klinické a laboratorni prace

Prognosticky vyznam osteoprotegerinu
a osteopontinu u maligniho melanomu

Treskova 1.1, Topol¢an 0.2, Vrzalova J.2, Pizinger K.3

I Oddéleni plastické chirurgie, FN Plzeil
primdi MUDr. Vlastimil Bursa

2 Imunoanalyticka laboratof, FN Plzefi
vedouci prof. MUDr. Ondrej Topol¢an, CSc.

3 Dermatovenerologicka klinika, FN Plzen
pfednosta prof. MUDr. Karel Pizinger, CSc.

SOUHRN

Cil: Cilem na$i studie je zhodnoceni dynamiky biomarker(, osteoprotegerinu a osteopontinu, v pritbéhu hodnoceni jejich hladin
v letech 2009-2012 a jejich vztahu k prognéze nemocnych s malignim melanomem.

Metoda: Byla sledovédna skupina nemocnych s malignim melanomem (n = 77) a kontrolni skupina bez nddorového onemocnéni
(n = 34). U téchto skupin jsme hodnotili sérové hladiny osteoprotegerinu a osteopontinu pouZzitim xMAP technologie.

Wisledky: Byla zjiSténa statisticky vyznamna korelace mezi sérovou hladinou osteopontinu a postizenim lymfatickych uzlin (p < 0,01)
a pozitivitou/negativitou sentinelové lymfatické uzliny (p < 0,03). Elevace sérové hladiny osteopontinu byla shleddna u nemocnych
s pokrocilym onemocnénim ve srovndni s nemocnymi s primdrnim melanomem (p < 0,02). Byla zji§téna elevace sérové hladiny
osteoprotegerinu i u skupiny nemocnych s progresi onemocnéni ve srovnani se skupinou remisni (p < 0,01). Ve skupiné nemocnych
s malignim melanomem jsme zjistili vyS$8i sérové hladiny osteoprotegerinu (p < 0,001) a osteopontinu (p < 0,0008) ve srovnani
s kontrolni skupinou. Senzitivita vySetfeni sérovych hladin osteoprotegerinu byla 39,21% pti 93% specificité a ostepontinu 9,8% pii
93% specificité.

Zdver: Na zdkladé nadi studie se osteopontin a osteoprotegerin jevi jako potencidlné vyuZitelné biomarkery pfi sledovani biologické
aktivity maligniho melanomu. Vysledky na3i studie a eventudlni vyuZiti té€chto biomarkertl v dispenzérni péci o nemocné s malignim
melanomem bude ale nutné ovéfit na vétsi skupiné nemocnych.
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SUMMARY
Prognostic Significance of Osteoprotegerin and Osteopontin in Malignant Melanoma

Aim: The aim of our study was to evaluate the dynamics of biomarkers osteoprotegerin and osteopontin and their relationship to pro-
gnosis of patients with malignant melanoma during the period from 2009 to 2012.

Method: We evaluated a group of patients with malignant melanoma (n = 77) and control group without cancer (n = 34). In these
groups we evaluated the serum levels of osteoprotegerin and osteopontin using XMAP technology.

Results: There was a statistically significant correlation between serum osteopontin and lymph node involvement (p < 0.01) and the
positivity/negativity of the sentinel lymph nodes (p < 0.03). Elevated serum levels of osteopontin has been found in patients with
advanced disease in comparison to patients with primary melanoma (p < 0.02). We found elevated serum levels of osteoprotegerin in
the group of patients with disease progression compared to the group in remission (p < 0.01). In the group of patients with malignant
melanoma we found higher serum levels of osteoprotegerin (p < 0.001) and osteopontin (p < 0.0008) in comparison with the control
group. Sensitivity of osteoprotegerin was 39.21% at 93% specificity and ostepontin 9.8% at 93% specificity.

Conclusion: This study shows osteopontin and osteoprotegerin to be useful biomarkers in evaluating biological activity of malignant
melanoma. Validation of our current results in a larger group of patients is needed.
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UvVOoD

Maligni melanom v soucasnosti piedstavuje celosvéto-
vy problém, dostal se do popiedi zdjmu odborné ale
i laické vefejnosti [5]. S jeho naristajici incidenci roste
i snaha Iépe porozumét chovani tohoto heterogenniho na-
doru. Porozuméni vztahu mezi prognostickymi faktory
a biologii melanomu je jednim z pfedmétd vyzkumu v této
oblasti [13]. Cilem price bylo zhodnoceni prognostické
vyznamnosti dvou novych biomarkerti — osteoprotegerinu
(OPG) a osteopontinu (OPN), stejné tak vyuZiti nové me-
tody stanoveni biomarkertt — xMAP technologie pfi moni-
torovani nadorového onemocnéni.

Osteoprotegerin je protein (cytokinovy receptor), ktery
je kédovan genem TNFRSF11B. Jedna se o dileZity regu-
lator kostniho metabolismu, imunitniho systému, daleZi-
tou funkci zaujima pfi rozvoji cévnich komplikaci, jako je
ateroskler6za ¢i cévni ischemickd mozkovad piihoda.
ZajiStuje preZziti endotelidlnich bunék, jejich proliferaci,
migraci a jejich formaci pfi angiogenezi [12, 18]. OPG ta-
ké zajiStuje preziti bunck inhibici apoptdzy. Na zdkladé
tohoto zji$téni byla vypracovana fada studii podporujici
roli OPG v onkogenezi [11]. OPG ma4 také vyznamnou ro-
li v angiogenezi — klicového procesu pii vzniku a me-
tastazovani nddoru. Produkce osteoprotegerinu je tedy
soucdsti strategie pfeZiti nadoru, byla zjiSténa produkce
OPG u celé fady nddorovych bunék [14].

Osteopontin je glykoprotein extraceluldrni matrix pro-
dukovany celou fadou bunék, jako jsou fibroblasty, osteo-
blasty, osteocyty, odontoblasty, chondrocyty, makrofagy
¢i myoblasty. OPN je dilleZitym faktorem pii remodelaci
kosti a v imunitnim systému [16]. Role osteopontinu byla
popsédna i pfi chemotaxi, buné¢né migraci, adhezi, angio-
genezi, apoptoze a zakladani metastdz. ZvySend exprese
OPN je spojena s agresivnéj$im chovanim a tendenci
k metastazovani u celé fady nadort [17]. Vys§i hladiny
OPN v séru jsou pozorovany u pacientil s pokroc¢ilym one-
mocnénim a jsou ukazatelem horsi progndzy, kratSim cel-
kovym pfezitim a krat§im intervalem remise [6, 7].

PACIENTI A METODIKA

V letech 2009-2012 jsme provedli prospektivni neran-
domizovanou kohortni studii s cilem posoudit prognostic-
kou roli novych biomarkerh u maligniho melanomu.
Sledovali jsme pacienty s malignim melanomem podstu-
pujici radikélni chirurgicky vykon (n = 77) a kontrolni
skupinu pacientdl s benignim koZnim onemocnénim
(n = 34). Sledovani sérové hladiny biomarkerd bylo pro-
vadéno piedoperacné a ndsledné po operaci v pra-
videlnych 3mésic¢nich intervalech po dobu 2 let, kontrolni
skupina byla nabrdna pfed operaci a 1krat v pooperacnim
obdobi. Primérny v€k v dobé& stanoveni diagnézy byl
u skupiny nadorové 57,9 (11-87) let a u kontrolni skupiny
36,8 (17-84) let. U viech nemocnych jsme provedli radi-
kalni chirurgicky vykon s vySetienim sentinelové uzliny
v indikovanych pfipadech podle mezindrodnich doporu-
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¢eni. Nésledné byli rizikovi nemocni 1é¢eni imunoterapii
(Interferon alfa) po dobu 12 mésict a v pravidelnych in-
tervalech dispenzarizovdni v névové poradné¢ Derma-
tovenerologické kliniky FN Plzefi. Primarni operace byla
provedena u 51 nemocnych, reexcize niddoru v 18 piipa-
dech a operace pokrocilého onemocnéni v 8 piipadech.
Melanom in situ byl popsdn u 6 nemocnych, stadium
I (pT1) bylo popsano u 21 nemocnych, stadium II (pT2)
u 19 nemocnych, stadium III (pT3) u 17 nemocnych
a stadium IV (pT4) u 14 nemocnych. Breslow skore
0,1-1 mm byl pfitomen ve 20 piipadech, 1,1-2 mm ve 23
pfipadech, 2,1-4 mm v 15 pfipadech a > 4,1 mm v 15 pfi-
padech, ve 4 piipadech bylo Breslow skoére neznimé.
Ulcerace nadoru jako negativni prognosticky faktor byla
pfitomna u 30 nemocnych. Maligni melanom v naSem
souboru byl nejvice pfitomen na dolnich koncetindch
a trupu (tab. 1 a 2). U kazdého pacienta jsme odebrali
20 ml periferni krve standardni metodou flebotomie
(systém VACUETTE®, Greiner Bio-One, Rakousko),
s/bez EDTA. Plasma byla separovdna centrifugaci
a vSechny vzorky byly okamzité alikvotovany, zmraZeny
a uchovany pfi -70 °C. Vzorky byly shromazdovény pied-
opera¢né (v den operace), 10 dni po opera¢nim vykonu
a dale kazdé 3 mésice po celou dobu sledovani na zdkladé
klinickych kontrol. Sérové hladiny osteopontinu
a osteoprotegerinu byly stanoveny pomoci xXMAP techno-
logie (multiplexova analyza) na pfistroji Luminex 100:
Luminex Corporation, USA. Stanoveni bylo shodné ve
skupiné nemocnych i v kontrolni skupiné. Multiplexova
analyza kombinuje principiy pratokové cytometrie
a imunoanalytického stanoveni. Stanoveni je zaloZeno na
molekuldrni reakci, kterd probihad na barevné kédovanych
sadach mikrokuli¢ek. Je moZzné az 100 rtznych reakci
v jediném alikvotu vzorku. Dalsi velkou vyhodou je maly
objem vzorku potiebny pro analyzu [3].

Pro statistické zpracovani ziskanych hodnot jsme po-
uzili deskriptivni statistiku, Kruskaltv-Wallistv test,
Wilcoxontv test, Spearmantv korela¢ni test. Pro zhodno-
ceni vztahu senzitivita-specificita byly uZity ROC (recei-
ver operating characteristics) kfivky. Optimdlni cut-off
hodnota byla nalezena jako statisticky nejvyznamnéjsi vy-
sledek pfi nejniZsi hodnoté p. Pro jednotlivy biomarker
byla vypoctena AUC (area under the curve). Hodnota
p < 0,05 byla povaZovéna za statisticky signifikantni.

Tabulka 1. Charakteristika skupiny nemocnych a kontrolni
skupiny

Melanomové Kontrolni

skupina skupina
Pacienti n n
Celkovy pocet 77 34
Zeny 38 23
Muzi 39 11
Veék (roky) n n
Minimum 11 17
Maximum 87 84
Primér 57,9 36,8
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Tabulka 2. Charakteristika melanomové skupiny

VYSLEDKY

Deskriptivni statistika sérovych hladin osteoprotegeri-
nu a osteopontinu ve skupiné nemocnych s malignim me-
lanomem a kontrolni skupiné je uvedena v tabulce 3. Byla
zjiSténa statisticky vyznamnd korelace mezi sérovou hla-
dinou osteopontinu a postizenim lymfatickych uzlin
(p < 0,01) a s pozitivitou/negativitou sentinelové lymfa-
tické uzliny, p < 0,03. Jiné statisticky vyznamné korelace
hladin vySetfovanych biomarkerd a TNM klasifikace ne-
byly zji$tény. Stejné tak nebyly zjiStény vyznamné korela-
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ce mezi sérovou hladinou téchto markert a hodnotou pod-
le Breslowa, ulceraci ¢i lokalitou onemocnéni. VyS$3i séro-
vé hladiny té€chto markerd vykazovali nemocni
s pokroc¢ilym onemocnénim ve srovndni se skupinou ne-
mocnych s primarnim melanomem. Statisticky vyznamné
korelace byly zjiStény u osteopontinu (p < 0,02). Béhem
sledovani byly naméfeny vyssi sérové hladiny i u skupiny
nemocnych s progresi onemocnéni ve srovnani se skupi-
nou remisni. Statisticky vyznamné korelace jsme zjistili
u osteoprotegerinu (p < 0,01). Ve skupiné nemocnych
s malignim melanomem jsme zjistili vy$si sérové hladiny
vySetfovanych biomarkerll, osteoprotegerinu a osteo-
pontinu, ve srovnani s kontrolni skupinou (p < 0,001
a p < 0,0008) — tabulka 4. Senzitivita vySetfeni sérovych
hladin osteoprotegerinu byla 39,21% pfi 93% specificité
a ostepontinu 9,8% pfti 93% specificité (tab. 5).

Tabulka 3. Primérné hodnoty osteoprotegerinu a osteopontinu
v nddorové a kontrolni skupiné, vyuZiti korela¢ni analyzy
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Tabulka 4. Vyznamné korelace mezi hladinami OPG, OPN
a klinickymi ukazateli

Biomarker OPG OPN
Klinické charakteristiky p-value  p-value
T NS NS
N NS < 0,01

cmarni mel
Breslow skore prumdrnt melanom NS NS

pokrocily melanom

SIN primarni melanom NS <0,03

pokrocily melanom NS NS
Ulcerace NS NS
Lokalita tumoru NS NS
Primérni x pokrocily melanom NS < 0,02
Remise x progrese < 0,01 NS
Melanomova x kontrolni skupina < 0,001 <0,0008

Vysvétlivky: T — velikost nddoru, N — postiZzeni regiondlnich lymfatic-
kych uzlin, SLN — sentinelové lymfaticka uzlina (pozitivita/negativita),
NS - nespecificka hodnota

DISKUSE

Maligni melanom je jednim z nejagresivnéjSich nado-
ra, pokud neni vcéas diagnostikovdn a odstranén.
S celosvétové rostouci incidenci rostou i snahy o lepsi po-
rozuméni tomuto heterogennimu nddoru. Zakladnim kro-
kem je nalezeni vztahi mezi prognostickymi faktory
a biologickou povahou niadoru [13]. Tloustka naddoru pod-
le Breslowa a stav sentinelové lymfatické uzliny zistava-
ji nadale nejdaleZitéjSimi prognostickymi faktory
z hlediska rekurence choroby a pfeZiti. Tyto faktory ov§em
nepfinasi presné a vCasné informace k urceni biologické-
ho chovani nddoru u kazdého jednotlivého pacienta, agre-
sivity choroby nebo cesty diseminace. Zatim neexistuje
zadny klinicky, histologicky, imunohistochemicky ¢i mo-
lekuldrni marker, ktery by ndm umoznil upfesnit charak-
teristiky nddoru ve smyslu jeho dal§iho chovani
a progndzy nemocného.

V fadé studii se diskutuje o celé fad¢é biomarkert, které
by pomohly Iépe porozumét biologické aktivité melano-
mu [8, 9, 15]. Biomarkery slouZi ke zptesnéni prognostic-
ké informace, k odhadu agresivity choroby, k indivi-
dualizaci 1é¢by. Vyzkum v oblasti biomarkeril piedstavuje
cestu k lepSimu porozuméni biologické podstaty maligni-
ho melanomu. Zatim vSak neexistuje spolehlivy biomar-
ker maligniho melanomu, ktery by byl vyuZitelny v praxi.
Hledéani vhodného biomarkeru na poli maligniho melano-

Tabulka 5. Senzitivita a specificita vybranych biomarkeri

mu pokracuje, sleduji se nové faktory, které by mohly pfi-
spét ke zlepSeni péfe o nemocné s melanomem.
K takovym faktorm by mohly patfit i osteopontin
a osteoprotegerin.

Osteopontin je adhezivni glykoprotein majici roli
v nddorové angiogenezi a metastazovani. Na zdkladé¢ zjis-
téni, Ze se jednd o potentni biomarker u celé fady nador,
jsme provedli studii s cilem objasnit roli osteopontinu
u maligniho melanomu. Nalezli jsme statisticky vyznam-
né korelace sérovych hladin osteopontinu a postiZzeni lym-
fatickych uzlin. Sérové hladiny byly vyznamné vy$si
u pacientl s malignim melanomem ve srovnani s kontrolni
skupinou. Byly také zjiStény vys$Si hladiny u pacientl
s pokrocilym onemocnénim ve srovnani s pfedopera¢nimi
nabéry u primdrniho melanomu. Barak et al. A Kadkol et
al. [1, 4] publikovali studii zabyvajici se vyznamem osteo-
pontinu u metastatického uvedlniho melanomu, kde séro-
vé hladiny OPN byly signifikantné vys§i u metastatické
skupiny ve srovnani s remisni skupinou a skupinou kon-
trolni. Toto zji$téni je v souladu s nasimi vysledky. Rangel
et al. ve své studii [10] prokazal asociaci mezi vyS$§i ex-
presi osteopontinu a vy$§im Breslow skére. Hodnoty OPN
byly prediktivni viic¢i postiZeni spadovych lymfatickych
uzlin podle Rangelovy studie, v souladu s naSim tvrze-
nim.

Osteoprotegerin je potentnim proangiogennim fakto-
rem s vyznamnou roli v onkogenezi a §ifeni nddoru. V nasi
studii byly nalezeny vys$§i sérové hladiny u skupiny nado-
rové v porovndni s kontrolni skupinou. Jiné statisticky vy-
znamné asociace nalezeny nebyly. Podle naSich znalosti
neni prozatim publikovana studie, kterd by potvrzovala
pouZiti osteoprotegerinu jako biomarkeru u maligniho me-
lanomu. Existuji studie u jinych nadori, ovSem
s kontroverznimi vysledky.

Senzitivita obou testovanych biomarkert byla nizka.
Pro srovndni je moZno uvést senzitivitu nejvice diskuto-
vanych biomarkeri u maligniho melanomu, tj. proteinu
S100B a laktddehydrogendzy, jejichZ senzitivita je
30-70% podle raznych studii. Napfiklad Banfalvi et al.
udava senzitivitu S100B 70% pti 100% specificité a LDH
48% pti 83% specificité [2].

Na zdkladé€ nasi studie se osteopontin a osteoprotegerin
jevi jako potencidlné vyuZitelné biomarkery pii sledovani
biologické aktivity maligniho melanomu.

ZAVER

Tato studie méla za cil ovéfit vyuZitelnost osteoprote-
gerinu a osteopontinu pii hodnoceni biologické aktivity
maligniho melanomu a vhodnost dal§iho vyzkumu
v oblasti vy$e uvedenych biomarkerd. Jsme si védomi roz-

Biomarker Cut-off Specificita % Senzitivita % PV+ PV- R AUC
S-OPG 400,58 93 39,21 90,9 46,55 1,7 0,77
S-OPN 30915,59 93 9,8 71,42 36,98 1,13 0,72
Vysvétlivky: PV — prediktivni hodnota, R — koeficient korelace, AUC — plocha pod kiivkou
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dilnych vékovych hladin u nddorové a kontrolni skupiny,
tato souvislost neni u kontrolni skupiny statisticky signifi-
kantni, urcitou roli miZe hrat u skupiny nadorové. Toto
bude v pokracovani studie zohlednéno a vysledky studie
a eventudlni vyuZiti té€chto biomarkerti v dispenzérni péci
o nemocné s malignim melanomem bude ovéfeno na vét-
§i skupin€ nemocnych.
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