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Cil prace

Cilem mé bakalatské prace je seznamit se syndromem familidrniho maligniho melanomu a

s melanomem obecné. Vzhledem k vzristajici incidenci maligniho melanomu se vénuji
vyznamu prevence, diagnostiky, 1é€by a genetického testovani. Soucasti této prace je popis
ulohy genit CDKN2A a CDK4 v bunééné proliferaci melanocyti a molekularni interakce s timto
procesem spojené. V praktické ¢asti se zabyvam metodikou pro mutacni analyzu geni CDKN2A

a CDKA4.



1.1. Uvod

Syndrom familidrniho melanomu (Familial Atypical Multiple Mole Melanoma, zkratka
FAMMM) patii do skupiny tzv. hereditarnich nadorovych syndromi. Jedna se o dédi¢nou
polygenni autozomalné dominantni chorobu s inkompletni penetranci, u které je odhadem
5 - 10% pfipadl pfipisovano familidrnimu pGvodu. V této souvislosti se vyzkum zamétuje
predevsim na dva geny CDKN2A a CDK4, kter¢ jsou obvykle zasazeny mutaci (Aspinwall et al.
2008). Zastoupeni genetickych zmén v téchto genech ale neni rovnomérné. V genu CDKN2A se
mutace vyskytuji u 20-40% familiarnich melanomt a 0,2-2% sporadickych melanomt (Foretova
et al., 2009). V genu CDK4 jsou zmény nalézany ziidka, asi u 2 - 3% ptipadi (n = 1 867)
(Goldstein et al., 2006). Mutace v CDKN2A zpusobuje jejich nositelim 58-92% celozivotni
riziko vzniku choroby (Foretova et al. 2009).

VysSe uvedené geny hraji dualezitou roli v regulaci bunéfného cyklu, kde zamezuji
nekontrolovatelné proliferaci bunék. V ptipadé FAMMM se jedna o melanocyty, buiky
zodpovédné za pigmentaci. Melanocyty maji ektodermdlni plvod, vznikaji migraci
progeniterovych bunék z centralni nervové soustavy do kiize a produkuji zde barvivo - melanin.
Maji mnoho vybé&zki, kterymi jsou napojeny na okolni keratinocyty a v jejich cytoplazmé se
nachazi specialni organely pro tvorbu melaninu tzv. melanozomy, pii¢emz jejich velikost je
pfimo umérné tmavSimu zbarveni pokozky.

Snadno 1ze vyvodit, Ze nejcastéji postizenou oblasti je kiize, ziidka mlZe byt nador
pfitomen 1 ve sténé stieva, v oku, mozkomisni plen¢, pohlavnich cestach a v dalSich tkéanich.
Prvnimi postizenymi oblastmi na kiizi byvaji pigmentové névy neboli matefskd znaménka, ktera
hraji roli ve 30-70% piipadech maligniho melanomu, ostatni vznikaji de novo (URL 1).
Pigmentové névy vznikaji diky poruse v embryonalnim vyvoji, pfi¢emz se 20-30% mateiskych
znamének v pribéhu zivota klinicky méni a mohou déat vznik nddoru (URL 9). Ten se na kizi se
objevuje v podobé mnohocetnych neobvyklych malformaci, nejcast€ji v oblasti trupu a
na koncetinach.

Ve srovndni s jinymi epitelidlnimi nadory (pf. basalion, spinaliom) se koZni melanom

vyznacuje rychlym pfechodem do hematogennich nebo lymfogennich metastaz, coz ma mnohdy



fatalni disledek (URL 1). Celkovy vzhled kozniho maligniho melanomu, cutaneous malignant
melanoma (CMM) je z lékaiského hlediska charakterizovan podle nékolika dulezitych
parametrti podrobné uvedenych v kapitole Diagnostika. Tyto parametry maji vyznam z hlediska
diagnostického, prognostického a také z hlediska 1écby. V soucasnosti je nejcastéjSim feSenim

chirurgicka excize, chemoterapie, imunoterapie nebo radioterapie.

1.2. Statistiky

V evropské populaci pifedstavuje maligni melanom 1% piipadd vSech nadorovych
onemocnéni. Pokud se zaméfime na umrtnost, melanomy jsou zodpovédné za 2% z celkového
poctu timrti zapficinénymi riznymi malignitami, coz je v tomto pfipadé dano zejména rychlym
nastupem cetnych metastaz (Loo et al., 2003).

Celosvétovy ro¢ni piiristek CMM se mezi populacemi li$i, odhadem se pohybuje mezi
3 - 7% (Diepgen et al., 2002). V roce 2014 piibylo odhadem na celém svété 76 100 nove
registrovanych osob s malignim melanomem, to je 4,6% ptipadi vSech typti nadort. Pocet umrti

v témze roce predstavoval 9 710, coz je 1,7% vSech tmrti na rakovinu (URL 3). Na obrazku 1

jsou porovnany pocty novych piipadl riznych typt karcinomu pro rok 2014.

Estimated New Estimated
Common Types of Cancer Cases 2014 Deaths 2014
1. Prostate Cancer 233,000 29,480 elanomalofithe ki
represents 4.6% of all new
2. Breast Cancer (Female) 232,670 40,000 e (B T i (1S,
3. Lung and Bronchus Cancer 224,210 159,260
4, Colon and Rectum Cancer 136,830 50,310
5. Melanoma of the skin 76,100 9,710
6. Bladder Cancer 74,690 15,580
7. MNon-Hodgkin Lymphoma 70,800 18,990
8. Kidney and Renal Pelvis Cancer 63,920 13,860
9. Thyroid Cancer 62,980 1,890
10. Endometrial Cancer 52,630 8,590

4.6%

Obr. 1: Porovnani po¢tu novych ptipadt riznych typt rakovin v roce 2014 (URL 3).



Trend ve vzristajici incidenci ovliviiuji faktory nejen dédi¢né, ale i1 geograficka Sitka, vék
nebo rasa. Obecné ma belosska rasa zvySeny sklon k rozvoji melanomu oproti ostatnim rasam.
Riziko rozvoje melanomu do 50 roku zivota se také lokalné lisi. Pro Evropu je to 13%, pro USA
50% a pro Australii 32%. Pokud posuneme vékovou hranici na 80 let, tak pro Evropu je to 58%,
pro USA 76% a pro Australii 91% (Bishop et al. 2002). Pacienti mladsi 20 - ti let tvoii ze vSech
koznich malignich melanomu v populaci 1,3 — 2%, znepokojiva je ovSem stoupajici meziroéni
incidence. U déti mladSich 15 - ti let se pohybuje okolo 1% za rok, ovSem u adolescentd jiz
kolem 7% za rok a u mladych dospélych do 24 let pfesahuje meziro¢ni incidence 12% (Bajc¢iova
2013). Nejrozsitené€jsi je zhoubny melanom u pacientt ve véku od 65 do 80 let. Tyto osoby jsou
déle vystavovany rizikovym faktortim, jako je napiiklad UV zafeni a jiné mutageny poSkozujici

kazi.

1.2.1. Situace v USA a v CR

Ve Spojenych statech americkych je rozvoj CMM pomérné sledovany, proto zde uvadim

nasledujici statistiku.

Pokud porovname vyskyt melanomu v USA, v obdobi od roku 2008 do roku 2012, vzrostl

z 62 480 postizenych osob v roce 2008, na 76 100 v roce 2014. Na zaklad€ dostupnych statistik
je kozni melanom povazovan za 6 - 7. nejcastéji se vyskytujici typ rakoviny (URL 4). Navzdory
alarmujicim statistikdm se zde genetické testovani zamétuje predevS§im na karcinom prsu ¢i
tlustého stieva. Analyza geni pro syndrom FAMMM piekvapivé béZn€ nabizena neni, i kdyz
vSechna tfi zminénd onemocnéni uzce souvisi s dédi€nymi predispozicemi. (Aspinwall et al.
2008).

V USA bylo v roce 2009 pé&t komercnich laboratofi nabizejicich genetické testovani genu
CDKN2A. Jejich cilem bylo poskytnout nejen genetickou analyzu, ale také rozsifit vSeobecné
povédomi o moznostech sledovani dédi¢nych predispozic (Leachman et al. 2009). Ve stejném
roce poskytovali v Ceské republice celkem tfi laboratofe vysetfeni geni CKN2A a CDK4 -
Oddéleni epidemiologie a genetiky nadora MOU Brno, UBLG FN Praha Motol, Onkologické

centrum Novy Ji¢in (Foretova, 2009).



V CR se incidence zhoubného melanomu kize zvysila za poslednich 30 let téméf pétkrat
(obrazek 2) a v roce 2008 jsme se tak zaradili mezi 15 zemi s nejvyssi incidenci. Tato data
pochazeji z Narodniho onkologického registru spravovaného UZIS CR (Ustav zdravotnickych

informaci a statistiky CR) a z databaze demografickych udaji CSU (Cesky statisticky tGad).

C43 - Zhoubni nelanon kiZe

Wivoj v Gasze

25 —4- Incidence

- Mortalita

Pocet pfipadd na 100 000 ozoh

T T T 1T 1T 171 T T T T 1T 1T 17T 17T 17T 17 17T 17T 17T 17T T T
A A Ay 3
SEEEEHESEEEEE8888868EE5SSTSESOEESS
Analuzovana data: MN{inci=dldda, Womori=119d40 http s A csvod .oz

Obr. 2: Poet novych piipadii na 100000 obyvatel a hruba mortalita v CR. Epidemiologie

zhoubnych nadord v CR. Aktuality, zpravodajstvi. Epidemiologie zhoubnych nadora v CR
[online]. [vid-2015-2-27]. Dostupné z: http://www.svod.cz/report.php?diag=C43

Prudky nariist incidence v poslednich letech mize byt disledkem zvySeného povédomi
vetejnosti o rizicich CMM a zkvalitnéni diagnostickych metod. Dalo by se ¢ekat, Ze dojde
zéaroven ke zvySeni mortality, ale diky dodrzovani preventivnich opatieni, v€asnym diagn6zam a
stale moderné;jsi 1écbé se podatilo této hrozbé prede;it.

Pokud porovname vyskyt zhoubného melanomu u dospélych muzii a u zen, nejsou patrné
témer zadné rozdily. Jestlize se zaméfime na mortalitu, u Zen je obvykle niz§i. MuZzi vétSinou
podceniuji prevenci a nasledkem toho muize byt melanom diagnostikovan v pokrocilém stadiu.
V tabulce I je uvedeno srovnani mortality Zen a muzi na 100 000 obyvatel v Ceské republice
za poslednich 30 let. U mladé generace se ovSem vyskytuje vyrazna predominance melanomu

u divek, s vyjimkou déti do 5 let v€ku, kdy je melanom €astéjsi u chlapct (Bajciova 2013).


http://www.svod.cz/report.php?diag=C43

Tab. I: Srovnani mortality CMM muzt a Zen v CR na 100 000 obyvatel v letech 1977 - 2010.

Rok 1977 1978 1979 1980 1981 1982 1983 1984 1985 1986 1987 1988 1989 1990 1991 1992 1993

Celd 0,44 1,26 1,71 1,97 2,29 2,49 2,5 2,45 2,66 2,8 2,72 2,88 2,94 3,46 3,24 3,77 3,59
populace

Muzi 0,69 1,51 19 2,45 2,78 2,66 3,15 2,81 3,25 3,25 35 3,32 3,46 3,79 3,88 4,75 3,89

Zeny 0,21 1,02 1,53 1,52 1,83 2,33 1,88 211 21 2,39 1,99 2,46 2,46 3,15 2,64 2,84 3,31

Rok 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

Celd 3,41 3,78 3,78 3,77 3,63 3,96 3,72 4,26 4,06 4,09 3,94 3,87 4,11 4,37 4,17 4,52 4,41
populace

Muzi 3,61 4,37 4,85 4,37 4,28 4,28 4,36 4,63 4,55 4,66 4,52 4,3 4,97 5,29 4,91 5,35 5,34

Zeny 3,22 3,22 2,78 3,19 3,01 3,66 3,11 3,91 3,59 3,55 34 3,47 3,29 3,49 3,47 3,72 35

1.3. Formy maligniho melanomu

Maligni melanom piedstavuje jeden z nejzhoubnéjsich typt naddort. MiiZe vzniknout nejen
na kizi z pigmentotvornych bunck, ale 1 v jinych tkanich ¢i organech (plice, travici trakt,
sliznice stfeva, mocCovy méchyt, ovaria nebo ocni sliznice) (URL 2). Mimo oblast klze
se ovSem vyskytuje jen vzacné - 92% ptipadi je kozniho ptivodu, 5% ptipadd na o¢ni melanom
a 3% na slizni¢ni melanom. Kozni maligni melanom Ize z 1ékatského hlediska rozdélit do Ctyf
zékladnich patologickych jednotek, kdy se posuzuji pfedev§im tyto parametry: barva, velikost,

okraje a také hloubka zasazené tkang.

1.3.1. Povrchovy maligni melanom

K velmi béznym patii povrchovy maligni melanom (obrazek 3). Tvoii asi 65% vSech
koznich nadorti a postihuje zejména osoby mezi 30. az 50. rokem Zivota. Siii se povrchové, poté
pronika do hlubsich vrstev kiize. Z pocatku je malformace plocha nebo jen mirn€ vystoupla, ma

hnédou barvu a postupné tmavne, v priméru okraje nepiesahuji vice nez 6 mm (URL 2).



Obr. 3: Povrchovy melanom (URL 6).

1.3.2. Nodularni melanom
Dalsim pomérné hojné se vyskytujicim typem nadoru je nodularni melanom (obrazek 4).

Nazev je odvozen od zplsobu Sifeni, kdy se tvofi pii vertikdlnim ristu uzly. Vystupek je patrny
jiz od pocatku vzniku a pronikd do hlubsich vrstev epidermis. Tvoii okolo 20% melanomt a

navic rychle pfechazi do metastaz (URL 2).

Obr. 4: Nodularni melanom (URL 6).

1.3.3. Lentigo maligni melanom
Lentigo melanom (obrazek 5) postihuje zejména star$i osoby a predstavuje pfiblizné 5%

pfipadli melanomu. Na kizi se stfidaji tmavé a svétlé skvrny nepfesné ohranicené, vzniklé

Obr. 5: Lentigo melanom (URL 6).



1.3.4. Akrolentiginozni melanom
Akrolentiginézni melanom (obrazek 6) je bézny v ¢ernosské populaci a tvoii ptiblizné 5%

ptipadii melanomu. Lze jej nalézt na periferiich lidského téla napt. plosky nohou, dlani a

pod nehtovou ploténkou. Muze pfipominat bradavici, modifinu nebo mozol (URL 2).

Obr. 6: Akrolentigindzni melanom (URL 6).

1.4. Histologie koZniho melanomu

Histologicka diagnostika kozniho maligniho melanomu nemusi, ale mtize byt v nékterych
atypickych ptipadech pomérné slozita. V zasadé se rozlisuje nékolik typi maligniho melanomu
uvedenych nize. Dulezitym kritériem je oblast vzniku a Sifeni nadoru, které ma dvé faze,
horizontdlni - radidlni a vertikdlni. V prvni fazi se melanomové builky $§ifi v epidermis
(horizontalné - radialng), druha faze expanze je od povrchu do koria (vertikalné) (URL 2).

Z histologického pohledu lze hloubku nadoru charakterizovat stupnicemi podle Breslowa
nebo podle Clarka. Podle Breslowa se méfi invaze od povrchu aZz po nejhlubsi nadorovy
melanocyt jak je uvedeno v tabulce II. S. Z vysledku I1ze navrhnout vhodny chirurgicky zakrok
popiipad¢ alternativni druh 1é¢by, pfi€emz s vyssi hodnotou se zhorSuje i prognoza.

Stanoveni preziti deseti let je ddno pravé hodnotou Breslowa napt. Breslow 1 mm piezije
85% pacientll, 2 mm asi 72% a 3 mm 58% pacientil. U vétSich melanomt o velikosti 4 mm je to

35% a vice nez 5 mm piezije pouhych 20% pacienti (URL 2).



Tab. 1I: Klasifikace melanomu podle Breslowa (URL 2).

Hloubka invaze melanomu Typické projevy melanomu

Breslow < 0,75 mm Novotvar nemetastazuje. Pacient podstoupi pouze chirurgickou excizi.
Breslow 0,76- 1,49 mm Utvar je vystouply a obvykle nelze jednoznaéné predikovat jeho chovani.
Breslow 1,5- 2,99 mm Nador se §ifi vertikalné a to je spojené s horsi prognozou.

Breslow >3 mm U pacienta doslo ke vzniku metastaz.

Existuje také alternativni klasifikace do skupin I-IV podle Clarka, kdy se hodnoti, do jaké

hloubky nador zasahuje, respektive kterd nejhlubsi tkan je zasaZena viz tabulka III. Od této

vvvvvv

~ ™

Stadium I a II vykazuje radidlni $ifeni nadorovych bunék, stadium III a vyssi, vertikalni. Mira

preziti péti let u pacienti ve IV. stupni stadia je 9-15% (Balch et al. 2001).

Tab. 1lI: Klasifikace melanomu podle Clarka (URL 2).

Stupeii postiZeni podle Clarka Nejhloubéji zasaZena tkan
Clark 1 Melanom zasahl pouze epidermis

= melanom in situ.

Clark 11 Néador prorostl az k papilarni dermis.

Clark 11 Utvar se rozsifil na rozhrani papilarni

dermis s retikularni dermis.

Clark IV Nador prorostl k retikularni dermis a

kolagennim vlaknim.

Clark V Zasazen je podkozni tuk




1.5. Melanomy mimo oblast kiiZe - slizni¢ni a o¢ni melanom

1.5.1. Sliznic¢ni melanom
Melanocyty se vyskytuji také ve sténach respiracniho, gastrointestindlniho nebo

genitourinalniho traktu (URL 2). Ze vSech typl melanomi ptedstavuji slizni¢ni melanomy
Vv bélosské populaci 1%, mezi Asiaty je rozsifen u 5 - 8%. Mé obvykle velmi $patnou prognézu,
protoze je Casto diagnostikovan az v pozdé¢jsi fazi, kdy uz dochazi ke krvaceni ze sliznice (URL
2). Bohuzel ani samotné 1é¢ba nedava pfrilis velké nadéje. Chirurgicky zakrok je obtizny a je
ziejmé, ze rozsah odstranéni sliznice je znaén¢€ omezen. I ptesto je chirurgicky zakrok nezbytny
a navazuje na n¢j aktinoterapie (ozafeni provadéné u mnohocetnych melanomt, podkoznich
metastaz nebo v piipadé zasazeni miznich uzlin) nebo imunochemoterapie.

Co se tyce vyskytu slizni¢nich melanomtl, obvykle se nachézi v dutin€ tstni, nose a hrtanu (40%
az 50% ptipadil), v zevnich rodidlech a pochvé (40% ptipadl), v anorektalni sliznici, jicnu

a mocové trubici (10 - 20% ptipadi). Pétileté pieziti se pohybuje mezi 10 - 42% (URL 2).

1.5.2. O¢éni melanom

Vyskytuje se pomérné vzacné, predstavuje 3 - 5% piipadli melanomul a je CastéjSi u osob
starSich 50 let. Maze mit dvé formy - uvealni a konjuktivalni.

Prvni typ ma pivod v neuroektodermalnich melanocytech duhovky, ciliarnim télisku nebo
choroidey. Pacient obvykle nepocituje bolestivost, ta je pfitomna aZ u sekundarniho glaukomu.
Druhy typ je melanom spojivky, ktery vytvari drobna i1 vétSi, ploSnd nebo uzlovitd loziska
(URL 2).

Vysetieni probihd fotografickou dokumentaci, fluorescencni angiografii (vySetfeni cév) a
sonografii. Lécba uzce souvisi se stddiem a rozsahem melanomu. U v€asného zéachytu
se provadi parcialni iridektomie (chirurgické odstranéni ¢asti duhovky), laserové fotokoagulace
(laserové odstranéni novotvarll) nebo transpupilarni termoterapie (tkanova hypertermie, ktera

v

vede k uzavieni cév). Nejradikalnéjsi je enukleace bulbu (trvalé odstranéni o¢ni koule) (URL 2).



1.6. Melanom a rakovina pankreatu

Recentni studie poukazuji na spojitost mezi vyskytem familidrniho melanomu a nadoru

slinivky bfisni (Onesti et al., 2011; Vanneste et al., 2013; Lynch et al. 2002).
Bohuzel, tento typ rakoviny je velice agresivni a je znamy pro svou Spatnou prognozu a vysokou
mortalitu. To je dano predevsim diagnézou onemocnéni az v jeho pokrocilé fazi a to diky
nejednoznacnym piiznakiim. Nador se projevuje podobné jako zloutenka a je doprovazen
ubytkem télesné hmotnosti. Do jednoho roku po nastupu prvnich ptiznakii obvykle nastane smrt
(Lynch et al., 2002).

Vysokou mortalitu potvrzuji také statistické ufady, podle kterych je karcinom slinivky
¢tvrtou nejcastéjsi pricinou tmrti na rakovinu ve Spojenych statech. V roce 2000 piibylo celkem
28 300 novych ptipadii a 28 200 ptipadi skoncilo tmrtim (Greenlee et al. 2000). Pokud bychom
porovnali incidenci s Ceskou republikou, v roce 2012 u nas bylo hldgeno 2 118 novych piipadi
a v USA 42 885 (URL 5). Ke snizeni mortality by méla ptispét prevence, ktera se zaméfuje
na pacienty se zvySenym rizikem rozvoje nddoru pankreatu napf. na pacienty s FAMMM,
hereditarni  pankreatitidou, Lynchovym syndromem, Peutz-Jeghersovym syndromem,
syndromem familidrniho pankreatického karcinomu a syndromem familiarniho karcinomu prsu
(Novotny, 2013).

Nosi¢i mutace v genu CDKN2A maji 11-17% riziko vzniku nadoru pankreatu a v nékterych
studiich je uvadéna i nachylnost ke vzniku karcinomu prsu (Foretova et al., 2009). Borg et al.
provedli v roce 1999 studii, kterd méla odhalit vztah rakoviny pankreatu k malignimu melanomu.
Bylo testovano 52 rodin se dvéma ¢i vice ¢leny postizenymi melanomem. U 10 rodin
(43 pacientt) byla zjisténa zarode¢na mutace v genu CDKN2A a 41 z nich vykazovalo dokonce
shodnou mutaci ¢.332 334dup, ktera vede k inzerci argininu do proteinu p16/INK4 v pozici 113.
Devét pacientli zaroven rozvinulo rakovinu pankreatu. Navic bylo zji§téno, Ze inaktivaci genu
CDKN2A lze najit témef u kazdého jedince s rakovinou pankreatu. S jistotou vSak nelze tvrdit,
zda je tato dysfunkce pfi¢inou onemocnéni nebo jen jeho akceleradtorem (Borg et al. 2000).

V soucasné dobé¢ probihaji vyzkumy na objasnéni souvislosti téchto onemocnéni.
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1.7. Dédi¢nost

Melanom je autozomaln¢ dominantni dédicné onemocnéni s neuplnou penetranci
a variabilni expresi (heterozygoti nemusi nutné rozvinout CMM) (Scaini et al., 2014). 5 — 10%
vSech pripadl ma dédicny charakter (Florell et al., 2005) a to bylo hlavnim podnétem k hledani
zarodeCnych a rekurentnich mutaci v nejcastéji afektovanych genech - CDKN2A a CDK4,
CDKN2A i CDK4 maji za ukol regulovat G1 fazi buné¢ného cyklu, nutno je vSak podotknout,
ze za nadorové onemocnéni kiize nejsou zodpoveédné pouze tyto geny, ale existuji i jina rizikova
mista v genomu, kterd by mohla hrat vyznamnou roli v patogenezi této malignity (Badenas et al.,
2012). Mutace v genu CDKN2A se vyskytuji u 20 - 40% ptipadi melanomu s rodinnou zatézi
(Foretova et al., 2009) a v genu CDK4 pouze ve 2 - 3% ptipadl (n = 1 867) (Goldstein et al.,
2006).

Vliv dédi¢nosti je tedy v ptipadé¢ maligniho melanomu nesporny. Dtlezitou roli hraje také
celkovy pocet onemocnéni v roding, naptiklad pravdépodobnost vyskytu mutaci v CDKN2A
Vv rodinach s jednim postizenym piislusnikem je 1%, se dvéma 4%, tfemi 8% a vice jak tfemi
38% (Leachman et al., 2009; Goldstein et al. 2006). Pokud se vyskytuje melanom u tiech a vice
¢lend a soucasné se vyskytuje v této rodin€ i karcinom pankreatu, je mutace v genu CDKN2A
detekovéana ve vice jak 72% (Leachman et al., 2009). Primérny vek stanoveni prvni diagndzy
melanomu u pacientt z rizikovych rodin je 30 - 40 let, zatimco v rizikovych rodinach pro CMM
bez mutace je to 40 - 50 let (Leachman et al., 2009). Z toho je patrny vyznam primarni

I sekundarni prevence, ale i genetického testovani.

1.8. Patofyziologie

1.8.1. Vliv kancerogenii
Dalsi vlivy, které mohou pfispét ke vzniku melanomu, jsou latky oznacované jako

kancerogeny. Jednd se o faktory chemické (napf. anorganické soli arzenu), fyzikalni
(napf. ionizujici zafeni - tvorba zlomti DNA a kyslikatych radikalt), biologické (napf. zanét,
potlacena imunitni odpovéd, viry). Ty ovliviiuji pfimo ¢i nepfimo genom a mohou hrat zasadni

roli v procesech probihajicich v bunice. Pfimy tc¢inek je dany vlastnostmi faktoru a nepfimy
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zahrnuje navic biotransformaci v organismu, vzniklé zmény jsou bud’ reverzibilni, nebo
ireverzibilni. Obvykle nevratny t¢inek maji genetické kancerogeny, které piimo ptisobi na DNA
bunky, naptiklad pro chemické latky je charakteristicky vznik kovalentnich vazeb s DNA.
Neptimy vliv maji epigenetické kancerogeny jako imunosuprese, hormondlni reakce nebo

cytotoxicita. Kompletni kancerogeny jsou kombinaci obou piedchozich typt.

Piehled nejcastéjsich rizikovych faktort spojenych s melanomem:
« veknad 50 let

« citlivost na slunecni zafeni, spaleni

«  buldzni dermatitida

. atypické névy nebo névy presahujici 20 cm

« dédicnost

. pigmentova skvrna vykazujici zmény vzhledu

. imunosuprese

. opalovani v solariu

1.8.2. Vliv ultrafialového zaieni

UV zéafeni ma nékolik slozek, které nestejnomérné ptispivaji k rozvoji melanomu, jak
popisuje tabulka IV. Nejrizikovéjsi je UVB zafeni o vinové délce 280 — 315 nm, které vede
K tvorbé dimerti thyminu. Vlastni nartist UV zafeni je ovlivnén zejména Sitkou 0zonové vrstvy
ve stratosféfe. Pro predstavu desetiprocentni Ubytek ozonu znamena 20% nartist UV zafeni
na zemském povrchu a 40% narust vzniku kozni rakoviny. Na konci 60. let minulého stoleti
se nad nasim uzemim ztencila vrstva ozonu z cca 345 Dobsonovych jednotek (DU) na 320 DU,
tedy 0 7% (URL 6). O deset let pozdé&ji, v roce 1970, bylo u nas hlaseno 316 piipadti melanomu,
v roce 2000 to bylo jiz odstrasujicich 1 413 (URL 7) a v roce 2012 Ustav zdravotnickych

informaci a statistiky CR zaznamenal 2 0193 piipadti CMM.
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Tab. IV: Typy UV zéieni a jejich disledek (URL 8).

Typ UV zafeni | VInova délka Disledek
UVA 320 - 400nm Vysoké davky vedou k okamzitému zhnédnuti, starnuti kiize, CMM.
I v men$im mnozstvi zptisobuje CMM, spaleni ktize, zhnédnuti
uvB 290 - 320nm
s Casovym odstupem.
uvC 200 - 290nm Pohlceno v atmosféte.

1.8.3. Vliv prostiedi
Vliv prosttedi ma pii rozvoji CMM velkou roli, avSak pravdépodobnost vyskytu u osob bez

rodinnych predispozic je nizkd, okolo 1% (Badenas et al., 2012). Nenosi¢i mutace pochéazejici
z rodin, kde se defekt vyskytuje, maji 1,7 krat zvySenou Sanci na vznik melanomu oproti ostatni

populaci (Foretova et al. 2009).

Celkovy dusevni stav a spravna zivotosprava se zasadn¢ podili na velikosti u¢inku okolniho
prostiedi 1 z hlediska onemocnéni organismu. Organismus se mizZe 1épe vyrovnat s jakoukoli

zatézi, paklize je v dobrém psychickém i fyzickém stavu.

1.9. Pigmentace

Pigmentové buniky tzv. melanocyty maji v patofyziologii CMM zasadni vliv. Jedna
se 0 dendritické buiiky neuroektodermalniho ptivodu vyskytujici se ve stratum bazale epidermis
a jejich hlavni funkci je produkce cernohnédého melaninu tzv. eumelaninu, kterym
pak prostiednictvim vybézku zasobuji okolni keratinocyty. Dusledkem je opaleni pokozky.
Syntéza eumelaninu probiha ve specialnich va¢cich melanocytl nazyvanych melanozomy.

Vznik pigmentu je tedy kontinualni proces a je k nému zapotiebi, aby buiika byla vystavena
sluneénimu zafeni. UV slozka zpisobi uvnitf melanozomi produkci intermedinu
(melanotropinu, hormonu hypotyzy), ktery stimuluje vznik melaninu. Melanin se dale pienese
do okolnich keratinocytli (1 melanocyt je schopny zasobovat cca 36 keratinocytll) a tim zbarvi
pokozku do hnéda (JareSova Ruzickova, 2013). Intenzita pigmentace je pfimo imérna velikosti

melanozomul.
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Zbarveni vlasii nebo pokozky je podminéno hustotou a ploSnym rozlozenim pigmentu, dale
1 mnozstvim a typem barviva, jak je uvedeno nize v tabulce V. U zrzavych vlasu je typicka
vysoka produkce feomelaninu (Cerveny a zluty pigment), ktery se vsak fenotypové projevi jen

V pfitomnosti eumelaninu.

Tab. V: Barva vlasového vlakna podle typu a hustoty melaninu.

Barva vlasi Typ barviva Hustota vyprodukovaného
barviva
cerné eumelanin vysoka
hnédé eumelanin nizka
blond eumelanin niz8i nez u hnédych vlasa
$pinava blond | feomelanin nizka
Zrzava feomelanin vysoka

Byla prokéazéana existence vice nez 120 gent ovliviiujicich pigmentaci (Udayakumar et al.
2010). Patii mezi n¢ naptiklad HCL3, BRHC, RHC, OCA2, HERC2, SLC24A4 a dalsi
(Udayakumar et al. 2010), které riznou mérou pfispivaji ke vzniku prekurzori melaninu, jako
jsou tyrozin a glykoprotein 100 (strukturni protein melanozomu). Transformaci tyrozinu
v dihydroxyfenylalanin (DOPA) a dale v dopachinon nakonec vznika melanin.

Pokud bychom uvazovali jen tfi typy zbarveni vlasového vlakna (hnéd4, blond, zrzava),
pak vztah mezi geny je oznaovany jako dominantni epistaze. Gen HCL3 (fenotypové spojeny
s hnédou duhovkou) nebo BRHC (fenotypové spojeny se zelenou duhovkou) pro hnédé zbarveni
vlast funguje jako dominantni, gen RHC pro zrzavé vlasy je hypostaticky ve vztahu ke genlim

pro hnédé zbarveni vlasi a geny x (doposud neidentifikovatelné) pro blond barvu vlasi jsou

recesivni.
HCL3 (BRHC) > RHC > X
HR_ hhR_ hhrrxx
H rr
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1.9.1. Melanocortin-1receptor (MC1R)

V procesu pigmentace ma esencialni vyznam melanocortin-lreceptor (MCIR), ktery
se nachazi na povrchu melanocyti. Jednd se o 7 - transmembranovy G-protein, ktery hraje
vyznamnou roli v pigmentaci. Jeho funkci zasadné€ ovliviiuje melanotropin - adrenokortikotropni
hormon.

Spojenim MCI1R receptoru a hormonu o melanotropinu (aMSH) dojde k vytvofeni signalu
pro aktivaci procesu pigmentace a syntéze cyklického 3°,5 adenosinmonofosfatu (CAMP), ktery
aktivuje tyrozynazu. Nasleduje syntéza tyrozinu, pteména v DOPA a vznik melaninu. Celou
reakci reguluje microphthalmia-associated transcription factor (MITF), ktery je podrobné

popsan nize (Jin et al, 2012).

Varianty MC1R receptoru
Samotny gen MCIR vykazuje zna¢ny polymorfismus zejména v kavkazské populaci

a vznikéa nékolik typi MCIR receptoru (Badenas et al., 2012). Varianty MCI1R receptoru maji
dédicny charakter a urCuji nejen zbarveni vlasi a pokoZzky, ale i citlivost k UV zéfeni
(Badenas et al., 2012).

Podle toho, zda bunka produkuje vice eumelaninu (hnédy az Cerny pigment) nebo
feomelaninu (Cerveny a Zluty pigment), l1ze rozlisit dva stavy MC1R receptoru (normalni nebo
neaktivni ¢i blokovany). Mutace vyskytujici se v genu MC1R maji dopad pfedevsim na funkci
receptoru. Mutovana forma MCI1R S$patn¢ interaguje s aMSH nebo dojde k dysfunkci na urovni
CAMP, jehoz mnozstvi se v bufice sniZuje a naopak se zvySuje mnozstvi feomelaninu (Palmer et
al. 2000).

« Normalni stav MCIR - burika vykazuje vétsi produkci eumelaninu. Pigment je hnédy
az Cerny a pokozka je fotoprotektivni na rozdil od druhé formy.

« Neaktivni nebo blokovany MCIR - vys8si produkce feomelaninu, pigment je Zluty
az Cerveny. Feomelanin je nestabilni viici UV zafeni a mtze diky superoxidovym nebo
hydroxylovym radikaliim poskodit DNA.

Osoby se specifickymi variantami MC1R  jsou nosici ,,R* nebo ,,r** alel, které jsou vice ¢i méné

spojovany s RHC (red hair colour) fenotypem - svétlou pleti, mnozstvim pih, zelenyma

a modryma ocima. Tito lidé se navic Spatné opaluji a ¢asto u nich dochazi k poSkozeni epidermis
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v disledku UV zéfeni a nasledné kancerogenezi (Badenas et al., 2012).
Mezi alely ptisobici na RHC fenotyp se fadi rtizné varianty MCIR (tabulka VI). U RHC
fenotypu se bézné vyskytuji varianty s jednou ,,R* alelou, méné Casto se dvéma ,,RR* alelami
anejméné s ,,r* alelou.

Vsechny nize zminéné varianty MCI1R receptoru maji nejen odlisné slozeni aminokyselin,
ale maji i riznou schopnost vazat a-MSH, a to zpravidla mensi nez normalni stav MCI1R. To ma

za nasledek zvySeni produkce feomelaninu a vznik RHC fenotypu (Udayakumar et al. 2010).

Tab. VI: Rozdéleni typi MCIR receptori podle asociace s ,,R”, ,,RR” nebo ,r” alelou
(Udayakumar et al. 2010).

Alely Varianty MCL1R receptoru

R” | p.Asp84Glu | p.Argl51Cys | p.Argl60Trp | p.Asp294His

-RR” | p.Argl42His | p.lle155Thr

r” | p.Val60Leu | p.Val92Met | p.Argl63Gin

U nositel dvou RHC alel, riziko CMM vzroste 4x az 6x oproti lidem bez RHC alely.
PakliZze pacient navic pochazi z rodiny, kde byla rakovina ktze jiz diagnostikovana, riziko je
aditivni (Badenas et al., 2012). Né&kter¢ varianty MCI1R (Argl51Cys, Argl60Trp and Asp294His)
maji dokonce vliv na zvySeni penetrance CDKN2A nebo na sniZzeni v€kové hranice U prvni

diagnézy CMM (Udayakumar et al. 2010).

1.9.2. Microphthalmia associated transcription faktor (MITF)
Faktor MITF je dilezity pfi pfepisu mnoha genii a v fad¢é signalnich drah, v ptipadé

melanocytl se vaze na sekvenci DNA genovych promotort (napf. tyrosinasa, TRP-1 a TRP-2)
(Lee et al., 2014). Zasadni je vSak aktivace genu DIAPHI1 pomoci faktoru MITF. Gen DIAPH1
kéduje protein Dial, ktery je nezbytny v reorganizaci cytoskeletu melanocyti. Koncentrace
MITF a Dial spolu navzajem koreluji a jejich zvySend hladina zabezpecuje pieziti melanocytt,
tudiz MITF pusobi pro-proliferacné. ZvySena exprese MITF navic vede ke snizeni invaze bun¢k
melanomu (Carreira et al., 2006).

Faktor MITF byl siln¢ amplifikovany, mutovany nebo nadmérné exprimovany u fady
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melanomu (Carreira et al., 2006). Jak bylo jiz uvedeno, je nezbytny v udrzeni piezivani
melanocytll a pouziva se jako marker pii diagnostice metastazujiciho nadoru, kdy je sledovana
exprese izoformy MITF - M. Cilenou dysfunkci tohoto faktoru Ize blokovat antiapoptotické
mechanismy, diky tomu by MITF mohl byt vhodny k vyuziti v genové terapii. Bohuzel,
problémem v aplikaci nadale ztstavaji neobjasnéné vztahy mezi dalsimi kofaktory (Price et al.,
1998).

1.10. Geny CDKN2A, CDK4 a dalsi

1.10.1.Cyklin-dependent kinase inhibitor 2A (CDKN2A)
Nejveétsi pozornost v souvislosti s FAMMM je vénovana genu CDKN2A, ktery se nachazi

na chromozomu 9p21. Je slozen ze 4 exonil a mechanismem alternativniho splicingu (variabilni
sestfih intron-exonovych oblasti) a pouzitim riznych promotort, dava vznik nékolika

isoformam (obrazek 7).

CDKN2A
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Obr. 7: Schéma struktury genu CDKN2A a dvou moznych prepisi (Chudnovsky et al., 2005).

Isoforma P16/INK4
Isoforma 1 je sloZzena ze 173 aminokyselin a je pfedlohou pro protein p16/INK4, ktery se sklada

zexonu la, 2 a 3. Tento protein pusobi v kontrolnim bod¢ G1 faze bunééného cyklu, kde
inhibuje komplex CDK4/6. Burika tim padem nemuze pokracovat do S faze a délit se. Struktura
pl6/INK4 je unikatni pfedevS§im ve Ctyfech repeticich proteinu ankyrinu. Ten vytvari dva
antiparalelni fetézce a formuje tak vazebnou Stérbinu pro CDK4/6. Vazba mezi témito proteiny
vykazuje vysokou afinitu. V piipad¢, Ze dojde k zdmeéné jediné aminokyseliny v p16/INK4,
vysoka afinita protein-protein je porusena a bunéény cyklus mize pokracovat do dalsi faze

bunécného déleni (Scaini et al., 2014).
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Za normalni situace o toto vazebné misto kompetuji dva proteiny pl16/INK4 a cyklin D.
Pokud ristové faktory nebo onkogeny zplsobi nadprodukci cyklinu D, vytvoii se komplex
CDK4/6-cyklin D. Dale se fosforyluje protein retinoblastoma (RB) a to vede k uvolnéni
transkripcniho faktoru E2F1, ktery v jadfe stimuluje expresi cyklinu E. Opét se vytvoti komplex
cyklinu tentokrat E a CDK2 a bunka piejde do S faze. Mimo jiné, signalni drahu pro vznik
p16/INK4 up-reguluje transkripéni faktor MITF, ktery v buné¢ném cyklu melanocytt dohlizi
na spravnou funkci antiapoptotickych a pro-proliferacnich signalii a to tak, ze musi byt pfitomen

v piepisu genu pro antiapoptoticky protein bcl-2 a CDK2 (Lee et al., 2014).

Isoforma pl4/ARF
Mensi transkript - isoforma 2 obsahuje 156 aminokyselin. Jedna se o protein pl14/ARF a je

sestaven z exonu 1B, 2 a 3 (Onesti et al., 2011). P14/ARF zprostiedkovava zdrzeni v G1 a G2
fazi pomoci interakce s proteiny HAm2 a p53 (Soufir et al. 2004). P14/ARF se za normalni
situace vaze na protein Hdm2. Mutovany neni schopen této vazby, tudiz volny Hdm?2
ubikvitinaci oznaci protein p53 a prednostné ho destruuje (obrazek 8). Degradace p53 je
pro buiku zasadni, proto se tomuto problému podrobné vénuji v kapitole s nazvem Dalsi geny

dulezité v patofyziologii melanomu.
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Obr. 8: Role p16 a pl4 v bunééné proliferaci (Chudnovsky et al., 2005).
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Isoforma p12
Treti mozna varianta, kterd vznikd piepisem CDKN2A je protein pl2. Molekulova

hmotnost tohoto proteinu je 12kDa a obsahuje 116 aminokyselin. Do jist¢ miry se kodujici
oblast shoduje s pl16/INK4A. S p16 maji spoleCny promotor, ktery je slozen také z exonu la,
navic je zde alternativni donorova oblast intronu 2 s termina¢nim kodénem (Robertson et al.
1999). Tudiz p12 ma jiny C-konec a neinteraguje s CDK4.

Protein p12 je exprimovan piedev§im ve slinivce, v nadorovych bunkach potlacuje aberantni
rust bun¢k bez interakce s geny RB nebo TP53. Vznikajici mRNA, ktera je ptfedlohou pro p12
unika mechanismu nonsence - mediated mMRNA decay (NMD) kontrole. Tato kontrola je
charakteristickd pro eukaryota a zabezpeCuje degradaci zkracené mRNA diky pfitomnosti

v

zatim nejsou znamé (Robertson et al. 1999).

Isoforma p16 gamma
Dalsi isoforma, pl6 gamma ma identicky exon 1 a 2 s p16/INK4. Navic obsahuje 197 bp

dlouhy fragment (exon 2 gamma), ktery se nachdzi mezi exonem 2 a 3. Principialné se jedna
o isoformu pl6/INK4, ktera vznikla alternativnim splicingem, ne inzerci vySe uvedeného
fragmentu. S pl16/INK4 se pl6|gamma shoduje v terciarni struktufe a stejné tak reguluje
bunéény cyklus v G1 fazi inhibici CDK4. Exprese isoformy pl6gamma je nizkd u normalnich
mononukledrnich buné€k, zatimco v bunéénych liniich, které se rozvinuly v nador, bylo mnozstvi
tohoto proteinu prokazateln¢ vyssi. P16 gamma je za normalni situace degradovana procesem
NMD, v nadorovych buiikach ovS§em tomuto procesu unika, a proto je jeji hladina zvySena (Lin

et al. 2007).

Isoforma p19/ARF
Isoforma 5 se v literatuie uvadi jako protein p19/ARF. Jedn4 se o homologa k p14/ARF

exprimovaného u mysi. Ve srovnani s p14/ARF je pl9/ARF delsi, obsahuje 169 aminokyselin
a prevazuje zde arginin (22%). Exon 1 je identicky z 45% a celkové se tyto produkty shoduji
Z 50%. V bunécném cyklu p19/ARF pusobi jako inhibitor proliferace diky interakci s proteinem
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Mdm2 (homolog Hdm2 u mysi) (Ouelle et al., 1995).

Isoforma smARF
Posledni variantou je isoforma 6 jinak znamé jako smARF. Je to kratSi forma mRNA, ktera se

vyskytuje u mysi a je homologem k lidské mRNA pro protein pl14/ARF. Ma mitochondridlni
puvod a je schopna indukovat apoptozu. SmARF je za béznych podminek rychle degradovana
proteazomem. Jestlize bunka dostane Spatny signal, mize dojit ke kumulaci smARF. Vyssi
koncentrace smAREF je pfi¢inou rozestoupeni mitochondridlni membrany a bunécné smrti, proto
je exprese smARF regulovana mitochondrialnim proteinem p32, ktery je stejny u lidi i u mysi
(Reef et al. 2007).

1.10.2.Cyklin-dependent kinase 4 (CDK4)

Gen pro CDK4 se nachdzi na chromozomu 12q14 a obsahuje 8 exond. Protein, ktery tento
gen koduje, je tvofen celkem 303 aminokyselinami a patii do rodiny serin-threoninovych kinaz.
V buiice je jeho pfitomnost esencialni v G1 fazi. Aktivita proteinu je vSak omezena od G1 do
S faze a je pfisn¢ kontrolovana proteinem pl16/INK4, ktery pusobi jako inhibitor na komplex
CDKA4/D-cyklin (Scaini et al., 2014).

CDK4 je nezbytna pro fosforylaci proteinu RB plisobiciho jako tumorsupresor.

Protein RB je za normalni situace navdzany na E2F. Komplex cyklin D/CDK4/6 fosforyluje RB
a uvolni tim transkripéni faktor E2F, ktery se vaze na promotor genu pro cyklin E. P16/INK4 je
tedy zaroven inhibitorem CDK4 (Scaini et al., 2014).
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1.10.3.Dalsi geny dileZité v patofyziologii melanomu
Tumor protein p53 (TP53) a retinoblastoma 1(RB1)

TP53 a RBI1 patii mezi nejvyznamnéjsi tumor supresorové geny. K dysfunkci gentt TP53
nebo RB1 a vzniku maligni transformace je zapotitebi, aby dosSlo k poskozeni obou alel
(recesivni typ dédi¢nosti) - to je zdsadni rozdil oproti onkogeniim.

TP53 byva n¢kdy oznacovan jako “strdzce genomu”. Protein p53 mé za ukol odhalit
poskozenou DNA, paklize takové misto v genomu nalezne, builka ma na vybér ze dvou
moznosti. Pozastavi proliferaci transkripci proteinu p21 a pokusi se o reparaci DNA nebo
pti velkém poskozeni navodi apoptdzu.

Pro vétSinu tumort je typickd inaktivace signalni drahy pro protein p53. U kozniho
melanomu to ale neni pravidlem. Z 645 testovanych melanomil bylo potvrzeno pouze 85 (13,2%)
UV zatenim (Hocker and Tsao 2007). Mechanizmu jakymi dojde k naruseni funkce p53 je
nékolik. Muze dojit k amplifikaci Hdm2, coz je Castéjsi ptipad nebo vzacné k mutaci v TP53.
Pfirozenou obnovu funkce zajist'uji malé molekuly - antagonisti HIm2 napt. Nutlin-3 (Ji et al.
2012).

RB1 ma za tkol udrzovat buiiku v interfazi. Produktem tohoto genu je p.105RB neboli RB
protein. Za normalni situace se RB protein vaze na faktor E2F a plisobi jako negativni regulator.
Fosforylaci 1ze RB protein inhibovat a buiika postoupi do S-faze. Mutace v RB1 casto vedou

k malignim nadortim sitnice, u dédi¢né formy jsou to téméf vzdy bilateralni formy.
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1.11. Kinazy a signalni drahy

V buiice je fada enzyml a proteint, které se podileji na proliferaci, diferenciaci nebo
prezivani melanocytli. Je ziejmé, Ze vSe musi podléhat piisné kontrole, a proto buiika vyuziva
slozité signdlni drahy, jako nastroj k regulaci bunécného cyklu.

V primarnich epidermalnich bunikach plsobi RAS onkogen na ptechodné snizeni exprese
CDK4 pficemz je bunécny cyklus zastaven v G1 fazi. Ma-li se bunka délit, vytvoii se komplex
CDK4 s cyklinem D. Pfi tumorogenezi CDK4 spolecné s RAS proteinem zméni strukturu
komplexl s cyklinem D a cyklinem E a umozni, aby bunika piesla do S faze. V podstaté tak

poskytnou ochranu pied inhibitorem INK4 (Lazarov et al. 2002).

1.11.1. MAPK signalni draha-RAS/RAF/MEK/ERK

Celd signdlni drdha je zaméfena predevSim na proliferaci a preziti bunck, tudiz
dysregulace MAP kindzy vede ke Spatné zivotaschopnosti melanocytd. Vzniklé mutace
v MAPK maji somaticky charakter a vyskytuji se pfedevSim u metastazujicich melanomi
napiiklad mutace BRAF zptsobi hyperaktivaci této drahy a urychli proliferaci melanocyti
(Mercer and Pritchard 2003).

Z 1ékatrského hlediska se sleduji mutace zahrnujici MAPK signélni drédhu v jiZ rozvinutych

nadorech (ne predispozicné) a to predevsim kvili specifické 1éCbe.

Protein RAS
Geny z rodiny RAS koduji malé molekuly patfici do skupiny GTP vazebnych proteint.

Maji za kol organizovat cytoskelet, napomahat pfi transportu proteind a diferenciaci bun¢k
(Roberts, 2007). RAS geny piedstavuji v genomu oblasti, které jsou obzvlasté¢ nachylné ke
zméndm. Pokud dojde v tomto genu ke zmeéné, RAS zistane aktivni a buiika se nekontrolovatelné

déli, pokud ovsem nezasahnou regulatory jako p53, p16INK4A a p14ARF (Roberts, 2007).
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Protein RAF
Vsechny proteiny z rodiny RAF, maji shodné tii konzervativni oblasti - CR1, CR2 a CRS.

Prvni doména obsahuje specifické misto pro navazani RAS proteinu, druhd oblast je
zodpovédna za regulaci BRAF kindzy a tieti doména je zodpovédna za aktivaci RAF enzymu
pomoci fosforylace (Mercer et al., 2003).

RAF, tvoifi homo nebo hetero dimery, které jsou pozitivné regulovany RAS proteiny.
Nasledkem vytvofeni dimeru dojde k aktivaci enzymu RAF. Ze vsech ¢lent kindz RAF rodiny,
ma BRAF nejsilngjsi enzymatickou aktivitu. Diky tomu stimuluje proliferaci bunky a zabrauje,
aby dochazelo k apoptdze. Je to jeden z hlavnich genli, ve kterém dochdzi k mutacim

u nadorovych bunék (Mercer et al., 2003).

Regulacni kinazy MAPK a ERK
Spoustééem pro signalni drahu MAPK je maly protein RAS, ktery je spjaty s receptorem

EGFR na vngjsi strané bunééné membrany (Roberts, 2007). Tento protein existuje ve dvou
formach, podle toho, na jakou molekulu se vaze Ras-GTP/Ras-GDP, coz ovliviiuje, jestli je
anebo neni funkéni. Komplex RAS-GTP pteda signal o aktivaci serin - threoninové kinazy RAF,
ktera dale aktivuje kinazy MAPKK (mitogen - activated protein kinase - kinase) v literatufe
nazyvanou také jako MEK a ERK (extracellular regulated kinase) (Roberts, 2007). Aktivovana
ERK vstupuje do jadra, kde fosforyluje riizné transkripcni faktory a ovliviiuje tak expresi mnoha
genll. Nejdulezitéjsi je stimulace ptepisu genu pro ligand TGFe, ktery se vaze na EGFR a pisobi
jako zpétna vazba v signalni draze (Roberts, 2007). Mutace v genu pro RAS, RAF nebo
overexprese EGFR zplisobi stidlou aktivaci MAPK signalni drahy, coz je znazornéno

na obrazku 9 (Roberts, 2007).
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Obr. 9: Signalni draha, ktera vede k proliferaci bunky cestou PI3K a pies MAPK (Roberts et al.,
2007).

1.12. Prehled mutaci a jejich dusledek

Mutace v genu CDKN2A nejsou bézné u sporadicky vzniklych melanomi, naopak jsou
typické pro familiarni melanomy, tudiz se jedna o zarodecné mutace (Soufir et al., 2004).
Nejcastéji afektovanou oblasti je exon 2, ktery je spolecny pro pl16/INK4 1 pro p14/ARF (Scaini
etal., 2014).

Bylo nalezeno velké mnoZstvi riznych bodovych mutaci v genu CDKN2A. Nékteré jsou
vice frekventované, jiné se vyskytuji sporadicky, bohuzZel nelze u vétSiny z nich s jistotou
stanovit, zda jsou patogenni, proto v dalsi kapitole uvadim konkrétni studii, kterd zahrnovala

vzorek pacientli pochdzejicich z celého svéta.

Frekvence mutace v genu CDKN2A stoupa:
a) s vétsim poctem postizenych piibuznych
b) s pfitomnosti mnohonasobného melanomu

¢) s rozvojem rakoviny pankreatu.(Soufir et al., 2004)
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1.12.1.Meta-analyza vyskytu CMM - GenoMEL
Melanoma Genetics Consortium (GenoMEL) vytvofil doposud nejvétsi vyzkumny projekt

tykajici se familiarniho melanomu. GenoMel byl zaloZzen v roce 1977 a piedstavuje nejvétsi
védeckou neziskovou organizaci se zaméfenim na familidrni melanom. Cilem je sdileni
ziskanych dat a sdruzovani vysledkt v celosvétovém méritku.

Podle studie, kterd zahrnovala 466 rodin (celkem 2 137 vySetfenych jedincll) s nejméné
3 pfipady CMM v roding, byla detekovana u 190 rodin (41%) mutace. Z toho u 178 rodin se
tykala isoformy p16/INK4, u 7 rodin byla mutace detekovana v isoformé p14/ARF a u 5 - ti
rodin v genu CDK4. V tomto genu se obecné mutace vyskytuji jen velice vzacné, a pokud ano,
zasahuji pfedevs§im exon 2, ktery kéduje vazebné misto pro p16.

Celkem bylo detekovano 66 ruznych mutaci u 190 postizenych rodin. V genu pro CDKN2A
bylo odhaleno 65% missense mutaci, 16% deleci, 7% inzerci nebo deleci a 5% ostatnich typt
mutaci (nesmyslné nebo sestfihové). Mutace byly detekovany v 40% v exonu la a v53%
v exonu 2 (Goldstein, et al. 2006).

Vyskyt nejfrekventovanéjSich mutaci v genu CDKN2A uvéadim niZe v tabulce VII spole¢né

s poc¢tem rodin, u kterych byl defekt zachycen.

Tab. VII: Nejfrekventovangjsi mutace v genu CDKN2A (Goldstein, et al. 2006).

Lokace mutace Typ Pocet rodin s detekci
5-UTR CDKN2A c.-34G>T 11
Exon la c.32_33ins9-32 6
Exon la c.71G>C 9
Exon la c.95T>C 6
Exon 2a €.159G>A 19
Exon 2a €.225_243del19 21
Exon 2a c.301G>T 16
Exon 2a €.331_332insGTC 11
Intron 2 C.IVS2-105A>G 11
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http://chromium.liacs.nl/LOVD2/variants.php?select_db=CDKN2A&action=view&view=0004545,0000015,0
http://chromium.liacs.nl/LOVD2/variants.php?select_db=CDKN2A&action=view&view=0004552,0000022,0
http://chromium.liacs.nl/LOVD2/variants.php?select_db=CDKN2A&action=view&view=0009535,0000104,0

Vyskyt konkrétnich mutaci koreluje nejen s familiarni zatézi, ale i s geografickou lokalizaci.
Vyse popsana studie, kterd zahrnovala 466 rodin z téchto oblasti: Velk4 Britanie, Spanélsko,
Italie, Francie, Nizozemsko, Svédsko, Australie a Severni Amerika, potvrdila, ze né¢které mutace

mohou byt lokaln¢ specifické, jak ukazuje graf na obrazku 10.
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Obr. 10: Graf zavislosti vyskytu konkrétnich mutaci na geografickém métitku (Goldstein et al.,
2006).

Jak jsem uvedla vyse, gen CDK4 je mutovany jen zfidka. Zpravidla byvéa zasazen exon 2
a témér vzdy se jedna o bodové mutace, konkrétné substituce. Do roku 2008 bylo pozorovéano
pouhych 15 pfipadi rodin s mutacemi v CDK4 na celém svété. U pacienti byly nejcastéji
pozorovany mutace - Arg24His a Arg24Cys v exonu 2, ktery koduje vazebné misto pro pl6
(Goldstein et al., 2002).
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1.12.2.Velké genové piestavby v genech CDKN2A a CDK4
Velké genové prestavby v genech CDKN2A a CDK4 nejsou obvyklé. Casto jsou spojovany

se spolecnym vyskytem melanomu a nadoru centralni nervové soustavy (Pasmant et al., 2007).
Ve studii Leuseura et al. (2008) bylo testovano 214 osob a mutace byly zachyceny u 48 jedinct.
Delece byla detekovana pouze u jednoho pacienta (exon la +1712bp_exon 2 +873 bp) (Lesueur
et al., 2008).

1.12.3. Mutace u metastazujicich nadorii
NRAS

Mutace v NRAS jsou hojné u metastazujicich melanomt, proto je genetické testovani tohoto
genu dulezité z hlediska spravného lécebného postupu. Zmény v genu NRAS jsou nejcastéji
bodové mutace a zahrnuji zejména kodén 61. Déle jsou to 181 C>A (Q61K - zdména glutaminu
za lysin) a 182 A>G (Q61R - zaména glutaminu za arginin) (Ekedahl et al, 2013).

BRAF

Pfitomnost mutace v genu pro BRAF kindzu je zvySena u metastazujicich nadord (59 %
pacienti s CMM) a nepiimo koreluje s vékem (Curtin et al., 2006). Diagnostika této aberace je
vyznamna pro navrzeni U€inné terapie, napiiklad pouziti 1éku vemurafenibu prikazné vedlo
ke zmenseni nadoru u pacientt s BRAF mutaci, naopak stejny 1€k u nadori bez mutace
nepusobil.

BRAF mutace, konkrétné V60OE - zaména valinu za kyselinu glutamovou (1799 T>A) ma
za nasledek ztratu schopnosti melanocyti se samostatné transformovat. Mutace V600E
se vyznacuje jednak tim, ze dochazi k mnohocetnému zesileni G¢inku enzymu, a taktéz lze
BRAF aktivovat bez signalniho proteinu RAS. Navazuje kaskada procest jako je zesileni
MAPK signalni drahy, coz vede k zvySené proliferaci a odolnosti bun¢k (Mercer et Pritchard,
2003). Vznikaji nové cévy a nador je tim 1épe zasobovan zivinami.

Druhou nejc¢astéjsi mutaci je V600K - zdména valinu za lysin (1798_1799 GT>AA). Dale
byly pozorovany varianty: V600OR (1798 1799 GT>AG), V600G (1799 T>G), V600D
(1799_1800 TG>AT) (Qi, He et al, 2011).
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1.13. Riizné pristupy k detekci mutaci v genech CDKN2A a CDK4

V této kapitole uvadim nejrozsifenéjsi metody pouzivané k analyzdm genti podle typt
zjisStovanych mutaci. Vzhledem k tomu, Zze v genech CDKN2A a CDK4 jsou popisovany
predevsim bodové mutace, nejpouzivanéjsi metodou v laboratofich se stalo pfimé sekvenovani
danych gent. Mezi dal$i pouzivané metody lze zaradit Real time PCR pro detekci konkrétnich
bodovych mutaci, multiple ligation - dependent probe amplification (MLPA), ktera slouzi ke
zjisténi deleci a inzerci. Pro detekci ztraty heterozygozyty jsou vyuzivany mikrosatelity
a Vv neposledni fadé¢ se analyzuje délka restrik¢nich fragmenti pomoci restriction fragment

length polymorphism (RFLP) PCR.

1.14. Diagnostika

Pro v¢asnou diagndzu jsou dulezita preventivni opatfeni, obecné se doporucuji pravidelné
kontroly dermatologem. Vzhledem k $patnym prognézam CMM u pokrocilych stadii je vhodné
u rizikovych skupin provadét jedenkrat roéné celkové télesné kozni vysetteni TBSE - total body
skin examinations a jedenkrat mési¢né SSE - skin self examinations (Aspinwall et al. 2008).

Pacientim, ktefi jiz podstoupili 1écbu kozniho melanomu, jsou doporuceny pravidelné
kontroly dermatologem v rozmezi 3-12 mésict podle individudlnich ptipadt (Onesti et al.,
2011).

U nové zachycenych ptipadii zavisi navrzeni vhodné lé¢by na duasledném klinickém
vySetieni a ureni zdvaznosti onemocnéni. Od roku 1985 se pouZiva mnemotechnickd pomucka
ABCD, ktera urCuje kritéria diagnostiky. Zkratka A pochdzi z anglického asymmetry - tvar,
B border - okraje, C colour - barvu, D diameter - velikost pigmentové léze (URL 2).
Dle diagnostické vyznamnosti nasleduje zafazeni typu melanomu mezi benigni ¢i maligni
nadory. Pro maligni melanom je typicka zména velikosti, tvaru, barvy a povrchu. Konkrétné jde
orozsifeni plochy (>6mm), asymetricky tvar, ztmavnuti ¢i depigmentace okrskli névi
a nepravidelny povrch (URL 2).

Dermatologické vySetfeni se provadi pomoci manualniho nebo digitdlniho dermatoskopu.
Oba dermatoskopy funguji jako lupa s osvétlenim. Manualni umoznuje zvétSeni struktur 10x,
digitalni 20x az 50x. U digitdlniho dermatoskopu je navic mozné srovndvat obrazky pocatecnich

stadii (URL 2).
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Ukazalo se, Ze budouci prognozu ovliviiuje 1 lokalizace nadoru na téle. Naptiklad osoby s
axidlnimy melanomy (na koncetinach mimo plosek nohou a dlani) mély vyrazné delsi preziti,
nez pacienti s melanomem na trupu a hlavé. Rovnéz je potvrzen vliv véku postizenych osob.

U pacientil starSich 65. let ma onemocnéni vyrazné horsi pribéh (URL 2).

1.15. Prevence vzniku nadoru
Prevenci vzniku nddoru miizeme rozdé¢lit na primarni a sekundarni. Rozvoji melanomu (ale

I jinému typu rakoviny) muzou pfedchazet jak nenosi¢i mutace, tak osoby s detekovanou
zménou genomu. Je diilezité brat ohled na doporuceni odbornikl a dbat na prevenci - primarni
a sekundarni. Vc¢asny zachyt kozniho melanomu je zcela zésadni a vede k vyrazn€ lep$im

lécebnym vysledkim.

1.15.1. Primarni prevence
Pii primarni prevenci je kladen diraz na snizeni incidence melanomu, a to v disledku

informovanosti vefejnosti. Bereme-li v tivahu, ze CMM je multifaktoridlni onemocnéni, méli
bychom do primarni prevence zahrnout piredevS§im dodrzovani urc¢itych zasad. Nékteré z nich

jsou uvedené nize (Krajsova, 2000).

«  Ochrana zraku slune¢nimi brylemi s UV filtrem, zabranéni spaleni pokozky.

« Vyhnout se solariim a opalovani na prudkém slunci. Doporucuje se pouZzivat ochranné
krémy s ochrannym faktorem SPF 40 a vice proti UVA 1 UVB.

« Nemaly vliv ma i sloZeni jidelnicku.

« Je znamo, Ze konzumace alkoholu spolecné s koufenim ve vétsi mife okyseluje organismus

a napomaha rozvoji nadora (Foretova et al. 2009).
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1.15.2.Sekunddrni prevence
Pti sekundarni prevenci je kladen duraz na sniZzeni mortality pacientii s melanomem, a to

v disledku informovanosti vefejnosti i 1ékait. Predpokladem je povédomi Siroké vefejnosti
0 vzhledu pocinajiciho nadoru a taktéz vCasna diagnéza odbornika. Do programu sekundarni
prevence jsou zahrnuty nize uvedena vysetfeni (Krajsova, 2006). U diagnostikovanych nadort

se navic sleduji i dals$i t€lni organy pro v€asné rozpoznani piipadnych metastaz.

. Samovysetieni pokozky s intervalem 1 mésic a u specialisty po pil roce. To plati u osob
se zachycenou mutaci a taktéz u nenosi¢li mutace z tzv. rizikovych rodin, ve kterych se
V minulosti melanom jiz objevil.

« Fotodokumentace nezvyklych znamének, bliz§i provéfeni digitdlnim dermatoskopem
pfipadné chirurgické odstranéni s histologickou verifikaci.

. Alespon jednou ro¢n¢ kontrola u o¢niho specialisty a poptipad¢ také neurologa.

« Ultrazvukové vySetfeni bfiSnich organti od 30 let, pokud se vSak vrodiné vyskytovala
rakovina slinivky, je dobré pouzit i jiné metody — endoskopickou sonografii.

« 0d 40 let by mély byt provadény testy na krev ve stolici pomoci koloskopie.

. Urologické kontroly a u Zen jesté gynekologické prohlidky a kontroly prsi od 35 let, od

45 let s pouzitim mamografu ¢i ultrazvuku (Foretova et al. 2009).

1.15.3.Indikace ke genetickému vySetieni
Prediktivni genetika si klade za cil na zaklad¢ analyzy DNA a anamnézy s co nejveétsi

presnosti urcit moznd rizika vzniku chorob u analyzovanych jedinci, odhalit genetické pozadi
naruSenych molekularné fyziologickych okruht, které k onemocnéni mohou vést, a spolené
s analyzou osobni a rodinné anamnézy doporucit a analyzovanému jedinci individudlni
preventivni opatfeni, které by zamezilo nebo podstatné oddalilo propuknuti choroby (Brdicka,

2014).

30



Familiarni a sporadicky vyskyt onemocnéni FAMMM
Pokud onemocnéni spliluje kritéria pro familiarni nebo sporadicky vyskyt CMM, je
pacientovi doporuceno genetické vySetieni. V pfipadé zachytu mutace by méli screening

podstoupit i pfibuzni pacienta.

Familiarni vyskyt
1) Vroding byly nalezeny dva maligni melanomy 1-2. stupné s diagnostikou <50 let.
2) Ttia vice malignich melanomu bez zietele na vék.

3) Dva maligni melanomy spole¢né s nadorovym onemocnénim prsu nebo pankreatu.

Sporadicky vyskyt
1) Opakovany vyskyt maligniho melanomu u lidi 1.dg. s v€kem <50 let.
2) Vicecetnost — melanom a dal$i rakovina taktéz 1.dg. s vékem <50 let.

(Foretova et al. 2009)

1.16. Etika testovani

Testovani jedinci by mé&li byt na zacatku vySetfeni obeznameni s moZnym pozitivnim nebo
negativnim vysledkem genetické analyzy a nésledné se zdravotnim dopadem piipadného
vysledku vySetfeni. Kazdému genetickému testovani predchazi vyplnéni formulare
(informovaného souhlasu), kde jsou tato opatfeni uvedena. Psychické procesy maji
na organismus nemaly vliv a pacient v zdsadé¢ muze svym chovanim napomoci k rozvoji
choroby. Napiiklad v pfipad€ pozitivnich, ale i negativnich vysledkid se mlzZe zalit chovat
rizikové, tj. pfestane dbat na dostatecnou ochranu pfed UV zéafenim nebo diky stresu navodi

v organismu podminky vhodné k rozvoji rakoviny.
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1.17. Lécba

Ptipady, které jsou jasné diagnostikovany, a je zndma tloustka melanomu, jsou vhodné
pro chirurgickou excizi véetné ochranného lemu. Pokud je diagndza nejednoznacna, je lepsi
odstranit pouze samotny nador a pozdéji, podle histologickych testli dodate¢né (po 1-3 tydnech)
odstranit i lem v okoli jizvy (URL 2).

Jelikoz melanom patii mezi Casto metastazujici nadory, zacalo se v posledni dob¢ provadét
mapovani sentinelovych uzlin, coz jsou lymfatické uzliny lokalizované nejblize k nadoru.
K vySetfeni se vyuziva lymfoscintigrafie, kdy se vpichuje do okoli nadoru koloidni roztok
technecia 99. Po 2-24 hodinach lze viditeln€ rozpoznat, kde ma byt proveden chirurgicky zakrok
(URL 2).

Po chirurgickém odstranéni je pacient pod pravidelnym lékaiskym dohledem. Je to
z ditvodu vzniku duplicitniho melanomu nebo metastaz, které primérné nastoupi u 50% piipada
béhem 5 - ti let od excize. U vyssich stadii CMM se diky sonografii bficha, vySetfeni miznich
uzlin a rentgenu plic ovéfuje, zda po chirurgickém odstranéni nedoslo k zasazeni jinych organt
v téle. (URL 2)

Ve druhém a tietim staddiu onemocnéni se poddva interferon alfa nebo se provadi excize
metastaz. Lze pouzit 1 aktinoterapii, kryoterapii (zmrazeni konkrétni tkan¢€), laserovou terapii
nebo lokélni terapii specifickymi léky. Jedinci se vzdalenymi metastazami podstupuji
chemoterapii. V ramci této 1ééby jsou vyuzivany ruzné inhibitory kindz s ohledem na jiné
mutace v nadorovych bunkach napt. BRAF. Pro BRAF se nejcastéji uzivd vemurafenib
v pokrocilych stadiich, alternativou je dabrafenib. Trametinib je vhodny, vysoce specificky

inhibitor MEK kinazy u pacientti s BRAF mutaci V600OE nebo V600K (Homet et Ribas. 2014).
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2. Experimentalni ¢ast prace

2.1. Metodika pro analyzu vybranych oblasti genu CDKN2A a CDK4

Ptehled pouzitych metod:

e izolace DNA z bukalniho stéru nebo z nesrazené periferni krve
e  PCR reakce se specifickymi primery

e identifikace PCR produktii na agar6zovém gelu

e piiprava PCR produktt pro pfimou sekvenaci

e sekvenace PCR produkti

e  analyza ziskanych sekvenci

Pro izolaci genomické DNA byly pouzity dvé metody - z bukalniho stéru nebo z nesrazené
periferni krve. Vzhledem k miniméalnim odchylkdm v koncentraci DNA nebyla volba izola¢ni
metody zasadni. Pro bukalni stér byl pouzit DDK Isolation Kit od firmy Isohelix a
pro nesrazenou periferni krev ISOLATE II Blood DNA Kit od firmy Bioline.

Vzhledem k Siroké skale mutaci, které mohou byt pfitomny v genech CDKN2A a CDK4,
bylo vhodné provést analyzu exont 1la, 1P, 2, 3 a pfilehlych oblasti pokryvajicich
intron-exonova spojeni. Déle byla analyzovana Cast intronu 4 genu CDKN2A (pro pfipadnou
detekci mutace 1VS2-105A/G) a exon 2 genu CDKA4.

Pomoci alelové specifické PCR reakce byly amplifikovany vySe uvedené ¢asti genu a ty
byly déle pfimo sekvenovany. Na obrazku 11 jsou zndzornény testované isoformy vcéetné oblasti
exont, které je tvofi (formalni znaceni exonu je zde uvedeno v zéavorce). Sekvence pouzitych

primera jsou uvedeny nize v tabulce VIII spole¢né s velikosti PCR produkt.

33



CDKN2A

a {1f 3
Isoform 4 — p14ARF - B
152:354 23285-23450
5181-5353 2828428453
ax2 {ig ax3 jaxd) a5 e d)
—
Isoform 1 — p16INK4a -a | I—
13685-13815 23285~ 23551 2625126284
24565-24814 28284~ 28530 51250-51283
ax2 {1g) L3 fo ) o4 @3] {23 - 24)
Isoform § — p16gamma - ] 1
1988 6-13615 23255-23430 257 22-25755
24B555-24514 28254-25489 7 21-30757
ax2 {1d)
lsoform 3 — p12 I
19885 - 20016
24885 - 25015

Obr. 11: Isoformy genu CDKN2A, které jsou tvofeny riznymi exony (formalni znaceni je

uvedeno v zavorce). Cisla sekvenci jsou zapsdna pod exony (schéma vytvofil

RNDr. Petr Grossmann).

PCR reakéni mix (50 pl) pro jednu reakci obsahoval: 40ng gDNA, 10 ul My Taq Red
Reaction Buffer 5x (Bioline), 0,2 uM forward primer, 0,2 uM reverse primer, 2,5 U My Taq Red
DNA Polymerase (Bioline), 33 pl ddH20, 5% DMSO.

Takto ptfipraveny reakéni mix byl pfipraven pro PCR reakci, kterd probchla v cycleru
MultiGene (Labnet). Teplotni profil PCR reakce byl nasledujici: po¢ate¢ni denaturace 9 min pii
95°C nasledovalo 40 cykli slozenych z 60 s pii 95°C, 60 s pii 60°C a 60 s pii 72°C, poté

prob&hla zavérecna extenze 7 min pii 72°C a chlazeni pti 14°C.

34



Tab. VIII: Sekvence primerd, které byly pouzity a délka PCR produkta.

Velikost
Cislo PCR| Exon/ Sekvence 5'- 3’ FIR | délka PCR
reakce Intron primer [primeru| produktu

(bp)

1 1B AGTTAAGGGGGCAGGAGTG F 19 333
AAACAAAACAAGTGCCGAATG R 21

2 la ACCGGAGGAAGAAAGAGGAG F 20 510
CCCTTCAGATCTTCTCAGCATT R 22
Gen 3 2 AGCTTCCTTTCCGTCATGC F 19

CDKN2A 399
GGGTACAAATTCTCAGATCATCA R 23

4 3 CAGAAGCCAGAGCACATGAA F 20 156
CAGCTTGCGATAACCAAAGG R 20

5 4 GGTAGGGACGGCAAGAGAG F 19 168
CCTGTAGGACCTTCGGTGAC R 20
6 intron 4 | TACATGCACGTGAAGCCATT F 20

159
TTCTTTCAATCGGGGATGTC R 20
G 7 2 GCGACTTTTGGTGATAGGAGTC F 22

en 292
CDK4 CAACCCTCCACCACCTTCT R 19

PCR produkty byly detekovany pomoci gelové elektroforézy (obr. 12) na 2% agar6zovém
gelu (Fasgene Agarose for DNA | RNA, Elisabeth Pharmacon), pro vizualizaci byla pouzita barva
Midori Green Advance DNA Stain (Nippon) a pro stanoveni délky PCR fragmentt (Tab. VIII)
hmotnostni marker 100bp DNA Ladder H3 RTU (Nippon).

333 bp 510 bp 399 bp 156 bp 168 bp 159 bp 292 bp neg. marker
kontrola

Obr. 12: Vizualizace PCR produktii na 2% agar6zovém gelu. V horni ¢asti je potadi reakci, spodni

¢ast obsahuje délku PCR produktii a M je hmotnostni marker 100bp DNA Ladder H3 RTU.
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Pro precisténi PCR produktu do sekvenacni reakce byla pouzita enzymatickd smeés
EX0SAP-IT PCR Product Cleanup (Affymetrix) dle protokolu od vyrobce. K 5ul PCR produktu
byly ptidany 2ul EXO SAP - IT. Poté probé¢hla inkubace v termostatu TDB-120 Dry Block
(Biosan) 15 min pii 37°C a 15 min pii 80°C. Pro sekvenaci bylo pouzito cca 50 ng PCR produktu
a 0,5ul (0,2 uM) primeru forward nebo reverse. Vybér primeru pro sekvenacni reakci zavisel na
lokalizaci kodujici oblasti a pfedchozich zkusenostech (vzorek 1/F, 2/[F aR, 3/F aR, 4/F aR, 5/R,
6/R, 7/F a R).

Sekvenace byla provedena pracovniky firmy SEQme s.r.o. Pro analyzu sekvenac¢nich dat
jsem vyuzila program Chromas Version 2.4. Ziskanou sekvenci jsem porovnala v genové databazi
NCBI BLAST s referen¢nimi sekvencemi zkoumanych genti. Ptistupové ¢islo (tzv. accession
number) sekvence genu CDKN2A je NG 007485 a genu CDK4 NG _007484. Na zaklad¢
porovnani sekvencnich dat testovaného vzorku a referencni sekvence ve vyse uvedené genové

databazi jsem ovéftila, zda je pacient nosi¢ nebo nenosi¢ mutace.
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3. Zavér

V disledku mnoha faktorii ptisobicich na organizmus celosvétova incidence kozniho
melanomu stéle roste, a proto v€asna prevence a s tim spojené genetické testovani zejména genti
CDKN2A a CDK4 nabyva stale vétsiho vyznamu. Je proto nezbytné, aby byla Siroka laicka
vetejnost, ale 1 odbornici ve zdravotnictvi s touto problematikou obezndmeni.

V této praci jsem se snazila poskytnout prehled o genetickém pozadi syndromu familiarniho
melanomu. Zabyvala jsem se predevsim geny CDKN2A a CDK4 a jejich tilohou v bunécné
proliferaci. Bunééné procesy jako proliferace, prezivani melanocytl, pigmentace atd. jsou samy
o0 sob¢ slozité a komplexni déje, proto pro jejich spravné pochopeni bylo nezbytné genetickou
podstatu rozsitit o molekularni pozadi.

Experimentalni ¢ast bohuzel nemohla byt statisticky zpracovana, vzhledem k nizkému
poctu vySetienych osob v laboratofi. A¢koli jsem pozadala fadu odbornikut, zabyvajicich se
syndromem FAMMM o poskytnuti zakladnich udaji o zachycenych mutacich, setkala jsem
se pouze s negativni nebo zadnou odezvou. Pfesto byla experimentalni ¢ast ptinosna, zejména
pro rozsifeni mych praktickych dovednosti v laboratofi a pro pochopeni problematiky mutacni

analyzy genil.
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