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Souhrn

Autofi sledovali angiogenezi v trepanobioptickych vzorcich z lopaty kosti kycelni celkem u 51 pacientd s dosud nelé¢enym
plazmocytarnim myelomem (MM). Mikrovazalni hustota s pfepo¢tem na 1 mm? byla znazornéna monoklonalnimi protilatkami proti CD34
a nestinu. Bylo zjisténo, ze proliferujici cévy znacené protilatkou proti nestinu se témér nevyskytuji u intersticialniho typu infiltrace.
Mnozstvi proliferujicich cév v nodularnich infiltratech je vyrazné mensi ve srovnani s kapilarni siti znacenou protilatkou proti CD34.
Hustota proliferujicich cév v nodularnich infiltratech vyznamné koreluje s proliferaénim indexem Ki67 myelomovych bunék, nikoliv v§ak
se stupném diferenciace MM.
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Summary

Analysis of Bone Marrow Angiogenesis in Multiple Myeloma

The authors studied angiogenesis in trephine biopsy samples taken from the hip bone from a total of 51 patients with an as yet untreated
plasma cell myeloma / multiple myeloma (MM). Microvessel density calculated to 1 mm? was represented by monoclonal antibodies against
CD34 and nestin. It was discovered that proliferating vessels labeled with anti-nestin antibody nearly never occur in the interstitial type of
infiltration. The amount of proliferating vessels in nodular infiltrates is significantly lower compared to the capillary network labeled with
antibodies against CD34. The density of proliferating vessels in nodular infilirates significantly correlates with the proliferation index Ki67
of myeloma cells, not, however, with the degree of MM differentiation.
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Angiogeneze, tedy novotvorba cév, se fyziologicky vyskytu-
je pfi embryogenezi. V dospélosti pak za rliznych patologic-
kych stavli, zejména pfi reparaci. Angiogeneze ma velky
vyznam pfi nadorovych onemocnénich. Je prokazano, ze
nador od urdité velikosti (asi 1 mm3) nemlze bez aktivace
angiogeneze dale proliferovat. Aktivace angiogeneze
s naslednou progresi tumoru zavisi na schopnosti stimulovat
hlavné prostfednictvim angiogennich faktort cévy v okolni tka-
ni k proliferaci. Dnes je znamo vice nez 20 endogennich pro-
motort a ponékud mensi pocet inhibitord angiogeneze. Jsou
produkovany nadorovymi, stromalnimi a zanétlivymi burikami
(2, 7, 8, 21). Mezi prvnimi hematologickymi malignitami, kde
byla angiogeneze ve vztahu k progresi onemocnéni sledova-
na, byl plazmocytarni myelom/mnohotny myelom (MM) (6,
12—-14, 17-20, 22). Bylo prokazano, ze i u MM dochazi
k vyznaéné novotvorbé krevnich cév v kostni dfeni ve srovna-
ni s normalnimi pomeéry a byl shledan urcity vztah k aktivité
a prognoze nemoci. Mezi prvnimi byl u MM prokézan terape-
uticky efekt antiangiogenni Ié€by thalidomidem. Zda se, Ze
podobné jako v pfipadech solidnich tumord, jsou jednim ze
zdroji uvolhovanych angiogennich cytokind nadorové buriky,
tedy proliferujici neoplasticky transformované plazmocyty.
Jednim z béZné pouzivanych markerli oznadujicich endotelie
krevnich cév je antigen CD34. NeodliSi v3ak proliferujici cévy
od stavajici vaskularni sité. Je prokazano, ze vyhradné proli-
ferujici endotelie exprimuji nestin (10, 11). Nestin je protein
intermediarnich filament objeveny v roce 1985 (4). Je povazo-
van za marker neuronalnich kmenovych a progenitorovych

bunék, bunék svalové diferenciaéni fady a v soucasnosti je
zkoumana jeho exprese i u jinych bunéénych typd véetné
bunék nadorovych (3, 5).

Ve své praci jsme v infiltratech plazmocytarniho myelomu
v kostni dfeni sledovali hustotu proliferujicich cév zna¢enych
protilatkou proti nestinu ve vztahu k typu nadorové infiltrace,
stupni jeji diferenciace a proliferacni aktivity a celkové mikro-
vazalni hustoté znacené protilatkou proti CD34. Domnivame
se, ze stanoveni hustoty proliferujici vaskularni sité se mize
stat jednim z dulezitych faktord cilené Iécby.

MATERIAL A METODIKA

VySetfili jsme soubor 51 pacientd s nové diagnostikova-
nym MM. PouZili jsme materidl z naseho registru ziskany
v rozmezi 12 let (1998-2009). Slo o trepanobioptické vzorky
z lopaty kosti ky&elni. Cast vzorkl z dfivéjsich let byla fixova-
na 10% formalinem, dekalcifikovana 10% chelatonem a zalita
do parafinu. Cast vzorkid z poslednich let byla fixovana
a dekalcifikovana v Loéwyho roztoku. Rezy tloustky 2—-3 um
byly barveny HE a standardni sadou specialnich barveni
(Giemsa, PAS, Fe, Gomory, naftol-ASD-chloracetatesteraza).
V imunohistochemickém vySetfeni jsme pouzili monoklonalni
protilatky CD 138 (DakoCytomation, klon MI-15), lehké fetéz-
ce lg kappa (IMMUNOTECH, klon KP-33) a lambda
(IMMUNOTECH, klon HP-6054) ke stanoveni typu, kvantity
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Obr. 1 MM nodularni infiltrat, nestin, 400krat

a klonality infiltrace. Proliferaéni aktivita nodularnich infiltratd
byla hodnocena semikvantitativné pomoci indexu Ki67 (Dako-
Cytomation, klon MIB-1) odhadem procenta proliferujicich
myelomovych bunék (£ 5 %, < 20 %, > 20 %). Vaskularni sit
byla zna¢ena monoklonalni protilatkou CD34 (DakoCytomati-
on, klon QBENd 10) a proliferujici cévy monoklonalni protilat-
kou proti nestinu (MILLIPORE, LV1434883). K vizualizaci byl
pouzit set Dako EnVision™ Dual Link Systém-HRP a Dako-
Cytomation EnVision+Systém-HRP(AEC).

Mikrovazalni hustota byla hodnocena obdobné jako v nasi
pfedchozi praci (18) pomoci kalibrované mfizky pfi zvétSeni
400krat na plo$e 0,141mm?2. Cévy byly pocitany ve tfech riz-
nych lokalizacich, které pfi pfehledném zvétSeni vykazovaly
nejvétsi mikrovazalni hustotu (tzv. ,hot spots®). Primérny
podet cév byl pfepoditan na plochu 1mm?. Stuper diferencia-
ce MM byl stanoven dle kritérii Bartla a spol. (1) na G,, G,, G,.
Pozorovali jsme dva zékladni typy nadorové infiltrace: inter-
sticialni a nodularni. Pravidelnou souéasti nodularnich infiltra-
tl byla i infiltrace intersticialni. Byla v§ak pfi posuzovani cévni
hustoty nevyznamna, protoZe hustota kapilar zde byla vzdy
v pozadi ve srovnani s nodularnimi okrsky.

Tab. 1. Plazmocytarni myelom G1, intersticialni infiltrace

¢

pohlavi

prepoéet cév na 1 mm?

Obr. 2 MM nodularni infiltrat, dvoji imunohistochemické barveni,
CD34 - cerveny chromogen, Ki67 — hnédy chromogen, 400krat

Ke statistickému zpracovani dat byl pouzit software SPSS,
v. 15 (SPSS Inc., Chicago, USA). Pro porovnani pocétu cév zna-
Cenych protilatkou proti CD34 a protilatkou proti nestinu byl pou-
Zit Wilcoxondv parovy test. Pro porovnani poctu cév v interstici-
alni infiltraci a nodularnich infiltratech znacenych protilatkou proti
nestinu byl pouzit Mann-Whitney U-test, stejné jako pfi porovna-
ni poctu proliferujicich cév v nodularnich infiltratech se stupném
diferenciace MM. Zavislost poctu proliferujicich cév na prolife-
raénim indexu Ki67 v nodularnich infiltratech MM byla zhodno-
cena pomoci Spearmanovy neparametrické korela¢ni analyzy.

VYSLEDKY

V souboru 51 dosud neléenych pacientdl s MM (prvni
zachyt) bylo 28 muzi a 23 Zzen. Primérny vék muzl v dobé
stanoveni diagnézy byl 60,5 rokll (vékové rozpéti 32—86 let),
zen 60,1 rokl (vékové rozpéti 42—-76 let).

Dvacet Sest MM bylo klasifikovano jako G,, 15-G,a 10 - G,.

Vysledky jsou shrnuty v tabulkach 1-6.
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0,0 G1

53 49,0

0,0 G1

52 35,0

0,0 G1

63 76,0

0,0 G1

56 52,0

0,0 G1

52 64,0

0,0 G1

62 33,0

0,0 G1

67 33,0

0,0 G1

OO NG AW

68 31,0

S|

-
©

86 43,0

0,0 G1

-
—
Ne¢

52 42,0

2,3 G1

-
S
N

62 52,0

7.1 G1

-
o
Ne¢

60 49,7

0,0 G1

—
»
N

60 23,6

0,0 G1

—
o
N

61 26,0

0,0 G1

-
o
Ne¢

69 28,4

0,0 G1

Y
N
Ne

70 28,6

|
|
I
|
|
I
|
|
0,0 G1 |
I
|
|
I
|
|
|
I

0,0 G1

16

Cesko-slovenska patologie



Tab. 2. Plazmocytarni myelom G2, intersticialni infiltrace

ptepoéet cév na 1 mm?

pohlavi

vék (r) D34

diferenciace infiltrace

nestin

46 68,6

0,0 G2

66 30,5

2,3

79 57,8

0,0 G2

62 59,2

Tab. 3. Plazmocytarni myelom G3, intersticialni infiltrace

pohlavi

pfepoéet cév na 1 mm?

|
G2 |
|
|

0,0 G2

diferenciace infiltrace

CD34

nestin

80,5

0,0 G3

71,0

0,0 G3

79,0

0,0 G3

64,0

Tab. 4. Plazmocytarni myelom G1, nodularni infiltrace

¢

pohlavi

prepoéet cév na 1 mm?

0,0 G3

proliferaéni index

diferenciace infiltrace

CD34

nestin Ki67

66,3

0,0 5% G1

101,8

2,3 5% G1

80,5

7,1 10 % G1

92,3

9,5 15 % G1

59,2

7,1 15 % G1

81,0

0,0 5% G1

49,0

0,0 5% G1

101,8

2,3 5% G1

Ol PN O

85,2

Tab. 5. Plazmocytarni myelom G2, nodularni infiltrace

[¢]3

pohlavi

piepoéet cév na 1 mm?

2| Z|1Z|Z2|Z2|1Z2|Z2|Z2|2

9,5 15 % G1

proliferaéni index

diferenciace infiltrace

CD34

nestin Ki67

M 111,20

P

4,70 5% G2

89,90

0,00 5% G2

73,10

16,50 10 % G2

51,80

18,90 15 % G2

51,80

4,70 15 % G2

104,10

11,80 20 % G2

99,40

9,50 10 % G2

97,03

14,20 10 % G2

57,50

9,50 10 % G2

134,90

56,80 20 % G2

SOOI X N|o| g AW =

—_ =

52,00

Na zakladé zjisténych rozdill v po¢tu cév znacenych proti-
latkou proti CD34 a protilatkou proti nestinu v infiltratech MM
Ize konstatovat nékolik poznatk(:

1. V intersticialnim typu infiltrace se proliferujici cévy
exprimujici nestin témér nevyskytovaly. Wilcoxonovym
parovym testem byl prokazan u MM G, signifikantné vySsi
pocet cév znacenych protilatkou proti CD34 (median poctu
cév 42) ve srovnani s po¢tem cév znacenych protilatkou

2| Z|Z|Z|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2

18,80 40 % G2

proti nestinu (median poctu cév 0). Signifikance testu
p = 0,0003.

V pfipadé MM G, a MM G, nebylo porovnani mozné pro
maly pocet pfipadd. Celkové pak u vSech pfipadd MM byl
v intersticialni infiltraci prokazan signifikantné vy8Si pocet cév
znacenych protilatkou proti CD34 (median poctu cév 50) ve
srovnani s poctem cév znacenych protilatkou proti nestinu
(median poctu cév 0). Signifikance testu p < 0,0001.
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Tab. 6. Plazmocytarni myelom G3, nodularni infiltrace

pohlavi

piepoéet cév na 1 mm?

proliferaéni

diferenciace infiltrace

CD34

nestin index Ki67

116,00

9,50 5% G3

85,20

33,13 10 % G3

120,70

0,00 5% G3

137,20

14,20 5% G3

123,10

9,50 5% G3

113,60

2. V nodularnich infiltratech MM byla situace obdobna.
U MM G, byl signifikantné vy$si poCet cév znaCenych protilat-
kou proti CD34 (median poctu cév 81) ve srovnani s poctem
cév znacenych protilatkou proti nestinu (median poctu cév 2).
Signifikance testu p = 0,008. Stejné tak byly signifikantné vys-
8i poCty cév u MM G, a MM G, znaCenych protilatkou proti
CD34 (median poctu cév 90, resp. 118) ve srovnani s poctem
cév znacenych protilatkou proti nestinu (median poctu cév 12,
resp.10). Signifikance testu p = 0,003 resp. 0,028. Rovnéz cel-
kové bez pfihlédnuti k diferenciaci MM byl v nodularnich infilt-
ratech signifikantné vySSi pocet cév znacenych protilatkou
proti CD34 (median poctu cév 91) ve srovnani s poctem cév
znacenych protilatkou proti nestinu (median poc¢tu cév 10).
Signifikance testu p < 0,0001.

3. Pomoci Mann-Whitney U-testu byl v nodularnich infiltra-
tech MM prokazan signifikantné vySSi poCet cév znacenych
protilatkou proti nestinu (median poc¢tu cév 10) ve srovnani
s pocty cév takto znacenych v intersticialni infiltraci (median
poctu cév 0). Signifikance testu p < 0,0001.

4. Mann-Whitney U — test neprokazal v nodularnich infiltra-
tech signifikantni rozdily v poétu cév znacenych nestinem
v zavislosti na diferenciaci MM. Mezi G, — G, (p = 0,084), G, -
G, (p=0,270), G, - G, (p =1,0).

5. Spearmanovou neparametrickou korela¢ni analyzou
jsme dale zjistovali zda u nodularnich infiltratl koreluje pocet
cév exprimujicich nestin s prolifera¢nim indexem Ki67 myelo-
movych bunék. Byla prokazana velmi silna pozitivni korelace
(r = 0,903) u MM G, a stfedné silna pozitivni korelace (r =
0,673) u MM G,. U MM G, nebyla vyznamna korelace proka-
zana. Celkové v8ak, bez prihlédnuti ke stupni diferenciace
MM, byla prokazana stfedné silna pozitivni korelace (r =
0,614) mezi poctem cév exprimujicich nestin a vysi prolifera¢-
niho indexu Ki67.

DISKUSE

Sledovani angiogeneze u solidnich nadorl a nékterych
hematologickych malignit véetné MM poukazuje na skutec-
nost, ze méné diferencované a vétsinou i agresivnéjsi nadory
jsou charakterizovany vétsi vaskularni hustotou (12-14, 16,
17, 20).

Ovérili jsme si nase poznatky z dfivéjsi studie (18, 19)
0 Uzkém vztahu mezi hustotou vaskularni sité, stupném dife-
renciace a typem infilirace kostni dfené myelomovymi burika-
mi. Pravidelné nejhustéjSi vaskularizaci jsme pozorovali
v nodularnich infiltratech méné diferencovanych forem MM.
Naopak nejmensi vaskularizace byla pfitomna u pfipad( dob-
fe diferencovanych, s intersticialnim typem infiltrace.

V nynéjSi praci jsme se zaméfili zejména na posouzeni jak
velké mnozstvi cév znacenych protilatkou proti CD34 expri-
muje soucasné nestin a je tedy v proliferaéni fazi. Vysledky
ukazaly, ze hustota proliferujicich cév je daleko mensi nez
kapilarni sit znacena protilatkou proti CD34 a souvisi s typem
infiltrace a proliferacni aktivitou MM. Lze konstatovat, ze

9,50 5% G3

vyskyt proliferujicich cév v intersticialni infiltraci je zcela zane-
dbatelny, bez ohledu na stupen diferenciace MM. Naroky mye-
lomovych bunék na pfivod kysliku a Zivin jsou zde zfejmé
v pfevaze dostacujicim zplsobem hrazeny stavajici vaskular-
ni siti a k aktivaci angiogeneze nedochazi. V nodulérnich infilt-
ratech je hustota proliferujicich cév rovnéz mensi ve srovnani
s mikrovazalni denzitou znac¢enou protilatkou proti CD34. Bez
signifikantni zavislosti na stupni diferenciace MM korelovala
proliferujici mikrovazalni hustota s jeho prolifera¢ni aktivitou.
Vyskyt proliferujicich cév byl vétsi v nodularnich infiltratech
s vySSi proliferacni aktivitou myelomovych bunék. Nejvétsi
hustotu proliferujicich cév jsme pozorovali v nodularnich infilt-
ratech s proliferaénim indexem Ki67 vy$Sim nez 20 %. Daleko
mensi byl vyskyt proliferujicich cév v nodularnich infiltratech,
kde index Ki67 nepfesahl 5 %. Je tedy zfejmé, ze proliferujici
vaskularizace pozitivné koreluje s ristem nodularnich infiltra-
td MM a v pfipadech relativni ristové stacionarnosti infiltratd je
vyskyt proliferujicich cév minimalni. Tedy ,proliferujici vasku-
larni faze“ MM Uzce souvisi s aktivitou onemocnéni a je prak-
ticky malo vyznamné, zda se jedna o MM dobfe nebo nizce
diferencovany. Domnivame se, ze ziskané poznatky mohou
pfispét k ucelné aplikaci antiangiogenni |écby v terapeutickém
spektru onkologickych onemocnéni. DileZité z tohoto hlediska
bude posouzeni nejenom intenzity angiogeneze, ale zejména
intenzity proliferujici angiogeneze.

Zajimavy nalez jsme ucinili u celkem 9 pfipadi MM, kde
v ¢asti populace myelomovych bunék byla v cytoplazmé pfi-
tomna exprese nestinu. Exprese nestinu nekorelovala s dife-
renciaci MM a vyskytovala se u dobfe i malo diferencovanych
forem. Je otazkou, zda exprese nestinu v nékterych myelo-
movych burnikdch nemizZe souviset s hypotézou existence
nadorovych kmenovych bunék, které analogicky jako kme-
nové bunky normalnich tkani jsou schopny obnovy a tvorby
diferencovanéjSich bunék nadoru (9, 15).

Prace byla podpofena grantem IGA MZ CR &. NR/9500-3
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NABIDKA CASOPISU CLS JEP V ROCE 2010

PERIOD. | CENA/CISLO | PREDPLATNE | CENA/CISLO | PREDPLATNE
CASOPIS Ké K¢ SR € SR €
Acta chirurgiae plasticae 4 x 120,- 480,- 6,60 26,40
Anesteziologie a intenzivni medicina 6x 100,- 600,- 6,90 41,40
Casopis lékati ceskych 12 x 102,- 1224,- 4,95 59,40
Ceska a slovenska farmacie 6 x 150,- 900,- 6,60 39,60
Ceska a slovenska oftalmologie 6 x 71,- 426,- 5,50 33.-
Ceska gynekologie 6x 110,- 660,- 6,60 39,60
Ceska revmatologie 4x 110,- 440,- 6.60 26,40
Ceska stomatologie a Praktické zubni lékarstvi 6 x 93,- 558,- 4,70 28,20
Cesko-slovenska dermatologie 6 x 195,- 1170,- 7,00 42,-
Cesko-slovenska patologie a Soudni lékafstvi 4 x 131,- 524,- 4,80 19,20
Cesko-slovenska pediatrie 12 x 86,- 1032,- 4,30 51,60
Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie 4 x 125,- 500,- 5,90 23.60
Otorinolaryngologie a foniatrie 4 x 110,- 440,- 6,80 27,20
Pracovni lékarstvi 4x 130,- 520,- 6,70 26,80
Prakticky lékaf 12 x 75,- 900,- 4,30 51,60
Rehabilitace a fyzikalni 1ékaistvi 4x 97,- 388.- 4,20 16,80
Rozhledy v chirurgii 12 x 98.- 1176,- 4,20 50,40
Transfuze a hematologie dnes 4x 70,- 280,- 4,20 16,80
Revizni a posudkové lékarstvi 4x 125,- 500,- 4,10 16,40
STUDENTT (je nutné dolozit potvrzeni o studiu):
CASOPIS PERIOD. | CENA/CISLO | PREDPLATNE | CENA/CISLO | PREDPLATNE

K¢ K¢ € €

Ceska stomatologie a Praktické zubni lékarstvi 6 x 47,- 282,- 2,40 14,40
Cesko-slovenska pediatrie 12 x 44,- 528,- 2,20 26,40
Prakticky lékar 12 x 38,- 456,- 2,20 26,40

Objednavky zasilejte na adresu:
Nakladatelské a tiskové stFedisko CLS JEP Sokolskd 31,120 26 Praha 2
tel./fax: 224 266 226, 296181805, e-mail: nts@cls.cz, spalova@cls.cz
inzertni oddéleni: tel./fax 224266265, 224266252, email: ntsinzerce@cls.cz

Cesko-slovenska patologie

19



