusi jed-
notlivé polymorfismy vzdy projevit, predev$im pokud se
vyskytuji v nekddujicich oblastech. Zakladnim prikladem
polymorfismu je variabilita v genu pro Rh faktor. Tento
gen se vyskytuje v populaci v alelach Rh+ a Rh-. Jinym
ptrikladem jsou kratké repetitivni sekvence oznacované
jako mikrosatelity, které jsou vysoce specifické pro jed-
notlivce a mohou byt tedy vyuzivany napt. pfi urcovani
paternity [4, 47].

HEREDITARNI NADOROVA ONEMOCNENT

Nadorova onemocnéni jsou dusledkem selhani kont-
rolnich mechanismu odpovédnych za reparativni buné¢-
né pochody schopné opravovat poskozeni DNA [21, 24].
Jejich nasledkem je pak nekontrolované buné¢né déleni,
které neodpovida homeostatickym potfebam organismu,

Tabulka 1. Vybér z hereditarnich nddorovych syndromu se vztahem k dermatoonkologii

. e o1s Nadorové onemocnéni
Nézev syndromu Specificka mutace ., .
(Kozni nadory)

Familidrni melanom CDKN2A, CDK4, MC1R

Gorlintiv syndrom PTCH

Lynchiiv syndrom MLH1, MSH2, MSH6
Hereditdrni karcinomy

prsu a ovaria BIRCAIL, LIRLAD

Xeroderma pigmentosum

(recesivni dédi¢nost, AR) XPV/POLH, ERCC1

Tubero6zni skleréza (TSC) TSC1, TSC2

Neurofibromatézala2  NFI1, NF2

XPD/ERCC2m XPA, XPB/ERCC3, XPC,
XPE/DDB2, XPE/ERCC4, XPG/ERCCS,

Melanom, karcinom pankreatu, karcinom prsu
Bazaliomy, meduloblastom, odontogenni nadory

Nepolypozni kolorektalni karcinom, nadory ovarii,
endometria, stfeva, zaludku, jater, CNS, prsu, melanom,
lymfomy

Nadory prsu, ovaria, kolorekta, prostaty, pankreatu,
melanom

Melanomy, bazaliomy, spinocelularni karcinomy
a neurinomy

Angiofibromy, hamartomy, astrocytom

Neurofibromy, schwannomy, meningeomy

Tabulka 2. Pfehled zakladnich molekuldrné genetickych biomarkert v dermatoonkologii

mutace BRAF

mutace NRAS

mutace PDGFR
mutace C-KIT/CD117

mutace PTCH1
Bazocelularni karcinom
mutace SMO

Dermatofibrosarkoma protuberans R{QVA#)RiiizteNdbI€Ilt]
Mycosis fungoides JAK2, mutace TCR

Melanom
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terapie BRAF a MEK inhibitory
terapie MEK inhibitory

terapie BRAF a MEK inhibitory
tyrozinkinazové inhibitory (anti-KIT)
SonicHedgehog inhibitory
SonicHedgehog inhibitory

Anti - PDGFRp terapie

diagnostika
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Tabulka 3. Prehled zakladnich diagnostickych imunohistochemickych markert v dermatoonkologii

HMB45 cytoplazma

Tyroziniza cytoplazma

Melanom, MelanA/MATR-1

neuroektodermalni
diferenciace

cytoplazma

jadro

Keratiny (obecné) cytoplazma

Keratin 7, CK7 cytoplazma
Epitelové nadory, i

Keratin 20, CK20 cytoplazma
epitelova diferenciace

p63 (KET, p73L) jaderna

Epitelovy membranovy
antigen, EMA

Karcinoembryonalni antigen, R —
CEA ytop

membrana

Mezenchymalni Hladko svalovy aktin, SMA cytoplazma
nadory,

G

CD31 membrana/
cytoplazma

Endotelové nadory,
endotelova
diferenciace CD34 cytoplazma

CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, membrana/
T-bunécné, CD8 cytoplazma

lymfocytarni ,
cytoplazma

mezenchymalni
diferenciace

B-bunéné Myeloperoxidaza, lysozym, membrana/
uneene, CD45, CD43, CD74 cytoplazma
myelocytarni bréna/
vt CD68 membrana
cytoplazma

Mastocytézn CD117 (¢-KIT), tryptaza cytoplazma

markery

Markery proliferace |Ki67, MIB-1 jadro
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jadérko

Nador/diferencia¢ni e . 2 .
Marker Exprese, pozitivita | Vyznam, interpretace

Oznacuje glykoproteinovou komponentu
premelanozomtl, gp100. Pozitivni v aktivovanych
intradermélnich melanocytech, névech

a v melanomu. Negativni v dospélych (v normalnich)
melanocytech.

Kli¢ovy enzym syntézy melaninu. Pozitivni

v normalnich melanocytech, névech a melanomu.
Vézan na membrénu premelanozomd. Pozitivni

v normalnich melanocytech, névech a melanomu.
Podtyp af pozitivni v melanocytech, burikach glie,
chondrocytech ¢i myoepitelovych bunkach.
Transkrip¢ni faktor ovliviujici syntézu melaninu,
pozitivni ve vétsiné melanocytarnich proliferaci.
Pozitivni i v makrofazich, lymfocytech, fibroblastech.
Transkrip¢ni faktor ovliviiujici vyvoj a diferenciaci
melanocytu a jinych derivatt neurdlni liSty. Pozitivni
ve véts§iné melanocytarnich proliferaci

AE1 rozpoznava (K10, 15, 16, 19) AE3 rozpoznava
(K1-8); pouzivany jsou smesi protilatek, napt. AE1/AE3
CK7 pozitivni v dlazdicobunécnych karcinomech
sliznic, negatvni v koznim dlazdicobunééném
karcinomu.

Merkeltv karcinom, adenokarcinomy GIT

Tumor supresorovy gen, pozitivni v nékterych typech
dlazdicobunéénych karcinomu.

Nadory vychazejici z epitelu mazovych zlaz.

Primarné kozni adenokarcinomy.

Zakladni mezenchymadlni marker, exprese pritomna
i v melanomu.

Exprese v hladkosvalovych burikach,
myofibroblastech, pericytech.

Kostni svalovina, hladka svalovina, nékteré
fibroblasty.

Hladkosvalové burky.

Hladkosvalové burky.

Endotelové bunky, lymfatické cévy. Nadory
vychazejici z téchto bunék.

Endotelové buniky, hematopoetické prekurzory,
dendritické fibroblasty. Nadory vychazejici z téchto
bunék, epiteloidni sarkom, dermatofibrosarcoma
protuberans.

Ztrata exprese CD2, CD5, CD7 miize znamenat
maligni povahu infiltratu.

Exprese v T-lymfocytech i aktivovanych
B-lymfocytech. Vice jak 75% pozitivita typicka pro
kozni velkobunéény anaplasticky lymfom.
Koexprese (soucasnd pozitivita) mize znacit maligni
infiltrat.

Pozitivita v makrofazich, monocytech, histiocytech.

Diagnostika mastocytéz, pozitivita i v melanomu
a melanocytech a v gastrointestindlnim stromalnim
tumoru (GIST).

Jaderna pozitivita u proliferujicich bunék.
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coz finalné muze vést az k jeho smrti. V soucasné dobé
jsou nadorova onemocnéni chédpana jako multifaktorial-
ni onemocnéni, kde vedle genetickych abnormalit hraji
vyznamnou roli i zevni faktory (tzv. environmentalni)
a zivotni styl jedince (faktory behavioralni). Jedna se tedy
o zcela individudlni proces.

Somatické mutace v organismu vznikaji ptirozené po-
mérné ¢asto a se starnutim organismu se jejich frekven-
ce neustale zvySuje [21, 24, 65]. Soubor téchto faktort
oznacujeme jako replikativni riziko. Stejné vyznamnou
roli hraje vystaveni organismu mutageniim, tzv. envi-
ronmentalni riziko [65]. Samotné dédi¢né (hereditér-
ni) nadorové syndromy jsou v populaci relativné vzac-
né, podileji se na vzniku asi jen 5-10 % vSech nadort
[24]. V soucasné dobé¢ je znamo asi 200 hereditarnich
nadorovych syndromi s pfevazné autozomalné domi-
nantni dédi¢nosti, kdy je dostadujici zdrodeénd mutace
jedné alely genu [21].

Patogenezi téchto nadorovych syndromi vysvétluji
dvé zdkladni teorie. Knudsonova (dvouzasahova) teo-
rie vysvétluje patogenezi na zarode¢né mutaci tumor-
supresorového genu, kdy je nasledné dostacujici jiz jen
jedna somatickda mutace (muze se jednat i jen o bodovou
mutaci) [42, 43]. Druha teorie tzv. vicestupiiova Vogel-
steinova teorie je zaloZena na poskozeni straznych genti
(gatekeepers), které kontroluji bunéény cyklus. K jejich
poruse je nutna ztrata obou alel, jako pfiklad lze pouzit
zarode¢nou mutaci genu p53 odpovédnou za Li-Frau-
meniho syndrom [19, 80]. Dal$im mechanismem muize
byt zarode¢na mutace spravcovskych gent (housekee-
pers) odpovédnych za integritu i stabilitu genomu. Po-
$kozeni obou alel vede k pozvolné akumulaci dal$ich
mutaci, bunééné proliferaci a nasledné mozné malignité.
Vysledkem miize byt nadorovy proces spise az v dospé-
1ém véku [80]. Zde jako priklad 1ze pouzit napt. dédi¢né
syndromy karcinomu ovarii (BRCA1 a BRCA2) ¢i tzv.
Lynchtiv syndrom (nepolyp6zni kolorektalni karcinom)
[27, 55]. Prehled zakladnich hereditarnich syndromu
spojenych s dermatoonkologii ukazuje tabulka 1. V pri-
padé podezieni na hereditarni nddorové onemocnéni
se lze obritit s konzultaci na klinického genetika, ktery
pripadné pacienta mtize indikovat ke genetickému vy-
$etfeni. Jednozna¢nd indika¢ni kritéria pro dermatoon-
kologii nejsou stanovena, ale obecné lze vysetfeni zvazit
u mladsich jedincti s malignim onemocnénim (do 40
let véku) s rodinnou anamnézou melanomu, ¢i rodinou
a osobni anamnézou jiného onkologického onemocnéni
(predevsim s rodinnou akumulaci karcinomu prsu, ova-
ria, kolorektalniho karcinomu) nebo u pacienta mladsi-
ho véku s mnohocetnymi bazaliomy. Pacient musi byt
plné informovan o ucelu testovani s nutnym pouzitim
genetického materidlu, o mozném vysledku vysetfeni
a v pfipadé pozitivity nalezu i o vhodnosti rozsireni tes-
tovani na dalsi pfibuzné [20, 61]. V soucasné dobé navic
nejsou vypracovany v dermatoonkologii jednozna¢né
postupy pro genetické poradentstvi, tedy jakym zpuso-
bem je nutné spravné tyto pacienty preventivné sledovat
v ramci pravidelné preventivni onkologické péce [44].
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ONKOGENY A TUMOR-SUPRESOROVE GENY

Onkogeny a protoonkogeny hraji klicovou roli v pro-
cesu karcinogeneze, jedna se o geny, které jsou primo
odpovédné za vznik nadoru. Jestlize dojde k abnormalni
aktivaci protoonkogenu, dochazi k zvy$ené expresi nebo
hyperaktivité cilového proteinu. Disledkem je nadmér-
né bunééné déleni. Protoonkogeny se aktivuji nékolika
mechanismy jako napf. bodovou mutaci, amplifikaci
(zvy$enym poctem kopii), translokaci nebo tvorbou chi-
mérickych (faznich) genti (napt. BCL/ABL u leukémii,
filadelfsky chromozom) [4, 80].

Geny rodiny RAF jsou bohatou skupinu gentt ARAFE,
BRAF a CRAE které jsou soucasti tzv. MAPK (mitogen-ac-
tivated protein kinases) signaliza¢ni kaskady [53]. Pro po-
treby dermatoonkologie je nejvyznamnéjsi gen BRAF, ktery
kéduje serin-threonin-protein kindzu B-Raf vyznamné se
podilejici na transdukei signalu v ramci MAP signalizace
a ovliviiyjici bunéénou proliferaci a diferenciaci. V ramci
studia nddorové specifickych mutaci bylo detekovano vice
nez 30 mutaci genu BRAE U melanomu se nejéastéji na-
chazi mutace V60OE (jednd se o bodovou mutaci na pozici
1796 sekvence BRAE kodon 600, kde dochdzi k zaméné
pyrimidinového nukleotidu tyminu za purinovy nukleotid
adenin - vysledkem je zdména aminokyseliny glutaminu
za valin). Méné asté jsou mutace V600D a V600K [5, 10].
Mutace BRAF se u melanomu vyskytuje asi v 50 % pripadd,
ale samotna role v patogenezi melanomu je doposud nejas-
n3, jelikoz u benignich melanocytarnich névi se vyskytuje
az v 83 %, aniz by u téchto névti dochazelo k maligni trans-
formaci [46]. Vedle melanomu lze mutace BRAF detekovat
i u karcinomu plic (do 3 %), u kolorektalniho karcinomu
(cca 5 %), nebo u karcinomu §titné zlazy. Pomérné cas-
ta je pritomnost BRAF mutace u pacientt s histiocytézou
z Langerhansovych bunék (asi 55 % pacienttl), a dokonce
ji nachazime u véech pacientt s leukémii z vlasatych bunék
[3, 17, 77]. Jedna se obecné o jednu z nejcastéjsich muta-
ci detekovanych v nadorové biologii hned po mutacich
v genu p53 [10]. I kdyz mutace V60OE je pouze bodova
(a tedy dojde jen k zaméné jedné aminokyseliny za jinou)
dochazi k mnohondsobnému zvy$eni aktivity B-Raf pro-
teinu a posileni signalizace na dalsi protein MAP kindzové
dréhy zvany MEK 1/2. Detekce BRAF mutace je v soudo-
bé onkologické pé¢i klicova pro moznost nasazeni cilené
personalizované terapie pomoci tzv. BRAF inhibitorua, pti-
padné jejich nasledné kombinace s MEK inhibitory, ktera
vyznamné prodluzuje dobu preziti a dobu do progrese one-
mocnéni u metastazujictho melanomu [48].

Geny rodiny RAS predstavuji skupinu gent HRAS,
KRAS a NRAS, které maji GTP4zovou aktivitu a fungu-
ji jako molekularni prevadéci signalizace mezi recepto-
rovymi a intracelularnimi tyrozinkinizami. V derma-
toonkologii nachazime mutace NRAS (kodon 12, 13
a 61) u melanomu asi jen v 15-20 %, jsou ale relativné
¢asté i u dlazdicobuné¢ného karcinomu. Pozitivita NRAS
mutace u pacientt s metastazujicim melanomem je spo-
jena s vyznamné horsi prognoézou a nabizi moznost tera-
pie MEK inhibitory [37].
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Gen ¢-KIT koéduje tyrozinkinazovy receptor typu III,
oznacovany také jako CD117, ktery se podili na vazbé
tzv. kmenového faktoru (stem cell factor, SCF), znam jako
KIT-ligand. Vazba SCF na CD117 hraje roli v buné¢ném
prezivani, proliferaci a buné¢né diferenciaci. Vedle ucasti
na formovani hematopoetickych kmenovych bunék hraje
i vyznamnou roli ve vyvoji melanocyti. Mutace ¢-KIT se
vyskytuje u slizni¢nich a akrolentiginézniho melano-
mu okolo 10 %, a predstavuje tak molekulu s moznou
cilenou formou terapie [82].

Gen Bcl-2 je protoonkogen, ktery ma funkei v regulaci
apoptozy. Jeho zvysena exprese blokuje apoptozu a sti-
muluje proliferaci nadorovych bunék. Podporuje i jejich
migratorni vlastnosti produkci napf. metaloproteinaz
(MMP-2), které degraduji komponenty extracelularni ma-
trix a napomahaji migraci nadorovych bunék. Zvysenou
expresi Bcl-2 Ize detekovat jak v melanomu, tak i nadorech
epitelovych, a predev$im u hematologickych malignit [57].

Gen CDK4 se nachdzi na dlouhém raménku chromo-
zomu 12 a jednd se o gen, ktery kdduje protein skupiny
serin-threonin kindz, ucastnici se regulace buné¢ného
cyklu G1 faze. Aktivita této kindzy je omezena na fazi
G1-S bunééného cyklu a je fizena regulaénimi podjed-
notkami cyklint typu D a inhibitorem proteinem p16.
Mutace genu CDK4 vede k znemoznéni navazani inhi-
bi¢niho proteinu p16 a trvalé vazbé CDK4 s aktiva¢nim
ligandem cyklinem typu D. Cela tzv. CDK4 signaliza¢ni
draha (pl6-cyclin D-CDK4/6-retinoblastoma protein
draha) je disregulovana az u 90 % melanomt [1, 69].

Gen MDM2 kédujici protein MDM2, neboli E3 ubi-
kvitin-proteinova ligaiza MBM2, ktery je negativni regu-
lator tumor-supresorového genu p53. Zvysenou expresi
MDM2 lIze nalézt i v pocinajicich melanomech, coz pod-
poruje domnénku, ze muze hrat roli v nadorové transfor-
maci melanocyt. Navic koneénym efektorem proteinu
MDMS2 jsou proteiny BAX/Bcl-2, které dal stimuluji pro-
liferaci nddorovych bunék [88].

Gen MET je zndm také jako tyrozinova-proteinova ki-
naza Met, nebo téz receptor pro hepatocytarni-rastovy
faktor (HGFR). MET je za normalnich podminek vy-
znamné exprimovan béhem embryogeneze a postnatal-
né béhem hojeni, dale je silné exprimovan v epitelovych
bunkach. Abnormalni exprese béhem karcinogeneze je
spojena s hors$i prognézou nadort, invazivnim riistem
nadorti a nadorovou neoangiogenezi [25]. Amplifikace
genu MET je spojena nejvice s papilarnim karcinomem
ledvin, ale i s progresi a metastatickym melanomem,
karcinomem plic a karcinomem zaludku [51]. Ovlivnéni
signalizace pres HGF (hepatocytarni rtistovy faktor) hraje
roli i v rezistenci na BRAF inhibitory pfi cilené terapii
melanomu, ale ovliviiuje napt. i rezistenci kolorektalniho
karcinomu na terapii anti-EGFR terapii [51, 54].

Tumor-supresorové geny brani vzniku nadori, ozna-
¢uji se jako antionkogeny. Tyto geny brzdi bunééné déle-
ni, Ucastni se oprav DNA, podporuji apoptdzu a ucastni
se buné¢né diferenciace. Mutace tumor-supresorovych
gentll se vyznacCuji recesivnim charakterem, tedy Ze se
poskozeni tumor-supresorového genu projevi pouze teh-
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dy, pokud je mutace pritomna v obou alelach (a tedy na
rozdil od protoonkogenu, kde dostac¢ujici muze byt muta-
ce pouze v jedné alele). Role tumor supresorovych genti
byla pochopena az pfi studiu hereditarnich nddorovych
syndromt a byla popsana v tzv. Knudsonové dvouzasa-
hové teorii vzniku nadort. Knudson popsal roli tumor-
supresorového genu na retinoblastomovém genu Rb-1,
ktery je odpovédny za hereditarni formu retinoblastomu
[43]. Ten se projevu v détském véku a byva casto bila-
teralni, jeho sporadickd forma se projevu naproti tomu
v pozdéjsim véku a je pouze jednostranna.

Viibec nejcastéji mutovany tumor-supresorovy gen
v nadorové biologii je p53 (TP 53, tumor protein 53),
ktery se nachazi na kratkém raménku chromozomu 17.
Pro jeho hlavni funkci, kterou je monitorovani posko-
zeni DNA a jeho pripadna zastava ve fazi Gl1, je nékdy
s nadsazkou oznadovan jako strazce genomu [88]. Po-
zastaveni buné¢ného cyklu v G1 fézi je kli¢ové pro zis-
kani dostate¢ného ¢asu pro reparativni procesy genomu
nebo pti nemoznosti zajisténi opravy navozeni bunééné
smrti apoptézou. Inaktivace p53 byva jednim z prvnich
krokd, ktery vede k maligni transformaci, hereditarni for-
mu germindlni mutace predstavuje napt. Li-Fraumeniho
syndrom, pacienti s vysokym rizikem sarkomu, leukémii
a predev$im karcinomu mlééné 7lazy [89]. V dermatoon-
kologii u koznich nddorti pozorujeme nejc¢astéji utlum
funkéni aktivity proteinu p53, ktery je navozen deleci
genu p53 [72]. Vzhledem k obrovské mutaéni zatézi
zejména UV zafenim, které lidska kiize musi elit, neni
prekvapivé, Ze na kazdy 1 cm? kozniho povrchu pripada
az 40 keratinocytarnich klont s mutaci p53 [38].

PTEN gen se nachazi na dlouhém raménku 10. chro-
mozomu, jeho hlavni funkce je defosforylace PIP3 (fos-
fatidylinositol trifosfat) na PIP2. Tyto proteiny nasledné
inhibuji AKT kindzu (serin-threonin proteinové kindza
B), coz ma za nasledek sniZeni proapoptotické signali-
zace [25, 88].

CDKN2A gen je jednim ze zdsadnich gentl, jehoz
mutace ovliviiujici karcinogenezi. Nachazi se na dlouhém
raménku chromozomu 9, jedna se o klicovy gen ovliv-
nény efektem UV zafeni, a to zejména prostfednictvim
svych dvou produktt, proteint p16 a p14. Protein p16 se
vaze na cyklin-dependentni kindzy CDK4 a CDK6 a tim
aktivuje retinoblastomovou (Rb) rodinu proteint, které
blokuji pfechod buné¢ného cyklu z faze G1 do S-faze [1].
Protein p16 je vyznamnym inhibitorem buné¢né prolife-
race, jeho porucha vede k nekontrolovatelnému buné¢-
nému déleni a vyznamné se podili na procesu karcino-
geneze. Somatické mutace CDKN2A jsou ¢asté u mnoha
nadorovych onemocnéni. Jedna se o druhy nejéastéji
inaktivovany tumor-supresorovy gen v nadorové bio-
logii hned po mutacich p53 [1, 30, 31, 69]. Germinalni
mutace CDKN2A jsou spojeny s familidrnim vyskytem
melanomu, glioblastomu a karcinomu pankreatu. Ale
somatické mutace CDKN2A jsou spojeny s lymfomy,
dlazdicobunéénym karcinomem hlavy a krku, nemalo-
bunéénym karcinomem plic, kolorektdlnim karcinomem
¢i karcinomem Zaludku [80].
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MOLEKULARNI A GENETICKE BIOMARKERY
JAKO ZAKLAD PRO INDIVIDUALIZOVANY
PRISTUP V DERMATOONKOLOGII

Biomarker predstavuje urcitou charakteristickou vlast-
nost biologického systému, kterou lze objektivné zméfit,
a pouzit tak pro potieby monitorovani stavu organis-
mu. Vedle molekuldrné genetickych metod lze pro tato
stanoveni vyuzit metody fyzikalni, chemické, ale i me-
tody zobrazovaci, pfipadné jejich kombinace. Je spise
zvykem biomarkery rozdélit na tzv. klasické a novodobé
tzv. molekularni [7]. Jako priklad klasickych biomarkert
lze uvést napt. histologicky staging a grading nadort
(v pripadé maligniho melanomu, hodnoceni podle
Breslowa, Clarka, pozdéji pritomnost mitézy/lmm?
pritomnost ulcerace apod.). Za molekuldrni biomarkery
jsou povazovany biomolekuly podilejici se pti patogenezi
onemocnéni, nebo vyznamné ovliviiuji jejich biologické
funkce, at se jiz jedna o uroven genomu, transkriptomu,
proteomu apod. Tyto biomarkery jsou predstavovany tedy
nukleovymi kyselinami, respektive i jejich specifickymi
mutacemi, ¢i vyslednymi proteiny a metabolity [7]. Pro
kert utilitarni, tedy podle jejich funkce, kdy rozlisujeme
biomarkery urc¢ujici miru rizika, diagnostické, prognos-
tické a prediktivni biomarkery [7, 49]. Tyto biomarkery,
lze stanovit a kvantifikovat metodami klinické genetiky,
molekuldrni genetiky ¢i cytogenetiky, ale napt. i pomoci
imunohistochemickych metod na urovni proteind.

Biomarkery rizika v onkologii udavaji miru rizika
vzniku nadorového onemocnéni u zdravého jedince,
tedy jeho genetickd vybava je v korelaci s expozici
karcinogentim, mutagenim a obecné vliviim zevniho
prostfedi. Nadorova transformace je zapfi¢inéna
mutacemi v kli¢ovych genech, protoonkogenech, tumor-
supresorovych genech a tzv. mutatorovych genech, které
jsou odpovédné za schopnost reparace nukleovych kyse-
lin, pticemz se jedna o proces vicestupniovy a k nadorové
transformaci je nutny vznik vice mutaci [80]. Jestlize je
nadorové onemocnéni podminéné jednou mutovanou
alelou neboli lokusem, oznaduji se tato onemocnéni
v ramci mendelovské dédi¢nosti jako onemocnéni mo-
nogenni. Pfikladem mohou byt mutace v tumor-supre-
sorovém genu p53, nebo protoonkogenech MET ¢i CDK4
a tyto mutace jsou odpovédné za hereditarni nadorova
onemocnéni neboli nddorové syndromy [21, 24, 43, 65,
80]. Pfi polygennim typu dédi¢nosti je onemocnéni
podminéno mutacemi v nékolika genetickych lokusech.
O multifaktorialni dédi¢nosti 1ze hovorit v situaci, kdy
se na dédi¢nosti onemocnéni vyznamné uplatiuji i fak-
tory zevniho prostredi [4, 21, 80]. Geneticka predispozi-
ce je diskutovana i u pacientti se sporadickym vyskytem
nadort, které tvori asi 90 % vsech malignit. Toto lze vy-
svétlit i na prikladu maligniho melanomu, kde se za jeden
z vyznamnych rizikovych faktort povazuje vyskyt mela-
nomu v rodinné anamnéze [44, 68]. V dermatoonkolo-
gii Ize jako genetické biomarkery rizika ur¢it hereditarni
mutace odpovédné za zvySeny vyskyt koznich nadord,
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a zejména u maligniho melanomu, geny CDKN2A, p16
a pl4. U bazocelularniho karcinomu je pak gen PTCH
odpovédny za Gorlintv syndrom [1, 61, 69].

Diagnostické genetické biomarkery predstavuji
vyznamné se rozvijejici kategorii, ktera napomaha
diagnostice nadorovych onemocnéni, zejména
pak jejich odliSeni napf. od atypickych lézi ¢&i
prekancerdz. U hematologickych malignit je mozné
uvést priklad vysetfeni tzv. prestavby TCR genu.
Pieskupeni v T-bunééném receptoru (TCR) 1ze béiné
detekovat ve stadiu infiltrovanych projevit mycosis
fungoides (MF a v tumor6znim stadiu, ale v ¢asném
premykotickém stadiu ho Ize nalézt v méné nez 50 % pti-
padu, kde genetické zmény jsou spise ojedinélé [60, 81].
Onkogen pl6 a tumor-supresorovy gen p53 jsou casto
mutovany az v pozdéj$im tumordznim stadiu. V ¢asnych
stadiich (MF), kde stanoveni jednozna¢né histopatologic-
ké diagnozy je nékdy velice obtizné, miize byt napomocné
i vySetfeni klonality, za pouziti specifickych DNA sond
[60]. V tomto pripadé detekujeme T-buné¢ny infiltrat
s klondlni charakteristikou, ktera znaci ptivod v jedné pa-
tologické bunce. U diagnostickych molekuldrné genetic-
kych biomarkert je nutné zminit metodu FISH (Flores-
cen¢ni In Situ Hybridizace), ktera umoznuje identifikaci
specifické sekvence nukleotidi v DNA. Samotnd hyb-
ridizace predstavuje technologii, kdy dochazi ke spojeni
vldkna nukleové kyseliny s druhym vlaknem, na kterém
je pritomna sonda znacena fluorescenéné. K hybridizaci
dochézi ptimo ve vysSetfovaném biologickém materialu,
tedy na misté (in situ) [26, 73]. Tato metoda v diagnostice
atypickych melanocytarnich 1ézi nejistého biologického
potencidlu zazivd urditou renezanci. V diagnostice
pigmentovych afekci a melanomu se vyuziva kombinace
4 zakladnich DNA sond pro geny RREB1 (6p25; Ras-re-
sponsive element-binding protein 1), MYB (6q23; protoon-
cogen MYB), CCND1 (11ql13; Cyclin D1) a CDKN2A
(9p21; cyclin-dependent kinase Inhibitor 2A) s literarné
udavanou senzitivitou az 94 % a specificitou 98 % pti od-
liseni benignich a malignich melanocytarnich afekci. Ne-
vyhodou metody je mozné pouziti pouze u mitotickych
bunék, kterych neni ve tkiani mnoho, ur¢itd mensi sen-
zitivita u nejistych pigmentovych afekci v détském véku,
predevsim u preadolescentd, relativni technickd naro¢-
nost a vysoka cena DNA sond [26, 73].

Vyznamnou roli mohou molekularni diagnostic-
ké biomarkery sehrévat pti stagingu onemocnéni a pii
sledovani rezidudlni nadorové nemoci. Pro tyto potieby
zazivaji v posledni dobé rozvoj metody analyzujici cirku-
lujici nddorové DNA (ctDNA) a cirkulujici nadorové
bunky (CTC), metody oznacované nékdy jako tzv. tekuté
biopsie. Prestoze jde o metody principidlné staré, velky
rozvoj této metodiky umocnily hlavné nové metody mo-
lekularni genetiky v¢etné tzv. sekvenovani nové generace
(NGS). Jedna se o relativné neinvazivni metodu detekuji-
ci uvolnéné nadorové buiiky, ¢i molekuly DNA, ale i RNA
v séru pacientti [59]. Tyto metody jsou vhodné nejen pro
diagnostiku hematologickych malignich onemocnéni, ale
i pro sledovani u¢innosti terapie a pro v¢éasné zachyceni

253



rezistence na lé¢bu. S urditou predbéinou opatrnosti je
ale tfeba pristupovat k této problematice u solidnich na-
dort. V pripadé melanomu a sledovani u¢innosti terapie
je literarné nékterymi autory popsana senzitivita vice nez
70 % a specificita 100 % [40, 59].

V posledni dob¢ je trendem rozvoj detekce tak zvana
mikroRNA molekul. MikroRNA (miRNA) jsou poc¢etnou
skupinou kratkych (cca 18-25 nukleotidtl) nekddujicich
RNA, které tedy samy nejsou podkladem pro vznik protei-
nt, ale které naopak tlumi translaci jinych genti vazbou na
jejich cilové mRNA molekuly, pripadné vedou az k jejich de-
gradaci [14, 23]. Tyto endogenni molekuly RNA jsou vysoce
sekvencné konzervované a podileji se na radé biologickych
procesti véetné diferenciace, proliferace, regulace kmeno-
vych vlastnosti bunék, nebo karcinogeneze.

Rozvoj téchto modernich metod v sou¢asné dobé ne-
narazi ani tak na pfistrojové a technické vybaveni labora-
tof1, ale spise na chybéjici thradové mechanismy z vetej-
ného zdravotniho pojisténi a pomérné vyssi cenu téchto
metodik. V soucasné dobé neni pro pouziti téchto metod
v dermatoonkologii ani vymezeno zadné pevné doporu-
¢eni mezinarodni ¢i narodni odbornou spole¢nosti.

Genetické prognostické biomarkery predstavuji
ukazatele, které stanovuji $anci na uzdraveni, pripadné
dal$i vyvoj onemocnéni. Jednad se o biomarkery, které
napomahaji zvoleni optimalniho lé¢ebného postupu
pro daného pacienta [49]. Jako nepochybny zakladni
prognosticky biomarker lze uvézt staging onkologické-
ho onemocnéni v podobé TNM klasifikace, ktera ma pro
svou univerzalnost a mezinarodni pouziti nepopiratelny
prakticky vyznam a jednoduché pouziti v kazdodenni
praxi. Molekularné genetické biomarkery by mohly tento
standardni mechanismus dale upresnit aZ za hranici rozli-
$ovaci schopnosti diagnostické patologie. V dermatoon-
kologii nejsou ale doposud plo$né pouzity tak, jako je
tomu napt. u nadora prsu a kolorektalniho karcinomu,
kde lze vyuzit komplexnich prognostickych systému: On-
cotype DX Brest Cancer nebo napt. Oncotype DX Colon
Cancer [8, 85]. Tyto systémy jsou zalozeny na analyze
exprese nékolika specifickych gent, kterd umoznuje vy-
pocet skore pravdépodobnosti mozného relapsu (RS,
recurrence score). Nevyhodou téchto testtl je relativni ne-
presnost pri zarazeni pacientti ve véech stadii onemocnéni,
a tedy vhodnost doporuceni jen u pacientt s doposud lo-
kalizovanym onemocnénim. Ale i vzhledem k tomuto re-
lativnimu indika¢nimu omezeni mtizeme podle vysledku
RS skére pri vys$im riziku recidivy onemocnéni zvolit
napt. radikdlnéjsi adjuvantni terapii [8, 86]. Pro potteby
adjuvantni terapie melanomu (od stadia IIB) mame k dis-
pozici pouze interferon alfa, o jehoz efektivité jsou vede-
ny nadale spory [75]. Proto jsou tato pomérné nakladna
vySetfeni méné rozvijena a soucasné prace poukazujici na
moznosti nékterych genetickych prognostickych markert
jsou zatim jen na urovni experimentalnich studii [22].

Prediktivni genetické biomarkery maji v sou¢asné dobé
nezastupitelnou roli i v dermatoonkologii pti vyuziti cilené
(personalizované) onkologické terapie. Obecné prediktivni
biomarker pouzivaime za tcelem predikce terapeutické
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odpovédi na onkologickou terapii [49]. V pripadé derma-
toonkologie nejsou v souc¢asné dobé znamy ¢isté genetické
prediktivni biomarkery. Bézné se ale vyuzivaji genetické
biomarkery umoznujici volit cilenou terapii nadord, jako
je vysetfeni BRAF mutace, pripadné mutace NRAS [22].
Tyto biomarkery se fadi do skupiny prediktivnich biomar-
kerd, i kdyz jejich detekce nepoukazuje na celkovou tera-
peutickou odpovéd, ale indikuje pouze moznost zaha-
jeni cilené terapie. Pti diagnostikovaném metastatickém
postizeni melanomem je vzhledem k terapeutické dostup-
nosti BRAF inhibitort indikovano vysetfeni BRAF muta-
ce [22, 48]. Jeji detekci Ize provadét rutiné pomoci meto-
dy PCR i z parafinového histologického bloku. V tomto
pripadé je ziskani biologického materidlu snadné, 1ze ho
provadét i z archivniho histologického materidlu. Stejny
vyznam ma i ptipadné vysetfeni mutace NRAS, zejména
pak u negativity BRAF mutace. Limitujici je v§ak doposud
chybéjici uhradovy mechanismus pfipadné moznosti tera-
pie MEK inhibitory, obdobna situace je i v ptipadé detekce
mutace u c-KIT pozitivnich slizni¢nich ¢i akrolentigindz-
nich melanomt s moznou naslednou terapii imatinibem
(inhibitor receptort s tyrozinkinazovou aktivitou, pouziva
se zejména v terapii chronické myeloidni leukémie a gast-
rointestinalniho stromdlniho tumoru) [82].

Se soucasnym rozvojem genetickych metod a jiz béz-
nym zavadénim sekvenovani véetné sekvenovani celého
genomu (sekvenovani nové generace) budou i v derma-
toonkologii bezpochyby zavadény tzv. multi-markerové
testy ke zpfesnéni prognozy onkologického onemocnéni
a predikeci terapeutické odpovédi [22].

SEROLOGICKE BIOMARKERY

Sérologické biomarkery nabizeji vyhodu snadného,
dostupného a velice dobfe interpretovatelného vysetteni.
I vzhledem k dostupnosti a cené metodiky predstavuji
témér idedlni biomarkery. Na druhé strané je obtizné na-
lezeni vysoce specifického a senzitivniho znaku, ktery by
dostate¢nym zptusobem mohl byt biologickym predikto-
rem nadorového onemocnéni [22, 79].

Jeden z nejbéznéji pouzivanych biomarkerti v derma-
toonkologii je S100 protein. Pro sérologickou diagnos-
tiku se vyuziva S100B podjednotka, kterou lze detekovat
u pacientt s melanomem a zvy$ené hladiny byly spoje-
ny s nadorovou rezistenci a progresi onemocnéni [79].
V tadé provedenych studii byla zaznamendna elevace
S100B proteinu v séru pacientit v prvnich tydnech pro-
grese onemocnéni (ve 4. tydnu od progrese asi 78 % pa-
cientd, v 8. tydnu az 84 % pacientl). Soucasné je patrna
tendence ke stabilizaci ¢i poklesu S100B pfi terapeutické
odpovédi [32]. Vyhodou vySetfeni je v soucasné dobé
bézna dostupnost prakticky ve vsech biochemickych la-
boratotich. Nevyhodou je niz$i senzitivita pti ¢asné dia-
gnostice progrese onemocnéni a nutnost pravidelného
opakovani vysetfeni k posouzeni dynamiky vyvoje.

Zvy$ené hladiny laktat dehydrogenazy (LDH) dopro-
vazeji jakékoli onemocnéni charakterizované destrukei

Ces-slov Derm, 92, 2017, No. 6, p. 245-300



bunék a anaerobnim metabolismem. Jedna se o vysoce
nespecificky biomarker. LDH se rutiné pouziva jako po-
mocny diagnosticky marker u pacientt s podezifenim na
recidivu melanomu, miize byt pouzit i jako monitorovaci
nastroj pro pacienty s pokroc¢ilym onemocnénim. Navic
se v ramci diagnostiky pouziva i jako jeden ze stagingo-
vych biomarkerti v ramci TNM Kklasifikace podle kritérii
AJCC [2]. Elevace LDH ma i prognosticky vyznam u pa-
cientti ve stadiu IV. U pacientti s normalnimi hladinami
LDH v séru byla celkova mira preziti (OS, overall survi-
val) v 1. a 2. roce onemocnéni 65 %, respektive 40 %, ve
srovnani s pouze 32 % a 18 %, u pacientd s elevaci LDH
[2]. Vedle diagnostiky a prognézy onemocnéni lze pouzit
sérové hladiny LDH i jako prediktivni marker terapeutic-
ké odpovédi imunoterapie. Pacienti s nizkou, respektive
normalni hladinou LDH (ale napt. i v kombinaci s nor-
malni hladinou CRP) maji obecné lepsi terapeutickou
odpovéd v ramci imunoterapie (anti-CTLA4, anti-PD1)
[45]. Sérova elevace LDH je i jeden z biomarkert, kte-
ry lze pouzit u koznich lymfomt jak k diagnostice, tak
k monitorovani stability onemocnéni [39].

Dal$im ze sérologicky detekovatelnych proteint je
MIA (Melanoma Inhibitory Activity), ktery interaguje
s proteiny extraceluldrni matrix. Jeho expresi lze deteko-
vat i v normalni tkani, napt. chrupavce. V patologickych
procesech je zvySend exprese vedle melanomu pozoro-
vana v nadorech prsu, kolorektalnim karcinomu a bui-
kach glioblastomu. Sérova elevace MIA dobfte koreluje
s klinickym stadiem a progresi onemocnéni. U pacientti
v klinickém stadiu I a Il je sérové elevace MIA detekovana
u 13-23 % pacientd, v klinickém stadiu IIT a IV dokonce
az ve 100 %. Podle nékterych retrospektivnich studii bylo
prokdzano, ze i kdyz je elevace MIA detekovana jen asi
u ¢tvrtiny pacienttl v niz§im klinickém stadiu, mtize byt
tento marker urditym signdlem budouci progrese a roz-
voje metastatického postizeni [6, 64].

Z novych zatim bézné nepouzivanych sérologickych
markert 1ze zminit VEGF (vaskuldrni endotelidlni rasto-
vy faktor, Vascular Endothelial Growth Factor), bFGF (fi-
broblastovy rtistovy factor beta, Fibroblast Growth Factor
beta) a IL-8. VEGF se i¢astni v pribéhu normalni i pato-
logické angiogeneze, dale je popsan i efekt na vyzravani
dendritickych bunék a mozné ovlivnéni potencidlnich
mechanismt Gniku nadorovych bunék imunitnim me-
chanismtim pacienta. Sérové elevace VEGF, bFGF a IL-8
jsou bézné zaznamendvany u pacientli s melanomem
oproti zdravé populaci, navic statisticky dobte koreluji
i s celkovym prezitim a prezitim do progrese onemocné-
ni [16, 78].

S moznostmi molekularné genetické diagnostiky se
mezi sérologické markery radi i detekce microRNA mo-
lekul (miRNAs). Jak jiz bylo zminéno, jednd se o malé
nekédujici RNA molekuly regulujici genovou expresi
a post-transkrip¢ni modifikace, které vykazuji dobrou
stabilitu oproti RNazam [23]. V posledni dobé bylo de-
tekovano v lidském genomu vice nez dva tisice riznych
miRNAs a nékteré z nich maji pomérné slibny vyznam
i v sérologické diagnostice. Tento aspekt lze vyuzit pii
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monitorovani a detekci progrese onemocnéni u malig-
niho melanomu. Zatim nejvice diskutovana je molekula
miRNA 355, dale pak miRNA-150, -15b, -199a, -5p, -33a,
-424. Tyto miRNA navic umoznuji uspés$né stratifikovat
jednotlivé pacienty a priradit jim miru rizika v ndvaznosti
na moznosti progrese onemocnéni. Jedna se tedy i vedle
diagnostiky o velmi citlivy prediktivni biomarker [23, 87].
Role miRNA je hojné diskutovana ve vSech odvétvich on-
kologie a moznost pouziti je i u jinych nddort nez jen
u melanomu. Pomérné slibné nalezy Ize detekovat i u pa-
cientll s primarnimi koznimi lymfomy, kde obecné chybi
citlivé biomarkery, které by jednozna¢né odlisily ¢asna
stadia onemocnéni od benignich koznich dermatoz [14].

CIRKULUJICI NADOROVE BUNKY

Detekee cirkulujicich nadorovych bunék ma teoreticky
vyznamny klinicky potencial pro diagnostiku progrese
onemocnéni a metastatického postizeni. Vyznam muize
mit i pfi vybéru spravné a personalizované terapie. Ma-
ligni melanom byl jeden z prvnich solidnich tumort,
kde byla v klinické praxi pouzita detekce cirkulujicich
nadorovych bunék, zejména s ohledem na jejich vyraz-
né morfologické charakteristiky [71]. Novéji byla me-
toda detekce nadorovych cirkulujicich bunék vylep$ena
orientaci na detekci exprese pomérné specifickych nado-
rovych markert, které jsou dobfe kvantifikovatelné pii
vy$etfeni cytometrickymi metodami, napt. priitokovou
cytometrii. Vyhodou je pak i moznost timto pristupem
florescen¢éné detekovat nékolik antigent soucasné na
jediné bunce. V soucasné dobé lze vyuzit diagnostické
kity, které umoznuji vysetfeni specifickych nadorovych
markerti (napf. u melanomu se jedna o Melcam, HMW-
MAA, high molecular weight melanoma-associated anti-
body) [41]. V nékterych retrospektivnich studiich v$ak
autori poukazuji na spolehlivost asi jen u ¢tvrtiny pacien-
ti s melanomem, ktef1 s vy$$im mnozstvim detekovanych
cirkulujicich nadorovych bunék méli i vyznamné kratsi
celkovou dobu preziti (2,6 mésice oproti 7,2 mésice) [41].
Relativné nizsi schopnost detekovat cirkulujici nadoro-
vé bunky lze vysvétlil schopnosti melanomovych bunék
plasticky ménit svij fenotyp v zavislosti na daném pro-
stiedi a pti pomérné tzkém spektru nadorovych antigenti
hrozi riziko fale$né negativnich nélezt. Lepsich vysledku
bylo dosazeno ve studiich, kde byl pouzit vedle melano-
cytarniho markeru MLANA i marker bunék s kmeno-
vym fenotypem ABCB5 [40, 63]. Tato kombinace pouzi-
tych markert vedla k zachyceni prakticky 50 % pacientt,
u kterych nasledné doslo k relapsu onemocnéni. Navic
detekce téchto cirkulujicich bunék byla mozna az u 92 %
pacienttl s melanomem oproti zdravé kontrole [63]. De-
tekci nadorovych cirkulujicich bunék lze pouzit i jako so-
lidni biologicky marker odpovédi na protinddorovou te-
rapii. Metoda prutokové cytometrie je rutinné pouzivana
pro detekci nddorovych cirkulujicich bunék pfi diagnos-
tice koznich lymfomi, a to predev$im pti vySetteni pe-
riferni krve u leukemickych variant (tedy napt. Sézaryho
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syndromu), nebo po enzymatické disociaci pri vySetfeni
bioptického materialu. U vy$etfeni bioptického materidlu
je nutné ale pocitat s pomérné nizsi citlivosti této metodi-
ky u pacientti zejména v niz$im stadiu, vzhledem k moz-
nému jen nenapadnému koznimu infiltrdtu nadorovych

bunék (83, 84].

NADOROVE INICIUJICI BUNKY

Se zdokonalenim metod priitokové cytometrie a soucas-
né v korelaci s imunohistochemickymi metodami byly ve
tkanich identifikovany bunécné subpopulace, které jsou
odpovédné za iniciaci nddorového riistu a maji schopnost
udrzovat trvaly rust nadoru. Detekce téchto subpopulaci
podpotila teorii o existenci tzv. nadorovych kmenovych
bunék v raznych typech nadort. I kdyZ samotna pato-
geneze fady nadord je nejasna, je prokdzano, ze aku-
mulace fady genetickych mutaci a epigenetickych zmén
vede i u pomérné diferencovanych bunék k opétovnému

Obr. 1. Pozitivita CD166, membranova pozitivita v bunkach
melanomu
Breslow 3,0, zvétseno 400x

Obr. 2. Pozitivita CD133, jemné granularni cytoplazmaticka
a membrénova pozitivita v bunikdch melanomu
Breslow 2,8 , zvétseno 400x
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ziskani kmenového fenotypu cestou tzv. somatického
reprogramovani [4, 47]. Kmenové vlastnosti proptijcuji
bunkdm nejen schopnost sebeobnovy a nasledné diferen-
ciace, ale z terapeutického pohledu je zasadni i rezisten-
ce vuci xenobiotikiim s proapoptotickym ptisobenim, ¢i
dokonce rezistence vti¢i dlouhodobé izolaci, tzv. anoikis.
Teorie nadorovych kmenovych bunék je plné respektova-
na v patogenezi fady primarné hematologickych malig-
nit, pozdéji se stala vyznamnym konceptem i u mnohych
solidnich nddort. Jako zasadni je tento koncept diskuto-
van i u maligntho melanomu [15, 29, 67]. Pro identifi-
kaci nddorovych kmenovych bunék byla testovana cela
fada predev§im povrchovych molekul a antigent. Jako
ptipadné markery kmenovych nadorovych bunék slouzi
napt. CD 20, CD 166 (obr. 1), CD 133 (obr. 2) a ABCG2,
ABCBS5 [18, 29, 55 67]. Expresi kmenovych znaki 1ze ex-
perimentalné vyuzit pro studium pripadného metastatic-
kého a invazivniho potencialu nadort. I kdyz do rutinni
diagnostiky nebyly tyto markery doposud zavedeny, na
jejich pripadny potencial ukazuji prace porovnavajici
benigni pigmentové névy a primarni melanom pripadné
s jeho naslednymi metastazemi. Bohuzel i v fadé benig-
nich pigmentovych projevii mize byt zastizena exprese
téchto kmenovych znak, i kdyz v pfipadé melanomu
a metastaz je vyrazné vyssi [18, 56]. V soucasné dobé
existuji desitky az stovky rtiznych experimentalnich pra-
ci poukazujici na celou fadu biomarkert, které se nejen
u maligniho melanomu mohou podilet na progresi one-
mocnéni. Je v§ak otazkou, ktery z téchto markert 1ze pro-
hlasit za spolehlivy a bézné dostupny prediktor nadorové
progrese. Tyto poznatky se proto dosud neodrazeji v zad-
ném Siroce respektovaném doporuceni mezinarodnich ¢i
narodnich odbornych spole¢nosti.

IMUNOHISTOCHEMICKA DIAGNOSTIKA,
ODBER TKANT A SPRAVNA FIXACE

Histopatologické techniky umoznuji vedle rutinnich
histologickych metod i plo$né zavadéni molekuldrné
biologickych vySetfeni. Nejvice rozsifené a snadno do-
stupné jsou metody imunohistochemického znaceni,
které umoznuji vySetfovani celé rady biomarkerd, jak na
diagnostické urovni véetné diferencialné diagnostickych
biomarkert, tak i pro ucely tzv. prediktivni patologie.
Imunohistochemie je metoda v rutinni praxi pouzivana
jiz od 80. let minulého stoleti, ktera umoznuje znazor-
nit pritomnost jednoho (ale i vice) konkrétniho antige-
nu (zejména proteinu) pomoci specifickych protilatek.
Z technologickych a ekonomickych pri¢in se obvykle
pouziva tzv. nepfima imunochemicka metoda, pti které
se v prvnim kroku na tkanovy rez navazi protilatky proti
konkrétnim cilovym proteintim a ve druhém kroku se po-
uziji znaéné protilatky (napf. s enzymem peroxidazou),
které se vazi na protilatky prvniho kroku. V zavére¢ném
kroku se fez inkubuje se substratem, ktery enzym premé-
fiuje na nerozpustny barevny produkt, jehoz depozice
v nékterych strukturach rezu ilustruje pfitomnost cilové-
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Obr. 3. Pozitivita rutinné pouzivanych imunohistochemickych biomarkert v bunikach melanomu
A - HMBA45 s cytoplazmatickou pozitivitou; B - MelanA/MART-1 s cytoplazmatickou pozitivitou; C - S100 - cyto-
plazmatickd i jaderna pozitivita; D - MiTF - jaderna pozitivita.

ho antigenu v mikroskopickém obraze [13, 50]. Meto-
da neptimé peroxidazové imunohistochemie je rutinné
pouzivana na vétsiné patologickych pracovist provadé-
jicich onkologickou diagnostiku a pouziva se na tkani
fixované formaldehydem a zalité v parafinu (takzvané
parafinové bloky).

Diagnostické markery pro imunohistochemické me-
tody nejsou v soucasné dobé, bohuzel, zpravidla zcela
nadorové specifické, ale v kombinaci se zakladnim mor-
fologickym obrazem dané léze jejich hodnota dramaticky
vzristd, a podileji se tak na rutinni diagnostice nadora
(obr. 3, rutinni diagnostické markery melanomu). Dia-
gnostické markery mohou upfesiovat i grading nadort,
a to za predpokladu, Ze nadory nizce diferencované maji
hor$i prognézu. Miize se tedy jednat i o biomarkery
prediktivni, respektive prognostické [13, 50]. Prikladem
miiZe byt exprese keratint epitelovymi nadory. Ty jsou pro
epitelové nadory pomérné specifické, ale napt. exprese jiz
nékterych keratinti (napt. keratinu 8 u dlazdicobuné¢nych
karcinomt hlavy a krku) miize poukazovat na nizkou di-
ferenciaci nddorovych bunék spojenou s horsi prognézou
onemocnéni [52]. Diferencialné diagnostické markery
lze vyuzit v pripadé, kdy morfologické znaky histologické-
ho vysetfeni nejsou jednoznacné schopny urcit pivod na-
dorovych bunék. Zcela obecné tak Ize vyuzit markery pro
nadory epitelové (keratiny), mezenchymalni (vimentin) ¢i
napt. nadory vychazejici s neuroektodermu (S100 protein).
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Jako ptiklad lze demonstrovat na rutinné pouzivané
vySetteni S100 proteinu, ktery je sice v pfipadé melano-
mu povazovan za vysoce senzitivni, ale jeho specificita
je pomérné nizka. Siroce totiz vedle melanocytt znaci
i nékteré fibroblasty, chondrocyty, Langerhansovy burky,
tedy bunky se spole¢nou histogenezi. Novéji se proto do
klinické diagnostiky a diferencialni diagnostiky melano-
cytarnich lézi zavadi vysetfeni SOX10. Tento transkripéni

Obr. 4. Pozitivita SOX10, jadernd pozitivita s nespecifickym
signalem v cytoplazmé, v buitkach melanomu
Breslow 1,7, zvét§eno 200x
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faktor je zapojeny vice specificky do vyvoje melanocyta,
neni tedy pritomen u vySe zminénych histogeneticky
ptibuznych, le¢ odlisné se diferencujicich buné¢nych
typt. Typicky je SOX10 spojovan s jadernou pozitivitou
v melanomu a melanocytech (obr. 4), dokonce ma vyrazné
vy$si senzitivitu i specificitu nez S100 protein [76].

Pro potreby onkologické personalizované terapie
maji velky vyznam prediktivni biomarkery vysetfované
pomoci imunohistochemickych metod. Z nejrutinné-
ji vysSetfovanych biomarkert je ilustrativnim ptikladem
prukaz estrogenovych receptorti u karcinomt prsu. Pro
potteby dermatoonkologie Ize zminit hojné diskutova-
ny antigen PD-L1 (Programmed death-ligand 1), jehoz
pozitivita se zda byt kli¢ova pro terapeutickou odpovéd
u anti-PD1 terapie (pembrolizumab, nivolumab). V po-
sledni dobé je toto téma diskutovano i u epitelovych kar-
cinomu plic. U pacientii s pozitivitou nadorovych bunék
vys$i nez 50 % lze ocekavat vyrazné vyssi terapeutickou
odpovéd nez u pacientii s niz$i pozitivitou [62]. Obdob-
né studie 1ze v nejbliz$i dobé ocekavat i u koznich karci-
nomtl a u karcinomu hlavy a krku. V ptipadé melanomu
muze v8ak byt pozitivita PD-L1 i vyrazné niz$i (obr. 5),
aniz by toto vyrazné ovlivnilo terapeutickou odpovéd na
anti-PD1 [é¢bu. Je zfejmé, Ze rada nadort véetné mela-
nomu, vykazuje vyraznou heterogenitu exprese PD-L1
v ramci jednoho nadoru. Toto pak plati i pro heterogenitu
v porovnani primdrniho loziska a metastazy. Prediktivni
vyznam stanovovani tohoto biomarkeru neni doposud
u melanomu jednozna¢né definovan, ale je doporucova-
no stanoveni provadét z co mozna nejaktualnéjsi nadorové
recidivy ¢i progrese, kterd mize odrazet aktudlni poméry
v expresi PD-L1 a odrazet tak souvislosti se stavem pacien-
ta a aktudlniho ladéni nadorového mikroprostredi [28, 74].

Zcela zasadni je pro provadéni imunohistochemickych
a pozdéji i molekuldrné genetickych metod preanaly-
ticka faze zpracovani tkané. Tuto fazi mize ovlivnit
pfi provadéni biopsie kazdy dermatolog. Prakticky
okamzikem omezeni cévni perfuze zacinaji ve tkani pt-

Obr. 5. Pozitivita PD-L1, misty jemné granuldrni cytoplazma-
tické a pfedev$im membranovd pozitivita v buiikich melanomu
- pozitivita do 10 % nddorovych bunék

Breslow 2,8 , zvét§eno 400x

258

sobit autolytické procesy, které znesnadnuji naslednou
analyzu tkané. Rychlost a $etrné nakladani s tkani v pri-
béhu operace i po ni je tedy zdsadni. Doba, kterou tkan
stravi mimo télo pacienta pred zahdjenim fixace (doba
tzv. studené ischémie, tj. ¢as od preruseni cévniho zaso-
beni), by méla byt cilené minimalizovana. Spravna fixace
bioptovaného materialu je nezbytna pro zabranéni degra-
dace tkané véetné nukleovych kyselin. Rutiné pouzivany
10% neutralni pufrovany formol (tj. ptiblizné 4% formal-
dehyd v tstojném roztoku, zpravidla fosfatovém) posky-
tuje dostate¢né bezpe¢né fixativum, zejména pro pro-
teinové komponenty tkdné. Doba fixace nesmi byt vSak
prili$ kratka (ne méné nez 6 hodin), aby doslo k dostate¢-
nému prosyceni materialu. Orienta¢né se predpokladd, ze
dokonalé penetrace tkané je dosahovano rychlosti mensi
nez 1 mm/hodinu pii pokojové teploté [33]. Pottebny
¢as je tedy zavisly na velikosti resekatu. V pribéhu fixa-
ce se formaldehyd vaze na proteiny tkané, a ve fixativu
tak klesd jeho koncentrace. Plati tedy, Ze minimalni ob-
jem fixativa na zac¢atku by mél byt asi 20krat vétsi, nez je
objem fixované tkané. Soucasné plati, Ze sniZena teplota
neprispiva k lepsi penetraci do tkané, fixace za sniZené
teploty v chladni¢ce tedy rovnéz neni vhodna. Fixace by
nemeéla byt ani prilis dlouha (jisté ne déle nez 48 hod.),
jelikoz predevs$im nukleové kyseliny pri dlouhé fixaci ve
formaldehydu podléhaji fragmentaci, a dochézi tak k ne-
vratnému poskozeni RNA, ale dokonce i stabilnéjsi DNA
[9, 58]. Pro fixaci tkani a pfi pfedpokladu nutného delsi-
ho uskladnéni pred transportem do laboratote lze vyuzit
i nasledné fixace v 70% etanolu. Pro cilena molekularné
geneticka vysetfeni je uréitou vyhodou prudké zmraze-
ni nativniho preparatu v tekutém dusiku, ktery zaru-
¢uje excelentni kvalitu nukleovych kyselin (zejména pak
RNA), vyssi nez po fixaci formaldehydem ¢i alkoholem.
Zmrazend tkan v tekutém dusiku sice poskytuje relativné
idedlni materidl s nativni DNA i RNA, ale béhem prud-
kého zamrazeni dochazi k poruseni integrity bunéénych
membran a pfi opétovném rozmrazeni vzorku k dal$imu
zpracovani jsou aktivovany RNazy (enzymy ze skupiny
nukledz $tépici RNA). Tomuto procesu lze zabranit pii
pouziti fixa¢niho roztoku s inhibitory nukleaz, tzv. RNA
later [9, 58]. Nevyhodou zmrazeného vzorku je relativni
nevhodnost pro klasické histologické vysetfeni. Derma-
tolog odebirajici nddorové tkané by mél zajistit jak sprav-
né fixativum a skladovani, tak i ptipadny véasny transport
tkané do laboratofe k dal$imu zpracovani. V souéasné
dobé jsou volné dostupné laboratorni pfirucky pracovist
provadéjici zpracovani bioptickych vzorku, kde je stan-
dardné popsan postup preanalytického zpracovani tkani,
ptipadné pti pochybnostech je vhodné se na laborator
obratit s cilenymi dotazy.

ZAVER
Pokroky v nadorové biologii poméhaji pochopit slozi-

tost a komplexnost nadorovych onemocnéni, navic mo-
lekularné biologické biomarkery prina$i moznosti, jak
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zpresnit a zlepsit diagnostiku onkologickych onemoc-
néni. V radé pripadi biomarkery pomahaji odhadnout
i dalsi osud pacienta a zvolit adekvatni terapeutickou
strategii. I kdyz byl v tomto odvétvi zaznamenan velky
pokrok, doposud neni zaveden biomarker, ktery by odli-
$il nddorovou buriku od té nenadorové. Na diagnostické
a prognostické biomarkery je vzdy nutné pohlizet v kon-
textu dané tkané ¢i onemocnéni komplexné a zohlednit
individualni charakteristiky pacienta. Nesporny vyznam
maji biomarkery v zavadéni personalizované onkologické
terapie, kde jsou naprosto klicové a nenahraditelné. Za-
vadéni téchto novych onkologickych postupti a vysetieni
zduraziiuje nutnost multioborového pristupu a ziskani
alespon zakladni erudice i jinych odvétvi laboratorni dia-
gnostiky a klinické mediciny.
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