Angiogeneze v kostni direni pacientu
s plazmocytarnim myelomem
jako ukazatel biologického chovani

Ticha V1, Tichy M., Séudla V.2, Kola¥ Z.1

1Ustav patologie LF UP, Olomouc
2I1I. interni klinika LF UP, Olomouc

Plazmocytarni

Souhrn

Angiogeneze, tedy tvorba novych cév z preexistujici vaskularni sité, hraje jednu z kli¢ovych roli
V rozvoji, progresi a rozsevu malignich solidnich nadoru. TéZz u hematologickych onkologickych
onemocnéni poukazuji vyzkumy poslednich let na korelaci angiogeneze a biologického chovani.
Nase prace byla zamérena na vztah angiogeneze, stupné diferenciace nadorovych plazmocytua
a zpusobu infiltrace v kostni difeni nemocnych s plazmocytarnim myelomem (MM) pied zapoéetim
1é¢by. Do studie bylo zahrnuto 55 pacientii, u nichz jsme v trepanobioptickych vzorcich z lopaty
kosti kyéelni pomoci monoklonalni protilatky CD34 znazornili mikrovazalni hustotu s piepoétem
na plochu 1 mm2. Angiogeneze byla nejvyssi u nodularniho charakteru infiltrace u viech morfolo-
gickych typtu MM. Korelovala jednoznaéné s morfologickym typem. NizZsi stupen diferenciace byl
provazen vyraznéjsi angiogenezi. Nejvétsi intenzita angiogeneze byla u prognosticky nejhorsiho
plazmoblastického typu MM s nodularni infiltraci. U tohoto typu byl zpusob infiltrace téméy vy-
luéné nodularni. Nejnizsi stupen angiogeneze byl u G; morfologické diferenciace s intersticialni to-
pografii infiltratu.
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Summary

Bone Marrow Angiogenesis in Patients with Multiple Myeloma as a Marker of
Tumour Biological Behaviour

Angiogenesis, the creation of new blood vessels from preexisting vascular nets, plays a major role
in the development, progression and dissemination of solid malignant tumors. Research over the
last few years has shown a correlation of angiogenesis and the biological behaviour of haematolo-
gic malignancies. This study focused on the relation of vasoformation, stage of differentiation of
tumour plasmocytes and type of bone marrow infiltration in patients with multiple myeloma (MM)
prior to treatment. We evaluated trephine biopsy samples from 55 patients for microvessel density
in 1 mm? field by monoclonal antibody anti CD34. Angiogenesis correlated with the type of infilt-
ration and with stage of morphological differentiation. It was highest in the nodular type of infilt-
ration with a low level of differentiation, and lowest in grade 1 differentiation with an interstitial
type of infiltration.
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myelom (MM) byl mezi

bunkami, tak elementy stromalnimi a zanétli-

prvnimi hematologickymi malignitami, kde
byla angiogeneze ve vztahu k progresi one-
mocnéni podrobné studovana (4, 8, 10, 11, 14,
16, 18).

Rada praci téz poukazuje na korelaci angio-
geneze s agresivitou choroby. Indukce angioge-
neze s naslednou progresi tumoru zavisi na vy-
vazenosti angiogennich aktivatoru a inhibitorta
v nadorovém mikroprostiedi. Dosud je znamo
vice jak 20 endogennich promotort angiogeneze
a ponékud mensi pocéet faktort s uéinkem inhi-
bujicim, jez jsou produkovany jak nadorovymi

vymi (2, 5, 7, 17). Pfehled nékterych angiogen-
nich faktort uvadi tabulka 1.

Zda se, ze zasadni roli u MM sehrava VEGF
(vascular endothelial growth factor), jehoz se-
krece myelomovymi bunikami byla prokazana (3,
5, 6, 9, 12). Vsechny izoformy VEGF maji tyro-
zinkinazové receptory VEGFR (vascular endo-
thelial growth factor receptor) 1, 2, 3, které mj.
jsou exprimovany na povrsich endotelii krevnich
a lymfatickych cév a progenitorovych hemopoe-
tickych bunék. Je pravdépodobné, Ze k vzestupu
angiogeneze dochazi na podkladé interakce
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mezi malignimi buiikami a endoteliemi para-
krinni produkci angiogennich faktora.

Material a metodika

V rozmezi 8 let (1998-2005) byl vySetfen sou-
bor 55 pacientt s nové diagnostikovanym MM.
Trepanobioptické vzorky z lopaty kosti kyéelni
byly fixovany 10% formalinem, dekalcifikovany
10% chelatonem a zality do parafinu. Rezy tloust-
ky 2-3 um byly barveny HE a fadou specialnich
barveni (Giemsa, PAS, Fe, Gomory, naftol — ASD-
chloracetatesteraza). Vzorky byly dale podrobeny
imunohistochemickému vysSetfeni s monoklonal-
nimi protilatkami CD138 (DAKO, klon MI-15),
lehké tetézce Ig kappa (IMMUNOTECH, klon
KP-53) a lambda (IMMUNOTECH, klon HP-
6054) ke stanoveni typu, kvantity a klonality in-
filtrace. Kapilarni sif byla znacena protilatkou
anti CD-34 (DAKO, klon QBEnd 10). K vizuali-
zaci byl pouzit set DAKO Cytomation En Vision +
systém labelled Polymer — HRP.

Obr. 1. Plazmocytarni myelom G; - nodularni infiltra-
ce, CD34, 400krat

Obr. 2. Plazmocytarni myelom Gs - nodularni infiltra-
ce, CD34, 400krat

Mikrovazalni hustota byla hodnocena pomoci
kalibrované mtizky pti zvétSeni 400krat na plose
0,141 mm?2. Kazdy vzorek byl takto kvantifikovan
ve tiech rozdilnych lokalitach, které pti prehled-
ném zvétSeni vykazovaly nejvétsi mikrovazalni
hustotu (tzv. ,hot spots®). Pramérny pocet cév byl
pak piepoéitan na plochu 1 mm?2. Histologicky
grading myelomovych bunék byl proveden dle
platnych kritérii stanovenych Bartlem a spol. (1)
na Gy, Gy, G3. Zhodnocen byl dale pievazujici typ
infiltrace dfené nadorovymi plazmocyty. Ve vy-
Setfovaném souboru jsme pozorovali dva zaklad-
ni typy infiltrace — intersticialni a nodularni.
BézZnou soucasti nodularnich infiltrata byla i in-
filtrace intersticialni, ktera vSak pfi posuzovani
denzity kapilarni sité nehrala zasadni roli, pro-
toze hustota kapilar zde byla vzdy v pozadi ve
srovnani s okrsky nodularnimi.

Ke statistickému zpracovani dat byl pouzit
software SPSS, v.10.1 (SPSS Inc., Chicago, USA).
Pro porovnani angiogeneze a stupné diferenciace
myelomovych bunék byla pouzita analyza rozpty-
lu s LSD post-hoc testy. Korelace angiogeneze
s typem infiltrace byla hodnocena pomoci
Studentova t-testu. Testy byly délany na hladiné
signifikance 0,05. Statisticka analyza byla prove-
dena na Ustavu biofyziky LF UP.

Tab. 1. Piehled nékterych angiogennich faktoru

Endogenni promotory Endogenni inhibitory
angiogeneze angiogeneze
EGF TIMP-1, TIMP-2
GCSF PAI-1
HGF p 53,p RB
PDGF IL-10,12
VEGF Angiopoetin-2
TNFo Angiotenzin
Angiotropin Caveolin-1, Caveolin-2
Angiogenin Endostatin
MMP-2, MMP-9 Interferon A
uPA Isoflavony
1L-1,6,8 Trombospondin-1
c-myc, ras, c-src, v-raf Troponin-1
Angiopoetin -1
Angiostatin - IT
Endotelin
Erytropoetin
Hypoxie
Prostaglandin E
Trombopoetin

Vysvétlivky:

PDGF - plateled derived growth factor
VEGF - vascular endothelial growth factor
TNFo — tumor necrosis factor

MMP — matrix metaloproteaza

uPA — urokinase type plazminogen activator
IL — interleukin

TIMP - tkanové inhibitory metaloproteaz
PAI-1 — inhibitor plazminogen aktivatoru
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Tab. 5. Plazmocytarni myelom G,

Vysledky
Pohlavi Veék (r.) Prepocet cév Typ
X na 1 mm?2 infiltrace
Vysledky jsou shrnuty v tabulkach 2-10. 1 M 65 735 I
2 M 81 108,5 I
L. 3 M 60 106 I
Tab. 2. Plazmocytarni myelom G1 1 M 63 98 I
Pohlavi | Veék (r.) | Prepocet cév Typ 5 M 69 59,2 I
na 1 mm?2 infiltrace 6 M 54 68,6 1
1 7 75 52,5 i 7 M 80 75,8 I
2 y/ 58 35,5 1 8 M 48 119 N
3 7 74 49,7 I 9 M 65 110,5 N
4 7 80 47,3 I 10 M 55 89,9 N
5 7 60 54,4 i 11 M 77 71 N
6 7 72 47,3 N 12 M 57 92,3 N
7 7 55 85,2 N 13 M 62 85,2 N
8 7 49 61,5 N 14 M 76 82,8 N
9 7 78 59,2 N 15 M 61 82,8 N
10 7 64 92,3 N 16 M 57 101,8 N
11 M 59 63 I 17 M 63 80,5 N
12 M 74 66,5 I 18 M 52 108,9 N
13 M 47 45 I 19 M 81 87,6 N
14 M 79 40,2 I 20 M 78 111,2 N
15 M 68 54.4 I 21 M 50 82,8 N
16 M 67 497 I 22 M 69 61,5 N
17 M 51 66,3 N 23 Z 46 97 N
18 M 60 85,2 N 24 Z 72 80,5 N
19 M 65 80,5 N 25 Z 63 63,9 N
26 7 57 85,2 N
Vysvétlivky: T — interst,icié,h'li infiltrace 97 7 64 85,2 N
N — nodularni infiltrace o8 7 63 120.7 N

Tab. 3. Plazmocytarni myelom G, intersticialni typ

Tab. 6. Plazmocytarni myelom G, intersticialni typ

infiltrace infiltrace
. . - . Pohlavi Pramérny Pocet Pramérny
Pohlavi Pl\f,%rﬁl?ir)ly Potet poéeg’é‘:‘fngnlymmz || ) vék (r.) poet cév na 1 mm?
7 69,4 5 47,9 | I 0 0 0 I
M 65,6 6 53,1 LM 55,83 7 84,2 I
celkem 67,5 11 50,7
Tab. 7. Plazmocytarni myelom G, nodularni typ
infiltrace
Tab. 4. Plazmocytarni myelom G; nodularni typ Pohlavi Pramérny Podet Pramérny
infiltrace vék (1.) pocet cév na 1 mm?2
7 60,8 6 88,8
Pohlavi Pramérny Pocet _ Pramérny M 63,4 15 91,2
vék (r.) pocet cév na 1 mm?2 colkem 621 91 90.5
7 63,6 5 69,1 i d
M 58,6 3 53,3 ) .
colkem 611 3 63.2 Tab. 9. Plazmocytarni myelom Gj intersticialni typ
5 ’ infiltrace
Pohlavi Prumérny Pocet Prumérny
Tab. 8. Plazmocytarni myelom Gg || onlat g%??;r)ly oce podet ;:Jn If;nlymmz
(I 0 0 0 [f
Pohlavi Vék (r.) | Prepocet cév Typ
na 1 mm?2 infiltrace " M 32 1 108,5 "
1 M 32 108,5 I Tab. 10. Plazmocytarni myelom Gz nodularni typ
2 M 76 85,2 N infiltrace
3 M 63 111,2 N
4 M 53 123 N Pohlavi Pramérny Pocet Primérny
5 M 71 135 N vék (r.) pocet cév na 1 mm?2
6 Z 76 130,5 N Z 65,6 3 125.,6
7 7 56 1445 N M 65,7 4 113,6
8 7 65 101,8 N celkem 65,7 7 118,8
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V souboru 55 dosud nelééenych pacientu
s MM (prvni zachyt) prevazovali muzi (36) nad
Zenami (19). Prumérny vék muzt v dobé stano-
veni diagnosy byl 63, 5 rokt (vékové rozpéti 32 az
81 let), Zen 64, 6 rokt (vékové rozpéti 46-80 let).

7 55 nemocnych 19 odpovidalo morfologii niz-
kému stupni malignity G;, 28 intermediarnimu
stupni G, a 8 blastickému typu G;

Ze studie vyplyva, Ze:

1. Angiogeneze koreluje se stupném diferencia-
ce nadorovych plazmocytt. Cim niz&i stupeii
diferenciace, tim vyraznéj$i angiogeneze.
Zavér je potvrzen analyzou rozptylu, s LSD
post hoc testy (G;—-G, < 0,0001, G—G3 <
0,0001, Go—G5 < 0,0001).

2. Angiogeneze koreluje s typem infiltrace
v kostni dfeni. Statistické zhodnoceni celého
souboru pomoci dvouvybérového Studentova
testu prokazalo signifikantné vyssi hustotu
kapilarni sité u nodularniho typu infiltrace
(0,0002). Signifikantné vyssi hustota kapilar
(0,006) byla prokazana u G; MM, zatimco
u Gy MM signifikantni rozdil v hustoté kapi-
larni sité mezi nodularni a intersticialni in-
filtraci nebyl prokazan (0,414). Statistické
zhodnoceni u G MM nebylo provedeno pro
maly poéet pfipadd s intersticidlnim typem
infiltrace.

3. Nejvyssi hustota kapilarni sité byla u Gg MM
s nodularnim typem infiltrace.

4. Nejnizsi hustota kapilar byla u G; MM s in-
tersticialnim typem infiltrace a dosahovala
pFiblizné poloviéni hodnoty ve srovnani s Gy
MM nodularnim typem infiltrace.

5. Gg typ se témét vyluéné manifestoval nodu-
larnim zpusobem infiltrace diené.

6. Nenasli jsme zZadny vztah mezi stupném mor-
fologické diferenciace, topografii infiltrata
a pohlavim ¢i vékem nemocnych.

Diskuse

Ve snaze zptesnéni o piedpovédi nemocnych
se zhoubnymi novotvary se studuji stale nové
faktory, které by mohly p¥inést v tomto smyslu
cenné poznatky. Jednim z morfologickych fak-
tort, kterému je v poslednich letech vénovana
znaéna pozornost, je sledovani angiogeneze nejen
u solidnich nadora, ale i u malignit hematologic-
kych véetné MM. Vétsina studii esSicich tuto pro-
blematiku ukazuje na obdobu se solidnimi na-
dory, tj., Ze histologicky méné diferencované, tedy
biologicky agresivnéjsi tumory jsou charakterizo-
vany vy$§im stupném vaskularni hustoty (8, 10,
11, 13, 14, 18).

Predlozena prace na souboru dosud neléce-
nych pacient ukazuje na uzky vztah angiogene-

ze, morfologické diferenciace a typu infiltrace
kostni diené nemocnych s MM. V souhlase s jiny-
mi autory (14, 18) jsme pozorovali, Ze hustota ka-
pilarni sité nartsta jak se ztratou diferenciace
myelomovych bunék, tak s typem infiltrace kost-
ni dfené. Pravidelné nejhustéjsi sit kapilar byla
vytvoirena v nodularnich infiltratech plazmoblas-
tického myelomu (Gj) a naopak nejmensi neova-
skularizace byla piitomna v dobie diferencova-
nych (G;) plazmocytarnich myelomech infiltruji-
cich intersticium kostni diené. Tato souvislost by-
la v nami pozorovanych p#ipadech jednoznacna.
Domnivame se, Ze hustota vaskularni sité je vice-
méné rovnocennym morfologickym znakem stup-
né diferenciace myelomovych bunék a z tohoto
hlediska i cennym prognostickym ukazatelem.
Nevyhodou semikvantitativniho hodnoceni angi-
ogeneze je ¢asova narocnost, ktera omezuje jeho
pouZiti v rutinni praxi.
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CUSHINGUV SYNDROM

Michal Krsek, Viclav Hdna et al.

Cushinglv syndrom je onemocnéni zname jiz vice nez 70 let. M&
velmi raznorodou etiologii a pestry a variabilni klinicky obraz. Kvdli
témto vlastnostem, charakteru sekrece kortisolu a aktivity celé regu-
laéni osy hypothalamus—hypofyza—kura nadledvin a zaroven nedo-
state€¢né senzitivité a specificité laboratornich test, které jsou k dis-
pozici, jde o jedno z nejkomplikovangjsich onemocnéni v klinické
endokrinologii. Kazdy pacient s Cushingovym syndromem je pro
endokrinologa vZzdy novou vyzvou a ¢asto pfinasi rizna prekvapeni,
uskali a neCekané komplikace na cesté od spravné diagnézy k de-
finitivni terapii. Z uvedenych ddvod( patfi pée o pacienty

s Cushingovym syndromem na specializovana pracovisté, majici
odpovidajici personalni a laboratorni vybaveni a spolupracuijici s dalSimi odborniky a pracovisti.
Tato monografie shrnuje sou¢asny stav poznani problematiky a vyuziva zkuSenosti endokrino-
logl z Ill. interni kliniky 1. LF UK v Praze, kterou pro8ly fadové stovky pacientd s Cushingovym
syndromem a ktera méa v Ceské republice s uvedenou problematikou nejvétsi zkusenosti. To vdak
neznamena, ze je kniha ur¢ena pouze uzkému okruhu endokrinologl, protoze s diagnostikou
a diferencialni diagnostikou Cushingova syndromu se setkava fada dalSich lékarud, zejména in-
ternistll, obezitologu, diabetologu, ale i dalSich odbornosti.
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