MUTACIA BRAF A MOZNOSTI
IDENTIFIKACIE PROGNOSTICKYCH
MARKEROV METASTAZOVANIA
UVEALNEHO MELANOMU

SUHRN

Ciel prace: Cielom nasej prace bolo vyhodnotit pritomnost mutécie génu BRAF (v-Raf murine
sarcoma viral oncogene homolog B1) v subore pacientov na Klinike oftalmoldgie LF UK a UNB
za 15 mesacné obdobie.

Materidl a metodika: Subor pacientov s malignym melanédmom uvey, u ktorych bola indiko-
vana enukleacia v obdobi 1. 1. 2015 do 1. 3. 2016. Analyzovali sme stadia, objem, bunkovy
typ a mutdcie génu BRAF.

Vysledky: V obdobi od 1. 1. 2015 do 1. 3. 2016 sme na Klinike oftalmoldgie LFUK a UN v Bra-
tislave indikovali 20 enukledcii pre maligny melaném uvey. Primerny vek pacientov v stbore
bol 62 rokov (od 22 do 89 rokov). V 14 pripadoch (70%) bola indikovana primarna enukleacia
pre melandm a v 6 pripadoch (30%) iSlo o enukleaciu po predchadzajucej liecbe Ziarenim
(brachyterapia, Leksellov gama ndz, linearny urychlovac). V stibore sa v 17 pripadoch (85 %)
hodnotila mutacia génu BRAF ako negativna a v 3 pripadoch bola vzorka nehodnotitelnd na
mutaciu BRAF.

Zaver: Mutacia génu BRAF je potvrdena viacerymi studiami, Ze sa nachadza v malignom me-
landme koze. Pri histologizacii maligneho melandmu uvey sa v nasom subore nepotvrdila
nasa tedria, Ze uvedlny melanom ako taky, kedZe pochadza z rovnakého histologického zakla-
du, by mal taktiez obsahovat mutacie génu BRAF.

Klacové slova: maligny melandm uvey, mutdcia BRAF génu, chromozémové anomdlie ako
prognosticky faktor

SUMMARY

THE BRAF MUTATION AND THE POSSIBILITIES OF UVEAL MELA-
NOMA METASTASING PROGNOSTIC MARKERS’ IDENTIFICATION
Aim: The aim is to assess the BRAF gene mutations in patients with posterior uveal melanoma.
Material and methods: Retrospective analysis of the group of patients with malignant me-
lanoma of the uvea, who were indicated to enucleation between 1.1 2015 to 1.3.2016. We
analyzed stage of uveal melanoma, volume, cell type and BRAF gene mutations.

Results: In clinical study of 20 patients after enucleation due to uveal melanoma at the De-
partment of Ophthalmology in Bratislava, patient age was ranged from 22 to 89 years with
a median of 62 years. In 14 patients (70 %) enucleation was the primary treatment and in 6
patients (30 %) enucleation was after irradiation (brachytherapy, Leksell gama knife, linear
accelerator). In 17 cases (85 %) the mutation of the BRAF gene was negative and in 3 cases
the sample was not assessable for the BRAF mutation.

Conclusion: BRAF gene mutation is confirmed by several studies found in malignant melano-
ma of the skin. The histopathology findings in our group did not confirmed our theory, that
since the uveal melanoma itself has the similar origin as skin melanoma, should also contain
a BRAF mutation.

Key words: malignant melanoma of the uvea, mutation of the BRAF gene, chromosomal ab-
normalities as a prognostic factor
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uvoD

NajfrekventovanejSim z hladiska vyskytu, v pripade vnutro-
ocnych nadorov je maligny melaném uvey (MMU). Najcastej-
Sie sa vyskytuje v choroidei 78—85 %, v corpus cilliare sa na-
chddza okolo 9-16 % a okolo 6-9 % sa nachddza v duhovke.
Aj rozsiahle studie to potvrdili (12).
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Z hladiska histopatoldgie je mozné MMU ¢lenit na nasle-
dovné typy, vretenobunkovy typ A, v pripade ktorého maju
bunky nedostatok cytoplazmy, husté jadro s absentujucim
jadierkom a uniformny tvar aj velkost, druhy typ je vreteno-
bunkovy typ B, v pripade ktorého maju bunky vretenovity
tvar s viditelnym jadierkom, tretim typom je epiteloidny typ,
ktory tvoria polyedrické bunky s réznou velkostou, viditel-
nymi jadierkami, a Stvrty typ sa nazyva zmieSany typ, kde
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ide o syntézu epiteloidého a vretenobunkového typu (12,
16, 19, 46).

V pripade liecby MMU v pokrocilejSich stadiach ide o snahu
o odstranenie tumoru ako celku a zabraneniu rozsirenia me-
tastaz do okolitych Struktdr hlavne do orbity ale aj do celého
organizmu. V minulosti sa pri liecCbe MMU pristupovalo vy-
luéne k enukledcii bulbu, pripadne k exenterdcii ocnice (11).
V slcasnosti sa pri lieCbe vyuZivaju aj iné metddy (ionizujice
Ziarenie — aplikaca brachyterapie, Leksellov gama néz, linear-
ny urychlovac, protdnové Ziarenie) (13, 14, 15, 17, 18).

Na zaklade klinickych studii a histopatologickych obrazov
je progndza prezivania priaznivejsSia u Zien do 40 rokov, u pa-
cientov s malymi nadormi bez skleralnej infiltracie a taktiez
v pripade vyskytu vretenobunkovych typov (A alebo B) na-
dorov. Z hladiska prognostického je mozné za nepriaznivy
oznadit epiteloidny typ MMU, vysokd mitotickd aktivitu,
taktiez urcity typ vaskularizacie. Vaskularizacia sa v mi-
nulosti povazovala ako mozZny prognosticky faktor, avsak
v sUcasnosti prognostickd vaha tohto faktora je omnoho niz-
Sia v porovnani s ostatnymi. Prognosticka vaha indikatorov
je zhrnutd v sucasnej TNM klasifikacii (rozmery nadoru, pri-
tomnost alebo nepritomnost extraskleralnej progresie, atd'.)
a v morfologickej klasifikacii vychadzajucej z Callenderovej
klasifikacie (17, 18).

Molekularne aspekty uvealneho melanému

Vyvoj nadorového ochorenia je ¢asto spajany s genémo-
vou nestabilitou a ziskanim gendmovej heterogenity, gene-
rujlce obe populacie nadorovych buniek a to klonalnu a ne-
klonalnu (2, 29, 49). Niektoré mutacie v bunkovom cykle
mdzu viest k aneuploidii, napriklad pocas mitézy (2, 35). Tu
je velmi tenka hranica rovnovahy medzi moZznym prinosom
z hromadenia genetickych a epigenetickych zmien a medzi
smrtiacimi geneticky nestabilnymi bunkami (32). Polyploidia
je znama pri nadorovom bujneni a ma tendenciu sa vyskyto-
vat v nadoroch s agresivnej$im fenotypom (4, 28).

Sucasny vyskum sa zameriava na hladanie ciest zapoje-
nych do karcinogénneho potencialu, a tym sa snaZi porozu-
miet vzniku, rozvoju tumoru v rannom $tadiu a prechod az
na metastatické ochorenie.

Chromozémové anomalie ako prognosticky faktor

Urcité chromozomalne anomalie, ako delécie chromozému
1p, monozdémie chromozému 3 alebo ziskanie chromozému
8q, velmi silno koreluju so znizenym prezZivanim pacientov
s uvedlnym melanémom. Chromozomalna aberacia mono-
z6émia chromozomu 3 sa najcastejSie nachadza v uvedlnom
melandme a nachadza sa predovsetkym v metastazujucich
tumoroch (41). V univarietnej analyze, monozdmia 3 bola na-
jvyznamnejsim prediktorom (p < 0,0001) zlej progndzy uve-
alneho melandmu, nasledujuc lokalizacia nadoru a priemer
(2, 34). Toto sa povazuje za primarne z hladiska toho, Ze sa
vyskytuju v kombinacii s ostatnymi chromozomalnymi abera-
ciami v uvealnych melanémoch ako napriklad strata chromo-
zému 1p, zosilnenie 6p a zisk 8Q (35). Zriedka boli opisané
melandmy s parcidlnymi aberaciami na chromozéme 3 alebo
translokacie, takze je velmi obtiazne zmapovat predpoklada-
né tumorsupresorové gény (36, 37).
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Sucasna strata chromozédmov 1p a 3 ma silnejsSiu korelaciu
s metastatickym ochorenim ako jeden z nich samostatne (30).
BeZne vymazavana oblast na chromozéme 1 sa pohybuje od
1p34.3 do 36.2 (1, 21, 25). ZdruZenie s chromozém 8q bolo
o nie¢o menej vyznamné ako u monozémie chromozomu 3, ale
bola pozorovana silnd inverzna korelacia (p < 0,0001) dalsich
kopii 8q na prezitie (26). Zisk chromozému 8, alebo zaob-
staranie izochromozémie 8q, je sekundarna udalost v uve-
alnom melandme, pretoze moze byt pritomny v jednom na-
dore variabilny pocet kdpii 8Q (24, 39). To sa Casto vyskytuje
u nadorov, ktoré stratili jednu képiu chromozému 3, a je to
nezavisly prognosticky faktor progresivneho ochorenia (36,
38, 43, 46).

V skupine zadnych uvedlnych melanémov, pritomnost
chromozomu 6p je prediktivna k priaznivejsim vysledkom
(27, 28). Tieto nadory sa ziskom chromozému 6p predsta-
vuju Specifickd skupinu uvealnych melanémov s alternativ-
nou genetickou drahou v karcinogenéze, pretoze zisk 6p sa
vyskytuje Casto u nadorov s dizémiou 3 (10, 23, 29, 31, 32).

Gény zapojené v uvealnom melanéme

Deregulacia RAS-RAF-MEK-EKR ( Rat sarcoma — Rapidly Ac-
celerated Fibrosarcoma -Mitogen-activated protein kinase
kinase extracellular-signal-regulated kinases) alebo mitogé-
nom aktivovanej protein kindzy (MAPK — mitogen-activated
protein kinase), je bezna u mnohych ludskych zhubnych
nadorov (27). Mutacie konkrétnych casti tychto klucovych
molekularnych signalnych drah boli vélenené do tumorige-
nézy kozného melandmu. Mnoho z tychto ¢asto znamych
onkogénov (napr. BRAF) alebo supresorovych génov nadoru
(PTEN — Phosphatase and tensin homolog, CDKN2A- cyclin-
-dependent kinase Inhibitor 2A) boli tiez analyzované u uve-
alneho melandmu a zistilo sa, Ze obcas sa vyskytnu mutacie
tychto génov. Aj ked nebola doteraz najdena Ziadna suvis-
lost s rozvojom metastatického ochorenia, méze pritomnost
somatickych mutacii u tychto génov poskytnut vychodisko-
vy bod pre véasné odhalenie metastatickych buniek v krvi.
Nadejnejsie su nedavne vysledky dvoch ¢asto mutovanych
¢lenov MAP-kinazovej drahy, GNAQ (G protein subunit alpha
d) a GNA11 (G protein subunit alpha 11), a BAP1 (BRCA1
associated protein 1) gén. (20)

BRAF

Braf gén vyskytujuci sa na chromozéme 7q34 sa oznacuje
ako protoonkogén BRAF a v-RAF murine sarcoma viral onco-
gene homolog B1. Pozostava z 18 exdnov a jeho dizka tran-
skribovanej mRNA je 2478 bp. BRAF je mozné oznacit ako
onkogén, ktory posobi vo viacerych typoch tumorov, pricom
ma rézne podoby, v ktorych sa vyskytuju zmeny v BRAF pro-
teine. Tieto m6Zu spbsobit zjednoduseny rast a taktiez rozsi-
reny vyskyt tumorovych buniek.

Analyzou BRAF-u bolo identifikovanych najmenej 30 mu-
tacii so zmenou v zmysle tzv. missence mutdcii. R6zne po-
doby mutacii BRAF génu mozno identifikovat na kindzovych
doménach, ktoré su lokalizované na exénoch 11 a 15. Znac-
na Cast, az 89 %, BRAF mutdcii je lokalizovanych v kodénoch
595-600 exdonu 15. NajtypickejSia mutacia vyskytujuca sa
v exone 15 vznika v désledku bodovej mutacie DNA nukleo-
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tidu 1799, ktora je spojena so substituciou dusikatej bazy
thyminu (T) na adenin (A), ktord sa oznacuje ako T1799A.
Tato mutacia ma za nasledok zdmenu aminokyselin a na-
slednu aktivaciu BRAF kindzy. Dochadza k substitucii ami-
nokyseliny valin (V) za kyselinu glutamovu (E) v kodéne 600
(7). Mutéacia sa oznaduje ako BRAF V6% alebo Val600Glu.
Substitucia V za E sposobuje konstitutivnu aktivaciu BRAF.

BRAF gén kdduje protein s rovnakym oznacenim, ktory
pari k rodine RAF kindz. BRAF V%t destabilizuje kinazy a pris-
pieva k tumorogenéze na zdklade aktivacie MAPK drahy
(47). BRAF protein regulaciou MAPK/ERK signalnej kaskady
vplyva na bunkové delenie, diferenciaciu a sekréciu. Defos-
forylovany Standardny BRAF protein zotrvava v neaktivnom
stave v dosledku hydrofébnych interakcii medzi aktivacnym
miestom a ATP-vazbovym miestom. V600E mutdcia vplyva
k rozSirovaniu tychto interakcii v désledku ¢oho dochadza
k fosforylacii, ktora v aktivachom segmente reguluje tran-
skripénu aktivitu BRAF prostrednictvom zaclenenia BRAF
do membrany aktivovanym RAS. Fosforylacia umoznuje do-
siahnutie maximalnej kinazovej aktivity a taktiez prispieva
k bazélnej aktivite, ktora je pri BRAF-e vyssia nez zvysné RAF
izoméry.

Uvealny melandm je najcastejSie sa vyskytujuci druh na-
doru v oftalmoldgii, ktory postihuje dospelych. Ro¢na inci-
dencia je 6 aZ 7 pripadov na jeden milién, v 50 % je 5-roc¢-
né Umrtie pre nasledné metastazy, ktoru s asociované aj
s histologickymi aj demografickymi prognostickymi faktormi
(bunkovy typ, rozmer tumoru, lokalizacia, chromozémové
aberacie, vek a taktiez pohlavie).

Uvealne aj kozné melandmy pochadzaju z rovnakych pre-
kurzorovych buniek, z melanocytov, ktoré migruju z neura-
Inej listy na prislusné miesto pocas doby embryonalneho
vyvoja. Podobné genetické pozadie a niektoré spolocné
histologické charakteristiky poukazuju na to, Ze patogenéza
uvedlneho a koZzného melanému by mohla byt velmi podob-
na. Avsak rizikové faktory ako bleda pokozka a modra farba
duhovky méZu byt patognomické, avsak UV Ziarenie a sInec-
né efekty sa zdaju byt signifikantné hlavne v patogenéze
koZznych melanémov. Okrem toho, uvealny melaném me-
tastazuje krvnou cestou, najma do pecene, zatial ¢o kozny
melandm ma skor tendenciu metastazovat a prechadzat cez
lymfaticky systém, zvycajne postihujuci regiondlne lymfatic-
ké uzliny. Napriek tomu je vSak stale malo poznatkov o mo-
lekularnej patogenéze uvealneho melandmu. Strata funkcie
génu v dosledku delécie alebo inaktivujucimi mutaciami je
charakteristickym znakom nadorovych buniek.

Délezitost onkogenetickych mutacii v RAS/F/RAF/MEK/
ERK drdhe bola dobre zdokumentovand. Viac ako 15 % nado-
rov skryva bodové mutacie RAS. Konstantna aktivacia tejto
drahy poskytuje silnd mitogénnu silu, o vedie k abnorma-
Inej proliferacii a diferenciaciu v mnohych druhoch nadorov.
Asociacie medzi RAS a mutaciou a uvealnym melandmom
bola skimana v niekolkych studiach. Stale avsak nie je zna-
me, Ci ostatné gény v RAS/RAF/MEK/ERK drahe hraju rolu
pri vzniku uvedlneho melanému.

Mutacia BRAF V600 bola identifikovana v prekanceroz-
nych 1éziach, ¢o naznacduje Gcast pri transformacii melanocy-
tov. Niektoré névy, ktoré obsahuju tito mutaciu mézu mat
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za nasledok transformacui na melandm, ale je potrebné po-
znamenat, Ze nie vSetky névy s touto mutéciou s prekance-
rézami. Okrem toho, zatial' ¢co BRAF mutdcia V600 prispieva
k vyvoju melandmu, Studie zistili, Ze mutacie v inych bunko-
vych proteinoch mézu tiez hrat ulohu v tomto type nadoro-
vého ochorenia. (5).

Studie naznaduju vyznamnt a nevyhnutnt tlohu RAS-RAF
signalizacie na vznik melandmu. Pritomnost aktivujucich
BRAF mutdcii bola zistend aZz u 82 % benignych névov. Niek-
tori odbornici sa domnievaju, Ze BRAF mutacie v benignych
névov mozu sluzit ako markery maligneho melanému pri
citlivosti jednotlivca.

Signalizacna kaskada RAF

Enzymy katalyzujice vazbu fosfatu na boéné retazce ami-
nokyselin serinu, threoninu alebo thyrosinu st oznacované
ako proteinové kinazy. Zohravaju ulohu v mnoZstve aspek-
tov bunkovej bioldgie. Fosforylaciou dochadza k zmenam
vlastnosti enzymov ako napriklad k regulacii ich metaboli-
zmu, katalytickej aktivity, transktipcie, apoptdzy. Mutacie
RAF vykazuju vyskyt priblizne v jednej tretine vSetkych de-
tekovanych typov [udskych tumorov (44).

Struktdra RAF proteinov

Za RAF je oznacovana rodina protein-serin/threoninovych
kindz. RAF proteiny mozno oznacit za esencialne konektory
medzi RAS a MEK-ERK signalnou drahou. V pripade cicavcov
moZeme rozozndvat tri odlisSné RAF izoformy: ARAF (v-raf
murine sarcoma 3611 viral oncogene homolog 1 ), BRAF
a CRAF (v-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1).
Z hladiska funkcénosti st RAF protein-kindazové domény typic-
ké N-termindlne malé a velké C — terminalne slucky. N-ter-
minalne slucky obsahuju ATP-fosfatovu viazucu slucku, ktord
sa oznacuje aj ako P-slucka. C-terminalne slucky su zvycajne
alfa-helikélne, viazice MEK 1/2. V pripade vSetkych troch
RAZ izoforiem nachddzame spolo¢nu vystavbovu Strukturu,
ktora pozostava z troch konzervativnych regidénov, ktoré sa
lisSia funkciami s oznacenym ako CR1 (Conserved region 1),
CR2 (Conserved region 2) a CR3 (Conserved region 3) (44).
CR1 pozostava z RAS viaZzucej domény, ktora je nevyhnutna
v dobsledku interakcie s RAS a membranovymi fosfolipidmi
a taktieZ na cystein bohatu domému, ktora slizi ako sekun-
darne RAS — viaZzuce miesto. V CR2 dochadza k fosforylacii
CRAF. CR3 sa vyskytuje v oblasti C konca, obsahuje kindzovu
doménu a taktieZ aktivacny segment, ktorého fosforylacia je
nevyhnutna pre kindzovu aktivaciu BRAF (26).

RAS-RAF-MEK-ERK signalna draha

V pripade vsetkych troch izoforiem RAF rodiny je pritomny
ich podiel na tzv. RAS - RAF-MEK-ERK signalnej transdukcénej
kaskade. Oznacuje sa ako mitogénom aktivovana proteino-
va kindzova kaskada (50). Zucastriuje sa Sirokého spektra
procesov vratane apoptdzy, progresie bunkového cyklu, di-
ferenciacie, proliferacie a transformacie na rakovinovy stav.
Kostra RAF drahy je Siroko rozvetvena, pozostdva z trojuro-
vnovej kindzovej kaskady ¢o umoznuje rozsirenie regulacie
krizenim signaliza¢nych drah a taktieZ zvySenie citlivosti na
vstupné signaly (3). Signdlna dradha sa aktivuje RAS protei-
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nom. Inaktivny RAS — GDP, ktory sa viaze na membranu,sa
vplyvom fosforylacie meni na aktivny membranovy RAS —
GTP, ktory nasledne aktivuje dalsich ¢lenov drahy. Vazbou
RAS — GTP s RBD, ktora sa nachadza na N — terminalnom
regulacnom useku kindzy dochadza k aktivacii. Désledna
analyza RAS rodiny preukazala, Ze schopné aktivovat BRAF
su iba H-RAS, N-RAS a K-RAS (43).

Neaktivne RAF kinazové proteiny sa nachadzaju v cytoso-
le. VSetky RAF proteiny zdielaju ako substrat MEK 1/2 kina-
zu. Napriek schopnosti vietkych ¢lenov rodiny RAF viazat
a fosforylovat MEK in vitro aktivita sa smerov k MEK Siroko
lisi. Ako najsilnejsi z hladiska aktivity k MEK je BRAF. V pri-
pade ARAF a CRAF je aktivita na hranici detekovatelnosti.
Aktivované RAF kinazy fosforyluju obe MEK izoformy v akti-
vacnej slucke. Fosforylaciou proteinov RAF sa aktivita MEK
zvysuje a nasledne je schopna viazat, fosforylovata aktivo-
vat ERK. MEK 1/2 su dudlne $pecifické proteinové kindzy,
ktoré sprostredkuvaju aktivaciu tyrozinu a serinu v ERK 1
alebo ERK2 vplyvom ich fosforylacie. ERK draha sa vyznacu-
je naslednou regulaciou velkého mnozstva proteinov, ktoré
sprostredkuvaju cross-talk so zvySnymi signalnymi drahami,
pricom ERK reguluje rézne biologické funkcie ako napriklad
bunkovu proliferdciu, diferenciaciu, migraciu alebo apopté-

zu. K udrzaniu RAS - signalizacie je potrebna postranslacna
modifikacia, v dosledku ktorej je mozné RAS proteiny pri-
chytit na vnutornd bunkovi membranu —farnezylacia a pre-
nylacia (33).

MATERIAL A METODIKA

Subor tvori 20 pacientov s malignym melanémom uvey,
u ktorych bola indikovana enukledacia postihnutého bulbu
v obdobi od 1.1.2015 do 1.3.2016. U pacientov boli zhrnu-
té zakladné klinické Gdaje o nadore. Tkanivové vzorky boli
rutinne spracované formol-parafinovou metddou. Histopa-
tologicky nalez bol doplneny histologickou typizaciou nado-
rov a vyhodnotenim ich propagacie. Realizovali sme analyzu
charakteristik uvedlneho melanému (stadium, objem, bun-
kovy typ) a hladiny BRAF.

VYSLEDKY

V obdobi od 1. 1. 2015 do 1. 3. 2016 sme na Klinike of-
talmoldgie LFUK a UN v Bratislave indikovali 20 enukleacii

Tab. 1 Prehlad suboru pacientov po enukledcii pre maligny melanom na Klinike oftalmoldgie LF UK a UNB v obdobi od 1. 1. 2015 do 1. 3. 2016

P g e e e ey
- MMCH vretenobunkovy typ B / llb nezistené
n M 56 MMCH L vretenobunkovy typ B/ Il 0,4 Nie nie nezistené
n M 75 MMCH L vretenobunkovy typ B / 1l 0,6 Nie nie nezistené
- M 20 MM corp.cil. L vretenobunkovy typ A / IV 1,5 éngc;r(rl;ael;sgil;w nie nezistené
n z 47 MMCH P vretenobunkovy typ B / 1l 0,3 ano (SRCH) nevysetrend nezistené
- 7 78 gﬂl\:hc;’:)pi;:é L vretenobunkovy typ B / IV 2,0 Nie nevysetrend nezistené
VA 67 MMCH L zmiesany typ / Il 0,9 ano (SRCH) nevysetrend nezistené
n 7 75 MMCH P vretenobunkovy typ B / Ilb 0,8 Nie nie nezistené
n M 67 MMCH L vretenobunkovy typ B / llI 1.2 Nie nie nezistené
n M 86 MMCH L vretenobunkovy typ A/ Il 0,6 Nie nie nezistené
M 72 MMCH P vretenobunkovy typ B/ 1I 0,6 ano (SRCH) nie nezistené
n 7 53 MMCH L vretenobunkovy typ A/ Il 0,7 Nie nie nezistené
“ VA 63 :{:'\:n:;rlﬁr P zmiesany typ / Il 0,7 Nie nie nezistené
n 7 35 MMCH L vretenobunkovy typ B / llI 0,8 Nie nie nezistené
“ M 89 MMCH L vretenobunkovy typ B / Ilb 0,7 Nie nie nezistené
“ M 42 MMCH P vretenobunkovy typ B / llla 1,2 ano (SRCH) nie nezistené
M 41 MMCH L zmiesany typ / lllb 1.6 Nie nie nezistené
n M 56 MMCH P vretenobunkovy typ B /IlI 1,2 Nie nie nezistené
n M 64 MMCH L vretenobunkovy typ B / Ib 0,2 ano . nie nezistené
(brachyterapia)
m VA 57 MMCH P vretenobunkovy typ B / lla 0,6 Nie nie nezistené

(MM — maligny melaném, MMCH — maligny melaném choroidey, SRCH — stereotakticka radiochirurgia)
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Objemy melanému u jednotlivych bunkovych typov
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Graf 1 Subor pacientov po enukledcii pre maligny melaném na Klinike oftalmoldgie LF UK a UNB
v obdobiod 1. 1. 2015 do 1. 3. 2016 — objemy melandmu u jednotlivych bunkovych typov

Obr. 1 Pacient €. 13 - makrofoto enukleovanej ocnej gule po enukle-
acii pre MM corpus cilliare s infiltraciou do irido-kornealneho uhla;
histopatologicky sa jedna o zmieSany typ, ktory prenikd do povrchu
bulbu, bez propagacie do n. opticus (foto - A. Furdova)

N
:_

Obr. 2 Pacient ¢. 20 - Makrofoto enukleovanej ocnej gule po
enukleacii pre MMCH; histopatologicky sa jedna o vretenobunkovy
typ B, ktory prerastd do povrchu steny bulbu, bez propagacie do n.
opticus (foto - A. Furdova)
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Obr. 3 Pacient €. 1 - Makrofoto enukleovanej o¢nej gule po enukle-
acii pre MMCH; histopatologicky sa jedna o vretenobunkovy typ B,

ktory prerasta do povrchu steny bulbu, bez propagacie do n. opti-
cus (foto - A. Furdova)
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pre maligny melandm uvey. Priemerny vek pacientov bol 62
rokov (od 22 do 89 rokov). Vekovy priemer muzov bol 62
rokov a vekovy priemer Zien bol 59 rokov. V subore prevla-
dali muzi. Indikacia enukledcie bola v 14 pripadoch (70 %)
primarna enukledcia pre melaném a v 6 pripadoch (30 %)
iSlo o enukleaciu po predchadzajucej lieCbe Ziarenim (bra-
chyterapia, Leksellov gama néz, lienarny urychlovac). V na-
Som subore bol lavy bulbus postihnuty MMU viackrat ako
pravy bulbus. V case indikovanej enukleacie ani u jedného
z pacientov neboli zistené metastazy. V 17 pripadoch (85 %)
bola mutdcia BRAF génu negativna a v troch pripadoch sa
nepodarilo na mutaciu BRAF génu odobrany material vySet-
rit (tab. 1).

V nasom subore bol najviac zastupeny vretenobunkovy
typ B v pocte 14-krat, vretenobunkovy typ A 3-krat a zmiesa-
ny typ 3-krat (obr. 1, 2, 3). Priemerny objem pre vretenobun-
kovy typ B bol 0,81 cm?, pre vretenobunkovy typ A bol 0,93
cm? a pre zmiesany typ bol 1,07 cm? (graf 1).

DISKUSIA

U pacientov s BRAF mutaciou vplyv na celkové prezivanie
nepozname. Vo vSseobecnom kontexte sa teraz uplatiuju
snahy spojit nejakym spdsobom benefity ,imunitnej” Grov-
ne a ,molekularne;j”. Do klinickej praxe sa to premieta spus-
tenim novych, bud kombinovanych rezimov alebo sekvencii
vo forme klinickych skusani. V metastatickom stadiu ocho-
renia mame teda na obzore minimalne dva nové lieky a to
biologicka liecba a imunologicka liecba a vela otazok. V po-
slednom obdobi boli odhalené viaceré klicové molekular-
ne drahy v patogenéze melanému, predpokladajic dopad
pre klinickd prax, v zmysle rozdelenia do jednotlivych pod-
skupin. V zavislosti od ,veducej“ onkogénnej drahy by sme
potom boli schopni vyvinut a aj aplikovat tzv. cielend biolo-
gicku liecbu. Za najdélezitejsie drahy, ktoré ovplyvnuju dife-
renciaciu, proliferaciu, preZivanie a migraciu melanocytov,
by sme mohli povazovat MAPK (Mitogen — Activated Protein
Kinase) a c-kit kindazovu drahu. Prevalencia BRAF mutacii je
rozdielna u réznych onkologickych ochoreni, vacsinou vsak
sa vyskytuje na koddéne 600 a ma za nasledok substittciu
glutamatu za valin. U malignych melandmov predstavuje cca
50-60 % (8).

Miesto vyskytu primarneho loZiska je zda sa spaté s géno-
vou expresiou. Melanémy lokalizované na miestach s ma-
lou expoziciou slne¢ného Ziarenia, ako su akralne a slizni¢né
melanémy, alebo v miestach s chronickym poskodenim koze
slneénym Ziarenim, maju nizky vyskyt BRAF mutécii. Dal$ou
,aktivacnou drahou” u melanému sa zda byt c-kit signalna
kaskada. Skorsie Studie poukazali na to, Ze rast a invazia me-

lanému mozu byt spojené so stratou c- kit expresie (9). Po-
sledné studie selektuju vyznam tejto drahy, a tym aj selektu-
ju melandmy ako také. V rdmci juxtamembranovej domény
c-kit-u byvaju pritomné aktivatné mutacie, napr. az u 21 %
slizniénych melanémov, 11 % akrdlnych melanémov, 17 %
melandmov vznikajucich v koZi po slnecnom Ziareni, 15 %
u analnych melanémov (10, 11).

Takto definovand podskupina melandmov s c-kit aberaci-
ami vo vSeobecnosti bude pravdepodobne kandidatom pre
cielend liecbu tyrozin kinazovymi inhibitormi (TKi) Specidlne
voci c-kit mutovanej forme. Prebiehaju zatial fazy Il klinic-
kych stadii s niekolkymi preparatmi, problém je vSak okrem
relativne malého poctu pacientov aj v ndbore do studie,
kedZe musia mat vhodnu mutaciu (22).

Biologicka lie¢ba pri mnohych nadorovych ochoreniach uz
dokdzala efektivne prediZit ¢as do progresie ochorenia, ako
aj celkové prezivanie. Donedavna bol MMU ,zlym ochore-
nim“, povaZzoval sa za chemo- aj radiorezistentny, preto jeho
prognoza v V. klinickom $tadiu bola velmi nepriazniva. In-
tenzivny vyskum v oblasti intracelularnych drah, ktoré od-
haluju ,veduce” kaskady onkogenézy pri MM, viedol k na-
jdeniu ucinnej liecby inhibitormi drahy BRAF-MEK-ERK. Tato
terapia je vSak zatial' len pre vybrand podskupinu pacientov
s mutaciou BRAF (40, 45).

Imunoterapia je druhou platformou pre rozvijanie lie¢-
by, a to bez jednoznacného prediktora. Zda sa, Ze existuju
viaceré kontrolné body v protinadorovej imunite, ktoré je
mozné ucinnou cielenou imunomodulaénou lie¢bou ovplyv-
nit tak, Ze sa daju dosiahnut dlhodobé remisie. V nasledu-
jucom obdobi bude doblezité, samozrejme okrem prichodu
dalsich novych molekdl, vediet spravne nacasovat lie¢bu
a vybrat skupinu pacientov, ktori budu mat z tej ktorej lieCby
maximalny prospech pri minimalnych neziaducich ucinkoch.
V sucasnosti adjuvantna liecba interferonom nema dokla-
dovanu ucinnost rovnako ako Ziadna ina sucasnd skusana
adjuvantnd liecba uvedlneho melanému, ani pri moznom
vzplanuti ochorenia nie je na Slovensku indikovana Ziadna
,biologicka“ liecba, ale chemoterapia DTIC.

ZAVER

Mutdcia génu BRAF je potvrdena viacerymi Studiami a to,
Ze sa nachadza najma v malignom melanéme koZe. V roku
2003 Rimoldi a Cruz potvrdil, Ze mutacia BRAF génu sa pri
uvealnom melandme nevyskytuje. Pri histologickom vysled-
ku sa v nasej studii tato mutacia nepotvrdila, aj ked uvealny
melandm a kozny melandm maju rovnaky histologicky za-
klad. Toto je mozno zapricinené aj velmi malym vyskytom
maligneho melanému uvey (6, 42).
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