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Souhrn

Imunohistochemické vySetreni souboru nadorovych a nenadorovych patologickych afekci kosti potvrdilo vyskyt ne¢etnych S-100 protein
pozitivnich kostnich bunék uvnitt kostnich tramcu i na jejich povrchu u reaktivnich osteoplastickych procesu, fibrézni dysplazie, Pagetovy
choroby, ve svalku i u osteoblastomu a osteosarkomu. Tyto bunky, jak bylo ovéreno pozitivni reakci s protilatkou proti osteokalcinu, jsou
nepochybné osteocyty a osteoblasty. Je tieba je vSak odlisit od S-100 protein pozitivnich chondrocytu, které jsou nejen béznou soucasti
osteoplastickych kostnich nadort, ale vyskytuji se pomérné ¢asto v nové vytvorenych tramcich kostni tkané v ramci riiznych reaktivnich
osteoplastickych procesu jako neosifikovana rezidua chrupavkové tkané.

S-100 protein pozitivni osteocyty a osteoblasty mohou na jedné strané predstavovat prechodnou formu blizkou chrupavkovym bunkam,
coz zatim nelze souc¢asnymi prostiedky spolehlivé dolozit. Na druhé strané muze tento fenomén souviset s polyklonalnim charakterem
rutinné pouzivané protilatky, kterd je smési S-100 A1 a A6 a S-100 B, jejichz exprese se v riznych tkanich méni nejen v zavislosti na
histogenetickém plvodu bunék, ale také v souvislosti s jejich ménicim se funkénim stavem. Svéd¢ily by pro to nase pozitivni nalezy
v reakci k prikazu S-100 A6, kdy jsme zjistili intenzivni reakci kostnich bunék pfi sou¢asné pozitivité chondrocytl. Naproti tomu kostni
buriky nereagovaly s protilatkami proti S-100 A1 a B2.
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Summary

S-100 Protein Positivity in Osteogenic Tumours and Tumour-like Bone Forming Lesions

Various osteogenic tumours and bone producing tumour-like lesions of bone were examined for S-100 protein using the immunostaining
methods. The positive reaction for S-100 protein of some bone cells was detected not only in osteoblastic osteosarcomas and
osteoblastomas, but also in osteoplastic reactive lesions, fibrous dysplasia, Paget’s disease and in the tissue of the bony callus. The
positive reaction for osteocalcin in these cells showed, that they may be of osteoblastic and osteocytic lineage. The S-100 protein positive
bone cells have to be differentiated from chondrocytes persisting in new-formed bone trabecullae. On the one hand S-100 protein positive
osteocytes and osteoblasts may represent transient form of osteocytes histogenetically related to chondrocytes , but we were not able to
prove such suggestion. Therefore, S-100 protein positivity can be caused by polyclonal character of the used antibody, that is a mixture of
three antibodies, S-100 A1, A6 and anti B2. The specificity of these three components differs depending on the histogenesis of cells and
their functional status. Such explanation is supported by the results of our study, because we also observed intense positivity of bone cells
in the reaction with monoclonal antibody against S-100A6. In contrast, no staining of bone cells was detected with monoclonal antibodies
against S-100 A1 and B2.
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Polyklondlni protilatka proti S-100 proteinu je, kromé mela-
nocytarnich lézi, neuroektodermovych nadorli a myoepitelii,
vétsinou vyuzivana pfi identifikaci chondrocytt, at uz nadoro-
vého nebo nenadorového puvodu. Jak uvadi i sam vyrobce,
S-100 protein navic reaguje s lipocyty, s retikularnimi burikami
lymfatickych uzlin a s burikami gliovymi.

Pfi identifikaci kostnich bunék, tj. osteocytll a osteoblastu, pfi-
tom v dnesni dobé pomaha do znaéné miry specificky osteo-
kalcin. Naproti tomu specificky marker chondrocytd zatim neni
znam, a tak S-100 protein stale zlistava jedinou metodou volby.

PFi vySetfovani riznych osteoplastickych procesl prevazné
reaktivniho plivodu, ale i u vzork(l normalni kostni tkané jsme
se vSak opakované setkali s osteocyty vykazujicimi vice i
méneé zfetelnou pozitivitu S-100 proteinu. Tato skute€nost nas
vedla k bliz§imu studiu této problematiky, nebot pozitivita

osteocytl v reakci k priikazu S-100 proteinu byla zatim studo-
vana pouze okrajové, takze je tento fenomén zahalen urcitym
tajemstvim. Nase zkuSenosti s touto problematikou jsou pred-
métem tohoto pfedbézného sdéleni, ve kterém shrnujeme
zatim jen prvni poznatky, které jsou uréitym zplsobem uzite¢-
né pro potfeby diagnostické patologie a zaroven ukazuji na
nékteré dosud nefeSené otazky souvisejici s imunofenotypem
kostnich bunék.

MATERIAL A METODIKA

Kromé nadorovych afekci typu osteosarkomu (6 pfipadu),
osteoblastomu (4 pfipady) a fibrézni dysplazie (4 pfipady)
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tramecku nové vytvorené nelamelarni kosti. Naproti tomu uvnitf
tramecku se pozitivné znazornily perzistujici ovalné chondrocyty
a vietenité osteocyty (120krat)

Obr. 2. S-100 protein pozitivni osteocyty v tramecku lamelarni
kosti (210krat)
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Obr. 3. Pozitivni osteoblasty na povrchu tramec¢ku a perzistujici
chondrocyty uvnitf tramce v reakci k prikazu S-100 A6 (120krat)

jsme vysetiili 6 pfipadd reaktivni osifikujici periostitidy, 5 pfi-
padl osifikujici myozitidy, 4 pfipady metaplastické osifikace
a vzorky z 10 resekovanych hlavic femuru pro frakturu kréku.
Dale byly vysetieny biopsie od 2 pacientli s Pagetovou choro-
bou.

Material byl zpracovan obvyklym zpUisobem po predchozi
fixaci v 10% formalinu, odvapnéni v EDTA a zaliti do parafinu.

Pro potieby imunohistochemického vy$etfeni jsme pouzili
metodu ABC s polyklonalni krali¢i protilatkou proti S-100 pro-
teinu od firmy DAKO (kéd Z0311) v fedéni 1 : 400 a proti oste-
okalcinu (Abcam, Cambridge) v fedéni 1 : 100. Obé protilatky
byly pouzity samostatné ve dvou rliznych histologickych
fezech nebo soucasné ve formé tzv. dvojiho barveni v jednom
fezu.

Zaroven jsme v 10 vybranych pfipadech riiznych patologic-
kych I1ézi v pfedbézné studii pouzili protilatky proti komponen-
tam, které jsou soucésti rutinné pouzivaného polyklonalniho
anti-S-100. Konkrétné se jednalo o protilatku anti S-100-A1
v fedéni 1 : 25, anti S100 A6 v fedéni 1 : 200 a anti S-100-B2
v fedéni 1 : 10. V8echny tfi protilatky byly od firmy Lab Vision
corp. Neomarkers.

Za pozitivni nalez jsme povazovali pouze situaci, kdy se
vedle cytoplazmy pozitivné obarvila i jadra bunék.

VYSLEDKY

U osteosarkomu bylo obtizné spolehlivé odlisit chondro-
genni nadorovou komponentu smiSenou s nadorovou sloz-
kou osteoblastickou, a tak nebylo vzdy mozné ucinit jedno-
znacny zavér, pokud se jedna o identifikaci nadorovych
S-100 protein pozitivnich osteoblast(. Nékteré nadorové
bunky v§ak byly nepochybné pozitivni. Naproti tomu v pfipa-
dé osteoblastomu jsme mohli ve tfech pfipadech ze d&tyf
potvrdit vyskyt zcela ojedinélych S-100 protein pozitivnich
osteocyt.

S-100 pozitivni kostni buriky typu osteocytll jsme nachazeli
vétsinou jen v malych skupinach po dvou ¢i po tfech, nebo
zcela samostatné v nové vytvorenych kostnich tramcich, pre-
devsim u lézi reaktivniho puvodu, tj. u reaktivni osifikujici peri-
ostitidy, v mistech metaplastické osifikace, u osifikujici myozi-
tidy a v mistech svalku. V dvojité barvenych preparatech bylo
mozno ovéfit, Zze tyto bunky reaguji téz s osteokalcinem. Tim
se lisily, kromé odli$ného tvaru, od S-100 pozitivnich chondro-
cytl nachdzejicich se v ostrivcich chrupavkové tkané, které
nékdy tvofily soucast nové vzniklych kostnich tramcl predsta-
vujicich rezidua neosifikované tkané chrupavky (obr. 1). Ke
spravné identifikaci chondrocytl perzistujicich v kostnich
tramcich do zna¢né miry pfispéla i pfitomnost mezibunécné
chrupavkové hmoty.

Podstatné méné ¢asto jsme zaznamenali pfitomnost S-100
protein pozitivnich osteoblastd na povrchu nové vytvofenych
kostnich tramcu vétSinou nelamelarni nebo jen casteéné
lamelarné usporadané kosti.

Ve tfech pfipadech z 10 jsme zaznamenali pozitivitu ojedi-
nélych osteocytl a zcela vyjimecéné i povrchové se nachazeji-
cich osteoblastd kostnich trdmcl odlomenych hlavic femuru
odebranych pfi implantaci endoprotéz. VétSinou se jednalo
0 nalezy v sousedstvi probihajicich prestavbovych zmén
v misté infrakci (obr. 2).

S tim do urcité miry kontrastoval nalez zfetelné S-100 pro-
tein pozitivity vétSiny kostnich bunék ve vzorcich od pacientl
s fibrézni dysplazii. U Pagetovy choroby se jednalo o zcela
vyjimec¢ny nalez.

V preparatech barvenych za pouziti protilatek anti S-100 A1,
A6 a B2 jsme mohli ovéfit, ze kostni buriky, pfedevSim oste-
oblasty, reagovaly pozitivné pouze pfi pouziti protilatky proti S-
100 A6 (obr. 3). Soucasné vsak byla pozitivni reakce s chond-
rocyty. Protilatky proti S-100 A1 a B2 s kostnimi burikami
nereagovaly.
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DISKUSE

Vyskyt S-100 protein pozitivnich kostnich bunék zminili
u osteosarkomu Okajima a spol. (4) a pozd§ji v diskusnim pfi-
pévku i Ishida a Dorfman (3). Nebylo pfitom patrano, zda se
skute¢né jedna o nadorové osteocyty Ci nikoliv. U osteosarko-
mu, ktery obvykle obsahuje osteoblastickou i chondroblastic-
kou komponentu promiSenou zcela nepravidelné, je identifika-
ce jednotlivych bunéénych typl obzvlasté obtizna bez pouziti
protilatky proti osteokalcinu. Je nutné se orientovat pouze
podle charakteru mezibunééné hmoty, ve které se nadorové
bunky nachazeji. U naSich pozorovani jsme se s timto feno-
ménem setkali i v pfipadé osteoblastomu, na rozdil od nega-
tivnich vysledkd pozorovani Ishidy a Dorfmana (3). Domniva-
me se, ze znacnou roli kromé skute¢nosti nize uvedenych
m(ze hrat i délka fixace a zplsob odvapnéni.

V nenadorové kostni tkani se touto problematikou pravdé-
podobné zatim zabyvali pouze Weissova a Dorfman (5), ktefi
si povsimli S-100 protein pozitivnich osteoblastd v mistech
probihajici enchondralni osifikace epifyz. Sami jsme tyto buni-
ky zaznamenali rovnéz v tramcich diafyzy.

Pokud vylou¢ime, ze tyto S-100 protein pozitivni buriky ulo-
zené uvnitf kostni hmoty nejsou perzistujici chondrocyty
v oblastech, kde nedobéhla osifikace chrupavkové komponen-
ty, potom je mozné pripustit dvoji vyklad tohoto fenoménu. Za
prvé by se mohlo jednat o osteocyty a osteoblasty s imunofe-
notypem blizkym chondrocytim a buriky by mohly predstavo-
vat jakousi prechodnou formu mezi chrupavkovou a kostni
bunikou. Pozitivita osteokalcinu vSak spiSe sveédéi o prislus-
nosti ke kostnim burikam. Je vSak nutné pfipustit, ze dvoji bar-
veni demineralizovanych vzorkd kosti je do znaéné miry pro-
blematické a jejich vyhodnoceni miize byt zatizeno znacnou
chybou.

Za této situace je proto tfeba rovnéz vzit v uvahu otazku
specificity protilatky proti S-100 proteinu. Polyklonalni pro-
tilatka je totiz smési protilatek proti ttem podjednotkam S-
100 proteinu bovinniho mozku, a sice proti proteinm S-
100 A1, A6 a S100 B (viz letak firmy DAKO). Takze
specificita bézné pouzivané protilatky proti S-100 proteinu
je svym zpusobem omezena a s tim je tfeba pocitat nejen
v diagnostice, ale i pfi interpretaci nalezd, o které jsme se
v nasi studii zajimali. Podle naS8ich zkuSenosti protilatka
proti S-100 A6 silné reaguje s kostnimi burikami v urcité
fazi jejich proliferaéni aktivity. Sou¢asné vSak dava pozitiv-
ni reakci i s dal§imi mezenchymovymi burikami, pfedevsim
s chondrocyty. Dale je tfeba Fici, ze exprese jednotlivych
komponent obsazenych v protilatce dodavané na trh se
bude ménit v zavislosti na funkénim stavu zachycenych
kostnich bunék, coz samoziejmé nepochybné ovlivni vysle-
dek imunohistochemické reakce.

S-100 protein predstavuje skupinu 19 nizkomolekularnich
protein(i vazicich Ca2+, které jsou exprimovany fadou riznych
bunéénych typu. Podileji se na regulaci intracelularnich pro-
cesl jako je fosforylace protein(, aktivita enzym(, bunééna
proliferace a diferenciace, strukturalni organizace cytoskeletu
a bunéénych membran ¢&i intracelularni homeostaza kalcia.

Navic nékteré typy S-100 jsou secernovany do extracelular-
nich prostorl a uplatiuji se jako chemoatraktanty leukocytd,
moduluji proliferaci bunék a reguluji aktivaci makrofagt (2).
Bylo dolozeno, ze nékteré S-100 proteiny ovliviiuji progresi
nadorového rlstu, napfiklad ve formé tumor supresorického
genu. U nékterych nadorl je mozno se setkat s overexpresi
nékterych forem S-100 a jsou pokusy vyuzit této skute¢nosti
pfi ur€ovani prognézy nadorovych onemocnéni (1).

Za této situace je pravdépodobné, Ze pozitivita S-100 pro-
teinu je vlastné v mnohych pfipadech vyrazem urcité bunécné
aktivity kostnich bunék a nemUze byt proto povazovana za
dostate¢né specifickou soucast jejich bunééného imunofeno-
typu. Toto zjisténi otevira nové cesty ke studiu moznosti vyu-
Ziti skupiny S-100 protein(, pfedevsim v oblasti uréovani bio-
logické povahy nadorovych onemocnéni kosti. Teprve po
prozkoumani této problematiky bude mozno zaujmout jedno-
100 proteinu z hlediska imunofenotypizace mezenchymovych
bunék. Podle naSich prvnich zkuSenosti s jednotlivymi forma-
mi S-100 proteinu nelze zatim podcitat s tim, ze by néktery ¢len
této skupiny byl specifickym markerem chondrocytldl nebo
dokonce kostnich bunék. Na druhé strané vSak zatim nelze
vylougit existenci pfechodnych bunéénych forem mezi chond-
rocytem a kostnimi elementy, nebot oba typy maji spole¢nou
progenitorovou mezenchymovou bunku.

_ Prace byla podpofena z finanénich prostfredk( GA MZ
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