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Souhrn

Kvantitativni stanoveni cirkulujicich melanomovych bunék k vcasné detekci progrese
onemocnéni

Detekce melanomovych bunék z periferni krve je slibnou metodou k monitoringu diseminace nadoro-
vych bunék krevni cestou a tedy k véasnému rozpoznani metastaz. V dostupnych publikacich neni jedno-
tny nazor na klinickou relevanci této metody. V této praci je popisovana multimarkerova real-time RT-
PCR, kterou autori pro tyto ucely tispésné etablovali. Kvantitativné bylo z periferni krve stanoveno 5
markera melanomovych bunék: Melan-A/MART-1, gp 100, MAGE-3, MIA a tyrozinaza. V této prospek-
tivni studii byl proveden screening 65 pacienti po resekci rizikového kozZniho melanomu. Krevni odbéry od
pacientt k prikazu cirkulujicich bunék a stagingova vySetieni byla provadéna kazdé 3 mésice po dobu 15
mésici. Béhem studie doslo k progresi u 18 pacienti. U vSech téchto pacientd byla zaznamendna statistic-
ky signifikantni elevace nadorovych markera v obdobi od 0 do 9 mésicti od progrese onemocnéni. Nejcitli-
véjsSim markerem progrese byl MAGE-3. U nemocnych s progredujici chorobou se nej¢astéji nasly soucas-
né pozitivni 3 markery (39 %), dale 1 marker (33 %), nasledovan soucasné pozitivnimi 2 markery (28 %).

Zjistilo se, Ze kvantitativni detekce melanomovych markeri je spolehliva a uzite¢na metoda k véasnému
rozpoznani hematogenniho rozsevu u pacienti s melanomem. Tato metoda miizZe slouzit jako dileZity pro-
gnosticky faktor a v budoucnu se muze uplatnit pfi screeningu rizikovych pacient a k monitoringu dspés-
nosti terapie.

Klic¢ovd slova: maligni melanom — nadorové markery — real-time RT-PCR

Summary

Quantitative Analysis of Circulating Melanoma Cells for Early Detection of Disease
Progression

Detection of melanoma cells in the peripheral blood is a promising method in monitoring of haematoge-
nic tumor cell dissemination and thus in early detection of metastases. The opinion on a clinical relevance
of the method is not uniform. Authors describe multimarker real-time PCR they successfully established
for this purpose. Five melanoma cells markers were quantitatively analyzed from the peripheral blood:
Melan-A/MART-1, gp 100, MAGE-3, MIA and tyrosinase. During prospective study 65 patients after high
risk skin melanoma excision were screened. Staging and blood sample analyses for circulating cells were
performed every three months during 15 months period. In 18 patients progression was noted during the
study. All of them showed statistically significant elevation of tumor markers 0 to 9 months from disease
progression. MAGE-3 was the most sensitive marker. In patients with disease progression three markers
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were positive in 39%, one marker in 33% and two markers in 28 %. Quantitative detection of melanoma
markers was identified as a reliable and useful method of early haematogenic dissemination in melanoma
patients. It might be used as an important prognostic method and may play role in the screening of pati-

ents at risk and monitoring of the therapeutic effect in the future.

Key words: malignant melanoma — tumor markers — real-time RT-PCR
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Maligni melanom patii k nejzhoubnéj$§im nadorim
kaze vzhledem ke svému agresivnimu biologickému cho-
vani a schopnosti zaklddat Casné metastazy. Maligni
melanom metastazuje ze 70 % lymfogenni cestou. Pfi
hematogenim metastazovdni jsou nejCastéji postiZena
jatra, plice, mozek a kosti.

PrestoZze se diagnostické metody stile vylepSuji,
zobrazovaci metody jsou schopné odhalit metastazy
v lymfatickém systému a vnitfnich organech az v pokro-
Cilém stadiu. Stdle proto hleddime neinvazivni metodu,
ktera by nas v€as informovala o hematogennim rozsevu
niddorovych bunék a pomohla ndm tak definovat pacien-
ty, ktefi maji vysoké riziko progrese onemocnéni.

Nédorové buiiky se v cirkulaci pacientd vyskytuji ve
velmi malém mnoZstvi. K jejich detekci se pouZivaji
metody molekuldrni biologie zaloZené na reverzni tran-
skripci (RT) s néslednou polymerazovou fetézovou reak-
ci, vyznacujici se vysokou citlivosti a specifitou. Pomoci
této techniky jsou vyhleddviny mRNA kodujici protein
specificky pro urcity typ nddorové buiiky. Presnéjsi kvan-
tifikaci mRNA genli umoZiiuje metoda real-time RT-
PCR, pouzita v této praci.

Detekce cirkulujicich melanomovych bunék je oznaco-
vana jako citlivi metoda k vybéru pacientll, ktefi maji
velké riziko relapsu (15, 20). Od publikovani prvni price,
popisujici monitorovani cirkulujici melanomové buiiky
pomoci RT-PCR (29), nepanuje jednotny ndzor na klinic-
kou relevanci tohoto vySetieni. Vysledky studii zabyvaji-
cich se diseminaci melanomovych bunék v rliznych stadi-
ich onemocnéni se v riznych laboratofich totiZ doposud
lisily (5, 6, 8, 10, 11, 13, 18, 19, 21, 24, 27, 31). Existuji
dva moZné diavody rozdilnych vysledkd téchto praci: (a)
detekce pouze jednoho markeru, (b) pouZiti konvencni
semikantitativni RT-PCR metody. K divodu (a) je tieba
uvést, Ze melanom patii k nddoriim vyznacujicim se znac-
nou heterogenitou exprese nddorové specifickych proteinii
(15). Sledovani dvou a vice markerd miZe vyrazng zvysit
ucinnost detekce (14). VétSina studii sledovala naptiklad
tyrozindzu jako jediny marker. Mnohé z nich v8ak ukaza-
ly, Ze tyrozinaza jako marker melanomu selhala (12, 16).
K argumentu (b) Ize namitnout, Ze pouZiti konvencni
semikvatitativni RT-PCR jako prognostického faktoru pfi
detekci cirkulujicich melanomovych bunék mé sva ome-
zeni. Pouziti real-time RT-PCR je rychlé, pfesné a navic
kvantitativni vySetieni. M&fi expresi housekeepingového
genu a expresi mRNA specifické pro melanom (17, 28).

Zatim bylo identifikovano pouze n€kolik markert aso-

ciovanych s primirnim a metastazujicim malignim mela-
nomem. V této studii jsme se zaméfili na 5 z nich: melano-
ma antigen recognized by T cells (Melan-A/MART-1),
melanosomal matrix protein (gp 100), melanoma antigen-
A3 family (MAGE-3), melanoma inhibitory protein (MIA)
a klicovy enzym pii biosyntéze melaninu (tyroziniza).

Do nasi sledované skupiny bylo zafazeno 65 nemoc-
nych, ktefi byli léCeni pro maligni melanom. Odbéry
u pacientl k prikazu cirkulujicich bunék a stagingova
vySetfeni byla provadéna kazdé 3 mésice po dobu 15 mési-
cl. Béhem studie jsme zaznamenali progresi u 18 pacien-
th. Progrese byla doprovazena elevaci nddorovych marke-
i v obdobi od 0 az do 9 mésict pred progresi onemocné-
ni. Nejcitlivéj§im markerem progrese byl MAGE-3.
U nemocnych s progredujici chorobou se nejc¢astéji naSly
soucasné pozitivni 3 markery (39 %), dile 1 marker (33
%), ndsledovan soucasné pozitivnimi 2 markery (28 %).

Vyvinuli jsme metodu kvantitativni multimarkerové
real-time RT-PCR, kterd ndm podava pfesnou informaci
o pfitomnosti a hladiné¢ rtiznych nadorovych markert
v krvi. Tato metoda ndm podavé informaci o Cetnosti
genovych transkripti s melanomem asociovanych
a pomaha monitorovat jejich dynamiku v krvi. Casovy
pribéh mnozstvi (tumor load) melanomovych bunék
v krvi je dulezitym tdajem pro oznaceni pacientd, ktefi
maji vysoké riziko relapsu, nebo nds informuje o Uspés-
nosti terapie. Kone¢nym cilem této préace je rutinni pou-
Ziti této metody pro rychly screening u rizikovych pacien-
td k detekci v€asnych metastaz a k pozorovani dynamiky
onemocnéni.

METODY

Pacienti

Do studie bylo zatazeno 65 pacientil. Ve skupiné bylo
39 muZii a 26 Zen ve véku od 20 do 78 let. Primérny vék
pacienta byl 55 let. Podle klasifikace American Joint
Committee of Cancer z roku 2003 se jednalo o nemocné
s histologicky potvrzenym malignim melanomem ve sta-
diu ITA — IIIC. Tito pacienti byli po excizi priméarniho
tumoru 1éceni po celé sledované obdobi imunoterapii
interferonem o 2a (3x tydné 6 MIU s.c.). Pacienti byli kli-
nicky a laboratorné sledovéni kazdé 3 mésice po dobu 15
mésicil. V tifimésicnich intervalech byl zaroveti provadén
kompletni staging.

Izolace RNA z krevnich vzorku

N

Celkova bunécnd RNA byla extrahovéna z neerytrocy-
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tarni bunécné frakce ziskané centrifugaci (30 min, 1200 x
g) 7 ml nesrdzlivé krve v gradientu Histopaque Sigma
1119 a 1077 (2:1). Pro izolaci RNA byl pouzit High Pure
RNA Isolation Kit (Roche Diagnostics GmbH, SRN)
anebo byla provedena automatickd izolace pfistrojem
MagNAPure Compact (Roche Diagnostics GmbH, SRN)
a soupravou MagNAPure Compact RNA Isolation Kit
(Roche Diagnostics GmbH, SRN). Kvalita RNA byla ové-
fena elektroforeticky v 1,5% agar6zovém gelu s ethidium-
bromidem a kvantita byla méfena spektrofotometricky.

Linie melanomovych bunék

Pozitivni kontrolni RNA byla izolovana z bunécné
linie SK-MEL-28, kterou poskytl MUDr. M. Vejrazka,
Ph.D., z Ustavu lékaiské biochemie 1. LF UK v Praze.
Tato linie exprimuje vSechny sledované melanomové
markery. RNA ziskand ze suspenze bunék nafedénych na
koncentrace 105 — 10! byla pouZita k otestovani citlivosti
metody.

Negativni kontrola
Jako negativni kontrola slouZily RNA ziskané od 23
zdravych jedincd.

Testované melanomové markery

Pomoci kvantitativni real-time RT-PCR byla testovdna
exprese nasledujicich markerovych mRNA: hTYR (tyro-
zindza), MIA (melanoma inhibitory antigen), MART-
1/Melan-A (melanoma antigen recognized by T cells),
MAGE (melanoma antigen gene), gpl00 (melanosomal
matrix glycoprotein).

Tab. 1. Pouzité primery a FRET-sondy

b~

Kvantitativni real-time RT-PCR

Amplifikace cilovych sekvenci sledovanych markert
byla provedena real-time RT-PCR s primery a sondami
uvedenymi v tabulce 1. PouZité primery a LightCycler
(FRET) sondy byly navrzeny a syntetizoviny TIB-
MolBiol (Berlin, SRN). Prvni sonda byla oznaena na
5’-konci LCRed-640 a 3’-konec byl blokovén fosfatem,
druha sonda méla 3’-konec znaceny fluoresceinem.

cDNA byla syntetizovdna ze 2 pug celkové bunécné
RNA pomoci komer¢ni soupravy First Strand cDNA
Transcriptor Synthesis Kit (Roche Diagnostics GmbH,
SRN) za podminek uvedenych vyrobcem a pouZiti
ndhodnych hexanukleotidd jako primerd. Vyhodou
ndhodnych hexamernich primérti je moZznost primingu po
celé délce RNA pro ziskdni uniformniho zastoupeni
vSech sekvenci RNA a soucasné i reverzni transkripce
mRNA, které chybi poly(A) ¢ast.

V dal§im kroku byla cDNA (2,5 pl) amplifikovdna
v 10 pl reakéni smési za pouZiti soupravy LightCycler
FastStart DNA MasterPLUS Hybridization Probes Kit
(Roche Diagnostics GmbH, SRN), doplnéné o uvedené
primery, LightCyclerové sondy a LC-Uracil-N-glycosy-
lazy (Roche Diagnostics GmbH, SRN), kterd znemoZ-
fuje kontaminaci reakce amplikony z pfedchazejicich
PCR.

Pro kinetickou real-time PCR byl pouzit LightCycler
Instrument (Roche Diagnostics GmbH, SRN) za nésledu-
jicich amplifika¢nich podminek: inkubace pii 37 °C/
10 min s LC uracil-N-glykosylazou; 95 °C/10 min inakti-
vace uracil-N-glykosyldzy a soucasné aktivace LC Fast
TaqPolymerazy; amplifikace 55 cykla: 95 °C/10 s,

hu TYR, mRNA NM_000372 Tm
HTYR-F TCTTCTCCTCTTggCAgATTET S 1305-1326 56,2 °C
HTYR-R CAgTAAgTggACTAgCAAATCCTTC 1559-1535 56,3 °C
FRET sonda hu TYR, mRNA
HTYR-FL CCAAggCTCCCCTCTTCAgCTg X 1430-1451 65,2 °C
HTYR-LC TgTAgAATTTTgCCTgAgTTTgACCCAAT p 1453-1481 64,2 °C
Primer hu Melan A, mRNA NM_005511 Tm
Melan-se TggATAAAAGTCTTCATgTTggC S 226-248 55,9 °C
Melan-as gTggAgCATTgggAACCAC 357-339 57,6 °C
FRET sonda hu Melan A
Melan-FL gCTgTCCCgATgATCAAACCCTTC X A 305-282 64,3 °C
Melan-LC TgTgggCATCTTCTTgTTAAggCACA p A 280-255 65,2 °C
hu Primer MAGE3, mRNA NM_175742 Tm
MAGE3-S gAgAAgATCTgCCAgTgggTCT S 135-156 58,3 °C
MAGE3-A gCCTCCTgCTCCTCAgTAEC 322-303 58,3 °C
FRET sonda hu MAGE3
MAGE3-FL gAggCATgATgACTCTggTCAggeC X A 216-192 66,3 °C
MAGE3-LC ACAggCgggAgTgTgggCA p A 190-172 66,6 °C
Primer hu gp100 mRNA NM_006928 Tm
gpl00 F AAggTCCAgATgCCAgCTCAATCA S 1341-1364 63,6 °C
gpl00 R AggATCTCggCACTTTCAATACCC 1527-1504 61,7 °C
FRET sonda hu gp100 mRNA
gpl00 FL AgTCCCCCTggATTgTgTTCTgTATCgA X 1441-1468 66,5 °C
gpl00 LC TggTTCCTTTTCCETCACCCTggAC p 1471-1495 67,9 °C
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55 °C/10 s (s odec¢tem fluorescence), 72 °C/13 s. Kontro-
la produktu byla provedena pomoci stanoveni Tm.

Exprese jednotlivych markertt byla porovnivéna
s expresi housekeepingového genu PBGD (porfobilino-
gendeamindza) pomoci LightCycler-h-PBGD Housekee-
ping Gene Set (Roche Diagnostics, GmbH, SRN).

Analyza dat

Zjisténé hodnoty poctu kopii/ml amplifikovanych
markerovych RNA byly vztaZzeny k poctu kopii house-
keepingového genu (pocet kopii markeru/ml : pocet kopii
PBGD/ml). Statisticka analyza byla provedena s pouZitim
SPSS softwaru (verze 10.0) a Studentovym ¢ testem.

VYSLEDKY

Studijni protokol

VSichni pacienti podepsali informovany souhlas pfed
zafazenim do studie. Do skupiny bylo zafazeno 65
nemocnych, ktefi byli 1é¢eni pro maligni melanom. Paci-
enti byli rozdéleni do skupin podle klasifikace American
Joint Committee on Cancer. Jednalo se o0 nemocné ve sta-
diu ITA (33,9 %), ve stadiu 1IB (24,6 %), ve stadiu IIC
(12,3 %), ve stadiu IIIA (15,4 %), ve stadiu I1IB (9,2 %)
a ve stadiu IIIC (4,6 %).

Odbéry u pacientd k prikazu cirkulujicich bunék
byly provadény kazdé 3 mésice po dobu 15 mésicu.
Kazdé 3 mésice ndsledovalo standardné stagingové
vySetfeni: rtg plic, sonografie bficha a sonografie spado-
vych lymfatickych uzlin. Individudlné podle konkrétni-

Obr. 1. Pacient s klinickou progresi — satelitni metastazy.

ho stavu pacienta se tato vySetieni doplnila jinou zobra-
zovaci metodou.

Exprese mRNA MIA, Melan-A, MAGE-3, gp 100
a tyrozinazy z krevnich vzorka pacienti
S progresi onemocnéni

Béhem 15 mésict sledovani doslo u 18 z 65 pacientl
k progresi onemocnéni (obr. 1). Pfitom u vSech téchto
nemocnych se zvySily hladiny 1 aZ 3 markerti do patolo-
gickych hodnot. Jednalo se o nemocné v pivodnim stadiu
ITA-IIIB. Konkrétné bylo 5 pacientll ve stadiu I1A, 3 ve
stadiu IIB, 4 ve stadiu IIC, dalsi 4 ve stadiu IIIA a 2 ve
stadiu IIIB. Vysledky hladin markerti byly porovniny
u kazdého konkrétniho pacienta s cutoff hodnotami mar-
keri naméfenych ve skupin€ zdravych dobrovolnikd.

Tab. 2. Maximalni zvySeni jednotlivych markeru jako nisobek hodnoty cutoff u 18 z 65 pacientu, u kterych byla klinicky pro-

kazana progrese melanomu

Pac. | Pocatecni MIA Melan A MAGE-3 gp 100 Tyrozinaza Typ progrese
¢, stadium progrese/ progrese/ progrese/ progrese/ progrese/ (druh metastazy)
cutoff cutoff cutoff cutoff cutoff

1 1IB 5,03 Vv normeé 23,43 1,21 Vv normé satelitni

2 IIA 2,19 v normé 298,52 3,57 v normé regiondlni lymfatické uzliny

6 ITA v normé v normé 28,06 v normé v normé satelitni

7 1c v normé v normé 16,16 v normé v normé regiondlni lymfatické uzliny

8 IIA 7,25 v normé 202,10 3,08 v normé regiondlni lymfatické uzliny

10 11C v normé v normé 2,41 1,54 v normé jatra

14 111B 1,95 v normeé 86,75 v normé Vv normé ledvina, plice

17 1IB 13,02 v normé 28,07 16,33 v normé intranzitni

20 1IC v normé v normé 1265,19 v normé v normé ktize, mozek

21 1IC 5,16 v normeé 13,49 6,49 v normé mozek

24 IIA v normé v normé 171,72 125,91 v normé regiondlni lymfatické uzliny

25 A 1,81 v normé 26,04 5,33 v normé regiondlni lymfatické uzliny

28 1IB 4,14 v normeé 24,52 2,22 v normé jatra

35 ITA v normé v normeé 24,39 1,57 v normeé mozek

44 1B 5,20 v normé 118,77 v normé v normé regiondlni lymfatické uzliny

58 A v normé v normé v normé v normé poz. peritoneum

60 ITA v normé v normé 23,40 v normé v normé oko, satelitni

62 A v normé v normé 10,67 v normé v normé regiondlni lymfatické uzliny,
satelitni
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Pro MIA se jednalo o hodnotu (marker/PBGD) 0,832
+ 0,073, pro Melan-A 0,012 + 0,002, pro MAGE-3 2,75 +
0,302 a pro gp100 0,057 + 0,006. Jde o hodnoty primér
+ SD. Hodnoty pfi progresi jsou uvedeny ve stejném for-
matu a jsou v priméru pro MIA 4,272 + 2,183 (statistic-
ky signifikantni rozdil oproti hodnoté cutoff, p<0,01), pro
Melan-A 0,026 + 0,016 (statisticky nesignifikantni oproti
cutoff, p>0,05), pro MAGE-3 332,927 + 196,239 (statis-
ticky signifikantni rozdil oproti hodnoté cutoff, p<0,01)
a pro gpl00 0,953 + 0,827 (statisticky signifikantni rozdil
oproti hodnoté cutoff, p<0,05).

Pro ptehlednost uvddime v tabulce 2 hodnoty markert
u vSech 18 pacientll s progresi jako ndsobky hodnoty
cutoff pfislusného markeru. U markerd MIA byl pramér-
ny pomér progrese/cutoff 5,08, u MAGE-3 153,07,
u gpl00 16,72. U jednoho pacienta s progresi byla pozi-
tivni tyroziniza a ani u jednoho nedoslo k signifikantni-
mu zvySeni hodnot markeri Melan-A oproti cutoff
(p>0,05).

EXPRESE VYSETRENYCH
MARKERU U JEDNOTLIVYCH
PACIENTU S PROGRESI

Pacienti s progredujicim onemocnénim méli nejcastéji
pozitivni marker MAGE-3 (17 z 18 nemocnych, 94,4 %),
dale byl pozitivni marker gpl00 (10 z 18 nemocnych,
55,6 %), MIA (9 z 18, 50 %) a tyrozinaza (1 z 18, 5,6 %).
U Melan-A nedoslo ke statisticky signifikantnimu zvySe-
ni oproti cutoff u vSech sledovanych pacientd s progresi
(obr. 2). U nemocnych s progredujici chorobou se nejcas-
t&ji nasly soucasné pozitivni 3 markery (v 7 piipadech
7 18, 38,9 %), dale 1 marker (v 6 pfipadech z 18, 33,3 %)
a nasledovaly soucasné pozitivni 2 markery (v 5 pfipa-
dech z 18, 27,8 %).

18 -
16 -
14 |
12 1

pacienti s progresi
-
=)

o N A O ®

MAGE-3 MIA

markery

gp100 Tyrozindza Melan A

Obr. 2. Exprese vySetifenych markert u pacientui s progresi.
V této podskupiné byl nejc¢astéji pozitivni MAGE-3 (17krat),
nasledovany gp100 (10krat), dale MIA (9krat) a tyrozinaza
(1krat). U markeru Melan-A nedoslo k signifikantnimu zvy-
Seni jeho hladin oproti cutoff.

b~

Korelace s klinickym prubéhem

Ve sledovaném souboru 65 pacientil doslo ke zvySeni
hladin markerti nad hodnoty cutoff celkem u 21 pacientii
(obr. 3). Osmnéct pacientl (86 %) jiZz bylo podrobné
popsano diive a béhem sledovaného obdobi u nich zéro-
veil doSlo ke klinické progresi choroby. U vSech téchto
zminénych pacientl bylo zjiSténo zvySeni jednoho mar-
keru nebo soucasné dvou az tfi markerti. Dalsi 3 pacienti
(14 %) méli také statisticky signifikantné zvySené hodno-
ty oproti cutoff, ale klinickd progrese u nich nebyla
(zatim) zjisténa.

bez klinické

progrese
14%

klinicka
progrese
86%

Obr. 3. Korelace s klinickym pribéhem. Ve sledovaném sou-
boru doslo ke zvySeni hladin markert nad hodnoty cutoff
celkem u 21 pacienti.. U 18 pacientii (86 %) doslo ke Klinic-
ké progresi choroby. U dalSich 3 pacienti (14 %) klinicka
progrese (zatim) nebyla zjiSténa.

Elevace nadorovych markeru predchazela
Kklinické progresi az o 9 mésict

ZvySeni hladin nadorovych markert se zjistilo ve vét-
Siné pfipadd mnohem dfive, neZ doslo ke klinické progre-
si (obr. 4). Podle protokolu se krev ke stanoveni hladin

0 mésicl
9 mésicl 17%
28%

3 mésice
17%

6 mésicl
38%

Obr. 4. Doba od prvni zachycené elevace markeru ke Kklinic-
ké progresi. Elevace niddorovych markeru predchazela kli-
nické progresi az o0 9 mésici. ZvySeni jejich hladin se zjisti-
lo ve vétSiné pripadd mnohem dfive nez doslo ke klinické
progresi. U 28 % pacienti bylo prokazano zvysSeni hladiny
markera 9 mésicu pied progresi, v 38 % pripadu 6 mésica
pred progresi, v 17 % pripadua 3 mésice pred progresi a pou-
ze dalSich 17 % pacienti prislo na odbér markerta v dobé,
kdy byla zarovern zjiSténa progrese onemocnéni.
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marker® odebirala kazdé 3 mésice a zaroveni se provade-
la zobrazovaci vySetieni v rdmci stagingu. U 28 % paci-
enti doslo ke zvySeni hladiny markerti 9 mésict pred pro-
gresi, v 38 % pripad 6 mésici pred progresi, v 17 % pii-
padt 3 mésice pred progresi a pouze dalSich 17 % paci-
entl pfislo na odbér markert, které byly poprvé zvySeny
ve stejnou dobu, kdy se klinickym a zobrazovacim vySet-
fenim prokdzala progrese onemocnéni.

DISKUSE

Pii odhadu prognézy pacienta s melanomem hraje
daleZzitou roli stadium podle AJCC klasifikace (2—4). Se
stoupajicim stadiem se zhorSuje progn6za pacienta. I pfes
neustdlou modernizaci zobrazovacich metod se snaZime
nalézt metodu, kterd by v¢as odhalila hematogenni rozsev
niddorovych bunék a pomohla ndm tak definovat pacien-
ty, ktefi maji vysoké riziko progrese onemocnéni. Jako
nejslibnéjsi se ndm jevi detekce sérovych markerd. Shr-
nutim poznatkli o vyznamu laktatdehydrogendzy (LDH),
S100 proteinu nebo neuron-specifické enolazy (NSE) se
dospélo k zavéru, Ze tyto sérové markery nejsou dostatec-
né citlivé pro Casnou detekci progrese nebo uspéSnosti
terapie (7).

Prinosem pro vcasnou diagnostiku a detekci progrese
nidort budou jist¢ metody molekularni biologie deteku-
jici mRNA cestou RT-PCR. Rychlejsi analyzu, vétsi spo-
lehlivost a presnéjsi kvantifikaci mRNA genl umozZiiuje
metoda real-time RT-PCR, pouzitd v této praci. Kazdé 3
mésice jsme za pouZiti této metody detekovali v periferni
krvi naddorové markery pro melanom. B&hem 15 mésici
trvani studie se statisticky signifikantné zvySily melano-
mové markery nad cutoff u 21 pacientd. U 18 z nich (86 %)
se objevila jeSt¢ béhem studie progrese onemocnéni. Tri
pacienti z této skupiny (16 %) méli zvySené markery
a tato elevace nebyla doprovizena progresi onemocnéni.
Vysvétlenim miZe byt na jedné strané faleSné pozitivni
vysledek. Na druhé strané mtiZzeme spekulovat, Ze u téch-
to pacientd doslo k elevaci markert s predstihem a klinic-
ké progrese je teprve ¢ekd. VSichni 3 se nachédzeji v obdo-
bi 9 mésicil po elevaci markerti. V naSi praci jsme zazna-
menali 28 % pacientil, u nichZ elevace markert predché-
zela klinické progresi o 9 mésict. VSichni 3 pacienti jsou
pod intenzivnim dohledem v na$i ambulanci.

ZvySeni hladin nddorovych markert se zjistilo ve vét-
Siné piipadt vyrazné diive, nez doslo ke klinické progre-
si. Jak jiZ bylo feceno, u 28 % pacientl doslo ke zvySeni
hladiny markert 9 mésict pied progresi, v 38 % piipadl
pak 6 mésict pred progresi, v 17 % ptipadi 3 mésice pred
progresi a pouze dalSich 17 % pacientd pfislo na odbér
markerd, které byly poprvé zvySeny ve stejnou dobu, kdy
se klinickym a zobrazovacim vySetfenim prokazala pro-
grese onemocnéni. Elevaci nddorovych markertt miZeme
povaZzovat za metodu slouzici k v€asné detekci hemato-
genniho rozsevu a pfitomnosti metastaz.

b~

Melanom patii k nddorim, vyznacujicim se zna¢nou
heterogenitou exprese nadorové specifickych proteind.
Sledovani dvou a vice markerti miZe vyrazné zvysit t¢in-
nost detekce. V nasi studii jsme se soustiedili na 5 marke-
ri: Melan-A/MART-1, gp 100, MAGE-3, MIA a tyrozi-
ndza. NejcitlivéjSim markerem progrese se ukdzal
MAGE-3 (17 z 18 nemocnych), ddle byl pozitivni marker
gp100 (10 z 18 nemocnych), MIA (9 z 18) a tyrozinaza (1
z 18). U Melan-A nedoslo k statisticky signifikantnimu
zvySeni oproti cutoff u vSech sledovanych pacienti s pro-
gresi. Tyrozindza byla jako marker pro cirkulujici mela-
nomové butiky pouZzivana v minulosti nej¢astéji. Jeji role
jako markeru je velice diskutovana a liSi se v riiznych
publikacich. Naptiklad dspé$nost vySetfovani tyrozindzy
jako jediného markeru progrese se pohybovala od 6 % do
59 % (1, 12, 22, 25, 30). Divodem muze byt technicka
chyba, vysoké procento fale$né pozitivnich vysledkil
napf. z divodd kontaminace nebo sniZeni exprese tyrozi-
ndzy v pokrocilejSich stadiich, jeZ je spojené se snizenim
diferenciace nadorovych bunék a poklesem melanizace
nidoru (26). Vzhledem k tomu, Ze v nasi préci se u pro-
gredujici choroby nejcastéji naSly soucasné 3 pozitivni
markery, podporuje to detekci né€kolika marker jako
velmi vhodnou a senzitivni metodu.

Zajimavym faktem je, Ze elevace markerti doprovéze-
la progresi onemocnéni ve smyslu hematogenniho i lym-
fogenniho Sifeni. Pivodné jsme pfedpokladali, Ze vzhle-
dem k tomu, Ze cirkulujici butiky detekujeme z periferni
krve, bude zachycen pfedevsim a téméf vylu¢né hemato-
genni rozsev. Tento zavér poukazuje na to, Ze $ifeni nado-
rovych bunék lymfogennimi cestami je doprovizeno
i postizenim krevniho obéhu. Tento fakt mtze byt i jed-
nim z vysvétleni, pro¢ pfitomnost metastiz v lym-
fatickych uzlinich vyrazné zhorSuje celkové prezivani
pacientd.

Béhem nasi studie byly nddorové markery vySetfova-
ny kazdé 3 mésice. Tato frekvence je dllezitd, abychom
s co nejvétsim predstihem pted klinicky zjistitelnou pro-
gresi mohli zaznamenat elevaci markerd. Otizkou je, zda
tiimé&sicni odstup lze povaZovat za optimalni, kratky nebo
naopak dlouhy. Urcitou limitaci je finan¢ni ndroc¢nost
a fyzicka zatiZenost pacienta (vzorky se musi zpracovat
do 2 h po odbéru, takZe pacient musi k vySetfenim dojiz-
dét nékdy i nékolik stovek kilometr) na strané jedné
a snaha o co nej¢astéjsi sledovani hladin markert na stra-
né druhé.

Opakované sledovani hladin markeri je vyznamné
i z jiného divodu. Pfi nékterém odbéru krve se nemusi
nadorové burky v obéhu zachytit. To jsme prokézali
i u dvou naSich pacientt, u kterych doslo ke klinické pro-
gresi po 9 mésicich od prvniho signifikantniho zvySeni
hladin markerti. U nich byl prvni odbér pozitivni, druhy
negativni a tfeti opét pozitivni. MlZe to souviset s fadou
faktorti — fyzické neodebrani bolusu nddorovych bunék
ve sledovaném krevnim vzorku, pfimé nebo nepfimé
ovlivnéni hladiny markerti adjuvantni terapii, variabilni
biologické chovani nddorové tkdné v zavislosti na Case
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a dalsi (9, 23). Organizacné i udajové se ndm pfi planova-
ni studie zdal tfimési¢ni odstup jako vhodny a dostacuji-

cia

klinickd praxe v prib&hu experimentll nim tento

predpoklad v podstaté potvrdila.
Zavérem lze fici, Ze multimarkerova kvantitativni real-
time RT-PCR je senzitivni metodou pro detekci cirkuluji-

cich
tatic
dule

nadorovych bunék. Je v€asnym signdlem pro metas-

ké §ifeni u melanomovych pacientti. Tato metoda je
Zitym a spolehlivym prognostickym faktorem. Da se

predpokladat, Ze v budoucnu muZe slouZzit ke screeningu
rizikovych pacientii a k monitoringu GspéSnosti terapie.

LITERATURA

10.

I1.

. AUBIN, F,, CHTOUROU, M., TEYSSIER, JR., et al. The

detection of tyrosinase mRNA in the peripheral blood of
stage I melanoma patients is not of clinical relevance in
predicting metastasis risk and survival. Melanoma Res,
2000, 10, p.113-118.

BALCH, CM., BUZAID, AC., ATKINS, MB., et al. A new
American Joint Committee on Cancer staging system for
cutaneous melanoma. Cancer, 2000, 88, p. 1484-1491.

. BALCH, CM., BUZAID, AC., SOONG, SJ., et al. Final

version of the American Joint Committee on Cancer sta-
ging system for cutaneous melanoma. J Clin Oncol, 2001,
19, p. 3635-3648.

BALCH, CM., SOONG, SJ., GERSHENWALD, JE., et al.
Prognostic factors analysis of 17,600 melanoma patients:
Validation of the American Joint Committee on Cancer
melanoma staging system. J Clin Oncol, 2001, 19,
p- 3622-3634.

BERKING, C., SCHLUPEN, EM., SCHRADER, A., ATZ-
PODIEN, J., VOLKENANDT, M. Tumor markers in perip-
heral blood of patients with malignant melanoma: Multi-
marker RT-PCR versus a luminoimmunometric assay for S-
100. Arch Dermatol Res, 1999, 291, p. 479—484.
BLAHETA, HJ., PAUL, T., SOTLAR, K., MACZEY, E.,
SCHITTEK, B., et al. Detection of melanoma cells in sen-
tinel lymph nodes, bone marrow and peripheral blood by
a reverse transcription-polymerase chain reaction assay in
patients with primary cutaneous melanoma: association
with Breslow’s tumour thickness. Br J Dermatol, 2001,
145, p. 195-202.

. BROCHEZ, L., NAEYAERT, JM. Serological markers for

melanoma. Brit J Dermatol, 2000, 143, p. 256-268.
CURRY, BJ., MYERS, K., HERSEY, P. MART-1 is expres-
sed less frequently on circulating melanoma cells in pati-
ents who develop distant compared with locoregional
metastases. J Clin Oncol, 1999, 17, p. 2562-2571.

DE VRIES, TJ., FOURKOUR, A., PUNT, CJA. Reprodu-
cibility of detection of tyrosinase and MART-1 transcripts
in the peripheral blood of melanoma patients: a quality
control study using real-time quantitative RT-PCR. Br J
Cancer, 1999, 80, p. 883-891.

FOSS, AJ., GUILLE, MJ., OCCLESTON, NL., HYKIN,
PG., HUNGERFORD, JL., et al. The detection of melano-
ma cells in peripheral blood by reverse transcription poly-
merase chain reaction. Br J Cancer, 1995, 72, p. 155-159.
GHOSSEIN, RA., COIT, D., BRENNAN, M., ZHANG,
ZF., WANG, Y., et al. Prognostic significance of peripheral

b~

12.

13.

14.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

blood and bone marrow tyrosinase messenger RNA in
malignant melanoma. Clin Cancer Res, 1998, 4, p.
419-428.

GLASER, R., RAS, K., SEITER, S., HAUSCHILD, A.,
CHRISTOPHERS, E., et al. Detection of circulating mela-
noma cells by specific amplification of tyrosinase comple-
mentary DNA is not a reliable tumor marker in melanoma
patients: a clinical two-center study. J Clin Oncol, 1997,15,
p. 2818-2825.

HANEKOM, GS., STUBBINGS, HM., JOHNSON, CA.,
KIDSON, SH. The detection of circulating melanoma cells
correlates with tumour thickness and ulceration but is not
predictive of metastasis for patients with primary melano-
ma. Melanoma Res, 1999, 9, p. 465-473.

HOON, DS., BOSTICK, P, KUO, C., OKAMOTO, T.,
WANG, HJ., et al. Molecular markers in blood as surroga-
te prognostic indicators of melanoma recurrence. Cancer
Res, 2000, 60, p. 2253— 2257.

. HOON, DS., WANG, Y., DALE, PS., CONRAD, AJ,

SCHMID, P., GARRISON, D. Detection of occult melano-
ma cells in blood with a multiplemarker polymerase chain
reaction assay. J Clin Oncol, 1995, 13, p. 2109-2116.
JUNG, FA., BUZAID, AC., ROSS, MIL., WOODS, KV.,
LEE, 1J., et al. Evaluation of tyrosinase mRNA as a tumor
marker in the blood of melanoma patients. J Clin Oncol,
1997,15, p. 2826-2831.

KEILHOLZ, U., GOLDIN-LANG, P., BECHRAKIS, NE.,
MAX, N., LETSCH, A., et al. Quantitative detection of cir-
culating tumor cells in cutaneous and ocular melanoma and
quality assessment by real-time reverse transcriptase-poly-
merase chain reaction. Clin Cancer Res, 2004, 10,
5.1605-1612.

LE BRICON, T., STOITCHKOV, K., LETELLIER, S.,
GUIBAL, F, SPY, J., et al. Simultaneous analysis of tyro-
sinase mRNA and markers of tyrosinase activity in the
blood of patients with metastatic melanoma. Clin Chim
Acta, 1999, 282, p. 101-113.

MELLADO, B., DEL CARMEN VELA, M., COLOMER,
D., GUTIERREZ, L., CASTEL, T., et al. Tyrosinase
mRNA in blood of patients with melanoma treated with
adjuvant interferon. J Clin Oncol, 2002, 20, p. 4032—4039.
MOCELLIN, S., DEL FIORE, P., GUARNIERI, L., SCA-
LERTA, R., FOLETTO, M., et al. Molecular detection of
circulating tumor cells is an independent prognostic factor
in patients with high-risk cutaneous melanoma. Int J Can-
cer, 2004,111, p. 741-745.

PALMIERI, G., STRAZZULLO, M., ASCIERTO, PA.,
SATRIANO, SMR., DAPONTE, A., et al. Polymerase
chain reaction-based detection of circulating melanoma
cells as an effective marker of tumor progression. Melano-
ma Cooperative Group. J Clin Oncol, 1999, 17,
p. 304-311.

PITTMAN, K., BURCHILL, S., SMITH, B., et al. Reverse
transcriptase-polymerase chain reaction for expression of
tyrosinase to identify malignant melanoma cells in periphe-
ral blood. Ann Oncol, 1996, 7, p. 297-301.

POHLREICH, P., STRIBRNA, J., KLEIBL, Z. Detection
of neoplastic cells in blood of miniature pigs with heredita-
ry melanoma. Vet Med Czech, 2001, 46, p. 199-204.
PROEBSTLE, T.M., JIANG, W., HOGEL, J., KEILHOLZ,
U., WEBER, L., et al. Correlation of positive RT-PCR for
tyrosinase in peripheral blood of malignant melanoma pati-
ents with clinical stage, survival and other risk factors. Br
J Cancer, 2000, 82, p. 118-123.

134



dermatologie_3_07 27.6.2007 7:23 Str. 135 . # B
E

25. REINHOL, DU., LUDTKE HANDIJERY, HC.,
SCHNAUTZ, S., et al. The analysis of tyrosinase specific
mRNA in blood samples of melanoma patients by RT-PCR
is not a useful test for metastatic tumor progression. J
Invest Dermatol, 1997, 108, p. 166—169.

26. SARANTOU, T., CHI, DDJ., GARRISON, DA. Melanoma
associated antigens as messanger RNA detection markers
for melanoma. Cancer Res, 1997, 57, p. 1371-1376.

27. SCHITTEK, B., BODINGBAUER, Y., ELLWANGER, U.,
BLAHETA, HJ., GARBE, C. Amplification of MelanA
messenger RNA in addition to tyrosinase increases sensiti-
vity of melanoma cell detection in peripheral blood and is
associated with the clinical stage and prognosis of malig-
nant melanoma. Br J Dermatol, 1999, 141, p. 30-36.

28. SCHUSTER, R., MAX, N., MANN, B., HEUFELDER, K.,
THILO, E., et al. Quantitative real-time RT-PCR for detec-
tion of disseminated tumor cells in peripheral blood of pati-
ents with colorectal cancer using different mRNA markers.
Int J Cancer, 2004, 108, p. 219-227.

29. SMITH, B., SELBY, P., SOUTHGATE, J., PITTMAN, K.,
BRADLEY, C., et al. Detection of melanoma cells in perip-
heral blood by means of reverse transcriptase and polyme-
rase chain reaction. Lancet, 1991, 338, p. 1227-1229.

30. STEVENS, GL., SCHEER, WD., LEVINE, EA. Detection
of tyrosinase mRNA from the blood of melanoma patients.
Cancer Epidemiol Biomarkers Prev, 1996, 5, p. 293-296.

31. TSUKAMOTO, K., UEDA, M., HIRATA, S., OSADA, A.,
KITAMURA, R., et al. gp100 mRNA is more sensitive than
tyrosinase mRNA for RT-PCR amplification to detect cir-
culating melanoma cells in peripheral blood of melanoma
patients. J Dermatol Sci, 2000, 23, p. 126-131.

Doslo do redakce: 29. 12. 2006

Prof. MUDr. Petr Arenberger, DrSc., MBA
Dermatovenerologickd klinika 3. LF UK a FNKV
Srobdrova 50

100 34 Praha 10

E-mail: pa@verum.cz

Cesko-slovenska dermatologie



