
Angiogeneze, tedy novotvorba cév, se fyziologicky vyskytu-
je při embryogenezi. V dospělosti pak za různých patologic-
kých stavů, zejména při reparaci. Angiogeneze má velký
význam při nádorových onemocněních. Je prokázáno, že
nádor od určité velikosti (asi 1 mm3) nemůže bez aktivace
angiogeneze dále proliferovat. Aktivace angiogeneze
s následnou progresí tumoru závisí na schopnosti stimulovat
hlavně prostřednictvím angiogenních faktorů cévy v okolní tká-
ni k proliferaci. Dnes je známo více než 20 endogenních pro-
motorů a poněkud menší počet inhibitorů angiogeneze. Jsou
produkovány nádorovými, stromálními a zánětlivými buňkami
(2, 7, 8, 21). Mezi prvními hematologickými malignitami, kde
byla angiogeneze ve vztahu k progresi onemocnění sledová-
na, byl plazmocytární myelom/mnohotný myelom (MM) (6,
12–14, 17–20, 22). Bylo prokázáno, že i u MM dochází
k význačné novotvorbě krevních cév v kostní dřeni ve srovná-
ní s normálními poměry a byl shledán určitý vztah k aktivitě
a prognóze nemoci. Mezi prvními byl u MM prokázán terape-
utický efekt antiangiogenní léčby thalidomidem. Zdá se, že
podobně jako v případech solidních tumorů, jsou jedním ze
zdrojů uvolňovaných angiogenních cytokinů nádorové buňky,
tedy proliferující neoplasticky transformované plazmocyty.
Jedním z běžně používaných markerů označujících endotelie
krevních cév je antigen CD34. Neodliší však proliferující cévy
od stávající vaskulární sítě. Je prokázáno, že výhradně proli-
ferující endotelie exprimují nestin (10, 11). Nestin je protein
intermediárních filament objevený v roce 1985 (4). Je považo-
ván za marker neuronálních kmenových a progenitorových

buněk, buněk svalové diferenciační řady a v současnosti je
zkoumána jeho exprese i u jiných buněčných typů včetně
buněk nádorových (3, 5).

Ve své práci jsme v infiltrátech plazmocytárního myelomu
v kostní dřeni sledovali hustotu proliferujících cév značených
protilátkou proti nestinu ve vztahu k typu nádorové infiltrace,
stupni její diferenciace a proliferační aktivity a celkové mikro-
vazální hustotě značené protilátkou proti CD34. Domníváme
se, že stanovení hustoty proliferující vaskulární sítě se může
stát jedním z důležitých faktorů cílené léčby.

MATERIÁL A METODIKA

Vyšetřili jsme soubor 51 pacientů s nově diagnostikova-
ným MM. Použili jsme materiál z našeho registru získaný
v rozmezí 12 let (1998–2009). Šlo o trepanobioptické vzorky
z lopaty kosti kyčelní. Část vzorků z dřívějších let byla fixová-
na 10% formalinem, dekalcifikována 10% chelatonem a zalita
do parafinu. Část vzorků z posledních let byla fixována
a dekalcifikována v Löwyho roztoku. Řezy tloušťky 2–3 μm
byly barveny HE a standardní sadou speciálních barvení
(Giemsa, PAS, Fe, Gomory, naftol-ASD-chloracetátesteráza).
V imunohistochemickém vyšetření jsme použili monoklonální
protilátky CD 138 (DakoCytomation, klon MI-15), lehké řetěz-
ce Ig kappa (IMMUNOTECH, klon KP-33) a lambda
(IMMUNOTECH, klon HP-6054) ke stanovení typu, kvantity
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a klonality infiltrace. Proliferační aktivita nodulárních infiltrátů
byla hodnocena semikvantitativně pomocí indexu Ki67 (Dako-
Cytomation, klon MIB-1) odhadem procenta proliferujících
myelomových buněk (≤ 5 %, < 20 %, ≥ 20 %). Vaskulární síť
byla značena monoklonální protilátkou CD34 (DakoCytomati-
on, klon QBEnd 10) a proliferující cévy monoklonální protilát-
kou proti nestinu (MILLIPORE, LV1434883). K vizualizaci byl
použit set Dako EnVisionTM Dual Link Systém-HRP a Dako-
Cytomation EnVision+Systém-HRP(AEC).

Mikrovazální hustota byla hodnocena obdobně jako v naší
předchozí práci (18) pomocí kalibrované mřížky při zvětšení
400krát na ploše 0,141mm2. Cévy byly počítány ve třech růz-
ných lokalizacích, které při přehledném zvětšení vykazovaly
největší mikrovazální hustotu (tzv. „hot spots“). Průměrný
počet cév byl přepočítán na plochu 1mm2. Stupeň diferencia-
ce MM byl stanoven dle kritérií Bartla a spol. (1) na G

1
, G

2
, G

3
.

Pozorovali jsme dva základní typy nádorové infiltrace: inter-
sticiální a nodulární. Pravidelnou součástí nodulárních infiltrá-
tů byla i infiltrace intersticiální. Byla však při posuzování cévní
hustoty nevýznamná, protože hustota kapilár zde byla vždy
v pozadí ve srovnání s nodulárními okrsky. 

Ke statistickému zpracování dat byl použit software SPSS,
v. 15 (SPSS Inc., Chicago, USA). Pro porovnání počtu cév zna-
čených protilátkou proti CD34 a protilátkou proti nestinu byl pou-
žit Wilcoxonův párový test. Pro porovnání počtu cév v interstici-
ální infiltraci a nodulárních infiltrátech značených protilátkou proti
nestinu byl použit Mann-Whitney U-test, stejně jako při porovná-
ní počtu proliferujících cév v nodulárních infiltrátech se stupněm
diferenciace MM. Závislost počtu proliferujících cév na prolife-
račním indexu Ki67 v nodulárních infiltrátech MM byla zhodno-
cena pomocí Spearmanovy neparametrické korelační analýzy. 

VÝSLEDKY

V souboru 51 dosud neléčených pacientů s MM (první
záchyt) bylo 28 mužů a 23 žen. Průměrný věk mužů v době
stanovení diagnózy byl 60,5 roků (věkové rozpětí 32–86 let),
žen 60,1 roků (věkové rozpětí 42–76 let).

Dvacet šest MM bylo klasifikováno jako G
1
, 15 – G

2
a 10 – G

3
.

Výsledky jsou shrnuty v tabulkách 1–6.
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Obr. 1 MM nodulární infiltrát, nestin, 400krát Obr. 2 MM nodulární infiltrát, dvojí imunohistochemické barvení,
CD34 – červený chromogen, Ki67 – hnědý chromogen, 400krát

Tab. 1. Plazmocytární myelom G1, intersticiální infiltrace

č. pohlaví věk (r.)
přepočet cév na 1 mm2

diferenciace infiltrace
CD34 nestin

1. M 50 84,0 0,0 G1 I

2. M 53 49,0 0,0 G1 I

3. M 52 35,0 0,0 G1 I

4. M 63 76,0 0,0 G1 I

5. M 56 52,0 0,0 G1 I

6. M 52 64,0 0,0 G1 I

7. M 62 33,0 0,0 G1 I

8. M 67 33,0 0,0 G1 I

9. M 68 31,0 0,0 G1 I

10. M 86 43,0 0,0 G1 I

11. Ž 52 42,0 2,3 G1 I

12. Ž 62 52,0 7,1 G1 I

13. Ž 60 49,7 0,0 G1 I

14. Ž 60 23,6 0,0 G1 I

15. Ž 61 26,0 0,0 G1 I

16. Ž 69 28,4 0,0 G1 I

17. Ž 70 28,6 0,0 G1 I
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Na základě zjištěných rozdílů v počtu cév značených proti-
látkou proti CD34 a protilátkou proti nestinu v infiltrátech MM
lze konstatovat několik poznatků:

1. V intersticiálním typu infiltrace se proliferující cévy
exprimující nestin téměř nevyskytovaly. Wilcoxonovým
párovým testem byl prokázán u MM G

1
signifikantně vyšší

počet cév značených protilátkou proti CD34 (medián počtu
cév 42) ve srovnání s počtem cév značených protilátkou

proti nestinu (medián počtu cév 0). Signifikance testu
p = 0,0003. 

V případě MM G
2

a MM G
3

nebylo porovnání možné pro
malý počet případů. Celkově pak u všech případů MM byl
v intersticiální infiltraci prokázán signifikantně vyšší počet cév
značených protilátkou proti CD34 (medián počtu cév 50) ve
srovnání s počtem cév značených protilátkou proti nestinu
(medián počtu cév 0). Signifikance testu p < 0,0001.
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Tab. 2. Plazmocytární myelom G2, intersticiální infiltrace 

č. pohlaví věk (r.)
přepočet cév na 1 mm2

diferenciace infiltrace
CD34 nestin

1. M 46 68,6 0,0 G2 I

2. M 66 30,5 2,3 G2 I

3. M 79 57,8 0,0 G2 I

4. Ž 62 59,2 0,0 G2 I

Tab. 3. Plazmocytární myelom G3, intersticiální infiltrace 

č. pohlaví věk (r.) přepočet cév na 1 mm2

diferenciace infiltrace
CD34 nestin

1. M 75 80,5 0,0 G3 I

2. M 32 71,0 0,0 G3 I

3. Ž 48 79,0 0,0 G3 I

4. Ž 50 64,0 0,0 G3 I

Tab. 4. Plazmocytární myelom G1, nodulární infiltrace

č. pohlaví věk (r.)
přepočet cév na 1 mm2

proliferační index
Ki67

diferenciace infiltrace
CD34 nestin

1. M 46 66,3 0,0 5 % G1 N

2. M 52 101,8 2,3 5 % G1 N

3. M 60 80,5 7,1 10 % G1 N

4. M 61 92,3 9,5 15 % G1 N

5. M 56 59,2 7,1 15 % G1 N

6. Ž 73 81,0 0,0 5 % G1 N

7. Ž 42 49,0 0,0 5 % G1 N

8. Ž 50 101,8 2,3 5 % G1 N

9. Ž 45 85,2 9,5 15 % G1 N

Tab. 5. Plazmocytární myelom G2, nodulární infiltrace

č. pohlaví věk (r.)
přepočet cév na 1 mm2

proliferační index
Ki67

diferenciace infiltrace
CD34 nestin

1. M 63 111,20 4,70 5 % G2 N

2. M 55 89,90 0,00 5 % G2 N

3. M 62 73,10 16,50 10 % G2 N

4. M 48 51,80 18,90 15 % G2 N

5. M 65 51,80 4,70 15 % G2 N

6. M 59 104,10 11,80 20 % G2 N

7. Ž 51 99,40 9,50 10 % G2 N

8. Ž 57 97,03 14,20 10 % G2 N

9. Ž 61 57,50 9,50 10 % G2 N

10. Ž 72 134,90 56,80 20 % G2 N

11. Ž 62 52,00 18,80 40 % G2 N

Patologie 1-10  29.1.2010  7:29  Str. 17



2. V nodulárních infiltrátech MM byla situace obdobná.
U MM G

1
byl signifikantně vyšší počet cév značených protilát-

kou proti CD34 (medián počtu cév 81) ve srovnání s počtem
cév značených protilátkou proti nestinu (medián počtu cév 2).
Signifikance testu p = 0,008. Stejně tak byly signifikantně vyš-
ší počty cév u MM G

2
a MM G

3
značených protilátkou proti

CD34 (medián počtu cév 90, resp. 118) ve srovnání s počtem
cév značených protilátkou proti nestinu (medián počtu cév 12,
resp.10). Signifikance testu p = 0,003 resp. 0,028. Rovněž cel-
kově bez přihlédnutí k diferenciaci MM byl v nodulárních infilt-
rátech signifikantně vyšší počet cév značených protilátkou
proti CD34 (medián počtu cév 91) ve srovnání s počtem cév
značených protilátkou proti nestinu (medián počtu cév 10).
Signifikance testu p < 0,0001.

3. Pomocí Mann-Whitney U-testu byl v nodulárních infiltrá-
tech MM prokázán signifikantně vyšší počet cév značených
protilátkou proti nestinu (medián počtu cév 10) ve srovnání
s počty cév takto značených v intersticiální infiltraci (medián
počtu cév 0). Signifikance testu p < 0,0001.

4. Mann-Whitney U – test neprokázal v nodulárních infiltrá-
tech signifikantní rozdíly v počtu cév značených nestinem
v závislosti na diferenciaci MM. Mezi G

1
– G

2
(p = 0,084), G

1 
–

G
3

(p = 0,270), G
2

– G
3

( p = 1,0).
5. Spearmanovou neparametrickou korelační analýzou

jsme dále zjišťovali zda u nodulárních infiltrátů koreluje počet
cév exprimujících nestin s proliferačním indexem Ki67 myelo-
mových buněk. Byla prokázána velmi silná pozitivní korelace
(r = 0,903) u MM G

1
a středně silná pozitivní korelace (r =

0,673) u MM G
2
. U MM G

3
nebyla významná korelace proká-

zána. Celkově však, bez přihlédnutí ke stupni diferenciace
MM, byla prokázána středně silná pozitivní korelace (r =
0,614) mezi počtem cév exprimujících nestin a výší proliferač-
ního indexu Ki67.

DISKUSE

Sledování angiogeneze u solidních nádorů a některých
hematologických malignit včetně MM poukazuje na skuteč-
nost, že méně diferencované a většinou i agresivnější nádory
jsou charakterizovány větší vaskulární hustotou (12–14, 16,
17, 20).

Ověřili jsme si naše poznatky z dřívější studie (18, 19)
o úzkém vztahu mezi hustotou vaskulární sítě, stupněm dife-
renciace a typem infiltrace kostní dřeně myelomovými buňka-
mi. Pravidelně nejhustější vaskularizaci jsme pozorovali
v nodulárních infiltrátech méně diferencovaných forem MM.
Naopak nejmenší vaskularizace byla přítomna u případů dob-
ře diferencovaných, s intersticiálním typem infiltrace.

V nynější práci jsme se zaměřili zejména na posouzení jak
velké množství cév značených protilátkou proti CD34 expri-
muje současně nestin a je tedy v proliferační fázi. Výsledky
ukázaly, že hustota proliferujících cév je daleko menší než
kapilární síť značená protilátkou proti CD34 a souvisí s typem
infiltrace a proliferační aktivitou MM. Lze konstatovat, že

výskyt proliferujících cév v intersticiální infiltraci je zcela zane-
dbatelný, bez ohledu na stupeň diferenciace MM. Nároky mye-
lomových buněk na přívod kyslíku a živin jsou zde zřejmě
v převaze dostačujícím způsobem hrazeny stávající vaskulár-
ní sítí a k aktivaci angiogeneze nedochází. V nodulárních infilt-
rátech je hustota proliferujících cév rovněž menší ve srovnání
s mikrovazální denzitou značenou protilátkou proti CD34. Bez
signifikantní závislosti na stupni diferenciace MM korelovala
proliferující mikrovazální hustota s jeho proliferační aktivitou.
Výskyt proliferujících cév byl větší v nodulárních infiltrátech
s vyšší proliferační aktivitou myelomových buněk. Největší
hustotu proliferujících cév jsme pozorovali v nodulárních infilt-
rátech s proliferačním indexem Ki67 vyšším než 20 %. Daleko
menší byl výskyt proliferujících cév v nodulárních infiltrátech,
kde index Ki67 nepřesáhl 5 %. Je tedy zřejmé, že proliferující
vaskularizace pozitivně koreluje s růstem nodulárních infiltrá-
tů MM a v případech relativní růstové stacionárnosti infiltrátů je
výskyt proliferujících cév minimální. Tedy „proliferující vasku-
lární fáze“ MM úzce souvisí s aktivitou onemocnění a je prak-
ticky málo významné, zda se jedná o MM dobře nebo nízce
diferencovaný. Domníváme se, že získané poznatky mohou
přispět k účelné aplikaci antiangiogenní léčby v terapeutickém
spektru onkologických onemocnění. Důležité z tohoto hlediska
bude posouzení nejenom intenzity angiogeneze, ale zejména
intenzity proliferující angiogeneze.

Zajímavý nález jsme učinili u celkem 9 případů MM, kde
v části populace myelomových buněk byla v cytoplazmě pří-
tomna exprese nestinu. Exprese nestinu nekorelovala s dife-
renciací MM a vyskytovala se u dobře i málo diferencovaných
forem. Je otázkou, zda exprese nestinu v některých myelo-
mových buňkách nemůže souviset s hypotézou existence
nádorových kmenových buněk, které analogicky jako kme-
nové buňky normálních tkání jsou schopny obnovy a tvorby
diferencovanějších buněk nádoru (9, 15).

Práce byla podpořena grantem IGA MZ ČR č. NR/9500-3
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