
klinické a laboratorní práce

Prognostick˘ v˘znam osteoprotegerinu
a osteopontinu u maligního melanomu

Tfie‰ková I.1, Topolãan O.2, Vrzalová J.2, Pizinger K.3

1 Oddûlení plastické chirurgie, FN PlzeÀ
primáfi MUDr. Vlastimil Bursa

2 Imunoanalytická laboratofi, FN PlzeÀ
vedoucí prof. MUDr. Ondfiej Topolãan, CSc.

3 Dermatovenerologická klinika, FN PlzeÀ
pfiednosta prof. MUDr. Karel Pizinger, CSc.

SOUHRN

Cíl: Cílem na‰í studie je zhodnocení dynamiky biomarkerÛ, osteoprotegerinu a osteopontinu, v prÛbûhu hodnocení jejich hladin
v letech 2009–2012 a jejich vztahu k prognóze nemocn˘ch s maligním melanomem.
Metoda: Byla sledována skupina nemocn˘ch s maligním melanomem (n = 77) a kontrolní skupina bez nádorového onemocnûní
(n = 34). U tûchto skupin jsme hodnotili sérové hladiny osteoprotegerinu a osteopontinu pouÏitím xMAP technologie.
V̆ sledky: Byla zji‰tûna statisticky v˘znamná korelace mezi sérovou hladinou osteopontinu a postiÏením lymfatick˘ch uzlin (p < 0,01)
a pozitivitou/negativitou sentinelové lymfatické uzliny (p < 0,03). Elevace sérové hladiny osteopontinu byla shledána u nemocn˘ch
s pokroãil˘m onemocnûním ve srovnání s nemocn˘mi s primárním melanomem (p < 0,02). Byla zji‰tûna elevace sérové hladiny
osteoprotegerinu i u skupiny nemocn˘ch s progresí onemocnûní ve srovnání se skupinou remisní (p < 0,01). Ve skupinû nemocn˘ch
s maligním melanomem jsme zjistili vy‰‰í sérové hladiny osteoprotegerinu (p < 0,001) a osteopontinu (p < 0,0008) ve srovnání
s kontrolní skupinou. Senzitivita vy‰etfiení sérov˘ch hladin osteoprotegerinu byla 39,21% pfii 93% specificitû a ostepontinu 9,8% pfii
93% specificitû.
Závûr: Na základû na‰í studie se osteopontin a osteoprotegerin jeví jako potenciálnû vyuÏitelné biomarkery pfii sledování biologické
aktivity maligního melanomu. V̆ sledky na‰í studie a eventuální vyuÏití tûchto biomarkerÛ v dispenzární péãi o nemocné s maligním
melanomem bude ale nutné ovûfiit na vût‰í skupinû nemocn˘ch.
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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.
Key words: malignant melanoma – biomarkers – osteoprotegerin – osteopontin – multiplex analysis
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ÚVOD

Maligní melanom v souãasnosti pfiedstavuje celosvûto-
v˘ problém, dostal se do popfiedí zájmu odborné ale
i laické vefiejnosti [5]. S jeho narÛstající incidencí roste
i snaha lépe porozumût chování tohoto heterogenního ná-
doru. Porozumûní vztahu mezi prognostick˘mi faktory
a biologií melanomu je jedním z pfiedmûtÛ v˘zkumu v této
oblasti [13]. Cílem práce bylo zhodnocení prognostické
v˘znamnosti dvou nov˘ch biomarkerÛ – osteoprotegerinu
(OPG) a osteopontinu (OPN), stejnû tak vyuÏití nové me-
tody stanovení biomarkerÛ – xMAP technologie pfii moni-
torování nádorového onemocnûní.
Osteoprotegerin je protein (cytokinov˘ receptor), kter˘

je kódován genem TNFRSF11B. Jedná se o dÛleÏit˘ regu-
látor kostního metabolismu, imunitního systému, dÛleÏi-
tou funkci zaujímá pfii rozvoji cévních komplikací, jako je
ateroskleróza ãi cévní ischemická mozková pfiíhoda.
Zaji‰Èuje pfieÏití endoteliálních bunûk, jejich proliferaci,
migraci a jejich formaci pfii angiogenezi [12, 18]. OPG ta-
ké zaji‰Èuje pfieÏití bunûk inhibicí apoptózy. Na základû
tohoto zji‰tûní byla vypracována fiada studií podporující
roli OPG v onkogenezi [11]. OPG má také v˘znamnou ro-
li v angiogenezi – klíãového procesu pfii vzniku a me-
tastazování nádoru. Produkce osteoprotegerinu je tedy
souãástí strategie pfieÏití nádoru, byla zji‰tûna produkce
OPG u celé fiady nádorov˘ch bunûk [14].
Osteopontin je glykoprotein extracelulární matrix pro-

dukovan˘ celou fiadou bunûk, jako jsou fibroblasty, osteo-
blasty, osteocyty, odontoblasty, chondrocyty, makrofágy
ãi myoblasty. OPN je dÛleÏit˘m faktorem pfii remodelaci
kosti a v imunitním systému [16]. Role osteopontinu byla
popsána i pfii chemotaxi, bunûãné migraci, adhezi, angio-
genezi, apoptóze a zakládání metastáz. Zv˘‰ená exprese
OPN je spojena s agresivnûj‰ím chováním a tendencí
k metastazování u celé fiady nádorÛ [17]. Vy‰‰í hladiny
OPN v séru jsou pozorovány u pacientÛ s pokroãil˘m one-
mocnûním a jsou ukazatelem hor‰í prognózy, krat‰ím cel-
kov˘m pfieÏitím a krat‰ím intervalem remise [6, 7].

PACIENTI AMETODIKA

V letech 2009–2012 jsme provedli prospektivní neran-
domizovanou kohortní studii s cílem posoudit prognostic-
kou roli nov˘ch biomarkerÛ u maligního melanomu.
Sledovali jsme pacienty s maligním melanomem podstu-
pující radikální chirurgick˘ v˘kon (n = 77) a kontrolní
skupinu pacientÛ s benigním koÏním onemocnûním
(n = 34). Sledování sérové hladiny biomarkerÛ bylo pro-
vádûno pfiedoperaãnû a následnû po operaci v pra-
videln˘ch 3mûsíãních intervalech po dobu 2 let, kontrolní
skupina byla nabrána pfied operací a 1krát v pooperaãním
období. PrÛmûrn˘ vûk v dobû stanovení diagnózy byl
u skupiny nádorové 57,9 (11–87) let a u kontrolní skupiny
36,8 (17–84) let. U v‰ech nemocn˘ch jsme provedli radi-
kální chirurgick˘ v˘kon s vy‰etfiením sentinelové uzliny
v indikovan˘ch pfiípadech podle mezinárodních doporu-

ãení. Následnû byli rizikoví nemocní léãeni imunoterapií
(Interferon alfa) po dobu 12 mûsícÛ a v pravideln˘ch in-
tervalech dispenzarizováni v névové poradnû Derma-
tovenerologické kliniky FN PlzeÀ. Primární operace byla
provedena u 51 nemocn˘ch, reexcize nádoru v 18 pfiípa-
dech a operace pokroãilého onemocnûní v 8 pfiípadech.
Melanom in situ byl popsán u 6 nemocn˘ch, stadium
I (pT1) bylo popsáno u 21 nemocn˘ch, stadium II (pT2)
u 19 nemocn˘ch, stadium III (pT3) u 17 nemocn˘ch
a stadium IV (pT4) u 14 nemocn˘ch. Breslow skóre
0,1–1 mm byl pfiítomen ve 20 pfiípadech, 1,1–2 mm ve 23
pfiípadech, 2,1–4 mm v 15 pfiípadech a > 4,1 mm v 15 pfií-
padech, ve 4 pfiípadech bylo Breslow skóre neznámé.
Ulcerace nádoru jako negativní prognostick˘ faktor byla
pfiítomna u 30 nemocn˘ch. Maligní melanom v na‰em
souboru byl nejvíce pfiítomen na dolních konãetinách
a trupu (tab. 1 a 2). U kaÏdého pacienta jsme odebrali
20 ml periferní krve standardní metodou flebotomie
(systém VACUETTE®, Greiner Bio-One, Rakousko),
s/bez EDTA. Plasma byla separována centrifugací
a v‰echny vzorky byly okamÏitû alikvotovány, zmraÏeny
a uchovány pfii -70 °C. Vzorky byly shromaÏìovány pfied-
operaãnû (v den operace), 10 dní po operaãním v˘konu
a dále kaÏdé 3 mûsíce po celou dobu sledování na základû
klinick˘ch kontrol. Sérové hladiny osteopontinu
a osteoprotegerinu byly stanoveny pomocí xMAP techno-
logie (multiplexová anal˘za) na pfiístroji Luminex 100:
Luminex Corporation, USA. Stanovení bylo shodné ve
skupinû nemocn˘ch i v kontrolní skupinû. Multiplexová
anal˘za kombinuje principiy prÛtokové cytometrie
a imunoanalytického stanovení. Stanovení je zaloÏeno na
molekulární reakci, která probíhá na barevnû kódovan˘ch
sadách mikrokuliãek. Je moÏné aÏ 100 rÛzn˘ch reakcí
v jediném alikvotu vzorku. Dal‰í velkou v˘hodou je mal˘
objem vzorku potfiebn˘ pro anal˘zu [3].
Pro statistické zpracování získan˘ch hodnot jsme po-

uÏili deskriptivní statistiku, KruskalÛv-WallisÛv test,
WilcoxonÛv test, SpearmanÛv korelaãní test. Pro zhodno-
cení vztahu senzitivita-specificita byly uÏity ROC (recei-
ver operating characteristics) kfiivky. Optimální cut-off
hodnota byla nalezena jako statisticky nejv˘znamnûj‰í v˘-
sledek pfii nejniÏ‰í hodnotû p. Pro jednotliv˘ biomarker
byla vypoãtena AUC (area under the curve). Hodnota
p < 0,05 byla povaÏována za statisticky signifikantní.
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Tabulka 1. Charakteristika skupiny nemocn˘ch a kontrolní
skupiny

Melanomová Kontrolní

skupina skupina

Pacienti n n

Celkov˘ poãet 77 34

Îeny 38 23

MuÏi 39 11

Vûk (roky) n n

Minimum 11 17

Maximum 87 84

PrÛmûr 57,9 36,8
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V¯SLEDKY

Deskriptivní statistika sérov˘ch hladin osteoprotegeri-
nu a osteopontinu ve skupinû nemocn˘ch s maligním me-
lanomem a kontrolní skupinû je uvedena v tabulce 3. Byla
zji‰tûna statisticky v˘znamná korelace mezi sérovou hla-
dinou osteopontinu a postiÏením lymfatick˘ch uzlin
(p < 0,01) a s pozitivitou/negativitou sentinelové lymfa-
tické uzliny, p < 0,03. Jiné statisticky v˘znamné korelace
hladin vy‰etfiovan˘ch biomarkerÛ a TNM klasifikace ne-
byly zji‰tûny. Stejnû tak nebyly zji‰tûny v˘znamné korela-

ce mezi sérovou hladinou tûchto markerÛ a hodnotou pod-
le Breslowa, ulcerací ãi lokalitou onemocnûní. Vy‰‰í séro-
vé hladiny tûchto markerÛ vykazovali nemocní
s pokroãil˘m onemocnûním ve srovnání se skupinou ne-
mocn˘ch s primárním melanomem. Statisticky v˘znamné
korelace byly zji‰tûny u osteopontinu (p < 0,02). Bûhem
sledování byly namûfieny vy‰‰í sérové hladiny i u skupiny
nemocn˘ch s progresí onemocnûní ve srovnání se skupi-
nou remisní. Statisticky v˘znamné korelace jsme zjistili
u osteoprotegerinu (p < 0,01). Ve skupinû nemocn˘ch
s maligním melanomem jsme zjistili vy‰‰í sérové hladiny
vy‰etfiovan˘ch biomarkerÛ, osteoprotegerinu a osteo-
pontinu, ve srovnání s kontrolní skupinou (p < 0,001
a p < 0,0008) – tabulka 4. Senzitivita vy‰etfiení sérov˘ch
hladin osteoprotegerinu byla 39,21% pfii 93% specificitû
a ostepontinu 9,8% pfii 93% specificitû (tab. 5).
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Tabulka 2. Charakteristika melanomové skupiny

TNM n

T1a 18

T1b 3

T2a 11

T2b 8

T3a 6

T3b 11

T4a 4

T4b 10

IS,LM 6

Neznámo 1

N0 33

N1 5

N2 4

N3 2

Neznámo 33

M0 0

M1 2

Neznámo 75

Breslow skóre n

0,1-1 20

1,1-2 23

2,1-4 45

>4,1 15

Neznámo 4

Ulcerace n

Ano 30

Ne 45

Neznámo 2

Lokalizace n

Dolní konãetina 24

Horní konãetina 12

Krk 2

Obliãej 5

Trup 34

Tabulka 3. PrÛmûrné hodnoty osteoprotegerinu a osteopontinu
v nádorové a kontrolní skupinû, vyuÏití korelaãní anal˘zy

Biomarker OPG OPN

Kontrolní skupina

n 29 29

Medián 252,65 8 659,68

Minimum 120,83 3 025,61

Maximum 513,27 35 141,76

Skupina nádorová

Pfiedoperaãní nábûr

n 51 51

Medián 355,18 15 985,01

Minimum 141,92 1 318,34

Maximum 832,72 66 420,87

Follow-up – remise

n 87 87

Medián 324,81 13 552,73

Minimum 162,52 578,71

Maximum 1015,91 94 563,27

Follow-up – progrese

n 16 16

Medián 503,38 15 652,48

Minimum 267,86 7 546,62

Maximum 1 183,45 147 866,34

Pokroãil˘ melanom

n 9 9

Medián 463,86 26568,66

Minimum 190,77 138,1

Maximum 582,64 35627,27

Follow-up – stacionární stav

n 16 16

Medián 528,785 21128,03

Minimum 229,27 10504,42

Maximum 761,84 45817,68
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Vysvûtlivky: PV – prediktivní hodnota, R – koeficient korelace, AUC – plocha pod kfiivkou

Vysvûtlivky: T – velikost nádoru, N – postiÏení regionálních lymfatic-
k˘ch uzlin, SLN – sentinelová lymfatická uzlina (pozitivita/negativita),
NS – nespecifická hodnota

DISKUSE

Maligní melanom je jedním z nejagresivnûj‰ích nádo-
rÛ, pokud není vãas diagnostikován a odstranûn.
S celosvûtovû rostoucí incidencí rostou i snahy o lep‰í po-
rozumûní tomuto heterogennímu nádoru. Základním kro-
kem je nalezení vztahÛ mezi prognostick˘mi faktory
a biologickou povahou nádoru [13]. Tlou‰Èka nádoru pod-
le Breslowa a stav sentinelové lymfatické uzliny zÛstáva-
jí nadále nejdÛleÏitûj‰ími prognostick˘mi faktory
z hlediska rekurence choroby a pfieÏití. Tyto faktory ov‰em
nepfiiná‰í pfiesné a vãasné informace k urãení biologické-
ho chování nádoru u kaÏdého jednotlivého pacienta, agre-
sivity choroby nebo cesty diseminace. Zatím neexistuje
Ïádn˘ klinick˘, histologick˘, imunohistochemick˘ ãi mo-
lekulární marker, kter˘ by nám umoÏnil upfiesnit charak-
teristiky nádoru ve smyslu jeho dal‰ího chování
a prognózy nemocného.
V fiadû studií se diskutuje o celé fiadû biomarkerÛ, které

by pomohly lépe porozumût biologické aktivitû melano-
mu [8, 9, 15]. Biomarkery slouÏí ke zpfiesnûní prognostic-
ké informace, k odhadu agresivity choroby, k indivi-
dualizaci léãby. V̆ zkum v oblasti biomarkerÛ pfiedstavuje
cestu k lep‰ímu porozumûní biologické podstaty maligní-
ho melanomu. Zatím v‰ak neexistuje spolehliv˘ biomar-
ker maligního melanomu, kter˘ by byl vyuÏiteln˘ v praxi.
Hledání vhodného biomarkeru na poli maligního melano-

mu pokraãuje, sledují se nové faktory, které by mohly pfii-
spût ke zlep‰ení péãe o nemocné s melanomem.
K takov˘m faktorÛm by mohly patfiit i osteopontin
a osteoprotegerin.
Osteopontin je adhezivní glykoprotein mající roli

v nádorové angiogenezi a metastazování. Na základû zji‰-
tûní, Ïe se jedná o potentní biomarker u celé fiady nádorÛ,
jsme provedli studii s cílem objasnit roli osteopontinu
u maligního melanomu. Nalezli jsme statisticky v˘znam-
né korelace sérov˘ch hladin osteopontinu a postiÏení lym-
fatick˘ch uzlin. Sérové hladiny byly v˘znamnû vy‰‰í
u pacientÛ s maligním melanomem ve srovnání s kontrolní
skupinou. Byly také zji‰tûny vy‰‰í hladiny u pacientÛ
s pokroãil˘m onemocnûním ve srovnání s pfiedoperaãními
nábûry u primárního melanomu. Barak et al. A Kadkol et
al. [1, 4] publikovali studii zab˘vající se v˘znamem osteo-
pontinu u metastatického uveálního melanomu, kde séro-
vé hladiny OPN byly signifikantnû vy‰‰í u metastatické
skupiny ve srovnání s remisní skupinou a skupinou kon-
trolní. Toto zji‰tûní je v souladu s na‰imi v˘sledky. Rangel
et al. ve své studii [10] prokázal asociaci mezi vy‰‰í ex-
presí osteopontinu a vy‰‰ím Breslow skóre. Hodnoty OPN
byly prediktivní vÛãi postiÏení spádov˘ch lymfatick˘ch
uzlin podle Rangelovy studie, v souladu s na‰ím tvrze-
ním.
Osteoprotegerin je potentním proangiogenním fakto-

rem s v˘znamnou rolí v onkogenezi a ‰ífiení nádoru. V na‰í
studii byly nalezeny vy‰‰í sérové hladiny u skupiny nádo-
rové v porovnání s kontrolní skupinou. Jiné statisticky v˘-
znamné asociace nalezeny nebyly. Podle na‰ich znalostí
není prozatím publikována studie, která by potvrzovala
pouÏití osteoprotegerinu jako biomarkeru u maligního me-
lanomu. Existují studie u jin˘ch nádorÛ, ov‰em
s kontroverzními v˘sledky.
Senzitivita obou testovan˘ch biomarkerÛ byla nízká.

Pro srovnání je moÏno uvést senzitivitu nejvíce diskuto-
van˘ch biomarkerÛ u maligního melanomu, tj. proteinu
S100B a laktádehydrogenázy, jejichÏ senzitivita je
30–70% podle rÛzn˘ch studií. Napfiíklad Banfalvi et al.
udává senzitivitu S100B 70% pfii 100% specificitû a LDH
48% pfii 83% specificitû [2].
Na základû na‰í studie se osteopontin a osteoprotegerin

jeví jako potenciálnû vyuÏitelné biomarkery pfii sledování
biologické aktivity maligního melanomu.

ZÁVùR

Tato studie mûla za cíl ovûfiit vyuÏitelnost osteoprote-
gerinu a osteopontinu pfii hodnocení biologické aktivity
maligního melanomu a vhodnost dal‰ího v˘zkumu
v oblasti v˘‰e uveden˘ch biomarkerÛ. Jsme si vûdomi roz-
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Tabulka 4. V˘znamné korelace mezi hladinami OPG, OPN
a klinick˘mi ukazateli

Biomarker OPG OPN

Klinické charakteristiky p-value p-value

T NS NS

N NS < 0,01

Breslow skóre
primární melanom

NS NS
pokroãil˘ melanom

SLN
primární melanom NS < 0,03

pokroãil˘ melanom NS NS

Ulcerace NS NS

Lokalita tumoru NS NS

Primární x pokroãil˘ melanom NS < 0,02

Remise x progrese < 0,01 NS

Melanomová x kontrolní skupina < 0,001 <0,0008

Tabulka 5. Senzitivita a specificita vybran˘ch biomarkerÛ

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
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díln˘ch vûkov˘ch hladin u nádorové a kontrolní skupiny,
tato souvislost není u kontrolní skupiny statisticky signifi-
kantní, urãitou roli mÛÏe hrát u skupiny nádorové. Toto
bude v pokraãování studie zohlednûno a v˘sledky studie
a eventuální vyuÏití tûchto biomarkerÛ v dispenzární péãi
o nemocné s maligním melanomem bude ovûfieno na vût-
‰í skupinû nemocn˘ch.
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