puvodni prace

APOPTOTICKY A MITOTICKY INDEX U B LYMFOM{J: ANALYZA
PROGNOSTICKYCH FAKTORU U 53 PACIENTU SE 7LETYM SLEDOVANIM

APOPTOTIC AND MITOTIC INDEXES IN B LYMPHOMAS: PROGNOSTIC
FACTOR ANALYSIS IN 53 PATIENTS WITH 7 YEAR FOLLOW-UP

VAGUNDA V., KALABIS J., POCHMON D., PETRAKOVA K., KOUKALOVA H., VAGUNDOVA M., DRBAL J.,
HAVRANKOVA L.

MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV, BRNO

Souhrn; U 53 B lymfomi byly hodnoceny tyto prognostické parametry: grade (Kiel), vék, stadium, apoptoticky a maximalni mito-
ticky procentni index, celularita a procento CD4 5RO pozitivnich (T reaktivnich) bunék; s pomoci obrazové analyzy systtmem LU CIA -
G. Dale semikvantitativné procento Bcl-2 a Ki-67 nadorovych bunék a akumulace p53 a p21. Pfi koreladni statistické analyze apo-
ptoticky index vysoce pozitivné koreloval s gradem, s mitotickym indexem, Ki-67 a p53 imunopositivitou. Negativné vyrazné kore-
loval s Bel-2, pticemz Bcl-2 negativné korelovalas pS3. Nebyla nalezena korelace s p21, s potem CD45R O bunék ani s pfezitim, dise-
ase-free intervalem ¢i stadiem. Vysledky ukazuji, Ze apoptdza u B lymfomii je Bcl-2 dependentni. Potvrdilo se, Ze u lymfomu je pii
vys$si proliferaci (mitdzy ¢i Ki-67) zéroven i vyssi poCet apoptéz. Komplexni regulaéni mechanismy jsou pfedmétem diskuse. Upfes-
néni vzajemnych vztahd, i k progndze, lze déle oéekavat od multivariaéni analyzy. Apoptoticko-mitoticky index, alterace p53 a Bcl-2
jsou velmi nadéjnymi prediktivnimi faktory pro specifické typy protinddorové terapie.
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Summary: Prognostic factors of 53 B lymphomas were evaluated: Grade (Kiel), age, stage, apoptotic and maximal mitotic indexes,
cellularity and percent of CD45RO cells (T reactive); with the aid of the image analysis system LUCIA-G. Percent of Bcl-2" and
Ki-67" tumor cells, and overexpression of p 53 and p 21 were evaluated semiquantitatively. For apoptotic index, statistical analysis
revealed high positive correlation witha grade, mitotic index, Ki-67 and p53 overexpression while a negative correlation was found
with Bcl-2. No correlation appeared with p21, number of CD45RO cells, stage, disease-free interval and survival. Bcl-2 showed
negative correlation with p53 overexpression. The results demonstrate dependence of apoptosis on Bcl-2. They confirm that with
B lymphomas high proliferation (Ki-67 or mitoses) is associated with a high number of apoptoses. Complex regulation mechanisms
are discussed. Further multivariate statistical analysis is desirable to reveal mutual interrelationships, including prognosis. Apoptotic
and mitotic indexes, Bcl-2 and p53 alterations are very promising factors for predicting results of specific anti-tumor therapy.
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tvod

Mezi prognostickymi a prediktivnimi faktory u nddort jsou
Casto studovany prolifera¢ni markery. I kdyZje dobfe znamo,
Ze neoplasticky rust zdvisi na rozdilu mezi produkei a ztritou
bunék, je v humannich nddorech pifekvapivé malo kvantita-
tivnich informaci o zdniku nddorovych bunék apoptdzou.

V této studii j sme se kromé hodnoceni apoptézy u lymfomu také
zaméfili na studium biologickych markerti asociovanych s apo-
ptotickym procesem, kde 1ze ocekavat nejen pfinos k poznani
mechanismil apoptdzy, ale také terapeutické implikace.

Materidl a metodika ,

Z archivniho materidlu M O U Brno bylo vybrano 53 B lymfo-
mt, kde pacienti byli po standardni 1é¢bé dlouhodobé sledo-
vani. VSechny diagnézy byly ovéfeny imunohistochemicky
sCD20, CD45R0, kappa, lambda i §ir§im panelem protildtek
dle individudlni potfeby a revidovany dle Lennerta a Fellera
(A). Ukazdého ptipadu byly kromé véku, Kielské klasifikace
aklinického stddia vyhodnoceny nasledujici piedlécebné pro-
gnostické parametry.

Mitézy, apoptdzy, CD45R O buiiky a celularita byly spocita-
ny s pouzitim automatického systému pro analyzu obrazu
LUCIA G verze 3.52, vybaveném 3 CCD kamerou Hitachi. Po
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nabarveni tenkych fezti HE byl proveden piedvybér métené
plochy se zietelem k maximdlni mitotické aktivité a zde
nasledné poc¢itani mitotickych a apoptotickych figur s pouzi-
tim objektivu 40x a zivého okna na obrazovce pocitace. Bylo
hodnoceno vzdy 9 ptilehlych obrazovkovych poli o celkové
plose 0,12635 mm. ¢tv. Jako apoptoticka figura se hodnotila
bud'typicka buiika s kondenzaci a marginaci chromatinu nebo
typické télisko tvofené densni chromatinovou hrudkou veli-
kosti alesponi 0,5 mikrometru. V piipadé vicecetnych, u sebe
se nachdzejicich télisek, byla provedena opticky integrace pod-
le mnozstvi a plochy, na které byla rozmisténa, do 1 ¢i 2 apo-
ptotickych figur. V archivovanych obrazech byla nésledné
napifahovédna jadra a po individudlni korekci, s vylou¢enim
nenddorovych elementii, stanovena automaticky celularita
a semiautomaticky pocet CD45R O elementd. Primérné bylo
hodnoceno 2330 nddorovych bun€k najeden lymfom.

Imunoreakce byly provedeny obvyklym zptlisobem s pouzitim
protildtek Novocastra, pouze pro Ki67 byla pouzita MIB-1
Biogenex a pro p21 WA1 (MOU). Kromé Bcl-2 a protildtek
proti CD a lehkym fetézctim, byla pouzita metodika revitali-
zace antigend ve specidlni mikrovinné troubé microMED
BASIC - pro Ki67, p53 (DOI1, DOI1) ap21. Imunopositivity
nadorovych bunék byly hodnoceny semikvantitativné v pro-



centech, vZdy nejméné dvéma patology. Pro akumulaci (ove-
rexpresi) p53 a p21 byla zvolena prahova hodnota 5%, u p53
detekovana alespotii jednou z obou pouZitych protilatek.

P statistickém hodnoceni byl pouZit Spearmaniiv pofadovy
korelaCni koeficient, systém STATA.

Vysledky :

Dle Kielské klasifikace bylo v sestavé 41% high grade lymfo-
mil a 59% low grade lymfomti. Primé&my v&k pacienti byl
53,7 let. Celkové pfeZiti bylo 34% pfi priméru 51,3 mé&sict,
s bezpfiznakovym pfeZitim v priméru 29,8 mésici.
Apoptoticky procentni index kolisal v rozsahu 0,01 - 11,75%
pli primé&ru 0,97 %. Maximalni mitoticky index byl 0,12 - 5,57%,
s pramérem 1,61%. Obrazovou analyzou bylo vyhodnoceno
primérné 2330 bunek na jeden lymfom, celularita byla od 4662
do 35773 bunék na ¢tver. mm. Procentni rozsahy imunopositi-
vitbyly: CD45R0O 0,2 - 51%, Bcl-2:0-95%, Ki67:5 - 85%.
Akumulaci p53 vykazovalo 15% lymfomd, u p21 jen 4%.

Pfi korela¢ni analyze apoptoticky index vysoce pozitivn& kore-
loval s gradem dle Kielské klasifikace (r=0,72, p<0,001),
s mitotickym indexem (obr.¢. 1, r=0,837, p<0,001), Ki-67
(r=0,724, p<0,001) a p53 (r=0,350, p=0,01) akumulaci. Nega-
tivné vyrazné koreloval s Bcl-2 (obr.€. 2, r=-0,663, p<0,001),
pfiemZ Bcl-2 negativné korelovala s p53 (r=-0,341, p=0,012).
Nebyla nalezena korelace s p21, s po¢tem CD45RO bunék ani
s pfeZitim, disease-free intervalem i stidiem.

Dile byly nalezeny statisticky vyznamné negativni korelace
mezi Bcl-2 a gradem (r=-0,603, p<0,001), Ki-67 (r=-0,668,
p<0,001) a mitotickym indexem (r=-0,644, p<0,001). Mito-
ticky index positivné koreloval s Ki-67 (r=0,713, p<0,001),
gradem (r=0,70, p<0,001) a p53 akumulaci (r=0,437,
p=0,001), tato také positivné s Ki-67 (r=0,308, p=0,023).
Procento CD45RO (r=0,335, p=0,016) bun&k korelovalo posi-
tivné pouze s mitotickou aktivitou. Celularita korelovala nega-
tivné pouze s p53 (r=-0,380, p=0,005).

Diskuse

Potvrdilo se, Ze u B lymfomi vyborné& mezi sebou koreluji gra-
de a proliferace (2,3), at jiZ stanovena mitotickym indexem ¢&i
Ki-67. Tyto tfi kladné koreluji s apoptotickym indexem. Ten-
tonalez miZe byt specificky pro lymfomy. Nélez zirovefi pod-
poruje hypotézu, Ze mechanismy kontrolujici apoptézu a pro-
liferaci jsou zde spole¢né aktivovany v priib&hu bun&ného
cyklu (4). Zda buiika nakonec ptejde do mitézy & podlehne
apoptdze zavisi na dalSich regulaCnich faktorech. Vysoka spon-
tanni apopt6za u lymfomi tedy neni prognosticky pfiznivym
faktorem, ukazuje na vysoky bun&&ny obrat u skupiny s vyso-
kou malignitou. Ovéfeni prognostického vyznamu kombino-
vanych proliferacné - apoptotickych indexu, v&etng indexu
apoptoza plus mitéza, zlstiva v centru dal$iho vyzkumu.

Na rozdil od nékterych studii (5, 6) byla prok4zana negativni
korelace mezi apoptotickym indexem a Bcl-2 (7), kde vy3&iimu-
nopositivita antiapoptotického Bcl-2 souvisi s nizkou frekven-
ci apopt6zy. Regula¢ni vztahy mohou byt oviem velmi sloZité
a komplexni, jak naznaCuje i negativni korelace mezi Bcl-2
amitotickym indexem a zejména vztahy viech uvedenych para-
metri k p53 (8). Tento mé komplexni funkci (regulace nékoli-
ka stovek geni), je ,,proapoptoticky“a mj. aktivuje transkripci
BAX, ktery je akceleratorem apopt6zy. BAX inhibuje Bcl-2,
coZ potvrzuje i n4dmi nalezen4 negativni korelace mezi p53 a Bcl-
2. Tento nélez naznaluje, Ze akumulovany (overexprimovany)
p53 je u v&tSiny B lymfomu funkeni, coZ je zdroveii doloZeno
nalezenou kladnou korelaci mezi mezi apoptézou a p53 aku-
mulaci a nakonec podpofeno byt neCetnymi literArnimi udaji
o relativné malé frekvenci mutaci p53 u lymfomu (9).
Nadruhou stranu, nalezend positivni korelace mezi p53 a pro-
liferact, jedna - li se oviem vibec o pfi€innou zavislost - maze
souviset s G¢asti specificky mutovaného p53 v kancerogenezi
vysoce proliferujicich lymfom, jak naznacuji nékteré literar-
ni Gdaje. Pfekvapivé nizka overexprese p21 neumoZnila pro-

Obr. 1. Korelac e apoptotického a mitotického indexu
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Obr. 2. Korelac e apoptotického indexu a exprese bel-2

t“
ooh

Expresc bek-2 (%)

Apoptoticky index (%)

vést podrobné&jsi statistickou analyzu a tim ani nepfispéla
k otdzce vzdjemného vztahu s p53. Pro poznani regula¢nich
mechanismil zastiva kli€ové ovéfeni mutaci a také funk&nos-
ti p53, napf. testem FASAY, kdy mutace nemusi znamenat
ztrétu aktivity. Tyto testy jsou oviem ¢asto limitovéany dostup-
nosti Cerstvého materilu a finan¢ni naro¢nosti.

Dile nalezené korelace, negativni mezi p53 a celularitou, posi-
tivni mezi procentem CD45RO bunék a mitotickou aktivitou
mohou byt ndhodnymi nalezy, ale také zprostfedkovanym vyra-
zem biologickych vazeb. CD45RO buiiky, vétSinou T reak-
tivni (ojedinéle jsoupositivni i nddorové B buiiky) mohou kom-
plexnimi imunologickymi mechanismy zvy%ovat proliferaci
nadorovych B bunék. Upfesnéni vzijemnych korelaci i vztahii
k prognéze lze dile ofekavat od multivariaCni analyzy.
Apoptoticky index (10) &i souvisejici alterace Bcl-2 (11, 12,
13) a p53 (14) se v né&kterych studiich ukazuji jako prognos-
tické faktory nezévislé na tradi¢nich. Jiné studie (15), v&etné
nasi, tuto nezavislost nepotvrzuji. Nejednotné vysledky mohou
byt dany rozdily v terapeutickych protokolech, kdy naprosta
vétSina pacientil je specificky 1é¢ena, takZe nelze studovat sou-
vislosti s pfirozenym pritbéhem choroby. V kaZdém pfipadé jde
o velmi nad&jné faktory pro predikci i¢innosti specifické tera-
pie (16), v¢etné chemo a radioterapie. Apoptoticky a mitotic-
ky index jsou do budoucna, aZ bude §ifeji zavedeno hodnoce-
ni sekven¢nich bioptickych ¢i cytologickych odbéri, daleZi-
tymi parametry v hodnoceni G¢innosti protinadorové terapie,
zejména novych agresivnich vysokoddvkovych reZimd.
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Brno, 7.-9. kvétna 1999

Brnénské onkologické dny budou mit ?roce 1999 netradi¢ni
scénaf, formu a obsah. Organizace evropskych onkologickych
ustavi (Organisation of European Cancer Instutues, OECI,
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vedoucich center Narodniho onkologického registru v krajich
a okresech a vedoucich sester, Konferenci SZP, satelitni sym-
pozia. Hlavni odborny program budeme sdilet s 80 fediteli
evropskych onkologickych tstavi a takika 100 zahrani¢nich
a domdcich patologli, proto je oficidlnim jednacim jazykem
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Védecky programje rozdélen do tif sekci.:

1. Advances in Molecular Biology. Prognostic and Predictive
Pathology
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O ECI Pathology Group mé vlastni paralelni eduka¢ni program:
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