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V lé¢bé uvedlnich melanomii se v nékterych pfipadech pouziva radiochirurgie CyberKnifem. Histologickymi a imunohistologickymi
zménami v nadorové tkani po terapii se zabyva pomérné malo autord. V tomto sdéleni uvadime vysledky vysetfeni dvou takovych
pfipadi. U obou pacientti byla provedena enukleace bulbu pro bolestivy glaukom. U prvého pacienta slo o recidivujici melanom, ktery
byl oSetien gama nozem pied deseti lety. Pro lehkou progresi loZiska melanomu bylo provedeno osetieni CyberKnifem celkovymi dav-
kami 45Gy ve 3 frakcich. Po necelych péti mésicich po ozareni bulbu doslo k regresi recidivujiciho nadoru z pivodni prominence 1,4mm
v ploSe 6 mm x 0,6 mm na prominenci 0,3 mm v plose 3 mm x 0,3 mm. Histologicky byla zaznamenana rezidua fidce celularniho loziska
regresivné zménénych nadorovych bunék a pfitomnost reaktivnich zmén optického nervu. Druhy pacient byl mésic po radioterapii
CyberKnifem s naslednou komplikovanou operaci katarakty a s enukleaci bulbu bez regrese - tedy zaniku nadorovych bunék. Veli-
kost tumoru 11,1 mm x 15mm s prominenci 9,3mm pfetrvavala i po ozafeni davkou 40Gy/1Fr. V histologickém vysetfeni byly nadorové
bunky bez patologickych zmén. Vimunohistochemickém vysetfeni jsme pozorovali u prvého pacienta vysokou difuzni expresi proteinu
bcl-2 az do vyse 75 % a méné nez 1% pozitivitu ve vysetieni s prolifera¢nim markerem Ki-67. U druhého pfipadu byla situace odlisna,
s vyraznou az 75% pozitivni expresi bcl-2 proteinu v nadorovych burikach v povrchovych vrstvach tumoru a s klesajicim poctem pozitivni
exprese v hlubokych vrstvach nadoru, kde dosahovala maxima do 25 %. Proliferacni aktivita s pozitivni jadernou expresi v Ki-67 vzris-
tala od povrchu, kde se pohybovala v rozmezi 1-3 % do hloubky nadoru a k jeho bazi, kde dosahovala az 5 %. Nase pozorovani ukazuje
na vyraznou redistribuci genetické aktivity uvniti nadoru. Ta se projevuje ,overexpresi“ bcl-2 proteinu a u druhého pfipadu je patrna
rozdilna pozitivita bcl-2 proteinu v rliznych vrstvach nadoru. Vztah tohoto fenomenu k radioterapii neni dosud jasny.
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Histological changes in malignant melanoma of the eye following radiotherapy with CyberKnife

Radiosurgery with CyberKnife is used in the treatment of uveal melanomas in some cases. Histological and immunohistological changes
in tumour tissue following treatment have been addressed by relatively few authors. This paper presents the results of investigations of
two such cases. Enucleation of the eye was performed for painful glaucoma in both patients. Patient 1 had a recurrent melanoma treated
with a Gamma Knife ten years ago. Due to slight progression in the melanoma site, treatment with CyberKnife was used with total doses
of 45 Gy in 3 fractions. Some five months following eye irradiation, there was regression of the recurrent tumour from the original height
of 1.4 mm in an area of 6 mm x 0.6 mm to that of 0.3 mm in an area of 3 mm x 0.3 mm. Histologically, residua of a sparsely cellular locus of
regressively altered tumour cells and the presence of reactive changes in the optic nerve were noted. Patient 2 underwent radiotherapy with
CyberKnife one month prior, with subsequent complicated cataract surgery and enucleation of the eye without regression, i.e. destruction
of tumour cells. The size of the tumour of 11.1 mm x 15 mm with a height of 9.3 mm remained unchanged even after irradiation with a dose
of 40 Gy/1 fr. No pathological changes in the tumour cells were seen on histological examination. In patient 1,immunohistochemistry sho-
wed high diffusion expression of the bcl-2 protein of up to 75 % and less than 1% positivity on examination with the proliferation marker
Ki-67. In patient 2, the situation was different, with significant, as high as 75 % positive expression of the bcl-2 protein in tumour cells in the
superficial tumour layers and a decreasing rate of positive expression in the deep tumour layers where it reached no more than 25 %. The
proliferation activity with positive nuclear expression of Ki-67 increased from the surface, where it ranged from 1% to 3 %, to the depth of
the tumour and toward its base, where it reached up to 5%. Our observation suggests significant redistribution of genetic activity within
the tumour. It is manifested by overexpression of the bcl-2 protein and, in patient 2, different bcl-2 protein positivity in the various tumour
layers is apparent. The relation of this phenomenon to radiotherapy remains unclear.
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Uvod

Uvedlni maligni melanom je nejcastéjsim
a nejzavaznéjsim zhoubnym nitroo¢nim na-
dorem u dospélych pacientl. Vznikd z mela-
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nocytérnich bunék duhovky, fasnatého télesa
nebo cévnatky. Melanom cévnatky je nejcastéjsi
a pfedstavuje a7z 80% viech uvedlnich melano-
mU. Melanomy Ffasnatého télesa a duhovky jsou

méné Casté (corpus ciliare 15%, iris 59%). Nejcastéji
se vyskytuiji ve véku 50-60 let. Vétsina melanom
zUstava stacionarni bez tendence metastazovat.
Wjimky jsou popisovany u melanomu s propa-



Tabulka 1. Pocet provedenych radiochirurgickych osetfeni CyberKnifem pro maligni melanom oka
ve FNO s upresnénim podle pohlavi a doplnénim o median véku

Muzi Zeny Celkem
Pocet 8 8 16
Vék — median 59,5 60,5 60,5

gaci do optického nervu. Pfi prokédzaném rdstu
se provadf brachyterapie — lokalnf ozafenf nebo
chirurgickd excize nadoru (1). Ve Fakultni nemoc-
nici Ostrava se za timto Ucelem pouziva radio-
chirurgické osetieni CyberKnifem. Systém umi
sledovat pozici nadoru béhem ozafovani, takze
reaguje na sebemensi pacientovy pohyby tak,
aby nedoslo k poskozen( zdravé tkané a zafeni
bylo zacileno pouze na nador. Jeho sofistikovany
software sleduje pohyblivy cil nddoru napfiklad
v plicich nebo jatrech a také v oku a dokéze smér
ozafovani tomuto pohybu prizpUsobit s pfesnos-
tf na 2 mm. Pravé diky této extrémni pfesnosti
podstatné rozsifi moznosti v oblasti lé¢by malych
nadorl v blizkosti Zivotné dulezitych struktur.
V prébéhu dvou let bylo ve FNO celkem ozafeno
16 melanom oka, dva pacienti pro bolestivy
neovaskularnf glaukom byli podrobeni enukleaci
v rozsahu jednoho a péti mésicl po radioterapii
CyberKnifem.

Material a metodika

Provedli jsme vysetfeni enukleovanych
bulbl dvou pacientl s malignim melanomem
chorioidey. V prvém pfipadé slo o 62letého
pacienta, ktery se pfed 10 lety podrobil te-
leterapii Leksellovym gama nozem pro me-
lanoblastom chorioidey, nyni s recidivou Ié-
¢enou pét mésicl pred enukleaci pravého
bulbu CyberKnifem davkami 45Gy ve trech
frakcich (45Gy/3Fr). Odstranéni bulbu bylo
provedeno pro neovaskuldrni bolestivy gla-
ukom zischemie. Pro histomorfologické zhod-
noceni jsme méli k dispozici pravostranny
enukleovany bulbus, ktery byl po fixaci 10 %
pufrovanym formalinem zpracovén parafi-
novou technikou a fezy byly standardné bar-
veny hematoxylinem a eozinem. Ve druhém
pfipadé Slo o 57letého pacienta s malignim
melanomem chorioidey, u néhoz jeden mésic
po osetfeni CyberKnifem dévkou 405Gy/1Fr
byla provedena operace intumescentni kata-
rakty. Nasledna enukleace levého bulbu byla
provedena po péti dnech od prvni operace
pro zakrvaceni do predni komory a zvyseni
nitroo¢niho tlaku, vedouci k sekundarnimu
bolestivému glaukomu. Bulbus fixovany 10%
pufrovanym formalinem jsme klasicky zpra-
covali parafinovou technikou a fezy byly stan-
dardné nabarveny hematoxilinem a eosinem.

K potvrzeni diagnézy a zhodnocen viabili-
ty tkdné bylo provedeno imunohistochemické
vysetfen( (IHC) metodou avidin-biotin komplex
(ABC metoda). Pfitom byly provedeny pozitivni
a negativni kontroly. Pro vysetfeni byly pouzity
nasledujici protilatky: Melan A, monoklonalnf
mysi protilatka, klon A103, Dako, anti human
Melanosoma, monoklondini mysi protilatka klon
HMB45, Liquid DAB+ Substrate Chromogen
System, S100, polyklondlni krdli¢i protilatka,
Dako, bcl2, monoklonaini mysf protilatka, klon
124, Dako, Ki67 monoklondlni mysi protildtka
klon MIB1, Dako, p53 monoklonalni mysi proti-
latka klon DO7, Novocastra.

Vysledky

Histologické vysetfeni prvého ptipadu
enukleovaného pravostranného o¢niho bulbu
pro recidivujici melanom chorioidey potvrdilo
minimalni rezidua nddoru pod sitnici v blizkosti
odstupu o¢niho nervu, tvofena plodnym loZis-
kem s nevelkym poctem vietenobunécnych
pigmentovanych elementd (obrazek 1, 2) a po-
zitivni expresf v imunohistochemickém vysetfeni
S100, Melan A a HMB45 dokreslujicich ptvod
v neuroektodermovém nadoru. Cast fokalné
prokrvécenych nadorovych bunék vykazovala
regresivni zmény, ve smyslu buné¢ného rozpadu
a prosaknuti v okolnim stromatu, déle kulato-
bunécnou lymfocytérni celulizaci s ojedinéle
pfitomnymi granulocyty. Regresivni zmény
dokreslila Uklidové reakce melanofagt a hyali-
nizace stén drobnych cév. Velikost loZiska nepfe-
sahovala plochu 3mm x 0,3mm, s prominenci
0,3 mm. Plvodni velikost pfed terapif byla 6mm
X 0,6mm s prominenci 1,4mm. Invaze do cév
a nervu nebyla neprokazana. V 1/3 optického
nervu byl zastizen rozpad vlaken a nekréza s bo-
hatou reaktivni lymfocytarni celulizaci.

Histologické vysetfeni druhého pfipadu
levostranného bulbu prokdzalo prokrvacenou
chorioideu se strukturami hematomu. V zadni
komofe byl zachycen objemny uzel velikosti
11,1 mm X 15mm, s prominenci 9,3 mm, tvofeny
nadorovymi burikami pfevézné vietenobunéc-
ného az polygonalniho tvaru, které obsahovaly
hnédocerny pigment (obrédzek 3). Pozitivni ex-
prese v S100, HMB45 a v Melanu A opét potvrzu-
je neuroektodermovy ptvod nadoru (obrazek 4).
Tumor propagoval do pfedni komory bulbu,

v cévach a v optickém nervu zndmky invaze ne-
byly nalezeny. Nddorové struktury nevykazovali
regresivni zmeény ve smyslu nekrézy a prokrva-
ceni, ani reaktivni kulatobunéc¢nou celulizaci.

V imunohistochemickém vysetfeni jsme
pozorovali u prvého pacienta vysokou difuzni
expresi bcl-2 vice nez u 75 % bunék (obrazek 5)
a minimalni prolifera¢nf aktivitu nddorovych bu-
nékdo 1% v Ki67 v celém rozsahu malého zbyt-
ku regresivné zménénych nadorovych struktur
(obrazek 6). U druhého pripadu byla situace od-
li8n3, s vyraznou az 75% pozitivni expresi nado-
rovych bunék v bcl-2, zvIasté na povrchu tumoru
(obrazek 7) a s klesajici intenzitou a poctem pozi-
tivné exprimujicich nddorovych bunék smérem
ke spodiné, kde exprese byla 25% (obrazek 8).
Proliferacni aktivita s pozitivni jadernou expresf
v Ki67 vzrlstala od povrchu (obrazek 9), kde
se pohybovala v rozmezi 1-3 %, k bazi tumoru,
kde dosahovala az 5% (obrazek 10). Expresi p53
nelze z dlvodu nedostate¢ného mnozstvi ma-
teridlu v prvém piipadé hodnotit, ve druhém
ptipadé klesd smérem k povrchu nadoru, kde
je zastizena jiz jen cytoplazmaticka pozitivita
ojedinélych elementd (obrazek 11, 12).

Diskuze

UvedIni melanom patfi k nddorim s rarit-
nim vyskytem do 1% v3ech orbitaInich neopla-
zif. Jde o radiorezistentni tumor, u kterého vsak
muze byt alternativné pouzita mimo jiné i ra-
diochirurgické terapie CyberKnifem, jak tomu
bylo u demonstrovanych piipadd ve Fakultnf
nemocnici Ostrava. Casové Ize pribéh zésa-
hu rozdélit na Ctyfi zakladni stadia — fyzikaIni
stadium, stadium fyzikalné — chemické, che-
mické stadium a konecné stadium biologické.
Intenzita poskozeni bunék zavisi na celkové ma-
se tkdné, délce zéfeni a jeho intenzité. Vyssiho
efektu se dosahuje opakovanymi frakcemi.
V pribéhu frakcionované radioterapie dochdzi
v nadorovych i zdravych tkanich k biologickym
pochodUm, které se oznacuje jako pravidlo 4R:
reparace, depopulace/regenerace, redistribuce
a reoxygenace. K reparaci dochazf na drovni
bunék a jde o opravy poskozeni zplsobené io-
nizujicim zafenim. Probihd u zdravych i nddoro-
vych bunék. Radioterapie vychazi z vyssi schop-
nosti reparace zdravych tkani. Zjednodusené
|ze Fici, Ze tkdné obsahuji dva typy bunék —
kmenové a dcefiné. Z kmenovych bunék pro-
cesem asymetrického délenf vznikaji jednak
buriky kmenové a také bunky dcefiné nebo-li
efektorové. Pfi ozafovéani jsou nejvice zasazeny
kmenové, stéle se délici bunky. Pokles kmeno-
vych bunék vede k ztraté i bunék efektorovych
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m Hlavni téma

Obrdzek 1. Prehledné zvétseni s rezidui melanomu a nekrézou optického

P20

nervu 40 x,HEM, Olympus D

Obrdzek 3. Objemné naddorové masy silné pigmentovaného melanomu

40x,HEM, DP 20 Olympus

Obrdzek 5. Difuzni exprese bcl2 v residuu nddorovych bunék, 200 x, DP

20 Olympus
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Obrdzek 2. Detail na rezidua nddorovych bunék 200 x, HEM, Olym-
pus DP 20

Obrdzek 4. Pozitivni exprese Melan A, 200X, DP 20 Olympus, detekenf
systém s tzv. cervenou koncovkou

- -

Obrdzek 6. Proliferacni aktivita v Ki67 1%, 100 x, DP 20 Olympus ,detekénf
systém s tzv. cervenou koncovkou

a nasledné ke ztraté asymetri¢nosti buné¢ného
déleni. Dalsi pokles kmenovych bunék vyvola
akcelerovanou repopulaci kmenovych bunék
nutnou pro zachovanfi existence této populace.
Zvysena repopulace kmenovych bunék vede

Onkologie | 2013;7(2) | www.onkologiecs.cz

docasné ke snizeni poctu efektorovych bunék
a taki k nadstupu vedlejsich ucinkd. Tato situace
nastava nejcastéji 3. tyden po ozafovani. Dalsi
pokracovani v radioterapie vede k postupné
obnové i efektorovych bunék — regenerace (1).

P ,_

Popsany proces probihd nejen ve zdra-
vych tkadnich, ale iv tkanich naddorovych.
Preruseni radioterapie v této dobé vede k zhor-
seni lécebnych vysledkd, protoze k regeneraci
dochdzi i v nddorové tkani. Kolem patého tyd-



Obrdzek 7. Exprese bcl2 na povrchu do 75 %, 200 x, DP 20 Olympus, detekénf

systém s tzv. Cervenou koncovkou
" &=

detekeni systém s
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T

systém s tzv. Cervenou koncovkou

Obrdzek 8. Exprese bcl2 pfi basi maximalné 25%, 200, DP 20 Olympus,
tzv. ¢ervenou koncovkou

Obrdzek 10. Exprese Ki67 5% pfi basi tumoru, 200 X, DP 20 Olympus, detekenf

-

Obrdzek 11. Exprese p53 pfi bazi je maximalné 200, DP 20 Olympus,
detekeni systém s tzv. Cervenou koncovkou

—
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ne ozafovani se ustanovuje urcitd rovnovaha
a Ubytek kmenovych bunék nenf tak drasticky
a efektorové buriky jsou schopny zajistit svo-
ji funkci. Redistribuce probiha na Urovni bu-
nék, které se nachazeji v rlznych fazich cyklu.

Vzhledem k rlizné citlivosti fazi bunécného
cyklu k radioterapii, dojde pfi ozareni k znicenti
bunék v radiosenzitivnich fazich. Tim je zni¢ena
jen ur¢ita frakce bunék. Reoxygenace plsobi
na Urovni tkani. Kyslikovy efekt je z hlediska

v

Obrdzek 12. Exprese p53 na povrchu tumoru je maximalné 200 x, DP 20
Olympus, detekéni systém s tzv. Cervenou koncovkou

radioterapie velmi dllezity. Kyslikové radikdly
vznikajici pfi aplikaci ionizujiciho zafeni jsou

zodpovédné za poskozeni tkani. Bunky, které
maji nedostatek kysliku, jsou radiorezistentni.
Casto jsou v GO fazi.
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Gen bcl-2 kéduje protein, ktery ochranuje
buriky pfed apoptézou a umoznuje jim prezit
v GO fazi, kdyz neni k dispozici rlstovy faktor.
Podle nékterych autort (10) exprese bcl-2 pro-
teinu u koznich melanocytickych lézf je béznym
ndlezem a nesouvisi s biologickym chovanim
nadoru. Nékteré novéjsi prace (11) naopak ukazu-
ji na fakt, Ze exprese gent bcl-2 a bcl-xL a prav-
dépodobné i jejich proteind se zvysuje s pro-
gresi melanomu. Jejich exprese mize ukazovat
zvyseny maligni potencidl zplsobeny inhibicf
apoptdzy a prevahou rlstu u metastazujicich
bunék melanomu.

Aplikace radioterapie mdze vést k reoxy-
genaci, tedy k opétovnému zlepseni zdsobent
kyslikem. Naddorové buriky jsou ¢asto hypoxické.
Je to zdlvodu chaotického usporadani bunék
a nedostate¢ného krevniho zasobeni. Zmenseni
nadorové masy muze dojit k obnoveni krev-
niho zasobenf a v dalsi aplikaci radioterapie
i kzvyseni radiosenzitivity. Tyto slozité déje
se odrdzeji i v expresi proteint zodpovédnych
za apoptozu a proliferacnf aktivitu bunék. Jiné
zpUsoby terapie jako jsou brachyterapie, lokal-
ni resekce, transpupilarni termoterapie anebo
stereotakticka radiochirurgia, vyvolavaji morfo-
logické zmény slucitelné s regresfvnimi zmeénami
po lé¢bé CyberKnifem, mnohdy viak sirsiho roz-
sahu vedoucimu k vytvoreni hemordgif, Sedého
zakalu, retinopatii, papilopatii, neovaskularni-
mu glaukomu, sklerdIni nekrézy a popfipadé
i ke vzniku mistnf recidivy.

Zaver

S ohledem na omezeny pocet uvedlnich
melanomt osetfenych CyberKnifem s nasled-
nou enukleaci jsou histomorfologické zmény
v tumoru popisovany v odborné literatufe mi-
nimalné. Histologické a imunohistochemické
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vySetfeni obou enukleovanych bulbd zhod-
notilo vitalitu tkdné a poskozeni nadorovych
bunék zarenim. Zatimco u prvého enukleova-
ného bulbu doslo k regresi nadoru az k fokal-
ni nekréze soucasné s reaktivnimi zménami
optického nervu, v pfipadé druhého pacienta
se velikost nddoru nezménila a morfologicky
obraz nevykazoval 7zadné charakteristické mor-
fologické zndmky radia¢niho poskozeni. Protoze
u obou pacientd byla pouzita odlisnd davka
ozafeni (45Gy/40GY) v rlizném rezimu (3F/1F),
exprese apoptotickych marker( a proliferac-
niho markeru se lisf. Rozdily dale mohou byt
zpUsobeny s nejvétsi pravdépodobnosti i veli-
kosti nddoru, délkou trvani a predchozi terapif
Leksellovym gama nozem u prvniho pacienta.
V Uvahu je nutno také vzit genetické zmény,
které doprovazi vznik maligniho melanomu,
respektive rozdily téchto genetickych aberaci
u jednotlivych pacientd, které bohuZel nebylo
mozno vzhledem k nedostate¢nému mnoZstvi
materidlu vysetfit. Nalez morfologickych zmén
u obou bulbl koresponduje s délkou po ozéfeni
a nastupujicimi zménami na Urovni proteind.
Vyde popsany obraz koreluje s celosvétovymi
studiemi ukazujicimi, Zze 5% az 10 % pacientd
s uvedlnim melanomem Ié¢enych radioterapif
nakonec vyzaduji enukleaci postizeného oka,
a to pro vzniklé komplikace ¢i pozdéji v dusledku
vzniklé recidivy.
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