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SAZETAK

Ciljevi istrazivanja: Multipli mijelom (MM) je B-staniCha neoplazma obiljezena
multifokalnom infiltracijom koStane srzi s malignim plazma stanicama. Molekularna je
osnova bolesti nejasna. Angiogeneza, kao bioloSki fenomen stvaranja novih krvnih
Zila, prisutna je u kostanoj srzi kod raznih plazma stani¢nih poremecaja i posebno je
znacCajna karakteristika aktivnog MM. Zbog toga se inhibicija tumorske angiogeneze
pokazala kao obecavajuci pristup lije€enju mijeloma. Ciljevi istrazivanja su bili ispitati
angiogenezu i ekspresiju vaskularnog endotelnog faktora rasta (VEGF), monocitnog
kemotaktichog proteina (MCP-1) u odnosu prema nuklearnom faktoru —kappa B
(NF-kB) na molekularnoj razini, razini proteina u stanici i u plazmi bolesnika s MM.
Ispitanici i metode: U istrazivanje je uklju¢eno 79 bolesnika s dijagnozom MM i s
klinickim podatcima uklju€ujuci klinicki stadij bolesti, odgovor na terapiju i prezivljenje.
BioptiCki uzorci kostane srzi koristeni su za dvostruku imunohistokemijsku analizu u
cilju utvrdivanja gustoce krvnih zila (MVD), Ki67 proliferacijskog indeksa te izrazaja
VEGF, MCP-1 i subcelularne lokalizacije NF-kB. Krv 19 bolesnika koristena je za
odredivanje plazmatske koncentracije VEGF i MCP-1 ELISA metodom, dok su
stanice koStane srzi koriStene za izolaciju plazma stanica metodom magnetske
separacije ili proto€nom citometrijom u cilju utvrdivanja mRNA VEGF i MCP-1 RT-
PCR metodom.

Rezultati: Rezultati su pokazali pozitivhu udruzenost izmedu MVD, % tumorskog
infiltrata (p<0,001), pojave atipi¢nih plazma stanica (p=0,001) i klinickog stadija
bolesti (p=0,001). Nadalje, uoCena je znaCajna povezanost ve¢eg MVD sa slabijim
odgovorom na terapiju (p=0,029) i kra¢im prezivljenjem (p=0,04). lzrazaj VEGF u
tumorskim stanicama je bio znacajno nizi kod ve¢eg MVD (p=0,002). Slabija

ekspresija oba citokina, VEGF (p =0,006) i MCP-1 (p = 0,03) bila je udruzena s ve¢im
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izrazajem NF-kB. U bolesnika je utvrdena veéa plazmatska koncentracija VEGF u
odnosu na kontrolnu skupinu (p=0,008). Koncentracije oba citokina, VEGF (p=0,05) i
MCP-1 (p=0,05) bile su udruzene s ve¢im % tumorskih infiltrata, a samo VEGF s
vecim kliniCkim stadijem bolesti (p=0,001). Vrijednosti mMRNA VEGF i MCP-1 nisu
pokazale udruzenost s ispitivanim parametrima.

ZakljuCci: P otvrdena je pozitivha korelacija izmedu angiogeneze i nepovoljnih
prognostickin €¢imbenika te kraceg prezivljenja u MM. Koncentracije secerniranih
citokina u krvi, VEGF i MCP-1, proporcionalne su tumorskoj masi i dugoro€no mogu
biti vazan kliniCki pokazatelj bolesti Sto se daljnjim studijama mora potvrditi. OpaZena
obrnuta ekspresija izmedu NF-kB i citokina ne iskljuCuje mogucnost njihove

medusobne povezanosti u regulaciji sinteze i sekrecije ovih proteina.

Klju€ne rijeCi: angiogeneza, NF- B, VEGF, MCP-1, plazma stanice, multipli mijelom
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The expression of nuclear factor kappa B in the regulation of

angiogenesis in multiple myeloma

SUMMARY

The aim: Multiple myeloma (MM) is B-cell neoplasm characterized with multifocal
malignant plasma cell bone infiltration, while the molecular basis of disease remains
unclear. Angiogenesis, biological phenomenon of new blood vessel formation is
present in different plasma cellular disorders and is of importance in active MM.
Because of that the inhibition of tumour angiogenesis has shown to be promising
target in myeloma therapy. The aim of this study was to determine angiogenesis and
expression of vascular endothelial growth factor (VEGF), monocyte chemotactic
protein (MCP-1) in relation to nuclear factor kappa B (NF-kB) on molecular level,
cellular level as well as in plasma of MM patients.

Patients and Methods: The study was conducted on 79 patients with diagnosed MM
including clinical parameters of stage, therapy response and overall survival. The
bone marrow biopsy specimens were used for double immunostaining method for
detection of mean vascular density (MVD), Ki67 proliferation index (Pl), VEGF, MCP-
1 and subcellular localization of NF-kB. Plasma samples obtained from 19 patients
were used for detection of VEGF and MCP-1 using ELISA method, while the bone
aspirates were used for magnetic cell labeling or flow cytometry separation in order
to separate myeloma cells and determine mRNA VEGF and MCP-1 by RT-PCR.
Results: The results have shown positive correlation of MVD, % of bone marrow
tumour infiltrate (p<0,001), atypical plasma cell morphology (p=0,001) and clinical

stage (p=0,001) the patients were in. Further, there was significant correlation of
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MVD and poor therapy response (p=0,029) as well as shorter survival (p=0, 04) when
high MVD values were observed. The VEGF expression was significantly lower when
MVD was higher (p=0,002). The lower expression of both cytokines VEGF (p =0,006)
and MCP-1 (p =0, 03) was related to higher NF-kB expression. The higher plasma
concentrations of VEGF compared to the control group were observed (p=0.008).
Concentration of both cytokines VEGF (p=0.05) and MCP-1(p=0.05) correlated with
% of tumour cell infiltrate (p=0.05), while VEGF correlated with the clinical stage
(p=0,001), respectively. Values of mRNA VEGF and MCP-1 showed lack of
significance when compared with any of parameters in the study.

Conclusions: The results of this study confirmed correlation of angiogenesis and poor
prognostic parameters in myeloma as well as shorter survival observed. The
concentrations of cytokines in blood, VEGF and MCP-1 are in proportion with tumour
mass and could be important clinical parameters which remain to be confirmed in
further studies. Observed inverse correlation of NF-kB in myeloma cells and
angiogenic cytokines does not rule out the possibility of their mutual connection in

regulation of synthesis and secretion of these proteins.

Key words: angiogenesis, NF- B, VEGF, MCP-1, plasma cell, multiple myeloma
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1. UvVOD

1.1. Plazma stanice i plazmastani¢ne diskrazije

Plazma stanice su terminalno diferencirani limfociti B koji su sposobni proizvoditi i
lu€iti imunoglobuline. Nastaju od prekursora B limfoblasta u kostanoj srzi (1).
MorfoloSka obiljezja plazma stanica ukljuuju periferno smjestenu jezgru u kojoj je
kondenzirani kromatin, te obilnu bazofilnu citoplazmu koja sadrzi predominantno IgG
ili IgA lance imunoglobulina. Imunofenotipski plazma stanicama nedostaju povrsinski
imunoglobulini i pan-B stani¢ni antigeni, no one izrazavaju CD79a i CD138 biljege.
Memorijski limfociti B kao i plazma stanice sadrze mutirane gene varijabilne regije
teSkog lanca imunoglobulina (engl. immnoglobulin variabile region, 1gV) koji medutim
ne nastavljaju s mutacijama (2).

Svaka molekula imunoglobulina sastoji se od dva teSka i dva laka lanca povezanih
disulfidnim vezama. Klasifikacija imunoglobulina poc€iva na triskupine strukturnih
varijacija medu molekulama antigenskih determinanti (3). Izotipovi su determinante
koje razlikuju glavne klase protutijela pojedine vrste, te su iste u svih zdravih jedinki
neke vrste. To znaci da po definiciji protutijela razli€ite vrste prepoznaju izotipske
determinante (heterologni serum), a protutijela iste vrste ne (homologni serum).
Postoji pet izotipova teSkih lanaca (M, G, A, D, E) i dva izotipa lakih, kapa (geni na
drugom kromosomu) i lambda (geni na kromosomu 22), a svaki sadrzi dvije domene.
Alotipovi su determinante koje medu jedinkama iste vrste oznaCavaju normalne male
razlike u slijedu aminokiselina inaCe slicnih imunoglobulina. Idiotipovi su treca

skupina antigenskih determinanti, specificnih za odredeni klon stanica koje proizvode
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protutijela. Pojedini idiotip postoji samo u imunoglobulinima pojedinog klona, a tvori
ga specifitna struktura mjesta vezanja antigena. Vecina plazma stanica sintetizira
nesto viSe lakih lanaca koji se kao slobodni laki lanci izluCuju urinom, no ukupna
dnevna ekskrecija ne prelazi 10 mg (3).

Za razumijevanje patogeneze multiplog mijeloma i ostalih bolesti iz skupine
plazmastani¢nih diskrazija potrebno je poznavanje diferencijacijskog puta kretanja i
sazrijevanja limfocita B, kao Sto to shematski prikazuje slika 1. Iz nje se vidi da

plazma stanica nastaje iz limfocita B nakon izlaska iz germinativnog centra (4).

KOSTANA SRE

— 4 /.'-':: = o
KOSTANA SRZ [~ o

) . |
Primarm foild rasca s ||| il
o 5\ {
H .bl"--{:-' .—':)' &
. ] [
Germinatvni centar =] Wengiiatans sena |
CENTROBLART Manice

Preuzeto iz knjige SZO Klasifikacija limfoidnih neoplazmi, 2000.(4)

Slika 1. Anatomska podjela pojedinih razvojnih oblika limfocita B tijekom sazrijevanja
i diferencijacije.

Neoplazme zrelih B stanica obuhvacaju skupinu bolesti koje klonalno proliferiraju, a
gradene su od B stanica u razli€itim stadijima diferencijacije, u rasponu od naivne B
stanice do zrele plazma stanice. Obzirom na temu ove disertacije, koja obraduje

multiple mijelome (MM), u tablici 1 navedena je skupina bolesti pod nazivom

10
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plazmastani¢ne diskrazije, koje u osnovi imaju zajedniCko obiljezje, a to je poremecaj

funkcije plazma stanica.

Tablica 1. Podjela plazmastanicnih diskrazija.

Multipli mijelom

Varijante multiplog mijeloma

- nesekretorni mijelom

- indolentni mijelom

- Suljajuci mijelom

- plazmastani¢na leukemija
Plazmacitom

- Solitarni plazmacitom kostiju

- ekstramedularni plazmacitom
Bolesti imunoglobulinskih depozita

- primarna amiloidoza
- sistemska bolest odlaganja lakih i teSkih lanaca
Osteoskleroti¢ni mijelom (POEMS sindrom
Bolest teskih lanaca (BTL
Gamma BTL, Mu BTL, Alfa BTL
Preuzeto iz knjige SZO Klasifikacija limfoidnih neoplazmi, 2000.

Potrebno je ukratko definirati uz neke od navedenih i neke druge poremecaje koji
pripadaju ovoj skupini. Solitarni plazmacitom kostiju je izolirana osteolitiCka lezija koja
nastaje zbog nakupljanja monoklonalnih plazma stanica. Ekstramedularni
plazmacitom je tumor plazma stanica ekstramedularne lokalizacije.

Monoklonalana gamapatija neutvrdenog znacenja (engl. monoclonal gamapathy of
undetermined significance, MGUS) je stanje sa stabilnim monoklonalnim proteinom u

serumu, rjede u urinu i odsutstvom kliniCkopatoloskih nalaza za MM, ili drugi od

11
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navedenih poremecéaja. Primarna amiloidoza je klonalni plazma stani¢ni poremecaj u
kojem sistemska bolest ima za posljedicu disfunkciju organa zbog ekstracelularnih
depozita fibrilarnih proteina. Bolest teSih lanaca je limfoplazmocitoidni proliferativni
poremecaj obiljezen proizvodnjom teskih imunoglobulinskih lanaca. Osteoskleroti¢ni
mijelom je wudruzen s POEMS sindromom (POEMS - Polineuropatija,

Organomegalija, Endokrine abnormalnosti, M-komponenta, engl. Skin changes

/promjene na kozi) (5).

Brojne su podjele prethodile navedenoj klasifikaciji hematopoetskih neoplazmi
Svjetske Zdravstvene Organizacije (SZO). Na slici 2. mogu se uoditi mjesta iz kojih

se razvijaju pojedini tipovi ne-Hodgkinovih limfoma (NHL) porijeklom iz B stanica.

| B VELIKOSTANIGNI LIMFOM

)

/ PLAZMOCITOIDNI
B-tMUNOBLAsr LiMFOCIT

LIMFOPLAZMOCITOIDN!
LIMFOM

PREKURSOR B

B-CLL/SLL
I | FOLIKULARNIB-BLAST |
—
Z o) — () Gl 1o
LIMFOM o) g} PLAZMACITOM
PREKURSOR B NAIVNE B
LIMFOBLAST STAMICE E \ v = MUELOM
P FOLIKULARNI
N LIMFOM \. PLAZMA STANICA
C _ -
-
STAMICE MANTLE ZONE
MONOCITOIDNE STANICE
LIMFOM A | MARGINALNE ZONE
s“.r":mc'“'i B VELIKOSTANICNI LIMFOM LIMFOM!
MARGINALNE
[cenrosiasT] i

Preuzeto iz knjige SZO Klasifikacija limfoidnih neoplazmi, 2000.

Slika 2. Pojedinim tipovima ne-Hodgkinovih limfoma ishodiste su B limfociti u
odredenoj fazi razvitka.

12
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Promotrimo li epidemiologiju B stani¢nih neoplazmi u svijetu one zauzimaju oko 4%
novootkrivenih malignih novotvorina godi$nje. CeSée su u razvijenim zemljama
osobito Sjedinjenim Americkim Drzavama, Australiji, Novom Zelandu i Europi.
Najcesci su folikularni limfom i difuzni velikostani¢ni limfom, na koje skupa otpada

50% svih NHL (4).

13
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1.2.  Multipli mijelom

Multipli mijelom definiramo kao multifokalnu monoklonalnu proliferaciju plazma
stanica u kostanoj srzi odnosno kao neoplazmu gradenu od malignih plazma stanica
(mijelomskih) koje proizvode i lu€e fragmente monoklonalnih imunoglobulina tj. M-
komponente (Ig) (2). Kostana je srz mjesto ishodista i u vecini sluCajeva i mjesto
Sirenja tumora. Medutim, i drugi organi mogu biti zahvac¢eni ovo neoplazijom
(ekstramedularna lokalizacija). PoCetna transformacija se odvija u B stanicama
postgerminativhog centra koje su prosle antigensku stimulaciju ,VDJ* rearanzman,
somatsku mutaciju varijabilne regije i izotipsko prekapanje gena za teski lanac
imunoglobulina (Ig) (slika 3) (3). Ove plazmablasticne prekursorske stanice
koloniziraju kosStanu srz, klonalno propagiraju i diferenciraju u polako proliferirajucu
populaciju mijelomskih stanica, koje su pod utjecajem raznih citokina (6).

Multipli mijelom je drugi najéesc¢i oblik krvne maligne bolesti. Cini oko 1% svih
malignih oboljenja, 10% hematoloskih novotvorina i na njega otpada 2% svih smrti
zbog malignih oboljenja. GodiSnja incidencija MM u svijetu varira od 15
novootkrivenih slu¢ajeva na 100 000 stanovnika u nekim regijama SAD do svega
1,2/100 000 u Kini. Incidencija mijeloma u Europi je 3,9 novootkrivenih sluCajeva
godiSnje na 100 000 stanovnika (6).

Prema podatcima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo ucestalost mijeloma u
Hrvatskoj iznosi 4,2 na 100 000 stanovnika godiSnje. UCestalost je sliCha i u ostalim
europskim zemljama, uz opazanje da statistike u posljednje vrijeme govore o porastu
ukupne incidencije (7).

Predilekcija po spolu je po nekim autorima 3:2 M:Z, dok drugi autori ne opazaju

razlike u omjeru koji iznosi 1:1 M:Z (4,6). U afroameri¢koj je populaciji u SAD dvaput
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c¢eSca pojavnost mijeloma u odnosu na bijelce. MM se gotovo ne pojavljuje u djece i
rijetko se pojavljuje u mladih od 35 godina.

Prosje¢na dob pojavljivanja je 68 godina, te se u 99% slucajeva dijagnosticira u ljudi
iznad 40 godina, a u viSe od 50% slu€ajeva su bolesnici stariji od 71 godine Zivota.
Biljezi se porast incidencije s porastom dobi. Sukladno tome najviSa je incidencija u
devetoj dekadi.

Usprkos znacajnom napretku u razumijevanju biologije MM molekularna osnova
bolesti je nejasna (8). Znamo da brojne promjene u samim plazma stanicama
prethode malignoj transformaciji. Prije svega promjene, koje se nakupljaju u plazma
stanicama tijekom vremena, ukljuCuju gensko preuredenje imunoglobulinskih lanaca

kao Sto to prikazuje slika 3.

Nastanak mijelomskih stanica

Ig genske promjene koje vode do MM

VDJ rearanzman Somatska mutacije MM stanice

VDVJC

Maticna stanica Pre-B stanica B-stanica Onkogeni VyD,J,C,
CD34 dogadaj BEXPBERERA

Plazma stanica

I i I CD19/20 i

cD38
- S CD38/138
Stanicni povrsinski biljezi —

Preuzeto po uzoru na Kuehl & Bergsagel. Nature Rev Cancer 2002; 2:175-87 i
Hideshima T, Anderson K. Nat Rev Cancer. 2002,2:927(9,10).

Slika 3. Gensko preuredenje imunoglobulinskog lanca koje prethodi nastanku

multiplog mijeloma.
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Kromosomske promjene uocCavaju se u gotovo 50% multiplih mijeloma i visokom
postotku monolonalnih gamapatija, stoga se brojni autori pitaju nije li MGUS preteca
multiplog mijeloma.

Citogenetske promjene ukljuCuju razne abnormalnosti kariotipa koje se uocCavaju u
30-50% MM. Metodom fluorescentne in situ hibridizacije (engl. fluorescent in situ
hybridization, FISH) prikazana je aneuploidija u gotovo svih oboljelih od MM. Nalaze
se razli¢ite monosomije (8,13,14,16,22); abnormalnosti koje ukljuCuju 14932 (lokus
teSkog lanaca Ig) u 60-70%; translokacije t(11:14), t(4;14), t(14;16). Nadalje,
hiperdiploidija u 50-60% (trisomije 3,5,7,9,11,15,19). U gotovo 50% MM prisutna je
delecija 13, a nalazi se i del(17p;13.1) i gubitak P53 tumor supresor gena. Utvrdena
translokacija teSkog lanca imunoglobulina (IgH) kromosoma 14 t(11;14) prognosticki
je povoljan nalaz, dok delecija na kromosomu 13 ima loS prognosticki znaCaj kao i

t(4;14), t(14;16), del(17p), del(13) te hiperdiploidija (5).

Interakcija mijelomskih stanica s mikrookoliSem kosStane srzi bitna je u patogenezi
multiplog mijeloma. Kostani mikrookoli§ sastoji se od vanstani¢nih bjelan€evina,
stromalnih stanica, vaskularnih endotelnih stanica, osteoblasta, osteoklasta koiji
sudjeluju u procesima angiogeneze putem brojnih citokina.

MozZe se vidjeti da usporedno s nakupljanjem genskih promjena koje imaju za
posljedicu gensku nestabilnost dolazi i do promjena u mikrookoliSu lu€enjem brojnih
citokina i kemokina te aktivacijom procesa angiogeneze (slika 4).

Stanice mijeloma stjeCu sposobnost rasta i Sirenja kroz genetske alteracije i klonalnu

selekciju (11).
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Kyle RA and Rajkumar SV. N Engl J Med 2004,;351:1860-73.(12).

Slika 4. Interakcija citogenetski promjenih plazma stanica i mikrookoliSa u nastanku
mijeloma.

Primjerice, interleukin 6 (IL-6) proizvode pretezno koStane stromalne stanice, a on
djeluje kao faktor rasta i na mijelomske stanice i na osteoklaste, stimulirajuéi pritom
njihovu proliferaciju i sprijeCavajuci apoptozu. Nadalje, adhezija mijelomskih stanica
na fibronektin ima antiapoptoticko djelovanje, dok vezanje na stromalne stanice
dovodi do sekrecije prethodno spomenutih citokina. Time stromalne stanice pruzaju
neposredno stanicama mijeloma poticaj na proliferaciju. Sli¢an uc€inak ima i faktor
tumorske nekroze (engl. tumor necrosis factor, TNF).

Kostane promjene su glavno obiljezje MM. Mijelomom inducirana destrukcija kosti
posljedica je naruSene ravnoteZe u koStanom mikrookoliSu, S§to ima za posljedicu
pojaCanu aktivnost osteoklasta, koja nije pracena adekvatnim povelangm
osteoblastne aktivnosti. Rezultat je u konacnici pojaCana razgradnja kosti. Danas se
zna da interakcija mijelomskih stanica s koStanim mikrookoliSem vodi do pojacCane
osteoklasti¢ne aktivnosti i njihove proliferacije putem pojaCane proizvodnje citokina
koji aktiviraju osteoklaste. Nekoliko je studija pokazalo da citokini poput IL-6,

interleukina 1 (IL-1) i TNF stimuliraju osteoklasti¢nu aktivnost.
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Enzimi poput matriksnih metaloproteinaza takoder imaju bitnu ulogu u aktivaciji
osteoklasti¢ne aktivnosti u mijelomu. Razne histomorfometrijske studije su pokazale
da se ne radi samo o pojaCanoj aktivhosti osteoklasta ve¢ i o narusenoj
osteoblasti¢noj funkciji jer je u bolesnika s litickim lezijama zna€ajno manje
osteoblasta snizene aktivnosti (13). U ranim stadijima mijeloma, formiranje kosti je
pojaCano kao odgovor na resorpciju, no napredovanje bolesti prati smanjenje
formiranja kosti i rapidni gubitak koStanog matriksa (13,14). Ova opazanja sugeriraju
da bi stanice mijeloma mogle prvo stimulirati osteoblasti¢nu funkciju tijekom ranih
stadija bolesti, a potom inhibirati ili ¢ak toksi¢no djelovati tijekom ekspanzije tumora.
Shaughenessy i sur. (15) su pokazali rezultate koji podupiru prethodno izneseni
koncept.

Dosadasnja istrazivanja ukazuju da pronalazenje novih molekula poput nuklearnog
faktora kappa B (engl. nuclear factor-kappa B, NF- B), njegovog receptora (engl.
receptor activator of nuclear factor-kappa B, RANK) te njegovog liganda (engl.
receptor activator of nuclear factor-kappa B ligand, RANKL), doprinose boljem
razumijevanju patogeneze MM i iznalaZenju novih pristupa u terapiji bolesti.

Rast i prezivljenje MM u mnogoemu je ovisan o koStanom mikrookoliSu, a njegova
je ekspanzija neposredno udruzena s poja¢anom angiogenezom u blizini tumorskih

stanica o ¢emu Ce joS biti rijeCi (16).

Vodeci klinicki simptomi ukljuuju bol u kostima (ledima, rebrima ili udovima) zbog
osteolitickih lezija ili generalizirane osteoporoze. U uznapredovalom stadiju bolesti
uruSavanije kraljeZzaka moze dovesti do gubitka visine, a Ceste su i patoloSke frakture.

Simptomi poput umora i slabosti izazvani anemijom ucestali su pri inicijalnoj
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prezentaciji bolesti. Nasuprot navedenom, u nekih bolesnika infekcije, krvarenje, ili
simptomi bubrezne insuficijencije i hiperkalcemije su prve manifestacije oboljenja.

U rjede simptome pri prvoj prezentaciji spadaju neurolo$ki ispadi zbog kompresije
kraljeznicne mozdine, a u vrlo rijetke organomegalija zbog ekstramedularne
tumorske mase ili amiloidoza. U tablici 2. navedeni su simptomi koji suposljedica
povecanog broja plazma stanica u kostanoj srzi, odnosno njihovog ucinka na druge
organe i organske sustave.

Fizikalni pregled nije od vece vaznosti pri postavljanju dijagnoze.

Tablica 2. Posljedice poviSenog broja plazma stanica i simptomi koji se pritom
pojavljuju.

anemija smanjeno stvaranje i aktivnost crvenih  umor, slabost
krvnih stanica

abnormalni monoklonski protein se
pojacano stvara od strane mijelomskih
stanica i otpusta u krvotok te prelaziu moguce oStecenje bubrega

visoka koncentracija
proteina (u serumu ili urinu)

otezana cirkulacija

urin
ostecenije kostiju mijelomske stanice aktiviraju stanice u e EEE]
— = kostima (osteoklaste), koji razaraju kost
slabljenelkostanestnikiire i blokiraju drugu vrstu stanica prijelomi kostiju

/ osteoporoza (osteoblaste) &ija je uloga popraviti

litiCke lezije (razjedi kosti), o3teéenja kosti
prijelomi ili slegnuée
kraljeSaka,

smetenost, manjak tekucine
(dehidratacija), zatvor
stolice, umor, slabost

kalcij se iz oStecenih kostiju otpusta u

visoka razina kalcija u krvi krvotok

mijelomske stanice spre€avaju
smanjena funkcijaimunog  stvaranje normalnih protutijela protiv
sustava u borbi protiv mikroorganizama, uzro¢nika infekcija
infekcija

podloznost razvoju
infekcija/produzeno vrijeme
oporavka nakon infekcije

Preuzeto po uzoru na http://www.mijelom.hr/o_bolesti/?p=simptom. 2007(17)
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Uz obrzanu sedimentaciju eritrocita nalaz krvne slike kod vecine bolesnika pokazuje
normocinu, normokromnu anemiju (18).

U razmazu periferne krvi najuocljiviji su slijepljeni eritrociti koji stvaraju tzv. ,roleaux*
formacije. Njihova izraZenost izravno korelira s koli¢inom i tipom monoklonalnih Ig i u
pravilu se opaza paralelno s poviSsenjem sedimentacije. Cirkulirajuce se plazma
stanice mogu nac¢i u malom broju u oko 15% bolesnika, ¢e$¢ée u terminalnim

stadijima bolesti.

Obi¢no se bolest dijagnosticira po otkricu Siljka u podru€ju imunoglobulina na
elfelogramu proteina seruma. Tip monoklonalnih Imunoglobulina tj. M-komponenta se
definitvno utvrduje imunofiksacijom proteina seruma. Monoklonalni laki lanci proteina
(Bence-dones) moze se naci u urinu u oko 2/3 bolesnika ponekad bez prisutnosti

monoklonalnog proteina u serumu.

Standardna dijagnostika multiplog mijeloma ukljuCuje jo$ radioloSke snimke skeleta,

te citoloSku i patohistoloSku analizu koStane srzi. Testovi koji se koriste pri probiru,

dijagnozi i procijeni veli€ine tumorske mase prikazani su u tablici 3.
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Tablica 3. Testovi koji se koriste tijekom dijagnostike, terapije i u prognozi mijeloma.

Aspirat koStane imunohistologija KS,

srzi (KS) +/- Ic::iltgglenetika Sl KKS (anemija) protoéna citometrija

SE, KKS,
viskozitet plazme

biopsija (imunofenotipizacija)
urea, kreatinin, e urea, kreatinin,
elektroliti, Ca, AETITEGE Klirens kreatinina,
. - monoklonskog . -

albumin, urati, | fiksagii tei kalcij, albumin,
elektroforeza munotiksaclia  — proteina u serumu | by crp L :

- . proteina u serumu i urinu, vitamin B12, folati
proteina serumai . . =
urina, kvantifikacija - el Kvantifikacija ne-

’ albumin, |

ne-izotopskih
imunoglobulina

izotipskih

B2 mikroglobulin imunoglobulina

Rtg simptomatskih

podrudja Rtg cijelog skeleta Rtg cijelog skeleta Rtg cijelog skeleta MRI, CT

Preuzeto po uzoru na http://www.mijelom.hr/o_bolesti/?p=simptom. 2007(17)

Monoklonalni M-komponente mogu biti Imunoglobulini klase G, A, D, E, M, biklonalni
ili samo laki lanci. Po uc€estalosti na prvom su mjestu IgG 55 %, IgA u 22 %, samo
laki lanci u 18% te IgD i biklonalni u 2% (6).

Analiza koStane srZi je vazan element u dijagnostici MM i indicirana je bez obzira na
indikativne imunolo$ke ili radioloSke nalaze. Nadalje, analiza koStane srzi je osim pri
postavljanju dijagnoze znacajna i u pracenju terapijskog odgovora u bolesnika te pri
dijagnozi recidiva.

Aspirat koStane srzi i koStani cilindri su neophodni za adekvatnu evaluaciju. Oni su u

vecini sluCajeva od neovisnog dijagnostickog znacCaja no ponekad je potrebna

21


http://www.mijelom.hr/o_bolesti/?p=simptom
http://www.clicktoconvert.com

This watermark does not appear in the registered version - http://www.clicktoconvert.com

kombinacija obje metode za postavljanje dijagnoze. U prosjeku se u literaturi navodi
da se u bolesnika s MM u aspiratima koStane srzi nalazi 20-36% plazma stanica (19).
Morfoloska obiljezja atipi¢nih plazma stanica se uo€avaju na jezgri i citoplazmi (slika
5). Stanice su obi¢no vec¢e od normalnih plazma stanica, no mogu biti normalne
veli€ine ili €ak i manje; obilne do srednje obilne, bazofilne citoplazme. U citoplazmi se
mogu vidjeti prosvijetljenja, vakuole, granule, hijaline inkluzije, te male ili vece
kristalicne inkluzije (u bolesnika sa mijelomom koji boluju od Fanconijevog sindroma).
Inkluzije po tipu Russelovog tjeleSca bilo intracitoplazmatske bilo intranuklearne su
relativno Ceste, nasuprot Dutcherovim tjeleScima blijedim, pojedinacnim
intranuklearnim inkluzijama koje su rijetke. Jezgra je obi¢no ve¢a od normalne, u

vecini slu€ajeva slabije kondenziranog kromatina te varijabilno istaknutih nukleola.

Slika 5. MorfoloSka obiljezja atipi¢nih plazma stanica u razmazu kostane srzi bojano
May-Grimwald-Giemsa bojanjem. a) Zrela plazma stanica na povecanju x1000; b)
Atipi€na plazma stanica istaknute jezgrice na povecanju x1000; c) binuklearna
plazma stanica s eozinofilnim protruzijama citoplazme na povecanju x1000; d)
multinuklearna atipi¢na plazma stanica bizarnog oblika na povec¢anju x1000.
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CitoloSka klasifikacija dijeli mijelome uzrele, intermedijarne, nezrele i
plazmablasti¢ne (6). Ta je podjela u neposrednoj vezi s prezivljenjem jer bolesnici s
plazmablasti¢nim mijelomom imaju medijan prezivljenja 10 mjeseci u usporedbi s 35
mjeseci za sve ostale tipove, medu kojima se ne opazaju znacajne razlike u
prezivljenju. Postoje i druge klasifikacije koje ukljuCuju tri ili Sest citoloSkih tipova
(20,21).

Poku$aji da se utvrdi povezanost morfoloSkih obiljezja i tipa Ig su se pokazali
neuspjesnim izuzev kod malog broja IgA mijeloma Cije su plazma stanice izrazito
pleomorfne s krupnim multinuklearnim stanicama, ,plamte¢im® plazma stanicama te
blijedim stanicama fragmentirane citoplazme (6). U istom su tipu mijeloma znacajno
ceSce intranuklearne inkluzije (6). Neke studije su prikazale da je 20% IgD mijeloma
“limfoplazmacitoidno” (6).

U histoloSkim preparatima koStane srzi infiltrat stanica moze bitiintersticijski,
nodularni ili difuzni (20,22). Stupanj zahvacenosti kostanog uzorka varira od malih
nakupina plazma stanica u normocelularnoj kostanoj srzi do hipercelularne kostane
srzi u potpunosti infiltrirane plazma stanicama. Opisani su nacini infiltrata u koStanoj
srzi proporcionalni s proSirenoScu bolesti. Tako su intersticijski i nodularni oblik
infiltrata povezani s o€uvanom normalnom hematopoezom i zna¢ajnom postedom
koStane srzi, za razliku od difuzno prozete kostane srzi u kojoj dolazi do supresije
hematopoeze. Opaza se progresija od intersticijskog i nodularnog infiltrata u ranim
stadijima bolesti prema difuznom u uznapredovalom (20).

PredloZeno histolosko odredivanje stadija uklju€uje (20):

- histoloSki stadij | - u kojem je u manje od 20% uzorka infiltrat plazma stanica;

- histoloski stadij Il - 20-50% uzorka su plazma stanice i
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- histoloSki stadij Ill - u kojem su plazma stanice u viSe od 50% uzorka.

Nalazi se dobra korelacija izmedu opisanog histoloSkog stadija i klinicCkog stadija
bolesti i prognoze (20).

Na kostanom cilindru je teSko uociti morfologiju atipi€ne plazma stanice, poput onih
plazmablasti¢nog i limfoidnog oblika, lobuliranih jezgara kao i izrazito pleomorfnih
plazma stanica. U tim je slu€ajevima citoloSka analiza superiornija.

U kostanoj se biopsiji oboljelih od MM opaza u gotovo 9% slu€ajeva umnazanje
retikulinskih vlakana te fibroza. lzrazena fibroza snazno je povezana s agresivhom
boleSc¢u i opseznim kostanim infiltratima.

Multipli se mijelom javlja u nekoliko oblika: nesekretorni mijelom, indolentni mijelom,
Suljajuci (engl. smoldering) mijelom te plazmastani¢na leukemija. Tablica 4. i 5.
prikazuje dijagnostiCke kriterije potrebne za klasificiranje pojedinog tipa multiplog

mijeloma te monoklonalne gamapatije nepoznatog znacenja.

Tablica 4. Kriteriji za postavljanje dijagnoze multiplog mijeloma.

Dijagnoza multiplog mijeloma zahtijeva minimalno jedan glavni i jedan
sporedni kriterij ili tri sporedna kriterija koji moraju ukljucivati (1) i (2). Ovi
kriteriji se moraju manifestirati u simptomatskih bolesnika s progresivhom
bolescu.

- plazmocitoza u srzi (>30%)

- plazmocitom u biopsiji

- M komponenta:

Serum: IgG >3,5¢/L, IgA>2g/L

Urin: >1g/24h Bence Jones proteina

1. plazmocitoza u srzi (10-30%)

2. M- komponenta: prisutna, ali manje od gore navedenog
- litiCke lezije kostiju

- reducirani normalni imunoglobulini (<50% od normalnog):
IgG <600 mg/L, IgA <100 mg/L, IgM <50 mg/L

Preuzeto iz knjige SZO Kilasifikacija limfoidnih neoplazmi, 2000.

24


http://www.clicktoconvert.com

This watermark does not appear in the registered version - http://www.clicktoconvert.com

Tablica 5. Kriteriji za dijagnozu MGUS, Suljaju¢eg i indolentnog mijeloma.

- serumska M- komponenta prisutna <30g/L
- plazmocitoza u srzi < 10%

- nema litiCkih koStanih lezija

- nema mijelomu-pridruzenih simptoma

- plazmocitoza u srzi (10-30%)
- serumska M- komponenta kao kod >30g/L

- M- komponenta : IgG<70g/L, IgA <50g/L

- rijetke litiCke lezije kostiju (< 3 litiCke lezije) bez
kompresivnih fraktura

- normalni hemoglobin, serumski kalcij i kreatinin
- bez infekcija

Preuzeto iz knjige SZO Klasifikacija limfoidnih neoplazmi, 2000.

U tablici 6. navedeni dijagnostiCki kriteriji vazni za razlikovanje MGUS,

asimptomatskog i simptomatskog oblika MM.

Tablica6. Usporedno prikazani dijagnosticki kriteriji za MGUS te asimptomatski
(Suljajuéi ili indolentni) i simptomatski multipli mijelom.

Serumska M-komponenta M-protein u serumu ili
u =30g/L u urinu
Plazma stanice
Plazma stanice u koStanoj srZi (klonalne) u kostanoj
i/ili biopsiji tkiva =10% srzi ili MM potvrden
biopsijom

Serumska M-komponenta <30g/L

Plazma stanice u kostanoj srzi <10%
i niska razina infiltracije u bioptatu
KS

Nepostojanje oSte¢enja organa

uzrokovano mijelomom (ukljucivo

kostane lezije) ili simptoma Nepostojanje oSte¢enja organa
Nepostojanje dokaza o drugoj B uzrokovano mijelomom
stani¢noj proliferativnoj bolestiiili (uklju€ivo kostane lezije) ili
amiloidozi lakih lanaca, ili oSte¢enja simptoma

tkiva lakim lancima, teSkim lancima ili

imunoglobulinima

Preuzeto po uzoru na http.//www.mijelom.hr/o_bolesti/?p=simptom. 2007

Bilo koje ostec¢enja
organa uzrokovano
mijelomom (uklju€ivo
kosStane lezije) ili
simptoma.
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Plazmastanic¢na leukemija je oblik u kojem je broj plazma stanica u krvi viSi od 20%
ukupnog broja leukocita ili apsolutni broj plazma stanica prelazi 2x10° /L. MoZe se
pojaviti kao primarni oblik bolesti (u 2% svih mijeloma) ili kasnije tijekom bolesti.
Vecina neobi¢nih i rijetkih bilo klinickih bilo laboratorijskin abnormalnosti je povezana
upravo s plazmastaniénom leukemijom. Oboljeli su obi¢no mladi u odnosu na MM,
imaju loS odgovor na terapiju te krace ukupno preZivljenje (oko 6 mjeseci).

Za dijagnozu multiplog mijeloma neophodan je poviSeni postotak plazma stanica u
koStanoj srzi, u vecini sluCajeva barem 10% plazma stanica; monoklonalna
gamapatija u serumu ili urinu, 30 g/L monoklonalnih proteina u serumu ili viSe od
gram/dnevno kappa ili lambda lakih lanaca u urinu (23,24).

Nakon postavljanja dijagnoze potrebno je odrediti stadij bolesti §to ima i znacajnu
prognostiCku vaznost. Za odredivanje stadija bolesti primjenjuje se Durie-Salmon
klasifikacija, koja se koristi jo§ od 1975. godine, tablica 7 (25).

Tablica 7. Durie-Salmon klasifikacija multiplog mijeloma.

- niska M komponenta; IgG <50g/L, IgA <30g/L; Bence Jones (BJ) protein u
urinu < 4g/24h
- odsutne ili solitarne kostane lezije
- normalna koncentracija hemoglobina, serumskog kalcija i imunoglobulina
(bez M—komponente)
bilo koji ili viSe od navedenog:
- visoka M komponenta; IgG >70g/L, IgA >50g/L BJ protein u urinu 12g/24h
- brojne kosStane lezije
- hemoglobin <85 g/L, serumski kalcij >2,99 mmol/L

- ukupne vrijednosti izmedu | i lll

Subklasifikacija prema bubreznoj funkciji

A = serumski kreatinin <177 umol/L

B = serumski kreatinin >177 pmol/L
Primijeri:
Stadij IA = mala mijelomska masa (< 0,6x1012 /m?) s normalnom bubreZnom
funkcijom
Stadij I11B= velika mijelomska masa (< 1,2x1012 /m?) s abnormalnom bubreZnom
funkcijom

Preuzeto iz knjige SZO Kilasifikacija limfoidnih neoplazmi, 2000.
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Multipli mijelom je jo$ uvijek neizlje€iva bolest, medijan prezivljenja je 3 godine, a
10% oboljelih prezivi 10 godina (26,27). Bolesnici u stadiju | imaju medijan
prezivlienja > 60 mjeseci, stadij Il 41 mjesec, te stadij Il 23 mjeseca (25,28).
Bolesnici s bubreznom insuficijencijom imaju srednje preZivljenje svega 8 mjeseci u
odnosu na bolesnike s normalnom bubreznom funkcijom kod kojih je srednje
prezivljenje 37 mjeseci.

Poznati prognosti¢ki Cimbenici ukljuCuju vrijednosti hemoglobina, serumske
vrijednosti kalcija, laktat dehidrogenaza (LDH), broj litiCkih lezija kostiju, vrijednost M-
komponente, koncentracija B2-mikroglobulina (B2-M), C reaktivhog proteina i
albumina u serumu (29). Povoljni prognosticki kliniCki parametri su mlada dob
bolesnika i dobro opc¢e stanje bolesnika.

Medunarodna skupina za multipli mijelom (engl. international myeloma working
group) predlozila je novi Internacionalni Prognosticki Indeks (1Pl ) za mijelom koja se

zasniva na odredivanju vrijednosti 32-M i albumina, a dijeli se u tri stadija :

Stadij | B2-M <3,5 mg/L i albumin =35 g/l
Stadij I B2-M <3,5 mg/L; albumin =35 g/l ili 2-M 3,5-5,5 mg/L
Stadij 111 B2-M >5,5 mg/L.

Terapija osnovne bolesti u MM uklju€uje primjenu antitumorske terapije sa ciljem
postizanja kompletne remisije koju definiramo odsutnoséu M-komponente u serumu i
urinu metodom imunofiksacije u trajanju od najmanje 6 tjedana, manje od 5% plazma
stanica u kostanoj srzi i odsutnost novih osteolitiCkih lezija te nepostojanje

plazmacitoma mekih tkiva (18).
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U terapiji se koriste glukokortikoidi sami ili u kombinaciji citostatika poput melfalana,
vinkristina, deksametazona (shema VAD). Primjenjuju se imunomodulatorni lijekovi
(talidomid, lendalidomid) te proteosomni inhibitor (bortezomib) kao predstavnik nove
generacije ,pametnih® lijekova u refraktornoj bolesti (30).

Osim antitumorske, suportivna terapija ima veliki znacaj u lijeCenju multiplog
mijeloma. Anemija se primjerice osim simptomatski transfuzijama eritrocita lijeci i

primjenom eritropoetina, dok kostana bolest zahtijeva primjenu bisfosfanata (18).

1.3. Angiogeneza i njezina uloga u multiplom mijelomu

Folkman i (31) su jo§ 1971. godine pretpostavili da je rast novotvorine ovisan o
angiogenezi. Utvrdili su povezanost tumorskih stanica i krvnih Zila u novotvorini te ih
obiljezili kao visoko integrirani ekosistem u kojem endotelne stanice prelaze iz
“‘mirnog” stanja u fazu brze proliferacije pod djelovanjem brojnih signala iz tumorskog
parenhima ili strome. Danas znamo da tumorski parenhim i stroma mogu biti mjesta
terapijskog djelovanja. Radovi drugih autora poput Blooda i (32) koji su utvrdili da
tumor in vitro moze narasti svega 4 mm, a in vivo 2 mm ukoliko ne razvije vlastitu
mrezu krvnih Zila iSli su u prilog Folkmanovoj teoriji. Brojna istrazivanja, primjerice na
tumorima srediSnjeg Ziv€anog sustava (33), tumorima glave i vrata (34), karcinomu
Zdrijela i grkljana (35), pluca (36), stitnjace (37), probavnog sustava (38), jednjaka
(39), testisa (40), dojke (41), stidnice (42), maternice (43), jajnika (44) te karcinomu
prijelaznog epitela mokraénog mjehura (45), su potvrdila povezanost poveéanog

broja malih krvnih zZila u novotvorini i razliCitih ¢imbenika tumorske agresivnosti,
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odnosno loSije prognoze poput veceg tumorskog stadija bolesti, ve¢e ucestalosti
metastaza i kraceg ukupnog prezivljenje bolesnika.

Angiogeneza se u navedenim primjerima pokazala neovisnimprognosti¢kim
C¢imbenikom u usporedbi s tradicionalnim prognostickim ¢imbenicima u multivarijatnoj
analizi.

Izravna potvrda i dokazi da angiogeneza utjeCe na rast i progresiju novotvorine
pokazana je kroz znanstvene studije i istrazivanja zaustavljenog rasta novotvorine
nakon specificne inhibicije angiogeneze (46). Inhibicija angiogenih ¢imbenika je
zaustavljanje otpustanja angiogenih ¢imbenika iz tumorskih ili stromalnih stanica i/ili
njihova neutralizacija nakon $to ih navedene stanice otpuste, a prije nego se vezu za
endotelne stanice. Angiogeni cCimbenici mogu se blokirati neutralizirajucim
protutijelima, topivim receptorskim molekulama te razli€itim sintetskim spojevima
(47). Na zivotinjskim su se modelima protutijela protiv vaskularnog endotelnog
faktora rasta (engl. Vascular endothelial growth factor, VEGF), bazi¢nog
fibroblastnog faktora rasta (engl. Basic fibroblast growth factor, bFGF) te antagonisti
angiogenina pokazali efikasni u blokiranju angiogeneze (47,48).

Inhibicija proliferacije i migracije endotelnih stanica moze se ostvariti pomocu viSe
spojeva koji dovode do specificne inhibicije proliferacije i/ili migracije endotelnih
stanica. Primjer spoja koji ima takvo djelovanje je prirodni antibiotik Fumagillin iz
gliivice Aspergillus fumigatus. Navedeni ucinci su dokazani u stani¢noj kulturi, no
njegova se primjena kod eksperimentalnih Zivotinja pokazala toksichom (49). TNP-
470 je njegov sintetski analog, snazan inhibitor angiogeneze s manjom toksicnoScu
(50). Angiostatski uCinak dokazan je na glioblastomu i kolorektalnom karcinomu

(51,52).
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Inhibicija sinteze i remodeliranja bazalne membrane i vanstanicnog matriksa sljededi
je naCin moguce inhibicije angiogeneze. Kao Sto je ve¢ reCeno angiogeneza ukljuCuje
proliferaciju i migraciju endotelnih stanica, degradaciju bazalne membrane i
organizaciju novog lumena. Unutar ovakvog mikrookoliSa mreza uravnotezZenih pro- i
anti-angiogenih regulatora koje produciraju aktivirane endotelne stanice, monociti,
trombociti pa i same tumorske stanice determiniraju angiogeni odgovor. Svi
proteoliticki enzimi koje stvaraju endotelne stanice olakSavaju probijanje tumorskih
stanica kroz stromu novotvorine, stijenku krvne Zile ili limfne Zile ¢ime u biti zapoc€inje
proces metastaziranja. Primjeceno je da je veliki postotak tumora u ljudi prisutan
mjesecima ili Cak godinama bez stvaranja metastaza do trenutka kada jedan klon
zlo¢udnih stanica ne stekne angiogenifenotip, $to u osnovi znacdi naru$avanje
ravnoteze izmedu angiogenih ¢imbenika (pozitivni regulatori) i inhibitora angiogeneze
(negativni regulatori) (53). Angiogene ¢imbenike proizvode same tumorske stanice,
stanice tumorske strome ili se mobiliziraju iz vanstanicnog matriksa (54). Glavni
¢imbenici rasta u angiogenezi su VEGF, bFGF te hepatalni faktor rasta (engl. hepatal
growth factor, HGF). Ostali pozitivni regulatori su angiotropin, angiogenin,
epidermalni faktor rasta (engl. e pidermal growth factor, EGF), granulocitni kolonija
stimulirajuci faktor (engl. granulocyte colony stimulating factor, G-CSF), IL-1, IL-6, IL-
8, monocitni kemotakticni protein (engl. Monocyte chemotactic protein, MCP-1),
faktor rasta podrijetlom iz trombocita (engl. platelet derivated growth factor,PDGF),
faktor tumorske nekroze (engl. tumor necrosis factor,TNF-a) i matriksne
metaloproteinaze (55,56). Medu najvaznije inhibitore angiogeneze se ubrajaju:

angiostatin, trombospondin-1, endostatin, interferon-alfa (IFN-a) i drugi.
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Postavlja se pitanje kojim mehanizmima angiogeneza potiCe rast i rasap tumora?
Mehanizama je nekoliko, no €ini se najbitnijim da novostvorene krvne Zile doprinose
ucinkovitijoj prehrani tumora dovodenjem kisika i hranjivih tvari i istovremenim brzim
uklanjanjem tumorskih metabolita (57). Nadalje, novostvorene endotelne stanice
produciraju najrazliCitije kemokine, citokine, (Cimbenike rasta) i proteoliticke enzime
koji autokrino i parakrino poti¢u rast i napredovanje tumora (58).

Angiogeneza kao bioloSki fenomen stvaranja novih krvnih Zila, prisutna je u kostanoj
srzi kod raznih plazma stani¢nih poremecaja i posebna je znacCajka aktivnhog MM.
Stoga se inhibicija tumorske angiogeneze pokazala kao obecéavajuéi pristup u
lije€enju malignih bolesti pa tako i multiplog mijeloma (13,59,60).

Mehanizam indukcije angiogeneze u MM primarno ide preko produkcije VEGF o
¢emu ce biti rijeCi u slijede¢em poglavlju. VEGF pokrece Flt-1 fosforilaciju (VEGFR1)
i aktivaciju MEK/ERK i PI-3K/PKCa signalne kaskade, promovirajuci tako blagu
proliferaciju i naglaSenu migraciju stanica mijeloma. Stanice mijeloma manjim dijelom
i same proizvode VEGF (autokrino djelovanje), dok je znacajnija produkcija
posredovana stromalnim stanicama (parakrina stimulacija). Poznato je da osim
VEGF stromalne stanice i osteoblasti proizvode i brojne druge citokine poput IL-6,

MCP-1 i TNFa koji su esencijalni za rast stanica mijeloma (61).

1.4. . Vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF) i njegova uloga u multiplom
mijelomu

Vaskularni endotelni faktor rasta je protein prvi put opisan kao vaskularni permeabilni
faktor (engl. vascular perleability factor, VPF) davne 1980 (62), potom je imenovan

kao VEGF i danas se smatra prototipom cijele skupine angiogenih proteina. VEGF
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obitelj skupina je strukturno povezanih dimerskih glikoproteina koji su Clanovi
superfamilije PDGF faktora rasta. VEGF obitelj uklju¢uje VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D, VEGF-E i placentalni faktor rasta (engl. placental derived growth factor,
PIGF). Aktivha je forma sintetizirana u vidu homodimera (40-45 kDa) ili kao
heterodimer s drugim ¢lanovima obitelji. Gen za VEGF-A se nalazi na kromosomu
6p21.3 i kodira ga 8 eksona i 7 introna. Alternativnim cijepanjem proteinske strukture
nastaju Cetiri glavne izoforme koje se medusobno razlikuju primarno po svojoj
bioviabilnosti, ovisnoj o heparin i heparin sulfat veZzu¢éim domenama. VEGF je
povisen u raznim tumorima u ljudi, uklju€uju¢i karcinom dojke, plu¢a, mozga,
guSerace, jajnika, mokraénog mjehura i bubrega (62). Iskazuju ga i stanice multiplog
mijeloma (63). VEGF -A, -B, -C, -D te PIGF pokazuju afinitet razliCitog intenziteta
prema tri tirozin kinazna receptora VEGFR-1, VEGFR-2 i VEGFR-3. VEGFR-1 i
VEGFR-2 su iskazani u svim adultnim endotelnim stanicama, izuzev vaskularnih
endotelnih stanica mozga (64). VEGFR-1 i stanice multiplog mijeloma (65).

Uloga VEGF je klju¢na u poticanju nastanka endotela tumorskih krvnih zila
(vaskulogeneza) nakon koje slijedi angiogeneza i to ekspanzijom od primitivne mreze
preko pupanja, premostavanja i grananja novonastalih krvnih zila. Osim neposrednog
uCinka VEGF stimulira i privliaCi visoko proliferativne cirkuliraju¢e endotelne
prekursore (angioblaste) iz koStane srzi, hematopoetske matiCne stanice, usmjerne
mati¢ne stanice, monocite i makrofage (66,67). Osim Sto je esencijalan regulator
fizioloSkog endotelnog rasta, permeabilnosti i migracije in vivo i in vitro (68-71),
VEGF je znacajan Cimbenik u hematopoezi gdje utjeCe na diferencijaciju raznih
stanic¢nih linija. Osim njih, VEGF inhibira sazrijevanje dendritiCkih stanica inhibirajuci

NF-B/p65 (72).
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Promatran u kontekstu tumorske patologije VEGF je znacCajan Cimbenik za rast,
migraciju i prezivljenje tumorskih stanica u multiplom mijelomu, leukemiji,
Kaposijevom sarkomu (73-75). Brojni se ucinci VEGF ocituju u djelovanju na razliCite
tipove stanica poput endotelnih, dendritiCckin stanica, osteoblasta, osteoklasta,
fibroblasta, cirkulirajuc¢ih e ndotelnih prekursora i hematopoetskih mati¢nih stanica
(62). U solidnim je tumorima utvrdena znacajna uloga VEGF u induciranju
neovaskularizacije, a 1993. godine prepoznat je njegov znacaj i u leukemijama te
drugim hematoloskim bolestima (76,77).

VEGF je uklju¢en ne samo u proces angiogeneze vec i u brojne procese proliferacije,
migracije, diferencijacije, prezivljenja, inhibicije maturacije i imunomodulacije, kao sto

je prikazano na primjeru plazma stanica na slici 6.

SEKRECIJA CITOKINA, ADHEZUA
TUMORSKIH STROMALNIH STANICA

rmrancuA :
mmmcus nr.. R%‘;ﬁ?ﬁﬁa
AKTIVNOST
KOSTIU
MIGRACLIA /'
IMUNO
PROLIFERACIJA / e MODULACKIA
PREZIVLIENJE VEGF

DIFERENCIIACIIA 1
PREZIVLIENJE ‘N‘ f "'\ f ‘/

ANGIOGENEZA
MIMP3 SEKRECUA T

Preuzeto iz Podar i sur. 2005.(62)

Slika 6. Pleiotropni u€inci VEGF u razliitim procesima u plazma stanici.

VEGEF direktno stimulira stanice mijeloma da proliferiraju, migriraju preko autokrinog i

parakrinog ucinka. No €ini se osobito vaznim istaknuti da osim mijelomskih stanica u
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kosStanoj srzi oboljelih on stimulira brojne druge stanice hematopoeze kao i stanice
strome, poti€uci na taj nacin proliferaciju B limfocita i stanica mijelopoeze (72,78). U
skladu sa svime do sada navedenim vidljivo je da su velika o€ekivanja od terapijskih

pristupa koji su za ciljnu molekulu imali VEGF i njegove receptore bila opravdana.

1.5. Monocitni kemotakticni protein (MCP-1) i njegova uloga u multiplom
mijelomu

Zna se da tumorske stanice lu€e kemokine kao i da posjeduju razliCite receptore za
kemokine (79). Nekoliko je mehanizama opisano kojima kemokini utiCu na
patogenezu tumora. Prije svega njihov se ucinak ostvaruje neposrednim djelovanjem
receptora za kemokine na tumorskim stanicama. Zna se da se njihovom aktivacijom
pokrecu signalni putevi procesa proliferacije i prezivljenja tumorskih stanica (80).
Kemokini kao tvari kemotakticnih osobina pojaCavaju migratornu sposobnost
tumorskih stanica i izravni su ¢imbenici rasta (81). Naposljetku, poznato je da stanice
brojnih tumora stvaraju kemokine i na taj nacin ostvaruju interakcije sa stanicama
mikrookoliS8a u kojem se nalaze dodatno pojaCavajuci svoju migratornu sposobnost
(82).

Sekrecija proangiogenih kemokina dokazana je u Hodgkinovom limfomu, karcinomu
dojke i stani€nim linijjama karcinoma jajnika (83). Za tumorski rast je neophodno
formiranje novih krvnih zila kao Sto je vec¢ izneseno. Dokazano je da kemokini mogu
imati proangiogeni i antiangiogeni ucinak (84).

MCP-1 je ¢lan obitelji kemokina Ciji je zna€aj prepoznat u injicijaciji i progresiji upale.
Njegovim vezivanjem za specificne receptore (CC-kemokin receptora R2, CCR2)

inducira se lu€enje brojnih proinflamatornih signala te kemotaksija monocita (85).
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Rast gotovo svakog tumora je u nekoj mjeri povezan s pojavom upalne reakcije koja
moze djelovati protumorski, indukcijom tumorske angiogeneze i na druge nacine
(86).

Opisano je daMCP-1 kojeg proizvode hipoksijom inducirani astrociti djeluje na
migratornu sposobnost neuralnih progenitorskih stanica (87). Njegovo kemotakti¢no
djelovanje je potvrdeno i u folikularnom limfomu (88). Brojni kemokini poput CXCL4,
CXCL9, CXCL10 pokazuju antiangiogeno djelovanje (82), nasuprot CXCL12 i MCP-1
koji stimuliraju angiogenezu (84). MCP-1 je prepoznat kao snazan proangiogeni
kemokin (89,90).

Posljednjih godina uoCava se znacaj MCP-1 i njegovih receptora u patogenezi
tumorskog rasta u kostanoj srzi i koStanoj destrukciji u mijelomu (91). Pellegrino i sur.
(92) pokazali su na eksperimentalnom modelu da endotelne stanice u multiplom
mijelomu imaju viSe razine CXC-kemokina kao i da ih izloZzenost kemokinima poput
MCP-1 stimulira na proliferaciju i kemotakticnu aktivnost. Stanice MM su, kao $to je
viSe puta do sada naglaseno, smjestene u srzi gdje primaju odgovarajuce poticajne
signale za proliferaciju i prezivljenje. Da bi se mogle Siriti koStanom srzi stanice MM
migriraju iz vaskularnog u ekstravaskularni kostani odjeljak, sto je poznato kao
proces udomljenja (engl. homeing) (93).

Studija Menu i sur. (93) te drugih autora je pokazala da je MCP-1 odgovoran prije
svega za migraciju stanica MM kroz kostanu srz, da bi kad su premostile endotel,
tumorske stanice invadirale ekstracelularni matriks ponajviSe uz pojacanu produkciju
matriksnih metaloproteinaza-9. U trenutku kada su kolonizirale srz, stanice MM su

podlozne djelovanju IGF-1 koji ih stimulira na proliferaciju i luCenje VEGF.
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Silvestris i sur. (94) prou€avali su naruSen mehanizam remodeliranja kosti u MM, §to
ima za posljedicu metastaziranje, odnosno Sirenje malignih stanica multiplog
mijeloma skeletom. Zanimalo ih je da li je ovaj proces ovisan o pojacanoj apoptozi
osteoblasta ili je reguliran prije svega procesima u koStanom mikrookolisu. Utvrdio je
da su razine cirkulirajucih proteina poput TNF-q, interferona-y, IL-1 i IL-6 viSe u
bolesnika s izrazenom kostanom destukcijom. Njihovi osteoblasti konstitutivho
eksprimiraju Fas, DR4/DR5 kompleks kao i receptore TNF posredovanog puta
apoptoze, intracelularne adhezijske molekule-1 (ICAM-1) i naravho MCP-1. Ti su
osteoblasti vrlo brzo ulazili u apoptozu, za razliku od kontrolne skupine osteoblasta
bolesnika s normalnom srzi (95). MijeSane kulture (tzv. ko-kulture) osteoblasta i
MMC-2 stanicne linije su pokazale uzlaznu regulaciju ICAM-1 i MCP-1, na isti nacin
kao i kontrolna skupina osteoblasta pokazavsi time da u mikroooliSu multiplog
mijeloma visoka razina citokina (za nas vaznog MCP-1) i fiziCka interakcija malignih
plazma stanica i osteoblasta dovode do ubrzane apoptoze i neadekvatnog stvaranja
nove kosti. Pokazana je uzlazna regulacija mRNA MCP-1 u osteoblastima bolesnika
s opsezno zahvaéenom kostanom srzi uz istovremeno opazanje pojacane ekspresije
CCRZ2, liganda MCP-1 u stanicama mutiplog mijeloma (96,97).

MCP-1 se do sada pokazao znacCajan kao kemotakti¢ni faktor za stanice mijeloma,

dok je njegov znacaj u procesu angiogeneze u mijelomu potrebno ispitati.

1.6. Nuklearni faktor kappa B (NF-kB) i njegova uloga u multiplom mijelomu
NF- B je skupni naziv za obitelj transkripcijskih faktora uklju¢enih u regulaciju brojnih
bioloSkih procesa. Obitelj sadrzi pet gena: NF- B1 (p50/105), NF- B2 (p52/100),

RelA (p65), c-Rel i RelB (98). Ovih pet gena ishodiSte je sedam proteina koji dijele
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Rel Homolognu Domenu (RHD) u svojoj sekvenci. RHD posreduje u njihovoj
dimerizaciji i interakciji sa specifi€nim inhibitorima i DNA veznim mjestima. U vedini
su stanica NF- B dimeri lokalizirani predominantno citoplazmatski i transkripcijski su
inaktivni zbog interakcije s inhibitorima. Razli€iti okidaCi poput citokina, Cimbenika
rasta ili tirozin kinaza mogu potaknuti aktivaciju NF- B (slika 7). Poja¢ana ekspresija
razliCitih receptora rasta poput receptora epidermalnog faktora rasta (engl. epidermal
growth factor receptor, EGFR) i receptora faktora rasta inzulina (engl.inzulin growth
factor receptor, IGFR) moZe biti odgovorna za aktivaciju NF- B (95). PredlozZeni su

razli¢iti mehanizmi NF- B aktivacije (98,99).

MF-HB{p50/pb5) Pathway

1B
Dogiadation

Slika 7. Shematizirani prikaz puteva aktivacije NF- B u citoplazmi te translociranja u
jezgru. Na membrani stanice su prisutni razliCiti receptori Cijom se aktivacijom
pokrece transkripcija u jezgri.
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Poznata su tri aktivacijska puta NF- B; klasi¢ni, alternativni i atipi¢ni. Klasi¢ni put
aktivacije NF- B posljedica je odgovora na infekcije mikrooraganizmima ili izlaganju
proinflamatornim kemokinima koji aktiviraju | kompleks, s posljedi€nom
fosforilacijom koja inducira degradaciju | B. Alternativni put aktivacije dovodi do
selektivne aktivacije p50:RelB dimera indukcijom p100 prekursorskog proteina, a
njegova je aktivacija potaknuta nekim clanovima TNF obitelji. Alternativniput
aktivacije je bitan za razvitak limfoidnih organa i steCenog imunolo$skog odgovora

(100) (slika 8 ).

KLASICNI PUT ALTERNATIVNI PUT

DR G Eaa®
W il

(PXCP)

Preuzeto iz Dolcet X et al. NF-kB in development and progression of human cancer.
Virchows Arch 2005.(101)
Slika 8. Shematizirani prikaz klasi¢nog i alternativhog puta aktivacije NF- B/p65.

Fosforilirane podjedinice p105/p65 i p50/p65/ | B a postaju substrati za ubikvitaciju

proteosomskom degradacijom koja slijedi na podjedinicama p105 i p50 | Ba (102).
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Pri tom se kompleks p50/p65 premjesta u jezgru aktivirajuéi transkripciju gena koji
sadrze B mjesto, ukljuujuci | B a. Fosforilirani | Ba protein moze stvoriti kompleks
p50/p65 koji se zadrzava u citoplazmi do pojave novog aktivacijskog signala.
Novosintetizirani | Ba protein moZe uci i u jezgru. Ne postoje Cvrsti dokazi koji bi
iskljuCili da novonastali p50/p65 kompleks ne ide direktno u jezgru bez da se
prethodno veZe s | B, no smatra se da je kinetika cijelog procesa u tom slucaju
sporija od aktivacije NF- B. Taj je put aktivacije nazvan atipicnim jer je neovisan o
| K, a aktivira se nakon izlaganja stanica UV zrakama, ili doksorubicinu koji oboje
dovode do DNA ostecenja (103). NF- B/p65 regulira ekspresiju gena uklju¢enih u
brojne procese poput proliferacije, migracije i apoptoze. Brojni heterodimeri NF- B
vezu se na specificne promotore i pokrecu transkripciju brojnih gena (104). Pri tom
su ciljne molekule na stani¢noj razini brojni citokini (IL1, IL2, IL6, TNFa), kemokini
(MCP-1, MIP-1qa, eotaksin), adhezijske molekule (ICAM-1, VCAM-1, E-selektini),
inducirajuc¢i enzimi (iINOS, COX-2) i naposljetku regulatori apoptoze i stani¢ne
proliferacije (BCL-XI, Fas ligand, c-MYC, ciklin D1) (slika 8) (105,106). Utvrdena je
uloga NF- B u regulaciji imunoloskog odgovora i u upali, a sve su brojniji dokazi o

znacajnoj ulozi u onkogenezi (107).

Aberantna ili konstitutivna aktivacija NF- B/p65 uoCena je u brojnim solidnim i
hematoloSkim tumorima u ljudi, poput leukemija i limfoma (105,108-110). Uloga NF-

B u tumorima moZe se promatrati u sklopu regulacije apoptoze, procesa
angiogeneze, stjecanja osobina invazivnosti tumorskih stanica, u regulaciji stanicnog

ciklusa i u indukciji kemo- i radio-rezistencije tumora.
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Trebaistaknuti utjecaj NF- B na proces tumorske angiogeneze gdje je do danas
utvrdeno da NF- B regulira aktivhost matriksnih metaloproteinaza (MMP2, MMP9) te
serin proteinaza, urokinaza tipa plazminogen aktivatora (uPA)(111-113). No u
posljednje vrijeme istiCe se njegova uloga u posredovanju aktivacije i regulacije

VEGF o ¢emu ¢e jos biti govora.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi istrazivanja ove disertacije bili su slijededi:
1. Ispitati izrazaj NF-kB u mijelomskim stanicama.
2. Ispitati angiogena svojstva mijelomskih stanica kroz utvrdivanje izrazaja VEGF
u tumorskim stanicama i plazmatske koncentracije VEGF u bolesnika s MM.
3. Ispitati izrazaj MCP-1 na tumorskim stanicama i njegovu koncentraciju u plazmi
bolesnika s MM.
4. Utvrditi postoji li povezanost izmedu ekspresije i vrijednosti odredenih u plazmi
VEGF i MCP-1 u mijelomskim stanicama.
5. lzrazaj NF-kB usporediti s angiogenim svojstvima mijelomskih stanica kroz
ekspresiju VEGF.
6. Procijeniti angiogenezu kroz utvrdivanje broja krvnih Zila i ekspresije VEGF i u
kosStanim biopsijama.
7. Utvrditi postoji li povezanost izmedu statusa NF-kB na mijelomskim stanicama i
angiogenih obiljezja (broja krvnih Zila, VEGF) u koStanim uzorcima.
8. Utvrditi postoji li povezanost izmedu statusa NF-kB i angiogenih obiljezja
tumora s kliniCko-patoloskim osobinama bolesnika (kliniCkim stadijem, odgovorom
na terapiju) u MM.
9. Ispitati znacaj koncentracija VEGF i MCP-1 proteina u plazmi, u funkciji

potencijalnih biomarkera mijelomske bolesti.
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3. BOLESNICI, MATERIJAL | METODE

3.1. Bolesnici

U studiju je uklju¢eno 79 bolesnika kojima je postavljena dijagnoza MM na Kilinici za
unutarnje bolesti Odjel Hematologije Klini¢kog bolni¢kog centra-Rijeka (KBC-Rijeka),
u vremenu od 30. studenog 2001. do 01. 03. 2008. godine. Pri tom su koristeni
kriteriji za dijagnozu mijeloma prema Huang i sur. (114).

IstraZivanje je provedeno u sklopu projekta ,Regulacijski Cimbenici angiogeneze u
prognozi tumora“ (062-0620095-0082), u potpori Ministarstva znanosti tehnologije i
Sporta Republike Hrvatske, koje je odobreno od strane etiCkog povjerenstva
Medicinskog fakulteta u Rijeci i Povjerenstva za etiCka pitanja KBC-Rijeka. Klinicki
podaci ukljuCivali su: spol, dob, klinicki stadij bolesti i terapijski odgovor procijenjivan

po uzoru na Blade i sur. (115), prikazano u tablici 8.
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Tablica 8. Obiljezja ispitivane skupine prema spolu i dobi, zastupljenosti pojedinog

klinickog stadija i prema odgovoru na terapiju bolesnika s multiplim mijelomom (MM).

Obiljezja Bolesnici s MM
Muskarci 35 (44%)
Spol Zene 44 (56%)
M:Z 1:1,3
Dob Raspon 42-90
Medijan 75
Klinicki stadij
Stadij | 9 (12,3%)
Stadij 1A 24 (32,9%)
Stadij 1B 2(2,7%)
Stadij IlIA 27 (37,0%)
Stadij 1B 11 (15,1%)
Ukupno 73 (100%)
Odgovor na terapiju
Odgovorio/la 25 (67,6%)
Bez odgovora 12 (32,4%)
Ukupno 37 (100%)

Bolesnici su svrstani temeljem klinickog stadija bolesti, te s obzirom na terapijski
odgovor u skupine: kompletne remisije, parcijalne remisije, minimalni terapijski
odgovor, bez odgovora na terapiju i progresiju bolesti. PreZivljenje bolesnika pra¢eno
je od trenutka kada je dijagnosticirana bolest i trajalo je minimalno 24 mjeseca.

U trenutku postavljanja dijagnoze MM najveci broj bolesnika bio je u klinickom stadiju
IlIA (tablica 8). Za potrebe daljnjih analiza bolesnici su obzirom na klinicki stadij
grupirani u dvije skupine: prvu s klinickim stadijem |, IlA i 1IB i drugu sa stadijem IlIA i

[B.
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Temeljem odgovora na terapiju bolesnici su podijeljeni u kategorije kompletne
remisije, parcijalne remisije, minimalnog terapijskog odgovora, bez odgovora i
progresije bolesti. Obzirom na broj ispitanika i kriterije odgovora na terapiju bolesnici
su za potrebe analize po uzoru na Blade i sur. (115) svrstani u dvije skupine:
odgovorio/la na terapiju i bez odgovora na terapiju. Pri tom su kategoriju odgovorio/la
na terapiju Cinili bolesnici s komplethom i parcijalnom remisijom te minimalnim
odgovorom na terapiju, dok je kategorija bez odgovora na terapiju ukljucivala skupinu

bolesnika bez odgovora na terapiju ili s progresijom bolesti (tablica 8).

Bolesnici na kojima je provedeno ovo istraZivanje pripadali su ili retrospektivnoj ili
prospektivnoj skupini. U retrospektivnhu je skupinu bilo uklju¢eno 60 bolesnika.
KoriSteni su parafinski blokovi bioptata koStane srzi na kojima je vr3ena
imunohistokemijska analiza sa svrhom utvrdivanja svih biljega koji su postavljeniu
ciljevima istrazivanja ove disertacije i koji su potom korelirani s klinickim parametrima
(odgovor na terapiju i prezivljenje bolesnika). Prospektivha skupina ukljucivala je 39
bolesnika kojima je temeljem klinickih nalaza postavljena sumnja na mijelom i od
kojih je u konacnici u 19 sluCajeva postavljena dijagnoza MM, a u 20 dijagnoza
monoklonalne gamapatije. Uz bioptat koStane srzi, koji je potom imunohistokemijski
obraden, uziman je i uzorak krvi za enzimimunokemijsku metodu, te aspirat stanica
koStane srzi za molekularnu analizu. Svi bolesnici uklju€eni u istrazivanje dali su

informirani pristanak.
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3.2. Patohistoloska obrada i imunohistokemijska metoda

BioptiCki uzorci koStane srzi su fiksirani u Schafferovom fiksativu 24 sata i
dekalcinirani u osteodecu 4-5 sati. Potom su standardno bojani na hemalaun-eozin
(HE), Giemsu, PAS, Gomory i Berlinsko modrilo. Deparafinirani uzorci su takoder
rutinski obojeni imunohistokemijski s anti-CD138 (klon MI15, m7228, DAKO,
Glostrup), Ig Kappa (No0.40191, DAKO, Glostrup) i Ig Lambda (No0.40193, DAKO,
Glostrup) protutijelima. PatohistoloSka obrada uklju€ivala je procjenu infiltrata
(difuzni, nodularni, intersticijski), postotka zastupljenosti tumorskih plazma stanica
(CD138") u kostanim uzorcima i restrikciju lakih lanaca imunoglobulina. Morfologka
svojstva tumorskih stanica korelirana su sa citoloSkim razmazima aspirata koStane
Srzi.

Dekalcinirani, fiksirani, u parafin uklopljeni uzorci tkiva su rezani na debljinu od 3-5
um. Tijekom noéi su uzorci Suvani u termostatu na 37°C, te potom deparafinirani
standardnim potupkom primjenom substituta za ksilen (Xylene substytute,
Shandon,UK) (3x10'), rehidraciju u 100%-tnom alkoholu (2 x 5'), 96%-tnom alkoholu

(5'), 70%-tnom alkoholu (5') sve do ispiranja u destiliranoj vodi.

Rezovi su tretirani s vizualizacijskim sistemom temeljenim na EnVision metodi.
Vizualizacijski sistem (DAKO Real EnVision detection System peroxidase/DAB +,
rabbit/mouse K 5007) koristen je u automatskom imunobojacu (DAKO Autostainer
plus). Diaminobenzidine (DAB) koristen je kao kromogen. Uzorci su u citratnom
puferu (DAKO No. S2031) u razrjedenju 1:10 pretretirani u mikrovalnoj pecénici.
Koristena su slijede¢a primarna protutijela: za utvrdivanje gusto¢e malih krvnih zila
(angiogeneza) monoklonsko protutijelo anti CD34 Class Il (DAKO, Glostrup, m7165

klon QBENd10) u razrjedenju 1:10; za proliferaciju mijelomskih stanica monoklonsko
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misje antihumano protutijelo Ki67 (DAKO, Glostrup, m7240, klon MIB-1) koje reagira
s nuklearnim antigenima prisutnim u humanim stanicama u proliferaciji, u razrijedenju
1:50; za utvrdivanje ekspresije VEGF, anti VEGF miSje monoklonalno IgG 2a
protutijelo VEGF (C-1) (Santa Cruz Biotechnology Inc. USA, SC-7269) u razrijedenju
1:500; za odredivanje ekspresije NF- B monoklonsko IgG1 protutijelo za pojedinicu
p65 anti NF- B/p65 (Santa Cruz Biotechnology Inc. USA, SC-8008) u razrjedenju 1:
200; za odredivanje ekspresijai MCP-1 pomocéu miSjeg monoklonskog IgGzs
protutijela u razrijedenju 20ug/ml, pretretirani u TRIS EDTA puferu i mikrovalnoj
pecnici. Primarna protutijela razrjedivala su se Dako Antibody Diluent-om (DAKO

A/S, Glostrup, DK, S0809).

Nakon primjene vizualizacijskog sistema uslijedilo je kontrastiranje hematoksilinom
kroz 1 minutu, ispiranje u mlakoj vodi i pokrivanje Shandon histomount medijem. Za

sva ispiranja izmedu pojedinih faza koriSten je DAKO Wash Buffer 10x, S3006.

Kao negativne kontrole u svim imunohistokemijskim bojanjima su koristeni histoloski

rezovi na koje je umjesto primarnih protutijela nanesena puferska otopina.

3.2.1. Odredivanje srednje gusto¢e malih krvnih zila

Uzorci tumorskog tkiva obojeni s anti CD34 koristeni su za odredivanje srednje
gusto¢e malih krvnih zila (engl. mean vascular density, MVD) prema metodi
Wiednera i sur. (116). HistoloSki preparat se pregledao na malom povecéanju (x10) u
cilju utvrdivanja mjesta s najvecim brojem malih krvnih Zila (engl. hot spot, "vruce
tocke"). U svakom preparatu su se odabrala tri takva podrucja u kojima su se brojale

sve obojene krvne Zile u vidu nakupina ili pojedinacnih endotelnih stanica na
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povecanju x200, odnosno x400 (slika 9.). Brojanje su obavila dva nezavisna
ispitivaca.

AritmetiCkom je sredinom dobivena srednja vrijednost (broj krvnih Zila u tri vruce
tocke) i u vidu apsolutnog broja koristena u daljnjoj obradi podataka. Modifikacija
metode sastojala se u tome da dobivene vrijednosti nisu prevodene u mn?, s
obzirom da su objavljeni rezultati ranijin istrazivanja utvrdili da nema razlike

preradunavaju li se vrijednosti u mm? ili se koriste apsolutne vrijednosti (117).
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Slika 9. Imunohistokemijski prikazani vaskularni prostori u kostanoj biopsiji bolesnika
s multiplim mijelomom. Endotelne stanice obojane s anti CD34 na povecéanju a) x100
i b) x400.

3.2.2. Odredivanje proliferacijskog indeksa na tumorskim stanicama

U cilju utvrdivanja proliferacijskog indeksa (Pl) na tumorskim stanicama primjenjena
je dvostruka imunohistokemijska metoda, DAKO EnVision™ Doublestain System
(K5361). Bojanje se temelji na horseradish peroxidase (HRP) i alkalnoj fosfatazi (AP)
oznacenim polimerima koji su konjugirani sekundarnim protutijelima protiv misjih i
ze€jih imunoglobulina (118). Polimeri ne sadrze avidin ili biotin. Nespedfi¢na

obojenost koja se moze javiti kao posljedica endogene avidin-biotin aktivnosti u jetri,

bubregu, limfati€nim tkivima ili smrznutim rezovima, na ovaj je nacin izbjegnuta.
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Posebnost ovog bojanja se sastoji u istovremenoj primjeni dva primarna protutijela u
jednom uzorku. Dva antigena u istom uzorku oznaCavaju se kontrastnim bojama; u
ovom slu€aju nuklearni pozitivitet na Ki67 s DAB kao smedim kromogenom i
membranski pozitivitet na CD138, za detekciju plazma stanica, s Fast Red
kromogenom crveno (slika 10).

Kvantificiranje se odredilo brojanjem pozitivho obojenih jezgara na 1000 stanica koje
je iskazano u vidu postotka (%) odnosno PI. Stanice su izbrojane pomocu ,jmage
analyser®-a na velikom povecéanju (x400). Primjenjena je metodologija po uzoru na

druge autore (119).

Slika 10. Dvojno imunohistokemijsko bojanje na Ki67 proliferacijski antigen (smede
obojena jezgra) i na CD138 antigen plazma stanice (crvena membrana) u kostanoj
srzi bolesnika s multiplim mijelomom. Vidi se i nakupina stanica hematopoeze u
proliferaciji (plava strelica), povecanje x 400.
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3.2.3. Odredivanje izrazaja VEGF na tumorskim stanicama

lzrazaj VEGF na tumorskim stanicama takoder je utvrdivan dvostrukom
imunohistokemijskom metodom, primjenom DAKO EnVision™ Doublestain System
(K5361). U ovom su slu€aju u automatskom imunobojaCu preparati obojani s VEGF,
gdje je citoplazmatski pozitivitet vizualiziran DAB, smedi kromogen, a membrane
plazma stanica s protutijelom CD138, gdje je pozitivitet vizualiziran Fast Red
kromogenom (crveno) (slika 11).

Intenzitet VEGF obojenih citoplazmi analiziran je na 100 stanica i iskazan je
semikvantitativho kao: bez bojenja (0), slabo (1), umjereno (2) i snazno obojenje (3).
Imunoreaktivnost je konacno prikazana u vidu Histo-skora koji je dobiven umnoskom
intenziteta s postotokom pozitivnih stanica (VEGF H-skor =(% x 1)+(% x 2)+(% x 3).
Metoda je primjenjena po uzoru na druge autore (120 ). Za potrebe statistiCke analize

vrijednosti VEGF H-skora bile su podijeljene prema medijanu u dvije grupe (niskih

vrijednosti ispod medijana i visokih vrijednosti iznad medijana).

& =

Slika 11. Dvojno imunohistokemijsko bojanje na VEGF u ko&tanoj biopsiji
bolesnika s multiplim mijelomom. a) Snazni citoplazmatski VEGF pozitivitet
(smede) u CD138" stanicama mijeloma (crvene membrane), povecanje x200; b)
Smede obojene citoplazme u ne mijelomskim stanicama kostane srzi koje
eksprimiraju VEGF, povecanje x200.
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3.2.4. Odredivanje izrazaja NF- B/p65 na tumorskim stanicama

Za odredivanje izrazaja NF- B/p65 na tumorskim stanicama primjenjena je metoda
DAKO EnVision™ Doublestain System (K5361). U automatskom imunobojacu
membrane stanica MM oznacene su protutijelom CD138, a obojenje je vizualizirano
Fast Red kromogenom (crveno) dok se izrazaj NF- B/p65 prikazivao kao
citoplazmatski i/ili nuklearni pozitivitet vizualiziran smedim kromogenom DAB (slika
12). Intezitet NF- B/p65 obojenih citoplazmi i jezgara analiziran je na 100 stanica i
iskazan je semikvantitativno kao: bez bojenja (0), slabo (1), umjereno (2) i snazno
obojenje (3). Imunoreaktivnost je konacno prikazana u vidu Histo-skora koji je
dobiven umnoskom intenziteta s postotokom pozitivnih stanica (NF-B/p65 H-skor
=(% x 1)+(% x 2)+(% x 3). Za potrebe statistiCke analize vrijednosti NF- B/p65 H-
skora bile su podijeliene prema medijanu u dvije grupe (niskih vrijednosti ispod

medijana i visokih vrijednosti iznad medijana).
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Slika 12. Dvojno imunohistokemijsko bojanje na NF- B/p65 i CD138 u kostanoj
biopsiji bolesnika s multiplim mijelomom. a) Citoplazme i jezgre smede obojene
na NF- B/p65 u mijelomskim stanicama (crvene membrane), povecéanje x 200;
b) stanice mijeloma ne eksprimiraju NF- B/p65 dok se pozitivitet opaza u
citoplazmama ostalih stanica hematopoeze, povecanje x 200.

Ekspresija pojedinih ¢imbenika odredivala se pomoc¢u sustava za analizu slika ISSA

3.1 (engl. image analysis software) (VAMS, Zagreb, Hrvatska).
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3.2.5. Odredivanje izrazaja MCP-1 na tumorskim stanicama

Izrazaj MCP-1 na tumorskim stanicama takoder je utvrdivan imunohistokemijskom
metodom, primjenom DAKO EnVision™ System. U ovom su slu€aju u automatskom
imunobojacu preparati obojani s MCP-1, gdje je citoplazmatski pozitivitet vizualiziran
DAB, smedi kromogenom (slika 13).

Intezitet MCP-1 obojenih citoplazmi analiziran je na 100 stanica i iskazan je
semikvantitativno kao: bez bojenja (0), slabo (1), umjereno (2) i snazno obojenje (3).
Imunoreaktivnost je kona¢no prikazana u vidu Histo-skora koji je dobiven umnoskom
intenziteta s postotokom pozitivnih stanica (MCP-1 H-skor =(% x 1)+(% x 2)+(% x 3).
Za potrebe statistiCcke analize vrijednosti MCP-1 H-skora bile su podijeljene prema
medijanu u dvije grupe (niskih vrijednosti ispod medijana i visokih vrijednosti iznad

medijana).
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Slika 13. Imunohistokemijsko bojanje na MCP-1 u kostanoj biopsiji bolesnika s
multiplim mijelomom. a) Citoplazme mijelomskih stanica su obojane smedim
kromogenom, opaza se smedi pozitivitet u citoplazmama stanica mijeloma kao i
endotelnim stanicama krvne Zile na poveéanju x200; b), tumor u kojem nije uocCen
izrazaj MCP-1¢iji se pozitivitet opaza u osteoblastima, na povecanju x100.
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3.3. Odredivanje koncentracije citokina u plazmi

U cilju odredivanja koncentracija MCP-1 i VEGF u plazmi bolesnika kojima je kliniCki
postavljena sumnja na MM koriStena je enzimimunokemijska metoda ELISA, (engl.

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) prema dolje opisanom protokolu.

3.3.1 Odredivanje plazmatske koncentracije VEGF

Za kvantitativno odredivanje VEGF iz heparinizirane plazme koristen je KIT
Quantikine, Human VEGF Immunoassay, Catalog Number DVEQOO, R&D Systems,
USA. Kit je sadrzavao: polistirensku mikroplo¢u (Part 890218) s 96 jazica (12 x 8
jazica) presvucenih misjim monoklonalnim anti VEGF protutijelom; VEGF Conjugate
(Part 890219) - 21 mL poliklonalnog protutijela na VEGF konjugiranog peroksidazom
u prisutstvu konzervansa; VEGF Standard (Part 890220) - 3 bocice (2000 pg/po
bocici), rekombinantnog liofiliziranog humanog VEGF 165 u puferiranoj proteinskoj bazi
uz dodatak konzervansa; Assay Diluent RD1W (Part895117) - 11 mL puferirane
proteinske baze s konzervansima; Calibrator Diluent RD5K (Part895119) - 21 mL
puferirane proteinske baze s konzervansima (koji se rabi za uzorke supernatanta
stani¢nih kultura); Calibrator Diluent RD6U (Part895148) - 21 mL zivotinjskog
seruma s konzervansima za uzorke seruma/plazme koji smo mi Koristili; Wash Buffer
concentrate (Part 895003) - 21 mL, 25x koncentrirane otopine za ispiranje
puferiranog surfaktanta s konzervansima; Color Reagent A (Part895000) - 12.5 mL
stabiliziranog hidrogen peroksida; Color Reagent B (Part895001)-12.5 mL
stabiliziranog kromogena (tetrametilbenzidine); Stop Solution (Part 895032) - 6 mL 2
N sulfuri€na kiselina i Plate Covers - 4 prijanjaju¢a pokriva¢a za mikrotitarsku plocu.

Princip testa sastoji se u primjeni kvantitativhog ,sandwich® enzimimunokemijskog

testa. Monoklonalnim anti VEGF protutijelom presvucene jaZice su na mikroploci.
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Standardi i uzorci se odpipetiraju u jazice i bilo koja koli¢ina VEGF prisutna u uzorku
veze se na imobilizirano protutijelo u jazici. Potom se ispiranjem ukloni sav nevezani
materijal, pa se u jazice doda konjugat koji sadrzi poliklonalno anti VEGF protutijelo
vezano peroksidazom. Sav nevezani konjugat se ispere i u jaZice se doda otopina
supstrata potrebnog za razvijanje boje Ciji je intenzitet proporcionalan koncentraciji
VEGF u uzorku. Dodatkom Stop otopine zaustavi se razvijanje boje, a intenzitet
nastalog obojenja u jazicama odcita se na fotometru tj. ¢itacu mikrotitarskih plocica
(Metertech 960, Biomedica grupe, Njemacka) koji mjeri apsorbanciju uzo rka na 450
nm (s korekcijom postavljenom na valnu duljinu 540 nm ili 570 nm).

Metoda je provedena prema navedenom protokolu:

1. Priprema reagensa i standarda.

2. U jazZice se odpipetira 100 yl Assay Diluent RD1W te 100" | uzorka plazme,
standarda i kontrole. Inkubira se 2 sata na sobnoj temperaturi.

3. Aspirira se i ispere 3x s razrijedenim puferom za ispiranje.

4. Doda se 200 ul Conjugata u svaku jazicu, inkubira se 2 sata na sobnoj
temperaturi.

5. Aspirira se i ispere 3x s razrijedenim puferom za ispiranje.

6. Doda se 200 ul otopine Substrata u svaku jazicu, zastiti od svjetla i inkubira 25
minuta na sobnoj temperaturi.

7. Doda se 50 pl Stop otopine u svaku jazicu, apsorbancija uzorka oc€ita se na 450

nm unutar 30 minuta.
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3.3.2. Odredivanje plazmatske koncentracije MCP-1

Za kvantitativno odredivanje MCP-1 iz heparinizirane plazme koristen je KIT
Quantikine, Human MCP-1/CCL2 Immunoassay, Catalog Number DCP0O0, R&D,
USA. Kit za MCP-1 je sadrzavao: MCP-1 Microplate (Part 890223) - 96 jazica na
polistirenskoj mikroplo€i (12 x 8) presvu€enih misjim monoklonalnim anti MCP-1
protutijelom; MCP-1 Conjugate (Part 890224) - 21 mL poliklonalnog protutijela na
MCP-1 konjugiranog s peroksidazom uz dodatak konzervansa; MCP-1 Standard
(Part 890225) - 3 bocice (2000 pg/po bocici) rekombinantnog, liofiliziranog humanog
MCP-1 u puferiranoj proteinskoj bazi uz dodatak konzervansa; Assay Diluent RD11-
83 (Part 895875)- 11 mL puferirane proteinske baze uz dodatak konzervansa;
Calibrator Diluent RD5L (Part 895028)- 21 mL puferirane proteinske baze s
konzervansima (za supernatante stani¢nih kultura); Calibrator Diluent RD6Q (Part
895128) - 21 mL Zivotinjskog seruma s konzervansima (za serum/plazmu); Wash
Buffer Concentrate (Part 895003) - 21 mL 25 x koncentrirane otopine za ispiranje
puferiranog surfaktanta s konzervansima; Color Reagent A (Part 895000) - 12.5 mL
stabiliziranog hidrogen peroksida Color Reagent B (Part 895001)- 12.5 mL
stabiliziranog kromogena (tetrametilbenzidine); Stop Solution (Part 895032) - 6 mL 2
N sulfuri¢na kiselina; Plate Covers - 4 prijanjajuca pokrivaca za mikrotitarske ploCe.
Metoda je provedena prema navedenom protokolu:

1. Priprema reagensa i standarda, razrijedivanje uzorka s Calibrator Diluentom RD
6Q (1:1).

2. U jazice se odpipetira 50ul Assay Diluent RD1-83, te 200 pl razrijedene plazme,
standarda i kontrole. Inkubira se 2 sata na sobnoj temperaturi.

3. Aspirira se i ispere 3x s razrijedenim puferom za ispiranje.

54


http://www.clicktoconvert.com

This watermark does not appear in the registered version - http://www.clicktoconvert.com

4. Doda se 200 ul Conjugata u svaku jaZicu, inkubira se 2 sata na sobnoj
temperaturi.

5. Aspirira se i ispere 3x s razrijedenim puferom za ispiranje.

6. Doda se 200 ul otopine Substrata u svaku jazicu, zastiti od svjetla i inkubira 30
minuta na sobnoj temperaturi.

7. Doda se 50 ul Stop otopine u svaku jazZicu, apsorbancija uzoraka ocita se na 450

nm unutar 30 minuta.

3.4. lzolacija CD138" mijelomskih stanica iz aspirata kostane srzi
Uzorci koStane srzi bolesnika koji su se podvrgli rutinskoj dijagnostickoj aspiraciji
koStane srzi uzimani su u koli¢ini priblizno 3ml i pohranjeni uz dodatak
antikoagulansa (EDTA). Prije izdvajanja CD138" stanica prethodio je postupak
izolacije mononukleara.
3.4.1. Izolacija mononukleara
Mononukleari su izolirani odvajanjem s Ficollom centrifugiranjem po gradientu
gustoce prema navedenom protokolu :
1. Aspirat se prelije u tubu zapremnine 50 ml. Dodaje se priblizno 35 ml (2/3)
RMPI 1640, a do 50 ml (1/3) Ficoll paque ™Plus.
2. Centrifugira se na 1800 okr/20 minuta, na sobnoj temperaturi.
3. U novu tubu se izdvoji bijelkasti prsten stanica na granici izmedu Ficolla i
RMPI 1640.
4. Stanice se isperu dodavanjem 2x do 50 ml RMPI 1640 i potom se

centrifugiraju na 1200 okr/10 minuta. Odlije se supernatant.
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5.

3.4.2.

Doda se do 25 ml RMPI 1640 i potom se u jaZicu odvoji 20pl tripanskog plavila
i 20l uzorka, pomijeSa se i 10ul se odpipetira na Neubauerovo stakalce s
mrezicom za brojanje stanica.

Pod mikroskopom se broje Zive stanice (svijetle), dok mrtve primaju boju i
oboje se plavo s tripanskim plavilom.

Dobiveni se broj stanica podijeli s Cetiri (broj odjeljaka mrezice na stakalcu),
pomnozi s dva (zbog razrijedenja 1:1), pomnozi s 10% i dobije se broj stanica u
mililitru uzorka. Formula glasi: x (broj stanica)/4 x 2x 10*/ml.

Kada smo utvrdili ukupan broj stanica u uzorku odvoji se 50-100 000 stanica

za kontrolu proto¢nim citometrom (kontrola 1).

Izolacija CD138" mijelomskih stanica iz mononukleara aspirata ko$tane

srzi upotrebom MS kolona i Mini MACS magnetskog separatora

U ovisnosti o broju mononuklearnih stanica u uzorku (manje ili vise od 5x10° stanica)

slijedio je postupak separacije magnetskim separatorom ili sortiranje stanica na

proto¢nom citometru (engl. Flow cytometer, BD FACSAria, FACS = fluorescent

activated cell sorting).

Postupak separacije CD138" mijelomskih stanica je raden po uzoru na druge autore

(120) upotrebom Kita za izolaciju Miltenyi Biotec, No 130-051-301 koji ukljuCuje MS

separacijske kolone (MACS® No. 130-042-201) te tubice (MS kolone plus tube No.

130-041-301) (o&ekivana Gistoca CD138" stanica je bila >95%, a dobivena je >98%).
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Op¢i princip MACS® separacije se sastoji u tome da se plazma stanice obiljeze sa
CD138 MicroBeads (magnetskim kuglicama). Potom se suspenzijom stanica ispuni
MACS® kolona koja se stavi u magnetsko polje MACS separatora. Vrsili smo
pozitivhu selekciju. Stanice obiljezene magnetskim kuglicama zadrZale su se u
koloni, a neobiljezene su propustene kroz kolonu. Nakon uklanjanja kolone iz
magnetskog polja zadrzane CD138" stanice su se odvojile kao pozitivna frakcija.
Postupak pripreme uzorka za magnetsku separaciju:

1.  Centrifugira se uzorak na 300xg (1200 okr)/10minuta, odpipetira se

supernatant u cijelosti.

2. Resuspendiraju se stanice taloga u 90ul puferske otopine na 5x10° stanica.

Koristi se MACS puferska otopina (u 250ml PBS-EDTA 2 mM otopi se 1,5ml FCS).

3. Doda se 10ul CD138 MicroBeadsa na 5x10° stanica, promije$a i inkubira 15

minuta na 4-8°C (produzi se inkubacija ako se radi na ledu).

4.  Odvoji se 50-100 000 stanica za kontrolu (kontrola 2)

5. Doda se 10yl CD138-APC (kat. br. 130-091-250) (u preporu¢enom

razrijedenju 1:11), inkubira se 5 minuta na 4-8°C.

6. Stanice se isperu s 1-2 ml pufera na 107 stanica i centrifugiraju na 300xg, 10

minuta. Odpipetira se supernatant u cijelosti.

7. Resuspendiraju se stanice u 500ul pufera.

8.  Uslijedi magnetska separacija.

Magnetska separacija:

1. MS kolona se stavi u magnetsko polje MiniMACS separatora.
2. Kolona se pripremi ispiranjem/tj.propustanjem kroz kolonu 500ul pufera (za
MS kolone).
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3. Uzorak se filtrira prije propostanja kroz kolonu.
4. NeoznaCene se stanice skupljaju prolaskom kroz kolonu zajedno s
puferom. Ispire se 3x500ul MACS pufera. Prikupljeni dio uzorka odgovara

nevezanoj frakciji.

5. Ukloni se kolona od separatora i smjesti na odgovarajucu tubu za
skupljanje.
6. Odpipetira se 1ml MACS pufera u kolonu, odmah se ispere frakcija

magnetski oznadéenih stanica (CD138" stanice) &vrstim, energi¢nim pritiskom na
klip koji je isporucen u dodatku sa svakom kolonom.

7. Uzima se kontrolni uzorak (kontrola 3, nakon kolumne; 10ul).

8. Da bi se dobila najveta Cistoca stanica izvode se dva uzastopna
propustanja (korak 1. do 6, bez filtriranja).

9. Kontrola postupka se vrSi proto¢nim citometrom.

Prikazan je primjer separacije u bolesnika s vise od 5x10° stanica (slika 14, 15 i 16).

Bolesnik 1: Op¢i podaci - 47 godina, Zena

Nalaz citoloSkog razmaza - 60% plazma stanica

Patohistoloski nalaz — 70% plazma stanica u uzorku kostane srzi

Dobiven uzorak 3,5ml aspirata kostane srzi; ukupan broj stanica u uzorku nakon
fikoliziranja 6,885 x 10° stanica /ml. Izolacijom je odvojeno 500 000 plazma

stanica.
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Slika 14. Prva kontrola na proto€nom citometru: bojenjem s propidijevim jodidom (PI)
diferenciraju se Zive (Pl negativne, “vrata“(engl.gate) P1) od mrtvih stanica (Pl
pozitivne ). Prvi dijagram pokazuje populaciju zivih stanica u uzorku (crveno), u
odnosu na mrtve stanice oznaCene PIl. Drugi dijagram prikazuje veliCinu i
granuliranost populacije zivih stanica (mononukleari). Trecidijagram prikazuje
populaciju stanica obojanu APC konjugiranim-CD138 protutijelom, koja se prikazuje i
na histogramu.
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Slika 15. Druga kontrola na protoénom citometru: prvi dijagram pokazuje populaciju zivih
stanica u uzorku (crveno) obiljeZzenu s magnetskim kuglicama prije separacije u odnosu
na mrtve stanice oznaCene propidijevim jodidom (PI). Treci dijagram i histogram
prikazuje populaciju stanica obojanu APC-CD138" protutijelom, gdje se uotava CD138
populacija prije separacije.
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Slika 16. Treéa kontrola nakon magnetske separacije na proto¢nom citometru. Prvi
dijagram pokazuje populaciju zivih stanica u uzorku (crveno) u odnosu na mrtve
stanice oznacCene propidijevim jodidom (Pl). Drugidijagram prikazuje veliCinu
izolirane populacije Zivih stanica (plazma stanice). Trecidijagram prikazuje
populaciju stanica obojanu APC-CD138" protutijelom, gdje se uocéavajedna
populacija (dokaz uspjesSne separacije), prikazano i na histogramu.

3.4.3. Izolacija CD138" mijelomskih stanica iz aspirata ko$tane srzi upotrebom

proto¢nog citometra

Proto&ni citometar je koridten za potvrdu izolacije CD138" stanica te kontrolu
postupka (kontrolne tocke 1-3). Uzorak aspirata koStane srzi je pohranjen uz dodatak
antikoagulansa (EDTA) priblizno 3ml. Monoukleari su izolirani odvajanjem s Ficollom
centrifugiranjem po gradientu gustoce po prethodno navedenom protokolu.

Za uzorak u kojem je ukupni broj stanica bio 2,6x10° /ml primjenjena je metoda
sortiranja protoCnim citometrom primjerena kada se radi o manjem uzorku obzirom
na vrijeme potrebno za sortiranje. Stanice su pripremljene u mediju za FACS (FACS

pufer=otopina PBS+0,5%FCS), nanaCin da se centrifugiraju na 12000kr/10".
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Sortiranje je izvedeno na Cytometru FACSAria (Becton Dickinson, P07800160),
obrada podataka je obavljena u softveru FACSDiva Version 6.0.

Na slikama 17, 18. i 19. prikazan je primjer separacije proto¢nim citometrom kod
jednog bolesnika.

Bolesnik 2: Op¢i podaci - 70 godina, muskarac

Dobiven uzorak 3,5ml aspirata koStane srzi; odreden ukupan broj stanica u
uzorku nakon fikoliziranja 2,6x10° stanica /ml.

Izolirani broj plazma stanica 100 000 stanica.
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Slika 17. Prva kontrola na proto€nom citometru. Prvi dotdijagram pokazuje
populaciju zZivih stanica u uzorku (crveno), u odnosu na mrtve stanice oznacene
propidijevim jodidom (PIl). Drugi dijagram prikazuje veli€inu populacije zivih stanica
(mononukleari). Treci dijagram prikazuje populaciju stanica obojanu APC-
protutijelom, koja se prikazuje i na histogramu.
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Slika 18. Druga kontrola na protonom citometru. Prvi dijagram pokazuje populaciju
zivih stanica u uzorku (crveno) obiliezenom s magnetskim kuglicama prije separacije
u odnosu na mrtve stanice oznacene propidijevim jodidom (PI). Drugi dijagram
prikazuje veli€inu populacije Zivih stanica s pojavom dviju populacija mononukleara.
Treéi dijagram prikazuje dvije populacije stanica obojane APC-CD138" protutijelom,
prikazane i na histogramu.
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Slika 19. Sortiranje stanica na protoénom citometru: Na prvom dijagramu vidi se
veli€ina uzorka Zeljene populacije stanica obiljezenih sa CD138-APC. Na drugom i
tre¢em dijagramu oznacena su podrucja ,vrata“ (engl. gate) kojim odredujemo Zeljnu
populaciju stanica prema opsegu (SSC-H; SS-W) i veli€ini (FSC-H; FSC-W). Na
Cetvrtom dijagramu vide se Zive stanice u uzorku (plavo) u odnosu na mrtve stanice
oznacene propidij jodidom (PI). Histogram i Sestidijagram prikazuje sortiranu
populacije stanica obojanu APC-CD138" protutijelom.
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3.5. Metoda lanc¢ane reakcije polimerazom

Metoda lan€ane reakcije polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR) je
metoda umnazanja odredenog odsjeCka DNA u in vitro uvjetima uz pomo¢ DNA
enzima polimeraze. PCR je brza, osjetljiva i specificna metoda (122). Od jedne kopije
DNA u PCR reakciji dobije se nekoliko bilijuna kopija (odnosno 2" kopija, gdje je ,n“
broj ciklusa reakcije). Ovaj je proces strogo kontroliran i ovisi o nizu ¢imbenika. Ne
postoji jedinstveni protokol reakcije PCR koji bi bio prikladan za svako umnazanje
odsjeCka DNA. Stoga je potrebno prethodno optimiziranje reakcije. Da bi se odredeni
odsjeCak DNA umnozio metodom PCR neophodno je poznavati slijed nukleotida
odsjeCka koji se umnaza. Ovaj slijed nukleotida sluzi za odabir pocetnica (engl.
primers) tj. kraja krac¢ih nukleotida koji predstavljaju granice (lijevo i desno) odsjecka
DNA koji se umnaza. Jedna pocetnica je komplementarna na 3' kraju odsjecka
jednog DNA lanca, a druga je pocetnica komplementarna na ' kraju drugog DNA
lanca. Odabir pocetnica je klju¢an za uspjeSnost metode PCR. PCR se izvodi u
prosjecno 30 do 40 ciklusa koji se sastoje iz tri faze: prvu fazu €ini denaturacija
dvostruke uzvojnice DNA na 95°C; drugu fazu c&ini sparivanje pocetnica (engl.
annealing temperature, Ta) na temp. 50-65°C i treéu fazu ¢&ini produljivanje DNA
lanca (engl. extension) na 72°C uz pomo¢ polimeraze. Reakcija se na kraju ohladi na

4°C.

LanCana reakcija polimerazom nakon obrnutog prepisivanja (engl. reverse
transcription PCR, RT PCR) metoda je kojom se na kalupu RNA sintetizira
jednolan€ana molekula DNA, cDNA (komplementarna DNA), koja se zatim

umnozava u PCR reakciji. Ova se metoda Cesto rabi u analizi ekspresije gena (120).
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U ovom slu€aju se RNA obrnuto prepiSe u cDNA koja ce biti upotrijebljena kao
uzorak za PCR. Na ovaj se nacin dokazuje ekspresija pojedinog gena u odredenom

tkivu ili stanici.

Lanana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (engl. Real-time PCR)ili
kvantitativni RT-PCR je pouzdana i precizna metoda za umnoZzavanje i kvantifikaciju
specificnih molekula mRNA. U ovoj su reakciji produkti obiljezeni fluorescentnom
bojom i mjeri se porast fluorescencije kao indikator koliCine umnoZenog PCR
produkta, na nacin da se u svakom ciklusu vrsi oCitavanje nastalog produkta. Ova se
metoda koristi za apsolutnu i relativhu kvantifikaciju DNA/RNA (120). U ovom radu
koriStena je relativna kvantifikacija za detekciju kolicine VEGF i MCP-1 transkripta u

odnosu na kontrolni transkript (engl. house-keeping gene) GPDH.

3.5.1. Izolacija RNA

Na CD138" obiljezenim stanicama izdvojenim upotrebom MS kolona i magnetskog
separatora, izolirana je RNA u cilju kvantificiranja ekspresije transkripta VEGF i MCP-
1 u kostanoj srzi.

RNA je izolirana iz smrznutih uzoraka aspirata koStane srzi novodijagnosticiranih
bolesnika sa mijelomom (prospektivha skupina) i kontrolne skupine bolesnika s
monoklonalnom gamapatijom, pohranjenih u mediju za oCuvanje i izolaciju RNA: 4M
gvanidin izotiocijanat u DEPC-H,0, 0,75M Na citrat-pH 7,0, 10% N-lauril-sakozil + 3

merkaptoetanol (50ml:0,36ml).
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Protokol ekstrakcije RNA iz uzoraka po protokolu za izolaciju RNA (Easy prep,

Takara, Japan) je slijedeci:

1.

2.

U 200 pyl homogenizata kostane srzi doda se 1ml RNAwiz.

Inkubira se na sobnoj temperaturi 5'.

Dodaje se 200 ul kloroforma, protrese 20 sekundi, inkubira na sobnoj
temperaturi 10'.

Centrifugira se na 10 000 okr/min, 15".

Odvoji se gornja (vodena) faza u novu epruvetu i dodaje 500 ul DEPC
(dietilpirokarbonat) tretirane vode.

Dodaje se 1 ml izopropanola, inkubira na sobnoj temperaturi 10'".
Centrifugira se na 10 000 okr/min, 15".

Odstrani se supernatant i talog ispere s 1ml 75% etanola, centrifugira
se 5' na 10000 okr/min, ukloni supernatant, osusi talog 30-tak minuta.
Resuspendira se talog u DEPC tretiranoj vodi; za otapanje zagrijati na

60°C /5'.

Nakon izolacije RNA je pohranjena na —30°C. Stupanj Cistoce i kvaliteta RNA se

provjerila na agaroznom gelu tretiranom 1% DEPC (slika 20). Potom se iz izolirane

RNA je napravljena reverzna transkripcija (prijepis RNA u cDNA).
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Slika 20. Uzorci RNA prikazani elektroforezom u agaroznom gelu (1% DEPC tretirani
gel, 5 ul RNA na gelu (od 60 pul eluata). Na slici su prikazani razli€iti primjeri izolata
RNA iz kostane srzi, koji se razlikuju po konzistenciji i koncentraciji RNA.

3.5.2. Reverzna transkripcija RNA

Reverzna transkripcija je radena sa komercijalnim kitom RT-PCR, AMV, ver.3,0
(Takara, Japan). Reakcijska shema za PCR za reverznu transkripciju je radena
prema preporuci proizvodaca:

Reakcijska shema reverzne transkripcije za 1 uzorak je:

MgCl; 6 pl
10 X RT buffer 3 ul
d NTP 3 Ml
RNAse inhibitor 0.75 i
Reverse transcriptase 0.75 i
Random 9 mers primer 1.5 ul

14
RNA 5-10 (8)ul
H.O ad 30 Ml

Ukupan volumen reakcijske smjese je 30 pl.

Pripremljena reakcijska mjeSavina s dodanim uzorcima RNA je pipetirana u 0,2 ml
PCR mikro tubice, te stavljena u klasi¢ni PCR uredaj (PTC-100™ Programmable

Thermal Controller - MJ Research Inc.).
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Reverzna transkripcija je radena po sljede¢em programu:
RT-PCR

1) 30°C 10"
2) 45°C 25'
3)99°C 5'
4)4°C 5'
5) END

Nakon zavrSene reverzne transkripcije dobivena cDNA je pohranjena na — 30°C.
3.5.3. RealTime PCR za odredivanje MCP-1

Real-Time PCR je raden na Real Time PCR uredaju Light Cycler 1.5 (proizvodac
ROCHE - Njemacka), s reagensima SYBR Premix Ex Taq (Perfect Real Time) -
proizvodaca (TAKARA BIO INC. — Japan). Za MCP-1 koristen je komercijalni Kit
LightCycIer®- Primer Set (Search LC, GmbH, Heidelberg, Njemacka, kat.br.
488109).

Reakcijska smjesa za Real-Time PCR je bila sljedeca:

Sybergreen 10 Ml
dH20 3.0 ul
Pocetnica G-6-PDH Primer mix 2 ul
cDNA 5 ul

X 20 ul

Pripremljena reakcijska mjeSavina s dodanom cDNA je odpipetirana u kapilarice,
centrifugirana, stavljena u okrugli rotirajuc¢i nosac (engl. carousal) te smjeStena u

PCR ureda,.

3.6.4. RealTime PCR za odredivanje VEGF

Real-Time PCR smo radili na Real Time PCR uredaju Light Cycler 1.5 (proizvodac
ROCHE - Njemacka), s reagensima SYBR Premix Ex Taq (Perfect Real Time) -

proizvodaca (TAKARA BIO INC. - Japan). Za GPDH Kkoristili smo pocetnice:
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GAPDH-5F ( engl.forward primer) CCACCCAGAAGACTGTGGAT, GAPDH-3R
(reverse primer) TTCAGCTCAGGGATGACCTT, a produkt je bio ~150pb; VEGF-F
(forward primer) AACCATGAACTTTCTGCTGTCTTG, VEGF-R (engl.reverse primer)
TTCACCACTTCGTGATGATTCTG, a produkt je bio ~150pb.

Reakcijska smjesa za Real-Time PCR je bila sljedeca:

Sybergreen 10 1]
dH,0 3.0 ul
GAPDH-5F pocetnica (forward primer) 0.4 ul
GAPDH-3R pocetnica (reverse primer) 0.4 ul
cDNA 5 ul
z 20 ul
Odnosno,
Sybergreen 10 ul
dH20 3.0 ul
VEGF-F pocetnica (forward primer) 0.4 ul
VEGF-R pocetnica (reverse primer) 0.4 Ml
cDNA 5 ul
z 20 ul

Pripremljena reakcijska mjeSavina s dodanom cDNA je odpipetirana u kapilarice,
centrifugirana, stavljena u okrugli rotirajuéi nosac (engl. carousal) te ulozena u Light-
Cycler.

Na slici 21. je primjer Real-time PCR krivulja umnazanja za VEGF i GPDH transkripte

iz RNA izolirane iz ukupnog aspirata kostane srzi i izolata plazma stanica.
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Slika 21. Primjer Real-time PCR krivulja umnazanja za VEGF i GPDH transkripte iz
RNA izolirane iz aspirata koStane srzi (slika a, b) i izolata plazma stanica u istog

bolesnika (slika c, d).
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3.6. Statisticka obrada

StatistiCka obrada je obavljena spomoc¢u raCunalnog programa SPSS 15.0 za
Windows. Za usporedbu razlika izmedu grupa, a obzirom na veli€inu uzorka koristeni
su parametrijski (t-test) i neparametrijski statistiCki postupci (Mann-Whitneyev U test).
Razlike na varijablama izraZenim u obliku frekvencija izracunate suy? -testom.
Prilikom obrade rezultata VEGF H-skora, MCP-1 H-skora i NF-kB H-skora formirane
su grupe prema medijanu.

Odnosi medu kontinuiranim varijablama ispitani su korelacijom. IzraCunat je
Pearsonov koeficijent korelacije.

Za analizu prezivljenja koriSten je Kaplan-Meierov postupak.

PreZivljenje bolesnika je pra¢eno od trenutka kada je dijagnosticirana bolest i
minimalno 24 mjeseca. Bolesnici su praceni u rasponu od 5 do 140 mjeseci
prosje¢no 46 mjeseci. Bolesnici su temeljem klinickog stadija bolesti svrstani u Cetiri
kategorije, a obzirom na odgovor na terapiju u skupine kompletne remisije, parcijalne
remisije, bez odgovora na terapiju, umrlih.

Razina statistiCke znacajnosti zaklju€ivanja je bila p<0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Klini€ko-patoloski podatci o bolesnicima s multiplim mijelomom

4.1.1. Klini¢ka obiljezja u ispitivanoj skupini bolesnika

U istraZivanje je uklju€eno 79 bolesnika. Dob ispitanika kretala se u rasponu od 42
do 90 godina, srednje vrijednosti 71,2£10,0. U naSih je ispitanika bio zastupljeniji
zenski spol 1,3:1 u odnosu na muski (tablica 8).

Tablica 8. Obiljezja ispitivane skupine prema spolu i dobi, zastupljenosti pojedinog
klinickog stadija i prema odgovoru na terapiju bolesnika s multiplim mijelomom (MM).

Obiljezja Bolesnici s MM
Muskarci 35 (44%)
Spol Zene 44 (56%)
M:Z 1:1,3
Dob Raspon 42-90
Medijan 75
Klinicki stadij
Stadij | 9 (12,3%)
Stadij IIA 24 (32,9%)
Stadij IIB 2 (2,7%)
Stadij 1A 27 (37,0%)
Stadij 1B 11 (15,1%)
Ukupno 73 (100%)
Odgovor na terapiju
Odgovorio/la 25 (67,6%)
Bez odgovora 12 (32,4%)
Ukupno 37 (100%)

U trenutku postavljanja dijagnoze MM najveci broj bolesnika bio je u klinickom stadiju

[IIA (tablica 8).
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Bolesnici su praceni u retrospektivnoj skupini u vremenu najmanje 24 mjeseca, od
trenutka postavljanja dijagnoze (N=60). Vrijeme prezivljenja se kretalo u rasponu od
5 do 140 mjeseci, srednja vrijednost je bila46+33,2 mjeseci, medijan 36 mjeseci.
Utvrdilo se da je 30 zivih (51%) i 29 umrlih (49%) (za jednog bolesnika se nije dobio

podatak o prezivljenju).

4.1.2. Patohistoloska i citoloSka obiljezja ispitivanih uzoraka

U biopticCkom uzorku je analiziran tip i postotak infiltrata plazma stanica u kostanoj
srzi koji je podijeljen u Cetiri kategorije. U kostanoj srzi nasSih bolesnika (N=72)
nacesce je bio zastupljen difuzni tip infiltrata u 31 uzorku (43,1%) u odnosu na ostale
tipove (nodularni N=10, 13,9%; intersticijski N=17, 23,6%; nodularni/intersticijski

N=14, 19,4%).

Procjenom zastupljenosti postotka infiltracije plazma stanica u kostanim biopsijama,
utvrdeno je da je u najve¢em broju slu€ajeva kostana srz bila ispunjena s 25-49%
mijelomskih stanica (31 bolesnik ili 42,5%) dok su ostali postoci bili zastupljeni u
manjem broju bolesnika (<25% u 13 bolesnika; 50-74% u 16 bolesnika i >75% u 13
bolesnika; N=73).

Rezultati citoloSke analize aspirata kostane srzi, koji obuhvacaju postotak
zastupljenosti i zrelost plazma stanica, prikazani su u tablici 9. Vidi se gotovo
podjednaka raspodijela bolesnika u skupini s <30% ili >30% infiltrata plazma stanica,

kao i neSto veci postotok zrelih oblika plazma stanica.
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Tablica 9. Citoloski nalaz zastupljenosti i zrelosti plazma stanica, te odnosa postotka
tumorskih stanica u kostanoj srzi i postotak srednje vrijednosti mijelomskih stanica u
kostanoj srzi bolesnika s obzirom na izgled plazma stanica u bolesnika s multiplim

mijelomom.
. . Ukupno
Plazma stanice u aspiratu (N/%)
_ >30 % 24 (57,1%)
Zastupljenost 42 (100%)
=30 % 18 (42,9%)
i & Zrele 37 (61,7%
Citoloska ( °°) 60 (100%)
obiljezja Atipi¢ne 23 (38,3%)
Plazma stanice X (%) +SD tp
36,9 21,6
Zrele t=2,930
o 55,4 26,6 p = 0,005
Atipicne
Plazma stanice u biopsiji koStane srzi
% Infiltrata Zrele Atipi¢ne
0-24 8 (22,2%) 2 (8,7%)
25-49 18 (50,0%) 7 (30,4%) x2=8,3;
s.s.=3
50-74 7 (19,4%) 6 (26,1%) p = 0,040
75-100 3 (8,3%) 8 (34,8%)
Ukupno 36 (100%) 23 (100%)

X-aritmeti¢ka sredina, SD-standardna devijacija; t-t-test; p-vjerojatnost
x* — hi-kvadrat; s.s. — stupnjevi slobode; p — vjerojatnost

Medusobnom usporedbom, odnosno statistiCkom analizom, citoloskih obiljezja iz
aspirata kostane srzi i nalaza infiltrata plazma stanica u kostanoj biopsiji naden je
znacajno veci postotak tumorskog infiltrata (<50%) u sluajevima kad je mijelom
sadrzavao atipi¢ne plazma stanice, kao Sto to prikazuje tablica 9 (t-test=2,93;
p=0,005).

Isto tako je uoCena i povezanost izgleda plazma stanica i postotka tumorskih

infiltrata, prikazano u tablici 9.
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Testiranjem podudarnosti postotka tumorskih plazma stanica u uzorku aspirata i

biopsiji koStane srzi uo€ena je statistiCki znacajna korelacija (r= 0,4, p<0,05).

4.2. Rezultati imunohistokemijske analize

Imunohistokemijski je utvrdena srednja gusto¢a malih krvnih zila (MVD) u stromi te PI
(proliferacijski indeks), izrazaj VEGF, MCP-1 i NF- B/p65 u tumorskim stanicama
MM.

Medutim, pregledom obojenih preparata primjeceno je da se osim na plazma
stanicama analizirani proteini eksprimiraju u razli€itom intezitetu i na drugim
elementima kosStane srzi, kao npr. na stanicama hematopoeze, stanicama strome i
mikrookoli$a srZzi.

Izrazaj VEGF uocen je u citoplazmama: endotelnih stanica, glatkih miSi¢nih stanica
krvnih Zila, osteoklasta, prekursora granulocita, eritrocita, megakariocita kao i u vidu

zrnaca slobodno u ekstracelularnom matriksu (slika 23).
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Slika 23. Detalji bojenja VEGF u kostanoj biopsiji bolesnika s multiplim mijelomom. a)
Prisutnost citoplazmatskog obojenja u endotelu krvnih zila na povecanju x200. b)
Ekspresija VEGF u citoplazmama ostalih stanica hematopoeze, eritronima i
megakariocitu, x200. c) Ekspresija VEGF u miSic¢nici krvne Zile u preparatu dvojnog
bojanja, uz vidljive oznaCene plazma stanica (crvene membrane) na povecanju x600.
d) Ekspresija VEGF u citoplazmama ostalih stanica hematopoeze, eritronima i
megakariocitu, na povecanju x600.

MCP-1 protein u kostanim biopsijama uoCavao se u citoplazmama stanica i
slobodan u ekstracelularnoj stromi kostane srzi. Bojenje je veéinom bilo fino zrnato
(granulirano). U pojedinim stanicama koStane srzi kao npr. u makrofagima granula su
vec¢inom bila vrlo intenzivho obojena dok su druge stanice hematopoeze, npr.

megakariociti, stanice mijelopoeze, osteoblasti, opéenito pokazivale slabiji intezitet i

vecu varijabilnost u obojenju izmedu pojedinih uzoraka kostanih biopsija (slika 24).
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Slika 24. Detalji bojenja MCP-1 u kostanoj biopsiji bolesnika s multiplim mijelomom.
a) Prisutnost citoplazmatskog obojenja u makrofagu (strelica), x600. b) Ekspresija
MCP-1 u citoplazmama ostalih stanica hematopoeze, eritronima i megakariocitu
(strelica), x600. c) Ekspresija MCP-1 u, eritronima i osteoblastima uz koStanu
gredicu, x600. d) Ekspresija MCP-1 u stromi kostane srzi kao i u misicnici i endotelu
krvne Zile (strelica), na povec¢anju x600.

Bojenje NF- B/p65 podjedinice je procjenjivano kao nuklearni (u nastavku
oznacenog nNF- B/p65) i citoplazmatski (u nastavku oznacenog cNF-B/p65)
izrazaj. Citoplazmatsko obojenje, u razliCitom intezitetu, se opaZalo u plazma
stanicama kao i u ostalim stanicama hematopoeze (eritroni, mijelopoeza,

megakariociti) te stanicama mikrookoliSa srzi (osteoblasti, endotelne stanice, glatke

miSi¢ne stanice) (slika 25).
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Slika 25. Detalji bojenja NF- B/p65 u kostanoj biopsiji bolesnika s multiplim
mijelomom. a) Prisutnost citoplazmatskog obojenja u osteoblastima uz gredicu, x600.
b) Ekspresija NF- B/p65 u citoplazmi endotelnih stanica i miSiénici krvne Zile, x600.
c) Ekspresija NF-B/p65 u citoplazmama ostalih stanica hematopoeze, eritronima,
x400. d) Ekspresija NF- B/p65 u citoplazmi megakariocita, na poveéanju x600.

4.2.1. Vrijednosti srednje gusto¢e malih krvnih zila, proliferacijskog indeksa,
VEGF, MCP-1 i NF- B /p65

Pregledom biopsija obojenih s CD34 opcenito je uofeno da uzorci s veéim
nodularnim ili difuznim infiltratima mijelomskih stanica sadrze u pravilu vecéi broj
krvnih zila koje su smjeStene unutar same tumorske mase. Medutim, u uzorcima s
intersticijskim ili manjim nodularnim tipom infiltracije broj krvnih zila je bio maniji i
pretezno lokaliziran na tumorskim rubovima. Broj krvnih Zila odreden kao MVD na 78

uzoraka MM (uz povecanje x400) iznosio je 18,8%+1,4. Proliferacijska aktivnost

odredena je ekspresijom biljega Ki67 i iskazana kao Pl na 79 uzoraka MM prosje¢no
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je iznosila 2,0+0,4. Primjetilo se da opseZnije tumorske infiltrate prati visi PI, koji se
moze uociti CeSce pri pojavi atipiCnih plazma stanica u uzorku. Znacajno je veca
proliferacijska aktivnost uo€ena u ostalim stanicama hematopoeze prisutnim u srzi,
Sto je oCekivana znacajka koStane srzi.

Kao §to je opisano u metodama procjena imunohistokemijski obojanih preparata na
VEGF, MCP-1 i NF-B/p65 vrSila se odredivanjem histo-skora (H-skor). Srednja
vrijednost H-skora VEGF je iznosila 121,6£11,4 (N=77), a MCP-1 200,5+9,2 (N=78).
Vrijednost H-skora cNF- B/p65 je iznosila 161+9,2, a nNF-B/p65 prosjecno
22,1+2,0. Statisticki je utvrdena znacajna povezanost nuklearne i citoplazmatske
ekspresije NF-B/p65 (r=0,64, p<0,01). Sve vrijednosti analiziranih parametara

imunohistokemijskom metodom navedene su u tablici 10.

Tablica 10. Deskriptivni statistiCki parametri za ispitivane imunohistokemijske

varijable.

Statisticki parametri MVD K67 MCP-1 VEGF nNF-kB  cNF-kB
Aritmeticka sredina 18,81 2,01 200,46 12158 2215 161,92
Standardna pogreska 137 035 925 1140 272 9,23
aritmeticke sredine

Medijan 16,75 1,00 206 9400 1400 179,00
Mod 11,30 0,00 300 4 0 58
Standardna devijacija 12,10 3,15 81,69 100,07 23,99 81,55
Raspon 60,15 16,00 288 300 124 286
Minimum 200 0,00 12 0 0 10
Maksimum 62,15 16,00 300 300 124 296

4.2.2. Usporedba imunohistokemijski utvrdenih parametara

Rezultati korelacije izmedu ispitivanih imunohistokemijskh parametara prikazani su u

tablici 11. Tako se vidi negativna korelacija izmedu MVD i VEGF (r=-0,35, N=76),
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odnosno veci broj krvnih Zila u tumoru je pratio nizi H-skor VEGF utumorskim

stanicama (slika 26). Negativna korelacija je takoder utvrdena izmedu nNF-kB/p65 i

VEGF (r=

jacoj VEGF ekspresiji (slika 26).

-0.32, N=76), naime niza nuklearna ekspresija nNF-kB/p65 je uoCena pri

Jaca citoplazmatska ekspresija cNF-kB/p65 udruzena je s jatom nuklearnom

ekspresijom nNF-kB/p65 te one znac¢ajno koreliraju (r=0,6, N=76).

Tablica 11. Korelacije izmedu ispitivanih imunohistokemijskih varijabli.

Imunohistokemijske varijable

MVD
Ki67
MCP-1
VEGF
nNF-kB
Pearson ** p <0.01

Ki67
-0,07

£0,00 =

40,00 = L

MvD

20,00 =

0,00 =

a

VEGF

MCP-1

0,11
0,12

VEGF

VEGF nNF-kB
-0,35** 0,12
-0,20 0,17
-0,01 0,06
-0,32**

cNF-kB

0,11
-0,08
-0,08
-0,19
0,64**

300

200=

100=

nNF-kB

Slika 26. Prikaz negativne korelacije izmedu: a) H-skora VEGF i srednje gustoce
malih krvnih zila (MVD), (r=-0,352, p=0,002, N=76) i b) H-skora VEGF i nuklearnog
H-skora NF-kB/p65 (nNF-kB/p65, (r=-0,32, p=0,002, N=76).
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Kad su uzorci pregrupirani u dvije skupine, s visokim i niskim vrijednostima prema
medijanu (skupina s visokim (iznad medijana) odnosno niskim vrijednostima (ispod
medijana)) primjenom x? —hi-kvadrat testa dobivene znad&ajnosti su potvrdene; za

MVD i VEGF prikazano u tablici 12. te za VEGF i nNF-kB/p65 u tablici 13.

Tablica 12. Odnos izmedu visokog i niskog VEGF i srednje gustoce malih krvnih Zila

(MVD).
MVD
VEGF
Niski Visoki ,

X" =177,

Niski 11 (29,7%) 25 (64,1%) s.s. =1
p = 0,006

Visoki 26 (70,3%) 14 (35,9%)

Ukupno 37 (100%) 39 (100%)

x* — hi-kvadrat; s.s. — stupnjevi slobode; p — vjerojatnost

Tablica 13. Odnos izmedu skupine s niskim i visokim VEGF i u odnosu na skupinu s
visokim i niskim nNF-kB.

nNF-kB o VEGF o
Niski Visoki =75
Niski 13 (35,1%) 27 (69,2%) s s =
Visoki 24 (64,9%) 12 (30,8%) p = 0,006
Ukupno 37 (100%) 39 (100%)

x° — hi-kvadrat; s.s. — stupnjevi slobode; p — vjerojatnost

Promatra li se odnos MVD prema ostalim imunohistokemijski odredivanim biljezima
uoCava se udruzenost s ekspresijom nNF-B/p65 (p<0,001), cNF-kB (p<0,005), kao i
udruzenost s Pl (p=0,05). Ekspresija n/cNF- B/p65 je zna¢ajno visa u zrelim plazma
stanicama u odnosu na atipicne za razliku od proliferacijske aktivnosti koja je

znacajno visa s pojavom atipicnih plazma stanica, u odnosu na zrele plazma stanice.
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Pri tom je uoCena i znaCajna obrnuta udruzenost VEGF i cNF-B/p65 na nacin da

vise vrijednosti VEGF prate niZe vrijednosti cNF- B/p65 (x>=4,3, p<0,038) tablica 14.

Tablica 14. Odnos izmedu skupine s niskim i visokim VEGF i u odnosu na skupinu s
visokim i niskim cNF-kB.

VEGF
cNF-kB
Niski Visoki
iski isoki =43
Niski 13 (35,1%) 24 (61,5%) s.s. =1
p = 0,038

Visoki 24 (64,9%) 15 (38,5%)
Ukupno 37 (100%) 39 (100%)

x? — hi-kvadrat; s.s. — stupnjevi slobode; p — vjerojatnost

4.2.3. Rezultati odnosa ispitivanih patohistoloskih parametara i klinic¢kog
stadija bolesti

Analiziran je odnos izmedu svih parametara koji su ukljuceni u studiji, a to su
patoloski: gusto¢a tumorskih infiltrata i zrelost plazma stanica; imunohistokemijski:
MVD, VEGF, MCP-1, NF-kB i Ki67, PI te klini¢ki: stadij bolesti i odgovor na terapiju.

UoCila se znacajna povezanost MVD s postotkom zahvacenosti kostane srzi
tumorskim stanicama tj. veci broj krvnih Zila opaza se u uzorcima s veé¢im postotkom

infiltracije kostane srzi (r=0,49, p<0,001) slika 27.
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Slika 27. Povezanost izmedu srednje gusto¢e malih krvnih zila (MVD) i postotka

tumorskih stanica u kostanoj srzi (r=0,5; p<0,001).

Takoder je ekspresija n/cNF- B/p65 bila zna€ajno viSa u zrelim plazma stanicama u

odnosu na atipiCne za razliku od proliferativne aktivnosti koja je znac¢ajno visa s

pojavom atipi¢nih plazma stanica, u odnosu na zrele plazma stanice (tablica 15).

Tablica 15. Srednje vrijednostiimunohistokemijskih parametara s obzirom na

citoloski nalaz plazma stanica.

PLAZMA STANICE
IMUNOHISTOKEMIJSKE

Zrele Atipicne

VARIJABLE X sD X sD

MVD 18,0 10,7 20,7 15,1

Ki67 1,6 2,9 3.1 3,5
MCP-1 195,5 84,1 212,3 76,2
VEGF 115,7 97,8 136,4 106,5
ANF-B 26,5 26,2 11,2 11,4
cNF-kB 178,1 76,9 120,8 80,3

X-aritmeti¢ka sredina, SD-standardna devijacija; t-t-test; p-vjerojatnost
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Odgovor na terapiju je znac¢ajno povezan s MVD, na nacin da bolesnici skupine bez

odgovora na terapiju imaju vi$e vrijednosti MVD (x?=3,8, p=0,05) tablica 16.

Tablica 16. Odnos izmedu odgovora na terapiju u bolesnika s multiplim mijelomom i
srednje gustoce malih krvnih zila (MVD).

Odgovor na terapiju

MVD X% P
Bez odgovora Odgovorili
Niski MVD 5(41,7%) 20 (80,0%) = 38:
Visoki MVD 7 (58,3%) 5 (20,0%) s.s. =1
Ukupno 12 (100%) 25 (100%) P =005

x> — hi-kvadrat; s.s. — stupnjevi slobode; p — vjerojatnost

Nadalje, usporedbom klinickog stadija bolesti i ekspresije imunohistokemijski
odredivanih biljega u bolesnika u klinickom stadiju Il (koji je ukljuCivao IlIA i IlIB)
dobile su se znacajno viSe vrijednosti MVD (22,2+14,1, p<0,01), a u istoj su skupini
opazene i viSe vrijednosti proliferacijskog indeksa koje su blizu statisticke zna€ajnosti

(2,4%3,6, p=0,06) (tablica 17).

83


http://www.clicktoconvert.com

This watermark does not appear in the registered version - http://www.clicktoconvert.com

Tablica 17. Prosje€ne vrijednosti imunohistokemijskih varijabli i postotka tumorskih
stanica u kostanoj srzi s obzirom na klini¢ki stadij.

Klinicki stadij
Imunohistokemijske il 1
varijable i % tumorskih tp
stanica u kostanoj srZi X SD X sSD
MVD 14,5 7.1 222 141 t=2,9:p=0,005
Ki67 1,9 2.9 24 36 t=0,6:p=0,6
MCP-1 2024 70,8 1985 89,2 t=0,2:p=0,8
VEGF 1369 977 1116 1027 t=1,1:p=0,3
NE-B 186 194 256 286 t=1,2:p=0,2
oNF-kB 1605 82,6 1637 81,3 t=0,2:p=0,8
% tumovrskih .stavn.ica u 40,6 234 47,9 255 t=1,2:p=0,2
kosStanoj srZi
Imunohistokemijske Klinicki stadij _
varijable i % tumorskih ! it _
stanica u koStanoj srzi Z P
X SD X SD
MVD 15,7 7,7 18,8 12,3 z=0,4,p=0.7
Ki67 0,7 14 2.4 34 z=2,5,p=0,012
MCP-1 1940 645 2012 82,9 z=0,4,p=0.7
VEGF 1311 1075 1227  100,3 z=0,2,p=0,8
NF-KB 216 196 223 254 z=1,2,p=0,9
oNF-kB 188,9 714 1583 825 z=1,1:p=0,3
% tumorskih stanica u 28.9 15,6 46,4 24.9 z=1,9;p=0,051

kostanoj srzi
X-aritmetiCka sredina, SD-standardnadevijacija; t-test; z -z-vrijednost za Mann-
Whitneyev test; p-vjerojatnost.

Preraspodjelom bolesnika i promatranjem udruzenog Kklinickog stadija Il i Il

primjeceno je da se u uzorcima tumora bolesnika u klinicCkom stadiju Il i Il nalazi
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znacajno visa proliferativna aktivnost (p=0,012), kao i da isti bolesnici imaju znac¢ajno

veci postotak tumorskog infiltrata u koStanoj srzi (p<0,051) tablica 17.

4.2.4. Odnos ispitivanih patohistoloskih parametara, klini¢kih pokazatelja

bolesti, odgovora na terapiju i prezivljenja bolesnika

Analizom prezivljenja bolesnika, koji su uklju€eni u ovu studiju, utvrdila se njegova
znacCajna povezanost s oCekivanim parametrom kao Sto je to odgovor na terapiju

(p<0.05) (slika 28).

ODGOVOR NA
TERAPIJU

0,8

0,44

kumulativno prezivljavanje

0,2+

0,0

T T T T
0 25 50 75 100 125
prezivljenje/mjeseci

Slika 28. Prezivljenje bolesnika obzirom na odgovor na terapiju. Bolesnici iz skupine
koja je odgovorila na terapiju ulaskom u kompletnu, parcijalnu remisiju ili minimalnim
terapijskim odgovorom imaju znacajno dulje prezivljenje u odnosu na bolesnike bez
odgovora na terapiju (p<0.05).

Nadalje, pokazalo se znacCajno kraée prezivljenje bolesnika s infiltratima atipi¢nih

plazma stanica (p<0,05) (slika 29).
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Slika 29. Prezivljenje bolesnika obzirom na zrelost plazma stanica. Opaza se
znacajno duze prezivljenje bolesnika s infiltratima zrelih u odnosu na zastupljenost
atipi€nih plazma stanica (p<0,05).

Medutim, poseban interes bilo je utvrditi mogucu povezanost izmedu prezivljenja i
imunohistokemijskih parametara analiziranih u ovoj studiji. Tako je statisticki
dobiveno zna€ajno duzZe, odnosno znacajno veca vjerojatnost preZivljavanja (X=79,3

mjeseci) u bolesnika s nizim vrijednostima MVD, u odnosu na one bolesnike koji

imaju manju vjerojatnost prezivljenja (x = 43,3 mjeseci) kod vecih vrijednosti MVD

(p=0,04) (slika 30).

kumulativno prezivljavanje

Slika 30. Prezivljenje bolesnika obzirom na nisku (ispod medijana) odnosno visoku
(iznad medijana) vrijednost srednje gusto¢e malih krvnih zila (MVD), (Log Rank

° o °
in T T

kumulativno prezivljavanje

o
N
I

0,0

Nuklearni gradus

|1 zrele plazma stanice
|1 atipicne plazma stanice
+ zrele plazma stanice-
cenzorirani
-4 atipicne plazma
stanice-cenzorirani

o

T T
50 75

prezivljenje/mjeseci

T
100

T
125

0,2

0,0

MVD
— I 1NISKO
—1VISOKO
-+ NISKO-cenzorirani
-+ VISOKO-cenzorirani

T T
50 75

prezivljenje/mjeseci

(Mantel-Cox) x= 4,2; s=1; p=0,04).
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Posebno je uofeno neocCekivana povezanost izrazaja NF-B/p65 i prezivljenja.
Bolesnici s viSim vrijednostima cNF- B/p65 u prosjeku su prezivjeli 80,8 mjeseci, dok
oni s niskim vrijednostima cNF-B/p65 48,2 mjeseca. Dulje prezivljenje bolesnika s

visokim vrijednostima cNF- B/p65 bilo je na granici statistiCke znacajnosti (slika 31)

(p=0,056).
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Slika 31. Ukupno prezivljenje bolesnika obzirom na cNF-B/p65 i VEGF. a) Ukupno
prezivljenje obzirom na visoke i niske vrijednosti cNF-B/p65. b) Ukupno prezivljenje
obzirom na visoke i niske vrijednosti VEGF (p = 0,07).

Medutim, nije se uocila zna€ajna povezanost Pl tumorskih stanica i prezivljenja. Nije
nadena ni znacCajna razlike u duljini preZivljenja s obzirom na visoku i nisku razinu
VEGF, iako postoji tendencija duzeg prezivljavanja kod niskog VEGF (Breslow hi-
kvadrat=3,1; ss=1; p=0,07) (slika 33).

Da bi ispitali kako se na osnovi imunohistokemijskih varijabli, postotka tumorskih
stanica u kosStanoj srzi te dobi i spola ispitanika moze predvidjeti odgovor na terapiju
koriStena je binarna logisticka regresijska analiza. Rezultatl su prikazani u tablici 18.

Znacajne prediktorske varijable su cNF-kB i dob ispitanika. Temeljem toga moze se

zakljucCiti da je znacCajno veca vjerojatnost da cCe starije osobe kao i bolesnici sa
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znacajno visokim cNF-kB (skupina sa vrijednostima iznad medijana) odgovoriti na
terapiju (neovisno o nacinu odgovora tj. kompletnom, parcijalnom remisijom ili

minimalnim terapijskim odgovorom).
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Tablica 18. Rezultati binarne logistiCke regresijske analize za predvidanje odgovora

na terapiju.
PREDIKTORI B SE. Wald ss. 0
MVD 004 007 03 1 0.6
Ki67 0.4 0.3 28 1 0.1
MCP-1 0,005 0008 04 1 0.5
VEGF 0,007 0008 06 1 0.4
nNF-kB 01 008 26 1 0.1
cNF-«B 002 0,01 40 1 0,045
% tumorskih stanica
u kostanoj srzi -0,02 0,02 0,5 1 0,5
SPOL 23 12 36 1 0.1
DOB 0,2 0.1 44 1 0,035

Na osnovi koristenog skupa prediktorskih varijabli za 85,7% ispitanika mozZe se to¢no
klasificirati odnosno reéi odgovaraju li na terapiju ili ne. To je za 35,7 % bolje u
odnosu na slu€ajno pogadanje (koje za 2 grupe iznosi 50%). ToCnija je klasifikacija
ispitanika koji odgovaraju na terapiju (95,7% toénih klasifikacija), nego onih koji ne

odgovaraju na terapiju (66,7% to€nih klasifikacija).
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4.3. Vrijednosti VEGF i MCP-1 analizirane u plazmi

4.3.1. Vrijednosti VEGF i MCP-1 analizirane u plazmi

Vrijednosti VEGF i MCP-1 odredivane su u plazmi 39 bolesnika ELISA metodom.
Temeljem klini€kih nalaza u bolesnika je postavljena sumnja na multipli mijelom u
trenutku pohrane plazme, a u konacnici je u 19 slu€ajeva postavljena dijagnoza MM.
U preostalih 20 bolesnika dijagnosticirana je monoklonalna gamapatija (N=11) ili
dijagnoza van skupine plazmastani¢nih bolesti (N=9). Kao kontrolna skupina za
potrebe daljnjih analiza koristena je skupina bolesnika s Kklini€kim obiljezjima
monoklonalne gamapatije (N=8), jer je bila najadekvatnija za usporedbu, tablica 19.
UocCena je znacCajna razlika u koncentraciama VEGF u skupini bolesnika s
mijelomom u odnosu na kontrolnu skupinu, odnosno u novodijagnosticiranih
bolesnika s mijelomom znacajno su viSe vrijednosti VEGF u plazmi u odnosu na
skupinu bolesnika s monoklonalnom gamapatijom.

Tablica 19. Usporedba aritmetiCcke sredine koncentracija u ispitivanoj skupini za
VEGF i MCP-1.

VEGF MCP-1
Mijelomi, N=19 71,9 pg/ml 101,2 pg/ml
Kontrolna skupina, N=8 38,5 pg/ml 74,4 pg/ml
Ukupno, N=27 p>0,05 p<0,05

Srednja vrijednost VEGF u plazmi bolesnika s MM iznosila je 71,9+27,7 pg/ml, a za
MCP-1 srednja vrijednost je bila 101,2+83,9 pg/ml. UoCena je njihova medusobna

statistiCki znacajna povezanost (r=0,59; p=0,009), (slika 32).
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Slika 32. Povezanost izmedu koncentracije VEGF i MCP-1 u plazmi (r=0,6;

p=0,009).

4.3.2. Plazmatske koncentracije VEGF i MCP-1 u plazmi bolesnika s multiplim
mijelomom u odnosu naimunohistokemijske i patohistoloSke parametre te
klinicka obiljezja

Korelacijom vrijednosti iz plazme dobivenih ELISA metodom za VEGF i MCP-1, u
odnosu na imunohistokemijski odredivane varijable VEGF, MCP-1, Ki67, c/nNF-kB
nije uoCena znacajnost na razini p<0,05.

Postotak tumorskih stanica zna€ajno je bio povezan s vrijednostima VEGF u plazmi
na nacin da su bolesnici s viSim vrijednostima VEGF u plazmi imali veci postotak
infiltrata u srzi (slika 34). Ista povezanost se uocila izmedu vrijednosti MCP-1 i
postotka infiltrata u srzi slika (slika 33). ViSe vrijednosti MCP-1 u plazmi su pratile

veci postotak tumorom infiltrirane srzi.

91


http://www.clicktoconvert.com

This watermark does not appear in the registered version - http://www.clicktoconvert.com

E 100 = E 100 =
3 3
E i L E f ]
75
3 g
z " z
& 7
z z
X " X
& &
f f
g : 2 ;
= =
EE T T T | EE T T | T
2500 50,00 75,00 100,00 125,00 0,00 100,00 200,00 300,00
3 ELISA VEGF b ELISA MCP1

Slika 33. Korelacija zahvacenosti koStane srzi s VEGF i MCP-1 u plazmi bolesnika
odredene ELISA metodom. a) Vece vrijednosti VEGF u plazmi (pg/ml) prate veci
postotak tumorskih stanica u kostanoj srzi (r=0,52; p=0,05). b) Pozitivha udruzenost
MCP-1 (pg/ml) i postotka tumorskih stanica u kostanoj srzi (r=0,53; p=0,05).

Takoder je utvrdeno da bolesnici s klinickim stadijem | i Il, u odnosu na one u

klinickom stadiju Ill imaju znacajno vise koncentracije VEGF u plazmi dok za MCP-1

takva udruzenost nije nadena (tablica 20).

Tablica 20. Plazmatske vrijednosti VEGF i ELISA MCP-1 u odnosu na klinicki stadij.

Klinicki stadij I, Il Klinicki stadij Il
VEGF (pg/ml) Medijan 33,7 22-48 Median 58,6 44-90 p=0,001
MCP-1 (pg/ml) Medijan 77 42-121 Median 75,4 8-299 NS
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4.4. Relativne vrijednosti mMRNA VEGF i mRNA MCP-1 iz aspirata koStane srzi

bolesnika odredene Real Time PCR

MmRNA VEGEF je relativho kvantificirana u odnosu na kontrolni gen kuéepazitelj (engl.
house keeping gen) GAPDH (GAPDH - gliceraldehid aldehid 3 fosfat dehidrogenaza)
u ukupno 24 uzorka. U svim analiziranim uzorcima dokazana je ekspresija mRNA
VEGF. Real Time PCR su odredene relativne vrijednosti mMRNA VEGF u 16 uzoraka
aspirata kostane srzi bolesnika s MM, u 1uzorku separacijom izdvojenih plazma
stanica i u 7 uzoraka kontrolne skupine. Dobiveni rezultati relativne kvantifikacije
prikazani su na slici 34 gdje se moze uocCiti da su se relativhe vrijednosti omjera
mRNA VEGF/GPDH za bolesnike s MM kretale u rasponu od 0-169 dok su u

kontrolnoj skupini vrijednosti bile u rasponu 1 -11,5.
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Slika 34. Graficki prikaz relativnih vrijednosti mMRNA VEGF u novodijagnosticiranih
bolesnika s multiplim mijelomom (MM) i u kontrolnoj skupini. a) Vrijednost omjera
mRNAVEGF/ GAPDH za bolesnike s MM. Kockicom je oznagena ( ) relativna
vrijednost omjera mRNA VEGF/GPDH populacije Cistih stanica bolesnika 11. b)
Relativne vrijednosti omjera mRNA VEGF u kontrolnoj skupini.
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Relativne vrijednosti mMRNA VEGF podijeljene prema medijanu i raspon odredivanih
vrijednosti su prikazane u tablici 21. Premda se moze uociti da su vrijednosti mMRNA
VEGF viSe u bolesnika s MM u odnosu na kontrolnu skupinu rezultati nisu statisticki
znacajni. Srednja vrijednost omjera mRNA VEGF/GAPDH je za skupinu
novodijagnosticiranin mijeloma iznosila 29,6+54,36 dok je u kontrolnoj skupini
iznosila 5,95+4,25 testiranjem razlika srednjih vrijednosti nije uoCenaznacCajnost

(p=0,09).

Tablica 21. Vrijednosti mMRNA VEGF u ispitivanoj skupini.

MRNA VEGF MEDIJAN RASPON P UKUPNO (N)
Multipli mijelom, 3,71 0-169 NS 17
Kontrolna
_ 55 1-11,5 NS 7
skupina
Ukupno (N) 24

Nadalje, kada smo usporedili dobivene vrijednosti mMRNA VEGF u oboljelih od MM s
ostalim kliniCkopatoloskim parametrima nije se utvrdila znaCajna povezanost mRNA
VEGEF s ispitivanim imunohistokemijski odredivanim parametrima (Ki67, VEGF, MVD,
MCP-1, c/nNF-kB /p65), VEGF i MCP-1 u plazmi, te kliniCkopatoloSkim
karakteristikama.

Real Time PCR odredene su relativne vrijednosti mRNA MCP-1 u odnosu na gen
kucéepazitelj HG-6-PDH (HG-6-PDH; humani glukoza -6- fosfat dehidrogenaza). RT-
PCR transkripcija kontrolnog HG-6-PDH gena dokazana je u 21 uzorku od toga je
mRNA MCP-1 dobivena u 5 uzoraka od 13 bolesnika s MM, te u 5 uzoraka od 8

uzoraka kontrolne skupine, prikazano na slici 35.
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Slika 35. Graficki prikaz relativnih vrijednosti omjera mRNA MCP-1/HG-6-PDH. a)
Vrijednosti omjera mRNA MCP-1/HG-6-PDH u novodijagnosticiranih bolesnika s
mijelomom. MoZe se uociti da u izolatu stanica bolesnika pod rednim brojem 46 nije
detektiran MCP-1 dok je detektiran u aspiratu koStane srzi istog bolesnika.b)
Vrijednosti omjera mMRNA MCP-1/HG-6-PDH u kontrolnoj skupini.

U tablici 22 prikazane su vrijednosti omjera mRNA MCP-1/HG-6-PDH.

Vidi se da su vrijednosti u skupini oboljelih od MM niZe sa srednjom vrijednosti
10,7£15,0 u odnosu na kontrolnu skupinu gdje je srednja vrijednost iznosila
24,8+31,9. Obzirom na mali broj uzoraka, provedena je samo bazi¢na statisticka
analiza rezultata, dok je usporedba s ostalim prametrima bila ograniCena brojem

dobivenih podataka.
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Tablica 22. Vrijednosti omjera mRNA MCP-1/HG-6-PDH u ispitivanoj skupini.

MCP1/HG-6-PDH

bolesnik 6 28
bolesnik 32 <1
bolesnik 33 <1
bolesnik 46 3
bolesnik 57 1
kontrola 18 19.9
kontrola 25 8,6
kontrola 29 5,7
kontrola 31 1,3
kontrola 48 541

Kao zaklju€nu statistiCku analizu primjenili smo analizu grupiranja u koju smo ukljucili
imunohistokemijski analizirane parametre te vrijednosti parametara odredivanih u

plazmi i vrijednosti mMRNA za VEGF.

Primjenjenom analizom se utvrdio trend grupiranja bolesnika u dvije skupine.
Obiljezja prve skupine bolesnika ukljuCuju: visoke vrijednosti mMRNA VEGF, visoke
vrijednostin/cNF-k B te niske vrijednosti MVD i VEGF u koStanoj srzi, niske
vrijednosti VEGF i MCP-1 u plazmi, a druge skupine: niske vrijednosti mMRNA VEGF,
niske vrijednosti n/cNF-kB te visoke vrijednosti VEGF i MCP-1 u plazmi, visoki MVD i

VEGF u kostanoj srzi, prikazano na slici 36.
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Slika 36. Slika prikaza analize grupiranja prema ispitivanim parametrima mRNA
VEGF, n/cNF-kB, ELISA VEGF, ELISA MCP-1, VEGF H-skor i MVD, u 14 oboljelih.

Analiza grupiranja (engl. clusteranalysis) je potvrdila uoene odnose izmedu

ispitivanih parametara.
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RASPRAVA

IstraZivanja novijeg datuma u podru¢ju MM usmjerena su na signalne puteve i
proteine Cija je aktivacija i uovom malignom oboljenju prepoznata. Cilj ovog
istrazivanja bio je utvrditi znacaj izrazaja NF-kB u patogenezi MM. Preciznije receno,
cilj je bio utvrditi ekspresiju p65 (RelA), podjedinice obitelji NF-kB, kao Sto je uvodno
spomenuto, u sklopu angiogeneze kroz ekspresija VEGF i MCP-1 u MM. Dosadasnja
istrazivanja, koja se prvenstveno odnose na utvrdivanje mutacije NF-kB u ovoj
bolesti, utvrdila su visoku ekspresiju aktiviranog oblika ovog signalnog proteina kao i
abnormalnosti ovog gena u stanicama multiplog mijeloma(122). Medutim,
mehanizam djelovanja i prognosticki znacaj NF-kB, koji je u brojnim studijama na
razli¢itim tumorima prepoznat, u MM nije u cjelosti razjasnjen.

Rezultati ovog istrazivanja su potvrdili varijabilnu ekspresiju NF-kB/p65, kako na
nivou citoplazme tako i same jezgre mijelomskih stanica. Potrebno je prokomentirati
znacaj subcelularne lokalizacije ovog signalnog faktora. Pri tome je bitno ponoviti da
se mehanizam signalne transdukcije zasniva na Cinjenici da se NF-kB dimeri vezu i
translociraju u jezgru gdje reguliraju transkripciju gena. Znacaj detekcije razliCite
subcelularne lokalizacija ovog proteina, u citoplazmi ili jezgri tumorske stanice, ostaje
jos$ nejasan. U literaturi postoje brojni radovi (79,96,105), na razli€itim tumorskim
modelima u kojima se pokusSalo imunohistokemijski detektirati NF-kB u tumorskim
stanicama i utvrditi njegov znacaj. Pri tome se navodi tzv. konstitutivna NF-kB
aktivacija koja je udruzena s nuklearnom ekspresijom, a moguce je uvjetovana
alteracijama gena za NF-kB ili IkB. Takve kromosomske aberacije su uoCene u
brojnim hematopoetskim i solidnim tumorima (123). Odnosno konstitutivno visoke

razine nuklearne aktivnosti NF-kB su opisane u razli¢itim tipovima tumorskih stanica
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kao posljedica uzlazne konstitutivne aktivacije kinaza ili mutacije inaktiviranog IkB.
Detekcija aktiviranog NF-kB u adenokarcinomu gusterace je medu prvim radovima o
konstitutivnoj aktivaciji NF-kB u humanim karcinomima (124). Aberantna nuklearna
lokalizacija NF-kB je opazena u karcinomu dojke i karcinomu prostate (125-126).
Ovakve su promjene uocCenei u Hodgkinovom limfomu te akutnojlimfoblasti¢noj
leukemiji u djece gdje je pojatana ekspresija NF-kB prognosticki nepovoljna (127). U
ovom istrazivanju nije se mogla potvrditi udruzenost nuklearne ekspresije NF-kB/p65
s losijom prognozom bolesnika s MM, medutim utvrdena je statistiCkiznacCajna
povezanost citoplazmatske ekspresija NF-kB/p65 i bolje prognoze. Bolesnici u kojih
je uoCena veca citoplazmatska ekspresija NF-kB/p65 na mijelomskim stanicama
pokazali su bolji odgovor na terapiju, odnosno imali su dulje prezivljenje. Moguce
objasnjenje je da je kumuliranje citoplazmatskog NF-kB/p65 posljedica manje
aktivacije NF-kB pa time i povoljnije prognoze oboljelih. In vivo modeli na karcinomu
gusteracCe, jajnika i debelog crijevasu pokazali da inhibicija NF-kB povecava
efikasnost antitumorskih lijekova (124,128,129). Smatra se da NF-kBinhibicija
prevenira kemorezistenciju tumora. Stoga bi razvoj NF-kB inhibitora mogao povecdati

efikasnost brojnih antitumorskih lijekova.

Aktivacija NF-kB moze biti inducirana djelovanjem citokina, kemokina, faktora rasta,
adhezijskim molekulama, antigenim receptorima, ili drugim molekularnim putevima.
Za uzvrat NF-kB takoder regulira gensku ekspresiju brojnih od navedenih faktora,
uklju€ujuéii molekule koje ga mogu aktivirati (npr. TNFa) ili inhibirati (npr. /kBa). Na
taj se nacin formira pozitivnai negativha povratna sprega. Primjerice, tumor-

supresorski gen CYLD je identificiran kao negativni regulator NF-kB (130). CYLD se
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veze na IKKy ipritom inhibira fosforilaciju i degradaciju IkB. Na taj nacin NF-kB
ostaje u citoplazmi. Nasuprot tome inhibicija CYLD pojagava aktivaciju NF-kB i time
potiCe napredovanje raka u obiteljima oboljelih od cilindromatoza (130). NF-kB/p65
udruzen je i s proteinom ING4, koji nastaje transkripcijom tumor-supresorgena. U
glijalnim tumorima je ovaj protein potisnut. Odnosno §to je veci gubitak njegove
proteinske ekspresije to je glijalni tumor agresivniji. Obrnuto, pojatana ekspresija
ING4 inhibira angiogenezu moguce inaktivacijom NF-kB gena (130).

Osim udruzenosti s boljom prognozom rezultati ove studije pokazuju da postoji i
korelacija citoplazmatske ekspresije NF-kB i stupnja zrelosti plazma stanica. Naime,
u zrelijih je plazma stanicaveca, a u plazmablasti¢noj transformaciji manja i
citoplazmatska i nuklearna NF-kB ekspresija. 1z dosada reenog moglo bi se
zakljuciti da bi slabije diferencirani mijelomi, obzirom na manju citoplazmatsku
ekspresiju NF-kB, mogli imati bolju prognozu. Medutim, nasi rezultati pokazuju da to
nije pravilo obzirom da su bolesnici sa slabije diferenciranim mijelomima vec¢inom
imali jaCe zahvacenu koStanu srz tumorom i loSiju prognozu kao Sto se to opisuje i u
literaturi (131). Rezultati navode na zaklju¢ke da procijena ekspresije NF-kB u
tumorskim stanicama imunohistokemijskom analizom zasigurno nije jednostavna ni
dostatna za procijenu aktivacije ovog signalnog proteina koji se vrlo brzo sintetizira i
razgraduje unutar stanice.

U ovom radu nije vrSena usporedba ekspresije NF-kB u razli€itim plazma stani¢nim
diskrazijama, od rektivnih do neoplasti¢nih lezija. Medutim, treba ukratko spomenuti
znacaj NF-kB u upalnom i imunoloSkom odgovoru koji mogu prethoditi malignoj
transformaciji. Tako je na nekoliko eksperimentalnih modela u miSeva opisana

udruzenost NF-kB a ktivnosti u upali, karcinogenezi i progresiji karcinoma (99).
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Studije na Mdr2-nock out miSevima su pokazale spontani nastanak kolestatskog
hepatitisa i posljedicno hepatocelularni karcinom s potvrdenim znacajem NF-kB u
progresiji hepatocitne lezije (124). Rezultati dobiveni na ovom modelu injemu
slicnima ukazuju da se aktivnhost NF-kB moze uociti u upalnim bolestima koje su
povezane s povecanim rizikom progresije u malignu leziju. Osim toga utvrdena je
njegova uloga u transformaciji preneoplasticnih lezija do karcinoma plu¢a i u
karcinomu prostate u kojoj se prema njemu moze predvidjeti ishod tumora, odnosno
prognoza (132,133).

Osnovno pitanje koje se postavlja je koji su to molekularni mehanizmi djelovanja NF-
kB? Uloga NF- B u tumorima je prepoznata na nekoliko razina. Kao $to je uvodno
reCeno ukljuCuje regulaciju apoptoze, povezanost s procesom angiogeneze u
tumorima, regulaciju stanicnog ciklusa kao i induciranja kemo- odnosno radio-
rezistencije. U ovom istrazivanju cilj je bio povezati NF-kB s angiogenim
C¢imbenicima, medutim kratko treba navesti i neke od prethodno spomenutih
mehanizama.

Brojne su studije pokazale antiapoptoti€énu ulogu NF- B u normalnim i malignim
stanicama. Zna se da NF-kB inhibira apoptozu indukcijom antiapoptoti¢nih proteina i
supresijom proapoptoti¢nih gena (134). UoCena konstitutivna aktivacija NF-kB u
brojnim malignim tumorima §&titi tumorsku stanicu od apoptoti€nih podrazaja,
ukljuCujuéi antitumorsku terapiju. To je svojstvo uoceno ex juvantibus, jer nekolicina
antitumorskih lijekova koji stimuliraju NF-kB a ktivaciju potencijalno dovode do
kemorezistencije. NF- B suprimira apoptozu indukcijom ekspresije brojnih proteina s
izrazenom antiapoptotiCkom aktivnoS¢u uz istovremeno djelovanje na ekspresiju ili

aktivnost proapoptotic¢nih proteina. Prvi dokazi inhibitornog efekta NF- B na apoptozu
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uoCeni su analizom RelA -/- knockout miSeva koji su umirali u vrijeme 15-16 dana
gestacije zbog masivne hepatalne apoptoze (135). Analiza ekspresije NF- B u
multiplom mijelomu pokazala je do sada da silazna regulacija ekspresije inducira
apoptozu (134).

Treba spomenuti zna€aj NF-kB i u regulaciji stani¢nog ciklusa. U ovom istrazivanju
utvrden je niski proliferacijski indeks mijelomskih stanica, kao $to je literaturno
poznato (136), koji nije bio udruzen s ekspresijom NF-kB. Medutim, treba navesti da
NF- B promovira stanicni rast uzlaznom regulacijom transkripcije ciklina D koja je
povezana s hiperfosforilacijom Retinoblastom gena te tranzicijom kroz G1 do S faze
stani¢nog ciklusa i inhibicijom apoptoze (137). NF- B regulira transkripciju katalitiCkih
telomeraznih podjedinica u miSa (138). NF- B je konstitutivno aktiviran u
Hodgkinovim tumorskim stanicama, gdje njegovom inhibicijom blokiramo njihov rast
(139). Postoje studije (132,133) koje potvrduju znacaj aktiviranog NF- B u regulaciji
proliferacije normalne i neoplastiCne stanice. Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da
kljuéni mehanizam djelovanja transkripcijskog faktora u mijelomskim stanicama

zasigurno ne predstavlja poticanje stani¢nog ciklusa.

Do sada je prvenstveno bilo govora o posljedicama aktivacije NF- B u mijelomskim
stanicama, medutim kratko treba spomenuti i ulogu stromalnih elementa u
navedenim mehanizmima. U nasSim istrazivanjima utvrdena je ekspresija NF- B na
razli€itim elementima srzi, od stanica hematopoeze, do stromalnih kao npr.
osteoblasta, osteoklasta, makrofaga, endotelnih stanica i glatko miSi¢nih stanica.
Ekspresija je bila varijabilno zastupljena u citoplazmi i jezgri ovih stanica ukazujuéi na

aktivnost NF- B kroz mogudi autokrini i parakrini uc€inak. Tako je pokazano da
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adhezija mijelomskih stanica sastromalnim elementima srzi poti¢e NF- B ovisnu
uzlaznu regulaciju i transkripciju IL-6, faktora rasta i antiapototicko djelovanje u
samom tumoru (140). Nadalje, NF-kB regulira ekspresiju intracelularne adhezijske
molekule 1 i vasklularne adhezijske molekule 1; koje su znacCajne za tumorsko
metastaziranje i losu prognozu. Cini se da u multiplom mijelomu tumorske stanice
djeluju na rezidualni okoli$ srzi eksprimirajuci signale koji povratno utjecu na stanice
mijeloma. Direktan kontakt dovodi do aktivacije NF-kB u stanica mijeloma i
stromalnim stanicama, a NF-kB aktivaciia u samom MM doprinosi progresiji
tumorskog rasta, adhezije, preZivljenja tumorskih stanica, tumorske angiogeneze i

eventualno sposobnosti metastaziranja.

Kao Sto je spomenuto prepoznata je uloga NF- B u regulaciji tumorske angiogeneze
koju smo u ovom istrazivanju pokus$ali utvrditi kroz sekretornu aktivnhost VEGF i MCP-
1 u mijelomima imunohistokemijskom analizom i odredivanjem koncentracije
proteina u plazmi. Rezultati istrazivanja koji se baziraju na imunohistokemijskoj
analizi su pokazali znaCajno vecu ekspresiju NF- B u citoplazmi i jezgri u tumorima s
nizim VEGF, te znafajno nizu ekspresiju MCP-1 u mijelomima s veéom
citoplazmatskom ekspresijom NF-kB. Moguce objasnjenje ovakvih rezultata je tzv.
mehanizam negativhe povratne sprege. Naime, stanice s vecom produkcijom,
stvorenog i jednog i drugog citokina, koja se moze interpretirati jaCom
citoplazmatskom ekspresijom proteina u tumorskim stanicama, obiljeZene su slabijim
izrazajem transkripcijskog faktora i obrnuto. Potvrdu ovakve pretpostavke trebalo bi
traziti u utvrdivanju genske ekspresije NF-kB, odnosno sveukupne sinteze odredenog

proteina u mijelomu. Rezultati grupiranja bolesnika podupiru ovakvu pretpostavku
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obzirom na €injenicu da se u skupini bolesnika s visokim vrijednostima nuklearne i
citoplazmatske NF-kB nalaze i oni s visokim vrijednostima mRNA VEGF.
UocCena povezanost na imunohistokemijskoj razini nije se potvrdila usporedbom
vrijednosti citokina odredenih u plazmi bolesnika s ekspresijom NF- B u mijelomskim
stanicama. Moguci razlog dobivenih rezultata je Cinjenica da u sekreciji navedenih
citokina doprinose velikim dijelom stromalni elementi i druge stanice prisutne u
kostanoj srzi. A promatramo li izolirano tumorske stanice bitan je i doprinos ukupne
tumorske mase, sto je i potvrdeno u dobivenim rezultatima.
Rezultati ovog istraZivanja u skladu su s literaturnim podacima (141-144) u kojima je
na modelu kulture misjih embrionskih fibroblasta i na stani¢nim linijama opisana NF-
B regulirana sekrecija nekih citokina poput VEGF, MCP-1 i IL-6. Nadalje, utvrdeno
je da blokiranjem NF- B sekrecija MCP-1 opada za gotovo 60% (145)i da se

smanjuje produkcija IL-6 (146).

Aktivacija NF- B potiCe rast, prezivljenje i rezistenciju mijelomskih stanica na
kemoterapeutike i u mikro okoliSu srzi te predstavljaju okvir za kliniCke studije novih
terapeutika koji bi ciljano djelovali na NF- B u MM (147). Pristupi koji koriste
viSestruke terapijske ciljeve i u konacnici blokiraju i kemokine bi u buduénosti trebali
pruziti bolji terapijski odgovor u bolesnika s mijelomom jer djeluju istovremeno
protektivnim efektom na koStani mikro okoli§ i na MM stanice, uz aktivaciju

osteoklasti¢ne aktivnosti (91).

Nakon dokaza o znacaju angiogeneze u solidnim tumorima potvrdena je njezina

vaznost i u hematoloskim novotvorinama pa tako i u mijelomu (29). Uloga
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angiogeneze u patogenezi mijeloma do sada je ne samo prepoznata vec i
implementirana u terapiji ovih bolesnika (74,121). Sukladno navedenom brojne su
studije testirale hipotezu o udruZenosti pojaane angiogeneze u kostanoj srzi s
nepovoljnim ishodom u bolesnika s MM.

Po wuzoru na brojne druge autore (54-55,59-60) procijenjivali smo stupanj
angiogeneze u mijelomu odredivanjem MVD. U literaturi se on pokazao znacajnim
prognostiCkim parametrom za prezivljenje bolesnika s mijelomom (148-150). Tako su
Rajkumar i sur. (29) medu prvima utvrdili da bolesnici s pove¢anim brojem krvnih Zila
u koStanoj srzi imaju krace preZivljenje u odnosu na bolesnike s manjim MVD.
Dobiveni rezultati u ovom istazivanju takoder su pokazali znaCajnu povezanost
izmedu veceg MVD i kradeg prezivljenja bolesnika s MM. Osim toga uocCena je i
povezanost izmedu MVD i odgovora na terapiju, Sto je takoder opisano u literaturi
(29). Naime, bolesnici koji su postigli remisiju (kompletnu ili parcijalnu), a u nasoj
skupini i bilo kakav odgovor na terapiju imali su znaajno manje krvnih Zila u kostanoj
srzi odnosno nize vrijednosti MVD.

Neke studije su pokazale da stupanj angiogeneze progresivno raste u spektru
plazmastani¢nih poremecaja od MGUS, SMM do MM (59-61). Istrazivanje u ovoj
disertaciji, kao $to je prethodno re€eno, nije imalo za cilj pratiti stupanj angiogeneze
kroz progresiju plazma stani¢nih diskrazija. Medutim, svrha je bila, izmedu ostalih
cilieva istrazivanja, utvrditi povezanost MVD i samog stadija bolesti u MM. Rezultati
su potvrdili prisutnost veceg broja krvnih Zila u koStanim uzorcima bolesnika s viSim
klinickim stadijem. Ovakvi rezultati ukazuju na zna€aj angiogeneze u patogenezi

multiplog mijeloma.
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Medutim, mehanizam kojim je regulirana angiogeneza u mijelomu nije u potpunosti
jasan. Zna se da stanice mijeloma lu€e angiogene citokine i razliCite faktore rasta.
Brojne studije (62-65) suistrazivale odnos MVD i citokina poput VEGF i utvrdile su
korelaciju koja je sukladna njihovoj znacajnoj ulozi u procesu angiogeneze u
mijelomu.

U ovom je radu uoCen inverzan odnos MVD i protienske ekspresije VEGF, odnosno u
bolje vaskulariziranim tumorima dobivena je manja ekspresija VEGF na tumorskim
stanicama. Rezultati su u suprotnosti sa studijama na animalnim modelima razlicitih
tipova tumorskih stanica koje su pokazale da prekomjerna ekspresija VEGF rezultira
ubrzanim tumorskim rastom i pojaCanom vaskularizacijom (151). Takoder je
dokazano smanjenje angiogeneze i pojava nekroze tumora nakon blokiranja VEGF
kao i nekih drugih citokina i time je potvrdena njihova centralna uloga u angiogenezi
(121). VEGF je po brojnim autorimaklju¢na molekula procesa angiogeneze
(152,153).

Kumar i sur. (121) pokazali da ekspresija VEGF, bFGF i njihovih receptora nije
znacajno razli¢ita izmedu MGUS, SMM, te MM $§to su i pokazali na razini mRNA. U
ovom istrazivanju, iako na malom uzorku, utvrdene su razlike u srednjim
vrijednostima VEGF mRNA izmedu bolesnika s MM u odnosu na kontrolnu skupinu.
Veca srednja vrijednost ekspresije mMRNA VEGF dobivena je u bolesnika s MM,
medutim bez statistiCke znacajnosti. Odsutstvo statisticke znaajnosti se moze
tumaciti velikim rasponom rezultata, te slicnim medijanima dobivenih vrijednosti.
Medutim, svakako treba spomenuti da poja¢anaregulacija mRNA VEGF u tumorskim
stanicama pojedinih mijeloma zasigurno ima znacaj u patogenezi ove bolesti sto se

mora daljnim istrazivanjem utvrditi.
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U sklopu utvrdivanja uloge VEGF znacajne su dobivene plazmatske vrijednosti ovog
citokina. VEGF u plazmi ispitanika znacajno je viSi u odnosu na kontrolnu skupinu.
Rezultati Kumar i sur. (121) sugeriraju da uzlazna regulacija VEGF i bFGF u
pojedinacnoj plazma stanici nije presudna u indukciji angiogeneze u plazma
stani¢nim poremecajima. Nadalje, u svojem radu pokazuju da uocCeni stupnjeviti
porast MVD s progresijom bolesti moze biti povezan barem dijelom ako ne u cijelosti
s kumulativnim angiogenim efektom ostvarenim povecanjem broja plazma stanica, tj.
povec¢anjemtumorske mase, prije nego pojacanom ekspresijom VEGF/bFGF u
pojedinacnoj plazma stanici. Rezultati dobiveni u ovom istraZivanju idu u prilog ovim
tvrdnjama obzirom da je u nasih ispitanika uoCena statistiCki znaCajna povezanost
postotka zahvacenosti kostane srzi tumorom.

Istiautori (121) su dosli do zakljuCka da pozitivha sprega povecane tumorske mase
rezultira poja¢anim lu¢enjem VEGF, bFGF i vice versa, $to u osnovi amplificira
proces angiogeneze, no nije naravno jedini pokreta€ tog procesa. Isto se mozZe uociti
kroz rezultate dobivene u ovom istrazivanju; pokazalo se da su vrijednosti VEGF u
plazmi znaCajno povezane s postotkom infiltrata ukosStanoj srzi. Obrnuto
proporcionalan odnos imunohistokemijski odredivanih vrijednosti MVD i VEGF
(prethodno spomenut) govori da u tumorima poput mijeloma, gdje se ne moze
govoriti o solidnoj tumorskoj masi kao niti o izlozenosti tumorskih stanica zna€ajnoj
hipoksiji, ne dolazi do induciranja angiogeneze preko VEGF - HIF (engl. hypoxia
inducible factor) sprege. Na taj se na¢in moze objasniti inverzan odnos VEGF i MVD,
odnosno iz dobivenih je rezultata vidljivo da kada je prisutan veci broj krvnih Zila niza

je ekspresija VEGF u tumorskim stanicama.
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Naravno da ovi mehanizmi nisu jedinstveni i opisani iskljuivo u mijelomu, ve¢ se
opazaju i u drugim tumorima poput leukemija ili karcinoma mokrac¢nog mjehura (154-
155). Ria i sur. (156) su zakljucili da autokrino posredovani putevi aktivacije VEGF u
MM ne djeluju neovisno od parakrinih stimulacija, drugim rije€ima plazma stanice su
podlozne i ovisne o stromi, tumorskom mikrookoliSu s kojim ostvaruju sinergisticki
u€inak. Aktivirana stroma stimulira plazma stanice. Na eksperimentalnim je modelima
pokazano da inhibicija VEGFR-2 efikasnije djeluje od inhibicije ekstracelularnog
VEGF, te da ima ucinak gotovo jednak ablaciji VEGF genske ekspresije prikazanom
u murinom modelu mati¢nih stanica (157). VEGFR-2 se u radovima nekih autora
pokazao kao kljuéno mjesto za kontrolu proliferacije, mitogenog potencijala kao i
migratorne sposobnosti u vanstaniénom matriksu (158,159). Stoga se izvode
zakljucci da u MM plazma stanice zajedno sa stanicama ekstracelularnog matriksa
(misli se pritom na stanice strome) utvrduju specificne gradijente VEGF u mikro
okruzenju koStane srzi koji posreduju autokrino i parakrino reguliranoj stimulaciji
stanica mijeloma. U prikazanimrezultatima ekspresija mRNA VEGF je viSestruko
pojaCana kada imamo izdvojenu populaciju tumorskih stanica, bez ostalih elemenata
srzi, $to mijenja kontekst prethodno izre€enog (podudarno s nasim rezultatima), jer
implicira da je proizvodnja VEGF dominantno uvjetovana plazma stani¢nom

ekspresijom.

Kumar i sur. (121) su prikazali rezultate heterogene ekspresije VEGF u stanicama
mijeloma istog bolesnika, sa samo pojedinacnim grupama tumorskih stanica koje
eksprimiraju doti¢ni citokin. Ta je opservacija u skladu s nasSim opaZanjima gdje
pojedinacne tumorske stanice unutar istog tumora eksprimiraju razliCite razine

intenziteta obojenja pa je stoga uprocjeni koriSten sistem skoriranja. Time se
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potvrduju teorije u kojima se postulira nastanak angiogenog fenotipa kao ishodista
aktivacije procesa angiogeneze u tumorima opcenito pa tako i u MM. U rezultatima
ovog istraZivanja moze se uoCiti da postoji znaCajnarazlika u vrijednostima VEGF
dobivenim iz plazme bolesnika (premda detektiranih unutar raspona vrijednosti koji
se detektiraju i u zdravih osoba) u odnosu na kontrolnu skupinu. To je potencijalno
iskoristivo u klinickom pracenju bolesnika obzirom da vrijednosti VEGF detektirane u

plazmi koreliraju s postotkom tumorom zahvacene kostane srzi.

Bilo bi zanimljivo utvrditi koji dio krvnih Zila je nastao procesom angiogeneze od
preegzistirajucih krvnih Zila procesom remoodeliranja, a koji vaskulogenezom unutar
istog tumora da se uocCi mijenja li se udio pojedinog nacina vaskularizacije ovisno o
morfologiji maligne plazma stanice.

Iz literature je poznato da je plazmablasti€na morfologija nepovoljan prognosticki
bilieg (160). Analizom rezultata ovog istrazivanja utvrdilo se da je prisutnost atipi¢nih
plazma stanica znafajno udruzena s veéim brojem krvnih Zila. No, prisutnost
atipi¢nih plazma stanica je udruzena i sa slabijim odgovorom na terapiju te vec€im
postotkom tumorskog infiltrata u koStanojsrzi kao i s kra¢im preZivljenjem, $to je u
skladu s prethodno izrecenim.

U radu Vacce i sur. (161) promatran je i evaluiran angiogeni potencijal plazma
stanica izdvojenih iz srzikoristei te st korioalantoicne membrane (engl.
chorioallantoic membrane CAM assay), kojim su pokazali ve¢u angiogenu aktivnost
stanica srzi izoliranih u bolesnika s aktivnim MM za razliku od stanica izoliranih u
bolesnika s inaktivnom boles¢u ili MGUS. Istovremeno je pokazano da je prisutan
veci broj endotelnih prekursora u srzi aktivnih mijeloma za razliku od onih koji su

tretirani ili u srzi bolesnika s MGUS, te normalnom koStanom srzi. Inhibitori VEGFR-2
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bi se prema prethodno izreCenom mogli pokazati efikasnima u bioloSkom vodenju
MM ciljajuci istovremeno na plazma stanice i novonastale krvne Zile (156,162). No,
ukupni znacaj angiogeneze misljenja sam da je uzro€no povezan s progresijom
plazmastanicnih diskrazija koje polako evoluiraju tijekom vremena od diskretnih
plazmocitoza preko MGUS, SMM, te MM. Cinjenica je da je ,angiogeni switch“ o
kojem se tako puno govori neosporan te da ima vrlo vjerojatno presudnu ulogu u
progresiji mijeloma. To podupiru radovi (54-56) k oji su argumentirali da rizik od
progresije solitarnog plazmacitoma u mijelom znacCajno raste s porastom
angiogeneze (156). Trenutak u kojem maligne plazma stanice mijenjaju svoja
angiogena svojstva i gubitak normalnih angiogenih inhibitora je vjerojatno onaj u
kojem se naruSava ravnoteza izmedu pro- i anti-angiogenih ¢imbenika.

Naravno, nije sve tako jednostavno jer pitanje tumorske mase, diferenciranosti
tumora preko morfoloskih obiljezja tumorskih stanica dodatno mijenja perspektivu
kako smo pokazali. Mozemo zakljuCiti da je angiogeneza u multiplom mijelomu,
utvrdena kao srednja gustoca krvnih Zila, znacajno veca u mijelomima koji pokazuju
veci postotak plazma stanica u kostanoj srzi i koji sadrze atipi¢ne plazma stanice.
JaCa angiogeneza nalazi se u bolesnika s viSim klinickim stadijem bolesti, onima koji
slabije odgovoraju na terapiju i koji imaju krace prezivljenje. Ekspresija VEGF, MCP-
1 i NF-kB u mijelomskim stanicama, kao i plazmatska koncentracija citokina VEGF i
MCP-1 nisu povezane sa srednjom gustocom krvnih Zila.

Zna se da su brojne molekule, citokini, faktori rasta i adhezijske molekule ukljuc¢ene
u autokrine i parakrine interakcije izmedu malignih plazma stanica i drugih elemenata
koStanog mikrookoliSa, osobito stromalnih stanica, endotelnih stanica, osteoblasta i

osteoklasta (163). Tako angiogeni faktor VEGF proizvode i same plazma stanice, u
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kojima je aktivnost produkcije VEGF modulirana brojnim drugim faktorima poput IL-6
ili MCP-1, Sto je pokazano u ovom i u radovima drugih autora ( 136,140). Ovi
Cimbenici potiCu autokrinu stimulaciju VEGF/VEGFR-1 puta (164). No, znacajan je i
parakrini u€inak koji je posredovan stimulacijom rasta i proliferacije plazma stanica
kao i njihove migratorne sposobnosti (MCP-1), a ostvaren je preko produkcije VEGF

u stanicama strome (8,136,165).

Opce je prihvaceno da leukociti migriraju kao odgovor na gradient odredenog
kemokina kao i da njihova kona&na pozicija ovisi 0 izvoru kemokina (166). Ovakva
uloga MCP-1 je potvrdena u istraZivanjima pomocu testova mikrokemotaksije
(167,168). Rupert i sur. (169) su pokazali da je u bolesnica s ovarijalnim tumorima
koncentracijaMCP-1 u plazmi znac€ajno niZza nego u ascitesu. ObjaSnjavaju to

efektom hipoksije na ekspresiju MCP-1 i migraciju monocita.

Ukoliko je ekspresija MCP-1 modulirana stupnjem oksigenacije tkiva oCekuje se da
se MCP-1 i VEGF pona$aju na sli¢an nacin sto je uo¢eno u ovom istrazivanju. Neki
su autori (169) pokazali da MCP-1 uzlazno regulira ekspresija HIF gena koji potom
inducira ekspresiju VEGF. To je u suglasju s nasSim rezultatima kojima se utvrdila
povezanost MCP-1 i VEGF u plazmi bolesnika. Naime, vrijednosti MCP-1 i VEGF u
plazmi zna€ajno su povezane $to se moze objasniti ovisnoSc¢u aktivacije oba biljega
o hipoksiji. Medutim odsutstvo transkripcije mMRNA MCP-1 u mijelomskim stanicama,
koje je potvrdeno u ovom istrazivanju, iskljuCuje znacajnu ulogu samih tumorskih
stanica u produkciji ovog kemokina. Odnosno moze se utvrditi da MCP-1 u

mijelomima nije vodeci faktor onkogeneze.
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Cinjenica da aktivirana B stanica moZe migrirati zasluga je proinflamatornih citokina
poput TNFa (170,171). Nadalje, to je ishodiSte pretpostavke da su citokini znacajni
za transmigratorne procese u mijelomu. Zna se da brojne tumorske stanice posjeduju
sposobnost lu¢enja kemokina (172,173) kao i da eksprimiraju receptore kemokina. U
kulturama humanih stanic¢nih linija dokazano je da mijelomske stanice mogu biti
privu€ene brojnim kemokinima koje izluCuju endotelne stanice koStane srzi(174).
Nadalje pokazano je da stanice mijeloma mogu proizvesti CCL1 (175). U svojem
radu Johrer i sur. su microarray analizom pokazali da TNFa inducira uzlaznu
regulaciju MCP-1 u stanicama mijeloma, $to nadalje korelira s njihovom migratornom
sposobnosc¢u (176). Druge studije (177-179) su pokazale da i ostale stanice koStane
srzi kao npr. endotelne, stromalne stanice, monociti i limfociti T proizvode MCP-1,
MCP-2 i MCP-3. To se potvrdilo i ovim radom jer je imunohistokemijski ekspresija
MCP-1 detektirana u svim navedenim elementima. Endotelne stanice i stromalne
stanice srzi promoviraju neposrednu migraciju mijelomskih stanica kao odgovor na
poviSeni kemotaktiCni gradient Sto bi moglo biti objasnjenje lokalizacije tumora u

koStanoj srzi.

MCP-1 je prepoznat kao proangiogeni kemokin s doprinosom u neovaskularizaciji
nekih malignih bolesti (180,181), koja je vjerovatno regulirana VEGF (182). Direktnu
povezanost izmedu ekspresije MCP-1 u mijelomskim stanicama i MVD u kostanoj
srzi nismo dokazali. Ovakav rezultat nije u suprotnosti s moguc¢im proangiogenim
djelovanjem ovog kemokina, koja je vjerojatno povezana s angiogenim ucinkom i
drugih stanica srzi osim tumorskih. Ovoj pretpostavci ide u prilog i nalaz vecée
koncentracije ovog kemokina u plazmi bolesnika s ve¢im tumorskim infliltratom, koji

su pak pokazivali vecée vrijednosti MVD.

112


http://www.clicktoconvert.com

This watermark does not appear in the registered version - http://www.clicktoconvert.com

U nekim je tumorima pokazano da visoke razine MCP-1 koreliraju s uznapredovalim
stadijem bolesti (183). Takvu povezanost u mijelomu mi nismo uogili, ali kao §to je
prethodno navedeno MCP-1 u plazmi je korelirao s veéim postotkom tumorskih

stanica u srzi.

Znacaj MCP-1 uocCen je i u progresiji mijeloma s litiCkim lezijama kostiju na mjestima
deponiranja tumorskih stanica. Utvrdeno je da bolesnici s brojnim koStanim lezijama
imaju znacajno visSe vrijednosti kemokina (184). Naime, poput mijelomskih stanica i
osteoklasti su privuCeni kemokinima. Nadalje kemokini stimuliraju osteoklasti¢nu
aktivnost posredstvom pojacane ekspresije RANKL u stromalnim stanicama (185), a
potom se RANKL veze za osteoklasni RANK stimulirajuci kostanu resorpciju (186).
U rezultatima imunohistokemijske ekspresije MCP-1 u ovom radu uodili smo
ekspresija ovog kemokina u osteoklastima koja je vrlo Cesto bila izrazenija u odnosu
na tumorske stanice. Ovakva opazanja sugeriraju autokrinu stimulaciju osteoklasta

Sto bi u patogenezi mijeloma moglo biti od znacaja.

Zaklju€no moZzemo navesti da je ovim istraZzivanjem potvrdena znacCajna uloga
angiogeneze u patogenezi mijeloma i da je ista udruzena s loSijom prognozom.
Udruzanost aktiviranog NF- B s ekspresijom VE GF najvjerojatnije ukazuje na
njegovo  poticanje proangiogenih svojstava mijelomskih stanica. Povecéane
koncentracije oba citokina, a posebno VEGF predstavljau potencijalni novi biljeg u
pracenju bolesnika.

Rezultati statistiCke analize grupiranja izdvojili su skupinu bolesnika s tumorima

razliCitih molekularnih svojstava i moguce prognoze.
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U sklopu razvijanja novih terapijskih pristupa kod MM i straZivanja ovog tipa su

ishodiste za razvijanje novih terapijskih strategija u molekularnoj biologiji MM.
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ZAKLJUCCI

1. Potvrdena je varijabilna citoplazmatska ekspresija oba ispitana citokina - VEGF
i MCP-1, kao i varijabilna citoplazmatska te nuklearna ekspresija NF-kB u
stanicama mijeloma.

2. Ekspresijac/nNF-kB vec¢a je u zrelim plazma stanicama, nego li u slabije
diferenciranim stanicama.

3. Postoji udruzenost izmedu ekspresije oba citokina i ekspresije NF-kB: niza
ekspresija VEGF udruzena je s ve¢om i citoplazmatskom, i nuklearnom NF-kB
ekspresijom, dok niza ekspresija MCP-1 korelira samo s viSom
citoplazmatskom ekspresijom NF-kB.

4. U uzorcima stanica kostane srzi utvrdene su varijabilne vrijednosti mMRNA VEGF
i MCP-1 koje nisu znacajno povezane s ispitivanim parametrima angiogeneze.

5. Plazmatske vrijednosti citokina, VEGF i MCP-1 znac¢ajno su viSe u bolesnika s
multiplim mijelomom u odnosu na kontrolnu skupinu. Nadalje, plazmatske
vrijednosti navedenih citokina su viSe u bolesnika s jaCim infiltratom tumorskih
stanica u kostanoj srzi, odnosno u bolesnika s viSim stadijem bolesti.

6. Angiogeneza u multiplom mijelomu, utvrdena kao srednja gustoéa krvnih Zila,
znacajno je vecéa u mijelomima koji pokazuju veci postotak plazma stanica u
kostanoj srzi i koji sadrze atipiCne plazma stanice. JaCa angiogeneza nalazi se
u bolesnika s viSim kliniCkim stadijem bolesti, onima koji slabije odgovoraju na
terapiju i koji imaju krace preZivljenje.

7. Ekspresija VEGF, MCP-1 i NF-kB u mijelomskim stanicama, kao i plazmatska
koncentracija citokina VEGF i MCP-1 nisu povezane sa srednjom gustoé¢om

krvnih Zila.
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PRILOG I

Popis skraéenica

MM- multipli mijelom

SMM — Smoldering multiple myeloma (Suljaju¢i multipli mijelom)
IMM — indolentni multipli mijelom

MGUS - monoclonal gammapathy of unknown significance (monoklonalna
gamapatija nepoznatog znacenja)

POEMS SY — Polineuropatija, Organomegalija, Endokrine abnormalnosti, M-
komponenta, Skin changes (promjene na kozi)

NHL — non Hodgkinov limfom

SZO - Svjetska Zdravstvena Organizacija

WHO- World health organisation

REAL — revidirana europsko-americka limfomska klasifikacija
VEGF - vaskularni endotelni ¢imbenik rasta

NF B — Nuklearni faktor kappa B

bFGF — bazi¢ni fibroblastni Cimbenik rasta

TGF- — transformirajuci imbenik rasta-beta

TGF-a - transformirajuci Cimbenik rasta-alfa

PDGF — ¢imbenik rasta deriviran iz trombocita

HGF - hepatalni Cimbenik rasta

EGF - epidermalni ¢imbenik rasta

G-CSF - granulocitini kolonija stimulirajuci faktor

IL-1, IL-6, IL-8,- Interleukini

MCP-1 - monocitni kemotaktiCni protein
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TNF-a - tumor necrosis factor

IFN-a — interferon-alfa

Pl — proliferacijski indeks

MI — mitotski indeks

Rb — retinoblastom gen

MPI — medunarodni prognosticki indeks

HE — hemalaun eozin

ABC metoda - avidin biotin peroksidaza metoda
HRP — horse redish peroksidaza

AP — alkalna fosfataza

MACS- Magnetic cell sorting, sortiranje stanica pomo¢u magneta

MRNA-messenger RNA, glasnicka ribonukleinska kiselina
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PRILOG I

Popis koriStenih kemikalija :

Alkalna fosfataza (engl. Alcaline peroxidase- AP) Boethringer, Njemacka
3-aminopropiltrinetoksisilan, C6H17NO3Si, Sigma, SAD

3,3' diamino-benzidine, DAB, Sigma, SAD

Citratni pufer, DAKO No0.S2031

Etilen- diamino-tetraoctena kiselina (EDTA)

Eozin, Shandon Inc., SAD

Etanol (70%, 90%,100%) CH3CH20H, Kemika, Hrvatska

Hematoksilin, C6H1406, Shandon Inc.,SAD

Ksilol C6H10, Kemika, Hrvatska

Xylene substytute, DAKO

Medij za montiranje-balzam, Entellan ®, Merck, Njemacka

Vodikov peroksid (30%),H202, Kemika, Hrvatska

Parafin, Shandon Inc, SAD

Paraformaldehid (4%) Sigma, SAD

1-Propanol C3H80, Kemika,Hrvatska

Streptavidin peroksidaza (engl. Peroxidase-POD) Boethringer,Njemacka
Vodeni medij za montiranje, Aquatex®, Merck, Njemacka.

APC,

PI, propidij jodid
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Popis koristenih uredaja

Automatski imunoboja¢ DAKO TECHMATE HORIZON, Manufactured by L J L
Biosystems Inc.

Protoéni citometar FaxAria Becton-Dickinson, USA
Digestor, Koterman, Njemacka

Digitalna kamera C-3030 ZOOM, Olympus , Japan
Dispenzor, Microm, Njemacka

Histokinet,

Mikrotom , MicromHM340E, Njemacka

Mikrovalna pecénica, Samsung Selection M92
Svijetlosni mikroskop, BX51, BX41, Olympus, Japan
Termostat, Ehret,Njemacka

Centrifuga, Jouan, Njemacka

Vaga, Mettler E200, SAD

Puferi i otopine

PBS (fosfatima puferirana fizioloSka otopina) pH 7,2

140 mM Natrij klorid (NaCl) , 2,7mM Kalij klorid (KClI), 6,5 mM Natrij hidrogen fosfat-
2-hidrat (Na2HPO4 x 2H20), 1,5 mM Kalij dihidrogenfosfat (KH2PO2), 0,7 mM Kalcij
klorid (CaCl2), 0,7 mM Magnezij klorid-6-hidrat (MgCI2 x 6H20)

Citratni pufer pH 6,0

50 mM limunska kiselina (C6H202 x H20), 50 mM Natrij hidrogenfosfat-2-hidrat

(Na2HPO4 x 2 H20)
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TBS (tris- puferirana fizioloSka otopina) pH 7,6

1M Tris HCI, 1M natrij klorid (NaCl)

MACS pufer, pH 7,2

PBS (fosfatima puferirana fizioloSka otopina) pH 7,2, BSA (bovine serum albumin) i
2Mm EDTA, u omjeru 1:20.

FACS pufer, pH 7,2

PBS (fosfatima puferirana fizioloSka otopina) pH 7,2 i 0,5 % FCS (fetal calve serum)

(uz dodatak azida (opcionalno)).
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