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Maligní melanom 

• Incidence v ČR  24,74/100 tis. obyvatel (SZÚ, 
UZIS, 2017//2015). 

• Alarmující je zvyšující se výskyt u mladších 
jedinců. 

• Velice špatná prognóza pacientů především při 
metastatickém postižení. 



Vývoj zdravých melanocytů
Buňky pocházející z neurální lišty - neuroektoderm
Během migrace z neurální lišty prodělávají epitelově-
mezenchymový přechod. 

Sadler et al.: Langmanova lékařská embryologie (2010)

Krejčí et al.: Folia biologica (2010)

Nikolas K. et al.: Journal of Investigative Dermatology
Symposium Proceedings (2005)



Etiologie
• SVĚTLÝ FOTOTYP – I a II

• UV EXPOZICE NÁRAZOVÁ/CHRONICKÁ

(slunce, solária, iatrogenní – fototerapie)

• Pozitivní OA nebo RA

• FAMILIÁRNÍ 10% (AD, CDKN2A a p16; CDK4, 
HLA asociace)

• XERODERMA PIGMENTOSUM

• Četné pigmentové névy (>100), velké 
kongenitální névy, dysplastické névy

Vznik de novo nebo z névu – 80% vs 20%



Fototyp

Expozice UV záření: 
intermitentní vs
dlouhodobá vs
chronická 



CDKN2A a p16
Familiární melanom

• Inhibitor 2A cyklin dependetní kinázy, chrom.9

– Gen pro protein p16 a p14arf; tumor supresorový 
gen

– Druhý nejčastější mutovaný gen v nádorové 
biologii, po p53. 

– 26% mutovaných melanomů

– Familiární melanom, glioblastom, ca pankreatu

– 20-30% riziko melanomu v další generaci  

Genetic testing for melanoma.
Kefford et al. Lancet Oncology; 2002



CDK4
• Serin/threonin protein kináza 

• Inhibována  p16

• Uplatňuje se v řadě nádorových onemocnění včetně melanomu. 

Lodish Molecular cell biology. 2010











(SZÚ, UZIS, 2017, Incidence 24,74 / 100 tis. obyvatel; Mortalita 4,08 )



(SZÚ, UZIS, GLOBOCAN, 2008)



(SZÚ, UZIS, GLOBOCAN, 2013)



Klinické varianty maligního 
melanomu

• Lentigo maligna melanom/Melanoma in situ

• Superficiálně se šířící maligní melanom

• Nodulární maligní melanom

• Akrolentiginózní maligní melanom



Primární léčba – vždy chirurgická radikální excize

Chirurgická léčba a korelace s hodnotou Breslowa

• Barvení: H&E; elastika

• Breslow: v mm (1970)

1 mm

2 mm

http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://melanocytepathology.com/slide-sets/melanoma-general-features/case-18&ei=3TG2VMnrKcWxPOPegJgI&bvm=bv.83640239,d.ZWU&psig=AFQjCNFAoAEcvd_wVFgzUu4a-TLG6Q5q-w&ust=1421312844705750
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Primární léčba – chirurgická, 
vyšetření SLN

• Diagnostická excize/biopsie

• Vyšetření spádové uzliny – 99Tc;  tol. modř

• Provádí se stádiem IB a II (TNM klasifikace)

Krag et al. Minimal Access Surgery for Staging
Malignant Melanoma. Arch Surg 1995; 130: 654-658

http://www.roxcancercenter.com/



Ovlivní vyšetření SLN prognózu pacienta? 

• Řada studií
• MSLT-I studie: pacienti se střední tloušťkou melanomu (Breslow

1,2-3,5 mm), kteří podstoupili širokou excizi a mapování SLN a
v případě její pozitivity i radikální exenteraci, neměli signifikantní
prodloužení intervalu přežití oproti pacientům, kteří podstoupili
pouze širokou excizi primárního ložiska a teprve při klinickém
manifestování postižení uzlin radikální exenteraci

• Vyšetření SLN přináší důležité informace ohledně „statingu“
onemocnění a následné dispenzární péče.

Morton et al. Sentinel node biopsy for early-stage
melanoma: accuracy and morbidity in MSLT-I, an
international multicenter trial.
Ann Surg. 2005 Sep;242(3):302-11; discussion 311-3.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sentinel+node+biopsy+for+early-stage+melanoma:+accuracy+and+morbidity+in+MSLT-I,+an+international+multicenter+trial


Provedení exenterace spádových 
lymfatických uzlin při pozitivitě 
sentinelové uzliny neovlivní 
dlouhodobé přežití, ale je spojeno 
s nižším rizikem lokálních recidiv. 



Adjuvantní imunoterpie

• Hlavním cílem adjuvantní imunoterapie u 
melanomu  je odkrýt nádorové antigeny, 
usnadnit jejich rozpoznání, porušit nádorovou 
toleranci a posílit imunitní odpověď. 

• Od roku 1995, u nás 1998 

• Interferon alfa – studie Kirkwood ECOG 1684, 
1690, 1694 – konec 2019. 

Tarhini, A.A., Gogas, H., Kirkwood, J.M. (2012). 
IFN-alpha in the treatment of melanoma. 
Journal of immunology 189, 3789-3793.



Adjuvantní imunoterpie – anti-PD1

• EORTC 18071  - Ipilimumab vs placebo 26,1 vs 
17,1 RFS

– FDA 2015 – schválen pro adjuvanci

• CheckMate 238 – Nivo vs Ipi – 70,5% - vs 
60,8%

• Keynote 054 (EORTC 1325) – Pembro vs 
placebo – 75,4% vs 61,0% 



Adjuvantní cílená terapie

• Studie - BRIM 8 a COMBI-AD  - použití cílené 
terapie BRAF a MEK inhibitory. 

• BRIM 8 – Vemurafenib vs placebo – 23,1 vs 
15,4

• COMBI-AD - Při mediánu sledování 2,8 roku 
bylo dosaženo 3 letého očekávaného přežití 
do relapsu u 58% pacientů na terapii a jen 
39% na terapii placebem. 



Definitivní diagnóza - Histologie -
morfologie

H&E 40x

H&E 20x



Histologie - složení melanomu

H&E 10xH&E 20x



Nádorové stroma
Sebeobnova nádoru & Podpora progrese
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Epitelově mezenchymové interakce od embryologie po nádor

Basalioma

Využití podobných signalizačních mechanizmů: Wnt, TGF-β, BMP, SHH, FGF, Notch, EGF, TNF α.  
(Botchkarev et Kishimoto, 2003; Fuchs, E. Scratching the surface of skin development. Nature. 
445. 834-842. )



Epitelově mezenchymové interakce  prenatálně a postnatálně.  
Tvorba  mikroprostředí (“niche“) a udržování homeostázy.  

“Bulge“ vlasového folikulu
s různymi populacemi KB

Dermis

Epidermis

KB = kmenové buňky

Mezibuněčná 
hmota (ECM)

Chemokiny, cytokiny, růstové faktory

Lokální fibroblasty

Wnt/b-cat

PORANĚNÍ

TRICHODISCOMA

Fuchs, E. Scratching the surface of skin 
development. Nature. 445. 834-842.



“Niche“ vlasového folikulu “Niche“ nádoru/melanomu

“Bulge“ vlasového folikulu
s epidermálními KB, KB

melanocytů, KB neurální 
lišty

Vlasová cibulka 
s prekurzory/diferencovanými 
melanocyty

Stromální fibroblasty

Nádorové 
melanocytyKeratinocyty

Dermální fibroblasty

Epidermis

KB = kmenové buňky

Kmenová buňky neurální lišty

Epidermální kmenové 
buňky/keratinocyty

Kmenový melanocyt

?

?
?

Makrofág

?

?

?



Model nádorového mikroprostředí
a epitelově mezenchymové interakce

Sledování změn na úrovni keratinů a diferenciace
K19, K8, K14

Stromální fibroblasty
Vimentin, SMA

Normální epitel
K10, K14

Nápř. nádory K19 + a K8 +



Funkce stromálních fibroblastů 
u BCC a SCC

Lacina et al. British Journal of 
Dermatology 2007 156, pp819-
829  

K19

Lacina et al. Int. J. Rad. Biol., 
156: 819, 2007

Indukce exprese K19

Indukce exprese K8

K19 + pozitivní nádory

K19+,K8+ pozitivní nádory

Model nádorového prostředí: 
Stromální fibroblasty + normální keratinocyty

BCC

SCC



Stromální fibroblasty/keratinocyty

Stromální fibroblasty 
– izolovány z kožní 
metastázy melanomu.

K14,
Keratin + Vimentin

Kučera J. et al. Journal of
Applied Biomedicine. (0). 
doi:http://dx.doi.org/10.101
6/j.jab.2015.03.002.

http://dx.doi.org/10.1016/j.jab.2015.03.002


Izolované z invazivního duktálního karcinomu

In vivo:  K 19 + ,K 8 +,K14 + 

In vitro: K19 -, K 8 +/-, K14 +/-

Brožová M. et al.
Breast Cancer Res Treat.

2007 Jun;103(2):247-57. 

Stromální fibroblasty vs epitelové 
buňky EM-G3
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Stromální fibroblasty vs epitelové buňky EM-G3



Nádorové 
melanocyty

Keratinocyty

Stromální fibroblasty

?

?

Makrofág

?

?

?



Kondiciovaná média (KM): a) obohacena o kuřecí embryonální extrakt; 
b) odebraná po kultivaci embryonálních mezenchymových buněk
c) ko-kultivace s CAFs z kožní metastázy melanomu 
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ASC – nádorová linie melanomu izolovaná z ascitu
BLM – nádorová linie melanomu z kožní metastázy Kodet et al., Tumour Biol. 2013. 34, 3345-55.

Stromální fibroblasty vs melanocyty



Nádorové 
melanocyty

Keratinocyty

Stromální fibroblasty

Makrofág

?

?

?

?



Funkce Stromatu/Stromálních fibroblastů
Možná léčebná strategie

Karcinom prsu , Karcinom kolorektální, Karcinom plic, Maligní melanom

Již schválené klinické preparáty  - např. blokáda nádorové neoangiogeneze, 
modulace imunitní odpovědi apod. 

(Bevacizumab, Sunitinib, Sorafenib, Ipilimumab, Nivolumab, 
Pembrolizumab).

Costea et al. Oral Dis. 2006 Sep;12(5):443-54.



Nádorové melanocyty vs keratinocyty



V oblasti nad nádorem

Okraj nádoru

Okraj excize

Nádorové melanocyty vs keratinocyty 



Zastoupení specifických keratinů
v okolí melanocytů a maligního melanomu 

Zdravá kůže Naevus Nádor Metastáza

K14 - bazální vrstva
K10 – suprabazální vrstva
Ki67 – marker proliferace
S100 – nespecifický znak, 
marker buněk vycházejích z 
neurální lišty

Zdravá kůže
Pigmentový  naevus

Maligní melanom

Kožní metastáza maligního melanomu



Melanocyty v kultuře
vliv melanocytů na keratinocyty

K14, K8, K19, 
Keratin + Vimentin

BLM – nádorové 
melanocyty

HPM – neonatální, 
zdravé melanocyty

Kodet et al. Mol Cancer.
2015 Jan 5;14(1)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25560632


Vliv buněk neurální lišty na 
keratinocyty

K14, K8, K19, 
Keratin + Vimentin

NCSC – kmenové 
buňky z neurální 
lišty, izolované z 
vlasového foliclu

Kodet et al. Mol Cancer.
2015 Jan 5;14(1)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25560632


NCC MEL-HP BLM

NCC – kmenové buňky 
neurální lišty

MEL-HP – neonatální 
melanocty

BLM – nádorové melanocyty

Mikročipová analýza Illumuna

Kodet et al. Mol Cancer.
2015 Jan 5;14(1)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25560632


A

Nádorové melanocyty vs keratinocyty

Kodet et al. Mol Cancer.
2015 Jan 5;14(1)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25560632


Nádorové melanocyty vs keratinocyty

Kodet et al. Mol Cancer.
2015 Jan 5;14(1)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25560632


Nádorové 
melanocyty

Keratynocyty

Stromální fibroblasty

Makrofág

?

?

?

IL-8, CXCL-1, FGF-2, VEGF-A



Nádorové kmenové buňky

Visvader JE, Lindeman GJ. Cancer stem cells in solid 
tumours: accumulating evidence and unresolved
questions.
Nat Rev Cancer. 2008 Oct;8(10):755-68.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Visvader%20JE%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=18784658
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lindeman%20GJ%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=18784658
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cancer+stem+cells+in+solid+tumours:+accumulating+evidence+and+unresolved+questions


Metaplastická kostěná tkáň  

Metaplastická chrupavčitá tkáň



Kmenové znaky a melanom



Indukce kmenových znaků u melanomových linií in vitro

⚫ Znaky dediferenciace a kmenovosti – Oct4, Nanog, Nestin, CD271, keratiny



G361

• CD271

• Oct4 +
Nanog



• Kerati
n+ 
Nestin

• Oct4 + 
+ 
Nanog

BLM



Molekulárně genetické metody

Mohou za vše geny a genetická predispozice, nebo vlivy zevního prostředí?

Familiární melanom: CDKN2A a p16, méně pak CDK4

MAP kinázy – mutace BRAF V600E, K, D,
cca 50% melanomů, až  70-82% v benigních melanocytárních lézích
– MEK

N-Ras – mutace (5,9 % v benigních melanocytárních lézích,      5,2-28 % 
v melanomu)

Metodika: PCR, cobas test
stanovení z DNA tedy 

dobrá výtěžnost i z 
parafinového bloku



N-Ras mutace

• rat sarcoma virus, chromozom 1

• Asi 15-18% melanomů

• K-ras, H-ras – časté mutace v nádorové biologii

• GTP-vážící protein, ovlivňuje buněčný cyklus

• Terapie MEK inhibitory

• K-Ras/B-Raf – kolorektální karcinom – MEK 
inhibitory 

Simone et al.: Targeted therapy in melanoma 
– the role of BRAF, RAS and KIT mutations. EJC Suppl. 2013.



KIT mutace

• c-KIT cca 5-8% melanomů – slizniční, 
akrolentiginózní melanom

• CD117, GIST tumor „GISTom“. 

• Imatinib, Nilotinib

Bello et al. Melanoma Mutagenesis and Aberrant Cell Signaling. 
Cancer Control. 2013



BRAF/B-Raf mutace 

• Typ V600E (80%), K (19%), D (MAP kináza) – somatická mutace

– serine/threonin-protein kinaza B-Raf

– Intracelulární signalizace – proliferace 

• cca 50% melanomů, až  70-82% v benigních melanocytárních
lézích

• V řadě jiných nádorech 30% papilárních karcinom štítné žlázy, 
3% plicní karcinom, 5% kolorektálních karcinomů etc.  

• Vyšetření B-Raf mutace se stává standardem u 
metastazujícího melanomu. 



MAP kináza; BRAF – mutace 

Kainthla R. et al. 
Dabrafenib for treatment of

mutant melanoma.
Pharmgenomics Pers Med. 
2013 Dec 31;7:21-9. 

Encorafenib

Cobimetinib
Binimetinib
Solumetinib

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24516336


Biologická terapie – B-Raf inhibitory

- Pacienti ve stádiu III a IV
- Srovnání Vemurafenib vs Dacarbazin
- Terapeutická odpověď 58-65%
- relativně krát. efekt odpovědi 
- Probíhající studie v adjuvantním 
podávání 
- studie BRIM3, OS 13,6 oproti 9,7
-PFS 6,9 vs 1,6



Biologická terapie – B-Raf inhibitory + 
MEK inhibitory

- Pacienti ve stádiu III a IV
- Srovnání Vemurafenib vs
Dabrafenib + Trametinib
- Terapeutická odpověď 75-80%
- Výrazné prodloužení efektu
- COMBI-V, COMBI-D
- coBRIM OS 22,3 vs 17,4; PFS 
12,3 vs 7,2  

Kainthla R. et al. Dabrafenib for
treatment of BRAF-mutant 
melanoma. Pharmgenomics Pers
Med. 2013 Dec 31;7:21-9. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24516336


Pacient  ročník 1968 selhání terapie//vznik 
rezistence

Před zahájením terapie 2 měsíce 4 měsíce

6 měsíců 8 měsíců - ukončení 11 měsíců/chemoterapie



Ovlivňuje rezistenci  B-raf inhibitorů  vliv nádorového mikroprostředí? 



Nádorové melanocyty vs fibroblasty  
Vliv TGF-β1 na fibroblasty – indukce SMA  (myofibroblastů) 



Vliv stromatu na indukci rezistence na 
B-Raf inhibitory

Fedorenko and Smalley. Genes & Cancer. 6 (9-10). P. 367-368



MAP kináza; BRAF – mutace 

Kainthla R. et al. 
Dabrafenib for treatment of

mutant melanoma.
Pharmgenomics Pers Med. 
2013 Dec 31;7:21-9. 

Encorafenib

Cobimetinib
Binimetinib
Solumetinib

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24516336


Nádorové melanocyty vs fibroblasty  

Schopnost 
ovlivnit 
vzdálené 
fibroblasty –
endogenní/par
aneoplastický
efekt?



Nádorové 
melanocyty

Keratinocyty

Stromální fibroblasty

Makrofág

?

?

?





Biologická terapie – Imunoterapie I.
check-point inhibitory 

• Od roku 2008-2009 – IgG1 monoklonální 
protilátka proti CLTA -4 - Ipilimumab

Garber , K. Industry makes strides in 
melanoma. 2010. Nature Biotechnology.28,
763–764.

http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRxqFQoTCKOs1Kzfi8kCFUVSFAodE7YESw&url=http://www.nature.com/nbt/journal/v28/n8/fig_tab/nbt0810-763_F1.html&psig=AFQjCNEgRJbceXkKl37wdwQAElTSIxsqMw&ust=1447447249332781
http://www.nature.com/nbt/journal/v28/n8/full/nbt0810-763.html


Anti-CTLA-4, Ipilimumab



Biologická terapie - Imunoterapie

- Pacienti ve stádiu III a IV
- Srovnání Ipilimumabu vs Dacarbazin
- Terapeutická odpověď 17-25%
- Dlouhodobí efekt léčebné odpovědi
- Probíhající studie v adjuvantním podávání
- OS 11,2 vs 9,1 



Biologická terapie – Imunoterapie II.
check-point inhibitory

• Pembrolizumab – lidská protilátka proti PD-1  



Biologická terapie - Imunoterapie

CheckMate 037, 066
Keynote 001, 002, 006

CheckMate 67

http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRxqFQoTCP7Z7-OCjMkCFQW7FAod5AsIYw&url=http://sms-oncology.com/blog/aacr-2015-immunotherapy-trials-in-the-limelight/&psig=AFQjCNGVZoSiCtFFTvucGzSOMVMVg7dK3w&ust=1447456733625870
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Terapeutická odpověď
57,6% vs 43,7% vs 19% (p < 0,0001)

OS 58% vs 52% vs 34%
PFS 39% vs 32% vs 10%
HR 0,55 vs HR 0,65



Imunoonkologie//anti-PD1 

Onkologie: 1 (12): 2018. 16-20. 



Talimogene laherparepvec (T-VEC)

• geneticky modifikovaný 
virus herpes simplex typ 
1 je první onkolytickou
virovou terapií 
schválenou americkou 
FDA pro léčbu 
metastazujícího 
melanomu (2015)

• EMA (2015/2016)



Talimogene laherparepvec (T-VEC)

• T-VEC je modifikován delecí virových genů pro 
neurovirulenci a potencován pro imunogenitu delecí 
virového genu ICP47 (Infected Cell Protein 47). 

• Imunogenicita je dále podporována expresí genu 
lidského granulocyt-makrofágového kolonie 
stimulujícího faktoru (GM-CSF), který pomáhá 
podporovat primární T buněčnou odpověď.

• T-VEC vakcína prokázala významné zlepšení v míře 
dlouhodobé odpovědi, míře objektivní odpovědi a 
přežití bez progrese v randomizovaných klinických studii 
fáze II a III u pacientů s metastazujícím melanomem



Aplikace T-VEC zaznamenala zmenšení více 
jak o 50% z původní velikosti u 64% lézí s 
aplikací T-VĚC, u 34% bez aplikace a u 15% 
vzdálených viscerálních metastáz . 



61 pacientů vs 26 pacientů jen s GM-CSF; sledována míra trvalé odpovědi a celkové přežití 
- (36,1% vs 3,8%; p 0,001)
- Medián OS 25,2 u pacientů s GM-CSF
- u T-VEC nebyl dosažen, 12 měsíců se dožilo 73% pacientů s trvající terapeutickou odpovědí 





T-VEC v kombinaci s pembrolizumabem

Ribas et al. Cell, 2017



Jiné viry? Jiná nádorová onemocnění?

• Dalším testovaným virem, který se již dostává do 
klinického testování, je Coxsackie virus (CVA21 
nebo CAVATAK). 

• Jeho lytický efekt byl prokázán v in vitro 
modelovánína tkáňových kulturách melanomu a v 
myším modelu in vivo.

• V současné době probíhají první klinické zkoušky v 
kombinaci s pembrolizumabem a ipilimumabem u 
pacientů s melanomem klinického stadia III–IV.



Závěr 

• Základem zůstává radikální chirurgická 
léčba s histologickým zhodnocením 
Breslowa

• Imunoterapie – anti-CLTA-4, anti- PD-1

• Cílená terapie – B-raf inhibitory

• Význam molekulární patologie a 
prediktivní patologie

• Medián přežívání – 6-9/měsíců; 

zlepšen až k 20-23/měsíců.

• Vysoká cena/úhrada pojišťovnou

• Výsledky v adjuvantním podávání

Kodet, Krajsová Onkologická rew. 12/2017
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Děkuji Vám za pozornost

• Tato práce je podpořena z projektů :   GAČR 16-05534S, AZV 16-30954A, BIOCEV 
CZ.1.05/1.1.00/02.0109.
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Otázka – test: 

• Jak se obecně označují protilátky používané pro 
imunoterapii nádorů, včetně melanomu, za které 
byla udělena v roce 2018 Nobelova cena?


