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Souhrn

Kvantitativní stanovení cirkulujících melanomov˘ch bunûk k vãasné detekci progrese
onemocnûní

Detekce melanomov˘ch bunûk z periferní krve je slibnou metodou k monitoringu diseminace nádoro-
v˘ch bunûk krevní cestou a tedy k vãasnému rozpoznání metastáz. V dostupn˘ch publikacích není  jedno-
tn˘ názor na klinickou relevanci této metody. V této práci je popisována multimarkerová real-time RT-
PCR, kterou autofii pro tyto úãely úspû‰nû etablovali. Kvantitativnû bylo z periferní krve stanoveno 5
markerÛ melanomov˘ch bunûk: Melan-A/MART-1, gp 100, MAGE-3, MIA a tyrozináza. V této prospek-
tivní studii byl proveden screening 65 pacientÛ po resekci rizikového koÏního melanomu. Krevní odbûry od
pacientÛ k prÛkazu cirkulujících bunûk a stagingová vy‰etfiení byla provádûna kaÏdé 3 mûsíce po dobu 15
mûsícÛ. Bûhem studie do‰lo k progresi u 18 pacientÛ. U v‰ech tûchto pacientÛ byla zaznamenána statistic-
ky signifikantní elevace nádorov˘ch markerÛ v období od 0 do 9 mûsícÛ od progrese onemocnûní. Nejcitli-
vûj‰ím markerem progrese byl MAGE-3. U nemocn˘ch s progredující chorobou se nejãastûji na‰ly souãas-
nû pozitivní 3 markery (39 %), dále 1 marker (33 %), následován souãasnû pozitivními 2 markery (28 %).

Zjistilo se, Ïe kvantitativní detekce melanomov˘ch markerÛ je spolehlivá a uÏiteãná metoda k vãasnému
rozpoznání hematogenního rozsevu u pacientÛ s melanomem. Tato metoda mÛÏe slouÏit jako dÛleÏit˘ pro-
gnostick˘ faktor a v budoucnu se mÛÏe uplatnit pfii screeningu rizikov˘ch pacientÛ a k monitoringu úspû‰-
nosti terapie.

Klíãová slova: maligní melanom – nádorové 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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ÚVOD

Maligní melanom patfií k nejzhoubnûj‰ím nádorÛm

kÛÏe vzhledem ke svému agresivnímu biologickému cho-

vání a schopnosti zakládat ãasné metastázy. Maligní

melanom metastazuje ze 70 % lymfogenní cestou. Pfii

hematogením metastazování jsou nejãastûji postiÏena

játra, plíce, mozek a kosti. 

PfiestoÏe se diagnostické metody stále vylep‰ují,

zobrazovací metody jsou schopné odhalit metastázy

v lymfatickém systému a vnitfiních orgánech aÏ v pokro-

ãilém stadiu. Stále proto hledáme neinvazivní metodu,

která by nás vãas informovala o hematogenním rozsevu

nádorov˘ch bunûk a pomohla nám tak definovat pacien-

ty, ktefií mají vysoké riziko progrese onemocnûní. 

Nádorové buÀky se v cirkulaci pacientÛ vyskytují ve

velmi malém mnoÏství. K jejich detekci se pouÏívají

metody molekulární biologie zaloÏené na reverzní tran-

skripci (RT) s následnou polymerázovou fietûzovou reak-

cí, vyznaãující se vysokou citlivostí a specifitou. Pomocí

této techniky jsou vyhledávány mRNA kódující protein

specifick˘ pro urãit˘ typ nádorové buÀky. Pfiesnûj‰í kvan-

tifikaci mRNA genÛ umoÏÀuje metoda real-time RT-

PCR, pouÏitá v této práci. 

Detekce cirkulujících melanomov˘ch bunûk je oznaão-

vána jako citlivá metoda k v˘bûru pacientÛ, ktefií mají

velké riziko relapsu (15, 20). Od publikování první práce,

popisující monitorování cirkulující melanomové buÀky

pomocí RT-PCR (29), nepanuje jednotn˘ názor na klinic-

kou relevanci tohoto vy‰etfiení. V̆ sledky studií zab˘vají-

cích se diseminací melanomov˘ch bunûk v rÛzn˘ch stadi-

ích onemocnûní se v rÛzn˘ch laboratofiích totiÏ doposud

li‰ily (5, 6, 8, 10, 11, 13, 18, 19, 21, 24, 27, 31). Existují

dva moÏné dÛvody rozdíln˘ch v˘sledkÛ tûchto prací: (a)

detekce pouze jednoho markeru, (b) pouÏití konvenãní

semikantitativní RT-PCR metody. K dÛvodu (a) je tfieba

uvést, Ïe melanom patfií k nádorÛm vyznaãujícím se znaã-

nou heterogenitou exprese nádorovû specifick˘ch proteinÛ

(15). Sledování dvou a více markerÛ mÛÏe v˘raznû zv˘‰it

úãinnost detekce (14). Vût‰ina studií sledovala napfiíklad

tyrozinázu jako jedin˘ marker. Mnohé z nich v‰ak ukáza-

ly, Ïe tyrozináza jako marker melanomu selhala (12, 16).

K argumentu (b) lze namítnout, Ïe pouÏití konvenãní

semikvatitativní RT-PCR jako prognostického faktoru pfii

detekci cirkulujících melanomov˘ch bunûk má svá ome-

zení. PouÏití real-time RT-PCR je rychlé, pfiesné a navíc

kvantitativní vy‰etfiení. Mûfií expresi housekeepingového

genu a expresi mRNA specifické pro melanom (17, 28). 

Zatím bylo identifikováno pouze nûkolik markerÛ aso-

ciovan˘ch s primárním a metastazujícím maligním mela-

nomem. V této studii jsme se zamûfiili 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 klíãov˘ enzym pfii biosyntéze melaninu (tyrozináza). 

Do na‰í sledované skupiny bylo zafiazeno 65 nemoc-

n˘ch, ktefií byli léãeni pro maligní melanom. Odbûry

u pacientÛ k prÛkazu cirkulujících bunûk a stagingová

vy‰etfiení byla provádûna kaÏdé 3 mûsíce po dobu 15 mûsí-

cÛ. Bûhem studie jsme zaznamenali progresi u 18 pacien-

tÛ. Progrese byla doprovázená elevací nádorov˘ch marke-

rÛ v období od 0 aÏ do 9 mûsícÛ pfied progresí onemocnû-

ní. Nejcitlivûj‰ím markerem progrese byl MAGE-3.

U nemocn˘ch s progredující chorobou se nejãastûji na‰ly

souãasnû pozitivní 3 markery (39 %), dále 1 marker (33

%), následován souãasnû pozitivními 2 markery (28 %).

Vyvinuli jsme metodu kvantitativní multimarkerové

real-time RT-PCR, která nám podává pfiesnou informaci

o pfiítomnosti a hladinû rÛzn˘ch nádorov˘ch markerÛ

v krvi. Tato metoda nám podává informaci o ãetnosti

genov˘ch transkriptÛ s melanomem asociovan˘ch

a pomáhá monitorovat jejich dynamiku v krvi. âasov˘

prÛbûh mnoÏství (tumor load) melanomov˘ch bunûk

v krvi je dÛleÏit˘m údajem pro oznaãení pacientÛ, ktefií

mají vysoké riziko relapsu, nebo nás informuje o úspû‰-

nosti terapie. Koneãn˘m cílem této práce je rutinní pou-

Ïití této metody pro rychl˘ screening u rizikov˘ch pacien-

tÛ k detekci vãasn˘ch metastáz a k pozorování dynamiky

onemocnûní. 

METODY

Pacienti
Do studie bylo zafiazeno 65 pacientÛ. Ve skupinû bylo

39 muÏÛ a 26 Ïen ve vûku od 20 do 78 let. PrÛmûrn˘ vûk

pacienta byl 55 let. Podle klasifikace American Joint

Committee of Cancer z roku 2003 se jednalo o nemocné

s histologicky potvrzen˘m maligním melanomem ve sta-

diu IIA – IIIC. Tito pacienti byli po excizi primárního

tumoru léãeni po celé sledované období imunoterapií

interferonem α 2a (3x t˘dnû 6 MIU s.c.). Pacienti byli kli-

nicky a laboratornû sledováni kaÏdé 3 mûsíce po dobu 15

mûsícÛ. V tfiímûsíãních intervalech byl zároveÀ provádûn

kompletní staging.

Izolace RNA z krevních vzorkÛ
Celková bunûãná RNA byla extrahována z neerytrocy-

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.
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tární bunûãné frakce získané centrifugací (30 min, 1200 x

g) 7 ml nesráÏlivé krve v gradientu Histopaque Sigma

1119 a 1077 (2:1). Pro izolaci RNA byl pouÏit High Pure

RNA Isolation Kit (Roche Diagnostics GmbH, SRN)

anebo byla provedena automatická izolace pfiístrojem

MagNAPure Compact (Roche Diagnostics GmbH, SRN)

a soupravou MagNAPure Compact RNA Isolation Kit

(Roche Diagnostics GmbH, SRN). Kvalita RNA byla ovû-

fiena elektroforeticky v 1,5% agarózovém gelu s ethidium-

bromidem a kvantita byla mûfiena spektrofotometricky. 

Linie melanomov˘ch bunûk
Pozitivní kontrolní RNA byla izolována z bunûãné

linie SK-MEL-28, kterou poskytl MUDr. M. VejraÏka,

Ph.D., z Ústavu lékafiské biochemie 1. LF UK v Praze.

Tato linie exprimuje v‰echny sledované melanomové

markery. RNA získaná ze suspenze bunûk nafiedûn˘ch na

koncentrace 105 – 101 byla pouÏita k otestování citlivosti

metody.

Negativní kontrola
Jako negativní kontrola slouÏily RNA získané od 23

zdrav˘ch jedincÛ.

Testované melanomové markery
Pomocí kvantitativní real-time RT-PCR byla testována

exprese následujících markerov˘ch mRNA: hTYR (tyro-

zináza), MIA (melanoma inhibitory antigen), MART-

1/Melan-A (melanoma antigen recognized by T cells),

MAGE (melanoma antigen gene), gp100 (melanosomal

matrix glycoprotein).

Kvantitativní real-time RT-PCR
Amplifikace cílov˘ch sekvencí sledovan˘ch markerÛ

byla provedena real-time RT-PCR s primery a sondami

uveden˘mi v tabulce 1. PouÏité primery a LightCycler

(FRET) sondy byly navrÏeny a syntetizovány TIB-

MolBiol (Berlín, SRN). První sonda byla oznaãena na

5’-konci LCRed-640 a 3′-konec byl blokován fosfátem,

druhá sonda mûla 3′-konec znaãen˘ fluoresceinem.

cDNA byla syntetizována ze 2 µg celkové bunûãné

RNA pomocí komerãní soupravy First Strand cDNA

Transcriptor Synthesis Kit (Roche Diagnostics GmbH,

SRN) za podmínek uveden˘ch v˘robcem a pouÏití

náhodn˘ch hexanukleotidÛ jako primerÛ. V˘hodou

náhodn˘ch hexamerních primérÛ je moÏnost primingu po

celé délce RNA pro získání uniformního zastoupení

v‰ech sekvencí RNA a souãasnû i reverzní transkripce

mRNA, které chybí poly(A) ãást.

V dal‰ím kroku byla cDNA (2,5 µl) amplifikována

v 10 µl reakãní smûsi za pouÏití soupravy LightCycler

FastStart DNA MasterPLUS Hybridization Probes Kit

(Roche Diagnostics GmbH, SRN), doplnûné o uvedené

primery, LightCyclerové sondy a LC-Uracil-N-glycosy-

lázy (Roche Diagnostics GmbH, SRN), která znemoÏ-

Àuje kontaminaci reakce amplikony z pfiedcházejících

PCR.

Pro kinetickou real-time PCR byl pouÏit LightCycler

Instrument (Roche Diagnostics GmbH, SRN) za následu-

jících amplifikaãních podmínek: inkubace pfii 37 °C/

10 min s LC uracil-N-glykosylázou; 95 °C/10 min inakti-

vace uracil-N-glykosylázy a souãasná aktivace LC Fast

TaqPolymerázy; amplifikace 55 cyklÛ: 95 °C/10 s,

Tab. 1. PouÏité primery a FRET-sondy

hu TYR, mRNA NM_000372 Tm

HTYR-F TCTTCTCCTCTTggCAgATTgT S 1305–1326 56,2 °C

HTYR-R CAgTAAgTggACTAgCAAATCCTTC A 1559–1535 56,3 °C

FRET sonda hu TYR, mRNA

HTYR-FL CCAAggCTCCCCTCTTCAgCTg X S 1430–1451 65,2 °C

HTYR-LC TgTAgAATTTTgCCTgAgTTTgACCCAAT p S 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 A 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 gCCTCCTgCTCCTCAgTAgC A 322–303 58,3 °C

FRET sonda hu MAGE3

MAGE3-FL gAggCATgATgACTCTggTCAgggC X A 216–192 66,3 °C

MAGE3-LC ACAggCgggAgTgTgggCA p A 190–172 66,6 °C

Primer hu gp100 mRNA NM_006928 Tm

gp100 F AAggTCCAgATgCCAgCTCAATCA S 1341–1364 63,6 °C

gp100 R AggATCTCggCACTTTCAATACCC A 1527–1504 61,7 °C

FRET sonda hu gp100 mRNA

gp100 FL AgTCCCCCTggATTgTgTTCTgTATCgA X S 1441–1468 66,5 °C

gp100 LC TggTTCCTTTTCCgTCACCCTggAC p S 1471–1495 67,9 °C
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55 °C/10 s (s odeãtem fluorescence), 72 °C/13 s. Kontro-

la produktu byla provedena pomocí stanovení Tm. 

Exprese jednotliv˘ch markerÛ byla porovnávána

s expresí housekeepingového genu PBGD (porfobilino-

gendeamináza) pomocí LightCycler-h-PBGD Housekee-

ping Gene Set (Roche Diagnostics, GmbH, SRN). 

Anal˘za dat
Zji‰tûné hodnoty poãtu kopií/ml amplifikovan˘ch

markerov˘ch RNA byly vztaÏeny k poãtu kopií house-

keepingového genu (poãet kopií markeru/ml : poãet kopií

PBGD/ml). Statistická anal˘za byla provedena s pouÏitím

SPSS softwaru (verze 10.0) a Studentov˘m t testem.

V¯SLEDKY

Studijní protokol
V‰ichni pacienti podepsali informovan˘ souhlas pfied

zafiazením do studie. Do skupiny bylo zafiazeno 65

nemocn˘ch, ktefií byli léãeni pro maligní melanom. Paci-

enti byli rozdûleni do skupin podle klasifikace American

Joint Committee on Cancer. Jednalo se o nemocné ve sta-

diu IIA (33,9 %), ve stadiu IIB (24,6 %), ve stadiu IIC

(12,3 %), ve stadiu IIIA (15,4 %), ve stadiu IIIB (9,2 %)

a ve stadiu IIIC (4,6 %). 

Odbûry u pacientÛ k prÛkazu cirkulujících bunûk

byly provádûny kaÏdé 3 mûsíce po dobu 15 mûsícÛ.

KaÏdé 3 mûsíce následovalo standardnû stagingové

vy‰etfiení: rtg plic, sonografie bfiicha a sonografie spádo-

v˘ch lymfatick˘ch uzlin. Individuálnû podle konkrétní-

ho stavu pacienta se tato vy‰etfiení doplnila jinou zobra-

zovací metodou.

Exprese mRNA MIA, Melan-A, MAGE-3, gp 100 
a tyrozinázy z krevních vzorkÛ pacientÛ 
s progresí onemocnûní

Bûhem 15 mûsícÛ sledování do‰lo u 18 z 65 pacientÛ

k progresi onemocnûní (obr. 1). Pfiitom u v‰ech tûchto

nemocn˘ch se zv˘‰ily hladiny 1 aÏ 3 markerÛ do patolo-

gick˘ch hodnot. Jednalo se o nemocné v pÛvodním stadiu

IIA-IIIB. Konkrétnû bylo 5 pacientÛ ve stadiu IIA, 3 ve

stadiu IIB, 4 ve stadiu IIC, dal‰í 4 ve stadiu IIIA a 2 ve

stadiu IIIB. V̆ sledky hladin markerÛ byly porovnány

u kaÏdého konkrétního pacienta s cutoff hodnotami mar-

kerÛ namûfien˘ch ve skupinû zdrav˘ch dobrovolníkÛ. 

Obr. 1. Pacient s klinickou progresí – satelitní metastázy.

Tab. 2. Maximální zv˘‰ení jednotliv˘ch markerÛ jako násobek hodnoty cutoff u 18 z 65 pacientÛ, u kter˘ch byla klinicky pro-
kázána progrese melanomu

Pac. Poãáteãní MIA Melan A MAGE-3 gp 100 Tyrozináza Typ progrese

ã. stadium progrese/ progrese/ progrese/ progrese/ progrese/ (druh metastázy)

cutoff cutoff cutoff cutoff cutoff

1 IIB 5,03 v normû 23,43 1,21 v normû satelitní

2 IIA 2,19 v normû 298,52 3,57 v normû regionální lymfatické uzliny

6 IIA v normû v normû 28,06 v normû v normû satelitní

7 IIC v normû v normû 16,16 v normû v normû regionální lymfatické uzliny

8 IIIA 7,25 v normû 202,10 3,08 v normû regionální lymfatické uzliny

10 IIC v normû v normû 2,41 1,54 v normû játra

14 IIIB 1,95 v normû 86,75 v normû v normû ledvina, plíce

17 IIB 13,02 v normû 28,07 16,33 v normû intranzitní

20 IIC v normû v normû 1265,19 v normû v normû kÛÏe, mozek

21 IIC 5,16 v normû 13,49 6,49 v normû mozek

24 IIA v normû v normû 171,72 125,91 v normû regionální lymfatické uzliny

25 IIIA 1,81 v normû 26,04 5,33 v normû regionální lymfatické uzliny

28 IIB 4,14 v normû 24,52 2,22 v normû játra

35 IIA v normû v normû 24,39 1,57 v normû mozek

44 IIIB 5,20 v normû 118,77 v normû v normû regionální lymfatické uzliny

58 IIIA v normû v normû v normû v normû poz. peritoneum

60 IIA v normû v normû 23,40 v normû v normû oko, satelitní

62 IIIA v normû v normû 10,67 v normû v normû regionální lymfatické uzliny,

satelitní
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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 prÛmûr

± SD. Hodnoty pfii progresi jsou uvedeny ve stejném for-

mátu a jsou v prÛmûru pro MIA 4,272 ± 2,183 (statistic-

ky signifikantní rozdíl oproti hodnotû cutoff, p<0,01), pro

Melan-A 0,026 ± 0,016 (statisticky nesignifikantní oproti

cutoff, p>0,05), pro MAGE-3 332,927 ± 196,239 (statis-

ticky signifikantní rozdíl oproti hodnotû cutoff, p<0,01)

a pro gp100 0,953 ± 0,827 (statisticky signifikantní rozdíl

oproti hodnotû cutoff, p<0,05).

Pro pfiehlednost uvádíme v tabulce 2 hodnoty markerÛ

u v‰ech 18 pacientÛ s progresí jako násobky hodnoty

cutoff pfiíslu‰ného markeru. U markerÛ MIA byl prÛmûr-

n˘ pomûr progrese/cutoff 5,08, u MAGE-3 153,07,

u gp100 16,72. U jednoho pacienta s progresí byla pozi-

tivní tyrozináza a ani u jednoho nedo‰lo k signifikantní-

mu zv˘‰ení hodnot markerÛ Melan-A oproti cutoff

(p>0,05).

EXPRESE VY·ET¤EN¯CH 
MARKERÒ U JEDNOTLIV¯CH 
PACIENTÒ S PROGRESÍ

Pacienti s progredujícím onemocnûním mûli nejãastûji

pozitivní marker MAGE-3 (17 z 18 nemocn˘ch, 94,4 %),

dále byl pozitivní marker gp100 (10 z 18 nemocn˘ch,

55,6 %), MIA (9 z 18, 50 %) a tyrozináza (1 z 18, 5,6 %).

U Melan-A nedo‰lo ke statisticky signifikantnímu zv˘‰e-

ní oproti cutoff u v‰ech sledovan˘ch pacientÛ s progresí

(obr. 2). U nemocn˘ch s progredující chorobou se nejãas-

tûji na‰ly souãasnû pozitivní 3 markery (v 7 pfiípadech

z 18, 38,9 %), dále 1 marker (v 6 pfiípadech z 18, 33,3 %)

a následovaly souãasnû pozitivní 2 markery (v 5 pfiípa-

dech z 18, 27,8 %).

Korelace s klinick˘m prÛbûhem
Ve sledovaném souboru 65 pacientÛ do‰lo ke zv˘‰ení

hladin markerÛ nad hodnoty cutoff celkem u 21 pacientÛ

(obr. 3). Osmnáct pacientÛ (86 %) jiÏ bylo podrobnû

popsáno dfiíve a bûhem sledovaného období u nich záro-

veÀ do‰lo ke klinické progresi choroby. U v‰ech tûchto

zmínûn˘ch pacientÛ bylo zji‰tûno zv˘‰ení jednoho mar-

keru nebo souãasnû dvou aÏ tfií markerÛ. Dal‰í 3 pacienti

(14 %) mûli také statisticky signifikantnû zv˘‰ené hodno-

ty oproti cutoff, ale klinická progrese u nich nebyla

(zatím) zji‰tûna. 
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Obr. 2. Exprese vy‰etfien˘ch markerÛ u pacientÛ s progresí.
V této podskupinû byl nejãastûji pozitivní MAGE-3 (17krát),
následovan˘ gp100 (10krát), dále MIA (9krát) a tyrozináza
(1krát). U markeru Melan-A nedo‰lo k signifikantnímu zv˘-
‰ení jeho hladin oproti cutoff. 
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Obr. 3. Korelace s klinick˘m prÛbûhem. Ve sledovaném sou-
boru do‰lo ke zv˘‰ení hladin markerÛ nad hodnoty cutoff
celkem u 21 pacientÛ. U 18 pacientÛ (86 %) do‰lo ke klinic-
ké progresi choroby. U dal‰ích 3 pacientÛ (14 %) klinická
progrese (zatím) nebyla zji‰tûna. 

Elevace nádorov˘ch markerÛ pfiedcházela 
klinické progresi aÏ o 9 mûsícÛ

Zv˘‰ení hladin nádorov˘ch markerÛ se zjistilo ve vût-

‰inû pfiípadÛ mnohem dfiíve, neÏ do‰lo ke klinické progre-

si (obr. 4). Podle protokolu se krev ke stanovení hladin

17%
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6 měsíců

3 měsíce

38%

0 měsíců
17%

Obr. 4. Doba od první zachycené elevace markerÛ ke klinic-
ké progresi. Elevace nádorov˘ch markerÛ pfiedcházela kli-
nické progresi aÏ o 9 mûsícÛ. Zv˘‰ení jejich hladin se zjisti-
lo ve vût‰inû pfiípadÛ mnohem dfiíve neÏ do‰lo ke klinické
progresi. U 28 % pacientÛ bylo prokázáno zv˘‰ení hladiny
markerÛ 9 mûsícÛ pfied progresí, v 38 % pfiípadÛ 6 mûsícÛ
pfied progresí, v 17 % pfiípadÛ 3 mûsíce pfied progresí a pou-
ze dal‰ích 17 % pacientÛ pfii‰lo na odbûr markerÛ v dobû,
kdy byla zároveÀ zji‰tûna progrese onemocnûní.
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markerÛ odebírala kaÏdé 3 mûsíce a zároveÀ se provádû-

la zobrazovací vy‰etfiení v rámci stagingu. U 28 % paci-

entÛ do‰lo ke zv˘‰ení hladiny markerÛ 9 mûsícÛ pfied pro-

gresí, v 38 % pfiípadÛ 6 mûsícÛ pfied progresí, v 17 % pfií-

padÛ 3 mûsíce pfied progresí a pouze dal‰ích 17 % paci-

entÛ pfii‰lo na odbûr markerÛ, které byly poprvé zv˘‰eny

ve stejnou dobu, kdy se klinick˘m a zobrazovacím vy‰et-

fiením prokázala progrese onemocnûní. 

DISKUSE

Pfii odhadu prognózy pacienta s melanomem hraje

dÛleÏitou roli stadium podle AJCC klasifikace (2–4). Se

stoupajícím stadiem se zhor‰uje prognóza pacienta. I pfies

neustálou modernizaci zobrazovacích metod se snaÏíme

nalézt metodu, která by vãas odhalila hematogenní rozsev

nádorov˘ch bunûk a pomohla nám tak definovat pacien-

ty, ktefií mají vysoké riziko progrese onemocnûní. Jako

nejslibnûj‰í se nám jeví detekce sérov˘ch markerÛ. Shr-

nutím poznatkÛ o v˘znamu laktátdehydrogenázy (LDH),

S100 proteinu nebo neuron-specifické enolázy (NSE) se

dospûlo k závûru, Ïe tyto sérové markery nejsou dostateã-

nû citlivé pro ãasnou detekci progrese nebo úspû‰nosti

terapie (7). 

Pfiínosem pro vãasnou diagnostiku a detekci progrese

nádorÛ budou jistû metody molekulární biologie deteku-

jící mRNA cestou RT-PCR. Rychlej‰í anal˘zu, vût‰í spo-

lehlivost a pfiesnûj‰í kvantifikaci mRNA genÛ umoÏÀuje

metoda real-time RT-PCR, pouÏitá v této práci. KaÏdé 3

mûsíce jsme za pouÏití této metody detekovali v periferní

krvi nádorové markery pro melanom. Bûhem 15 mûsícÛ

trvání studie se statisticky signifikantnû zv˘‰ily melano-

mové markery nad cutoff u 21 pacientÛ. U 18 z nich (86 %)

se objevila je‰tû bûhem studie progrese onemocnûní. Tfii

pacienti z této skupiny (16 %) mûli zv˘‰ené markery

a tato elevace nebyla doprovázena progresí onemocnûní.

Vysvûtlením mÛÏe b˘t na jedné stranû fale‰nû pozitivní

v˘sledek. Na druhé stranû mÛÏeme spekulovat, Ïe u tûch-

to pacientÛ do‰lo k elevaci markerÛ s pfiedstihem a klinic-

ká progrese je teprve ãeká. V‰ichni 3 se nacházejí v obdo-

bí 9 mûsícÛ po elevaci markerÛ. V na‰í práci jsme zazna-

menali 28 % pacientÛ, u nichÏ elevace markerÛ pfiedchá-

zela klinické progresi o 9 mûsícÛ. V‰ichni 3 pacienti jsou

pod intenzivním dohledem v na‰í ambulanci.

Zv˘‰ení hladin nádorov˘ch markerÛ se zjistilo ve vût-

‰inû pfiípadÛ v˘raznû dfiíve, neÏ do‰lo ke klinické progre-

si. Jak jiÏ bylo fieãeno, u 28 % pacientÛ do‰lo ke zv˘‰ení

hladiny markerÛ 9 mûsícÛ pfied progresí, v 38 % pfiípadÛ

pak 6 mûsícÛ pfied progresí, v 17 % pfiípadÛ 3 mûsíce pfied

progresí a pouze dal‰ích 17 % pacientÛ pfii‰lo na odbûr

markerÛ, které byly poprvé zv˘‰eny ve stejnou dobu, kdy

se klinick˘m a zobrazovacím vy‰etfiením prokázala pro-

grese onemocnûní. Elevaci nádorov˘ch markerÛ mÛÏeme

povaÏovat za metodu slouÏící k vãasné detekci hemato-

genního rozsevu a pfiítomnosti metastáz.

Melanom patfií k nádorÛm, vyznaãujícím se znaãnou

heterogenitou exprese nádorovû specifick˘ch proteinÛ.

Sledování dvou a více markerÛ mÛÏe v˘raznû zv˘‰it úãin-

nost detekce. V na‰í studii jsme se soustfiedili na 5 marke-

rÛ: Melan-A/MART-1, gp 100, MAGE-3, MIA a tyrozi-

náza. Nejcitlivûj‰ím markerem progrese se ukázal

MAGE-3 (17 z 18 nemocn˘ch), dále byl pozitivní marker

gp100 (10 z 18 nemocn˘ch), MIA (9 z 18) a tyrozináza (1

z 18). U Melan-A nedo‰lo k statisticky signifikantnímu

zv˘‰ení oproti cutoff u v‰ech sledovan˘ch pacientÛ s pro-

gresí. Tyrozináza byla jako marker pro cirkulující mela-

nomové buÀky pouÏívána v minulosti nejãastûji. Její role

jako markeru je velice diskutovaná a li‰í se v rÛzn˘ch

publikacích. Napfiíklad úspû‰nost vy‰etfiování tyrozinázy

jako jediného markeru progrese se pohybovala od 6 % do

59 % (1, 12, 22, 25, 30). DÛvodem mÛÏe b˘t technická

chyba, vysoké procento fale‰nû pozitivních v˘sledkÛ

napfi. z dÛvodÛ kontaminace nebo sníÏení exprese tyrozi-

názy v pokroãilej‰ích stadiích, jeÏ je spojené se sníÏením

diferenciace nádorov˘ch bunûk a poklesem melanizace

nádoru (26). Vzhledem k tomu, Ïe v na‰í práci se u pro-

gredující choroby nejãastûji na‰ly souãasnû 3 pozitivní

markery, podporuje to detekci nûkolika markerÛ jako

velmi vhodnou a senzitivní metodu. 

Zajímav˘m faktem je, Ïe elevace markerÛ doprováze-

la progresi onemocnûní ve smyslu hematogenního i lym-

fogenního ‰ífiení. PÛvodnû jsme pfiedpokládali, Ïe vzhle-

dem k tomu, Ïe cirkulující buÀky detekujeme z periferní

krve, bude zachycen pfiedev‰ím a témûfi v˘luãnû hemato-

genní rozsev. Tento závûr poukazuje na to, Ïe ‰ífiení nádo-

rov˘ch bunûk lymfogenními cestami je doprovázeno

i postiÏením krevního obûhu. Tento fakt mÛÏe b˘t i jed-

ním z vysvûtlení, proã pfiítomnost metastáz v lym-

fatick˘ch uzlinách v˘raznû zhor‰uje celkové pfieÏívání

pacientÛ. 

Bûhem na‰í studie byly nádorové markery vy‰etfiová-

ny kaÏdé 3 mûsíce. Tato frekvence je dÛleÏitá, abychom

s co nejvût‰ím pfiedstihem pfied klinicky zjistitelnou pro-

gresí mohli zaznamenat elevaci markerÛ. Otázkou je, zda

tfiímûsíãní odstup lze povaÏovat za optimální, krátk˘ nebo

naopak dlouh˘. Urãitou limitací je finanãní nároãnost

a fyzická zatíÏenost pacienta (vzorky se musí zpracovat

do 2 h po odbûru, takÏe pacient musí k vy‰etfiením dojíÏ-

dût nûkdy i nûkolik stovek kilometrÛ) na stranû jedné

a snaha o co nejãastûj‰í sledování hladin markerÛ na stra-

nû druhé.

Opakované sledování hladin markerÛ je v˘znamné

i z jiného dÛvodu. Pfii nûkterém odbûru krve se nemusí

nádorové buÀky v obûhu zachytit. To jsme prokázali

i u dvou na‰ich pacientÛ, u kter˘ch do‰lo ke klinické pro-

gresi po 9 mûsících od prvního signifikantního zv˘‰ení

hladin markerÛ. U nich byl první odbûr pozitivní, druh˘

negativní a tfietí opût pozitivní. MÛÏe to souviset s fiadou

faktorÛ – fyzické neodebrání bolusu nádorov˘ch bunûk

ve sledovaném krevním vzorku, pfiímé nebo nepfiímé

ovlivnûní hladiny markerÛ adjuvantní terapií, variabilní

biologické chování nádorové tkánû v závislosti na ãase
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a dal‰í (9, 23). Organizaãnû i údajovû se nám pfii plánová-

ní studie zdál tfiímûsíãní odstup jako vhodn˘ a dostaãují-

cí a klinická praxe v prÛbûhu experimentÛ nám tento

pfiedpoklad v podstatû potvrdila.

Závûrem lze fiíci, Ïe multimarkerová kvantitativní real-

time RT-PCR je senzitivní metodou pro detekci cirkulují-

cích nádorov˘ch bunûk. Je vãasn˘m signálem pro metas-

tatické ‰ífiení u melanomov˘ch pacientÛ. Tato metoda je

dÛleÏit˘m a spolehliv˘m prognostick˘m faktorem. Dá se

pfiedpokládat, Ïe v budoucnu mÛÏe slouÏit ke screeningu

rizikov˘ch pacientÛ a k monitoringu úspû‰nosti terapie.
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