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Kostni markery u nemocnych s karcinomem prsu —
C-Telopeptid kolagenu typu | (ICTP) jako marker monitorovani
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SOUHRN

Cil studie: U 60 nemocnych s karcinomem prsu jsme vySetfovali sérové hladiny markeru novotvorby kosti, prokolagen
typu 1 N-termindlni propeptidu (P1NP) a marker( kostni resorpce, B-CrossLaps (B-CTX) a C-Telopeptid kolagenu typu |
(ICTP). U 44 nemocnych byly pfitomny kostni metastazy a byly Ié€eny bisfosfonaty, 16 nemocnych bylo bez pfitomnosti
metastatického procesu. Cilem studie bylo vyhodnotit senzitivitu a specificitu vzhledem k pfitomnosti kostnich metastaz
a efektu terapie bisfosfonaty.

Metody: Sérové hladiny kostnich markerd B-CrossLaps (CTX) a P1NP jsme stanovovali na analyzatoru Elecsys 2010
(Roche), ICTP byl stanovovan manualni EIA metodou (Orion — Diagnostica). Nemocnym s prokazanymi kostnimi meta-
stazami (n = 44) byla aplikovana terapie bisfosfonaty (Zoledronat 4 mg/28 dni). Analyza kostnich markeru byla provadéna
pfed zahajenim terapie a 14., 28. a 56. den terapie.

Vysledky: Nejvyssi validitu vySetfeni pro detekci kostnich metastaz karcinomu prsu a reakci na terapii jsme prokazali
pro ICTP (specificita 89,5% a senzitivita 79,5%).

Zaver: Z dosazenych vysledkd se ICTP jevi jako specificky marker kostni remodelace a predstavuje citlivou a snadnou
metodu detekce kostnich metastaz i monitorovani efektu jejich terapie.
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SUMMARY

Nekulova M., Dubska L., Petrakova K., Simiékova M., Branéikova D., Pecen L., Pilny R., Valik D.: Bone markers
in breast cancer patients: C-telopeptide of Type | collagen (ICTP) as a marker to monitor bone metastasis and
outcome of biphosphonate therapy

Objective: Biochemical markers of bone formation such as procollagen of type 1 N-terminal propeptide (P1NP) and bone
resorption such as beta-CrossLaps (-CTX) and cross linked c-telopeptide of type | collagen (ICTP) are considered possible
non-invasive markers of bone metastases. Our objective was to determine validity of bone markers in the detection of
bone metastases and in response to bisphosphonate therapy.

Methods: We investigated 60 patients with breast carcinoma: 16 without bone metastases and 44 with metastases treated
with Zoledronat 4 mg/28 days. Serum concentrations of B-CTX and P1NP were measured using immunoanalyser Elecsys
2010 (Roche) and ICTP by manual competitive immunoassay (Orion Diagnostica). Determinations of bone markers were
performed prior to bisphosphonate therapy and after 2 weeks, 1 month and 2 months during therapy.

Results: ICTP proved to have the highest diagnostic validity in detection of bone metastases reaching (specificity 89,5%
and sensitivity 79,5%).

Conclusion: ICTP is a highly specific marker of bone degradation useful in diagnosis of bone metastases and monitoring
of therapeutical effect of bisphosphonate.

Key words: ICTP, P1NP, B-CTX, bone markers, breast cancer, therapy monitoring, bisphosphonates.

Uvod

Kostni metastazy byvaji ¢astou komplikaci
nemocnych se zhoubnymi nadory, nejCastéji s karci-
nomem prsu, prostaty, plic, ale i s jinymi malignitami
(zejména s adenokarcinomem ledviny, karcinomem
mocového méchyfe, karcinomem S§titné zlazy,
malignim melanomem a vzacnéji s jinymi nadory).
Samostatnou problematiku pfedstavuje mnohocetny
myelom [22, 23].

Pfi vzniku metastaz se uplatiiuje interakce cytoki-
nd IL-1, IL-6, TNF, TGF a ostoprotegerinu, coz vede
k aktivaci osteoklastl a k resorpci kosti [10]. Diagnéza
kostnich metastaz se opira o zobrazovaci metody (RTG
kosti, scintigrafie, CT — pocitaCova tomografie, MR

— magneticka rezonance) a o biochemicka vySetfeni
(degradac¢ni produkty kolagenu, stanoveni izoenzy-
mu nebo celkové aktivity alkalické fosfatazy — ALP,
stanoveni koncentrace kalcia [10]). | kdyz laboratorni
patologie a pozitivni scintigrafie vedou k vaznému
podezieni, k definitivnimu potvrzeni existence kostnich
metastaz byva nutna pozitivita RTG ¢i CT. NejCastéjSim
klinickym symptomem kostnich metastaz je bolest
vznikajici pfi destrukci trabekularni struktury kosti,
dale pfiznaky hyperkalcémie, které jsou zpocatku
nenapadné (anorexie, polyurie), pozdeji se objevuje
zacpa, dehydratace, emocni labilita. Nelécené kostni
metastazy maji Spatnou prognézu, dochazi k patolo-
gickym frakturam a kratkému preziti nemocnych [23].
Jejich v€éasnou diagnostikou a poskytnutim terapie



Ize zlepsit kvalitu Zivota nemocnych. LéCba kostnich
metastaz je multimodalni. MUze se uplatnit chirurgicka
|éEba, radioterapie i systémova léCba (chemoterapie,
hormonalni léCba, bisfosfonaty). Zvlasté vhodné jsou
bisfosfonaty, protoze tlumi nejen bolest, ale efektivné
snizuji hyperkalcémii tlumivym u€inkem na aktivitu
osteoklast( [6].

Biochemicka vySetfeni kostnich marker(i osteo-
resorpce i novotvorby pfedstavuji dilezitou pomoc
pro lékafe nejen v diagnostice, ale zejména ve
sledovani efektu terapie. Kostni markery se dnes
spiSe stanovuji v krvi nez v mo¢i, kde se tolik neu-
platiuji vlivy cirkadianni variability a dietniho rezimu.
Kostni marker vhodny pro procesy kostni resorpce
byva doplfiovan sou¢asné vySetfovanym markerem
novotvorby kosti, protoze oba procesy vétSinou
probihaji sou¢asné a vétsina kostnich metastaz je
smiSenych [12].

C-Telopeptid kolagenu typu | (ICTP) je koncova,
nehelikalni ¢ast kolagenu typu I. Jedna se o casti
peptidovych Fetézcll, spojenych pomoci vazeb (cross-
-links). Pouziva se pro posouzeni stupné resorpce kosti
[21]. Existuji dvé rlizné cesty kostni resorpce. Prvni je
zprostfedkovana kathepsinem K a uplatfiuje se béhem
fyziologické resorpce kosti. Druha je zprostfedkovana
matrix metaloproteinazou 9 (MMP9) a aktivuje se
pfevazné v patologickych situacich, které specificky
reflektuje ICTP [11].

Kromé tohoto markeru jsme vySetfovali dalSi mar-
ker osteoresorpce (B-CTX) a marker novotvorby kosti
P1NP.

Soubor pacientil a metody

U 60 Zen (vék 34-79 rokl) s diagnézou kar-
cinom prsu byly vzhledem k podezfeni na kostni

sensitivity [%]

rozsev vySetfovany kostni markery ICTP kompe-
titivni EIA metodou na mikrotitracnich desti¢kach
(Orion — Diag), B-CrossLaps (CTX) a P1NP, spe-
cificky indikator depozitu kolagenu 1 definovany
jako marker novotvorby kosti [4]; oba posledni na
imunoanalyzatoru Elecsys 2010 Roche, metodou
ECLIA (elektrochemiluminiscenéni imunoanalyza).
U nemocnych s prokazanymi kostnimi metastaze-
mi (n = 44) byla aplikovana terapie bisfosfonaty
(Zoledronat 4 mg/28 dni). Odbéry byly provadény
opakované pred zahajenim terapie a 14., 28., 56.
a 84. den v jejim prabéhu. Pfed zahajenim terapie
byla provedena kostni scintigrafie a definitivni potvr-
zeni pfitomnosti kostnich metastaz bylo hodnoceno
pomoci RTG nebo CT vySetfeni. U 44 nemocnych
byly skuteéné prokazany kostni metastazy pomoci
RTG ¢&i CT, u 16 nemocnych byl nalez na kostech
hodnocen jako negativni.

U kostnich marker byly hodnoceny parametry
validity (senzitivita, specificita, pozitivni a negativni pre-
diktivni hodnota, relativni riziko a ROC kfivka). Bodové
odhady parametr( validity byly doprovazeny vypoétem
95% konfidenénich interval(l. Ke statistickému hodno-
ceni korelace mezi testovanymi parametry jsme pouZzili
Spearmantyv korelaéni koeficient. K hodnoceni efektu
terapie byl pouzit také Karnofského index (KI) a hod-
noceni bolesti pacientek podle spotfeby opiatu.

Vysledky

ICTP v souboru pacientek s kostnimi metastaze-
mi u karcinomu prsu s 89,5% specificitou pfi cut-off
5,4 ng/l prokazal 79,5% senzitivitu pfi pozitivni pre-
diktivni hodnoté (PV+) 95 % a negativni prediktivni
hodnoté (PV-) 61 %. Plocha pod ROC kfivkou (AUC)
byla také vyhovuijici (0,87), jak ukazuje obrazek 1.
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Fig. 1. Receicer operation characteristic curve (ROC) for ICTP in all patients
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ICTP u nemocnych s kostnim rozsevem pfi hodnoceni
proti souboru nemocnych bez metastaz metodou ANO-
VA vykazalo p = 0,0011, Wilcoxonuv test p = 0,0001
a medianovy test s p < 0,0005.

Metoda P1NP pfi cut-off 74 ug/l pfi specificité
90,4 %, (95%CIl— konfidenéni interval 84,5%; 96,4%) pro-
kazovala pfitomnost kostniho rozsevu se senzitivitou jen
46,4 %, (95%CI 33,4-59,5%), PV+ byla 74,3 %, PV- Cinila
73,9 % a AUC 0,76.

Marker B-CTX u nemocnych s kostnim rozsevem
hodnocenych proti souboru nemocnych bez meta-
stdz metodou (ANOVA: p = 0,0032, Wilcoxon(v test
p = 0,0004, medianovy test p < 0,0001) pfi cut-off
0,380 ug/l a specificité 90 %, (95% CIl 74,8—100,0 %)

60.0

potvrzoval kostni metastazy se senzitivitou 66,7 %,
(95% CI 51,3-82,1 %), PV+ byla 91,9 %, (95% CI
81,6—100,0 %), a PV- byla 58,6%,(95% CIl 40,4 az
76,9%). Bézné udavana cut-off je v8ak 0,8 ug/l, kdy
b-CTX prokazal pfi specificité 94,4 % dokonce jen
41,67% senzitivitu, PV+ Cinila 93,4 % a PV- pouze
46,2 %.

P1INP s B-CTX vyznamné korelovalo podle
Spearmanova korela¢niho koeficientu s rs = 0,78 pfi
p < 0,0001. Porovnani ploch pod ROC kfivkami AUC
podle Van der Waerdenova testu: p < 0,0001; porovnani
absolutnich hodnot rozdilt ploch pod ROC kfivkami:
p =0,0067 ve prospéch P1NP s 3-CTX. Korelaci B-CTX
a ICTP uvadi 2a, b.
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Fig. 2 a, b. Correlations of ICTP and B-CTX in breast cancer patients with bone metastases (in all patients)



U nemocnych s prokdzanymi kostnimi metastazemi
(z plivodnich 44 nemocnych bylo 40 Ié¢eno a soucasné
byly monitorovany kostni markery) jsme pred zahaje-
nim terapie nachazeli zvySenou hladinu aspori jednoho
ze sledovanych kostnich markert u 88 % nemocnych,
nejc¢astéji ICTP, zvySenou hodnotu ICTP soucasné
s P1NP u 50 % z téchto pacientek. V pribéhu terapie

Nejlépe je mozno korelaci hladiny kostnich markerti
a efektu terapie dokumentovat pro ICTP, ktery vzestu-
pem medianu po 3 mésicich odlisil skupinu nemocnych
bez efektu (14 nemocnych), od skupiny s efektem
(26 nemocnych s trvalym poklesem — obr. 4). Podobny
pokles medianu Ize u efektu terapie zaznamenat i pro
P1NP (obr. 5).
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Fig. 3. Median value for followed bone markers, Karnofski-Index ( KlI) and pain during therapy of 40 followed patients

klesl median zvysenych hodnot ICTP po 14 dnech
040 %, po 3 mésicich terapie 0 65 %. U P1NP pokles
medianu ¢&inil po 14 dnech 10 %, po 3 mésicich tera-
pie 50 %; pro B-CTX byl po 14 dnech pokles 15%, po
3 mésicich to bylo 40 % puvodné zvySené hodnoty
(obr. 3). Soudasné se Karnofského index zvysil
v prdméru po 14 dnech o 10 %, po 3 mésicich 0 20 %;
bolest se zmensila nejprve o 15 %, po 3 mésicich az
0 60 % (hodnoceno podle spotfeby Iéku).

Zatimco po 14 dnech terapie existovala skupina
nemocnych, u nichz doslo k poklesu hodnot ICTP
a P1NP, ale subjektivné efekt terapie nemocné jesté
neuvadély, po 3 mésicich tato skupina zanikla a pre-
$la do skupiny 26 nemocnych s efektem provazenym
poklesem markerl (62 %). Lze tedy mluvit o predikci
efektu pomoci kostnich markeru.
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Fig. 4. Effect of bisphosphonate therapy in 26 patients (62%) and
ICTP serum level (median value)
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Fig. 5. Effect of bisphosphonate therapy in 26 patients (62%) and
P1NP serum level (median value)

Diskuse

Metastatické onemocnéni kosti je u pacientl se
zhoubnymi nadory casté a je pfiCinou vyznamné
morbidity a mortality. Mame vS8ak k dispozici nékolik
ucinnych zpulsobl [é¢by téchto nemocnych. Obzvlasté
dualezité jsou bisfosfonaty, které inhibuji resorpci kostni
hmoty zprostfedkovanou osteoklasty, protoze snizuji
incidenci nezadoucich projevi kostnich metastaz
u mnoha typd nadorli a mohou doplnit standardni
protinadorové Ié¢ebné postupy [23].V soucasné dobé
je hodnoceni lééebnych vysledkl terapie kostnich



metastaz znemoznovano nedostatkem ucinnych
a rychlych diagnostickych metod, kterymi by bylo moz-
né léCebné efekty monitorovat. Nejslibnéjsi se zdaji byt
analyzy detekuijici telopeptidy kolagenu typu | jako mar-
kery kostni resorpce pro hodnoceni [é¢ebné odpovédi
u pacientll s metastatickym onemocnénim kosti [1].

Remodelace skeletu je spojena s odbouravanim
kostni hmoty, ktera je vice nez z 90 % (organické hmoty)
tvofena kolagenem typu 1.Ten je odvozen z prokolagenu
typu 1, ktery je syntetizovan fibroblasty a osteoblasty.
Prokolagen 1 obsahuje jak N-(amino), tak i C-(karboxy)
terminalni ¢asti molekuly. Tyto propeptidy jsou vytvoreny
plUsobenim specifickych proteindz béhem premény
prokolagenu v kolagen, ktery je nasledné zaclenén do
kostni hmoty. Pro monitorovani procesu osteoformace
byva v sou€asnosti doporu¢ovan N-terminalni propeptid
kolagenu typu 1 (P1NP), zejména pro osteoplastické
metastazy. P1INP je vysoce specifickym markerem pro
tvorbu osteoblastickych (a tedy i smiSenych) metastaz,
vykazuje malou cirkadianni variaci, Ize jej méfit i v séru
a vykazuje pomérné nizkou intraindividualni variaci.
Béhem tvorby kolagenu 1 je P1NP uvolfiovan do intrace-
lularniho prostoru a nasledné do krevniho obéhu. Metoda
stanoveni P1NP vykazuje dobrou reprodukovatelnost,
podle Udajli z literatury nema vyraznéjsi zavislost na dieté.
V nasem souboru se P1NP u pacient(i s kostnimi meta-
stazemi proti souboru bez metastaz metodou ANOVA
signifikantné liilo (p = 0,0392) také podle Wilcoxonova
testu (p < 0,0001) a medianového testu (p < 0,0001),
senzitivita pro detekci metastaz vSak nebyla dostatecna.
Pro sledovani efektu terapie byly vysledky dobré, ne vSak
lep&i nez pro ICTP. Pro detekci novych kostnich metastaz
karcinomu prsu neni senzitivita P1NP dost vysoka, dopo-
ruCuje se pro sledovani efektu terapie. LepSi vysledky nez
u karcinomu prsu pfi detekci a sledovani terapie kostnich
metastaz jsou popisovany u karcinomu prostaty, zfejmé
pro prevazuijici osteoblastické metastazy kosti.

Stanoveni B-CTX se doporucuje v souvislosti
s monitorovanim uéinnosti antiresorpéni terapie (napf.
terapii bifosfonaty, hormonalni nahradni terapii, pfi tera-
pii osteopordzy nebo jinych kostnich onemocnénich).
Témito prostfedky Ize ucinky terapie monitorovat uz
v prabéhu nékolika tydnu. V nasem souboru pacientek
s karcinomem prsu jsme potvrzovali kostni metastazy
pfi 94,4% specificité jen se 41,67% senzitivitou pfi
bézné uzivané referen¢ni hodnoté 0,8 ug/l.

U zen léCenych pro osteopordzu je o¢ekavan pfi
dobrém efektu terapie nejméné 40% pokles P1NP po
6 mésicich léceni [2].

U pacientek s karcinomem prsu byly hodnoty P1NP
v séru po operaci [8] i po chemoterapii [7] shledany
negativnim prognostickym parametrem vzhledem
k pfezivani.

Vzhledem k posouzeni kostniho metabolismu
potfebuji onkologové pfi terapii zen s karcinomem
prsu vice informaci, které doporucuje vhodny algo-
ritmus vySetfovani a terapie [6] u téchto nemoc-
nych. Také nadorové markery byvaji povazovany za
vhodné parametry u kostniho rozsevu nadorového
onemocneéni [17]. Terapie bisfosfonaty pfedstavuje
profit pro tyto nemocné, i kdyz se jedna (s vyjimkou

myelomu) jen o podplrnou a Zivot neprodluzujici
terapii. Radioterapie mize dlouhodobym zvy$enim
metabolismu kolagenu typu 1 ovlivnit také hladiny
kostnich marker(, zejména B-CTX [18]. Na skute¢-
nost, Ze normalizace biochemickych markert kostni
formace koreluje s klinickym benefitem terapie
u pacientek s metastatickou formou nadoru prsu,
poukazuji ve své praci také dalsi autofii doporuceni
odbornych spole¢nosti [1, 3, 20].

Vyhodou proti scintigrafii je moznost ¢astéjSiho
vySetfeni. Vzestup biochemickych markert kostniho
metabolismu v dobé progrese a pokles pfi Uspésné
specifické terapii u pacientek s metastatickou formou
nadoru prsu prokazuji ve své praci také dalSi autofi
[11, 14, 15, 24]. Vysledky Luftnerovych praci potvrzuji
dostate¢nou klinickou validitu P1NP, ostatni prace
dokladaji vyznam markeru osteoresorpce. Vyrazna
korelace vSak nebyla nalezena pro P1NP a kostni
scintigrafii u 88 nemocnych s rtznymi typy nador? [19],
i kdyz hodnoceni senzitivity (24%) bylo provedeno pfi
pfili§ vysokeé specificité (az 96%). Sérové koncentrace
metabolit(l kolagenu typu1 korelovaly také s metasta-
tickym procesem u karcinomu prostaty, i kdyz nékteré
prace shledavaji, ze marker ICTP odrazi progresi
choroby nejen v kostech [13].

Korelaci mezi zvySenymi hodnotami kostnich
marker(, tedy i ICTP a naslednym scintigrafickym
nalezem, je nutno provadét az s uritym ¢asovym
odstupem, protoze existuje lead time (Cas mezi labo-
ratornim a klinickym nélezem) i pro kostni markery.
Napfiklad v souboru 178 nemocnych s karcinomem
prsu byla u zen se zvySenou hodnotou ICTP po roce
pozitivni i scintigrafie kosti a byl prokazan relaps
choroby s projevy kostniho postizeni, popf. genera-
lizace choroby [15]. ICTP se jevi jako prognosticky
marker, ktery by mohl pomoci urc€it rizikovou skupinu
pacientek ohrozenych generalizaci choroby. Kinetika
markerl koreluje s klinickym efektem |é¢by bisfos-
fonaty, kromé subjektivniho hodnoceni nemocnych
je pokles jejich hladiny prvni znamkou efektu |éCby,
a to jiz po druhém podani. Profit z IéCby Ize oCekavat
také u pacientd s osteoporézou.

Zaver

Kostni markery, zejména ICTP, 3-CTX, markery kostni
resorpce a P1NP jako marker novotvorby kosti, jsou
doporuéovany jako vhodna pomocna vysetreni k diagno-
ze kostnich metastaz i hodnoceni efektu jejich terapie. Pro
ICTP u kostnich metastaz karcinomu prsu byla prokazana
89,5% specificita a 79,5% senzitivita, tedy nejvalidnéjsi
parametry ze srovnavanych metod. ICTP je tedy vhodnym
markerem kostni degradace v kostnich metastazach
a predstavuje citlivou a snadnou pomocnou meto-
du detekce kostnich metastaz i monitorovani jejich
terapie. Kostni markery zlepSily svou specificitu
i senzitivitu [4] a mohou byt uziteCné v ¢asné dia-
gnostice kostnich metastaz a zejména v monitorovani
terapie, napf. bisfosfonaty, ktera se stale vice pouziva
v terapii kostnich metastaz.
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