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Streszczenie

The evaluation of the relationship between the percentage of preosteo-
clasts in the bone marrow or peripheral blood and activity markers
in multiple myeloma patients

Summary

Wstêp: Szpiczak plazmocytowy jest chorob¹ proliferacyjn¹ o z³o¿onej patogenezie, na któr¹ sk³ada siê kompartment komórek szpi-

czakowych tworz¹cych tzw. „masê guza” oraz komórki osteoklastyczne z ich prekursorami tworz¹cych komponent „kostny” choroby. Oba 

procesy chorobowe s¹ powi¹zane przez wp³ywy cytokin i wzajemne oddzia³ywanie komórek mimo to czêsto w obrazie klinicznym widywane 

s¹ dysproporcje w ich nasileniu. Celem pracy by³a cytofluorymetryczna identyfikacja prekursorów osteoklastów we krwi obwodowej i w szpiku 

u chorych na szpiczaka mnogiego, a tak¿e zbadanie wzajemnych zale¿noœci pomiêdzy poszczególnymi subpopulacjami komórek jedno-

j¹drzastych we krwi i w szpiku oraz odniesienie uzyskanych wyników do przebiegu klinicznego choroby, a w szczególnoœci destrukcji uk³adu 

kostnego.

Materia³ i metoda: Badania immunofenotypowe przeprowadzono w grupie 14 wczeœniej nieleczonych chorych na szpiczaka mnogiego

za pomoc¹ trójkolorowego cytometru przep³ywowego FACS Calibur. 

Wyniki: Odsetek komórek nowotworowych w szpiku waha³ siê w granicach 8.1-21.3 (œr. 13.8±6.12), natomiast we krwi wynosi³ odpowiednio 

0.1-3.6 (œr. 0.45±0.94). Odsetek prekursorów osteoklastów w szpiku wynosi³ 0.955±0.572, a we krwi 0.454±0.972. Zanotowano obecnoœæ 

ujemnej korelacji miêdzy odsetkiem preosteoklastów w szpiku a parametrami uk³adu czerwonokrwinkowego oraz liczb¹ p³ytek krwi. 

Jednoczeœnie stwierdzono dodatni¹ korelacjê miêdzy odsetkiem preosteoklastów we krwi a "mas¹ guza" ocenian¹ na podstawie odsetka 

plazmocytów.

Wnioski: Immunologiczne cechy aktywnoœci szpiczaka mnogiego odpowiadaj¹ aktywnoœci choroby i koreluj¹ z wielkoœci¹ kompartmentu 

preosteoklastów. Du¿y odsetek preosteoklastów kr¹¿¹cych we krwi wi¹¿e siê z ma³ym zaawansowaniem zmian kostnych, co sugeruje mniej-

sz¹ liczbê dojrza³ych osteoklastów bezpoœrednio zaanga¿owanych w destrukcjê kostn¹.

S³owa kluczowe: szpiczak mnogi, preosteoklasty, plazmocyty, CD138.

Introduction: Multiple myeloma is a myeloproliferative disease of complex pathogenesis which is represented by a plasma cells compart-

ment developing into the so-called tumour mass as well as osteoclast cells together with their initial forms, precursors, affecting the skeletal 

system. Both disease processes are closely related with each other through the influence of cytokines and interactions among plasma cells, 

osteoclasts and bone marrow stromal cells. Nevertheless, there is often a disproportion between the bone disease and proliferation of plasma 

cells. The aim of this study was to identify the precursors of osteoclasts by cytofluorimetry in the blood and bone marrow samples from patients 

with multiple myeloma. We also analyzed the dependence between subpopulations of mononuclear cells in the blood and bone marrow. We 

tried to refer our results to the development of the disease and destruction of the skeletal system.

Materials and methods: An immunophenotype analysis was carried out on cells of 14 patients with de novo multiple myeloma by a three-

colour cytofluorimetry FACS Calibur.

Results: The percentage of neoplastic cells in the bone marrow was 8.1-21.3 (average 13.8±6.12) whereas that in the blood was
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Wstêp • dojrza³e osteoklasty (mature OC) - wieloj¹drowe ko-

mórki maj¹ce siln¹ ekspresjê genów znacznikowych 

Szpiczak mnogi SzM (Multiple Myeloma MM) nale¿y osteoklastów: CTR, CAII, cath K, MMP9 i TRAP.

do proliferacyjnych chorób uk³adu ch³onnego. Jednak z po- Podczas hodowli in vitro MDBM (TRAP-) ulegaj¹ efekty-

wodu odmiennego przebiegu i symptomatologii zwi¹zanej wnemu ró¿nicowaniu do osteoklastów (TRAP+) w obecno-

z patologi¹ uk³adu kostnego zosta³ z tej grupy chorób wy- œci rozpuszczalnego RANKL (ligand dla aktywatora czyn-

³¹czony. Jest jednym z najczêœciej obserwowanych nowo- nika j¹drowego kb) i M-CSF [6, 7]. Dopiero dojrza³e osteo-

tworów szpiku i koœci. U pod³o¿a zmian patogenetycznych klasty maj¹ wysoce specyficzny fenotyp, zarówno pod 

le¿y istnienie klonu monoklonalnych komórek o morfologii wzglêdem antygenowym jak i cytochemicznym, natomiast 

plazmocyta, wydzielaj¹cych do krwi bia³ka, zwane immu- poszczególne ich formy rozwojowe wykazuj¹ ró¿n¹ ekspre-

noglobulinami monoklonalonalnymi. Ich stê¿enie we krwi sjê tych samych antygenów znacznikowych. Pro- i preos-

w przybli¿eniu koreluje z rozprzestrzenieniem procesu cho- teoklasty wykazujê ekspresjê antygenów: CD14, CD11a, 

robowego [1]. Sta³ymi objawami klinicznymi tej choroby s¹ CD11b i HLA-DR [4]. Z kolei antygen CD38 jest obecny

bóle kostne obejmuj¹ce g³ównie koœci p³askie takie jak ¿e- na preosteoklastach i osteoklastach, co mo¿na zaobserwo-

bra, krêgos³up, koœci miednicy. Sta³y ból mo¿e byæ spowo- waæ przy u¿yciu hybrydyzacji in situ w 8 dniu hodowli. 

dowany patologicznym z³amaniem wymienionych wy¿ej Jednoczeœnie komórki te s¹ wówczas CD19-. Antygen 

koœci. Przyczyn¹ zmian kostnych jest proliferacja komórek CD14 jest obecny tylko na preosteoklastach [8]. 

nowotworowych oraz wzmo¿ona aktywnoœæ osteoklastów, Osteoklasty wyizolowane od pacjentów ze SzM maj¹ 

wywo³ana wydzielanymi przez plazmocyty cytokinami ta- s³abo zaznaczon¹ ekspresjê CD54 i CD56, rozleg³¹ po-

kimi jak: IL-1, TNFa, znane jako czynniki aktywuj¹ce osteo- wierzchniow¹ ekspresjê integryn oraz ekspresjê integryn   

klasty (OAF) [2]. Najczêstszymi zmianami s¹ ogniska oste- zlokalizowan¹ wewn¹trz komórki. Natomiast osteoklasty 

olityczne; rzadko widywane s¹ ogniska osteoblastycznego pochodz¹ce od zdrowych dawców nie wykazuj¹ ekspresji 

nowotworzenia. Destrukcja koœci jest przyczyn¹ uwalniania antygenów: CD54 i CD56 [5,9]. 

wapnia z tkanki kostnej i wzrostu stê¿enia tego jonu w suro- Celem pracy by³a cytofluorymetryczna identyfikacja 

wicy [3]. prekursorów osteoklastów we krwi obwodowej i w szpiku

Osteoklasty s¹ komórkami pochodzenia szpikowego. u chorych na szpiczaka mnogiego, a tak¿e zbadanie wza-

Na podstawie licznych badañ autorzy s¹ zgodni, ¿e Ÿród³em jemnych zale¿noœci pomiêdzy poszczególnymi subpopula-

osteoklastów jest tkanka hemopoetyczna szpiku [4]. Zapro- cjami komórek jednoj¹drzastych we krwi i w szpiku oraz od-

ponowano istnienie trzech faz w ró¿nicowaniu siê osteokla- niesienie uzyskanych wyników do przebiegu klinicznego 

stów na podstawie danych uzyskanych przy u¿yciu cytome- choroby, a w szczególnoœci destrukcji uk³adu kostnego.

trii przep³ywowej i metody Northem blot [5]. S¹ to:  

• pro-osteoklasty (pro-OC) - w hodowli maj¹ kszta³t wrze- Materia³ i metoda

cionowaty, wykazuj¹ siln¹ ekspresjê genu dla osteo-

pontyny (OPN) i brak ekspresji genów dla CTR (receptor Badania przeprowadzono w Klinice Hematologii Aka-

dla kalcytoniny), CAII (anhydraza wêglanowa II), cath K demii Medycznej w Lublinie. Przedmiotem badañ objêto

(katepsyna K), MMP9 (metaloproteinaza 9) i TRAP (wi- 14 chorych, wczeœniej nie leczonych, u których rozpoznano 

nianoopoma fosfataza kwaœna); odpowiadaj¹ M-CSF szpiczaka mnogiego.

- zale¿nym makrofagom szpiku kostnego tj. MDBM Grupa chorych sk³ada³a siê z 11 kobiet i 3 mê¿czyzn. Wiek 

(M-CSF - macrophage colony stimulating factor); w ca³ej grupie waha³ siê od 43 do 81 lat (œr. 60.7±11.7).

• pre-osteoklasty (pre-OC) - s¹ ma³ymi okr¹g³ymi jedno- U jednego chorego (7.14%) stwierdzono I stadium zaawan-

j¹drzastymi komórkami, które wykazuj¹ ekspresjê pra- sowania, u trzech pacjentów (21.42%) rozpoznano II sta-

wie wszystkich markerów osteoklastów, natomiast po- dium, natomiast u 10 chorych (71.43%) III stadium. Zmiany 

zbawione s¹ fenotypu charakterystycznego dla makro- kostne okreœlano na podstawie kryteriów Case'go. U czte-

fagów; rech chorych (28.57%) stwierdzono zaawansowane zmiany 

b1 b3

0.1-3.6 (average 0.45±0.94). The percentage of precursors of osteoclasts in the bone marrow was 0.955±0.572 whereas that in the blood 

was 0.454±0.972. Our analysis showed a negative correlation between the percentage of preosteoclasts in the bone marrow and the para-

meters of the erythrocytic system and the number of platelets. We also noticed a positive correlation between the percentage of preo-

steoclasts in the blood and the percentage of plasma cells in the bone marrow.

Conclusions: Immunological markers of multiple myeloma activity correspond to the disease activity and correlate with the number of preo-

steoclasts. A high percentage of preosteoclasts in the blood is connected with a low destruction of bones which suggests that a fewer number 

of osteoclasts destroy the skeletal system.

Key words: multiple myeloma, preosteoclasts, plasma cells, Cd138.



destrukcyjne uk³adu kostnego (stadium 3), u kolejnych Wyniki

czterech pacjentów (28.57%) rozpoznano umiarkowane 

zmiany osteolityczne (stadium 2), równie¿ u czterech cho- Dziêki zastosowaniu cytometrii przep³ywowej sta³o siê 

rych (28.57%) stwierdzono osteoporozê (stadium l); nato- mo¿liwe oznaczenie ekspresji antygenów CD138+/CD51+

miast zmian kostnych nie stwierdzono (stadium 0) u dwóch /CD14+ charakteryzuj¹ce komórki preosteoklastyczne za-

pacjentów (14.28%). równo w szpiku, jak i we krwi u chorych ze szpiczakiem mno-

Najczêœciej obserwowano postaæ szpiczaka mnogiego gim. Ponadto stwierdzono obecnoœæ komórek o fenotypie 

z obecnoœci¹ bia³ka monoklonalnego typu IgG, bo u sied- CD138+/CD38+++/CD45-, które odpowiadaj¹ monoklo-

miu chorych (50.0%), w trzech przypadkach (21.42%) roz- nalnym komórkom plazmatycznym.

poznano szpiczaka klasy IgA, natomiast u czterech chorych 

(28.57%) stwierdzono postaæ poronn¹. Odsetek plazmo- Ocena immunofenotypu prekursorów osteoklastów

cytów w szpiku wynosi³ od 3 do 64% (œr. 25.4±27.4%). 

Stê¿enie wapnia ca³kowitego w surowicy krwi waha³o siê Odsetek komórek z ekspresj¹ antygenów Cd138+/

od 2.3 do 7.2 mEq/l (4.8±1.05 mEq/l), natomiast akty- CD51+/CD14+ w szpiku waha³ siê pomiêdzy 0.29-1.83

wnoœæ dehydrogenazy mleczanowej (LDH) wynosi³a od 1.7 (œr. 0.955±0.572), natomiast we krwi wynosi³ od 0.06

do 304.0 U/l (œr. 178.2±80.2 U/l). do 3.64 (œr. 0.454±0.972). Stwierdzono istnienie ujemnej 

Materia³em do badañ by³a krew obwodowa oraz szpik korelacji miêdzy ekspresj¹ wy¿ej wymienionych antygenów 

kostny pobrany metod¹ biopsji aspiracyjnej mostka lub tre- na komórkach jednoj¹drzastych w szpiku a stê¿eniem he-

panobiopsji talerza koœci biodrowej. Do badañ immono- moglobiny we krwi. Zaobserwowano równie¿ obecnoœæ 

fenotypowych izolowano komórki jednoj¹drzaste. Œwie¿o ujemnej korelacji miêdzy odsetkiem prekursorów osteo-

pobrany szpik kostny i krew rozcieñczano buforowanym klastów w szpiku a liczb¹ p³ytek krwi. Na podstawie analizy 

roztworem 0.9% NaCl (PBS) w stosunku 5:1 i po nawar- statystycznej, stwierdzono tak¿e istnienie ujemnej korelacji 

stwieniu na roztwór Gradisolu L (Polskie Artyku³y Medyczne pomiêdzy ekspresj¹ antygenów CD138+/CD51+/CD14+ 

„Aqua-Medica"). Wirowano przez 20 min. w temp. 20°C przy w szpiku, jak i we krwi a wielkoœci¹ bia³komoczu. Wa¿n¹ za-

3 tys. obrotów/minutê. Zawiesinê komórek p³ukano roztwo- le¿noœci¹ jest istnienie dodatniej korelacji miêdzy odset-
6rem PBS-u i rozdzielano po ok.10  komórek (100 l) na pro- kiem komórek z ekspresj¹ antygenów CD138+/CD51+/

bówkê oraz dodawano po 50 l rozcieñczonego lub 5 l CD14+ we krwi a odsetkiem plazmocytów w badaniu cy-

stê¿onego przeciwcia³a monoklonalnego. Inkubacjê prze- tologicznym szpiku jak równie¿ odsetkiem plazmocytów
oprowadzano w temp. 4 C w czasie 30 min. Ekspresjê cz¹- w badaniu cytofluorymetrycznym. W Tabeli 1 zosta³y zesta-

steczek adhezyjnych na komórkach jednoj¹drzastych aspi- wione uzyskane istotne statystycznie korelacje.

Grupa badanych chorych zosta³a podzielona na dwie ratu szpiku oznaczano metod¹ bezpoœredniego barwienia 

podgrupy, bior¹c pod uwagê zaawansowanie choroby przy u¿yciu przeciwcia³ monoklonalnych sprzê¿onych z izo-

kostnej wg Case'go. W grupie chorych z ma³o aktywn¹ cho-tiocyjanianem fluoresceiny (FITC) lub fikoerytryn¹ (PE) oraz 

rob¹ kostn¹ w przebiegu szpiczaka mnogiego, (stadiumPerCP. Odczyt wyników dokonywano przy u¿yciu trójkolo-

0 i 1 wg Case'go) zaobserwowano statystycznie istotny wiê-rowego cytometru przep³ywowego FACSCalibur firmy BEC-

kszy odsetek prekursorowych komórek osteoklastycznych TON DICKINSON SYSTEMS. W ka¿dej probówce oceniano 

o fenotypie CD138+/CD51+/CD14+ we krwi obwodowej. od 7 000 do 10 000 komórek. Za wynik dodatni, œwiadcz¹cy 

Natomiast w szpiku chorych z zaawansowan¹ chorob¹ kos-o obecnoœci antygenu uwa¿ano stwierdzenie jej ekspresji 

tn¹ stwierdzono wiêkszy odsetek komórek o immunofeno-przynajmniej na 30% komórek. 

m

m m
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 Tabela 1. Korelacje miêdzy odsetkiem prekursorowych komórek osteoklastycznych (CD138+/CD51+/CD14+) w szpiku i krwi a ocenianymi parametrami 
klinicznymi i biochemicznymi.
Table 1. Correlations between the percentage of preosteoclasts in the bone marrow and the peripheral blood (CD138+/CD51+/CD14+) and evaluated 
parameters.

korelowane parametry R Spearman poziom istotnoœci p

CD138+/CD51+/CD14+ (szpik) i stê¿enie HGB

CD138+/CD51+/CD14+ (szpik) i liczba PLT

CD138+/CD51+/CD14+ (szpik) i odsetek plazmocytów w szpiku

CD138+/CD51+/CD14+ (szpik) i bia³komocz

CD138+/CD51+/CD14+ (krew) i bia³komocz

-0.643581

-0.638240

0.637456

-0.759072

-0.832545

0.017623

0.001083

0.034875

0.010892

0.002796
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typie CD138+/CD51+/CD14+, charakteryzowanych jako trami morfologii krwi obwodowej. Stwierdzono, bowiem 

preosteoklasty. Nie by³a to jednak zale¿noœæ statystycznie ujemn¹ korelacjê miêdzy odsetkiem tych komórek i to za-

istotna (R Spearman 0.459899, p=0.098). równo w szpiku, jak i we krwi a stê¿eniem hemoglobiny i li-

Na Rycinach 1 i 2 zosta³ przedstawiony odsetek preosteo- czb¹ erytrocytów we krwi chorych. Zaobserwowano rów-

klastów we krwi i szpiku u chorych podzielonych na dwie nie¿ istnienie ujemnej korelacji pomiêdzy odsetkiem komó-

grupy w zale¿noœci od zaawnsowania choroby kostnej. rek plazmatycznych w szpiku a liczb¹ p³ytek krwi. Jedn¹

z wa¿niejszych zale¿noœci jest obecnoœæ dodatniej korela-

cji pomiêdzy odsetkiem komórek plazmatycznych o feno-

typie CD138+/CD38+++/CD45- we krwi a stê¿eniem 

beta2-mikroglobuliny w surowicy (R Spearman 0.750000, 

p=0.05001).

Dyskusja

Szpiczak mnogi jest chorob¹ nowotworow¹, w prze-

biegu, której dochodzi do wzmo¿onej aktywnoœci procesów 

resorpcji i odbudowy koœci, jednak ze znaczn¹ przewa-

g¹ tego pierwszego. G³ówn¹ kliniczn¹ manifestacj¹ zmian

u tych pacjentów jest osteoliza w postaci rozleg³ego ni-

szczenia koœci. Za proces ten odpowiada generacja akty-

wowanych osteoklastów obecnych w mikroœrodowisku 

szpiku kostnego [10]. Dojrza³e osteoklasty s¹ du¿ymi wielo-

j¹drowymi komórkami, które powstaj¹ w wyniku fuzji kr¹-

¿¹cych, jednoj¹drowych komórek prekursorowych wywo-

dz¹cych siê z wielopotencjalnej hematopoetycznej komórki 

macierzystej szpiku [11]. Na proces rekrutacji prekursorów 

osteoklastów i ich fuzji w wieloj¹drzaste osteoklasty maj¹ 

wp³yw zarówno hormony osteotropowe, jak i dzia³aj¹ce 

miejscowo cytokiny [11]. Na podstawie licznych badañ au-

torzy s¹ zgodni, ¿e komórki te nale¿¹ do linii monocyt/ma-

krofag i ¿e M-CSF jest kluczowym mediatorem odpowie-

dzialnym za proliferacjê i ró¿nicowanie siê prekursorów 

osteoklastów a tak¿e za prawid³ow¹ aktywnoœæ dojrza³ych 

osteoklastów [12,13]. Mimo ci¹gle prowadzonych prac, 

dok³adna charakterystyka prekursorów osteoklastów nie 

zosta³a w pe³ni poznana. Badania ekspresji komórek pre-

osteoklastycznych we krwi obwodowej i w szpiku i ich roli

w przebiegu procesu chorobowego u pacjentów ze szpi-

czakiem mnogim, dostarczaj¹ nowych informacji, a tak¿e 

pozwalaj¹ na lepsze zrozumienie patofizjologii tej choroby. 

Gregoretti i wsp. [10] obserwowali resorpcjê kostn¹ in vitro 

spowodowan¹ przez jednoj¹drzaste komórki krwi obwo-

dowej pobranych od chorych na szpiczaka plazmo-

cytowego z zaawansowan¹ chorob¹ kostn¹ (stadium 2 i 3 

wg Case'go). Natomiast nie stwierdzono osteolizy dokona-

nej przez komórki krwi obwodowej pobranych od chorych 

na monoklonaln¹ gammapati¹ o nieokreœlonym znaczeniu Ocena immunofenotypu monoklonalnych komórek pla-
(MGUS - monoclonal gammopathy of undetermined signifi-zmatycznych
cance) oraz od chorych z ma³o zaawansowan¹ chorob¹ 

kostn¹ w przebiegu szpiczaka (stadium 0 i 1 wg Case'go). Odsetek komórek charakteryzuj¹cych siê fenotypem: 
Populacja komórek jednoj¹drzastych od pacjentów z zaa-CD138+/CD38+++/CD45- w szpiku waha³ siê pomiêdzy 
wansowan¹ chorob¹ kostn¹ (stadium 2,3 wg Case'go) 0.46 - 21.34 (œr. 8.034±6.126), natomiast we krwi wyniós³
transformowa³a do wieloj¹drzastych komórek z morfologi¹od 0.01 do 3.60 (œr. 0.452±0.948). Zawartoœæ komórek 
i fenotypem osteoklastów. Pozwoli³o to sformu³owaæ wy¿ej szpiczakowych identyfikowanych w cytometrze przep³ywo-
wymienionym autorom wniosek, i¿ chorzy z daleko posu-wym w sposób istotny wi¹za³a siê z podstawowymi parame-
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Rycina 2. Odsetek komórek preosteoklastycznych (C138+/CD51+/CD14+) 
w szpiku w zale¿noœci od stopnia zaawansowania choroby kostnej wg Ca-
se’go.
Figure 2. The percentage of preosteoclasts (C138+/CD51+/CD14+)
in the bone marrow depending on skeletal destruction according Case.
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Rycina 1. Odsetek komórek preosteoklastycznych (C138+/CD51+/CD14+) 
we krwi obwodowej w zale¿noœci od stopnia zaawansowania choroby kostnej 
wg Case’go.
Figure 1. The percentage of preosteoclasts (C138+/CD51+/CD14+)
in the peripheral blood depending on skeletal destruction according Case.
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