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Wartos¢ rokownicza markerow kosciotworzenia i resorpcji kosci
u pacjentow z miesakiem kosciopochodnym

Joanna Gajewskal, Jadwiga Ambroszkiewicz!, Teresa Klepacka?2,
Magdalena Rychlowska-Pruszyfiska3, Teresa Laskowska-Klital

Streszczenie. Dane z pismiennictwa wskazujg na mozliwosc zastosowania specyficznych markerow obrotu kostnego do
wykrywania i monitorowania leczenia nowotworow kosci, w tym rowniez migsaka kosciopochodnego u dzieci. Zgodnie
z klasyfikacjqg uwzgledniajgcq strukture histologicznego utkania nowotworowego wyrdznia si¢ szereg podtypow osteosarcoma.
Wsrod nich najliczniej reprezentowany jest podtyp konwencjonalny mieszany, w ktorym rozne struktury utkania wystepujg obok
siebie.

Celem pracy bylo zbadanie wybranych markerow obrotu kostnego u pacjentow z mieszanym podtypem osteosarcoma
w trakcie leczenia.

Materiat i metody. Badaniami objeto 23 pacjentow (7 dziewczgt, 16 chtopcow) w wieku 5-20 lat z mieszang postacig
osteosarcoma. W badanej grupie bylo 12 pacjentow z korzystnym (remisja) i 11 z niekorzystnym rokowaniem (progresja). Oste-
okalcyne (OC), kostng frakcje fosfatazy alkalicznej (BALP) i usieciowane telopeptydy kolagenu typu I (CTX) oznaczano w su-
rowicy krwi pacjentow metodq immunoenzymatyczng (ELISA) przed leczeniem, w trakcie chemioterapii przed- i pooperacyj-
nej oraz po zakoriczeniu leczenia.

Wyniki. Wartosci badanych markerow obrotu kostnego w momencie biopsji u chorych z korzystnym i niekorzystnym roko-
waniem byly zblizone. W trakcie stosowanej chemioterapii obserwowane wartosci OC, BALP i CTX byly nizsze niz przed le-
czeniem. Jednakze, w grupie pacjentow rokujgcych niekorzystnie byly wyzsze niz u rokujgcych korzystnie. Natomiast po zakon-
czeniu leczenia pooperacyjnego poziom markerow kosciotworzenia byt okolo 3-krotnie wyzszy, a markera resorpcji 2-krotnie
Wyzszy u pacjentow z progresjg choroby w poréwnaniu z chorymi w okresie remisji. Uzyskane roznice dla OC, BALP i CTX
byly istotne statystycznie na poziomie ufnosci odpowiednio p<0,05, p<0,02, p<0,002.

Wnioski. powyzsze wyniki wskazujq, ze u pacjentow z mieszanym podtypem osteosarcoma markery obrotu kostnego mo-
8g by¢ przydatne w monitorowaniu terapii i ocenie jej skutecznosci. Dalsze badania dotyczqgce metabolizmu kostnego zarow-
no w mieszanym podtypie, jak i w innych postaciach wystepujgcych w osteosarcoma, pozwolg jednoznacznie ocenic wartos¢
rokowniczq markerow kosciotworzenia i resorpcji kosci.

Stowa kluczowe: markery obrotu kostnego, miesak koSciopochodny, podtyp mieszany, rokowanie

Wstep

Struktura koSci, dostosowana do mechanicznych potrzeb
organizmu, w znacznym stopniu zalezy od przebudowy
wewnetrznej koScca odbywajacej si¢ przez cale zycie osob-
nicze. Proces ten pelni funkcje modulujace, umozliwia
wytworzenie jej prawidiowej, dostosowanej do obciazen
architektury oraz naprawianie mikrouszkodzen. W bada-
niach dotyczacych poszukiwania biochemicznych wskazni-
koéw obrotu kostnego zwrdcono uwage na czasteczki bial-
kowe lub produkty ich degradacji uwalniane podczas prze-

L Zaktad Biochemii Klinicznej

2 Zaktfad Patomorfologii

3 Klinika Chirurgii Onkologicznej Dzieci i Mlodziezy
Instytut Matki i Dziecka w Warszawie

Praca finansowana w ramach projektu badawczego KBN nr
4POSE08519

budowy koSci. Stwierdzono, ze odzwierciedlaja one ak-
tywnos$¢ wszystkich proceséw przebudowy, odbywajacych
si¢ w danym czasie w obrebie calego szkieletu, oraz do-
starczaja wielu informacji przydatnych do monitorowa-
nia leczenia schorzen uktadu kostnego oraz przewidywa-
nia efektoéw jego leczenia [1, 2].

Nowotworom ztoSliwym i przerzutom nowotworo-
wym do koSci czesto towarzyszy zaburzenie rownowagi
w obrocie kostnym objawiajacym si¢ nasileniem procesu
koSciotworzenia i/lub resorpcji kosci. Dotychczas wartos§¢
rokownicza tych markerdw byla oceniana giéwnie u osob
dorostych z choroba nowotworowa dajaca przerzuty do
koSci [3-5]. Przerzuty do koSci zwigzane sa z infiltracja
i ekspansja komo6rek nowotworowych do szpiku kostnego
i w efekcie z aktywacja osteoklastow i nasileniem oste-
olizy i/lub osteosklerozy [6]. Z procesami tymi wspOlistnie-
ja zmiany w stezeniach markeréw koSciotworzenia i re-
sorpcji kosci, wsrod ktorych na szczeg6lng uwage zastugu-
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je kostna frakcja fosfatazy alkalicznej (bone alkaline pho-
sphatase — BALP), osteokalcyna (osteocalcin — OC) i usie-
ciowany telopeptyd kolagenu typ I (C-terminal cross-lin-
king telopeptide of type I collagen — CTX) [7]. Wzrost ak-
tywnoSci BALP i OC stwierdzono u pacjentow z rakiem
piersi i rakiem prostaty z przerzutami do koSci [8,9].
W przypadku raka piersi Marchei i wsp. [8] wykazali duza
czulos¢ 1 specyficzno$¢ BALP, ktorej wzrost aktywnoSci
wyprzedzal nawet o kilka miesi¢cy pojawienie si¢ w bada-
niach scyntygraficznych przerzutéw do kosci. U chorych
z rakiem prostaty wykazano, ze stezenie CTX w surowicy
krwi u pacjentéw bez przerzutéw bylo wyzsze o okoto
25%, a u chorych z przerzutami 4-krotnie wyzsze w po-
rownaniu z grupa kontrolna [9]. Oznaczanie usieciowa-
nych telopeptydoéw wydaje sie by¢ szczegdlnie uzyteczne,
gdyz poziomy zaréwno CTX, jak i NTX (N — terminal
cross — linking telopeptide of type I collagen), korelujg do-
datnio z iloScig ognisk przerzutowych i progresja nowo-
tworu [10, 11].

Badania wiasne dotyczace markerdéw koSciotworze-
nia i resorpcji koSci wskazuja na ich przydatnosc jako
wskaznikow progresji choroby w monitorowaniu lecze-
nia pacjentéw z migsakiem koSciopochodnym [12, 13].
Podwyzszona aktywno$¢ BALP oraz wyzsze stezenie CTX
i OC we krwi moga mie¢ zwiazek z niekorzystnym roko-
waniem u tych chorych. Jednakze, badania te obejmowa-
ly pacjentdow z migsakiem koSciopochodnym nalezacym
do réznych podtypdw histologicznych. Wiadomo, ze oste-
osarcoma jest histologicznie wielopostaciowym guzem
o wielopotencjalnych mozliwoSciach réznicowania pod-
Scieliska mezenchymalnego. Cecha charakterystyczna
i elementem istotnym w diagnostyce guza jest tworzenie
osteoidu i/lub koSci bezposrednio z migsakowego pod-
Scieliska mezenchymalnego, bez poSrednictwa chrzastki.
Stad, zgodnie z klasyfikacja uwzgledniajaca strukture hi-
stologicznego utkania nowotworowego, wyrdznia si¢ sze-
reg podtypow osteosarcoma. Wsrod nich licznie repre-
zentowany jest podtyp konwencjonalny mieszany, w kto-
rym r6zne struktury utkania wystepuja obok siebie [14].

Celem pracy byla ocena wybranych markeréw ob-
rotu kostnego u pacjentdw z najczestszym histologicznie
konwencjonalnym, mieszanym podtypem osteosarcoma
w przebiegu leczenia.

Material i metody

Badaniami objeto 23 pacjentéw (7 dziewczat, 16 chtopcow)
w wieku 5-20 lat z konwencjonalna, mieszana postacia osteosar-
coma leczonych w Klinice Chirurgii Onkologicznej Dzieci i Mto-
dziezy IMD w latach 1999-2004. Wyr6zniono 2 podgrupy:
— korzystnie rokujaca z remisja choroby (12 dzieci),
— niekorzystnie rokujaca z progresja choroby w trakcie leczenia
(11 dzieci).

Pacjenci otrzymywali chemioterapi¢ przedoperacyjna, mie-
li wykonany zabieg operacyjny oraz byli poddani chemioterapii
pooperacyjnej. Leczenie chemiczne bylo prowadzone wedlug
protokotu EORTC (adriamycyna, cisplatyna) lub SFOP (adria-
mycyna, metotreksat, etopozyd, ifosfamid).

U wszystkich pacjentéow wykonano oznaczenia markerow
koSciotworzenia i resorpcji koSci w surowicy krwi: przed lecze-
niem, w trakcie chemioterapii przed- i pooperacyjnej oraz po

zakoficzeniu leczenia. Badania uzyskaly akceptacje Komisji
Etycznej IMD.

Krew zylna pobierano na czczo w godzinach rannych. Suro-
wice uzyskana po odwirowaniu (300xg, 4°C, 10 min.) zamrazano
w —20°C do momentu oznaczenia (nie dluzej niz 2 miesiace).
Poziom osteokalcyny oraz usieciowanego telopeptydu kolagenu
typu I oznaczono metoda immunoenzymatyczng z uzyciem zesta-
wu N-mid Osteocalcin One Step Elisa i Serum CrossLaps One
Step Elisa firmy Osteometer Bio Tech, Dania. Aktywnos¢ kost-
nej frakeji fosfatazy alkalicznej badano metoda immunoenzy-
matyczng ELISA z zastosowaniem zestawu Alkphase-B firmy
Metra Biosystem, USA. W analizie statystycznej uzyto pakiet
Statistica 6.0. Wyniki przedstawiono w postaci mediany i zakre-
su wartoSci (25-75%). Istotno$¢ réznic sprawdzono testem Man-
na-Whitneya. Za istotne statystycznie uznano roznice na pozio-
mie ufnosci p<0,05.

Wyniki

Zmiany parametrow obrotu kostnego w przebiegu lecze-
nia w zaleznoS$ci od rokowania przedstawiono na Ryci-
nach 1, 2 i 3. Stgzenie osteokalcyny w momencie biopsji
u chorych z korzystnym i niekorzystnym rokowaniem by-
fo podobne (Ryc. 1). W trakcie chemioterapii przedopera-
cyjnej w obu grupach pacjentdw stezenie tego biatka w su-
rowicy krwi spadato o okoto 30-35%. Podczas leczenia
pooperacyjnego wartosci OC byly wyzsze o 15% u cho-
rych dobrze rokujacych, ale o 30% u rokujacych Zle. Po
zakoficzeniu leczenia u pacjentéw z rokowaniem korzyst-
nym stezenie osteokalcyny utrzymywato si¢ na podob-
nym poziomie (mediana 44,2 ug/L), natomiast w grupie
zle rokujacych bylo prawie 3-krotnie wyzsze (mediana
122,8 ug/L, p<0,05).

Aktywno$¢ kostnej frakcji fosfatazy alkalicznej
w trakcie leczenia wstepnego byta nizsza o okoto 40%
niz w momencie diagnozy i nie zmieniafa si¢ w sposdb
istotny podczas chemioterapii uzupetniajgcej. Natomiast
po leczeniu u chorych ze ztym rokowaniem w odréznieniu
od pacjentow z rokowaniem korzystnym aktywnoS¢ BALP
(mediana 37,5 U/L) byta okoto 3-krotnie wyzsza (media-
na 104,8 U/L; p<0,02) (Ryc. 2).

Poziom markera resorpcji CTX u pacjentéw dobrze
rokujacych obnizyt si¢ w trakcie chemioterapii przedope-
racyjnej o okoto 85%, nastepnie podczas leczenia poope-
racyjnego wzrdst o 15% i pozostawat na podobnym pozio-
mie po zakonczeniu leczenia. Natomiast u chorych ze
zlym rokowaniem w trakcie chemioterapii przed zabie-
giem spadek stezenia CTX byl mniejszy, tylko o okoto
30%, a nastgpnie podczas chemioterapii pooperacyjnej
wzrastal o 30%. Po zakoficzeniu leczenia u pacjentow
z progresja choroby poziom markera resorpcji kosci byt 2-
-krotnie wyzszy (mediana 15528 pmol/L; p<0,002) w po-
rOwnaniu z wartoS$ciami uzyskanymi u chorych w okresie
remisji (mediana 8195 pmol/L) (Rys. 3).

Dyskusja

W pracy wyr6zniono dwie grupy dzieci z migsakiem ko-
Sciopochodnym korzystnie oraz niekorzystnie rokujacych,
z progresja choroby w trakcie leczenia. W obu grupach
przesledzono dynamike zmian markeréw obrotu kostne-
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Ryc. 1. Stezenie OC w surowicy krwi pacjentoéw z korzystnym (a) i niekorzystnym (b) rokowaniem
podczas diagnozy (1), chemioterapii przedoperacyjna (2), chemioterapii pooperacyjnej (3)
oraz po zakonczeniu leczenia (4)

go przed leczeniem, w trakcie prowadzonego leczenia
oraz po jego zakoficzeniu. Stezenie OC, BALP i CTX
przed rozpoczeciem leczenia przeciwnowotworowego by-
to czesto zblizone w obu badanych grupach. W trakcie
chemioterapii wstgpnej, a takze kontynuowanej po za-
biegu operacyjnym u wigkszoSci badanych pacjentow po-
ziomy wszystkich trzech marker6w metabolizmu kostnego
ulegaly znacznemu obnizeniu, chociaz byly czesciej wyzsze
u pacjentOw z niekorzystnym rokowaniem niz u dobrze ro-
kujacych. Najwigksze roznice pomiedzy badanymi gru-
pami obserwowano po zakonczonym leczeniu. U chorych
z progresja choroby wartosSci obu markeréw kosciotworze-

nia byly 3-krotnie wyzsze, a CTX 2-krotnie wyzsze niz
u pacjentéw z remisja. Z danych z piSmiennictwa wynika,
ze u pacjentdéw z rakiem prostaty, pluc, piersi i migsa-
kiem Ewinga wystepuje wzrost aktywnoSci BALP we krwi
[8, 10, 15, 16]. W swoich badaniach Fontana i wsp. [9]
oraz Jung i wsp. [17] stwierdzili u pacjentéw z nowotwo-
rem prostaty wysokie wartoSci BALP wspdtistniejace
z przerzutami do koSci. Zauwazono ponadto, ze aktyw-
nos¢ tego enzymu koreluje pozytywnie nie tylko z liczba
potwierdzonych radiologicznie ognisk przerzutowych, lecz
rOwniez ze stopniem zaawansowania choroby [8, 16, 18].
Obserwacje te, jak i wyniki wlasne dotyczace pacjentow
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Ryc. 2. Aktywnos$¢ BALP w surowicy krwi pacjentéw z korzystnym (a) i niekorzystnym (b) rokowaniem
podczas diagnozy (1), chemioterapii przedoperacyjna (2), chemioterapii pooperacyjnej (3)
oraz po zakonczeniu leczenia (4)

z osteosarcoma, wskazuja, ze u tych chorych procesy ko-
Sciotworzenia moga by¢ nasilone. Tym bardziej, ze drugi
marker ko§ciotworzenia — osteokalcyna wydaje si¢ miec,
podobnie jak BALP, warto$¢ diagnostyczng w progresji
osteosarcoma. Wczesniej uzyteczno§¢ BALP oraz OC
w diagnostyce migsaka koSciopochodnego sugerowali
Fanburg i wsp. [19] i Nagoya i wsp. [20] w badaniach im-
munohistochemicznych.

W literaturze dyskutuje si¢ tez warto$¢ rokownicza
wskaznikéw resorpcji kosci. Wydaje sie, ze zwickszone
ich wydzielanie jest skutkiem wzmozonych procesow re-
sorpcji indukowanych przez proces nowotworowy. U do-

rostych pacjentéw z pierwotnymi guzami prostaty, ptuc,
piersi, nerek, gardta i uktadu pokarmowego stezenia
wskaznikow resorpcji kosci sa podwyzszone [8, 15, 21-
-23]. Dotyczy to szczegllnie pacjentéw z przerzutami,
u ktorych stezenie CTX moze by¢ prawie 4-krotnie wyzsze
niz w grupie kontrolnej [9]. Berruti i wsp. [10] oraz De-
mers i wsp. [11] wykazali, ze stezenia markerdéw resorpcji
dodatnio koreluja z iloScia ognisk przerzutowych i progre-
sja nowotworu. Body i wsp. [24] sugeruja, ze ocena sku-
tecznoSci leczenia przeciwnowotworowego z zastosowa-
niem markerow resorpcji koSci moze by¢ zdecydowanie
szybsza i bardziej czula niz przy uzyciu konwencjonal-
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Ryec. 3. Stezenie CTX w surowicy krwi pacjentéw z korzystnym (a) i niekorzystnym (b) rokowaniem
podczas diagnozy (1), chemioterapii przedoperacyjna (2), chemioterapii pooperacyjnej (3)
oraz po zakonczeniu leczenia (4)

nych metod radiologicznych i scyntygraficznych. Spadek
stezen tych wskaznikow Swiadczy czesto o dobrej odpo-
wiedzi na zastosowane leczenie, podczas gdy wzrost wska-
zuje na progresj¢ choroby [25]. Obserwacje te sa zgodne
z naszymi wczeSniejszymi i przedstawianymi w niniejszej
pracy wynikami dotyczacymi pacjentéw z konwencjonal-
nym, mieszanym podtypem osteosarcoma [12]. Nie mozna
zatem wykluczy¢, ze u dzieci z migsakiem koSciopochod-
nym, podobnie jak w chorobie nowotworowej dorosiych,
markery resorpcji moga by¢ prognostycznie uzyteczne.
Obserwacje te koresponduja z badaniami Ferrari i wsp.
[26], ktorzy u chorych z osteosarcoma stwierdzili zwigkszo-

ne wydalanie z moczem markeréw resorpcji kosci. Auto-
rzy ci wnioskuja, ze u dzieci z tym nowotworem inten-
sywny proces resorpcji kosci moze by¢ zwigzany ze stop-
niem agresywnosci guza.

Warto§¢ rokownicza wskaznikow obrotu kostnego
u dzieci i mlodziezy z r6znymi podtypami histologicznymi
miesaka koSciopochodnego nie byta dotychczas systema-
tycznie badana. Z uzyskanych powyzej danych wynika, ze
wzrost wartosci zarowno markeréw koSciotworzenia, jak
i resorpcji kosci u pacjentdw z mieszanym podtypem oste-
osarcoma, czg¢sto towarzyszy progresji choroby, podczas
gdy ich obnizenie moze wskazywac¢ na dobra odpowiedz
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na leczenie. Wskazniki te moglyby by¢ stosowane zaréw-
no podczas prowadzonego leczenia przeciwnowotworow-
ego, pozwalajac na oceng skutecznosci stosowanej terapii,
jak i po zakonczeniu leczenia w ramach rutynowych badan
kontrolnych w celu wykrywania ewentualnych wczesnych
zmian przerzutowych. Jednakze, dopiero dalsze badania
dotyczace metabolizmu kostnego zaréwno w mieszanym
podtypie jak i pozostalych podtypach osteosarcoma, po-
zwola jednoznacznie oceni¢ warto$¢ rokownicza marke-
réw koSciotworzenia i resorpcji koSci.

Whioski

1. U dzieci i mlodziezy z konwencjonalnym, mieszanym
podtypem migsaka koSciopochodnego leczenie prze-
ciwnowotworowe moze obniza¢ tempo obrotu kostne-
go na skutek hamowania zaréwno procesu ko§ciotwo-
rzenia, jak i resorpcji kosci.

2. U pacjentéow z konwencjonalna, mieszang postacia
osteosarcoma, wysokie wartosci wskaznikow koscio-
tworzenia i resorpcji kosci podczas leczenia i po jego
zakoficzeniu wiaza si¢ z rokowaniem niekorzystnym
i moga wskazywac na progresje choroby.
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